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1

Zielsetzung

Die vorliegende Dissertation beschéftigt sich mit einem neuen experimentéléFapieansatz aus dem
Bereich der Zytokingentherapie flr das adrenokortikale KarzinomabBesnokortikale Karzinom ist ein
seltener endokriner Tumor, der aufgrund von spét auftretendentS8ymap und mangelhaften Therapie-
optionen zur Zeit eine schlechte Prognose hat. Es besteht somit ein deuBiettarf an erganzenden
Therapiemaoglichkeiten, die in Kombination mit den herkémmlichen Mitteln eine Peayeobesserung
bewirken kénnen. Diese Arbeit evaluierte die Eignung einer solcheeme&hlierapieoption fur das adre-
nokortikale Karzinom.

Es sollte die Anwendbarkeit des 3r-Vektorsystems auf murine und huntmeeakortikale Karzi-
nomzelllinien in vitro getestet werden. Die eingesetzten Vektoren basief&14tB8-deletierten Adeno-
viren, die ein therapeutisches Konstrukt tragen, welches die Zielged&fdytokine Interleukin-12 und
Interleukin-18 unter der Kontrolle eines autoregulativen durch Tettacyegulierbaren Promotors expri-
miert. Zunachst wurde die murine adrenokortikale Zelllinie Y1 mit dem VektaBAthsclL-12 transdu-
ziert und die Interleukin-12 Produktion sowie ihre Supprimierbarkeitlloxycyclin ermittelt. Diese
Daten wurden mit der humanen Kolonkarzinomzelllinie HT29 verglichen. Daduzierte Interleukin-
12 wurde hinsichtlich seiner Bioaktivitat analysiert. Als nachstes wurde/elletor Ad.3r-mIL-18 zur
Transduktion von Y1- und HT29-Zellen verwendet und die Transdokééizienz verglichen. Nach den
Versuchen mit den murinen Zellen sollte auch die Transduzierbarkeitudearten adrenokortikalen
Zelllinie NCI-H295 mit Adenoviren des 3r-Systems evaluiert werden. UHrer Transduzierbarkeit mit
Adenoviren generell war wenig bekannt. Zunachst wurde dahermilitafiver Versuch mit dem Vektor
Ad.RSV-5-Gal unternommen, um die Transduzierbarkeit zu testen und vergleiaierMorphologie
der Zellen in der H.E. Farbung dargestellt. Im nachsten Schritt erfolgt€rdiesduktion der Zellen mit
einem Vektor des 3r-Systems. Dazu wurde Ad.3r-luc gewahlt, der dasden Luciferase exprimiert.
Als letztes wurde die Transduzierbarkeit von NCI-H295-Zellen mit AtsrtL-12 untersucht, der fur
die humane Variante des Zytokins Interleukin-12 kodiert, und somit audefilEinsatz beim Menschen
geeignet ist.

Die gewonnenen Daten Uber die Transduzierbarkeit, die m.o.i. abhangigsgénexpression und
die Supprimierbarkeit durch das Antibiotikum Doxycyclin der unterschitdiicZelllinien und Vektoren
wurden vergleichend ausgewertet, um eine Aussage dartber zntreff das 3r-System flr den in
vitro Einsatz in adrenokortikalen Tumorzellen geeignet ist. Dies ist Gruadgsetzung fir eine weitere
Erforschung des Ansatzes zur Therapie des adrenokortikalemigarz in der Klinik.
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Einleitung

Die Einleitung gibt zunéchst einen Uberblick iber das Krankheitsbild desyakortikalen Karzinoms,
dessen Therapie Gegenstand dieser Dissertation ist. Es folgt einerdimdiih die Tumorimmunologie,
d.h. in die Wechselwirkungen zwischen Kanzerogenese und Immunsystsvie ein Uberblick tber
die Mdglichkeiten der antitumoralen Gentherapie. Beides sind Grundlageagiin dieser Dissertation
verwendete 3r-System, ein Vektorsystem aus dem Bereich der Zytokiregapie, das am Ende der
Einleitung vorgestellt wird.

2.1 Das adrenokortikale Karzinom

Epidemiologie Das adrenokortikale Karzinom (ACC) z&hlt mit einer Inzidenz von 14kRdro ei-
ner Million Einwohner pro Jahr in den USA zu den seltenen Tumorarten][E&3flhrt dort zu 0,2%
der Krebstodesfalle. Bei der Altersverteilung gibt es zwei Gipfel inadsten und vierten Lebensdekade.
Junges Alter scheint die Prognose zu verbessern, da bei Erwachasgressivere Tumorformen auftreten
als bei Kindern. Es gibt deutliche Hinweise auf eine Dominanz beim weibli@e=schlecht und bei Wei-
3en. Die Prognose scheint vom Geschlecht jedoch nicht beeinfluagrden [187]. Als Risikofaktoren
sind bei Mannern das Rauchen und bei Frauen die Einnahme oraleakeptiva belegt [85].

Pathogenese Adrenokortikale Tumoren treten sporadisch oder in Verbindung mit kexdenen here-
ditéaren Syndromen auf. Durch das Studium syndromaler genetischemfibeen erhofft man sich Auf-
schliisse Uber die molekulare Pathogenese des ACC. Im Rahmen desralitdeminant vererbten
Li-Fraumeni-Syndroms tritt der Tumor in 1% der Patienten auf. Hierbei spié&@mbahnmutationen
des p53-Gens eine Rolle. Beim Beckwith-Wiedemann-Syndrom wiedggigth gine Verminderung des
Tumorsuppressors p57 sowie die Uberexpression von IGF-2 eine. Esll&ird vermutet, dass IGF-2
bei der Tumorprogression mitwirkt. Auch im Rahmen der autosomal-dominamhtdtiplen Endokri-
nen Neoplasie 1 tritt das ACC auf, wobei hier das Menin-Gen von Bedgusi. Ferner findet man
Neubildungen der NNR beim Carney-Komplex, dem Familiaren Hyperaldwssenus und der Konge-
nitalen Adrenalen Hyperplasie. Bisher bleibt unklar, welche Rolle diegatidnen bei der sporadischen
Form des ACC spielen. Dabei ist auch die Abgrenzung des UbergageAdenomen zu Karzinomen
wichtig. Adenome scheinen eher polyklonalen Ursprungs zu sein, Kemammonoklonalen, so dass
Theorien Uber eine Adenom-Karzinom-Progression existieren. All diesétze bedirfen jedoch noch
weiterer genauer Evaluation. [100]
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Klinik  Etwa 60% der adrenokortikalen Karzinome sind funktionell aktiv, d.hs d@® Hormonpro-
duktion beim Patienten zu klinischen Symptomen fihrt [187]. Das haufigstgt®m ist ein Cushing-
Syndrom, bei Kindern kommt es durch erhéhte Androgenspiegel seffigtzur Virilisierung und Pseu-
dopubertas praecox. Bei erwachsenen Frauen fuhrt der Aelesgess zu Hirsutismus, tiefer Stimme,
Brustatrophie, Haarverlust und Menstruationsstérungen. Bei Mérkaan ein Ostrogeniiberschuss zu
Gynakomastie und Hodenatrophie, bei Frauen zu Mastopathie und Biuturegelmafigkeiten fihren.
Hyperaldosteronismus ist im Rahmen des ACC selten, kann dann abekafigpaie und Hypertensi-
on hervorrufen. Nicht-funktionelle Tumoren werden meist erst sgétnait und resultieren durch die
Tumormasse in Vollegefuhl, Ubelkeit, Verdauungsstérungen und ScemeEme B-Symptomatik ist
selten. Auch kénnen die Erstsymptome durch Metastasen bedingt seinBwigathologische Fraktu-
ren. Lokal infiltrierendes Wachstum, z.B. in den Nierenpol oder die %& @aferior, Lymphknotenbefall
sowie Fernmetastasen, zuerst in Leber und Lunge, sind bei fortifesmotim ACC haufig. [6]

Diagnostik In der Tumordiagnostik kommt die Standardbildgebung mit Sonographie, @ent@mo-
graphie und Magnetresonanztomographie zum Einsatz. Die letzterem disibesondere der Einschat-
zung Uber Ausbreitung und Dignitat des Tumors. Hinsichtlich der Dignitaksation konnen auch die
Szintigraphie oder PET-Untersuchungen zum Einsatz kommen, sind ailver &ls Standarddiagnosti-
ka zu bezeichnen. Fir das Staging ist ein CT des Thorax und des Abd@n®fehlenswert. Neben
der Bildgebung ist die Erstellung eines Hormonprofils wichtig. Feinnadedi®apsind aufgrund ihrer
Komplikationsrate und mangelnden Aussagekraft umstritten. [6]

Staging Das Staging ist entscheidend fir die Therapie und Prognose einesl@id®ins. Beim ACC
wird meist die MacFarlane Klassifikation [113] in ihrer Modifikation nach Sahi[175] angewendet.

Stadium GroBe Lymphknoten Lokalinfiltration Metastasen TNM

| <5cm - - - TlNOMO
I >5cm - - - TZNOMO
1l alle + + - T1’2N1M0
v alle + + + T1’2N1M1

Tabelle 2.1: Staging nach der MacFarlane Klassifikation in ihrer Modifikation nach Sullivan

Therapie Die chirurgische Entfernung des Tumors ist zur Zeit die Therapie dét.\8 nach Tumo-
rausdehnung erfolgt eine Adrenalektomie kombiniert mit Nephrektomie ssplenektomie oder auch
eine Entfernung von Teilen der Leber und des Pankreas. Umstritten idiegische Intervention bei
den fortgeschrittenen Stadien Il und insbesondere V. Bei inkomplEtiehernung des Primartumors
oder Vorliegen von Metastasen liegt das mittlere Uberleben unter 12 Monfterdings kénnen die
durch den Hormonexzess bedingten Symptome durch die Resektion gitlvesien. Die Chirurgie
kann bei Rezidivtumor oder Metastasen das Uberleben verlangemkeihe Heilung darstellen. [6]
Bei der medikamentdsen Therapie des metastasierten ACC ist Mitotane dag kislzige effektive
Mittel. Mitotane ist eine zytotoxische Substanz mit selektiver Aktivitat in der NN&ch metabolischer
Transformation fuhrt es durch kovalente Bindung an Enzyme odehdwidative Schadigung zur Ne-
krose der NNR. Da aber die Fahigkeit von Tumoren zur TransformatonMitotane variiert, ist der
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Erfolg der Therapie sehr unterschiedlich [162]. Hinzu kommt, dass edf3i@il der Patienten unter den
dosisabhangigen Nebenwirkungen leidet. Es kommt zu Ubelkeit, ErbrectteDurchfall bei tiber 80%
der Patienten, neuropsychiatrischen Symptomen wie Lethargie in mehr alsr&b¥%autausschlag in
mindestens 10%. Die optimale Tagesdosis liegt zwischen 6-10 g und wird auéraéortionen verteilt.
Aufgrund des adrenolytischen Effekts von Mitotane missen Glukokadgkand Mineralokortikoide in
ausreichendem Mal3e ersetzt werden. Es gibt Ansatze zum adju&nsatz von Mitotane nach chir-
urgischer Intervention vor dem Auftreten von Metastasen. Dies ist fedimstritten. Auch bei Patienten
mit metastasiertem ACC konnte nur in insgesamt 35% der Falle ein Ansprechéie & herapie beob-
achtet werden und selbst eine erfolgte Tumorregression konntesditimkrleben nicht verlangern [187].

Die Erfolge einer Chemotherapie waren in der Vergangenheit begifeagtACC ist resistent ge-
genuber vielen Chemotherapeutika, was mit dem MDR1 Protein in Zusamngegbélracht wird, einer
membranstandigen Pumpe fir Medikamente, die sowohl in normalem als aadietsm adrenokortika-
len Gewebe gefunden wird [39]. Die beiden erfolgreichsten Chemgtieeegime sind das sog. Italieni-
sche Protokoll (Etoposid, Doxorubicin, Cisplatin, Mitotane) mit einer Aasprate von 48,6% [17] und
die Kombination der Substanzen Streptozotocin und Mitotane mit einer Aisptec/on 36,4% [93].
Diese beiden Protokolle werden derzeit in der FIRM-ACT Studie miteinavetgtichen [51].

Der Effekt einer Strahlentherapie ist umstritten. Sie ist Therapie der W&h{nochenmetastasen
und es gibt Hinweise auf einen positiven Effekt einer adjuvanten Bestrg des Tumorbetts im Stadium
[ll. Zusétzlich spielt sie eine Rolle als Palliativtherapie bei metastasiertem rleicen. [6]

Prognose Trotz vieler Fortschritte in der Diagnostik und Therapie von Tumoren bleédPdognose
des ACC schlecht. Die 5-Jahres-Uberlebensrate unter Therapie liegsichiedenen Studien zwischen
23% und 60%. Prognostisch glnstig sind ein frihes Tumorstadium unckeimplette chirurgische
Exzision [6]. Eine suffiziente adjuvante Therapie insbesondere figeschrittene Stadien fehlt bislang.
Dies zeigt die Notwendigkeit fur die Erforschung neuer Wege, die in Koation mit den bisher zur
Verfiigung stehenden Verfahren die Aussicht von Patienten mit akivetil@alem Karzinom verbessern.

2.2 Tumoren und das Immunsystem

Viele Mechanismen der Kanzerogenese konnten erst durch die Mdgjliehlder modernen molekular-
biologischen Techniken gefunden werden und zahlreiche Réatselbiegiod wie vor ungeldst. Trotzdem
postulierte schon Paul Ehrlich vor einem Jahrhundert, dass das Imstemsgas Wachstum von Tumo-
ren unterdriickt [46]. Im folgenden soll ein Einblick in die Grundlagen Bumorentwicklung sowie in
die Zusammenhange zwischen Tumoren und dem Immunsystem gegeben.werd

2.2.1 Die Entstehung von Tumoren

Die Transformation einer gesunden Korperzelle in eine maligne entarteterZelieast ein komplexer
Prozess, der in seinen Einzelheiten noch nicht verstanden ist. Jedneider mindestens 14 zellen
des menschlichen Kérpers [105] verfugt Uber das komplette mensci@iehem mit seinen etwa 20 bis
25.000 Genen enthalten in 2,85 Milliarden Nukleotiden der DNA [89]. Eine ¥ldlzon Regelkreisen
sorgt fur ein harmonisches Zusammenspiel der Zellen unterschiedli@esiebe, die zur Funktion des
menschlichen Korpers als Ganzes notig sind. Brechen Zellen aus diegetkiRisen aus, kann es zu
Krebs kommen, einem unkontrollierten Wachstum von abnormalen Zellen.
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2.2.1.1 Genetische Veranderungen bei Tumoren

In Tumorzellen werden genetische Veranderungen gefunden, waileBasis fur eine maligne Transfor-
mation bilden. Sie kénnen in zwei Gruppen unterteilt werden: Dominanteadferéangen, bei denen die
Mutation eines Allels bereits zur Auspragung fuhrt und die typischervesise Funktionszunahme be-
wirken, betreffen Proto-Onkogene, welche hierdurch zu Onkagemeden. Rezessive Veranderungen,
bei denen beide Allele mutiert sein missen, um zur Auspragung zu komresggemals Tumorsuppres-
sorgene bezeichnet und beinhalten einen Funktionsverlust. Tumagahem aus Kombinationen von
dominanten und rezessiven Veranderungen, welche erworbeamwgeboren sein konnen. [21]

Onkogene kommen zum Tragen, wenn das Proto-Onkogen qualitatiqoasetitativ verandert wird.
Qualitative Veranderungen des Gens sind beispielsweise Punktmutataere@enfusionen im Rahmen
einer Translokation. Quantitative Aktivierung von Proto-Onkogenenrkbdurch Genamplifikationen
oder ebenfalls durch Translokationen von Genen in DNA-Abschnitter uiete Kontrolle hochaktiver
Regulatorsequenzen zustande. Ein Beispiel fur ein Proto-Onkogghadifig durch Punktmutation akti-
viert wird, ist das Ras-Onkogen. Es kodiert drei membranassoziieR®@ine, welche am Anfang ver-
schiedener Signalkaskaden stehen, die fur Zellzyklus und Zelldifememg eine entscheidende Rolle
spielen. In 30% der menschlichen Tumoren werden Ras-Mutationendgefudie ein konstitutives Pro-
liferationssignal bedingen. Onkogene, welche flr Tyrosinkinasdieken, sind ebenfalls haufig qualita-
tiv verandert. Die Phosphorylierung von Proteinen durch Kinasen dsrizellularen Signaltransduktion
weit verbreitet und unphysiologische Phosphorylierung durch Ganderung fuhrt oft zur Karzinoge-
nese. Amplifikation von Onkogenen fiihrt zu deren Uberexpressidnrithhaufig erst im Rahmen der
Tumorprogression auf. Beispiele fir Proto-Onkogene, die durch Alkgtiifin aktiviert werden, sind
n-myc beim Neuroblastom oder her2 beim Mammakarzinom. [13]

Tumorsuppressorgene greifen wie Onkogene in die Signalkaskadetelit ein. Sie kodieren fur
Proteinphosphatasen, GTPase-stimulierende Proteine oder Tanskfgdttoren und stellen damit auf
vielen Ebenen Gegenspieler zu Onkogenen dar. Nach Kinzler undsteigewerden Gatekeeper und
Caretaker unterschieden [96]. Gatekeeper greifen als Pfortnexbgspezifisch in die Regulation der
Zellproliferation ein. Fallt ein solcher Tumorsuppressor aus, stellt diedeéginn einer malignen Ent-
artung dar. Beispiele sind das apc-Gen (Familidre Adenomatdse Polypdaisnfl-Gen (Neurofibro-
matose-1) und das rb-Gen (Retinoblastom). Caretaker sind DNA-Reparseine, deren Ausfall nicht
direkt zur Tumorentstehung fuhrt, aber Mutationen beglnstigt. Als Beisp&én die Gene brcal/2
(Mamma/Ovarial-Karzinom) und xp (Xeroderma Pigmentosum) genannt. Emealee Rolle bei fast
allen Tumoren spielt der Tumorsuppressor p53, ein Transkriptionsfaldoauch als “Wachter des Ge-
noms” bezeichnet wird [103]. Als Antwort auf DNA-Schaden vermittelB & Interaktion mit Promo-
toren das weitere Schicksal der Zelle und entscheidet, ob der Scheakeiert wird, die Zelle in der
G1-Phase arretiert oder es zur Apoptose kommt. Ferner wirkt es aotgngtisch. In Hinblick auf
diese zentralen Funktionen ist nachvollziehbar, dass p53-Mutationen Kemhzerogenese eine zentrale
Rolle spielen [13].

2.2.1.2 Von der Mutation zum Tumor

Wie genau aus den Mutationen in Proto-Onkogenen und Tumorsupmessa eine entartete Zelle ent-
steht, ist bei fast allen Tumoren ungeklart. Allgemein gesprochen kannsagen, dass Krebszellen
entstehen, wenn die Anzahl an Mutationen die Reparaturkapazitat teriBersteigt. Fur einige Tu-
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morarten wurden Modelle zur Abfolge von Mutationen aufgestellt, die anf Wéeg einer normalen
zu einer Tumorzelle durchlaufen werden mussen. Das bekanntestehistasModell zur Adenom-
Karzinom-Sequenz bei der Entstehung von Kolonkarzinomen, das diativhen in eine Reihenfolge
stellt und ihnen eine biologische Wertigkeit zuordnet. [49]

Hanahan und Weinberg postulierten, dass es fiur jeden menschlicherr $aois Eigenschaften
gibt, die er auf dem Weg zur Malignitat erlangen muss; Prinzipien, welatedl&iTumoren gelten [73].
Die erste davon ist eine Unabhé&ngigkeit von Wachstumssignalen. InhAitiséber Tumorgene wurden
bereits Mutationen beschrieben, die Signalkaskaden der Zellprolifefagimaffen. Der zweite Schritt
ist eine Resistenz gegenlber wachstumshemmenden Signalen, wie z.BREGEHz oder Verlust der
Funktion des Retinoblastomgens. Im dritten Schritt entgeht die Tumorzellapgptose. p53 Muta-
tionen spielen hierbei beispielsweise eine Rolle. Als viertes muss eine gleseeleilungsfahigkeit
erreicht werden, was auch als Immortalitat bezeichnet wird. Hierbeidismdelomeren der Chromo-
somen entscheidend, welche normalerweise innerhalb jedes Zellzykkigatewerden. Tumorzellen
konnen dem durch erhdhte Telomeraseaktivitat oder chromosomalenRelagion entgehen. Als flnf-
tes missen Tumoren die Angiogenese induzieren kdnnen. Auch hipiblep$3 eine Rolle. Im letzten
Schritt erreicht jeder Tumor die Eigenschaft zur Gewebeinvasion ugtddvhsierung, wobei Zell-Zell-
und Zell-Matrix-Kontakte verandert sind. Die Reihenfolge des Erlasgen Eigenschaften ist variabel.
Wichtig in diesem Modell ist, dass sich nicht nur die Tumorzellen an dem Bsdzeteiligen, sondern
auch Stromazellen rekrutiert werden, die z.B. als Produzenten vonsilacsfaktoren notig sind.

Betrachtet man die Mutationsrate normaler Koérperzellen von ZMotationen pro Gen und Zell-
teilung und vergleicht sie mit der Unmenge von Mutationen, die in Tumorzelliemden werden, kann
sie allein nicht fur die Entstehung von Tumoren verantwortlich sein. Um died#ltnisse zu erklaren,
wurde die Mutator-Hypothese erstellt. Diese besagt, dass es friih iredeekogenese zu Mutationen in
Genen kommt, die die genomische Stabilitat gewahrleisten sollen und damit die Msitat@ansteigt.
Solche Gene kodieren etwa fir DNA-Reparaturgene, Polymeraseiietieasen. [111]

Auch fur das ACC gibt es Hinweise auf eine mehrstufige Entwicklung atenéwhvorstufen und
Ansétze die einzelnen Mutationen in eine Sequenz einzuordnen [1&&7Ttotzdem bleibt die genaue
Kanzerogenese auch in diesem Fall noch ungeklart. Sollte sie in Zukufgieklart werden, kdnnten
sich daraus neue Ansatze fur Therapien ergeben, die an kritischiéan Stes Weges einer normalen
adrenokortikalen Zelle zur malignen Tumorzelle liegen.

2.2.2 Tumorimmunologie

Tumoren entstehen aus kdrpereigenen Zellen. Trotzdem kénnentlegitBa mit Tumoren Antikdrper
und tumorspezifische Immunzellen gefunden werden, was beweist,idasmenunantwort auf Tumor-
gewebe stattfindet. Dies ist nur méglich durch das Vorhandensein vonefietigauf oder in Tumorzel-
len, durch welche das Immunsystem sie von normalen Korperzellen umgaten kann.

2.2.2.1 Tumorantigene

Tumorantigene sind Molekule, deren prozessierte Peptide auf MHC Regeprasentiert zu einer Im-
munantwort fihren. Diese lassen sich in vier Kategorien unterteilen:rBiffégerungsantigene werden
normalerweise nur wahrend der Differenzierung des Gewebes exgrimis dem der Tumor stammt.
Abnormal exprimierte Antigene, welche normalerweise gar nicht vom Tursprungsgewebe expri-
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miert werden, wie z.B. onkospermatogonale Antigene von mannlichen Keimzelkr virale Antigene
bei virusinduzierten Tumoren, stellen die zweite Gruppe dar. UberexptevAatigene, die in Normal-
gewebe weniger stark exprimiert werden, und als letzte Gruppe tumdisglez Antigene, welche in
Normalgewebe gar nicht gefunden werden und auf mutierte Gene zuifiibken sind, fihren eben-
falls zu einer Immunreaktion. Durch diese von Mutationen herriihrendeginderungen der zellularen
Proteinausstattung werden Tumorzellen von normalen Zellen untersché¢gija

2.2.2.2 Die Immunantwort auf Tumoren

Bei der Aktivierung des Immunsystems durch Tumorantigene und deelissgn Immunantwort sind
verschiedenste Zellen und Mediatoren beteiligt. Viele Erkenntnisse Ubem desammenwirken beru-
hen auf in vitro- und Tierstudien und sind beim Menschen noch unklatzdem soll ein Uberblick
gegeben werden.

Zytotoxische T-Zellen (CTL) spielen eine wichtige Rolle bei der ImmunanwaaftTumoren, in-
dem sie Tumorzellen Perforin-abhangig lysieren. Naive CD8+ T-Lyraptem werden zu CTL aktiviert,
wenn ihnen das Tumorantigen auf MHC-I Molekilen prasentiert wird.hNdier Zwei-Signal-Theorie
bendtigen sie zur Aktivierung zum einen die Interaktion des T-Zell Rergpnit dem Komplex aus
MHC Molekul und Antigen und zum zweiten eine Kostimulation, welche auf soteedliche Weise
entstehen kann, wie z.B. durch Kontakt von CD28 der T-Zelle mit dem Blgklibeiner antigenprasen-
tierenden Zelle (APC), meist einer dendritische Zelle (DC). Aus vielen Studigde klar, dass diese
Aktivierung nur in lymphatischem Gewebe stattfinden kann und ein Antiggsmnée in diese Organe
gelangt, immunologisch ignoriert wird. Es kann auf zwei Wegen dorthin kamigetweder bringen es
metastasierende Tumorzellen selbst oder APC, die es in der Peripheriarirvéo toten Tumorzellen
entdeckt und prozessiert haben, transportieren es weiter. Diesmpieiien das aufgenommene Antigen
auf MHC-I und aktivieren die T-Zellen so indirekt, was auch als Cragsipg bezeichnet wird. Es ist
insofern besonders, als dass es dem gangigen Prinzip widerspassiexbgene Molekile von APC auf
MHC-II Molekiilen prasentiert werden. Die direkte Aktivierung duraimiorzellen ist oft unmaéglich, da
die meisten Tumoren keine kostimulatorischen Molekile exprimieren. [130]

T-Helferzellen spielen ebenfalls eine Rolle bei der Tumorimmunitat, indem siemen andere Zel-
len aktivierend unterstiitzen, zum anderen eine eigene ZytotoxizitdbemsDie CD4+ Zellen werden
durch Antigen aktiviert, das ihnen auf MHC-II Molektilen von APC praget wird. Man unterscheidet
Thl- und Th2-Zellen. Th2 produzieren IL-4 und IL-5. Thl produeielL-2, IL-12 und Interferony
(IFN-v) und sind dadurch fur die Tumorbekdmpfung besonders geeignethRiie IL-2 Produktion
unterstitzen sie die Proliferation von CTL. T-Helferzellen helfen auc¢hi®eBildung von CD8+ Ge-
dachtniszellen und kdnnen weitere CD4+ Zellen aktivieren. Aul3erdedieriid sie die Bildung von An-
tikérpern und locken Entziindungszellen wie Makrophagen, Naturlidherzellen (NK-Zellen) oder
Granulozyten an. Aufgrund ihrer IFN-Produktion werden ihnen ferner folgende Effekte auf Tumor-
zellen zugerechnet: Zytotoxizitat, Induktion einer MHC-I ExpressiorgiB@ssung der intrazellularen
Antigenprozessierung und Inhibition der Angiogenese. Allerdings gilbiueh Hinweise auf gegensatz-
liche Effekte. Sogenannte Treg-Zellen (T regulatorisch), die sow@ @ls auch CD25 exprimieren,
kénnen die Ausbreitung von CTL und T-Helferzellen hemmen und wirken insoqpressiv. [57]

Von B-Zellen produzierte tumorspezifische Antikbrper werden bei &pabenten gefunden und es
gibt effiziente Therapieansatze mit monoklonalen Antikérpern bei Tumdmetzdem bleibt ihre Re-
levanz bei der antitumoralen Immunabwehr in vivo unklar. Sie tGiben ihreuiyrlkzum einen Uber die
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Blockade von oberflachlichen Signalmolekilen auf malignen Zellen aus whuzigren zum anderen
sekundéare Mechanismen. Diese bestehen in der Aktivierung zytotexigelien oder in der Einleitung
komplementabh&ngiger Zytotoxizitat. [130]

Neben dem adaptiven Immunsystem, zu dem die eben beschriebenenBFRAgtien gehoren, spielt
auch die angeborene Immunitat eine Rolle bei der Tumorabwehr. Hielgiregeviele Zytokine und
Chemokine, APC, aber auch die NK-Zellen, denen eine entscheidenigeboder sofortigen Tumor-
antwort zugerechnet wird. NK-Zellen sind Lymphozyten ohne B- odBell Rezeptor. Sie kdnnen auf
unterschiedlichste Weise aktiviert werden. Bei der Aktivierung ddigtkontakte spielen inhibitorische
und aktivierende Rezeptoren auf ihrer Oberflache eine Rolle. Emgterien durch Bindung an MHC-I
Rezeptoren angeschaltet, d.h. NK-Zellen sind ideal geeignet Tumoragifyreifen, die ihre MHC-I
Molekile herunterreguliert haben. Zweitere werden durch Bindungalekiile auf gestressten, trans-
formierten und virusinfizierten Zellen angeschaltet. Weiterhin aktivieren\égizahl von Zytokinen wie
Interleukin-2, -12, -15, -18, -21 sowie Interferone NK-Zellen, amtigengebunde Antikdrper kdnnen ei-
ne NK-Zell-abhangige Zytolyse induzieren. Desweiteren kann eine igkting durch DC erfolgen, aber
diese konnen in anderer Richtung auch durch NK-Zellen aktiviert gdtitet werden. Dieses Wech-
selspiel wird als Crosstalk bezeichnet und kann als Verbindung zwissaigeborenem und adaptivem
Immunsystem gesehen werden. Wenn NK-Zellen aktiv sind, beeinflesssérumorzellen auf folgen-
de Arten: Sie induzieren direkte Apoptose auf zwei Wegen, dem pefdoanzymabhéangigen Weg und
dem Todesrezeptor-Weg, welcher von der TNF-Familie gesteuert Avifsierdem aktivieren NK-Zellen
Uber Zytokine und Chemokine B- und T-Lymphozyten. Desweiteren hemieahesAngiogenese und
wirken antiinflammatorisch und antiviral. [188]

2.2.2.3 Die Beziehung zwischen Tumor und Immunsystem

Wie im vorangehenden Abschnitt demonstriert entsteht ein Tumor niclgeimftusst vom Immunsy-
stem. Die Beziehung zwischen Tumor und Immunsystem ist aber viel komglkxdas, denn das Im-
munsystem beeinflusst nicht nur den Tumor, sondern der Tumor agdmdaunsystem. Dieser dyna-
mische Prozess wurde von Dunn et al. in drei Phasen unterteilt [44]:

In der ersten Phase der Eliminierung tUberwacht das Immunsystem dem Ginchechafft es durch
die oben dargestellten Mechanismen, Tumorzellen abzutdten. Einige dem Kélieen jedoch Uberle-
ben und es bilden sich Varianten maligner Zellen, die neue Mutationen traglre ihnen Resistenz
gegeniber der Immunantwort verleihen. Unter dem Selektionsdruclele@tsalso in einer Phase des
Gleichgewichts zwischen Tumor und Immunsystem gestéarkte Zellen, welcher idritten Phase die
Tumorprogression vorantreiben. Der Tumor wird klinisch apparentaddrdmunsystem der entarteten
Zellen nicht mehr Herr wird, welche verschiedene Schlupflocher gefuinaben, um ihm zu entgehen.
Diese bezeichnet man als Escape-Mechanismen.

Die Hypothese von Dunn et al. impliziert also, dass das Immunsystem deirod Bemihungen
das Tumorwachstum einzudammen die Entwicklung von resistenten Tumorieliient. Im n&chsten
Schritt heil3t das, dass die Immuntherapie des Arztes ebenfalls resistemdez€llen induzieren kann.

2.2.2.4 Escape-Mechanismen

Die Tatsache, dass Tumorzellen eine Immunanwort induzieren kénnemljengleichzeitige Beobach-
tung einer Tumorprogression lasst sich durch die Escape-Mecham&mdiumorzellen erklaren. Einer
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davon ist die Down-Regulation von MHC-I Molekilen auf inrer Oberficler die verminderte Anti-
genexpression, so dass CTL und APC sie nicht mehr erkennen. Alisréimnen hier die NK-Zellen
immer noch aktiviert werden. Weiterhin werden Tumorzellen gefundetchealie Expression kosti-
mulatorischer Molekiile, die fur die Aktivierung von CTL nétig sind, auf im@berflache sowie auf
DC vermindern. Einige Tumoren sezernieren zusatzlich immunsuppredsbstanzen wie bestimmte
Interleukine oder Adhé&sionsmolekile, welche Zellinteraktionen und Agegieeinflussen. Oder sie in-
duzieren immunsuppressive Zellen, wie die oben erwahnten Treg-ZBi&sweiteren exprimieren sie
Proteine, welche dazu fihren, dass auf sie reagierende T-Zellemvoimsystem als autoreaktiv einge-
stuft und abgetttet werden. Als T-Zell-Anergie bezeichnet man die Hemwm T-Zellen ohne deren
Zerstoérung, welche Tumoren auf verschiedenen Wegen nutzen. BiteravMdglichkeit ist die Beein-
flussung der Signaltransduktion von Immunzellen. [140]

Auch beim ACC existieren Untersuchungen, die darauf hindeuten,di@sEumorzellen Escape-
Mechanismen nutzen. Eine Besonderheit von Zellen der Zona reticutaridNR ist die Expression
von MHC-II Molekilen, welche normalerweise hauptsachlich auf AP@wmmen [118]. Dadurch sind
sie zur Kommunikation mit Immunzellen fahig. Beim ACC lassen sich diese Molekdie mehr fest-
stellen, Adenome dagegen besitzen die Rezeptoren in der MehrzahélteembBch [116]. Die nicht
vorhandene Expression von MHC-II Molekulen ist mit einer vermindefigoptose beim ACC verbun-
den. Die normalerweise vorhandenen MHC-II Molekile kénnen an dgellTRezeptor auf CD4+ T-
Helferzellen binden und ihn aktivieren. Aktivierte T-Zellen kénnen wiededen Fas Liganden (FasL),
ein Zytokin der TNF-Familie exprimieren, der an den Fas Rezeptor (FaeBgttund Apoptose indu-
zZiert. FasL (CD95) konnte neben den MHC Molekilen ebenfalls in deaZeticularis von gesundem
adrenokortikalem Gewebe gefunden werden [115], beim ACC jedestebt eine Abnahme des FasR
bei gleichzeitiger Zunahme von FasL, was auch schon flr andere €argezeigt wurde. Durch Expres-
sion tumoreigenen FasL kénnen Tumoren die Immunzellen Uber deren fasRexen und téten. Durch
den Verlust des tumoreigenen FasR entgeht der Tumor seinem eigedesieranfremden FasL [191],
was einen weiteren effektiven Escape-Mechanismus darstellt.

Neben den Escape-Mechanismen muss auch davon ausgegangen,wass es Tumorzellen gibt,
die von Beginn an keine Immunreaktion hervorrufen. Naheliegended@tiierfir sind, dass das Tumor-
antigen nie mit Immunzellen in Kontakt kommt oder es zu schwach bzw. tUber Binkeurzen Zeitraum
exprimiert wird, um eine Immunantwort zu induzieren. Dies gilt insbesanfigifrihe Tumorstadien, in
denen es noch zu keiner Metastasierung kommt und wenige Tumorzellen@ueenig Antigen als An-
griffspunkt bieten [130]. Zusatzlich fehlen vielen Tumorzellen die zuissitnotigen kostimulatorischen
Molekile. Stimulation von CTL ohne Kostimulation fuhrt zur T-Zell-Anergie][31

Zusammenfassend kann man sagen, dass Tumorzellen aufgrund veen&rpgession die Kapazitat
haben eine Immunreaktion zu induzieren. Diese fallt jedoch wegen déicAkeit zu gesundem Gewebe
oft sehr schwach aus und wird zuséatzlich erschwert durch tumoeeigstape-Mechanismen, so dass es
trotz einer Immunreaktion zur Tumorprogression kommt. Auch fir das ACtCegilBelege fur Escape-
Mechanismen, die eine suffiziente Immunreaktion verhindern.

2.2.2.5 Immuntherapie von Tumoren

Aus den Erkenntnissen um die Interaktionen zwischen Tumoren undrdemarisystem erwuchsen viele
Therapieansatze, die sich der kdrpereigenen Immunitat als Grundldgmtem. Ziel ist es, den Kor-
per in seiner Abwehr zu unterstiitzen. Die Immuntherapie ist eine reizvollenatiee zu bisherigen
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Therapieformen, welche auf proliferationsstarke Gewebe abzielesie dpezifischer und damit neben-
wirkungsarmer ist. Es werden unterschiedliche Ansatze verfolgt. Tuakpine zielen auf die aktive
Immunisierung des Koérpers durch Verabreichung von Tumorantigenauafgereinigter Form ab. Eine
Madglichkeit ist die Impfung gegen tumorassoziierte Viren wie HBV. Aberhagetttete Tumorzellen
oder deren Lysate sowie patienteneigene APC, welche in vitro mit antigiem&nden Genen trans-
duziert werden und diese auf MHC-I prasentieren, werden vereteilidn anderer Ansatz stimuliert
das Immunsystem unspezifisch. Dazu wird beispielsweise intratumoral@asea8z wie BCG injiziert,
welche inflammatorisch wirkt und so Immunzellen anlockt. In diese Kategohi@gauch die Stimulati-
on des adaptiven oder angeborenen Immunsystems durch von agfééizte Zytokine. Diese kbnnen
systemisch verabreicht werden, in vitro in Tumorzellen kloniert und apgliader mithilfe von Vekto-
ren in den Korper des Patienten eingebracht werden. Auf diesertZAnsd im Folgenden noch naher
eingegangen. Ein weiteres groRes Feld stellt die passive Immuntherapiestizne eine schnelle aber
nicht anhaltende Immunitat bewirkt. Eine Mdglichkeit besteht in der Reinfiugim patienteneigenen
Lymphozyten, nachdem diese aus dem Blut oder dem Tumorgebiet gewamd in vitro durch Zy-
tokine aktiviert wurden. Spezifischer ist der Ansatz, der mit monoklonAlgtikérpern verfolgt wird,
welche gegen Tumorantigene gerichtet sind. Sie aktivieren entwedeigdi@\Bege, die auch kdrperei-
gene Antikdrper zur Immunabwehr nutzen, blockieren Signalkaska€eeumorzellen oder sind an
Toxine gekoppelt, welche so gerichtet in die Tumorzellen gelangen. [1]

Dieser kurze Uberblick verdeutlicht, dass Tumorimmuntherapie auch énglghvon den Mdglich-
keiten der Gentherapie Anwendung findet.

2.3 Die Nebennierenrinde und das Immunsystem

Die Nebenniere spielt als Stressorgan eine wichtige Rolle im Organismug.iEsngschen anerkannt,
dass Interaktionen zwischen dem Immunsystem und der Hypothalamughiygen-Nebennierenrinden-
Achse existieren. Die Interaktionen finden auf verschiedenen Ehek@mplexer Weise statt und sind
noch nicht im Detail verstanden. Zum einen kann das Immunsystem dieittsng von CRH und
ACTH im Gehirn stimulieren und so zum Anstieg der adrenokortikalen Hornmrlut fihren, zum
anderen gibt es lokale Interaktionen in der NNR selbst. Immunzellen, imstlese Makrophagen, in-
filtrieren die NNR in groRer Zahl und bilden Zytokine und auch die adreriidalen Zellen selbst sind
Produzenten immunmodulierender Faktoren. Die wichtigsten von Immunzeliclokaien Zellen pro-
duzierten Mediatoren sind IL-1, IL-6 oder TNk-aber auch IFNy. IL-1 und IL-6 stimulieren die Stero-
idsynthese, TNFe und IFN-y beeinflussen Wachstum und Differenzierung der NNR. Dyrelrenerge
Rezeptoren auf Makrophagen und die immunsuppressive Wirkung edis@ werden vegetative sowie
hormonelle Impulse weiterhin in dieses System integriert [45]. Es konnte gereigt werden, dass T-
Lymphozyten Uber direkte Zell-Zell-Kontakte die Produktion von Dehyplia@drosteron in der Zona
reticularis stimulieren kdnnen [190]. Normalerweise exprimieren die ZelleZalea reticularis als Zei-
chen ihrer Differenzierung MHC-11 Molekile auf der Oberflached], vas sie zur Kommunikation mit
Immunzellen beféhigt. Dies ist eine Besonderheit in einem endokrinemQdgaMHC-11 Rezeptoren
normalerweise hauptséchlich auf APC vorkommen. MHC-II Molekile birateaen T-Zell Rezeptor
auf CD4+ T-Helferzellen und aktivieren diese. Die starke Verknigfawischen der NNR und dem
Immunsystem ist fir die Gentherapie des ACC in zweierlei Hinsicht intemesgam einen muss bei
Eingriffen in das Immunsystem, wie dies durch das Zufiihren von Zytokigeiyegon auf3en in den Orga-
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nismus im Rahmen eines gentherapeutischen Ansatzes der Fall ist, stetst bextden, dass damit eine
Homoostase gestort werden kann, die essentiell fiir das Uberleb®tedsshen ist. Zum anderen ist die
Anwesenheit einer Vielzahl von Effektorzellen des Immunsystems in dd&® BiNe gute Ausgangslage
fur einen immuntherapeutischen Ansatz.

2.4 Antitumorale Gentherapie

Gentherapie kann definiert werden als die Behandlung von Krankrdiiteh den Einsatz von Metho-
den, welche auf dem Transfer genetischen Materials in ein Individuasieten [101]. Diese Therapie
zielt auf das Fundament einer Krankheit, ihre genetischen UrsprDadper wurde sie zunachst zur Be-
handlung von monogenen Erkrankungen eingesetzt, bei denen &ndek oder krankes Gen ersetzt
wurde [22]. Die erste klinische Gentherapiestudie, die im Jahre 199%laasgn wurde, diente der Be-
handlung des ADA-SCID, einer autosomal-rezessiv vererbten Imrhwdshe mit einem Mangel des
Enzyms Adenosindesaminase [23].

Allerdings ist die Entwicklung bis heute eine andere: 66,5% der klinischemh@&eapiestudien sind
im Jahre 2007 der Krebsbehandlung gewidmet, nur noch 8,3% den mmarogekrankungen [56]. Wie
bereits beschrieben resultiert Krebs aus einer Anhaufung von Muationnormalen menschlichen
Zellen. Das macht Tumoren ein ungleich schwierigeres Ziel fur eine gehetisorrektur, da es un-
maoglich scheint jede Mutation, von denen noch nicht anné&hernd alle biekial, in jeder Krebszelle
zu erreichen. Trotzdem existieren viele Ansatze antitumoraler Genthedapséch herausstellt, dass es
zahlreiche Wege gibt Tumoren zu bek&mpfen, ohne dass jede MutatiorirZelte erreicht wird [153].

Zur erfolgreichen Durchfiihrung eines gentherapeutischen Arssaind zwei Komponenten von
besonderer Bedeutung: Ein effektives therapeutisches Konstraskidas Wachstum von Krebszellen
hemmt oder diese totet, und ein Vektor, der das Konstrukt an sein ZieltbBegdle Komponenten
werden im folgenden Abschnitt besprochen. Zuerst wird jeweils eirrtilibk tiber die verschiedenen
Moglichkeiten der Ausfihrung gegeben und anschlieRend auf die iarddebeit verwendete Variante
naher eingegangen.

2.4.1 \Vektoren

Der Gentransfer ist seit langer Zeit ein kritischer Punkt in der Entwickfientherapeutischer Strategien.
In diesem Abschnitt wird zunéchst ein Uberblick tiber die verschigubftiglichkeiten des Gentransfers
gegeben und im Anschluss der in dieser Dissertation verwendete V@&soAdenovirus, vorgestellt.

2.4.1.1 Moglichkeiten des Gentransfers

Weltweit werden im Jahr 2007 24,7% der klinischen Gentherapiestudien raitdviten als Vektoren
durchgefihrt, 22,4% mit Retroviren, 18% mit Plasmiden bzw. nackter DNAA 6% mit Lipofekti-
on [56]. Andere Verfahren sind seltener. Generell werden viratencht-viralen Vektoren unterschieden
(s. Tabelle 2.2).

Retroviren integrieren ihr Genom stabil in das der Wirtszelle, was in einer dauerhgfpressi-
on viraler Gene resultiert. Dies ist winschenswert bei der Therapi®egeoer Erkrankungen und bei
verschiedenen Ansatzen der Krebsgentherapie. Es birgt jedochefidarGler Mutagenese sowie der
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Viral Nicht viral
Adenoviren DNA
Retroviren Plasmide
Cosmide
AAV Bakteriophagen
Pockenviren artifizielle Chromosomen
L Oligonukleotide
Vacciniaviren Tripelhelix
HSV antisense-RNA/Ribozyme
Transkriptionsfaktoren
SiRNA
Bakterien

Tabelle 2.2: Moglichkeiten des Gentransfers

homologen Rekombination mit Sequenzen humaner endogener Retrovaiehewon entwicklungs-
geschichtlich friiheren Infektionen stammen und etwa 1% des menschlig@ms ausmachen. Es
kann theoretisch zur Bildung neuer replikationskompetenter Retrovirenznn Aktivierung ruhender
Sequenzen kommen [150]. Bei Retroviren ist die Expression desgaassergleichsweise hoch. Sie in-
fizieren eine Vielzahl von Geweben, sind jedoch limitiert auf sich teilende iZdlles stellt ein Problem
fur hochspezialisierte Gewebe wie z.B. Neuronen dar, ist aber einiMartier antitumoralen Therapie,
da neoplastische Zellen ein vorrangiges Ziel sind. Die erreichbarestif@uliegen im Bereich von fo
107 pfu/ml und damit deutlich unter denen von Adenoviren und die Vektork&jideei 10 kb. Durch das
Fehlen immunogener viraler Proteine bleibt eine Immunantwort des Wirts dtdviten aus, sie wer-
den jedoch rasch durch Komplementaktivierung angegriffen. Ausateilie der Retroviridae finden zur
Zeit zusatzlich die Lentiviren als Vektoren Beachtung, da diese auemdghZellen infizieren [151].
Adenoviren integrieren ihre DNA nicht in das Wirtsgenom, so dass die Expressionatse eitlich
begrenzt und meistens nur fur einige Wochen nachweisbar ist. DadNaioiteile bei der dauerhaften
Korrektur von Mutationen, ist in der Immuntherapie von Tumoren aberhdws erwinscht und vor-
teilhaft hinsichtlich des mutagenen Potentials. Die Transgenexpressi@hidiach. Es werden sowohl
ruhende als auch sich teilende Zellen verschiedenster Gewebe infizsréine geringere Spezifitat fur
neoplastische Zellen bedeutet. Ein enormer Vorteil ist die ErreichbarskérhTiter bei der Virusam-
plifikation im Bereich von bis zu s pfu/ml. DNA-Insertionen von 7-8 kb sind méglich, aber durch
Deletionen weiter Teile des Virusgenoms kann eine noch groRere Veptmikét erreicht werden. Fur
die fehlenden Langzeitexpression ist die hohe Immunogenitat von Atenaxon Bedeutung. [151]
Nicht-virale Vektoren umfassen alle Gentransfermethoden, die nicht die Produktion eines viralen
Partikels beinhalten. Vorteile dieser Vektoren sind ihre einfache Hersgedlowie die Tatsache, dass sie
fur Menschen nicht infektios sind, Nachteile dagegen ihre Instabilitdtienttansiente Expression in vi-
vo sowie ihre schwierige Penetration in Zielzellen. Man kann sie unterteileNANdolekile, welche in
vitro in Bakterien oder eukaryotischen Zellen vermehrt werden undriiiherapeutisches Protein kodie-
ren, und Oligonukleotide, welche chemisch hergestellt werden und die&sipn zelleigener Gene ver-
andern. Die am haufigsten verwendeten DNA Molekile sind Plasmide étkagingige zirkulare DNA
von Bakterien), es kommen aber auch Bakteriophagen (doppelstréingigiee DNA von bakterientrans-
fizierenden Viren), Cosmide (grofR3e Plasmide mit Phagensequenzeaifiacklle Chromosomen (Teile
normaler Chromosomen kombiniert mit zusatzlichen Sequenzen) zum EiDgzge. Molekile kdonnen
ex vivo, also nach Enthahme von autologen Zellen, durch Kalziumphtgppadzipitation (Endozy-
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tose koprazipitierter DNA), Elektroporation (Permeabilitatssteigerunghdeliektrischen Impuls) oder
Lipofektion (elektrostatische Koppelung an Liposomen) in Zellen eingegshigerden. Fir den in vi-
vo Transfer werden Liposomen, DNA-Protein-Komplexe, z.B. mit inaktieie Virusbestandteilen, oder
die "Gene Gun"verwendet, bei der mit DNA beschichtete Goldpartikel niieh&eschwindigkeit auf
Zellen geschossen werden. Die Oligonukleotide dagegen verédnde@ediexpression durch Bildung
einer Tripelhelix, was die Bindung von Transkriptionsfaktoren stort, imFeon antisense-RNA, die
durch Bindung an homologe pr&-mRNA die weitere Prozessierung hemmtaisdeibozyme, welche
als antisense-RNA mit katalytischer Aktivitdt gebundene DNA spalten, sdwieh direkte Wirkung
als Transkriptionsfaktor [139]. Die kurze siRNA kann im Zytoplasma eiR&A-induced-silencing-
complex aktivieren, der im Zellkern die zur siRNA komplementare mRNA inaktivie vivo gelangt
sie nackt durch rezeptorvermittelte Endozytose oder als Liposomen iniglzelien. Bakterien finden
ebenfalls Verwendung als nicht-virale Vektoren im Gentransfer [64].

2.4.1.2 Das Adenovirus als Vektor

Adenoviren wurden erstmals im Jahre 1953 auf der Suche nach &ehars respiratorischer Erkran-
kungen in Kulturen adenoiden Gewebes entdeckt, nach welchem sieali@G@enannt wurden. Die
Familie der Adenoviridae wird in Aviaadenoviren (Vorkommen bei Vogelrg Mastadenoviren (Vor-
kommen bei Saugern) eingeteilt. Zu letzteren gehotren die etwa 50 bekdmmempathogenen Arten,
welche entsprechend ihrer Hamagglutinationseigenschaften von Agfugydiert werden. Der in die-
ser Arbeit eingesetzte Serotyp 5 gehort zur Subruppe C und hatenimggs bis gar kein onkogenes
Potential [166]. Adenoviren sind endemisch und verursachen hahfitddErkrankungen des Respira-
tionstraktes, des Gastrointestinums und der Konjunktiven, seltener der bad der Harnblase. Viele
Infektionen verlaufen asymptomatisch, wobei Immunsupprimierte haufiggischwerer von klinisch
apparenten Symptomatiken betroffen sind. Latent persistierende Infelktimmmen vor [82].

Adenoviren sind ikosaedrische Partikel eines Durchmessers zwigéhemd 100 nm. Sie bestehen
aus dem Capsid, das die Hulle des Virus bildet, und dem Core. Zwolf Pemteluhe aus einer Penton-
basis und einem Fiberprotein bestehen, liegen an den Ecken des CBisid® Seitenflachen werden
von je zwolf Hexonen aufgebaut, so dass ein Viruspartikel aus insgexs? Capsomeren (Pentonen,
Hexonen) besteht. Im Virus-Core findet sich die Virus-DNA und agste Proteine, welche Histon-
ahnliche Funktionen erfillen und eine Bricke zum Capsid bilden. Das telerffnotein sitzt den beiden
DNA-Enden auf. Es dient als Primer und kann eine Zirkularisierung #&k mduzieren. An den beiden
Genomenden finden sich invertierte terminale Repeatsequenzen (ITIB)eviér die Initiation der Re-
plikation wichtig sind. Die DNA der Adenoviren ist doppelstrangig und lin&ae. Gro3e des Genoms
liegt zwischen 30 und 40 kb. [166]

Das Virus bindet Giber das Fiberprotein an einen spezifischen Resepier Zielzelle, genannt CAR
(Cocksackie/Adenovirus Rezeptor) [15]. Durch Endozytose mithilfecdtegrine gelangt der Parti-
kel ins Zytoplasma und die Aufnahme durch die Kernporen, bei der dasi@ zurtickbleibt, erfolgt
Mikrotubuli-vermittelt. Im Nukleus findet die Transkription statt, welche in ustbredliche Einheiten
gegliedert wird. In strenger Reihenfolge werden frihe (E1 bis Egtgogerte frihe (IX und IVa2) so-
wie spate Gene (L1 bis L5) durch wirtseigene RNA-Polymerasen tramsitriDie vor der Replikation
abgelesenen frilhen Gene haben regulatorische Funktionen. Elv@erteilt man in E1A und E1B.
E1A-Proteine aktivieren die Transkription weiterer viraler Gene und stimaulidas Zellwachstum. E1B-
Proteine verhindern in Interaktion mit p53 eine Apoptoseinduktion duréht fordern den Transport
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viraler mMRNA aus dem Kern [156]. Die Proteine der E2-Region sind ¢sdidiir die Replikation der
Virus-DNA und umfassen einen Vorlaufer des terminalen Proteins, diee\iMdA-Polymerase und ein
DNA-bindendes Protein [81]. Mithilfe der E3-Proteine entkommt das Viers wirtseigenen Abwehr-
strategien, sie sind fur die eigentliche Infektion jedoch nicht notwendigesEiremmt den Transport
von MHC-I Molektlen zur Zelloberflache und damit die Prasentation viralgigene, ein anderes ver-
hindert die Apoptose und das adenovirus death protein ist fir die spditgsg mit Freisetzung der
Viruspartikel verantwortlich. Die E4-Transkriptionseinheit kodiert fidehrere Proteine, von denen ei-
nes zusammen mit E1B den Transport der spaten mRNA fordert. Weitersvaihtg fur die DNA-
Replikation, die Hemmung der wirtseigenen Proteinsynthese und dem SehMizus-DNA vor Abbau
sowie der Wirtszelle vor CTL-vermittelter Lyse [156]. Ist die Transkriptiten frihen Gene abgeschlos-
sen, beginnt die semikonservative Replikation der Virus-DNA durch iiesseigene DNA-Polymerase
an beiden ITR [81]. In dieser Zeit werden auch die verzogerterefritaene transkribiert, welche den
Promotor fur die spaten Gene aktivieren. Letztere werden nach ddik&em abgelesen und kodie-
ren fur virale Strukturproteine, die sich aus einer langen Vorlaufer-mB@bleiten [156]. Auch die VA
RNA, die nicht translatiert wird und wirtseigene Abwehrmechanismen uritekt] wird nun abgele-
sen [81, 156]. Anschliel3end kann die Morphogenese beginnea Mieispartikel formen sich innerhalb
des Zellkerns. Dafir ist die Packaging Sequenz (PS) unerlassliahakigeder viralen ITR kodiert wird.
Zirka 40 Stunden nach Infektion werden etwd Mruspartikel pro Wirtszelle freigesetzt, wobei diese
als Folge untergeht [81].

Trotz vieler viraler Abwehrmechanismen schafft der immunkompetente Messahden meisten
Féllen, die Infektion durch ein Adenovirus erfolgreich zu bekampféme Echnell einsetzende unspezi-
fische Immunantwort wird durch Capsidproteine induziert und fuhrtAdaivierung von Immunzellen
mit Freisetzung von Chemokinen und Zytokinen, so dass innerhalb votubdeéh 80% der Adenovi-
ren abgetotet werden. Die spatere adaptive Immunantwort gegenddekfe oder Capsidbestandteile
fuhrt zur Zytolyse virustransduzierter Zellen durch CTL oder durah &ktivierten B-Zellen produzier-
te Antikérper. Die Ausbildung eines immunologischen Gedachtnisses kantenhi@te Applikationen
eines adenoviralen Vektors vereiteln. Aufgrund des endemischenuoniens adenoviraler Infektionen
besitzt ein hoher Prozentsatz an Patienten bereits Antikorper, die eine antwamt beschleunigen. Bei
der Auspragung der Immunantwort gegen adenovirale Vektoren sgietefspplikationsweg, die Dosis
sowie patientengebundene Faktoren eine Rolle. Bei der Verwendumgdenoviren als Vektoren fr
eine Zytokingentherapie, wie in dieser Dissertation, ist die Aktivierunglagsunsystems sogar ein
erwiinschter Effekt, so lange trotzdem eine ausreichende Virusménggetzellen erreicht, bevor sie
neutralisiert wird [18].

Aufgrund der bereits in Abschnitt 2.4.1.1 beschriebenen EigenschafteAdenoviren werden die-
se haufig als Gentherapievektoren eingesetzt. Um die Virusreplikatiordamit die Zerstérung der
Wirtszellen in vivo zu unterbinden sowie Platz fir therapeutische Kontstmikschaffen, wurden in den
adenoviralen Vektoren der ersten Generation die Gene der E1- unthelNeusétzlich der E3-Region
deletiert. So kdnnen bis zu 8 kb exogener DNA in das Virusgenom eing@lden. Diese replikati-
onsdefizienten Viren kdnnen in der 293-Zelllinie propagiert werdetchveedie E1-Gene in trans zur
Verfigung stellt (siehe Abschnitt 3.2.1). Durch das Fehlen der E8Rmkommt es jedoch zu ei-
ner erheblichen Abwehrreaktion des Wirts, die insbesondere einezeiexgpression von Transgenen
verhindert. Eine Méglichkeit dieses Problem abzumildern ist die Deletion rgeitérusgene, was zur
Entwicklung der zweiten Generation von Adenoviren mit fehlenden E2-EddRegionen sowie zur
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dritten Generation mit nahezu kompletter Deletion des Virusgenoms fuhrtenibmeihantwort, wenn
auch abgeschwacht, war jedoch weiterhin vorhanden und Drittgermesegktoren bergen das zusatz-
liche Problem, dass sie zur Propagierung Helferviren benétigen, digrdlervGene in trans zur Ver-
fugung stellen [81]. Aufgrund der weitreichenden Erfahrungen mmt\dektoren der ersten Generation
und der Tatsache, dass die in dieser Dissertation verwendeten Vir8n-8gstems im Rahmen der Zy-
tokingentherapie nur auf eine transiente Transgenexpression asgawiad, wurden in unserem Labor
E1/E3-deletierte Adenoviren als Vektoren fur das therapeutische Kidmhgewahlt.

2.4.2 Gentherapeutische Konzepte

Zunachst wird im folgenden Abschnitt ein Uberblick tiber die versctiedeMdglichkeiten der antitu-
moralen Gentherapie gegeben und anschliel3end der in dieser Disseafidgte Ansatz beschrieben.

2.4.2.1 Moglichkeiten der antitumoralen Gentherapie

Ausgehend von den Wechselwirkungen zwischen Tumoren und ilmmgebung kann man gentherapeu-
tische Ansatze zur Krebstherapie in Strategien unterteilen, die sich gegémdorzellen selbst richten,
und Strategien, welche in der Umgebung des Tumors ansetzen [64].

Zu den gegen Tumorzellen selbst gerichteten Strategien gehdren dektlovon Schllisselgenen
der Tumorentstehung, den Onkogenen und Tumorsuppressorgimeirekte Apoptoseinduktion, der
Einsatz onkolytischer Viren sowie die Suizidgentherapie. Die mRNA von @&ken, wie z.B. dem
K-ras, kann durch antisense-Sequenzen gebunden werdeneressvekitere Prozessierung verhindert.
Entsprechende Tierstudien mit unterschiedlichen Vektoren existiereldrsgéirem [121, 199]. Das Tu-
morsuppressorgen p53, das in vielen Tumoren inaktiviert ist, kanngapthutisch in Tumorzellen ein-
gebracht werden, wo seine Expression das Tumorwachstum besginfliexzu gibt es bereits klinische
Studien [36, 72]. Gentherapeutisch kann in Krebszellen der Zelltocelgafitihrt werden, z.B. durch
verstarkte Expression des Fas Liganden (FasL), der nach Bindusgiaen Rezeptor zur Apoptose
fuhrt. In adenoviral transduzierten Zellkulturen, die daraufhin Fagirimierten, konnte dies gezeigt
werden [200]. Desweiteren gibt es onkolytische Viren, die sich nur mdrzellen teilen kénnen und
diese dabei abttten, welche bereits Eingang in klinische Studien gefbabden [141, 148]. Eine andere
gangige Strategie gegen Tumorzellen ist die Suizidgentherapie. Dabanwitonorzellen ein Gen flr
ein Enzym eingebracht, das eine normalerweise nicht-toxische Substaimemtoxischen Metaboli-
ten umwandelt, der die enzymproduzierenden Zellen schadigt. Ein Beispiginf§olches Enzym ist
die Herpes Simplex Virus Thymidin Kinase (HSV-TK), welche Ganciclovir i ttxische Ganciclovir-
Triphosphat spaltet. Dieses Konzept wird in Klinischen Studien erpbs@t1j02].

Zu den Strategien, die in der Umgebung eines Tumors ansetzen, gef@ggibgenesehemmung,
das Einbringen von Drug Resistance Genen und die Immunogentherapiédngiogenesehemmung
kénnen beispielsweise die Gene fiir Angiogeneseinhibitoren wie Angiostdén Endostatin in Tu-
morzellen eingebracht werden, wie bereits in vitro und in Tierstudien gbasch[95, 108], oder die
Sekretion von VEGF (vascular endothelial growth factor) durch siRi&sKiert werden [127]. Drug
Resistance Gene wie das MDR1, die von einigen Tumorzellen genutztwendelen Effekten zyto-
toxischer Medikamente zu entgehen, kénnen in Stammzellen des Knocherktaniert werden und
dieses teilungsaktive Gewebe wahrend einer Chemotherapie schigzgsssDosen eingesetzt wer-
den kdnnen, die normalerweise nicht toleriert wirden. Zu diesem Agsétes bereits klinische Stu-



KAPITEL 2 Einleitung 16

dien [2, 78]. Ebenfalls zur Gruppe der antitumoralen Therapieanséé&tehe in der Umgebung einer
Neoplasie ansetzen, gehort die Immunogentherapie. Die Prinzipen dentherapie wurden bereits in
Abschnitt 2.2.2.5 erlautert und gelten auch im Bereich der Gentherapie .isuppressive Faktoren, die
von Tumoren als Escape-Mechanismus produziert werden, konmemegapeutisch blockiert werden.
Ein Beispiel ist das immunsuppressiv und proliferationsférdernd wit&€enGF-3, dessen Expression
etwa durch antisense-Sequenzen gehemmt werden kann [48]. Eineevixdtglichkeit bietet die DNA-
Vakzinierung mit Genen, welche fur Tumorantigene oder kostimulatorisatiekdle kodieren, so z.B.
bereits erprobt mit dem MUC-1 Antigen, das nach i.m. Gabe eines kodmmevktors eine Immun-
antwort hervorrief [137], oder dem Kostimulanz HLA-B7 in Form eindgsatumoral applizierten Virus,
das Tumorregression und Immunstimulation bewirkte [92]. Ein weit verbrelgteatz ist die Zytokin-
gentherapie, die auch in dieser Dissertation angewendet wird. Dabéénvdie Gene fir antitumoral
wirkende Zytokine in die Tumorzellen selbst, in Immunzellen oder anderedf#efien wie Fibrobla-
sten eingebracht. Hierzu existieren bereits zahlreiche klinische StudienytokiZen wie IL-2, IL-4,
IL-12, IFN-v oder TNF« [183, 8, 91, 159, 94, 117].

2.4.2.2 Zytokingentherapie mit Interleukin-12

IL-12 erhielt im Jahre 1991 seinen Namen [71], als deutlich wurde, dess€TL Maturation Factor,
welcher gemeinsam mit IL-2 eine Induktion von CTL bewirkte [54, 192} der Natural Killer Cell
Stimulatory Factor, welcher aus Uberstanden von B-Zellen isoliert wdtdeh die NK-Zellen stimuliert
werden konnten [99], ein und die selbe Substanz sind.

Das biologisch aktive IL-12 (p70) ist ein Heterodimer aus einer 35 kDdteic(p35) und einer
40 kDa schweren Kette (p40) [99]. Sie werden beim Menschen vohuvadhangigen Genen auf den
Chromosomen 3 und 5 kodiert, bei der Maus auf den Chromosomen 6 uBiEId35-Untereinheit wird
ubiquitar exprimiert, aber nur kovalent gebunden an p40 sezernidcty@genur in Zellen vorkommt, die
auch p70 bilden. IL-12 formt zusammen mit IL-23 und IL-27 eine Familie loeliererer Zytokine, die
sich funktionell und strukturell &hneln [182]. Die Homologie zwischen nemirund humanem IL-12
betragt 70% fir p40 und 60% flur p35 [161]. Der IL-12 Rezeptotdigsaus zwei Untereinheiten. Wenn
IL-12 bindet, werden Janus Kinasen (JAK) durch Transphosfieomg aktiviert und phosphorylie-
ren Tyrosine an der intrazellularen Doméne des Rezeptors, an weloH&TAT (signal transducer and
activator of transcription) binden, die ebenso von JAK phosphorylertden. STAT beeinflussen im
Zellkern die Genexpression. IL-12 Effekte werden in ihrer Mehrzainth STAT4 vermittelt [90].

IL-12 wird hauptsachlich von Phagozyten (Monozyten, Makrophajenitrophile) und APC, ins-
besondere den DC, aber auch von B-Zellen produziert. Die Zellenanetdrch Mikroorganismen und
deren Produkte, durch direkte Interaktion mit CD40 auf aktivierten lledesowie durch IL-4, 1L-13
und IFN=y stimuliert [182]. Auch IL-12 selbst bildet einen positiven Feedbackraeisdmus tber einen
speziellen Rezeptor auf DC [69]. Eine Hemmung der I1L-12 Ausschitturdydurch IL-10, das durch
IL-12 selbst induziert wird, im Sinne eines negativen Feedbacksdbsgveiterhin durch TG IFN-
a/f, TNF und viele Mediatoren, die an G-Protein-gekoppelte Rezeptoremmjnde z.B. Histamin
oder PGB [182]. Elenkov et al. zeigten, dass auch Katecholamine und Glukokiftikipsisabhangig
die IL-12 Ausschittung hemmen und das zentrale Nervensystems Ubeymgbéhdlamus-Hypophysen-
NNR-Achse auf diese Weise Einfluss auf die periphere zytokinvermitteks$S&aktion nimmt [47].

IL-12 erflllt eine Vielzahl biologischer Funktionen (s. Abbildung 2.13.férdert die Proliferation
und Zytotoxizitat von NK- sowie T-Zellen. Diese missen jedoch voraktigiein, z.B. durch Antigenak-
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Abbildung 2.1: Direkte und Interferon-+ vermittelte antitumorale Effekte von Interleukin-12

tivierung von Tumorzellen. Es bewirkt die Ausschiittung von H-Nurch NK-, T- sowie B-Zellen [182].
Ferner wird auch die Freisetzung von TNH425] sowie von IL-8 und GM-CSF [126] durch NK-Zellen
induziert. 1L-12 ist ein wichtiger Faktor bei der Differenzierung undfr&ahterhaltung von CD4+ T-
Lymphozyten zu Thl-Zellen, welche starke Produzenten von4Hikd. Das zeigt seine Funktion bei
der Vernetzung von angeborener und erworbener Immunantwd?}, [&Ber auch die Endstrecke der
Einflussnahme des neuroendokrinen Systems auf das Immunsystem imrRamfetress [47]. IL-12
fuhrt direkt oder Uber eine erhdhte IFNProduktion von Thl-Zellen zu einer Stimulation von B-Zellen
mit gesteigerter Bildung von IgG2-Antikdrpern, welche komplementaktingneirken. Auf hamato-
poietische Vorlauferzellen Ubt es eine proliferationssteigernde uretelifzierende Wirkung aus [182].

Brunda et al. konnten zeigen, dass rekombinantes IL-12 allein in denitelildas Wachstum von
Tumorzellen nicht hemmen kann. Um die maximale antitumorale Aktivitat zu ermgicstd FN-y not-
wendig, dessen starkster Induktor IL-12 ist. Viele - aber nicht alle - antitalen Effekte des IL-12 wer-
den durch IFNs vermittelt [27]. IFN-y zeigt folgende immunmodulierenden und antitumoralen Effekte:
Es aktiviert Makrophagen und andere APC, die dann effektiv gegégentragende Zellen vorgehen.
Es steigert die Expression von MHC-I und -1l Molektlen und damit diedfdit von APC und anderen
Korperzellen zur Antigenprésentation. Weiterhin fordert es die Diffgerung zu Th1-Zellen und fihrt
in B-Zellen zur 1IgG2 Ausschittung. Es steigert die Zytotoxizitat von CTH stimuliert als positives
Feedback die IL-12 Produktion von APC [20]. Desweiteren Ubt f-NRspezifische antitumorale Ef-
fekte aus: Es hemmt die intratumorale Neovaskularisation durch Freisedegnyngiogenesehemmers
IP-10 [165], inhibiert das Tumorwachstum durch Induktion der NGdBkéion von Makrophagen [197]
und hat zusatzlich einen direkten antiproliferativen Effekt auf Tumeedre [188].

Daten aus Tierstudien beweisen die antitumorale Potenz von IL-12 undrekiotischen Krebsgen-
therapiestudien wurde das Zytokin bereits erfolgreich eingesetzt. laxperimenten konnte die intra-
peritoneale (i.p.) Gabe von rekombinantem IL-12 die Entstehung von Mammgiaganen und Sarkomen
hemmen [25, 128] sowie eine lokale oder i.p. Gabe von IL-12 die Regressischiedener etablierter
Tumoren und Metastasen herbeifiihren, bzw. sogar eine antitumorale Itatiarvorrufen [28, 33]. In
klinischen Studien am Menschen wurde jedoch der toxische Effektrsiggtie applizierten IL-12 zum
limitierenden Faktor. Haufige Nebenwirkungen sind dort Leukopenigpgartige Symptome, gastroin-
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testinale Nebenwirkungen und Funktionsstérungen der Leber. Inddkes sind Pathologien an Lunge,
lymphatischen Organen und Knochenmark zusatzlich haufig [30]. I &hase-1I-Studie mit I1L-12
traten schwere Nebenwirkungen auf, die zu zwei Todesfallen fiHrre@egensatz zur Phase-I-Studie
war das Applikationsschema verandert worden. Es stellte sich anhariderexperimenten heraus, dass
eine einmalige Gabe von IL-12 zwei Wochen vor Beginn der Studie die ifakgenkt, indem der An-
stieg von IFN= abgemildert wird. IFNy wurde flr die systemische Toxizitat von IL-12 verantwortlich
gemacht [106]. Anschliel3end bewies ein murines Modell, dass durclodienge einmalige Gabe von
IL-12 die IFN-y Level und damit die Toxizitat gesenkt und hohere Dosen an IL-12 tolexierden,
diese jedoch keinen zusatzlichen therapeutischen Effekt habengadiedeit bis zum Erscheinen von
Tumoren verklirzt wird [41]. Weitere Studien mit systemischer ApplikatiomNierenzellkarzinom bzw.
Melanom [62] und Ovarialkarzinom [87] verliefen zwar mit weniger Nebigkungen aber enttauschen-
den Ansprechraten. Auch subkutane Injektionen bei Nierenzelll@rzmit nur 7% Ansprechrate [122]
und kutanem T-Zell-Lymphom (nicht intraldsional) mit 56% Ansprechrad@]Wwurden durchgefiihrt.

Aufgrund der systemischen Toxizitat von IL-12 wurden viele Versuditentra- oder peritumora-
len Injektionen unternommen. Dabei wurde zum Beispiel das rekombingtdki# direkt injiziert, was
jedoch ebenfalls mit starker Toxizitat einherging [77]. Hier schienen diglhkeiten der Gentherapie
geeignet, das toxische IL-12 intratumoral zu platzieren und extratumoerWwirkungen zu mini-
mieren. Zum einen existieren praklinische und klinische Studien mit autolog@iorgellen [176, 178]
oder Fibroblasten [91, 177], welche ex vivo mit den IL-12 Genen tharnert und anschlielend intra-
tumoral appliziert werden, was einen Rickgang von Tumoren bewirgant&, aber durch die nétige
Gewinnung der autologen Zellen und ex vivo Transduktion einen holwakhd darstellt. Daher sind
Techniken eines Gentransfers in vivo durch geeignete Vektoren tatales wurden IL-12 exprimie-
rende Plasmide [76] eingesetzt, aber die Effektivitat dieser Therapkeibliger Klinik begrenzt. Auch
verschiedene IL-12 exprimierende Viren wurden in Studien erforsetstgawa et al. erreichten durch
ein IL-12 exprimierendes Retrovirus einen Rickgang von murinen Plaiteetkarzinomen sowie einen
Ruckgang der Tumordurchblutung und eine Vermehrung von T- undZBlieén im Tumorgebiet [88],
Ren et al. berichteten tber eine klinische Studie mit einem intratumoral api@izieemliki Forest Virus
bei Glioblastom [149] und auch Adenoviren werden aufgrund ihrena@swahnten Vorteile, z.B. der ho-
hen Transgenexpression, gern fir Tumortherapien eingesetztieHgifektivitat eines Therapieansatzes
spielt die lokal verflighare Dosis an IL-12 eine wichtige Rolle, hoherseDasind generell gesprochen
effektiver [28, 37, 169]. Trotzdem sollte die eingesetzte Dosis bei maxmiglicher Effektivitat mog-
lichst wenige toxische Nebenwirkungen zeigen. Caruso et al. konntegimein IL-12 exprimierenden
Adenovirus murine hepatische Kolonkarzinommetastasen intratumoraldethamd einen Tumorrick-
gang sowie eine Verlangerung der Lebenszeit erreichen [32], Braetsl. konnten mit ihrem Adenovi-
rus bei murinem Brustkrebs gleiches zeigen [26], Gambotto et al. setzt&ddahovirus erfolgreich beim
murinen Fibrosarkom und Adenokarzinom ein und konnten eine Tumorimrherdiglen [53], Barajas
et al. konnten eine dosisabhangige Tumorreduktion beim HCC der Ragtehem [9] und Sangro et al.
fuhrten eine Phase-I-Studie bei 21 Patienten mit fortgeschrittenen i@b6Ein durch, die intratumorale
Injektionen eines Adenovirus erhielten. Die Sicherheit und Durchfikéht des Ansatzes wurde zwar
untermauert, es konnten jedoch nur geringe antitumorale Effekte obsargrelen. Die Autoren flhrten
dies auf eine schlechte Transduktionseffizienz ihres Vektors und ekeze Transgenexpression durch
den CMV-Promotor zuriick [159].
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Abbildung 2.2: Gemeinsame Effekte von Interleukin-18 und Interleukin-12

All diese Studien zeigen, dass eine antitumorale Immunogentherapie mit lin-YRkersprechen-
des Konzept ist, aber die mangelnde lokale Ansprechrate ein ProblatellaDaher war auch ein
wichtiges Ziel bei der Konstruktion der in dieser Dissertation verwendéiem des 3r-Systems, eine
maoglichst hohe lokale Zytokindosis durch einen effektiven Vektor zeienen.

2.4.2.3 Zytokingentherapie mit Interleukin-18

Viele seiner Effekte lbt IL-12 in Synergie mit anderen Botenstoffen Birswichtiges Mitglied dieser
Gruppe ist das IL-18, andere Synergismen bestehen z.B. mit IL-28@D&r CD3 [182]. IL-18 wurde
1995 als IFN=« induzierender Faktor aus Leberlysaten von Mausen isoliert, die mit Lipsgachariden
und Propionibacterium acnes stimuliert worden waren [131]. Es besitBegAhnlichkeit zu IL-1 [14].
Das murine IL-18 ist ein 157 AS langes reifes Protein mit einem 192 AS laxgdaufer [132], des-
sen Gen auf Chromosom 9 liegt [154]. Das Gen fir die humane Variantelhgggen auf Chromosom
11 [129] und kodiert fur einen 193 AS langen Vorlaufer mit 65% Homolagisn murinen [186]. Das
Vorlauferprotein pro-IL-18 besitzt keine Signalsequenz und kaanhaers der Zelle ausgeschleust wer-
den, wenn es durch die Caspase-1 in seine bioaktive Form gespataenist [59, 70]. IL-18 wird von
einer Vielzahl von Geweben produziert, darunter Kupffer-Zellenkidphagen [132] und dendritische
Zellen [171] des Immunsystems, aber auch Keratinozyten [172], Osgteblfl85], intestinalen Mu-
cosazellen [142], Fibroblasten [67] und Mikroglia [143]. Auch die Zdasciculata und reticularis der
NNR produzieren IL-18 im Rahmen einer Stressreaktion [38]. Die Bildwmgpro-IL-18 wird durch
ACTH gesteigert und die Caspase-1 der NNR wird durch Superoxidr&n bei Stress aktiviert, um
reifes IL-18 zu exportieren [163]. Der IL-18 Rezeptor bestehtzausi Untereinheiten, einer IL-18 bin-
denden Kette (IL-18R) und dem akzessorischen proteindhnlichen Molekil (IL/2BR_-18 bindet an
IL-18Ra, woraufhin IL-18R5 rekrutiert wird. Die Signalkaskade verlauft Uber verschiedene s
rylierungsschritte durch MyD88 und IRAK, an deren Ende die Freisgfaon p50 und p65 aus dem
NF-xB steht, welche im Zellkern die Transkription beeinflussen [164].

Sowohl IL-18 als auch IL-12 induzieren unabangig voneinander i+ Produktion durch T-,
B- und NK-Zellen, jedes fur sich jedoch nur in geringen Mengen. ILlak8viert den IFNs Promotor
von CD4+ T-Zellen direkt durch AP-1. IL-12 aktiviert dagegen S#AWwas allein nicht zur Stimulation
ausreicht, sondern Kostimulantien wie anti-CD3 oder anti-CD28 erfolerébenfalls zu einer Bindung
von AP-1 an den Promotor fihren. AP-1 ist also fur die frRyoduktion unerlasslich [10]. IL-18 allein
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bewirkt trotzdem nur eine geringe IFNAusschuttung, da IL-12 gebraucht wird, um den IL-18 Rezeptor
auf T- und B-Zellen zu induzieren [179, 196]. Andersherum ist dueb? in der Lage, die vermehrte
Expression des IL-18 Rezeptors auf T-Zellen zu fordern [195]12Lund IL-18 sind gemeinsam also
starke Induktoren von IFN- Sie Uben trotz mangelnder struktureller Verwandschaft viele Funktionen
in Synergie aus. Neben der IFNinduktion stimuliert IL-18 wie IL-12 eigenstandig die Zytotoxizitat
von NK-Zellen und die Proliferation von aktivierten T-Zellen. Weiterhirdint es die Ausschiittung von
TNF durch T- und NK-Zellen, die Auschittung von IL-1, die Expresgi@s Fas-Liganden auf diesen
Zellen, welcher eine Rolle bei der Apoptose spielt, sowie die Sekretion WHCSF [42, 132, 186].
Ferner bewirkt IL-18 durch die IFN-Induktion eine Anderung des Antikoérperprofils von B-Zellen, es
kann aber sowohl Richtung Thl als auch Th2 Profil fihren. ZudemegilHinweise, dass IL-18 als
Kofaktor fur die Entwicklung von Th2-Zellen dienen kann, was im Korttzas Th1l Zugehdrigkeit von
IL-12 und IFN-y steht [83]. Zusammenfassend ist zu sagen, dass IL-18 eine RolleatggrdStimulator
des Immunsystems zugesprochen werden kann, obwohl viele seirldidrgm noch nicht in Einklang
gebracht werden kdnnen. Sicher ist jedoch das Mitwirken bei dexktiah von IFN-<y, der Aktivierung
des Th1-Weges und der Stimulation von T, B und NK-Zellen (s. Abbilduny 2.2

Die antitumoralen Effekte von IL-18 wurden in zahlreichen Tierexperimebésviesen. So inhibier-
te intraperitoneal und intravenos appliziertes IL-18 die Entstehung vah M&umoren in Mausen und
erzeugte ein immunologisches Gedachtnis. Dieser Effekt konnte dumimideg der NK-Zellen stark
vermindert werden [119]. Analoges wurde fur Melanome sowie Filbkosae gezeigt und diese Studie
ergab zudem, dass IL-12 und IL-18 gemeinsam den starksten Rigckgdmumoren hervorbringen konn-
ten. Es wurde weiterhin herausgefunden, dass IL-18 seinen antitiemd&ttiekt auch in Abwesenheit
von IL-12 und IFN+< ausuben kann, nicht jedoch ohne NK-Zellen [136]. Murine Mammakanzie|-
len, die mit IL-18 oder IL-12 transduziert wurden, konnten das Tumchstum inhibieren. IL-12 hatte
dabei einen groReren Effekt als IL-18, beide zusammen wirkten aksstar Der Effekt wurde auf die
Hemmung der Angiogenese durch IFN=uriickgefihrt [40]. Auch konnte durch intratumorale Injektion
eines fur IL-18 kodierenden adenoviralen Vektors ein Rickgand-ilmosarkomen erreicht werden, der
durch Zugabe rekombinanten IL-12 verstarkt wurde [135]. Diegelimisse belegen, dass IL-18 allein
einen antitumoralen Effekt besitzt, der durch IL-12 nochmals verstéakden kann.

2.4.2.4 Regulierbare Genexpression in der Gentherapie

Um gentherapeutische Ansatze im klinischen Bereich sicher und eflakiestalten, ist es notig von
aufRen durch Vektoren eingebrachte Gene auch im Korper weiterhirokiemen zu kdnnen. Zum einen
ist dies bei einigen Krankheiten erforderlich, um das eingebrachtpr@éunkt innerhalb eines therapeu-
tischen Fensters zu dosieren, zum anderen stellt es einen Sicherhbasmews dar, um toxische Ef-
fekte von exprimierten Transgenen durch deren Abschaltung kontewiliar konnen. Um eingebrachte
Gene in vivo an- und abschalten zu kdnnen wurden verschiedeakerbgre Systeme zur Genexpres-
sion entwickelt. Die ersten basierten auf nattrlich vorkommenden induréerBaomotoren, z.B. durch
Hitzeschockproteine, Metallothioneine oder Steroidhormone. Allerdinggesen sie sich durch eine
niedrige Expression und Interferenzen mit kdrpereigenen Proteis@aehteilig [104]. Andere Promo-
toren lassen sich beispielsweise durch ionisierende Strahlung von adBelklypoxie im Tumorbett
aktivieren [66]. Es wurden chimére Systeme entwickelt, deren Tramasten so geschaffen sind, dass
sie spezifisch fur die speziell kodierten Gensequenzen sind und sondtlkéerferenzen auftreten. Da-
zu zéhlen das durch den Progesteronantagonist RU486, das darktsekten stammende Ecdyson, das



KAPITEL 2 Einleitung 21

durch das Immunsuppressivum Rapamycin und das durch Tetracychnmggulierbare System. Letz-
teres ist das inzwischen am haufigsten eingesetzte regulierbare Syatesntehrere Vorteile bietet:
Es erlaubt eine starke Induktion und Suppression von Genen, Teiraist gut gewebegéngig, bindet
sehr spezifisch an seinen Rezeptor und fiihrt so zu wenig Nebemgekudie Eigenschaften des An-
tibiotikums sind sehr gut untersucht und es wirkt in den eingesetzten garidgsen nicht toxisch im

menschlichen Organismus. Ferner kann das System so moduliert wdedsngs in Anwesenheit von
Tc angeschaltet (Tet-ON) oder abgeschaltet wird (Tet-OFF) [4]. Dikeiser Arbeit verwendeten Vek-
toren des 3r-Systems exprimieren die Zytokine IL-12 und IL-18 untertigtia eines autoregulativen

Tet-OFF-Systems. An dieser Stelle wird daher die Entwicklung des TetiSystergestellt.

Das Tet-System basiert auf der Tetracyclinresistenz von Eukaryatgesn Sequenz unter anderem
auf Transposon Tnl10 von E. coli zu finden ist (s. Abbildung 2.3@&8)sind die Gene TetR und TetA,
die jeweils von einem eigenen Operator kontrolliert werden. TetA kodiereihen membranstandigen
Proton-Tetracyclin-Antiporter, TetR fur den Tet-Repressor (TetiR)s€&r Repressor bindet in Abwesen-
heit von Tc als Dimer mit hoher Spezifitat an die Operatoren (fet@l TetQ, ) fur TetA und TetR und
schaltet die Transkription beider Gene ab. Sobald Tc durch passiusioii in die Zelle gelangt, bindet
es als Komplex mit Mgt an TetR und verhindert durch eine Konformationsanderung seine Bindu
an die TetOs. Damit wird die Transkription von TetA und TetR initiiert. TetA scéielen Tc-Md™-
Komplex aus der Zelle. Die Affinitdt von Tc zu TetR ist so grof3, dass s&leinste Konzentrationen
zur Induktion von TetA ausreichen, so dass das Antibiotikum exportied;, Wwevor es seine Wirkung
als Inhibitor der Proteinbiosynthese entfalten kann. Zusatzlich sind die @ech hohere Affinitat von
TetR zu TetQ, so reguliert, dass TetR induziert wird, bevor TetA das Tc ausschl@&a§t. [

Dieses in der Natur vorkommende System wird gentechnisch ausgenuezty TedR mit dem Tran-
skriptionsaktivator VP16 des HSV fusioniert wird (s. Abbildung 2.3(B)) entsteht ein Tc-kontrollierter
Transaktivator (tTA) [63]. VP16, das auch alsTIF bekannt ist, ist Teil des viralen Teguments, bindet
zellulare Transkriptionsfaktoren und induziert so die Transkriptiohdriviraler Gene [120]. Fiur das
tTA wurde ein sog. Tetracyclin responsives Element (TRE) generiaiches aus einem minimalen
CMV-Promotor und sieben stromaufwarts davon liegenden fehheiten besteht und nun das ent-
sprechende Gen reguliert. Der VP16-Anteil stimuliert in Abwesenheiffoden minimalen Promotor,
nachdem der TetR-Anteil des tTA an eines der TetOs gebunden hatasr@eh wird transkribiert. In
Anwesenheit von Tc kann tTA nicht an TetO binden und die Transkriptigerbleibt. So war im ur-
sprunglichen System in HELA-Zellen eine Regulierbarkeit der Lucigesduktion Uber eine Spanne
von funf Zehnerpotenzen moglich [63].

Eine Weiterentwicklung war die Konstruktion eines bidirektionalen Promosowsiqbildung 2.3(c)),
durch den die gleichzeitige Regulation zweier Gene mdglich wurde. Er bhesteBieben TetOs, welche
auf beiden Seiten von einem minimalen Promotor flankiert werden, der fidgg@ene kontrolliert [11].

Im selben Zeitraum entstand die Idee, das tTA-Gen unter die Kontrolle deket@itfusionierten
Promotors zu bringen und somit ein autoregulatives System im Sinne eisgwgro Feedbacks zu
schaffen [167] (s. Abbildung 2.3(d)). Im angeschalteten ZustandebitTA an TetO und steigert sei-
ne eigene Transkription. Im abgeschalteten Zustand in Anwesenheltovaird die basale Expression
des tTA niedrig gehalten aber nicht abgeschaltet, da eine gewisse Leakiherchlassigkeit) fur tTA
im abgeschalteten Zustand fir die Reaktivierung nétig ist. Das wirkte sislichttich des Squelching-
Effektes gunstig aus. Dieser beschreibt ganz allgemein eine Toxizitafremsaktivatoren, wenn diese
in zu hohen Konzentrationen anwesend sind, dann mit zellularen Tiptisksfaktoren interagieren,
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Abbildung 2.3: Die Entwicklung des Tet-Systems

diese verbrauchen und eine Suppression der zellularen Geneaprieswirken [60] und wurde auch fur
die VP16 Domane des tTA beschrieben [157, 181]. Dieses Phanometenraalrspringlichen System
nur niedrige Transgenexpression durch geringe tTA-Level moglelbed hbheren Konzentrationen die
zellulare Genexpression zu stark geschadigt wurde.

Auf den Prinzipien des bidirektionalen Promotors und der Autoregulatidibaaend entwickel-
ten mehrere Arbeitsgruppen autoregulative bidirektionale Promotoreuledid/orteil haben, dass so-
wohl der Transaktivator als auch das TRE, an das dieser bindet,aransdlben Vektor kodiert wer-
den. Die Arbeitsgruppe um CA. Strathdee verfeinerte dieses SysteAblggdung 2.3(e)) und das
resultierende Plasmid pBIG3r war die Grundlage fur die in dieser Arbeiterdeten Viren des 3r-
Systems [174]. Hierbei sind die sieben TetO-Einheiten auf einer Seite muiiradeon dem minimalen
CMV-Promotor flankiert, der das Zielgen kontrolliert. Auf der andereiteSgurden sie mit einem mi-
nimalen Thymidinkinase(TK)-Promotor des HSV fusioniert, welcher nun dangkription der tTA-
Sequenz kontrolliert. Er ist viel schwacher als der CMV-Promotor, dielt@&#el sinken also und ein
Squelching wird reduziert. Zwischen TetOs und Promotoren befindefjesigdils ein Intron, was die
Transgenexpression steigert. Eine weitere Modifikation in diesem Kdmdtetrifft den tTA, welcher
an ein nukleares Lokalisationssignal aus der Adenovirus E1A-Regikoppelt wurde (nun tTAN), was
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durch die verbesserte Adressierung in den Nukleus die Effizienz gtdigesowohl der CMV- als auch
der TK-Promotor sehr gewebeunspezifisch sind, bietet sich dieses8iis einen flexiblen Einsatz an.

2.4.2.5 Die Adenoviren des 3r-Systems

Das 3r-Vektorsystems wurde von Herrn F. Puls im Rahmen seiner Digsert&ntwicklung adeno-
viraler Vektoren zur regulierten Genexpression” [24, 144] in ums@rbeitsgruppe (AG A. Block)
entwickelt. Vom ihm stammen auch die Vektoren Ad.3r-msclL-12 und Ad.3riie Vektoren Ad.3r-
hsclL-12 (H. Wulff [194]) und Ad.3r-mIL-18 (enstanden in der AG Block aus Ad.3i-mIL-18 [193])
bauen auf diesem System auf. Es basiert auf einem E1/E3-deletiertgovidis, das ein therapeuti-
sches Konstrukt tragt, welches die Zielgene fur IL-12 und IL-18 uKtamtrolle des autoregulativen
Tet-Systems nach CA. Strathdee [174] exprimiert. Zur Konstruktion diésen wurde in unserem La-
bor das Zwei-Plasmid-System nach F. Graham verwendet [19]. Dadieser Arbeitsgruppe klonierte
Plasmid namens pBHG10 enthélt die bp 19-188, 1339-28133 und 3@2XRt8les Genoms vom Ade-
novirus Typ 5. Damit sind Teile der E1- (bp 456-3346) und E3-Regiqgn4®133-30848) deletiert.
Aufgrund des Fehlens der Packaging Sequenz (bp 194-358) istldssid nicht-infektids, kann diese
Eigenschaft aber nach Kotransfektion mit einem zweiten Plasmid, dasaliei®eenthélt, erlangen. Das
zweite Plasmid ist das sogenannte adenovirale Expressionsplasmid weimunserer Arbeitsgruppe
kloniert. Es enthalt Fragmente des adenoviralen Genoms, namentlich did3grhit der PS und den
ITR sowie die bp 3346-5865, die die nétigen homologen Sequenzenlarsteciche bei der Rekom-
bination der beiden Plasmide bendtigt werden. Zwischen bp 456 und ®84&rmalerweise Gene der
E1-Region kodiert werden, ist Platz fur die Insertion externer DNAche das therapeutische Kon-
strukt tragt. Durch homologe Rekombination dieser beiden Plasmide in 2&3Zdie die E1-Produkte
bereitstellen, kdnnen infektiose Viren entstehen und die Zellen lysiererRIBgnidkarten fur die Ex-
pressionsplasmide als Grundlage der in dieser Arbeit verwendeteovaidden Vektoren des 3r-Systems
finden sich im Anhang A.1.

Die Klonierung der verschiedenen adenoviralen Expressionsplaswetidhe die Grundlage fur die
in dieser Arbeit verwendeten Vektoren waren, wurde nach den gémdidfpnierungsstrategien durch-
gefuhrt (s. z.B. [158]). Dabei wurden aus vorhandenen Plasmigielche mittels alkalischer Lyse aus
E. coli vom Genotyp DH& gewonnen wurden, die gewiinschten Fragmente mittels Restriktionsendo-
nukleasen herausgeschnitten, diese mithilfe der Gelektrophorese na®d &ifgetrennt und die DNA
der Banden extrahiert. Nachdem die DNA-Enden der einzelnen Fragmemn notig so modifiziert
wurden, dass sie zueinander komplementar waren, wurden sie duiciyaée des Bakteriophagen T4
ligiert und ein neues Plasmid entstand. Mit diesen Plasmiden wurden kompEterutie transformiert,
d.h. durch die plasmidkodierfgLaktamase in ampicillinresistente Bakterien umgewandelt.

Die Aufnahme der Plasmide in die Zellen geschieht mithilfe der KalziumphosphataKipitation.
Nach Kotransfektion der 293-Zellen werden diese mit einem Agarosel&yvversehen. Im Falle der
erfolgreichen Bildung eines Adenovirus werden nach 10-15 Tageu®ssichtbar, die durch Lyse der
Wirtszelle und Transduktion der Nachbarzellen entstehen. Diese Plegjuiesn geerntet, weiter analy-
siert und zur Vermehrung des generierten Adenovirus eingesetdénddie adenoviralen Vektoren des
3r-Systems wurden mir fur die Verwendung in der vorliegenden Arbediddie AG A. Block freundli-
cher Weise zur Verfugung gestellt.
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Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Chemikalien, Losungen und Reagenzien

Artikel Hersteller
Agarose, Sea Plaque Merck
Ammoniumchlorid (NH;CI) Merck

Assay Diluent
5-Brom-4-Chlor-3-Indolyl-b-D-Galacto-Pyranosid (X-Gal)
Calciumchlorid-Dihydrat (CaGF2 H5O)

Casiumchlorid (CsCl)

Cell Culture Lysis Reagent (CCLR) 5x
N,N-Dimethylformamid

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Eosin G Losung

Essigsaure 100% (G}COOH)

Ethanol absolut p.A.

Eukitt

Glucose

Glutaraldehyd

Glycerin, wasserfrei

Hamalaun nach Mayer

Hefeextrakt

HEPES

Kaliumchlorid (KCI)

Kaliumhexacyanoferrat(lll) (K[Fe(CN)])
Kaliumhexacyanoferrat(ll)-Trihydrat ({Fe(CN)s]*3H 50)
Kaliumhydrogenphosphat (K$POy)

Luciferase Assay Reagent Kit (Assay Substrat, Assay Puffer)
Magnesiumchlorid-Hexahydrat (Mg&16H ,O)
Magnesiumsulfat-Hexahydrat (MgG@H »0)
2-Mercaptoethanol

Natriumchlorid (NacCl)

24

BD Pharmingen
Merck
Merck
Gibco
Promega
Merck
Merck
Merck
Merck
Merck
Kindler
Merck
Merck
Merck
Merck
Merck
Boehringer
Merck
Merck
Merck
Merck
méga
Merck
Merck
Merck
Braun



KAPITEL 3 Material und Methoden 25

Natriumhydrogencarbonat (NaHGD Merck
Di-Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat (MdPO,*2H,0) Merck
Phenol Rot Merck
Tris (Hydroxymethylaminomethan) giNC(CHyOH)3) Gibco
Trypanblau Merck
Tween 20 Fluka

XEM-200 Vogel

3.1.2 Medien, Puffer und Zuséatze fur die Zellkultur

Artikel Hersteller
Anti-mouse CD3-Antikorper R&D Systems
Doxycyclin (Vibravenos) Pfizer
Dulbecco’s Modified Eagle Medium, high glucose (HGDMEM) Gibco
Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline w/o Ca Mg (PBS) Gibco
(B-Estradiol Aldrich
Fetal Bovine Serum Gibco
Fetal Bovine Serum, tetracyclinfrei Clontech
HEPES Pufferlésung Gibco
Horse Serum Gibco
Hydrocortisone Aldrich
lonomycin Sigma
Insulin (bovine from pancreas) Fluka
L-Glutamin, 200mM Gibco
McCoy’s 5A Medium Gibco
Modified Eagle Medium 2x Gibco
Natriumselenit Aldrich
Nutrient Mixture Ham’s F12 Gibco
Penicillin/Streptomycin (100x) Gibco
RPMI 1640 Gibco
Tetradecanoylphorbol-13-acetat (TPA) Calbiochem
Transferrin, from human blood plasma Fluka
Trypsin-EDTA Gibco

3.1.3 Labormaterial

Sterile Materialien fir die Arbeiten in der Zellkultur wurden von den Firmendtal&reiner, Nunc und
Sarstedt bezogen.

Artikel Hersteller
Dialysemembranen Slide-A-Lyzer Pierce
Einwegspritze 10 ml Braun
Kryotubes, CryoTube Vials Nunc

Pipetten (2-20-100-200-10Q4) Gilson
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Pipetten 8- und 12fach Multichannel

Pipetus-akku

Reaktionsgefal3e (1,5-2 ml)

Rohrchen (Tubes), 5 ml, 75x12 mm (fur Luciferasemessung)
Spritzenvorsatzfilter, 0,2@n CM Membran
Ultrazentrifugenréhrchen

3.1.4 Analyse Kits

Artikel

Eppendorf
Hirschmann
Sarstedt

Sarstedt
Qualilab
Beckmann

Hersteller

BD OptEIA Set Mouse IL-12 (p70)
BD OptEIA Set Mouse IL-18
BD OptEIA Set Mouse IFNy
BD OptEIA Set Human IL-12 (p70)

BD Biosciences
BD Biosciences
BD Biosciences

BD Biosciences

BCA Protein Assay Kit Pierce

3.1.5 Gerate
Artikel Hersteller
Auflichtmikroskop Hund
Autoklav LAS-S-A S2000 MM Munchen
Brutschranke Zellkultur Hera Cell Heraeus
Digitalkamera Modell D70 Nikon
Digitalkamera Modell D7 Konica Minolta
Durchlichtmikroskop Leitz

ELISA-Spektralphotometer Titertek Multiskan Plus
Feinwaage HR-120

Luminometer Lumat LB 9507

Magnetrihrer

Neubauer-Zahlkammer

pH-Meter pH 358

Photometer Smart Spec 3000

Sterile Werkbank Hera Safe

Tischzentrifuge Biofuge pico

Ultrazentrifuge Typ L7-35, Rotor: SW40 Ti
Vortex

Wasserbad

Zentrifuge Typ 5804R, Rotor: Eppendorf A4-44

Thermo Labsystems
A&D
EG&G Berthold
Cenco
Labor Optik
WTW
Biorad
Heraeus
Heraeus
Beckmann
Cenco
Braun
Eppendorf



KAPITEL 3 Material und Methoden 27

3.1.6 Zelllinien

Name Zellart ATCC-Nummer

293 humane embryonale Nierenkarzinomzelllinie CRL-1573

HT29 humane Kolonkarzinomzelllinie HTB-38

NCI-H295 humane Nebennierenkarzinomzelllinie CRL-10296

Y1l murine Nebennierenkarzinomzelllinie CCL-79
3.1.7 Viren

Die Viren des 3r-Systems wurden in der AG A. Block nach dem Zwei-PlaSyglem von F. Gra-

ham [19] generiert. Dazu wurde jeweils aus dem Plasmid pBHG10 und desprechenden Expressi-
onsplasmid, das unten aufgefihrt ist, der adenovirale Vektor durtiologe Rekombination generiert.
Die genaue Konstruktion ist in den angegebenen Referenzen vwligfie bzw. in Grundziigen dem
Abschnitt 2.4.2.5 der Einleitung zu entnehmen. Die Plasmidkarten der Expregsismide finden sich
im Anhang A.1.

Virus Expressionsplasmid  Herkunft

Ad.3r-msclL-12 pAd.3r-msclL-12 F. Puls (AG A. Block) [144]

Ad.3r-mlIL-18 pAd.3r-mIL-18 AG A. Block (abgeleitet aus pAd.3i-msclB-[193])

Ad.3r-luc pAd.3r-luc F. Puls (AG A. Block) [144]

Ad.3r-hsclL-12  pAd.3r-hsclL-12 H. Wulff (AG A. Block) [194]

Ad.RSV6-Gal pAd.RSVS-Gal M. Perricaudet (Institut Gustave Roussy) [173]
3.2 Zellkultur

In diesem Abschnitt wird eine kurze Einfuhrung in die Herkunft demesrdeten Zelllinien gegeben und
die Standardmethoden der Zellkultur beschrieben.

3.2.1 Verwendete Zelllinien

Y1-Zellen Die adharent wachsende Y1-Zelllinie stammt aus dem adrenokortikalen Bimeo mann-
lichen LAF-1 Maus. Von der Arbeitsgruppe um V. Buonassisi (Bréadaiversity, Waltham, MA, USA)
wurde durch ein damals neues Verfahren mit wiederholter Kultivierungdeorzellen und anschlie-
Bender erneuter Injektion in eine Maus die Kultur so selektiert, dass ndietlan tberlebten, die sich
den Kulturbedingungen anpassten [29]. Aus dieser entstand 196&Miiai&, die heute Uber ATCC
bezogen werden kann. Es handelt sich um Steroidhormon-produdéeiellen, welche durch ACTH
stimulierbar sind [145]. Y1-Zellen wachsen in einem Medium bestehengd®usml HGDMEM, 250 ml
Nutrient Mixture Ham’s F12, 75 ml HS, 15 ml FCS, 5 ml L-Glutamin und 5 ml Penicilliretomycin.
Fur die Versuchsteile unter Einsatz von Adenoviren des 3r-Systemsewuetracyclinfreies FCS und
HS verwendet.

NCI-H295-Zellen Die in Suspension wachsende Zelllinie NCI-H295 wurde aus dem 198@akatd
ten adrenokortikalen Karzinom einer 48-jahrigen schwarzen Frawmsen. Sie wurde von der Ar-
beitsgruppe um A.F. Gazdar (NCI-Navy Medical Oncology Branchih&sda, MD, USA) etabliert. Die
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Zellen produzieren Mineralkortikoide, Glukokortikode und C19-Sterowgche aus einer endogenen
Cholesterinsynthese hervorgehen. Daher sind sie von exogendest@hio unabhangig [55]. Die Zel-
len wachsen in einem Medium bestehend aus RPMI 164§M®1ydrocortison, 5ug/ml Insulin, 100
wg/ml humanem Transferrin, %M (B-Estradiol und 3108M Natriumselenit. Zusétzlich wird das
Medium mit 2% FCS versetzt. Fir die Versuchsteile unter Einsatz von Ademades 3r-Systems wur-
de tetracyclinfreies FCS verwendet. Beim Splitten der Zellen wurde stetafdggachtet ca. ein Viertel
des verbrauchten Mediums mitzufiihren, um autokrine wachstumsfaiel&ubstanzen zu erhalten.

293-Zellen Die adharent wachsende 293-Zelllinie wurde von F. Graham (Mc Maktersity, Ha-
milton, ON, Canada) durch stabile Transduktion einer humanen embrydxigenzelllinie (HEK) mit
Fragmenten der DNA des Adenovirus Typ 5 gewonnen. Sie ist die erste deitdvirus transduzier-
te humane Zelllinie gewesen [68]. Sie enthélt die Basenpaare 1 bis 434ddrsviralen Genoms,
welche unter Deletion von 19 bp in das PSG4-Gen auf Chromosom 19¢dB8H2EK inseriert wurde.
Somit beinhaltet sie die E1-Region, welche die gewonnene Zelllinie in besamndeise fur die Ver-
mehrung und Titrierung replikationsdefizienter Adenoviren eignet [1Da]dies in der Vergangenheit
in beschriebenen Fallen zur Bildung replikationskompetenter AdenowR€A) durch Rekombination
der Virus-DNA mit der E1-Region von 293-Zellen wahrend der Viruppration fuhrte [75], wird sie als
potentiell biogefahrlich eingestuft, so dass alle Arbeiten mit diesen Zellen inbli¢@tion mit Adeno-
viren unter S2-Bedingen durchgefiihrt werden missen. Die Zellehsgadn HGDMEM, versetzt mit
5 ml L-Glutamin, 5 ml Penicillin/Streptomycin und 50 ml FCS. Fir die Versuchsteilerlinsatz von
Adenoviren des 3r-Systems wurde tetracyclinfreies FCS verwendet.

HT29-Zellen Die adharent wachsende HT29-Zelllinie besteht aus gut differenzibiemanen Ko-
lonkarzinomzellen, die 1964 von J. Fogh (Memorial Sloan-Kettering Gabeetre, New York, NY) aus
einem Primé&rtumor gewonnen wurden. Sie stammen aus dem Adenokarzimem4jahrigen kauka-
sischen Frau [98]. Die Zellen wurden in unserem Labor in McCoy's 5&dMm kultiviert, versetzt mit
5 ml L-Glutamin, 5 ml Penicillin/Streptomycin und 50 ml FCS. Fir die Versuchsteilerdginsatz von
Adenoviren des 3r-Systems wurde tetracyclinfreies FCS verwendet.

3.2.2 Allgemeine Methoden der Zellkultur

Kultivierung und Passagierung Jegliche Arbeit mit eukaryonten Zellen erfolgte an einer sterilen
Werkbank. Die Zellen wurden in Zellkulturschalen oder Zellkulturflasdhdtiviert und in einem Inku-
bator bei 37C, 5% CG, und 96% relativer Luftfeuchtigkeit verwahrt. Die adharenten Zelllinienden
alle in einer Monolayer kultiviert und bei einer Konfluenz von ca. 90%spagiert. Die in Suspension
wachsende Zelllinie NCI-H295 wurde in Zellkulturflaschen kultiviert uadgagiert, wenn ein Farbum-
schlag des Kulturmediums einen Néahrstoffverbrauch anzeigte odertarke $raubenbildung erfolgte.
Zum Passagieren der adharenten Zellenirde das Kulturmedium abgesaugt und mit ca. 5 ml PBS
gewaschen, um tote Zellen oder Zellreste zu entfernen. Dieses wurdervailegesaugt und nun etwa
3 ml Trypsin-EDTA auf die Platte pipettiert. Es folgte eine Inkubation fur caibbei 37C. Durch das
Trypsinieren wurden die Zellen aus ihrer Adhérenz geldst, anschlieféender Platte gespult und in ein
50 ml Falcontube tberfiihrt, das ca. 10 ml Medium pro 1 ml Trypsin entheltiese Reaktion stoppte.
Die gefiillten Falcontubes wurden fiir 5 min bei 1000 rpm zentrifugiert dedUberstand abgesaugt.
Das verbleibende Zellpellet wurde in Komplettmedium grindlich resuspéndierVerklumpungen zu
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vermeiden, und konnte nun im Verhaltnis von 1:3 bis 1:7 auf Zellkulturgefifgeteilt werden, die
vorher mit etwa 20 ml Komplettmedium bestickt worden waren. Bevor diel&thkariick in den Inku-
bator verbracht wurden, wurden sie griindlich geschwenkt, um eitich8ggleichméafiiges Wachstum
der Zellen zu gewéhrleisten.

ZumPassagieren der in Suspension wachsenden ZelNQIEH295 wurde die Zellsuspension in ein
Falcontube Uberflihrt und fir 5 min bei ca. 1000 rpm zentrifugiertcAhsRend wurden drei Viertel des
verbrauchten Mediums abgesaugt und verworfen und ein Viertelales¥ns erhalten, da es zelleigene
proliferationsférdernde Substanzen enthélt. Das verworfene Mediurde durch frisches ersetzt und
die Zellen im Verhaltnis von 1:3 bis 1:5 auf neue GefalRe aufgeteilt. Bei diésben wurde jeden
zweiten bis dritten Tag ein Mediumwechsel durchgefiihrt. Wahrend desaBa wurde darauf geachtet
die Zellen nicht zu diinn auszuséaen, weil hohe Zelldichten sich als patidasférdernd erwiesen.

Zellzahlung und Vitalitatsprifung Zum Auszahlen und zur Vitalitdtsbeurteilung der Zellen wurden
diese nach Trypsinierung, Zentrifugation und Resuspension in ca. 3actilivh pro 144 mm Zellkultur-
schale in einem Verhaltnis von 1:10 mit Trypanblau gemischt und fir 5 min iakuiMit Hilfe einer
Neubauer-Zéhlkammer wurden sie unter dem Lichtmikroskop ausgezahinél des Verhaltnisses von
nicht gefarbten lebenden Zellen, die den Farbstoff ausschleusa&ehkonu blaugefarbten toten Zellen
konnte der Vitalitdtsgrad abgeschatzt werden.

Einfrieren von Zellen Zum Einfrieren von Zellen wurde ein Medium verwendet, das sich ausIRPM
1640, 10% DMSO und 20% FCS zusammensetzte. Dieses wurde sterilfiliviebisizum Gebrauch bei
—20°C eingefroren. Die Zellen wurden nun wie beim Passagieren gewadscygsiniert, zentrifugiert
und das Pellet dann mit Einfriermedium aufgenommen, so dass Caigad zellen pro ml Einfrier-
medium enthalten waren. 1 ml der Zellsuspension wurde in jeweils ein Kryatbeeihrt, langsam
abgekuhlt und, nachdem es gefroren war, bei =C2@der bei —80C gelagert. Das DMSO verhinderte
dabei die Kristallisation innerhalb und auf3erhalb der Zelle sowie die Datatdim des Zytoplasmas.

Ausséen tiefgefrorener Zellen Die kryokonservierten Zellen wurden in den Tubes im Wasserbad bei
37°C etwas angetaut und anschliel3end in ca. 20 ml Zellkulturmedium aufgenor®ieevierdiinnung
des DMSO haltigen Einfriermediums erfolgte mdglichst rasch, um die Zellerhdlie toxische Wirkung
des warmen DMSO nicht zu schéadigen. Die Zellsuspension wurde wiehgéwoein Zellkulturgefald
gebracht und bei 3T im Brutschrank inkubiert. Nach 24 h erfolgte ein Mediumwechsel, um Rieste
DMSO zu entfernen.

3.3 Amplifikation und Purifikation von Adenoviren

Samtliche Arbeiten mit Adenoviren wurden unter der sterilen Werkbank @&eBedingungen durch-
gefuhrt. Die Viren wurden wahrend der gesamten Arbeit moglichst guty¥Licht abgeschirmt, da
dieses ihre Infektiositat mindert.

3.3.1 Amplifikation der Viren

Um eine groRRe Virusmenge zu gewinnen, wurden 293-Zellen bis zu eioefluénz von 85% auf
144 mm Zellkulturschalen in ihrem Ublichen Medium kultiviert. Es wurde zbe&eine Platte trans-
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duziert, dann sieben und abschlieRend 50. Bei der Aufreinigung iren ¥es 3r-Systems wurde durch
Zugabe von 2ug Doxycyclin pro ml Medium beim letzten Splitten vor der Transduktion sowie beim
Mediumwechsel direkt vor der Transduktion die IL-12 Expressionrdniiekt, um den toxischen Effekt
auszuschalten, der das Wachstum negativ beeinflussen wirde.

Zur Transduktion einer Platte wurde das Kulturmedium gewechselt undifnidehe Medium aufge-
reinigtes Virus einer m.o.i. von 10:1 gegeben (ca. 1Q:D0Als Alternative konnte auch 5 ml Uberstand
einer vorhergegangenen Aufreinigung verwendet werden. NackJderschichtung mit Virus wurden
die Zellen bei 37C und 5% CGQ fur 46 bis 48 h inkubiert. Zum Zeitpunkt der Ernte war ein kom-
pletter cytopathischer Effekt mit abgerundeten und zu 10 bis 20% schwidenetellen sichtbar und
die Zellen lie3en sich leicht von der Platte spiilen. Sie wurden in ein 50 ml Falmiiberfihrt. Es
folgte eine Zentrifugation fiir 5 min bei 1500 rpm. Der Uberstand wurdeinwin neues Falcontube
Uberfuhrt und das Pellet in ca. 5 ml Medium resuspendiert. Um die Zelldgsieren und die Viren
freizusetzen, wurde mit dieser zellhaltigen Suspension ein dreimaligeiefs&fiu-Zyklus mit einem
Trockeneis-Ethanol(100%)-Bad und einem Wasserbad vég 8ltrchgefuhrt. AnschlieBend wurden
die Zellreste durch eine Zentrifugation fir 5 min bei 2500 rpm ungiCl@ntfernt. Der virushaltige
Uberstand wurde in ein neues Falcontube uberfiihrt und erneutfagigrt. AnschlieRend wurde die-
ser Uberstand mit dem virushaltigen Uberstand vom Anfang vereinigbend80C bis zur weiteren
Verwendung eingefroren.

Zur Transduktion von sieben Platten erwies es sich als praktikabel saciAdsaugen des Mediums
das frische Medium mit der aufgetauten virushaltigen Losung aus deenedshritt zu vereinen und
anschlielend zu gleichen Teilen auf den Platten zu verteilen. Die ErntedBdciund das Aufbrechen
der Zellen erfolgte wie oben beschrieben.

Die Transduktion von 50 zu 85% konfluenten Platten wurde auf gleicheeVdeischgefihrt. Bei
der Ernte wurden die Zellen wiederum von den Platten gespult und in 50 lodrftabes Uberfihrt.
Waren diese gefillt, wurden sie 5 min bei 1500 rpm und Raumtemperatuifugient, der Uberstand
anschlieRend abgesaugt und die Falcontubes erneut gefillt, so dassmiiende der Ernte vier Pellets
erhielt. 50 bis 100 ml des Uberstandes wurden fir spatere Aufreinggubgi —80C aufbewahrt, der
Rest verworfen. Die vier Pellets wurden in PBS resuspendiert unziaifFalcontubes verteilt, so dass
jedes Falcontube ca. 5 ml enthielt. Es folgte ein dreimaliger Gefrier-TaluZykie oben beschrieben.
Danach wurde fiir 5 min bei 2500 rpm zentrifugiert, der Uberstand imeiRalcontube vereinigt und
mit PBS auf 36 ml aufgefiillt. Es folgte eine zweite Zentrifugation mit Uberfiildes Uberstandes in
ein frisches Falcontube. Dieses konnte nun bis zur Purifikation der Weer80 C eingefroren werden.

3.3.2 Purifikation der Viren

Fir die Aufreinigung der Viren mittels Ultrazentrifugation wurde im erstenriiokin Stufengradient
bendtigt, der aus drei Casiumchlorid(CsCl)-Losungen unterschiediiRicate bestand. Die Viren rei-
cherten sich am Ort gleicher Dichte an. Der zweite Zentrifugationsschotgee mit einem kontinuier-
lichen Gradienten, der sich innerhalb der 24 h dauernden Zentrifugaiisinildete. Die anschlieRende
Dialyse diente der Entfernung der toxisch wirkenden Césiumionen.

Fur Losung A mit einer Dichte von 1,5 g/ml wurden 31,77 g CsCl auf einenfaage abgewogen
und mit PBS auf 45 ml aufgefillt. AnschlieRend wurde diese Losung steiglfiltind ab jetzt nur noch
unter der sterilen Werkbank gedffnet. Flr Losung B mit einer Dichte y85 @/ml wurden 30 ml von
Losung A mit 12 ml PBS verdiinnt. Losung C mit einer Dichte von 1,25 g/ml erfmalt, indem 22 ml
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von Losung A mit 18 ml PBS verdiinnt wurden. Um ein moglichst genaugstais zu erzielen, wurde
die Dichte aller drei Lésungen mehrfach Uberprift. Bis zum HerstellsnSdefengradienten konnten
diese im Kuhlschrank bei’€ verwahrt werden.

Um den Stufengradienten zu erreichen, wurden die drei hergestetismgen in sechs Ultrazentri-
fugenrdhrchen in folgender Reihenfolge tibereinander geschichtet:

e 0,5ml 1,50 g/ml CsCl
e 3,0ml 1,35 g/ml CsCl

e 3,0ml 1,25 g/ml CsCl

Dartber wurden jeweils 6 ml der Zellldsung pipettiert.
All dies geschah &uf3erst vorsichtig, um keine Verwirbelun-
gen zwischen den Schichten zu riskieren, welche den Gradi-
enten zerstort hatten. Die ROhrchen mussten gegeneinander
austachiert werden, so dass alle gleich viel wogen (Toleranz:
0,05 g) und bis ca. 3 mm unter den Rand des Réhrchens ge-
fullt waren.

Die Rohrchen wurden dann in der Ultrazentrifuge flr
1 h bei 34.000 rpm und 2C zentrifugiert. Nach der Zentri-
fugation wurden die Viren als blaulich-weil3e Bande sicht-
bar (s. Abbildung 3.1). Sie konnten mit Hilfe einer 10 ml
Spritze mit einer 20G-Kanule nach Einstechen des Rohr- ) i

] Abbildung 3.1: Photo einer Virusbande:

chens ca. 0,5 bis 1 cm unterhalb der Bande abgezogen ver- Ultrazentrifugenrhrchen nach der
den. Pro Bande ergab sich ca. 1 ml Flussigkeit. ersten Zentrifugation. Zu sehen ist die

Diese insgesamt 6 ml wurden in ein 50 ml Falcontulgsulich-schimmernde Virusbande, die
Uberfuhrt, mit Losung B auf 24 ml aufgefillt und anschlieabgenommen wird. Quelle: A. Block

Bend auf 2 Ultrazentrifugenrohrchen verteilt. Das genaue AustaohiEne R6hrchen gegeneinander
erfolgte hier mit Lésung B. Die Gbrigen Réhrchen der Zentrifuge wurdagPBS geflllt und gegenein-
ander ausgewogen. Es folgte eine zweite Zentrifugation fir 20 bis 2434890 rpm und 10C, durch
die sich ein kontinuierlicher Gradient ausbildete.

Am nachsten Tag waren erneut blaulich-wei3e Virusbanden innerkaliGhdienten sichtbar und
konnten wie oben beschrieben abgezogen werden. Das gesamte Velunderin einen Dialyserahmen
Uberfuhrt, nachdem es je nach abgezogenem Bandenvolumen egdmtuell mit einigen ml Dialyse-
puffer verdinnt wurde, um eine Prazipitation der Viren wahrend dalyBe zu verhindern. Der Dialy-
sepuffer war bereits am Vortag angesetzt und autoklaviert wordghestand aus folgenden Substanzen:

10ml 1M TRIS, pH 7,5
1ml 1M MgCl, mit Aqua dest. auf 1 | aufgefulit.
100 ml Glycerin (100%)

Es wurden insgesamt 4 | benétigt. Nach dem Einfullen der virushaltigeamngdis den Dialyserah-
men wurde Uberschissige Luft sorgfaltig abgesaugt, damit sich dieldsturgy gleichmafiig verteilen
konnte. Ein grof3es Becherglas, das einen Ruhrfisch enthielt, wurdeemt ®rittel des gesamten Puf-
fers geflllt und der Dialyserahmen auf einen Schwimmer aus Styropteaesind hineingelegt. Mit
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Alufolie verschlossen wurde die Dialyse fur 24 h beCAunter standigem Rihren im Kihlschrank durch-
gefuhrt. Nach jeweils 8 und 16 h musste der Dialysepuffer gewechselewe

Nach den 24 h wurde die Viruslésung mit einer Spritze behutsam abdesalgliquotiert. Die Ali-
quots wurden bei —8C gelagert.

3.4 Plaque-Assay

Der Plague-Assay diente der Titerung aufgereinigter Adenovirenhddamn 293-Zellen mit verschie-
denen Virusverdiinnungen inkubiert und mit Agarose Uberschiclietem waren, konnten die lytisch
freigesetzten Viren aus einer Zelle nur noch benachbarte Zellen trAaaesely was zur Bildung von
Plaques flhrte.

Einen Tag vor der Titration wurden 2 bis 3 140 mm Zellkulturschalen auf zigg80 mm Schalen
gesplittet. Am n&chsten Tag hatte sich eine gleichméafiige Monolayer gebildeTagmer Titration
wurden zunachst verschiedene Virusverdinnungen angesetet. dém Cleanbench wurden 13 sterile
Reaktionsgefal3e vorbereitet. Das erste wurde miti@#ner Grundlosung bestehend aus HGDMEM
versetzt mit 1% Glutamin und 1% Penicillin/Streptomycin gefullt, die nachsten l1al&eahit jeweils
1,8 ml dieser Lésung. Das 13. wurde mit 2 ml Losung geflillt und diente ajmtNé&ontrolle. In das
erste Gefald wurden 3@ der zu titernden Virusldsung gegeben. Nach gutem Mischen wurdem20
der Virusverdiinnung (1:10) in das nachste Gefald UberfUhrt%}L:b@neut sorgfaltig gemischt und ein
Aliquot von 200ul in ein weiteres GefalR gegeben (1310Dies wurde fortgefuhrt bis auf diese Weise
eine Verdunnungsreihe der Verdunnungsstufen 4 11ig 1:1012 entstand. Es wurden jedoch nur die
Verdinnungen von 1:70bis 1:16-2 bendtigt. Diese und die Negativkontrolle wurden auf Eis gelagert.
Der Rest wurde verworfen.

Es wurden im nachsten Schritt immer jeweils drei 60 mm Platten 293-Zellen mildensVirusver-
dunnung infiziert, mit der Negativkontrolle nur zwei. Nach einem Zeitplandebei jeweils 3 Platten
das Medium abgesaugt, mit 4 ml PBS gewaschen und./b@6r Virusverdiinnung hinzugefigt. Es wur-
de mit der Negativkontrolle und dann der hochsten Verdiinnung begomie Platten wurden fiir 1 h
bei 37C inkubiert und dabei alle 15 min geschwenkt.

Nach 1 h wurde die Virusldsung abgesaugt und die Platten mit AgarosschiEhtet. Dazu wurden
am besten schon am Vortag die folgenden Lésungen vorbereitet:

Losung A: 1 g Agarose in 100 ml df©. Diese wurde autoklaviert und bis zu ihrer
Verwendung bei 37C im Wasserbad gehalten.

Lésung B: 250 ml  2xXxMEM
5mi Penicillin/Streptomycin
5ml Glutamin
5ml 5% Hefeextrakt
2,5ml 1M Hepes Puffer

Lésung B konnte bis zur Verwendung beiGlgelagert werden. Vor dem Mischen der beiden L6-
sungen am Tag des Plaque-Assays wurden zu Lésung B noch 25 mingg&yéftugt. Fur Viren des
3r-Systems wurde 2g Doxycyclin pro ml der Endlésung addiert. Kurz vor dem Uberschichten-w
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(b)

Abbildung 3.2: Plague-Assay: Photos von Ausschnitten der mit Adenovirus transduzierten und mit Aga-
rose Uberschichteten 293-Zellen. Durch Lyse der Zellen und Ausbreitung der Viren nur jeweils auf die
Nachbarzellen entstehen die Plaques. Digitalkamera Modell D7 von Konica Minolta.

den gleiche Mengen der beiden Lésungen A und B gut vermischt. Nudenutie Platten mit jeweils
8 ml warmer Agarose Uberschichtet. Dies musste sehr vorsichtig geschehalen Zellrasen nicht zu
beschadigen. Die Platten wurden erst zurtick in den Inkubator gestetity die Agarose vollkommen
erstarrt war.

Nach 1 Woche musste der Plaque-Assay mit 5 ml pro Platte frischer Agabesschichtet werden,
um den Zellen genligend Nahrstoffe zu bieten. Nach ca. 7 Tagenwdielersten Plaques sichtbar. Am
10. und 14. Tag wurden sie auf drei Platten einer Verdiinnung adisijedie zwischen 10 und 50 Plaques
enthielt. Abbildung 3.2 zeigt Beispiele fiir die charakteristische MorpholdgirePlagues. Die Platten
wurden in der zweiten Woche regelmalig abgesucht und Plaques masldgréine Zuordnung nach
ihrer Ausbreitung oft schwierig war. Deshalb wurden sie frihest mbgifasst. Nach dem Auszahlen
konnte der Virustiter nach folgender Formel bestimmt und in der Einheit pf{plague forming units)
angegeben werden:

t: Virustiter

n: Anzahl der Plagues pro ausgezéahlter Verdiinnung
d: Verdinnung

v: Virusvolumen (hier 0,5 ml)

3.5 Analyse der Transduktion adrenokortikaler Zelllinien

Durch die Analyse verschiedener Markerproteine im Zelliberstandzadinneren konnte die Transdu-
zierbarkeit der Zelllinien ermittelt und die Transduktionseffizienz versigrier Vektorsysteme in diesen
Zellen verglichen werden. Desweiteren wurde so die Expression vd2 lind IL-18 in der selben Zell-

linie analysiert. Bei allen Versuchen mit Viren des 3r-Systems wurden dliendenmer mindestens eine
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Passage vor Beginn des eigentlichen Versuches in tetracyclinfreiestedereMedium gehalten, um das
Versuchsergebnis nicht durch Spuren von Tetracyclin in den Ansataee Doxycyclin zu gefahrden.

3.5.1 Muriner Interleukin-12-Assay (Ad.3r-msclL-12)

Fur den IL-12-Assay wurden Y1-Zellen in 12-Well-Platten zu jeweils 350 28len/Well in 1 ml tetra-
cyclinfreiem Medium ausgesat. Bei der Halfte der Wells wurgegDoxycyclin pro ml Medium hin-
zugeflgt. Diese wurden fir 6 h bei 37 inkubiert, um Adhérenz zu erzielen. Nach dieser Zeit erfolgte
die Transduktion der Zellen mit unterschiedlichen Viruskonzentratione\do3r-msclL-12 von 0,1 bis
1000 m.o.i. Dazu wurden von der Virusstockldsung ausgehend ertgpicke Verdiinnungen angesetzt.
AnschlieRend wurde das Medium aus den 12-Well-Platten abgesaugtitjesiveils 1 ml PBS gespult.
Das PBS wurde entfernt und 0,5 ml der entsprechenden Virusvardgrininzugefigt. So wurden je-
weils 6 Wells pro m.o.i. bestiickt, wobei stets darauf geachtet wurde, dedsr@gelmafiiges Wechseln
der Pipettenspitzen keine Kontamination der 3 doxycyclinfreien Wells mit detibidiikum haltigen
Medium der 3 mit Doxycyclin versetzten Wells stattfand. Als Negativkontrakste HGDMEM mit
1% Glutamin und 1% Penicillin/Streptomycin. Die Zellen wurden 1 h b&C3imit dem Virus inku-
biert. Nach dieser Zeit wurde der virushaltige Uberstand griindlichsalgg und durch 1 ml frisches
Medium +/- Doxycyclin ersetzt. Es folgte eine erneute Inkubation fir 4&in3@C, in der die viru-
stransduzierten Zellen IL-12 produzierten. Nach dieser Zeit erfoigt&uhte, indem die Uberstande in
Reaktionsgefal3e Uberfiihrt und bei 13.000 rpm fir 10 min zentrifugigrden, um Zellreste zu entfer-
nen. Der nun zellfreie Uberstand wurde aliquotiert und bis zur weiteretty&e durch den IL-12-ELISA
bei —20C eingefroren. Ein Teil der Aliquots wurde zur Stimulation von LymphozytenAmalyse der
Bioaktivitat verwendet, welche im Abschnitt 3.6 beschrieben wird.

In einem ahnlichen Versuch wurde die IL-12 Produktion der humandanikarzinomzelllinie HT29
zum Vergleich mit Y1-Zellen gemessen. Dazu wurden 300.000 Zellen pHanleml tetracyclinfreiem
Medium in 24-Well-Platten ausgeséat. Die Halfte der Wells wurden auch hier pjt Roxycyclin pro
ml Medium bestlickt. Es folgte eine Inkubation fir 6 h bei@7Wiederum wurden Virusverdinnungen
hergestellt, diesmal von 0,1 bis 100 m.o.i. Die Transduktion erfolgte wie otsshbeben. Nach einer
Inkubation der Zellen in 1 ml tetracyclinfreiem Medium mit und ohne Doxycyfilind8 h erfolgte die
Ernte mit Zentrifugation und Aliquotierung der Uberstande. Die Aliquots wniaei —20C eingefroren.

Um die IL-12 Konzentration in den Uberstanden der transduzierten Zallemessen, wurde der IL-
12-ELISA (BD OptEIA Set Mouse IL-12 (p70)) nach den Anweisungies Herstellers durchgefihrt.
Dieser wird an dieser Stelle beispielhaft fur alle verwendeten ELISAshbieben:

Es wurde zunachst eine 96-Well-Mikrotiterplatte mit dem gegen die p70 &intesit des IL-12 ge-
richteten Capture Antibody beschichtet und Uber Nacht B€i ihkubiert. Am néchsten Tag erfolgte
ein dreimaliger Waschschritt mit 3Q@ Waschpuffer pro Well bestehend aus PBS versetzt mit 0,05%
Tween-20. Nach dem letzten Waschvorgang wurde die Platte auf ségeyfa Papier ausgeklopft, um
Flussigkeitsreste zu entleeren. AnschlieRend wurde jedes Well mjti2@8say Diluent gefullt, um die
Oberflache zu versiegeln. Wéhrend der einstindigen InkubatiornszeRaumtemperatur wurden die
IL-12 haltigen Proben und der im Set mitgelieferte Standard in Assay Dilkerdiinnt. Verschiedene
Verdinnungen der Proben dienten dazu, Messwerte innerhalb ddsdiin Standard vorgegebenen Re-
ferenzbereiches zu erhalten. Nach Ablauf 1 h wurde die 96-Well-Plegimdlig gewaschen und mit
100 u! der Proben- sowie Standardverdiinnungen bestiickt. Die zweistUimitigieation erfolgte bei
Raumtemperatur. In dieser Zeit wurde die p70 Untereinheit des IL-12nPdeben fest gebunden. Im
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folgenden finfmaligen Waschschritt konnten nun alle Gbrigen Prolséanidteile entfernt werden. Nun
wurde in jedes Well 10Q:/ des Working Detector pipettiert, der sowohl den Zweitantikorper, welcher
gegen ein anderes Epitop des IL-12 gerichtet ist, als auch das Enzigim-Aorseradish-Peroxidase
enthalt, welches an den Zweitantikdrper bindet und fur die Indikatoli@akustandig ist. Nach er-
neuter einstiindiger Inkubation bei Raumtemperatur wurde 7 Mal grirg#efaschen, um allen nicht-
gebundenen Zweitantikorper zu entfernen, der ansonsten dasnirgebfalschen wirde. Im néchsten
Schritt wurde 10Qu/ der Substratlésung bestehend aus Tetramethylbenzidin und Hydrogeidpie
jedes Well gegeben, welches wahrend der nun folgenden 30 min lichtgeseom Enzym umgesetzt
wurde, was einen sichtbaren Farbumschlag bewirkte. Die Reaktion waatedieser Zeit durch 50

2N HySOygestoppt.

Die Extinktionen der einzelnen Proben wurden mit Hilfe eines ELISA-Readei Wellenlangen
von 450 nm und 492 nm (als Kontrollwellenlange) bestimmt. Aus den WerterStendards wurde
eine Standardkurve erstellt. Mit Hilfe der daraus abgeleiteten Standmftgig konnten nun aus den
Extinktionen der Probenwerte, welche innerhalb des Standards laigeentdprechenden IL-12 Kon-
zentrationen errechnet und graphisch ausgewertet werden.

3.5.2 Muriner Interleukin-18-Assay (Ad.3r-mlL-18)

Analog dem oben beschriebenen Versuch mit IL-12 wurden in diesdnyTeund HT29-Zellen mit
Ad.3r-mlL-18 transduziert, um die Expression eines anderen thetiapieen Gens bei gleichem Promo-
tor und gleichem Vektor zu prufen.

Hierzu wurden Y1- und HT29-Zellen in einer Konzentration von 300.080en pro Well auf 12-
Well-Platten in tetracyclinfreiem Medium ausgesat. Zu der Haélfte der Wells jgeléinie wurden 2.9
Doxycyclin pro ml Medium hinzugefugt. Die Zellen wurden fir 6 h bei@4nkubiert. Es wurden Virus-
verdinnungen von 10 bis 10.000 m.o.i. hergestellt. Als VerdinnungsmediudewWGDMEM versetzt
mit 1% Glutamin und 1% Penicillin/Streptomycin verwendet. Dieses diente auch giiientrolle.
Zur Transduktion der Zellen wurde nach 6 h das Medium abgesaugtiendells mit 1 ml PBS gesplilt.
Das PBS wurde wieder entfernt und 0,5 ml der jeweiligen Virusverdimhimzugefuigt, so dass jeweils
6 Wells jeder Zelllinie pro m.o.i. vorlagen, 3 davon mit und 3 ohne Doxycyclin.Aisétze wurden flr
1 h bei 37C inkubiert. Nach dieser Zeit wurde der virushaltige Uberstand griinabgesaugt und durch
1 ml tetracyclinfreies Komplettmedium +/- Doxycyclin ersetzt. Es folgte eineliakion fur 48 h. Nach
dieser Zeit wurden die Uberstande in Eppendorf-Tubes tiberfiind0fmin bei 13.000 rpm zentrifugiert
und die zellfreien Uberstande nun aliquotiert und bei>€Bis zur weiteren Verwendung eingefroren.

Die Analyse der IL-18 Konzentrationen in den Proben erfolgte mit Hilfe®lhel8-ELISAs (BD
OptEIA Set Mouse IL-18) nach den Angaben des Herstellers. Siekehhlitt 3.5.1 fur eine beispielhafte
Beschreibung der Durchfiihrung.

3.5.3 [(-Galaktosidase-Assay (Ad.RS\3-Gal) und H.E. Farbung von NCI-H295

In diesem Versuch sollte die Transduzierbarkeit der humanen Nelenkézinomzelllinie NCI-H295

mit dem Adenovirus Ad.RSV3-Gal getestet werden. Es diente dem Nachweis, ob diese Zelllinie Uber-
haupt mit adenoviralen Vektoren transduzierbar ist. Das Enzy@alaktosidase spaltet normalerweise
sein Substrat Laktose. X-Gal (5-Brom-4-chlor-3-indali¥D-galaktosid), das in diesem Versuch als Sub-
strat zum Einsatz kommt, wird aber ebenfalls erkannt. Wenn die transauriéellens-Galaktosidase
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produzieren, spaltet das Enzym die glykosidische Bindung des amd&sdéersuchs hinzugefigten X-
Gals. Das entstandene 5-Brom-4-chlor-indoxyl dimerisiert nach Oxiuatid,5’-dibrom-4,4’-dichlor-
indigo, einem blauen Farbstoff, der schon makroskopisch sichtbaregjleichend sollte die Morpho-
logie der nicht-behandelten Zellen durch eine Farbung mit Hamalaun&Eozeiggeverden. Da fur
beide Farbungen nur Protokolle fur adhérente Zellen vorlagen, wutdse so modifiziert, dass sie
auf in Suspension wachsende Kulturen Ubertragen werden konnefixderung der Zellen, welche
normalerweise direkt auf ihrer Zellkulturschale gefarbt werden koywar dabei der kritische Schritt.

Fur die Transduktion von NCI-H295 mit Ad.RS¥Gal wurde die Suspensionskultur zunéchstin ein
Falcontube tberfuhrt, fir 5 min bei 2500 rpm zentrifugiert und ans@atid nach Absaugen des Uber-
standes in 3 ml RPMI resuspendiert. Nach einer Zellzahlbestimmung wurdsnan 24-Well-Platte
1 Mio. Zellen pro Well in 250u1 RPMI ausgesét und 250l virushaltige Losung einer Konzentration
von 200 m.o.i. hinzugefiuigt. Das Volumen wurde so klein gewéhlt, um ZellenVirnd moglichst nahe
aneinander zu bringen. Als Negativkontrolle diente reines RPMI. Esef@ipe Inkubation fir 1 h bei
37°C. Nach dieser Zeit wurden die Zellsuspensionen in Reaktionsgefa?&ilith und fur 5 min bei
2500 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt und die Zelteml FCS-freiem Medium re-
suspendiert. Nun wurden diese Ansatze fiir 24 h beC3rkubiert, in der die virustransduzierten Zellen
das Enzynmj3-Galaktosidase produzieren konnten. Nach dieser Zeit wurden dienZelilerem Medium
grindlich aus den Wells gespdlt, da virustransduzierte Zellen der LinieHNOb erfahrungsgemar zur
Adhéarenz neigen. Nach Uberfiihren der Zellsuspension in Reakétifsg wurden diese fiir 5 min bei
2500 rpm zentrifugiert und anschlieRend der Uberstand abgesaugt.

Es folgte die Fixierung der Zellen auf einem Objekttréager. Dazu erfolgiéchst eine Resuspension
in 40 ul RPMI. Dieses Volumen wurde auf einen Objekttrager aufgebrachiminHiilfe eines zweiten
Objekttragers ausgestrichen. Den Zellen wurde Zeit gegeben arngrocAnschlieend erfolgte eine
Fixierung mit 5% Glutaraldehyd, eine erneute Trocknung und ein Wasgarng mit PBS.

Zur Farbung der transduztransduzierten Zellen erfolgte eine Ubensehg der Objekttrager in ei-
ner Petrischale mit X-Gal-Farbeltsung und eine Inkubation fur ca. 5 B€. Nach Entfernung der
Farbelésung wurden die Zellen unter dem Durchlichtmikroskop betrachtetie Photographien mit
der Digitalkamera (Modell D70 von Nikon) erstellt.

Die eingesetzte Farbeldsung setzte sich wie folgt zusammen:

1,3mM MgCh

3 mM NacCl

3mM Kaliumhexacyanoferrat(ll)-Trihydrat

3mM Kaliumhexacyanoferrat(lIl)

2,5% X-Gal-Losung (bestehend aus 20 mg 5-Brom-4-Chlor-3-Indekb
Galacto-Pyranosid in 1 ml N,N-Dimethylformamid)

44mM HEPESpH 7,3

Fur die Doppelfarbung mit Hamalaun&Eosin wurden die Zellen wie oben biegem fixiert, dann
jedoch nach folgendem Farbeschema weiterbehandelt:

Die Objekttrager wurden fur 30 s in Aqua dest. eingebracht und anBehigefiir 1 min in Hamalaun
nach Mayer gefarbt. Es folgte ein Spulvorgang fur 10 min unter Leituagser und ein dreimindtiger
Farbeschritt mit Eosinfarbeldsung, die sich wie folgt zusammensetzte:
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2/3 1% Eosin G Stammlésung
1/3 Aqua dest.
2-3 Tropfen  Essigsaure 100%

Nach kurzer Spulung in Aqua dest. erfolgte die Fixierung in einer autstelign Alkoholreihe: Zu-
nachst kurzes Eintauchen in 80% Ethanol, dann kurzes Eintauchef4rEganol und Einbringen in
100% Ethanol fur 1 min. AbschlieBend wurde 3 min in Xylolersatz XEM-20@ftxDie Objekttrager
wurden getrocknet und mit Eukitt eingedeckt. Nun konnte auch hier dim&#ung und Photographie
(Modell D70 von Nikon) unter dem Durchlichtmikroskop erfolgen.

3.5.4 Luciferase-Assay (Ad.3r-luc)

Mit Hilfe des Vektors Ad.3r-luc kann das Lumineszenzgen Luciferaas, maturlicherweise in Glih-
wiurmchen, Leuchtkafern und Leuchtbakterien vorkommt, in Zellen eimdmsst werden. Auf diese
Weise wird die Transduktionseffizienz des Vektors gemessen, derexpasiierte Enzym, das sich im
Zellinneren befindet, decarboxyliert Luciferin unter Lichtemission zul@oiferin und CG,, was im
Luminometer in Form von relativen Lichteinheiten (rlu) festgestellt werdemkit dieser Methode
wurde die Transduktionseffizienz des verwendeten Vektors in der ZelNi€I-H295 getestet.

Fur den Versuch wurden zunachst die Virusverdiinnungen vorrAdt &ingesetzt, so dass Viruskon-
zentrationen im Verhaltnis von 0,1 bis 1000 m.o.i. vorlagen. Es wurden in @gvell-Platte 500.000
Zellen der Linie NCI-H295 pro Well enthalten in L@5RPMI ausgesat. Jeweils 6 Wells wurden mit 145
ul der gleichen viralen m.o.i. versehen, so dass jedes Well 500.000 Zellareim &esamtvolumen von
250 1l besttickt mit der jeweiligen Anzahl an Viruspartikeln enthielt. Die Halfte deten, d.h. 3 Wells
pro Verdiinnungsstufe, waren seit der letzten Passage mit Zusatzpup®@xycyclin pro ml Medium
kultiviert worden. Diese Ansatze wurden nun fir 1 h bet@74nkubiert und anschlieend der Inhalt
jedes Wells in ein Reaktionsgefal tberflhrt. Es folgte eine Zentrifugdiidm min bei 2500 rpm. Der
Uberstand wurde anschlieRend abgesaugt und verworfen. Die FtBpgurden in 50QuI FCS-freiem
Medium resuspendiert und in die Wells zweier 24-Well-Platten Uberfllrdet Halfte der Zellen, die
auch vorher schon mit Doxycyclin kultiviert worden war, wurde@Doxycyclin pro ml Medium hinzu-
gefugt, um die Luciferase-Expression zu hemmen. Die Zellen wurde2¥ftirbei 37C inkubiert. Nach
dieser Zeit wurden sie samt Medium gut aus den Wells gespult, um mogliemsg wellen und damit
Luciferase zu verlieren, und in ReaktionsgefalRe tUberfuhrt. Es felgee Zentrifugation fur 5 min bei
5000 rpm. Der Uberstand wurde abgesaugt und die Zellpellets in 1 ml RBSpendiert. Nach einer
zweiten Zentrifugation wurde das PBS bis auf einen kleinen Rest awgjasad erneut 3 min lang bei
5000 rpm zentrifugiert. Dann wurde das restliche PBS entglltig entfathdlie verbleibenen Zellpellets
in 100 ul 1x CCLR-Puffer resuspendiert. Dieser Puffer fihrte zur Lysezigdlen mit Freisetzung der
Luciferase. Die Zelllysate wurden in frische Reaktionsgefal3e aliquotnettei —80C fir mindestens
30 min eingefroren. Kurz bevor die Proben weiterverwendet wurdengen die unaufgetauten Tubes
fur 10 min bei 13.000 rpm zentrifugiert. Ein Aliquot jeder Probe wurdelawiferasebestimmung ver-
wendet, das zweite fir eine Bestimmung des Gesamtproteins, welche im Ab8chheschrieben wird.

Fir die Messung der Luciferaseaktivitat wurde das Luminometer mit desifidrase Assay Reagenz
der Firma Promega, welches sich aus dem Luciferase Assay SubstrdeomPuffer zusammensetzte,
bestlickt. Die Messung erfolgte unter Einstellung folgender Parametbeffidki-Messzeit: 3.0 s, ma-
ximaler Nulleffekt: 100 rlu/s, verzogerte letzte Injektion pro Messung: LMesszeit: 3.0 s. Jeweils 20
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ul der zentrifugierten und nun aufgetauten Proben wurden in ein Kuffsbétichen pipettiert und im
Luminometer platziert. Das Gerat fugte automatisch ADDuciferase Assay Reagenz zu jeder Probe
hinzu und fuhrte die Messung der Lichtemission durch. Die in rlu gemesa&age waren proportional
zur Luciferasemenge in der Probe.

Dieser Versuch wurde mehrfach durchgefiihrt. Es gab einen \furely den Hauptversuch und einen
Zusatzversuch. Die gegebene Beschreibung ist die des Hauptverdet den anderen wurde aber die
Anzahl der Versuchsansatze sowie die eingesetzten m.o.i. variiert. #ies@timmt der Ablauf Uberein.

Um die Luciferasekonzentration in pg/ml zu erhalten, was nétig war, um sidanProteinkonzen-
tration in Beziehung zu setzen, wurde der Wert der Lichtemission in rlu mithitier &ormel umge-
rechnet. Diese Formel war in unserem Labor vor einiger Zeit an dehmiautieser Arbeit verwendeten
Luminometer auf der Basis einer Messreihe bekannter Luciferasekivatzenen erstellt worden, die
graphisch gegen die gemessenen Lichtemissionen aufgetragen wiadeaus ergab sich ein Verhaltnis
zwischen Lichtemissioh(rlu) und Luciferasekonzentratian(pg/ml), welches durch die Formel

¢ = (0.0017 1)00%2

ausgedrickt wird. Durch Einsetzen des gemessenen Emissionswhigétsean die Luciferasekon-
zentration in pg/ml. Diese wurde im Rahmen der Auswertung in Bezug zurifkotezentration gesetzt.

3.5.5 Humaner Interleukin-12-Assay (Ad.3r-hsclL-12)

In diesem Versuch wurde die Transduzierbarkeit der Zelllinie NCI842® dem von Herrn H. Wulff
zur Verfigung gestellten Adenovirus Ad.3r-hsclL-12 getestet.

Fir den Versuch wurden zunéachst die Virusverdiinnungen vonrAd@L-12 angesetzt, so dass
Viruskonzentrationen im Verhaltnis von 0,1 bis 1000 m.o.i. vorlagen. Esewirdeiner 96-Well-Platte
500.000 Zellen der Linie NCI-H295 pro Well enthalten in J0RRPMI ausgesat. Jeweils 6 Wells wurden
mit 145 ul der gleichen viralen m.o.i. versehen, so dass jedes Well 500.000 Zellereim &esamtvo-
lumen von 25Qul bestiickt mit der jeweiligen Anzahl an Viruspartikeln enthielt. Die Halfte delien,
d.h. 3 Wells pro Verdiinnungsstufe, waren seit der letzten Passage saitzZton 2.9 Doxycyclin
pro ml Medium kultiviert worden. Diese Anséatze wurden nun fir 1 h B8C3inkubiert und anschlie-
Rend der Inhalt jedes Wells in ein Reaktionsgefald Uberfuhrt. Es folgéeZaintrifugation fir 5 min
bei 2500 rpm. Der Uberstand wurde anschlieRend abgesaugt undrfen. Die Zellpellets wurden in
500 ul FCS-freiem Medium resuspendiert und in die Wells zweier 24-Well-Plaitmrfihrt. Zu der
Halfte der Zellen, die auch vorher schon mit Doxycyclin kultiviert woreear, wurde 2ug Doxycyclin
pro ml Medium hinzugefugt, um die IL-12 Produktion zu hemmen. Die Zellerden fir 24 h bei 37C
inkubiert. Nach dieser Zeit wurden die Uberstande aller 36 Wells in Reakfésale liberfiihrt und diese
fir 10 min bei 13.000 rpm zentrifugiert, um Zellreste zu entfernen. VosetidJberstanden wurden nun
wieder Aliquots abgenommen und bis zur weiteren Analyse eingefroren.

Um die IL-12 Konzentration in den Uberstanden der transduzierten Zellemessen, wurde der
IL-12-ELISA (BD OptEIA Set Human IL-12 (p70)) durchgeftihrt. D&l wurde den Anweisungen des
Herstellers gefolgt, die denen des im Absatz 3.5.1 beschriebenen murii@rHLISAs entsprachen.
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3.6 Bioaktivitatsanalyse von Interleukin-12 im Interferon-y-Bioassay

In diesem Versuch wurde die Fahigkeit des von Y1-Zellen produziértd2 getestet, murine Lympho-
zyten zur IFN< Produktion zu stimulieren, was einer seiner wichtigsten Funktionen in vivpects.

Vor der Gewinnung der Lymphozyten wurde eine Zellkulturflasche mit AntissedCD3 Antikorpern
beschichtet. Dafir wurden zunéachst 5a9des lypholisierten Antikdrpers in 1 ml PBS aufgenommen.
100! dieser Losung wurden mit 4,9 ml PBS verdunnt. Diese 5 ml wurden ansehtiefif den Boden
einer 75 cm Zellkulturflasche pipettiert und fiir 2 h bei Raumtemperatur inkubiert. Inedigsit wurde
eine Mausemilz zur Gewinnung der Lymphozyten prapariert. Zunachstenain Kulturmedium fr die
Lymphozyten angesetzt, das sich wie folgt zusammensetzte:

RPMI 1640 500 ml
100 Units/ml  Penicillin (=2,5 ml/500 ml)
100 ug/ml Streptomycin (=2,5 miI/500 ml)
2mM L-Glutamin (=5 ml/500 ml)
10% FCS (=50 mI/500 ml)
50uM 2-Mercaptoethanol (=ca. 2/500 ml)

In eine 100 mm Petrischale wurden 10 ml dieses Mediums gegeben und efireg sogefertigte
Nytextasche in die Schale gelegt. Es wurden 2 weitere Schalen mit PBS deiftélt. weiblichen ca.
14 Wochen alten NMRI-Maus (Charles River Laboratories) wurde die Bhtnommen, diese in die
erste Schale mit PBS uberfuhrt, unter die Cleanbench gebracht ungdedeaaschen. Alle weiteren Ar-
beiten erfolgten unter sterilen Bedingungen. Anschliel3end wurde die Miie mweite mit PBS gefillte
Schale Uberfiihrt und dort ebenfalls gewaschen. Nun wurde sie mé éliier stumpfen Pinzette in die
Nytextasche in Lymphozytenkulturmedium gelegt. Die Milz wurde mit einer spizerette durch das
Netz hindurch kraftig perforiert. AnschlieRend wurden mit einer stumpfarette wiederholt die Zellen
aus der Milz hinaus in die Petrischale gestrichen bis nur noch die glasigeaddekin der Nytextasche
lag. Das Netz wurde noch mehrmals gespult und dann die ZellsuspensionRaleontube Uberfihrt,
das mit Medium auf 15 ml aufgeftllt wurde.

Im nachsten Schritt mussten die in der Suspension enthaltenen Erytirdzsitrt werden. Dazu
konnte schon am Vortag der Gey's Lysepuffer angesetzt wer@ersjch wie folgt zusammensetzte:

7ml dHy0

2ml Losung A: 17,59 NKHCI
0,925 g KClI
0,375 g NgHPO,*2 H,0
0,0595 g KK POy unhydriert
2,5 g Glukose
0,025 g Phenol Rot
Aqua dest. auf 500 ml
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0,5ml Losung B: 0,42 g MgGF6H,0
0,14 g MgSQ*7H,0
0,26 g CaGj unhydriert
Aqua dest. auf 100 ml

0,5ml Loésung C: 2,25 g NaHCP
Aqua dest. auf 100 ml

Nach dem Ansetzen mussten Losungen A, B und C sterilfiltriert werderz War der Anwendung
wurden die Komponenten zusammengegeben. Die Milzzellsuspension $urdie bei 1000 rpm zen-
trifugiert und das Pellet in 1 ml PBS resuspendiert. Nun wurden 10 mlsGeyffer dazugegeben und
5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Es folgte eine Zentrifugation flr 6 min mit 100 Das Pellet
wurde anschlieRend in 0,2 ml PBS resuspendiert und mit 14,8 ml Kulturmeditgeféllt. Es folgte
eine Zellzahlbestimmung, auf deren Basis 20 ml einer Zellsuspensioh, &it 108 zellen/ml in ei-
nem 50 ml Falcontube angesetzt wurden. Der mit CD3-Antikérpern dgeken Zellkulturflasche, die
inzwischen 2 h Inkubation hinter sich hatte, wurde das Medium entnommediese zweimal mit je
10 ml PBS gewaschen. Es wurden die 20 ml Lymphozytenldsung in die Elasoéttiert und zur Sti-
mulation der Zellen Jug/ml lonomycin sowies x 10~°M TPA hinzugefiigt. Die ideale Konzentration
der Stimulantien war den Erfahrungen unserer Arbeitsgruppe auseandestreihen folgend in einem
Vorversuch mit Lymphozyten ausgetestet worden. Es folgte eine Itikniféir 18 h bei 37C.

Vor der Ernte der Lymphozyten nach dieser Zeit wurden die Ansatzdeitirfolgenden Bioassay
vorbereitet. Es wurden in einer 96-Well-Platte alle bendtigten Wells mit/3mphozytenkulturmedi-
um bestlckt. Dann wurden 28 der zu testenden IL-12 haltigen Proben, welche aus dem im Abschnitt
3.5.1 beschriebenen Versuch stammten, und Negativkontrollen in jedelsibi¢eilpipettiert und die Plat-
te auf Eis gelegt. Es wurden also Uberstande von Y1-Zellen verwendiehezuvor mit den folgenden
m.o.i. von Ad.3r-msclL-12 transduziert worden waren: 0-0,1-1-10-1000 m.o.i. Als Negativkontrolle
diente reines Lymphozytenkulturmedium. Pro m.o.i. lagen 6 Ansatze vor, 3 dasoUberstanden von
mit Doxycyclin behandelten Zellen und 3 aus tetracyclinfreien Anséatzen.viNude die Lymphozyten-
kultur in ein 50 ml Falcontube Uberfihrt und 6 min bei 1500 rpm zentrifagias Pellet wurde in 0,2 ml
PBS vorsichtig resuspendiert und mit weiteren 5 ml PBS aufgefillt. Es feigeezweite Zentrifugation.
Der Waschschritt wurde nochmals wiederholt. AnschlieRend wurde eléet i 3 ml Kulturmedium
resuspendiert und es fand eine Zellzahlbestimmung statt, auf derenl&yemine Zellsuspension mit
0,8 x 108 Zellen/ml hergestellt wurde. In jedes Well der 96-Well-Platte wurdepiSfleser Lymphozy-
tensuspension pipettiert (entsprechend 40 000 Zellen), so dass gdechsansatz am Schluss 145
enthielt (50u! Lymphozytenkulturmedium, 50/ Lymphozytensuspension und g2bzu testende Probe).
Die Inkubationsdauer betrug nun 24 h be?G7

Am nachsten Tag fand die Ernte der IFNsaltigen Uberstande statt. Dazu wurden zuerst die Wells
einer neuen 96-Well-Platte mit jeweils R0PBS bestiickt. Es wurden %0 jedes Uberstandes vorsichtig
hinzupipettiert. Diese nun 1:1 verdinnten Proben konnten beiG-&fit Parafilm verschlossen bis zur
weiteren Analyse eingefroren werden.

Der IFN-y Gehalt der Proben wurde mit Hilfe eines IFNELISAs bestimmt (BD OptEIA Set Mou-
se IFN<y), welcher nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt wurde.if€ibeispielhafte Beschrei-
bung der Durchfiihrung eines ELISAs siehe Abschnitt 3.5.1.
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3.7 Proteinquantifizierung

Dieser Versuch diente der Quantifizierung des Gesamtproteins der ZeltiesaProben des Luciferase-
Assays, welcher im Abschnitt 3.5.4 beschrieben wurde. So entstandddjéckkeit die Luciferasemen-
ge in Relation zum Gesamtprotein zu setzen, was die Aussagekraft derseshs erhohte.

Zur Messung des Gesamtproteingehalts wurde der BCA Protein Ass&jrofer Pierce verwendet.
Zunachst wurde eine Standardreihe vorbereitet, indem aus eineaBtatutklosung der Konzentrati-
on 2 mg/ml Verdiinnungen von 500-250-125-50¢4pProtein pro ml hergestellt wurden. Als Verdin-
nungslosung diente Aqua dest. Nachdem die Proben aus dem Lueifesaay, wie oben beschrieben,
unaufgetaut fur 10 min bei 13.000 rpm zentrifugiert worden warensteasinige der Proben mit Aqua
dest. verdinnt werden, um innerhalb der Standardkurve zu liegerdbdiinnung wurde bei der spa-
teren Auswertung berticksichtigt. Nun wurde das Assay Reagenzeausitigelieferten Losungen A
und B im Verhaltnis 50:1 hergestellt. Dieses diente auch als Leerwert. J&Qgilsjeder Probe wur-
de mit 1 ml Assay Reagenz gemischt und 30 min be&iGhkubiert. Nachdem die Proben wieder
abgekuhlt waren, erfolgte die photometrische Messung mit Bestimmung tiekfiton bei einer Wel-
lenlange vom\=562 nm mit dem Photometer Smart Spec 3000. Die Berechnung der dektioxiEm
entsprechenden Proteinkonzentrationemdml erfolgte anhand der durch die Standardkurve festge-
legten Standardformel automatisch durch das Gerat. Nun konnten die iferase-Assay bestimmten
Luciferasekonzentrationen zum Gesamtprotein in Relation gesetzt wirdeiferasekonzentration in
pg pro ml/Gesamtproteinkonzentrationyin pro ml). Auf diese Weise kamen fir jeden Versuchsansatz
mit Ad.3r-luc drei graphische Auswertungen mit unterschiedlichen Otelirdnheiten zustande: die rei-
ne Luciferaseaktivitat gemessen in rlu, die Luciferasekonzentratiog/mlgerrechnet mit Hilfe einer
Standardformel (siehe Abschnitt 3.5.4) sowie die Luciferasekonzemtiaezogen auf die Gesamtpro-
teinkonzentration in pg/mg entsprechend der in diesem Abschnitt beseheieborgehensweise.
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Ergebnisse

In diesem Kapitel werden die Ergebnisse der in vitro Studien mit der murhemakortikalen Zelllinie
Y1 und der humanen adrenokortikalen Zelllinie NCI-H295 vorgestellt, die denaviralen Vektoren
des 3r-Systems transduziert wurden. Beide Zelllinien wurden auf ilres@iuzierbarkeit, eine m.o.i. ab-
hangige Transgenexpression und eine Supprimierbarkeit durchrditsofikum Doxycyclin untersucht.

4.1 Ergebnisse mit murinen Nebennierenkarzinomzellen

Zunéachst wurde die murine adrenokortikale Zelllinie Y1 mit dem Vektor Ath8clL-12 transduziert
und die IL-12 Produktion sowie ihre Supprimierbarkeit durch Doxycyefimittelt. Diese Daten wurden
mit der humanen Kolonkarzinomzelllinie HT29 verglichen. Das produzieri#2lwurde hinsichtlich

seiner Bioaktivitat analysiert. Als nachstes wurde der Vektor Ad.3r-t8lzur Transduktion von Y1-
und HT29-Zellen verwendet und die Transduktionseffizienz vergtiche

4.1.1 Analyse der Transduzierbarkeit von Y1-Zellen mit Ad.3-msclL-12

Es sollte die Transduzierbarkeit der adrenokortikalen Zelllinie Y1 dueshAbenovirus Ad.3r-msclL-
12, die m.o.i. abhangige IL-12 Produktion und die Supprimierbarkeit dansbenexpression durch
Doxycyclin getestet werden.

Dazu wurden Y1-Zellen in 12-Well-Platten zu jeweils 350.000 Zellen pro Welumtgrschiedlichen
Viruskonzentrationen von Ad.3r-msclL-12 von 0,1 bis 1000 m.o.i. fur 1iBBEC inkubiert. Nach dieser
Zeit wurde der virushaltige Uberstand entfernt und durch 1 ml frisbhegium +/- Doxycyclin ersetzt.
Es erfolgte eine Inkubation flr 48 h bei<q7, in der die virustransduzierten Zellen IL-12 produzierten.
Dieses wurde mithilfe eines IL-12-ELISAs aus den gewonnenen Ubeistzbestimmt. Mit Hilfe einer
Standardkurve und der daraus abgeleiteten Standardgleichungrkanstden Extinktionen der Proben-
werte, welche innerhalb des Standards lagen, die entsprechend@Kbnzentrationen errechnet und
graphisch ausgewertet werden.

Das Ergebnis ist Abbildung 4.1 zu entnehmen. In der Graphik 4.1(a) ssttzen, dass die IL-12 Kon-
zentration in den Uberstanden von Y1-Zellen mit der eingesetzten m.o.i. zunireml@ximalwert fiir
1000 m.o.i. liegt im Bereich von 170pg/ml und damit um mehr als finf Zehnerpotenzen hoher als der
Nullwert. Es kann infolgedessen festgestellt werden, dass Y1-Zellediesiém Vektor als Stellvertreter
des 3r-Systems transduzierbar sind und eine dosisabhangige Ileda@kEon zeigen. Der Graphik ist
auch zu entnehmen, dass die Transgenexpression durch Doxy@glilierbar ist. In den Proben mit
Zusatz von 2ug Doxycyclin pro ml Medium ist die IL-12 Produktion deutlich inhibiert. Der $ugs-
sionsfaktor lasst sich durch einfache Division der Werte ohne und miy®&elin errechnen (s. dazu
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(a) Graphische Darstellung der IL-12 Produktion

m.o.i. | IL-12 ohne DC(a) | IL-12 mit DC (b) | Suppressiolta/b)
1000 12105510,92 42587,98 284,25
100 84869,35 1910,64 44,42
10 3011,71 119,47 25,21
1 204,91 51,02 4,02
0,1 89,32 53,58 1,67

(b) Kalkulation des Suppressionsfaktors der IL-12 Produktion dDakycyclin

Abbildung 4.1: IL-12 Produktion von mit Ad.3r-msclL-12 transduzierten Y1-Zellen +/- Doxycyclin

Abbildung 4.1(b)). Bei 1000 m.o.i. ist sie um den Faktor 284 niedrigeretiaspricht einer Abnahme
um 99,6%. Bei 100 m.o.i. sind es 98% (Faktor 44), bei 10 m.o.i. 96% (Faklprb2b1l m.o.i. 75%
(Faktor 4) und bei 0,1 m.o.i. immer noch 40% (Faktor 2). Das fasst die Whiede, die aufgrund der
logarithmischen Darstellung nicht spektakular aussehen, in imposantenZahle

Y1-Zellen sind demnach durch Ad.3r-mscIL-12 transduzierbar, mieden dosisabhangig IL-12
und sind durch Doxycyclin in ihrer Produktion regulierbar.

4.1.2 \Vergleich der Interleukin-12 Produktion von Y1-Zellen mit HT29-Zellen

In diesem Versuchsteil wurde die IL-12 Produktion der humanen Kolaim@mzelllinie HT29 nach
Transduktion mit Ad.3r-msclL-12 gemessen, um sie mit der von Y1-Zelleremyleichen.

Dazu wurden 300.000 Zellen pro Well in 24-Well-Platten mit Virusverdtigeumnvon Ad.3r-msclL-
12 von 0,1 bis 100 m.o.i. fiir 1 h bei 3C inkubiert. Nach Entfernung der virushaltigen Uberstande folgte
eine Inkubation der Zellen in 1 ml frischen Mediums mit und ohne Doxycyclit&ih. Die Uberstan-
de wurden nach dieser Zeit geerntet und der IL-12 Gehalt mithilfe ein@24ELISAs bestimmt. Die
Auswertung erfolgte auf Grundlage der ermittelten Standardgleichung.

In der graphischen Auswertung der Abbildung 4.2(a) ist ein dosisaiér Anstieg der IL-12 Kon-
zentration in den Uberstanden von HT29-Zellen sichtbar. Der Maximafiuet 00 m.o.i. liegt bei etwa
5 x 107 pg/ml und damit um sechs Zehnerpotenzen héher als der Nullwert. \rglean ihn mit
der IL-12 Konzentration in den Uberstanden von Y1-Zellen bei Trakisoh mit 100 m.o.i., die bei
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(a) Graphische Darstellung der IL-12 Produktion

m.o.i. | IL-12 ohne DC(a) | IL-12 mit DC (b) | Suppressiotta,/b)

100 52954003,06 2425397,95 21,83
10 35485126,25 34440,02 1030,35
1 1076734,96 1087,64 989,97
0,1 43859,21 115,24 380,59

(b) Kalkulation des Suppressionsfaktors der IL-12 Produktion dDakycyclin

Abbildung 4.2: IL-12 Produktion von mit Ad.3r-msclL-12 transduzierten HT29-Zellen +/- Doxycyclin

ca.8 x 104 pg/ml liegt, kommt eine Differenz von drei Zehnerpotenzen zum Trag#erdings ist zu
bertcksichtigen, dass diese Zahlen nicht direkt vergleichbar sirdleda.o.i. zwar gleich waren, nicht
jedoch die ausgesate Zellzahl. In 1 ml Medium der 350.000 Y1-Zellen videehéhere IL-12 Konzen-
tration zu erwarten gewesen als in 1 ml HT29-Medium von 300.000 ZellelmeDat der Unterschied
von drei Zehnerpotenzen noch eher als zu gering bemessen agzugéditerhin ist in der Graphik die
Regulierbarkeit der IL-12 Expression von HT29-Zellen zu erkenBem 100 m.o.i. ist die IL-12 Kon-
zentration in den Proben mit Doxycyclin um den Faktor 22 niedriger als daseAntibiotikum, was
einer Abnahme um 95% entspricht. Bei 10 m.o.i. sind es 99,9% (Faktor 18&i0), m.o.i. ebenfalls
99,9% (Faktor 990) und bei 0,1 m.o.i. 99,7% (Faktor 381) (s. Abbildundo¥).2Die Supprimierung
durch Doxycyclin ist also als noch starker einzustufen als bei Y1-Zellen

Auffallend an der Graphik ist ferner ein Plateau, das sich bei den Weote 10 bzw. 100 m.o.i. ohne
Doxycyclin zeigt. Es findet trotz héherer Virusmenge kein nennenswéngtieg der IL-12 Produktion
statt. Dagegen steigt der Wert mit Doxycyclin weiter an. Dieses Phanomnsrsiéls durch einen Satti-
gungseffekt erklaren. Die HT29-Zellen erreichen bei 100 m.o.i. inremmele Produktionskapazitat. Da
durch Doxycyclin die Expression des IL-12 Gens gesenkt wird, istrtdeh nicht die maximal mdgliche
Zytokinproduktion erreicht und IL-12 wird in den Uberstand ausgiessi. Fir noch hohere m.o.i. ware
eine weitere Annaherung beider Saulen zu erwarten, die dann auf Bliveau verharren wirden. Bei
den Y1-Zellen tritt dieser Effekt auch bei der m.o.i. von 1000 nicht aaf weigt, dass ihre maximale
Produktionskapazitat nicht erreicht ist und sie durch héhere m.o.i.idalar Lage waren mehr IL-12 zu
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Abbildung 4.3: Interferon-v Produktion von mit IL-12 stimulierten murinen Lymphozyten

sezernieren. Das ist in Anbetracht ihrer im Vergleich zu HT29-Zellelgeiengeren Transgenexpression
bei gleicher m.o.i. nicht Gberraschend.

Es ist zusammenfassend festzustellen, dass Y1-Zellen nach Transduwitidd.3r-msclL-12 we-
niger IL-12 produzieren und eine geringere Suppression durcly@ohkn zeigen als HT29-Zellen.
Bei Verwendung hoherer Virusmengen besteht hinsichtlich der preden IL-12 Menge jedoch wahr-
scheinlich noch Kapazitat nach oben.

4.1.3 Analyse der Bioaktivitat des produzierten Interleukin-12

Im Bioassay wurde die Fahigkeit des durch mit Ad.3r-msclL-12 tranisdezY1-Zellen produzierten
IL-12 getestet, die IFNy Produktion von murinen Lymphozyten zu stimulieren. Dies geschieht durch
Bindung des Zytokins an seinen Rezeptor auf den Zellen, wodurch gnalkaskade in Gang gesetzt
wird, die im Zellkern die Transkription des IFNGens fordert. Es steht stellvertretend fir andere in vivo
Effekte von IL-12 und soll beweisen, dass durch den Vektor Ad.3rHm%2 transduzierte Y1-Zellen
biologisch aktives IL-12 produzieren.

Murine Lymphozyten wurden aus einer Mausemilz gewonnen und in Kultuaght. Die Lympho-
zyten wurden in ihrem Wachstum fiir 18 h migd/ml lonomycin sowies x 10~5M TPA stimuliert. Im
eigentlichen Versuchsansatz wurden jeweils 40.000 Zellen myitl Medium aus den Uberstanden von
mit unterschiedlichen m.o.i. von Ad.3r-msclL-12 stimulierten Y1-Zellen zusamiine24 h inkubiert.
Pro m.o.i. gab es drei Ansatze aus Proben mit und drei ohne Doxycycatinnd@chsten Tag fand die
Ernte der Uberstéande statt, aus denen die Bestimmung des (B&halts mithilfe eines IFN-ELISAs
durchgefuhrt wurde. Die graphische Auswertung dieser Daten isbldung 4.3 zu sehen.

Es wird ein dosisabhangiger Anstieg der IFNkonzentration in den Uberstanden von murinen Lym-
phozyten deutlich. Mehr IL-12 fihrt zu einer hdheren IFNrroduktion. Zwischen 0 und 1000 m.o.i. ist
ein Anstieg um ca. eine Zehnerpotenz zu verzeichnen. Deutlich wird dash die Proben, in denen der
IL-12 Gehalt aufgrund des Abschaltens durch Doxycyclin niedrigeelsenfalls eine niedrigere IFN-
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Antwort bewirken. Zu erwahnen ist weiterhin, dass in der Graphik ettigb@igseffekt deutlich wird.
Der Anstieg der IFNy Produktion ist besonders stark zwischen 1 und 10 m.o.i., dagegen abehew
100 und 1000 m.o.i. nur gering. Ferner ist kaum ein Unterschied zwistgrdProbe mit und ohne Doxy-
cyclin zu erkennen. Das lasst sich dadurch erklaren, dass die Lyayiigimoschon bei 100 m.o.i. beinahe
maximal stimuliert sind und eine hdhere Menge an IL-12 kaum eine weitere Stiomulzewirkt, so
dass sich die Saulen annahern. Lagen Werte in geringeren Intervaleshen 10 und 1000 m.o.i. vor,
konnte dieser Effekt noch genauer verfolgt werden.

Es wurde in diesem Versuch deutlich, dass das IL-12, das durch mit-Ag@L-12 transduzierte
Y1-Zellen produziert wurde, in der Lage ist eine dosisabhéngige Stimuladiomurinen Lymphozyten
herbeizuflhren.

4.1.4 Analyse der Transduzierbarkeit von Y1-Zellen mit Ad.3-mlIL-18

Interleukin-18 ist ein weiteres Zytokin, das antitumorale Wirkungen besiidtviele seiner Effekte in
Synergie mit IL-12 ausubt. Es wurde in unserem Labor als Transgem dem gleichen Promotor in
das gleiche Adenovirus eingebracht, das auch als Vektor fur IL-I#.die diesem Versuchsteil sollte
Uberprift werden, ob Y1-Zellen mit dem IL-18 Vektor zu transduziesind und das Transgen durch
Doxycyclin regulierbar exprimieren.

Y1-Zellen wurden zu 300.000 Zellen pro Well auf 12-Well-Platten mit Viruduanungen des Ade-
novirus Ad.3r-mIL-18 von 10 bis 10.000 m.o.i. transduziert. Bei der Haléte Ahsatze wurden 2g
Doxycyclin pro ml Medium hinzugefligt. Die Ansatze wurden fir 1 h béi@mkubiert. Nach dieser
Zeit wurde der virushaltige Uberstand griindlich abgesaugt und dunshtetracyclinfreies Komplett-
medium +/- Doxycyclin ersetzt. Es folgte eine Inkubation fiir 48 h. Ansckhel3vurden die Uberstande
geerntet und aus ihnen die IL-18 Konzentration mithilfe eines IL-18-BkIBestimmt. Die Auswertung
ist Abbildung 4.4 zu entnehmen.

Abbildung 4.4(a) zeigt ein deutlich anderes Bild im Vergleich zur IL-12 Bktidn nach Transduk-
tion von Y1-Zellen mit Ad.3r-msclL-12. Erst bei 10.000 m.o.i. ist ein eindeutiyastieg der IL-18
Konzentration im Uberstand auf 800 pg/ml zu verzeichnen. Es handelusiceine Zunahme um et-
wa den Faktor 30 bezogen auf 0 m.o.i. Eine Supprimierung durch Doxydyelider hochsten m.o.i.
ist klar ersichtlich. Sie entspricht einer Abnahme um 92%, bzw. FaktoB&B1000 m.o.i. betragt die
Suppression noch 59,8% (Faktor 2), bei 100 m.o.i. 38,1% (Faktor 2),Comi.o.i. 33,0% (Faktor 2) (s.
Abbildung 4.4(b)). Es ist ganz deutlich, dass dieser Vektor trotz gleidhmotor und gleichem Virus
in Y1-Zellen sehr viel weniger effektiv ist als Ad.3r-msclL-12. Bei D0M.o.i., welches die hochste
getestete Virusmenge im Versuch mit Ad.3r-msclL-12 war (siehe Abschhitt4 konnten bereits hohe
Zytokinkonzentrationen im Uberstand festgestellt werden, wohingegead8t-mIL-18 kein eindeuti-
ger Anstieg zu verzeichnen ist. Uber einen Anstieg der IL-18 Konzeémtien bei noch héheren m.o.i.
lasst sich spekulieren, der Verbrauch an Adenoviren ware jedoch isnumehin vivo sind so hohe m.o.i.
nicht praktikabel.

Esist festzustellen, dass Ad.3r-msclL-18 Y1-Zellen transduzierem, kise IL-18 produzieren und
durch Doxycyclin supprimierbar sind. Der Effekt ist jedoch nur beeelmohen m.o.i. erkennbar, so dass
der Vektor im Vergleich zu Ad.3r-msclL-12 ineffizienter ist.
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(a) Graphische Darstellung der IL-18 Produktion

m.o.i. | IL-18 ohne DC(a) | IL-18 mit DC (b) | Suppressiotta,/b)

10000 811,14 61,24 13,25
1000 32,75 13,16 2,49
100 23,26 14,39 1,62
10 26,94 18,06 1,49

(b) Kalkulation des Suppressionsfaktors der IL-18 Produktion dDakycyclin

Abbildung 4.4: IL-18 Produktion von mit Ad.3r-mIL-18 transduzierten Y1-Zellen +/- Doxycyclin

4.1.5 \Vergleich der Interleukin-18 Produktion von Y1-Zellen mit HT29-Zellen

Besonders aufgrund der Daten der Transduktion von Y1-Zellen mitrAdlB-18 ist ein Vergleich mit
einer anderen Zelllinie interessant, um Hinweise zu erhalten, ob die sthiEreimsduktionseffizienz auf
die Zelllinie oder den Vektor zuriickzufuhren ist. Dazu wurden in Analagien oben beschriebenen
Versuch mit Ad.3r-msclL-12 HT29-Zellen verwendet.

Sie wurden ebenfalls zu 300.000 Zellen pro Well auf 12-Well-Platten mit viamEinnungen des
Adenovirus Ad.3r-mIL-18 von 10 bis 10.000 m.o.i. transduziert, wobei diitel der Wells mit Doxy-
cyclin versetzt wurde. Nach Inkubation furr 1 h beP8Avurde der Uberstand abgesaugt und durch 1 ml
frisches Medium +/- Doxycyclin ersetzt. Wahrend der Inkubation filh4®llten die Zellen IL-18 pro-
duzieren, was im Nachhinein aus den Uberstanden mithilfe eines IL-18A8Lbestimmt wurde. Die
Auswertung ist in Abbildung 4.5 zu sehen.

Das Ergebnis fallt ahnlich enttduschend aus wie das der Y1-Zellenb&r&000 m.o.i. ist ein An-
stieg der IL-18 Konzentration zu verzeichnen, vorher ist kein Auagamessbar. Ein Anstieg der Trans-
genexpression zwischen 1000 und 10.000 m.o.i. ist zu sehen. Die Koatramen liegen aber noch
niedriger als die bei Y1-Zellen: sehr knapp ftr 2000 m.o.i. mit 27,6 pg/ml fle™Hund 32,8 pg/ml fur
Y1, aber deutlicher fur 10.000 m.o.i. mit 263,3 pg/ml fur HT29 und 811,1 pg/m¥fii Eine Suppri-
mierbarkeit durch Doxycyclin kann bei 1000 und 10.000 m.o.i. festgestetiien.



KAPITEL 4 Ergebnisse 48

400 @-DC

O+DC

350

300

268,25
250 -

200 -

150

IL-18 Konzentration (pg/ml)

100 -

50 m27,57
0 @0 oo @0 oo @0 oo oo oo

0 10 100 1000 10000
m.o.i.

Abbildung 4.5: IL-18 Produktion von mit Ad.3r-mIL-18 transduzierten HT29-Zellen +/- Doxycyclin

Dieses Ergebnis ist ein Hinweis darauf, dass die schlechte Transdiéfiaienz durch Ad.3r-mlL-
18 auf den Vektor selbst und nicht auf die Zelllinie zurirckzufiihreBisierhaltener Transduzierbarkeit
und Regulierbarkeit durch Doxycyclin ist die Effizienz zelllinienunalgigreutlich schlechter als die
von Ad.3r-msclL-12.

4.2 Ergebnisse mit humanen Nebennierenkarzinomzellen

Uber die Transduzierbarkeit der humanen adrenokortikalen Zelllinie &5 mit Adenoviren war
wenig bekannt. Zunachst wurde daher ein qualitativer Versuch mit dettoAd.RSVE-Gal unter-
nommen, um die Transduzierbarkeit zu testen und vergleichend die Mogda der Zellen in der H.E.
Farbung dargestellt. Im néchsten Schritt erfolgte die Transduktion ellarZmit einem Vektor des 3r-
Systems. Dazu wurde Ad.3r-luc gewahlt, der das Transgen Lucifergsaniert. Nach einem weniger
umfangreichen Vorversuch folgte der Hauptversuch mit mehreren m.o.inaiokine Doxycyclin und
ein kleinerer Nachversuch. Als letztes wurde die Transduzierbar@eiNCI-H295 Zellen mit Ad.3r-
hsclL-12 untersucht, der fir die humane Variante des Zytokins |Letiekt.

4.2.1 Analyse der Transduzierbarkeit von NCI-H295-Zellen nit Ad.RSV-3-Gal

Da keine Hinweise zu finden waren, ob NCI-H295-Zellen schon jematdégegich mit einem Adenovi-
rus transduziert worden waren, wurde zunachst ein Reporteggereudet, um eine qualitative Aussage
Uber die Transduzierbarkeit der Zelllinie zu treffen. Es wurde dasf@ef-Galaktosidase ausgewahlt,
welches in unserer Arbeitsgruppe als Transgen eines Adenovirlisgiof-Galaktosidase spaltet das
Substrat o-Nitrophengb-D-Galaktosid (OPNG) in o-Nitrophenol und Galaktose, wodurch esreene
sichtbaren blauen Farbumschlag kommt.

Da kein Protokoll zur Farbung in Suspension wachsender Zellliniengjontarde das vorhandene
so abgewandelt, dass es auf diese Kultur anwendbar war. Dazurweudéchst 1 Mio. Zellen pro
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(@) H.E., 1:40

(b) X-Gal, 1:40

(c) X-Gal, 1:100

Abbildung 4.6: Photos von NCI-H295-Zellen gefarbt mit H.E. und nach Transduktion mit Ad.RSV-3-Gal
und X-Gal-Farbung. Digitalkamera Modell D70 von Nikon.
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Well in einer 24-Well-Platte mit 200 m.o.i. des Virus Ad.R$Wsal transduziert und fir 1 h bei 3¢
inkubiert. Das virushaltige Medium wurde entfernt und die Anséatze fiin Béi 37C inkubiert. Nach
dieser Zeit wurde die Zellsuspension in Reaktionsgefalen zentrifugidrtler Uberstand abgesaugt.
Der kritische Punkt war, die in Suspension wachsenden Zellen auf édigekttrager zu fixieren. Dazu
erfolgte zunéchst eine Resuspension inj/ARPMI. Dieses Volumen wurde auf einen Objekttrager
aufgebracht und mit Hilfe eines zweiten Objekttragers ausgestrichenZBleen wurde Zeit gegeben
anzutrocknen. AnschlieBend erfolgte eine Fixierung mit 5% Glutaraldeiye erneute Trocknung und
ein Waschvorgang mit PBS. Die Objekttrager wurden mit X-Gal-Farbe@psberschichtet und fir ca.
5 h bei 37C inkubiert. In dieser Zeit konnte die von den Zellen produzigrtealaktosidase ihr Substrat
OPNG spalten und der Farbumschlag fand statt. Um diesen festzusteltelerwvelie Objekttrager unter
dem Durchlichtmikroskop bei unterschiedlichen VergroRerungendig&iaund das Ergebnis in Form
von Photos festgehalten.

Abbildung 4.6 zeigt zwei Photos, 4.6(b) in der 40er und 4.6(c) in deed®@rgré3erung, wel-
che Ausschnitte des gesamten Objekttragers darstellen. Es sind blau nelecAedlen zu erkennen,
was bedeutet, dass NCI-H295-Zellen mit Ad.R3\5al transduzierbar sind. Dies war die Basis fur
weitere Versuche mit anderen Adenoviren und lie3 hoffen, dass ascBreSystem auf diese Zelllinie
anzuwenden ist. Einschrankend ist zu sagen, dass aufgrundtderkeine quantitativen Aussagen hin-
sichtlich der Transduktionseffizienz im Sinne eines Auszahlens traiestirzund nicht-transduzierter
Zellen durchzufiihren war, wie es vorher geplant war. Die Fixierwiglan Objekttrager war schwierig
und es ist davon auszugehen, dass wéahrend der Wasch- unddrgérge etliche Zellen verlorenge-
gangen sind. Daher lagen die Zellen bei den Photos auch eher vevwstneinander sowie in zusam-
menhangenden Klumpen, was ihrer Morphologie in Kultur entspricht. Daeleowenige Zellen nach
der Fixierung Ubrigblieben und nicht mit Sicherheit postuliert werdemteyndass transduzierte und
nicht-transduzierte Zellen zu gleichen Zahlen verlorengingen, wurfldasuvergleichende Auszahlen
verzichtet, zumal ein positives Ergebnis im Sinne der TransduzielibdekeZellen vorlag.

Vergleichend zur Morphologie der Zellen nach der X-Gal-Farbung sofite mithilfe einer Stan-
dardfarbung dargestellt werden. Es wurde die H.E. Farbung gevizielDurchfihrung erfolgte nach
gangigen Protokollen, jedoch wieder mit der Einschrankung, dassfdie @uspension wachsende Zel-
len angepasst werden mussten. Das Ergebnis ist Abbildung 4.6(a&heren. Es stellte sich unter dem
Mikroskop sehr ahnlich dar wie das Bild mit X-Gal. Die Zellen lagen weit vergtund in Klumpen.
Die Klumpenbildung ist sehr typisch fir diese Zellen. Ferner sind schogrdigen Zellkerne maligner
Zellen mit hoher Kern-Plasma-Relation zu erkennen. Insgesamt stimmte dersach positiv fir die
weiteren Arbeiten mit der Zelllinie NCI-H295.

4.2.2 Analyse der Transduzierbarkeit von NCI-H295-Zellen nit Ad.3r-luc

Nach den ermutigenden qualitativen Ergebnissen der NCI-H295-Zellliniein@in adenoviralen Vektor
sollte nun ein Vertreter des 3r-Systems getestet werden: Ad.3r-luc pEnmegrt das haufig verwende-
te Reportergen Luciferase, das naturlicherweise in Glihwirmchemchtléfern und Leuchtbakterien
vorkommt und Luciferin unter Lichtemission zu Oxyluciferin und £@ecarboxyliert, was im Lumino-
meter in Form von Lichtemission, gemessen in relativen Lichteinheiten (rkiydstellt werden kann.
Fir den Versuch wurden in einer 96-Well-Platte 500.000 Zellen pro Wetiesiit und verschiedene
m.o.i. des Virus Ad.3r-luc hinzugefiigt. Die Ansatze wurden fur 1 h bé&{C3inkubiert. Anschlie3end
wurde das virushaltige Medium enfernt und die Zellen mit frischem MediubdVell-Platten fir 24 h
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Abbildung 4.7: Vorversuch: Luciferaseproduktion von mit Ad.3r-luc transduzierten NCI-H295-Zellen
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Abbildung 4.8: Hauptversuch: Luciferaseproduktion von mit Ad.3r-luc transduzierten NCI-H295-Zellen

+/- Doxycyclin
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bei 37C inkubiert. Nach dieser Zeit wurden die Zellen geerntet und in 1x CCufePlysiert, was zur
Freisetzung des Luciferaseenzyms fuhrte. Aus den Zelllysaten wigdeiciferase als Lichtemission in
Form von rlu sowie das Gesamtprotein bestimmt. Aus der Lichtemission konnte nmefhigieFormel die
Luciferasekonzentration in pg/ml errechnet werden. Diese wurdes@ram Labor an dem auch in dieser
Arbeit verwendeten Luminometer auf der Basis einer Messreihe bekdnntgerasekonzentrationen
erstellt, die graphisch gegen die gemessenen Lichtemissionen aufgetragim. Daraus ergab sich
ein Verhéltnis zwischen Lichtemissiérund Luciferasekonzentratian welches durch die Formel

¢ = (0.0017 1)1-0022

ausgedrickt wird. Durch Einsetzen des gemessenen Emissionswhigéisnean die Luciferasekon-
zentration in pg/ml. Diese wurde in einem weiteren Schritt in Bezug zur Pratehektration gesetzt
(Luciferasekonzentration in pg pro ml / Gesamtproteinkonzentratigty ioro ml), welche aus den glei-
chen Zelllysaten mithilfe des BCA Protein Assays der Firma Pierce bestimmt whudeliese Weise
kamen fir jeden Versuchsansatz mit Ad.3r-luc drei graphische Atismggrn mit unterschiedlichen Or-
dinateneinheiten zustande: die reine Luciferaseaktivitat gemessen dmerluiciferasekonzentration in
pa/ml errechnet mithilfe der Formel sowie die Luciferasekonzentrationd®mr auf die Gesamtprote-
inkonzentration in pg/mg. Durch den Bezug auf das Zellprotein konntew&udtungen ausgeglichen
werden, welche eventuell nicht durch eine erhdhte Luciferasegtiodieinzelner Zellen selbst, sondern
durch eine unterschiedliche Anzahl wirklich transduzierter Zellen zdstaam. Auf diese Weise wurde
das Ergebnis genauer.

In einem Vorversuch wurden zunéchst nur vier m.o.i. (0, 2, 20, 266)Atlenovirus Ad.3r-luc oh-
ne Zusatz von Doxycyclin verwendet, um die Transduzierbarkeit miediegirus zu testen. Das Er-
gebnis ist der Abbildung 4.7 zu entnehmen. Abbildung 4.7(a) zeigt die Wigsder rlus. Es wird ein
dosisabhangiger Anstieg der Lichtemission in Abhangigkeit zur verwenae.o.i. deutlich. NCI-H295-
Zellen sind also mit Ad.3r-luc transduzierbar. Auch nach Umrechnung aifénasekonzentration (Ab-
bildung 4.7(b)) und Bezug auf das Gesamtprotein (Abbildung 4.7(c))tide®dErgebnis bestehen.

Daraufhin wurde der Hauptversuch mit den m.o.i. von 0/0,1/1/10/100/100Qviglgesechs Ver-
suchsansétzen durchgefiihrt, davon drei mit und drei ohne Zusa2,y Doxycyclin pro ml Medium.
Das Ergebnis der graphischen Auswertung zeigt Abbildung 4.8. In dtkrGraphiken wird wiederum
ein dosisabhéngiger Anstieg von Luciferase in den transduzierten Zlghich. Zuséatzlich ist festzu-
stellen, dass dieser durch Doxycyclin supprimierbar ist: Bei 1000 m.o.i.emFdktor 61, was einer
Abnahme von 98,4% entspricht. Bei 100 m.o.i. sind es 99,0% (Faktor 96),0bei.0.i. 99,3% (Fak-
tor 140), bei 1 m.o.i. 99,3% (Faktor 136) und bei 0,1 m.o.i. 99,0% (Faktor (03uch Tabelle 4.1).
Was allerdings verwunderte, war die hohe Luciferasebildung in deatNé&gntrolle, die ebenfalls durch
Doxycyclin supprimierbar war. Das war ein eindeutiger Hinweis auf einet&mination der Nullprobe
mit Ad.3r-luc. Da die gewonnenen Daten ansonsten aber sehr austtigekind, wurden sie trotzdem
in diese Dissertation aufgenommen.

Um zu beweisen, dass es sich bei der erhéhten Luciferase in detivkegéolle um einen Feh-
ler handelte, wurde der Versuch wiederholt, allerdings in einem kleingnefang unter Verwendung
der m.o.i. 0/0,1/1 und 10. Die beiden hdchsten Stufen wurden gespart, daleier Versuch immer
einen hohen Virusverbrauch darstellt. Ansonsten wurde in gleichee\iaésbeim Hauptversuch vorge-
gangen, mit besonderem Augenmerk auf moégliche KontaminationsquellsrEfabnis gab den Ver-
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m.o.i. | Luc/Prot ohne DGa) | Luc/Prot mit DC(b) | Suppressiofa/b)
1000 1227356,81 20185,59 60,80
100 222940,84 2314,15 96,34
10 17333,17 124,02 139,76
1 1333,49 9,78 136,35
0,1 88,36 0,86 102,74

Tabelle 4.1: Kalkulation des Suppressionsfaktors der Luciferaseproduktion durch Doxycyclin auf Grund-
lage der Daten aus dem Hauptversuch nach Bezug auf das Gesamtprotein

mutungen recht und ist in Abbildung 4.9 zu betrachten. Der Nullwert f&llitlith geringer aus und
eine Supprimierbarkeit ist innerhalb der tblichen Schwankungen &lsenfcht festzustellen. Beson-
ders hervorzuheben ist, dass die Werte fur 0,1/1 und 10 m.o.i. sowodladdiauch mit Doxycyclin im
Zusatzversuch und im Hauptversuch sehr gut Ubereinstimmen, waglmisdazu fihrte den Daten aus
dem Hauptversuch hinsichtlich ihrer Genauigkeit zu trauen.

Zusammenfassend kann aus diesen Versuchsteilen geschlossem wasséNCI-H295-Zellen durch
das Virus Ad.3r-luc transduzierbar sind, die produzierte Luciferangmeosisabhéangig ansteigt und
durch Doxycyclin zu supprimieren ist.

4.2.3 Analyse der Transduzierbarkeit von NCI-H295-Zellen nit Ad.3r-hsclL-12

Im letzten Versuchsteil mit der Zelllinie NCI-H295 sollte nun ein Vektor deS3stems getestet werden,
der das therapeutische Transgen IL-12 in seiner humanen Variamimexp Zu diesem Zweck wurden
wiederum Transduzierbarkeit, dosisabhangige Steigerung der Rrdduktion und Suppression durch
Doxycyclin evaluiert.

Dazu wurden in einer 96-Well-Platte 500.000 Zellen pro Well mit 0,1 bis 1000 ndes.Virus
Ad.3r-hsclL-12 fur 1 h bei 37C inkubiert. Anschliel3end wurde das virushaltige Medium entfernt und
die Zellen in 0,5 ml frischem Medium in 24-Well-Platten Uberfihrt. Zu der Hal&e Zellen, die auch
vorher schon mit dem Antibiotikum kultiviert worden war, wurden.@ Doxycyclin pro ml Medium
hinzugefugt, um die IL-12 Produktion zu hemmen. Alle Zellen wurden fuh2#ei 37C inkubiert.
Nach dieser Zeit wurde das Medium geerntet und mithilfe eines IL-15E&lauf die Konzentration
des Zytokins untersucht. Die Auswertung der Ergebnisse ist Abbildutyzt entnehmen.

Das Bild der Abbildung 4.10(a) ist dem aus oben beschriebenen Venssehr ahnlich. Es ist eine
m.o.i. abhangige Steigerung der IL-12 Produktion von NCI-H295-Zellesehen. Der Maximalwert
liegt bei etwas x 10° und damit um mehr als sechs Zehnerpotenzen hoher als der Nullwertrddis-T
genexpression ist durch Doxycyclin supprimierbar. Bei 1000 m.o.i. ididie? Produktion bei Zugabe
des Antibiotikums um den Faktor 72 niedriger, das entspricht einer Abnahni8,6%. Bei 100 m.o.i.
sind es 99,5% (Faktor 187), bei 10 m.o.i. 99,6% (Faktor 224), bei 1 m.o.i%®&2aktor 126) und bei
0,1 m.o.i. 96,9% (Faktor 32) (s. auch Abbildung 4.10(b)).

Das bedeutet, dass der Vektor Ad.3r-hsclL-12, der das humang &xdrimiert und damit fur die
Anwendung am Menschen geeignet ist, NCI-H295-Zellen in vitro eréadgrtransduziert, sein Transgen
dosisabhangig exprimiert und durch Doxycyclin supprimierbar ist.
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Abbildung 4.10: IL-12 Produktion von mit Ad.3r-hsclL-12 transduzierten NCI-H295-Zellen +/- Doxycy-
clin

4.2.4 Vergleich der Supprimierbarkeit in Abhangigkeit von m.o.i. und Zelllinie

Fur alle Versuche ist der Suppressionsfaktor als Mal} fir die Supphbarlezit den entsprechenden Ta-
bellen zu enthehmen. Er errechnet sich aus dem Quotient der Traxpgession ohne DC und der
Transgenexpression mit DC. Tragt man die Suppressionsfaktorem giég zugehdrigen viralen m.o.i.
auf, ergibt sich das Bild der Abbildung 4.11. Mit steigender m.o.i. und demegasend steigender
Transgenexpression, nimmt die Supprimierbarkeit zu, irgendwanictersse ein Plateau, um bei hoher
Transgenexpression wieder abzufallen. Die Graphen 4.11(a) ub).ih denen lediglich ein Anstieg
zu sehen ist, kdnnen als Ausschnitt dieses gemeinsamen Verlaufs gedadien. Bei weiterer Steige-
rung der m.o.i. ware auch hier ein Plateau und ein Abfall der Kurve zureswalrotz dieses qualitativ
sehr ahnlichen Verlaufs der Suppressionsfaktoren in Relation zur mtalieiStarke der Suppression,
d.h. der hochste erreichte Suppressionsfaktor, abhangig von Zellfidigektor. So liegt der maximale
Suppressionsfaktor fur die Luciferaseproduktion von NCI-H2@8en nach Transduktion mit Ad.3r-luc
beispielsweise bei ca. 140, fur die IL-12 Produktion von HT29-ZellaohnTransduktion mit Ad.3r-
msclL-12 jedoch bei 1030. Dies bedeutet, dass die Regulationskagaaéatm.o.i. abhangigen Verlauf
zeigt und zelllinienabhangig ist.



KAPITEL 4 Ergebnisse

57

300

» 1100
275
/ 1000 e
250 / / N\
L 225 900 /
2 / 800
< 200 /
K / .
@ 175 5 700 /
S 150 / g 600 /
o 125 / S 500
g / 2 a0
5 100 / ) ]
2 § 300 /
50 / @ 200 /
25 — 100
0 ‘ ‘ T ‘ 0 ‘ ‘ !
0,1 1 10 100 1000 0,1 1 10 100
m.o.i. m.o.l
(a) Suppression der IL-12 Produktion in Y1 (b) Suppression der IL-12 Produktion in HT29
14
13 2
12 //
11 /
S 10 /
Y 7/
2 38
s /
3 6 /
g s
@ 4 /
3
) ——
o
0 T T 1
10 100 1000 10000
m.o.l
(c) Suppression der IL-18 Produktion in Y1
140 225
130 P . /\
120
110/ 175 \\
5 100 ~C s \
g g / N
© 80 2 125
S 7 S \
§ 60 ~. g 100 \
g— 50 § 75 L]
0 40 w
30 50
2 /
25
10
0 T T T ) 0 T T T 1
0,1 1 10 100 1000 0,1 1 10 100 1000
m.o.i. m.o.i.

(d) Suppression der Luciferaseproduktion in NCI-H295

(e) Suppression der IL-12 Produktion in NCI-H295

Abbildung 4.11: Supprimierbarkeit der Transgenexpression durch Doxycyclin in Abhéangigkeit von der
m.o.i., Suppressionsfaktor als Quotient der Transgenexpression ohne DC/Transgenexpression mit DC



5

Diskussion

Die vorliegende Dissertation befasst sich mit einem experimentellen Thensgiez fir das adrenokor-
tikale Karzinom. Das ACC ist ein seltener endokriner Tumor, der aufgvondspat auftretenden Sym-
ptomen und mangelhaften Therapieoptionen eine schlechte Prognose mi-datees-Uberlebensrate
von nur 23 bis 60% hat [6]. Die Chirurgie bietet zur Zeit die Therapievial, stellt aber oftmals keine
Heilung dar. Mitotane als Medikament bei metastasiertem ACC ist eine nelkamgsreiche und hin-
sichtlich des Erfolges unzuverlassige Option. Auch Chemotherapie ustcaBRing versagen haufig. Es
besteht somit ein deutlicher Bedarf an neuen erganzenden Therap@tkéigen, die in Kombination
mit den herkdmmlichen Mitteln eine Prognoseverbesserung bewirken ikoBiree solche neue Thera-
pieoption zu erforschen war das Ziel dieser Arbeit.

5.1 Immunogentherapie von Tumoren

Forschungsergebnisse aus dem Bereich der Kanzerogendsaffersanmer neue Ansatzpunkte flir die
antitumorale Therapie. Mutationen in gesunden Zellen fihren zur Tranafiom in eine Tumorzelle,
wenn die Anzahl der Mutationen die Reparaturkapazitat der Zelle Ukggrddeirch solche genetischen
Veranderungen erlangen die Zellen Eigenschaften, welche ihre Amtenaahren. Dazu zahlen ihre
Unabhangigkeit von Wachstumssignalen, eine Resistenz gegenildestwashemmenden Einflissen,
das Ausschalten der Apoptose, eine grenzenlose Teilungsfahigkedtéldigkeit zur Induktion von An-
giogenese und die Eigenschaft zur Gewebeinvasion und Metasta@s[@RInEs handelt sich um eine
mehrstufige Entwicklung, deren genauer Ablauf fir das ACC jedoch nogeklart ist [16]. Da allen
Tumoren diese generellen Eigenschaften und Entwicklungsschritte gemesnsd, kann ein Therapie-
ansatz auch der Heilung verschiedener Krebsarten dienen.

Trotz der Entstehung der Tumorzellen aus kérpereigenen Zellen fimsetremunantwort auf Tu-
morgewebe statt. Diese wird durch Tumorantigene induziert, welche einddht@dungsmerkmal ftr
das Immunsystem darstellen. Verschiedenste Zellen und Mediatorennvaktiléert, um die entarteten
Zellen zu bekdmpfen. Dabei spielen zytotoxische T-Zellen, T-HelferzeBeZellen und deren Anti-
korper, aber auch die angeborene Immunitat mit verschiedenen Zytokiee antigenprésentierenden
Zellen und den NK-Zellen, die unter anderem durch IL-12 und IL-18vekt werden, eine Rolle (s.
dazu Abschnitt 2.2.2.2). Das Immunsystem beeinflusst aber nicht nufweor, sondern auch um-
gekehrt. Durch die Abwehrmechanismen des Immunsystems werden riesiBienorzellen selektiert,
die durch Escape-Mechanismen neue Uberlebensstrategien getumioiem, um fortbestehen zu kon-
nen [44]. Auch beim ACC gibt es Hinweise darauf, dass die Tumorzekeae-Mechanismen nutzen,
wie z.B. die Downregulation ihrer MHC-11 Molekiile [116] oder die Attackirg von Immunzellen tber
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ein vermehrtes FasL [191]. Neben den Escape-Mechanismen mussuabetlavon ausgegangen wer-
den, dass es Tumorzellen gibt, die von Beginn an keine Immunreaktionrhéerg weil sie z.B. nie
mit Immunzellen in Kontakt kommen oder das Tumorantigen zu schwach bzweii®n zu kurzen
Zeitraum exprimiert wird [130]. Zusatzlich fehlen vielen Tumorzellen die r@tigostimulatorischen
Molekdle [31]. Auf diese Weise ist zu erklaren, dass es trotz einer Imealkttion zur Tumorprogres-
sion kommt. Aus den Erkenntnissen Uber die Interaktionen zwischen Tamaredem Immunsystem
erwuchsen Ansétze zur antitumoralen Immuntherapie. Hierzu gehdrdaichdieser Dissertation ver-
wendete Stimulation des Immunsystems durch von auf3en zugefiihrte Zytwokioche mit Hilfe gene-
tisch veranderter Viren im Rahmen eines gentherapeutischen Ansatiegeapverden.

Die Zytokine IL-12 und IL-18 konnten ihre potenten antitumoralen Effekteiirer Vielzahl von
Studien beweisen (z.B. [25, 28, 33, 128, 135], s. dazu Abschnitte.2.dritl 2.4.2.3). I1L-12 selbst
inhibiert die Proliferation von Tumorzellen nicht, es aktiviert aber zahheig/ege, die antitumoral
wirken kénnen. Viele seiner Effekte werden durch IFNermittelt [27]. Es wurde gezeigt, dass die
antitumoralen Effekte von IL-12 durch den gemeinsamen Einsatz mit IL-18mals verstarkt werden
kénnen [40, 119]. In klinischen Studien am Menschen wurde jedoctoslische Effekt systemisch ap-
plizierten IL-12 zum limitierenden Faktor [106], so dass eine effektivalipplikation der Zytokine
notig ist, die die systemischen Nebenwirkungen so weit es geht begrenzt.

Die Gentherapie nutzt den Transfer genetischen Materials in ein Individiur Behandlung einer
Erkrankung, in unserem Fall den Transfer der regulierbaren @Gerie-12 und IL-18 zur Behandlung
des ACC. Zur erfolgreichen Durchflihrung eines gentherapeutisshgatzes ist neben einem effektiven
therapeutischen Konstrukt, das das Wachstum von Krebszellen hemnaiesketotet, ein Vektor notig,
der das Konstrukt an sein Ziel bringt. Als Vektor wurde das Adenovigys5 verwendet. Adenoviren
sind fur die Immunogentherapie von Tumoren aus mehreren Grindeeegjghgt: Sie exprimieren das
Transgen nur zeitlich begrenzt, was hinsichtlich der Mutagenitét als pasitiverten ist. Ferner ist die
Transgenexpression hoch und es werden sowohl ruhende alsiabdkilende Zellen infiziert. Es kon-
nen hohe Titer bei der Virusamplifikation erreicht werden und durch diglidhkeit der Deletion groR3er
Anteile des Virusgenoms kénnen DNA-Insertionen von bis zu 8 kb vangenen werden [151]. In dieser
Arbeit wurde ein E1/E3-deletiertes Adenovirus verwendet, da mit diesaistkukten die weitreichend-
sten Erfahrungen vorliegen. Durch das Entfernen der E1-Gendigindiren nicht zur Replikation fahig.
Das Fehlen der E3-Proteine fiihrt jedoch zu einer erheblichen Albeaiiion des Wirts gegen die Viren,
die insbesondere eine Langzeitexpression von Transgenen unmogtoh [8H. Bei der Verwendung
von Adenoviren als Vektoren fiir eine Zytokingentherapie, wie in diesesddtation geschehen, ist die
Aktivierung des Immunsystems sogar ein erwiinschter Effekt, so lanigzelém eine ausreichende Vi-
rusmenge die Zielzellen erreicht, bevor sie neutralisiert wird, und die Imeaktion keine Gefahr flr
den Patienten darstellt.

Die antitumorale Immuntherapie basiert auf den Erkenntnissen um die ltiderakischen Tumoren
und dem Immunsystem. IL-12 und IL-18 sind potente Mediatoren antitumdztitskte. In Kombination
mit der Gentherapie mit ihren Mdglichkeiten der effizienten lokalen Traresgeassion ist dies ein
erfolgversprechender Ansatz in der Therapie des ACC.
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5.2 Immuntherapie und Gentherapie des adrenokortikalen Karzinoms

Zur Zeit existiert keine zufriedenstellende Therapie des adrenokierikéarzinoms. Die vorliegende

Dissertation evaluiert ein innovatives Konzept aus dem Bereich der lmgamtherapie. Auch von an-

deren Arbeitsgruppen gab es in der Vergangenheit erste genthésaphe und immuntherapeutische
Ansatze fur das ACC. Die Ergebnisse werden im folgenden Abschmijedtellt.

Gentherapie beim ACC Im Bereich der Gentherapie existiert eine Studie von Wolkersdorfdr, &t a
der die Autoren ein Vektorsystem zur Suizidgentherapie mit der HSV-Weaden. Es kommen zwei
adenovirale Vektoren zum Einsatz, einer tragt das therapeutischeiGdie fHSV-TK, ist aber durch
Deletion der E1-Region replikationsdefizient. Der zweite tragt die fehledeGene, aber nicht die
E4-Region. Beide Vektoren sind komplementar und nur eine Infektion elég ihit beiden zugleich er-
mdglicht eine Vermehrung der Viren. Dies soll die Sicherheit und Effaltierhéhen. In vitro wurden
drei adrenokortikale Zelllinien transduziert: AtT20, SW13 und Y1. Esavdfillig, dass die Transdukti-
onsrate in der FACS Analyse bei Y1-Zellen deutlich geringer war alsdreadderen Zelllinien, generell
konnte aber festgestellt werden, dass adrenokortikale Zellen dureho&iten transduzierbar sind. Im
Tierversuch konnte durch lokale Gabe beider Vektoren in Kombination mitgleéGabe von Ganciclo-
vir, das durch die HSV-TK zum toxischen Metabolit umgewandelt wird, ¥gréeangsamung des Tumor-
wachstums und eine Verlangerung des Uberlebens erreicht wenderedsant war noch, dass auch die
alleinige Gabe beider komplementarer Vektoren das Uberleben schongeastki Dies |4sst sich durch
den onkolytischen Effekt bei der Virusvermehrung erklaren, kojaatech durch Zugabe von Ganciclo-
vir noch gesteigert werden [189]. In einer anderen Studie von Chwtal konstruierten die Autoren
einen Vektor, der ebenfalls das Gen fur die HSV-TK tragt, aber diggzsfisch in der Nebennierenrinde
exprimiert. Gewebespezifische Genexpression ist eine attraktive ahardeh anspruchsvolle Moglich-
keit, Gene zu adressieren, um umliegendes Gewebe vor toxischenwighegen zu schonen. Dazu
werden spezielle Rezeptoren oder Promotoren eines Gewebes aansgsomu sich in der NNR der
Hormonmetabolismus anbietet. So bauten die Autoren Plasmide, in denen ddigr@en HSV-TK
unter Kontrolle des zellspezifischen CYP11B1 Promotors fur dig Hfdroxylase exprimiert wird. Zu-
séatzlich setzten sie den Enhancer des P450scc Geasor, um die Aktivitat des Promotors weiter zu
verstarken und zeigten, dass sie nochmals durch die Zugabe von égilifisten wie 8-bromo-cAMP,
das auf den Enhancer wirkt, gesteigert werden konnte. Sie vergli@drenhiedene Zelllinien in vitro
und konnten beweisen, dass die beschriebenen Effekte aufgrukdebespezifitét in adrenokortika-
len Zelllinien weitaus starker ausgepragt waren als in anderen Gew@eikin solches Vektorsystem
ist ein attraktives Werkzeug fur die spezifische Gentherapie der NNRweE&iteres Paper beschéftigt
sich mit der Beeinflussung der adrenokortikalen Steroidbiosynthesk ddenovirale Vektoren. Alesci
et al. transduzierten die Zelllinie BACC mit verschiedenen Vektoren, dieAdemovirus Typ 5 abgelei-
tet waren. Sie stellten fest, dass in dieser Zelllinie generell eine hohedliktitnsrate erreicht werden
konnte und begriindeten dies mit dem Adenotropismus von Adenoviremdifslls fihrte die Transduk-
tion durch die E1/E3-deletierten Vektoren zu strukturellen Veranderuimg&ereich der Mitochondrien
und des Zellkerns. Weiterhin nahm die Zellproliferation zu, die basale Husekwetion stieg, aber die
durch ACTH-stimulierte Hormonsekretion nahm signifikant ab. Der eridekEffekt konnte bei Vekto-
ren, die E4-deletiert waren, nicht mehr festgestellt werden, so dass @eser Region verantwortlich

!Das Enzym P450scc katalysiert die Konversion von Cholesterin zun&netpn.
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gemacht wurden. Die Autoren mahnten, dies bei Gentherapiestudien mioiden zu beachten, um die
Funktion der NNR nicht zu gefahrden [5]. Interessant ist in der Tdsas in der Vergangenheit schon
mehrere Berichte gab, dass Adenoviren einen gewissen Adenotromsifiveisen [114, 160, 170], was
sie speziell fir die Gentherapie von adrenokortikalen Pathologien eigiiete.

Innerhalb unserer Arbeitsgruppe beschéftigete sich S. Starke irRib@8reingereichten Dissertation
“Adenovirale Gentherapie des murinen adrenokortikalen Karzinoms - muwitd in vivo” [169] mit der
Transduzierbarkeit der murinen adrenokortikalen Zelllinie Y1 durchalgedene adenoviralen Vektoren
sowie den Effekten der Anwendung des rekombinanten replikationsadén Vektors Ad.CMV-mIL-
12 auf mit diesen Zellen subkutan in Mausen erzeugte Tumoren. DurchdtedvVersuche konnte sie
zeigen, dass die Tumorzelllinie Y1 mit den Vektoren Ad.R$@al, Ad.CMV-luc und Ad.CMV-mIL-
12 transduzierbar ist, die Transduktionsrate von der eingesetztenricuis abhangig ist und die Y1-
Zelllinie schlechter transduzierbar ist als die murine Kolonkarzinomzelllinie & Anit der verglichen
wurde. In einem Bioassay zeigte sich auRerdem, dass das von trientiuY 1-Zellen produzierte IL-12
bioaktiv ist. Im Tierversuch an LAHeF1-Mausen konnte bewiesen @rerdass die subkutane Injektion
von Y1-Zellen in die Flanken von LAHeF1-M&ausen zuverlassig die Entstglsubkutaner Tumoren be-
wirkt und es zeigte sich eine signifikante Verlangsamung des Tumorwathswie eine angedeutete
Verlangerung des Langzeittiberlebens fur Tiere, denen Ad.CMV-Rlintratumoral appliziert worden
war. Die Arbeit von Frau Starke bildet insofern eine Grundlage fir ditagende Dissertation, dass sie
eine generelle Transduzierbarkeit und Effektivitat der TransdukigsTumorzelllinie Y1 durch Adeno-
viren belegt. Da aber die neuen 3r-Vektoren ein flexibleres System mittéheren Transgenexpression
als unter dem CMV-Promotor darstellen [24], stehen nun effizienterokékflir die Therapie des ACC
zur Verfugung.

Immuntherapie beim ACC Auch aus dem Bereich der Immuntherapie existieren Ansatze beim ad-
renokortikalen Karzinom. Ortmann et al. nutzten in ihrer Studie das StAR-&mtids Ziel ihrer DNA
Vakzinierung, da sie in einer anderen Studie festgestellt hatten, dass dieallen von ihnen unter-
suchten ACC vorhanden war. Sie immunisierten Mause dreimal mit einem Platmsidas StAR-Gen
tragt und danach einmal mit einem fur StAR kodierenden rekombinanterini@d/irus als Antigen-
boost. Anschlielend wurden Tumorzellen subkutan appliziert. Immunisiente @ntwickelten signifi-
kant weniger Tumoren und die vorhandenen wuchsen deutlich langdasneurden StAR-spezifische
Immunzellen festgestellt. Sie konnten damit zeigen, dass die Immuntoleranzodesr& gegeniber
StAR durch die Vakzinierung gebrochen werden konnte [134]. Dieeidsgruppe von Papewalis et al.
fuhrten bei zwei Patienten eine Impfung mit autologen DC durch, die varifieautologen Tumorly-
saten fusioniert worden waren. Aus dem Blut konnten daraufhin tyraaifische Immunzellen isoliert
werden, ein positiver Effekt auf die Klinik blieb jedoch aus [138].

5.3 Die regulierte Genexpression in der Tumortherapie

Um gentherapeutische Ansatze im klinischen Bereich sicher und eflakiestalten, ist es notig von
aufRen durch Vektoren eingebrachte Gene auch im Korper weiterhinokiemen zu kdnnen. Hierzu
wurden verschiedene regulierbare Systeme zur Genexpressionlaitsehe Abschnitt 2.4.2.4). Auf
einem solchen Modell basiert auch das in dieser Dissertation verwedrdgiestem.
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Das 3r-Vektorsystems wurde von Herrn F. Puls im Rahmen seiner DissertBntwicklung ade-
noviraler Vektoren zur regulierten Genexpression” [144] in unsarbeitsgruppe (AG A. Block) ent-
wickelt. Es basiert auf einem E1/E3-deletierten Adenovirus, das eirpbatiaches Konstrukt tragt, wel-
ches die Zielgene (in diesem Fall fur die Zytokine I1L-12 und IL-18) uKientrolle des autoregulativen
Tet-Systems exprimiert. Das Tet-System ist aus den Genen fir die Tdineesistenz von Eukaryon-
ten abgeleitet. Dieses in der Natur vorkommende System wird gentechnsgemnaitizt, indem TetR mit
dem Aktivator VP16 des HSV fusioniert wird, wobei ein Tc-kontrollieffeansaktivator (tTA) entsteht.
Dieser bindet in Abwesenheit von Tc an einen Operator aus sieben, e¢@her auf einer Seite von
einem minimalen CMV-Promotor flankiert wird, der das Zielgen (z.B. fur B)-kontrolliert. Auf der
anderen Seite kontrolliert ein sehr viel schwéacherer TK-Promotor @ die Transkription der tTA-
Sequenz. Der VP16-Anteil stimuliert die minimalen Promotoren, nachdematBrAnteil des tTA an
eines der TetOs gebunden hat, und beide Gene werden transkribiarigbachalteten Zustand steigert
tTA seine eigene Transkription im Sinne eines positiven Feedbacks hrddidurch zu einer sehr ho-
hen Transgenexpression. Im abgeschalteten Zustand in Anwesemtdit wird die basale Expression
des tTA niedrig gehalten (genaueres im Abschnitt 2.4.2.4).

Grundlage fur das 3r-System war das Plasmid pBIG3r von der Arbefipgrum CA. Strathdee [174].
Dieses System bietet drei Hauptvorteile: 1) Die Moéglichkeit der Supprimgeder Transgenexpressi-
on durch Zugabe von Tc in nicht-toxischer Dosierung verbessertidie®eit und Flexibilitat. Eine
unkontrollierte dauerhafte Transgenexpression, wie z.B. durch daeerhaft aktiven CMV-Promotor,
kann zu toxischen Nebenwirkungen fihren, wie sie in der Vergamgeimhanderen Studien mit IL-12
insbesondere bei systemischer Applikation bereits aufgetreten sind(8D,2) Fur den 3r-Promotor
konnte in Abwesenheit von Tc eine vielfach héhere Transgenexpnesswiesen werden als dies mit
einem CMV-Promotor unter denselben Bedingungen mdoglich war [24]. Wik erreicht durch den
potenten Transaktivator VP16, den positiven Feedback-Mechanismimsvesenheit von Tc im autore-
gulativen System, das Einfligen von Introns zwischen TetOs und Pragnaiad den modifizierten tTA
mit nukledrem Lokalisationssignal aus der Adenovirus E1A Region umit serbesserter Adressierung
in den Zellkern. Durch die hohere Transgenexpression sind nurgeratigere Dosen an Adenoviren flr
den selben Effekt notwendig. 3) Die toxischen Effekte des VP16 wevdemindert, indem die tTA-
Expression durch den schwécheren TK-Promotor kontrolliert wirdsamdit die tTA-Level im an- und
abgeschalteten Zustand niedriger sind als in vorherigen Systemen. Rasighirhinsichtlich des Squel-
ching Effekts positiv aus. Er beschreibt ganz allgemein eine Toxizitalvansaktivatoren, wenn diese
in zu hohen Konzentrationen anwesend sind, dann mit zellularen Tiptisksfaktoren interagieren,
diese verbrauchen und eine Suppression der zellularen Genespreswirken [60] und wurde auch fur
die VP16 Domane des tTA beschrieben [157, 181].

Die AG A. Block verdffentlichte als erste tber die erfolgreiche Konstrukémes adenoviralen Vek-
tors mit einer Tc-kontrollierten autoregulativen GenexpressionskagsdgeE1-Region eines einzelnen
replikationsdefizienten rekombinanten Adenovirus [24]. Die Arbeit venril Puls bildet eine essenti-
elle Grundlage fur die vorliegende Dissertation. Er konstruierte daygef® und die in dieser Arbeit
verwendeten Viren Ad.3r-msclL-12 und Ad.3r-luc. Er bewies eine m.ohiaagige und durch Tc regu-
lierbare Transgenexpression mit hoherer Effizienz als dies durciCidBiPromotor moglich war. All
dies konnte er fur mehrere Zelllinien zeigen, darunter HT29 nicht jed@cimdier vorliegenden Arbeit
verwendeten adrenokortikalen Zelllinien Y1 und NCI-H295.
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Frau S. Cinar evaluierte in ihrer Dissertation mit dem Titel “Adenovirale Tgtiin-supprimierbare
Zytokingenexpression fur die In-vivo-Gentherapie kolorektalerzitenme” die Vektoren Ad.3r-msclL-
12 und Ad.3r-mIL-18 in vitro und in vivo [35]. Sie konnte dabei in vitro eeféizientere IL-12 gegen-
Uber der IL-18 Produktion feststellen. Sie stimulierte Mauslymphozyten mi2lund IL-18 allein und
in Kombination und stellte fest, dass jedes fur sich die H-Rroduktion stimulieren kann und damit bio-
aktiv ist, aber ein 1:1 Verhaltnis zwischen den beiden die hochstenyl®rte im Uberstand muriner
Lymphozyten ergab. Nach i.v. Applikation des Vektors Ad.3r-luc konnténsMéuseleberhomogenisa-
ten eine durch Tc regulierbare Luciferaseexpression nachweisah. iNtratumoraler Applikation von
Ad.3r-msclL-12 in murinen subkutanen Tumoren, erzeugt durch Injektom MCA26-Zellen, konnte
in 50% der Tiere eine Komplettremission und bei den anderen ein deutlichieeds Tumorwachstum
erzielt werden. Tiere, die Doxycyclin erhielten und damit geringeredlMEngen produzierten, zeig-
ten ein deutlich reduziertes Uberleben. Dies beweist eindrucksvoll fiediiz des 3r-Vektorsystems in
Vivo.

Herr H. Wulff konstruierte und charakterisierte innerhalb unserereisruppe das Virus Ad.3r-
hsclL-12, das ein humanes IL-12 Fusionsprotein unter der Kontroe8d®romotors exprimiert und
somit die Mdglichkeiten zum Einsatz beim Menschen bietet. Dieses zeigte iretlealfir mit HT29-
Zellen eine hoch effektive IL-12 Produktion und eine bis zu 2200fé@hpeprimierbarkeit durch Tc.
Nach Transduktion menschlicher Kolonkarzinombiospien mit dem Virusteogimenfalls eine hohe IL-
12 Produktion erreicht werden, die durch Tc bis zu 9000fach uritektiiverden konnte. Vorher wurde
immunhistochemisch eine hohe CAR Rezeptor-Expression der Biopsieigigjd®el]; der Rezeptor ist
essentiell fur die Aufnahme der Adenoviren in die Zellen [15]. Diese Aibedurch die Konstruktion
des Virus Ad.3r-hsclL-12 Grundlage der vorliegenden Dissertatieb&wveist die Effektivitat des Virus
fur das Kolonkarzinom, jedoch nicht fiir andere Tumoren. Sie unt@itrierner die Effektivitat des von
Herrn Puls entwickelten 3r-Systems und weitet den Einsatz auf humane Qiopsien aus.

Tetracyclin-regulierbare Systeme sind in der Vergangenheit in einera¥ileVon préklinischen Stu-
dien zur Therapie unterschiedlichster Krankheiten wie Chorea Huntin#iof), Arthritis [7] oder He-
patitis B [43] erforscht worden. Im Bereich der Tumortherapie gibtleEmn&alls eine grof3e Bandbreite
an Untersuchungen, wie z.B. zum Tc-regulierten Einsatz von IL-3 mig&ung der Strahlensensiti-
vitat von Prostata-Ca [184], zum Einsatz Tc-regulierter onkolytiscliman\bei Lungenkrebs [50] oder
zum Einsatz Tc-regulierter Suizidgene der HSV-TK bei Brustkreb8][1Hs existiert zudem eine Ver-
offentlichung Uber den Einsatz eines Plasmidvektors bei hepatischerstikan, der IL-12 unter der
Kontrolle eines Tet-ON-Systems exprimiert, welches durch Tetracyclinsghg#iet wird, mit dem eine
Komplettremission der murinen Tumoren erreicht werden konnte [198]. KheriStudien mit regulier-
baren Systemen gibt es derzeit jedoch noch keine.

Die positiven Daten innerhalb unserer Arbeitsgruppe mit den hochieiek/ektoren des 3r-Systems,
Erfolge anderer Arbeitsgruppen in der Tumortherapie mit Tetracyctjoherten Systemen und die viel-
fach bewiesenen starken antitumoralen Effekte von IL-12 und IL-18tagine Kombination dieser
Komponenten als erfolgversprechenden Ansatz zur Behandlung netrs&rkrankungen erscheinen.

5.4 Erfolg von Vektoren des 3r-Systems in adrenokortikalen Zelllinien

In der vorliegenden Dissertation wurden die murine adrenokortikale ZelMhiand die humane adre-
nokortikale Zelllinie NCI-H295 mit adenoviralen Vektoren des 3r-Systemsttaziert und hinsichtlich
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ihrer Transduzierbarkeit, einer m.o.i. abhangigen Transgenexpmassiceiner Supprimierbarkeit durch
das Antibiotikum Doxycyclin untersucht. Es sollte evaluiert werden, ob dieelle des 3r-Vektorsystems
auch fur die Therapie des ACC nutzbar sind.

5.4.1 Transduzierbarkeit und Transduktionseffizienz

Aus dem Ergebnisteil geht hervor, dass beide getesteten Zelllinien daieioviren des 3r-Systems
transduzierbar sind. Alle vorliegenden Versuche waren in dieser Hinpisitiv. Y1-Zellen wurden
erfolgreich mit den Adenoviren Ad.3r-msclL-12 sowie Ad.3r-mlIL-18 sdnziert, was durch Nachweis
des Transgenprodukts im Uberstand getestet wurde. Zusétzlich imilB@assay bewiesen, dass das
produzierte IL-12 murine Lymphozyten dosisabhéngig stimuliert und somakbioist. Dies korreliert
mit vorherigen Daten aus unserer Arbeitsgruppe [144]. Allerdingglevdeutlich, dass Ad.3r-mlL-18
nur bei sehr hoher Virus m.o.i. zu einer erkennbaren IL-18 Produltibrte, so dass dieser Vektor
als sehr viel ineffizienter einzustufen ist. Im Vergleich mit HT29-Zellen Vestzustellen, dass Y1-
Zellen nach Transduktion mit Ad.3r-msclL-12 weniger IL-12 produzieets HT29-Zellen. Die IL-18
Produktion von HT29-Zellen lag dagegen niedriger als die von Y1-ZeN&i-H295-Zellen konnten
ebenfalls erfolgreich mit den Adenoviren Ad.3r-luc und Ad.3r-hscl tdansduziert werden, so dass
eine Transduzierbarkeit der beiden adrenokortikalen Zelllinien mit desn\des 3r-Systems bewiesen
war. Die Transduktionseffizienz, gemessen an der Menge des jpedeunzGenprodukts, war jedoch
zelllinienabhangig unterschiedlich, was der Vergleich mit HT29-Zellen zeigte

Transduzierbarkeit Die erfolgreiche Anwendung eines Tet-Systems auf adrenokortikale Zetilin
wird in der vorliegenden Dissertation erstmals beschrieben. Eine Traiesoarkeit der Y1-Zelllinie mit
Adenoviren generell konnten auch andere schon belegen [16D, 89 die NCI-H295-Zellen liel3en
sich keine entsprechenden Daten finden. Berichte tUber einen gemé&m@érotropismus von Adenoviren
existieren seit langem [114, 160, 170], so dass sie sich als Genthatepien fur das ACC anzubieten
scheinen. Vektoren des 3r-Systems wurden jedoch noch nie in adiréikalen Zellen angewendet und
auch Uber andere Tet-Systeme waren keine Berichte zu finden.

Transduktionseffizienz Eine zelllinienabhéngige Transduktionseffizienz von adenoviralen ¥é&kto
in der vorliegenden Arbeit festgemacht an der Menge des produzieteeukins, ist in der Litera-
tur mehrfach belegt. In einer Arbeit von Wolkersdorfer et al. war&lidgf, dass die Transduktionsrate
mit adenoviralen Vektoren in der FACS Analyse bei Y1-Zellen deutlich gerirausfiel als bei anderen
getesteten adrenokortikalen Zelllinien [189] (s. oben). Solche Untedeln der Effektivitat von Vek-
torsystemen lassen sich nicht nur zwischen mehreren Zelllinien eines €gveeimdern auch zwischen
unterschiedlichen Geweben erkennen. Die Doktorarbeit von FrakeStategte, dass murine MCA26-
Zellen nach Transduktion mit adenoviralen Vektoren eine hohere Teaeggression zeigten als Y1-
Zellen [169]. Auch die Adenoviren des 3r-Systems zeigten schon irefeiihVersuchen eine variable
Transduktionseffizienz beim Vergleich mehrerer Zelllinien [24]. Die @aifur das Phanomen der zell-
linienabhangigen Vektoreffizienz kdnnen auf verschiedenen Ebegem. Grundsatzlich ist naturlich zu
beachten, dass die eingesetzten Messverfahren differieren kindeauf einen analogen Versuchsauf-
bau geachtet werden muss. Allein die Berechnung der eingesetztennVious die in dieser Arbeit
auf der Bestimmung des Virustiters mittels eines Plague-Assays beruhten d@ssatz in der Literatur
sehr unterschiedlich gesehen wird, kann zur Beeinflussung debritsges flhren. Der Tropismus von



KAPITEL 5 Diskussion 65

Adenoviren ist ein gut belegtes Ph&dnomen und bietet eine plausible ExgléiiuUnterschiede in der
Effizienz von Gentherapievektoren zwischen Zelllinien und GewebardiEtAufnahme von Adenovi-
ren des Typs 2 und 5 in die Zelle spielen das CAR Protein und-digegrine eine wichtige Rolle. CAR
bewirkt die Bindung des Adenovirus an die Zielzelle, didntegrine sind fir die Endozytose erforder-
lich [156]. Zelllinien und Gewebe exprimieren diese Faktoren in variablesnfaid, was den Tropismus
von Adenoviren erklart, obwohl sie generell gesehen ein breitestispelan Geweben infizieren kén-
nen. Beim Menschen konnten in einer Studie die hochsten Level an CARIRRankreas, Gehirn,
Herz, Dinndarm, Hoden und Prostata, jedoch keine in Niere, Plazentloryten und Thymus nachge-
wiesen werden [180]. Weitere Studien zeigten, dass eine Differenz iBAIR Rezeptor Expression mit
unterschiedlicher Transduzierbarkeit von Zellen durch adenovie&o¥en einhergeht [107, 109, 133].
Versuche, die Expression von CAR und Integrinen mittels des HistoneDdase-Inhibitors FK228 [61]
oder durch Wachstumsfaktoren [86] zu steigern, bzw. die Zielzellektding CAR cDNA zu transdu-
zieren [109], konnten die Transduktionsrate steigern. Uber die Bgjore von CAR und Integrinen in
adrenokortikalen Zelllinien lief3 sich in der Literatur nichts finden, aber esakrscheinlich, dass sie
ein wichtiger Grund fur die beobachtete Zelllinienabh&ngigkeit der Vektdes 3r-Systems sind. Fur
die Zukunft ware es daher interessant die CAR Expression diesenZgltedes ACC generell zu testen,
um eine Aussage Uber die Erfolgsaussichten fiir Therapiestudien mib\dadden Vektoren treffen zu
konnen. Neben dem adenoviralen Tropismus kénnen auch Faktéeemach dem Eintritt des Vektors
in die Zelle auftreten, seine Effizienz beeinflussen. Der Differenzgmmiad und die Teilungsaktivitat
von Zellen spielen eine Rolle fur deren Transkriptionsprofil und dasvafsihrer Produktivitat. Die
Aktivitat von Promotoren und damit die Expression der von ihnen kontrtdleGene variiert zwischen
Geweben, wobei sowohl der TK als auch der CMV-Promotor, die Tail3#eSystems sind, keine hohe
Gewebespezifitat aufweisen [174]. Trotzdem unterscheidet sichffiteeBz des Tet-Systems zwischen
Geweben [3, 84, 155, 167]. Mogliche Griinde hierflr, wie z.B. viralbdhcermechanismen oder Inter-
aktionen zwischen zellularen Transkriptionsfaktoren und GensegueneGentherapievektor, werden
im Abschnitt 5.4.3 diskutiert. Griinde fir die vielfach beschriebene zelllible@iagige Transduktions-
effizienz von Vektoren sind somit nach Ausschluss von Differenzen esdMerfahren auf Ebene des
Virus, der Zelle und des therapeutischen Konstrukts zu suchen.

Effizienz von Ad.3r-mIL-18 In den Versuchsteilen mit dem Vektor Ad.3r-mlL-18 fiel auf, dass in den
Uberstanden der getesteten Zelllinien Y1 und HT29 deutlich weniger Teapsodukt zu finden war
als in den Versuchen mit Ad.3r-msclL-12. Erst bei 10.000 m.o.i. wurderthezellen ein eindeutiger
Anstieg der IL-18 Konzentration im Uberstand deutlich, die SupprimierunghdDoxycyclin betrug
bei dieser m.o.i. 92%, bzw. Faktor 13. Bei HT29-Zellen fiel das Ergeéhidich enttauschend aus:
Erst bei 1000 m.o.i. war ein Anstieg der IL-18 Konzentration zu verzeioheine Supprimierbarkeit
durch Doxycyclin konnte bei 1000 und 10.000 m.o.i. festgestellt werdandd® Ergebnis bei beiden
getesteten Zelllinien vergleichbar war, ist zu vermuten, dass dies auf eld¢or\éelbst und nicht auf
die Y1-Zelllinie zurtickzufihren ist. Bei erhaltener Transduzierbiitked Regulierbarkeit durch Doxy-
cyclin ist die Effizienz von Ad.3r-mIL-18 unabh&ngig von der Zelllinie detitlezhlechter als die von
Ad.3r-msclL-12. Das Uberrascht, da beide Vektoren bis auf das ifygek analog aufgebaut sind (vgl.
die Expressionsplasmide im Anhang A.1). In der Dissertation von Frain@r,Clie ebenfalls mit dem
Vektor Ad.3r-mIL-18 arbeitete, wurde dieses Phanomen jedoch audlictielB5]. Sie transduzierte
MCAZ26-Zellen und HT29-Zellen mit den Vektoren Ad.3r-mlL-18 und Adm3scIL-12. Beide Zellli-
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nien produzierten 1L-18, aber es wurde fir HT29-Zellen bei gleicvensuchsbedingungen eine IL-12
Produktion festgestellt, die mehr als das 4000fache der IL-18 Wertegh&tQ00 m.o.i., 45 h nach
Transduktion). Da der Mechanismus der Transduktion und Transgesssion aufgrund des analogen
Vektorkonstrukts fur beide Viren identisch sein musste, vermutete siedeassrund fur die geringe
IL-18 Konzentration im Uberstand auf dessen Ausschleusungsmisohazuriickzufilhren sei . Das
murine IL-18 Gen kodiert fr das 192 AS lange pro-IL-18 [132]. Beenthalt kein Signalpeptid, das
fur die Ausschleusung aus der Zelle notig ist. Es muss daher zun&aiebt die Caspase-1 in seine
bioaktive Form gespalten werden, bevor es aus der Zelle ausgesichienden kann [59, 70]. Das in
Ad.3r-mlL-18 enthaltene IL-18 Gen enthélt nur den Teil der IL-18 cDMAr flr das biologisch aktive
Protein kodiert, um eine Abhangigkeit von der Caspase-1 zu umgeigenictit zwingend in allen Tu-
morzellen vorhanden sein muss. Bei der Konstruktion ging jedoch dasnd@d den Translationsstart
verloren und es wurde ein neues Startcodon eingefligt, welchessiaedon des IL-18 Gens ersetzt,
so dass in der Aminosauresequenz an dieser Stelle ein MethioninredieamhsseAsparagins entstand.
Das kreierte Expressionsprodukt entspricht somit nicht mehr denfiatadir [193]. Durch die Verande-
rung der Aminosauresequenz konnte ein Signalpeptid verandertmveedte das die Ausschleusung des
reifen IL-18 aus der Zelle bewirkt, so dass dies nun unterbleibt. In @nheatie von Hara et al. wurde
die Ausschleusung eines reifen IL-18, an das die SignalsequenZb13 Bngeheftet wurde, mit der
Ausschleusung des reifen IL-18 ohne Signalsequenz verglichebbkmstand der Zellen, die mit dem
IL-18 ohne Signalsequenz transduziert worden waren, war keitBlku finden, in denen mit Signal-
sequenz schon [74]. Auch schon friiher konnten Osaki et al.weishn, dass sich im Uberstand von
Fibrosarkomzellen, die durch einen viralen Vektor transduziert wyrdiennur fur pro-IL-18 kodierte,
signifikant weniger IL-18 befand als bei Zellen, die durch einen Vetmsduziert wurden, bei dem
die Signalsequenz von Parathormon vor die Sequenz des reifen lled8 gesetzt wurde [135]. Heuer
et al bewiesen, dass retroviral transduzierte Neuroblastomzelle@ Hedernierten, wenn vor das reife
Protein die Signalsequenz von IL-11 gesetzt wurde, nicht jedoch desieen fur pro IL-18 verwendet
wurde [79]. Daher kdnnte die fehlende Signalsequenz im Ad.3r-mldid8chlechten Expressionsraten
in den Versuchen erklaren.

5.4.2 M.o.i. abhangige Transgenexpression

Eine m.o.i. abhangige Transgenexpression konnte in allen Versuchtedbadbget werden. Das heil3t,
dass mit steigender Virusmenge pro Zelle das virale Transgen verstarkngrt wird. Dieser Effekt
ist jedoch nicht linear, d.h. eine Steigerung der Virusmenge um den FHKtiihrt nicht unbedingt zu
einer zehnfach hoheren Transgenexpression. DesweiterentiEsteKapazitatsgrenze nach oben, die
bei weiterer Steigerung der m.o.i. keine Erhéhung der Interleukin Ptimiiudriaubt. Dies zeigte sich in
einem auffalligen Plateaueffekt bei der IL-12 Produktion von HT28eh (siehe Abschnitt 4.1.2) sowie
im Bioassay (siehe Abschnitt 4.1.3).

Ansatze des beobachteten Plateaueffekts sind auch in den Versuchklewn F. Puls mit dem 3r-
System sichtbar, obwohl hier die maximale eingesetzte m.o.i. nur bei 100 lagri2der Arbeit von
Frau S. Cinar mit Ad.3r-msclL-12 in MCA26-Zellen wurde dieser Effektrsdeutlich bei 100, 300 und
1000 m.o.i. [35]. Es erscheint logisch, dass mit zunehmender m.o.i. auchatiegénexpression steigt,
da mehr Zellen durch Viruspartikel transduziert werden und z.T. audirares Viruskopien pro Zelle
vorliegen. Allerdings ist dieser Effekt nicht unendlich steigerbar. iegum einen damit begrindbar,
dass der Transkriptions- bzw. Translationsapparat der Zelle irgamu@ine Kapazitatsgrenze erreicht
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und nicht mehr Protein gebildet bzw. ausgeschleust werden kanaorefitseh moglich wéare auch eine
Sattigung der zellularen CAR Rezeptoren, die Adenoviren zur Aufnahrdeidielzelle nutzen. Zum
anderen kann der weiter oben bereits beschriebene Squelchingliéedei eine Rolle spielen. Obwohl
das 3r-System so konfiguriert ist, dass auf Grund der Kontrolle desltiféh den TK-Promotor weni-
ger Transaktivator vorliegt und somit der toxische Effekt abgemildsrn sollte [174], kann bei hoher
Viruskonzentration pro Zelle nicht ausgeschlossen werden, dagsfdktrtrotzdem zum Tragen kommit.

5.4.3 Supprimierbarkeit durch Doxycyclin

Es ist festzustellen, dass sich in allen Versuchsteilen eine Supprimietbdekelransgenexpression
durch das Antibiotikum Doxycyclin zeigte. Das Tet-OFF System funktioniemisin der Zellkultur
mit adrenokortikalen Zellen verlasslich. Fur alle Versuche ist der Sapjmesfaktor als Mal3 fur die
Supprimierbarkeit den entsprechenden Tabellen zu entnehmen (bnistgd) und in Abbildung 4.11
gegen die zugehdrigen viralen m.o.i. aufgetragen. Mit steigender m.o.i. nim@udpimierbarkeit zu,
erreicht schlie8lich ein Plateau, um bei hoher Transgenexpressioemabzufallen. Die Graphen, in
denen nur ein Anstieg zu sehen ist, konnen als Ausschnitt dieses gemeingarlaufs gedeutet werden.
Trotz des qualitativ sehr ahnlichen Verlaufs der Suppressionskistdie Starke der Suppression, d.h.
der hochste erreichte Suppressionsfaktor, abhangig von Zelllinie ekt Die Regulationskapazitét
zeigt also einen m.o.i. abhéngigen Verlauf und ist zelllinienabhangig.

M.o.i. abhangige Regulationskapzitat Auch in der Arbeit von Herrn F. Puls konnte eine m.o.i. ab-
hangige Regulationskapazitat gezeigt werden. Das Optimum der Reguieitin HELA- sowie HT29-
Zellen, die mit dem Vektor Ad.3r-luc transduziert worden waren, lag &ei10 m.o.i. [144]. In den Ver-
suchen mit Ad.3r-luc im Rahmen dieser Dissertation lag das Optimum fur NGiAdHen in einem
ahnlichen Bereich (s. Abbildung 4.11(d)). Eine geringe Regulatiorsshtiit bei kleinen m.o.i. wurde
damit begriindet, dass die tTA-Konzentration in diesem Fall zu gering istliarpositive Feedback-
schleife zu aktivieren, denn im Vergleich von HELA-Zellen mit HELA-tTAslEen, die tTA konstitutiv
exprimieren, war der Effekt bei den letzteren nicht vorhanden, dakéin Mangel an Transaktivator
herrscht. Auch in der Literatur findet man sehr unterschiedliche Aessdgriiber, was das optima-
le Verhaltnis zwischen tTA und TRE ist. Es scheint abhangig von der Zelllidéz dem verwendeten
Vektor zu sein [66]. Die Abnahme der Regulationskapazitat bei héhmeren. konnte damit zusammen-
hangen, dass das Kapazitatsmaximum in den Zellen ohne Tc bereits eisgichdenen mit Tc aber
noch steigerbar ist, bzw. dass der Squelching-Effekt noch nichtask su Tage tritt, da das System
durch Tc heruntergefahren ist. Ein weiterer moglicher Grund wars, diash das Vorliegen mehrerer
Viruskopien pro Zelle Enhancermechanismen der E1A-Region des Adbri@estarker zu Tage treten
und somit die Genexpression unabhangig vom Tc hoher ist. Rubinchikzeigten, dass die Transgen-
expression unter der Kontrolle von Tet-Systemen durch adenoviralengéahbeeinflusst werden kann.
Dies ist insbesondere fiir den ELA-Enhancer von Ad5 bewiesenuEtevwgezeigt, dass der Einfluss des
Enhancers auf den Promotor mit der Entfernung zum Enhancer abninengiatStarke dieses Einflus-
ses zelllinienabhangig variiert. AuRerdem steigt der Effekt des Ernsubei hoherer m.o.i., d.h. wenn
mehr Viruskopien pro Zelle vorliegen und damit auch mehr Enhancer amddst [155]. Das ist ein
moglicher Grund fir die unterschiedlich hohe Basisexpression vedsaige Zelllinien, die wiederum
die Regulationskapzitét beeinflussen kann.
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Zelllinienabhangige Regulationskapazitat In den Versuchen mit den adrenokortikalen Zelllinien war
auffallig, dass die Regulationskapazitat des 3r-Systems nicht nur van.de. abhéangt, sondern auch
von der Zelllinie bzw. dem Gewebe. Dieses Phanomen ist fur Tet-Systeraeliiteratur schon vielfach
beschrieben worden: Fir die in unserer Arbeitsgruppe entstantfekren wurden bei gleicher Menge
an Doxycyclin (2.g/ml) Suppressionsfaktoren je nach Zelllinie zwischen 4 (U266) und 606pqA)
fur Ad.3r-msclL-12 sowie zwischen 4 (U266) und 16353 (SkCo-1)Ad.3r-luc ermittelt [144]. Das
zeigt eine imposante Spannweite. Auch Shockett et al. berichteten, dasgaregulatives Tet-System,
das sie in transgene Mause einbrachten, eine gewebeabhangiggenemession und Regulations-
kapazitat aufwies, mit besonders hohen Werten in Thymus und LungédisRigtierten, dass dies mit
der unterschiedlichen Differenzierung der Zellen und deren Traigkrsprofil zusammenhangt [167].
Ackland-Berglund et al. stellten ebenfalls eine stark variable Tranggesssion unter einem Tet-OFF
System in verschiedenen Zelllinien fest, die sowohl in Abwesenheit als iaudnwesenheit von Tc
zu verzeichnen war [3]. Howe et al. fihrten die schlechte Regulatiqasditat von 293-Zellen in ihren
Versuchen auf zellulare Transaktivatoren zurlick, die die Trargknipler Gene tetracyclinunabhéngig
stimulieren und so die Regulierbarkeit vermindern [84].

Trotz der hohen Spezifitat von tTA fur TetO und der Herkunft des Systaus Bakterien (TetR)
und Viren (VP16) kommt es scheinbar beim Menschen zu Interaktionenethitéren Proteinen, was
eine Erklarung fur die zelllinienabh&ngige Regulationskapazitat sein. lkdiese Effekte wurden ins-
besondere bei dauerhaft virustransduzierten Zelllinien bzw. traesgklausen deutlich, kbnnen aber
auch bei einer transienten Infektion nicht ausgeschlossen werdemlid-VP16-Doméane des tTA ist
eine Interaktion mit zellularen Transkriptionsfaktoren erwiesen, sie rstlifél Aktivierung der Tran-
skription sogar ndétig [120]. Dadurch ist auch der Squelching-Effekerklaren. Baron et al. konnten
zeigen, dass durch Eliminierung von potentiellen Bindungsstellen flur zell&dktoren innerhalb der
VP16 Sequenz im tTA der Squelching Effekt reduziert werden konntehdhere tTA Konzentratio-
nen toleriert wurden [12]. Aber auch andere, VP16-unabhéngigeaktionen sind mdglich. Rang et
al. stellten bei einer Studie zufallig fest, dass IBNfas Tet-System tTA unabhéngig stimulieren kann,
indem es Transkriptionsfaktoren induziert, die an eine Sequenz zwisigmeTetOs binden, die ihrer ei-
gentlichen Bindungsdomane stark &hnelt, und so die Transgenexprssgern. Dieser Effekt liel3 sich
nicht in allen getesteten Zelllinien nachweisen, so dass wahrscheinlich eela@ktoren, die ebenfalls
in diesem Bereich binden, auch eine Rolle spielen [146]. Gould et al. l@#dis innerhalb des TRE
das GATA Motiv, das Bindungsstelle fiir endogene GATA Transkripfakisren ist. Es wurde gezeigt,
dass sie durch ihre Bindung die basale Expression des Tet-PromatkensAulierdem existieren wei-
tere Bindungsmotive wie das cAMP responsive Element 1, das Xenobreskansive Element 1 sowie
Bindungsstellen fir AP-2, GCF, IFN-und LFA-1 im TRE [65]. Es ist vorstellbar, dass bei der Fiille
der zellularen Regulationsmechanismen auch bisher unbekannte Fakisréat-System beeinflussen.
Da das Milieu innerhalb der Zelle und die vorhandenen Transkriptiotmsfakje nach Aktivitatszustand
und Differenzierungsgrad des Gewebes variieren, kann auch digddienskapazitat des Tet-Systems
zelllinienabhéngig beeinflusst werden.

Zusammenfassend ist zu sagen, dass eine Abhangigkeit der Suppaitkéérivon der eingesetz-
ten m.o.i. sowie der Zelllinie, die in dieser Dissertation gezeigt werden konmté, ia der Literatur
wiedergefunden werden kann und Erklarungen fir dieses Phanondersatzen existieren. Es gibt je-
doch keine abschlieRende Sicherheit, so dass beim Einsatz von Gprawektoren, die das Tet-System
enthalten, mit Bedacht vorgegangen werden muss.
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5.5 Zukunft der Inmunogentherapie beim adrenokortikalen Karzinom

In der vorliegenden Dissertation konnte gezeigt werden, dass a&rtikale Zelllinien mit adenovira-
len Vektoren des 3r-Systems transduzierbar sind. Diese Tatsacli# sgteerste Basis fur zukiinftige
Versuche zum Einsatz des Vektorsystems in der Therapie des ACC. D#eliapierfolge bei diesem
Karzinom mit den bisherigen Mitteln sehr limitiert sind, ist die Erforschungvatiger Konzepte drin-
gend notwendig. Die Gentherapie mit adenoviralen Vektoren, die Intémtldikoder -18 exprimieren
und durch Tetracyclin regulierbar sind, sind hier aus mehreren Gniedelgversprechend: 1) Adeno-
viren besitzen einen Adenotropismus [114, 160, 170] und erscheater deben ihren anderen positiven
Vektoreigenschaften als geeignete Vektoren fir die NNR. Eine gemairgersuchung der Expression
von CAR und Integrinen auf adrenokortikalen Tumoren sollte erfolgendiesen Aspekt weitergehend
zu erforschen. 2) Es existieren mehrere Berichte tGiber die erfolgréreimsduktion von adrenokortikalen
Tumorzellen durch adenovirale Vektoren [5, 169, 189], so dass Me#iegode offensichtlich praktikabel
ist. 3) Die Interleukine-12 und 18 haben ihren potenten antitumoralentiffekner Vielzahl von Studi-
en bewiesen und kénnen dazu eingesetzt werden, die Immuntolerakpgess gegenliber dem ACC
zu durchbrechen [169]. Allerdings ist ihr systemischer Einsatz anthder toxischen Nebenwirkungen
limitiert. Daher ist es wichtig, dass sie durch ein effizientes Vektorsysterdiahgebracht werden und
lokal in ausreichendem Mal3e produziert werden. 4) Diese Eigeftsohaetet das 3r-System, das eine
hohere Transgenexpression zeigt als frilhere Systeme [24]. 3@ Hgietet es als Sicherheitsmechanis-
mus fur klinische Studien die Regulierbarkeit durch kleine Dosen des AntibiogkDoxycyclin, die im
Falle toxischer Nebenweirkungen ein Herunterfahren des Systemsl|erineig Am Kolonkarzinommo-
dell der Maus konnte es bereits mit Erfolg eingesetzt werden und fubrtezd einer Tumorregressi-
on [35]. 6) Die Anwesenheit einer Vielzahl von Effektorzellen des Immstesns in der NNR ist eine
gute Ausgangslage fur einen immuntherapeutischen Ansatz. Wie in der Higleitugestellt, gibt es
fur das ACC Hinweise, dass die Tumorzellen dem Immunsystem durch &steghanismen, wie der
Downregulation von MHC-II Molekilen und Uberexpression von Famttgehen konnen [116, 191].
Wird das Immunsystem vor Ort nun aber durch die Immuntherapie wiedeieaktbesteht Hoffnung,
dass ein solcher Therapieansatz die Immuntoleranz gegentber demdunctdsrechen kann.

Trotz der genannten positiven Aspekte, die Hoffnung auf einen eéliclygen neuen Therapieansatz
schiren, sollen auch einige kritische Punkte nicht unerwéhnt bleibpexdenoviren infizieren wie be-
reits erwahnt eine Vielzahl von Geweben, was sie zu flexiblen und hgerfigtzten Gentherapievektoren
macht. Allerdings kénnen sie auch Zellen au3erhalb des Tumorgewefadierband dort durch die In-
terleukinproduktion zu toxischen Nebenwirkungen fuhren. 2) Dalfit2 und IL-18 eine Beteiligung
an der Entstehung und Exazerbation von Autoimmunerkrankungen wignitteide Arthritis, Multiple
Sklerose und Diabetes beschrieben sind [30, 67, 142, 154], istéibiduktion einer Autoimmunreak-
tion durch einen Zytokingentherapieansatz denkbar. Sangro et alvaidigen daher ihre Patienten wah-
rend einer Phase-1-Studie mit einem flr IL-12 kodierenden Adensxinulokalen Therapie bei Tumoren
des Verdauungsapparates auf Autoimmunphanomene. Klinisch konntairmseSymptome feststellen,
jedoch zeigten mehrere Patienten eine Serokonversion fur Antinukledit@fper und Antikorper gegen
glatte Muskulatur [159]. Die Induktion einer Autoimmunreaktion durch Immembgerapieansatze mit
Interleukinen kann nicht ausgeschlossen werden, weshalb Patierfiéndien engmaschig tberwacht
werden sollten. 3) Neben den Interleukinen induzieren auch die veeteten E1/E3-deletierten Ade-
noviren der ersten Generation trotz ihrer mangelnden Replikationskorapstenstarke Immunreaktion



KAPITEL 5 Diskussion 70

durch antigen wirkende Capsidproteine und virale Genprodukte [iBFdlle der Immunogentherapie
ist ein solcher Effekt nicht unbedingt nachteilig, es sei denn er fithgiiner schlechten Vektoreffizienz
oder zu Nebenwirkungen beim Patienten. Im Jahre 1999 kam es im RalmeerGentherapiestudie
zur Behandlung des X-chromosomal-rezessiven Ornithin-Trarscgihse-Mangels zu einem Todes-
fall, der auf ein vektorinduziertes Schocksyndrom zurtickgeflilroe, das durch die Zytokinkaskade
ausgeldst worden war, die die intrahepatisch applizierten replikatiomapédenten Adenoviren durch
ihre antigenen Komponenten ausgeltst hatten [124]. Neben der getiodédan Applikation und der
regulierten Genexpression als Vorsichtsmal3nahmen wére es wingehensitere Moglichkeiten zu
nutzen, die das Zielgewebe einschranken. Dies kann etwa durch destZuon gewebespezifischen
Rezeptoren oder Promotoren geschehen, wie z.B. dem von Chumarbesetriebenen Ansatz un-
ter Nutzung des fur die NNR spezifischen CYP11B1 Promotors [34]l§scinitt 5.2). Es gibt jedoch
auch Erkenntnisse, dass eine Immunantwort durch praexistente Antilgggen Adenovirus Typ 5,
die bei der hohen Durchseuchungsrate haufig vorliegen, einenvposkifekt haben kénnen. Bram-
son et al. berichteten, dass aufgrund der schlechten Durchblutuleg Vienoren die Immunantwort
bei intratumoraler Vektorapplikation die lokale Transgenexpression-dr2 lhicht beeinflusst, aber eine
Disseminierung des Virus in andere Organe verhindert und so Nebblemgen vorbeugen kann [26]. 4)
Ferner gibt es Berichte, dass bei den Viruspraparationen in dez@@Bie durch Rekombination der
Virus-DNA mit der in 293-Zellen enthaltenden E1-Region von Ad5 replikatiempetente Adenoviren
(RCA) enstanden sind [75]. Sie besitzen dadurch wieder eine pathdekung und sind insbesondere
fur immunkompromittierte Patienten ein Risiko. Daher sollten laut US-amerikamdirechriften der
Food and Drug Administration Viruspraparationen, die klinisch eingesetmen, mit sensitiven Tests
auf RCA getestet werden und einen Maximalwert von 1 RCAJro 1010 Viruspartikel nicht tber-
schreiten [52]. 5) Ein weiterer kritischer Punkt ist die Uberlegungs dis Immuntherapie des Arztes
die Entstehung resistenter Tumorzellen férdern kann, indem Zellen selektielen, die durch Escape-
Mechanismen der Therapie entgehen [44]. Dieses Risiko muss eingegaagden, wenn entsprechende
Daten vorliegen, dass der Nutzen der Therapie Uberwiegt. 6) Im FalldNIe muss zudem die bereits
erwahnte starke Verkniipfung zwischen dem endokrinen und dem Isysi@m bedacht werden, deren
Homoostase durch einen Ansatz aus dem Bereich der Zytokingenthevepigell gestort werden kann
(s. Abschnitt 2.3). Auf3erdem kénnen auch adenovirale VektorestsithSteroidbiosynthese beeinflus-
sen [5] (s. Abschnitt 5.2). Die entsprechenden Parameter der énelokRegelkreise sollten wahrend
eines klinischen Gentherapieversuchs engmaschig tberwacht werden

Zur weiteren Evaluation der Vektoren des 3r-Systems in der TherapiA@essollte als nachster
Schritt ein Test der Viren im Tierversuch durchgefiihrt werden.digkann das Virus in subkutan durch
Y1-Zellen erzeugte Tumoren appliziert und die Effekte verschiedemesdibsen auf das Tumorwachs-
tum evaluiert werden. Die Regulierbarkeit durch Doxycyclin in vivo toxische Nebenwirkungen der
produzierten Interleukine missen getestet werden. Nach einem RigclgaTumoren kénnte auch ein
Challenge Versuch durchgefuhrt werden, um eine durch Interlewkireugte antitumorale Immunitat zu
Uberprifen. Interessant ware es auch, adrenokortikales Tuwengeauf die Expression von CAR und
Integrinen zu testen, um ihre Potential fir einen adenoviralen Vektseb&snnenzulernen. Es erfor-
dert also trotz der positiven Daten, die im Rahmen dieser Dissertationllmzdgr Transduzierbarkeit
von adrenokortikalen Zelllinien erhoben werden konnten, noch vielatg&chuf einem langen Weg, be-
vor ein auf den Vektoren des 3r-Systems basierender Therapieéinsd#zs ACC in der Klinik getestet
werden kann.
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Zusammenfassung

Die vorliegende Dissertation sollte die Anwendbarkeit des 3r-Vektonsystuf murine und humane
adrenokortikale Zelllinien in vitro erforschen, um seine grundsatzlichauig fiur einen neuen Thera-
pieansatz beim adrenokortikalen Karzinom zu testen. Da diese Erkrgularzeit mit einer schlechten
Prognose einhergeht, besteht dringender Bedarf an neuen imeovatierapiekonzepten. Die Kombi-
nation der antitumoral wirkenden Zytokine Interleukin-12 und Interled8mit den attraktiven Eigen-

schaften der hohen Transduktionseffizienz und RegulierbarkeBrel@somotors in einem adenoviralen
Vektorkonstrukt stellt hier eine erfolgversprechende Méglichkeit dar

In den zuné&chst durchgefuhrten Versuchen mit der murinen adveii@ten Zelllinie Y1 wurde
festgestellt, dass Y1-Zellen durch Ad.3r-msclL-12 transduzierbar dimsl Zytokin dosisabhangig pro-
duzieren und durch Doxycyclin in ihrer Produktion regulierbar sind.Mengleich mit der humanen
Kolonkarzinomzelllinie HT29 war festzustellen, dass Y1-Zellen nach TBhaktson mit Ad.3r-msclL-12
weniger Interleukin-12 produzieren und eine geringere Suppredsiah Doxycyclin zeigen als HT29-
Zellen. Das von transduzierten Y1-Zellen produzierte Interleukin-1Zinvd3ioassay in der Lage, eine
dosisabhangige Stimulation von murinen Lymphozyten herbeizufuhren ewig$ somit seine Bioak-
tivitdt. In den Versuchen mit dem Vektor Ad.3r-mIL-18 wurde deutlich,sddieser zwar Y1-Zellen
transduzieren kann, sie m.o.i. abhangig Interleukin-18 produzieremuwath Doxycyclin supprimier-
bar sind, der Effekt jedoch nur bei einer hohen m.o.i. erkennbar ttdigser Vektor im Vergleich zu
Ad.3r-msclL-12 als viel ineffizienter einzustufen ist. In einem erstersien mit der humanen adreno-
kortikalen Zelllinie NCI-H295 konnte zunéchst eine generelle Transdaaiikeit mit Adenoviren durch
die Transduktion mit dem Vektor Ad.RS§¥-Gal gezeigt werden. Dies war die Basis fur die Versuche mit
Viren des 3r-Systems. Es wurde deutlich, dass NCI-H295-Zellen dlasiirus Ad.3r-luc transduzier-
bar sind, die produzierte Luciferasemenge dosisabhéngig ansteidticcidDoxycyclin zu supprimieren
ist. In einem letzten Versuch wude bewiesen, dass auch der Vektor-AgtBr-12, der das humane IL-
12 exprimiert und damit fir den Einsatz am Menschen geeignet ist, NGBZ2llen in vitro erfolgreich
transduziert, sein Transgen dosisabhangig exprimiert und durchcaity regulierbar ist.

Insgesamt konnte diese Dissertation zeigen, dass die getesteten adikalega Zelllinien durch
adenovirale Vektoren des 3r-System zu transduzieren sind, eine mhéngipe Transgenexpression zei-
gen und die Transgenexpression durch das Antibiotikum Doxycyclipreufert werden kann. Es wurde
auf3erdem eine Abhanigigkeit der Regulationskapazitat von eingesetzter und getesteter Zelllinie
deutlich. Dies ist der erste Bericht Uber eine erfolgreiche Anwendures @urch Tetracyclin regulier-
baren Systems auf die Nebennierenrinde und bildet eine wichtige Greriiladie weitere Erforschung
dieses Ansatzes aus dem Bereich der Zytokingentherapie fir damkdrékale Karzinom.
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Anhang

A.1 Plasmidkarten der Expressionsplasmide

PGHpA tTA

Ad5 bp 1-456

Intron

pAd.3r-scmlL-12 pAd.3r-mlIL-18

Ad5 bp 3346-5856 Ad5 bp 3346-5856
@) (b)

pGHpA

Ad5 bp 1-456

pAd.3r-hsclL-12

Ad5 bp 3346-5856 Ad5 bp 3346-5856
(©) (d)
Abbildung A.1l: Plasmidkarten der Expressionsplasmide des 3r-Systems. Amp R: Ampicillin-resistenz-
Gen, Ad5: Adenovirus Typ 5, bGHpA: poly-A des bovinen Wachstumshormon-(GH)Gens, tTA:

Tetracyclin-kontrollierter Transaktivator, TKmin: minimaler Tyrosinkinase Promotor, TetO: Tet-Operator,
CMVmin: minimaler Cytomegalie Virus Promotor
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A.2 Abkirzungsverzeichnis

Fur Abkirzungen, die aus der englischen Sprache Gbernommen ginsiadlmnur aus dieser ableiten
lassen, ist die englische Erklarung angegeben, ansonsten die @eutsch

Abkurzung  Erklarung
8-Br-cAMP  8-Bromo-Adenosin-3’, 5’-zyklisches-Adenosin-M@imsphat

+/- mit und ohne

AAV adeno-assoziierte Viren

ACC adrenocortical cancer

ACTH adrenocorticotropic hormone

Ad Adenovirus

ADA-SCID adenosine deaminase deficiency - severe combined immunideyic
AG Arbeitsgruppe

Amp R Ampicillinresistenz-Gen

AP aktivierendes Protein

APC antigen presenting cell

AS Aminosaure

ATCC American Type Culture Collection
BACC bovine adrenal cortical cells

BCG Bacillus-Calmette-Guérin

5-Gal (-Galaktosidase

bGHpA poly-A des bovinen Wachstumshormon-(GH)Gens
bp Basenpaar

CAR Cocksackie/Adenovirus Rezeptor
CCLR cell culture lysis reagent

CD cluster of differentiation

Cmv Cytomegalie Virus

CsCl Casiumchlorid

CT Computertomographie

CTL cytotoxic T-lymphocyte

d destilliert

DC dendritic cell

DNA desoxyribonucleic acid

DMSO Dimethylsulfoxid

E early

E. coli Escherichia coli

EDTA Ethylendiamintetraacetat

ELISA enzyme linked immunosorbent assay
FasL Fas Ligand

FCS fetal calf serum

FIRM-ACT First International Randomized trial in locally advanced andddtic
Adrenocortical Carcinoma Treatment

GCF GC-rich sequence DNA-binding factor

Gl gastrointestinal

GM-CSF granulocyte macrophage colony stimulating factor
GTP Guanosintriphosphat

h Stunde, human

HBV Hepatitis B Virus

HCC hepatocellular carcinoma

HEK humane embryonale Nierenzelllinie

HEPES 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-Ethansulfonsaure
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KAPITEL A Anhang
Abkirzung  Erklarung
HGDMEM high glucose Dulbecco’s modified eagle medium
HLA humane Leukozytenantigene
HS horse serum
HSV Herpes Simplex Virus
IFN Interferon
Ig Immunglobulin
IGF insuline-like growth factor
IL Interleukin
IL-18Ra IL-18 bindende Kette (des IL-18 Rezeptors)
IL-18Rg akzessorisches proteinahnliches Molekl (des IL-18 Rezeptors)
i.p. intraperitoneal
IP interferon-induzierbares Protein
IRAK IL-1 Rezeptor aktivierende Kinase
ITR invertierte terminale Repeatsequenzen
JAK Janus Kinasen
kb Kilobasen
kDa Kilodalton
LFA Leukozyten-Funktions-Antigen
luc Luciferase
m murin, Meter, milli
MDR multi drug resistance
MEM modified eagle medium
MHC major histocompatibility complex
m.o.i. multiplicity of infection
MRNA messenger RNA
MyD myeloid differentiation primary response gene
NCI National Cancer Institute
NF nuklearer Faktor
NK-Zellen  Naturliche Killerzellen
NNR Nebennierenrinde
NO nitric oxide
ONPG o-Nitrophenyl8-D-Galaktosid
p Plasmid, pico
P450scc P450 side chain cleavage
PBS phosphate-buffered saline
PET Positronen-Emissions-Tomographie
pfu plaque forming unit
PGE Prostaglandin E
PS packaging sequence
PSG pregnancy-specifi¢:1-glycoprotein
RCA replication-competent adenovirus
rlu relative light units
RNA ribonucleic acid
rpm revolutions per minute
RPMI Roswell Park Memorial Institute
RSV Rous Sarkoma Virus
S Sicherheitsstufe
sc single chain
SiRNA short interfering RNA
StAR Steroidogenic acute regulatory
STAT signal transducer and activator of transcription
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Abkirzung  Erklarung
Tc Tetracyclin
Tet Tetracyclin
TetO Tet-Operator
TetR Tet-Repressor
TIF trans inducing factor
TGF transforming growth factor
Th T Helfer
TK Thymidinkinase
TNF Tumor Nekrose Faktor
TNM Tumor, Nodus (Lymphknoten), Metastasen
TPA Tetradecanoylphorbol-13-acetat
TRE Tetracyclin responsives Element
Treg T regulatorisch
tTA Tetracyclin-kontrollierter Transaktivator
uv ultraviolett
VA RNA virusassoziierte RNA
VEGF vascular endothelial growth factor
VP Virales Protein
w/o without
X-Gal 5-Bromo-4-chlor-3-indolyl-b-D-galaktopyranosid



Danksagung

Ich bedanke mich herzlich bei Herrn Prof. Dr. Christoph M. Bambefigedie Ermdglichung dieser
Dissertation. Die verlassliche Zusammenarbeit und der positive RickAbhewd aller Projektphasen
waren essentiell fur den Erfolg der Arbeit.

Mein Dank gilt zudem Herrn Dr. Andreas Block fir die Bereitstellung dektdren des 3r-Systems,
die in seiner Arbeitsgruppe entstanden sind und ohne welche dieset&tissenicht mdglich gewesen
ware. Seine Betreuung im Labor, die tatkraftige Hilfe bei allen FragenRintllemen sowie sein po-
sitives Engagement waren mir eine grof3e Unterstitzung. In diesem Ratamkes ich auch Herrn Dr.
Florian Puls und Herrn Dr. Holger Wulff, die die Klonierung der verwetes Viren durchgefihrt haben.

Weiterhin méchte ich Herrn Dr. Hans-Joachim Paust danken. Unseyend®esprache und Diskus-
sionen, die er mit groRem Interesse am Detail und gezieltem Nachhake®, fitaren stets ein Gedan-
kenanstof3 und brachten mir viel tiber wissenschaftliches Denken naitéyr bei.

Herrn Dr. Holger Wulff kommt ein besonderer Dank zu. Er fuhrte mich el in die Arbeitstech-
niken mit Adenoviren ein, sondern hatte jederzeit ein offenes Ohr igdfr rund ums Labor. Auf seine
immense Hilfsbereitschaft und die guten Ratschlage war immer Verlass.

Sehr herzlich danke ich auch Frau Doris Pankoke. Als MTA in unseranotbrachte sie mir vieles
Uber die grundlegenden Arbeitstechniken bei und war mir mit ihrer Erfaheine grol3e Unterstitzung.
Trotz aller Arbeit hatte sie stets ein offenes Ohr fir die kleinen und greRanleme der Doktoranden.

Bei allen Mitgliedern unserer Arbeitsgruppe sowie der ArbeitsgruppeHarrn Dr. Henning Wege
bedanke ich mich fir die gute Zusammenarbeit und den positiven Austddaioli seien insbesondere
Frau Dr. Seda Cinar, Frau Dr. Wibke Flurenbrock, Herr Dr. Bjérkétaind Frau Nadine Knuth erwahnt.
Ohne sie ware der Alltag im Labor weniger abwechslungsreich gewesen.

Fur ihre tolle Freundschaft und die ereignisreiche und unverges$ititkenzeit, die wir miteinan-
der erlebt haben, danke ich meinen Kommilitonen Anna Klein, Mareike KodartiMGanssauge und
Alexander von Thomsen. Viele Schritte sind einfacher, wenn man sie it gehen muss.

Schliel3lich gilt ein grof3er Dank meiner Familie und insbesondere meinen Edierearmdglichten
mir das Medizinstudium und gaben mir den nétigen Ruckhalt und die Kraft, die ifier so manches
hinweggetragen haben.

Von ganzem Herzen danke ich meinem Mann Sebastian. Die Abbildungedgasigesamte Layout
der vorliegenden Arbeit sdhen ohne ihn deutlich schlechter aus. BEritlatauf diesem langen Weg be-
gleitet, steht jederzeit hinter und neben mir und ist der Mensch, mit dem gesmeioh in eine Richtung
blicken kann.

90



Lebenslauf

Personliche Daten

Name: Verena Bol3ung, geb. Pannecke

Geboren: 16. November 1980 in Stade

Schulausbildung

08/1987 — 07/1991 Grundschule Vahrendorf, Rosengarten

10/1991 — 07/1995 Friedrich-Ebert-Gymnasium, Hamburg

10/1995 - 07/1997 Waldschule Schwanewede, Gymnasium, Schwanewede

08/1997 — 07/1998 Rapid City Christian High School, Rapid City, SD, USA
Austauschjahr im Rahmen eines Stipendiums des Deutschen Bundestages

08/1998 — 06/2000 Waldschule Schwanewede, Gymnasium, Schwanewede

28/06/2000 Abitur

Hochschulausbildung

10/2000 Beginn des Medizinstudiums an der Universitadt Hamburg

05/2000 — 07/2000 Pflegepraktikum in der Padiatrie, Krankenhaus Mlgrtdamburg

09/2002 Arztliche Vorprifung

02/2003 — 03/2003 Famulatur in der Inneren Medizin, ZentralkrankenBeemen-Nord,
Bremen

07/2004 — 08/2004 Famulatur in der Padiatrie. Blackhills Pediatrics and idogg Rapid
City, USA

07/2005 — 08/2005 Famulatur in der Padiatrie, Professor-Hess-KindkyiBremen

08/2005 — 09/2005 Famulatur in der Gynédkologie und Geburtshilfe, Maaekknhaus,
Hamburg

02/2006 — 01/2007 Praktisches Jahr:

Innere Medizin/Gastroenterologie (Teil 1) — UKE, Hamburg
Innere Medizin/Endokrinologie (Teil 2) — Wrexham Maelor Hospital, Wales
Gynéakologie und Geburtshilfe — Marienkrankenhaus, Hamburg
Chirurgie — Spital Schwyz, Schweiz
19/06/2007 Arztliche Priifung
05/07/2007 Approbation als Arztin

91



Erklarung

Ich versichere ausdricklich, dass ich die Arbeit selbstandig und fobemele Hilfe verfasst, andere als
die von mir angegebenen Quellen und Hilfsmittel nicht benutzt und die auseaterizten Werken wort-

lich oder inhaltlich enthommenen Stellen einzeln nach Ausgabe (Auflage hindlda Erscheinens),
Band und Seite des benutzten Werkes kenntlich gemacht habe.

Ferner versichere ich, dass ich die Dissertation bisher nicht einenvétaeiter an einer anderen
Hochschule zur Uberpriifung vorgelegt oder mich anderweitig um Zutaszur Promotion beworben
habe.

Verena Bol3ung

92



