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Zusammenfassung

In der somatischen Gentherapie sind Moloney-Mausleukadmieviren (Mo-MuLV) abgeleitete
Vektorkonstrukte das meistverwendete und beziglich der Sicherheit und Effizienz am
besten charakterisierte System fir somatischen Gentransfer. Im Vergleich zu anderen
Methoden des Gentransfers bieten Retroviren den Vortell einer stabilen Expression des
Transgens. Allerdings wurden auch bel retroviral eingebrachten Transgenen Verluste der

V ektorexpression nachgewiesen.

Suizidgenvektoren werden zur Zeit in der Klinik zur Entfernung solider Tumoren und bei
allogener Knochenmarktransplantation im Rahmen der adoptiven Immuntherapie in
Immunzellen eingesetzt, um beim Auftreten einer potentiell |ebensbedrohlichen
Transplantat-gegen-Wirt Krankheit (GvHD) eine gezielte Entfernung alloreaktiver
Spenderzellen zu erméglichen. Im Fall der Inaktivierung der Suizidgenfunktion kénnen die
genetisch-modifizierten Zellen jedoch nicht zerstort und die Tumorigenese kontrolliert
bzw. die GvHD urséchlich bekédmpft werden. Zur weiteren Optimierung der Sicherheit
retroviraler Konstrukte wurde in der vorliegenden Arbeit ein klinisch relevanter
Suizidgenvektor in T-Zellen auf Verluste der Expression in vivo Uberprift. Fur die
Untersuchung hierfir zugrundeliegender Ursachen wurde ein Modell (Maus) entwickelt.
Hierbei wurde die Suizidgenfunktion des Vektors zur in vivo Entfernung tumorigener T-
Zellen und damit Aufhebung der Tumorausbildung benutzt. Im Fal ener nur
unvollstandigen  Entfernung  der  Vektor-transduzierten  Tumorzellen  konnten
Tumorrezidive innerhalb eines bestimmten Zeitraums nach Selektion nachgeweisen
werden. Durch die Verwendung von Zellklonen innerhalb des hier présentierten Tumorzell-
Transplantationsmodells war es moglich, unterschiedliche Ursachen der Inaktivierung
retroviraler Sequenzen zu identifizieren: a) chromosomaler Verlust, b) Exzision des
proviralen Vektors durch LTR-Rekombination und ¢) Ldschung der Suizidgenexpression.
In dieser Arbeit wird zum ersten Ma en in vivo-Modell fur die Quantifizierung der
Frequenzen unterschiedlicher Abschaltungsursachen retroviraler Vektoren vorgestellt.
Vorteil des hier etablierten Modells ist, dal3 aufgrund seiner Sensitivitét auch seltene
Abschaltungsereignisse  nachweisbar sind. Hierdurch  konnten die jewelligen

Abschaltungshaufigkeiten zur Bewertung der Sicherheit retroviraler Suizidgenvektoren



Zusammenfassung

guantifiziert werden. Das Modell erlaubt eine Abschdtzung der Risiken des Verlusts der
Vektorexpression in den beiden derzeitigen klinischen Anwendungmdglichkeiten. In der
Onkologie konnten chromosomale Verluste trotz geringer Mutationsraten aufgrund der
haufig festgestellten, genetischen Instabilitét von Tumorzellen zu Rezidiven fuhren. Diese
Ursache des Verlusts der Suizidgenexpression sollte bel diploiden T-Zellen, die bel
Auftreten einer GvHD entfernt werden sollen, nicht von grof3er Bedeutung sein. LTR-
Rekombination und Léschung wurden in der vorliegenden Arbeit as weitere Ursachen fir
die Inaktivierung der Vektorfunktion nachgewiesen. Sie traten ebenfalls jeweils mit einer
geringen Inzidenz auf. Da bel einer Knochenmarktransplantation haufig nur geringe
Mengen von T-Zellen (etwa 1x10°) kotransplantiert werden, sollte eine selektive in vivo T-
Zelldepletion ausreichen, um die Anzahl immunogener T-Zellen unter den fir die GvHD
kritischen Schwellenwert zu reduzieren. Insofern ist die Sicherheit retroviraer

Suizidgenvektoren hierbel al's hoch einzuschéatzen.

Ziel weiterer Untersuchungen war die Charakterisierung von cis-aktiven Elementen, die
eine dauerhafte Expression retroviraler Vektoren in humanen T-Zellen ermdglichen. Zu
diesem Zweck wurde die Expression von zwei Vektoren mit unterschiedlichen, intern im
V ektorgenom gelegenen, Promotoren (CMV versus PGK) in vitro miteinander verglichen.
Hierbel wies das Vektorkonstrukt mit dem CMV-Promotor eine deutlich stabilere

Transgenexpression gegeniber dem Konstrukt mit dem PGK -Promotor auf.
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1. Einleitung 1

1. Einleitung

Von Retroviren abgeleitete Vektoren werden fur den Gentransfer in Eukaryontenzellen
erfolgreich eingesetzt. Die retrovirusvermittelte Genexpression wurde bereits experimentel|
zur Klarung einer Vielzahl biologischer Fragestellungen, insbesondere der Anayse von
Entwicklungsvorgangen, von Zell-Zell-Interaktionen und der Onkogenese eingesetzt
(Soriano und Jaenisch, 1986; Laker et al., 1987; Keller und Snodgrass, 1990; Just et al.,
1991; Cepko et al., 1993). In neuen Anwendungsgebieten, wie der somatischen
Gentherapie (Uberblick in Baum et al., 1996), ist haufig eine hohe und langanhaltende
Expression des Transgens in vivo winschenswert. Diese Voraussetzung ist allerdings nicht
immer erfillt. Zelulare Mechanismen verhindern, in  Abhangigkeit vom

Differenzierungsstadium der Zelle, eine hohe Expression.

Ziel der vorliegenden Arbeit ist die Aufklarung von Mechanismen, die zu einer
Inaktivierung der Vektorfunktion fuhren. Auf3erdem soll die Quantifizierung dieser, dem
retroviralen Expressionsverlust zugrundeliegenden, Mechanismen vorgenommen werden.
Um die Funktion und Effizienz der retroviralen Suizidgenvektoren in vivo zu testen, wurde

ein Onkogenese-Testsystem in der Maus etabliert.

1.1 Retroviren

Retrovirale Vektoren représentieren gegenwaértig das meistverwendete und beziglich der
Sicherheit und Effizienz am besten charakterisierte System fur somatischen Gentransfer
(Baum und Ostertag, 1996). Die klassischen retroviralen V ektorsysteme beruhen auf Maus-
Leuk&mieviren (MuLV) und auf von diesen Viren abgeleiteten Formen. In dieser Arbeit
wurden Vektoren auf Basis des lymphotropen Moloney-Mausleukémievirus (Mo-MuLV)
verwendet. Im Gegensatz zu den urspringlichen Mausviren sind die meisten abgeleiteten
Vektoren aus Grinden der Sicherheit nicht replikationskompetent. Aufgrund geringer
Homologie der Vektoren zu humanen, zelluldren DNA-Sequenzen ist das Risiko der
Entstehung neuer replikationskompetenter Viren minima (Baum und Ostertag, 1994,
Baum et al., 2002). Onkologische Anwendungen zur Transduktion solider Tumoren mit

Suizidgenvektoren nutzen die Tatsache, dald MuLV-Retroviren nur sich teilende Zellen
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infizieren. Eine genetische Modifikation von hédmatopoetischen Vorléauferzellen und T-
Lymphozyten in vivo ist schwierig, da sich diese Zellen Gberwiegend nicht im Zellzyklus
befinden. Aus diesem Grund erfolgt hierbei der Gentransfer ex vivo nach Stimulation der

selektionierten und angereicherten Zellen.

1.1.1 Aufbau der Retroviren

Retroviren sind RNA-Viren, die Uber ein DNA-Intermediat replizieren. Als Trager fur die
Erbinformation enthalten sie zwei identische RNA-Molekule mit einer Grof3e von 7-10 kb,
die strukturell, mit einer “Capping”-Struktur am 5'-Ende und Polyadenylierung am 3'-
Ende, wie zellulare “messenger” RNAs (mMRNAS) aufgebaut sind (Kung et al., 1975;
Bender und Davidson, 1976; Dube et al., 1976; Haseltine et al., 1977; Taylor, 1977,
Varmus, 1988). Assoziert mit Nukleoproteinen und spezifischen tRNA-Molekilen als
Primer fir die Reverse Transkriptase sind sie gemeinsam mit viruskodierten
Replikationsenzymen (Reverse Transkriptase, Protease, Integrase) in ein ikosaedrisches
Kapsid eingeschlossen. Matrixproteine, als Produkte des-gag Gens, umgeben als innere
virdle Proteinhille das Kapsid. Aulen befindet sich eine Lipid-Doppelmembran mit
inserierten  Virus-kodierten (env-) Glykoproteinen. Diese bestehen aus ener
transmembranen Komponente und dem locker aufgesetzten Oberflachenglykoprotein (Gray
und Roth, 1993). Die extrazellulare Domane vermittelt die Wirtsspezifitét der Retroviren
(Kozak et al., 1995; Morgan et al., 1993; Baum et al., 2002), indem es an spezifischen
Rezeptoren in der Membran der Wirtszelle haftet (Albritton et al., 1989; Weiss et al.,
1989).

Das RNA-Genom besitzt strukturelle Modifikationen mit einer " Capping”-Struktur am 5’ -
Ende und Polyadenylierung am 3'-Ende, die fir zelluldre mRNASs charakteristisch sind.
Das Genom replikationskompetenter Maus-Retroviren ist in der Regel nach folgendem
Muster aufgebaut:

5 cap-R-U5-PBS-Y------ gag----pol----env------ U3-R-poly (A) 3

Terminal befinden sich redundante (R) Regionen, denen bei der reversen Transkription

eine entscheidende Rolle zukommt. Die U5-Region (U="unique’) wird durch die
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flankierende Sequenz R und die Primer Bindungsstelle (PBS) begrenzt. Funktionell wird
sie fur die Verpackung, sowie die Initiation der reversen Transkription benétigt. Die PBS
besteht aus einer Erkennungssequenz fur spezifische tRNA-Molekile, die as Primer fur
die Reverse Transkriptase fungieren. Zwischen der PBS und dem Start-Codon fur das
virde gag-Gen befindet sich, in einem as "Leade™ bezeichneten Abschnitt, das
Verpackungssignal ) (Alford et al., 1991). Im Fall des Mo-MuLV Genoms erstreckt es
sich bisin das gag Gen hinein (Bender et al., 1987). Die U3-Region bildet den spateren 5'-
Abschnitt der "Long Terminal Repeats’ (LTRs; siehe Kap. 1.1.2) und enthdt als DNA-

Sequenz Elemente zur Kontrolle der Transkription.

Die zwischen den LTRs liegenden Gene kodieren fir die viralen Proteine gag, pol und env.
Das Gruppen-spezifische Antigen (gag) kodiert fur Vorlaufer der Nukleoproteine, des
Kapsids und der Matrix. Das sich anschlief3ende pol-Gen beeinhaltet die genetische
Information zur Bildung der folgenden Replikationsenzyme: Protease, Reverse
Transkriptase mit RNase H Aktivitat und Integrase (DNA-Endonuklease). Wie bereits
erwahnt, kodiert die env-Region das glykosylierte Hlllprotein (Gray und Roth, 1993).

1.1.2 Replikationszyklus von Retroviren

Durch die extrazelluldre Doméne (SU-Untereinheit; SU="surface’) des Env-Proteins
stellen retrovirale Partikel den spezifischen Kontakt zur Zielzelle her. Nach der Fusion
viraler und zellularer Membranen erfolgt anschlief3end die Freisetzung des Nukleokapsids
in das Zytoplasma der Zelle (Hunter und Swanstrom, 1990). Hier findet nun die reverse
Transkription des viralen RNA-Genoms in doppelstréngige DNA statt (Coffin, 1996).
Durch diesen Prozef3 wird ein einzelnes virales DNA-Molekil mit zwel vollstandigen
LTRs generiert. Die LTRs entstehen durch Verdopplung der U3- und U5-Regionen des
RNA-Genoms und haben die typische Struktur 5'-U3-R-U5-3' (Ramsey und Panganiban,
1993). Fur den Kerntransport der mit Nukleokapsidproteinen als Komplex vorliegenden
proviralen DNA ist die Auflésung der Kernmembran wahrend der Mitose notwendig
(Miller et al., 1990; Roe et al., 1993). Die Integration der linearen DNA in das zellulére
Genom wird von der Integrase katalysiert. Diese erfolgt im Hinblick auf die Position im
Wirtsgenom sequenzunabhangig (Shimotohno und Temin, 1980) und zuféllig (Withers-
Ward et al., 1994), allerdings mit Préferenz fur offene Chromatinbereiche (Rohdewohld et
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al., 1987; Schulz et al., 1987; Mooslehner et al., 1990; Scherdin et al., 1990). Nach
Integration kann das Provirus as aulferst stabil angesehen werden. Die Transkription des
integrierten Provirus wird durch die zellulare RNA-Polymerase Il vermittelt. Die
entstehenden mMRNA-Molekile koénnen im folgenden entweder als Matrize fur die
Trandation der retroviraen Proteine genutzt oder als RNA-Genom in neue Viruspartikel
verpackt werden. Das Matrixprotein interagiert im letzteren Fall mit der inneren Oberflache
der Zytoplasmamembran und vermittelt schliefdlich die Knospung des Virus (Kréusslich
und Welker, 1996). Bis zur volligen Reifung finden auch nach der Freisetzung zusétzliche
Prozesse in den Virionen statt (Einfeld, 1996).

1.1.3 Retrovirale Vektoren und Verpackungszellinien

Retroviren sind als Vektorsysteme besonders geeignet, da eine strikte raumliche Trennung
von cis-aktiven Sequenzen fur die Virusreplikation und viruskodierten, trans-aktiven
Sequenzen (gag, pol, env) vorgenomen werden kann, ohne die Fahigkeit zur Verpackung
des RNA-Genoms, der Infektion, der reversen Transkription und der proviralen Integration
wesentlich zu beeinflussen (Tabin et al., 1982). Durch Insertion von Fremd-DNA an Stelle
der entfernten in trans-wirkenden Elemente entsteht ein retroviraler Vektor. Fur eine
effiziente reverse Transkription und Verpackung der Vektoren sind das retrovirae
Verpackungssignal und die PBS notwendig. Fir die Herstellung infektitser, replikations-
inkompetenter Vektorpartikel mussen die Proteine fur die Verpackung in trans zur
Verfligung gestellt werden. Um sogenannte Verpackungszellinien zu generieren, werden
z.B. Fibroblastenzellinien mit entsprechenden Expressionsplasmiden fur die
Verpackungsproteine transfiziert (Miller, 1990). Um die unerwiinschte Entstehung
replikations-kompetenter Retroviren (RCRS) zu minimieren, enthalten moderne
Verpackungszellinien zumindest zwel Expressionskonstrukte fir virale Gene, bel denen
das eine fur gag-pol- und das andere fir env-Gene kodiert (Miller, 1990). In diesem System
sind mindestens drel Rekombinationsereignisse erforderlich, damit ein RCR entstehen
kann (Markowitz et al., 1988). Durch Transfektion oder Transduktion wird der retrovirale
Vektor in die zelluldre DNA der Verpackungszellinie eingebracht. Die transkribierte virale
RNA wird zu Virionen verpackt. Die freigesetzten, reifen Virionen sind in der Lage,

bestimmte Zellen zu infizieren und als Provirus in das Wirtszellgenom zu integrieren.
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Aufgrund des Fehlens der retroviralen Genprodukte sind sie jedoch nicht in der Lage, einen

erneuten Replikationszyklus zu durchlaufen und die Zelle wieder zu verlassen.

1.2 Das hamatopoetische System

Retrovirale Vektoren sind in der Lage, verschiedene humane Zellen, darunter lymphoide
und myeloide, sowie deren Vorlaufer, zu infizieren und eine linienspezifische Expression
zu vermitteln (siehe Kap. 1.3). Nach der Infektion inseriert das Virus stabil in das zellulére
Genom der Wirtszelle. Aufgrund der genannten Eigenschaften eignen sich retrovirae
Vektoren hervorragend fur die somatische Gentherapie hamatopoetischer Zellen. Aus
Grinden der Sicherheit und Effizienz wird der Gentransfer in diese Zellen ex vivo
durchgefuhrt. Durch diese Methode ist die Einstellung definierter Infektionsbedingungen

fur die Transduktion hdmatopoetischer Zellen moglich.

Den zelluldren Blutbestandteilen lassen sich verschiedene Funktionen im Bereich der
Atmung, des Transportes und der Immunabwehr zuordnen. Aufgrund der begrenzten
Lebensdauer dieser terminal differenzierten Zellen missen diese kontinuierlich
nachgebildet werden. Diese Aufgabe wird von hamatopoetischen Stammzellen
Ubernommen. Sie zeichnen sich durch die Fahigkeit aus, sich selbst erneuern und alle
anderen Blutzellinien generieren zu konnen. Als Hamatopoese wird der Prozef3 bezeichnet,
bei dem eine Blutzelle durch zellspezifische Genexpression einen spezifischen Phanotyp
erwirbt (Shivdasani und Orkin, 1996). Die Entwicklung der pluripotenten
hématopoetischen Stammzelle zur reifen ausdifferenzierten Blutzelle erfolgt Uber
multipotente und unipotente Vorlauferstufen und |&3t sich als Hierarchie von Zellinien
darstellen (Abb. 1, S. 6). Im Rahmen dieses Prozesses nimmt das Differenzierungspotential
und die Proliferationsfahigkeit der Zellen zunehmend ab. Die Unterscheidung der
verschiedenen Zellinien erfolgt aufgrund unterschiedlicher Gesichtspunkte, wie
morphologische Eigenschaften, Oberflachen-Antigene, Vorkommen bestimmter Enzyme,

sowie dem differentiellen Expressionsmuster der Zellen fur spezielle Gene.



1. Einleitung 6

Himatopoese: Bildung der Blutzellen durch pluripotente Stammzellen
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Abbildung 1: Schematische Dar stellung der Hamatopoese (nach Stocking und Ostertag, 1990)
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1.3 Linienspezifische Expression retroviraler Vektoren

Die linienspezifische Expression retroviraler Vektoren innerhalb der Hamatopoese wird
mal3geblich durch die Zusammensetzung der im Vektor befindlichen cis-aktiven Elemente
determiniert. Von Bedeutung sind die in den retroviralen Enhancern befindlichen
Erkennungssequenzen fur Transkriptionsfaktoren, die bel Differenzierungsprozessen in den
betreffenden Zielzellpopulationen beteiligt sind. AuRerdem spielen Sequenzen der PBS
eine Rolle. Sie besitzen Funktionen bei der Replikation und bel der Kontrolle auf Ebene
der Transkription.

Fur den Mo-MuLV sowie andere murine Retroviren wurde gezeigt, dal3 ihre Expression in
undifferenzierten, embryonalen Zellen und hamatopoetischen Stammzellen unterdriickt
wird (Jahner et al., 1982; Stewart et al., 1982; Challita und Kohn, 1994; Laker et al., 1998;
Ubersichtsartikel: Stocking et al., 1993). Dieses Ergebnis ist darauf zurtickzufiihren, dal?
die Zellen nicht ausreichend mit Faktoren zur Aktivierung der Transkription ausgestattet
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sind oder Repressorproteine fur die retroviralen Enhancer exprimieren (Baum et al., 1995).
Mutationen kdnnen Bindungsstellen flr putative Repressormolekile zerstdren bzw. solche
fur Transkriptionsaktivatoren erst generieren, wie es z.B. bel der Entstehung des
Myeloproliferativen Sarkomvirus (MPSV) der Fall war. Konsequenz war eineim Vergleich
zum Mo-MuLV verbesserte Expression der MPSV abgeleiteten Vektoren in
undifferenzierten hamatopoetischen Zellen (Franz et al., 1986). Durch ene der
charakterisierten Punktmutationen im LTR-Bereich wurde eine Bindungsstelle fir den
Transkriptionsfaktor Spl erzeugt (Stocking et al., 1985 und 1986; Grez et al., 1991).
Dieser Faktor ist ein wichtiger Transkriptionsregulator in hdmatopoetischen Zellen
(Shivdasani und Orkin, 1996). Weitere Modifikationen in Enhancerregionen und der PBS
ermdglichten die Isolierung des murinen embryonaen Stammzellvirus -MESV- (Franz et
al., 1986; Hilberg et al., 1987; Grez et al., 1990), das in undifferenzierten, embryonaen
und hamatopoetischen Stammzellen exprimiert wird (Grez et al., 1990; Baum et al., 1995).
Durch Kombination von Sequenzen aus ” Friend-Spleen Focus-Forming Virus’ (F-SFFVp)
und MESV war eine Erweiterung des Wirtsspektrums maoglich. Vektoren aus dem hieraus
resultierenden FMEV (F-SFFVp/MESV) vermittelten zusétzlich eine Transgenexpression
in myelo-erythroiden Vorlauferzellen und Lymphozyten (Pawliuk et al., 1997). Dennoch
wurde weiterhin das Auftreten transkriptioneller Repression festgestellt (Laker et al., 1998;
Osborneet al., 1999).

Neben der negativ regulatorischen Wirkung von in trans-wirkenden Faktoren auf die
Transkription wurden weitere Mechanismen identifiziert, die an der Repression der viralen
Expression beteiligt sind. Festgestellt wurde dabei eine Korrelation zwischen Methylierung
und Expressionsverlust des Provirus. Hierbei konnen jedoch je nach
Differenzierungsstadium der Zellen unterschiedliche Mechanismen zugrundeliegen. In
undifferenzierten, nicht-permissiven Zellen steht die de novo Methylierung im
Zusammenhang mit der Abschaltung retroviraler Sequenzen (Stewart et al., 1982; Jahner et
al., 1982). Allerdings besitzt sie hierbei vermutlich nur eine unterstiitzende Funktion, dasie
nach erfolgter Ldschung zeitlich verzogert eintritt (Niwa et al., 1983; Kempler et al.,
1993). Bei bereits differenzierten, fur retrovirale Expression permissiven Zellen (Asche et
al., 1984; Seliger et al., 1986; Laker et al., 1998) wird angenommen, dal3 die Methylierung

eine der Ursachen fir die stillgelegte Expression ist.
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Unabhangig von der Zellinie und dem Differenzierungsstadium kann auferdem die
raumliche Struktur, der den Integrationsort flankierenden Genomsequenzen, die virale
Expression beeinflussen (Sorge et al., 1984; Taketo et al., 1985; Phi-Van et al., 1990;
Hoeben et al., 1991). Zum Schutz vor diesen negativ regulatorischen Einfllissen aus dem
zelluldren Chromatin wurden erfolgreich sogenannte Insulatorelemente in Retroviren
eingebaut (Dang et al., 2000).

1.4 Adoptive Immuntherapie

Adoptive Immuntherapie bezeichnet eine Therapieform, bei der Immunzellen von einem
Spender auf einen Patienten transplantiert werden. Aufgrund der potenten Wirkung von
Donor T-Zellen auf die vom Immunsystem des Patienten nicht erkannten, verbliebenen
Krebszellen kommt diese Therapie mittlerweile routinemaldig bei bestimmten Krebsarten
zur Anwendung. Die Reaktivitét des Transplantats gegentiber den Leukémie-/Tumorzellen
wird as GvL/GvT-Effekt bezeichnet.

Mit Hilfe von Tiermodellen (Maus) wurde gezeigt, dal3 immunkompetente Zellen
Hauptmediatoren dieses Effekts sind (Bortin et al., 1979; Truitt und Atasoylu, 1991; Weiss
et al., 1990; Rocha et al., 1997). Im humanen System sind jedoch weder der Mechanismus
noch die den Effekt verursachenden Mediatoren und Zielstrukturen geklart. Wahrscheinlich
sind alloreaktive Zellen und schwache Histokompatibilitéskomplex (Nebenlocus)-Antigene
beteiligt, da GvHD und GvL korreliert auftreten (Sosman und Sondel, 1993; Soiffer, 1997).
In diesem Zusammenhang werden auch NK (naturliche Killer)-Zellen, LAK (Lymphokin-
aktivierte Killer)-Zellen (Horowitz et al., 1990; Drobyski et al., 1990; Charak et al., 1992),
Monozyten, andere mononukledre Zellen und Lymphokine (Porter et al., 1994) diskutiert.
Indirekte Hinweise geben Rickschlu® auf das Vorhandensein des GvL-Effekts. Nach
allogener Transplantation hatten Patienten mit einer milden bis moderaten GvHD ein
geringeres Rezidivrisiko im Vergleich zu solchen, die keine GvHD aufwiesen (Weiden et
al., 198la und 1981b). Die Rezidivrate bei syngener Transplantation zwischen
Zwillingspaaren, die keine GVHD entwickelten, war bedeutend groR3er as bel allogener
Transplantation zwischen nahe verwandeten Spendern (Horowitz et al., 1990; Gale und
Champlin, 1984; Porter et al., 1994; Gratwohl et al., 1995; Kolb et al., 1995; Collins et al.,
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1997). Die Annahme einer Korrelation zwischen Alloreaktivitdt und GvL-Effekt wird
dadurch unterstitzt, dal3® eine ex vivo T-Zelldepletion von alogenem Spender
Knochenmark zwar zum einen die Inzidenz von sowohl akuter als auch chronischer GvHD
herabsetzt, zum anderen aber gleichzeitig die Leukamie-Ruckfallrate signifikant ansteigen
a3t (Marmont et al., 1991). Der erste direkte Beweis fur einen im Menschen induzierten
GvL-Effekt wurde bei Patienten mit CML (chronisch myeloischer Leukamie)-Rezidiv
nachgewiesen (Kolb et al., 1990). Hierbei konnte den allogenen, mononukledren Zellen die
eindrucksvolle Potenz zugeordnet werden, CML-Zéellen in vivo zu identifizieren und zu

zerstoren.

Die adoptive Immuntherapie wird seit einigen Jahren bei unterschiedlichen Indikationen
erfolgreich eingesetzt. Im Rahmen der Rezidivbehandlung, nach allogener Transplantation,
kann bei 50-70% der Patienten mit CML eine komplette Remission bewirkt werden (Giralt
et al., 1995; Wather et al., 1996; Collins et al., 1997). Weniger effektiv ist diese
Behandlungsform bel Patienten mit anderen hdmatol ogischen Erkrankungen (AML=akute
myeloische Leukédmie, MDS=myelodysplastisches Syndrom; ALL=akute lymphatische
Leukamie) und der anschlief3enden Rezidivbehandlung (Walther et al., 1996). Um nach
allogener Transplantation mit T-Zell-depletiertem Knochenmark das Auftreten einer
Rezidiverkrankung zu verhindern, wird die Infusion von T-Lymphozyten zur Entfernung
residueller Tumorzellen zeitversetzt durchgefohrt (Sullivan et al., 1989). Die
medikament6s induzierte, schwere Immunsuppression transplantierter Patienten begiinstigt
das Auftreten viraler Infektionen. Von besonderer Bedeutung fir die Morbidité und
Mortalitét bis zum Tag +100 nach Knochenmarktransplantation (KMT) ist die
Zytomegalievirus (CMV)-Infektion (Riddell et al., 1992; Walter et al., 1995). Die Gabe
spezifischer, gegen CMV-Strukturproteine gerichtete, CD8" Spender T-Zellklone gilt als
vielversprechender Ansatz zur Rekonstitution zellulérer Immunitét gegen CMV (Reusser et
al.,, 1991; Schuler und Ehninger, 1992; Walter et al., 1995). Auch zur Bekampfung
Epstein-Barr-Virus  (EBV)-transformierter  Zellen, die mit dem  Auftreten
lymphoproliferativer Erkrankungen assoziiert sind, wurde der adoptive Transfer von
zytotoxischen T-Zellen beschrieben (Papadopoulos et al., 1994; Rooney et al., 1995;
Heslop et al., 1996). Sogar zur Behandlung fortgeschrittener, solider Tumore wurden
bereits Tumor-infiltrierende Lymphozyten (TIL) und Lymphokin-aktivierte-Killerzellen
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(LAK) eingesetzt. Als Reaktion auf diese Therapieform wurden als Parameter allerdings
nur eine kurzzeitige Abnahme des Tumorvolumens und eine Reduktion der Tumormarker
gewertet (Rosenberg et al., 1988; Wallace et al., 1993; Boasberg, 1996).

Generell soll die Infusion alogener Spender-Lymphozyten im Rahmen der alogenen
Knochenmarktransplantation das Anwachsen des Transplantats beglnstigen, den Patienten
bis zur Rekonstitution des Immunsystems vor Infektionen schitzen (Gvl-Effekt) und die
Zerstérung residueller Leukamie-/Tumorzellen bewirken (GvL/GvT-Effekt). Allerdings ist
diese Therapieform mit Risiken verbunden, neben einer ausgeprégten Panzytopenie ist das
Auftreten einer schweren GvHD mdglich. Zur Minimierung des GvHD-Risikos, unter
gleichzeitiger Erhatung der geschilderten positiven Effekte, werden unterschiedliche
Strategien verfolgt: die Verabreichung von Zytokinantagonisten (Anti-TNF, I1L-1-
Antagonist u. a.; Piguet et al., 1987; Ferrara et al., 1992), Depletion bestimmter T-Zell-
Subtypen (Giralt et al., 1995), Infusion einer begrenzten Anzahl T-Lymphozyten (Giralt et
al., 1995) und eine zeitlich versetzte Infusion immunkompetenter Zellen nach erzeugter
Toleranz in transplantierten Patienten (Walther et al., 1996). Besonders erfolgreich war die
Infusion gentechnisch veranderter T-Zellen (Tiberghien et al., 1994; Bordignon et al.,
1995; Bonini et al., 1997). Diese sind mit einem sogenannten Suizidgen ausgestattet, das
ihre selektive in vivo-Depletion im Fall einer GvHD ermdglicht.

1.4.1 Suizidgenstrategien: Wirkungsweise und Anwendung in der Klinik

Expressionsprodukte von Suizidgenen definieren sich durch ihre Fdhigkeit, eine nicht-
toxische Vorstufe (Prodroge) in eine zytotoxische Substanz umzuwandeln und dadurch die

Apoptose der Zelle einzuleiten.

In der Literatur sind eine Reihe solcher Suizidgen/Prodrogen-Systeme beschrieben, wie
z.B. Cytosin-Desaminase/5-Fluorcytosin (Mullen et al., 1992), Varizella zoster virus
(VZV)-Thymidinkinase/Bromvinyl-Desoxyuridin (BVDU, Grignet-Debrus und Calberg-
Bacq, 1997), Guaninphosphoribosyl-Transferase (GPT)/6-Thioguanin und HSV-Tk/GCV
(Ubersichtsartikel: Dilber und Smith, 1997).
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Urspringlich wurde das Konzept des Suizidgentransfers fur die Transduktion von
Tumorzellen im Rahmen der Krebstherapie entwickelt (Moolten, 1986; Culver et al., 1992;
Caruso et al., 1993; Oldfield et al., 1993). Neben der direkten Entfernung transduzierter
Zellen und der Induktion einer Immunantwort nutzt diese Strategie zusétzlich den
sogenannten ”Bystander”-Effekt. Dieser Effekt beruht auf der Zerstérung benachbarter,
untransduzierter Zellen nach Aktivierung des Suizidmechanismus in den transduzierten
Zéellen. Da dieses Phanomen bevorzugt in soliden Zellverbanden auftritt (Elshami et al.,
1996; Hamel et al., 1996; Rogers et al., 1996; Dilber und Smith, 1997; Ishii-Morita et al.,
1997), wird angenommen, dal3 das metabolisierte Medikament auch interzellulér Gber Zell-
Zellverbindungen ("gap junctions’) oder Phagozytose Ubertragen wird. Aus diesem Grund
ist der "Bystander”-Effekt von grof3er klinischer Bedeutung fir die Therapie solider
Tumore, da diese selbst eine sehr geringe Transduktionseffizienz aufweisen. Bei einer
Transduktionsrate von 10 % der Tumorzellen, mit z.B. dem HSV1-Tk Gen, kann bereits
ein deutlicher ”Bystander”-Effekt hervorgerufen und eine Reduktion des Tumorvolumens

bewirkt werden (Freeman et al., 1993).

Einer der ersten gentherapeutischen Ansdize in der Onkologie war die Herstellung
modifizierter Tumorzellen, die das HSV1-Tk Gen enthielten. Durch Behandlung mit
Ganciclovir (GCV) konnten Mause komplett von diesen Zellen hervorgerufenen Tumoren
gehellt werden (Moolten et al., 1986). GCV gehort zur Gruppe der Nukleosid-Analoga. Die
Enzymaktivitédt der virdlen HSV 1-Tk setzt eine Kaskade von Phosphorylierungen von GCV
in Gang. Das Produkt GCV-Triphosphat inhibiert zum einen direkt die DNA-Polymerase,
zum anderen flhrt sein Einbau anstelle von dGTP zum DNA-Kettenabbruch, der einen
Wachstumstillstand der Zelle bewirkt und anschlief3end die Apoptose einleitet (siehe Kap.
3.2.1: Abb. 10). Dadie HSV1-Tk eine bis zu 1000-fach hohere Affinitét a's entsprechende
zellulgre Kinasen zu GCV aufweist, und damit die Wirkstoffkonzentration in den
infizierten Zellen im Vergleich zu nicht infizierten deutlich erhdht ist, kann ene
therapeutische Dosis gewahit werden, bel der die toxischen Nebenwirkungen sehr begrenzt

sind (Freeman und Gardiner, 1996).
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1.5 Somatische Gentherapie mit Retroviren -Erfolge und Riuckschlage

Die somatische Gentherapie ist eine der grof3en medizinischen Herausforderungen unserer
Zeit. Urspringlich entwickelt wurde sie zur Behandlung von Patienten mit monogenen
Erbleiden. Der Zuwachs an wissenschaftlichen Erkenntnissen in der molekularen Genetik,
im besonderen die kirzliche Aufkldrung der menschlichen Genomsequenzen, rickt die
multifaktoriellen Erkrankungen zunehmend in den Mittelpunkt der gentherapeutischen
Anwendungsstrategien (Uberblick bei Verma und Somia, 1997). Allerdings benétigt auch
die somatische Gentherapie Zeit, sich zu entwickeln, wie dieses auch bei neuen
Technologien in anderen Feldern der Medizin ist. Die Hauptprobleme liegen derzeit vor
alem in unzureichenden Gentransferraten und der z.T. instabilen Expression der
applizierten DNA-Sequenzen. Eine Abschatung der Vektorexpression konnte in der
adoptiven Immuntherapie fatale Folgen nachsichziehen. Bel Auftreten von GvHD ware
eine Depletion Suizidgen-transduzierter, alloreaktiver T-Lymphozyten nach GCV-Gabe
nicht mehr moglich. Dieses wurde bereits bei einer klinischen Studie im Fall enes
Patienten berichtet (Bonini et al., 1997; Verzeletti et al., 1998).

In der vorliegenden Arbeit wurde zur Bewertung der Sicherheit retroviraler
Suizidgenvektoren ein Mausmodell etabliert, das die Aufkldrung der Ursachen gestattet,
die zu einer Inaktivierung der Vektorfunktion fihren. Desweiteren ermdglicht dieses
Modell die Quantifizierung der Haufigkeiten der zugrundeliegenden Abschaltungs-

mechanismen.

Retroviren zeichnen sich dadurch aus, dal3 sie a) stabil in das Wirtsgenom ihrer Zielzellen
integrieren und b) eine stabile Expression inserierter Transgene relativ zu anderen DNA-
Gentransfermethoden ermdglichen. Aufgrund dieser beiden Eigenschaften erscheinen sie
pradestiniert fur die dauerhafte Korrektur erblicher, monogenetischer Erkrankungen. So
wurde zur Unterstiitzung der konventionellen Therapie die erste gentherapeutische Studie
1990 im Rahmen der Behandlung einer durch Adenosin Desaminase (ADA)-Defizienz
hervorgerufenen Immundefizienz-Krankheit (SCID="severe combined immunodeficiency
disease”) durchgefiihrt (Blaese und Anderson, 1990; Uberblick bei Weinberg und Kohn,
1998). Die Transduktion ADA-Sequenz tragender Vektoren fand hierbei in T-
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Lymphozyten ex vivo stait und die Infusion Gen-korrigierter T-Zellen mufdte von Zeit zu
Zeit wiederholt werden. Generell winschenswert ist alerdings eine dauerhafte Korrektur
nach einmaliger Therapie. In darauffolgenden Studien wurde zu diesem Zweck versucht,
die ADA-Sequenz als Transgen in hdmatopoetische Stammzellen (HSC) einzubringen,
welche zum einen die Fahigkeit der Selbsterneuerung besitzen und zum anderen in
samtliche Linien des hamatopoetischen Systems differenzieren konnen. Leider zeigte sich,
dai3 die Gentransferraten zu gering waren, um einen dauerhaften therapeutischen Effekt zu
erzielen. Durch Verbesserungen der Kultivierungss und Transduktionsbedingungen
(Murray et al., 1999; Fehse et al., 1998; Cosset et al., 1995; Bayle et al., 1993) konnten
hohere Gentransferraten erzielt werden. Die erfolgreiche, retroviral vermittelte Gentherapie
einer X-Chromosom gekoppelten Form von SCID (SCID-X1) wurde kirzlich publiziert
(Cavazzana-Calvo et al., 2000). Hierbei handelt es sich somit um das Beispiel in der
somatischen Gentherapie Uberhaupt. Diese Form der SCID-Krankheit wird auf eine
Mutation im kodierenden Bereich fir die yc-Untereinheit bestimmter Zytokinrezeptoren
zurlckgefuhrt. Zusétzlich zu den bereits geschilderten Erfolgen wurden auch Fortschritte in
der Behandlung von Hamophilie (Kay et al., 2000; Uberblick in Walsh, 2002),
Thrombophilie (Chen et al., 1999) und der Angiogenese zur Behandlung kardiovaskul&rer
Erkrankungen (Losordo et al., 2002; Isner und Asahara, 1999) gemacht. Bel diesen
Therapieansétzen wird die Funktion mutierter Gensequenzen im Patienten durch das
Einbringen der Kkorrigierten Transkriptionseinheiten  unterstitzt bzw. ganzlich
wiederhergestellt. Allerdings werden erst Langzeitstudien zeigen, ob die Vektor-induzierte

Expression des eingebrachten therapeutischen Gens dauerhaft stabil ist.

1.6 Transplantationsmodelle

Der folgende Abschnitt befat sich mit Transplantationsmodellen fur die
Suizidgentherapie. In der Literatur ist ein Vielzahl von Tiermodellen beschrieben, bel
denen im Rahmen ener Krebstherapie verschiedenste Tumorarten mit Hilfe von
Suizidgenanwendungen (Moolten, 1986) behandelt wurden. Hierbei kamen sowohl virale
als auch nicht-virale Vektorsysteme zum Einsatz (Ubersichtsartikel: Liu und Huang, 2002;
Lipps und Bode, 2001). Bei der vorliegenden Arbeit sind nur relevante Studien aufgefihrt,
bei denen retrovirale Vektorsysteme mit dem Suizidgen HSV-Tk genutzt wurden. Die
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Transduktion der Tumorzellen fand in den beschriebenen Studien entweder in vitro oder in
vivo dtatt. In letzterem Fall wurden hierfir Vektor-produzierende Zellen bzw. retrovirae
Uberstande benutzt (Smiley et al., 1997).

Bel den Studien finden sich u.a. Ansédtze zur Behandlung von Brustkrebs (Paquin et al.,
2001), Thyroidkarzinomen (Nishihara et al., 1997; Braiden et al., 1998), Nierenzell-
karzinomen (Yamamoto et al., 1997; Pulkkanen et al., 2001), Colo-rektalen Tumoren
(Howard et al., 1999), Hirntumoren (Takamiya et al., 1993), Colon-Adenokarzinomen,
hepatischen M etastasen und malignen Melanomen (Klatzmann, 1996).

Die meisten Modelle mit murinen Suizidgen-tragenden Lymphozyten wurden mit HSV-Tk
transgenen Mausen durchgefiihrt (Moolten et al., 1990; Cohen et al., 1997; Helene et al.,
1997; Drobyski et al., 1999; Ritchey und DiPersio, 1999). Ein Vorteil des transgenen
Modellsystems ist die einfache Gewinnung der HSV-Tk tragenden T-Zellen, so dai3 die
Transplantationsbedingungen gut getestet werden konnen. Da die T-Lymphozyten der
transgenen Tiere keine ex vivo Kultivierungs-, Stimulations-, Selektions- sowie
Expansionsphasen durchlaufen, ist es fraglich, ob sie sich vergleichbar zu ex vivo retroviral
transduzierten T-Lymphozyten verhalten. Im Gegensatz zu den komplexen und
aufwendigen Transplantationsmodellen bietet das in der vorliegenden Arbeit entwickelte
Modell die Moglichkeit, innerhalb eines kurzen Zeitraums relativ einfach unterschiedliche
retrovirale Vektoren auszutesten. Bei dem in der Literatur bisher einzigen Mausmodell mit
ex vivo transduzierten T-Lymphozyten wurde die Verwendbarkeit der Suizidgen-
transduzierten Zellen zur Modulation der GvHD getestet (Kornblau et al., 2001). Die in
den Tieren zuvor manifestierte GvHD wurde tatsdchlich nach GCV-Gabe aufgehoben.
Interessanterweise fanden sich im peripheren Blut dennoch Markergen-exprimierende T-
Lymphozyten, was nach Meinung der auszuftihrenden Arbeitsgruppe auf selektive
Entfernung aktivierter GvHD-produzierender Zellen zurtickzuftihren ist. Es kann jedoch
nicht ausgeschlossen werden, dal® sich die Sensitivitdt bestimmter T-Zellen gegentber
GCV zumindest teilweise verringert hat. Ursachen konnten die Inaktivierung (Emerman
und Temin, 1984) oder der Verlust des Suizidgens sein. Um Aussagen tber Mechanismen
und Inzidenzen von Abschaltungsereignissen retroviraler Suizidgenvektoren in T-Zellen

treffen zu konnen, wurden in den hier vorgestellten Analysen mit tumorigenen T-
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Zellklonen mit jeweils einer Vektorkopie gearbeitet. Durch die Verwendung der Klone war
es mdglich neben Abschaltungsereignissen, die in heteroploiden Zellen haufig auch auf
chromosomale Verluste zuriickzufiihren sind, die Léschung der Vektorexpression zu

untersuchen. Diesesist in der hier vorgestellten Arbeit erstmals gegliickt.

1. 7 Aufgabenstellung

Bis zum derzeitigen Zeitpunkt wurden retrovirale Vektoren erst sehr vereinzelt erfolgreich
in gentherapeutischen Anwendungen verwendet (siehe Kap. 1.5). Die therapeutischen
Effekte in den geschilderten Studien konnten erst durch Erhéhung der Gentransferraten des
applizierten Transgens erzielt werden. Entscheidend fir eine dauerhafte Heilung ist
alerdings auch eine langanhatende Expression des retroviralen Vektors. Der spontane
Verlust der retrovirden Expression stellt allgemein jedoch eine Barriere fur die

therapeutische Nutzung von Retroviren als Genfahren dar.

In der vorliegenden Arbeit wurden digenigen Mechanismen analysiert, welche zum
Verlust der Suizidgenfunktion bzw. der Funktion des Vektors fuhrten. Aufgrund der
geplanten klinischen Verwendung des Suizidgenvektors (Mo3TIN) im Rahmen der
adoptiven Immuntherapie wurde seine Expression in T-Zellen in vitro und in vivo getestet.
Fur die in vivo-Anayse der Vektorfunktion wurde ein Onkogenese-Testsystem der Maus
etabliert, das durch die Verwendung unabhdngiger Zellklone mit jeweils einer
Vektorintegration die Aufklarung von Ursachen des Verlusts der retroviralen Expression
ermoglichen sollte, da Veranderungen im Genotyp eindeutig festgestellt werden kénnen.
Aufgrund des bekanntermal3en aggressiven Tumorwachstums der verwendeten EL4-Zellen
sollten auch sehr seltene Abschaltungen sichtbar werden. Somit kann eine Quantifizierung
des Expressionsverlustes der Transgenexpression vorgenommen werden. Hieraus ergibt
sich, ob und in welcher Hohe ein durch Expressionsverlust von Vektoren bedingtes Risiko
flr gentherapeutische Anwendungen besteht. Ziel der Entwicklung des hier vorgestellten
Modells war, eine schnelle, einfache und systematische Funktionsuntersuchung
unterschiedlicher retroviraler Suizidgenvektoren fir die somatische Gentherapie in vivo zu

ermoglichen. Aus den hier erzielten Ergebnissen sollten sich somit wichtige Implikationen
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fur die Anwendung von Vekoren zur Behandlung der GvHD und zur Suizidgentherapie

solider Tumoren ergeben.

In einem weiteren Testsystem sollten Vektoren mit ausreichend hoher und vor allem
langanhaltender Expression in humanen T-Zellen ermittelt werden. Zu diesem Zweck
wurde die Expression von zwe retroviradlen Vektoren mit jewells unterschiedlichen
internen Promotoren (viral versus eukaryontisch) in Langzeituntersuchungen in vitro

miteinander verglichen.
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2. Material und Methoden
2.1 Material

Diein dieser Arbeit verwendeten Chemikalien wurden, sofern nicht anders aufgeftihrt, von
den Firmen Biochrom (Berlin), Biomol (Hamburg), Roche (Mannheim), Difco-
Laboratories (Hamburg), Gibco BRL Life Technologies (Eggenstein), Merck (Darmstadt),
neoLab (Heidelberg), Pharmacia (Freiburg), Roche (Grenzach-Wyhlen), Serva
(Heidelberg) und Sigma (Munchen) bezogen. In den Féllen, in denen eine besondere
Qualitét bezuglich der Reinheit erforderlich war, ist dieses gesondert vermerkt. Ansonsten
wurden die handelsiblichen  Standardqualitdten  eingesetzt.  o-[*?P]-markierte
Radionukleotide wurden von der Firma Hartmann Analytic (Braunschweig), Methyl-[*H]-

Thymidin von der Firma ICN Biochemicals GmbH (Eschwege) bezogen.

2.1.1 Mikrobiologie
2.1.1.1 Bakterienstamme

Zur Transformation und Amplifikation der Plasmide wurden die Bakterienstamme E.coli
Topl0 (Invitrogen, Paidey, U.K.), MAX EFrFFcieNcY SteL200 (Gibco BRL Life
Technologies, Eggenstein) -Derivat des Stammes JM 109 (Y anisch-Perron et al., 1985)-
und CMK 603 -Derivat des Stammes 600 (Appleyard, 1954)- eingesetzt. Die Lagerung,
Anzucht, Expansion und Herstellung von kompetenten Bakterien zur Transformation mit
Plasmiden erfolgte nach den algemein Ublichen Protokollen (Ausubel et al., 2001,
Sambrook et al., 1989).

2.1.1.2 Kulturmedien

Zur Anzucht von Bakterien wurde Luria-Bertani-Medium (LB-Medium) verwendet. Dieses
setzt sich aus 1 % (w/v) Bactold -Trypton (Difco-Laboratories, Hamburg), 0,5 % (w/v)
Hefeextrakt (Difco-Laboratories, Hamburg) und 0,5 % (w/v) NaCl, pH 7,4 zusammen. Zur
Selektion transformierter Bakterien wurde dem LB-Medium Ampicillin in einer

Konzentration von 100 ng/ml zugesetzt.
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Zur Herstellung von festen Nahrmedien fir Petrischalen wurde das LB-Medium mit 1,5 %
(w/v) Bactol -Agar (Difco-Laboratories, Hamburg) versetzt. Entsprechend wurde bel der
Herstellung von Selektionsplatten dem LB-Agarmedium vor dem Ausplattieren 100 ng/ml
Ampicillin zugesetzt.

2.1.1.3 Plasmide und retrovirale Vektoren

Nachfolgend sind die fur die experimentellen Arbeiten verwendeten DNA-Plasmide

aufgefhrt. In Klammern ist die laborinterne Nomenklatur dargestellt.

PPNT (#326) Plasmid beinhaltet die Sequenz fur den murinen
Phosphoglyzeratkinase-Promotor (Uberlassen von C. Paszty,
Berkeley, CA)

pMo/MP-CGa Vektorplasmid mit Promotor-Markergen-Cassette (IE94

Promotor des humanen Zytomegalievirus und ”N1-enhanced
green fluorescent protein’-Sequenz) in  gegensinniger
Orientierung zur Transkriptionrichtung des retroviralen LTR
(Schwieger, 2000)

pMo3TIN (MH 73) Suizidgenvektor zur Koexpression des HSV1-Tk- und neo®-
Gens (Uberlassen von M. Hildinger und C. Baum, HPI,
Hamburg)

pMo3N (9451) Kontrollvektor zu pMo3TIN ohne Suizidgen (Hildinger et

al., 1998; Uberlassen von C. Baum, HPI, Hamburg)

M4 Expressionsplasmid fur das VSV-G Protein (Uberlassen von
M. Donath und J. Kruppa, Ingtitut flr Physiologische
Chemie, UKE, Hamburg)

M57 Koexpressionsplasmid fur gag und pol Proteine (Uberlassen

von M.-D. von Laer, HPI, Hamburg)
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K73 (#522) Plasmid mit EFla-Promotor/eco-env/IRES/puro® (Morita et
al., 2000, Uberlassen von T. Kitamura, Tokyo, Japan)

Diein dieser Arbeit verwendeten retroviralen Vektoren sind in Abb. 2 (S. 20) schematisch
dargestellt. Fur den Vergleich der eGFP-Langzeitexpression in vitro wurden zwei
Konstrukte hergestellt, die sich in ihren internen Promotoren (humaner CMV-Promotor
bzw. muriner PGK-Promotor) unterscheiden. Grundgerist ist das Vektorplasmid pMo/MP,
aus dem pMo/MP-CGa hervorging.

Zur Generierung des Plasmidvektors pMo/MP-CG wurde die CMV-Promotor/eGFP-
Kassette (1582 bp) aus pMo/MP-CGa mit Notl herausgeschnitten. Nach Dephos-
phorylierung der Notl-geschnittenen Enden des V ektorgrundgerists wurde sie erneut in die
multiple Klonierungsstelle (MCS) eingesetzt. Die Ligationsprodukte wurden in Bakterien
des Stammes CMK 603 transformiert. Zur Bestimmung der Orientierung wurde die
amplifizierte Plasmid-DNA mit Xhol gespalten und die Fragmentgrofen auf einem
Agarosegel Uberprdift.

Zur Klonierung des Plasmidvektors pMo/MP-PG wurde die Notl-geschnittene CMV-
Promotor/eGFP-Kassette mit Nhel gespalten und das eGFP-Fragment (812 bp) nach
Agarosegel-elektrophoretischer Auftrennung aus dem Gel isoliert. Der PGK-Promotor
wurde aus dem Ausgangsplasmid pPNT (#326) Uber PCR-Technik unter VVerwendung von
Pfu-Polymerase amplifiziert (Bedingungen: 20 Zyklen a 1'/95 °C; 1'/55 °C; 3'/68 °C;
Pause 4 °C). Die ausgewahlten Primer (PGKP5A: 5-GCT CGG CGG CCG CTG CAG
GTC AAT TC-3; PGKP3A: 5-ATA TTG CTA GCA GGT CGA AAG GC-3)
generierten am 5'-Ende des Promotors eine Notl- und am 3'-Ende eine Nhel-Schnittstelle.
Nach Notl-Nhel-Spaltung wurde das Fragment (528 bp) zusammen mit dem eGFP-

Fragment in das Notl-gedffnete und dephosphorylierte Vektorgerist kloniert. Die
Orientierung wurde durch Xhol-Spaltung amplifizierter Plasmid-DNA bestimmt und die
Fragmentgrofen auf einem Agarosegel Uberprift.
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__ MoMuLV ,, MPSV y__ MoMuLV ,, MPSY
457bp 1284bp 457bp
Il
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Notl Xhol Nhel Xhol Notl
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¢) Mo/MP-CG uz Ir lus eGFP L u3 R |us
770bp 812bp
Notl Nhel Xhol Notl
L Xhol
d) Mo/MP-PG uz Irlus eGFP u3 R (U5
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Abbildung 2: Schematische Darstellung proviraler Vektorkonstrukte. @ Ausgangsvektor Mo/MP mit
chiméren LTRs (Mo-MuLV/MPSV) und multipler Klonierungsstelle (MCS), in die die Promotor-Transgen-
Kassetten einkloniert werden, b) Mo/MP-CGa mit in gegensinniger Orientierung klonierter Kassette, c)
Mo/MP-CG mit internem CMV -Promotor und d) Mo/MP-PG mit internem PGK -Promotor.

2.1.2 Molekularbiologie
2.1.2.1 Enzyme

Restriktionsendonukleasen, DNA- und RNA-modifizierende Enzyme, z.B. Ligasen,
Phosphatasen und Polymerasen wurden von den Firmen Roche (Mannheim), Geneo
BioProducts GmbH (Hamburg), Gibco BRL Life Technologies (Eggenstein), MBI
Fermentas (St. Leon-Rot), New England Biolabs (Schwalbach), Stratagene (Heidelberg)
und Qiagen (Hilden) bezogen. Die Reaktionsbedingungen wurden gemald
Herstellerangaben eingestellt.

2.1.2.2 Membranen und Rontgenfilme

Im Rahmen von Southern Blot Analysen wurde zum Transfer von DNA-Fragmenten die
Biodyne B Transfer Membran der Firma Pall Europe Limited (Portsmouth, U.K.)
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verwendet. Die hybridisierten Membranen wurden dann auf P*RX Medical X-Ray Filmen
der Firma Fuji Photo Film GmbH (Disseldorf) exponiert.

2.1.3 Zellkultur

2.1.3.1 Zéllinien

T-Zdlinien:

Jurkat: Aus einer akuten T-Zell-Leukamie humanen Ursprungs etablierte
Jurkat-FHCRC-Zdlen (K. Smith). Der hier verwendete Klon E6-1
wurde aus diesen Zellen isoliert (ATCC Nr. TIB-152).

EL4: Die T-Zellen stammen von einem Lymphom von C57BL/6N-

Mausen, das durch Behandlung mit 9,10-Dimethyl-1,2-
Benzanthrazen induziert wurde (Gorer, 1950; ATCC Nr. TIB-39).
Die Lymphoblastenzellen wurden uns von R. Stripecke Uberlassen
(Los Angeles, CA, USA).

V erpackungszellinien:

Phonix-ampho: Transiente Verpackungszellinie auf der Basis von 293T-Zellen.
Enthadlt stabil integriertes, fur amphotropes Hullprotein (ampho-

env)-kodierendes Plasmid.

Phonix-gp: Transiente Verpackungszellinie mit stabil integriertem, fir gag-pol-
Sequenzen-kodierendes Plasmid. Etabliert aus 293T-Zellen, die sich
sehr erfolgreich Uber die CaCl,-Phosphat-Methode transfizieren
lassen (Pear et al., 1993).

Indikatorzellinien:

SC-1. Fibroblastenzellinie mit grof3erer Sensivitat gegeniiber den meisten
Maus-tropischen MuLV-Stdmmen als andere Mauszellinien (Hartley
und Rowe, 1975; ATCC Nr. CRL-1404).
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HT-1080: Urspringlich aus menschlichem Fibrosarkom gewonnen und als
epithelial-dhnliche Zellen etabliert (Rasheed et al., 1974; ATCC Nr.
CCL-121).

TE671: Von Medullablastom des Menschen abstammend. Sublinie Nr. 2 der
urspringlichen TE671-Zellinie (McAllister et al., 1977, ATCC
CRL-8805).

2.1.3.2 Zdlkultur medien und Puffer

Alle Medien wurden mit fétalem Ké@berserum (FCS; Sigma, Minchen) versetzt. Die
Inaktivierung der sich im FCS befindlichen Komponenten des Komplementsystems

erfolgte durch 30 minttige Erwarmung bei 56 °C.

Kulturmedium fir Jurkat und EL4 Zellen:

Roswell Park Memorial |Institute 1640 Medium (RPMI); Gibco BRL Life Technologies,

Eggenstein

+FCS 10%
+Glutamin 2mM
+Natriumpyruvat 1mM

+Penicillin/Streptomycin =~ 1%

Kulturmedium fir HT-1080, TE671, Phdnix-ampho und Phonix-gp Zdllen:

Dulbecco’s M odified Eagle Medium (DMEM); Gibco BRL Life Technologies, Eggenstein

+FCS 10 %
+Glutamin 2mM
+Natriumpyruvat 1mM
+NaHCO; 5%

+Penicillin/Streptomycin @~ 1%
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Kulturmedium fir SC-1:

Minimal Essential M edium (MEM); Sigma Cell Culture] , Miinchen

+FCS 10 %
Glutamin 2mM
Natriumpyruvat 1mM

+Penicillin/Streptomycin =~ 1%

2.1.4 Tierhaltung

Die Tierhaltung erfolgte gemal? der Betriebsanweisung fir gentechnologische Arbeiten in

den Tierstallungen des Heinrich-Pette-Instituts.

2.1.4.1 Benutzte Mausstamme

Zur Unterscheidung von Donor- und Rezipientenzellen erfolgte die Transplantation von
Lyt5.2-exprimierenden EL4-Zellen in kongene Méause (8-10 Wochen alt) des Lyt5.1
exprimierenden Stammes C57BL/6J-Lyt5.1-Pep3b (Jackson Laboratory, Bar Harbor, ME,
USA).

2.2 Methoden

Die in dieser Arbeit verwendeten Methoden wurden gemal3 den in den Standardwerken
(Ausubel et al., 2001; Sambrook et al., 1989) beschriebenen Protokollen durchgefihrt. In
diesem Abschnitt werden nur in dieser Arbeit verwendete Methoden im Detail beschrieben,

die Uber den Standard hinausgehen oder von ihm abweichen.

2.2.1 Molekularbiologische Methoden
2.2.1.1 Praparation von Plasmid-DNA aus Bakterien

Die Praparation von Plasmid-DNA aus Bakterien erfolgte nach dem Prinzip der alkalischen
Lyse (Birnboim und Doly, 1979; Ish-Horowicz und Burke, 1981). Je nach bendtigter DNA-
Menge wurde hierbei zwischen Mini- (max. 20 pg DNA-Ausbeute) bzw. Maxi-
préparationen (max. 500 pg DNA-Ausbeute) unterschieden.
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Zur Herstellung von Kulturen fir die Minipraparation wurden je 4 ml LB-Kulturmedium,
inklusive Selektionsmittel, mit je ener Kolonie Plasmid-transformierter Bakterien
angeimpft und Uber Nacht bei einer Temperatur von 28-37 °C geschittelt. Nach
ausreichender Inkubationszeit erfolgte anschlief3end die DNA-Extraktion von der in den
Standardwerken beschriebenen Weise. Die extrahierte DNA wurde in 50 pl 1x TE-Puffer
mit 20 pug/ml DNase-freier RNAse A gelost. Eine genaue Charakterisierung der isolierten
DNA wurde anhand von Restriktionskarten und Gelelektrophorese durchgefiihrt. Positive
Klone wurden mittels einer Impfése in 250 ml Bakterienkulturlésung (LB-Medium

inklusive Selektionsmittel) fur die anstehende Maxipréparation angei mpft.

Bei der Maxipraparation wurde die Plasmid-DNA aus den Bakterien mittels des
kommerziell erhdtlichen "Maxi Plasmid Purification Kits’ (Qiagen, Hilden) extrahiert.
Extraktion und Reinigung der DNA erfolgen hierbel Uber Ionenaustauschersaulen
(QIAGEN-tip 500). Nach Elution, Fallung und den Waschschritten wurde die getrocknete
DNA je nach Ausbeute in 200-500 pl 1x TE-Puffer (pH 8,0) aufgenommen und die
Konzentration der gelosten Nukleinsduren photometrisch bestimmt. Die isolierte DNA

wurde durch Restriktionsanalyse und Sequenzierung Uberprdift.

2.2.1.2 Isolierung von DNA-Fragmenten

Die Isolierung von DNA-Fragmenten wurde mittels préparativer TAE-Agarose-
gelelektrophorese durchgefiihrt. Die zu isolierenden DNA-Fragmente wurden dabei zuvor
entweder durch PCR-Amplifikation synthetisiert oder aber durch den Einsatz von
Restriktionsenzymen aus Plasmiden gewonnen. Nach der gelelektrophoretischen
Auftrennung der DNA und Ethidiumbromid-Férbung wurde das Gel auf einen UV-
Transilluminator (Ti2, Biometra, Géttingen) gelegt, das richtige DNA-Fragment mit Hilfe
eines gereinigten Skalpells aus dem Gel geschnitten und in ein Eppendorfgeféld tberfuhrt.
Nach Auswiegen des Agarosestiicks wurde die DNA mit Hilfe kommerziell erhéltlicher
"Qiaquick”- Saulchen (Qiagen, Hilden) gemald Herstellerprotokoll aufgereinigt. Die
Konzentrationsbestimmung der isolierten DNA erfolgte gelelektrophoretisch durch
Vergleich mit DNA-Standards (Gene Rulerl] 1 kb DNA Leiter, MBI Fermentas, St. Leon-
Rot). Auf diese Weise hergestellte DNA-Fragmente wurden entweder als Sonden fir
Southern Blot-Analysen oder aber im Rahmen von Ligationen eingesetzt.
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2.2.1.3 DNA-Sequenzierung

Zur Verifizierung der richtigen Sequenzabfolge bei synthetisierten DNA-Plasmiden oder
DNA-Fragmenten wurde eine DNA-Sequenzierung durchgeftihrt. Diese erfolgte nach
einem modifizierten Verfahren der Methode nach Sanger (Sanger et al., 1977). Fur die
Sequenzierungsreaktion wurde die gereinigte DNA mit dem Sequenzierungsmix (ABI
PRISM" BigDye  Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit, PE Applied
Biosystems, Weiterstadt), den Primern (Endkonzentration: 15 pmol/ul) und 2 mM Tris-
Puffer (pH 8,0) gemischt und die PCR im Thermoblock (Biometra, Géttingen) nach

folgendem Programm durchgefihrt:

1.96°C 1
2.96°C 30"
3.50°C 15"
4.60°C 4
5.4°C Pause

Zyklenwiederholung (4. - 2.): 25x

Nach F&allung und Waschschritten wurde die DNA als getrocknetes Prézipitat dem
Sequenzierservicelabor des , Instituts fur Zellbiochemie und klinische Neurobiologi€®,

UKE, Hamburg (Leiter Prof. Dr. D. Richter) zur Analyse gegeben.

2.2.1.4 1solierung genomischer DNA aus eukaryontischen Zellen

Um die Kopienanzahl und die Unversehrtheit der proviralen Sequenzen zu Uberprifen,
wurde die genomische DNA aus transduzierten Zellen isoliert. Die Extraktion erfolgte
durch zwei unterschiedliche Methoden. Bei der ersten Methode (ohne Verwendung von
Phenol) wurde das "DNazol® Genomic DNA Isolation Reagent” (Molecular Research

Center, Inc., Cincinnati, USA) gemal3 Herstellerangaben zur Aufreinigung verwendet.

Bei der zweiten Methode wurde zunéchst eine Zellsuspension hergestellt, diese
zentrifugiert und der Uberstand abgenommen. Nach einem Waschschritt mit 1x PBS
wurden die Zellen in einer Konzentration von 1x10° Zellen/ml Lysepuffer (30 mM Tris, 10
mM EDTA, pH 8,0) resuspendiert und SDS (Endkonzentration 1 %) sowie Proteinase K
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(Endkonzentration 150 pg/ml) zugegeben. Zur Lyse der Zellen wurde dieser Ansatz bei 37
°C Uber Nacht im Wasserbad inkubiert. Zur Reinigung der gDNA wurden am folgenden
Tag je zwei Extraktionsschritte mit gleichen Volumina Phenol und Chloroform
durchgefiihrt. Durch Uberschichtung mit 2,5 Vol (v/v) abs. EtOH fallt die gDNA aus der
wassrigen Phase aus und wird dann vorsichtig as Faden mit einer Pasteurpipette
aufgewickelt. Nach einmaligem Waschen mit 70 % EtOH wurde die aufgespulte gDNA
kurz getrocknet und dann dber Nacht in 200 pl 1x TE-Puffer gelést. Um sicherzustellen,
dai3 die DNA vollstandig gel 6st war, wurde die Konzentration durch dreifache Bestimmung

der optischen Dichte im Photometer bel 254 nm ermittelt.

2.2.1.5 Southern Blot-Analyse genomischer DNA nach enzymatischer Restriktion

Im Rahmen der Southern Blot-Analyse (Southern, 1975) wird genomische DNA nach
Spaltung mit Restriktionsenzymen gelelektrophoretisch aufgetrennt, aus dem Gel auf eine

Membran transferiert und fest an diese gebunden.

Pro Ansatz wurden 8-10 pg genomische DNA gespalten. Die unterschiedlich langen DNA-
Fragmente wurden Uber Nacht auf einem 0,8 %-igen (w/v) Agarosegel in TAE-Puffer
elektrophoretisch bel einer Spannung von 1,3 V/cm aufgetrennt. Anschlief3end wurde das
Gel zunéchst 30 Minuten im Denaturierungspuffer (0,4 N NaOH; 0,6 M NaCl) und dann
fur die selbe Zeit im Neutralisierungspuffer (1,5 M NaCl; 05 M TrisCl; pH 7,5)
geschwenkt. Nun folgte der Blot-Transfer auf eine Nylonmembran durch Ausnutzung von
Kapillarkréften. Hierbel wurde das Gel auf eine zweilagige, befeuchtete Papierbriicke (3
MM Whaman® Chromatographie-Papier, Maidstone, U.K.) gelegt, die mit den
Seitenenden in eine mit 10x SSC-Puffer gefullte Wanne hineinragte. Auf dem Gel wurde
dann eine passend zurechtgeschnittene Nylonmembran luftblasenfrei gelegt und mit zwei
Lagen Chromatographie-Papier zugedeckt. Mehrere Lagen saugfahiger Papierhandtlicher
wurden oben aufgelegt. Zur Beschwerung diente ein kleineres Gewicht. Durch die
Sogwirkung wurde die genomische DNA auf die Membran Ubertragen. Um die DNA auf
der Membran zu fixieren, wurde diese entweder zwei Stunden im Ofen bel 80 °C gebacken
oder zweimal mit je 120 mJ im UV-Stratalinker(] 1800 (Stratagene) vernetzt. Die Blot-

Membran wurde bis zur Hybridisierung in Folie aufbewahrt.
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2.2.1.6 Hybridisierung von Southern Blot-M embranen mit radioaktiv-markierten
DNA-Fragmenten

Herstellung radioaktiv-markierter DNA-Sonden

Zur Hybridisierung von Southern Blot-Membranen wurden DNA-Fragmente als Sonden
verwendet, die mittels des "Prime-It® Il Random Primer Labeling Kit” (Stratagene,
Heidelberg) radioaktiv [*2P]-markiert wurden. Zu diesem Zweck wurden 25-75 ng des
DNA-Fragmentes gemal3 Herstellerangaben unter Verwendung von 50 pCi (11,85 MBQ)
a-[*?P]-dCTP (spezifische Radioaktivitat: 3000 Ci/mmol bzw. 110 TBg/mmol) mit Hilfe
der 3 exonukleasedefizienten Mutante des Klenow-Fragments der DNA-Polymerase |
radioaktiv. markiert. Nicht eingebaute Radioaktivitdt wurde Uber Affinités
chromatographie-Saulchen (MobiSpin, MoBiTec, Gottingen) durch Zentrifugation
abgetrennt. Durch Messung eines Aliquots in einem Szintillationsmel3gerat (Beckman)
wurde die Aktivitét des Gesamtansatzes bestimmt. Dabei wurden Gesamtwerte von 1,5-
2x10" cpm erzidlt, was einem Einbau von 50-67 % der eingesetzten Radioaktivitét
entspricht.

Préhybridisierung

Vor der eigentlichen Hybridisierung wurde eine sogenannte Vorinkubation durchgefihrt.
Hierbei wurde die Blot-Membran in ein Inkubationsrohrchen (Bachhofer) tberfiihrt und
luftblasenfrel an der GeféRwandung mit einer Glaspipette glattgestrichen. Zur Absdttigung
unspezifischer Bindungen wurden 10 ml des auf 55°C vorgeheizten Préhybridisierungs-
puffers (47 % deion. Formamid, 5,7x SSC, 0,48 % SDS, 2,35x Denhard-L6sung, 7,5 %
Dextransulfat) mit denaturierter Heringssperm-DNA in einer Endkonzentration von 50-100
png/ml versetzt und die Membran darin fir mindestens 30 Minuten in einem rotierenden

Hybridisierungsofen inkubiert.

Hybridisierung mit der radioaktiv-markierten Sonde

Durch die Bindung der radioaktiv-markierten vektorspezifischen Sonde an entsprechende
Zielsequenzen der DNA konnen Aussagen Uber Kopienanzahl sowie Unversehrtheit
provirdler Vektoren im zelluldren Genom getroffen werden. Hierfir wurden die

Doppelstrénge des markierten DNA-Fragments durch Aufkochen fur finf Minuten bel 95
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°C denaturiert und dem Hybridisierungsansatz nach Vorinkubation in einer Konzentration
von mind. 1,5x10° cpm/ml Hybridisierungslidsung zugesetzt. Die Hybridisierung erfolgte
bei 55 °C fir 6-24 Stunden. Zur Entfernung ungebundener Radioaktioaktivitét wurde die
Membran im Anschluld zunéchst zweima mit 20 ml 2x SSC fir jeweils funf Minuten im
Hybridisierungsréhrchen bel Raumtemperatur inkubiert und dann in einer Schale zweimal
mit 500 ml 0,1x SSC/0,1 % SDS fir jeweils eine Stunde bel 65 °C gewaschen. Nach
kurzem Trocknen wurde die Blot-Membran in Folie eingeschweifd, zur Exposition auf
einen Rontgenfilm in einer mit Verstérkerfolie (Firma Kostix) versehenen Filmkassette
gelegt und bis zum Entwickeln bei —80 °C aufbewahrt.

2.2.1.7 Polymer ase-K ettenr eaktion (PCR)

Eine geeignete Methode zur Amplifikation bestimmter DNA-Bereiche ist die Polymerase-
Kettenreaktion (PCR). Dabei wird nur der DNA-Abschnitt angereichert, der sich zwischen
zwei Oligonukleotid-Primern befindet, die gegenldufig an die komplementdren DNA-
Stréange gebunden sind. Nach der Erstbeschreibung durch Kleppe (Kleppe et al., 1971)
wurde diese Methode von K. B. Mullis und Mitarbeitern weiterentwickelt (Saiki et al.,
1986). Sie erlaubt, geringe Mengen einer DNA-Sequenz um das Millonenfache zu
amplifizieren. Voraussetzungen fur den Einsatiz der PCR-Methode sind, dal3 die
Nukleotidsequenzen beiderseits des zu amplifizierenden DNA-Abschnitts bekannt sind und

geeignete Oligonukleotid-Primer zur Verfligung stehen.

In einem Denaturierungsschritt werden zunéchst die DNA-Doppelstrange durch Erhitzen
auf 95 °C getrennt, und somit der as Matrize dienende DNA-Abschnitt fur speziell
synthetisierte Einzelstrang-Oligonukleotide (Primer) zuganglich gemacht. Bel optimaler
Hybridisierungstemperatur binden die Primer anschlief3end spezifisch flankierend an den
komplement&ren Strangen des zu amplifizierenden Bereichs. In der Elongationsphase
synthetisiert die DNA-Polymerase durch Einbau von im UberschuB zugesetzten
Didesoxynukleotiden (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) komplementdre DNA-Strange. Hierbei
heftet das Enzym die freien Nukleotide an das jeweilige 3 -OH-Primer-Ende an. Eine
weitere Amplifikationsrunde wird eingeleitet durch einen erneuten Denaturierungsschritt.
Die Anzahl der Zyklen betragt Gblicherweise 25-40.
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Aufgrund unterschiedlicher ”Proofreading”-Aktivitéten der einzelnen Reaktionsenzyme
wurden flur verschiedene Anwendungen diverse hitzestabile DNA-Polymerasen fir die
PCR eingesetzt. Bei kirzeren zu amplifizierenden DNA-Fragmenten wurde die Tag-
Polymerase, aus dem Bakterium Thermus aquaticus, benutzt. Bel langeren Fragmenten
wurden dagegen Pfu- bzw. Pfx-Polymerasen verwendet. Des Ofteren wurde zur
Veranderung der Schmelzeigenschaften der DNA "Yellow Sub” hinzugefigt (Uberlassen
durch Geneo BioProducts GmbH, Hamburg). Detaillierte Angaben zu den einzelnen

Produkten sowie zu deren Gebrauch finden sich in den Herstellerprotokollen.

Waéhrend der "Mastercycler gradient” (Firma Eppendorf, Hamburg) zur Ermittlung der
optimalen Hybridisierungstemperatur zum Einsatiz kam, wurde fir die meisten

Anwendungen der " T3 Thermocycler” (Biometra, Géttingen) benutzt.

2.2.1.8 I solierung von Gesamt-RNA aus eukaryontischen Zellen

Die Isolierung von Gesamt-RNA aus eukaryontischen Zellen (Jurkat) erfolgte anhand des
"RNeasy” Mini-Kits’ (Qiagen, Hilden). Zur Entfernung eventueller genomischer
Verunreinigungen wurde zusétzlich das , Qiashredder Kit* (Qiagen, Hilden) verwendet.
Beide Prozeduren wurden gemal3 Herstellerangaben durchgeftihrt. Dabei wurden bis max.
1x10’ Zellen in einem Eppendorf-ReaktionsgefaR fiir funf Minuten bei 300 g zentrifugiert
und der Uberstand vollstandig entfernt. Im néchsten Schritt wurden das Zellsediment in
einem Volumen von 600 pl GITC-enthaltenden Lysepuffer resuspendiert. Das Lysat wurde
direkt auf ein ,Qiashredder‘-Saulchen pipettiert und fir zwel Minuten bei ener
Geschwindigkeit von 15000 g in einer Eppendorfzentrifuge zentrifugiert. Im Anschluf3
wurde 70 % Ethanol dem homogenisierten Lysat im gleichem Volumen zugegeben und
durch einen kurzen Zentrifugationsschritt (= 8000 g) auf die ,RNeasy“-Mini-Saule
geladen. Nach zwei Waschschritten und der Entfernung des restlichen Ethanols von der
Saule erfolgte die Elution der RNA in RNase-freiem DEPC-behandeltem H,O mit einem
Volumen von 50 pl. Nach der Isolierung wurde die Qualitét der RNA durch Vergleich mit
einer Referenz-RNA durch gelelektrophoretische Auftrennung auf einem Agarosegel

Uberpruft und bis zum weiteren Gebrauch bei -70 °C eingefroren.
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2.2.1.9 cDNA-Synthese (Er ststrangsynthese)

Zur cDNA-Erststrangsynthese wurden ,, Random®-Hexamere (Roche, Mannheim) und die
Mo-MuLV-Reverse Transkriptase (Geneo BioProducts GmbH, Hamburg) eingesetzt. Fur
die Durchfihrung wurde das entsprechende Protokoll des Herstellers verwendet. In einem
Volumen von 20 pl wurden pro Ansatz je 50 ng/pl zelluldre Gesamt-RNA, 40 UM Random
Hexamere, 1x Mo-MuLV-Reaktionspuffer, 0,25 mM dNTP-Mix (Geneo BioProducts
GmbH, Hamburg), 5 mM DTT sowie 1,25 U/pul Mo-MuLV-RT fir eine Stunde bei 42 °C
inkubiert. Die Hitzeinaktivierung der Mo-MuLV-RT erfolgte bei 95 °C fur funf Minuten.
Die synthetisierte cDNA wurde anschlief3end durch PCR-Analyse untersucht.

2.2.2 Zellbiologische Methoden

Die Kultivierung der in dieser Arbeit verwendeten Zellinien erfolgte bei 37 °C, mit 5 %
CO; (viv) und 95 % Luftfeuchtigkeit unter Verwendung von Medium mit hitze-
inaktiviertem FCS.

2.2.2.1 Herstellung transient virusproduzierender Verpackungszellinien

Fur die Infektion von Zellen des Menschen (Jurkat) sowie der Maus (EL4) wurden die
Verpackungszellinien Phonix-ampho bzw. Phonix-gp verwendet. Unter Benutzung dieser
Verpackungszellen konnten mit VSV-G Protein pseudotypisierte Viruspartikel hergestellt
werden. Der Vorteil der transienten Virenexpression liegt in der einfachen und schnellen
Handhabung, sowie der Herstellung von zumeist hochtitrigen Uberstanden. Aufgrund der
fusogenen Eigenschaft (Synzythienbildung) ist das VSV-G Protein zelltoxisch. Die
Virusernte ist deswegen nur fur 3-4 Tage moglich, da dann die Zellen absterben.

Verpackungszellen wurden mit Expressionsplasmiden fur VSV-G (M4) bzw. eco-env
(K73) (eingesetzte Mengen: 2-3 ug) zusammen mit dem jeweiligen retroviralen Vektor-
plasmid (3-5 pg) Uber die Kalziumphosphat-Methode transformiert. Um den Titer zu
erhdéhen, wurde in bestimmten Féllen zusédtzlich das gag-pol-Plasmid M57 (2 ug)
eingesetzt. Zu diesem Zweck wurden pro Vektorkonstrukt 5-7x10° amphotrope
Phonixzellen (bzw. Phonix-gp) auf einer Gewebekultur-Petrischale (100 mm) ausplattiert.
Die Kalziumphosphat-Transfektion wurde mit dem ” Calcium Phosphate Transfection Kit”,
Fa. 5-3 prime (PegLab Biotechnologie GmbH, Erlangen) nach Angaben des Herstellers am
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folgenden Tag durchgefuhrt. Abweichend vom Protokoll wurde zur Steigerung der
Effizienz direkt vor der Transfektion Chloroquin in einer Endkonzentration von 25 pM
zum Medium zugegeben. Ein Mediumwechsel fand 6-8 Stunden spéter stett, diesmal ohne
Zusatz von Chloroquin, ehe nach 24 Stunden mit der Virusernte begonnen wurde. Im
folgenden wurden zweimal taglich alle 12 Stunden Uberstande gesammelt, steril filtriert
(Millipore-Filter), auf Eis gekihlt und dann bei —70 °C bis zur weiteren Verwendung
gelagert. Die Bestimmung des Virustiters erfolgte im Anschlul3 auf verschiedenen

Indikatorzellinien.

2.2.2.2 Titration retroviraler Uberstande

Die in dieser Arbeit verwendeten Vektoren enthalten als Marker entweder eGFP oder das
Neomycinresistenzgen (neo”). Die Bestimmung der Infektidsitét erfolgte im ersten Fall
mittels durchfluf3zytometrischer Messung und im zweiten Fall mittels eines sogenannten

GTU (Geneticin-Transfereinheiten)-Experiments.

a) Titration von eGFP-V ektoren:

Je 1x10°> SC-1 Zellen wurden pro Vertiefung einer 24-Lochplatte ausplattiert. Die
virushaltigen Uberstande wurden in seriellen Verdiinnungen (2-, 10-, 40-fach) zupipettiert.
Pro Verdunnungsstufe wurden Dreifach-Ansétze hergestellt. Um die Virusaufnahme zu
verbessern, wurde Protaminsulfat in einer Endkonzentration von 4 pug/ml dem Medium
zugegeben. Um die Transduktionseffizienz zusétzlich zu erhéhen, wurde der Ansatz bel
200 g fur eine Stunde bei 30 °C zentrifugiert (Microplus Carrier; CL-GPKR Zentrifuge,
Beckman). Nach weiteren 1-3 Stunden Inkubation bei 37 °C im Brutschrank wurde das
Medium gegen frisches Medium ausgetauscht. Die Bestimmung der Titer erfolgte durch
durchfluf3zytometrische Analyse der eGFP-Expression am dritten Tag nach Infektion.
Uninfizierte Zellen wurden hierbei als Negativ-Kontrolle verwendet. Bei Messung des
Titers wurde zur reproduzierbaren Unterscheidung zwischen eGFP-exprimierenden und
nicht-exprimierenden Zellen eine definierte Grenze festgelegt. Dabel wurden 1 % der
Zellen aus der Negativ-Kontrolle als falsch positiv gewertet. Aus dem Vergleich mit dem
Histogramm der Negativ-Kontrolle wurde der Anteil an eGFP-exprimierenden Zellen in
einer Kultur ermittelt. Aus dem Prozentsatz der eGFP-positiven Zielzellen, der

Verdinnung und dem Volumen des eingesetzten Virustiberstands wurde berechnet, wieviel
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infizierende Viren in 1 ml Uberstand vorhanden waren (Titer). Die Reproduzierbarkeit der
auf SC-1 Zellen ermittelten Titer wurde zusétzlich durch Titration auf zwei weiteren
Indikatorzellinien (TE671 und HT-1080) Uberprift. Die Titer fur Mo/MP-CG lagen im
Mittel bei 1,9(+/-0,3)x10°/ml, fir Mo/MP-PG bei 3,5(+/-1,5)x10°/ml (Abweichungen der

Werte zwischen den benutzten Zellinien in Klammern; je Zellinie n=9).

b) Titration von neo™-V ektoren:

Zur Titerbestimmung bei Neomycinresistenz-vermittelnden Vektorpartikeln wurden GTU-
Analysen durchgefiihrt. Hierfir wurden 0,5-1x10* HT-1080-Zellen pro Vertiefung einer
24-Lochplatte in einem Volumen von 0,5 ml ausplattiert und sieben Stunden im
Brutschrank inkubiert. Das Medium wurde abgenommen und gegen frisches Medium
ausgetauscht. Serielle Verdinnungsstufen (unverdinnt, 1x10?2, 2x10°3, 4x10* 8x107,
1,6x10°, 3,2x10°°, 6,4x10") der Uberstande wurden als Tripletts in einem Gesamtvolumen
von je 1 ml ausplattiert. Um die Virusaufnahme zu verbessern, wurde Polybrene in einer
Endkonzentration von 8 pg/ml dem Medium zugegeben. Anschlie3end erfolgte die
Infektion durch Zentrifugation (200 g fir eine Stunde bei 30 °C). Nach weiteren 1-3
Stunden Inkubation bei 37 °C im Brutschrank wurde das Medium gegen frisches Medium
ausgetauscht. Bel erfolgter Transduktion (dritter Tag nach Infektion) wurde mit der
Geneticinselektion (G418) begonnen. Zu diesem Zweck wurde das Kulturmedium
abgenommen und gegen Selektionsmedium (G418: c¢=0,9mg/ml) ausgetauscht. Das
Selektionsmedium wurde alle zwei Tage gegen frisches ausgetauscht. Die G418-Selektion
wurde bis zum vollstdndigen Absterben der uninfizierten Zellen der Negativ-Kontrolle am
Tag 11 weitergefuhrt. Aus der Anzahl der gewachsenen Klone konnte unter Bertick-
sichtigung des Verdunnungsfaktors der Virustiter ermittelt werden (durchschnittliche
Anzahl an Klonen/Dreifachansatz* V erdiinnungsfaktor * 2).

2.2.2.3 Stabile Transduktion von T-Zellinien

Zunéchst wurden 2x10° Suspensionszellen pro Vertiefung einer 24-Lochplatte vorgelegt
und Virusiberstand mit definiertem Titer ("multiplicity of infection” <1) in einem
Gesamtvolumen von 1 ml zugegeben. Der Zusatz von Protaminsulfat (Endkonzentration: 4
pa/ml) fuhrte zur Verbesserung der Transduktionseffizienz. Im Anschlul® wurde bei 200 g

fUr eine Stunde bei 30 °C zentrifugiert. Nach Inkubation fir 1-3 Stunden im Brutschrank
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wurde der Virusiberstand abgenommen und je Vertiefung 1,5 ml frisches Medium
zugesetzt.

2.2.2.4 Dur chflul3zytometrische Analyse eGFP-exprimierender Zellen

Beim durchfluf3zytometrischen Mef3verfahren macht man sich die Eigenschaft zunutze, dal3
verschiedene physikalische und chemische Eigenschaften einzelner Zellen -wie relative
Grole, Granularitdt sowie verschiedene Fluoreszenzintensitdten- simultan gemessen
werden konnen. Dabei werden die Zellen als Suspension durch Uberdruck in die
Mefkilvette geprefdt und dort hintereinander in einem FlUissigkeitsstrom angeordnet, so dal3
sie einzeln vom Laserstrahl erfal3t und physikalisch gemessen werden konnen. In dieser
Arbeit fand das FACSCalibur (Becton-Dickinson, Heidelberg) Verwendung. Dieses Gerét
bietet die Moglichkeit, vitale Zellen in einer Probe zu identifizieren und gleichzeitig die

Starke der eGFP-Expression in diesen Zellen zu quantifizieren.

In Abhangigkeit der Intensitdt der Fluoreszenz erfolgt die Einteilung der Zellen in
Expressionsklassen. Die Verteilung der Zellen wird in Form eines Haufigkeitsdiagramms
dargestellt. Eine Abschwéchung oder gar ein Verlust der eGFP-Expression in einer
Zellkultur bewirkt eine Anderung der Verteilung im Haufigkeitsdiagramm. Durch den
Vergleich der Histogramme im Laufe einer Kultivierung kdnnen Verdnderungen der

Expression in den Zellen verfolgt werden.

Bel Langzeitkulturen wurde wdchentlich die eGFP-Expression der Zellen gemessen.
Aliquots von Zellen wurden aus den Kulturen entnommen, mit 1x PBS-Puffer gewaschen
und direkt im Durchfluf3zytometer analysiert. Als Negativ-Kontrolle diente eine paralel
kultivierte, untransduzierte Kultur der betreffenden Zellinie. Durch Vergleich mit dem
Histogramm der Negativ-Kontrolle konnte der Anteil an eGFP-exprimierenden Zellen in

einer Kultur ermittelt werden.

Die Analysen zur Ermittlung des Verlusts der V ektorexpression in Jurkatzellen wurden mit
transduzierten Massenkulturzellen und daraus isolierten Zellklonen durchgeftihrt. Bel
Massenkulturen waren selbst nach Sortierung mit einem Zellsortierer (MoFlo®

Cytomation, Inc., Ft. Collins, CO, USA) untransduzierte Zellen in den Kulturen vorhanden.



2. Materia & Methoden A

Die Werte fur eGFP-exprimierende Zellen lagen direkt nach der Sortierung bel 71 %
(Mo/MP-PG) bzw. 79 % (Mo/MP-CG). Wahrend der weiteren Untersuchungen wurde fir
die Berechnung des Anteils an abgeschalteten Zellen berilicksichtigt, da3 sich nicht
transduzierte Zellen in den Massenkulturen befinden. Diese wurden von dem Anteil an
nicht exprimierenden Zellen abgezogen. Die Kulturen aus Zellklonen hatten jeweils eine

V ektorkopie und exprimierten anfangs etwa 100 % eGFP.

2.2.2.5 Anreicherung vektortragender Zellen

Sortierung von Zellen

Die eGFP-exprimierenden Suspensionszellen wurden in Sortierungsréhrchen gegeben und
bei 200 g fur funf Minuten bei einer Temperatur von 37 °C abzentrifugiert. Zum Waschen
wurden die Zellen in 1x PBS resuspendiert und erneut zentrifugiert. Der Uberstand wurde
verworfen und das Zellsediment in 1x PBS aufgenommen (Zelldichte: 5x10°/ml). Zur
Abtrennung von Zellklumpen wurden die Zellen dann in sterile PraSeparationsfilter aus
Nylon mit einem Durchlald von 30 um (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach) pipettiert und
in einem sterilen Sortierungsréhrchen aufgefangen. Die Zellen wurden bis zum Sortieren
auf Eis gelagert. Die Sortierung eGFP-exprimierender Zellen erfolgte mit einem
Zellsortierer der Firma MoFlo® Cytomation, Inc. (Ft. Collins, CO, USA). Aus der Kultur
wurden bis zu 2-3x10* Zellen in sterile Sortierungsrdhrchen abgelegt. Nach einem
Waschschritt mit 1x PBS wurden die Zdlen in Medium resuspendiert und auf

Kulturschalen eingesét.

Zur Ermittlung der Sortierungseffizienz wurde der Anteil eGFP-positiver Zellen in der
Kultur direkt vor sowie nach der Sortierung miteinander verglichen. Hierfir wurden
jeweils Aliquots der Zellen vor und nach der Sortierung aus den Kulturen entfernt und ihr

Antell an eGFP-exprimierenden Zellen zytometrisch bestimmt (vergl. Kap. 2.2.2.4).

Anreicherung transduzierter Zellen in vitro

Zur Anreicherung von EL4-Zellen, die mit einem Neomycinresistenz-Vektor infiziert
wurden, wurde eine Kultivierung unter Selektion mit Geneticin (G418-Sulfat, Gibco BRL
Life Technologies, Paisley, U.K.) durchgefihrt. Gestartet wurde diese Selektion bei
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Massenkulturen (c=0,6 bzw. 1,2 mg/ml) am Tag 3 und bel Endpunkt-verdinnten Klonen
(c=1,2 mg/ml) am Tag 1 nach Transduktion. Ab diesem Zeitpunkt wurde mikroskopisch
regelmaldig auf klonales Zellwachstum hin untersucht. Die Selektion erfolgte Uber einen

Zeitraum von 11 Tagen.

2.2.2.6 Klonierung von Zellen

Klonierung durch Einzelzellablage (EZA)

Zur Herstellung von Klonen aus Jurkatzellen durch Einzelzellablage wurden zunéchst
geeignete Bedingungen zur Verwendung des Zellsortierers (MoFlo® Cytomation, Inc., Ft.
Callins, CO, USA) ausgetestet. Die hierbel gefundenen Werte sind nachfolgend aufgefthrt:

-eingestellte Zellkonzentration: 2,5x10° Zellen/ml,
-ausgeséte Zellzahl: drei Zellen pro Vertiefung einer 96-Loch-Mikrotiterplatte,
-Druck im System des Z€ellsortierers: 3,6 psi.

Zur Etablierung unabhéngiger Klone wurden aus Massenkulturen transduzierter Jurkat-
Zellen (Mo/MP-CG bzw. Mo/MP-PG) eGFP-positive Zellen abgelegt. Nach 10 Tagen

Kultivierung der Zellen wurde die Platte auf klonales Wachstum untersucht.

Klonierung durch Endpunktverdiinnung (EPD)

Zur Herstellung unabhéngiger Klone wurden aus Massenkulturen transduzierter EL4-
Zellen (Mo3TIN bzw. Mo3N) Endpunktverdinnungen durchgeftihrt. Zu diesem Zweck
wurden am Tag der Infektion serielle Verdinnungen der transduzierten Zellen hergestellt
und unterschiedliche Zellzahlen (0,3/1/3/10/30/100/300) pro Vertiefung in 96-Loch-
Mikrotiterplatten ausplattiert. Pro Zellzahl wurden 24 bzw. 48 Vertiefungen verwendet.
Um transduzierte Klone zu erhalten, wurden die Zellen in Medium mit Zusatz von G418
(c=1,2 mg/ml) kultiviert. Um die Funktionalitdt der Vektoren zu prifen, wurden Zellen in
Medium ohne Selektionsmittel sowie mit einer Kombination aus G418 (Geneticin; c=1,2
mg/ml) und GCV (10 uM) gehalten. Nach einer Inkubationszeit von 14 Tagen wurde die
Auswertung durch Auszéhlen des Zellwachstums vorgenommen und die etablierten Klone

fUr weitere Experimente expandiert.
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2.2.2.7 [*H]-Thymidin-Proliferationsanalyse

Der Suizidmechanismusin Zellen mit HSV 1-Tk wird durch Zugabe von Ganciclovir in das
Kulturmedium aktiviert. Fur die Negativ-Selektion Suizidgen-tragender EL4-Zellen in
vitro (GCV-Selektionsexperimente, siehe Kap. 2.2.2.8) mufdte eine Ganciclovir-
Konzentration ermittelt werden, die fir eine selektive Entfernung transduzierter Zellen
geeignet war (Beck et al., 1995). Zu diesem Zweck wurden [*H]-Thymidin-
Proliferationsanalysen von EL4-Zellen be unterschiedlichen GCV-Konzentrationen
durchgefilhrt. Im Rahmen dieser Methode gilt die [*H]-Thymidin-Aufnahme in die
zellulére DNA als MaR fur die Proliferationsrate der Zellen.

Zur Durchfuhrung der Proliferationsanalyse wurden EL4-Zellen einer log-Phasen Kultur
entnommen, mit 1x PBS gewaschen und in einer Dichte von 3x10* Zellen/ml in frischem
RPMI-Medium aufgenommen. Aliquots der Zellsuspension & 100 pl (3x10° Zellen)
wurden in die Vertiefungen einer 96-Loch-Mikrotiterplatte ausplattiert. Vom
Selektionsmittel Ganciclovir wurden serielle Verdiinnungen in einem Volumen von 100 pl
zugegeben (Endkonzentrationen: 0; 0,1; 0,3; 1; 3; 10; 30; 100; 500 uM). Der Test wurde
als 3-fach Bestimmung durchgefiihrt. Nach drei Tagen Kultivierung der Zellen im
Brutschrank wurden anschlieRend 500 pCi [®H]-Thymidin (spez. Akt.: 50 Ci/mmol 01,85
TBg/mmol) pro Ansatz in einem Volumen von 50 ul RPMI-Medium zugegeben. Nach
weiteren 6,5 Stunden Inkubation wurden die Zellen im Zellerntegerét (Skatron 7025, Lier,
Norwegen) direkt auf Szintillator-Filtermatten (Skatron, Suffolk, U.K.) geerntet und die
Aktivitat im Szintillationszdhler (LS 1701, Beckman) ermittelt. Bei einer GCV-
Konzentration von 100 uM war ein zytotoxischer Effekt bei untransduzierten Zellen
nachweisbar. Dieser Effekt tritt bei 10-30 uM GCV nicht auf. Aus diesem Grunde wurden
die nachfolgenden in vitro Experimente unter Verwendung der Konzentrationen von 10
und 30 uM GCV durchgefiihrt.

2.2.2.8 Negativ-Selektion HSV1-Tk Gen-transduzierter Zellen in vitro

Zur Negativ-Selektion HSV1-Tk Gen-transduzierter EL4-Zellen wurden GCV-
Selektionsexperimente in vitro durchgefihrt (modifiziert nach Munshi et al., 1997;
Drobyski et al., 2001). 1x10* bzw. 1x10° EL4-Zellen wurden pro Vertiefung einer 24-
Lochplatte eingesdt und mit unterschiedlichen GCV-Konzentrationen (c=10/30 uM GCV)
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4-5 Tage selektioniert. Als Wachstumskontrolle wurden EL4-Zellen ohne Negativ-
Selektion parale kultiviert. Jede Konzentration wurde als Dreifachansatz getestet. Im
Anschlul? wurden die Vertiefungen auf Uberlebende Zellen untersucht. Anhand der
ermittelten Zellzahlen konnte die Effizienz der Negativ-Selektion bestimmt werden.

2.2.2.9 Kultivierung reisolierter EL4-Tumor zellen

Tumore mit einem Gewicht zwischen 0,4 und 1,7 g wurden aus transplantierten C57BL/6-
Mausen (Lyt5.1-Stamm) steril entfernt. Die Zellen des Tumorverbands wurden in RPMI-
Medium durch Zerteilen mit einem Skalpell und anschliefendem Quetschen mit dem
Stempel einer Spritze mechanisch vereinzelt. GrofRere Gewebetrimmer wurden durch
Sedimentation abgetrennt. Die Zellsuspensionen wurden durch wiederholtes Auf- und
Abpipettieren mit einer Spritze weitgehend homogenisiert. Anschlief?end wurden diese
Zellsuspensionen in verschiedenen Konzentrationen in Vertiefungen von 6-Lochplatten
ausgesdat. Nach einem Tag Kultivierung im Brutschrank wurden die restlichen,
sedimentierten Gewebebestandteile und Zelltrimmer entfernt, und die EL4-Zellen nach
einem Waschschritt in frischem Medium erneut ausplattiert. Die Prozedur wurde
gegebenenfalls wiederholt. Auf diese Weise wurden homogene Kulturen von reisolierten

EL4-Tumorzellen erhalten, diein weiteren Untersuchungen Verwendung fanden.

2.2.2.10 Markierung von Zellen durch Antikor perbindung

Um im Rahmen der Transplantationsexperimente bezlglich Spender- bzw.
Wirtszugehorigkeit unterscheiden zu konnen (vergl. Kap. 2.2.3.1), wurden Antikorper zur
Erkennung der Oberflachenmolekile CD45.1/.2 eingesetzt (Lyt5.1 mit PE, Lyt5.2 mit
FITC gekoppelt, BD Pharmingen, ).

Pro Ansatz wurden jeweils 5x10° der anzufarbenden Zellen eingesetzt. Nach einem
Zentrifugationsschritt (200 g fur funf Minuten bei Raumtemperatur) wurden die Zellen
einmal mit PBS/2 % FCS gewaschen und die verdinnte Antikorperlésung (0,3 pg pro
Farbeansatz) in einem Volumen von 20 pl auf das Zellsediment pipettiert. Anschlief3end
erfolgte die Inkubation bei 4 °C fur 30 Minuten in Dunkelheit. Nach dreimaligem Waschen
wurden die Antikorper-markierten Zellen in eéinem Volumen von 0,5 ml 1x PBS

aufgenommen und im Durchflu3zytometer analysiert.
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2.2.3 Tierexperimentelle Methoden
2.2.3.1 Transplantation von Zellen

Die tumorigene EL4-Zellinie wurde aus C57BL/6-M&usen etabliert. Zur Unterscheidung
von Donor- und Wirtszellen wurde im Rahmen des Transplantationsmodells das
Lyt5.1/Lyt5.2-System verwendet. Hierbel handelt es sich um Varianten eines exprimierten
Oberflachenmolekils (Lyt5), welches zur Unterscheidung von syngenen Tieren eingesetzt
werden kann. Die hierin unterschiedlichen Zellen werden a's kongen bezeichnet. Da EL4-
Zellen Lyt5.2 exprimieren, wurde ein Lyt5.1 exprimierender C57BL/6-Stamm (C57BL/6J-
Lyt5.1-Pep3b, Jackson Laboratory, Bar Harbor, ME, USA) fir die Transplantations-
experimente verwendet. Auf diese Weise ist eine Unterscheidung von Donor- und
Wirtszellen mdglich. Im Rahmen dieser Untersuchungen wurden parallel unterschiedliche

Injektionsrouten sowie verschiedene Zelldosen getestet.

Intravendse Transplantation von Zellen

Bei intravendser Applikation wurden 5x10% bzw. 5x10° EL4-Zellen in 200 pl RPMI-
Medium resuspendiert und in die Schwanzvene einer etwa acht Wochen aten Maus (w)
gespritzt. Die Mause wurden 2-3ma wochentlich untersucht. Hierbei wurde durch
Vergleich der Mause mit den Tieren der Negativ-Kontrollgruppe zundchst das Auftreten
auffélliger Verhaltensweisen untersucht. Anschlieflend folgte eine palpatorische
Untersuchung der Tiere. Bel offensichtlichen und stark ausgepragten Krankheits-
symptomen wurden den Tieren Organe entnommen (Milz, Leber, Thymus, Nieren) und

deren Gewicht bestimmt sowie auf pathol ogische Auffalligkeiten untersucht.

Subkutane Transplantation von Zellen

Vor Versuchsbeginn wurden jeweils beide Beine der Mause mit einer Schieblehre
vermessen. Bei subkutaner Injektion wurden die EL4-Zellen in die Flanke des rechten
Hinterbeins der Mé&use (m/w) in verschiedenen Zelldosen (1x10*1x10° Zellen) in einem
Volumen von 100 pul verabreicht. Die Zellen waren zuvor in 1x PBS gewaschen worden.
Die Méause wurden 2-3ma pro Woche auf Tumorwachstum untersucht und jeweils das

rechte Bein zur Bestimmung auf Verdnderungen in der Grofe mit einer Schieblehre



2. Materia & Methoden 39

vermessen. Um Wachstumsveranderungen der Tiere auszuschlief3en, wurde solch eine

Messung a's Referenz auch mit dem jeweils linken Bein durchgefihrt.

2.2.3.2 Verabreichung von Ganciclovir

Die Prodroge Ganciclovir (Cymeven®, Roche, Grenzach-Wyhlen) wurde C57BL/6-Lyt5.1-
Méausen zur gezielten Entfernung tumorigener, Suizidgen-tragender EL4-Zellen

verabreicht. Dieses erfolgte nach zwei verschiedenen Protokollen:

In einem praventiven Ansatz begann die Behandlung der Tiere einen Tag nach
Zellapplikation. Es wurde sieben Tage lang eine tégliche GCV-Dosis von 50 mg/kg
K orpergewicht intraperitoneal injiziert. Das Injektionsvolumen desin 1x PBS gel 6sten und

sterilfiltrierten GCV betrug 20 ul/g Korpergewicht.

In einem kurativen Ansatz begann die Behandlung der Tiere beim Auftreten von messbaren
Tumoren. Tumore wurden frihestens am Tag 10 nach Zelapplikation sichtbar. GCV-
Injektionen wurden zweimal am Tag mit einer Dosis von jeweils 50 mg/kg K orpergewicht
vorgenommen. Morgens wurde GCV mit einem Injektionsvolumen von 5 ul/g
Korpergewicht direkt in den lokal entstandenen Tumor gespritzt (intra-tumoral). Am
Abend erfolgte die Injektion intraperitoneal. Die Behandlung wurde Uber einen Zeitraum

von sieben Tagen durchgefihrt.
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3. Ergebnisse

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Identifikation von molekularen Mechanismen, die zu
einer Inaktivierung der Vektorexpression fiuhren konnen. Die Kenntnis solcher
Mechanismen ermdglicht eine verbesserte Vektorentwicklung. Die Haufigkeit sollte
bestimmt werden, mit der retrovirale Suizidgenvektoren in vitro und in vivo durch
genetische oder epigenetische Prozesse inaktiviert werden. Dieses ist wichtig, um die
Sicherheit der Vektoren bei der therapeutischen Verwendung am Menschen einschétzen zu
koénnen. Zur Zeit werden Suizidgenvektoren sowohl bei der adoptiven Immuntherapie im
Rahmen von Knochenmarktransplantationen zur Bekampfung der Transplantat-gegen-Wirt
Krankheit (GvHD) als auch in der Onkologie fir die Entfernung solider Tumoren

angewendet.

3.1 In vitro Analyse des Verlusts der retroviralen Expression bei Vektoren

mit unterschiedlichen internen Promotoren

Interne Promotoren wurden zur Steuerung der Transgenexpression in retroviralen Vektoren
bereits erfolgreich benutzt (z.B. Wagner et al., 1985). Sie zeigten dabei besonders
hinsichtlich ihrer Expressionstérke deutliche Unterschiede (Hock et al., 1989). Fir
gentherapeutische Anwendungen ist neben einer ausreichend hohen zusétzlich auch eine

dauerhaft stabile Vektorexpression wiinschenswert.

Zu diesem Zweck wurden in dieser Arbeit zwei Promotorelemente getestet, ob sie eine
stabile Transgenexpression vermitteln. Bei diesen Elementen handelt es sich um den
Promotor des humanen Zytomegalievirus (CMV; Lupton et al., 1991) sowie den Promotor
des murinen Phosphoglyzeratkinase (PGK; Tybulewicz et al., 1991)-Gens. Zur Analyse der
Langzeitexpression in vitro wurde ein in unserer Arbeitsgruppe etabliertes Mef3system
verwendet (Schwieger, 2000). Es basiert auf dem zytometrischen Nachweis des ” enhanced
green fluorescent protein” (eGFP). Die eGFP-Expression der retroviralen Vektoren wurde
in Zellkulturexperimenten Uber einen Zeitraum von bis zu vier Monaten quantifiziert. Fur
die in vitro-Expressionsanalysen wurden T-Zellen humanen Ursprungs benutzt, da die

therapeutische Verwendung von T-Zellen thematisch im Vordergrund stand. In die
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Untersuchungen wurden neben Massenkulturen auch Zellklone einbezogen. Zellklone sind
dadurch charakterisiert, dal} alle Zellen von derselben Ursprungszelle abstammen. Das
Provirus befindet sich daher bei Zellen eines Klons an der gleichen Stelle im Genom. Die
Verwendung von Klonen mit jewells einer Vektorkopie ermdglicht die molekulare Analyse

von Mechanismen, die zu einem Verlust der V ektorexpression fiihren konnen.

3.1.1 Vektoren mit internen Promotoren

Mit dem eGFP-Mef3system wurde der Einflufd unterschiedlicher interner Promotoren auf
die Stabilitdt der Expression des eGFP-Gens im retroviralen Vektor untersucht. Zum
Zeitpunkt der durchgefihrten Arbeit fanden einfache Retroviren in der somatischen
Gentherapie Verwendung (Mulligan, 1993). Sie sind auch bei Transfer in lymphoide Zellen
vorteilhaft, weil Moloney-Mausleukdmievirus (Moloney, 1960) und davon abgeleitete
Konstrukte eine bessere Expression in T-Zellen als z.B. SFFV-Vektoren erlauben. In der
hier vorgestellten Arbeit wurde die Expressionsstabilitdt des Promotors des humanen
Zytomegalievirus (IE94 hCMV) und des murinen Phosphoglyzeratkinase-Gens (mPGK) im
retroviralen Vektorkontext verglichen. Die intern im Vektor integrierten Promotoren sollen
eine vom viruseigenen Promotor/Enhancerbereich unabhéngige Expression vermitteln. Es
wurde bereits gezeigt, dal3 flankierende LTRs, die selbst vom Loéschen betroffen sein
koénnen (Gautsch und Wilson, 1983; Niwa et al., 1983), einen internen Promotor schiitzen
konnen (Wagner et al., 1985; Wu et al., 1996). Da die Hohe der Expressionsstérke und der
Expressionsstabilitdt der Vektoren vom Differenzierungszustand der Zelle abhangt, ist die
Wahl und Analyse eines geeigneten Promotors im jewelligen Zellsystem unerlélich. So
zeigte der virdle CMV-Promotor im Vergleich zu diversen anderen internen Promotoren
hohe Expressionspegel in kultivierten hématopoetischen Zellen (Hock et al., 1989).
Allerdings wurde in unserer Arbeitsgruppe bereits die Abschaltung des CMV-Promotorsin
einem retroviralen Vektor festgestellt (Bergemann et al., 1995; Schwieger, 2000). Davirae
Promotoren moglicherweise Erkennungssequenzen zur Abschaltung im eukaryontischen
System in sich tragen, wurde zum Vergleich ein Vektor mit einem eukaryontischen
Promotor verwendet. Der eukaryontische PGK-Promotor wurde ausgewahlt, da durch ihn
auch in der in vivo Situation eine hohe Stabilitat der Expression vermittelt werden kann
(Lim et al., 1987 und 1989; Correll et al., 1994; Woods et al., 2000).
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Die hier verwendeten Vektoren enthalten neben Mo-MuLV-Sequenzen Anteile aus anderen
murinen Retroviren sowie nicht-virale Sequenzen. Die U5-"Leader”-Region stammt vom
endogenen Retrovirus dI587rev und ermdglicht die Expression von MESV (Maus
embryonalen Stammzellvirus) in embryonalen Stammzellinien (Grez et al., 1990). Die
selbe Sequenz wurde fir eine gute Expression in hamatopoetischen Zellen unter
Verwendung von FMEV -V ektoren benutzt (Baum et al., 1996).

Die Vektoren mit internem Promotor und ihre Ausgangskonstrukte sind in Abb. 2 (siehe S.
20) dargestellt. Ausgangsplasmid fir die zwei neu generierten Konstrukte war pMo/MP-
CGa. Dieses Vektorplasmid enthdt die Promotor-Markergen-Kassette in gegensinniger
Orientierung zur Transkriptionsrichtung der LTR. Da mit diesem Konstrukt nur geringe
Titer erzielt wurden (Schwieger, 2000), wurden in der vorliegenden Arbeit Vektoren mit
gleichsinniger Orientierung der Expressionskassette hergestellt: Mo/MP-CG und Mo/MP-
PG. Sie enthalten von Mo-MuLV abgeleitete LTR-Sequenzen und den 5’ -untranglatierten
Bereich des MPSV. Die intern inserierten Promotoren von CMV bzw. PGK vermitteln die
Expression der eGFP-Sequenz.

3.1.2 Verwendung des eGFP-Reportergens zur Messung der Langzeit-
expression

Die durchfluRzytometrische Messung der Fluoreszenz des zytoplasmatischen eGFP-

Proteins bietet die Mdaglichkeit, mit geringem Zeitaufwand Expressionstudien

durchzufiihren, da weitere Férbeschritte entfallen. Weiterhin lassen sich zusétzlich

physikalische Parameter wie Zellgrofie und Granularitét der Zellen bestimmen.

Eine Quantifizierung der Abschaltung ist nur méglich, wenn mdoglichst viele Zellen einer
Kultur zu Beginn der Untersuchung Expression zeigen. Allerdings ist eine
Transduktionsrate von mehr als 30-40 % nicht erwinscht, da bei hoheren Infektionsraten
die Wahrscheinlichkeit steigt, dal3 die Vektoren in vielfachen Kopien in den Zellen
integrieren. Bei Mehrfachintegrationen ist die Wahrscheinlichkeit grof3, dal3 eine
Vektorkopie angeschaltet bleibt und Abschaltungsereignisse nicht nachgewiesen werden
konnen. Eine zuverlassige Quantifizierung der Abschaltung der Expression ist dann nicht

mehr moglich. Aus diesem Grund wurde bei den Infektionen eine geringe MOI von <1
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ausgewahlt, um Mehrfachintegrationen auszuschlief3en. Um den Anteil an eGFP-positiven
Zellen zu erhéhen, wurden Zellen von Massenkulturen sieben Tage nach Transduktion mit
einem Zellsortierer sortiert. Der Anteil an eGFP-exprimierenden Zellen wurde hiermit auf
71-79 % erhoht.

Analyse der Vektoren mit internem Promotor in transduzierten Jurkatzellen

Humane Jurkat T-Zellen wurden mit den Vektoren mit einer "multiplicity of infection”
(MOI) von 0,2 transduziert. Der Infektionserfolg wurde mittels FACS-Analyse am dritten
Tag nach Infektion Uberprift. Es ergaben sich Transduktionsraten von 11,3+/-0,5 % (n=2)
fir das CMV-Promotor-Konstrukt und von 19,7+/-0,5 % (n=2) fiur das PGK-Promotor-
Konstrukt. Bei der hier verwendeten MOI von <0,5 und einer Transduktionsrate von 10-20
%, ist es wahrscheinlich, dal3 die Mehrheit der Zellen nur eine einzige Vektorkopie enthalt
(Wahlers et al., 2001). Zur Erhéhung des Anteils positiver Zellen wurde am Tag 7 nach
Transduktion, wie oben beschrieben, eine Sortierung der Massenkulturen vorgenommen.
Der anschlieffend mittels FACS-Analyse bestimmte Anteil positiver Zellen war nach der
Sortierung deutlich hoher: 79 % fir Mo/MP-CG-transduzierte Zellen und 71 % fur
Mo/MP-PG-transduzierte Zellen. Die mit Massenkulturen erzielten Ergebnisse dienten als
vorlaufige Daten, da nicht infizierte Zellen bei der Interpretation der Resultate storen. Um
uninfizierte Zellen auszuschlief3en, wurden im folgenden Zellklone mit jeweils einer
Vektorkopie etabliert. Bei den hiermit erzielten Ergebnisse handelt es sich um die richtigen
Daten.

Zur Gewinnung unabhéngiger Klone wurden im Rahmen der Sortierung (FACS)
Einzelzellen aus der eGFP-exprimierenden Zellfraktion in 96-Lochplatten abgelegt.
Insgesamt wurden 23 Klone mit dem CMV-Promotor-Konstrukt sowie 22 Klone mit dem
PGK-Promotor-Konstrukt isoliert. Die Klonierungseffizienz nach Einzelzellablage war
etwa 9 % und ist damit um den Faktor sechs geringer as nach Endpunktverdinnung. Nach
durchfluf3zytometrischer Analyse wurden jeweils 12 eGFP-positive Klone mit nur einer
einzigen Vektorkopie fir weitere Studien ausgewahlt (Tab. 1, S. 45). Alle zeigten nahe 100
% eGFP-positive Zellen (92-100 % bei Mo/MP-CG-transduzierten und 97,5-100 % bel

Mo/MP-PG-transduzierten Klonen). Zwischen verschiedenen Klonen wurden unterschied-
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liche mittlere Fluoreszenzen ermittelt. Diese entsprechen unterschiedlichen eGFP-

Expressionspegeln.
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a)
Nr.: | Klone mit CMV-Promotor-| eGFP-Expression (%) Mittlere Kopienzahl
Vektoren Fluoreszenz
1 #A1 99,98 164 n.u.
2 #B3 96,97 78 1
3 #B4 99,80 393 1
4 #C5 99,44 107 1
5 #E6 99,83 95 1
6 #E8 99,95 189 1
7 #F1 92,05 86 1
8 #F10 99,18 88 1
9 #G2 95,76 286 1
10 #H7 95,31 55 1
11 #H8 99,95 214 1
12 #H10 100 90 1
b)
Nr.: | Klone mit PGK-Promotor- | eGFP-Expression (%) Mittlere K opienzahl
Vektoren Fluoreszenz

1 #HAT 99,96 407 1
2 #A10 99,83 262 1
3 #B2 97,48 99 1
4 #B9 99,81 514 n.u.
5 #B10 97,61 32 1
6 #C8 99,92 100 1
7 #ES 99,86 287 1
8 #F10 99,81 41 1
9 #F12 99,99 208 n.u.
10 #G11 99,76 95 n.u.
11 #G12 98,64 21 n.u.
12 #H9 99,71 52 n.u.

Tabelle 1: Die isolierten Klone der Jurkatzellen tragen nach Transduktion jeweils eine Vektorkopie.
Dargestellt ist die eGFP-Expression (in %) in Jurkat-Zellklonen (a: Mo/MP-CG-transduziert, b: Mo/MP-PG-
transduziert) sowie die Mittlere Fluoreszenz (MF) jeweils zu Beginn der Analysen. Die Anzahl der
Vektorkopien pro Zellklon blieben im Lauf der Untersuchungen konstant. N.u.=nicht untersucht.
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Anschlieflend wurden Langzeitexpressionsprofile sowohl der Massenkulturen als auch der
unabhangigen Klone durch wdchentliche Messung der eGFP-Expression dber enen
Zeitraum von etwa vier Monaten erstellt. Die Massenkulturen wurden zu diesem Zweck 14
Tage nach Sortierung in drel Ansdtze gesplittet. Die im Rahmen dieser Untersuchungen
erhaltenen Ergebnisse sind in Kapitel 3.1.3 aufgefihrt.

3.1.3 Vergleich der Aktivitat unterschiedlicher interner Promotoren im
Vektorgenom

Expressionsvergleich in Massenkulturen und Einzelklonen

Die eGFP-Expression wurde Uber einen Zeitraum von vier Monaten gemessen (Abb. 3, S.
47). In Jurkatzellen ist das Vektorkonstrukt mit dem CMV-Promotor sowohl in
Massenkulturen a's auch in Klonen dem Konstrukt mit dem PGK-Promotor in bezug auf
Expressionsstabilitéat Gberlegen. Bei Massenkulturzellen, die mit dem Vektor Mo/MP-CG
transduziert waren, wurde ein Expressionsverlust von 33 % innerhab des
Untersuchungszeitraums nachgewiesen. Fur Mo/MP-PG-transduzierte Massenkulturzellen
wurde im gleichen Zeitraum sogar ein Verlust der Expression von 41 % gemessen. Ein

ahnliches Bild zeigt sich in den jewelligen Klonen (Mo/MP-CG: 28 %; Mo/MP-PG: 37 %).
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Abbildung 3: Der CMV-Promotor

vermittelt

Transgenexpression als der PGK-Promotor.
transduzierte Klone und c) Vergleich von Massenkulturen (MK, n=3) und klonierten Zellen (n=12).

in humanen Jurkat T-Zellen eine stabilere
a) Mo/MP-CG transduzierte Klone, b) Mo/MP-PG
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Vektorverlust ist nicht Ursache fur die Inaktivierung der eGFP-Expression in Klonen

Im Fall von jeweils einer VVektorkopie pro Zelle kdnnen Veranderungen im Genotyp leicht
festgestellt werden. Im Fall von zwei oder mehr Integrationen pro Zelle kann die
Abschaltung einer einzelnen Kopie aufgrund der Expression anderer Kopien nicht
quantifiziert werden. Aus diesem Grund wurden zu Versuchsbeginn Southern Blot-
Anaysen durchgefuhrt und Klone mit jeweils einer Vektorkopie ausgewéhlt. Um zu
prifen, ob der festgestellte Expressionsverlust auf genetische Ursachen zurilickzufthren ist,
wurde genomische DNA aus den Klonen auch zu Versuchsende anhand von Southern Blot-
Analysen untersucht (Abb. 4; vergl. Kap. 2.2.1.5).

Bel Hybridiserung der DNA mit der als Sonde eingesetzten Promotor-eGFP-K assette
(Abb. 4c) waren pro Spur eine eGFP-Bande (809 bp) und pro Vektorintegration jeweils
zusétzlich eine Bande unterschiedlicher GrofRe nachweisbar. Bel alen im Rahmen der
Langzeituntersuchungen ausgewdhlten Klonen waren zwei Banden sichtbar (Abb. 4a
Spuren 1-9, 11, 12, 14 und Abb. 4b: Spuren 18-20, 22, 24-25). Daraus ergibt sich, da3 alle
Klone weiterhin den proviralen Vektor tragen und somit Vektorverluste in den Klonen
nicht Ursache fir die Inaktivierung der eGFP-Expression ist. Vermutlich ist der

Expressionsverlust in diesen Féllen auf Léschung der Vektorexpression zurtickzuf Gihren.
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Abbildung 4. Die Inaktivierung der eGFP-Expression ist nicht auf genetischen Verlust des proviralen
Vektors zurickzufiihren, da die Anzahl der Vektorkopien unverandert bleibt. Genomische DNA aus
Juraktzellklonen (transduziert mit @ Mo/MP-CG, b) Mo/MP-PG) wurde mit EcoRl gespalten,
gelelektrophoretisch aufgetrennt und nach Transfer auf eine Blot-Membran mit der in ¢) dargestellten Sonde
hybridisiert. Die Analyse genomischer DNA fand zu Versuchsbeginn und auch zu Versuchsende statt. Die
Resultate hierfir waren identisch. Représentativ sind hier die Ergebnisse zu Versuchsende abgebildet.
Mk=gDNA aus Vektor-transduzierten Massenkulturen, Nk=gDNA aus untransduzierten Jurkatzellen,
IP=interner Promotor (in aCMV-Promotor, in b: PGK-Promotor). Die Klone in den Spuren 10, 13, 16, 17
und 23 wurden aufgrund von M ehrfachintegrationen nicht fir die Langzeitexpressionsanalysen ausgewahit.

Die Abschaltung der Transgenexpression ist stabil

Zur Klarung, ob die Abschaltung der eGFP-Expression in den Zellen stabil ist oder die
Expression durch dynamische Aktivierung und Inaktivierung der Transkriptionseinheit
oszilliert (Ostertag et al., 1974; Feng et al., 1999), wurden bestimmte Klone zur
Subklonierung ausgewahlt. Es wurden Kulturen ausgewahlt, bel denen nach vier Monaten

Kultivierung gleichzeitig jeweils eine eGFP-positive und eine eGFP-negative Zellfraktion
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deutlich voneinander zu unterscheiden waren. Von diesen Fraktionen wurden Uber
Zellsortierung jewells Einzelzellen abgelegt und nach deren Expansion die Expression bis
zu 14 Wochen nach Sortierung wdchentlich mittels FACS analysiert. Urspriinglich aus der
eGFP-negativen Fraktion stammende Zellen blieben im Beobachtungszeitraum eGFP-
negativ, wahrend Zellen aus der eGFP-positiven Fraktion eGFP-positiv blieben. Daraus
ergibt sich, dai3 die Inaktivierung der Vektorexpression in der eGFP-negativen Zdllfraktion
stabil ist. Im Laufe der Kultivierung kam es bel letzteren allerdings zu dem bereits

beschriebenen Expressionsverlust (vergl. Abb. 3, sowie nicht gezeigte Daten).

Da trotz Heteroploidie chromosomaler Verlust in den Jurkatklonen nicht Ursache des
Expressionsverlusts war, wurde geprift, ob die Inaktivierung in den eGFP-negativen
Subklonen auf Ebene der Transkription stattgefunden hat. Zu diesem Zweck wurde RNA
prépariert und anschlief®end in einer Transkriptionsanalyse untersucht. Die in Abb. 5
dargestellten Ergebnisse zeigen keine vektorspezifischen Transkripte fur die eGFP-
negativen Subklone. Damit ist gezeigt, dal3 die Transgenexpression auf Ebene der
Transkription blockiert ist und die Abschaltung Uber die Zellteilung hinweg stabil auf die
Tochterzellen (Subklone) vererbt wird.
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— 570bp

1=H,0-Kontr. 5=BL
2=Neg.-Kontr. g-BR

3=AL

4=AR 7=Pos.-Kontr.

Abbildung 5: Die Abschaltung der Transgenexpression findet in Jurkatklonen auf Ebene der
Transkription statt. Die Anayse wurde représentativ. mit Mo/MP-PG transduzierten Subklonen
durchgefiihrt (verwendete Primer: R326MCS5: 5'-ATC CAG CCC TCA CTC CTT C-3'; PGKP3A: 5'-ATA
TTG CTA GCA GGT CGA AAG GC-3'). Neg.-Kontr.=RNA aus untransduzierten Zellen, AL=RNA von
#AT-1 (aus urspr. EGFP-neg. Zellfraktion sortiert), AR=RNA von #A7-6 (aus urspr. EGFP-pos. ZdIfraktion
sortiert), BL= RNA von #B9-5 (aus urspr. EGFP-neg. Zellfraktion sortiert), BR= RNA von #B9-1 (aus urspr.
EGFP-pos. Z€llfraktion sortiert), Pos.-Kontr.=Plasmidvektor pMo/MP-PG.
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3.2 Abschaltungsmechanismen der Expression retroviraler Suizidgen-
vektoren in T-Zellen im Mausmodell

Im Rahmen zelltherapeutischer Anwendungen (Ubersichtsartikel: Baum et al., 2002)
wurden Suizidgene zur Entfernung transduzierter Tumor- bzw. T-Zellen bereits erfolgreich
in Klinischen Phase I/11-Prifungen benutzt (Tiberghien et al., 2001; Packer et al., 2000;
Marini et al., 1999; Anonym, 1997; Klatzmann et al., 1998; Bonini et al., 1997; Tiberghien
et al., 1996). Zur schnellen préklinischen Prifung der Expression von Suizidgenvektoren
fUr die adoptive Immuntherapie fehlten bisher geeignete in vivo Modelle (vergl. Kap. 1.6).
Das Hauptziel der Arbeit war daher die Entwicklung eines solchen Modells (Maus) zur
praklinischen Testung der Expression von Suizidgenvektoren. Es sollten digjenigen

M echanismen identifiziert werden, die zum Verlust der Suizidfunktion fihren.

In einem ersten Schritt wurden zu diesem Zweck schnellwachsende Tumorzellen mit einem
Suizidgenvektor transduziert. In einem zweiten Schritt wurden sie lokal begrenzt in das
rechte Hinterbein der Méause subkutan transplantiert. Bei Tumorentstehung wurde ein
Medikament verabreicht, das zur selektiven Zerstérung der transduzierten Zellen fuhren
sollte. Ausnahmen sind Tumorzellen, die resistent gegentber dem Medikament sind.
Solche Tumorzellen wurden nach der Behandlung reisoliert und auf Mechanismen

untersucht, die zum Verlust der Expression des Transgens gefuhrt haben.

3.2.1 Entwicklung eines Tumorzell-Transplantationsmodells (Maus) zur
Untersuchung der Abschaltung von Suizidgenvektoren

Bevor die EL4-Zellen in den in dieser Arbeit vorgestellten Experimenten eingesetzt
wurden, erfolgte ihre Charakterisierung mit zellbiologischen Methoden. Zunachst wurde
die in vitro-Verdopplungszeit (38,4 Stunden) sowie die Klonierungseffizienz (90 %) der
Zellen ermittelt. AnschlieRend wurden die EL4-Zellen mittels immunologischer
Farbeverfahren und  anschlielender  FACS-Anadyse auf  Expression  der
Oberflachenmolekile Lyt5.1/Lyt5.2 (siehe Abb. 24; vergl. Kap. 2.2.3.1), CD90.2
(=Thyl.2), CD3, CD4 und CD8 (nicht gezeigte Daten) Uberprtift.
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Bestimmung des geeigneten Applikationsorts

Fur die Entwicklung des bereits geschilderten Tumorzell-Transplantationsmodells ist es
wichtig, einen Applikationsort in Mausen zu bestimmen, bei dem die tumorigenen EL4-
Zellen ein reproduzierbares und einfach zu bestimmendes Krankheitsbild hervorrufen. Da
EL4-Zelen in syngenen Mausen je nach Applikationsroute verschiedene Krankheitshilder
hervorrufen kénnen (Mann et al., 1986), wurden Méausen in Vorversuchen die Zellen
intraven®s oder subkutan injiziert. Intravends transplantierte EL4-Zellen verursachen kein
einheitliches Krankheitsbild (Tab. 2). Neben z.T. auftretenden Lahmungserscheinungen der
hinteren Extremitdten zeigte die anatomische Analyse der Mause pathologische
Veranderungen verschiedener Organe (Vergrof3erungen, Nekrosen, Zysten, Tumore) sowie
zusétzlich die Bildung von Lymphomen diversen Ursprungs. Im Fall der subkutanen
Transplantations-methode entsteht ein lokal begrenzter Tumor. Seine Grof3e kann durch
Messung mit einer Schieblehre einfach und schnell bestimmt werden. Aus diesem Grund
eignet sich die subkutane Transplantationsmethode gut als Applikationsroute der EL4-
Zellen und wurde fur die weitere Entwicklung des Tumorzell-Transplantationsmodells
beibehalten.
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Gruppe Leukozyten- | Thymus|Milz Lymphknoten- |Lymphome/
(Anzahl Mause) |zahl im Blut |(mQ) (mg) vergroflerung |Tumoren
(x10%ml)
Neg.-Kontr. (n=4) |12.8 80 105 nein keine
5x10* EL4 (n=12)
Woche 1 (n=3)|8.5 80 stark vergr.|nein keine
nekrotisch
Woche 3 (n=4) 9.5 65 stark vergr. | lumbal: sehr stark |« Mesenterial- und
nekrotisch |inguinal: stark I schias-Lymphkn.
* Nierentumor
Woche 4 (n=5)|9.5 50 stark vergr. | lumbal: sehr stark |« Renal-Lymphkn.
nekrotisch |inguinal: stark oL eber- u. Nieren-
zysten
* Hinterbei ntumor
5x10° EL4 (n=12)
Woche 1 (n=3)|11.5 60 nein keine
nekrotisch
Woche 2 (n=3)|13.1 55 stark vergr. | lumbal: stark «Renal-Lymphkn.
(Nierentumor)
Woche 3 (n=6)|11.3 30 stark vergr. | lumbal: sehr stark |« Mesenterial-
nekrotisch |inguinal: stark Lymphkn.
«Nierentumoren
L eberzysten/
-tumoren

Tabelle 2: Die intravendse Applikation tumorigener EL4-Zellen verursacht in C57BL/6-M dusen kein
einheitliches Krankheitsbild und ist deshalb ungeeignet fur die Entwicklung des Mausmodélls.
Verschiedene Zelldosen (5x10% 5x10°) wurden 8 Wochen alten Tieren (n=12) intravends uber die zentrale
Schwanzvene (in 1x PBS resuspendiert) verabreicht. Zur Ermittlung pathologischer Verdnderungen nach
Zellgabe (Untersuchungszeitpunkte: Woche 1-4) wurden verschiedene Mel3parameter untersucht. Neg.-
Kontr.=untransplantierte Mause (n=4); vergr.=vergroflert.

Titration von EL4-Zdllen zur Bestimmung der geeigneten Zelldosis

Zid ist es, in den Mausen Tumorwachstum innerhalb einer definierten, moglichst kurzen
Zeit, reproduzierbar hervorzurufen. Das Zeitintervall zwischen Transplantation und
Tumorentstehung muféte durch Auswahl einer geeigneten Zelldosis so eingestellt werden,
dald die Suizidgentherapie sich noch ausreichend gegen die aggressiven Tumorzellen
durchsetzen kann. Zu diesem Zweck wurden in Vorversuchen Titrationsanalysen der EL4-
Zellen in C57BL/6-Méusen durchgefiihrt (Abb. 7). Zellzahlen zwischen 1x10*-1x10° EL4-
Zellen wurden pro Maus subkutan infundiert. Bei Inokulation einer Dosis von 1x10° EL4-
Zellen in das rechte Hinterbein der Tiere enstand bereits nach 10 Tagen ein Tumor von
6,6+/-0,8 mm> Durchmesser. Aufgrund der guten Reproduzierbarkeit wurden diese

Bedingungen fur alle nachfolgenden Transplantationsexperimente verwendet.
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——Neg.-Kontr.
20‘ =+ 1x104
A 1x10°
-=-1x108
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Tumorgrof3e (mms3)
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0 5 10 15 20 25

Tage nach Transplantation

Abbildung 7: Titration tumorigener EL4 T-Zellen in C57BL/6-M &usen. Verschiedene Zelldosen (1x10%,
1x10°, 1x10°%) wurden den Tieren subkutan in das jeweils rechte Hinterbein gespritzt und das entstehende
Tumorwachstum gemessen (n=7). Neg.-Kontr.=untransplantierte Méuse (n=7).

Durch die Methode von Skipper wurden die Daten der Titrationsexperimente zur
Berechnung der Verdopplungszeit der EL4-Zellen in vivo (etwa 38 Stunden, Abb. 8)
benutzt (Golumbek et al., 1992). Dieses entspricht der in vitro Verdopplungszeit.
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Abbildung 8: Analyse nach Skipper zur Ermittlung der Verdopplungszeit von EL4-Zellen in C57BL/6-
M &usen. Die Bestimmung erfolgte durch Extrapolation der Regressionsgeraden (1x10* Zellen: n=7; 1x10°
bzw. 1x10° Zellen: je n=12; bei 5x10* bzw. 5x10° Zellen: je n=5).

Das Prinzip des Modells zur in vivo Analyse der Suizidgenvektoren

Um Ursachen fir den Verlust retroviraler Suizidgenvektoren in vivo zu analysieren, wurde
ein Tumorzell-Transplantationsmodell (Maus) etabliert (Abb. 9, S. 58). Zur Testung
retroviraler Suizidgenvektoren wurden im Rahmen dieser Arbeit Studien mit T-Zellinien
durchgefthrt. Die hier eingesetzte EL4-Zellinie ist in C57BL/6-Mausen tumorigen.
Aufgrund des heteroploiden Zellhintergrunds war neben genetischen Verlusten des
Provirus besonders die Loschung as Ursache des Verlusts der Vektorexpression

interessant.

EL4-Zellen werden zundchst mit Uberstanden eines retroviralen Suizidgenvektors
transduziert. Durch Selektion auf Expression eines koexprimierten Transgens

(Neomycinphosphotransferase, neo®) werden die vektortragenden Zellen angereichert. Da
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bei Massenkulturen nicht ausgeschlossen werden kann, dal3 untransduzierte Zellen
vorhanden bleiben, wurden aus der Massenkultur anschlief3end unabhangige Einzelklone
durch Endpunktverdinnung (EPD) etabliert. Nach molekulargenetischer Analyse sowie
funktioneller Prifung in in vitro Vorversuchen (Ganciclovir-Selektion, siehe Kap. 3.2.3.:
Abb. 15) werden die transduzierten EL4-Zellklone kongenen Mé&usen subkutan in das
rechte Hinterbein inokuliert. Bel Beginn der Tumorentstehung wird durch medikamentdse
Behandlung (Ganciclovir) der Suizidmechanismus aktiviert und eine Negativ-Selektion der
infundierten Zellen durchgefiihrt. Im Fall einer erfolgreichen Therapie findet idealerweise
eine komplette Tumorregression in den Mausen ohne erneutes Rezidiv statt aul3er bei
Expressionsverlust des Suizidgens. Da bel Massenkulturen, wie bereits erwahnt, auch
untransduzierte Zellen vorhanden sein kénnen, ist eine schlechtere Regressionsrate als in
Klonen zu erwarten. Die resistenten Tumorzellen sollten im folgenden erneut
Tumorwachstum hervorrufen. Die Verwendung von Klonen erlaubt, die Ursache der
Resistenz zu untersuchen. Die tumorigene Wirkung von transduzierten EL4-Zellen in
Gegenwart von GCV ist somit Indikator fur eine zu schwache Expression bzw. einen
Verlust der Expression. Nach Reisolierung der GCV-resistenten Zellen kdnnen durch
immunologisch-zellbiologische sowie  molekularbiologische Analysen  digenigen

M echanismen identifiziert werden, die zu einem Verlust der Expression gefiihrt haben.
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Retroviraler Suizidgenvektor

Stabile Infektion von
tumorigener T-Zellinie

Zellinokulation
in kongene Mause

Tumorentstehung

Ganciclovir-

unbehandelt Behandlung

Tumorprogression Tumorregression?
Rickfallraten?

Abbildung 9: Darstellung der Entwicklung des Tumorzell-Transplantationsmodells fur die Testung

retroviraler Suizidgenvektoren.

Das Herpes Smplex Virus Thymidinkinase/Ganciclovir-System (HSV-Tk/GCV)

Expressionsprodukte von Suizidgenen werden definiert durch ihre Funktion, eine nicht-

toxische Vorstufe (Prodroge) in eine zytotoxische Substanz umzuwandeln. Diese

Medikamente kdnnen z.B. Basenpaaranal oga sein.
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Bei dem in dieser Arbeit verwendeten Suizidgen handelt es sich um die Thymidinkinase
aus Herpes Smplex Virusl (HSV1-Tk). Da die HSV1-Tk eine um etwa drei
Grolenordnungen hohere Affinitdt zum kinstlich  hergestellten  Guanosinanalog
Ganciclovir (GCV) ds zdlulére Thymidinkinasen besitzt, wird dieses Medikament selektiv
in HSV1-Tk exprimierenden Zellen phosphoryliert. Die monophosphorylierte Form des
GCV wird im weiteren Verlauf durch zellulére Kinasen di- und triphosphoryliert (Miller
und Miller, 1980; Boehme, 1984; Ubersichtsartikel: Matthews und Boehme, 1988;
Akylrek et al., 2001). Das resultierende Produkt konkurriert mit dem Substrat dGTP bei
der DNA-Synthese der Zelle. GCV-Triphosphat fehlt die 3'-Hydroxylgruppe am
Desoxyriboserest sowie die Bindung zwischen dem 2' und 3' Kohlenstoffatom, die zur
DNA-Kettenverlangerung notwendig ist. Als Resultat ruft der GCV-Triphosphateinbau
einen vorzeitigen Abbruch der DNA-Synthese hervor. Dieses flhrt zum Tod der Zelle
(Abb. 10).

| nduktion von Zelltod ba HSV1-Tk Gen-transduzierten
Zellen nach Gabe von Ganciclovir

Ganciclovir H
(GCV) EEEEEE

HSV1-Thymidinkinase
GCV-Monophosphat

zellulare
Kinasen

/ GCV-Triphosphat

Zelltod durch |:| DNA-Synthese
dGTP

K ettenabbruch

Abbildung 10: Suizidmechanismus der HSV1-Thymidinkinase (HSV1-Tk) in transduzierten Zellen
nach Ganciclovirgabe.
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Die im Kapitel 3.2.6 dargestellten Ergebnisse zeigen die Vorteile des neuentwickelten
Mausmodells: Zum einen koénnen retrovirale Suizidgenvektoren einer schnellen
praklinischen Funktionspriifung unterzogen und somit untereinander verglichen werden.
Desweiteren ist im Rahmen dieser Analysen die Identifikation genetischer und
epigenetischer Mechanismen moglich, die einer Inaktivierung der Vektorexpression
zugrundeliegen. Durch die hohe Sensitivitdt des Tumorzell-Transplantationsmodells
werden hierbei selbst seltene Ereignisse nachweisbar. Abschlie?end kann durch die
Ermittlung der Abschaltungshéufigkeiten eine Bewertung der Sicherheit retroviraer

Suizidgenvektoren vorgenommen werden.

3.2.2 Suizidgenvektoren mit HSV1-Thymidinkinasegen, die zur Expressions-
analyse in vivo eingesetzt werden

Vektoren zur Analyse der Suizidgenfunktion

Zur Funktionsprifung des ” EL4-Modells’ wurde der in unserer Abteilung klonierte V ektor
Mo3TIN verwendet, welcher fir die Selektionsmarker HSV1-Tk und neo® kodiert. Als
Kontrollvektor ohne Suizidgen wurde der Vektor Mo3N verwendet. Im folgenden wird der
genomische Aufbau der Vektoren erlautert (Abb. 11). Die Expression der zwei Fremdgene,
HSV1-Tk und Neomycinphosphotransferase, wird Uber die virde Mo-MuLV LTR
gesteuert, in der sich u.a Promotor/Enhancerelemente befinden. Die as "Leader”
bezeichnete untrandatierte Region vor dem HSV1-Tk Gen beinhatet die
Primerbindungsstelle von Mo-MuSV (Moloney-Maussarkomvirus) und enthélt zusétzlich
far die retrovirae Verpackung wichtige Sequenzen. Vektoren mit den beschriebenen
Sequenzelementen vermitteln besonders in  reifen T-Lymphozyten ene starke
Transgenexpression (Plavec et al., 1996). Die HSV1-Tk Expressionseinheit im Vektor
MOo3TIN ist Teil der Suizidgenstrategie. Zur Koexpression des zweiten Selektionsmarkers
(neo”) wird die interne ribosomale Eintrittsstelle des Polio Virus (PV-IRES-Sequenz)

verwendet.
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a) Mo3TIN:
1140bp 632bp 1030bp
Mo-MuLV 5-LTR Notl Sacl Hindlll Notl Hindll Mo-MuLV 3-LTR
Mol—PBS |
us |rUs isviti | Cpv resEE—] 2 [/
Nhel Xbal Sacl IKPHI Nlhel XLaI s::u:l Il<pnl
b) Mo3N:
Mo-MuLV 5'-LTR Mo-MuLV 3'-LTR
Notl Hindlll
Mo-PBS
Nhel X:)al Sallcl Il<pnl Nlhel Xll)al S;cl }l<pnl

Abbildung 11: Verwendete Vektoren fur die Prifung der Suizidfunktion im etablierten Mausmodell. a)
Suizidgenvektor Mo3TIN mit HSV1-Tk cDNA und Neomycinphosphotransferase (neo®) cDNA, b)
Referenzvektor MO3N. Mo-PBS=Mo-MuSV Primer-Bindungsstelle, PV IRES=interne ribosomale
Eintrittsstelle von Polio Virus.

3.2.3 Entwicklung, Charakterisierung und in vitro-Funktionsprifung Suizid-
gen-tragender T-Zellen

Herstellung transduzierter Massenkulturen und Klone

Fur die Herstellung Suizidgen-tragender EL4-Zellen wurden Transduktionen mit dem
Mo3TIN-Vektor durchgefuhrt. Die fur die Infektion verwendeten transient hergestellten
Uberstande enthielten VSV-G/ampho-env pseudotypisierte Viruspartikel (Titer: 1-3x10°
Partikel/ml). Fur die Infektion wurde eine MOI von <1 gewahlt, um zu gewdhrleisten, dal3
die Uberwiegende Zahl transduzierter Zellen genau eine Vektorkopie tragt. Dieses ist
Voraussetzung fir die ldentifizierung von Abschaltungsmechanismen der retroviralen
Vektorexpression. Zur Herstellung unabhéngiger Klone wurden nach der Infektion
Endpunktverdinnungen der Massenkulturzellen durchgefihrt (Abb. 12). Die Verwendung

von Klonen vereinfacht die molekulare Analyse transduzierter Zellen.
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Infektion mit
Mo3TIN/Mo3N

l

EL4 » EPD(Tagl)

Expansion von
Zellklonen

Erwartete Ergebnisse:

-G418/-GCV +G418/-GCV  +G418/+GCV
+/+ +/+ -[+

Abbildung 12: Versuchsablauf zur Klonierung transduzierter, selektierbarer EL4 T-Zellen durch
Endpunktverdiinnung (EPD). Im unteren Teil sind die erwarteten Ergebnisse (+=Wachstum; -=kein
Wachstum) bei Kultivierung unter jewells verschiedenen Kulturbedingungen (-G418/-GCV; +G418/-GCV;
+G418/+GCV) der EL4-Zellen abgebildet. EPD=Endpunktverdinnung.

Einen Tag nach Transduktion wurde die G418-Selektion (c=1,2 mg/ml) gestartet. Die
Zellen wurden mikroskopisch auf Wachstum im Verband Uberprift. Dieses wurde as
Hinweis fur Klonalitdt gewertet. 14 Tage nach Aussaat der Zellen wurde die
Klonierungseffizienz bestimmt. Parallel wurden Untersuchungen mit dem Kontrollvektor
Mo3N unter Verwendung verschiedener Selektionsbedingungen durchgefiihrt. Diesem
Vektor fehlt im Unterschied zum Vektor Mo3TIN das HSV1-Tk Gen.

Erwartungsgemald konnte bei G418-Selektion (+G418/-GCV) Wachstum von Mo3TIN-
transduzierten EL4-Zellen nachgewiesen werden (Tab. 3). Dieses Ergebnis zeigt, dal3 der

Selektionsmarker neo® in  ausreichender Menge exprimiert wird. Aufgrund
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der fUr die Infektion ausgewdahlten niedrigen MOI (<1) ist die Wahrscheinlichkeit von
Mehrfachintegrationen in den gewachsenen Klonen gering. Insgesamt 14 Klone wurden
isoliert (Experimente rot markiert in Tab. 3), von denen anschlief3end neun fir weitere
molekularbiologische Analysen ausgewéhlt wurden. Bei Doppelselektion mit G418 und
GCV (+G418/+GCV) ist kein Zellwachstum bei MOo3TIN-transduzierten Zellen
nachweisbar. Hiermit ist gezeigt, da3 im Fall des Suizidgenvektors Mo3TIN beide

Selektionsmarker, HSV 1-Tk und neoR, funktionell exprimiert werden.

Unabhangig vom verwendeten Vektor (Mo3TIN bzw. Mo3N) ergeben sich ohne Selektion
(-G418/-GCV) erwartungsgemald gleiche Klonierungseffizienzen (77,9 %). Unter G418-
Selektion (+G418/-GCV) ist dieses unterschiedlich: Beide Vektoren vermitteln eine G418-
Resistenz, aber es wachsen mehr Klone bel den mit dem Kontrollvektor Mo3N-
transduzierten Zellen a's bel den mit dem Suizidgenvektor Mo3TIN-transduzierten Zellen.
Vermutlich wirkt sich im letzteren Fall die Positionierung des neo™-Gens an zweiter Stelle
Im Vektorgenom nachteilig auf die Expressionsstarke und somit die Klonierungseffizienz
aus. Wie erwartet wachsen bei Mo3N-transduzierten Zellen Klone bel gleichzeitiger G418-
und GCV-Selektion aus. Allerdings ist die Klonierungseffizienz 10-fach geringer as bei
alleiniger G418-Selektion. Ursache hierfir konnte unspezifische GCV-Toxizitét sein.

ausgesate Zellzahl -G418/-GCV +G418/-GCV +G418/+GCV
pro Vertiefung Mo 3N Mo3TIN Mo 3N Mo3TIN Mo 3N Mo3TIN
0.3 20.80% 20.80%]|n.d. n.d. n.d. n.d.
1 25% 29.20% 4.20% 0% 0% 0%
3 75% 45.80% 10.40% 2.10%]|n.d. n.d.
10 100% 95.80% 22.90% 4.20%|n.d n.d
30|n.d. n.d. 66.70% 8.30% 62.50% 0%
100]n.d. nd. 100% 37.50% 100% 0%
300]n.d. n.d. 100% 87.50% 100% 0%

Tabelle 3: Isolierung von EL 4-Zellklonen mit jeweils einer Kopie des Suizidgenvektors (M o3TIN) nach
G418-Selektion. Zusammenstellung der Resultate der Klonierung transduzierter (Mo3TIN bzw. Mo3N) EL4-
Zellen nach Kultivierung unter verschiedenen Selektionsbedingungen (eingesetzte Konzentrationen: fir
G418=1,2 mg/ml; fir GCV=10 uM). Die Werte in % geben den (prozentualen) Anteil der Anzahl von
Vertiefungen mit Zellwachstum in bezug auf die Gesamtanzahl analysierter Vertiefungen an (Beispiel: 2
Vertiefungen mit Zellwachstum auf insgesamt 48 Vertiefungen (04,20 %).

Molekulare Analyse etablierter Zellklone zeigt Unversehrheit des Suizidgenvektors

Entscheidend fur den Nachweis der Abschaltung in EL4-Zellklonen war, dal3 diese genau

jewells eine V ektorkopie enthalten. Fiir diesen Nachweis wurde genomische DNA (gDNA)
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aus den etablierten Klonen isoliert und in Southern Blot-Analysen untersucht. Bei
Hybridisierung der Hindlll geschnittenen gDNA aus den EL4-Zellklonen mit der HSV 1-Tk
Sonde (Abb. 13c) ergibt sich pro Vektorintegration eine Bande (Abb. 13a). Ihre Grof3e
definiert sich durch den Abstand der internen HindllI-Erkennungsstelle in der proviralen
DNA (Position 2705) zur nachsten Hindlll-Erkennungssequenz in der flankierenden
zelluléren DNA. Die Ergebnisse zeigen, dal3 die Mehrheit der untersuchten Zellklone (8/9)
jewells einzelne Vektorkopien enthalten. Um sicherzustellen, dai die integrierten Proviren
intakt sind und nicht durch z.B. Rekombination zerstort wurden, wurden Southern Blot-
Anaysen mit Sacl geschnittener gDNA aus den EL4-Zellklonen durchgefiihrt. Bel
Hybridiserung mit der bereits erwahnten Sonde (Abb. 13c) ergeben sich erwartungsgemald
jeweils zwei Banden mit einer Grofe von 1520 bzw. 2873 bp (Abb. 13b). Hiermit ist
gezeigt, dal’ die Vektoren nach der Integration in das zelluldre Genom noch die richtige

Grol3e haben. Grofere genetische Verénderungen wurden damit ausgeschlossen.

Insgesamt wurden acht EL4-Zellklone identifiziert, die jewells einzelne Vektorkopien
richtiger Grof3e in ihrem Genom trugen (Abb. 13). Sechs der EL4-Klone wurden fir die
funktionellen in vivo-Studien zur Prifung der Suizidgenvektoren ausgewahlt (siehe Kap.
3.2.5, Tab. 4 und Abb. 23).
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a) b)
1 234567 89101112 1 234 567 89101112
- 223000
== [Sacl
- = 9416bp -
I - 6557bp - -
- - —
- o ,351hp - -
- o
- -
- 2322b,
- P
: Ca=  2027bp - e i e 2873bp
—
- b 4
W 1520bp
&  564bp
1=Pos.-Kontr. 4=3D2 7=100E1(#2) 10=100F3(#4)
2=Neg.-Kontr.  5=10G6 8=100E8 11=100F5(#5)
3=Mk 6=30C11(#1) 9=100E9(#3) 12=100F6(#6)
C) . .
. Notl Hindl11 Notl Hindll11
Hindll1l SD SIA |
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA Mo-MulLV HSV1-Tk Mo-MulLV
zellulares
Genom
Sacl Sacl Sacl
1520bp 2873bp
Sonde

Abbildung 13: Die proviralen Sequenzen des Suizidgenvektors in den EL4-Zellklonen haben die
richtige GroRe. Southern Blot-Analysen genomischer DNA gespalten mit @) Hindlll, b) Sacl. Die
Hybridisierung der gespatenen DNA erfolgte mit der in c) dargestellten HSV1-Tk Sonde. Die Hindlll-
Schnittstelle zwischen HSV1-Tk cDNA und PV IRES befindet sich an Position 2705 des Vektors. Neg.-
Kontr.=gDNA aus untransduzierten EL4-Zellen, Pos.-Kontr.=Plasmidvektor pMo3TIN, Mk=gDNA aus
Suizidgenvektor-transduzierten Massenkulturzellen.

Vorversuche zur Testung der Suizidgenfunktion in den etablierten Zellklonen

Im vorherigen Experiment wurde nachgewiesen, dald3 keine grofden, genetischen
Verdnderungen im Suizidgenvektor in den jeweiligen Zellklonen vorhanden sind.
Inaktivierende Punktmutationen bzw. epigenetische Abschaltungsereignisse konnten mit
dieser Analyse nicht untersucht werden. Aus diesem Grund wurde vor den in vivo-Studien
geprufen, ob der Vektor funktionell exprimiert wird. Zur Bestétigung der Funktionalitét des
Suizidgenvektors in den sechs ausgewdahlten EL4-Zellklonen, wurden vor den in vivo-
Studien vorab GCV-Selektionsanalysen in vitro durchgefuhrt.
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Hierflr mufde in einem Vorversuch allerdings zundchst die GCV-Toxizitétsgrenze
untransduzierter EL4-Zellen in vitro anhand von [®H]-Thymidin-Proliferationsanalysen
(Kap. 2.2.2.7) ermittelt werden (Abb. 14). Diese Grenze lag bei 10-30 uM GCV (10 uM O
2,7722 pg/ml).

700
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S
; T
> 400 T
l—
~
L 300
™
: W
S 200 . . J
100 +
0 T T T T
ouM 10uM 30uM 100uM 500uM

eingesetzte GCV-Konzentration

Abbildung 14: In vitro-Toxizitat von Ganciclovir bei untransduzierten EL4-Zellen. Zur Bestimmung der
Proliferationsrate wurde die Inkorporation von [*H]-Thymidin in Zellen (in cpm="counts per minute”) nach
dreitdgiger Kultivierung mit dem Selektionsmittel GCV unter Verwendung jeweils verschiedener GCV-
K onzentrationen gemessen (jeweils n=3).

Anschlieflend wurde die Funktion der Suizidgenvektoren in vitro Uberprift. Diese
funktionellen Tests wurden als GCV-Selektionsexperimente (Kap. 2.2.2.8) durchgefihrt.
Alle sechs Klone (siehe Abb. 13) sowie Zellen von Massenkulturen wurden auf
Suizidgenexpression getestet (Abb. 15). Die Zellen wurden in zwei verschiedenen
Konzentrationen (10, 30 uM) GCV Kkultiviert, die innerhalb klinisch erreichbarer GCV
Serumkonzentrationen liegen (Faulds und Heel, 1990; Munshi et al., 1997). Die Ergebnisse
bestdtigen sowohl fir die sechs untersuchten Klone as auch fir die getesteten

Massenkulturzellen die funktionelle Expression des Suizidgens vor Beginn der in vivo
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Versuche. Damit konnten diese Zellen fir die anstehenden Mausversuche (siehe Kap.
3.2.5, Tab. 4 und Abb. 23) eingesetzt werden.
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Abbildung 15: Priufung der Funktion der Vektoren in etablierten EL4-Zellklonen vor Transplantation
in C57BL/6-M &use. Die Funktion der Vektoren wurde durch in vitro-Selektion Uberpriift. Pro Ansatz (n=3)
wurden jeweils 1x10* Zellen ausplattiert und nach Kultivierung im Selektionsmedium bei jeweils
verschiedenen GCV-Konzentrationen (10/30 M) am fiinften Tag ausgezahlt. Grund fir den geringen Anteil
Uberlebender Zellen bei Klonen nach GCV-Selektion ist vermutlich, dal3 die Selektion nicht ausreichend
lange durchgefiihrt wurde. Mk=M 03T IN-transduzierte Massenkulturzellen.

3.2.4 Vorversuche mit Vektor-transduzierten EL4-Tumorzellen fur die Suizid-
gentherapie von transplantierten Mausen
Untersuchungen zur Tumorigenitét von EL4-Zellen in Mausen wurden in oben
beschriebenen Experimenten bisher nur mit untransduzierten Massenkulturzellen im
Rahmen von Titrationsexperimenten durchgeftihrt (vergl. Kap. 3.2.1). In dem nachfolgend
beschriebenen Kontrollexperiment wurde die unverdnderte Tumorigenitdt der Vektor-
transduzierten EL4-Zellen in Méausen bestétigt. Dieses war wichtig, um die transduzierten,
in vitro getesteten EL4-Zellklone im Rahmen von spéteren Suizidgenexperimenten

verwenden zu konnen.
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Tumorigenitét von transduzierten EL4-Zellen

Zunachst wurden je 1x10° transduzierte Zellen lokal in das rechte Hinterbein von
C57BL/6-Méausen (Lyt5.1-Stamm) subkutan verabreicht. Durch Kennzeichnung der Méause
war es moglich, das Tumorwachstum in individuellen Tieren zu ermitteln. In der Folgezeit
wurden die Hinterbeine der Mause 2-3ma pro Woche mit einer Schieblehre auf
Tumorwachstum untersucht. Am zehnten Tag nach Zellinokulation wurde der Beginn von
Tumorwachstum festgestellt. Ohne weitere Behandlung wuchsen diese Tumoren bis zu
einer Grée von 20 mm® heran, bei der die Tiere spétestens abgetotet wurden. Das
Tumorwachstum in diesen Kontrolltieren ist in Abb. 16 als Diagramm dargestellt. Bel
Transplantation von transduzierten Massenkulturen entwickelten alle Tiere innerhalb von
etwa zwel Wochen massives Tumorwachstum. Dieses Ergebnis ist ebenfalls bei Klonen
feststellbar. Daraus ergibt sich, dal3 die aus den Massenkulturen hervorgegangenen
Zellklone ein vergleichbares tumorigenes Potential besitzen. Dieses ermdglicht die
Anwendung von gleichen Behandlungsprotokollen zwischen Massenkulturen und Klonen
im Rahmen von spéteren Suizidgentherapie-Experimenten. Obwohl GCV auch bei
Massenkulturzellen wirkt, sind sie im Gegensatz zu den Klonen nicht fir die

Quantifizierung von Verlusten der Suizidgenexpression geeignet.
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Abbildung 16: Tumorigenitét von transduzierten EL4-Zellen.. Bei den mit EL4-Zellen transplantierten
C57BL/6-Méausen erfolgte keine GCV-Behandlung. Vektor-transduzierte Massenkulturen (Mk) und Zellklone
(#1-6) besitzen ein etwa gleiches tumorigenes Potential. Maus Nr. 3 von #3 blieb im Beobachtungszeitraum
ohne Anzeichen von Tumorwachstum.

Die GCV-Konzentration ist flr untransduzierte EL4-Z€ellen nicht toxisch

Zur Behandlung der Tiere nach Tumorbildung wurde eine GCV-Konzentration von 50
mg/kg pro Tag eingesetzt. Um ausschlief3en zu kénnen, dal3 GCV in dieser Konzentration
auch fur EL4-Zellen ohne Suizidgenvektor toxisch ist, wurden in vivo Kontrollexperimente
durchgefthrt. Hierfir wurden C57BL/6-Mause mit untransduzierten EL4-Zellen
transplantiert. Am darauffolgenden Tag erfolgte die Einteilung der Tiere in zwei Gruppen
(n=6). Fur die folgenden sieben Tage wurden die Tiere der ersten Gruppe mit 1x PBS und
die der zweiten Gruppe mit Ganciclovir (50 mg/kg pro Tag), gelést in 1x PBS, behandelt.
Es wurden bei Mé&usen, die mit bzw. ohne GCV behandelt wurden, keine Unterschiede im
Tumorwachstum von untransduzierten EL4-Zellen festgestellt. Somit ist im Rahmen dieser
Untersuchungen kein toxischer Effekt mit der verwendeten GCV-Menge (50 mg/kg pro
Tag) bei untransduzierten Zellen in vivo feststellbar (Abb. 17). Diese GCV-Konzentration
wurde deshalb fur die nachfolgenden Studien zur Suizidgentherapie verwendet. In einer
friheren Studie wurde diese Konzentration bereits erfolgreich zur Entfernung Suizidgen-

tragender T-Zellen in C57BL/6-Mausen benutzt (Cohen et al., 1997).
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Abbildung 17: Bei der verwendeten GCV-Konzentration (50 mg/kg proTag) war kein toxischer Effekt
bei transplantierten, untransduzierten EL4-Zellen nachweisbar. C57BL/6-Mause wurden mit EL4-Zellen
ohne Suizidgenvektor transplantiert und mit (GCV) bzw. ohne GCV (PBS) behandelt (n=6). Die Messungen
des Tumorwachstums in dem rechten Hinterbein der Tiere erfolgte in regelméliigen Zeitabsténden.

Verschiedene Behandlungsprotokolle wurden getestet, um Tumorentstehung entweder zu
verhindern oder vorhandene Tumoren zu entfernen (vergl. Kap. 2.2.3.2). Nach dem ersten
Protokoll wurden die Tiere am ersten Tag nach Zellapplikation mit GCV behandelt
(prophylaktischer Ansatz). Nach dem zweiten Protokoll erfolgte die GCV-Gabe erst bei
Beginn der Tumorentstehung (kurativer Ansatz).

V ergleich unterschiedlicher Behandlungsprotokolle fur die Suizidgentherapie

Im Rahmen des prophylaktischen Behandlungsansatzes wurde den mit Massenkulturzellen
transplantierten Tieren (n=5) frih nach der Transplantation GCV injiziert (vergl. Kap.
2.2.3.2). Der Beginn der Behandlung erfolgte am ersten Tag nach der subkutanen
Inokulation der EL4-Zellen. Die Suizidgentherapie wurde insgesamt Uber einen Zeitraum
von sieben Tagen mit einer taglichen, intraperitonealen Verabreichung von 50 mg GCV/kg
(Injektionsvolumen: 20 pl/g) pro Tier durchgefihrt. Innerhalb des Behandlungszeitraums
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mit GCV (Tag 1-7) wurde kein Tumorwachstum bei Tieren festgestellt, denen Mo3TIN-
transduzierte EL4-Zellen transplantiert wurden (Abb. 18). Zu einem spéteren Zeitpunkt
(Tag 14) wurde bei 4/5 Méausen Tumorentstehung nachgewiesen. Maus Nr. 4 blieb

innerhalb des Beobachtungszeitraums von sechs Monaten vollstandig tumorfrei.
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Abbildung 18: Eine praventive GCV-Behandlung kann den Verlust der Vektorexpression als Ursache
des ver zdgerten Tumorwachstums nicht verhindern. Die GCV-Behandlung der Tiere erfolgte frih (einen
Tag) nach Zellgabe (vergl. Kap. 2.2.3.2). Wachstumskontrollen fir Tumoren waren mit dem Vektor Mo3N-
transduzierte Massenkulturzellen (Mk-Mo3N).

Im Rahmen der kurativen Behandlung wurde den Tieren erst bei Tumorentstehung (Tag 10
nach Zelltransplantation) GCV gespritzt (vergl. Kap. 2.2.3.2). Behandelt wurde sechs Tage
lang zweimal téglich mit jeweils 50 mg GCV/kg Korpergewicht (Gesamt-Tagesmenge 100
mg GCV/kg Koérpergewicht). Die Verwendung von 100 mg GCV/kg pro Tag zeigte keinen
negativen Einfluld auf die Differenzierung der Blutleukozyten von C57BL/6-Méusen
(Claudia Lange, KMT UKE, personliche Mitteilung). Durch die Verdopplung der Gesamt-
Tagesmenge von GCV sollte sichergestellt werden, dal3 die Suizidgentherapie erfolgreich

die aggressiven Tumorzellen der bereits sichtbaren Tumoren zerstort.

Am Morgen wurde GCV direkt in den Tumor des rechten Hinterbeins injiziert. Abends

erfolgte die Injektion intraperitoneal .
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Bei Verwendung von Suizidgen-transduzierten EL4-Zellen (Mk-Mo3TIN, Abb. 19) war in
transplantierten Maéausen wahrend der GCV-Behandlung zwischenzeitlich eine
Tumorregression nachweisbar. Allerdings traten im weiteren Verlauf der Untersuchung in

alen (5/5) Méausen Tumorrezidive auf.

Beide hier getesteten Therapieansitze (praventiv und kurativ) eignen sich grundsétzlich fir
die Analyse von Mechanismen, die zum Verlust der Vektorexpression fuhren. Da
vorwiegend kurative Therapieansdtze in der Klinik Anwendung finden, wurde bei den

folgenden Experimenten ein solcher Ansatz gewahlt.
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Abbildung 19: GCV-resistente Zellen verursachen Tumorwachstum in M&usen trotz kurativer GCV-
Behandlungsstrategie. Die GCV-Behandlung der Tiere erfolgte am 10. Tag nach Zellgabe (vergl. Kap.
2.2.3.2). Wachstumskontrollen fir Tumoren waren mit dem Vektor Mo3N-transduzierte Massen-kulturzellen
(Mk-Mo3N).

Eine kontinuierliche G418-Selektion vor der Transplantation fihrt zur Auslese von Zellen

mit stabiler retroviraler Transkription

Ein wichtiges Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung von Ursachen, die zu einem Verlust
der Expression retroviraler Suizidgenvektoren fuhren. Eine Méglichkeit von Verlusten der
Expression ist die Loschung der retroviralen Transkription. Im Rahmen der vorliegenden
Arbeit wurde getestet, ob kontinuierliche G418-Selektion zu einer Auslese von Zellen mit
dauerhaft aktivem neoR-Gens fiihrt.
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Nach Anreicherung MOo3TIN-transduzierter EL4-Massenkulturzellen durch 11-tégige
(G418-Selektion (0,6 mg/ml) wurden die Zellen bis zur Transplantation in M&use entweder
mit oder ohne Selektionsdruck fur 2,5 Wochen kultiviert. Zu erwarten ist, dald bei

Kultivierung ohne Selektionsdruck Expressionsverluste haufiger auftreten.

Die Experimente wurden nach 2zwel unterschiedlichen Behandlungsprotokollen
durchgefihrt: Nach Transplantation der tumorigenen EL4-Zellen wurde die GCV-
Behandlung der Méause entweder am Tag 1 (prophylaktische Behandlung) oder erst bei der
Entstehung von deutlichem Tumorwachstum am Tag 14 (kurative Behandlung) nach
Zellgabe begonnen. Die Behandlungsdauer betrug sieben Tage. In dieser Zeit bekamen die
Tiere einmal t&glich eine Injektion von 50 mg GCV/kg Korpergewicht (Injektionsvolumen
20 pl/g) intraperitoneal verabreicht. Die Tiere wurden in der Folgezeit regelmaldig auf

Tumorwachstum untersucht.

Im Rahmen der prophylaktischen GCV-Behandlung wurde eine um etwa eine Woche
verzogerte Tumorentstehung im Vergleich zu unbehandelten Tieren festgestellt (Abb. 20a:
vergleiche Tag 13 bel untransduzierten EL4-Zellen mit Tag 19/20 bei MOo3TIN-
transduzierten EL4-Zellen). Das Tumorwachstum war hierbei bel Tieren nach
Transplantation von EL4-Zellen mit kontinuierlicher G418-Selektion in vitro vergleichbar
mit der Tumorentstehung bei Tieren nach Transplantation von EL4-Zellen ohne
kontinuierliche G418-Selektion in vitro. Der Anteil an Zellen, der die prophylaktische
GCV-Behandlung Uberlebt hat, kann anhand der Ergebnisse der Zelltitrationsexperimente
(siehe Kap. 3.2.1, Abb. 7) durch Extrapolation bestimmt werden. Bei einer um etwa eine
Woche verzogerten Tumorentstehung ergibt sich ein Anteil von etwa 90 % die Negativ-
Selektion Uberlebenden Zellen (Kap. 3.2.1, Abb. 7, vergleiche Wert von Tag 13 bei
urspriinglich 1x10° transplantierten Zellen mit dem Wert von Tag 20 bei urspriinglich
1x10* transplantierten Zellen).

Wurde GCV erst nach der Entstehung von Tumoren verabreicht (kurativ), gingen die
Tumoren wahrend der Behandlung in den beiden zu vergleichenden Gruppen von Mausen
(mit bzw. ohne kontinuierliche G418-Selektion der EL4-Zellen vor der Transplantation)

deutlich zurick bzw. es kam zu ener kompletten Tumorregression (Abb. 20b:
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Behandlungszeitraum von Tag 14 bis Tag 20). Bereits eine Woche nach Abschlul3 der
Behandlung wurde der Vorteil einer kontinuierlichen G418-Selektion bis zur
Transplantation deutlich. Innerhalb dieser Zeit wuchsen in nur 2/6 Tieren mit einer
kontinuierlichen G418-Selektion der EL4-Zellen vor der Transplantation erneut Tumoren
aus. Bel Tieren ohne ene kontinuierliche G418-Selektion der EL4-Zellen vor
Transplantation war allerdings in sogar 5/6 Mausen Tumorwachstum nachweisbar (Daten
als Mittelwerte in Abb. 20b dargestellt). Daraus ergibt sich, dal3 eine kontinuierliche G418-
Selektion der Zellen vor der Transplantation zur Auslese von Zellen mit einer stabilen

retroviralen Transkription fuhrt.



3. Ergebnisse 84
a) b)
Behandlungszeitraum mit GCV Behandlungszeitraum mit GCV
20 : 20 untransd
_o_ untransd. - )
Mo3TIN/-G418 —=— MoSTIN-G418 /
- _ & _._ Mo3TIN/+G418
15 —_o_ MO3TIN/+G418 E 15
E
[}
°
10 = 10 .—-i-\
o
5 AN ol
IS
5 2 5
0 0
0 5 10 15 20 25 0 5 10 15 20 25 30 35 40
Tage nach Transplantation Tage nach Transplantation
c) d)
20 20
~*Mo3TIN/-G418 (spat) ~*~Mo3TIN/+G418 (spit)
= Mo3TIN/-G418 (friih) — = Mo3TIN/+G418 (frith)
15| “’E 15
E
[}
10| T 10
>
~ :
5 £ s
|_
0 0
0 5 10 15 20 25 30 35 40 0 5 10 15 20 25 30 35 40
Tage nach Transplantation Tage nach Transplantation
e)
C57BL/6, Ly5.1, gt\’,\‘f”eﬁe” g;’\e/\r/'Ebr?”
9-11 Wochen alt ochen ochen
i nach nach
zum Zeitp. d. Tr. Iransplant. | Transplant.
EL4/Mo3TIN 1/6 1/6
(-G418: 11 Tage) 17% 17%
EL4/Mo3TIN 4/6 2/6
(+G418: 30 Tage) 67% 33%

Abbildung 20: Eine kontinuierliche G418-Selektion vor der Transplantation bewirkt eine Ausese von
Zéellen mit einer stabilen retroviralen Expression. C57BL/6-M&use wurden mit Vektor-tragenden EL4-
Zellen transplantiert, die ohne (MO03TIN/-G418) bzw. mit (Mo3TIN/+G418) kontinuierlichem G418-
Selektionsdruck kultiviert wurden (n=6). A) Friihe GCV-Behandlung (prophylaktisches Protokoll), b) GCV-
Behandlung nach Entstehung von Tumoren (kurativ), c) + d) Vergleich friihe/spdte GCV-Behandlung bei
EL4-Zellen ohne vorheriger G418-Selektion () bzw. mit vorheriger G418-Selektion (d). €) Uberleben von
Mausen zu verschiedenen Zeitpunkten nach Transplantation (tabellarische Ubersicht).
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Aus Tumoren reisolierte EL4-Zellen wurden als Zellsuspensionen in vitro durch GCV-
Selektion auf Suizidgenexpression getestet (Abb. 21). Damit sollte gepriift werden, ob
Zellen im Tumorverband nicht von GCV erreicht werden und dieses Ursache fir die
Tumorrezidive ist. Die Ergebnisse sprechen gegen diese Hypothese, da die reisolierten

Zellen auch as Zellsuspensionen GCV resistent waren (Abb. 21d).
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Abbildung 21: Reisolierte EL4-Tumorzellen sind auch als Zellsuspensionen resistent gegentber GCV-
Selektion. Im Rahmen dieser Experimente mit resuspendierten Zellen (Triplika-Ansétze; eingesetzte Zellzahl:
je 1x10% funf Tage Kultivierung mit 0/20/30 pM GCV) wurde untersucht, ob Zellen im Tumorverband nicht
von Ganciclovir erreicht wurden und dieses Ursache fir das Wiederauftreten von Tumoren ist. A)
Untransduzierte EL4-Zellen, b) + c¢) Vektor-tragende EL4-Zellen (+/-G418=Zellen vor Transplantation
mit/ohne G418 kultiviert) und d) aus Tumormaterial reisolierte EL4-Zellen.

In weiteren Studien sollte die Ursache der GCV-Resistenz in den reisolierten Tumorzellen
ermittelt werden. Durch Nachweis des EL4-spezifischen Oberflachenantigens Lyt5.2
(vergl. Kap. 2.2.2.10) wurde ausgeschlossen, dal3 es sich um spontan auftretende,
"wirtseigene” Tumore handelte (siehe Abb. 24, S. 91). Da keine funktionelle Suizidgen-
expression der EL4-Zellen nachgewiesen werden konnte (vergl. Abb. 21d), wurde die
Ursache der GCV-Resistenz  untersucht. Zur  Prifung auf  genetische

Abschaltungsereignisse (z.B. chromosomaler Verlust) wurde die Unversehrtheit des
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proviralen Suizidgenvektors untersucht. Zu diesem Zweck wurde genomische DNA aus
dem Tumormaterial (u.a. aus Lymphknoten) isoliert und mit Hilfe der Southern Blot-
Methode molekularbiologisch analysiert (Abb. 22). Fur die Tumorzellen waren keine
V ektorsequenzen nachweisbar (Abbildung 22: Spuren 4, 8 und 9). Hierfir gibt es mehrere
Erkl&rungsmdglichkeiten: Chromosomale Verluste (vergl. Kap. 3.2.6: Abb. 27 und 28;
Tab. 8) konnten zur Resistenz gegentiber GCV fuhren. Eine weitere Mdglichkeit ist, dal3
die isolierte Tumor-DNA von untransduzierten EL4-Zellen stammt, die den nachfolgenden
G418-Selektionsschritt Uberlebt haben. Da das Selektionsmittel G418 nur sich teilende
Zellen entfernt, ist eine Vorraussetzung fiir das Uberleben untransduzierter Zellen eine
verminderte Sensivitdt gegeniber G418 zum Selektionszeitpunkt aufgrund eines
Zellzyklusarrests. Aufgrund der Lénge der Selektionsdauer ist diese Moglichkeit jedoch
ausgeschlossen. Um dennoch die zweite Moglichkeit zu Uberprifen, wurden Mo3TIN-
transduzierte Zellen in Gegenwart von G418 in Endpunktverdiinnungen analysiert (vergl.
Kap. 3.2.3, Abb. 12, Tab. 3). Bei den unter der erhdhten G418-K onzentration (c=1,2 mg/ml
Medium) klonierenden Zellen mul3 es sich um transduzierte Zellen handeln, die das im
Suizidgenvektor integrierte neo™-Gen funktionell exprimieren. Die isolierten Zellen
wurden anschlief3end auf GCV-Sensitivitét Uberprift und die Anzahl der Vektorkopien
bestimmt (siehe Kap. 3.2.3, Tab. 3, Abb. 13 und 15). Klone mit Einzelintegrationen der
Suizidgenvektoren wurden fir die Funktionspriafung im Rahmen des Tumorzell-
Transplantationsmodells eingesetzt (siehe Kap. 3.2.5, Tab. 4).
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Abbildung 22: Verlust der Suizidgen-Sequenz ist Ursache fir die GCV-Resistenz der reisolierten EL4-
Tumorzellen. Genomische Tumor-DNA (+/-=Zellen vor Transplantation mit/ohne G418 Kkultiviert;
Lk=Lymphknoten) wurde isoliert, mit Sacl gespalten und nach Transfer auf eine Membran mit der
dargestellten  Sonde hybridisiert. Neg.-Kontr.=gDNA aus untransduzierten EL4-Zellen, Pos.-
Kontr.=Plasmidvektor pMo3TIN.

3.2.5 Wiederauftreten von Tumorwachstum bei zundchst kompletter Tumor-
regression nach erfolgter Suizidgentherapie

In den oben gezeigten Vorversuchen (siehe Kap. 3.2.4, Abb. 18-22) wurden die geeigneten
Bedingungen fur die Suizidgentherapie im Mausmodell unter Verwendung von

M assenkulturen etabliert.

In den folgenden Studien zur Suizidgentherapie wurden zusétzlich Klone in die
Untersuchungen einbezogen (Ubersicht der Gruppeneinteilung der Mause: Tab. 4). Klone
haben im Vergleich zu Massenkulturen den Vorteil, dal3 Veranderungen im Genotyp (z.B.
Vektorverlust) eindeutig festgestellt werden konnen. Die GCV-Behandlung der
transplantierten Tiere begann bel Tumorentstehung (Tag 10 nach Transplantation) und
wurde flr eine Woche taglich fortgefuhrt (vergl. Kap. 2.2.3.2).
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Transplantation von Anzahl Mause
1*10°EL4-Zellen pro Maus |(C57BL/6, Ly5.1,
(1. Kohorte) ~8 Wochen alt)

Nicht-transduzierte EL4 n=5
Mo3N-transduzierte EL4 n=5

Mo3TIN-transduzierte n=5
EL4-Massenkulturzellen
Mo3TIN-transduzierte an=5

EL4-Klone (n=6)

Tabelle 4: Ubersicht {ber die Gruppeneinteilung der Tiere im Rahmen der Transplantations-
experimente (1. Kohorte).

Bereits einen Tag nach Beginn der GCV-Gabe (Tag 11 nach Transplantation) wurde das
Tumorwachstum gestoppt und die Tumoren gingen im Fal der Mausgruppen mit
transplantierten Zellklonen innerhalb des Behandlungszeitraums von sieben Tagen
vollstéandig zurtick (Abb. 23). Beim ersten Experiment unter Verwendung von Zellklonen
(1. Mauskohorte) wurde am Tag 17 eine komplette Tumorregression in allen Tieren
(30/30) festgestellt. Nachdem zun&chst Tumorregressionen in alen transplantierten Tieren
nachgewiesen wurden (Abb. 23), sollte ermittelt werden, ob die Tiere dauerhaft von den
Tumoren geheilt waren. Im weiteren Verlauf des Experiments (sechs Monate) waren nach
2.T. langeren Beobachtungszeitrdumen Tumorrezidive nachweisbar (siehe Abb. 23: bis Tag

50 nach Zelltransplantation).

Bei Tieren, denen Massenkulturzellen transplantiert wurden, ging das Tumorwachstum
unter der Behandlung zurtick (2/5) bzw. verlangsamte sich (3/5). Spatestens innerhalb von

2,5 Wochen nach Behandlungsende wuchsen erneut Tumoren aus.

Bel Mausen mit transplantierten EL4-Zellklonen blieben 3/5 Tiere bei Klon #1 (60 %), 0/5
Tiere bei Klon #2 (0 %), 2/5 Tiere bei Klon #3 (40 %), 1/5 Tiere bei Klon #4 (20 %), 4/5
Tiere bel Klon #5 (80 %) und 3/5 Tiere bei Klon #6 (60 %) dauerhaft tumorfrei (Abb. 22).
Insgesamt Uberlebten 13/30 Tiere (43,3 %), die klonierte Zellen bekommen hatten. Die
Ubrigen Tiere (56,7 %) hatten spétestens innerhalb von 3,5 Wochen nach Behandlungsende

mit GCV en Tumorrezidiv.
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EL4-Zdllen sind Ursache der Tumorrezidive

Um zu prifen, ob fur das erneute Tumorwachstum GCV-resistente EL4-Zellen oder
spontan auftretende Tumoren verantwortlich sind, wurden die aus isolierten Tumor-Zellen
etablierten Linien hinsichtlich der Expression der EL4-spezifischen Variante des Lyt5-
Oberflachenmolekills gepruft. EL4-Zellen und Rezipientenzellen kdnnen mit Hilfe des
Lyt5.1/Lyt5.2-Systems unterschieden werden (vergl. Kap. 2.2.3.1). EL4-Zellen exprimieren
Lyt5.2, wirtszugehdrige Zellen Lyt5.1.

Nach Farbung der Zellen durch Antikorperbindung wurde anhand durchfluf3zytometrischer
Analysen nachgewiesen, dald das Tumormaterial vollstandig aus EL4-Zellen bestand (Abb.
24).
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Abbildung 24: GCV-resistente EL4-Zellen sind verantwortlich flir das erneute Auswachsen von
Tumoren. Die Unterscheidung zwischen EL4- und Rezipientenzellen erfolgte anhand des Lyt5.1/Lyt5.2-
Systems (vergl. Kap. 2.2.3.1) nach Markierung der Zellen durch Antikérperbindung: &) Vor Transplantation,
b) nach Reisolierung der Zellen aus C57BL/6-Mausen. Mk=Vektor-transduzierte Massenkulturzellen,
Quadranten im Histogramm: OL=0ben links, OR=0oben rechts, UL=unten links und UR=unten rechts.

Untersuchungen zur Zuganglichkeit von Ganciclovir bei Tumorzellen

Wenn Vektor-tragende Zellen im Tumorverband nicht von GCV erreicht werden, kénnen

diese theoretisch erneut zum Auswachsen von Tumoren fihren.

Mehrere Beobachtungen sprechen gegen diese Méglichkeit: Erstens wurde in den Mé&usen

zwischenzeitlich eine komplette Tumorregression festgestellt. Somit konnte die Wirkung
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von GCV bestétigt werden. Zweitens wurden reisolierte EL4-Tumorzellen in GCV-
Sel ektionsexperimenten als Zellsuspensionen getestet (Abb. 25). Im Rahmen diesesin vitro
Experiments wurden die Zellen vereinzelt und somit erreichbar fir GCV. Trotzdem
wurden die Zellen nicht durch die GCV-Behandlung entfernt. Um die Ursachen fir die
GCV-Resistenz zu ermitteln, wurden die Zellen im Anschluf3 auf molekularer Ebene

analysiert (vergl. Kap. 3.2.6).

a) vor Transplantation b) nach Reisolierung
100 - -
—f B oum Gev
E10uM GCV
- T O30uM GCV
S 80
c
<
E M N
N o |
5 60
©
<
()
o}
°
o 407 1 ] 1 m
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e}
E
c
< 2071 ] ] ] ] N
. , I‘W B, i1 EEN ENE N
untransd. Mk #1 #2 #5 Mk-5 #1-4 #2-2 #5-2
EL4

Abbildung 25: Die EL4-Zellen k6nnen auch als Zellsuspensionen nicht durch GCV-Selektion abgetttet
werden. Um auszuschlief3en, da? GCV die Tumoren nicht ausreichend penetriert und damit die Entstehung
von Tumorrezidiven ermoglicht wird, wurden EL4-Tumorzellen as Suspension in GCV-Selektions-
experimenten in vitro getestet (vergl. Kap. 2.2.2.8): a) vor Transplantation, b) nach Reisolierung aus
C57BL/6-Mé&usen. Mk=V ektor-transduzierte M assenkul turen.

Die Ergebnisse der ersten Mauskohorte sind reproduzierbar

Zur Prufung der Reproduzierbarkeit der Ergebnisse der ersten Mauskohorte wurde das
Experiment mit den Klonen #1, #3, #4 und #5 wiederholt (2. Kohorte, siehe Abb. 26).
Auch bei den im zweiten Experiment verwendeten Tieren wurde jeweils am Tag 17 nach
Tranplantation (=Ende der GCV-Behandlung) eine komplette Tumorregression festgestel It
(20/20). Trotzdem waren, wie schon bei Mausen der ersten Kohorte, Tumorrezidive

nachweisbar. Diese traten oftmals erst nach einem |angerem Beobachtungszeitraum auf.
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Bel den Méusen der zweiten Kohorte blieben 5/5 Tiere bei Klon #1 (100 %), 2/5 Tiere bei
Klon #3 (40 %) und 5/5 Tiere bei Klon #5 (100 %) auch nach etwadrei Monaten tumorfrel
(Abb. 26). Die Ubrigen Tiere entwickelten spétestens innerhalb von 1,5 Wochen nach
Abschlul® der GCV-Behandlung ein Tumorrezidiv.

Im Fall der Tiere von Klon #4 hatten 5/5 Méuse drei Wochen nach Zellinokulation ein
Tumorrezidiv. Um zu testen, ob die wiederausgewachsenen Zellen GCV-resistent waren,
wurde ein Teil der Tiere (3/5) einer erneuten Behandlung mit Ganciclovir unterworfen
(Abb. 26). Diesma wurde keine erneute Tumorregression festgestellt. Bei den Ubrigen
Mausen (2/5 wurden Zellen aus den Tumoren isoliert und zur Prifung der
Suizidgenfunktion in vitro mit GCV selektiert (vergl. Tab. 7b: #4-6, #4-9). Auch in diesen
Falen waren die EL4-Zellen GCV-resistent und zeigten zusétzlich eine erhdhte G418-
Sensitivitdt. Dieses Ergebnis spricht vermutlich fir eine Abschatung der gesamten

V ektorexpression.
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Abbildung 26: Reproduzierbarkeit der Ergebnisse der ersten Mauskohorte nach Transplantation der
etablierten EL4-Zellklone in die Mause der zweiten Kohorte. Die Suizidgentherapie erfolgte bei den
Tieren nach dem kurativen Behandlungsprotokoll (vergl. Kap. 2.2.3.2). Zur Prifung auf GCV-Resistenz
wurden zum einen Tumorzellen aus dem Rezidiv der Maus 2 von #5 (1. Kohorte) anderen Mause seriell
transplantiert (#5-2 Gruppe der 2. Kohorte). Zum anderen wurden #4 transplantierte Mause (2. Kohorte) bei
erneutem Auswachsen von Tumoren wiederholt mit GCV behandelt (2. Behandlungszeitraum mit GCV: Tag
24-30 nach Transplantation).

Zur Berechnung der Mutationsraten fur die GCV-Resistenz in den jeweiligen Mausen mit
Tumorrezidiven ist der Zeitraum zwischen Behandlungsbeginn mit Ganciclovir (Tag 10
nach Transplantation) und Wiederauftreten des Tumorwachstums entscheidend. Aus
diesem Grund wurde zunéchst die Zelzahl im Tumor der jeweiligen Tiere zu
Behandlungsbeginn anhand der ermittelten VVerdopplungszeit der EL4-Zellen in vivo (38
Stunden, siehe Kap. 3.2.1: Abb. 8) und der durchschnittlichen TumorgréRe (6,6 mm?®)
bestimmt. Tumorrezidive wurden als solche gewertet bei einer TumorgréRe von 10 mm®,
Bei dieser GroRe betragt die Zellzahl im Tumor 5,12x10’ Zellen. Durch Bestimmung der
Anzahl der Tage zwischen Tag 10 und dem Zeitpunkt eines Rezidivs wurde anhand der
Verdopplungszeit die Zellzahl der GCV-resistenten EL4-Zellen berechnet. Die
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Mutationsraten ergibt sich, wenn die Anzahl dieser Zellen ins Verhdltnis zu der Zellzahl im

Tumorrezidiv gesetzt wird.

Maéause mit | Tumorgrof3e bel Anzahl Auftreten von Anzahl Anzahl Mutations-
transplant. | Beginn der GCV- | Zéllenin | Tumorrezidiven mit | Verdopplungen | GCV-resist. | frequenz
Zdllinie Behandlung (Tag | Tumoren | Gréf3evon 10mm® | zwischen Tag 10 | Zellen (x10'6)
10 nach Transpl.) |amTag (Tage nach GCV- und Auftreten (Tag 10)
10 (x10°) | Behandlungsbeginn) | von Tumorrezid.
#1-3 55 32 24 144 3 1
#1-4 55 32 25 15 3 1
#2-1 6 5.8 22 13,2 4 0.7
#2-2 7 6.8 37 22,2 2 0.3
#2-3 6 5.8 13 7.8 10 17
#2-4 55 32 16 9,6 6 2
#2-5 85 25 9 54 27 1
#3-1 55 32 20 12 4 14
#3-2 6 58 14 84 8 14
#3-4 55 32 16 9.6 6 2
#3-8 55 32 14 84 8 2,6
#3-9 55 32 24 144 3 1
#3-10 5 29 18 10,8 5 18
#4-1 5 29 14 84 8 29
#4-3 5 29 13 7.8 10 34
#4-4 6 58 13 7.8 10 17
#4-5 5 29 13 7.8 10 34
#4-6 55 32 11 6.6 15 4,6
#4-7 5 29 18 10,8 5 18
#4-8 45 26 18 10,8 5 2
#4-9 6.5 6.4 9 54 27 42
#4-10 55 32 16 9,6 6 2
#5-2 6 58 24 144 3 0,6
#6-4 5 29 19 114 5 16
#6-5 5 29 19 114 5 16
Mk-1 5 29 18 10,8 5 18
Mk-2 7 6.8 8 48 40 59
Mk-3 7 6.8 9 54 27 3.9
Mk-4 9 26 55 33 217 8.3
Mk-5 5 29 27 16,2 3 1
Tabelle 5: Berechnung der Mutationsraten fur die GCV-Resistenz Suizidgenvektor-transduzierter

EL4-Zellen in vivo. @) Fir die Berechnung der Mutationsraten der fir die GCV-Resistenz zugrundeliegenden
Mechanismen wurde anhand der durchschnittlichen TumorgréRe von 6,6 mm® bei Beginn der GCV-
Behandlung (Tag 10 nach Transplantation) die durchschnittliche Anzahl der im Tumor befindlichen Zellen
bestimmt (6,4x10°). Hierfiir mufiten bei urspriinglich 1x10° transplantierten EL4-Zellen und der ermittelten in
vivo Verdopplungszeit von 38,4 Stunden sechs Verdopplungen stattgefunden haben. Je nach gemessener
TumorgrofRe (Spalte 2) wurde die Anzahl der Zellen im jeweiligen Tumor bei Beginn der GCV-Behandlung
berechnet (Spalte 3). Im nachsten Schritt wurde die Anzahl der Verdopplungen bestimmt (Spalte 5), bei
denen Tumorrezidive mit einer GroRe von 10 mm?® ([5,12x10° Zellen) entstanden sind (Spalte 4). Hieraus
wurde die Anzahl an GCV-resistenten Zellen zum Zeitpunkt des Beginns der GCV-Behandlung berechnet
(Spalte 6). Die Mutationsfrequenzen (Spalte 7) ergaben sich aus der Relation der GCV -resistenten Zellen zur
Gesamtzellzahl (jeweils Tag 10). b) Mechanismen in transduzierten EL4-Zellklonen, die einer Inaktivierung
der Suizidgenfunktion zugrundeliegen.

Fur die mit unterschiedlichen EL4-Zellen transplantierten Mausgruppen wurde die mittlere

Uberlebensrate der Tiere bestimmt. Zu diesem Zweck wurde die durchschnittliche Anzahl
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der Tage bei Auftreten von Tumorrezidiven innerhalb der jeweiligen Mausgruppe
berechnet (Tab. 6).

Anzahl Méause Anzahl Mause Mittlere

?E?Z/\?é_cfr?ertgﬁium mit komolettq ohqe_Tumor- [_Jberlebensrate
Zeitounkt der Tumorrearession |rezidiv ~24 (12) (|n“Taoem'von

. unter GCV- Wochen nach M ausen mit
Transolantation Behandlunag GCV-Behandluna | Tumorrezidiv
nicht-transduz. EL 4 1/5 Q/5 185
M o3N-transduz. Mk Q/5 /5 19.0
Mo3TIN-transduz. Mk 2/5 0/5 26.6
#1 5/5 (5/5) 3/5 (5/5) 34.0(-)
#2 4/5 /5 34.6
#3 5/5 (5/5) 2/5 (2/5) 28.3(34.3)
H#4 55 (5/5) 1/5 (0/5) 24.8 (27.8)
#5 5/5 (5/5) 4/5 (5/5) 37.0(-)
46 5/5 3/5 325
#5-2 (0/5) o5 | (232

Tabelle 6: Die verschiedenen, transplantierten EL4-Zellklone unterscheiden sich in der Inzidenz der
Tumorrezidive. In der Tabelle sind die Daten der ersten und zweiten Mauskohorte gegeniibergestellt. Die
Ergebnisse der beiden Maushohorten sind bel Verwendung der selben Zellklone reproduzierbar. Dieses gilt
sowohl fir die Inzidenzen als auch die Latenzzeiten der Tumorrezidive.

Um zu prifen, ob Ereignisse, die zu einer GCV-Resistenz in vivo fuhren, auch in vitro
auftreten, wurden mit Zellen der Ausgangskulturen in vitro GCV -Selektionsexperimente
durchgefihrt. Der Behandlungszeitraum mit GCV entsprach dem bei den in vivo-
Experimenten gewdahlten Behandlungszeitraum (sieben Tage). Nach GCV-Selektion
Uberlebten vereinzelt Zellen. Diese wurden expandiert und fir EPD-Analysen verwendet
(Tab. 7c¢). Im Rahmen dieser Untersuchungen wurde nachgewiesen, daf3 die
wiederausgewachsenen Zellen (#1, #2 und #5) resistent gegenuiber einer weiteren GCV-
Behandlung waren (farblich gekennzeichnet). Hieraus kann geschlossen werden, dal3 die

Inaktivierung der Suizidgenvektoren auch in vitro stattfindet.
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a) vor TransplantatiorfRPMI-Medium |G418 GCV
Zellen/Vertiefung |#4 #4 #4
0,3 34/96 n.u. n.u.
1 n.u. 80/96 00/96
3 93/96 n.u. n.u.
10 n.u. 96/96 01/96

b) nach Reisolierung JRPMI-Medium|G418 GCV
Zellen/Vertiefung |#4-K4 #4-K4 #4-K4
0,3 56/96 n.u. n.u.
1 n.u. 95/96 03/96
3 95/96 n.u. n.u.
10 n.u. 96/96 16/96
Zellen/Vertiefung  |#4-6 #4-6 #4-6
0,3 42/96 n.u. n.u.
1 n.u. 06/96 88/96
3 96/96 n.u. n.u.
10 n.u. 35/96 96/96
Zellen/Vertiefung |#4-9 #4-9 #4-9
0,3 40/96 n.u. n.u.
1 n.u. 10/96 63/96
3 96/96 n.u. n.u.
10 n.u. 41/96 96/96
Zellen/Vertiefung  |#5-2 (+G418) |#5-2 (+G418) |#5-2 (+G418)
0,3 20/96 n.u. n.u.
1 n.u. 51/96 00/96
3 72/96 n.u. n.u.
10 n.u. 96/96 00/96

) nachin vitro GCV |RPMI-Medium |G418 GCV
Zellen/Vertiefung |Massenkultur |Massenkultur JMassenkultur
0,3 46/96 n.u. n.u.
1 n.u. 57/96 66/96
3 94/96 n.u. n.u.
10 n.u. 96/96 96/96
Zellen/Vertiefung  |#1 #1 #1
0,3 20/96 n.u. n.u.
1 n.u. 00/96 42/96
3 89/96 n.u. n.u.
10 n.u. 00/96 95/96
Zellen/Vertiefung  |#2 #2 #2
0,3 33/96 n.u. n.u.
1 n.u. 00/96 78/96
3 86/96 n.u. n.u.
10 n.u. 00/96 96/96
Zellen/Vertiefung |#5 #5 #5
0,3 22/96 n.u. n.u.
1 n.u. 00/96 61/96
3 85/96 n.u. n.u.
10 n.u. 05/96 96/96

Tabelle 7: Die Inaktivierung der Suizidgenvektoren findet in EL4-Zellen auch in vitro statt.
Zellklonierungen durch Endpunktverdiinnung (EPD) wurden von wiederausgewachsenen EL4-Zellen nach
GCV-Selektionsexperimenten unter verschiedenen Kulturbedingungen (Medium; G418, ¢c=1,2 mg/ml; GCV,
¢=10uM) durchgefiihrt. @) Testung des Ausgangskions vor Transplantation (#4), b) Testung von aus Mausen
reisolierten Zellen (#4-K4: Zellen aus einem GCV-unbehandeltem Tier; #4-6 und #4-9: siehe Abb. 26, #4,
Mause Nr. 6 und Nr. 9; #5-2: aus Maus Nr. 2 von #5 isoliert, nach erneuter in vitro Selektion mit G418
schliefdlich in den hier beschriebenen EPD-Experimenten auf Suizidgenfunktion getestet, ) Testung von
Zéellen, dietrotz in vitro GCV-Selektion erneut ausgewachsen sind (Massenkulturen, #1, #2 und #5).



3. Ergebnisse 98

Anhand der nachfolgenden Experimente sollten die molekularen Ursachen fur die
entstandenen Tumorrezidive ermittelt werden. Aus diessm Grund wurde aus den
Tumorzellen genomische DNA fur Southern Blot- und PCR-Analysen extrahiert (vergl.
Kap. 2.2.1.4).

3.2.6 Genetische und epigenetische Mechanismen als Ursachen des
Verlusts der Vektorexpression

Sowohl genetische as auch epigenetische Mechanismen kdnnen Ursache fir die GCV-

Resistenz der aus Tumorrezidiven reisolierten EL4-Tumorzellen sein. Zur Untersuchung

auf chromosomalen Verlust, Exzision des proviralen Vektors durch LTR-Rekombination

und Loschung der Vektorexpression wurden molekularbiologische Analysen durchgefihrt.

Im Rahmen dieser Studien wurde die isolierte gDNA zunéchst in Southern Blot-Analysen

auf Unversehrtheit des proviralen Vektors tUberprift.

Nachweis der Loschung als Ursache fiir den Verlust der retroviralen Vektorexpression

Bel genomischer DNA aus Tumoren folgender Klone waren keine V ektorsequenzen mittels
der HSV1-Tk Sonde nachweisbar (Abb. 27): Klon #1 (Blot a, d und f: Spuren 11+12),
Klon #2 (Blot b, d und f: Spuren 14-18), Klon #3 (Blot b und f: Spuren 20+21), Klon #5
(Blot ¢, d und f: Spur 29) und Klon #6 (Blot c und f: Spuren 31+32). Dieser Nachweis war
bei genomischer DNA aus Maus Nr. 2 von Klon #5 erst nach G418-Selektion moglich
(Blot d: Spur 33). Dieses Ergebnis spricht dafir, daf’ der Suizidgenvektor nur in einem
geringen Teil der reisolierten Zellen vorhanden war. Ausnahmen waren die gDNAS aus
Mausen von Klon #4, dain ihnen jeweils intakte provirale Vektoren nachgewiesen wurden
(Blot ¢, d und f: 24-27, Blot e 35-39). Die Moglichkeit, dal3 eine Punktmutation zu einem
nicht funktionierenden Suizidgen fahrt, ist wenig wahrscheinlich. In solch einem Fall
hédtten alle mit Zellklon #4 transplantierten Méause trotz GCV-Behandlung ein
Tumorrezidiv entwickeln mussen. Eine Maus (1/10) blieb aber tumorfrei (siehe Abb. 23:
Klon #4, Maus Nr. 2). Daraus ergibt sich, dafd3 im Fall dieses Klons die Loschung der

V ektorexpression Ursache fir die GCV-Resistenz ist.
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Abbildung 27: Beides, genetische und epigenetische Mechanismen, fihrt zur Inaktivierung der
Suizidgenvektoren: Dieses ist Ursache fir die GCV-Resistenz in den verschiedenen EL4-Zellklonen.
Untersuchung genomischer DNA aus reisolierten Tumorzellen auf Unversehrtheit des Suizidgens. Einzige
Ausnahme mit intaktem Suizidgen war Zellklon #4. Anaysiert wurde gDNA aus Klonen bzw.
Massenkulturen (MK). In Massenkulturen wurde nach GCV-Selektion der gleiche Klon mit offenbar intakter
Vektorkopie in mehreren Tieren angereichert (Spuren 4-8). Nach der gelelektrophoretischen Auftrennung
Sacl bzw. Hindlll gespaltener DNA wurde diese auf Membranen transferiert und mit der dargestellten Sonde
(9) hybridisiert. Pos.-Kontr.=Plasmidvektor pMo3TIN, Neg.-Kontr.=gDNA aus untransduzierten EL4-Zellen.
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Nachweis von L TR-Rekombination des proviraen Vektors und chromosomalen Verlusten
in bestimmten Zellklonen

Um bei den Gbrigen Klonen (#1, #2, #3, #5, #6) die Veranderungen im Vektorgenom zu
charakterisieren, wurde durch PCR eine bestimmte Region der retroviralen LTR
amplifiziert. Die Amplifikation war nur bel gDNA aus Mausen bestimmter Zellklone
maoglich (Abb. 28), namlich bei #2 in 2 Fallen (a- Spuren 9 und 13), bei #3 in einem Fall (a
Spur 17), bei #5 in einem Fall (ac Spur 24) und bel #4 erwartungsgemdl? in allen 9 Félen
(a Spuren 19-22 und 37-41). Hiermit wurde beim letztgenannten Zellklon das Ergebnis aus
der Southern Blot-Analyse bestétigt, dal? jewells ein intakter Vektor vorhanden ist (siehe
Abb. 27).
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a) PCR mit LTR-spezifischen Primern auf gDNA b) Kontroll-PCR mit Xist-Gen spezifischen Primern
aus Tumormaterial
1 2 3 45 6 7 8 9 10 1112 13 14 15 16 17 2 56 78 910 11 12 13 14 1516 17 18 19 20 21 22
203bp
__248bp
1819 20 21 22 23 24 25 26 28 27 2930 31 32 33 34 35 36 2324 2526 2728 293031 3233 343536 37 38 3940 41424344
—203bp
248bp
1 2 3 4 5 42 18 37 38 39 40 41 43 44
1=H,0 12=#2-4 23=#5 34=Mk-5
2=Neg.-Kontr. 13=#2-5 24=#5-2 35=Mk-5 (G418)
3=Primer 1 (#1) 14=#3 25=#5-2 (G418) 36=Mk-3 (frith GCV)
4=Primer 2 (#1) 15=#3-1 26=#6 37=#4-6
5=#1 16=#3-2 27=#6-4 38=#4-7
248bP  G=y14 17=#3-4  28=#6-5 39=#4-8
7=#1-3 18=#4 29=Mk 40=#4-9
8=#2 19=#4-1 30=Mk-1 41=#4-10
9=#2-1 20=#4-3 31=Mk-2 42=#1 (in vitro GCV)
10=#2-2 21=#4-4 32=Mk-3 43=#1-2 (in vivo unsel.)
11=#2-3 22=#4-5 33=Mk-4 44=#1-5 (in vivo unsel.)

Abbildung 28: Nachweis des kompletten Verlusts der proviralen DNA in bestimmten Zellklonen.
Vektorsequenzen aus dem LTR-Bereich wurden Uber PCR-Analyse von gDNA aus reisolierten EL4-Zellen
nachgewiesen. Die ausgewdahlten Primer (LTR1: 5-TGT TTC CAG GGT GCC CCA AGG-3'; LTR2: 5'-
CAC TCA GAG GAG ACC CTC CC-3') wurden in einer friheren Studie zum Nachweis von Mo-MuLV-
Sequenzen in menschlichen Zellen benutzt (Morgan et al., 1990) (a). Als Positiv-Kontrolle fir die PCR
wurden in einem zweiten Ansatz Xist-Gen-spezifische Primer (X2-R: 5-GAA GTG AAT TGA AGT TTT
GGT CTA G-3'; X2-L: 5-GGG ACC TAA CTG TTG GCT TTA TCA G-3', freundlich Uberlassen von
Gerald Schumann, HPI) verwendet (b). H,O=Wasser Kontrolle, Neg.-Kontr.=gDNA aus untransduzierten
EL4-Zellen, Primer 1/Primer 2=PCR-Kontrollen mit jeweils nur einem Primer auf Vektor-tragende gDNA,
Mk=gDNA aus Massenkulturzellen.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dal3 mit Hilfe des vorgestellten Mausmodells
verschiedene Ursachen fir den Verlust der Vektorexpression und der damit
einhergehenden GCV-Resistenz der EL4-Tumorzellen identifiziert werden konnten (Tab.
8): chromosomaler Verlust (Inzidenz=1,3+/-0,5x10°, Latenzzeit=20,8+/-7,3 Tage),
Exzision des proviralen Vektors durch LTR-Rekombination (Inzidenz=1,1+/-0,6x10°;
Latenzzeit=17,8+/-6,8 Tage) und Loschung der Expression des Suizidgenvektors
(Inzidenz=2,9+/-1,1x10°®; Latenzzeit=13,9+/-3,0 Tage).
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Klone |LTR-Rekomb. Chrom. Verluste | Léschung

#1 0 2(1,0+/-0,0x10°) [0

#2 2(0,9+/-0,2x10°) |3 (1,3+/-0,9x10°%) [0

#3 1(2,0+/-0,0x10%) |2 (1,4+/-0,0x10%) |0

#4 0 0 9(2,9+/-1,1x10°)
#5 1(0,6+/-0,0x10°) |0 0

#6 0 2(1,6+/-0,0x10°) |0

Tabelle 8: Verschiedene Ursachen konnen einem Verlust der Suizidgenexpression zugrundeliegen:
L TR-Rekombination, chromosomale Verluste und Léschung der Vektorexpression. Die Werte in den
Klammern sind die Mutationsraten der unterschiedliche Ursachen der GCV-Resistenz in den jeweiligen EL4-
Zellklonen.
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4. Diskussion

Zweck der vorliegenden Arbeit war die Entwicklung eines sensitiven Modells, anhand
dessen die Ursachen, die einem Verlust der retroviralen Vektorexpression in T-Zellen in
vivo zugrundeliegen, untersucht und quantifiziert werden kénnen. Zur Einschétzung der
Sicherheit von Suizidgenvektoren bei Anwendungen, wie der adoptiven Immuntherapie

und der Entfernung solider Tumoren, wurden im Rahmen der Arbeit T-Zellen verwendet.

4.1 Wirkung retroviraler cis-Elemente auf die Abschaltung der Vektor-

expression

Zur Entwicklung von Vektoren fur die adoptive Immuntherapie sollten im ersten Teil der
Arbeit Promotoren identifiziert werden, die eine stabile Transgenexpression in humanen T-
Zéellen (Jurkat) vermitteln. Da bestehende Vektoren mit LTR-getriebener Expression im
weiteren Verlauf (vergl. Kap. 3.2) auf jeden Fall benutzt werden sollten, wurden in den hier
zusammengefaldten Vorversuchen zusdtzlich Konstrukte mit verschiedenen, intern im
V ektorgenom gelegenen, Promotoren gepruft. Da die Vektorzusammensetzung von grof3er
Bedeutung fur die Stabilitét der Expression ist, wurden solche Promotoren verglichen
(CMV versus PGK), fur die eine hohe bzw. stabile Vermittlung der Expression in
hamatopoetischen Zellen bekannt war (Hock et al., 1989; Lim et al., 1987 und 1989). Die
Expressionsanalysen wurden parallel sowohl mit transduzierten Massenkulturen as auch
mit Zellklonen durchgefihrt. Von den urspringlich isolierten Zellklonen mit CMV-
Promotor-Konstrukt (23) bzw. PGK-Promotor-Konstrukt (22) wurden solche mit jeweils
einer Kopie und 100 %-iger Transgen-Expression (eGFP) zu Versuchsbeginn der Studien
ausgewahlt (vergl. Kap. 3.1: Tab. 1, Abb. 3 und 4). Vorteil der Verwendung dieser Klone
gegenuiber Massenkulturen ist, dal3 Verdnderungen im Genotyp eindeutig nachgewiesen
werden konnen. Der Verlust der Expression war in den getesteten Zellklonen nicht auf
genetischen Verlust des Vektors zuriickzufihren (Abb. 4). Ursache ist vermutlich eine
stabile Loschung der Vektorexpression auf Ebene der Transkription (Abb. 5). Entgegen der
urspringlichen Annahme (siehe Kap. 3.1.1) zeigen die Ergebnisse weiterhin, dal3 das
Vektorkonstrukt mit dem CMV-Promotor weniger haufig geldscht wird als das Konstrukt



4. Diskussion 104

mit dem PGK-Promotor. Diesesist deutlich an Zellklonen aber auch an Massenkulturzellen
nachvollziehbar (Abb. 3). Vermutlich ist die in der Literatur beschriebene Schutzwirkung
der in der LTR gelegenen Enhancerregion (Wagner et al., 1985) bei dem CMV-Promotor
grofder as bei dem PGK-Promotor. Die Expression von Transkriptionsfaktoren kann in
diesem Zusammenhang eine entscheidende Funktion haben. Nach dem Schleifenmodell
wird Genaktivierung durch direkte Interaktionen zwischen Transkriptionsfaktoren
gesteuert, die enerseits an Enhancerstrukturen und andererseits zugleich an
Promotorelemente binden. Dazwischenliegende DNA-Bereiche formieren sich hierbei
schleifenartig (Bulger und Groudine, 1999). Daraus resultiert, dald die Stabilitét der
Expression  retroviraler  Vektoren durch die Wechselwirkungen  zwischen
Enhancerelementen in der LTR und internem Promotor definiert wird (Gorman et al.,
1985; Soriano et al., 1991; Wu et al., 1996). Da die Schutzwirkung zellspezifisch ist
(Schwieger, 2000), kénnten zur Prifung der Gultigkeit der erzielten Ergebnisse in
zuklnftigen Experimenten Analysen zusdtzlich mit den im zweiten Teil der Arbeit
verwendeten EL4-Zellen unter Einbeziehung von Vektoren mit LTR-getriebener
Expression durchgefihrt werden. Die Benutzung von Vektoren mit unterschiedlicher
Expressionsstrategie ermoglicht einen Vergleich hinsichtlich der jeweiligen Stabilitét der

retroviralen Expression.

4.2 Mel3system zur Untersuchung der Ursachen und der Frequenz des
Verlusts der retroviralen Suizidgenexpression

Im zweiten Teil der Arbeit wurde ein Tumorzell-Transplantationsmodell (Maus) zur
Untersuchung von Ursachen und Frequenzen des Verlusts der Expression retroviraler
Suizidgenvektoren entwickelt. Durch die Verwendung der tumorigenen T-Zellinie (EL4)
konnen die beiden bisher diskutierten, klinisch relevanten Suizidgen-Therapieansétze
(vergl. Kap. 1.4 und 1.4.1) gleichzeitig gepruft werden. Zundchst mufdte ein geeigneter
Applikationsort der tumorigenen EL4-Zellen bestimmt werden, um ein reproduzierbares
und einfach zu bestimmendes Krankheitsbild in den transplantierten Tieren hervorzurufen.
Die subkutane Applikation erflllte im Gegensatz zur intravendsen Injektion diese
Bedingungen und wurde deshalb fir die weiteren Experimente beibehalten (vergl. Kap.

3.2.1). In einem weliteren Vorversuch wurden Titrationen der subkutan injizierten Zellen
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durchgefiihrt, um eine Zelldosis zu ermitteln, bei der das lokal begrenzte Tumorwachstum
innerhalb einer definierten, moglichst kurzen Zeit reproduzierbar hervorgerufen wird
(vergl. Kap. 3.2.1, Abb. 7). Der Zeitraum zwischen Zellgabe und Tumorentstehung wurde
dabei so eingestellt, dal’ sich die Suizidgentherapie noch ausreichend gegen die aggressiv
wachsenden Tumorzellen durchsetzen kann. Anhand der Titrationsanalysen war auf3erdem
die Bestimmung der Verdopplungszeit der EL4-Zellen in den Mausen méglich (Kap. 3.2.1,
Abb. 8).

Fur die folgenden Experimente zur Suizigentherapie wurden Vektor-transduzierte EL4-
Zellen hergestellt. Zu diesem Zweck wurden sie mit dem Kklinisch relevanten
Suizidgenvektor Mo3TIN infiziert, welcher fiir die Selektionsmarker HSV1-Tk und neo®
kodiert. Die Kultur wurde in einem zweiten Schritt mit dem Selektionsmittel Geneticin
(G418-Sulfat) auf Vektor-transduzierte, Neomycinphosphotransferase-exprimierende
Zéllen in vitro angereichert. Um zu prifen, ob diese Massenkulturzellen auch den zweiten
Selektionsmarker HSV1-Tk ausreichend exprimieren, wurden Selektionsexperimente mit
Ganciclovir (GCV) in vitro durchgeftihrt (Kap. 3.2.3, Abb. 15). Es zeigte sich, dal3 ein
Grolteil der Zellen bei der Negativ-Selektion entfernt wurde. Der Grund fiir das Uberleben

der Ubrigen Zellen ist vermutlich eine unzureichende GCV-Selektion.

Anschlief3end erfolgte die Transplantation in Mause unter Verwendung unterschiedlicher
Protokolle zur Suizidgentherapie (prophylaktische und kurative GCV-Behandlung, siehe
Kap. 3.2.4, Abb. 18 und 19). Obwohl jeweils eine deutliche Verzégerung des Tumor-
wachstums im Vergleich zur Kontrollgruppe (transplantierte Mause mit Mo3N-
transduzierten EL4-Zellen) festgestellt wurde, waren innerhalb eines kurzen Zeitraums
Tumorrezidive nachweisbar. Die GCV-Resistenz kann vermutlich auf die fur
Massenkulturen typische Heterogenitét zurtickgefihrt werden. In einem Kontroll-
experiment wurde geprift, ob eine kontinuierliche G418-Selektion bis zum Zeitpunkt der
Transplantation zu einer Auslese von Zellen mit einer stabilen retroviralen Transkription
fahrt. Nach Transplantation und anschlieflender GCV-Selektion bei Méusen mit
Tumorwachstum wurde deutlich, dal3 Zellen, die vor der Transplantation kontinuierlich mit
(G418 selektioniert wurden, weniger hdufig Tumorrezidive in Tieren hervorrufen as Zellen
ohne Selektion (siehe Kap. 3.2.4, Abb. 20). Dennoch wurde keine komplette Heilung aller
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untersuchten Tiere festgestellt. Zur Analyse der Ursachen, die zu der GCV-Resistenz
gefuhrt haben, wurde genomische DNA von reisolierten Tumorzellen auf genetische
Veranderungen des Suizidgenvektors untersucht. Im Rahmen der durchgeftihrten Southern
Blot-Analysen war mit der eingesetzten HSV1-Tk Sonde keine Suizidgensequenz
nachweisbar (Kap. 3.2.4, Abb. 22). An diesem Punkt erschien die weitere Analyse mit
Massenkulturen aufgrund ihrer bereits erwdhnten Heterogenitét as nicht sinnvoll. Durch
ihre Verwendung konnte jedoch gezeigt werden, dal3 das hier vorgestellte Modell geeignet
ist fir die Funktionstestung von Suizidgenvektoren. Wéhrend die Daten mit
Massenkulturen nur fr generelle Phdnomene interpretierbar sind, sollten Klone mit jeweils
einer Vektorkopie wesentliche Fragen nach den Ursachen der Vektorabschaltung und ihren

Haufigkeiten beantworten kdnnen.

Fur die Herstellung von solchen Klonen wurde zur Infektion der EL4-Zellen eine geringe
MOI (<1) gewahlt. Zur Klonierung wurden bereits einen Tag nach Infektion Endpunkt-
verdinnungen der Massenkulturen durchgefiihrt (vergl. Kap. 3.2.3, Abb. 12,). Durch den
frihen Zeitpunkt der Trennung der Zellen wurde vermieden, dal3 innerhalb der
Massenkultur Klone mit einer bestimmten Integration auswachsen und bel einer
anschlieffenden Klonierung vermehrt auftreten. Durch die Kultivierung der Klone in G418-
Selektionsmedium  wurde  sichergestellt, dal3 die auswachsenden  Zellen
Neomycinphosphotransferase exprimieren. Im Rahmen dieses Experiments wurden
insgesamt 14 Klone isoliert (Kap. 3.2.3, Tab. 3). Der Einfachheit halber wurden hiervon
zunéchst neun Klone molekularbiologisch untersucht (Kap. 3.2.3, Abb. 13). Die Analysen
zeigten, dald acht Klone jeweils nur eine einzige Vektorkopie trugen. In solchen Félen
koénnen Veranderungen im Genotyp eindeutig festgestellt werden. Bei dem einzigen Klon
mit einer Doppelintegration ist dieses nicht mdglich. Deshalb wurde er fir die weiteren
Untersuchungen nicht berticksichtigt. Sechs der isolierten Klone mit unterschiedlicher
Integration wurden anschliefend auf die Expression des zweiten Selektionsmarkers
(HSV1-TK) in vitro geprift. Alle ausgewahlten Klone waren mit GCV selektierbar (vergl.
Kap. 3.2.3, Abb. 15) und wurden im folgenden fir die Transplantation in Mause

verwendet.
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Durch den Nachweis, dai3 die durch Transduktion genetisch modifizierten EL4-Zellklone
unveradnderte tumorigene Eigenschaften besitzen (vergl. Kap. 3.2.4, Abb. 16), konnte
gezeigt werden, dald sich die Klone fir die geplanten Transplantationen in Mausen
eigneten. Bei der ersten Mauskohorte (n=5 pro EL4-Zdllklon, Kap. 3.2.5, Tab. 4) wurden
Tumorregressionen in allen Tieren nach erfolgter GCV-Selektion festgestellt (Kap. 3.2.5;
Abb. 23 und 26). Damit ist gezeigt, da® unter Verwendung der hier eingestellten
Bedingungen eine Suizidgentherapie mdglich ist. Von besonderem Interesse war jetzt, ob
die Hellung der Tiere dauerhaft ist. Aus diesem Grund wurden die Mause im weiteren
Verlauf des Experiments (Beobachtungszeitraum sechs Monate) auf die Entstehung von
Tumorrezidiven untersucht. Fir jeden verwendeten Zellklon war erneutes Tumorwachstum
nachweisbar. Unterschiede wurden jedoch beziglich der Inzidenz und Latenzzeit der
Rezidive festgestellt (Abb. 23 und 26, Tab. 5 und 6). Die Ergebnisse waren in der zweiten
Mauskohorte reproduzierbar (Abb. 26). Durch die Expression der EL4-spezifischen
Variante des Lyt5-Oberflachenmolekils (Lyt5.2) bei aus isolierten Tumorzellen etablierten
Linien wurde gezeigt, dal3 in den Tieren keine spontanen Tumoren aufgetreten sind (vergl.
Kap. 3.2.5, Abb. 24). Daraus ergibt sich, dal’ EL4-Zellen fir die Entstehung der Rezidive
verantwortlich waren. Die Daten einer zweiten GCV-Selektionsrunde in vitro (Kap. 3.2.5,
Abb. 25, Tab. 7) bzw. im Rahmen der zweiten Mauskohorte in vivo (Kap. 3.2.5, Abb. 26)
verdeutlichen, dal3 die Zellen GCV-resistent waren. Nach molekularbiologischer Analyse
(Kap. 3.2.6, Abb. 27 und 28) wurden verschiedene Ursachen fur die GCV-Resistenz
ermittelt: Verlust des Chromosoms oder Chromosomenbereichs mit integriertem Vektor,
provirdle Exzision durch LTR-Rekombination und Loéschung der retroviraen
Suizidgenexpression (siehe Abb. 29).

4.3 Abschaltungsmechanismen retroviraler Vektoren

a) Verlust des kompletten proviralen Vektors durch chromosomalen Verlust:

Das Auftreten von chromosomalen Verlusten war aufgrund des heteroploiden Karyotyps
der EL4-Zellen (Mann et al., 1986) in alen untersuchten Klonen erwartet. Nachgewiesen
werden konnte der vollstéandige Verlust des proviralenVektors jedoch nur in den Klonen
#1, #2, #3 und #6. Da Chromosomen unterschiedlich haufig verloren gehen kénnen, ist der

Verlust des Vektors abhangig vom Chromosom, in das sie integriert sind. Vermutlich ist
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die Wahrscheinlichkeit fur einen Verlust des Provirus-tragenden Chromosoms im Fall der
Klone #4 und #5 gering. Diese Vermutung wird durch die vergleichbaren Daten der
jeweiligen Tiergruppen in beiden untersuchten Mauskohorten unterstitzt (vergl. Kap.
3.2.6, Tab. 6 und 8). Die Bedeutung der berechneten Mutationsrate (Kap. 3.2.6, Tab. 5) fir
die durch chromosomalen Verlust hervorgerufene Abschaltung der Vektorexpression muf3
im Zusammenhang mit dem jeweiligen Zellsystem betrachtet werden. In onkologischen
Anwendungen kann diese Art der Abschaltung des Vektors von Bedeutung sein, da sich
Tumorzellen u.a. durch genomische Instabilitét auszeichnen (Varmus et al., 1981b; Stone
et al., 1986). Im Gegensatz dazu ist dieser Abschaltungsmechanismus von retroviralen
Suizidgenvektoren in diploiden Zellen, wie sie im Rahmen der adoptiven Immuntherapie
eingesetzt werden, nicht zu erwarten und deshalb kann die ermittelte Mutationsrate in

solchen Féllen vernachléssigt werden.

b) Exzision des Provirus durch L TR-Rekombination:

Bekanntermal3en besitzt proviradle DNA nach erfolgter Integration eine hohe Stabilitét. Bei
der Exzision des Provirus durch homologe Rekombination zwischen den LTR-Sequenzen,
im Rahmen dessen eine einzelne LTR zurtckbleibt (Jenkins et al., 1981; Varmus et al.,
1981a; Copeland et al., 1983; Schade, 2001), handelt es sich um einen vom Integrationsort
des Vektors unabhdngigen Prozef3, bei dem kein Zusammenhang zwischen einer
gerichteten Entfernung von transkribierten oder stillgelegten Vektorsequenzen bestehen
sollte (Coffin et al., 1997). Daher sind fur die einzelnen Klone dhnliche Frequenzen fur
dieses Ereignis zu erwarten gewesen. Tatsachlich wurde LTR-Rekombination jedoch nicht
in alen Klonen gefunden (Kap. 3.2.6, Abb. 28, Tab. 8). Es ist nicht auszuschlief3en, dal3
dieser seltene Mechanismus (vergl. Kap. 3.2.6, Tab. 8 und Varmus et al., 1981a; Seperack
et al., 1988) in den Zellklonen haufig nicht nachgewiesen werden konnte, wenn zusétzlich

Verluste des Provirus-tragenden Chromosoms aufgetreten sind.

¢) L6schung der retroviralen Suizidgenexpression:

Im Rahmen dieser Untersuchungen war bei einem von insgesamt sechs voneinander
unabhéngigen Klonen die Loschung der Suizidgenexpression Ursache fur die GCV-
Resistenz der EL4-Zellen (vergl. Kap. 3.2.6, Abb. 27, Tab. 8). Der Verlust der Expression
trat in diesem Fall besonders haufig auf (vergl. Kap. 3.2.5, Tab. 6). Es ist wenig
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wahrscheinlich, dal3 die Loschung durch inaktivierende Punktmutationen (Varmus et al.,
1981b) innerhalb der HSV1-Tk Sequenz hervorgerufen wurde. In diesem Fall hétten in
alen untersuchten M&usen Tumorrezidive auftreten missen, eine Maus blieb jedoch
dauerhaft tumorfrei. Die Ergebnisse von Endpunktverdinnungen reisolierter Klon #4
Tumorzellen lassen vermuten, dal? beide im Vektor befindlichen Transkriptionseinheiten
und nicht nur das Suizidgen (Pellicer et al., 1980; Clough et al., 1982; Graessman €t al.,
1994) dtillgelegt wurde, da die Zellen nicht nur GCV-resistent sind, sondern auch eine
erhdhte Sensitivitét gegentber G418 aufweisen (vergl. Kap. 3.2.5, Tab. 7). Vermutlich
hatte der Integrationsort des Vektors Einflul auf die Abschaltung der retroviralen
Expression. Bekanntermal3en ist die Expression des Provirus abhangig von den ihn
flankierenden chromosomalen Bereichen (Wyke und Quade, 1980; Jaenisch et al., 1981;
Sorge et al., 1984; Jolly et al., 1986). Es wird vermutet, dald in diesen Bereichen
regulatorische Elemente fur den Expressionsverlust retroviraler Sequenzen verantwortlich
sind (Hoeben et al., 1991). Vermutlich ist die Integration im hier untersuchten Klon in
einem chromosomalen Bereich erfolgt, der einerseits besonders anféllig fur Ldschung
andererseits aber auch genetisch sehr stabil ist. Hierbei konnte es sich um einen
heterochromatischen Bereich handeln, der aufgrund seiner hohen Kompaktierung
physikalisch stabiler ist as die von Retroviren fir die Integration bevorzugten
euchromatischen (Pantazis et al., 1981; Rohdewohld et al., 1987; Mooslehner et al., 1990)
und héaufig transkriptionsaktiven (Schulz et al., 1987; Scherdin et al., 1990)
Genomabschnitte.  Kompaktierte Chromatinbereiche sind fir Transkriptionsfaktoren
schlechter zuganglich. Hieraus kann eine Ldschung der Expression resultieren (Aranda und
Pascual, 2001). Vermutlich fand die Léschung epigenetisch auf Ebene des retroviralen
Promotors stattgefunden hat (Hoeben et al., 1991; Graessmann et al., 1994). Zur Prifung

dieser Moglichkeit konnten zukinftige Transkriptionsanal ysen beitragen.
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a) LTR-Rekombination:
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Abbildung 29: Ursachen der Abschaltung retroviraler Vektoren: Exzision des proviralen Vektors

durch LTR-Rekombination (a), chromosomaler Verlust (b) und L éschung der Vektorexpression ().
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4.4 Schlu3folgerung und Ausblick

Forderungen fir die Sicherheit bei der retrovirdlen Suizidgentherapie sind die
Unversehrtheit und Funktionalitdt des Vektors, die eine jederzeitige Entfernung
transduzierter Zellen gestatten. Im Rahmen dieser Arbeit ging es deshalb um die
Aufklarung der Ursachen des Verlusts der Suizidgenexpression. In friheren Arbeiten
fanden bisher nur generelle Untersuchungen zur Abschaltung von retroviralen Vektoren
statt. Durch das hier vorgestellte, sensitive in vivo-Validierungssystem wurden
Abschaltungsmechanismen erstmals gezielt analysiert und ihre Haufigkeiten bestimmt. Die
présentierten Daten zeigen, dald unterschiedliche Ursachen einem Verlust der
Vektorexpression zugrundeliegen konnen: a) chromosomaler Verlust, b) Exzision des

Provirus durch LTR-Rekombination und c) Léschung der Suizidgenexpression.

Bei zelltherapeutischen Anwendungen im Rahmen der adoptiven Immuntherapie sind
chromosomale Verluste in den benutzten, diploiden Zellen vermutlich vernachlassigbar.
Die beiden anderen aufgeftihrten Mechanismen fir die Abschaltung von Vektoren kdnnen
jedoch im Rahmen der Bekampfung der Transplantat-gegen-Wirt Erkrankung von
Bedeutung sein. Im Fall von Einzelintegrationen des Suizidgenvektors in den Zielzellen
sollte die Exzision des Provirus durch LTR-Rekombination die wichtigste Rolle
einnehmen, wohingegen die Bedeutung der Loschung kaum abzuschétzen ist. In der
vorliegenden Arbeit wurde die Ldschung nur in einem einzigen Klon nachgewiesen und
stellt damit ein extrem seltenes Ereignis dar. In zukinftigen Analysen mufite unter
Verwendung von zusétzlichen Klonen geprift werden, welchen Stellenwert die Ldschung

bei der Anwendung von retroviralen Vektoren besitzt.

Waéhrend bei onkologischen Anwendungen besonders chromosomale Verluste von
Bedeutung sein konnen, da diese Ereignisse bevorzugt in neoplastisch transformierten
Zellen auftreten (Stone et al., 1986), stellen LTR-Rekombinationen vermutlich das
Hauptproblem bel der Benutzung von Suizidgenvektoren im Rahmen der adoptiven
Immuntherapie dar. Das Risiko der durch die genannten Mechanismen hervorgerufenen
Abschaltung der Suizidgenexpression kann durch eine Insertion von multiplen
Vektorkopien (Moolten et al., 1990; Wahlers et al., 2001) in das Genom der Zielzellen

stark minimiert, wenn nicht ausgeschlossen werden. Anhand der in dieser Arbeit
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bestimmten Mutationsraten (Kap. 3.2.6) wirde bei Insertion von beispielsweise 2-3
Vektorkopien eine Abschaltungshaufigkeit von nur 1072108 resultieren und wére
aufgrund der nur geringen Anzahl an kotransplantierten T-Zellen (etwa 1x10°) bei
Knochenmarktransplantionen vernachl&ssigbar. Abschlief3ende Gewil3heit hiertiber kbnnen
alerdings erst klinische Studien liefern. Zur weiteren Erhohung der Wahrscheinlichkeit,
da? mindestens eine Vektorkopie das Suizidgen funktionell und dauerhaft exprimiert,
konnten Modifikationen auf V ektorebene beitragen.

Im Fall der Léschung (Davidson et al., 1973) der hier verwendeten HSV1-Tk Sequenz
konnte durch die Insertion eines zweiten Suizidgens in den Vektor (Uckert et al., 1998)
eine Entfernung transduzierter Zellen dennoch gewahrleistet werden. In der Literatur sind
eine Reihe von cis-Elementen beschrieben, die eine positive Wirkung auf die Stabilitét der
retroviralen Vektorexpression ausiiben kénnen (Uberblick in: Baum et al., 2002 und Lund
et al., 1996; Baum et al.; 1997). Zur Verhinderung von Léschung retroviraler Vektoren in
humanen T-Zellen wurde die Einfuhrung von ” Scaffold” -Anheftungs-Regionen (SARS) des
humanen B-Interferon Gens beschrieben (Agarwal et al., 1998; Dang et al., 2000). SARs
konnen wie eine Vielzahl anderer Sequenzelemente (Ellis et al., 1996; Ortiz et al., 1997,
Pikaart et al., 1998; Walters et al., 1999; Phi-Van et al., 1990; McKnight et al., 1992) vor
negativ regulatorischen Mechanismen aus dem umgebenden Chromatin schitzen. Zur
Vermeidung von durch Positionseffekten vermittelte Loschung ist das langfristige Ziel
unserer Abteilung die Entwicklung von Vektoren mit der Féahigkeit zur
sequenzspezifischen Integration in transkriptionsaktive Bereiche des zelluldren Genoms.
Zur Zeit werden dafur retrotransposable Vektoren mit heterologen Integrasen getestet
(Nora Zingler und Gerald Schumann, personliche Mitteilung).
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