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1 Zielsetzung

1 Zielsetzung

In der vorliegenden Arbeit soll ein neuer, adenoviraler Therapieansatz des me-
tastasierten kolorektalen Karzinoms untersucht werden. Tumorspezifische Vekto-
ren, die einen amplifizierten Muzinpromotor beinhalten, sollen hergestellt und in

vitro sowie in einem murinen Tiermodell charakterisiert werden.

Charakterisierung der Vektoren: Zunachst gilt es, die durch ein Gal4-VP16 Fu-

sionsprotein amplifizierte Genexpression des tumorspezifischen Muzinpromotors
(DF3/MUC1) in der murinen Kolonkarzinomzelllinie MCA-26 naher zu charakteri-
sieren. Zu diesem Zweck werden tumorspezifische Vektoren, die das Markergen
Luciferase kodieren mit einem unspezifischen Luciferasevektor, der einen CMV
Promotor beinhaltet, in MCA-26-Zellen sowie in weiteren murinen und humanen

Zelllinien verglichen.

Intrahepatisches Tumormodell: Um die selektive und amplifizierte Genexpressi-

on des tumorspezifischen Adenovirus im Vergleich zu dem CMV-Vektor in einem
Organismus qualitativ zu untersuchen, soll in vivo mit der syngenen kolorektalen
Karzinomzelllinie MCA-26 eine diffuse Metastasierung in der Leber von Balb/c
Mausen erzeugt werden. Uber eine systemische Gabe wird ein Gemisch aus dem
zu konstruierenden spezifischen Vektor Ad.DF3/MUC1-binSyst.-Red2 und dem
konstitutiv exprimierenden Vektor Ad.CMV-GFP appliziert. Der spezifische Vektor
kodiert fur ein rot fluoreszierendes und der unspezifische fir ein grin fluoreszie-
rendes Protein. Histopathologische Untersuchungen der murinen Lebern sollen

die Selektivitat des tumorspezifischen Ansatzes visuell eruieren.

Therapeutische Vektoren: Daruber hinaus sollen adenovirale Expressionsplas-

mide sowie adenovirale Vektoren zur tumorspezifischen Expression des antitumo-
ral wirksamen, jedoch potentiell toxischen Zytokins Interleukin-12 konstruiert und

in vitro charakterisiert werden.



2 Einleitung

2 Einleitung

2.1 Das kolorektale Karzinom

In den U.S.A. wurden fur das Jahr 2002 von der American Cancer Society
148.300 neue Falle von kolorektalen Karzinomen und 56.600 spezifische Todes-
falle registriert. Diese Zahlen machen das kolorektale Karzinom zu der zweithau-
figsten diagnostizierten Krebsart und krebsbedingten Todesursache in den Verei-
nigten Staaten (Jemal et al., 2002). Das Risiko, in seinem Leben die Diagnose
kolorektales Karzinom gestellt zu bekommen, betragt fur die U.S. Bevolkerung ca.
6 % und 2,3 % der Bevdlkerung verstirbt an dieser Krebsart (SEER, 1973-1998),
die zu 41,5 % im Rektum oder Sigmoid, und zu 37 % im Colon descendens lokali-
siert ist (Cheng et al., 2001). Das bevorzugte Organ flr eine Metastasierung ist

aufgrund der portal-vendsen Blutversorgung die Leber.

Ein kurativer Ansatz durch alleinige chirurgische Therapie ist mit grol’er Wahr-
scheinlichkeit nur bei frihen Tumorstadien moglich. Liegt eine Ausbreitung in regi-
onare Lymphknoten vor (Stadium Ill, Dukes C) oder bestehen bereits Fernmetas-
tasen (Stadium 1V, Dukes D), so verschlechtert sich die Uberlebensprognose deut-
lich (Tabelle 1). Zum Zeitpunkt der Primaroperation liegt bei 30 % der Patienten
ein Stadium Il vor und 25 % befinden sich bereits im Stadium IV. Insgesamt ent-
wickeln 60 % aller Patienten mit kolorektalem Karzinom im Verlauf ihrer Erkran-
kung Fernmetastasen, was in der Regel eine palliative Zielsetzung der onkologi-

schen Therapieflihrung zur Folge hat (Grothey et al., 2002).

Tabelle 1: Stadiengruppierungen des Kolonkarzinoms, Stadienverteilung zum Zeitpunkt der
Primardiagnose sowie Erkrankungsprognose (nach Grothey et al., 2002)

uicc Dukes oder 1 N M Hiufigkeit 5-Jahres-Uberleben

0 A A Tis NO MO
I A AT 12% 90 %

BT T2
I B B1 B2 T3 30 % 60-80 %

B2 B3 T4

m c C1  T1,T2 N1,N2 25 % 30-60 %

c2 T3

c3 T4
I\ D D jedesT jedesN M1 33 % 5%
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2.1.1 Die Pathogenese des kolorektalen Karzinoms

Das genetische Modell von Fearson und Vogelstein fur die Entstehung des kolo-
rektalen Karzinoms beschreibt eine sukzessive Anhaufung von genetischen Ver-
anderungen. Dies fuhrt als morphologisches Korrelat zu einer Reihe von histo-
pathologischen Umgestaltungen des kolorektalen Epithels. Kolorektale Tumore
entstehen nach diesem Modell als eine Konsequenz aus der mutationsbedingten
Aktivierung von Onkogenen und der ebenfalls durch Mutation bedingten Inaktivie-
rung von Tumorsuppressorgenen. Diese Veranderungen entstehen durch eine
sich entwickelnde chromosomale Instabilitat. Mehrere solcher Mutationen sind fur
die Ausbildung eines malignen Tumors notwendig, wohingegen wenige fur die
Entwicklung eines Adenoms als pramaligne Lasion ausreichen. Es wird vermutet,
dass die absolute Akkumulation dieser genetischen Veranderungen fur die Ent-
stehung eines Karzinoms entscheidender ist als die Reihenfolge in der sie auftre-

ten (Fearson und Vogelstein, 1990).

In dem Prozess der sporadischen Kolonkarzinomgenese muss das Adenomatosis
polyposis coli Gen (APC) inaktiviert werden. Mutationen in diesem Gen sind in ca.
zwei Drittel der Adenome und sporadischen Kolonkarzinome zu finden (Powell et
al., 1992) und spielen auch bei der Entstehung einer familidaren Adenomatosis po-
lyposis eine wichtige Rolle (Groden et al., 1991). In den verbleibenden sporadi-
schen Kolonkarzinomen ist das APC-Gen durch Methylierung der Promotorse-
quenz inaktiviert (Hiltunen et al., 1997). Das APC-Gen phosphoryliert normaler-
weise zellulares B-Catenin und ermdglicht dadurch dessen Abbau. Ohne diese
Reaktion akkumuliert B-Catenin in der Zelle und aktiviert zellulare Wachstumsgene
(Morin et al., 1997).

Ein weiteres Merkmal der malignen Transformation sind Mutationen im Ras-
Onkogen. Derartige Veranderungen sind bei vielen Kolonkarzinompatienten in
frihen und mittleren Adenomstadien dokumentiert (Fearson und Vogelstein,
1990). In spateren Stadien der Adenomentstehung sind haufig Chromosomen-
deletionen zu finden. Hier ist besonders der Verlust von 18921 zu erwahnen, der
zwei vermeintliche Tumorsuppressorgene beinhaltet. Chromosomale Deletionen
auf dem Chromosom 18 sind in Uber 60 % der Kolonkarzinome zu finden (Thiaga-
lingam et al., 1996).
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Ebenfalls ein spateres molekulares Ereignis sind Veranderungen auf dem kurzen
Arm des Chromosoms 17, die u.a. mit einem Funktionsverlust des Tumorsuppres-
sorgens p53 assoziiert sind. Zusammen mit anderen genetischen Abnormitaten

verstarken sie die genomische Instabilitat (Fearson und Vogelstein, 1990).

Neben dieser Form existiert als weitere Art der genomischen Instabilitat die Mikro-
satelliteninstabilitat (MSI) (lonov et al., 1993). Sie ist ein Charakteristikum des He-
reditaren nichtpolypdsen Kolorektalen Karzinom Syndroms (Lynch Syndrom). Da-
bei verliert das kolorektale Epithel durch Mutationen in Missmatch Repair Genen
die Fahigkeit DNS-Fehler zu reparieren. Somatische Mutationen des hMLH1- und
hMSH2-Gens sind in sporadisch entstehenden Tumoren beschrieben und entwi-

ckeln sich in der spaten Phase der Tumorgenese (Thibodeau et al., 1998).

FUr sporadische, herediare nichtpolypdse und Colitis ulcerosa-assoziierte kolorek-
tale Karzinome wurden zusatzlich Mutationen im TGF-B Rezeptor Typ Il beschrie-
ben (Markowitz et al., 1995 und Souza et al., 1997). TGF-B hat in nichttransfor-
miertem menschlichen Kolonepithel einen starken antiproliferativen und pro-
apoptotischen Effekt (Alexandrow und Moses, 1995). Menschliche Kolonkarzino-
me, die eine fehlerhafte Missmatch Repair Funktion aufweisen, zeigen gewohnlich
eine genetisch bedingte Suppression der TGF-B Rezeptor Typ Il Funktion (Mar-
kowitz et al., 1995). Insgesamt zeigen 12 % der sporadischen, humanen Kolon-
karzinome eine Mikrosatelliteninstabilitat als Folge des Verlustes der Missmatch

Repair Funktion (lonov et al., 1993).

2.1.2 Chemotherapie des metastasierten kolorektalen Karzinoms

Durch die Chemotherapie soll versucht werden, die Lebensqualitat der Patienten
zu verbessern oder zu erhalten und die Zeit bis zur Tumorprogression hinauszu-
zdgern. Auch wenn moderne Kombinationschemotherapien die medianen Uberle-
benszeiten einer rein supportiven Behandlung von 5 bis 7,5 Monaten mehr als
verdoppelt haben (Scheithauer et al. 1993), betragt diese jedoch nur ungefahr 18
Monate (Douillard et al., 2000; Giacchetti et al., 2000).
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Als Chemotherapeutika wird bei diesem Palliativansatz, wie auch bei der adjuvan-
ten Therapie im Tumorstadium lll, eine Kombination von 5-Fluoruracil und Folin-
saure (5-FU/FS) verwendet. Vergleichbar hierzu sind orale Fluorpyrimidine wie
Capecitabine (van Cutsem et al. 2001). Neben den Fluorpyrimidinen sind Irinote-
can als DNS-Topoisomeraseinhibitor und das Platinanalog Oxaliplatin die wirk-
samsten Einzelsubstanzen. Die Ansprechrate dieser drei Substanzgruppen bei
metastasierter Erkrankung betragt jedoch nur ca. 15 % (Kohne et al., 1998).

2.1.3 Therapieverfahren von kolorektalen Lebermetastasen
2.1.3.1 Chirurgische Resektion

Bei 15 bis 25 % der Patienten mit metastasierten Kolonkarzinomen werden die
Lebermetastasen chirurgisch reseziert, wobei die 5-Jahres-Uberlebensrate nur ca.
30 % betragt. Durch neue Strategien wie eine neoadjuvante Chemotherapie, eine
portal-venose Embolisation sowie eine zweistufige Hepatektomie kann der Pro-
zentsatz der resektablen Patienten erhoht werden (Fusai und Davidson, 2003).
Bei etwa 50 % der Patienten kommt es im Anschluss an einen potenziell kurativen
Eingriff nach 12 bis 14 Monaten zu einem Tumorrezediv in der Leber und/oder in
der Lunge (Fong et al., 1999).

2.1.3.2 Lokale Therapieverfahren

Lebermetastasen bis zu einer Grolde von 4 bis 5 cm kdnnen durch Kryotherapie,
Laserbehandlung oder Hochfrequenzthermoablation behandelt werden. Derzeit
fehlen jedoch noch Studien, um den Stellenwert dieser lokalen Verfahren gegen-
uber der chirurgischen Therapie oder einer systemischen Chemotherapie beurtei-
len zu kdnnen. Es gilt noch festzustellen, ob die teilweise gunstigen Ergebnisse

nur auf einer Patientenselektion beruhen.

2.1.3.3 Neue, experimentelle Therapiekonzepte

In Anbetracht der limitierten therapeutischen Optionen des hepatisch metastasier-
ten kolorektalen Karzinoms ist eine Vielzahl von molekularen Therapieformen in

der Erprobung. Es werden Techniken fur die Herstellung von Makromolekulen wie



2 Einleitung

DNS und Antikérper oder sogar Immunzellen oder Viren fur die Anwendung in vivo
entwickelt. Die Grundlagenforschung der letzten 20 Jahre auf den Gebieten der
Biochemie, Molekular- und Zellbiologie hat zudem wesentliche Mechanismen der
intrazellularen Regulation von Wachstum, Differenzierung, Transformation und
programmiertem Zelltod aufgedeckt und entscheidend dazu beigetragen, die mo-
lekularbiologischen Grundlagen des kolorektalen Karzinoms zu verstehen. Dies
hat zur Identifizierung neuer Tumorantigene gefuhrt, die wiederum Ziele fur einen

therapeutischen Ansatz darstellen.

Auf eine spezifische Stimulation von zytotoxischen T-Lymphozyten zielt der An-
satz unter Verwendung dentritischer Zellen ab, die mit kolorektalen Karzinomanti-
genen bzw. deren RNS transfiziert sind. Eine derartige Vakzinierung mit CEA-
Antigen beladenen dentritischen Zellen in Kombination mit einem hamatopoeti-
schen Wachstumsfaktor zeigte bei einigen Patienten eine positive Beeinflussung
des Krankheitsverlaufs (Fong et al., 2001).

Antikorper, die gegen Uberexprimierte Antigene der malignen Zellen gerichtet sind,
stellen einen weiteren immunologischen Therapieansatz dar. Radioaktiv markierte
Anti-CEA-Antikorper wurden bereits in klinischen Studien eingesetzt (Ychou et al.,
1998). Ein allgemeines Problem bei der Anwendung von Antikérpern, das zum
Therapieversagen beitragen kann, ist jedoch die Entwicklung von humanen Anti-
Maus-Antikorpern im Laufe der Therapie (Sears et al., 1982).

2.2 Gentherapie als neue, alternative Therapieoption

Die Gentherapie stellt ein weiteres experimentelles Therapiekonzept zur Behand-
lung dieser malignen Erkrankung dar. Urspriinglich diente die Ubertragung frem-
der genetischer Information in eukaryotische Zellen dazu, Genfunktionen zu unter-
suchen. Bald darauf ruckte der biotechnologische Einsatz zur Herstellung rekom-
binanter Genprodukte starker in den Vordergrund. Der Transfer neuer genetischer
Information in ein Individuum markiert schliel3lich einen Héhepunkt dieser Entwick-
lung. Er stellt die Grundlage der Gentherapie als neuen Wissenschaftszweig dar
und konnte in naher Zukunft die Behandlung von vererbten und erworbenen Gen-

defekten ermdglichen.
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In Anbetracht der schlechten Prognose von Patienten mit kolorektalen Karzinomen
im Stadium IV mit einer 5-Jahres-Uberlebensrate von 5 % wurde versucht, neue,
sichere und effektive Therapieverfahren zu entwickeln. Vor dem Hintergrund der
genetischen Veranderungen als Grundlage fur die Enstehung maligner Erkran-

kungen stellt die Gentherapie eine neue, viel versprechende Option dar.

2.2.1 Physikalische Gentransfermethoden

Um Fremd-DNS in Zellen einzubringen, stehen einige direkte, physikalische
Transfertechniken zur Verfugung, die allerdings keine groRRe Effizienz aufweisen.
Dies hangt zum Teil mit der Tatsache zusammen, dass Makromolekule, wie zum
Beispiel DNS, in der Zelle in spezielle endosomale und lysosomale Vesikel aufge-

nommen und dort abgebaut werden.

Die Elektroporation ist in diesem Zusammenhang ein Verfahren, bei dem die Zel-
len in einem elektrischen Feld einer hohen Spannung ausgesetzt und dadurch
permeabel fur die DNS-Molekule werden (Andreason und Evans, 1988). In einem
subkutanen Tumormodell konnte durch Elektroporation eines Plasmids, das flr
das Interleukin-12 Fusionsprotein kodiert, eine signifikante Verzégerung des Tu-
morwachstums sowie eine partielle, systemische Immunitat erreicht werden (Ta-
mura et al., 2001). Lee und Kollegen (2003) konnten zudem eine Wachstumsver-
langsamung von kolorektalen Lungenmetastasen durch intramuskulare Elektro-

poration eines IL-12-Plasmids im murinen Tiermodell erzielen.

Eine intratumorale Injektion von nackter Plasmid-DNS, die das Enzym Cytosin-
desaminase kodiert, fihrte bei kolorektalen Lebermetastasen in Kombination mit
einer systemischen Gabe des Prodrugs 5-FC zu einer signifikanten Tumorregres-

sion und Uberlebensverlangerung in einem Rattenmodell (Baque et al., 2002).

Ein weiteres Verfahren benutzt Membranvesikel aus einer Lipiddoppelschicht (Li-
posomen), die durch Fusion mit der Zellmembran in die Zielzellen eingeschleust
werden (Mannino und Gould-Fogerite, 1988). Der aus den Lipiden DMRIE-DOPE
bestehende liposomale Vektor Allovectin-7 wurde erfolgreich in die Leberlasionen
von Kolonkarzinompatienten eingeschleust. Dieser Vektor kodiert flr die Genpro-

dukte HLA-B7 und B-2-Mikroglobulin und soll die in 60 % der Tumore vorkommen-
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den MHC | Antigenveranderungen kompensieren (Rubin et al., 1997). In dieser

Studie konnte allerdings kein therapeutischer Effekt nachgewiesen werden.

Der Anteil von physikalischen Gentransfermethoden an Gentherapiestudien be-
tragt ca. 25 %, wobei circa die Halfte auf Lipofektion und ein Drittel auf der Injekti-

on von nackter Plasmid-DNS beruht (http://www.wiley.co.uk/genmed/clinical).

2.2.2 Virale Gentransfermethoden

Dieser Forschungszweig nutzt den evolutionar alten, aber sehr effektiven viralen
Infektionsmechanismus aus, um genetische Information in Zielzellen einzuschleu-
sen. Ein derartiger viraler Vektor fur die Therapie von Krebserkrankungen sollte

idealerweise folgende Eigenschaften besitzen:

= Hohe Konzentration (> 108 Partikel/ml)

» Einfache und reproduzierbare Herstellung

» Hohe Effizienz beim Einbringen des Therapiegens in die Zielzellen

= AusschlieBliche Infektion von Tumorzellen bzw. Beschrankung der Genex-
pression auf die malignen Gewebe

= Regulierbare Genexpression (regulierbare Promotoren)

» Keine Immunantwort gegen den Vektor

Derzeit erfullt noch kein viraler Vektor alle diese Eigenschaften. Eine persistieren-
de Genexpression durch die Fahigkeit zur gezielten Integration in das menschliche
Genom bzw. die stabile episomale Persistenz ist bei der Therapie von metaboli-
schen Erkrankungen, nicht jedoch bei Tumorkrankheiten, notwendig und birgt zu-
dem die Gefahr durch eine Insertionsmutagenese selber eine maligne Erkrankung
zu induzieren (Check, 2002).

In der vorliegenden Arbeit soll ausschlieBlich naher auf die adenoviralen Gen-
transfermethoden als Grundlage der adenoviralen Gentherapie von malignen Er-
krankungen eingegangen werden. Adenoviren besitzen flr diesen Zweck eine
Reihe der geforderten Eigenschaften und haben mit ca. 25 % einen grof3en Anteil
an den derzeitigen Gentransferstudien. Einen Uberblick zu den Hauptgruppen der

viralen Vektoren bietet Tabelle 2.
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Tabelle 2: Hauptgruppen der viralen Vektoren (modifiziert nach Thomas et al., 2003)
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2.3 Adenoviren als Therapiewerkzeuge fiir das metastasierte ko-

lorektale Karzinom

2.3.1 Aufbau und Lebenszyklus

Adenoviren werden in zwei Gattungen unterteilt, die Mastadenoviren, die Sauge-
tiere infizieren konnen und die Aviadenoviren, die in verschiedenen Vogelarten
endemisch sind. Es werden mehr als 100 serologische Formen unterschieden.
Adenoviren haben ein sehr breites Wirtsspektrum. Sie kdnnen sich teilende, ru-
hende wie auch bereits ausdifferenzierte Zellen infizieren. Im Allgemeinen befallen
Adenoviren vor allem das Epithel der oberen Atemwege. Sie verursachen 5 - 15 %
aller Erkaltungskrankheiten. Das Virus kann jedoch auch Krankheiten wie Kerato-

konjunktivitis, Gastroenteritis, Pneumonie, Bronchitis und Hepatitis auslésen.

Morphologische Charakteristika des 80 nm durchmessenden Adenovirus sind ein
ikosaedrisches Kapsid mit 252 Untereinheiten, bestehend aus drei Hauptprotei-
nen: Hexonproteine (240), Pentobasisproteine (12) und Fiberproteine (Stewart et
al., 1993). Das Virusgenom besteht aus einer linearen, doppelstrangigen DNS von
ungefahr 36 kb Lange, die in 100 map units (mu) unterteilt wird. An jedem Genom-
ende liegen so genannnte inverted terminal repeats (ITR’s), die fur die Verpa-
ckung und Replikation des Virusgenoms in Virionen wichtig sind. Am 5’-Ende ist

zudem kovalent ein terminales Protein gebunden (Rekosh et al., 1977).

Fiberprotein

Pentobasisprotein

Hexonprotein

lineares DNS-Genom

Coreprotein

terminales Protein

Abb. 1: Aufbau eines Adenovirus mit seinen wichtigsten Strukturmerkmalen
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Abb. 2: Genomorganisation der adenoviralen Wildtypform

Dargestellt sind nur die wichtigsten Charakteristika des adenoviralen Genoms. Es ist in 100 Einhei-
ten mit einer Lange von je 0,36 kb unterteilt. Fir die Verpackung und Replikation des Genoms in
Virione sind die inverted terminal repeats (ITR’s) an beiden Enden wichtig. Die E1-Region kodiert
fir zwei Transkriptionsfaktoren, die E2-Genprodukte werden bei der Virusreplikation benétigt. Eine
Suppression des wirtseigenen Immunsystems wird von der E3-Region bewirkt. Die E4-Gene sind
zum einen an frihen transkriptionellen Prozessen beteiligt, fordern aber auch den Ubergang zur
spaten Phase der Replikation. L1-L5 sind die spaten viralen Gene und kodieren flir Strukturprotei-
ne. Das VA-Gen beeinflusst die Translation viraler Proteine und plIX ist fur die physikalische Stabili-
tat des Adenovirus verantwortlich. (Abbildung modifiziert nach Guinzburg und Salmons, 1997)

Der adenovirale Replikationszyklus dauert 32 - 36 Stunden und lasst sich in zwei
Phasen unterteilen. In der ersten Phase bindet sich der Adenovirus mit Hilfe seiner
Fiberproteine an den Coxsackie/Adenovirus-Rezeptor, der zur Immunglobulin-
Superfamilie gehort (Tomko et al., 2000). Es folgt eine, durch die Bindung des
Pentobasisproteins an avp3/avp5-Integrine induzierte, clathrin-vermittelte Endocy-
tose (Mathias et al., 1998). Durch die virale Protease L3/p23 wird das Viruskapsid
angedaut und so durch die Kernporen in den Nucleus transportiert (Greber et al.,
1996). Hier bleibt die virale DNS als Episom bestehen und die Transkription und

Translation der adenoviralen Gene beginnt.

Die virale Expression und die Virusreifung stellen die zweite Phase dar. Sie kon-
nen in drei Abschnitte unterteilt werden: sehr frihe, verzogert frihe und spate
Genexpression. Zunachst wird, durch zellulare Transkriptionsfaktoren vermittelt,
das E1A-Gen prozessiert. Das Produkt ist an der Transkription der verzogert fri-
hen Gene E1B, E2A, E2B, E3 und E4 beteiligt (Abb. 3) (Nevins, 1981). Ein Kom-
plex aus E1B und E4 aktiviert wiederum die spate Genexpression (Sarnow et al.,
1984), deren Gene L1 - L5 hauptsachlich flr virale Strukturproteine kodieren, die

bei dem Zusammenbau des Cores und des Kapsids bendtigt werden. Bei der
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Kapsidverpackung spielt ein Verpackungssignal am linken Ende des adenoviralen
Genoms eine wichtige Rolle (Hearing et al., 1987). Diese Ereignisse fuhren zur
Permeabilitatsanderung der Kernmembran und ermdglichen dem Virus den Uber-
tritt in das Zytoplasma und schliellich durch Lyse der Zellmembran die Freiset-
zung (Rao et al., 1996 und Tollefson et al., 1996).

E1A-E1B-Komplex Reguliert die Transkription von E2

reprimiert
\ aktiviert
verzogerte frithe Genexpression

E2B

l

virale Replikation

E3 | | E4 |

Entzug vor Immunantwort

schiitz DNS vor Abbau

v

E1B-E4-Komplex beschleunigt die spate virale Genexpression L1-L5

0 10 20 30 40 50 60 70 80 920 100
virale DNS

Abb. 3: Zusammenfassung der wichtigsten Ereignisse der friihen Phase des adenoviralen
Lebenszykluses (Abbildung modifiziert nach Giinzburg und Salmons, 1997)

2.3.2 Adenoviren als Vektoren fur die Gentherapie

Adenoviren sind in der Lage, ihr Genom in eine Vielzahl von Zelltypen einzu-
schleusen. Durch den Einbau von Fremdgenen in die adenovirale DNS ist es mdg-
lich, in ahnlich effektiver Weise heterologe genetische Informationen in Zellen ein-
zubringen. Dies stellt die Grundlage fur die Verwendung von Adenoviren in der
Gentherapie dar. Die Tatsache, dass die virale DNS im Kern der Wirtszelle als
Episom vorliegt und nicht in das Genom integriert wird, fihrt nur zu einer transien-
ten Genexpression. Varda-Bloom et al. (2001) konnten zeigen, dass in Balb/c
Mausen die konstitutive, adenoviral-vermittelte Genexpression bei systemischer

Applikation nach 5 Tagen ihren Maximalwert in der Leber hat und nach 14 Tagen
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signifikant abfallt. Diese Eigenschaft stellt bei der Tumortherapie einen Vorteil dar,
da hier eine hohe, aber temporar beschrankte Genexpression erwinscht ist. Eine
mogliche Insertionsmutagenese wie bei Retroviren stellt keine Gefahr dar. Dieses
Charakteristikum und die Tatsache, dass Adenoviren leicht und in hohen Titern
herzustellen sind, macht sie zu einem geeigneten Werkzeug in der Tumor-

Gentherapie.

Da das Adenovirus die infizierten Zellen im Verlauf des Replikationszyklus zer-
stort, mussten Wege gefunden werden, den viralen Zyklus derart zu beeinflussen,
dass nach Infektion der Zelle keine Lyse mehr stattfindet. Zu diesem Zweck hat
man die fur die Virusreplikation essenzielle E1-Region aus dem Genom entfernt,
ohne dabei die Transduktionseigenschaften des Virus zu verandern. Bei dieser
Deletion mussen jedoch die ITR’s (1 - 103 bp) sowie das Verpackungssignal
(194 - 358 bp) erhalten bleiben, da sie essenziell fur die virale Lebensfahigkeit
sind (Hearing und Shenk, 1983; Hearing et al., 1987; Grable und Hearing, 1992).
Zusatzlich muss fur die Verpackung des Genoms in die Virione das Protein IX
vorhanden sein, das sich mit dem Leserahmen fir E1B Uberschneidet (Ghosh-
Choudhury et al., 1987). Mit solchen Vektoren lassen sich nun effizient Fremdge-
ne in Zellen einbringen und unter der Kontrolle von viralen oder heterologen Pro-

motoren exprimieren.

In einem Wildtyp-Virus ist ein maximaler Einbau von ca. 2 kb Fremd-DNS maoglich
(Bett et al., 1993). Unter Berucksichtigung der essenziellen Bestandteile, ist eine
Deletion der E1-Region von 3,2 kb durchfiihrbar, sodass heterologe DNS mit einer
Lange von 5,2 kb eingebaut werden kann (Bett ef al., 1994). Um eine groRere Ka-
pazitat im Virusgenom zu erreichen, kann zusatzlich die nicht-essenzielle E3-
Region partiell entfernt werden. Diese Region ist fur eine Immunmodulation des
Wirtsorganismus bei Infektion eines Wildtyp-Virus verantwortlich (Wold und Goo-
ding, 1991). Durch eine Deletion von 2,69 kb ist der zusatzliche Einbau von gene-
tischem Material moglich. In E17/E3"-Vektoren lafdt sich auf diese Weise insgesamt
Fremd-DNS mit einer Groélke von 7,5 bis 7,9 kb verpacken (Bett et al., 1994).

13
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FUr die Produktion derartiger Adenoviren sind spezielle Verpackungszelllinien no-
tig, die die fehlenden Genprodukte fur die Virusreplikation zur Verfugung stellen.
Eine solche Zelllinie ist bereits 1977 etabliert worden. Es handelt sich um die
menschliche, embryonale Nierenzelllinie 293, die stabil mit den linken 11 % des
adenoviralen Genoms transfiziert ist und u.a. die, in den Vektoren deletierte, E1-
Region in trans zur Verfugung stellt (Graham et al., 1977). Auf diese Weise ist ei-
ne Virusreplikation nur in dieser Verpackungszelllinie moglich und nicht in anderen

Zellen, die nicht uber die E1-Region in ihrem Genom verfugen.

Das Prinzip, das in der vorliegenden Arbeit zur Herstellung von adenoviralen Vek-
toren verwendet wurde, basiert auf der Arbeit von Bett et al. (1994). Das Plasmid
pBHG-10, das fast alle essenziellen adenoviralen Sequenzen enthalt, die flr die
Herstellung von infektiosen Viren nétig sind, wird Gber eine Calciumphosphatpra-
zipitation in die Verpackungszelllinie 293 transfiziert. Dem Plasmid fehlt jedoch
das essenzielle Verpackungssignal fur die Herstellung kompletter Viruskapside.
Infektiose Vektoren kdnnen nur entstehen, wenn ein Shuttle-Plasmid koprazipitiert
wird, das das linke Ende des adenoviralen Genoms inklusive des Verpackungs-
signals enthalt. Dieses Plasmid weist homologe, adenovirale Bereiche mit pBHG-
10 auf, die die deletierte E1-Region flankieren, in der die heterologe DNS kloniert
wurde. Durch homologe Rekombination arrangieren sich die beiden Plasmide der-
art, dass ein komplettes Genom eines infektidsen, adenoviralen Vektors entsteht,
das die Fremd-DNS in seiner deletierten E1-Region tragt (Abb. 4).

Die eingebauten Fremd-Gene kénnen zum einem unter der Kontrolle eines ade-
noviralen Promotors stehen, andererseits kdonnen heterologe Promotoren vor dem
Transgen mit integriert werden. Beispiele fur solche heterologen Promotoren sind
der Rous-Sarkom-Virus (RSV) sowie der Cytomegalie-Virus (CMV) Promotor, der
in einer Vielzahl von Zelllinien eine starke Expression bewirkt (Schmidt et al., 1990
und Boshart ef al., 1985). Neben dem verwendeten Promotor spielt fur die Starke
der Transgenexpression ein Polyadenylierungssignal, das dem Gen nachgeschal-
tet ist, eine entscheidende Rolle. Die Verwendung eines SV40-pA*-Signals liefert
in diesem Zusammenhang zufrieden stellende Expressionsraten und eine homo-

gene mRNA-Population in adenoviralen Vektoren (Berkner et al., 1987).
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| H
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Abb. 4: Prinzip der Herstellung adenoviraler Vektoren durch homologe Rekombination

Uber eine Chalcium-Phosphat-Transfektion gelangen zwei Plasmide in die Verpackungszelle 293.
Das Plasmid pBHG10 enthalt das gesamte adenovirale Genom bis auf die Verpackungssequenz g
und eine deletierte E3-Region. Das Shuttle-Plasmid beinhaltet das linke Ende der viralen DNS
inklusiv der Verpackungssequenz. In der deletierten E1-Region kann heterologe DNS von maximal
7,8 kb eingebaut werden. In den 293-Zellen, die das deletierte E1-Genprodukt in trans zur Verfi-
gung stellt, kdnnen nach homologer Rekombination der adenoviralen Sequenzen virale Vektoren
erzeugt werden (Abbildung modifiziert nach Bett et al., 1994).

Ap": Ampicillinresistenz, ori: bakterieller Replikationsursprung, Ad5: Adenovirus Serotyp 5, mu: map
units, ITR: inverted terminal repeats, Pac I: Restriktionsschnittstelle

2.3.3 Adenovirale Gentherapie metastasierter kolorektaler Karzinome

Die adenoviralen Gentherapieansatze beim kolorektalen Karzinom lassen sich in

drei Kategorien einteilen:

e Enzym/Prodrug Systeme,

o Korrektur der molekulargenetischen Defekte und Beeinflussung der Tumor-
angiogenese sowie

e immunmodulatorische Ansatze

15



2 Einleitung
2.3.3.1 Enzym/Prodrug Systeme

Durch adenovirale Vektoren werden die Gene fur Enzyme in die Zielzellen einge-
schleust. Diese Enzyme konvertieren eine zugefuhrte Substanz (Prodrug) von ei-
ner unwirksamen Vorstufe in den aktiven Metaboliten, dessen Wirkungen vorwie-

gend lokal beschrankt bleiben.

Ein Beispiel flr ein solches System ist die Thymidinkinase des Herpes simplex
Virus 1 (HSV1-tk), die, mit Hilfe zellularer Kinasen, das Zytostatikum Ganciclovir in
seine aktive Triphosphatform Uberfuhrt, welche hemmend auf die DNS-Synthese
wirkt (Moolten, 1986). Es ist bereits eine intratumorale Virusapplikation bei Patien-
ten mit kolorektalen Lebermetastasen als klinische Phase | Studie durchgefiihrt
worden (Sung et al., 2001), obwohl in syngenen Tiermodellen zwar eine Tumor-
regression, jedoch kein tumorfreies Langzeittiiberleben bei alleiniger Vektorgabe
erreicht werden konnte (Hayashi et al., 1997 und Chen et al., 1995 und 1996).

Andere Arbeitsgruppen verwenden dagegen das Enzym Cytosindeaminase (CD)
aus dem Bakterium E. coli, das 5-Fluorocytosin (5-FC) in das Chemotherapeuti-
kum 5-Fluorouracil umwandelt (Huber et al., 1993). Block et al. (2000) konnte in
Tierexperimenten in einem syngenen Multimetastasenmodell bei systemischer
Virusgabe eine signifikante Reduktion der Lebermetastasen erreichen, ohne je-

doch eine signifikante Verlangerung des Uberlebens zu erzielen.

2.3.3.2 Korrektur von molekulargenetischen Defekten und Beeinflussung der

Tumorangiogenese

Durch die Arbeiten von Fearson und Vogelstein (1990) sind eine Reihe von Muta-
tionen in den den Zellzyklus regulierenden Genen identifiziert worden, die als Ziele

fur die adenovirale Gentherapie genutzt werden kdnnen.

Defekte Tumorsuppressorgene wie p16 oder p53 konnen mittels Adenoviren in die
Tumorzellen eingeschleust werden und bewirken nach Expression die Apoptose
der infizierten Zellen (Maron et al., 2001 und Tamm et al., 2002). Maron et al.
(2001) konnten in einem singularen Metastasenmodell nur durch die intratumorale

Injektion eines p53-Vektors unter der Kontrolle eines CMV-Promotors einen thera-
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peutischen Effekt nachweisen. Bei Injektion in die Leberarterie sowie bei systemi-
scher Applikation konnte jedoch mit Hilfe eines Vektors mit dem Markergen LacZ
keine Transduktion der Tumorzellen erreicht werden. Tamm und Kollegen (2002)
reduzierten in einem orthotopen, murinen Lebermetastasenmodell mit dem Vektor
Ad.CMV-p16 zwar das lokale Tumorwachstum sowie die Anzahl der Lebermetas-

tasen, erreichten jedoch kein verlangertes Uberleben.

Auch Mutationen im Ras-Gen sind neben p53 haufig und in 40 - 50 % der kolorek-
talen Tumore beschrieben. Van Etten et al. publizierten 2002 eine Arbeit, in der
ein intrazellularer, neutralisierender Antikorper gegen das Ras-Genprodukt durch
einen adenoviralen Vektor in kolorektale Karzinomzellen eingeschleust wurde und
signifikant das Zellwachstum in vitro hemmte. In einem Lebermetastasenmodell in
der Ratte konnte weder durch die sytemische oder die direkte Applikation in die A.
hapatica noch durch isolierte Leberperfusion oder durch intratumorale Gabe ein
Effekt auf das Tumorwachstum erzielt werden. Erst durch die funfmalige Wieder-
holung der arteriellen Vektorinjektion konnte ein therapeutischer Effekt erreicht

werden.

Ebenfalls Uber einen Hemmmechanismus wirkt der Matrix-Metalloproteinase-
Inhibitor TIMP-2. Metalloproteinasen bauen extrazellulare Matrixproteine ab und
spielen eine wichtige Rolle in der Progression und Angiogenese von malignen Er-
krankungen. Die systemische Gabe eines TIMP-2 Vektors fuhrt zu einer Trans-
genexpression in der Leber, die signifikant das Wachstum von Kolonkarzinomzel-
len reduziert, allerdings nur, wenn das Virus vor oder kurz nach der Tumorzellga-
be appliziert wird (Brand et al., 2000).

2.3.3.3 Immunmodulatorische Anséatze durch Zytokine

Der zytokintherapeutische Ansatz zielt auf eine Verstarkung der antitumoralen,
immunologischen Reaktion des kdrpereigenen Immunsystems gegen die malignen
Zellen ab. Ein entscheidender Vorteil dieses Ansatzes ist die Tatsache, dass nur
wenige maligne Zellen infiziert werden mussen, um eine immunmodulatorische

Stimulation zu erzielen.
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Bei der Korrektur von Gendefekten mussen alle entarteten Zellen transduziert
werden und bei der Enzym/Prodrug Therapie ist die antitumorale Wirkung zudem
nur lokal begrenzt. Fur die Zytokine IL-2, IL-4, IL-7, IL-12 IFNy, GM-CSF und
TNFa ist bereits in vielen Tumor-Tiermodellen eine effektive Metastasenreduktion

nachgewiesen worden (Mackensen et al., 1997).

In einem murinen Lebermetastasenmodell konnte gezeigt werden, dass eine intra-
tumorale Applikation des Vektors Ad.RSV-mIL-2 zu einer signifikanten Tumorre-
duktion und teilweise Vollremission fiihrte, allerdings nur in Kombination mit dem
Vektor Ad.RSV-HSV1-tk und einer intraperitonealen Ganciclovirgabe. In einem
Chalange-Experiment mit erneuter Tumorzellapplikation hatten nur die Tiere mit
der adenoviralen Kombinationstherapie im Vergleich zu Tieren mit der Einzelthe-
rapie eine systemische Immunitat entwickelt, die das Wachstum von Tumoren
verhinderte (Chen et al., 1995).

Caruso et al. (1996) verglichen diesen Therapieansatz mit einer adenoviral-
vermittelten Interleukin-12-Therapie. Sie konnten zeigen, dass die systemische
Immunitat der Kombinationstherapie nach 38 Tagen nicht mehr vorhanden war. Im
Vergleich zeigte die intratumorale Behandlung mit dem Adenovirus Ad.RSV-mlIL-
12 ein verlangertes Uberleben. Auch die Reduktion der Tumormasse war durch
mIL-12 gegenuber einem Kontrollvektor signifikant verringert und massiv mit Ent-

zundungszellen infiltriert.

Verbesserte Therapieresultate wurden im Zusammenhang mit Interleukin-12 durch
die Kombination mit einem 4-1BB-kodierenden, adenoviralen Vektor erzielt (Marti-
net et al., 2000). 4-1BB ist Stimmulator fur antigenprasentierende Zellen und flhrt
so zu einer Expansion von antigen-spezifischen, zytotoxischen T-Lymphozyten.
Dies verlangerte im Tiermodell das Langzeituberleben von 20 - 30 % auf 62 %.
Auch die intratumorale adenovirale Therapie mit einer Kombination aus einem IL-
12 Vektor und einem, der fur das INF-y-induzierte Protein-10 kodiert, zeigte einen

synergetischen Effekt (Narvaiza et al., 2000).

18



2 Einleitung

2.4 Tumorspezifische, adenovirale Gentherapie des kolorektalen

Karzinoms

Bei den beschriebenen Ansatzen zur adenoviralen Gentherapie des metastasier-
ten Kolonkarzinoms wurde stets ein unspezifischer Promotor fur die Regulation
des viral eingeschleusten Transgens verwendet. Solche Promotoren sind der
Rous Sarkom Virus Promotor sowie der Cytomegalovirus immediate early gene
Promotor (CMV), der eine starke, konstitutive Genexpression in einer Vielzahl von
Zellen bewirkt (Schmidt ef al., 1990 und Boshart et al., 1985), die fur die Genthe-

rapie maligner Erkrankungen sehr effizient sein kann.

Im speziellen Fall der Therapie von hepatischen Metastasen ist die Anwendung
derartiger Promotoren allerdings durch die Organtoxizitat limitiert, die aus der un-
spezifischen Expression in Hepatozyten resultiert (Brand et al., 1997; Qian et al.,
1997 und van der Eb et al., 1998). Mehrere Arbeitsgruppen konnten zeigen, dass
bei systemischer Adenovirusgabe bis zu 90 % Hepatozyten infiziert werden (Herz
und Gerart, 1993; Huard et al., 1995; Worgall et al., 1997). Diese Tatsache ist be-
sonders bei der adenoviral vermittelten Expression von potenziell toxischen Ge-
nen zu beachten. Es wurden daher verschiedenen Versuche unternommen die
Genexpression auf die malignen Zellen zu beschranken. Dieser tumorspezifische

Ansatz lasst sich in 3 Bereiche unterteilen:

e Replikationskompetente Adenoviren
¢ Modifikation der adenoviralen Fibermolekule

e Tumorspezifische Promotoren

Replikationskompetente Adenoviren replizieren sich selektiv in den malignen
Zellen und zerstéren diese durch die nachfolgende Lyse. Der bekannteste replika-
tionsfahige Vektor ist ONYX-015 (dI1520). Er besitzt eine 827 bp grofl’e Deletion
im E1B-55K-Gen. Dieses Protein ist essenziell fur die Hemmung von p53, mit der
Konsequenz, dass ONYX-015 sich nur in Zellen replizieren kann, die einen muta-
tionsbedingten Ausfall in diesem Apoptosegen besitzen (Bischoff et al., 1996). Da
bei bis zu 70 % der menschlichen Tumore dieses Gen inaktiviert ist, kommt es hier

zu einer selektiven Virusreplikation und konsekutiv zu einer Lyse der Tumorzellen.
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In einer Pilotstudie, die auch Patienten mit metastasierten kolorektalen Karzino-
men einschloss, konnte keine dosisabhangige Toxizitat bei i.v. Injektion beobach-
tet werden (Nemunaitis et al., 2001). Phase | und Il Studien mit Stadium IV Patien-
ten zeigten bei Applikation in die Leberarterie nur in Kombination mit i.v. Chemo-
therapie eine antitumorale Aktivitat (Reid et al., 2001). Die p53-abhangige Spezifi-
tat wird allerdings von einigen Forschern angezweifelt (McCormick, 2000; Dix et
al., 2001) und daher eine nicht-spezifische Replikation als potenzielles Risiko an-

gesehen.

Durch Modifikation der adenoviralen Fibermolekile versucht man den Vektor
derart zu verandern, dass dieser nicht mehr von dem breit vorkommenden Cox-
ackie-Adenovirus-Rezeptor abhangig ist, der zudem bei Tumoren herunterreguliert
sein kann (Li et al., 1999). Stattdessen soll das Virus mit zell- und gewebsspezifi-
schen Rezeptoren interagieren und so eine ausschlielliche Transduktion von Tu-
morzellen erreicht werden (Wickham, 2000). Zur Zeit haben jedoch derart modifi-

zierte Adenoviren noch keinen Einzug in klinische Studien gehalten.

Tumorspezifische Promotoren ermdglichen ebenfalls eine Beschrankung der
Genexpression auf maligne Zellen. Ein solcher Ansatz wurde in der vorliegenden
Arbeit flr die adenovirale Gentherapie des kolorektalen Karzinoms verwendet und

soll im Folgenden naher betrachtet werden.

2.4.1 Tumorspezifische Promotoren flir die Therapie des kolorektalen

Karzinoms

Eine viel versprechende Maoglichkeit der tumorspezifischen Gentherapie ist der
Ansatz, die Transgenexpression in einem adenoviralen Vektor unter die Kontrolle
eines tumor- bzw. gewebsspezifischen Promotors zu stellen. Bei vielen Tumorenti-
taten sind spezifische zellulare Antigene identifiziert worden, deren regulatorische
Elemente fir die Steuerung der Expression bei gentherapeutischen Ansatzen
verwendet wurden (Bui et al., 1997; Shirakawa et al., 1998; Latham et al., 2000).
Dies ermdoglicht die spezifische Genexpression in den malignen Zellen und redu-
ziert die Expression in dem umliegenden Gewebe, auch wenn diese nicht-

transformierten Zellen adenoviral infiziert sind.
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2.4.1.1 CEA Promotor

FUr das kolorektale Karzinom ist das bekannteste Tumorantigen das Carci-
noembryonale Antigen (CEA), das allerdings auch in anderen epithelialen Tumo-
ren wie dem Magen-, dem Mamma- und dem Bronchialkarzinom exprimiert wird
(Shively und Beatty, 1985). Der Plasmaspiegel von CEA korreliert bei Kolonkarzi-
nompatienten mit der Anzahl und der Gro3e von Lebermetastasen (Ishizuka et al.,
2001) sowie mit dem Grad der Tumordifferenzierung (Lorenzi et al., 1997). Zur
tumorspezifischen, adenoviralen Gentherapie von hepatisch metastasierten kolo-
rektalen Karzinomen wird am haufigsten der Promotor dieses Tumorantigens ver-
wendet (Brand et al., 1998; Qiao et al., 2002).

Die Verwendung des CEA-Promotors birgt trotz des hohen Prozentsatzes von
70 % CEA-positiver Kolonkarzinome (Teh und McKenzie, 1990) auch Nachteile.
So konnten Kim et al. (1999) zeigen, dass das CEA-Gen nicht nur in den Leber-
metastasen exprimiert wird, sondern auch in den umliegenden Hepatozyten. In
einem Kontrollkollektiv von Kolonkarzinompatienten ohne Lebermetastasen wurde
zudem in 75 % der Lebern eine CEA-Expression nachgewiesen, auch bei CEA-
negativen Primartumoren. Der genaue Mechanismus der CEA-Genregulation in
Hepatozyten ist jedoch noch nicht geklart, aber gerade vor dem Hintergrund der
hauptsachlichen Transduktion von Hepatozyten bei der systemischen Virusgabe
ist dieser Verlust der Tumorspezifitat fur die Vermeidung von toxischen Nebenwir-

kungen zu berlcksichtigen.

2.4.1.2 B-Catenin/Tcf4 regulierter Promotor

Ein weiterer tumorspezifischer Promotor flr das kolorektale Karzinom ist ein syn-
thetischer B-Catenin/Tcf4 regulierter Promotor, der in Tiermodellen viel verspre-
chende Ergebnisse bezuglich Tumorspezifitdt und Toxizitat lieferte (Lipinski et al.,
2001; Kwong et al., 2002). B-Catenin akkumuliert in den Zellen, wenn es durch ein
mutiertes APC-Genprodukt nicht mehr phosphoriliert wird. Diese Anhaufung flhrt
wiederum zu einer Aktivierung von zellularen Wachstumsfaktoren und stellt einen

Schritt in der Karzinogenese des kolorektalen Karzinoms dar (Morin et al., 1997).
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2.4.1.3 DF3/MUC1 Promotor

Ein neuer Ansatz fur die tumorspezifische, adenovirale Therapie des metastasier-
ten Kolonkarzinoms, der in der vorliegenden Arbeit untersucht wurde, stellt die
Verwendung eines Muzinpromotors (MUC1-Promotor) dar. Ein solcher Promotor
wurde bereits in der adenoviralen Gentherapie des Mammakarzinoms in Tiermo-
dellen erprobt (Chen et al., 1995).

Es sind inzwischen 11 verschiedene humane Muzingene identifiziert worden, de-
ren Genprodukte sich in gelférmige, 16sliche und membrangebundene unterteilen
lassen und hauptsachlich in epithelialen Geweben vorkommen. Sie zeigen alle als
charakteristische Merkmale eine Nukleotid-Tandem-Repeat-Domane, eine serin-
und threoninreiche Peptiddomane, die stark O-glykosyliert ist, und eine komplexe
RNA-Transkription. lhre Funktionen gehen weit Uber die alleinige Protektion und
Lumbrikation des Epithels hinaus und beinhalten zudem Beteiligungen an Wachs-
tum, fetaler Entwicklung, Zellerneuerung, Differenzierung und Epithelintegritat.
Auch an Prozessen der Karzinogenese und Metastasierung sind Muzine beteiligt
(Moniaux et al., 2001).

Muzin 1 (MUCH1), eines dieser 11 Muzinmolekule, ist ein hoch glykosyliertes
Transmembran-Glykoprotein mit einer grolden extrazellularen Domane, die haupt-
sachlich aus Tandemwiederholungen von je 20 Aminosauren besteht, sowie ei-
nem 69 aminosaure-grof3en, zytoplasmatischen Abschnitt (Gendler et al., 1991).
Es wird in einer Vielzahl von sekretorischen, epithelialen Geweben, wie z.B. den
Milchdrisen, dem Pankreas, der Lunge, den Speicheldrisen, den Hauptzellen des
Magens und in einer Reihe von Karzinomen exprimiert. So wurde in den meisten
Adenokarzinomen der Lunge, des Magens, Pankreas, Ovar, sowie der Brustdriise
und Prostata eine erhohte MUC1-Expression nachgewiesen (Ho et al., 1993). In
Karzinomen wird jedoch, im Vergleich zu normalem Gewebe, das identische
MUC1 Core-Protein unterschiedlich glykosiliert, sodass es die Eigenschaften ei-
nes Tumorantigens erhalt (Gendler et al.,, 1991). Es konnte zudem gezeigt wer-
den, dass im Leberparenchym keine MUC1 Expression stattfindet (Vandenhaute
et al., 1997).
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In kolorektalen Adenokarzinomen konnten Andrews und Kollegen (1993) durch
immunhistologische Untersuchungen in 84 %, jedoch nur in 15 % der Adenome,
eine Expression des Muzin1 Glykoproteins nachweisen, das mit dem monoklona-
len Antikérper DF3 detektiert wurde. Dieses tumor-assoziierte Antigen wird als
DF3 (MUC1), bzw. Ca15-3, bezeichnet. Normales Kolongewebe zeigte keine, ent-
zundliche Darmschleimhaut nur teilweise eine fokale Reaktion mit dem DF3 Anti-
korper (Andrews et al., 1993).

Mehrere Arbeitsgruppen konnten eine positive Korrelation der MUC1-Expression
mit dem Entdifferenzierungsgrad, der Anzahl der Metastasen sowie einer schlech-
ten Prognose des Tumors nachweisen, wohingegen MUC2, das signifikant starker
in muzindsen Karzinomen vorkommt, eine negative Korrelation mit diesen Groen
zeigt (Matsuda et al., 2000; Li et al., 2001 und Baldus et al., 2002).

Mdgliche Ursachen fur diese Assoziation mit einem schlechten klinischen Verlauf
ist die Beobachtung, dass Zellen, die mit der cDNS von MUC1 transfiziert sind,
resistenter gegenuber der Lyse durch naturliche Killerzellen (Zhang et al., 1997)
sowie durch zytotoxische T-Lymphozyten sind (van de Weil van Kemenade et al.,
1993). Bohm et al. (1997) untersuchten dieses Phanomen naher und gaben Hin-
weise, dass die O-Glykosilierung der extrazellularen Doméane des MUC1 fur diese

Inhibierung verantwortlich zu sein scheint.

Ein weiterer Faktor fur die schlechte Prognose und die Korrelation mit der Anzahl
der Metastasen scheint die Interaktion von MUC1 mit der Zelladhasion zu der ex-
trazellularen Matrix zu sein. Die integrin-vermittelte Adhasion mit der extrazellula-
ren Matrix war bei MUC1-transfizierten Zellen im Vergleich zu nicht-tranfizierten
Zellen reduziert (Wesseling et al., 1995). Hanski und Kollegen (1992) konnten in
diesem Zusammenhang zeigen, dass die Muzinexpression mit dem Verlust der
Kontaktinhibierung und einem aggregativen Zellwachstum in vitro korreliert. In vivo

zeigten die muzin-positiven Zellen ein schnelleres Tumorwachstum.

Fur die Konstruktion eines tumorspezifischen DF3/MUC1-Promotors wurden nun
2,9 kb der regulierenden 5'-flankierenden Sequenz des humanen MUC1 Gens
kloniert und in Deletionsversuchen analysiert. Dabei zeigte ein 743 bp langes

Fragment aus der proximalen Region dieser Sequenz die maximale Marker-
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genexpression in muzin-positiven Zelllinien bei erhaltener Tumorspezifitat. Die
Sequenz zwischen — 60 und — 150 bp vom Transkriptionsstartpunkt beinhaltet eine
Sp1 Bindungsstelle sowie eine E-Box (E-MUC1) und zeigte sich in Deletionsver-
suchen als essenziell fir die Tumorspezifitat (Kovarik et al., 1993). Dieser 743 bp
lange Promotor wurde zuerst von Block et al. (2002) fur die adenovirale Genthera-

pie des Kolonkarzinoms verwendet und in Kolonkarzinomzelllinien getestet.

2.4.2 Probleme der tumorspezifischen Gentherapie

Mehrere Arbeitsgruppen, die tumorspezifische Promotoren fur die adenovirale
Therapie kolorektaler Karzinome verwendeten, stellten sogar in den antigen-
positiven Tumorzellen schwachere Genexpressionsraten der spezifischen Promo-
toren im Vergleich zu einem konstitutiven CMV-Promotor fest (Brand et al., 1998,
Block et al., 2002). Brand und Mitarbeiter (1998) erreichten mit einem CEA-
Promotor in CEA-positiven Karzinomzelllinien nur 2 - 10 % der CMV-vermittelten
Genexpression und Block et al (2002) wiesen flir den DF3/MUC1-Promotor in den
meisten muzin-positiven Zellen ebenfalls eine Unterlegenheit gegenuber dem
CMV-Promotor nach.

Daher wurde nach Moglichkeiten gesucht, diese schwache Genexpression zu
kompensieren ohne an Gewebsspezifitat zu verlieren. Zwei Arbeitsgruppen, die
sich beide mit der adenoviralen Therapie des metastasierten Kolonkarzinoms be-
schaftigen, benutzten fir diesen Zweck das amplifizierende Fusionsprotein Gal4-
VP16, um die promotor-vermittelte Genexpression zu verstarken (Qiao et al.,
2002; Block et al., 2002).

2.4.2.1 Gal4-VP16 Fusionsprotein als Amplifikator tumorspezifischer Promo-

toren

Das Gal4 Genexpressionssystem aus der Hefe Saccharomyces cerevisiae ist ei-
nes der am besten untersuchten eukaryontischen Genregulationssysteme. Das
Hefeprotein Gal4 bindet physiologisch als Transkriptionsregulator an vier gleiche,
aus 17 Basenpaaren bestehende, Motive der Aktivierungssequenz UASg (galac-
tose upstream activating sequence) an und initiiert damit die Transkription der Ge-

ne Gal1 und Gal10, die fir den Galaktosestoffwechsel von Bedeutung sind (Gini-
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ger et al., 1985). Gal4 ist zudem in der Lage die Genexpression in Saugetierzellen
(Kakidani und Ptashne, 1988), Pflanzenzellen (Ma et al., 1988) und in Drosophila

(Brand und Perrimon, 1993) zu aktivieren.

Ma und Kollegen (1988) fanden zudem heraus, dass nur zwei kurze Regionen des
Gal4 als aktivierende Sequenz fungieren und durch eine Reihe von Peptiden aus
Escherichia coli oder durch synthetische Peptide ersetzt werden kdnnen, wenn
diese eine negativ-geladene, amphiphile Alpha-Helixstruktur aufweisen. Zudem
zeigte eine synthetische Gal4 Bindungsstelle aus 17 Aminosauren, wie auch eine
komplette UASg-Sequenz, in transient transfizierten Saugetierzellen eine funktio-
nelle Bindungsfahigkeit zu Gal4 (Webster et al., 1988). Durch die Verwendung von
funf synthetischen Gal4-Bindungsstellen kann die TATA-Box-vermittelte Gen-
expression zudem um den Faktor 80, im Vergleich zu einer Bindungsstelle, ge-

steigert werden (Chang und Gralla, 1993).

Mehrere Arbeitsgruppen konnten nun zeigen, dass in einem System aus syntheti-
schen Gal4-Bindungsstellen, einer TATA-Box als Minimalpromotor sowie einem
Fusionsprotein aus der DNS-Bindungsdomane des Gal4 und dem aktivierenden
Abschnitt eines anderen Transkriptionsaktivators die Genexpression in eukaryoti-
schen Zellen reguliert werden kann (Sadowski et al., 1992; Chang und Gralla,
1993; Wang et al., 1994).

Eine derartige Fusion der DNS-Bindungsdomane des Gal4-Proteins mit der stark
sauren Transaktivierungsdomane des Herpes Simplex Virus 1 Proteins VP16 zeig-
te eine sehr potente Verstarkung der Genexpression unter Beibehaltung der DNS-
Bindungsspezifitat (Sadowski et al., 1988). VP-16 induziert physiologisch die
Transkription der funf immediate early Gene des HSV-1 Virus (Triezenberg et al.,
1988). Dieses System wurde erfolgreich zur Genexpression in Saugetierzellen
eingesetzt (Wang et al., 1994; Qiao et al, 2002; Block et al., 2002).
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2 Einleitung

Das in der vorliegenden Arbeit verwendete binare System zur amplifizierten, spe-
zifischen Genexpression besteht aus dem tumorspezifischen Promotor DF3/
MUCH1, der die Expression des Fusionsproteins Gal4-VP16 reguliert. Dieses Fusi-
onsprotein bindet an funf stromabwarts gelegene Gal4-Bindungsstellen an, die

mittels eines TATA-Minimalpromotors die Transgentranskription initiieren (Abb. 5).

A:
I | |

DF3/MUC1 Transgen

O

oo —

DF3/MUC1 Transgen
B:

o B T | |
DF3/MUC1 Gal4-VP16 5 Gal4 BS TATA Transgen

e, oww —C

DF3/MUCA1 Gal4-VP16 5Gal4BS TATA Transgen

Abb. 5: Prinzip der Amplifikation durch das Fusionsprotein Gal4-VP16

A: Ohne amplifizierendes System wird die Transgenexpression nur durch den DF3/MUC1-
Promotor in MUC1-positiven Zellen reguliert.

B: In dem verstarkten System reguliert der tumorspezifische Promotor in muzin-positiven die Ex-
pression des Fusionsproteins Gal4-VP16, das stromabwarts mit finf Gal4-Bindungsstellen (Gal4
BS) interagiert. Durch den Transaktivator VP16 des Fusionsproteins wird Uber einen TATA-
Minimalpromotor die Transkription des eingebauten Transgens initiiert.

Mit diesem binaren System konnte durch adenovirale Vektoren in vitro eine bis zu
250fache Amplifikation der tumorspezifischen Luciferaseexpression gegentber
dem alleinigen DF3/MUC1-Promotor erzielt werden. Im Vergleich zu dem konstitu-
tiv-exprimierenden CMV-Promotor war die Genexpression durch das Fusionspro-
tein in muzin-positiven Zellen bis zu 590fach verstarkt. In muzin-negativen Zellen
betrug dieser Amplifikationsfaktor nur 1,3 bis 7 (Block et al., 2002).
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2 Einleitung

2.5 Interleukin-12 als Transgen fur die Konstruktion therapeuti-

scher, adenoviraler Vektoren

Bei der Verwendung von Enzym/Prodrug Systemen oder der Korrektur eines ge-
netischen Defektes ist man bei der adenoviralen Gentherapie darauf angewiesen,
dass samtliche Tumorzellen viral infiziert werden. Zwar existiert bei den En-
zym/Prodrug Systemen ein so genannter ,Bystander-Effekt” (Brand et al., 1998),
bei dem nicht-infizierte Zellen den toxischen Antimetaboliten tUber Gap junctions
von infizierten Zellen erhalten, doch Ubt dieser Effekt keinen Einfluss auf entfernte-

re Metastasen aus.

Immunmodulatorische Ansatze bieten in diesem Zusammenhang den grof3en Vor-
teil, neben einer lokalen, antitumoralen Immunreaktion, auch eine systemische
Immunitat zu induzieren. Im Falle des hepatisch-metastasierten kolorektalen Kar-
zinoms mit multiplen Metastasen bietet ein solcher Therapieansatz die Moglich-
keit, alle Metastasen therapeutisch anzugehen. Beim Vorhandensein einer singu-
laren Metastase stellt auch eine intratumorale Injektion von Adenoviren der ande-
ren beide Ansatze eine Option dar, doch ist in diesem Fall die unter 2.1.3.1 be-

schriebene chirurgische Resektion weitaus etablierter.

Interleukin-12 hat sich aus diesen Grinden sowie durch die beschriebenen Stu-
dien zu einem viel versprechenden Molekul in der Therapie von malignen Erkran-
kungen entwickelt. Daher wurden in der vorliegenden Arbeit zusatzlich adenovirale
Expressionsplasmide mit dem murinen Interleukin-12-Fusionsprotein kloniert und

fur die Generierung von adenoviralen Vektoren verwendet.

2.5.1 Struktur und Biologie des Interleukin-12

Zytokine, wie Interleukin-12, sind eine heterogene Klasse von kurzlebigen Poly-
peptiden mit einer relativen Moleklilmasse unter 80.000. Sie beeinflussen die
Dauer und Starke einer Immunantwort, indem sie die Differenzierung, Proliferation
und Aktivierung von Immunzellen regulieren. Zytokine kontrollieren zudem die
Produktion und Freisetzung biologisch aktiver Molekule wie anderer Zytokine und
deren Rezeptoren.
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2 Einleitung

Interleukin-12 ist ein heterodimeres Protein (70 kDa), bestehend aus einer 35 kDa
(p35) und einer 40 kDa (p40) Untereinheit, die Uber Disulfidbricken miteinander
verbunden sind (Kobayashi et al., 1989). Die Gene flur die beiden Untereinheiten
sind auf verschiedenen Chromosomen lokalisiert und werden in unterschiedlicher

Weise transkriptionell reguliert (Trinchieri, 2003).

Das proinflammatorische Zytokin Interleukin-12 wird physiologisch hauptsachlich
von Phagozyten (Monozyten/Makrophagen und neutrophilen Granulozyten) sowie
von dentritischen Zellen als Reaktion auf eine Infektion mit pathogenen Keimen
produziert. Es stimuliert die Differenzierung von T-Zellen und aktiviert natirliche
Killerzellen und Phagozyten (Trinchieri, 2003). Der wichtigste Mediator in der Wir-
kung von Interleukin-12 ist Interferon-gamma (INF-y), dessen Ausschuttung sy-
nergistisch mit anderen Zytokinen wie Interleukin-18 (Nakahira et al., 2002), Inter-
leukin-2 (Hodge et al., 2002) sowie co-stimulatorischen Molekilen wie B7.1 (Kubin

et al., 1994) geregelt wird.

Interferon-gamma wird hauptsachlich durch T- und NK-Zellen produziert und ist
hauptverantwortlich fur die antitumorale Wirkung von Interleukin-12 (Brunda et al.,
1995). Es steigert die Aktivierung und Proliferation von NK-Zellen, CD8"-T-
Lymphozyten, T1-Helferzellen und Makrophagen und wirkt autokrin auf diese Zel-
len mit der Folge einer positiven Feedback-Ausschuttung von INF-y. Zusatzlich
verstarkt es die humorale Immunantwort durch Induktion der IgG2a-Produktion
(Trinchieri, 2003) und Ubt eine anti-angiogenetische Wirkung durch eine Induktion
des Proteins 10 aus (Sgadari et al., 1996).

Die Fahigkeit von IL-12, eine antitumorale Immunitat zu induzieren, beruht auf der
Aktivierung von T-Zellen und naturlichen Killerzellen (Pham-Nguyen et al., 1999),
wobei Martinet et al. (2000) die CD8*-T-Zellen hauptverantwortlich fiir die Immuni-
tat ansehen und die Funktion der NK-Zellen der akuten Immunantwort zuschrei-
ben. Eine Blockade der CD4"-T-Zellen hatte hingegen keinen signifikanten Ein-
fluss auf das Langzeitliberleben in einem murinen Lebermetastasenmodell ge-

zeigt.
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2 Einleitung
2.5.2 Das p40/p35 Fusionsprotein des Interleukin-12

Bei der gentherapeutischen Anwendung des Interleukin-12 ergeben sich Proble-
me, sollten die beiden Untereinheiten nicht in einem aquimolaren Verhaltnis
exprimiert werden, da es in diesem Fall zur Bildung von p40-Homodimeren kom-
men kann (Gillessen et al., 1995), die die biologische Funktion des Heterodimers
am Rezeptor antagonisieren (Mattner et al., 1993). Dieses Problem wurde auf un-

terschiedliche Weise zu |6sen versucht:

Ein Ansatz verbindet die cDNS beider Untereinheiten mit einer Internal Ribosome
Entery Side (IRES), so dass eine bicistronische mRNS transkripiert und translatiert
wird (Qiao et al., 1999). In der vorliegenden Arbeit wird ein adenoviraler Vektor,
der dieses p40-IRES-p35-Konstrukt unter der Kontrolle eines CMV Promotors be-
inhaltet, verwendet. Ein derartiges System hat jedoch den Nachteil, dass es zu
einer ca. dreifach schwachere Expression des zweiten Cistrons kommt (Dirks et
al., 1993). Dies fuhrt wiederum zu einer nicht-aquimolaren Expression der beiden

Untereinheiten, bei der die p40 Ketten Uberwiegen.

Um dieses Phanomen zu verhindern, wurden beide DNS-Abschnitte der Unterein-
heiten mit einer Linker-Sequenz, die fur 6 - 15 Aminosauren kodiert, verbunden.
Dieses IL-12.p40-linker-p35 Fusionsprotein weist im Vergleich mit dem nativen
oder rekombinanten Interleukin-12 eine vergleichbare spezifische Bioaktivitat und
einen ebenfalls vergleichbaren antitumoralen Effekt auf (Lieschke et al., 1997). Fur
die Konstruktion tumorspezifischer, adenoviraler Vektoren in der vorliegenden Ar-
beit wurde dieses IL-12-Fusionsprotein aufgrund seiner besseren biologischen

Eigenschaften im Vergleich zum IRES-Konstrukt verwendet.
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3 Material und Methoden

3. Material und Methoden

3.1 Materialien

3.1.1 Chemikalien, Lésungen und Reagenzien

Agarose (Gelelektrophorese) (Merck)
Agarose, Sea Plaque (Biozym)
Ammoniumchlorid (Merck)
Bromphenolblau (Merck)
Calciumchlorid-Dihydrat (Merck)
Casiumchlorid (Gibco)
Cell Culture Lysis Reagents (CCLR) 5x (Promega)
N,N-Dimethylformamid (Merck)
Dimethylsulfoxid (DMSO) (Merck)
Dithiothreitol (DTT) (Gerbu)
DOTAP (Roche)
EDTA (Merck)
Ethanol absolut p.A. (Merck)
Ethidiumbromid (Merck)
Ethylendiamintetraessigsaure (Merck)
5-Brom-4-Chloro-3-Indolyl-B-D-Galacto-Pyranosid (X-Gal) (Merck)
Ficoll 400 (Merck)
Gel Extraction Kit (Qiagen)
Glucose (Merck)
Glutaraldehyd (Merck)
Glycerin, wasserfrei (Merck)
Hefeextrakt (Merck)
HOPE-Fixierldsungen (DCS)
Isopropanol (Merck)
Kaliumacetat (Fluka)
Kaliumchlorid (Merck)
Kaliumhydroxid (Merck)

30



3 Material und Methoden

Kaliumferricyanid (KsFe[CN]s)
Kaliumferrocyanid (K4sFe[CN]g)
Luciferase Assay Kit
Magnesiumsulfathexahydrat
Magnesiumsulfatheptahydrat
MOPS

Natriumchlorid
Di-Natriumcarbonat
Natriumhydrogencarbonat
Di-Natriumhydrogenphosphatdihydrat
Natriumhydroxid

Natriumacetat

OptEIA™ Mouse IL-12 (p70) ELISA
PCR Purification Kit

Phenol Rot (Histo)

Plasmid Preparation Maxi Kit
DC-Protein Assay

Tris (Hydroxymethylaminomethan)
Triton-X-100

Tryptonwasser

Trypanblau

Tween 20

Xylenecyanol

3.1.2 Enzyme

Schrimps Alkalische Phophatase
T4 DNS-Ligase
T4 DNS-Polymerase

BamH | (Biolabs) Kpn |
Clal (Roche) Not |
EcoRV (Biolabs) Sac |
Hind IlI (Roche) Xba |

(Pharmingen)
Qiagen)
Merck)
Qiagen)

Fluka)

Fluka)

(
(
(
(Bi
(Gi
(
(
(
(
(Merck)

(Roche)
(Roche)
(Invitrogen)

(Biolabs)
(Roche)
(Biolabs)
(Roche)
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3.1.3 Molekulargewichtsstandards, dNTP, Proteine und Antikorper

DNS-Marker |l (Roche)
DNS-Marker VI (Roche)

dATP (Roche)

dGTP (Roche)

dCTP (Roche)

dTTP (Roche)
Oligonukleotide fur Squenzierungsreaktionen (MWG-Biotech)
BigDye Terminator Cycle Sequencing Mix (Applied Biosystems)
2,5x Sequencing Buffer (Applied Biosystems)
Proteinmolekulargewichtsstandard Rainbow Markers (Amersham)
rekombinante Luciferase (Promega)
rekombinantes murines Interleukin-12 (R&D Systems)
polyklonaler Ziegen Anti-Luciferase-IgG (ab 498) (Abcam)

polyklonaler Kaninchen Anti-Ziegen-IgG (ab 6739) (Abcam)

3.1.4 Labormaterial

Sterile Labormaterialien fur die Kultivierung von Zelllinien und Bakterien wurden

von den Firmen Nunc, Falcon, Nalgene und Greiner bezogen.

Dialysemembranen Slide-A-Lyzer (Pierce)
Einwegspritzen 1 ml, 10 ml, 50 ml (Braun, Melsungen)
Lab-Tek Champer Slides® (Nunc)

Sterilfilter, Porenweite 0,22 um (Schleicher & Schuell)
Reaktionsgefale 0,5 ml, 1,5 ml, 2 ml (Eppendorf)

Pipetten (2 pl, 20 pl, 100 pl, 200 pl, 1000 pl) (Gilson)

Pipetten 8- und 12fach Multichannel (Eppendorf)
Ultrazentrifugenréhrchen ultra clear, 14 x 95 mm (Beckman)
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3.1.5 Gerate

Auflichtmikroskop (Hund)

Autoklav Sandoclav (Wolf)
Brutschranke Bakterienkulturen (Kottermann)
Brutschranke Zellkultur Hera Cell (Heraeus)
Elektrophoresekammer Sub-Cell GT und Power Pack 300 (BioRad)
ELISA-Spektralphotometer Titertek Multiskan Plus (Thermo Labsystems)
Feinwaage HR-120 (A&D)
Luminometer Lumat LB 9507 (EG&G Berthold)
Magnetrahrer (Cenco)
Neubauer-Zahlkammer (Labor Optik)
PCR-Thermozykler PCR Sprint (ThermoHybaid)
pH-Meter pH 358 (WTW)
Schittler 3005 (GFL)
Spektrophotometer SmartSpec 3000 (BioRad)
Sterilwerkbank HeraSafe (Heraeus)
Tischzentrifuge Biofuge pico (Heraeus)
Ultrazentrifuge Typ L7-35 (Beckman)
UV-Kammer fur Gelanalyse und Software Gel Doc 2000  (BioRad)
Vortexer (Braun)
Wasserbad (Braun)
Zentrifuge Type 5804R (Eppendorf)

3.1.6 Medien und Zusatze fur das Arbeiten mit Bakterien

Luria-Bertani (LB): 1 % Trypton, 0,5 % Hefeextrakt, 1 % NaCl; (pH 7,0)

SOC: 2 % Trypton, 0,5 % Hefeextrakt, 0,05 % NaCl, 0,4 %
Glukose, 10 mM MgCl,, 2,5 mM KCI; pH 7,0

Agar (fur Platten): 32 g Agar in 1 | Aqua dest. (Gibco)

Ampicillin: 5 g auf 50 ml 10 mM Tris pH 8,0 (Roche)
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3.1.7 Verwendete Plasmide

Tabelle 3: Verwendete Plasmide

Plasmid Resistenz Vertrieb/Klonierung
PRC.CMV-B-Gal Ampicillin Ejr{}‘,}?e‘jﬁﬁ‘;{‘;;ﬁ‘;t Gustave Rous-
pUC19 Ampicillin Invitrogen
pBluescript Il KS (+) Ampicillin Stratagene
pBluescript Il KS (+)-binSyst. Ampicillin Labor
pAd.CMV-msclL-12 Ampicillin Labor
pBK.CMV Kanamycin Stratagene

pBK.CMV-binSyst. Kanamycin Labor

pAd.DF3/MUC1-pA Ampicillin Labor
pAd.DF3/MUC1-msclL-12 Ampicillin Labor
pAd.DF3/MUC1-binSyst.-msclL-12 Ampicillin Klonierung
pDSRed2 Ampicillin Clontech
pAd.DF3/MUC1-Red2 Ampicillin Klonierung
pAd.DF3/MUC1-binSyst.-Red2 Ampicillin Klonierung

3.1.8 Medien, Puffer und Zusatze fur die Zellkultur

Dulbecco's Modified Eagle Medium with high Glucose (HGDMEM) (Gibco)
McCoy's 5A Medium (Gibco)
Nutrient Mixture Ham's F-12 1x (Gibco)
RPMI 1640 (Gibco)
Modified Eagle Medium 2x (Gibco)
Waymouth's (Gibco)
Fetal Bovine Serum (Gibco)
Horseserum (Gibco)
Penicillin/Streptomycin (100x) (Gibco)
L-Glutamin 200 mM (100x) (Gibco)
Vitamine (Gibco)
Dulbecco's Phosphate-buffered salin w/o Ca Mg, (PBS) (Gibco)
HEPES (Konz.) (Gibco)
Trypsin-EDTA (Gibco)
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3.1.9 Verwendete Zelllinien

Tabelle 4: Verwendete Zelllinien

3 Material und Methoden

Zelllinien Beschreibung Néhrmedium Bezug
humane embryonale Nierenkar- | HGDMEM, 10 % FCS, 2 mM |ATCC
zinomzelllinie, die stabil mit den |L-Glutamin, 1 % Pen/Strep, (CRL-1573)

293 Basenpaaren 1 bis 4344 des 10 mM HEPES
adenoviralen Genoms transfi-
zZiert ist
(Graham et al., 1977)
murine Kolonkarzinomzelllinie | 1:1 Verhaltnis HGDMEM und |ATCC
MCA-26 |(Wang et al., 1995) HAM-F 12,10 % FCS, 1 % (CRL-2638)
(CT-ZGWT) Glutamin, 1% Pen/Strep,
10 mM HEPES
humane Kolonkarzinomzelllinie |RPMI 1640, 2 mM L-Glut- ATCC
SK-CO-1 (Fogh und Trempe, 1975) amin, 1 % Pen/Strep, 10 % (HTB-39)
FBS, 10 mM HEPES
murine Hepatomzelllinie HGDMEM, 4 mM L-Glutamin, |ATCC
Hepa1-6 (Darlington et al,. 1980) 1 % Pen/Strep, 1,5 g/L Na- (CRL-1830)
trium Bicarbonat, 10 % FCS
humane Hepatoblastomzelllinie |5:1 Verhaltnis MEM und Way- |ATCC
HepG-2 (Aden et al., 1979) mouth's, 10 % FCS, 2 mM (HB-8065)
L-Glutamin, 1 % Pen/Strep
humane Kolonkarzinomzelllinie |HGDMEM, 10 % FCS, 1 % ATCC
(Leibovitz, 1976) Glutamin, 1 % Pen/Strep, 1 % |(CCL-227)
SW-620 Vitamine, 1 % nicht-essentielle
Aminosauren, 10 mM HEPES
Nierenzelllinie des afrika- HGDMEM, 4 mM L-Glutamin, |ATCC
Cos-7 nischen Grunaffen, mit 1 % Pen/Strep, 1,5 g/L Natri- |(CRL-1651)

SV40 Mutante transformiert
(Gluzman, 1981)

um Bicarbonat, 10 % FCS

3.1.10 Hergestellte Pufferlosungen

pH Puffer:

10x TE-Puffer pH 7,6
10x TE-Puffer pH 8,0
Tris-Cl (1 M) pH 7,6/8,0
HEPES buffered saline

100 mM Tris-Cl (pH 7,6); 10 mM EDTA (pH 8,0)
100 mM Tris-Cl (pH 8,0); 10 mM EDTA (pH 8,0)
121,1 g Tris Base in 1 | H,O pH Einstellung mit HCI

5 g HEPES, 8 g NaCl, 0,37 g KCI, 0,125 g Na;HPO4

*2H,0, 1 g Glucose, H,O ad 1 | Aqua dest.

Elektrophoresepuffer:

0,5x TBE

6x Gel Ladepuffer

45 mM Tris-Borsaure; 1 mM EDTA

nol; 15 % (w/v) Ficoll 400

0,25 % (w/v) Bromphenolblau; 0,25 % (w/v) Xylencya-




Virus-Dialysepuffer:

3 Material und Methoden

Dialysepuffer 10 mM TRIS-HCI, pH 7,5, 1 mM MgCl,, 10 % Glycerol

3.1.11 Hergestellte Losungen

X-Gal-Farbeldsung (2 % w/v)

Trypanblauldsung

Glutaraldehyd ( 0,5 %)

1,5 g/ml CsCl Lésung

1,35 g/ml CsCl Losung

1,25 g/ml CsCl Losung

1 % Agaroselosung

2x Modified Eagle's Medium (MEM)

+ Zusatz

Agarose-Nahrmediumgemisch fur

Koprazipitation und Plaque Assay

1,3 mM MgCI2, 3 mM NaCl, 3 mM Kali-
umhexacyanotarrat(ll)-trihydrat, 3 mM Ka-
liumhexacyanotarrat(lll), 2,5 % X-gal-L6-
sung (bestehend aus 20 mg 5-Brom-4-
Chlor-3-Indolyl-B-D-Galacto-Pyranosid in 1
ml N,N-Dimethylformamid) und 44 mM
HEPES pH 7,3

0,5 % (w/v) Trypanblau und 0,9 % NaCl in
PBS losen

in PBS angesetzt

30 g CsCl in 42,5 ml PBS; Einstellung mit
PBS auf 1,5 g/ml (maximale Toleranz:
0,005 g/ml)

35 ml der 1,5 g/ml CsCl Lésung und 14 mi
PBS; Einstellung mit PBS auf 1,35 g/ml;
(maximale Toleranz: 0,005 g/ml)

11 ml der 1,35 g/ml CsCl Losung und 9 ml
PBS; Einstellung mit PBS auf 1,25 g/ml;
(maximale Toleranz: 0,005 g/ml)

1 g Agarose pro 100 ml Aqua dest., auto-
klavieren

2x MEM, 200 mM Glutamin, 2 %
Pen/Strep., 5 % Hefeextrakt, 10 % Horse-
serum, 1 M HEPES

1:1 Gemisch aus 1 % Agaroseldsung und

2x Modified Eagle's Medium + Zusatze
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3.2 Allgemeine molekularbiologische Arbeitstechniken

3.2.1 Sterilisation

Alle hitzestabilen Nahrldsungen und Geratschaften wurden in heiRem Wasser-
dampf in dem Autoklaven Sanoclav der Firma Wolf bei 121°C und 2,05 bar fur ca.
20 Minuten sterilisiert. Losungen mit hitzesensitiven Stoffen wurden mit einem
Spritzenvorsatzfilter mit der Porengrof3e 0,22 ym (Schleicher & Schuell), bzw. mit

dem Stericup Vakuumfilter (Millipore), steril filtriert.

3.2.2 Wasseraufbereitung

Wasser wurde mit dem Destillator Bi-Dest 2304 von der Firma GFL Burgwedel
doppelt destilliert und autoklaviert oder sterilfiltriert verwendet. Aqua ad iniectabilia

(Braun, Melsungen) wurde fur die Zellkultur verwendet.

3.2.3 Absorbtionsmessung

Die Konzentration der DNS Lésungen wurde photometrisch bestimmt. Der Null-
wert wurde mit 0,1x TE-Puffer (pH 7,6) bestimmt, und anschlielRend die verdiinnte
DNS Lo6sung bei den Wellenlangen 260 nm, 280 nm und 320 nm in einer Glasku-
vette gemessen. Eine hohe Absorbtion bei 280 nm spricht flr eine Proteinverun-
reinigung, da aromatische Aminosauren bei dieser Wellenlange absorbieren (Gla-
sel et al., 1995). Es wurde daher nur DNS verwendet, die eine 260/280 nm Ratio

von grofler 1,8 aufwies.

3.2.4 Restriktionsverdau

Restriktionsendonukleasen hydrolysieren doppelstrangige DNS sehr spezifisch an
meist palindromen Sequenzen. Sie erzeugen entweder Uberhangende Enden (sti-
cky ends) oder glatte Enden (blunt ends). Pro 1 ug DNS wurden 10 units des je-
weiligen Restriktionsenzyms in einem Gesamtvolumen von 50 pl verwendet. Die
Wahl des Reaktionspuffers und gegebenenfalls der Zusatz von BSA erfolgte nach

Angaben des Herstellers. Es folgte eine einstlindige Inkubation bei 37°C.
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3.2.5 Auffiillen iberhangender Enden (Blunten)

Hierzu wurde die T4 DNS-Polymerase verwendet. Diese weist eine 3" — 5" Exo-
nukleaseaktivitat sowie, in Gegenwart hoher Konzentrationen von ATP, TTP, GTP,
CTP und Mg?*-lonen, zusétzlich eine 5" — 3" Polymerase Aktivitit auf (Richardson
et al., 1964). Dies fuhrt an beiden Enden des DNS-Fragments zum Aufflllen der
uberhangenden Enden. Die Reaktionsbedingungen wurden gemaR den Angaben

des Herstellers durchgefuhrt.

3.2.6 Dephosphorilierung des 5’ Ende eines DNS-Fragments

Um die Rezirkulation und Selbstligation restriktionsverdauter Plasmid DNS in einer
blunt end-Ligation zu reduzieren, kann mit Hilfe einer alkalischen Phosphatase der

5 Phosphatrest des linearisierten Plasmids entfernt werden (Ullrich et al. 1977).

Zu diesem Zweck wurde bei allen blunt end-Ligationen der linearisierte Vektor flr
eine Stunde bei 37°C mit der Schrimps Alkalischen Phosphatase gemaf den An-

gaben des Herstellers inkubiert und die Phosphatase anschliel3end hitzeinaktiviert.

3.2.7 Ligation von DNS-Fragmenten mit iiberhdangenden Enden

Um ein DNS-Fragment in ein mit Restriktionsenzymen gedffnetes Plasmid einzu-
fugen, missen die beiden aufeinander passenden Enden durch Phosphodiester-
bindungen zwischen den 3’-Hydroxyl- und den 5°-Phosphatenden an beiden
Strangen verknUpft werden. Diese Reaktion wird durch die T4 DNS-Ligase kataly-
siert (Weiss, 1968).

Es wurden molare Verhaltnisse zwischen Plasmidvektor und DNS-Fragment von
1:0; 1:1; 1:3; 1:5 und 1:10 verwendet. Die DNS-Konzentration betrug in einem 10
Ml Reaktionsvolumen < 10 ng/ul. Die T4 DNS-Ligase sowie der Ligasepuffer wur-
den nach Angaben des Herstellers hinzugefugt und die Ansatze flr vier Stunden
bei 20°C inkubiert.
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3.2.8 Ligation von DNS-Fragmenten mit aufgefiillten Enden

Fir diese Ligationsreaktion wurde das Protokoll fur DNS mit Gberhangenden En-
den modifiziert. Es wurden die gleichen molaren Verhaltnisse zwischen Plasmid
und DNS-Fragment verwendet. Die DNS-Konzentration betrug jedoch in einem
Reaktionsvolumen von 5 - 10 ul nur 1 - 5 ng/ul. Die T4 DNS-Ligase wurde in einer
Konzentration 100 U/ml hinzugefligt und die Reaktionsansatze mit 10 % 10x Liga-
sepuffer funf Stunden bei 33°C inkubiert (nach Bercovich et al., 1992).

3.2.9 Transformation in kompetente E. coli

Fur die Transformation und spatere Amplifikation der klonierten Plasmide wurden
kompetente E. coli Bakterien (E. coli DH5 a, supercompetent cells, Gibco) ver-
wendet. Das Prinzip beruht auf einer Anlagerung der DNS an die Zellwand und
einer hitzevermittelten Permeabilitatsanderung, die zur DNS-Aufnahme fuhrt (Ha-
nahan, 1983).

Zu 50 ul kompetenter Bakterien wurden 25 ng zu tranformierende Plasmid-DNS
hinzugefligt und 30 Minuten auf Eis gelagert. Es folgte ein Hitzeschock fir 90 Se-
kunden in einem 42°C Wasserbad. Anschliellend wurden die Ansatze fur 1 - 2
Minuten auf Eis gelagert und dann fur 45 Minuten in 800 yl SOC-Medium bei 37°C
kultiviert. Zur Selektionierung wurden 200 pl des SOC-Mediums auf eine 90 mm
Agarmediumplatte Uberfuhrt, die Ampicillin der Konzentration 100 upg/ml enthielt.
Nach 18 - 20 Stunden konnten die Kolonien der transformierten Klone durch In-
okulation von ampicillinhaltigem LB-Medium (100 pg/ml) weiter vermehrt und die

Plasmide nach Praparation durch einen Restriktionsverdau getestet werden.

3.2.10 Kryokonservation von Bakterien

Zur Lagerung plasmid-tragender Bakterien wurden diese in LB-Medium mit 7 %
DMSO bei — 80°C gelagert.
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3.2.11 Plasmidpraparation durch alkalische Lyse

Die Isolierung von Plasmid-DNS gliedert sich in Anzucht und Lyse der Bakterien
und anschlieBende Reinigung der freigesetzten DNS (Birnboim und Doly, 1979).
Die Anzucht erfolgte je nach erforderlicher DNS-Menge in 3 - 5 ml (Minipraparati-
on) bzw. in 1 | (Maxipraparation) LB-Medium mit 100 ug/ml Ampicillin fr ca. 16
Stunden bei 37°C (ODggo = ~ 1,6) im Brutschrank. Die alkalische Lyse wurde ge-
mafR den Angaben der Firma Qiagen mit Hilfe der Pufferlésungen P1, P2 und P3
durchgefuhrt.

Die Aufreinigung erfolgte bei der Minipraparation durch eine Alkoholfallung, indem
zunachst die, bei der Lyse ausgefallenen, Proteine, Zellwandreste und chromo-
somale DNS bei 8000 - 12000 rpm abzentrifugiert wurden. Der Uberstand wurde
nun mit der doppelten Menge Ethanol ausgefallt, erneut zentrifugiert (10000 -
12000 rpm; 10 - 13 Minuten; 4°C), mit 70 %igem Ethanol gewaschen und schliel3-
lich in 0,1x TE-Puffer (pH 7,6) aufgenommen.

Bei der Maxipraparation wurde, um den Reinheitsgrad der DNS fur eine Transfek-
tion eukaryotischer Zellen zu erhéhen, die Aufreinigung Uber eine Qiagen-tip 500-
Saule nach Protokoll des Herstellers durchgefihrt und anschlieRend mit Alkohol

ausgefallt.

3.2.12 Gelelektrophorese

Die Agarosegel-Elektrophorese ermdoglicht die Auftrennung unterschiedlich grof3er
DNS-Fragmente aufgrund ihrer Wanderungsgeschwindigkeit durch ein Agarosegel
in einem elektrischen Feld. Es wurde in 0,5x TBE-Puffer eine 1 %ige Agaroselo-
sung angesetzt, die mit 500 ng/ml Ethidiumbromid versetzt wurde. Ethidiumbromid
interkaliert mit der DNS und emitiert nach Anregung im UV-Bereich Licht im sicht-
baren Bereich (Waring, 1965). Bei dem Laufpuffer handelte es sich ebenfalls um
0,5x TBE-Puffer. Die DNS-Lésungen wurden mit 10 % Gel-Ladepuffer gemischt
und bei 80 - 120 V aufgetrennt, anschliel3end fotografiert und elektronisch weiter-

verarbeitet.
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3.2.13 Aufreinigung von DNS aus Agarosegelen

Die zu isolierende DNS wurde mit einem Skalpell unter Durchleuchtung mit 366
nm UV-Licht ausgeschnitten. Die Extraktion des DNS-Fragmentes aus der Agaro-
se erfolgte durch eine Silica-Gelmembran des Gel Extraction Kits nach dem Pro-

tokoll des Herstellers.

3.2.14 Aufreinigung von DNS nach enzymatischen Reaktionen

Um DNS fiur weitere Reaktionen oder Transfektionen von Enzymen zu trennen,

wurde ein PCR Purification Kit gemall den Angaben des Herstellers verwendet.

3.2.15 Endotoxinaufreinigung von Plasmid DNS

Lipopolysaccharide (Endotoxine), die bei der Praparation von Plasmid-DNS anfal-
len, kdnnen einen toxischen Effekt auf menschliche Zellen haben und mit Hilfe von
Triton X 114 Extraktion entfernt werden (Cotten et al., 1994). Das Prinzip dieser
Extraktion beruht auf einer Phasentrennung von hydrophilen und amphiphilen Mo-
lekulen (Bordier, 1981).

Die DNS-L6sung wurde mit 3 M Natriumacetatlosung (pH 7,5) auf eine 0,3 M Na-
triumacetatlosung eingestellt. Diese Losung wurde mit 3 % Triton X 114 versetzt,
das vorher einem dreimaligen Temperaturwechsel von 0°C auf 30°C ausgesetzt
wurde. Die wassrige Phase wurde nach Zentrifugation (2 min.; 30°C; 200 rpm)
vorsichtig abpipettiert. Diese Prozedur wurde noch zweimal wiederholt und die
DNS anschliefend aus der wassrigen Phase durch Alkoholfallung weiter aufgerei-

nigt.
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3.3 Allgemeine Arbeitstechniken fiir die Zellkultur

3.3.1 Aussahen von tiefgefrorenen Zellen

Kryokonservierte Zellen wurden in einem 37°C Wasserbad aufgetaut und der In-
halt mit 20 ml des jeweils fur die Zelllinie empfohlenen Nahrmediums gemischt.
Dieses Gemisch wurde anschlief3end in eine 144 mm Petrischale gegeben und bei
37°C und 5 % CO2 im Brutschrank inkubiert. Innerhalb von 24 Stunden erfolgte ein

Mediumwechsel, um das DMSO zu entfernen.

3.3.2 Kultivierung und Passagierung

Alle Zelllinien wurden in Monolayerkulturen gehalten, bei denen das Medium alle
drei Tage gewechselt wurde. Eine Passagierung erfolgte bei einer Konfluenz von
80 %. Hierzu wurde das Medium entfernt und die Zellen wurden einmal mit war-
mem PBS gewaschen. AnschlieRend folgte eine 3 - 5mindtige Inkubation mit 3 - 4
ml 37°C warmem Trypsin-EDTA. Die Zellen wurden unter dem Mikroskop betrach-
tet und bei einem Adharenzverlust der Zellen von gréflRer 50 % mit einer sterilen
Pipette aufgenommen und in ein 50 ml Falcon Tube mit der doppelten Menge
Komplettmedium wberfuhrt. Nach Zentrifugation bei 1300 U/min und 4°C wurden
die Zellen in frischem Medium resuspendiert und in einem Verhaltnis von 1:3 bis

1:8 auf neue Petrischalen verteilt.

3.3.3 Zellzahlung und Vitalitatspriufung durch den Trypanblau-

Ausschlusstest

Zur Bestimmung der Zellzahl sowie zur Differenzierung lebender und toter Zellen
wurden diese nach Trypsinierung und Resuspension in einem Verhaltnis von 1:5
mit Trypanblauldsung fur funf Minuten inkubiert und anschlielfend mit Hilfe einer
Neubauer-Zahlkammer ausgezahlt. Vitale Zellen sind in der Lage den Farbstoff
auszuschleusen und erscheinen unter dem Mikroskop hell. Tote Zellen sind dage-

gen tiefblau gefarbt.
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3.3.4 Einfrieren

FUr eine kurzfristige Lagerung der Zellen wurde eine Kryokonservierung mit
DMSO bei — 80°C durchgefiihrt. DMSO verhindert die Kristallisation innerhalb und
aulderhalb der Zelle sowie die partielle Dehydration des Zytoplasmas. Die Zellen
wurden wie bei der Passagierung mit Trypsin-EDTA in Suspension gebracht, nach
Zentrifugation in dem jeweils von ATCC empfohlenen Einfriermedium resuspen-

diert und in 2 ml Kryotubes bei — 80°C gelagert.

3.3.5 Calcium-Phosphat-Transfektion von Plasmid-DNS in Zelllinien

Die verwendete Methode der Calcium-Phosphat-vermittelten Transfektion eukary-
ontischer Zellen mit Plasmid-DNS basiert auf Jordan et al. (1996).

Einen Tag vor der Transfektion wurden die jeweiligen Zellen mit einer Dichte aus-
gesat, sodass am nachsten Tag eine Konfluenz von ca. 70 % vorlag. Ein Medi-
umwechsel erfolgte eine Stunde vor der Transfektion. Es wurden nun in einem
Polystyrolrohrchen 25 pg Plasmid-DNS in 100 pl 2,5 M CacCl, pipettiert. Das Ge-
samtvolumen wurde mit 0,1x TE Puffer (pH 7,6) auf 1 ml gebracht und mit 1 ml 2x
HEPES-buffered salin gemischt. Nach einer einminttigen Inkubation wurden 0,1
ml dieser Calcium-Phosphat-DNS-Suspension pro Milliliter Nahrmedium zu den
Zellen hinzugegeben und die Zellen fur vier Stunden im Brutschrank bei 37°C und

5 % CO; inkubiert. Es schloss sich ein kompletter Mediumwechsel an.

3.3.6 Transfektionskontrolle mit Hilfe der 3-Galaktosidasefarbung

In Transfektionsstudien wird oft das Gen flr B-Galaktosidase aus E. coli als Refe-
renzmald verwendet. Das Prinzip beruht auf der Umwandlung von 5-Brom-4-Chlor-
3-Indolyl-p-D-Galacto-Pyranosid zu 5-Bromo-4-Chloro-Indigo, das eine blaue Far-

bung aufweist (Pearson et al., 1963).

Einen Tag nach der Transfektion mit dem Plasmid pRC.CMV-R}-Gal wurde das
Medium der Kontrollwells einer 6-Well-Platte entfernt und die Zellen wurden zwei-
mal mit 1 ml PBS gewaschen. Es folgte eine funfminutige Inkubation mit 1 ml einer

0,5 %igen Glutaraldehydlésung. Anschlieend wurden die Zellen erneut zweimal
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mit 1 ml PBS gewaschen. Nun folgte die Zugabe von 1 ml X-Gal Farbelésung und
eine Inkubation bei 37°C und 5 % CO; im Brutschrank. Nach 24 Stunden konnte
der prozentuale Anteil der blaugefarbten Zellen, ein Mal3 fur die Transfektionseffi-

zienz, bestimmt werden.

Fir die Transfektionskontrolle zur Virusgeneration mit Hilfe der Calcium-Phosphat-
Koprazipitation wurden fur eine 94 mm Petrischale jeweils 5 ml der angegebenen

Ldsungen verwendet.

3.4 Spezielle molekularbiologische Arbeitstechniken

3.4.1 Klonierung der adenoviralen Expressionsplasmide

Bei den verwendeten adenoviralen Expressionsplasmiden handelt es sich um
Vektoren, bei denen eine Multiple Cloning Site (MCS) von Sequenzen des adeno-
viralen Genoms flankiert ist. Stromaufwarts der MCS liegen die Basenpaare 1 bis
456, stromabwarts die Basenpaare 3345 bis 5865. Diese Sequenzen sind Voraus-
setzung fur die Generierung adenoviraler Vektoren durch homologe Rekombinati-

on in 293-Zellen.

3.4.1.1 Klonierung von pAd.DF3/MUC1-binSyst.-msclL-12

Der Vektor pAd.DF3/MUC1-mscIL-12 wurde mit der Restriktionsendonuclease
EcoR V geschnitten. Es entstand ein linearisiertes Plasmid mit aufgeflllten Enden
(blunt ends), dessen 5-Enden mit der Schrimps Alkalischen Phosphatase
dephosphoriliert wurden. pBK.CMV-binSyst. wurde mit Cla | geschnitten und an-
schlieBend fur 10 Minuten mit Sac | partial verdaut. Dadurch wurden drei ver-
schiedene Fragmente aus pBK.CMV-bin herausgeschnitten, und zwar durch
Hydrolysierung beider Sac | Schnittstellen ein 557 und ein 1421 basenpaarlanges
Fragment sowie durch den Sac | Partialverdau ein 1978 langes Fragment. Letzte-
res codiert fur das bindre System und wurde nach gelelektrophoretischer Auftren-

nung aus dem Gel extrahiert.
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Die Uberhangenden Enden wurden mit der T4 Polymerase aufgeflllt, blunt end mit
dem geschnittenen Plasmid pAd.DF3/MUC1-msclL-12 ligiert und in E. coli trans-
formiert. Nach Selektionierung auf Ampicillinplatten und Minipraparation wurde die
Klonierung sowie die Orientierung des Fragments durch einen Not | Verdau kon-

trolliert.

3.4.1.2 Klonierung von pAd.DF3/MUC1-Red2

Das cDNS-Fragment des Red2 wurde durch Verdau des Vektors pDSRed2 mit
Kpn | und Not | und anschlieBende Gelextraktion gewonnen (Fragmentlange: 703
Basenpaare). Aus dem Plasmid pAd.DF3/MUC1-msclIL-12 wurde mit Hilfe von
Kpn | und Not | das Gen flur das Interleukin-12 Fusionsprotein als 1772 basen-
paargro3es Fragment herausgeschnitten. Der gelextrahierte, linearisierte Vektor
wurde mit der gelextrahierten cDNS fur Red2 sticky end ligiert. Nach Transforma-
tion, Selektionierung auf Ampicillinplatten und Minipraparation wurde die Klonie-

rung durch einen Verdau mit Kpn | und Not | kontrolliert.

3.4.1.3 Klonierung von pAd.DF3/MUC1-binSyst.-Red2

Der Vektor pAd.DF3/MUC1-Red2 wurde durch Hydrolyse mit Kpn | linearisiert. Die
uberhangenden Enden wurden mit Hilfe der T4 DNS-Polymerase aufgefullt und
die 5 Enden durch die Schrimps Alkalische Phosphatase dephosphoriliert. Der
Vektor pBK.CMV-bin.Syst. wurde mit Cla | geschnitten und anschlieRend fur zehn
Minuten mit Sac | partial verdaut. Das Fragment, welches das binare System ko-
diert, wurde gelextrahiert und mit der T4 DNS-Polymerase gebluntet. Es folgte
eine blunt end-Ligation zwischen diesem Fragment und dem linearisierten Vektor
pAd.DF3/MUC1-Red2. Die selektionierten Klone wurden nach Minipraparation mit

Not | kontrollverdaut.
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3.4.2 Funktionale Charakterisierung der klonierten adenoviralen Ex-

pressionsplasmide

3.4.2.1 Single-chain Interleukin-12 Expressionsvergleich nach Transfektion
von adenoviralen Expressionsplasmiden in verschiedene eukaryoti-

sche Zelllinien

Die verwendeten adenoviralen Expressionsplasmide waren pAd.CMV-msclL-12,
pAd-DF3/MUC1-mscIL-12 und pAd.DF3/MUC1-binSyst.-msclL-12. Die Transfekti-

on wurden an folgenden Zelllinien durchgefuhrt:

= 293 (humane embryonale Nierenzelllinie)

» Cos-7 (SV40 transfizierte Affen-Nierenzelllinie)
= SW 620 (humane Kolonkarzinomzelllinie)

= MCA-26 (murine Kolonkarzinomzelllinie)

» Hepa1-6 (murine Hepatomzelllinie)

Einen Tag vor der Transfektion wurden jeweils 5*10° Zellen von jeder Zelllinie in
einer 6-Well-Platte ausgesat und gemal 3.3.5 mit dem jeweiligen adenoviralen
Expressionsplasmid transfiziert. Es wurden pro Zelllinie und Plasmid jeweils
Triplets angesetzt. 24 und 48 Stunden spater wurde jeweils 0,5 ml Zellkulturiber-
stand abgenommen und bei — 20°C gelagert. Nach der ersten Abnahme erfolgte
ein kompletter Austausch des Mediums. Die Interleukin-12 Konzentrationen in den
Uberstanden wurde gemaR der Anleitung des Herstellers mit einer murinen p70-

ELISA gemessen.

Die statistische Auswertung erfolgte, wie auch bei den anderen Expressionsexpe-
rimenten, mit einem ungepaarten Student-t-Test auf ein Signifikanzniveau von p <
0,05 hin. Hierzu wurde die Software GraphPad InStat der Firma GraphPad, San
Diego, CA, USA verwendet.
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3.4.2.2 Funktionelle Prifung des adenoviralen Expressionsplasmids
pAd.DF3/MUC1-binSyst.-Red2

Es wurden 3*10° 293-Zellen pro Feld einer 6-Well-Platte ausgesat und 24 Stunden
spater wie unter 3.3.5 beschrieben mit dem Plasmid pAd.DF3/MUC1-binSyst.-
Red2 transfiziert. Mit Unterstitzung von Dr. med. P. Nollau aus dem Institut fur
Klinische Chemie des UKE wurde die Expression des Red Fluorescent Proteins 2
fluoreszenzmikroskopisch dargestellt und photographiert. Das verwendete Fluo-
reszenzprotein Red2 weist eine Anregungswellenlange von 558 nm sowie eine

Emissionswellenlange von 583 nm auf.

3.4.3 Sequenzierung des binaren Systems

Die verwendete Methode basiert auf dem Prinzip des Kettenabbruchs- bzw. Di-

desoxynucleotidverfahrens (Sanger et al., 1977).

Der Sequenzierungsansatz bestand aus ca. 500 ng des Plasmids pBlueskript Il
(+)-bin.Syst., 15 pMol des jeweiligen Primers, 2 pl BigDye Terminator Cycle Se-
quencing Mix und 6 pl 2,5x Sequencing Buffer. Die verwendete DNS aus einer
Maxipraparation wurde vorher durch eine Ethanolfallung aufgereinigt und in Aqua
dest. aufgenommen. Die photometrisch Uberprifte 260/280 nm Ratio betrug min-

destens 1,8.

Es wurde folgendes Sequenzierungsprogramm im Thermozykler durchgefihrt:

25 Zyklen:

96°C 10 Sekunden
50°C 5 Sekunden
60°C 4 Minuten

AnschlieRend wurde der Reaktionsansatz in einem Standard 1,5 ml Eppendorf-
tube mit 80 ul 0,3 M Natriumacetat aufgefullt, mit 300 ul Ethanol versetzt und funf
Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Durch zehnminitige Zentrifugation bei

13000 rpm wurde die DNS pelletiert und anschliel3end luftgetrocknet.
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Die Sequenzierung erfolgte mit dem ABI-Sequenator 377 durch das Institut fur
Zellbiochemie und klinische Neurobiologie des UKE. Es wurde sowohl die Sense-
als auch die Antisenseorientierung sequenziert. Die erhaltenen Sequenzen fur
beide Orientierungen wurden mit der Software MacMolly Tetra (Soft Gene) auf
Kongruenz untereinander hin untersucht. Mit einer Blast Search (NCBI) erfolgte
ein Vergleich mit den Sequenzen in der NCBI Datenbank fur die einzelnen Be-
standteile des binaren Systems. Weiter wurde das Sequenzierungsresultat mit der
Klonierungstrategie des binaren Systems verglichen (Block et al., 2002).
Verwendete Primer (MWG-Biotech):

Orientierung: sense: Primer 1: 5-AAT TAA CCC TCA CTA AAG GG-3
Primer 2: 5-AGA CAG TTG ACT GTA TCG CCG-3
Primer 3: 5-TAA CTG AAA CAC GGA AGG AG-3’
Primer 4: 5-TCA GGT CCA CGA CCC AAG C-3

Orientierung: anti-sense: Primer 1: 5-TTA ATG CGC CGC TAC AGG-3’
Primer 2: 5-ATA CCC TCT AGA GTC TCC G-3’
Primer 3: 5-CCT GGG CAT GCAAGC TTT GG-3
Primer 4: 5-TTC CGT GTT TCA GTT AGC C-3’
Primer 5: 5-TTG TTACTA CTC TCT TCC G-3’
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3.5 Arbeiten mit adenoviralen Vektoren

3.5.1 Allgemeines zur Durchfiihrung

Alle Arbeiten mit adenoviralen Vektoren wurden an der sterilen Werkbank nach S2
Sicherheitsbestimmungen durchgeflhrt. Konstruktion, Titration und Aufreinigung
der Vektoren basieren auf den Arbeiten von Graham und Prevec (1991 und 1995)
und Bett et al. (1994).

3.5.2 Konstruktion des adenoviralen Vektors Ad.DF3/MUC1-msclL-12
(Calcium-Phosphat-Koprazipitation)

Einen Tag vor dem Assay wurden finf 144 mm Petrischalen mit 293-Zellen einer
Konfluenz von ca. 90 bis 95 % auf zwanzig 94 mm Petrischalen gesplittet, die am
nachsten Tag wieder eine Konfluenz von 90 bis 95 % zeigten. Die beiden adenovi-
ralen Expressionsplasmide pAd.DF3/MUC1-msclL-12 und pBHG-10 lagen steril im
0,1x TE-Puffer (pH 7,6) mit einer Konzentration von 500-1000 ng/ml vor. Jeweils
15 - 20 ug beider Plasmide wurden in 19 12*75 mm Polystyrenréhrchen steril pi-
pettiert, welche 1,5 ml HEPES enthielten. Ein Rdhrchen erhielt 15 ug des Plas-
mids pRC.CMV-R3-Gal in 1,5 ml HEPES.

Tropfchenweise wurden nun 75 pl einer 2,5 M CaCl; Lésung zu jedem Rdhrchen
zugefuhrt und nach jedem Tropfen die Losung gewirlt. Nach einem erneuten Mi-
xen inkubierten die Lésungen 15 bis 30 Minuten bei Raumtemperatur und bildeten
einen feinen Niederschlag aus. Diese Lésung wurde direkt in die 20 Petrischalen
pipettiert ohne das Nahrmedium vorher zu entfernen. Die Zellkulturschalen wurden
4,5 Stunden bei 37°C und 5 % CO; inkubiert.

Nach dieser Zeit wurde zunachst das Nahrmedium der Petrischale entfernt, die
das 3-Gal-Plasmid erhalten hat und durch 10 ml frisches Nahrmedium ersetzt. Am
nachsten Tag wurde eine [3-Galaktosidasefarbung durchgefihrt (siehe 3.3.6). Bei
den anderen 19 Platten wurde das Nahrmedium durch 20 ml eines Agarose-
Nahrmediumgemisches ersetzt, das sehr vorsichtig Uber den Rand der Petrischale

auf den Zellrasen pipettiert wurde. Nach Erhartung des Gemisches wurden die
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Petrischalen bei 37°C und 5 % CO, fir ca. 3 Wochen inkubiert. Alle 4 bis 5 Tage
wurden 8 bis 10 ml des Agarosegemisches zum Nachfuttern der Zellen hinzu pi-
pettiert. Virusplaques wurden nach 10 bis 14 Tagen als hellere, weniger dichte
Areale im Zellrasen sichtbar. Mit starkerer Vergrélierung erkennt man unter dem
Mikroskop ein kreisférmiges Areal von abgerundeten Zellen, das sich im Verlauf

radiar ausbreitet (Beispiel: Abb. 6).

Abb. 6: Makroskopisches Bild von 2 Virusplaques im 293-Zell-Monolayer (Beispiel)

Zum Isolieren der Plaque wurde mit einer 1ml Pipette, deren Spitze ca. 10 mm
abgeschnitten wurde, die Plaque mit dem daruUber liegenden Agarosegemisch as-

piriert und in 1 ml Nahrmedium bei — 80°C gelagert.

3.5.2.1 Verifizierung der Virusplaques (CPE-Assay) und funktionale Prifung

Die von den 94 mm Petrischalen isolierten Plaques mussen vor der Amplifikation
dahingehend untersucht werden, ob es sich wirklich um ein neu entstandenes Vi-
rus handelt und ob das Virus das gewlnschte Transgen enthalt und nicht nur eine

leere Expressionskassette.

Dazu wurden zunachst die gepickten Plaques dreimal einem Auftau-Einfrier-
Zyklus unterzogen, indem die Eppendorftubes mit den Plaques erst in ein 37°C
Wasserbad und dann in ein Trockeneis-Ethanol-Gemisch Uberfuhrt wurden. Durch
diese Prozedur brechen die Zellmembranen auf und das in der Zelle enthaltene
Virus steht fir eine Infektion bereit. In einer 24-Well-Platte wurden nun
2*10° 293-Zellen ausgesat, die 24 Stunden spater mit 300 pl der aufgebrochenen

Plaquesuspension infiziert wurden. Dazu wurde das Nahrmedium von den 293-
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Zellen entfernt und die Zellen mit 1 ml PBS gewaschen. Nach Absaugen wurden
die 300 pl hinzupipettiert und die Zellen fur 1 Stunde bei 37°C und 5 % CO; inku-
biert. Anschlielend wurde mit 700 pyl Nahrmedium auf 1 ml aufgefullt und die Zel-

len fUr 2 bis 5 Tagen wieder im Brutschrank inkubiert.

Das Vorhandensein eines Virus wird durch einen zytopathischen Effekt der 293-
Zellen innerhalb von 2 bis 5 Tagen bewiesen. Die Zellen beginnen sich abzurun-
den, verlieren schlieRlich die Adharenz und schwimmen frei im Medium. Ein klei-
ner Teil des Nahrmediums (ca. 100 ul) wurde verwendet, um die Funktionalitat des
viralen Vektors zu Uberprufen. In diesem Fall wurde bei der Herstellung des Ade-
novirus Ad.DF3/MUC1-rmsclL-12 ein p70-ELISA zum Nachweis von Interleukin-12
im Uberstand geméaR den Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Der restliche Teil

der lytischen Zellsuspension verblieb flr die weitere Vermehrung.

3.5.2.2 Vermehrung und Aufreinigung

Mit den restlichen 900 pl aus dem vorangegangenen Test auf einen zytopathi-
schen Effekt wurde nach dreimaligem Auftau-Einfrier-Zyklus eine 94 mm Petri-
schale mit 293-Zellen einer Konfluenz von ca. 70 bis 80 % infiziert. Hierbei wurden
die 900 ul zu 10 ml frischem Nahrmedium fir die 293-Zellen beigefligt. Nach 36
bis 48 Stunden stellte sich ein zytopathischer Effekt ein, bei dem 95 bis 100 % der
Zellen abgerundet waren und 10 bis 20 % keine Adharenz zeigten. Das virushalti-
ge Nahrmedium wurde durch Zentrifugation von den lytischen Zellen getrennt und
mit frischem Medium fir sieben 144 mm Petrischalen vereinigt, das zur Infektion
von weiteren 293-Zellen verwendet wurde. Auf die gleiche Weise diente das

Nahrmedium dieser sieben Petrischalen zur Infektion von 50 weiteren Schalen.

Nun wurden die Zellen nach 36 bis 48 Stunden abzentrifugiert und, nach einmali-
gem Waschen, in 5 ml PBS resuspendiert und das Medium verworfen. Die Zellen
wurden einem dreimaligen Einfrier-Auftau-Zyklus unterzogen und durch funfmina-
tige Zentrifugation bei 2500 rpm von dem jetzt virushaltigen PBS abgetrennt. Nach
Auffallen auf 36 ml PBS wurde die Viruslosung auf sechs Ultrazentrifugenrohrchen

verteilt, die einen dreiteiligen CsCl Stufengradienten enthielten.
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Dieser setzte sich aus 0,5 ml 1,5g/ml CsCI Lésung, 3 ml 1,35 g/ml CsCl Loésung
und 3 ml 1,25 g/ml CsCI L6ésung zusammen, die vorsichtig ubereinander geschich-
tet waren. Alle drei Losungen wurden in PBS angesetzt. Es folgte ein einstiindiger
Zentrifugationslauf bei 10°C und 34000 rpm in dem SW 40Ti Rotor der Ultrazentri-
fuge.

Abb. 7: Virusbanden nach der Ultrazentrifugation (Beispiel)

Zwischen der 1,25 und der 1,35 g/ml CsCl Schicht zeichnete sich das Virus als
blauliche Bande ab (Abb. 7), die vorsichtig mit einer 20 G-Kandle in einer 20 ml
Spritze gesammelt und mit der 1,35 g/ml CsCI Losung auf ein Volumen von 24 mi
gebracht wurde. Es schloss sich ein 18 stlindiger Zentrifugationslauf bei ebenfalls
10°C und 34000 rpm an, wobei zwei Zentrifugationsrohrchen mit je 12 ml be-
schickt wurden. Bei diesem Zentrifugationsschritt bildet sich ein kontinuierlicher
CsClI Gradient aus. Die Virusbande wurde erneut mit einer 20 G-Kantle abgezo-

gen und mit Dialyse Puffer auf ein Gesamtvolumen von ca. 5 ml gebracht.

Anschlie®end wurde die Lésung in eine Dialysemembran Uberfihrt und 24 Stun-
den im Dialysepuffer bei 4°C und Dunkelheit dialysiert. Alle acht Stunden erfolgte
ein Wechsel des Puffers. Das Virus wurde dann in 1,5 ml Eppendorftubes zu je
100 ul pipettiert, in einem Trockeneis-Ethanolgemisch schockgefroren und an-

schlielend bei — 80°C gelagert.

3.5.2.3 Titration (Plaque-Assay)

Einen Tag vor der Titration wurden zwei 144 mm Petrischalen 293-Zellen, die eine
Konfluenz von ca. 90 % hatten, auf 16 bis 20 60 mm Schalen gesplittet. Am
nachsten Tag erfolgte eine serielle, exponentielle Verdunnungsreihe von 200 ul

Virusaufreinigung. Die Verdlinnung erfolgte im 293-Zellmedium ohne Zusatze. Die
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verwendeten Verdiinnungsstufen fiir die Titerung waren 1:10° bis 1:10"°. Das Me-
dium wurde von den 293-Zellen entfernt und nach einmaligem Waschen mit PBS
durch 0,5 ml der jeweiligen Virusverdlinnung ersetzt. Jede Verdlinnung wurde als
Duplikat infiziert. Nach einer Inkubationszeit von einer Stunde bei 37°C wurde die
Viruslésung entfernt und in gleicher Weise wie schon bei der Virusgenerierung
eine Uberschichtung der Zellen mit jeweils 8 ml eines Agarose-Nahrmedium-
gemisches durchgefiihrt. Nach Erhartung der Uberschichtung erfolgte eine 12 bis
14-tagige Inkubation bei 37°C und 5 % CO; im Brutschrank. Am 7. Tag erfolgte
eine weitere Uberschichtung der Zellen mit 5 ml des Agarose-Nahrmedium-
gemisches. Am 13. Tag wurden die entstandenen Plaques auf den Platten ausge-

zahlt, deren Morphologie denen bei der Virusgeneration entsprach.
Der Virustiter wurde nach folgender Formel berechnet:

Durchschnitt der Plaques pro Platte x Verdiinnung _ plaque forming units

0,5 (= Menge der Viruslésung pro Platte) ml

Es wurden nur die Platten zur Titerberechnung verwendet, die zwischen 30 und

300 Plaques zeigten.

Abb. 8: Plaque-Assay
Zellkultur mit diversen Plaques am 10. Tag nach Infektion. Der Monolayer wurde mit einer Virus-
verdiinnung von 1:10’ beimpft. (Beispiel eines Plaque Assay)
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3.5.2.4 Funktionale Charakterisierung des Virus (Interleukin-12 ELISA)

Der konstruierte adenovirale Vektor Ad.DF3/MUC1-mscIL-12 wurde durch Inter-
leukin-12 Expressionstests in den murinen Tumorzelllinien Hepa1-6 (Hepatomzel-
le) MCA-26 (Kolonkarzinomzelle) auf seine Funktionalitat hin untersucht. Als Mal}
fur die Starke der Genexpression diente der im Labor konstruierte Vektor Ad.CMV-
p40IRESp35 (Ad.CMV-IL-12).

Sechs Stunden vor der Infektion wurden jeweils 1*10° Zellen pro Feld einer 6-
Well-Platte ausgesat. Die Virusverdunnungen von 1, 10 und 100 m.o.i. wurden in
zusatzfreiem 293-Zellmedium angesetzt. Nach Entfernung des Vollmediums und
einmaligem Waschen mit PBS erfolgte eine einstindige Inkubation der Zellen mit
der jeweiligen Virusverdunnung bei 37°C und 5 % CO,. AnschlieRend wurde das
virushaltige Medium durch 2 ml Vollmedium ersetzt und die Zellen fur 24 Stunden
im Brutschrank inkubiert. 1 ml Zellkulturiberstand wurde durch Zentrifugation von
den Zellen entfernt und bei — 20°C gelagert. Mit einem murinen p70 ELISA wurden
die Interleukin-12 Konzentrationen in den Uberstdnden gemaR der Anleitung des

Herstellers gemessen.

3.5.3 Konstruktionsversuch der adenoviralen Vektoren Ad.DF3/MUC1-
binSyst-msclL-12 und Ad.DF3/MUC1-binSyst.-Red2

In gleicher Weise, wie bei dem Vektor Ad.DF3/MUC1-msclL-12 beschrieben, wur-
den insgesamt neun Calcium-Phosphat-Koprazipitationen zur Konstruktion des
adenoviralen Vektors Ad.DF3/MUC1-binSyst.msclL-12 und weitere acht Versuche
zur Herstellung des Vektors Ad.DF3/MUC1-binSyst.-Red2 ohne positive Resultate
durchgefuhrt.

Zusatzlich wurde zur Konstruktion beider adenoviraler Vektoren ein alternatives
Verfahren angewendet (Zhang et al., 1993), das zur Virusherstellung eine Lipo-
somen-vermittelte (DOTAP) Plasmidaufnahme sowie eine Inkubation ohne Agaro-
seuberschichtung propagiert. Die Durchfihrung wurde gemaf der publizierten Ar-
beit durchgefiihrt, jedoch wurde das Plasmid pBHG-10 an Stelle von pJM-17 ver-

wendet.
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3.5.4 Charakterisierung der tumorspezifischen adenoviralen Vektoren

in der Kolonkarzinomzelllinie MCA-26 mittels Luciferase
3.5.4.1 Viraler Luciferaseexpressionstest in verschiedenen Zelllinien

FUr diese Experimente wurden die im Labor konstruierten adenoviralen Vektoren
Ad.CMV-Luc, Ad.DF3/MUC1-Luc und Ad.DF3/MUC1.binSyst.-Luc (D. Milasinovic)
verwendet. Der Luciferaseexpressionstest wurde in folgenden Zelllinien durchge-
fuhrt:

e MCA-26 (murine Kolonkarzinomzelllinie)
e HepG-2 (humane Hepatoblastomzelllinie)

e SK-CO-1 (humane Kolonkarzinomzelllinie)

Sechs Stunden vor der Infektion wurden jeweils 1*10° Zellen pro Feld einer 6-
Well-Platte ausgesat. Die Virusverdunnungen von 1, 10 und 100 m.o.i. wurden in
zusatzfreiem 293-Zellmedium angesetzt. Nach Entfernung des Vollmediums und
einmaligem Waschen mit PBS erfolgte eine einstiindige Inkubation der Zellen mit
der jeweiligen Virusverdinnung bei 37°C und 5 % CO,. AnschlielRend wurde das
virushaltige Medium durch 2 ml Vollmedium ersetzt und die Zellen wurden flr 24
Stunden im Brutschrank inkubiert. Nun wurden mit Hilfe des Luciferase Cell Cul-
ture Lysis Reagents gemall den Angaben des Herstellers die Zellen lysiert und

abzentrifugiert. Der Uberstand wurde bei — 80°C gelagert.

Im Luminometer wurden die relativen light units (rlu) als ein Mal} fur die Lucifera-
sekonzentration in den Uberstanden bestimmt. Mit Hilfe rekombinanter Luciferase
wurde eine Standardkurve fur die Luciferasekonzentrationen aus den rlu-Werten
berechnet. Die gewonnenen Konzentrationswerte wurden mit der Gesamtzell-
proteinkonzentration der Uberstéande korreliert, die mit Hilfe eines Protein-Assays

gemal den Angaben des Herstellers bestimmt wurde.
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3.5.4.2 Promotorkinetik durch Luciferaseexpressionstests

Fur diese Experimente wurden die im Labor konstruierten adenoviralen Vektoren
Ad.CMV-Luc, Ad.DF3/MUC1-Luc und Ad.DF3/MUC1.binSyst.-Luc (D. Milasinovic)

verwendet.

Die beiden verwendeten Zelllinien waren:
e MCA-26 (murine Kolonkarzinomzelllinie)

e Hepal-6 (murine Hepatomzelllinie)

Sechs Stunden vor der Infektion wurden jeweils 1*10° Zellen pro Feld einer 6-
Well-Platte ausgesat. Die Virusverdunnungen von 100 m.o.i. wurden in einem zu-
satzfreien Zellmedium angesetzt. Nach Entfernung des Vollmediums und einmali-
gem Waschen mit PBS erfolgte eine einstindige Inkubation der Zellen mit der je-
weiligen Virusverdunnung bei 37°C und 5 % CO,. Anschliefend wurde das virus-
haltige Medium durch 3 ml Vollmedium ersetzt und die Zellen wurden im Brut-
schrank inkubiert. Nach 1, 2, 4 und 7 Tagen wurden die Zellen mit Hilfe des Luci-
ferase Cell Culture Lysis Reagents lysiert und der Uberstand aliquotiert. Alle 2 Ta-
ge wurde das Nahrmedium erneuert. Die Luciferasekonzentration wurde wiederum
mittels der Standardkurve aus den rlu-Werten bestimmt und mit den Gesamtzell-

proteinwerten korreliert.

3.6 Adenovirale Experimente in vivo

3.6.1 Praparation der adenoviralen Vektoren fiir die Experimente

in vivo

3.6.1.1 Vermehrung und Aufreinigung des adenoviralen Vektors
Ad.DF3/MUC1-binSyst.-Luc

Da es nicht gelang den viralen Vektor Ad.DF3/MUC1-binSyst.Red2 zu konstruie-
ren, wurde fur die qualitative Untersuchung der Tumorspezifitat in vivo der im La-
bor konstruierte adenovirale Vektor Ad.DF3/MUC1-binSyst.-Luc (D. Milasinovic)
verwendet und auf die gleiche Weise vermehrt und aufgereinigt wie es bei dem
Vektor Ad.DF3/MUC1-msclL-12 unter 3.5.2.2 beschrieben wurde.
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3.6.1.2 Funktionale Priifung, Vermehrung und Aufreinigung des adenoviralen
Vektors Ad.CMV-GFP

Der adenovirale Vektor Ad.CMV-GFP wurde freundlicherweise von Dr. rer. nat. F.
Schnieders aus dem Institut fir Biochemie und Molekularbiologie Il - Molekulare

Zellbiologie des UKE zur Verfugung gestellt.

Zur funktionalen Priifung wurden 1*10° HepG-2-Zellen pro Feld einer 6-Well-Platte
ausgesat und 6 Stunden spater, nach einmaligem Waschen mit PBS, mit 10 pl der
erhaltenen Viruslosung in 500 pl zusatzfreiem Medium infiziert. Nach 1 Stunde
Inkubation bei 37°C im Brutschrank wurde das Medium durch 2 ml Vollmedium
ersetzt. Nach 24 Stunden erfolgte die fluoreszenzmikroskopische Betrachtung im

Institut fir Klinische Chemie des UKE mit Hilfe von Dr. med. P. Nollau.

Der Rest der erhaltenen Viruslésung wurde fur die Amplifikation verwendet. Die
Vermehrung und Aufreinigung erfolgte in gleicher Weise, wie bei dem Vektor
Ad.DF3/MUC1-msclIL-12 unter 3.5.2.2 beschrieben.

3.6.2 Vorversuche zur Ermittlung der optimalen Fixierung der murinen

Gewebe fiir die Fluoreszenzmikroskopie

Zu diesem Zweck wurden 2*10° MCA-26-Zellen auf Lab-Tek Champer Slides®
ausgesat und 6 Stunden in 2 ml Vollmedium bei 37°C inkubiert. Es folgte ein Wa-
schen mit PBS und anschliel3end eine einstlindige Inkubation bei 37°C mit FCS-
freien 200 pl einer 1000 m.o.i. konzentrierten Viruslésung. Die verwendeten ade-
noviralen Vektoren waren Ad.CMV-GFP bzw. Ad.DF3/MUC1-binSyst.-Luc. Nach
einer Stunde erfolgte ein Austausch der Viruslosung mit 2 ml Vollmedium und eine
weitere Inkubation fur 48 Stunden bei 37°C.

Es wurden anschlieRend die Zellen auf verschiedene Arten fixiert (Tabelle 5). Je-
weils zwei Ansatze der beiden Viren wurden fir jede Fixierart durchgefihrt. Die
Darstellung der Green Fluorescent Protein Expression erfolgte mittels Fluores-
zenzmikroskopie durch Prof. Dr. med. H.-J. Schafer des Instituts fur Pathologie
des UKE. Die Luciferase wurde immunhistologisch detektiert und ebenfalls fluo-

reszenzmikroskopisch dargestellt (siehe 3.6.7).
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Tabelle 5: Verschiedene Fixierungen der murinen Zellen

Fixierungsarten
Formalin (10 Minuten) Azeton (10 Minuten)
Formalin (6 Stunden) Azeton (6 Stunden)
Alkohol (10 Minuten) Luft
Alkohol (6 Stunden)

Zusatzlich wurden jeweils 2*10° MCA-26-Zellen auf einer 100 mm Petrischale
ausgesat und 6 Stunden spater mit jeweils 1,4 ml einer 1000 m.o.i. konzentrierten
Viruslésung eines der beiden genannten Viren infiziert und wiederum eine Stunde
bei 37°C inkubiert. Nach zwei Tagen erfolgte eine Trypsinierung der Zellen und
das durch Abzentrifugieren gewonnene Pellet wurde in HOPE | Lésung resuspen-
diert und bei 4°C fur 24 bis 48 Stunden fixiert. Anschlie3end erfolgte die weitere
Fixierung, sowie die Paraffineinbettung der Zellpellets im Institut fur Pathologie
des UKE gemal den Angaben zur HOPE-Fixierungstechnik des Herstellers.
Ebenfalls hier wurde bei den Paraffinschnitten fir die Luciferase-exprimierenden
Zellen die Immunhistologie (siehe 3.6.7) sowie fur beide Viren die Photodokumen-
tation durchgefuhrt.

3.6.3 Versuchstiere

Bei den Versuchstieren handelte es sich um 12-15 Wochen alte, weibliche In-
zuchtmause des Stammes Balb/c, die von einem kommerziellen, amtlich zugelas-
senen Versuchstierzichter (Charles River, Wilmington, MA, USA) bezogen wur-
den. Die Mause wurden gemaf den Tierschutzbestimmungen in daflr ausgewie-
senen Raumen des Universitats-Krankenhauses Eppendorf unter S2-Sicherheits-
bedingungen nach dem Gentechnikgesetz gehalten. Sie hatten unlimitierten Zu-
gang zu Futter und Wasser und es wurden maximal funf Tiere pro Kafig gehalten.
Insgesamt wurden 20 Tiere fir die Experimente verwendet. Die Tierversuchsvor-
haben Nr. 33/02, Gz. G 21132/591-00.33, vom 28.03.2002 wurden von der Behor-
de fur Gesundheit und Verbraucherschutz, Lagerstral’e 36, 20357 Hamburg, ge-
nehmigt. Tierversuchsleiter war Dr. med. A. Block, wissenschaftlicher Mitarbeiter

in der Medizinischen Klinik | des Universitatsklinikums Hamburg-Eppendorf.
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3.6.4 Intrahepatisches Multimetastasenmodell

Die in dieser Arbeit verwendete Methode zur Erzeugung eines Multimetastasen-
modells in der Leber basiert auf der, von Gnant et al. (1999) modifizierten, Metho-

de von Lafreniere und Rosenberg (1986).

Exponentiell wachsende MCA-26 Adenokarzinomzellen wurden von 144 mm Pe-
trischalen durch Trypsinierung geerntet und nach dreimaligem Waschen mit PBS
mit FCS-freiem Nahrmedium auf eine Konzentration von 1,25*10° Zellen/ml ge-

bracht. Diese Zellpraparation wurde bis zur Injektion auf Eis gelagert.

Alle Manipulationen an den Tieren wurden unter sterilen Bedingungen durchge-
fuhrt. Die Mause wurden mit 0,1 ml/10 g KG eines Gemisches aus Ketamin und
Rompun (12 mg Ketamin + 1,6 mg Rompun pro ml 0,9 %iger NaCl-Losung) durch
intraperitoneale Injektion narkotisiert. AnschlieRend erfolgte mit einer Scherma-
schine subcostal im linken oberen Quadranten eine Rasur, die mit 70 % Ethanol
desinfiziert wurde. Auf einer Korkplatte wurden die Tiere in einer rechts-lateralen
Position gelagert und eine 10 mm lange subcutane Inzision auf Hohe der linken
vorderen Axilarlinie unterhalb des linken Rippenbogens durchgefuhrt. Das Perito-
neum wurde eroffnet und die Milz dargestellt. Nach Identifikation des gastro-
splenischen Ligaments und der kurzen Magengefalle wurden diese Strukturen mit
einem Elektrokauter durchtrennt, was zur vollstandigen Mobilisierbarkeit der Milz
fuhrte. Das Organ wurde nun auf3erhalb der Bauchhohle auf einer 3*3 cm grolen,
sterilen Kompresse gelagert und 200 pl der praparierten Zellsuspension (2,5*10°
MCA-26-Zellen) langsam mit einer 26 G-Kanule Uber den oberen Milzpol injiziert.
Nach der Applikation wurde die Nadel langsam entfernt und die Einstichstelle zur

Hamostase vorsichtig komprimiert.

Nach einem Intervall von finf Minuten, in dem die Tumorzellen tber die Milzvene
portal-venos in die Leber metastasierten, wurden die Milzgefalle am Hilus mit ei-
nem nicht resorbierbaren 2-0 Nahtmaterial (Ethibond® Excel, Ethicon) ligiert und
die Milz entfernt. Nach der Splenektomie wurde die Bauchhdhle in einer Schicht
mit Hilfe einer Klammermaschine mit 9 mm Wund-Autoclips (Autoclip®, Becton

Dickinson) verschlossen.
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3.6.5 Applikation der viralen Vektoren

Vier Tage nach der Tumorzellapplikation erfolgte fur alle Tiere die Virusinjektion.
Die Mause befanden sich hierzu in einer Zwangsréhre und die Schwanzvenen
wurden mit 42 bis 45°C warmem Wasser fur ca. eine Minute dilatiert. Das Injekti-
onsvolumen betrug 100 ul eines aquimolaren Gemisches aus den Viren Ad.CMV-
GFP und Ad.DF3/MUC1-binSyst.-Luc, was einer Virusmenge von 8,5*10° pfu pro
Virus entspricht. Die Virusapplikation wurde Gber einen Zeitraum von 90 Sekunden

mit einer 1 ml Spritze und einer 26 G-Kanule durchgefuhrt.

3.6.6 Terminierung der Tiere und Fixation der Lebern

Die Versuchstiere waren in Bezug auf den Zeitpunkt der Terminierung in drei
Gruppen zu je sechs Tieren unterteilt. Jeweils 2 Tage, 4 Tage und 7 Tage nach
der Virusinjektion erfolgte die Terminierung der Tiere durch cervikale Dislokation.

Die Bauchhdhle wurde grof3zugig erdffnet und die Leber entnommen.

Die Lebern wurden zu gleichen Teilen auf zwei verschiedene Arten fixiert. Zum
einen wurde gemal} den Angaben des Herstellers in der HOPE I-Lésung fur 24 bis
48 Stunden bei 4°C fixiert sowie in phosphatgepuffertem Formalin fur ebenfalls 24
bis 48 Stunden bei Raumtemperatur. Anschlielend wurden die HOPE | und die
formalinfixierten Proben im Institut fir Pathologie der Universitat Hamburg gemaf
dem Protokoll des Herstellers mit der HOPE |I-Fixierlosung sowie mit Azetonlo-
sungen weiterbehandelt bzw. nach Standardverfahren verarbeitet und nachfol-

gend in Paraffin eingebettet.

3.6.7 Immunhistologische Darstellung der Luciferase

Die Ad.DF3/MUC1-binSyst.-luc vermittelte Luciferaseexpression wurde vom Insti-
tut fur Pathologie der Universitat Hamburg durch eine immunhistologische Farbe-
methode an den HOPE-fixierten Leberschnitten durchgefuhrt. Hierzu wurden ein
polyklonaler Luciferaseantikdrper aus der Ziege sowie sekundar ein polyklonaler
Ziegen-IgG Antikorper aus dem Kaninchen verwendet. Der zweite Antikorper war
mit dem Fluorochrom Texas Red™ markiert. Die immunhistologischen Arbeiten

wurden gemal den Angaben der Firma Abcam durchgeflhrt.
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3.6.8 Fluoreszenzmikroskopie am paraffin-eingebetteten Lebergewebe

Die Darstellung der adenoviral-vermittelten Green Fluorescent Protein (GFP) Ex-
pression sowie der immunhistologischen Farbung der ebenfalls viral-vermittelten
Luciferaseexpression wurde mit dem Mikroskop Axioskop der Firma Zeiss des
Instituts fur Pathologie der Universitat Hamburg durch Prof. Dr. med. H.-J. Schafer

durchgefuhrt und mittels digitaler Photographie dokumentiert.

Die verwendeten Fluoreszenzproteine weisen folgende Anregungs- und Emissi-

onswellenlangen auf:

Tabelle 5: Charakteristika der Fluoreszenzproteine fiir die Experimente in vivo

Green Fluorescent Protein (GFP) Texas Red™
Anregungswellenlédnge 488 nm 596 nm
Emissionswellenlange 507 nm 620 nm

Fir die Darstellung des GFP wurde ein FITC Filter und fiir das Texas Red™ ein

Rhodamine Filter verwendet, die beide von der Firma Zeiss stammen.
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4 Ergebnisse

FiUr die Konstruktion von rekombinanten adenoviralen Vektoren wurden zunachst
adenovirale Expressionsplasmide kloniert und in vitro charakterisiert. Das Amplifi-
kationssystem fir den tumorspezifischen Promotor DF3/MUC1, bestehend aus
dem Gal4-VP16 Fusionsprotein und korrespondierenden Bindungsstellen wurde
zudem komplett sequenziert. Der konstruierte tumorspezifische Vektor, der das
Interleukin-12 Fusionsprotein kodiert, wurde in verschiedenen murinen Zelllinien
untersucht. Im Hinblick auf ein murines, hepatisches Multimetastasenmodell wur-
den der amplifizierte, tumorspezifische Vektor mit Hilfe des Luciferasemarkergens
in der Kolonkarzinomzelllinie MCA-26 naher charakterisiert und abschlie3end die

Tumorspezifitat in einem hepatischen Multimetastasenmodell qualitativ untersucht.

4.1 Klonierung der adenoviralen Expressionsplasmide

4.1.1 Klonierung von pAd.DF3/MUC1-binSyst.-msclL-12

Der Klonierungsvektor pBK-binSyst. wurde mit den Restriktionsendonucleasen
Cla | und partial mit Sac | geschnitten und so die cDNS fir das binare System ge-
wonnen. Die Uberhangenden Enden wurden mit Hilfe der T4 DNS-Polymerase
aufgefullt und das Fragment blunt end in die dephosphorilierte EcoR V Schnittstel-
le des adenoviralen Expressionsplasmids pAd.DF3/MUC1-msclL-12 kloniert
(Abb. 9).

DF3/MUC1
Xpal, Sal I~
AN

rKpn |, BamH |, Apa |, Not |, Xba |, Hind IlI

ITRAdS5 bp 1-456 binédres System

pAd.DF3/MUC1-binSyst-msclL-12 msclL-12

(11519 bp)

~—— Not|

bovines poly A

Ad5 bp 3346-5865
Abb. 9: Plasmidkarte fiir das adenovirale Expressionsplasmid pAd.DF3/MUC1-binSyst.-
mscll-12
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Die selektionierten Klone wurden nach Minipraparation mit Not | bzw. Hind IIl kon-
trollverdaut. Ist die cDNS des binaren Systems in der richtigen Orientierung in den
Vektor kloniert worden, liegt die zweite Not | Schnittstelle stromaufwarts zum bina-
ren System und bei einem Not | Verdau wird dieses zusammen mit dem murinen
single-chain Interleukin-12 Gen herausgeschnitten. Der Hind Il Verdau bestatigt

nur, dass das binare System in das Plasmid kloniert wurde (Abb. 10).

Abb. 10: Kontrollverdau der Klonierung fiir pAd.DF3/MUC1-binSyst.-msclL-12

Spur 1 und 2 zeigen den Molekulargewichtsstandard Il bzw. VII. In Spur 3 ist mit einem Not | Ver-
dau ein 3681 basenpaargroRes Fragment herausgeschnitten (cDNS fiir binares System und muri-
nes single chain Interleukin-12). Auf Spur 4 ist aus dem Vektor mit Hind Il die cDNS fur Gal4-VP16
aus dem binaren System herausgeschnitten (1232 Basenpaare).
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4.1.2 Klonierung von pAd.DF3/MUC1-Red2

Die cDNS fur Red2 wurde durch Hydrolyse des Plasmids pDSRed2 mit Kpn | und
Not | gewonnen. Aus dem adenoviralen Expressionsplasmid pAd.DF3/MUC1-
msclL-12 wurde das Gen fur das murine Interleukin-12 Fusionsprotein mit Kpn |
und Not | herausgeschnitten und mit Hilfe einer sticky end-Ligation durch die
cDNS fur das Gen Red2 ersetzt (Abb. 11).

pAd.DF3/MUC1-Red2

(8459 bp) Ad5 bp 3346-5865

Abb. 11: Plasmidkarte fiir das adenovirale Expressionsplasmid pAd.DF3/MUC1-Red2

Die selektionierten Klone wurden nach Minipraparation mit Kpn | und Not | kon-
trollverdaut, die das Gen fur das Red Fluorescent Protein 2 wieder aus dem Vek-
tor herausschneiden (Abb. 12).

Abb. 12: Kontrollverdau der Klonierung fiir pAd.DF3/MUC1-Red2

Spur 1 zeigt den Molekulargewichtsstandard VII. Auf der Spur 2 ist das unverdaute Plasmid aufge-
tragen. Die Spur 3 zeigt einen zusatzlichen Sicherheitsverdau mit Xba | und Not |. Das 1452 ba-
senpaargrof3e Fragment kodiert fir den DF3/MUC1 Promotor sowie flr das Red Fluorescent Prote-
in 2. Auf der Spur 4 ist die mit Kpn | und Not | herausgeschnittene cDNS fir Red2 zu sehen (703
Basenpaare)
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4.1.3 Klonierung von pAd.DF3/MUC1-binSyst.-Red2

Das adenovirale Expressionsplasmid pAd.DF3/MUC1-Red2 wurde mit Kpn | ge-
schnitten, die Uberhangenden Enden mit der T4 DNS Polymerase aufgefillt und
mit der Schrimps Alkalischen Phosphatase dephosphoriliert. Die cDNS fur das
binare System wurde mit einem Cla | und einem partialen Sac | Verdau aus pBK-
binSyst. isoliert und es wurden ebenfalls die Uberhangenden Enden aufgefullt. Es
folgte eine blunt end-Ligation in die Kpn | Schnittstelle des adenoviralen Expressi-
onsplasmids (Abb. 13)

DF3/MUCt Apal, Not |, Xba |, Hind I
Xpal, Sal I
ITRAdS5 bp 1-456 —af binires System

pAd.DF3/MUC1-binSyst-Red2

(10439 bp)

AdS bp 3346-5865

Abb. 13: Plasmidkarte fiir das adenovirale Expressionsplasmid pAd.DF3/MUC1-binSyst.-
Red2

Die selektionierten Klone wurden nach Minipraparation mit Not | bzw. Hind Il kon-
trollverdaut (Abb. 14).

Abb. 14: Kontrollverdau der Klonierung fiir pAd.DF3/MUC1-binSyst.-Red2.

Spur 1 und 2 zeigen den Molekulargewichtsstandard Il bzw. VII. In Spur 3 ist mit einem Not | Ver-
dau ein 2652 basenpaargroRes Fragment herausgeschnitten (cDNS fiir binares System und muri-
nes single chain Interleukin-12). Auf Spur 4 ist aus dem Vektor mit Hind Il die cDNS fur Gal4-VP16
aus dem binaren System herausgeschnitten (1232 Basenpaare). Das unverdaute Plasmid ist auf
Spur 5 aufgetragen.
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4.2 Funktionale Charakterisierung der klonierten, adenoviralen

Expressionsplasmide

4.2.1 Single-chain Interleukin-12 Expressionsvergleich nach Transfek-
tion von adenoviralen Expressionsplasmiden in verschiedene

eukaryotische Zelllinien

Mittels Calcium-Phosphat-Prazipitation wurden die adenoviralen Expressions-
plasmide pAd.CMV-mscIL-12, pAd-DF3/MUC1-msclL-12 und pAd.DF3/MUC1-
binSyst.-msclL-12 in verschiedene humane und murine Zellen transfiziert und
nach 24 und 48 Stunden die Konzentration des Interleukin-12-Fusionsproteins im

Zellkulturtiberstand mit einem murinen p70 ELISA bestimmt.

Nach 24 Stunden zeigen die muzin-positiven, murinen Kolonkarzinomzellen MCA-
26 sowie die Affenzelllinie COS-7 den gréfliten Amplifikationsfaktor (57 bzw. 50)
(Abb. 15). In den anderen drei Zelllinien schwankte dieser zwischen 8 und 15.
Nach zwei Tagen erhohte sich die amplifizierende Wirkung in den 293-, COS-7-
und MCA-26-Zellen um das 3- bis 5fache, wohingegen Hepa1-6- und SW-620-

Zellen keine Veranderung zeigten.

Vergleicht man die amplifizierte, spezifische Genexpression mit der CMV-
vermittelten, so zeigen nur die beiden muzin-positiven Zelllinien MCA-26 und SW-
620 eine signifikante (p < 0,05) 2- bis 5fache Uberlegenheit der tumorspezifischen
Konstrukte (Abb. 16). In den muzin-negativen Zelllinien ist an beiden Messtagen
der CMV Promotor bis zu einem Faktor von 15 signifikant dem DF3/MUC1-
binSyst.-Konstrukt Gberlegen (p < 0,02), schwacht sich jedoch nach 48 Stunden
leicht ab. (In den COS-7-Zellen liegt nach 48 Stunden keine Signifikanz mehr vor:
p =0,0621.)

Der nicht-amplifizierte Muzinpromotor zeigt in allen getesteten Zelllinien eine signi-
fikante Unterlegenheit (p < 0,006 bis p < 0,0001) gegenuber dem konstitutiven
Promotor (Abb. 17). In muzin-negativen Zellen variiert dieser Unterschied zwi-
schen 22- und 345fach. Die starkste Interleukin-12 Expression zeigt der DF3/
MUC1 Promotor in der muzin-positiven, humanen Kolonkarzinomzelllinie SW-620.

Hier ist der CMV Promotor nach 48 Stunden nur um den Faktor 2,5 starker.
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1000 pAd.DF3/MUC1-binSyst.-msclIL-12 / pAd.DF3/MUC1-msclL-12
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Abb. 15: Amplifikation der Interleukin-12 Expression durch das bindre System

Die Amplifikation wurde durch Transfektion von muzin-negativen (293, COS-7, Hepa1-6) und mu-
zin-positiven  Zelllinien (MCA-26, SW-620) mit den adenoviralen Expressionsplasmiden
pAd.DF3/MUC1-binSyst.-msclIL-12 bzw. pAd.DF3/MUC1-msclL-12 quantifiziert. Die Interleukin-12
Expression wurde mit einem p70 ELISA im Zellkulturiberstand bestimmt.

10 4 pAd.DF3/MUCA-binSyst.-mscIL-12 / pAd.CMV-msciL-12
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8 mMCA-26
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Abb. 16: Vergleich der amplifizierten, spezifischen Interleukin-12 Expression mit der CMV-
vermittelten Genexpression

Die Genexpression wurde durch Transfektion von muzin-negativen (293, COS-7, Hepa1-6) und
muzin-positiven Zelllinien (MCA-26, SW-620) mit den adenoviralen Expressionsplasmiden
pAd.DF3/MUC1-binSyst.-msclIL-12 bzw. pAd.CMV-msclL-12 quantifiziert. Die Interleukin-12 Ex-
pression wurde mit einem p70 ELISA im Zellkulturiiberstand bestimmt.

67



4 Ergebnisse

] pAd.DF3/MUC1-msclIL-12 / pAd.CMV-msclL-12
1 H293
|1 m@COos-7
| OHepa1-6
15 EMCA-26
® 0,1 ESW-620
Q ]
[oX ] T
> . T
c i
(]
0 i
g
E 0,01 ]
g 1
0,001 -
24 Stunden 48 Stunden

Zeit

Abb. 17: Vergleich der nicht-amplifizierten spezifischen Interleukin-12 Expression mit der
CMV-vermittelten Genexpression

Die Genexpression wurde durch Transfektion von muzin-negativen (293, COS-7, Hepa1-6) und
muzin-positiven Zelllinien (MCA-26, SW-620) mit den adenoviralen Expressionsplasmiden
pAd.DF3/MUC1-msclL-12 bzw. pAd.CMV-msclL-12 quantifiziert. Die Interleukin-12 Expression
wurde mit einem p70 ELISA im Zellkulturiberstand bestimmt.

4.2.2 Funktionale Prufung der adenoviralen Expressionsplasmide
pAd.DF3/MUC1-binSyst.-Red2

Nach Calcium-Phosphat-Transfektion des Plasmids pAd.DF3/MUC1-binSyst.-
Red2 in 293-Zellen wurde mit Hilfe von Dr. med. P. Nollau vom Institut fur Klini-
sche Chemie durch Fluoreszenzmikroskopie die Funktionalitat des konstruierten

adenoviralen Expressionsplasmids Uberpruft und photodokumentiert (Abb. 18).

Abb. 18: Fluoreszenzmikroskopie von pAd.DF3/MUC1-binSyst.-Red2 transfizierten 293-
Zellen
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4.3 Sequenzierung des binaren Systems

FUr die Sequenzierungsreaktionen wurde der im Labor klonierte Vektor pBlue-
script Il (+)-binSyst. verwendet. Es wurden mit vier Primern die Sense-
Orientierung, und mit funf Primern die Antisense-Orientierung sequenziert. Die
Analyse der entstandenen Amplifikate erfolgte im Institut fur Zellbiochemie und
klinische Neurobiologie des UKEs mit Hilfe des ABI Sequenator 377. Die erhalte-
nen Sequenzen fur beide Orientierungen wurden mit der Software MacMolly Tetra
(Soft Gene) auf Kongruenz hin untersucht. Mit einer Blast Search (NCBI) erfolgte
ein Vergleich mit den Sequenzen in der NCBI Datenbank fur die einzelnen Be-
standteile des binaren Systems. Des Weiteren wurde das Sequenzierungsresultat

mit der Klonierungsstrategie des binaren Systems verglichen (Block et al., 2002).

In Sense-Orientierung folgt zuerst ein Fragment mit 44 Basenpaaren. Es kodiert
fur die Restriktionsschnittstellen Cla |, Apa |, Not I, Xba I, Sca |, Xho | und Hind Il
aus der Mutiple Cloning Site des Vektors pBK.CMV. Das sich anschlielRende Fu-
sionsprotein Gal4-VP16 weist eine Lange von 1226 Basenpaaren auf. Hiervon

nimmt Gal4 eine Grof3e von 463 und VP16 eine GroRe von 752 Basenpaaren ein.

Beide Sequenzen sind von einer EcoR | und einer Sma | Restriktionsschnittstelle
(11 Basenpaare) getrennt. An das Fusionsprotein schlie3t sich die Sequenz der
Schnittstellen Hind 11l und Sph | aus dem Plasmid pGal4-5BS-CAT an. Es folgt ein
554 basenpaarlanges Fragment, das flr einen Ausschnitt aus dem aminotermina-
len Ende des LacZ Gens kodiert (220 Basenpaare) und zusammen mit dem Ab-
schnitt fur das SV40 polyA (334 Basenpaare) aus dem pBK.CMV Vektor in das
binare System kloniert wurde (2 Basenpaare stammen aus einer geblunteten Pst |
Schnittstelle).

Stromabwarts folgen funf Gal4 Bindungsstellen mit jeweils 17 Basenpaaren und
nach einem 18 basenpaarlangen Zwischenstlck eine TATA-Box als Minimalpro-
motor (8 Basenpaare). Es schlie3t sich ein Stiick von 21 Basenpaaren aus der
Muliple Cloning Site des Vektors pGal4-5BS-CAT an, das fur die Restriktions-

schnittstellen Sma |, Kpn | und Sac | kodiert.
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Insgesamt besitzt das flr die eigenen Klonierungen verwendete bindre System

eine Basenpaarlange von 1978 (Abb. 19). Es konnte keine Abweichung in der Ba-

senpaarabfolge im Vergleich zu den publizierten Sequenzen der einzelnen Be-

standteile festgestellt werden.

1

51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551
601
651
701
751
801
851
901
951
1001
1051
1101
1151
1201
1251
1301
1351
1401
1451
1501
1551
1601
1651
1701
1751
1801
1851
1901
1951

Abb

AGCCTCCTGA
TTTGCCGACT
AAGTGTCTGA
GTCTCCGCTG
GACTGGAACA
ATTTTGAAAA
ATTTGTACAA
CAGTGGAGAC
ACATCATCAT
ATCGCCG
GGGACGAGCT
GCGCTAGACG
TCCGGGATTT
CCGACTTCGA
TACGGTGGGT
CCCTCCCGTC
AAAAACCTGC
GGAGGCTAAC
ATGACGGCAA
TTCATAAACG
CCGAGACCCC
CCACCcCccceAa
CGGCAGGCCC
CCATGGGGAA
TGGGGTCAGG
TTCGCCCTAT
GTCGTGACTG
CATCCCCCTT
CCCTTCCCAA
AA

CTCCGAGCGG
TACTGTCCTC
ATATAAT

AAGATGAAGC
TAAAAAGCTC
AGAACAACTG
ACTAGGGCAC
GCTATTTCTA
TGGATTCTTT
GATAATGTGA
TGATATGCCT
CGGAAGAGAG

GA
CCACTTAGAC
ATTTCGATCT
ACCCCCCACG
GTTTGAGCAG
AGGGGGCGCG
CCCGGTTCGT
GGTTGTCGTC
TGAAACACGG
TAAAAAGACA
CGGGGTTCGG
ATTGGGGCCA
AGTTCGGGTG
TGCCATAGCC
TGGTTTATGG
TCCACGACCC
AGTGAGTCGT
GGAAAACCCT
TCGCCAGCTG
CAGTTGCGCA

AGTACTGTCC
CGAGCGGAGT

TACTGGCTTC
AAGTGCTCCA
GGAGTGTCGC
ATCTGACAGA
CTGATTTTTC
ACAGGATATA
ATAAAGATGC
CTAACATTGA
TAGTAACAAA
TCTGGGCCCC
GGCGAGGACG
GGACATGTTG
ACTCCGCCCC
ATGTTTACCG
ACCGGACCCG
ATCCACAATA
TGATTATTTG
AAGGAGACAA
GAATAAAACG
TCCCAGGGCT
ATACGCCCGC
AAGGCCCAGG
ACTGGCCCCG
TTCGTGGGGG

ATTACAATTC
GGCGTTACCC
GCGTAATAGC
GCCTGAATGG

TCCGAGCGGA
ACTGTCCTCC

TATCGAACAA
AAGAAAAACC
TACTCTCCCA
AGTGGAATCA
CTCGAGAAGA
AAAGCATTGT
CGTCACAGAT
GACAGCATAG
GGTCAAAGAC
CCCGACCGAT
TGGCGATGGC
GGGGACGGGG
CTACGGCGCT
ATGCCCTTGG
CATCCCCCGT
AACACGAGCA
GTGGATCCGG
TACCGGAAGG
CACGGGTGTT
GGCACTCTGT
GTTTCTTCCT
GCTCGCAGCC
TGGGTTAGGG
TTATTATTTT

CCAGGTAA
ACTGGCCGTC
AACTTAATCG
GAAGAGGCCC
CGAATGGAGA

CG
GTACTGTCCT
G

. 19: Sequenz des binaren Systems (Sense-Orientierung)

GAAGCA
GCATGCGATA
GAAGTGCGCC
AAACCAAAAG
AGGCTAGAAA
CCTTGACATG
TAACAGGATT
AGATTGGCTT
AATAAGTGCG
AGTTGACTGT
GTCAGCCTGG
GCATGCCGAC
ATTCCCCGGG
CTGGATATGG
AATTGACGAG
CTGGGTTTTC
CATACATTAC
GGGAGATGGG
AACCCGCGCT
GGGTCGTTTG
CGATACCCCA
TTTCCCCACC
AACGTCGGGG
ACGGGGTCCC
GGGCGTTGCG
GTGTACCCAA
GTTTTACAAC
CCTTGCAGCA
GCACCGATCG
TCCAATTTTT

GAGTACTGTC
CCGAGCGGAG
T

Gal4

VP-16

LacZz-
Fragm.

5BS

TATA-
Box

Zunachst ist die Sequenz des Fusionsproteins Gal4-VP16, bestehend aus 463 Basenpaaren fir
Gal4 und 752 Basenpaaren flr VP16 zu sehen. Nach einem kurzen Abschnitt aus dem LacZ Gen
(218 Basenpaare) folgt eine, fir das SV40 polyA kodierende, Basenabfolge (330 Basenpaare). Es
schliellen sich funf Gal4 Bindungsstellen mit jeweils 17 Basenpaaren sowie eine acht basenpaar-
lange TATA-Box an. Teiweise sind diese funktionellen Sequenzen durch Restriktionsschnittstellen

voneinander getrennt.
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4.4 Konstruktion adenoviraler Vektoren

4.4.1 Konstruktion des adenoviralen Vektors Ad.DF3/MUC1-msclL-12

Durch Calcium-Phosphat-Koprazipitation der beiden Plasmide pAd.DF3/MUC1-
msclL-12 und pBHG-10 in 293-Zellen wurde der adenovirale Vektor Ad.
DF3/MUC1-msclL-12 generiert. Es entstanden auf 19 94 mm Petrischalen, die mit
Agarose Uberschichtet waren insgesamt drei Virusplaques. Diese wurden isoliert
und zeigten alle einen zytopathischen Effekt im CPE-Assay. Mit einem Aliquot des
Uberstandes wurde ein muriner p70 Interleukin-12 ELISA durchgefihrt (Daten
nicht abgebildet). Alle Uberstande wiesen deutliche Konzentrationen von Interleu-
kin-12 auf. Der CPE-Assay Uberstand mit der grofiten Konzentration wurde fir die

Virusvermehrung benutzt.

Das durch einen dreimaligen Einfrier-Auftau-Zyklus aufgebrochene Zellpellet von
insgesamt 50 144 mm Petrischalen wurde zur Aufreinigung einer zweimaligen
CsClI Dichtezentrifugation unterzogen und die abgezogene Virusbande anschlie-

Rend dialysiert.

Die Titerung des adenoviralen Vektors erfolgte im Plaque-Assay durch eine 293-
Zellinfektion mit einer seriellen exponentiellen Virusverdiinnung und Auszahlung
der nach 14 Tagen entstandenen Plaques. Der erhaltene Titer betrug 2,6*10°
pfu/ml bei einem Gesamtvolumen der Viruspraparation von 5,6 ml. Das entspricht
1,46*10" infektidsen Partikeln.

4.4.1.1 Funktionale Charakterisierung des Virus (Interleukin-12 ELISA)

Der konstruierte Vektor Ad.DF3/MUC1-mscIL12 wurde in der muzin-negativen
murinen Hepatoblastomzelllinie Hepa1-6 sowie in der muzin-positiven murinen
Kolonkarzinomzelllinie MCA-26 auf seine single-chain Interleukin-12 Expression
hin untersucht und mit dem im Labor konstruierten Vektor Ad.CMV-p40IRESp35
(Ad.CMV-IL-12) verglichen. Es wurden Viruskonzentrationen von 1, 10 und 100
m.o.i. verwendet und jeweils 1*10° Zellen pro Feld einer 6-Well-Platte infiziert.
Nach 24 Stunden wurde der Uberstand abgenommen und mit einem murinen p70

ELISA die Interleukin-12 Konzentration bestimmt.
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Ab einer m.o.i. von 10 ist in den Hepa1-6-Zellen eine signifikante Uberlegenheit (p
< 0,02) von Ad.CMV-p40IRESp35 gegenuber dem Vektor Ad.DF3/MUC1-msclL-
12 zu sehen (Abb. 20) und bei 100 m.o.i. zeigt hier der konstitutive CMV Promotor
mit 1.098.986 pg/ml eine 10,5fach starkere Genexpression als der muzinabhangi-
ge DF3/MUC1 Promotor (105.135 pg/ml). In der murinen Kolonkarzinomzelllinie
MCA-26 lasst sich bei keiner Vektorkonzentration ein signifikanter Unterschied

zwischen den beiden Promotoren in der Genexpression erkennen (p > 0,2).

Der Quotient aus der Genexpression in den beiden Zelllinien, bezogen auf einen
Promotor, ergibt eine 48- bis 166fach starkere Expression fur den CMV in He-
pal1-6-Zellen als in MCA-26-Zellen bei einer m.o.i. von 10 bzw. 100. Betrachtet
man den DF3/MUC1 Promotor, so zeigt sich eine starkere mscllL-12 Expression in

Hepa1-6-Zellen, die je nach m.o.i. zwischen 18- und 48fach schwankt.

10 E Ad.DF3/MUC1-msclL-12 /| Ad.CMV-p40IRESp35
OHepa1-6
BEMCA-26
c
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w —
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Abb. 20: Vergleich der nicht-amplifizierten spezifischen Genexpression mit der CMV-
vermittelten auf adenoviraler Vektorenebene

Die Genexpression wurde durch Infektion der muzin-negativen Zelllinie Hepa1-6 und der muzin-
positiven Zelllinie MCA-26 mit den adenoviralen Vektoren Ad.DF3/MUC1-msclIL-12 bzw. Ad.CMV-
p40IRESp35 quantifiziert. Die Interleukin-12 Expression wurde mit einem p70 ELISA im Zellkultur-
Uberstand bestimmt.
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4.4.2 Konstruktionsversuch der adenoviralen Vektoren Ad.DF3/MUC1-
binSyst.-msclL-12 und Ad.DF3/MUC1-binSyst.-Red2

Insgesamt fuhrten neun Calcium-Phosphat-Koprazipitationen zur Konstruktion des
adenoviralen Vektors Ad.DF3/MUC1-binSyst.mscIL-12 und jeweils acht Versuche
zur Herstellung des Vektors Ad.DF3/MUC1-binSyst.-Red2 zu keiner positiven
Plaque. Auch ein alternatives Herstellungsverfahren nach Zhang et al. (1993)

brachte bei wiederholter Durchfuhrung keinen Erfolg.

4.5 Charakterisierung der tumorspezifischen adenoviralen Vekto-

ren in der Kolonkarzinomzelllinie MCA-26 mittels Luciferase

4.5.1 Viraler Luciferaseexpressionstest in verschiedenen Zelllinien

Im Hinblick auf eine Verwendung in einem murinen Tumormodell wurde die muzin-
positive, murine Kolonkarzinomzelllinie MCA-26, nach Infektion mit den Vektoren
Ad.CMV-Luc, Ad.DF3/MUC1-Luc und Ad.DF3/MUC1-binSyst.-Luc, auf ihre Luci-
feraseexpression hin untersucht. Als Vergleichszelllinie wurden HepG-2 (humanes
Hepatoblastom, muzin-negativ) sowie SK-CO-1 (humanes Kolonkarzinom, stark
muzin-positiv) verwendet. Jeweils 1*10° Zellen wurden mit verschiedenen Virus-
konzentrationen infiziert (1, 10 und 100 m.o.i.) und nach 24 Stunden lysiert. In die-
sem Lysat wurde die Luciferasekonzentration bezogen auf die Gesamtzellproteine

bestimmt.

Das binare System zeigt in der muzin-negativen humanen Hepatoblastomzellline
bei den niedrigen Viruskonzentrationen den gré3ten Amplifikationsfaktor von allen
getesteten Zelllinien (Abb. 21). Dieser Faktor schwankt zwischen 99 und 247. In
den beiden muzin-positiven Zelllinien hingegen weist diese Amplifikation, im Ge-
gensatz zu den HepG-2-Zellen, eine Abhangigkeit von der Viruskonzentration auf.
Mit steigender intrazellularer Vektormenge nimmt die muzin-abhangige Amplifika-
tion zu und unterscheidet sich bei 100 m.o.i. fur die humane Kolonkarzinomzellli-

nie nicht mehr signifikant (p > 0,1) von der muzin-negativen Zelllinie.
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Die murine Kolonkarzinomzelle bleibt jedoch in der m.o.i.-abhangigen Zunahme
der Amplifikation gegenuber den SK-CO-1-Zellen zurtuck und ist bei Viruskonzen-
trationen von 10 und 100 m.o.i. gegenuber beiden humanen Zelllinien signifikant
schwacher (p < 0,05). Der Maximalwert liegt hier mit dem 39fachen bei der hdchs-

ten Viruskonzentration.

Bei einem Vergleich des Quotienten aus der amplifizierten, spezifischen Gen-
expression und der CMV-vermittelten (Abb. 22) ergibt sich eine deutliche Uberle-
genheit fur das spezifische Konstrukt in den stark muzin-positiven SK-CO-1-
Zellen. Der Faktor, um den die Luciferaseexpression starker ist, reicht von 111 bis
276 und erstreckt sich Uber alle Viruskonzentrationen. Fur die murinen MCA-26-
Zellen ist bei den beiden niedrigen Vektorkonzentrationen noch kein Vorteil ge-
genuber dem konstitutiven Ansatz zu verzeichnen. Erst bei 100 m.o.i. ist auch hier

mit dem Faktor 2,1 eine signifikante Uberlegenheit erkennbar (p < 0,04).

In der Hepatoblastomzelllinie zeigt die amplifizierte Expression bei 1 m.o.i. eine
ca. siebenfache Uberlegenheit (p < 0,02) im Vergleich zum CMV Promotor. Bei
den hoheren Konzentrationen ergibt sich jedoch kein signifikanter Unterschied
mehr (p > 0,4).

Far den alleinigen DF3/MUC1 Promotor zeigt sich nur in den SK-CO-1-Zellen fur
die beiden niedrigeren Vektorkonzentrationen eine 8 bis 45fache Uberlegenheit
gegenuber der CMV-vermittelten Genexpression (p < 0,002). Fur die MCA-26-
Zellen erkennt man hier eine bis zu 10fach starkere Genexpression durch den
CMV Promotor. Dieser Wert steigert sich in HepG-2-Zellen bis auf den Faktor 228.
In dieser muzin-negativen Zelllinie ist dieser Quotient bei allen Viruskonzentratio-
nen signifikant kleiner als in den MCA-26-Zellen (p < 0,002) (Abb. 23).

Vergleicht man die beiden Zelllinien SK-CO-1 und MCA-26 in Bezug auf die pro-
motorvermittelte Genexpression, so zeigt sich eine ca. 2000fach starkere Gen-
expression bei hoheren Viruskonzentrationen unter Verwendung des amplifizierten
DF3/MUC1 Promotors in der humanen Zelllinie. Der CMV Promotor ist in dieser

Zelllinie maximal 28fach starker als in den murinen Zellen.
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Die Genexpression in HepG-2-Zellen zeigt gegentber den MCA-26-Zellen fir den
amplifizierten Muzinpromotor bei den hohen Viruskonzentrationen eine 3169- bis
11922fach starkere Luciferaseexpression in der humanen Zelllinie. Hier ist, mit

einem Faktor von ca 8000 bis 8500, auch der CMV Promotor starker.
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Abb. 21: Amplifikation der Luciferaseexpression durch das bindre System

Die Genexpression wurde durch Infektion der murinen Kolonkarzinomzelle MCA-26 mit den ade-
noviralen Vektoren Ad.DF3/MUC1-Luc bzw. Ad.DF3/MUC1-binSyst.-Luc bei unterschiedlichen
viralen Dosen durchgefiuhrt. Als Referenz fungierten die humanen Zelllinien HepG-2 (muzin-
negativ) und SK-CO-1 (muzin-positiv). Die Luciferasekonzentration wurde nach 24 Stunden im
Zelllysat bestimmt und auf die Gesamt-Zellproteinmenge bezogen.
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Abb. 22: Vergleich der amplifizierten, spezifischen Genexpression mit der CMV-vermittelten

Genexpression durch Luciferasevektoren

Die Genexpression wurde durch Infektion der murinen Kolonkarzinomzelle MCA-26 mit den ade-
noviralen Vektoren Ad.DF3/MUC1-binSyst.-Luc bzw. Ad.CMV-Luc bei unterschiedlichen viralen
Dosen durchgefihrt. Als Referenz fungierten die humanen Zelllinien HepG-2 (muzin-negativ) und
SK-CO-1 (muzin-positiv). Die Luciferasekonzentration wurde nach 24 Stunden im Zelllysat be-
stimmt und auf die Gesamt-Zellproteinmenge bezogen.
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Abb. 23: Vergleich der nicht-amplifizierten, spezifischen Genexpression mit der CMV-
vermittelten Genexpression durch Luciferasevektoren

Die Genexpression wurde durch Infektion der murinen Kolonkarzinomzelle MCA-26 mit den ade-
noviralen Vektoren Ad.DF3/MUC1-Luc bzw. Ad.CMV-Luc bei unterschiedlichen viralen Dosen
durchgefiihrt. Als Referenz fungierten die humanen Zelllinien HepG-2 (muzin-negativ) und SK-CO-
1 (muzin-positiv). Die Luciferasekonzentration wurde nach 24 Stunden im Zelllysat bestimmt und
auf die Gesamt-Zellproteinmenge bezogen.

4.5.2 Promotorkinetik durch Luciferaseexpressionstests

Fur die Planung der Tierversuche wurde die Genexpression des amplifizierten
DF3/MUC1 Promotors in ihrem zeitlichen Verlauf mit dem CMV Promotor vergli-
chen. Als Referenz wurde zusatzlich der alleinige Muzinpromotor verwendet. Es
wurden jeweils 1*10° murine muzinnegative Hepa1-6-Zellen bzw. murine muzin-
positive MCA-26-Zellen mit einer Konzentration von 100 m.o.i. der im Labor her-
gestellten Luciferasevektoren Ad.CMV-Luc, Ad.DF3/MUC1-Luc und Ad.DF3/
MUC1-binSyst.-Luc infiziert. Am 1., 2., 4. und 7. Tag wurden die Zellen lysiert und

die Luciferasekonzentration, bezogen auf die Gesamtzellproteine, bestimmt.

In den MCA-26-Zellen nimmt die Luciferasemenge pro Zellprotein im Verlauf von
einer Woche um mehr als zwei Dekaden zu (124fach). Fir den CMV Promotor ist
nur ein 36facher Zuwachs zu verzeichnen. Der nicht amplifizierte DF3/MUCA1
Promotor stagniert nach dem zweiten Tag in seiner vermittelten Expression und

bleibt im gesamten Verlauf schwacher als die beiden anderen Konstrukte.

Fur die murine Hepatoblastomzelllinie Hepa1-6 ist ein anderer Verlauf der Gen-

expression Uber die Zeit zu erkennen. Alle drei Vektoren zeigen eine maximal
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vermittelte Genexpression am zweiten Tag und anschlieend einen kontinuierli-
chen Abfall. Die Schwankungen der Luciferaseexpression erstrecken sich bei allen
Vektoren Uber 1 bis 1,5 Dekaden.

Bei der Betrachtung der amplifizierenden Wirkung des Gal4-Vp16 Fusionsproteins
im zeitlichen Verlauf (Abb. 24) erkennt man in beiden Zelllinien eine kontinuierliche
Zunahme uber die Beobachtungszeit. In den muzin-positiven MCA-26-Zellen
wachst dieser Amplifikationsfaktor von 25 auf 1134 am 7. Tag an. Fur die murine
Hepatoblastomzelllinie steigt der Quotient aus DF3/MUC1-binSyst. und
DF3/MUC1 nur von 124 auf 569. Ab dem 4. Tag ist dieser Verstarkungseffekt in

der Kolonkarzinomzellinie signifikant hdher (p < 0,004).

Ein Vergleich der amplifizierten Genexpression mit der CMV-vermittelten (Abb. 25)
zeigt nach 24 Stunden nur eine knappe Uberlegenheit in der Kolonkarzinomzelle
gegenuber der hepatischen Tumorzelle (p < 0,02). Am zweiten Tag steigt der Quo-
tient in den MCA-26-Zellen auf ca. 15 an und bleibt fur die nachsten beiden Mess-
zeitpunkte auf diesem Niveau. In der muzin-negativen Zelllinie schwankt diese
Uberlegenheit der amplifizierten Expression geringfiigig um den Faktor vier und
bleibt damit im gesamten Verlauf signifikant unter den Werten flr die muzin-
positive Zelle (p < 0,02 bis p < 0,002).

Der nicht-amplifizierte DF3/MUC1 Promotor zeigt im Vergleich zu dem konstituti-
ven Promotor (Abb. 26) eine ca. 100fach schwachere Genexpression uber die ge-
samte Woche in den Hepa1-6-Zellen. In der Kolonkarzinomzelllinie ist die CMV-
vermittelte Expression zunachst nur ca. 10fach starker. Diese Uberlegenheit stei-

gert sich jedoch ebenfalls auf ca. 100fach am 7. Tag.

Vergleicht man auch hier die beiden untersuchten Zelllinien in Bezug auf die pro-
motorvermittelte Luciferaseexpression, so zeigt sich in Hepa1-6-Zellen an den ers-
ten beiden Tagen eine 55- bis 65fach hdohere Luciferasemenge unter Verwendung
des CMV Promotors. Der amplifizierte Muzinpromotor zeigt hier nur eine 11- bis
34fach, der alleinige DF3/MUC1 Promotor nur eine 7- bis 17fach starkere Expres-
sion. Nach dem zweiten Tag sinkt dieser Zelllinienquotient bei allen drei Promotor-
konstrukten kontinuierlich ab und am 7. Tag ist die Genexpression in der Kolon-

karzinomzelllinie starker als in der Hepatoblastomzelllinie.
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Abb. 24: Amplifikation der Genexpression durch das bindre System uber die Zeit

Die Genexpression wurde durch Infektion der muzin-negativen Zelllinie Hepa1-6 und der muzin-
positiven Zelllinie MCA-26 mit den adenoviralen Vektoren Ad.DF3/MUC1-binSyst.-Luc bzw.
Ad.DF3/MUC1-Luc quantifiziert. Die Luciferasekonzentration im Zelllysat wurde 1, 2, 4 und 7 Tage
nach Infektion bestimmt und auf die Gesamtproteinmenge bezogen.
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Abb. 25: Vergleich der amplifizierten, spezifischen Genexpression mit der CMV-vermittelten
Genexpression liber die Zeit

Die Genexpression wurde durch Infektion der muzin-negativen Zelllinie Hepa1-6 und der muzin-
positiven Zelllinie MCA-26 mit den adenoviralen Vektoren Ad.DF3/MUC1-binSyst.-Luc bzw.
Ad.CMV-Luc quantifiziert. Die Luciferasekonzentration im Zelllysat wurde 1, 2, 4 und 7 Tage nach
Infektion bestimmt und auf die Gesamtproteinmenge bezogen.
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Abb. 26: Vergleich der nicht-amplifizierten, spezifischen Genexpression mit der CMV-
vermittelten uber die Zeit

Die Genexpression wurde durch Infektion der muzin-negativen Zelllinie Hepa1-6 und der muzin-
positiven Zelllinie MCA-26 mit den adenoviralen Vektoren Ad.DF3/MUC1-Luc bzw. Ad.CMV-Luc
quantifiziert. Die Luciferasekonzentration im Zelllysat wurde 1, 2, 4 und 7 Tage nach Infektion be-
stimmt und auf die Gesamtproteinmenge bezogen.

4.6 Adenovirale Experimente in vivo

4.6.1 Praparation der adenoviralen Vektoren fur die Experimente

in vivo

4.6.1.1 Vermehrung und Aufreinigung des adenoviralen Vektors
Ad.DF3/MUC1-binSyst.-Luc

Da der Vektor Ad.DF3/MUC1-binSyst.-Red2 in mehreren Versuchen nicht herzu-
stellen war, wurde der im Labor konstruierte adenovirale Vektor Ad.DF3/MUC1-
binSyst.-Luc fur die Untersuchung der tumorspezifischen Expression in vivo ver-
wendet. Dieser wurde wie unter 3.5.2.2 beschrieben auf 50 144 mm Petrischalen
vermehrt, aufgereinigt und durch einen Plaque-Assay getitert. Der erhaltene Titer
betrug 1*10'° pfu/ml bei einem Gesamtvolumen der Viruspraparation von 5,4 ml.
Das entspricht 5,4 *10'° infektidsen Partikeln.
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4.6.1.2 Funktionelle Prufung, Vermehrung und Aufreinigung des adenovira-
len Vektors Ad.CMV-GFP

Zur funktionellen Priafung wurden HepG-2-Zellen (humane Hepatoblastomzelllinie)
mit einem Teil der erhaltenen Viruslosung infiziert und 48 Stunden spater mit Hilfe
von Dr. med. P. Nollau aus dem Institut fur Klinische Chemie des UKE fluores-

zenzmikroskopiert und photographiert (Abb. 27).

Abb. 27: GFP Expression in HepG-2-Zellen nach Infektion mit Ad.CMV-GFP

Der virale Vektor wurde, wie unter 3.5.2.2 und 3.5.2.3 beschrieben, auf 50 144
mm Petrischalen vermehrt, aufgereinigt und durch einen Plaque-Assay getitert.
Der erhaltene Titer betrug: 1*10"° pfu/ml bei einem Gesamtvolumen der Viruspra-

paration von 5,1 ml. Das entspricht 5,1*10'° infektidsen Partikeln.

4.6.2 Vorversuche zur Ermittlung der optimalen Fixierung der murinen

Gewebe fiir die Fluoreszenzmikroskopie

Es wurden MCA-26-Zellen mit dem adenoviralen Vektor Ad.CMV-GFP bzw.
Ad.DF3/MUC1-binSyst.-Luc infiziert und der Zellmonolayer auf verschiedene Wei-
se fur die weitere Bearbeitung fixiert. Bei den Zellen, die mit Ad.CMV-GFP infiziert
wurden, erfolgte eine direkte fluoreszenzmikroskopische Darstellung des Green
Fluorescent Proteins. Die, durch den Vektor Ad.DF3/MUC1-binSyst.-Luc vermittel-
te, Luciferaseexpression wurde im Institut fur Pathologie des UKE durch immun-
histologische Farbung mit einem primaren Anti-Luciferase-Antikdrper und einem
Texas Red™ markierten Zweitantikdrper detektiert und anschlieRend fluoreszenz-

mikroskopiert.
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Tabelle 6: Starke der Fluoreszenz bei unterschiedlichen Fixierungen (experi-
mentelle Beobachtung)

Starke der Fluoreszenz bei:

.y ]
Ixierungsart | \ 1 cmv-Gp [Ad-DF3/MUCH
binSyst.-Luc

Formalin (10 Minuten) - -
Formalin (6 Stunden) - -

Alkohol (10 Minuten ++ +
Alkohol (6 Stunden) + +
Azeton (10 Minuten) +++ 4+
Azeton (6 Stunden) ++ +
Luft +4++ S

+++ : stark, ++ : mittel, + : schwach, - : gar nicht

Es konnte gezeigt werden, dass eine Fixierung auf Azetonbasis die besten Ergeb-
nisse fur die Fluoreszenzmikroskopie darstellt (Tabelle 8). Zur Ermittlung eines
geeigneten Verfahrens zur spateren Leberfixation wurden MCA-26-Zellen mit dem
GFP-Vektor bzw. dem Luciferase-Vektor infiziert und 48 Stunden spater als Zell-
pellet in der auf Azetonbasis aufgebauten HOPE | Losung fixiert. Die weitere Fixie-
rung, die Paraffineinbettung sowie die Immunhistologie wurde im Institut fir Patho-

logie des UKE durchgefiihrt und die Fluoreszenz an den Paraffinschnitten photo-
dokumentiert (Abb. 28).

Abb. 28: Adenoviral infizierte MCA-26 Kolonkarzinomzellen

Links: HE-Kontrollfarbung, Mitte: nach Infektion mit GFP exprimierenden Adenoviren unter CMV-
Kontrolle (Ad.CMV-GFP), Rechts: nach Infektion mit Luciferase exprimierenden Adenoviren unter

DF3/MUC1-binSyst.-Kontrolle (Ad.DF3/MUC1-binSyst.-Luc) und Detektion durch einen Texas-
Red™ markierten Zweitantikdrper.
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4.6.3 Tumorspezifische, adenovirale Genexpression im murinen Tier-

modell

Bei zwanzig 12-15 Wochen alten, weiblichen Inzuchtmausen des Stammes Balb/c
wurde durch intrasplenische Tumorzellinjektion ein Multimetastasenmodell in der
Leber erzeugt und die Tiere anschliellend splenektomiert. Am vierten Tag nach
Tumorzellgabe erfolgte die Applikation von 100 pl eines aquimolaren Gemisches
der Vektoren Ad.CMV-GFP und Ad.DF3/MUC1-binSyst.-Luc uber die Schwanzve-

ne. Jedes Tier erhielt eine Vektormenge von 5*10° pfu pro Adenovirus.

Jeweils sechs Tiere wurden am 2. Tag, am 4. Tag sowie am 7. Tag nach Virusin-
jektion terminiert und jede Leber zur Halfte in Formalin sowie in der HOPE | L6-
sung fixiert. Die weitere Fixierung und Paraffineinbettung wurde im Institut flr Pa-
thologie des UKE durchgeflihrt. Hier erfolgte auch die immunhistologische Detek-

tierung der Luciferase sowie die fluoreszenzmikroskopische Darstellung.

Nach der intrasplenischen Tumorzellapplikation mit anschlieRender Splenektomie
sind alle zwanzig Versuchstiere aus der intraperitonealen Narkose aufgewacht.
Am nachsten Tag verstarb eine Maus und ein weiteres Tier Uberlebte die
Schwanzveneninjektion in der Zwangsrohre am vierten Tag post operationem

nicht.

In den HE-gefarbten Leberschnitten waren bei allen 18 Versuchstieren mikrosko-
pische Lebermetastasen zu erkennen, wobei keine bevorzugte Lokalisation in Be-
zug auf die Lappchenstruktur der Leber eruierbar war. Es ist eine deutliche Zu-
nahme der durchschnittlichen MetastasengrofRe uber den Verlauf der sieben Tage
zu erkennen (Abb. g bis i). Bei den Mausen, die 4 bzw. 7 Tage nach Vektorappli-
kation terminiert wurden, waren auch makroskopische Tumore bei der Leberpra-
paration zu erkennen. Die zuletzt getoteten Tiere wiesen zudem stark vergrofRerte,
indurierte Lebern auf, die massiv mit Tumoren durchsetzt waren (Abb. i). Es zeigte
sich weiterhin eine makroskopische Pradilektionsstelle der Metastasen um den

Leberhilus herum.
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Bei der fluoreszenzmikroskopischen Darstellung der, durch den unspezifischen
Vektor Ad.CMV.GFP vermittelten, Green Fluorescent Protein Expression zeigte
sich eine panlobulare Expressionsverteilung Uber die gesamte Leber mit Ausspa-
rung der Kolonkarzinommetastasen (Abb. a, ¢ und e). Nur sehr vereinzelnt wurden
intratumoral Fluoreszenzsignale gefunden. Innerhalb der Lappchenstruktur konnte
keine Lokalisationspraferenz der GFP Expression festgestellt werden. Die Trans-
genexpression wies zudem keinen wesentlichen Unterschied zwischen den drei
Beobachtungsgruppen auf. Jeweils ein Tier der Gruppe A (Terminierung 2 Tage
p. i.) und eines der Gruppe B (Terminierung 4 Tage p. i.) zeigten fir GFP sowie fur
Texas Red™ nur marginale Fluoreszenzsignale. Bei beiden Tieren gab es Proble-
me bei der Schwanzveneninjektion, bei der ein Teil des Gemisches paravasal ap-

pliziert wurde.

Die fluoreszenzmikroskopische Darstellung der Luciferaseexpression unter der
Kontrolle des amplifizierten DF3/MUC1 Promotors zeigte in der Gruppe A (Termi-
nierung 2 Tage p. i.) nur eine sehr vereinzelte Texas Red’™ Expression in den He-
patozyten. Bei keinem der Tiere war eine abgrenzbare, intratumorale Transgen-
expression detektierbar (Abb. a und b). In den Gruppen B und C war hingegen
eine immunhistologische Detektion der Luciferase in den Metastasen moglich.
Hierbei wiesen kleine Metastasen deutlich bessere Fluoreszenzsignale auf als
Tumore einer mittleren Grolde, die nur am Rand und in der peritumoralen Zone
eine nachweisbare Luciferaseexpression zeigten (Abb. d). In groRen Metastasen,
die vorwiegend in der dritten Gruppe gefunden wurden, war bei keinem der Ver-
suchstiere eine nennenswerte Transgenexpression feststellbar. In der dritten
Gruppe wiesen jedoch kleine Metastasen ebenfalls eine kraftige Luciferase-
expression auf (Abb. f). Die Fluoreszenzsignale in den Hepatozyten blieben bei
den drei Gruppen vergleichbar und wiesen eine deutlich geringere Auspragung im
Vergleich zur CMV-vermittelten GFP Expression auf (Abb. a bis f).
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Abb. 29 a - i: Intrahepatische und intratumorale Transgendetektion durch Immunfluores-
zenz

Vier Tage nach intrasplenischer Tumorzellapplikation wurde lber die Schwanzvene von Balb/c
Mausen ein aquimolares Gemisch der beiden adenoviralen Vektoren Ad.CMV-GFP und Ad-
DF3/MUC1-binSyst.-Luc injiziert. Zu verschiedenen Zeitpunkten wurden die Tiere terminiert und
die tumorinfiltrierten Lebern durch Immunfluoreszenzmikroskopie auf die Transgenexpression hin
untersucht. Bei dem Luciferase-Vektor erfolgte zuvor eine immunhistologische Luciferasedetektion
mit einem Texas Red "-markierten Zweitantikérper. Zusatzlich wurde das Metastasenwachstum
durch eine HE-Farbung im Zeitverlauf dokumentiert.

Bild a und b zeigen reprasentative Leberschnitte aus der Gruppe A (Terminierung 2 Tage p. i.)
(100fache VergroRerung). Bild ¢ und d zeigen die Gruppe B (Terminierung 4 Tage p. i.) (100fache
Vergroferung). Bild e und f reprasentieren die Gruppe C (Terminierung 7 Tage p. i.) (100fache
Vergroflerung). Die HE-Farbungen g (2 Tage p. i.) (100fach), h (4 Tage p. i.) (50fach) und i (7 Ta-
ge p. i.) (25fach) sollen die vorherrschende MetastasengroRe zu den drei verschiedenen Zeitpunk-
ten dokumentieren.
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5 Diskussion

Der nachfolgende Diskussionsteil ist inhaltlich in drei Abschnitte gegliedert. Der
erste befasst sich mit der Konstruktion und Charakterisierung von therapeuti-
schen, tumorspezifischen Vektoren, die das murine Interleukin-12 Fusionsprotein
kodieren. Dieser Teil reicht von der Charakterisierung des konstruierten adenovi-
ralen Expressionsplasmids Uber die Untersuchung des hergestellten nicht-
amplifizierten, tumorspezifischen Vektors bis zur Diskussion der fehlgeschlagenen

Kontruktionsversuche des Vektors zur amplifizierten Genexpression.

Im zweiten Abschnitt werden die Versuche zur naheren Charakterisierung des
amplifizierten, tumorspezifischen Vektors mittels des Markergens Luciferase in der
murinen Kolonkarzinomzelllinie MCA-26 sowie die qualitative Untersuchung der

Tumorspezifitat in einem murinen, hepatischen Multimetastasenmodell diskutiert.

Der letzte Teil befasst sich mit einem Ausblick Uber die systemische adenovirale
Gentherapie von hepatisch metastasierten Tumorerkrankungen sowie maogliche

Verbesserungen des adenoviralen Vektors.

5.1 Konstruktion von tumorspezischen, adenoviralen Vektoren
zur antitumoralen Therapie mit dem Interleukin-12 Fusions-

protein

5.1.1 Single-chain Interleukin-12 Expressionsvergleich nach Transfek-
tion von adenoviralen Expressionsplasmiden in verschiedene

eukaryotische Zelllinien

Das klonierte, adenovirale Expressionsplasmid pAd.DF3/MUC1-binSyst.-msclL-12
wurde durch Calciumphosphat-Transfektion in verschiedenen muzin-positiven und
muzin-negativen Zelllinien charakterisiert. Ein Vergleich erfolgte mit den Plasmi-
den pAd.DF3/MUC1-msclL-12 sowie pAd.CMV-msclL-12.

Der Amplifikationsfaktor des binaren Systems ist in den murinen Kolonkarzinom-
zellen MCA-26 sowie in der Affen-Nierenzelllinie COS-7 mit 154fach bzw. 254fach
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nach 48 Stunden am hdchsten. Nur die beiden muzin-positiven Zelllinien MCA-26
und SW-620 zeigen eine Uberlegenheit des amplifizierten, tumorspezifischen
Konstrukts gegenuber dem CMV Promotor, der im Vergleich mit dem alleinigen
DF3/MUC1 Promotor in allen Zellen eine starkere Expression des Interleukin-12

Fusionsproteins vermittelt.

Ein generelles Problem bei dieser Versuchsanordnung ist die unterschiedliche
Fahigkeit der einzelnen Zelllinien, calciumphosphat-vermittelt Plasmid-DNS aufzu-
nehmen. So zeigten Kontrollexperimente mit dem Plasmid pRC.CMV-3-Gal, dass
293- und COS-7-Zellen sehr gut, Hepa1-6- und MCA-26- moderat und SW-620-

Zellen schlecht zu transfizieren sind (Daten nicht abgebildet).

Diese gute Transfizierbarkeit der 293- und COS-7-Zellen erklart den hohen Ampli-
fikationsfaktor. Bei diesen Zelllinien handelt es sich jedoch nicht um Tumorzellen,
so dass eine unspezifische Aktivierung des DF3/MUC1 Promotors durch vermehr-
te ubiquitare Transkriptionsfaktoren, wie nachfolgend bei den Experimenten mit
den Luciferase-Vektoren diskutiert, wenig wahrscheinlich ist. Der Anstieg der
Amplifikation nach 24 Stunden ist durch eine zeitlich verzégerte Transkriptionsak-
tivierung durch das Gal4-Fusionsprotein zu erklaren (Rowitch et al., 1999). In den
muzin-positiven Zelllinien scheint fir die MCA-26-Zellen, neben der moderaten
Transfektionseffizienz die Muzinexpression entscheidend fur den hohen Verstar-
kungsfaktor durch Gal4-VP16 zu sein. In der humanen Zelle SW-620 zeigt sich
trotz einer starken Muzinexpression (Block et al., 2002) die schwachste Amplifika-
tion. Es ist anzunehmen, dass die sehr niedrige intrazellulare Plasmidkonzentrati-
on zu Beginn des Versuchs den limitierenden Faktor darstellt. Zu untersuchen wa-
re, ob Uber einen langeren Beobachtungszeitraum durch eine Akkumulation des
Fusionsproteins die Transgenexpression in der Zelllinie noch einen Anstieg ver-

zeichnet.

Im Vergleich zu dem konstitutiven Promotor weist das amplifizierte Konstrukt eine
gute Spezifitat auf. So zeigt sich in allen muzin-negativen Zelllinien eine schwa-
chere Genexpression als die CMV-vermittelte, sogar bei sehr guter Transfektion
der Zelle. Die beiden muzin-positiven Zellen weisen hingegen eine moderate

Uberlegenheit des spezifischen Konstruktes auf.
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Die Tatsache, dass der alleinige DF3/MUC1 Promotor, der in allen Zelllinien
schwacher ist als der CMV Promotor, jedoch in SW-620 die starkste Genexpressi-
on aufweist, kann durch die hohe Muzinexpression, bei schlechter Transfek-

tionseffizienz fur alle Plasmide, erklart werden.

5.1.2 Charakterisierung des Vektors Ad.DF3/MUC1-msclL-12

Der konstruierte adenovirale Vektor Ad.DF3/MUC1-mscIL-12 wurde in den muri-
nen Zelllinien MCA-26 und Hepa1-6 auf seine tumorspezifische Genexpression
hin charakterisiert. Als Referenzvektor fungierte Ad.CMV-p40IRESp35 (Ad.CMV-
miL-12).

In der muzin-positiven Kolonkarzinomzelllinie MCA-26 zeigte der tumorspezifische
DF3/MUC1 Promotor bei allen Viruskonzentrationen keinen signifikanten Unter-
schied zu dem konstitutiv exprimierenden Promotor. Ab einer m.o.i. von 10 ist in
der Hepatomzelllinie Hepa1-6 der CMV Promotor dem tumorspezifischen Kon-
strukt signifikant Uberlegen (p < 0,02) und zeigt bei der hochsten Viruskonzentrati-

on eine 10,5fach starkere Genexpression.

Die Interpretation dieser Ergebnisse muss kritisch erfolgen, da bei diesem Ver-
such nicht nur zwei verschiedene Promotoren, sondern auch unterschiedliche
Transgene verwendet wurden. Der konstitutive CMV Promotor reguliert die Ex-
pression der beiden IRES-verbundenen Untereinheiten des murinen Interleukin-12
Gens. Dem tumorspezifischen Promotor ist jedoch ein Fusionsprotein aus beiden
Untereinheiten nachgeschaltet. Auch wenn man eine identische Immunoreaktivitat
in dem murinen, p70-spezifischen ELISA zu Grunde legt, ergeben sich Unter-

schiede in der Ausschleusungseffektivitat der beiden Proteine.

5.1.2.1 Effektivere Ausschleusung des Interleukin-12 Fusionsproteins
(sclL-12)

Die p35 Untereinheit unterliegt einer posttranslatorischen Modifikation, die aus
einer Abtrennung eines N-terminalen Signalpeptids sowie einer N- Glykosylierung
besteht, die flr die Sezernierung als Heterodimer mit der p40 Untereinheit essen-
tiell zu sein scheint (Carra et al., 2000; Murphy et al., 2000). Die p40 Einheit er-
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fahrt dagegen vor dem Ausschleusen keine weitere Modifikation (Carra et al.,
2000). Bei dem Interleukin-12 Fusionsprotein ist an der p35 Untereinheit eine N-
terminale Deletion von 22 Aminosauren durchgefuhrt worden, die wahrscheinlich
das Sekretionssignal beinhaltet. Die p35 Untereinheit ist zusatzlich Uber eine Bru-
cke von 10 bis 15 Aminosauren mit der p40 Einheit verbunden (Lieschke et al.,
1997) und vollzieht damit ohne Glykosylierung deren Sekretionsweg. Das IRES-
Konstrukt bendtigt hingegen weiterhin die Modifizierung der p35 Untereinheit. Es
ist denkbar, dass dieser Prozess in entdifferenzierten Tumorzellen schlechter voll-

zogen wird und damit die Sezernierung ineffektiver ist als bei dem Fusionsprotein.

Vor diesem Hintergrund ist die nicht signifikant unterschiedliche Expression des
alleinigen DF3/MUC1 Promotors gegenuber dem CMV-Konstrukt flr die muzin-
positive Zelle kritisch zu betrachten. Wie bei den Luciferase-Vektoren zu sehen ist,
ist nach 24 Stunden bei 100 m.o.i. der CMV Promotor ca. siebenfach dem DF3/
MUC1 Promotor Uberlegen. Dieser Effekt wurde durch das bessere Ausschleusen
des Fusionsproteins kompensiert. Ein dhnlicher Faktor ergibt sich bei der Betrach-

tung der murinen Hepatoblastomzelllinie.

In Bezug auf die Bioaktivitat ist die Tatsache zu erwahnen, dass im IRES-
Konstrukt die p40- im ersten und die p35-Untereinheit im zweiten Cistron der bi-
cistronischen mRNS platziert ist. Das Gen im zweiten Cistron wird jedoch bis zu
dem Faktor 3 schwacher exprimiert (Dirks et al., 1993). Dies kann die Bildung von
p40-Homodimeren beglnstigen, die einen inhibitorischen Effekt auf den Interleu-
kin-12 Rezeptor austiben (Mattner et al., 1993; Gillessen et al., 1995). Block et al.
(2003) konnten in diesem Zusammenhang eine geringere Bioaktivitat des Hetero-

dimers im Vergleich zum Fusionsprotein nachweisen.

Insgesamt zeigt dieses Experiment die Tumorspezifitat des DF3/MUC1 Promotors
im Vergleich zu dem konstitutiven CMV Promotor sowie den Sekretionsvorteil, den

das Interleukin-12 Fusionsprotein gegenuber dem Heterodimer bietet.
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5.1.3 Konstruktionsversuch der adenoviralen Vektoren Ad.DF3/MUC1-
binSyst.-msclL-12 und Ad.DF3/MUC1-binSyst.-Red2

FUr die Untersuchung der Tumorspezifitdt in einem murinen Tiermodell galt es,
den Vektor Ad.DF3/MUC1-binSyst.-Red2 herzustellen und im Vergleich mit dem
Virus Ad.CMV-GFP durch fluoreszenzmikroskopische Gewebsuntersuchungen zu
charakterisieren. Zusatzlich sollte flir ein modgliches therapeutisches, murines
Tiermodell neben dem hergestellten Vektor Ad.DF3/MUC1-msclIL-12 die Gal4-
VP16 amplifizierte Form dieses Adenovirus (Ad.DF3/MUC1-binSyst.-msclL-12)
generiert und in vitro charakterisiert werden. Mehrere Koprazipitationen fir beide
adenovirale Vektoren fuhrten jedoch zu keiner positiven Plaque. Auch die wieder-
holte Anwendung eines modifizierten Verfahrens (Zhang et al., 1993) brachte kei-

nen Erfolg.

Bei der Herstellung von Adenoviren fur die Gentherapie ist eine Aufnahme von
zwei Plasmiden in eine Verpackungszelle bei den angewendeten Verfahren nétig.
Die Transfektionseffizienz sinkt jedoch linear mit der PlasmidgroRe (Hanahan,
1983) und so zeigt das Shuttle-Plasmid mit 10 kb eine bessere Transfektion als
das ca. 34 kb schwere pBHG-10. Sind beide Plasmide nun in einer 293-Zelle, so
muss eine homologe Rekombination stattfinden, die ein prinzipiell seltenes Ereig-
nis darstellt. Hat dieses stattgefunden, missen die Verpackungszellen ca. 14 Ta-
ge unter der Agarose Uberleben, damit sich bei erfolgreicher Virusgeneration die

entstandene Plaque radiar ausbreiten kann und damit sichtbar wird.

Trotz dieser Unsicherheiten wurde beim ersten Versuch der Vektor Ad.DF3/
MUC1-msclL-12 generiert. Bei den anderen beiden Viren flhrten jedoch insge-
samt 11 bzw. 10 Versuche zu keinem positiven Resultat. Eine mogliche Ursache
fur dieses Phanomen ist die Tatsache, dass bei dem Vektor mit dem Interleukin-12
Fusionsprotein ein potentiell zytotoxisches Protein kodiert wurde. Es ist, trotz des
tumorspezifischen Promotors, immer damit zu rechnen, dass bei einer hohen
Transfektionseffizienz ein gewisses Mal} an unspezifischer Genexpression resul-
tiert. Dies ist, wie weiter unten diskutiert, im Zusammenhang mit adenoviralen En-
hancer-Sequenzen zu beobachten und zeigte sich sowohl flr die Luciferase-

Vektoren als auch flr die Interleukin-12-Expressionsplasmide, die ebenfalls diese
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Sequenzen enthalten. Der von F. Puls hergestellte, tetrazyklin-regulierbare Vektor
Ad.3r-msclL-12 konnte zudem nach mehreren Fehlversuchen erst generiert wer-
den, nachdem die virale Interleukin-12 Expression durch Zusatz von Doxyzyklin in
die Agaroseuberschichtung deutlich reprimiert worden war (F. Puls, persodnliche

Mitteilung).

Grupta und Mitarbeiter (2003) konnten zudem eine minimale DF3-Muzin-
expression in 293-Zellen nachweisen, die Uber eine Zeit von 14 Tagen durchaus
aufgrund einer Akkumulation spezifischer Transkriptionsfaktoren ins Gewicht fallen

konnte.

Eine Reihe von Forschern berichtete ebenfalls Gber Probleme bei der Konstruktion
eines adenoviralen Vektors, der fur ein zytotoxisches Genprodukt kodiert (Larregi-
na et al., 1998; Matthews et al., 1999; Kakawa et al., 2000; Endholm et al., 2001).
Bei der Herstellung von Ad.DF3/MUC1-binSyst.-Red2 durfte ein solches Phano-
men allerdings nur eine untergeordnete Rolle spielen. Es sind keine Arbeiten be-
kannt, die einen zelltoxischen Effekt des Red Fluorescent Protein 2 auf Saugetier-

zellen zeigen konnten.

Ein weiterer wichtiger Faktor, der jedoch bei der Diskussion der beiden fehige-
schlagenen Versuche zur Virusgeneration zu berlcksichtigen ist, ist der soge-
nannte ,Squelching-Effekt* der VP16 Domane des Fusionsproteins. Darunter wird
das Abfangen von endogenen, zelleigenen Transkriptionsfaktoren verstanden
(Sadowski et al., 1988). Dieser Effekt konnte durch eine verminderte endogene
Syntheseleistung der Zelle, in einem Zeitraum von zwei Wochen, zu einem Vitali-
tatsverlust der Verpackungszellen gefihrt haben. Hierdurch ist es mdglich, dass

eine Ausbreitung der Virusplaques verhindert worden ist.

Die beiden Aspekte ,Squelching-Effekt” und die Verwendung eines zytotoxischen
Gens bei dem IL-12-Vektor kbnnten dazu beigetragen haben, dass es nicht gelun-
gen ist, die adenoviralen Vektoren Ad.DF3/MUC1-binSyst.-Red2 und Ad.DF3/
MUC1-binSyst.-msclL-12 zu generieren.
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5.2 Vektorcharakterisierung in MCA-26-Zellen mittels Luciferase

und hepatisches Multimetastasenmodell

5.2.1 Charakterisierung der tumorspezifischen adenoviralen Vektoren

in der Kolonkarzinomzelllinie MCA-26 mittels Luciferase

Im Hinblick auf das murine Multimetastasenmodell wurden die muzin-positive, mu-
rine Kolonkarzinomzelllinie MCA-26 sowie weitere Karzinomzelllinien durch drei

verschiedene virale Luciferase-Vektoren charakterisiert.

Der adenovirale Vektor Ad.DF3/MUC1-binSyst.-Luc zeigte in MCA-26-Zellen
durch das Gal4-VP16 Fusionsprotein eine ca. 40fache Amplifikation der Gen-
expression im Vergleich zu dem alleinigen DF3/MUC1 Promotor. In den humanen
Referenzzelllinien reichte dieser Verstarkungseffekt vom 146fachen in SK-CO1
(muzin-positiv) bis zum 247fachen in der Hepatoblastomzelllinie (muzin-negativ).
Der amplifizierte Promotor wies in den muzin-negativen Zellen, bei den hdheren
Viruskonzentrationen, keinen signifikanten Unterschied zu dem konstitutiven CMV-
Promotor auf. In den murinen Zellen war eine 2,1fache Uberlegenheit des tumor-
spezifischen Ansatzes bei 100 m.o.i. zu sehen und in SK-CO1-Zellen erhdhte sich
dieser Faktor bis auf 276. Bei dem Vergleich der humanen Zelllinien mit der muri-
nen zeigte sich eine 3 bis 4 Dekaden starkere Genexpression in der humanen
Zelllinie fur den amplifizierten Promotor. Fur den CMV Promotor war ein derartiger

Effekt nur in der Hepatoblastomzelllinie zu erkennen.

In der Expressionskinetik stieg der Amplifikationsfaktor des Gal4-Fusionsproteins
in der Kolonkarzinomzelllinie von anfangs 25 bis auf Uber 1100 in einen Zeitraum
von 7 Tagen. In Hepa1-6-Zellen ist dagegen der maximal erreichte Faktor 569. Die
Uberlegenheit des amplifizierten Promotors gegeniiber dem CMV Promotor be-
tragt in MCA-26-Zellen bis zum 15fachen im Vergleich zum 4,5fachen in Hepa1-6-
Zellen. Insgesamt steigt die Genexpression durch das DF3/MUC1-binSyst.-
Konstrukt im Verlauf von 7 Tagen Uber 2 Dekaden (124fach) an, wohingegen das
CMV-Konstrukt nur einen Zuwachs um den Faktor 36 zeigt. In den Hepa-
toblastomzellen sinkt nach dem zweiten Tag fur alle Promotorkonstrukte die Gen-

expression und ist am 7.Tag fur samtliche Vektoren schwacher als in MCA-26.
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5.2.1.1 Abhéangigkeit des Amplifikationsfaktors des Fusionsproteins von der

Transduktionseffizienz

Der unterschiedliche Amplifikationsfaktor des Fusionsproteins, bezogen auf die
verwendeten Zelllinien lasst sich gut mit einer postulierten unterschiedlichen
Transduktionseffizienz erklaren, die in den humanen Zelllinien, auch bezogen auf
den Muzinpromotor, deutlich besser ist. Block et al. (2002) konnten fur die huma-

nen Zelllinien sehr ahnliche Werte flir den Amplifikationsfaktor nachweisen.

Ein mdglicher Erklarungsansatz fur ein solches Phanomen ist die Interaktion des
humanen Adenovirus mit seinen Rezeptoren. Die hauptsachliche Transduktion
erfolgt durch den Coxsackie/Adenovirus-Rezeptor (Tomko et al., 2000) sowie se-
kundar durch avpB3/avpB5-Integrine (Mathias et al., 1998). Es konnte gezeigt wer-
den, dass CHO-Zellen, die mit der cDNS des CA-Rezeptors transfiziert sind, die
Fiberproteine des Adenovirus Serotyp 5 signifikant starker binden kénnen, wenn

sie die humane Variante anstatt der murinen exprimieren (Bergelson et al., 1998).

Block und Kollegen (2000) konnten, vor dem Hintergrund, dass eine murine Ko-
lonkarzinomzelle zum Teil mit humanen Referenzzelllinien verglichen wurde, mit
einem adenoviralen RSV-3-Galaktosidase-Vektor eine 10- bis 1700fach starkere
Transduktion von humanen Kolonkarzinomzelllinien gegenuber der murinen MCA-
26-Zelle zeigen. Hierbei muss von der Annahme ausgegangen werden, dass alle
Zelllinien die Transkription durch einen konstitutiven Promotor in aquimolarer
Menge initiieren und damit ausschliel3lich die Anzahl der intrazellularen Vektoren

fur die Menge der Transgenexpression verantwortlich ist.

Addison et al. (1997) wiesen dagegen eine 10- bis 100fach hohere Aktivitat des
humanen CMV Promotors in humanen Zelllinien im Vergleich zu murinen oder
Rattenzelllinien nach. Der murine CMV Promotor zeigte hingegen in allen drei
Spezies eine vergleichbare oder sogar starkere Genexpression als der humane
Promotor. Diese Tatsache lasst einen Vergleich von humanen und murinen Zellli-

nien bei Verwendung des humanen CMV-Vektors schwer zu.
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Fir den von Block et al. (2000) verwendeten RSV Promotor sowie fur den huma-
nen DF3/MUC1 Promotor ist ein derartiger Effekt nicht beschrieben. Fur die
stromaufwarts der TATA-Box gelegenen Abschnitte des Muzinpromotors konnte
zudem eine 74 %ige Homologie der humanen und der murinen Form nachgewie-

sen werden (Spicer et al., 1991).

Die Gal4-induzierte Transgenaktivierung hat zudem eine Latenz von ungefahr 24
Stunden (Rowitch et al., 1999). Die Zellen wurden jedoch bereits nach dieser Zeit
lysiert und die Luciferase im Uberstand bestimmt. Eine nennenswerte post-
transduktale Akkumulation von Gal4-VP16 war folglich nicht moglich. In den hu-
manen Zelllinien wurde diese Tatsache durch eine grofdere Zahl von adenoviralen

Vektorkopien in Folge der besseren Transduktion effektiver kompensiert.

5.2.1.2 Verstarkender Effekt der Muzinexpression in Kombination mit der in-

trazellularen Konzentration der spezifischen Vektoren

Fir die SK-CO-1-Zellen, die in fruheren Untersuchungen eine bis zu 590fach star-
kere Luciferaseexpression fur das amplifizierte Konstrukt im Vergleich zu dem
CMV Promotor zeigten, konnte immunhistologisch eine starke Muzin-1 Expression
nachgewiesen werden (Block et al., 2002). Identische immunhistologische Unter-
suchungen fur die Zelllinie MCA-26 zeigten jedoch hier nur eine moderate Muzin-
expression (A. Block, personliche Mitteilung). Diese starke Antigenexpression in
der humanen Zelllinie tragt zu der Uberlegenheit beider tumorspezifischer Kon-
strukte gegenlber dem konstitutiven Promotor fir alle Viruskonzentrationen bei,
erreicht jedoch nicht ganz die Spitzenwerte, die Block et al. (2002) zeigen konn-
ten. In MCA-26-Zellen dagegen kann, aufgrund der geringeren MUC1-
spezifischen Transkriptionsfaktoren, erst durch eine hohe intrazellulare Viruskon-

zentration bei 100 m.o.i. dieser Mangel kompensiert werden.

Als weiterer Faktor spielt hier die erwahnte unterschiedliche Transduktionseffi-
zienz der beiden Spezies eine Rolle, die in SK-CO-1-Zellen eine hohere postinfek-
tiose Gal4-VP16 Transkription ermdglicht und so innerhalb der 24 Stunden eher
einen synergistischen Effekt durch das Gal4-Fusionsprotein erzielen kann als in

der murinen Zelllinie.
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Die Tatsache, dass der Amplifikationsfaktor durch das binare System in beiden
muzin-positiven Zelllinien, jedoch nicht in der Hepatoblastomzelle, eine Konzentra-
tionsabhangigkeit zeigt, wurde von Block et al. (2002) fur drei humane, muzin-
positive Kolonkarzinomzelllinien sowie fir HepG-2-Zellen ebenfalls nachgewiesen.
Dies zeigt fur die tumorspezifischen Vektoren eine selektive Verstarkung durch die
Muzinexpression in Kombination mit einer hohen intrazellularen Vektorkonzentra-

tion.

5.2.1.3 Akkumulation von Gal4-VP16 in der Kolonkarzinomzelllinie im Verlauf

von 7 Tagen und ein zunehmender, amplifizierender Effekt

Wie schon bei dem Vergleich von MCA-26-Zellen mit den beiden humanen Karzi-
nomzelllinien zu erkennen war, ist der Amplifikationsfaktor durch Gal4-VP16 fir
den vorgeschalteten DF3/MUC1 Promotor abhangig von der intrazellularen Muzin-
expression. Obwohl die Transduktionseffizienz, gemessen an der CMV-vermit-
telten Luciferaseexpression fir Hepa1-6-Zellen um den Faktor 50 bis 60 hoher
war, betragt der Amplifikationsfaktor in dieser Zelle maximal die Halfte der Starke,

die in den muzin-positiven Zellen zu beobachten war.

Die Beobachtung von Rowitch et al. (1999), wonach eine Gal4-vermittelte Gen-
expression eine Latenz von ca. 24 Stunden aufweist, wird durch die zeitliche Be-
trachtung der Genexpression bestéatigt. Nach 24 Stunden steigt die Uberlegenheit
des amplifizierten Vektors gegentber dem konstitutiven Promotor in den muzin-
positiven Zellen signifikant vom Faktor 4 auf 15 an (p < 0,002). Dieses Phanomen
ist am besten mit einer Akkumulation des intrazellular prozessierten Fusionsprote-
ins zu erklaren. Da Gal4-VP16 an funf moglichen Bindungsstellen die Transgen-
expression initieren kann, kommt es zu einem gegenuber einer einzelnen Bin-
dungsstelle synergistischen Effekt auf die Transkription (Carey et al., 1990). Diese
Tatsache macht sich nach Lin et al. (1990) starker bemerkbar, wenn alle Bin-
dungsstellen durch ein Gal4-Derivat abgesattigt sind. Dieser synergistische Effekt

korreliert folglich mit der Menge an intrazellularem Fusionsprotein.

Neben den Ungenauigkeiten, die die Titerung der viralen Vektoren durch einen
Plaque-Assay mit einer Variation von 9,9 % (Bewig und Schmidt, 2000) mit sich

bringt, spielt bei der Eruierung von Fehlermdglichkeiten dieser Expressionskinetik
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zusatzlich das Zellwachstum Uber die Zeit eine wichtige Rolle. Zwar wurden die
gemessenen Luciferasemengen auf die Gesamt-Zellproteinmenge bezogen und
damit der Zellproliferation Rechnung getragen, doch zeigten die Hepa1-6-Zellen
nach dem vierten Tag ein deutliches Uberwachsen der Kulturschalen und einen
mikroskopisch sichtbaren Vitalitatsverlust (experimentelle Beobachtung). Dies
konnte ein Grund fur die nach dem zweiten Tag abfallende Genexpression in die-
ser Zelllinie sein und sollte zu einer kritischen Bewertung der Daten zum Ende des

Experimentes fuhren.

5.2.1.4 Reduktion der Tumorspezifitat des DF3/MUC1 Promotors durch Gal4-

VP16 in muzin-negativen Karzinomzellen

Fir die muzin-negativen Hepatomzellen zeigte sich fur den nicht-amplifizierten
DF3/MUC1 Promotor eine deutliche Tumorspezifitat im Vergleich zum CMV-
Vektor. Mit einem hohen Amplifikationsfaktor kompensiert das Fusionsprotein die-
se Differenz, so dass eine vergleichbare Genexpression zum konstitutiven Promo-
torkonstrukt besteht. Die eigenen sowie friihere Untersuchungen von Block et al.
(2002) zeigten eine bis zu siebenfache Uberlegenheit des amplifizierten Konstruk-
tes in HepG-2-Zellen.

Eine mogliche Ursache fur dieses Phanomen ist wiederum in der Transduktionsef-
fizienz zu suchen. So konnte in vitro gezeigt werden, dass die gleiche adenovirale
Transduktion, gemessen an der CMV-vermittelten Luciferaseexpression, in HepG-
2- und SK-CO1-Zellen erreicht werden kann, wenn 17fach weniger Virus bei der
Infektion der humanen Hepatomzelle verwendet werden (Block et al., 2002). Es ist
also davon auszugehen, dass die hochste Kopienzahl an Adenoviren in den Hepa-

tomzellen im Vergleich zu der muzin-positiven Zelllinie vorhanden ist.

Diese Annahme erklart jedoch noch nicht, warum in einer muzin-negativen Zellli-
nie der amplifizierte DF3/MUC1 Promotor eine starke unspezifische Genexpressi-
on initiiert. In diesem Zusammenhang stellten andere Arbeitsgruppen fest, dass
bei Verwendung eines tumorspezifischen CEA Promotors in HepG-2 und anderen
Karzinomzelllinien, die CEA-negativ sind, in vitro keine Tumorspezifitat erzielt
werden konnte. Erst durch die Verwendung von primaren Hepatozytenkulturen

konnte eine spezifische Expression erreicht werden (Brand et al., 1998). Ein
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Grund hierfur kénnten die grof3e Zahl von intrazellularen Transkriptionsfaktoren
sein, die fur eine sich schnell teilende, transformierte Zelle charakteristisch sind. In
der Sequenz des DF3/MUC1 Promotors wurde eine Reihe von ubiquitar vorkom-
menden cis-regulierenden Elementen gefunden wie eine TATA-Box, CCAAT-, E-
und GC-Boxen (Zaretsky et al., 1999). Die gleiche Arbeitsgruppe identifizierte zu-
dem eine Reihe von DNS-Motiven, die ubiquitare Transkriptionsfaktoren wie ER,
AP-2, AP-3 und SP1 binden kdnnen. Diese Tatsache wirde eine unspezifische
Aktivierung des DF3/MUC1 Promotors in transformierten, jedoch muzin-negativen
Zellen erklaren. Wie die eigenen Ergebnisse, aber auch die Beobachtungen von
Block et al. (2002) ergaben, ist der alleinige DF3/MUC1 Promotor in muzin-
negativen Zellen zu schwach, so dass diese unspezifische Aktivitat nicht nen-
nenswert ins Gewicht fallt. Erst durch den synergistischen, amplifizierenden Effekt
des Gal4-Fusionsproteins kommt dieser unspezifische Effekt in transformierten

Zellen zum Tragen.

Um in vitro eine Abschatzung treffen zu kénnen, wie in vivo die Tumorspezifitat
des stark hepatotropen adenoviralen Vektors aussehen konnte, ist das Modell von
Brand und Kollegen (1998) wesentlich besser geeignet als die Verwendung einer
transformierten Leberzelle. Diese Arbeitsgruppe isolierte primare Hepatozyten aus
einer Rattenleber und konnte nach viraler Transduktion bei einem RNS-Protection
Assay keine CEA-vermittelte Genexpression nachweisen. Hepatozyten, die sich in
der Go-Phase des Zellzyklus befinden, weisen zwar eine hohe Syntheseleistung
auf, haben jedoch geringere Mengen an Transkriptionsfaktoren als sich schnell

teilende, transformierte Zellen.

Ein weiterer Gesichtspunkt ist die Beobachtung, dass ein selektiver Promotor ei-
nen Teil seiner Spezifitat einbuf3t, wenn er in das adenovirale Genom kloniert wur-
de (Ring et al., 1996; Imler et al., 1996; Shi et al., 1997). In diesem Zusammen-
hang ist die Lage der Expressionskassette in dem adenoviralen Genom zu be-
rucksichtigen. Das Konstrukt aus DF3/MUC1 Promotor, binarem System und
Transgen wurde in einer Rechtsorientierung in die deletierte E1-Region kloniert.
Rubinchik und Kollegen (2001a) konnten nachweisen, dass eine derartige Lokali-
sation der Expressionskassette, unter Verwendung eines tumorspezifischen PSA

Promotors, bei Viruskonzentrationen bis 125 m.o.i. eine ca. 6fach starkere Ex-
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pression in PSA-negativen Zellen zeigte, wenn als Vergleich ein Kontrukt verwen-
det wurde, bei dem sich die heterologe DNS in der E4-Region befindet. Die Orien-
tierung scheint hierbei keine entscheidende Rolle zu spielen. Als Ursache wird
eine unspezifische Interaktion des Promotors mit der starken, viralen E1A Enhan-
cer Sequenz angesehen, die sich mit essentiellen Verpackungssignalen des Virus

uberlappt und daher nicht mit entfernt werden kann (Grable und Hearing, 1992).

Vor diesem Hintergrund kénnte das Vorhandensein von ubiquitaren DNS-Motiven
fur aktivierende Transkriptionsfaktoren in der Sequenz des DF3/MUC1 Promotors
(Zaretsky et al., 1999), in Kombination mit der amplifizierenden Wirkung des Fusi-
onsproteins, eine wichtige EinflussgroRe fur die Einbuf3en in der Tumorspezifitat
sein. In vitro Untersuchungen an primaren Mausehepatozyten kénnten zeigen, ob

sich auch fur den amplifizierten DF3/MUC1-Vektor die Tumorspezifitat erhoht.

5.2.2 In vivo Experimente am murinen, hepatischen Multimetastasen-

modell

Durch eine intrasplenische Applikation der syngenen Kolonkarzinomzelllinie MCA-
26 in Balb/c Mausen und nachfolgender Splenektomie wurde Uber eine portal-
venose Metastasierung eine diffuse Tumorzellinfiltration in der Leber erzeugt.
Nach vier Tagen wurde ein Gemisch aus den adenoviralen Vektoren Ad.CMV-
GFP und, an Stelle von Ad.DF3/MUC1-binSyst.-Red2, dem Vektor Ad.DF3/MUC1-
binSyst.-Luc uber die Schwanzvene injiziert. Die Tiere wurden zu verschiedenen
Zeitpunkten terminiert und die Lebern fluoreszenzmikroskopisch auf die Gewebe-

verteilung der adenoviral vermittelten Genexpression hin untersucht.

In Bezug auf die konstitutive Expression des Green Fluorescent Proteins zeigte
sich zu allen drei Terminierungszeitpunkten eine homogene, panlobulare Vertei-
lung im Lebergewebe. Es konnten keine Metastasen identifiziert werden, die eine
abzugrenzende GFP Expression aufwiesen. Die immunhistologische Detektion der
Luciferase zeigte bei allen drei Gruppen eine deutlich geringere Expression in He-

patozyten. Es waren nur sehr vereinzelt Fluoreszenzsignale zu erkennen.
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Ab dem zweiten Terminierungszeitpunkt lie} sich jedoch eine Luciferaseexpressi-
on in kleinen Metastasen sowie an den Randern von Tumoren einer mittleren

Grolde erkennen. GroRere Metastasen zeigten keine Transgenexpression.

Bei der Interpretation dieser Ergebnisse muss berucksichtigt werden, dass es sich
ausschlieBlich um einen qualitativen Vergleich einer tumorspezifischen mit einer
konstitutiven Genexpression handelt. Trotz dieser Einschrankung lasst sich eine
deutliche Tumorspezifitdt des amplifizierten DF3/MUC1 Promotors im Vergleich

zum CMV Promotor erkennen.

5.2.2.1 Deutliche Spezifitat des DF3/MUC1 Promotors in Hepatozyten

In den in vitro Experimenten wies der alleinige DF3/MUC1 Promotor eine bis zum
Faktor 100 schwachere Genexpressionsrate im Vergleich zur CMV-vermittelten
Expression in der muzin-negativen Hepatomzelllinie Hepa1-6 auf. Der, durch das
binare System amplifizierte, DF3/MUC1 Promotor wies in dieser Referenzzelllinie
jedoch eine vierfach starkere Expression, als durch den CMV Promotor vermittelt,
auf. Einen Erklarungsansatz fur die deutliche Spezifitat in vivo bieten die oben er-
wahnten Untersuchungen von Brand et al. (1998). Diese Arbeitsgruppe machte
eine erhdhte Menge von Transkriptionsfaktoren, die charakteristisch flr sich
schnell teilende, transformierte Zellen sind, fur den Verlust der selektiven Expres-
sion eines tumorspezifischen Promotors in vitro verantwortlich. In primaren Hepa-
tozytenkulturen konnten sie jedoch eine Spezifitat nachweisen. Diese Hypothese
erscheint auch im Hinblick auf die vorliegenden in vivo Resultate plausibel. Es ist
davon auszugehen, dass sich in jeder Zelle, die eine GFP Expression zeigte, po-
tentiell auch ein Vektor mit dem tumorspezifischen DF3/MUC1.binSyst.-Konstrukt
befindet. Die deutlich schwachere Luciferaseexpression in den Hepatozyten lasst
sich gut mit einer verminderten Transkriptionsrate durch den tumorspezifischen

Promotor erklaren.
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5.2.2.2 Selektive Luciferaseexpression durch den DF3/MUC1 Promotor in

Kolonkarzinommetastasen bei geringer Transduktion

Die Spezifitat des Muzinpromotors beschrankt sich nicht nur auf die geringere
Transgenexpression in den muzin-negativen Hepatozyten, sondern zeigt auch
eine Uberlegenheit in der tumorspezifischen Genexpression im Vergleich zum
CMV Promotor. Wie die Luciferaseexpressionskinetik in vitro zeigt, ist der
DF3/MUC1 Promotor nach 48 Stunden um den Faktor 15, nach 24 Stunden je-
doch erst 4fach starker als der CMV Promotor. Rowitch et al. (1999) konnten in
diesem Zusammenhang zeigen, dass die Gal4-vermittelte Transgenexpression
eine Latenz von 24 Stunden aufweist. Diese Beobachtung wurde in vitro auch fur
das Gal4-VP16 Fusionsprotein gemacht und kénnte die Tatsache erklaren, dass
erst nach einer Expressionszeit von vier Tagen eine Luciferaseexpression in den

Metastasen detektierbar war.

Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass nur Metastasen einer kleineren bis
mittleren Grolde eine Luciferaseexpression aufwiesen. Shayakhmetov et al. (2002)
stellten fest, dass die peritumorale Bildung einer extrazellularen Matrix einen ent-
scheidenden Einfluss auf die Transduktionseffizienz durch adenovirale Vektoren
besitzt. Diese Arbeitsgruppe wies immunhistologisch eine extrazellulare Matrix aus
Kollagen und Laminin um hepatische Metastasen einer Mammakarzinomzelllinie
nach. Diese extrazellulare Matrix war nur sparlich mit Blutgefal3en durchsetzt und
erschwerte damit den direkten Kontakt der Vektoren mit den Tumorzellen. Nur
kleinere Metastasen, die eine geringere Bindegewebsummantelung aufwiesen,
wurden effizient infiziert. Fur die Bildung dieser extrazellularen Matrix um Metasta-
sen von soliden Tumoren sind myofibroblasten-ahnliche Zellen verantwortlich (Ooi
et al., 1997). Bestatigt wird die Annahme, dass diese peritumorale Bindegewebs-
kapsel eine bedeutsame anatomische Barriere fur die virale Transduktion darstellt,
durch die Untersuchungen von Fechner et al. (1999), die nachweisen konnten,
dass in vivo keine Korrelation zwischen der Expression des CA-und des av-

Integrinrezeptors und der adenoviralen Transduktion besteht.

Das Vorhandensein dieser anatomischen Barriere wirde zu der Schlussfolgerung
fuhren, dass eine deutlich geringere adenovirale Transduktionseffizienz in den

Kolonkarzinommetastasen im Vergleich zu den Hepatozyten vorliegt. In den Le-
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berzellen fihrt hingegen eine Kombination aus guter Vaskularisierung, fenestrier-
tem Endothel und hoher CAR Expression zu einer hohen adenoviralen Infektion
(Fechner et al., 1999). Die Tatsache, dass kleinere Metastasen eine geringere
extrazellulare Matrixkapsel aufweisen als groRRere, erklart die eigene Beobach-

tung, dass derartige Tumore die starkste Transgenexpression aufweisen.

Einen additiven Effekt auf die erniedrigte Transduktionseffizienz konnte neben der
anatomischen Barriere aus extrazellularer Matrix auch die Muc1 Expression der
Kolonkarzinomzellen austiben. So konnten Arcasoy et al. (1997) in vitro nachwei-
sen, dass die adenovirale Infektion von Epithelzellen durch die Expression des
transmembrandsen Glykoproteins Muzin1 funffach schwacher ist als in muzin-
negativen Zellen. Ein ahnlicher Effekt ware auch bei Kolonkarzinomzellen vorstell-

bar.

Die verzogerte Detektierbarkeit der Luciferaseexpression in den Kolonkarzinom-
metastasen ist gut mit dieser geringen Transduktionseffizienz in Kombination mit
der Expressionslatenz durch das Gal4-VP16 Fusionsprotein zu erklaren. Die ge-
ringe Transduktion ist wahrscheinlich auch dafur verantwortlich, dass bei keinem
Tier eine intratumorale GFP Expression nachweisbar war. Hier zeigt sich die mu-
zin-abhangige Tumorspezifitat des DF3/MUC1 Promotors in Verbindung mit der
amplifizierenden Wirkung des binaren Systems. Bestatigt wird dies wiederum
durch die in vitro Ergebnisse in der Expressionskinetik, bei der eine 15fache Uber-
legenheit des amplifizierten DF3/MUC1 Promotors gegentber dem CMV Konstrukt

nachgewiesen wurde.

Die Untersuchungen von Mazzolini et al. (2001) bestatigen die Beobachtung, dass
bei den vorliegenden in vivo Experimenten Metastasen einer mittleren Grolie vor-
wiegend im Grenzbereich zum umliegenden Leberparenchym eine Luciferase-
expression aufweisen. Diese Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass eine singulare,
hepatische Kolonkarzinommetastase hauptsachlich peritumoral eine Transgen-
expression aufweist. Als Erklarungsansatz dient eine hochregulierte avB3 Integrin-
expression auf peritumoralem angiogenetischem Epithel (Eliceiri und Cheresh,
1999). Dieser adenovirale Korezeptor wurde jedoch nur in minimalen Mengen auf

ruhendem, ausdifferenziertem Endothel gefunden.
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5.3 Ausblick zur adenoviralen Gentherapie kolorektaler Leberme-

tastasen

5.3.1 Systemische Vektorapplikation fur die Therapie von Metastasen

Die systemische Applikation eines adenoviralen Vektors wurde in den vergange-
nen Jahren sehr kontrovers diskutiert und in jungerer Zeit von einer Reihe von
Wissenschaftlern sehr kritisch beurteilt (Nasto, 2002). Der Grund hierfur war ein
tragischer Zwischenfall im ornithine transcarbamylase (OTC) deficiency trial der
Universitat von Pennsylvania im September 1999. Der 18jahrige Jesse Gelsinger
war einer von insgesamt 18 jugendlichen Probanden, die alle eine milde Form die-
ser Stoffwechselerkrankung aufwiesen, die bislang diatetisch und medikamentds
behandelt wurde. Er entwickelte vier Stunden nach Injektion von 3,8*10" viralen
Partikeln hohes Fieber und zeigte am nachsten Morgen eine disseminierte intra-
vasale Gerinnung. Nach vier Tagen starb Gelsinger an einem Multiorganversagen.
Die Autopsie zeigte eine direkte Beziehung mit der Virusapplikation. Obwohl der
Vektor in die Leberarterie injiziert wurde, erreichte eine bedeutende Virusmenge
den systemischen Kreislauf und mediierte tber eine Akkumulation in der Milz, den
Lymphknoten sowie im Knochenmark eine massive immunologische Reaktion, die
zu dem todlichen Verlauf fihrte (Thomas et al., 2003).

Einige Forscher sehen dieses tragische Geschehen in einem toxischen Effekt auf-
grund einer hohen Vektorkonzentration begrindet (Nasto, 2002). Als ein kritischer
Titer werden Virusmengen von 10'? bis 10" angesehen, bei denen die toxischen
Wirkungen des Vektors von einer milden Form in ein lebensbedrohliches Ausmalf}
kippen konnen. Eine Schwierigkeit hierbei ist jedoch die Tatsache, dass einerseits
eine grole interindividuelle Varianz besteht und zudem die viralen Titerbestim-

mungen bis zu einer Log-Stufe variieren kdnnen.

Wenn nun den Kritikern einer systemischen Vektorapplikation zugestimmt wird,
mussen zunachst die Alternativen naher beleuchtet werden. Bei einer Beschran-
kung dieser Betrachtung auf die Gentherapie von metastasierten kolorektalen

Karzinomen ergibt sich hier die intratumorale Adenovirusinjektion.
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FUr adenovirale Vektoren, die fir Enzyme kodieren, welche eine nicht-toxische
Substanz intrazellular in einen toxischen Metaboliten konvertieren, existieren be-
reits klinische Studien. So zeigten Sung et al. (2001), dass bis zu 1*10" Partikel
des Vektors Ad.RSV-HSV1-tk in kolorektale Lebermetastasen injiziert werden

konnten, ohne starkere hepatotoxische Nebenwirkungen zu beobachten.

Obwonhl die intratumorale Virusapplikation sicherlich geringere systemische Wech-
selwirkungen nach sich zieht, ist diese Art der Anwendung durch das vorliegende
Ausmald der Metastasierung limitiert. Es bieten sich beim Vorliegen einer singula-
ren Lebermetastase mit der chirurgischen Resektion sowie mit anderen lokalen
Therapieverfahren besser untersuchte Alternativen. In allen Fallen muss jedoch
davon ausgegangen werden, dass zum Zeitpunkt der Metastasendiagnose bereits
weitere, bildmorphologisch nicht identifizierbare Metastasen vorliegen, die fur ein
Rezidiv verantwortlich sind. Es sollte also eine Umformulierung der Zielsetzung
dahingehend erfolgen, dass mit der adenoviralen Gentherapie ein Maximum an
malignen Zellen therapeutisch angegangen werden kann. Dies ist auf zwei Wegen

Zu erreichen:

Zum einen bietet ein immunologischer Therapieansatz die Moglichkeit, dass die
Transduktion einiger weniger malignen Zellen ausreicht, um durch eine konsekuti-
ve Expression von immunstimulierenden Proteinen eine antitumorale Reaktion des
korpereigenen Immunsystems zu erreichen. Es mussen also nicht, wie bei Thera-
pieansatzen, die einen genetischen Defekt korrigieren wollen, samtliche Zellen
adenoviral infiziert werden. Hierbei ist jedoch zu berticksichtigen, dass Patienten,
die sich in einem fortgeschrittenen Tumorstadium befinden, zum Teil anerge im-

munologische Zellen aufweisen (Ochsenbein, 2002).

Ein anderer, spezifischerer Ansatz ist die Beschrankung der viral-vermittelten
Genexpression auf die malignen Zellen. Dies lasst sich einerseits durch Modifika-
tion des adenoviralen Kapsids erreichen, sodass der Vektor nicht mehr mit dem
ubiquitar vorkommenden Coxsackie/Adenovirus-Rezeptor, sondern mit tumorspe-
zifischen Rezeptoren interagiert. Andererseits konnen gewebsspezifische Promo-
toren die Genexpression trotz unspezifischer Transduktion auf maligne Gewebe

reduzieren.
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Bei derartigen Ansatzen sind geringere Nebenwirkungen bei einer systemischen
Applikation zu erwarten, und es besteht zudem die Moglichkeit, auch Mikrometas-
tasen therapeutisch anzugehen. Die geringeren Nebenwirkungen werden dadurch
erreicht, dass einerseits die injizierte virale Dosis reduziert werden kann, zum an-
deren aber auch durch eine Beschrankung der Expression von potentiell zytotoxi-

schen Genprodukten auf die transformierten Gewebe.

Gewebsspezifische Promotoren haben gegenuber starken, konstitutiven Promoto-
ren wie dem RSV oder dem CMV Promotor jedoch den Nachteil nur eine schwa-
che Expression zu vermitteln (Brand et al., 1998 und Block et al., 2002). Eine
amplifizierte, spezifische Genexpression, wie sie in der vorliegenden Arbeit ver-
wendet wurde, vermittelt eine spezifische, dem CMV Promotor Uberlegene Gen-
expression, die in klinischen Studien eine Reduktion der applizierten Virusmenge
ermoglichen konnte. Hohe kritische Dosen, die unabhangig vom Transgen eine

starke antivirale Immunitat induzieren, lief3en sich hierdurch vermeiden.

Wie konnte nun eine klinische Studie zur systemischen adenoviralen Therapie von
kolorektalen Lebermetastasen aussehen? Bei der Planung sollten keine Patienten
im Stadium 1V, also mit bildmorphologisch detektierbaren Fernmetastasen, einbe-
zogen werden. In diesem Fall ware die vorliegende Tumormasse wahrscheinlich
zu grof3, um eine effektive Tumorreduktion durch eine Stimulation des Immunsys-
tems oder einen anderen therapeutischen Ansatz zu erzielen. Hepatische Metas-
tasen waren zudem flr eine effektive Transduktion zu grof3. Viel versprechender
erscheint in diesem Zusammenhang eine adjuvante Therapie von Karzinompatien-
ten im Stadium Ill. Diese Patienten weisen primar keine detektierbaren Fernme-
tastasen auf, entwickeln jedoch in einem hohen Prozentsatz Leber- oder Lungen-
metastasen. Dieses Patientenkollektiv bietet sich fir einen systemischen tumor-
spezifischen Therapieansatz an. Es ist anzunehmen, dass viele dieser Patienten
mikroskopische Metastasen in der Leber zum Zeitpunkt der Diagnostik aufweisen.
Mit einem systemischen Ansatz konnte ein Maximum dieser malignen Zellen the-
rapeutisch angegangen werden, da in einem solchen Stadium eine hemmende
Bindegewebskapsel sicherlich nur eine untergeordnete Rolle spielt und die Tu-
mormasse noch relativ klein ist. In diesem Fall ware ein immunologischer Ansatz,

auch bei einer nicht 100 %igen Infektion der Tumorzellen, ein viel versprechender.
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5.3.2 Neue adenovirale Vektoren fiir die Therapie kolorektaler Metasta-

sen

FUr die adenovirale Gentherapie von multilokalen hepatischen Metastasen stellt
die systemische, zumindest jedoch die regionale Applikation Uber die Pfortader
oder die A. hepatica die attraktivste Moglichkeit dar, wenn die mehrheitliche Zahl
der Metastasen therapeutisch angegangen werden soll. Um nun die Effizienz ei-
nes spezifischen Ansatzes noch weiter zu erhdhen, sind verschiedene Versuche
unternommen worden, die auch im speziellen Fall der Gentherapie von kolorekta-

len Mikrometastasen eine Optimierung ermaoglichen kénnten.

So konnten Rubinchik und Kollegen (2001a) zeigen, dass ein tumorspezifischer
PSA Promotor eine hohere Selektivitat innerhalb des adenoviralen Genoms er-
reicht, wenn dieser sich in der deletierten E4 Region statt in der E1 Region befin-
det. Der Grund hierfur liegt, wie oben bereits diskutiert, in einer Interaktion der Ex-
pressionskassette mit der starken E1A Enhancer Sequenz am linken Ende der E1
Region (Hearing und Shenk, 1983).

Ein weiterer Ansatz, um eine mogliche unspezifische Genexpression zu unterdru-
cken, die zudem bei der Generierung von Vektoren ein Problem darstellen kann,
wenn diese ein toxisches Transgen kodieren, stellt die Verwendung von so ge-
nannten Insulatoren dar. Vassaux et al. (1999) erreichten durch eine Flankierung
der Expressionskassette mit einer Sequenz aus 250 Basenpaaren, die ein
transkriptionales Stoppsignal des Rinder-Wachstumshormons darstellt, eine Be-
schrankung der ERBB2 promotor-vermittelten HSV1-tk Expression in ERBB2-
positiven Zellen. Eine ahnliche Verbesserung der Spezifitat wurde auch fir metall-
induzierte Promotoren durch einen HS-4 Insulator aus dem y-Globinlocus des
Huhns erreicht (Steinwaerder und Lieber, 2000). Demgegenuber stehen jedoch
Beobachtungen von Buvoli et al. (2002), die einen Verlust der Gewebsspezifitat

eines herzspezifischen Promotors unter Verwendung eines Insulators nachwiesen.

Einen zusatzlichen Sicherheitsvorteil bei der Verwendung von potentiell zytotoxi-
schen Transgenen wie dem Zytokin Interleukin-12 konnten regulierbare Promoto-
ren darstellen. Block et al. (2003) konnten mit einem bidirektionalen, tetrazyklin-

regulierbaren Promotor in vitro Suppressionsraten von bis zu 6000fach fur das
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murine Interleukin-12 Fusionsprotein erzielen. Rubinchik et al. (2001b) stellten
ebenfalls in einem tetrazyklin-reprimierbaren Vektorsystem die Expression des
Transaktivators unter die Kontrolle eines prostata-spezifischen Promotors. Dieser
Ansatz ermoglicht gegentber dem von Block et al. (2003), die einen unspezifi-
schen Thymidinkinase Minimalpromotor flr die Expression des Transaktivators
verwendeten, neben einer generellen Reprimierbarkeit zudem eine gewebsspezi-
fische Aktivierung. Ein Ansatz unter Verwendung eines DF3/MUC1 Minimalpromo-
tors ware bei einem bidirektional regulierten System zur spezifischen Expression
des Transaktivators in muzin-positiven, kolorektalen Metastasen mdglich. Es ist
zudem denkbar, in einem ahnlichen Ansatz wie bei Rubinchik et al. (2001b) den
Transaktivator und den Muzinpromotor in die E1 Region und das tetrazyklinregu-

lierbare Element mit dem Transgen in die E3 oder die E4 Region zu klonieren.

Ein weiteres, viel versprechendes Konzept stellt die Kombination aus verschiede-
nen Ansatzen zur tumorspezifischen Genexpression dar. So kombinierten Rey-
nolds et al. (2001) einen lungenspezifischen Promotor mit einer Modifikation der
adenoviralen Fiberproteine. Sie verwendeten hierbei einen bi-spezifischen Anti-
korper, der durch Konjugation des Fab-Fragments eines Anti-Ad5-Fiberknob-
Antikorpers mit einem Anti-ACE-Antikorper hergestellt wurde. Die kombinierte sys-
temische Gabe dieses Antikdrperkonjugats mit einem adenoviralen Vektor, der
einen gewebsspezifischen Promotor zur Transgenexpression beinhaltete, fuhrte
zu einer synergistischen, 300.000fachen relativen Verstarkung der selektiven Gen-

expression in der Lunge im Vergleich zur Leber.

Durch die Identifikation von spezifischen Rezeptoren bzw. Zelloberflachenprotei-
nen konnte Uber die Entwicklung eines entsprechenden Antikorpers ein ahnlicher
Ansatz fur kolorektale Lebermetastasen entwickelt werden und damit, unter Be-
rucksichtigung der anatomischen Barrieren von hepatischen Metastasen, eine Er-

hohung der spezifischen Transduktion erzielt werden.
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6 Zusammenfassung

Hintergrund: Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde ein neuer, adenoviraler
Therapieansatz des hepatisch metastasierten kolorektalen Karzinoms mit tumor-
spezifischen Vektoren untersucht, die als Transgenpromotor einen amplifizierten
Muzinpromotor (DF3/MUC1) beinhalten. Die Amplifizierung der promotor-
vermittelten Genexpression erfolgte durch ein binares System aus einem Gal4-
VP16 Fusionsprotein und funf korrespondierenden Bindungsstellen Uber einen

TATA-Minimalpromotor.

Methoden und Ergebnisse: In vitro erfolgte im Hinblick auf das murine Tumor-

modell eine Charakterisierung der murinen Kolonkarzinomzelllinie MCA-26 mit den
drei Vektoren Ad.DF3/MUC1-Luc, Ad.DF3/MUC1.binSyst.-Luc und Ad.CMV-Luc.
Es zeigte sich eine bis zu 15fache Uberlegenheit des amplifizierten Kontrukts ge-
genuber dem konstitutiven CMV-Vektor in der muzin-positiven Zelle, die sich erst
im Verlauf einer Expressionskinetik Uber eine Woche manifestierte. In muzin-
negativen Zellen war zum Teil jedoch eine geringe Uberlegenheit des spezifischen
Konstruktes zu erkennen. Auch das konstruierte adenovirale Expressionsplasmid
zur amplifizierten und tumorspezifischen Interleukin-12 Expression sowie der her-
gestellte Vektor Ad.DF3/MUC1-msclL-12 zeigten eine ahnlich marginale Tu-

morspezifitat in vitro.

In vivo konnte bei systemischer Vektorapplikation in einem hepatischen Multime-
tastasenmodell eine deutlich bessere, qualitative Tumorspezifitat erzielt werden.
Verglichen wurde die CMV-vermittelt Green Flurescent Protein Expression mit der
amplifizierten, tumorspezifischen Luciferaseexpression, die immunhistologisch
detektiert wurde. Kleine und mittelgroRe Metastasen zeigten, nach einer Latenz
von vier Tagen nach Vektorgabe, eine selektive Luciferaseexpression. Die ubrige
Leber wies zu allen Beobachtungszeitpunkten eine deutliche, panlobulare GFP

Expression, hingegen nur eine marginale Luciferaseexpression auf.

Schlussfolgerung: Mit dem tumorspezifischen Vektor zur amplifizierten Gen-

expression lasst sich bei systemischer Vektorapplikation im Vergleich mit dem
CMV-Vektor eine selektive, intratumorale Transgenexpression in kleinen und mitt-

leren Kolonkarzinommetastasen erzielen.
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CA-Rezeptor
CAT
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CPE

dATP
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DMRIE-DOPE
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dNTP

Abbildung

Angiotensin Converting Enzyme
Adenovirus

Adenovirus Serotyp 5

Arteria hepatica

Ampicillinresistenz

Aqua destillata

American Type Culture Collection
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Bovines Serum Albumin
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Coxsackie-Adenovirus-Rezeptor
Gen der Chloramphenicoltransferase
Cluster of Differentiation
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Chinese Hamster Ovary
zytopathischer Effekt
Desoxyadenosintriphosphat
Desoxycytosintriphosphat
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Desoxyguanosintriphosphat
(x)-N-(2-Hydroxyethyl)-N,N-Dimethyl-2,3-bis(Tetradecyloxy)-1-
Propanaminiumbromid / Dioleoylphosphatidylethanolamin
Desoxyribonukleinsaure

2-Desoxyribonukleosid-5-triphosphat
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Gal4-VP16
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1,2-Dioleoyl-3-trimethylammonium-propan
doppelstrangig

Desoxytymidintriphosphat

Escherichia coli

Ethylendiamintetraessigsaure

Enzyme Linked Immunosorbent Assay

v-erb-b2 Avian Erythroblastic Leukemia Viral Oncogene Ho-
molog 2

et alii
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Gramm
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Multiplicity of Infection
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Major Histocompatibility Complex
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Milliliter

Millimeter

Millimol
3-(N-Morpholino)propansulfonsaure
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murines single-chain Interleukin-12
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Mikroliter
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National Center for Biotechnology Information
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TNF-a
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viw
w/o
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Sicherheitsstufe 2

Surveillance, Epidemiology and End Results
einzelstrangig

Simian Virus 40
Trisbase-Borsaure-Ethylendiamin-Tetraessigsaure
Transforming Growth Factor beta
Tumornekrosefaktor alpha
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Union Internationale Contre le Cancer
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Ultraviolett
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