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ARBEITSHYPOTHESE

A. Arbeitshypothese

Krebserkrankungen sind in Deutschland die zweithaufigste Todesursache nach
Herz- und Kreislauferkrankungen. Bei der Erforschung neuer Verfahren zur
Krebsbehandlung kommt der Entwicklung gentherapeutischer Methoden eine
besondere Bedeutung zu. Durch gezielten und moglichst tumorspezifischen
Transfer therapeutischer Gene ergeben sich neue Moglichkeiten in der

Bekampfung des Krebses.

Als grundlegende Vorraussetzung fur eine erfolgreiche Behandlung mit
gentherapeutischen Verfahren gilt es abzuklaren, ob die jeweiligen Zielgewebe

uberhaupt fur die Gentransfervektoren zuganglich sind.

Flr den therapeutischen Gentransfer mittels adenoviraler Vektoren ist die
Prasenz eines speziellen Rezeptormoleklls essentiell. Der so genannte
Coxsackie- und Adenovirus Rezeptor (CAR) ist strukturell mit den
Immunglobulinen verwandt. Er dient Zellen als Adhasionsmolekul und ist in

dieser Funktion am Aufbau der tight junctions beteiligt (Cohen et al. 2001).

Aus Zellkulturuntersuchungen an einer Vielzahl von Zelllinien ist bekannt, dass
die Gegenwart des CAR mit der Infizierbarkeit der Zellen durch Adenovirus
korreliert. Wird cDNA, die den Rezeptor kodiert, in zuvor CAR-negative Zellen
verbracht, so exprimieren diese CAR und werden hierdurch adenoviral

transfizierbar (Bergelson et al. 1997).

Der Fokus der experimentellen Untersuchungen dieser Arbeit liegt in der
Uberprifung der CAR-Expression primarer und sekundérer leberstandiger
Neoplasien, um die prinzipielle Zuganglichkeit dieser Tumore fur die

adenovirale Tumorgentherapie zu evaluieren.
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Ziel der Arbeit war es daher, mit Immunlokalisationstechniken die Expression
des CAR-Rezeptors in primaren und sekundaren Tumoren der Leber zu

beschreiben.

Hierfir wurden Gewebeproben eingesetzt, die von der Klinik und Poliklinik fur
Hepatobiliare Chirurgie und Transplantationschirurgie des Universitatsklinikums
Hamburg-Eppendorf, aus deren Tumorgewebedatenbank zur Verfugung gestellt

wurden.

Zieltumore waren das hepatozellulare Karzinom (HCC), das cholangiozellulare

Karzinom (CCC), sowie Lebermetastasen kolorektaler Karzinome.
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B. Einleitung

l. Gentherapie

Unter Gentherapie versteht man das Einschleusen von Genen in Zellen oder
Gewebe mit der Absicht, durch Expression eines Transgens, beziehungsweise
mehrerer Transgene, einen therapeutischen Effekt zu erzielen (Hallek et al.
2001).

Zielindikationen fir die Gentherapie sind vor allem Krebserkrankungen,

vaskulare und monogenetische Erkrankungen sowie Infektionskrankheiten.

Abbildung 1 zeigt, wie viele gentherapeutische klinische Studien bis zum Jahr
2006 durchgefihrt wurden, aufgeschlisselt nach der jeweiligen Indikation.
Krebserkrankungen stellen mit 67 Prozent (n=762) zahlenmalig die mit
Abstand bedeutsamste Indikation in der gentherapeutischen Kklinischen

Forschung dar.

Indications Addressed by Gene Therapy Clinical Trials '\_iv/'

Cancer diseases 67% (n=762)
Monogeneic diseases 8.7% (n=100)
Vascular diseases 8.7% (n=100)
Infectious diseases 6.6% (n=75)
Other diseases 3.2% [(n=37)

Gene marking 4.5% (n=52)

Healthy volunteers 1.7% (n=19)

A X X X X

@

The Journal of Gena Madicing, © 2008 John Wiley and Sons Lid www_wilay.co uk/genmed/clinical

Abbildung 1:

Zielindikationen gentherapeutischer klinischer Studien.

Die Hauptindikation, bezogen auf die Zahl der Studien, bei klinischen Studien zur Gentherapie
stellen Krebserkrankungen dar.
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1. Vektoren in der Gentherapie

Zum therapeutischen Gentransfer in Zellen, beziehungsweise das jeweilige

Zielgewebe, kommen ganz unterschiedliche Genfahren zur Anwendung.

So werden zum Beispiel Goldpartikelkanonen (gene guns), bakterielle Plasmide
oder nackte DNA (Transfektion), Liposomen (Lipofektion) und eine Vielzahl

verschiedener viraler Vektoren eingesetzt.

Virale Vektoren, insbesondere Adenoviren und Retroviren, wurden im Jahre
2001 in mehr als 70 Prozent aller klinischen Gentherapiestudien eingesetzt
(Hallek et al. 2001).

Abbildung 2 zeigt eine Ubersicht der bis zum Jahre 2006 registrierten
gentherapeutischen klinischen Studien, aufgeschlisselt nach den verwendeten
Vektoren. Adenoviren (25 Prozent, n=287) und Retroviren spielen zahlenmafig

gegenuber anderen viralen und nicht-viralen Vektoren die gréfite Rolle.

Vectors Used in Gene Therapy Clinical Trials 'j.\%«;.'

WILEY

Adenovirus 25% (n=287)
Retrovirus 24% (n=274)
Naked/Plasmid DNA 17% (n=192)
Lipofection 8.3% (n=95)

Poxvirus 5.2% (n=59)

Vaccinia virus 4.5% (n=51)
Adenc-associated virus 3.3% (n=38)
Herpes simplex virus 3.3% (n=38)
RNA transfer 1.2% (n=14)

Others 2.1% (n=21)

Unknown 3.8% (n=43)

The Journal of Gene Medicine, @ 2006 John Wiley and Sons Lid www wilay_co.uk/genmed/clinical

Abbildung 2:

Prozentuale Verteilung der in klinischen Gentherapiestudien eingesetzten Vektoren.
Adenovirale Vektoren sind in klinischen Studien zur gentherapeutischen Anwendung
zahlenmaRig die bedeutsamsten Genvehikel.
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2. Adenovirale Gentherapie

Adenoviren sind hillenlose, ikosaedrische DNA-Viren, von denen seit ihrer
Isolation aus adenoidem Rachengewebe und Erstbeschreibung 1953 (Rowe et

al. 1953) mehr als 50 humanpathogene Serotypen beschrieben wurden.

Sie verursachen bei immunkompetenten Patienten im Wesentlichen Infektionen
der Atemwege, Gastroenteritiden, sowie die durch Adenovirus definierte
Keratokonjunctivitis ~ epidemica, eine hochansteckende Infektion der
Augenbindehaut (Modrow u. Falke 1997).

Adenoviren integrieren nach Uberwiegender Lehrmeinung nicht in das
Wirtszellgenom, sondern ihr Genom und damit gegebenenfalls vorhandene

Transgene liegen episomal vor.

Adenovirale Vektoren kénnen Transgene von mehr als 30 Kilobasen (Kb)
beherbergen und in vitro in hohen Titern hergestellt werden, weswegen sie sich

besonders fur die Gentherapie eignen (Volpers u. Kochanek 2004).
Das Genom der Typen 2 und 5, welche am haufigsten als adenovirale Vektoren
verwendet werden, setzt sich aus linearer, doppelstrangiger (ds) DNA mit einer

Lange von etwa 36 Kb zusammen (Chroboczek et al. 1992).

Abbildung 3 zeigt schematisch den Aufbau eines Adenovirus, der Durchmesser
betragt 80 bis 110 nm (Modrow u. Falke 1997, Russell 2000).

10
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Abbildung 3:
Schematische Darstellung (A) und Kryoelektronenmikroskopische Aufnahme (B) eines
Adenovirus. A) Modifiziert nach Modrow (1997), Seite 393. B) Aus (Rux u. Burnett 2004).

Bei der gentherapeutischen Applikation von Adenoviren zur Tumorbehandlung
kommen unterschiedliche Strategien zur Anwendung. Nachfolgend sind

exemplarisch einige grundlegende Prinzipien aufgefuhrt.

Beim Prodrug-Approach werden mit den adenoviralen Vektoren so genannte
Suizidgene in die Tumorzellen eingebracht, die eine inaktive Zytostatika-
Vorstufe aktivieren. Werden Tumorzellen mit Adenoviren transfiziert, welche
etwa als Transgen das Enzym Herpes simplex Virus-Thymidinkinase (HSV-TK)
kodieren, so wandelt die HSV-TK, nach systemischer Gabe der
Vorlaufersubstanz Ganciclovir, dieses in das zytotoxisch wirksame
Nukleosidanalogon Ganciclovirtriphosphat um, welches die Tumorzellen abtétet
(Martin et al. 1997).

11
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Wird nach adenoviraler Infektion das Enzym Cytosindeaminase als Transgen in
Tumorzellen  exprimiert, so katalysiet es die Umwandlung der
Vorlaufersubstanz 5-Fluorocytosin in das Zytostatikum S5-Fluorouracil (5-FU).

Das 5-FU wirkt dann toxisch auf die Tumorzellen (Ohwada et al. 1996).

Beiden Ansatzen ist gemeinsam, dass durch Diffusionsvorgange der toxischen
Metaboliten im Zielgebiet benachbarte Gewebe ebenfalls getroffen werden, also
Tumorgewebe oder aber Normalgewebe. Dieses bezeichnet man als

bystander-effect.

Ein weiterer Ansatz ist die Verwendung von onkolytischen Adenoviren, die sich
idealerweise nur im Tumor selbst replizieren, so genannte CRADs (conditionally
replicative adenovirus, Curiel 2000). Das Adenovirus Onyx-015 etwa kann sich
nur in Zellen vermehren, welche einen Ausfall im p53 Signalweg haben, was fur

die Mehrzahl der maligne entarteten Zellen zutrifft (Ries u. Korn 2002).

Alternativ kann man Viren einsetzen, bei denen ein fir die Replikation
essentielles Gen unter der Kontrolle eines tumorspezifischen Promotors steht,
z.B. alpha-Fetoprotein fur das HCC (Hallenbeck et al. 1999).

In beiden Fallen erfolgt die Tumorzellelimination durch virusinduzierte Zelllyse.
Bei diesem Ansatz muss jeder Tumorherd einzeln behandelt werden, inklusive
eventuell vorhandener Metastasen, was sich limitierend auf den praktischen

klinischen Einsatz auswirken kann.

Der immunstimulatorische Ansatz schliellich verwendet als Transgene
unterschiedliche Zytokine, wie die Interleukine (z.B. IL-12, IL-2), Interferone
(z.B. IFN-y) oder T-Zell Kostimulatoren wie B7.1, CD40 Ligand oder 4-1BBL,
mit der Absicht, durch Expression der Faktoren im Tumorgewebe, das
Wirtsimmunsystem zu stimulieren und so eine Zerstorung der Tumorzellen zu

bewirken.

12
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Dieser Ansatz wird auch in unserer Arbeitsgruppe verfolgt und bietet die
Vorteile, dass nicht alle Tumorzellen getroffen werden mussen, was die zu
applizierende Virusdosis und damit die Wahrscheinlichkeit des Auftretens

potentiell unerwlnschter Wirkungen verringert.

AulBerdem konnen durch die globale Aktivierung einer Immunantwort auch
Metastasen erreicht werden, ohne dass diese separat behandelt werden
mussten (Waehler et al. 2005). Eine mogliche Komplikation ist die Induktion von
autoimmunen Reaktionen, wie etwa einer Vitiligo bei der Immuntherapie des

malignen Melanoms.

Ein generelles Problem bei der adenoviralen Gentherapie kann im Auslosen
einer Immunreaktion des Wirtes gegen Vektorepitope bestehen, was eine
erneute erfolgreiche systemische Applikation des Vektors unmdglich machen

kann, sofern neutralisierende Antikdrper gebildet werden.

3. Der Coxsackie- und Adenovirus Rezeptor

Der Coxsackie- und Adenovirus Rezeptor (CAR) ist der primare zellulare
Rezeptor fur Adenoviren. Er wurde 1997 von Bergelson als der gemeinsame
zellulare Rezeptor fur Coxsackie B Viren und die Adenoviren vom Typ 2 und 5

beschrieben (Bergelson et al. 1997).

Inzwischen konnte fir samtliche Serotypen, mit Ausnahme der Adenoviren der
Gruppe B, gezeigt werden, dass sie CAR als den primaren Rezeptor fur die

Virusadsorption (Virusattachment) verwenden (Volpers u. Kochanek 2004).

CAR ist ein membranstandiges Protein von 46 KDa GroRRe, verfugt Uber
intrazellulare, transmembrandse und extrazellulare Domanen und gehort

strukturell zur Immunglobulinsuperfamilie (Russell 2000).

Die physiologische Funktion von CAR ist noch nicht vollstandig verstanden.
CAR beteiligt sich am Aufbau und Erhalt von tight junctions und lasst sich mit

dem tight junction Protein ZO-1 kolokalisieren (Cohen et al. 2001).
13
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Die CAR-Expression variiert mit der Integritdt und Polaritat der
dreidimensionalen Anordnung epithelialer Zellen. Die Auflosung dieser
Organisation durch Veranderungen in der Umgebung, inklusive maligner
Transformation, kann die adenovirale Infizierbarkeit einer Zelle durch
Hochregulierung des CAR erhéhen (Anders et al. 2003).

Ein ungleich bedeutsamerer Aspekt kann aber im Verlust der CAR-Expression
in Tumoren bestehen. Im Verlauf von Invasion und Metastasierung, wahrend
der Progression von soliden Tumoren, kommt es im Rahmen der so genannten
epithelial-mesenchymalen Transition unter anderem Zu einer
Herunterregulierung von Zelladhasionsstrukturen, zu denen der CAR gehort
und an deren Aufbau er beteiligt ist (Hartwell et al. 2006).

Insofern muss die pra-interventionelle Abklarung des CAR-Status eines

Zieltumors eine entscheidende Determinante bei der Patientenselektion sein.

Weiterhin fungiert der Rezeptor offenbar selbst als Zell-Zell Adhasionsmolekdil.
CAR hat zwei extrazellulare, immunglobulinahnliche (/g-like) Domanen, D1 und
D2. Von diesen kann die D1-Domane Homodimere zwischen CAR-Molekulen
auf benachbarten Zellen ausbilden. Durch diese D1 Wechselwirkungen kann

CAR als Zell-Zell Adhasionsmolekul agieren.

Ebenso kommt dem Rezeptor in diesem Zusammenhang eine Funktion bei der
Virusfreisetzung zu. Werden Adenoviren nach Vermehrung und Zelllyse
freigesetzt, so werden auch Fiberanteile von defekten Viren in groRer Menge
frei. Die fiber-knob Domane dieser Hullenfragmente bindet CAR und durchbricht
somit die D1 Homodimere, welche die Zelladhasion benachbarter Zellen
vermitteln und erlaubt so das parazellulare Entkommen der Adenoviren
(Abbildung 4, Walters et al. 2002).

14
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Abbildung 4:

Modell der Adenovirusfreisetzung durch Fiber-CAR Interaktion.

Benachbarte Epithelzellen sind durch CAR (blau) miteinander verbunden. Nach erfolgreicher
Infektion werden Viren (griin) und Fiberprotein (rot) basolateral freigesetzt. Das Fiberprotein
durchbricht, durch kompetitive Bindung, die durch CAR vermittelten Zell-Zell Kontakte und
erlaubt so die Virusfreisetzung an die apikale Oberflache. Aus (Walters et al. 2002).

Das Vorhandensein des CAR ist von wesentlicher Bedeutung fur den Erfolg
adenovirusbasierter Krebstherapien, der Verlust der CAR Expression auf der
Zelloberflache flhrt zu einer enormen Reduktion der Infizierbarkeit (Anders et
al. 2003, Hemmi et al. 1998).

Anhand eines Modells, bei dem ein replikationskompetentes, onkolytisches
Adenovirus sowie zwei Tumorzelllinien, die sich lediglich in ihrer CAR
Expression unterschieden, verwendet wurden, konnte gezeigt werden, dass der
CAR in vitro und in vivo kritisch fur eine effiziente intratumorale Ausbreitung und

Lyse ist (Douglas et al. 2001).

Weiterhin besitzen einige Zelltypen, etwa Leukozyten, physiologischerweise
keine Zell-Zell Adhasionsmolekule, wie tight junctions, auf ihrer Zelloberflache,
oder der Rezeptor kann, etwa bei bereits fortgeschrittenen Tumorleiden im

Stadium der Fernmetastasierung, herunterreguliert sein (Hemminki et al. 2003).

Diese Aspekte verdeutlichen die Notwendigkeit, potentielle Zieltumoren fir die

adenovirale Gentherapie auf die Prasenz des CAR hin zu untersuchen.

15
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Nachfolgend sollen die Ereignisse zu Beginn des adenoviralen Infektionszyklus

uberblickend dargestellt werden.

Am Anfang der Infektion steht die hochaffine Bindung des Fiberproteinknopfes
(Fiber knob domain) an den CAR-Rezeptor der Wirtszelle (Bergelson et al.
1997). Im Anschluss tritt das RGD-motif des viralen Pentonbasisproteins mit
zellularen Integrinen, welche Co-Rezeptoren darstellen, in Wechselwirkung

(Abbildung 5). Die Virusadsorption an die Zielzelle ist somit vollzogen.

Es folgt sodann die Clathrin-abhangige, rezeptorvermittelte Endozytose
(Virusinternalisation). Im Endosom wird das Virus durch Ansauerung teilweise
aufgeldst, das Capsid wird abgebaut. Es kommt zur Virusfreisetzung aus dem
Endosom und die Adenoviren gelangen durch das Zytoplasma zum Kern. Hier
dringt die virale DNA durch Kernporen in das Nukleoplasma vor, es beginnt die
Transkription von viralen Genen und damit die Virusreplikation (Russell 2000,
Volpers u. Kochanek 2004).

Bis zur Freigabe an das Zytosol vergehen etwa 15 Minuten, die Expression von
Transgenen ist nach circa 18 Stunden nachweisbar und gipfelt nach 48 bis 72
Stunden (Greber et al. 1993).

Am Ende des adenoviralen Infektionszyklus steht die Lyse und Freisetzung der

neuen Viren. Eingeleitet wird die Zelllyse vom so genannten Adenovirus death
protein ADP (Gen E3-11.6K, Tollefson et al. 1996).

16
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Abbildung 5:

Adenovirale Infektion einer Zielzelle.

CAR ist der primare zellulare Rezeptor fiir das Adenovirus, Integrine stellen Co-Rezeptoren dar.
Nach Clathrin-abhangiger, rezeptorvermittelter Endozytose wird das Virus im Endosom
teilweise aufgeldst. Nach Freisetzung aus dem Endosom gelangt es zum Kern, wo die virale

DNA durch Kernporen das Nukleoplasma erreicht und die Virusreplikation beginnt. Modifiziert
nach (Sompayrac 2002), S. 41.

17
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Il Humane Neoplasien und Therapieoptionen

Im Rahmen dieser Arbeit wurden drei unterschiedliche leberstandige Tumoren
untersucht. Lebertumoren konnen der Dignitat nach in benigne und maligne
Prozesse eingeteilt werden, letztere wiederum konnen entweder primar
hepatischen oder sekundar metastatischen Ursprungs sein. In den westlichen
Landern liegen Uberwiegend sekundare Lebermetastasen vor, in Teilen Afrikas

und in Asien hingegen dominieren primare Malignome.

Die primaren Neoplasien der Leber kdnnen epithelialer Herkunft sein, d.h. sie
gehen von den Hepatozyten oder Gallengangsepithelzellen aus, oder sie sind

mesenchymalen oder gemischtzelligen Ursprungs (Moradpour et al. 2002).

Stellvertretend fur die primaren Lebertumore wurden das cholangiozellulare und
das hepatozellulare Karzinom analysiert. Aus der Gruppe der sekundaren

Lebertumore wurden Metastasen kolorektaler Karzinome untersucht.

1. Das Cholangiozelluldre Karzinom (CCC)

Das cholangiozellulare Karzinom (CCC) ist ein hochmaligner Tumor, der von

Epithelzellen der Gallengange ausgeht.

Das CCC ist der zweithaufigste primare hepatobiliare Tumor und aufgrund
eines Mangels an effektiven Therapiemoglichkeiten mit einer schlechten
Prognose und hohen Mortalitat behaftet (Berthiaume u. Wands 2004).

Die Tumoren werden anatomisch eingeteilt in intrahepatische, perihilare und
distale extrahepatische Neubildungen der Gallengange. Das Gallenblasen-

karzinom ist eine eigenstandige Entitat (de Groen et al. 1999).
Die perihilaren CCC werden zusatzlich nach Bismuth in die Typen | bis IV

eingeteilt (Bismuth et al. 1992) und diejenigen, welche die Hepatikusgabel

involvieren, werden auch Klatskin-Tumore genannt (Klatskin 1965).

18
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Etwa ein Drittel der Tumore sind intrahepatische und zwei Drittel sind perihilare
und distale extrahepatische CCC (Gores 2003).

Das CCC tritt in der Regel jenseits der 5. bis 6. Lebensdekade auf.

Wahrend die Inzidenz des CCC weltweit insgesamt variiert, konnen steigende
Inzidenzen fur das intrahepatische CCC verzeichnet werden. So stieg die
Inzidenz in den USA von 0,32 pro 100000 Einwohner in den Jahren von 1975
bis 1979 auf 0,85 pro 100000 in den Jahren von 1995 bis 1999, was einem
Anstieg von 165 Prozent entspricht. Die Funfjahresuberlebensrate hat sich in
diesem Zeitraum nicht signifikant verandert und blieb bei unter 5 Prozent (Shaib
u. EI-Serag 2004).

Insgesamt ist in den USA in den letzten Jahrzehnten ein deutlicher Anstieg der
Inzidenz und Mortalitat des primaren intrahepatischen CCC festzuhalten, bei
persistierend schlechter Prognose (Patel 2001). Erganzend konnte gezeigt
werden, dass diese Entwicklung nicht auf Reklassifikationen oder einer
verbesserten Tumordetektion beruht, sondern am ehesten ein tatsachlicher
Anstieg zu beobachten ist (Shaib et al. 2004). In Europa, etwa in Schottland,
sind ahnliche Tendenzen registriert worden, wobei auch hier der gestiegenen
Inzidenz wahrscheinlich eine tatsachliche Erhdéhung des Risikos in der
Population gegenubersteht (Wood et al. 2003). Die kausalen Faktoren, die

diesem Trend zugrunde liegen, bleiben kryptisch.

Die vollstandige (RO) Resektion ist die einzige Therapie, die ein
Langzeituberleben ermdoglicht, jedoch sind die meisten Patienten bei Diagnose
nicht fir eine kurative Resektion geeignet. Patienten mit inoperablem CCC
haben ein mittleres Uberleben von im Allgemeinen weniger als 12 Monaten
nach Diagnose (Khan et al. 2005, Sirica 2005).

Die meisten Patienten haben keine identifizierbaren Risikofaktoren, es konnten
aber eine Reihe von Risikofaktoren ermittelt werden, die &tiologisch von
Bedeutung sind. Dieses sind die primar sklerosierende Cholangitis (PSC),

parasitare Leberegelinfektionen (Opisthorchis viverrini, Clonorchis sinensis),
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zystische Erkrankungen der Gallengange (Caroli Syndrom, kongenitale
Choledochuszysten), chronische intrahepatische Lithiasis sowie eine Belastung

mit Thoriumdioxid (Thorotrast) und verschiedenen anderen Radionukliden.

Pathogenetisch scheinen u. a. eine Reihe von inflammatorischen Mediatoren
(z.B. iINOS, NO, IL-6, COX-2) eine Rolle zu spielen (Angulo u. Lindor 1999,
Gores 2003, Olnes u. Erlich 2004, Sirica 2005). Die maligne Transformation
biliarer Epithelzellen lauft im Rahmen einer chronischen Cholestase,
Entzindung oder der Kombination beider Prozesse ab. Die resultierenden
molekularen Veranderungen sind vielfaltig, es konnten unter anderem die
Aktivierung von Onkogenen und die Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen

nachgewiesen werden (Berthiaume u. Wands 2004).

Klinisch tritt das primar intrahepatische CCC wie eine Lebermassenbildung in
Erscheinung. Die Patienten konnen unspezifische Symptome, wie abdominelle
Schmerzen, Gewichtsverlust, Nachtschweil}e und ein  allgemeines
Krankheitsgeflhl haben, oder aber ganzlich asymptomatisch sein.

Die Klinik des duktalen CCC ist hingegen gepragt von schmerzlosem lkterus,
hellem Stuhl, dunklem Urin und Pruritus. Die Klinik wird ergénzt durch erhohte
Cholestaseparameter (alkalische Phosphatase, Bilirubin, gamma-Glutamyl-
transferase), sowie einen Anstieg der Tumormarker CA 19-9 und CEA im
Laborprofil (Gores 2003, Khan et al. 2005).

Bezuglich der Therapie des CCC ist die chirurgische Resektion die einzige
kurative Behandlung, die mittlere Flnfjahresiberlebensrate bei Operation liegt
jedoch nur bei 9 bis 18 Prozent flr proximale und bei 20 bis 30 Prozent fir
distale Tumoren. Ansatze zur Chemotherapie waren haufig 5-FU basiert und
konnten keine Verbesserung der Gesamtmortalitat erzielen. Die postoperative

Bestrahlung zeigt keine Verbesserung von Lebensqualitat oder Uberleben.

Lediglich die Kombination von neoadjuvanter Radiochemotherapie und
aggressivem chirurgischem Vorgehen, einschlieRlich Lebertransplantation,
scheint eine relativ effektive Therapieoption flir wenige, selektierte Patienten

darzustellen, gréliere Studien stehen aber noch aus.
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An palliativen Behandlungskonzepten stehen die endoskopische, perkutane
oder chirurgische Gallengangsdrainage, Stents, sowie die photodynamische
Therapie zur Verfugung. Bei der photodynamischen Therapie wird, nach
systemischer Gabe eines Photosensitisers (Porfimer-Na), im Rahmen einer
ERCP lokal mit Laserlicht entsprechender Wellenlange bestrahlt (Olnes u.
Erlich 2004).

Im Angesicht der aufRerst begrenzten und ineffektiven Therapiemoglichkeiten,
sowie der sehr schlechten Prognose, ist es dringend geboten, neue Strategien
fur die Behandlung des CCC zu entwickeln. Hier kann die adenovirale

Gentherapie neue Behandlungsansatze eroffnen.

2. Das Hepatozelluldre Karzinom (HCC)

Das hepatozellulare Karzinom geht von den Hepatozyten aus und ist das
haufigste primare Malignom der Leber. Weltweit betragt die angenommene Zahl

der Neuerkrankungen eine Million pro Jahr (Ameis 2000).

Das Vorkommen des HCC variiert weltweit erheblich. In Teilen Afrikas und
Sldostasiens sind deutlich hdhere Inzidenzen als in Australien, Nordamerika
und Europa festzuhalten. Manner sind haufiger betroffen als Frauen (Bosch et
al. 1999). Die Inzidenz des histologisch gesicherten HCC lag in den USA bei
2,4 pro 100.000 Einwohner in den Jahren von 1991 bis 1995 und hat in den
letzten zwei Jahrzehnten zugenommen. Die Funfjahresuberlebensrate betragt

weniger als 5 Prozent (EI-Serag u. Mason 1999).

Die Pathogenese des HCC ist multifaktoriell. Ein HCC entsteht, im Laufe von
vielen Jahren, im Rahmen einer chronischen Hepatitis und fast immer auf der
Basis einer zirrhotisch umgebauten Leber. Eine chronische Leberschadigung
und die damit verbundenen, regenerativen Umbauprozesse fuhren zu einem
pathologisch erhdhten Hepatozytenturnover. Dieses kann, im Verbund mit
oxidativen DNA-Schaden, eine maligne Transformation durch chromosomale
Rearrangements, Aktivierung von Onkogenen oder Inaktivierung von

Tumorsuppressorgenen bewirken.
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Die chronische ethanoltoxische Schadigung der Leber, chronische
Virushepatitiden, vor allem HBV und HCV, sowie hereditare
Stoffwechselerkrankungen (Hamochromatose, a1-Antitrypsinmangel) konnen
auf diese Weise ein HCC verursachen. Aflatoxine kdnnen durch Mutationen im

p53-Tumorsuppressorgen ein HCC auslésen (Moradpour et al. 2002).

Das HCC tritt klinisch zumeist unspezifisch in Erscheinung und kann lange
asymptomatisch verlaufen. Oft dominieren lediglich die Symptome der
Grunderkrankung, beispielsweise einer Leberzirrhose. Betroffene Patienten
konnen Uber Druckgefihl und Schmerzen im Oberbauch, Appetitlosigkeit,
Mudigkeit und Abgeschlagenheit klagen. Gelegentlich tritt Fieber auf. Die
Patienten werden haufig erst in einem weit fortgeschrittenen Stadium der
Krankheit symptomatisch, spatestens dann kénnen auch ein lkterus sowie
Ascites auftreten (Ameis 2000, Moradpour et al. 2002).

Das HCC ist mit einer schlechten Prognose behaftet. Patienten ohne
spezifische Therapie haben, entsprechend dem Tumorstadium bei Diagnose,

eine mittlere Uberlebenszeit von 1 bis 9 Monaten (Okuda et al. 1985).

Die Monochemotherapie erzielt keine signifikanten Ergebnisse in der
Behandlung des HCC (Moradpour et al. 2002). Radiotherapeutische Verfahren
haben hier ebenso praktisch keinen Stellenwert.

Lediglich die chirurgischen Verfahren (Resektion oder Transplantation) kénnen
einen kurativen Ansatz, fir Patienten mit singularen gréf3eren oder bis zu drei
kleineren Tumorherden, ohne extrahepatische Filiae, bieten. Hier kann durch
neoadjuvante Verfahren (z. B. praoperative TACE) ein Downstaging erzielt

werden, was die Rezidivraten senkt.

Polychemotherapien konnen, im Rahmen von Studien, bei metastasierten und
weit fortgeschrittenen Prozessen versucht werden. Bei insgesamt aber stark
eingeschrankter Lebensqualitat und limitiertem Effekt ist der Stellenwert unklar,

die Indikation ist sorgfaltig zu stellen.
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Bei Patienten, die nicht mehr kurativ behandelt werden kdnnen, kommen lokale,
perkutane oder offene Therapieverfahren zum Einsatz, insbesondere die
perkutane Ethanolinjektion (PEI) und die Radiofrequenzablation (RFA). Andere
Modalitaten umfassen die transarterielle Chemoembolisation (TACE) mit
Doxorubicin und Lipiodol, sowie kryoablative und lasertherapeutische Verfahren
(Dietrich et al. 2003).

3. Lebermetastasen Kolorektaler Karzinome

Kolorektale Karzinome sind ein haufiger Ursprung fur sekundare hepatische
Metastasen. Der zugrunde liegende Mechanismus ist die Metastasierung vom
Portalvenen-Typ, bedingt durch die venb6se Drainage der unpaarigen

Bauchorgane durch die Pfortader.

Fernmetastasen sind die Haupttodesursache bei Patienten mit kolorektalen
Karzinomen. Je nach Stadium des Primartumors finden sich in 20 bis 70
Prozent der Patienten Lebermetastasen und in 10 bis 20 Prozent
Lungenmetastasen. Im Unterschied zu vielen anderen Tumoren schlielen
Fernmetastasen beim kolorektalen Karzinom einen kurativen Therapieansatz
nicht aus. Lediglich die Resektion kann ein Langzeitiberleben und Heilung
sicherstellen, jedoch ist nur ein Teil der Lebermetastasen einer chirurgischen

Therapie zuganglich (Penna u. Nordlinger 2002).

Die Leberresektion stellt im Rahmen eines interdisziplinaren Managements den
Mittelpunkt der kurativen Therapie dar. Patienten mit resektablen hepatischen
Metastasen konnen primar reseziert werden. Diejenigen mit primar
irresektablen Befunden kdnnen, nach neoadjuvanten Regimen, gegebenenfalls

sekundar einer kurativen Resektion zugefuhrt werden.

Stellt sich ein zu erwartendes inadaquates Leberrestvolumen nach Resektion
als Limitierung dar, kann bei einer Vielzahl von Patienten mittels selektiver
Pfortaderembolisation des tumortragenden Anteils und nachfolgender
Hypertrophie der gesunden Abschnitte, eine sekundare Operabilitat erreicht

werden. In anderen Fallen kann eine neoadjuvante systemische Chemotherapie
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die sekundare Resektabilitdt herstellen. Der Stellenwert einer adjuvanten
systemischen Chemotherapie nach Resektion ist gegenwartig Untersuchungs-
gegenstand kontrollierter, randomisierter klinischer Studien, deren Ergebnisse
abzuwarten Dbleiben. Etablierte primare Polychemotherapien bei fort-
geschrittenen Tumorstadien, mit hepatischer Absiedelung, verwenden 5-FU in

Kombination mit Leucovorin (Folinsaure) und Irinotecan (Kohne et al. 2005).

Lokal ablative Methoden kommen in der palliativen Situation zum Einsatz und
umfassen die Kryo-, Laser- und Radiofrequenz-Ablation der Tumorherde
(Oechsle et al. 2007).

Die 5-Jahres-Uberlebensrate bei Spontanverlauf liegt bei lediglich 2 Prozent,

nach kurativer Resektion bei bis zu 40 Prozent.

Das kolorektale Karzinom selbst zahlt zu den haufigsten malignen
Erkrankungen uberhaupt. Es tritt in westlichen Landern, bei Inzidenzen um 15
pro 100.000 Einwohnern und Jahr, am haufigsten auf, Manner sind haufiger
betroffen. Ursachlich werden genetische und umweltbedingte Faktoren
angeschuldet, insbesondere die Western-style-Diet, mit ihrem hohen Anteil an
Fett sowie trans-Fettsauren und ihrem niedrigen Ballaststoffanteil. Ebenso
muassen nahrungsmittelassoziierte Karzinogene, wie Nitrosamine und

Acrylamid, als Verursacher erwogen werden.

Risikofaktoren fur die Entstehung eines kolorektalen Karzinoms sind die
familiare adenomatose Poliposis coli, adenomatése Kolonpolypen, eine positive
Familienanamnese sowie chronisch entzindliche Darmerkrankungen, darunter

vor allem die Colitis ulcerosa.

Die klinische Symptomatik umfasst Anamie, Gewichtsverlust, Meteorismus,
abdominelle Schmerzen und Stuhlunregelmaligkeiten, darunter Obstipation,
Diarrhoe, Blutbeimengungen und Schleimabgang. Fortgeschrittene Prozesse
konnen eine lleussymptomatik verursachen, ebenso Symptome durch
Infiltration von Nachbarorganen, etwa Harnstau durch Befall der Ureteren
(Hirner und Weise 2004).
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M. Zielsetzung

Das Ziel dieser Arbeit ist die Uberpriifung der CAR Expression primarer und
sekundarer leberstandiger Karzinome, namentlich des CCC, des HCC und
kolorektaler Lebermetastasen, um so die prinzipielle Zuganglichkeit dieser

Neoplasien fur eine Tumorgentherapie mit Adenoviren zu untersuchen.

Dartiber hinaus soll die Uberprifbarkeit der Prasenz des CAR-Rezeptors als

prognostischer Marker fur adenovirusbasierte Therapien dienen.

Der CAR-Status eines Primartumors soll, fur zuklnftige klinische Studien der
Phasen [, Il und Il herangezogen werden, um als so genannter Biomarker bei
der Patientenselektion zur Anwendung zu kommen und somit die Studien

abzusichern.

Das zu entwickelnde Farbeprotokoll soll es also erlauben, als eine Art Triage-
Methode, im klinischen Setting nach Biopsie und Analyse festzulegen, ob die
Grundvoraussetzung flr den Einsatz adenoviraler Vektoren, namlich CAR im

Zielgewebe, gegeben ist.

1. Etablierung einer Farbung auf den CAR

Um den Expressionsstatus des CAR-Rezeptors an Zellen und Tumorgewebe
erfassen zu konnen, soll eine Immunlokalisation etabliert werden. Mit einem
Antikorper gegen den humanen CAR sollen geeignete Versuchsbedingungen
ermittelt werden, um den CAR-Rezeptor in Zellen und Gewebeschnitten

darstellen und beschreiben zu kdnnen.
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2. Untersuchung des CAR Expressionsstatus an Zellkulturen verschiedener

Karzinome

Zellkulturen (Zelllinien) von verschiedenen humanen Karzinomen sollen auf ihre
Expression des CAR hin untersucht werden und die Ergebnisse mit den Daten

korrespondierender humaner Tumorgewebeschnitte verglichen werden.

3. Untersuchung des CAR Expressionsstatus an humanen Karzinomen

Der Expressionsstatus des humanen CAR im CCC, HCC und hepatischen
kolorektalen Metastasen soll immunhistologisch, an Gewebeschnitten der
jeweiligen Tumore, erfasst werden. Dieses ist entscheidend um festzustellen,
ob diese Neoplasien prinzipiell mit einer auf Adenoviren basierenden
Gentherapie angegangen werden konnen. Der ermittelte CAR Status soll mit

dem der entsprechenden Zelllinien verglichen werden.

4, CAR Status und Infizierbarkeit humaner Tumorzelllinien

In einem weiteren Schritt sollen Infektionsversuche mit GFP-kodierenden
Adenoviren an den humanen Tumorzelllinien durchgefuhrt werden und die
Ergebnisse anschlieRend dem zuvor ermittelten CAR Status gegenubergestellt
werden. Die Zellen sollen, nach Infektion mit Ad-GFP, durchflulizzytometrisch
analysiert und die gemessenen Infektionsraten mit der jeweiligen CAR

Expression verglichen werden.

Gleichzeitig soll die Entwicklung des Versuchsablaufs fur die Infektion von
Tumorzellen mit Ad-GFP, der Etablierung eines in vitro Modellsystems fir die
Analyse von humanen Tumoren dienen. Mit einem solchen Protokoll konnte in
Zukunft Tumormaterial, welches im Rahmen von Biopsien oder Resektionen
gewonnen wird, nach Disaggregation infiziert werden, um funktionell die

Transfizierbarkeit mit therapeutischen Vektoren zu evaluieren.
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5. Kolokalisation des CAR mit dem tight junction Marker Z0O-1

Fir den CAR Rezeptor wurde eine Kolokalisation mit ZO-1 in tight junctions
beschrieben (Cohen et al. 2001). Zur weiteren Absicherung der Befunde in
Zelllinien, sowie auch in Tumorgewebe, sollen CAR und ZO-1 exemplarisch

kolokalisiert werden.
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C. Material und Methoden

l. Chemikalien und Biochemikalien

1. Zellkultur

DMEM +4500 mg/L Glucose , + GlutaMAX |, + Pyruvate
Fa. Gibco Invitrogen Corporation 31966-021

DMSO Dimethyl sulfoxide > 99.9 % for molecular biology
Fa. Sigma D 8418

D-PBS - CaCly, - MgCl,
Fa. Gibco Invitrogen Corporation 14190-094

Foetal Bovine Serum (Heat inactived)
Fa. Gibco Invitrogen Corporation 10500-064

MEM Amino Acids (50x) — L-Glutamine
Fa. Gibco Invitrogen Corporation 11130-036

MEM Non-Essential Amino Acids (100x)
Fa. Gibco Invitrogen Corporation 11140-035

Penicillin-Streptomycin (100x)
Fa. Gibco Invitrogen Corporation 15140-122

RPMI 1640 Medium +GlutaMAX |
Fa. Gibco Invitrogen Corporation 61870-010

Trypan blue solution 0.4%
Fa. Sigma-Aldrich T 8154

Trypsin-EDTA (1x)
Fa. Gibco Invitrogen Corporation 25300-054

2. Chemikalien
Ammonium-Cl (NH4-Cl)
Fa. Merck 1145.1000

BSA (Bovine Serum Albumin Fraction V)
Fa. PAA Laboratories GmbH K41-001-100
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DAPI
Fa. Sigma D8417

Glucose
Fa. Merck 1.08337.5000

Glycin
Fa. Roth 3908.2

KCI
Fa. Sigma P-5405

KH,PO4 (Kaliumdihydrogenphosphat)
Fa. Merck 4873.1000

Mowiol 4.88
Fa. Calbiochem 475904

NaCl
Fa. J.T.Baker 7647-14-5

NazHPO4 x 2 H,0 (di-Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat)
Fa. Merck 1.06580.100

p-Phenylenediamine (PPD, 1,4-Benzenediamine hydrochlorid)
Fa. Sigma P1519

Saponin
Fa. Sigma S7900

Tissue Tek O.C.T Compound
Fa. Sakura via Vogel GmbH & Co KG SA 4583

. Biologische Reagenzien

1. Antikorper und Sera

Antikorper

Alexa Fluor 488 Donkey anti-Rabbit IgG (H+L)
Fa. Molecular Probes A21206

Anti-CAR (clone RmcB) Mouse anti-Human IgG1
Fa. Upstate Biotechnology 05-644

Anti-ZO-1 Rabbit Ig, polyclonal
Fa. Zymed Laboratories 61-7300
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Cy3-labeled Donkey anti-Mouse IgG
Jackson ImmunoResearch Laboratories via Fa. Dianova 715-166-151

Sera

Donkey Serum
Jackson ImmunoResearch Laboratories via Fa. Dianova 017-000-121

Horse Serum
Fa. Gibco Invitrogen Corporation 26050-088

2. Adenovirus Ad-GFP

Ad-GFP, Type 5 Vektor, Titer: 5,0424 x 10" VP/uL
Dr. Roland Vogel (Max-Planck-Einheit flr Stukturbiologie, Hamburg)

3. Kommerzielle Testkits

Adeno-X Rapid Titer Kit
Fa. Clontech K1653-1

VenorGeM Mycoplasma Detection Kit for conventional PCR
Fa. Minerva Biolabs VGM-250

. Glasware, Plastikware und Laborgerate

Zellkulturflaschen

T25 Fa. Biochrom (TPP) P90250
T75 Fa. Biochrom (TPP) P90760
T150 Fa. Biochrom (TPP) P90151
T300 Fa. Biochrom (TPP) P90301
T25 Fa. NUNC 136196
T80 Fa. NUNC 178891
T175 Fa. NUNC 178883

Multischalen

6-well Fa. Biochrom (TPP) P92060
12-well Fa. Biochrom (TPP) P92120
24-well Fa. Biochrom (TPP) P92240

Multischalen, ohne Oberflachenbehandlung

6-well Fa. NUNC 150239
12-well Fa. NUNC 150200
24-well Fa. NUNC 144530
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Serologische Pipetten

1 mLin 1/100 mL Fa. BD Falcon 356521
2mL in 1/100 mL Fa. BD Falcon 356507
5mLin 1/10 mL Fa. BD Falcon 356543
10 mL in 1/10 mL Fa. BD Falcon 356551
25 mL in 1/4 mL Fa. BD Falcon 356525
Filter Tips

Biosphere Filter Tips 10 pL
Fa. Sarstedt 70.1115.210

Biosphere Filter Tips 1000 pL
Fa. Sarstedt 70.762.211

SafeSeal Tips 20 yL
Fa. BIOzym 692151

SafeSeal Tips 200 pL
Fa. BIOzym 692069

ReaktionsgefifRe

BLUE MAX Polypropylene Conical Tube 50 mL
Fa. BD Falcon 352070

BLUE MAX Jr. Polypropylene Conical Tube 15 mL
Fa. BD Falcon 352096

Nunc CryoTubes
Fa. Nunc 377367

PE micro test tube 250 uL Beckman type with stopper
Fa. Beckman 844110016

Rundbodenréhrchen 5 mL
Fa. BD Falcon 352052

Safe-Lock Tubes 1.5 mL
Fa. Eppendorf 0030 121.848

Safe-Lock Tubes 2.0 mL
Fa. Eppendorf 0030 120.094

Glasware

Adhasionsobjekttrager 75x25x1 mm
Fa. Marienfeld 901236

Deckglaser 13 mm &
Fa. Glaswarenfabrik Karl Hecht KG 1001/13
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Deckglaser 24x46 mm
Fa. Marienfeld

Peel-a-way Disposable Embedding Molds (S22)
Fa. Polysciences, Inc. 18646A

Standzentrifuge

SIGMA 6K15 Rotor 11156/13127 (Swing out)
SIGMA 6K15 Rotor 12169

Tischzentrifuge

SIGMA 1-15K

Laborgerite

Automaticpipetten 0,5 - 10 pL
Fa. Abimed

Automaticpipetten 2 — 20 uL
Fa. Abimed

Automaticpipetten 20 — 200 pL
Fa. Abimed

Automaticpipetten 100 — 1000 uL
Fa. Abimed

Brutschrank
Fa. Binder GmbH

Cryotom HM 560 M
Fa. Microm GmbH

DurchfluRzytometer CYTOMICS FC500
Fa. Beckman-Coulter

Fluoreszenzmikroskop Axiovert 100
Fa. Carl Zeiss

Konfokales Mikroskop LSM 510 meta
Fa. Carl Zeiss

Klhlschrank (4 °C /-20 °C)
Fa. Liebherr glassline

Mikrowelle
Fa. Bosch
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Pipetus akku
Fa. Hirschmann-Laborgerate A41585G

Ruhrtisch MR 82
Fa. Heidolph

Sicherheitswerkbank Hera safe
Fa. Heraeus

Thermomixer compact
Fa. Eppendorf

Tiefkahler (-20 °C)
Fa. Liebherr comfort

Tiefkuhler (-80 °C)
Fa. Kryotec

Vortex Reax 1D R
Fa. Heidolph

Waage BP410S
Fa. Sartorius

Wasserbad SW-20C
Fa. Julabo

Zahlkammer Neubauer
Fa. Optik Labor
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IV. Verwendetes Untersuchungsgut

1. Zellkulturen

Fur die verschiedenen Immunlokalisationen und Infektionsexperimente wurde
eine Reihe von kommerziell erhaltlichen Zelllinien verwendet, korrespondierend

zu den entsprechenden humanen Tumoren.

Die  Gallengangskarzinomzelllinien EGI-1  und TFK-1, sowie die
Kolonkarzinomzelllinie SW-480, wurden von der Deutschen Sammlung von

Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ) bezogen.

Die Kolonkarzinomzelllinie HT-29 wurde vom Institut fir Anatomie |II:
Experimentelle Morphologie des Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf

(UKE), zur Untersuchung bereitgestellt.

Des Weiteren wurden die humane Leberkarzinomzelllinie HuH-7 von PD Dr.
Jorg Heeren, Institut fur Biochemie und Molekularbiologie Il: Molekulare
Zellbiologie (UKE), Uberlassen, sowie die Plattenepithelkarzinomzelllinie FaDu
von PD Dr. J. Dahm-Daphi, Kilinik und Poliklinik fur Strahlentherapie und

Radioonkologie (UKE) freundlicherweise zur Verfugung gestellt.

2. Kryoblécke von Tumorgewebe

Primare humane Proben wurden von Prof. Dr. Dr. h.c. Xavier Rogiers, ehem.
Direktor der Klinik und Poliklinik fir Hepatobiliare Chirurgie und
Transplantationschirurgie des UKE, aus deren Tumorgewebedatenbank zur

Analyse zu Verfugung gestellt.

Die Gewebeproben wurden vollstandig anonymisiert, lediglich mit einer
Gewebeblocknummer versehen und nach Tumorentitat geordnet, als

Kryobldcke entgegengenommen.
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Im Einzelnen stellten 6 cholangiozellulare Karzinome, 7 hepatozellulare
Karzinome und 13 Lebermetastasen von kolorektalen Karzinomen das

Untersuchungsgut dar.

V. Biochemische und zellbiologische Analysen

1. Zellkultur

a) Auftauen von Zellen

Samtliche Zelllinien wurden nach Erhalt, vor dem Wegfrieren von Kryostocks,
sowie vor Versuchsreihen auf die Absenz von Mykoplasmen mittels eines PCR-
basierten Tests (VenorGeM Mycoplasma Detection Kit for conventional PCR,

Fa. Minerva Biolabs) nach den Herstellerangaben untersucht.

Zum Auftauen der Zellen wurden die jeweiligen Kryorohrchen, unter Beachtung
der Sicherheitsvorschriften (Schutzkleidung, Schutzbrille), aus ihrem Lagerort in
der Gasphase von flissigem Stickstoff entnommen. Unmittelbar danach wurden
die Rohrchen mit einem Kunststoffschwimmer in einem 37 °C warmen
Wasserbad 2 Minuten lang erwarmt. Die aufgetaute Zellldsung wurde alsdann

in eine, mit dem jeweiligen Nahrmedium geflllte, Kulturflasche pipettiert.

Nach etwa 2 bis 4 Stunden, beziehungsweise wenn der Grof3teil der Zellen
adharent war, wurde das Kulturmedium vollstandig ausgetauscht, um das fur
die kryogene Lagerung beigefugte Dimethylsulfoxid (DMSO) aus der Kultur zu

entfernen.
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b) Einfrieren von Zellen

Zum Einfrieren wurden die jeweiligen Zellen propagiert, bis geeignete Mengen
subkonfluenter, sich in der exponentiellen Wachstumsphase befindlichen Zellen
vorhanden waren. Sodann wurden die Zellrasen vorsichtig in PBS (D-PBS -
CaCly, -MgCl,, Fa. Gibco Invitrogen Corporation) gewaschen, mit Trypsin-EDTA
(0,05% Trypsin, 0,53 mM EDTA, Fa. Gibco Invitrogen Corporation) im Inkubator
bei 37 °C und unter Klopfen abgeldst und die Reaktion mit komplettem Medium

gestoppt.

Die Zellen aus verschiedenen Flaschen wurden vereint und ein Aliquot zur
Zahlung entnommen. Es wurde eine Vitalfarbung mit Trypanblau (Sigma, 0,4%)

angesetzt und die Zellzahl in der Neubauer-Zahlkammer bestimmt.

Im Anschluss wurden die Zellen in ein 50 ml Gefal3 (BLUE MAX Polypropylene
Conical Tube, Fa. BD Falcon) uberfuhrt und bei 500 g zentrifugiert (SIGMA
6K15 Zentrifuge). Der Uberstand wurde abgenommen und das entstandene
Zellpellet in einem derartigen Volumen des jeweiligen Gefriermediums

aufgenommen, dass die Zellkonzentration 2 — 5x10° pro ml betrug.

Das jeweilige Gefriermedium bestand aus dem entsprechenden kompletten
Kulturmedium und zusatzlich DMSO in einer Endkonzentration von 10 Prozent.
Aliquote von je 1 ml wurden in Kryoréhrchen (Fa. NUNC) langsam auf -80 °C
gebracht und nach 24 bis 48 Stunden dann in die Gasphase von flissigem
Stickstoff, zur Lagerung bei -175 bis -185 °C verbracht.

c) Routinekultur und Passagieren von Zellen

Die Zellkulturen wurden in sterilen Zellkulturgefallen der Firmen Nunc und TPP
angezuchtet, in Kultur gehalten und bei Bedarf entsprechend propagiert.

Die Zellen wurden in speziellen Brutschranken (Fa. Binder) bei 37 °C, 5 Prozent
Kohlendioxidgehalt und gesattigter Luftfeuchtigkeit gezlichtet. Die genannten
Parameter wurden laufend Uberwacht und die Inkubatoren in regelmaliigen

Abstanden einem Sterilisationsprogramm unterzogen.
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Samtliche Manipulationen an einer sich in Ziichtung befindlichen Kultur wurden
unter aseptischen Bedingungen unter einer Sicherheitswerkbank der Stufe
S2/L2 (Hera safe, Fa. Heraeus) durchgefuhrt. Fur alle Pipettiervorgange wurden
ein Pipetus akku (Fa. Hirschmann Laborgerate) und sterile serologische
Pipetten (Fa. BD Falcon) oder Pipetten unterschiedlicher Volumenbereiche

(Fa. Abimed) und entsprechende sterile Einmalspitzen (Fa. Sarstedt, Fa.
Biozym) benutzt.

Kulturmedien wurden je nach Bedarf, spatestens aber nach drei Tagen
ausgetauscht. Im Einzelnen wurden die unterschiedlichen Zellen mit den im

Folgenden beschriebenen Medien ernahrt:

Die HuH-7 und FaDu Zellen erhielten DMEM, welches bereits 4500 mg/L
Glukose, GlutaMAX | und Natriumpyruvat enthielt (Fa. Gibco Invitrogen
Corporation). Das Medium wurde durch Zugabe von fotalem bovinen Serum
(Hitzeinaktiviert, Fa. Gibco Invitrogen Corporation) in einer Endkonzentration
von 10 Prozent und den Antibiotika Penicillin G und Streptomycinsulfat (Fa.
Gibco Invitrogen Corporation), Endkonzentration 100 U/ml und 100 pg/mi
respektive, vervollstandigt.

Die Zelllinien SW-480, HT-29 und TFK-1 wurden in dem Medium RPMI 1640
kultiviert, welches ebenfalls bereits Glukose, Pyruvat und GlutaMAX | enthielt
(Fa. Gibco Invitrogen Corporation). Das Medium wurde analog zu oben unter
Verwendung von fotalem bovinen Serum, Penicillin G und Streptomycinsulfat

(Konzentrationen, Hersteller s.0.) komplettiert.

Die Zelllinie EGI-1 erhielt Dulbecco’s MEM Medium mit den Zusatzen wie oben
beschrieben und erganzt durch zwei Aminosaurekonzentrate (MEM Essential
Amino Acids (50x) - L-Glutamine, MEM Non-Essential Amino Acids (100x), Fa.

Gibco Invitrogen Corporation).

Sobald die Zellen in einer Kulturflasche annahernd konfluent wuchsen, wurden
diese passagiert. Hierzu wurde das Medium abgesaugt, der Zellrasen fur einige
Minuten mit PBS (D-PBS -CaCl,, -MgCl,, Fa. Gibco Invitrogen Corporation)
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gespult und die Zellen dann unter Einsatz von Trypsin-EDTA (0,05% Trypsin,
0,53 mM EDTA, Fa. Gibco Invitrogen Corporation) bei 37 °C und unter Klopfen
uber etwa 2 Minuten von der Wachstumsoberflache abgeldst. Anschliel3end

wurde komplettes Medium hinzugegeben, um die Proteasereaktion zu stoppen.

Die Zellen wurden dann, je nach Bedarf, im Verhaltnis von 1:2 bis zu 1:12 in
frischem Medium neu ausgesaht. Lediglich bei den EGI-1 Zellen war eine
intensivere Ablosebehandlung noétig. Da diese Zellen stark adharent wachsen,
wurde das PBS fur 20 Minuten auf dem Zellrasen belassen und anschliessend

fur 10 bis 12 Minuten trypsiniert.

2, Anfertigung von Kryoschnitten

Die Kryoblocke von humanen Karzinomen wurden zunachst von ihrer
Langzeitlagerung bei -80 °C im TiefkUhlfach auf -20 °C gebracht. Im Anschluss
wurden die zu schneidenden Blocke, unter Verwendung von Tissue Tek OCT
Compound (Fa. Sakura Uber Fa. Vogel), auf Tragerplattchen aufgefroren und
dann in einem Kryostaten mit einem Kryotom (Fa. Microm GmbH) bei -20 °C

geschnitten. Die Schichtdicke betrug in der Regel 5 ym.

Die so angefertigten Kryoschnitte wurden auf Histobond-Adhasionsobjekttrager
(Fa. Marienfeld) aufgezogen und sofort fur etwa zwei Minuten bei
Raumtemperatur getrocknet. Bis zur weiteren Verwendung wurden die Schnitte
bei -20 °C im Tiefkuhlfach gelagert.

3. Immunfluoreszenzfarbung auf CAR an Zellen

FUr die Immunlokalisation an Zellkulturen wurden die jeweiligen Zellen zunachst
frisch aus der Kultur durch Trypsinierung (s. 0.) geerntet, einer Vitalfarbung mit
Trypanblau unterzogen und in der Neubauer-Zahlkammer die Zellzahl

bestimmt.
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Diese Zellen wurden dann, mindestens 48 Stunden vor der geplanten
Immunfarbung, in einer Konzentration von 2x10* bis 4x10* pro well, in einer
sterilen 12-well Multischale (Fa. Nunc) auf runden Deckglaschen (Coverslips,

Fa. Glaswarenfabrik Karl Hecht KG) ausgesat.

Sobald die Zellen, nach etwa zwei Tagen, einen ausreichend dichten Zellrasen
ausgebildet hatten, wurden die Deckglaschen entnommen, kurz in PBS
getaucht und sofort mit einer 37 °C warmen Fixierungslésung fur 30 Minuten
uberschichtet. Die Fixierungslosung enthielt 4% Paraformaldehyd (PFA) in
PBS.

Das Paraformaldehyd war zunachst als 8%-ige konzentrierte LOsung in
zweifach destilliertem Wasser (Aqua bidest) hergestellt (Harlow und Lane 1988,
S. 374) und Portionsweise bei -20 °C eingefroren worden. Die
Gebrauchslosung wurde dann durch Erwarmen des Konzentrates und
Hinzufigen eines entsprechend gleichen Volumens von zweifach

konzentriertem PBS frisch hergestellt.

Nach dem Fixierungsschritt wurden die Deckglaschen mehrere Male in jeweils
frischem PBS gewaschen. Im Anschluss erfolgte ein funfminutiges Bad in PGS-
Lésung (0,5 % Glycin, 0,05 % Saponin in PBS pH 7,4) zur Permeabilisation der

Zellmembranen.

Sodann wurde die Losung durch Tupfen auf Loschpapier entfernt und die
Deckglaschen mit je 60 uL Donkey/Horse/BSA-Mixtur Uberschichtet. Diese
enthielt 10% Eselserum (Fa. Dianova), 5% Pferdeserum (Fa. Gibco Invitrogen
Corporation) und 1% bovines Serumalbumin (BSA, Bovine Serum Albumin
Fraction V, Fa. PAA Laboratories), und wurde fir 20 Minuten bei
Raumtemperatur (RT) belassen, um unspezifische Bindungsstellen

abzusattigen (sogenanntes Blockieren).
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Nach erneutem Abtupfen wurden die Deckglaschen mit 60 uL einer 1:200
Verdinnung des monoklonalen Maus anti-human CAR Antikdrpers RmcB
(Fa. Upstate Biotechnology), in Donkey/Horse/BSA-Mixtur, Uberschichtet und
fur eine Stunde im Brutschrank (Fa. Binder) bei 37 °C inkubiert. Es folgten
mehrere Waschgange in PBS und PGS-L6sung.

Als nachstes wurden je 60 pL eines 1:500 in Donkey/Horse/BSA-Mixtur
Verdinnten, Indocarbocyanin-markierten (Cy3, Exzitationsmaximum 550 nm,
Emissionsmaximum 570 nm), affinitatsgereinigtem Esel anti-Maus
Zweitantikdrpers (Jackson Immunoresearch via Fa. Dianova) auf die

Deckglaschen pipettiert und fur 45 Minuten bei 37 °C im Brutschrank inkubiert.

Es folgten abermals Waschungen in PBS und eine Gegenfarbung der Zellkerne
mit 4',6-Diamidino-2-phenylindol (DAPI) in PBS. Nach weiterem Waschen in
PBS wurden die Deckglaschen unter Verwendung von neun Teilen Mowiol
(2,4 g Mowiol 4.88, 6 g Glycerol, 6 ml ddH»,0, 12 ml 0.2M Tris pH 8,5), einem
Teil PPD (p-Phenylendiamin, 1% Loésung in PBS) und Nagellack auf
Objekttragern fixiert (Vanes u. Brandt 1985).

FiUr jede Zelllinie wurde jeweils eine Negativkontrolle im selben Farbevorgang
mitgefihrt. Die Negativkontrollen wurden exakt wie die Verumfarbungen
behandelt, lediglich der Primarantikorper RmcB wurde weggelassen. Die
Praparate wurden bei 4 °C im Dunkeln gelagert und die Fluorophore mit einem

Axiovert 100 Fluoreszenzmikroskop (Fa. Carl Zeiss) visualisiert.

Nachstehend ist das genaue Protokoll stichwortartig dargestellt:
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01. Coverslips in 4% PFA in 1X PBS, 30’ @ RT fixieren

02. PBS, pH 7,4,5x 5, dann 1 x 5" in PGS waschen

03. Blockieren mit Donkey/Horse/BSA-Mix, 20 @ RT
— 10% (v/v) Donkey Serum, 5% (v/v) Horse Serum, 1% (w/v) BSA in PGS
— PGS (0,5% Glycin, 0,05% Saponin in PBS, pH 7,4)

04. Anti — hCAR (RmcB) mAb in Donkey/Horse/BSA-Mix, 1h @ 37 °C
— Verdunnung: 1:200

05. 2 x in PBS dippen, 2 x 5" in PGS waschen

06. 2° Cy3-labeled Donkey anti-Mouse Ab, 45’ @ 37 °C
— 1: 500 in Donkey/Horse/BSA-Mix

07. 2 x in PBS dippen, 3 x 5" in PBS waschen

08. DAPI, 5 @ RT
— 5 L DAPI Stock-Lésung (5 mg DAPI /20 mL @ 4 °C) auf 100mL PBS

09. 3 x 5" in PBS waschen
10. in MOWIOL mit PPD (anti-fading reagent) eindeckeln

— MOWIOL (Stock @ -20 °C)
—1:10 PPD (1% in PBS Stock @ -20 °C, auf 0,1%)

Tabelle 1:
Laborprotokoll Inmunfluoreszenzfarbung auf CAR an Zellen.

4. Immunfluoreszenzfarbung auf CAR an Kryoschnitten von Tumorgewebe

Die Darstellung des Coxsackie-Adenovirus-Rezeptors in Gewebeproben

erfolgte ebenfalls mittels indirekter Immunfluoreszenz.

Die wie oben beschrieben hergestellten Kryoschnitte wurden aus der
Tiefkuhllagerung entnommen und die Gewebeanschnitte sofort mit einer 37 °C
warmen, 4 %-igen PFA-Lésung (s. o.) fur 30 Minuten zur Fixierung
uberschichtet. Im Anschluss hieran wurden mehrere Waschschritte in PBS und

einer in PGS-Lésung durchgefihrt.
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Es folgte ein Blockierschritt mit der Donkey/Horse/BSA-Mixtur, wie unter V.3
beschrieben, fur 30 Minuten bei Raumtemperatur. Diese wurde dann abgetupft
und 70 pL einer 1:200 Verdinnung des monoklonalen Maus anti-human CAR
Antikdrpers RmcB, in Donkey/Horse/BSA-Mixtur, auf die Gewebeanschnitte
gegeben. Der Primarantikdrper wurde tber Nacht, fir circa 20 Stunden bei 4 °C

in der feuchten Kammer, auf den Schnitten belassen.

Nach mehreren Waschschritten in PBS und PGS-Ldsung wurden je 70 pL eines
1:500 in Donkey/Horse/BSA-Mixtur verdinnten, Indocarbocyanin-markierten
(Cy3), affinitatsgereinigtem Esel anti-Maus Zweitantikbrpers (Jackson
Immunoresearch via Fa. Dianova) auf die Kryoschnitte pipettiert und fur 90
Minuten bei 37 °C im Brutschrank inkubiert.

Es folgten wiederum PBS-Waschschritte und eine Anfarbung der Zellkerne mit
4',6-Diamidino-2-phenylindol (DAPI). Nach erneutem Waschen in PBS wurden
die Gewebeschnitte, unter Verwendung eines Gemisches aus neun Teilen
Mowiol (s. 0.) und einem Teil PPD (p-Phenylendiamin, 1% L&sung in PBS), mit

Deckglaschen eingedeckelt und mit Nagellack versiegelt.

FUr jede Tumorgewebeprobe wurde jeweils eine Negativkontrolle im selben
Farbevorgang mitgefihrt. Die Negativkontrolle wurde exakt wie die
Verumfarbung behandelt, lediglich der Primarantikérper RmcB wurde

weggelassen.
Die gefarbten Schnitte wurden bei 4 °C im Dunkeln gelagert und die
Fluorophore mit einem Axiovert 100 Fluoreszenzmikroskop (Fa. Carl Zeiss)

visualisiert.

Im Folgenden ist das genaue Protokoll stichwortartig wiedergegeben:
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01. Kryoschnitte in 4% PFA in 1X PBS 30’ @ RT fixieren
02. PBS, pH 7,4, 3 x5, dann 1 x 5" in PGS waschen
03. Blockieren mit Donkey/Horse/BSA-Mix, 30' @ RT
— 10% (v/v) Donkey Serum, 5% (v/v) Horse Serum, 1% (w/v) BSA in PGS
— PGS (0,5% Glycin, 0,05% Saponin in PBS, pH 7,4)
04. Anti — hCAR (RmcB) mAb in Donkey/Horse/BSA-Mix, 20h @ 4 °C (Uber
Nacht)
— Verdlnnung: 1:200
05.2 xin PBS, 2 x 5’ in PGS waschen

06. 2° Cy3-labeled Donkey anti-Mouse Ab, 90’ @ 37 °C
— 1 : 500 in Donkey/Horse/BSA-Mix

07. 1 x spulen, 3 x 5" in PBS waschen

08. DAPI, 10’ @ RT
— 5 uL DAPI Stock-Lésung (5 mg DAPI /20 mL @ 4 °C) auf 100mL PBS

09. 3 x 5’ in PBS waschen
10. in MOWIOL mit PPD (anti-fading reagent) eindeckeln

— MOWIOL (Stock @ -20 °C)
—+1:10 PPD (1% in PBS Stock @ -20 °C, auf 0,1%)

Tabelle 2:
Laborprotokoll Imnmunfluoreszenzfarbung auf CAR an Kryoschnitten.

5. Kolokalisation von CAR und ZO-1

a) An Zellkulturen

Die Immunlokalisation erfolgte weitestgehend analog zur CAR-Farbung.
Zusatzlich zu dem monoklonalen Antikérper RmcB (anti-human CAR) war
jedoch, als weiterer Primarantikorper, ein polyklonaler, affinitatsgereinigter Hase
anti-human ZO-1 Antikorper (Fa. Zymed Laboratories Inc.) in einer Verdunnung

von 1 : 500, bei der Inkubation zur simultanen Bindung vorhanden.
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Ebenso war bei der Inkubation der Sekundarantikérper zusatzlich ein Alexa
Fluor 488-markierter (Exzitationsmaximum 495 nm, Emissionsmaximum 519
nm), affinitatsgereinigter Esel anti-Hase 1gG Antikdrper (Fa. Molecular Probes)

in einer Verdunnung von 1 : 500 vorhanden.

Die Visualisierung der Fluoreszenzfarbstoffe und die Kolokalisation der Signale
erfolgte an einem konfokalen Laser-Scanning Mikroskop LSM 510 meta (Fa.

Carl Zeiss).

b) An Kryoschnitten von Tumorgewebe

Die Immunlokalisation erfolgte analog zur CAR-Darstellung.

AulRer dem monoklonalen Antikorper RmcB (anti-human CAR) war jedoch, als
weiterer Primarantikdrper, noch ein polyklonaler, affinitatsgereinigter Hase anti-
human ZO-1 Antikorper (Fa. Zymed Laboratories Inc.) in einer Verdinnung von

1: 150, bei der Inkubation zur simultanen Bindung vorhanden.

Ebenso war bei der Inkubation der Zweitantikorper zusatzlich ein Alexa Fluor
488-markierter, affinitatsgereinigter Esel anti-Hase IgG Antikorper (Fa.

Molecular Probes) in einer Verdinnung von 1 : 500 vorhanden.

Die Visualisierung der Fluoreszenzfarbstoffe und die Kolokalisation der Signale
erfolgte an einem konfokalen Laser-Scanning Mikroskop LSM 510 meta (Fa.

Carl Zeiss).

6. Infektion der Zellkulturen mit Ad-GFP

FUr die Arbeiten mit Adenoviren galten besondere VorsichtsmalRnahmen und
Verhaltensregeln. In der Natur vorkommende Adenoviren sind an sich bereits
oft hochinfektids. So stellt zum Beispiel Adenovirus, als Erreger der
Keratokonjunctivitis epidemica, betroffene Einrichtungen vor auRergewdhnliche

Herausforderungen bei der Eindammung.
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Experimentell, als Genfahren verwendete Adenoviren stellen aufl’erdem
gentechnologisch veranderte Organismen (GVO) dar, bei deren Verwendung

besondere Sicherheitsvorschriften zum Tragen kommen.

Alle Arbeiten unterlagen der Sicherheitsstufe S2 und wurden ausschliel3lich in
dafir abgenommenen Laboren durchgefuhrt. Es wurde eine Reinluftarbeitsbank
der Stufe S2/L2 (Hera safe, Fa. Heraeus) benutzt. Bei allen Arbeiten wurde
Aerosolbildung vermieden. Es kamen keine Ethanol-Sprayflaschen, sondern
formalinhaltige Desinfektionslésungen zum Einsatz. Fur alle Pipettierarbeiten
wurden aerosolfeste Einmalspitzen verwendet. Feste und flissige Abfalle
wurden, getrennt voneinander, unter der Arbeitsbank in geeigneten Gefalden
gesammelt und vor dem Entsorgen autoklaviert. Fur die Arbeiten wurde ein
ausschlielich hierfur reservierter Brutschrank (Fa. Binder) benutzt und dieser,
vor und nach den Arbeiten, dem integrierten Sterilisationsprogramm

unterzogen.

Samtliche untersuchten Zelllinien wurden, zusatzlich zur Erhebung ihres
CAR-Status, auf ihre Infizierbarkeit mit einem, das grin fluoreszierende Protein
(green fluorescent protein, GFP) als Transgen codierenden Adenovirus
(Ad-GFP), hin untersucht. Das verwendete Adenovirus vom Serotyp 5 (Ad-5
Standartvektor) war durch Deletionen in den adenoviralen Genregionen E1 und
E3 replikationsinkompetent gemacht worden (AE1 und AE3) und enthielt das

GFP-Transgen unter der Kontrolle eines Cytomegalovirus (CMV)-Promoters.

Das Virus ist, als laboreigene Praparation, auf N52.E6 Zellen (humane
Amniozyten-Zelllinie (Schiedner et al. 2000)) aufgezogen (stellen E1 in trans zur
Verfugung), uUber Casiumchlorid-Dichtegradientenzentrifugationen aufgereinigt
und mit dem Adeno-X Rapid Titer Kit (Fa. Clontech) nach Herstellerangaben

titriert worden.

Ad-GFP stand fur meine Experimente als fertige Viruslosung mit einer
Konzentration von 5,0424 x 107 Viruspartikeln pro pL, in Lagerpuffer fur
Adenoviren (10 mM TrisCl pH 8,0, 135 mM NaCl, 3 mM KCI, 1 mM MgCl,, 10%
Glycerol) zur Verfugung.
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Der urspringliche Vektor Ad-GFP war der Arbeitsgruppe von Dr. Roland Vogel
(Max-Planck-Einheit fur Stukturbiologie, Hamburg) freundlicherweise zur

Verflgung gestellt worden.

Fir die adenovirale Transfektion wurden die jeweiligen Zellen zunachst in
oberflachenbehandelten 6-well Multischalen (Fa. TPP via Biozym), in einer
Konzentration von 4 x 10° Zellen pro Well, ausgesat. Nach 24 Stunden wurden
die Zellen aus einem Well geldst und die Zellzahl in der Neubauer-Zahlkammer,
stellvertretend fur alle Wells, bestimmt, um die adenovirale Infektionsdosis

berechnen zu kdnnen.

Jede Zelllinie wurde mit einer multiplicity of infection (MOI, Viruszahl pro zu
infizierende Zelle) von 10 und 100 transfiziert, jeweils als Vierfachbestimmung.
Fir die Quadruplikatbestimmungen wurde dann, fur jede MOI und Zelllinie, die
Menge an bendtigten infektiosen Viruspartikeln (ifu, infectious unit) berechnet
und fur jedes Well 800 pL Viruslosung, eingestellt auf die entsprechende MO,
in 1,5 mL Safe-Lock Tubes (Fa. Eppendorf) bereitgestellt.

Um den Pipettierfehler im Angesicht der hohen Virustiter moglichst gering zu
halten, wurden zwei Viruskonzentrate angesetzt, die sich um genau eine
Zehnerpotenz unterschieden, so dass beim Zusammenmischen der 800 pL
Viruslésung fur die MOI 10 und 100 exakt die gleichen Volumina pipettiert
werden konnten (siehe unten). Das Kulturmedium wurde sodann aus den Wells
abgesaugt und durch jeweils 800 pyL der entsprechenden Viruslosung ersetzt.
Die Multischalen wurden dann fur 3 Stunden bei 37 °C im Brutschrank inkubiert,

um eine hinreichende Virusadsorption (attachment) zu gewahrleisten.

Die Virusldésung wurde dann vollstandig abgenommen und mit 3 mL komplettem

Nahrmedium pro Well aufgefulit.

Nach 24 Stunden erfolgte dann die Analyse der transfizierten Zellen mittels

Fluoreszenzmikroskopie und DurchfluRzytometrie.

Das Arbeitsprotokoll ist nachstehend tabellarisch angefthrt.
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Tag O:

01. Zellen in 6-well Multischalen aussaen, 4 x 10° / well

02. Pro Zelllinie 1 well fir Negativkontrolle einplanen
— keine Infektion, Hintergrundfluoreszenzbestimmung DurchfluRzytometrie

Tag 1:

03. Zellzahl bestimmen in Neubauer-Zahlkammer

04. Ad-GFP Viren fur MOI 10 und 100 berechnen

05. Medium vollstandig abnehmen

06. Pro Well 800 pL Viruslésung (eingestellt auf die jeweilige MOI) hinzugeben
—  Fur jedes Well die jeweilige Verdinnung aus den entsprechend
angesetzten Stockldsungen (s. u.) und warmem komplettem Medium
ansetzten

07. 3h bei 37 °C im Inkubator belassen (Virus-attachment)

08. Virus komplett abnehmen und mit 3 mL Medium / Well auffillen

09. 24h inkubieren

Tag 2:

10. Analyse der Transgenexpression mittels DurchfluBzytometrie und
Fluoreszenzmikroskopie

Ad-GFP Titer: 5,0424 x 10" ifu/mL, 20 pL in Lagerpuffer fiir Adenoviren
Viruslésung A: 107 ifu/pL = 10" ifu/mL — 20 pL Ad-GFP + 80 pL Medium

Viruslésung B: 10° ifu/uL = 10° ifu/mL — 10 pL Viruslosung A + 90 L
Medium

Rechenbeispiel: Zellzahl = 1,2 x 10° / Well

d.h. fiir MOl 10 1,2 x 107 ifu nehmen, also 12 WL Viruslésung B
d.h. fir MOI 100 1,2 x 10® ifu nehmen, also 12 pL Viruslésung A

Tabelle 3:
Laborprotokoll Infektion der Zellkulturen mit Ad-GFP.
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7. Quantifizierung von GFP-transfizierten Zellen mittels DurchfluRzytometrie

Die mit Ad-GFP transfizierten Zellen wurden nach 24 Stunden zunachst mit
einem Fluoreszenzmikroskop Axiovert 100, unter Verwendung einer digitalen

Kamera Axiocam (beides Fa. Carl Zeiss), aufgenommen.

Im Anschluss erfolgte die Quantifizierung der das GFP exprimierenden Zellen
im DurchfluRzytometer Cytomics FC 500 (Fa. Beckman-Coulter). Hierzu wurde
in den 6-well Multischalen das Kulturmedium abgesaugt, mit PBS gespult und
der Zellrasen dann mit Trypsin/EDTA-L6sung (Fa. Gibco Invitrogen

Corporation) abgelost.

Die Zellen wurden in frischem Medium resuspendiert und in 2 mL Safe-Lock
Tubes (Fa. Eppendorf) bei 500 g zentrifugiert (SIGMA 1-15K Tischzentrifuge).
Der Uberstand wurde abgesaugt und das entstandene Zellpellet in PBS

aufgenommen.

Fir jede Zellinie und MOI entstanden so vier Proben fur die
Quadruplikatbestimmungen. Die Proben wurden im DurchfluRzytometer
gemessen, dabei wurden je Probe 2x10* Ereignisse erfasst und die GFP-
Positiven Zellen (Fluoreszenz groRer oder gleich 10° im GFP-Kanal) als

prozentualer Wert ermittelt.

Die so ermittelten Infektionsraten der vier Proben pro MOI und Zelllinie wurden
in Microsoft EXCEL tabellarisch erfasst. Mit den entsprechenden Funktionen
wurden dann jeweils Mittelwert und Standartabweichung berechnet und die

Daten in Balkendiagrammen mit Fehlerindikatoren graphisch dargestellt.
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D. Ergebnisse

. Etablierung der CAR-Immunlokalisation

Die immunologische Farbung auf den Coxsackie- und Adenovirus Rezeptor

wurde schrittweise, in Versuchsreihen und zunachst an Zellkulturen entwickelt.

Der monoklonale Maus anti-human CAR Antikorper RmcB (Fa. Upstate
Biotechnology) wurde kommerziell erworben. Zunachst musste die geeignete
Arbeitskonzentration ermittelt werden. Hierfir wurde ein vollstandig im Labor
etabliertes, immunzytochemisches Farbeprotokoll verwendet, um an einem
bestehenden System zunachst selektiv eine geeignete Primarantikorper-

verdunnung zu ermitteln.

An HuH-7 Zellen wurden serielle Verdunnungen des Primarantikorpers RmcB
ausgetestet, wobei alle anderen Bedingungen bei der Immunzytochemie
identisch waren. So wurde eine RmcB-Verdinnung von 1 : 200 ermittelt, die ein

gutes Farbeergebnis lieferte.

Mit dieser Verdlinnung des Antikbrpers RmcB wurde dann ein Protokoll fur eine
Immunfluoreszenzdarstellung an HuH-7 Zellen adaptiert, das im Ergebnis dem
oben angegebenen Protokoll entspricht. Von der Immunfluoreszenz wurde nicht
nur eine optimale Auflosung erwartet, sie war auch entscheidend fur die

Moglichkeit zur Kolokalisation am konfokalen Mikroskop.

Die derart ermittelten Reaktionsbedingungen stellten dann auch die Basis fur

die Adaptierung des Farbeprotokolls an Gewebekryoschnitte dar.

Die optimale Verdunnung fur den Primarantikorper RmcB wurde nochmals
uberpruft und bestatigt. Die Inkubationszeiten flr die Antikbrper wurden variiert,
bis zufrieden stellende Ergebnisse erzielt wurden. Gleichzeitig wurde die
Spezifitat der Immunfluoreszenz anhand von Negativkontrollen ohne

Primarantikdrper Uberpruft.

49



ERGEBNISSE

Das auf diesem Wege ermittelte Protokoll fur die CAR-Immunfluoreszenz an

Gewebeschnitten entspricht dem in Abschnitt C angegebenem.

Il. CAR-Status und Infizierbarkeit humaner Tumorzelllinien

Die Leberkarzinomzelllinie HuH-7, die Plattenepithelkarzinomzelllinie FaDu, die
Gallengangskarzinomzelllinien EGI-1 und TFK-1, sowie die Kolonkarzinomzell-
linien SW-480 und HT-29 wurden in Kultur propagiert und fir die CAR-Farbung

auf Deckglaschen ausgesat.

Die Darstellung des Coxsackie- und Adenovirus Rezeptors erfolgte exakt nach
dem in Abschnitt C genannten Farbeprotokoll. Fir die Infektionsexperimente
wurden die Zellkulturen in oberflachenbehandelten 6-well Multischalen (Fa. TPP
via Biozym) aufgezogen und nach dem oben beschriebenen Verfahren mit
einem GFP-kodierenden Adenovirus (Ad-GFP) transfiziert.

Nach 24 Stunden wurden die Zellen mit einem Fluoreszenzmikroskop Zeiss
Axiovert 100, ausgestattet mit der Digitalkamera Axiocam, aufgenommen.

Im Anschluss hieran erfolgte die durchflullzytometrische Quantifizierung der
GFP-positiven Zellen mit einem Cytomics FC 500 DurchfluBzytometer (Fa.

Beckman-Coulter).

Die Ergebnisse der Farbung und Infektion sind in den folgenden Abbildungen
tabellarisch dargestellt. Die Aufnahmen der GFP-Infektionen und der indirekten
Immunfluoreszenz wurden nicht an den jeweils gleichen Zellpraparaten

durchgefuhrt und weisen daher unterschiedliche Muster (Zellcluster) auf.
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Abbildung 6:

Vergleich der CAR-Expression von Zellkulturen mit der Infizierbarkeit durch Adenovirus.
A und B: CAR-Expression (rot, Cy3) der Kolonkarzinomzelllinien HT-29 und SW-480.
VergrofRerung 400X. C und D: GFP-Signale (grin) nach Infektion mit Ad-GFP (multiplicity of
infection [MOI] 100). VergroBerung 200X. E: Transfektionsrate der Zelllinien nach Ad-GFP
Infektion (MOl 10 und 100). Die Balken geben den Mittelwert (n=4), die Fehlerbalken die
Standardabweichung der Infektionsraten wieder.

Praparat: A und B: Zellen auf Coverslips, Primarantikorper: Monoklonaler Antikbrper RmcB
(Maus anti-hCAR), Sekundarantikorper: Esel anti-Maus, Cy3-markiert, Kernfarbung: DAPI.
C und D: Monolayer-Infektion mit Ad-GFP (MOI 100). E: Infektion der Zelllinien mit Ad-GFP
(MOI 10 und 100) im Monolayer, Bestimmung der Transfektionsrate durchfluzytometrisch.
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Abbildung 7:

Vergleich der CAR-Expression von Zellkulturen mit der Infizierbarkeit durch Adenovirus.
A und B: CAR-Expression (rot, Cy3) der Zelllinien HuH-7 (HCC) und FaDu (Plattenepithel-Ca).
VergroRerung 400X. C und D: GFP-Signale (grin) nach Infektion mit Ad-GFP (multiplicity of
infection [MOI] 100). VergroBerung 200X. E: Transfektionsrate der Zelllinien nach Ad-GFP
Infektion (MOl 10 und 100). Die Balken geben den Mittelwert (n=4), die Fehlerbalken die
Standardabweichung der Infektionsraten wieder.

Praparat: A und B: Zellen auf Coverslips, Primarantikorper: Monoklonaler Antikbrper RmcB
(Maus anti-hCAR), Sekundarantikérper: Esel anti-Maus, Cy3-markiert, Kernfarbung: DAPI.
C und D: Monolayer-Infektion mit Ad-GFP (MOI 100). E: Infektion der Zelllinien mit Ad-GFP
(MOI 10 und 100) im Monolayer, Bestimmung der Transfektionsrate durchfluRzytometrisch.
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Abbildung 8:

Vergleich der CAR-Expression von Zellkulturen mit der Infizierbarkeit durch Adenovirus.

A und B: CAR-Expression (rot, Cy3) der Cholangiokarzinom-Zelllinien EGI-1 und TFK-1.
VergroRerung 400X. C und D: GFP-Signale (grin) nach Infektion mit Ad-GFP (multiplicity of
infection [MOI] 100). VergroRerung 200X. E: Transfektionsrate der Zelllinien nach Ad-GFP
Infektion (MOl 10 und 100). Die Balken geben den Mittelwert (n=4), die Fehlerbalken die
Standardabweichung der Infektionsraten wieder.

Praparat: A und B: Zellen auf Coverslips, Primarantikdrper: Monoklonaler Antikérper RmcB
(Maus anti-hCAR), Sekundarantikorper: Esel anti-Maus, Cy3-markiert, Kernfarbung: DAPI.
C und D: Monolayer-Infektion mit Ad-GFP (MOI 100). E: Infektion der Zelllinien mit Ad-GFP
(MOI 10 und 100) im Monolayer, Bestimmung der Transfektionsrate durchfluizytometrisch.
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Die Resultate der Farbung auf CAR und der Infektionsexperimente mit Ad-GFP
bei den beiden Kolonkarzinomzelllinien HT-29 und SW-480 sind in Abbildung 6
gezeigt.

Dabei steht einer erkennbar héheren CAR Expression (A und B) bei den SW-
480 Zellen ebenfalls eine hohere Transfektionseffizienz bei der Infektion mit Ad-
GFP (C und D) und eine hohere Transfektionsrate in der DurchfluRzytometrie
(E, 93,62 Prozent [bei MOI 100] versus 10,41 Prozent GFP-positiver Zellen bei
HT-29 Zellen, n=4), im Vergleich mit den HT-29 Zellen gegentber.

Bei der MOI 10 sind die erzielten Transfektionsraten noch starker divergierend,
namlich 76,56 Prozent bei den SW-480 Zellen gegenuber 0,3 Prozent GFP-
positiver HT-29 Zellen. Ursachlich fur den geringeren Anstieg der, sich ohnehin
auf hohem Niveau befindlichen, Transfektionsraten bei den SW-480 Zellen,
obwohl die Viruslast pro Zelle eine Zehnerpotenz hoher lag, ist am Ehesten

eine Sattigungskinetik bei der Virusadsorption am CAR-Rezeptor.

Ein ganz ahnliches Bild ergibt sich bei der Betrachtung der HuH-7
Leberzellkarzinomzelllinie im Vergleich mit den FaDu Zellen (Plattenepithel-
karzinomzellen). Von den FaDu Zellen war schon aus Versuchen einer anderen
Arbeitsgruppe um PD Dr. J. Dahm-Daphi, Klinik und Poliklinik fr
Strahlentherapie und Radioonkologie (UKE), eine relative schlechte

Infizierbarkeit mit Adenoviren bekannt.

So imponieren in Abbildung 7 die HuH-7 Zellen mit einer héheren CAR-
Expression in der Immunfluoreszenz (A und B), intensiveren GFP Signalen,
nach Transfektion mit Ad-GFP, in der Fluoreszenzmikroskopie (C und D) und
schliel3lich auch mit der hdheren Transfektionsrate in der DurchfluRzytometrie
(E, 94,48 Prozent [bei MOI 100] versus 43,97 Prozent GFP-positiver FaDu
Zellen, n=4).
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Die Gallengangskarzinomzelllinien EGI-1 und TFK-1 zeigen hingegen recht
homogene Resultate. Wie in Abbildung 8 erkennbar, zeigen beide Zelllinien in
der Immunfluoreszenz geringe CAR-Signale (A und B), ebenso bieten beide nur
sporadische GFP-Fluoreszenz nach Transfektion mit Ad-GFP mit einer MOI von

100 (C und D), wobei die TFK-1 Zellen etwas intensivere Signale liefern.

Dieses spiegelt sich dann auch in den durchfluBzytometrisch ermittelten
Transfektionsraten wieder, wo die TFK-1 Zellen besser zu infizieren waren,
wenn auch auf niedrigem Niveau (E, 19,41 Prozent [bei MOI 100] gegenuber
11,06 Prozent GFP-positiver EGI-1 Zellen, n=4).
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M. CAR-Expression in humanen Karzinomen

Der Coxsackie- und Adenovirus Rezeptor wurde in Gewebeproben humaner

Karzinome mit einer indirekten Immunfluoreszenzfarbung dargestellt.

Kryoschnitte der Tumoren wurden in einer 4%-igen Paraformaldehydldsung 30
Minuten lang fixiert und dann dem Farbeprotokoll unterzogen, wie unter
Abschnitt C beschrieben. Die fertig gefarbten Schnitte wurden dann mit einem
Fluoreszenzmikroskop Zeiss Axiovert 100, unter Verwendung der Digitalkamera

Axiocam, analysiert und aufgenommen.

Die Resultate sind nachfolgend aufgefuhrt, fir jedes Karzinom exemplarisch ein
Fall. Die jeweils kompletten Aufnahmeserien der Karzinome sind im Anhang

beigefugt.

1. Analyse der CAR-Expression im CCC

Alle untersuchten Kryoschnitte von Gewebeblocken der cholangiozellularen
Karzinome (n=6) zeigten intensive CAR-Signale in der Immunfluoreszenz. Im

gesamten Tumorbereich liel} sich regelhaft der CAR-Rezeptor nachweisen.

Abbildung 9 zeigt exemplarisch den Fall Nummer 0005.

Der Car-Rezeptor ist hier besonders intensiv an den Zellmembranen, auch im
Bereich der basolateralen Zell-Zell-Kontakte, nachzuweisen (D, Pfeile), was
weitestgehend seiner beschriebenen physiologischen Lokalisation in tight

junctions von Normalgewebe entspricht.
Erganzend hierzu ist der CAR-Rezeptor in diesen maligne veranderten

Gallengangsepithelien auch im apikalen, adluminalen Bereich darstellbar (D,

Pfeilspitzen, Pfeile).
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Das im CCC reichlich vorhandene Tumorstroma (Bindegewebe) ist in allen
untersuchten Fallen weitestgehend signalfrei (siehe A, B), die Negativkontrollen
zeigen nur die Zellkerne im DAPI-Kanal (C), bei vereinzelt minimaler

Hintergrundfluoreszenz.

20 um

Abbildung 9:

Darstellung des Coxsackie- und Adenovirus Rezeptors im cholangiozellularen Karzinom
(CCC, Fall 0005) mittels indirekter Inmunfluoreszenz.

Deutliche CAR-Signale (rot, Cy3) sind im Bereich der Interzellularkontakte (Pfeile) und im
adluminalen, apikalen Bereich (Pfeilspitzen, Pfeile) der Tumorzellen des Karzinoms zu sehen.
A: Cy3-Kanal (CAR), B: Zusatzlich mit DAPI-Kanal (Zellkerne), C: Negativkontrolle.
VergroRerung 400X. Die Linie entspricht 50 ym. D: Cy3-Kanal (CAR) und DAPI-Kanal
(Zellkerne). VergréRerung 630X. Die Linie entspricht 20 ym.

Praparat: Kryoschnitt, Primarantikbrper: Monoklonaler Antikdrper RmcB (Maus anti-human

CAR [hCAR]), Sekundarantikorper: Esel anti-Maus, Cy3-markiert, Kernfarbung: 4',6-Diamidino-
2-phenylindol (DAPI).
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2. Analyse der CAR-Expression im HCC

Die untersuchten Kryoschnitte von Gewebeblocken der hepatozellularen
Karzinome (n=7) zeigten eine sehr heterogene CAR-Expression in der

Immunfluoreszenz.

CAR-Signale lieRen sich nicht regelhaft in allen Praparaten nachweisen,

sondern entweder gar nicht oder teils auch nur sporadisch.

Abbildung 10 zeigt exemplarisch den Fall Nummer 0017. Der Virusrezeptor ist
hier intermittierend an den Zellmembranen, im Bereich der Zell-Zell-Kontakte

nachzuweisen (D, Pfeile), jedoch nur in Teilen des Praparates.

Von den 7 untersuchten Gewebeproben zeigten nur 3 intensive CAR-Signale, in
2 weiteren Proben konnte der Rezeptor nur vereinzelt und in den anderen

beiden Gewebeproben gar nicht nachgewiesen werden.
Die Negativkontrollen waren, bis auf die Kerndarstellung mit DAPI,

weitestgehend  signalfrei, bei vereinzelt minimaler, unspezifischer

Hintergrundfluoreszenz (C).
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Abbildung 10:

Darstellung des Coxsackie- und Adenovirus Rezeptors im hepatozellularen Karzinom
(HCC, Fall 0017) mittels indirekter Inmunfluoreszenz.

Intermittierende CAR-Signale (rot, Cy3) sind im Bereich der Zell-Zell-Kontakte (Pfeile) von
Tumorzellstrangen des Karzinoms zu sehen.

A: Cy3-Kanal (CAR), B: Zusatzlich mit DAPI-Kanal (Zellkerne), C: Negativkontrolle.
VergroRerung 400X. Die Linie entspricht 50 uym. D: Cy3-Kanal (CAR) und DAPI-Kanal
(Zellkerne). VergréRerung 630X. Die Linie entspricht 20 ym.

Praparat: Kryoschnitt, Primarantikdrper: Monoklonaler Antikérper RmcB (Maus anti-human

CAR [hCAR]), Sekundarantikorper: Esel anti-Maus, Cy3-markiert, Kernfarbung: 4',6-Diamidino-
2-phenylindol (DAPI).
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3. Analyse der CAR-Expression in Lebermetastasen Kolorektaler Karzinome

Samtliche analysierten Kryoschnitte von Gewebeproben der hepatischen
Metastasen kolorektaler Karzinome (n=13) zeigten eine starke CAR-Expression

in der Immunfluoreszenz.

Im gesamten Tumorbereich liel} sich in regelhafter Art und Weise der CAR-

Rezeptor darstellen.

Abbildung 11 zeigt exemplarisch den Fall Nummer 0124.

Signale des CAR-Rezeptors sind hier besonders intensiv an den
Zellmembranen, im Bereich der Interzellularkontakte nachzuweisen (D, Pfeile),
was wiederum seiner beschriebenen physiologischen Lokalisation in tight

junctions von Normalgewebe (zum Beispiel in Alveolarepithelzellen) entspricht.

Erganzend hierzu ist der CAR-Rezeptor in den drisenartig imponierenden

Tumoranteilen auch am apikalen Zellpol darstellbar (D, Pfeilspitzen).

Die Negativkontrollen zeigen lediglich die Zellkerne im DAPI-Kanal (C), bei

vereinzelt minimaler Hintergrundfluoreszenz.
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Abbildung 11:

Darstellung des Coxsackie- und Adenovirus Rezeptors in der Lebermetastase eines
kolorektalen Karzinoms (Fall 0124) mittels indirekter Inmunfluoreszenz.

Intensive CAR-Signale (rot, Cy3) sind im Bereich der Interzellularkontakte (Pfeile), sowie im
apikalen Bereich (Pfeilspitzen) der Tumorzellen des Karzinoms zu sehen.

A: Cy3-Kanal (CAR), B: Zusatzlich mit DAPI-Kanal (Zellkerne), C: Negativkontrolle.
VergroRerung 400X. Die Linie entspricht 50 uym. D: Cy3-Kanal (CAR) und DAPI-Kanal
(Zellkerne). VergréRerung 630X. Die Linie entspricht 20 ym.

Praparat: Kryoschnitt, Primarantikdrper: Monoklonaler Antikérper RmcB (Maus anti-human

CAR [hCAR]), Sekundarantikorper: Esel anti-Maus, Cy3-markiert, Kernfarbung: 4',6-Diamidino-
2-phenylindol (DAPI).
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V. Kolokalisation von CAR und Z0O-1

Der Coxsackie- und Adenovirus Rezeptor wurde in der Zelllinie HuH-7, einem
cholangiozellularen Karzinom und in Normalgewebe mit dem tight junction

Marker ZO-1, in einer indirekten Immunfluoreszenzfarbung, kolokalisiert.

Die Kryoschnitte wurden in einer 4%-igen Paraformaldehydlésung 30 Minuten
lang fixiert und dann dem Kolokalisationsfarbeprotokoll flr Kryoschnitte

unterzogen, wie unter Abschnitt C beschrieben.

Die HuH-7 Zellen wurden auf Deckglaschen gezichtet und nach Fixierung in
Paraformaldehyd gefarbt. Die Kolokalisation der CAR und ZO-1 Signale erfolgte
dann an einem konfokalen Laser Scanning Mikroskop LSM 510 meta (Fa. Carl

Zeiss).

Die Resultate sind nachstehend aufgeflhrt.

1. Analyse der Zelllinie HuH-7

In der konfokalen Aufnahme lassen sich CAR und ZO-1 in bestimmten Arealen

von konfluenten HuH-7 Zellen kolokalisieren.

Abbildung 12 zeigt eine Laserabtastung derselben optischen Ebene (optische
Schichtdicke < 0,7 ym, Pinhole 1 Airy Unit), aufgeteilt nach CAR-Signalen (A,
Cy3), DNA-Fluoreszenz in den Kernen (B, DAPI), ZO-1-Signalen (C,

AlexaFluor-488) und schlieldlich die Projektion aller erfassten Muster (D).
Die gelben Areale in der Projektion (D, Pfeile) zeigen Areale, in denen CAR und

Z0-1 sich in engster Proximitat befinden. Hier, im Bereich der tight junctions,

kolokalisieren die beiden Moleklle.
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Abbildung 12:

Kolokalisation von CAR und dem tight junction Marker ZO-1 in HuH-7 Zellen.
CAR und ZO-1 kolokalisieren in HuH-7 Zellen in spezifischen Arealen, im Bereich der Zell-Zell-
Kontakte (Pfeile, gelbe Signale).

Konfokale Aufnahme mit dem Zeiss LSM 510 meta Mikroskop. A: Cy3-Kanal (CAR, rot), B:
DAPI-Kanal (Zellkerne, blau), C: AlexaFluor-488-Kanal (ZO-1, griin), D: Alle Kanale in der
Projektion. Vergrésserung 630X. Die Linie entspricht 20 um.

Praparat: HuH-7 Zellen auf Coverslips, Primarantikérper: Monoklonaler Maus anti-hCAR

Antikdrper RmcB, Monoklonaler Hase anti-ZO-1 Antikérper, Sekundarantikdrper: Esel anti-
Maus, Cy3-markiert, Esel anti-Hase, AlexaFluor-488-markiert, Kernfarbung: DAPI.
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2. Analyse an Kryoschnitten eines CCC

Die vorliegende konfokale Aufnahme zeigt, dass sich CAR und ZO-1 in

begrenzten Anteilen des Tumorgewebes kolokalisieren lassen.

Abbildung 13 zeigt eine Laserabtastung derselben optischen Ebene eines
CCCs (Fall 0005, optische Schichtdicke < 0,7 pm, Pinhole 1 Airy Unit),
aufgeteilt nach CAR-Signalen (A, Cy3), DNA-Fluoreszenz in den Kernen (B,
DAPI), ZO-1-Signalen (C, AlexaFluor-488) und schlie8lich die Projektion aller

erfassten Muster (D).

Die gelben Areale in der Projektion (D, Pfeile) zeigen Areale, in denen CAR und

Z0-1 im Bereich der tight junctions kolokalisieren.
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Abbildung 13:

Kolokalisation von CAR und dem tight junction Marker ZO-1 im CCC (Fall 0005).

CAR und ZO-1 kolokalisieren im CCC in spezifischen Arealen, im Bereich der Zell-Zell-Kontakte
(D, Pfeile, gelbe Signale).

Konfokale Aufnahme mit dem Zeiss LSM 510 meta Mikroskop. A: Cy3-Kanal (CAR, rot), B:
DAPI-Kanal (Zellkerne, blau), C: AlexaFluor-488-Kanal (ZO-1, grun), D: Alle Kanale in der
Projektion. Vergrésserung 630X. Die Linie entspricht 20 um.

Praparat: Kryoschnitt, Primarantikdrper: Monoklonaler Maus anti-hCAR Antikérper RmcB,

Monoklonaler Hase anti-ZO-1 Antikdrper, Sekundarantikérper: Esel anti-Maus, Cy3-markiert,
Esel anti-Hase, AlexaFluor-488-markiert, Kernfarbung: DAPI.
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3. Analyse eines normalen Gallenganges

Um Vergleiche mit der Situation im Normalbefund ziehen zu kénnen, wurde die
doppelte Immunlokalisation an einem Kryoschnitt von normalem, tumorfreiem

Lebergewebe durchgefuhrt.

Die vorliegende konfokale Aufnahme zeigt, dass sich CAR und ZO-1 in

bestimmten Gebieten eines regelrechten Gallenganges kolokalisieren lassen.

Abbildung 14 zeigt eine Laserabtastung derselben optischen Ebene einer
Gewebeprobe (Fall 2907, optische Schichtdicke < 0,7 uym, Pinhole 1 Airy Unit),
aufgeteilt nach CAR-Signalen (A, Cy3), DNA-Fluoreszenz in den Kernen (B,
DAPI), ZO-1-Signalen (C, AlexaFluor-488) und schlie8lich die Projektion aller
erfassten Muster (D).

Die gelben Areale in der Projektion (D, Pfeile) zeigen Areale, in denen CAR und

Z0-1 im Bereich der tight junctions kolokalisieren.
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Abbildung 14:

Kolokalisation von CAR und dem tight junction Marker ZO-1 im Gallengang (Fall 2907,
tumorfrei).

CAR und ZO-1 kolokalisieren in spezifischen Arealen, im Bereich der Zell-Zell-Kontakte, sowie
adluminal. (Pfeile, gelbe Signale).

Konfokale Aufnahme mit dem Zeiss LSM 510 meta Mikroskop. A: Cy3-Kanal (CAR, rot), B:
DAPI-Kanal (Zellkerne, blau), C: AlexaFluor-488-Kanal (ZO-1, grun), D: Alle Kanale in der
Projektion. Vergrésserung 630X. Die Linie entspricht 20 um.

Praparat: Kryoschnitt, Primarantikdrper: Monoklonaler Maus anti-hCAR Antikérper RmcB,
Monoklonaler Hase anti-ZO-1 Antikdrper, Sekundarantikdrper: Esel anti-Maus, Cy3-markiert,
Esel anti-Hase, AlexaFluor-488-markiert, Kernfarbung: DAPI.
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E. Diskussion

Krebserkrankungen stellen fir Kliniker und Patienten nach wie vor eine
immense Herausforderung dar. Die heute eingesetzten pharmazeutischen
Therapeutika sind haufig unspezifisch, stellen oftmals eine gravierende
Belastung fur den Patienten dar und sind, nicht zuletzt, zuweilen ineffektiv. Eine
stetig zunehmende Lebenserwartung wird in Zukunft die Problematik der
steigenden Inzidenzen maligner Erkrankungen aggravieren. Neuartige
innovative Therapieoptionen werden daher in Zukunft eine zentrale Rolle im

Kampf gegen den Krebs einnehmen.

Ungleich jeder anderen Krankheit, stellt Krebs fur die Betroffenen durch eine
besondere Perfiditdt eine vitale Bedrohung dar. Das Besondere dieser
Erkrankung liegt in der Entartung und Proliferation korpereigener Zellen des
Patienten. Durch diesen Sachverhalt ist das Wirtsimmunsystem oftmals nicht in

der Lage, adaquat die Bedrohung zu erkennen und ihr entgegenzutreten.

Gleichsam sind Klinikern immer wieder Falle bekannt, bei denen an sich
»2austherapierte und moribunde Patienten spontan genesen. Ursachlich wird
hier das plotzliche Erkennen der Tumorzellen, durch die Komponenten des

Immunsystems, als ,korperfremde” Invasoren diskutiert.

Adenoviren besitzen viele Eigenschaften, die sie im Kontext der
Tumorgentherapie als ideale Vektoren erscheinen lassen. Sie sind relativ
einfach und in hohen Titern herzustellen und zeichnen sich durch Uberlegene
Transduktionsraten aus. Weiterhin integriert ihr Genom nicht ins

Wirtszellgenom, die Transgenexpression ist temporar und somit steuerbar.

Ziel der immunstimulatorischen adenoviralen Tumorgentherapie, im Kontext
dieses Projektes, ist es nun, nach intratumoraler Applikation die Tumorzellen
selbst zur Produktion der jeweiligen humanen Zytokine zu stimulieren. So sollen
Effektorzellen des Immunsystems wie T-Zellen, Makrophagen, Granulozyten
und NK-Zellen lokal im Tumor rekrutiert werden, um dann eine globale,

Systemweite Immunantwort gegen den Tumor auszuldsen.
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Vorteil der lokalen Applikation ist die geringere notwendige Dosis und die damit
verbundene geringere systemische Toxizitat. Vorteil des Induzierens einer
globalen Immunantwort ist die Tatsache, dass auf diesem Wege auch Filiae
erreicht werden kdnnen, solange diese eine ausreichende Remineszenz mit

dem Primarius haben.

Der CAR ist der primare zellulare Rezeptor fur Adenoviren und seine Prasenz
im Zielgewebe ist fur eine effiziente intratumorale Ausbreitung und Infektion
unabdingbar. Dies konnte vielfach in vitro und in vivo bestatigt werden (Douglas
et al. 2001).

Vor diesem Hintergrund sollte als Vorarbeit fur eine mogliche klinische Studie
am Menschen ein Verfahren entwickelt werden, dass den CAR Status im
Zielgewebe beschreiben kann. Unter Verwendung eines monoklonalen
Antikorpers gegen den humanen CAR wurde ein Protokoll an humanen
Zelllinien entwickelt, verifiziert und dann fir den Einsatz an humanen

Gewebeproben aus OP-Material adaptiert und modifiziert.

Das nun vorliegende Protokoll erlaubt es, innerhalb von 24 Stunden nach
Probengewinnung, etwa im Rahmen einer ERCP oder diagnostischen
Laparoskopie bzw. Laparotomie, den CAR Status eines soliden Tumors genau
zu erfassen und zu beschreiben. Somit ist ein Verfahren zur Hand, mit dem

Patienten vor einem Therapieversuch auf den CAR gescreent werden kdnnen.

Als eine Art Biomarker kann der CAR Status nun zur Entscheidungsfindung,
den Patienten mit adenoviralen Vektoren zu behandeln oder anderen

(palliativen) Therapien zuzufuhren, herangezogen werden.

Weiterhin sollten im Rahmen der Arbeit potenzielle Zieltumoren fur eine
adenovirale Immuntherapie identifiziert werden. So wurden humane
Gewebeproben des HCC, CCC und Lebermetastasen kolorektaler Karzinome

analysiert.
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Wahrend bei den HCC Proben CAR nicht regelhaft, sondern nur vereinzelt
nachgewiesen wurde, konnte der CAR in samtlichen CCC Proben und in allen
hepatischen Metastasen kolorektaler Karzinome ausnahmslos dargestellt

werden.

Die Befunde in Zellen, wie auch im Tumor- und Normalgewebe, konnten durch
die exemplarische Kolokalisation mit dem tight junction Marker ZO-1 in der

konfokalen Mikroskopie abgesichert werden.

Somit konnten das cholangiozellulare = Karzinom und kolorektale
Lebermetastasen, in diesem Probenkollektiv, als Zieltumoren bzw. Zielgewebe

fur adenovirusbasierte Therapien ermittelt werden.

Erwahnenswert ist auch die deutliche Diskrepanz, bezlglich CAR Status und
Infizierbarkeit mit Ad-GFP, die zwischen einigen Zelllinien humaner Tumore und
dem CAR Status der korrespondierenden Gewebeproben beobachtet werden
konnte. So zeigten die beiden untersuchten Gallengangskarzinomzelllinien EGI-
1 und TFK-1 jeweils geringe CAR-Signale und eine schlechte Transfizierbarkeit
mit Ad-GFP. Dem gegenuber steht jedoch die regelhafte und reichlich
vorhandenen CAR Expression in den untersuchten humanen Tumorgeweben
des CCC.

Dieses war zunachst unerwartet, Uberrascht jedoch nicht. So kann man sich gut
vorstellen, dass nicht nur wahrend der Isolation von Zellen aus dem
Primargewebe, sondern auch im Rahmen der mitunter jahrelangen
Passagierung von Zellkulturen in vitro, erhebliche Veranderungen im Vergleich

zur Ausgangssituation im Primartumor stattfinden.

Eine Forschungsgruppe konnte erst kurzlich einen ganz ahnlichen Sachverhalt
bei der Analyse und Infektion von kommerziellen Zelllinien, im Vergleich zu
frisch isolierten Zellen und Gewebe im Verband nachweisen. Kommerzielle
Brustkrebszelllinien hatten einen niedrigeren CAR Status in der RT-PCR und
waren schlechter adenoviral transfizierbar, als frisch aus Patientengewebe

isolierte Zellen. Am ehesten konnte die reale Situation an 250 um dicken
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Gewebeschnitten abgebildet werden, die in vitro in Kultur gehalten wurden und

nach adenoviraler Infektion Reportergene herstellten (Stoff-Khalili et al. 2005).

Die beschriebene Methode der Analyse an vitalen Gewebeschnitten ist
sicherlich sehr interessant, weil die dreidimensionale Struktur des
Tumorgewebes erhalten wird und gerade diese ja fur die Ausbildung des CAR
entscheidend sein kann (Anders et al. 2003). Dieses Verfahren erlaubt zudem
eine funktionelle Analyse des CAR und kann bei besonderen Fragestellungen,

etwa bei unklaren oder heterogenen Befunden, wertvolle Informationen liefern.

Es musste jedoch Uberpruft werden, ob diese Methode auch bei anderen
Tumoren als dem Mammakarzinom anwendbar ist. AuRerdem ist sie in der
klinischen Routine sicherlich schwer zu etablieren, da die Bearbeitung

unmittelbar nach Explantation eines Tumorkerns erfolgen muss.

Weltweit wird in der Humanmedizin eine intensive Forschung an
Nagetiermodellen betrieben, allen voran die Maus (Mus musculus). Dies hat
durchaus seine Berechtigung und bringt viele Vorteile mit sich. So kann auf
Versuche am Menschen weitgehend verzichtet werden, Mausmodelle sind gut
etabliert und einfach zu standardisieren, die Maus und andere Nager haben

eine kurze Generationszeit und kdnnen kostenglnstig gehalten werden.

Erwahnt sei hier auch die relativ leichte und ethisch vertretbare Manipulation an
murinen Embryonen bzw. embryonalen Stammzellen, um so genannte Knock-
out Mause zu generieren und die Bedeutung von Genen und ihren Produkten
im Kontext der Entwicklung und Funktion eines Gesamtindividuums zu

erfassen.

Auch in unserer Arbeitsgruppe werden Nagetiermodelle verwendet, so konnte
an einem HCC Modell der Ratte (Rattus norvegicus, Berkenhout 1769)
erfolgreich eine immunologische Krebstherapie mit rekombinanten Adenoviren
dokumentiert werden (Waehler et al. 2005).
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Bei aller Eignung darf aber nicht Ubersehen werden, dass nicht selten am Ende
aufwendiger Forschungsbemuhungen die nuchterne Erkenntnis steht, dass der

Mensch kein Nagetier ist.

Ich erwahne dieses Problem, um darauf hinzuweisen, dass eine jede
potenzielle Therapieoption, im Kontext der Behandlung von menschlichen
Patienten, mit ihrer klinischen Signifikanz steht und fallt.

Entscheidender Malstab fur die Effektivitat einer Behandlung muss ihr
Abschneiden in einer kontrollierten klinischen Studie, mit harten Endpunkten
wie: Zeit bis zur Progression, Uberleben und geeigneten Verlaufsparametern

sowie Vertraglichkeit (dosislimitierende Toxizitat) sein.

Die vorliegende Arbeit zeigt, dass die untersuchten Tumorentitaten, vor allem
das CCC, aber auch hepatische kolorektale Metastasen, die

Mindestvoraussetzung fur eine Tumorgentherapie mit Adenoviren erfullen.

In allen untersuchten Proben der beiden genannten Untergruppen war der CAR

Rezeptor im Tumor vorhanden.

Vor allem das CCC sticht in der getroffenen Auswahl hervor. Hier kann der
deutlichen Mehrzahl der Patienten schon bei der Erstdiagnose nicht mehr mit
einer Heilungsabsicht begegnet werden, oft kommen lediglich Verfahren mit

palliativem Charakter zur Anwendung.

Wahrend fir Patienten mit HCC oder kolorektalen Lebermetastasen
multimodale Behandlungsoptionen vorhanden sind, sind Patienten mit einem

fortgeschrittenen CCC in aller Regel mit einer infausten Prognose konfrontiert.
Wenn auch fir die beiden erstgenannten Neoplasmen eine Tumorgentherapie

mit Adenoviren wohl nie eine First-Line Therapie darstellen wird, so ist dies

beim fortgeschrittenen CCC durchaus vorstellbar.
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Weiterhin ware eine klinische Pilotstudie der Phase | oder Il an CCC Patienten
auch ethisch durchaus vertretbar, denn die Prognose ist in der Regel derart
schlecht und die zur Verfiugung stehenden Methoden so limitiert, dass man bei
faktisch nicht mehr kurativ zu behandelnden CCC-Patienten durchaus einen

Therapieversuch mit adenoviralen Vektoren erwagen kann.

Auch fur dieses klinische Setting hat die vorliegende Arbeit Vorarbeiten
geleistet. Das entwickelte Farbeprotokoll erlaubt es, bei jedem einzelnen
Patienten innerhalb von 24 Stunden den CAR Status im Tumorgewebe zu
erheben. Die Patienten wirden pra-interventionell auf den CAR gescreent und,
bei Vorhandensein, auf die entsprechenden Patientengruppen und

Therapiemodalitaten randomisiert werden.

Dem Nachweis von CAR im Zielgewebe ka&me hierbei die Funktion eines
verifizierbaren Biomarkers zu. Diese Moglichkeit relativiert auch in gewisser
Weise die verhaltnismalig geringe Stichprobenzahl der CCC Gewebeproben,
denn der CAR Status eines Primartumors wirde in jedem einzelnen Fall vor

einer Behandlung mit rekombinanten Adenoviren erfasst werden.

Die Ergebnisse dieser vorgelegten Arbeit bilden nun die Grundlage flur eine
weitere statistische Absicherung, in einer retrospektiven Studie, an asservierten
Gewebeproben. Das Hauptproblem hierbei ware, dass die Reaktion des RmcB-
Antikorpers auf den gangigen Paraffinschnitten ohne Aussagekraft ist. Diesem
Hindernis konnte durch die Etablierung paraffingangiger Antikrper gegen den

CAR begegnet werden.

Eine spanische Arbeitsgruppe um Sangro und Prieto hat 2004 die Ergebnisse
einer Pilotstudie am Menschen, unter Verwendung eines Interleukin-12
kodierenden Adenovirus, veroffentlicht. Der verwendete Virusvektor entspricht

vom Typ her dem von uns benutzten Vektorsystem.

Bei der Uberwiegend ultraschallgesteuerten intratumoralen Applikation an
Patienten mit weit fortgeschrittenen gastrointestinalen Tumoren (vor allem HCC,

kolorektales Karzinom und Pancreas-CA), traten selbst bei extrem hohen
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Virusdosen von 3x10'? Viruspartikeln keine schwerwiegenden unerwiinschten
Wirkungen auf, eine dosislimitierende Toxizitat wurde nicht erreicht. Die
antitumoralen Effekte waren insgesamt mafRig ausgepragt, 29 Prozent der

Patienten erfuhren aber wenigstens keine Tumorprogression.

Unglucklicherweise verstarb der einzige CCC Patient vor dem Follow-Up an
einer ausgepragten, vorbestehenden Peritonealkarzinose, zuvor waren seine

Serumtumormarker jedoch dramatisch rucklaufig.

Als ein madgliches Problem wurde von den Autoren ein eventueller Mangel an
immunologischen Effektorzellen nach vorangegangenen Chemotherapien,
sowie der schlechte Ausgangsstatus der Patienten insgesamt, erachtet (Sangro
et al. 2004).

In einer solchen Situation wurde die vorherige Abklarung des CAR Status, mit
dem hier beschriebenen Protokoll, sicherlich einen entscheidenden Vorteil

erbringen.

Bezlglich einer moglichen eingeschrankten immunologischen Kompetenz
konnte ich mir in diesem Zusammenhang eine ,pra-Konditionierung“ einer Sub-
oder Kontrollgruppe von Patienten, mit etwa G-CSF oder GM-CSF

(beispielsweise Pedfilgrastim bzw. Molgramostim), vorstellen.

Denkbar ware auch die Verwendung von, schon aus Impfstoffen bekannten,
Adjuvantien, wie etwa Aluminiumhydroxid, um eine unspezifische lokale

Immunreaktion zu triggern.
Weiterhin verfugt unsere Arbeitsgruppe Uber gute Erfahrungen mit der MRT-
basierten Darstellung von Tumoren, sowie dem therapeutischen Effekt an

ihnen, sollte er denn auftreten.

Hier wurde es sich anbieten, die adenoviralen Vektoren MRT-gesteuert zu

applizieren. Der Virusldsung kdonnte man ein geeignetes Kontrastmittel, etwa
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Gadolinium, hinzufigen, um so unter der Applikation die Verteilung der

Viruslosung im Zielgebiet und gegebenenfalls daruber hinaus zu erfassen.

Es ware lediglich im Voraus abzuklaren, ob Gadoliniumhaltige Kontrastmittel
1. nicht die Transduktionseffizienz des Virusvektors herabsetzen und 2. ob die
Transgenexpression unbeeinflusst bleibt. Beides ist relativ einfach und ohne

groRen Zeitaufwand zu bewerkstelligen.

Insgesamt sind also durchweg gute Rahmenbedingungen gegeben. Die
Tumorgentherapie hat durchaus das Potenzial, in der Hand des Arztes ein
wirksames Werkzeug bei der Bekampfung von Krebserkrankungen

darzustellen.

Es verbleibt mir zu hoffen, dass die Bemuhungen im Rahmen dieser
Untersuchungen nicht allein dem akademischen Interesse gedient haben,
sondern dass sie tatsachlich Einfluss in die Klinik finden kdonnen und so
eventuell Patienten zu Gute kommen, flr die ansonsten keine Hoffnung mehr
besteht.
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F. Zusammenfassung

Diese Promotionsarbeit beschreibt die Entwicklung und Etablierung eines
Protokolls zur Darstellung des Coxsackie- und Adenovirusrezeptors, mittels

einer indirekten Immunlokalisation, an Zellen und primaren humanen Geweben.

Das vorliegende Protokoll erlaubt es, den CAR Status eines Primartumors oder
seiner Metastasen, innerhalb von 24 Stunden nach Probengewinnung zu

erfassen und zu beschreiben.

Im Rahmen eines Screeningverfahrens konnen aus einem Patientenpool nun
die in Frage kommenden Kandidaten fur eine adenovirale Tumorgentherapie

ermittelt werden.

Weiterhin wurden drei leberstandige solide Tumoren auf ihre CAR Expression
hin analysiert, um hierdurch potenzielle Zieltumoren fur eine adenovirusbasierte

immunologische Krebstherapie zu identifizieren.

Wahrend beim HCC das Bild sehr heterogen war, konnten das
cholangiozellulare Karzinom, sowie Lebermetastasen kolorektaler Karzinome,
als vom CAR Status her geeignete Kandidaten fur die adenovirale Gentherapie

ausgemacht werden.
Die ermittelten Tumorentitaten, vor allem das CCC, sollten nun in einer

klinischen Pilotstudie auf ihre Therapierbarkeit mit adenoviralen Vektoren hin

untersucht werden.
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H. Anhang

. Komplette Aufnahmeserien der Karzinome

Auf den folgenden Seiten sind die vollstandigen Aufnahmeserien der
untersuchten  Gewebeproben des CCC, HCC und kolorektaler

Lebermetastasen, in einer Ubersicht aufgefiihrt.
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Fall 0090 Fall 0005

CAR (Cys3, rot) CAR (Cys3, rot)

C

CAR (Cys3, rot) + DAPI CAR (Cy3, rot) + DAPI

Negativkontrolle (Zweitantikorper) Negativkontrolle (Zweitantikorper)

Abbildung 15:

Komplette Aufnahmeserie der CCCs, Fall 0090 und 0005.

A und B: Cy3-Kanal (CAR), C und D: Zusatzlich mit DAPI-Kanal (Zellkerne), E und F:
Negativkontrolle (Zweitantikbrperkontrolle). VergréRerung 400X. Die Linie entspricht 50 ym.

Praparat: Kryoschnitt, Primarantikdrper: Monoklonaler Antikérper RmcB (Maus anti-hCAR),
Sekundarantikdrper: Esel anti-Maus, Cy3-markiert, Kernfarbung: DAPI.
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Fall 2605 Fall 2717

CAR (Cys3, rot) CAR (Cys3, rot)

C
CAR (Cys3, rot) + DAPI CAR (Cy3, rot) + DAPI

Negativkontrolle (Zweitantikorper) Negativkontrolle (Zweitantikorper)

Abbildung 16:

Komplette Aufnahmeserie der CCCs, Fall 2605 und 2717.

A und B: Cy3-Kanal (CAR), C und D: Zusatzlich mit DAPI-Kanal (Zellkerne), E und F:
Negativkontrolle (Zweitantikbrperkontrolle). VergréfRerung 400X. Die Linie entspricht 50 um.

Praparat: Kryoschnitt, Primarantikérper: Monoklonaler Antikorper RmcB (Maus anti-hCAR),
Sekundarantikdrper: Esel anti-Maus, Cy3-markiert, Kernfarbung: DAPI.
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Fall 0023 Fall 2565

CAR (Cys3, rot) CAR (Cys3, rot)

Cc
CAR (Cys3, rot) + DAPI CAR (Cy3, rot) + DAPI

Negativkontrolle (Zweitantikorper) Negativkontrolle (Zweitantikorper)

Abbildung 17:

Komplette Aufnahmeserie der CCCs, Fall 0023 und 2565.

A und B: Cy3-Kanal (CAR), C und D: Zusatzlich mit DAPI-Kanal (Zellkerne), E und F:
Negativkontrolle (Zweitantikbrperkontrolle). VergréfRerung 400X. Die Linie entspricht 50 um.

Praparat: Kryoschnitt, Primarantikérper: Monoklonaler Antikorper RmcB (Maus anti-hCAR),
Sekundarantikdrper: Esel anti-Maus, Cy3-markiert, Kernfarbung: DAPI.
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Fall 0017 Fall 0020

CAR (Cys3, rot) CAR (Cys3, rot)

C
CAR (Cy3, rot) + DAPI CAR (Cy3, rot) + DAPI

Negativkontrolle (Zweitantikérper) Negativkontrolle (Zweitantikérper)
Abbildung 18:
Komplette Aufnahmeserie der HCCs, Fall 0017 und 0020.
A und B: Cy3-Kanal (CAR), C und D: Zusatzlich mit DAPI-Kanal (Zellkerne), E und F:
Negativkontrolle (Zweitantikbrperkontrolle). Vergréfierung 400X. Die Linie entspricht 50 um.

Praparat: Kryoschnitt, Primarantikdrper: Monoklonaler Antikérper RmcB (Maus anti-hCAR),
Sekundarantikdrper: Esel anti-Maus, Cy3-markiert, Kernfarbung: DAPI.
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Fall 0130 Fall 2569

A

CAR (Cy3, rot) CAR (Cy3, rot)

Cc

CAR (Cys3, rot) + DAPI CAR (Cy3, rot) + DAPI

Negativkontrolle (Zweitantikorper) Negativkontrolle (Zweitantikorper)

Abbildung 19:
Komplette Aufnahmeserie der HCCs, Fall 0130 und 2569.

A und B: Cy3-Kanal (CAR), C und D: Zusatzlich mit DAPI-Kanal (Zellkerne), E und F:
Negativkontrolle (Zweitantikdrperkontrolle). VergréRerung 400X. Die Linie entspricht 50 um.

Praparat: Kryoschnitt, Primarantikdrper: Monoklonaler Antikérper RmcB (Maus anti-hCAR),
Sekundarantikdrper: Esel anti-Maus, Cy3-markiert, Kernfarbung: DAPI.
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Fall 0042 Fall 0047

CAR (Cy3, rot) CAR (Cy3, rot)

Cc
CAR (Cys3, rot) + DAPI CAR (Cy3, rot) + DAPI

Negativkontrolle (Zweitantikorper) Negativkontrolle (Zweitantikérper)

Abbildung 20:

Komplette Aufnahmeserie der HCCs, Fall 0042 und 0047.

A und B: Cy3-Kanal (CAR), C und D: Zusatzlich mit DAPI-Kanal (Zellkerne), E und F:
Negativkontrolle (Zweitantikbrperkontrolle). VergréRerung 400X. Die Linie entspricht 50 ym.

Praparat: Kryoschnitt, Primarantikérper: Monoklonaler Antikérper RmcB (Maus anti-hCAR),
Sekundarantikdrper: Esel anti-Maus, Cy3-markiert, Kernfarbung: DAPI.
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Fall 0061

A
CAR (Cy3, rot)

CAR (Cy3, rot) + DAPI

Cc

Negativkontrolle (Zweitantikorper)

Abbildung 21:

Komplette Aufnahmeserie der HCCs, Fall 0061.

A : Cy3-Kanal (CAR), B: Zusatzlich mit DAPI-Kanal (Zellkerne), C: Negativkontrolle
(Zweitantikorperkontrolle). Vergrofierung 400X. Die Linie entspricht 50 pm.

Praparat: Kryoschnitt, Primarantikorper: Monoklonaler Antikdrper RmcB (Maus anti-hCAR),
Sekundarantikdrper: Esel anti-Maus, Cy3-markiert, Kernfarbung: DAPI.
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Fall 0122 Fall 0124

CAR (Cys3, rot) CAR (Cys3, rot)

Cc
CAR (Cys3, rot) + DAPI CAR (Cy3, rot) + DAPI

F

Negativkontrolle (Zweitantikorper) Negativkontrolle (Zweitantikorper)

Abbildung 22:

Komplette Aufnahmeserie der kolorektalen Lebermetastasen, Fall 0122 und 0124.

A und B: Cy3-Kanal (CAR), C und D: Zusatzlich mit DAPI-Kanal (Zellkerne), E und F:
Negativkontrolle (Zweitantikbrperkontrolle). VergréRerung 400X. Die Linie entspricht 50 ym.

Praparat: Kryoschnitt, Primarantikdrper: Monoklonaler Antikérper RmcB (Maus anti-hCAR),
Sekundarantikdrper: Esel anti-Maus, Cy3-markiert, Kernfarbung: DAPI.
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Fall 0131 Fall 0102

CAR (Cy3, rot) CAR (Cy3, rot)

C
CAR (Cys3, rot) + DAPI CAR (Cy3, rot) + DAPI

F

Negativkontrolle (Zweitantikorper) Negativkontrolle (Zweitantikérper)

Abbildung 23:

Komplette Aufnahmeserie der kolorektalen Lebermetastasen, Fall 0131 und 0102.

A und B: Cy3-Kanal (CAR), C und D: Zusatzlich mit DAPI-Kanal (Zellkerne), E und F:
Negativkontrolle (Zweitantikbrperkontrolle). VergréRerung 400X. Die Linie entspricht 50 ym.

Praparat: Kryoschnitt, Primarantikbrper: Monoklonaler Antikérper RmcB (Maus anti-hCAR),
Sekundarantikdrper: Esel anti-Maus, Cy3-markiert, Kernfarbung: DAPI.
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Fall 0127 Fall 0118

CAR (Cy3, rot) CAR (Cy3, rot)

Cc
CAR (Cys3, rot) + DAPI CAR (Cy3, rot) + DAPI

F

Negativkontrolle (Zweitantikérper) Negativkontrolle (Zweitantikérper)

Abbildung 24:

Komplette Aufnahmeserie der kolorektalen Lebermetastasen, Fall 0127 und 0118.

A und B: Cy3-Kanal (CAR), C und D: Zusatzlich mit DAPI-Kanal (Zellkerne), E und F:
Negativkontrolle (Zweitantikbrperkontrolle). VergréRerung 400X. Die Linie entspricht 50 ym.

Praparat: Kryoschnitt, Primarantikdrper: Monoklonaler Antikérper RmcB (Maus anti-hCAR),
Sekundarantikdrper: Esel anti-Maus, Cy3-markiert, Kernfarbung: DAPI.
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Fall 0100 Fall 014

CAR (Cys3, rot) CAR (Cy3, rot)

Cc
CAR (Cys3, rot) + DAPI CAR (Cy3, rot) + DAPI

Negativkontrolle (Zweitantikorper) Negativkontrolle (Zweitantikorper)

Abbildung 25:

Komplette Aufnahmeserie der kolorektalen Lebermetastasen, Fall 0100 und 014.

A und B: Cy3-Kanal (CAR), C und D: Zusatzlich mit DAPI-Kanal (Zellkerne), E und F:
Negativkontrolle (Zweitantikbrperkontrolle). VergréRerung 400X. Die Linie entspricht 50 ym.

Praparat: Kryoschnitt, Primarantikdrper: Monoklonaler Antikérper RmcB (Maus anti-hCAR),
Sekundarantikdrper: Esel anti-Maus, Cy3-markiert, Kernfarbung: DAPI.
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Fall 0126 Fall 008

CAR (Cys3, rot) CAR (Cy3, rot)

Cc
CAR (Cys3, rot) + DAPI CAR (Cy3, rot) + DAPI

Negativkontrolle (Zweitantikorper) Negativkontrolle (Zweitantikorper)

Abbildung 26:

Komplette Aufnahmeserie der kolorektalen Lebermetastasen, Fall 0126 und 008.

A und B: Cy3-Kanal (CAR), C und D: Zusatzlich mit DAPI-Kanal (Zellkerne), E und F:
Negativkontrolle (Zweitantikbrperkontrolle). VergréRerung 400X. Die Linie entspricht 50 ym.

Praparat: Kryoschnitt, Primarantikdrper: Monoklonaler Antikérper RmcB (Maus anti-hCAR),
Sekundarantikdrper: Esel anti-Maus, Cy3-markiert, Kernfarbung: DAPI.
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Fall 0128 Fall 0112

CAR (Cy3, rot) CAR (Cy3, rot)

Cc
CAR (Cy3, rot) + DAPI CAR (Cy3, rot) + DAPI

Negativkontrolle (Zweitantikérper) Negativkontrolle (Zweitantikdrper)

Abbildung 27:

Komplette Aufnahmeserie der kolorektalen Lebermetastasen, Fall 0128 und 0112.

A und B: Cy3-Kanal (CAR), C und D: Zusatzlich mit DAPI-Kanal (Zellkerne), E und F:
Negativkontrolle (Zweitantikdrperkontrolle). VergroRerung 400X. Die Linie entspricht 50 um.

Praparat: Kryoschnitt, Primarantikorper: Monoklonaler Antikdrper RmcB (Maus anti-hCAR),
Sekundarantikérper: Esel anti-Maus, Cy3-markiert, Kernfarbung: DAPI.
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Fall 2908

CAR (Cy3, rot)

CAR (Cy3, rot) + DAPI

Cc

Negativkontrolle (Zweitantikorper)

Abbildung 28:

Komplette Aufnahmeserie der kolorektalen Lebermetastasen, Fall 2908.

A: Cy3-Kanal (CAR), B: Zusatzlich mit DAPI-Kanal (Zellkerne), C: Negativkontrolle
(Zweitantikdrperkontrolle). VergroRerung 400X. Die Linie entspricht 50 pm.

Praparat: Kryoschnitt, Primarantikdrper: Monoklonaler Antikérper RmcB (Maus anti-hCAR),
Sekundarantikoérper: Esel anti-Maus, Cy3-markiert, Kernfarbung: DAPI.
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Il. Abkiirzungsverzeichnis

°C

5-FU
Abb.
Ad

ADP
AFP

Anti-

BSA
CA
CA19-9
CAR

CCC
CD
CEA
CMV
COX
Cy3

ddH20
DAPI
DMSO
DNA
EDTA
ERCP
FCS

Temperatur in Celsius

Delta, bezeichnet eine Veranderung gegenuber der Regel oder
dem Ausgangswert

Mikro

5-Fluorouracil

Abbildung

Adenovirus, in dieser Arbeit Uberwiegend rekombinante
adenovirale Vektoren bezeichnend

Adenovirus death protein

Alpha-Fetoprotein, onkofetales Antigen, das als Tumormarker fir
das HCC verwendet wird

Geht hier in der Regel dem Epitop, gegen das ein Antikdrper
gerichtet ist, voraus

Bovines Serumalbumin

Karzinom

Carbohydrate antigen 19-9

Coxsackie- und Adenovirusrezeptor, der primare zellulare
Rezeptor fur Adenoviren und Coxsackie B Viren
Cholangiozellulares Karzinom

Cluster of Differentiation

Carcinoembryonic antigen, Karzinoembryonales Antigen
Cytomegalovirus

Cyclooxigenase

Indocarbocyanin, Fluorophor, Exzitationsmaximum 550 nm,
Emissionsmaximum 570 nm

Aqua bidest., zweifach demineralisiertes Wasser
4',6-Diamidino-2-phenylindol

Dimethylsulfoxid

Desoxyribonukleinsaure

Ethylendiamintetraacetat

Endoskopisch retrograde Cholangiopankreatikographie

Fetal calf serum, fotales Kalberserum
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G-CSF
GFP
GM-CSF
HBV
HCC
HCV
HSV
IFN

IL
iINOS
m

MOI
MRCP
MRT

n

NK
p.a.
PBS
PCR
PEI
PFA
PPD
PSC
RGD
RFA
RNA
RT
RT-PCR

TACE

z.B.
Z0-1

Granulozyten Colonie-stimulierender Faktor

Green fluorescent protein, grun fluoreszierendes Protein
Granulozyten-Makrophagen Colonie-stimulierender Faktor
Hepatitis B Virus

Hepatozellulares Karzinom

Hepatitis C Virus

Herpes simplex Virus

Interferon

Interleukin

inducible nitric oxide synthetase, induzierbare Stickoxidsynthetase
Milli

Muiltiplicity of infection, Viruspartikel pro zu infizierende Zelle
Magnetresonanz-Cholangiopankreaticographie
Magnetresonanztomographie, Kernspintomographie

nano

Naturliche Killerzellen

pro analysi, analytischer Reinheitsgrad eines Stoffes
Phosphate Buffered Saline

Polymerasekettenreaktion

Perkutane Ethanolinjektion

Paraformaldehyd

p-Phenylendiamin

Primar sklerosierende Cholangitis

Peptidsequenz Arg-Gly-Asp, Arginin-Glycin-Asparagin
Radiofrequenzablation

Ribonukleinsaure

Raumtemperatur

Reverse Transkriptase PCR, mRNA wird mit dem Enzym Reverse
Transkriptase in cDNA umgeschrieben und diese in einer
Polymerasekettenreaktion amplifiziert und analysiert
Transarterielle Chemoembolisation

Unit(s)

zum Beispiel

Zonula occludens-1 Protein, ein tight junction Marker
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