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Zusammenfassung 1

1 Zusammenfassung

Die selektive Expression von Polysialinsdure (PolySia) auf verschiedenen hochmalignen und
klinisch relevanten Tumorspezies, wie z.B. dem kleinzelligen Lungenkarzinom (SCLC, small
cell lung cancer), macht diesen Tumormarker zum hervorragenden Angriffziel fiir
zielgerichtete molekulare Therapien. Mit dem Ziel, eine effektive Tumortherapie auf der
Basis onkolytischer Adenoviren fiir PolySia-exprimierende Tumoren zu entwickeln, wurde im
Rahmen dieser Arbeit der Einsatz bispezifischer Fusionsproteine untersucht, die als ,Adapter*
zwischen adenoviralem Capsid und PolySia fungieren und die Affinitdt des Adenovirus in
Richtung Tumor lenken sollen (,Retargeting®). Fiir dieses Fusionsprotein (CARsc-pSia)
wurde die 16sliche Ektodoméne des CAR-Rezeptors mit einem PolySia-spezifischen scFv-
Antikorperfragment  (single chain variable fragment) kombiniert, die {iber eine
Trimerisierungsdoméne verkniipft wurden. In Zellen mit definiertem PolySia-Status wurde
zunichst gezeigt, dass die Komplexierung von Adenoviren mit CARsc-pSia eine PolySia-
spezifische Infektion ermdglicht. Zudem erlaubte dies auch in vitro eine effiziente Infektion
humaner, PolySia-positiver SCLC-, Neuroblastom- und Rhabdomyosarcomzellinien. In
Untersuchungen zur Maskierung des natiirlichen Tropismus konnte nicht nur eine CARsc-
pSia-abhingige Inhibition des CAR-vermittelten Infektionsweges in vitro nachgewiesen
werden, sondern CARsc-pSia-komplexierten Adenoviren bewirkten eine deutliche Reduktion
von viraler Leberlast und Hepatotoxizitit in i.v. infizierten Méusen. Untersuchungen in
Tumormodellen der Nacktmaus zeigten eine signifikante Infektion subkutan implantierter,
humaner SCLC und Rhabdomyosarkomen selbst nach intravendser Gabe komplexierter
Adenoviren. Um den Einfluss der Onkolyse-assoziierten, antitumoralen Immunantwort
beriicksichtigen zu konnen, wurde die Wirkung des PolySia-spezifischen Retargetings in
einem immunkompetenten, orthotopen SCLC-Mausmodell evaluiert, dass durch i.v. Gabe von
PolySia-exprimierenden CMT64-Zellen in syngenen Mausen etabliert wurde. Aufgrund der
deutlich gesteigerten Infektionseffizienz von Lungentumoren durch PolySia-spezifisches
Retargeting wurde nach lokaler Tumorregression auch eine signifikante Verldngerung des
Uberlebens erzielt. Hierbei war vermutlich die Induktion einer antitumoralen T-Zell-
Immunantwort mafigeblich beteiligt, da dieser Therapieerfolg im Nacktmausmodell nicht
beobachtet werden konnte. Die Untersuchungen zeigen, dass das PolySia-spezifische
Retargeting onkolytischer Adenoviren eine vielversprechende Option fiir die gezielte
Therapie PolySia-positiver Tumoren darstellt.

Schlagworte: Polysialinsdure, transduktionelles Retargeting, Virotherapie
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Abstract

Polysialic acid (PolySia) represents an excellent tumor-selective target for molecular therapies
since it is selectively expressed on several malignant and clinically relevant tumors including
Small Cell Lung Cancer (SCLC).

The aim of the present work was to develop an effective, oncolytic adenovirus-based tumor
therapy for PolySia-expressing tumors. For this purpose, the use of bispecific fusion proteins
was investigated that are able to bind both adenoviral capsids and PolySia thus redirecting
adenoviral infection to PolySia expressing tumors. To generate such an adapter molecule,
called CARsc-pSia, the soluble ectodomain of the coxsackievirus-adenovirus receptor (CAR)
was fused to a PolySia-specific single chain antibody fragment (scFv) via a trimerization
motif. By infection experiments in cells with defined PolySia-status using recombinant,
purified adapters, a highly PolySia-specific infection of cells by adapter-coated adenoviruses
could be demonstrated. Additionally, pretreatment of adenovirus allowed for efficient
infection of human, PolySia-positive SCLC-, neuroblastoma-, and rhabdomyosarcoma cell
lines. Investigating a possible masking of the natural tropism a CARsc-pSia-dependent
inhibition of CAR-mediated adenoviral infection in vitro could be demonstrated. Furthermore,
use of CARsc-pSia-coated adenoviruses resulted in significant reduction of viral liver load
and hepatotoxicity in systemically injected mice. Investigations in nude mice models of
human tumors revealed a significant infection of subcutaneously implanted SCLC and
rhabdomyosarcoma, respectively, even after systemic administration. In order to examine the
effect of oncolysis-associated antitumoral immune responses, PolySia-specific virus
retargeting was evaluated in an immunocompetent, orthotopic SCLC model which has been
established by intravenous application of PolySia expressing CMT64 cells in syngeneic mice.
Increased infection efficacy in lung tumors after PolySia-specific retargeting led to local
tumor regression as could be demonstrated by lung histologies. Consequently, PolySia
retargeting also significantly improved survival of mice. Presumably, the induction of an
antitumoral T-cell mediated immune response largely contributed to this observation, since
this therapeutic success could not be confirmed in T-cell deficient nude mice models. In
conclusion, these results show that PolySia-specific retargeting of oncolytic adenoviruses
represents a promising strategy for targeted therapy of PolySia-positive tumors.

keywords: polysialic acid, transductional retargeting, virotherapy
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2 Einleitung

2.1 Adenoviren

Adenoviren gehoren zu den am hiufigsten eingesetzten viralen Vektoren in der
Molekularbiologie, sowie in Gen- und Virotherapie. Adenoviren wurden erstmalig im Jahr
1953 aus Tonsillen und adenoidem Gewebe isoliert und typisiert (Rowe et al., 1953), (Enders
et al., 1956). Humane Adenoviren der Gattung Mastadenovirus sind aktuell in sieben
Virusspezies (HAdV-A bis HAdV-G und die Subspezies B1/B2) mit insgesamt mehr als 55
Serotypen unterteilt. Wiahrend die meisten Serotypen mit milden Infektionen der Atemwege
assoziiert sind, konnen Adenoviren auch Erkrankungen des Gastrointestinaltraktes sowie
Keratokonjunktivitis  hervorrufen (de Jong, 1996), (Curtis et al., 1998). In
immunsupprimierten  Patienten, beispielsweise nach Organtransplantation, kd&nnen
adenovirale Infektionen allerdings ein schwerwiegendes klinisches Problem darstellen.

Adenoviren sind unbehiillte DNA-Viren mit einem Durchmesser von 90 bis 110 nm. Das
adenovirale Genom besteht aus linearer, doppelstringiger DNA einer Linge von 36 -38 kb.
Ein Nukleoproteinkomplex aus mehreren Proteinen ist mit der DNA assoziiert und bildet das
sogenannte Core. Der Corekomplex wird von einem stabilen Proteincapsid ikosaedrischer
Struktur umschlossen. Die Hauptkomponenten des aus 252 Capsomeren zusammengesetzten
Capsids bilden 240 Hexone, die aus trimerisierten Hexonproteinen bestehen, und 12 Pentone,
die an den Eckpunkten des Ikosaeders lokalisiert sind. Interaktionen mit den Proteinen Illa,
VI, VIII und IX tragen zur Stabilisierung des Capsids bei. Die Pentonproteine sind mit
Fiberproteinen assoziiert, die aus einem Schaftanteil und einer C-terminalen Knobdoméne
bestehen und als homotrimere Struktur antennendhnlich von den Ikosaederecken hervorragen.
Bei den meisten Adenovirusspezies erfolgt die Infektion einer Zelle in einem zweistufigen
Prozess, wobei der integrinvermittelten Internalisierung des Viruspartikels die Erkennung von
primdren Rezeptoren auf der Zelloberfldche vorgeschaltet ist. Im Falle des im Detail sehr gut
bekannten Serotyps 5 wird der Infektionsprozess in vitro durch die Bindung der Knobdoméne
des Fiberproteins an den Coxsackievirus-Adenovirus-Rezeptors (CAR) eingeleitet (Bergelson
et al., 1997), (Roelvink et al., 1998). CAR ist ein Transmembranprotein, bestehend aus zwei
extrazelluldren, immunglobulindhnlichen Doménen, einer transmembranen Region und einer
cytoplasmatischen Doméne. An der Erkennung und Bindung der adenoviralen Partikel ist
ausschlieflich die extrazellulire Doméne beteiligt, widhrend membranstindige oder
intrazelluldre Bereiche des Rezeptors fiir diese Funktion entbehrlich zu sein scheinen

(Freimuth et al., 1999), (Tomko et al., 2000). Fiir Spezies B Viren wurden dagegen CD46,
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CD80/CD86, Desmoglein-2 und ein bislang noch unbekanntes Glykoprotein als primire
Rezeptoren identifiziert (Gaggar et al., 2003), (Short et al., 2006), (Wang et al., 2011). Es
konnte auch gezeigt werden, dass einige Adenoviren der Spezies D an Sialinsduren auf der
Oberfldache von Zielzellen binden (Arnberg et al., 2002), (Nilsson et al., 2011). Adenoviren
binden iiber Fiberknob mit hoher Affinitdt an den primédren Rezeptor und leiten danach ihre
endozytotische Aufnahme in Zielzellen iiber eine schwéchere Interaktion des Arginin-Glycin-
Aspartat Motifs (RGD) des Pentonbaseproteins mit zelluldren avB1-, avB3-, avB5- oder a3B1-
Integrinen ein (Li et al., 2001), (Wickham et al., 1993), (Salone et al., 2003).

Terminales
Protein

LY

Coreprotein
Hexon

Abbildung 1:Schematische Darstellung der Struktur eines adenoviralen Partikels

(verandert nach Russell, W.C. Adenoviruses: update on structure and function. J.Gen.Virol.
2009, 90, 1-20 DOI 10.1099/vir.0.003087-0)

Obwohl die Vorgéinge einer adenoviralen Infektion von Zellen in vitro sehr gut charakterisiert
sind, sind die Mechanismen der Virusaufnahme in vivo erst teilweise aufgeklart. Seit
langerem ist bekannt, dass Adenoviren, die ins vaskuldre System gelangen, einen
ausgeprigten Hepatotropismus aufweisen. Versuche zur Inhibition dieses adenoviralen
Hepatropismus durch Ablation der CAR- und Integrinbindeféhigkeit haben gezeigt, dass in
vivo moglicherweise CAR-unabhingige Infektionsmechanismen dominieren (Akiyama et al.,
2004). Im vaskuldren System konnen Adenoviren mit verschiedenen Komponenten des Blutes
wie natiirlichen Antikdrpern, Proteinen des Komplementsystems, Koagulationsfaktoren,
Erythrozyten sowie Zellen des Immunsystems interagieren. In ersten Studien wurde von einer

moderater Bindung des Komplement Bindeproteins 4 (C4BP) und des Koagulationsfaktors IX
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(FIX) an Fiber berichtet (Shayakhmetov et al., 2005). Weitere Studien haben gezeigt, dass die
Blutfaktoren VII, IX, X und Protein C mit dem adenoviralen Protein Hexon interagieren und
nach Bindung an das Protein LRP (low density lipoprotein receptor-related protein) und
Heparansulfat-Proteoglykane (HSPGs) die Transduktion von Hepatozyten vermitteln
(Shayakhmetov et al., 2005), (Waddington et al., 2008). In strukturellen Analysen stellte sich
FX als besonders effektiver Mediator heraus, der iiber eine glutamatreiche, konservierte
Domine (GLA-Domine) eine hochaffine Bindung mit den hypervariablen Regionen 5 und 7
(HVRS5, HVR7) des Hexonproteins eingeht (Kalyuzhniy et al., 2008), (Alba et al., 2009). Im
Blut zirkulierende Serotyp 5 Adenoviren werden durch natiirliche IgM Antikérper und
Komponenten des Komplementsystems opsoniert und konnen anschlieBend iiber Bindung an
den humanen Komplement Rezeptor 1 (hCR1) und CAR an Erythrozyten haften (Carlisle et
al., 2009). Ein GroBteil systemischer Adenoviren wird im Lebergewebe durch dort sesshafte
Makrophagen, sogenannten Kupffer-Zellen, aufgenommen und degradiert (Tao et al., 2001),
(Lieber et al., 1997), (Manickan et al., 2006). Als Mechanismus zur Aufnahme der Viren
wurden unter anderem Interaktionen der Partikel mit dem Komplement-Rezeptor 3 (CR3) und
die Bindung an Scavenger-Rezeptoren auf der Oberflache der Kupffer-Zellen identifiziert (Xu
et al., 2008), (Khare et al., 2012), (Haisma et al., 2009). Weiterhin koénnen zirkulierende
Adenoviren eine Bindung mit Thrombozyten eingehen, die dann zu einer P-Selektin- und
von-Willebrand-Faktor-abhéngigen Komplexierung mit Leukozyten fiihrt. Solche Komplexe
werden anschlieBend durch Komponenten des Retikuloendothelialen Systems degradiert
(Othman et al., 2007). Diese vielfiltigen Interaktionen zwischen Blutfaktoren, Vektoren und
Leberzellen tragen nicht nur zu einer adenoviralen Leberschidigung sowie einer potenten
inflammatorischen Immunantwort bei, sie begrenzen auch die Effektivitit adenoviraler
Vektoren in der Gentherapie und stellen eine wichtige Hiirde fiir die systemische Applikation

therapeutischer Adenoviren in der klinischen Anwendung dar.

2.2 Adenoviren als gentherapeutische Vektoren

Viren sind obligat intrazelluldre Parasiten, die aufgrund ihrer natiirlichen Beschaffenheit als
DNA-Transfersysteme zu Zielzellen sehr gut geeignet sind. Diese Eigenschaft macht sie zu
einem attraktiven Werkzeug in gentherapeutischen und onkolytischen Ansitzen, wo sie als
Vehikel zum Gentransfer zum Einsatz kommen. Virale Vektoren auf Basis humaner
Adenoviren werden bereits in praklinischen und klinischen Studien zu gen- und

tumortherapeutischen Zwecken verwendet. Dabei kommen haufig Vektoren zum Einsatz, die
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sich vom Adenovirus des Subtyps 5 (Ad5) ableiten, da sie im Vergleich zu anderen Viren
erhebliche Vorteile aufweisen. Die Biologie der Adenoviren ist relativ gut verstanden und die
Praparation und Konservierung hoher Virustiter der relativ gering pathogenen Ad5-Partikel ist
technisch leicht moglich (Graham and Prevec, 1995). Verglichen mit RNA-Viren
gewdhrleistet das adenovirale Genom eine hohe genetische Stabilitdt und erlaubt die Insertion
grofler Fragmente heterologer DNA. Weiterhin kann durch adenovirale Vektoren eine hohe
Transduktionsrate in einem breiten Spektrum sich teilender und ruhender Zellen erreicht
werden. Im Gegensatz zu Retroviren integriert adenoviral eingeschleuste DNA nicht ins
Genom der Zielzellen, was das Risiko einer Insertionsmutagenese minimiert, jedoch nur eine
transiente Expression der eingeschleusten, heterologen Gene erlaubt. Das gentherapeutische
Potential von Adenoviren konnte im Mausmodell durch Messung supraphysiologischer
Mengen des Transgens al-Antitrypsin nach intravenoser Injektion eines AdS Vektors gezeigt
werden. (Morral et al., 1998). Ein erheblicher Nachteil adenoviraler Vektoren ist die
Induktion einer starken humoralen und zelluliren Immunantwort nach systemischer
Applikation (Yang et al., 1994), (Santra et al., 2005). Die hohe Immunogenitéit der Vektoren
sowie eine bereits existierende Immunitdt gegen das Virus erschweren eine wiederholte
Anwendung und reduzieren die Effektivitit solcher gentherapeutischer Ansdtze. Die
auftretende Vektorimmunitdt verhinderte die klinisch effiziente Anwendung eines
adenoviralen Vektors, der erstmalig zur Gentherapie der humanen zystischen Fibrose im
Lungenepithel eingesetzt wurde (Zabner et al., 1993). In anfinglichen gentherapeutischen
Strategien wurden nicht-replikationsfahige Vektoren der ersten Generation eingesetzt, die
durch Deletionen in der E1- und E3-Region des adenoviralen Genoms Insertionen transgener
DNA von bis zu 8 Kb zulassen. Mit Vektoren der zweiten Generation, die neben den
Deletionen in Region E1 und E1/E3 auch genetische Modifikationen in den Bereichen E2
oder E4 besitzen, konnte eine verldngerte Transgenexpression mit reduzierter Immunantwort
erreicht werden (Engelhardt et al., 1994), (Armentano et al., 1997), (Armentano et al., 1999),
(Gao et al., 1996). Drittgenerationsvektoren bzw. helferabhdngige Vektoren (helper-
dependent, HD) besitzen als virale Restsequenzen lediglich die ITRs (inverted terminal
repeats) und das Verpackungssignal (y). Adenovirale HD-Vektoren konnen bis zu 36 kb
fremder DNA aufnehmen und zeichnen sich durch eine lange Transgenexpression sowie eine
geringe Toxizitdt und Immunogenitit aus (Kochanek et al., 1996), (Fisher et al., 1996),
(Schiedner et al., 1998).

Erste Strategien in der Tumorgentherapie beinhalteten den Transfer von sogenannten

,»Suizidgenen®, die nach ihrer Expression nichttoxische Substanzen (prodrugs) in zelltoxische
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Derivate umwandeln und auf diese Weise den Zelltod initiieren. Ein zusétzlicher Effekt ergibt
sich hierbei durch die Verteilung der aktivierten, cytotoxischen Substanz auf nicht
transduzierte Nachbarzellen (Bystander-Effekt), was auch zur Abtdtung von Zielzellen fiihrt,
die urspriinglich nicht transduziert wurden. Zu den Suizidgenen zdhlt die Herpes Simplex
Thymidinkinase (HSVtk), die das Substrat Ganciclovir durch Phosphorylierung in ein
toxisches Nukleosidanalogon umwandelt und den Zelltod durch Inhibition der DNA-Synthese
einleitet. Ein weiteres Suizidgen kodiert fiir die Cytosin-Deaminase aus Escherichia coli, die
5-Fluorocytosin zum Chemotherapeutikum 5-Fluorouracil (5-FU) umsetzt. Diese
Therapieansitze zeigten zwar antitumorale Wirkung, die Effektivitit war jedoch aufgrund der
unzureichenden Transduktionsrate des Tumorgewebes nicht ausreichend (Moolten et al.,

1990).

2.3 Onkolytische Adenoviren

Die Generierung replikationsfahiger, onkolytischer Adenoviren eréffnete neue Perspektiven
fiir die Therapie solider Tumoren. Erste selektiv replizierende Vektoren basieren auf der
genetischen Deletion von viralen Genbereichen, die fiir die Vermehrung von Adenoviren in
normalen Zellen essentiell sind. Dadurch wird die virale Replikation von tumorspezifischen
Funktionen abhingig, die den Verlust dieser viralen Proteine kompensieren konnen. Produkte
der adenoviralen Gene E1B und ElA sind in der Lage, durch Bindung und Inhibition
zelluldrer Tumorsuppressoren wie p53 und Rbl Apoptosekontrolle und Zellzyklusarrest zu
iiberwinden. Die Deletion des E1B-55K-Gens fiihrte zur Entwicklung von ONYX-015,
dessen Replikation aufgrund der ausbleibenden Inaktivierung von p53 in normalen Zellen
gehemmt wird (Bischoff et al., 1996). Die beabsichtigte Selektivitiat des Vektors ONYX-015
fiir Tumorzellen, die einen Funktionsverlust von p53 aufweisen, ist allerdings umstritten
(Rothmann et al., 1998). Onyx-015 gilt aber als erstes tumor-selektiv replizierendes
Adenovirus, das in etlichen klinischen Studien untersucht wurde. In diesen erwies sich Onyx-
015 als sicher, wurde gut toleriert und erzielte zumindest in Kombination mit Chemotherapie
auch tumortherapeutische Wirkung (Aghi and Martuza, 2005).

Durch Deletion der E1A-Region, deren Produkt mit dem Zellzyklus regulierenden Protein
Rb1 interagiert, wurde ein weiteres onkolytisches Adenovirus entwickelt, dessen Replikation
auf Tumorzellen mit einem defekten Rb-Signalweg beschrankt ist (Heise et al., 2000). Eine
weitere, gingige Methode zur Generierung tumorselektiver, onkolytischer Vektoren ist der

Ersatz viraler Promotoren, die die Expression replikationsessentieller Gene (wie z.B. E1A)
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kontrollieren durch heterologe Promotoren, die selektiv in Tumorzellen aktiviert sind. Diese
Modifikationen des viralen Tropismus sind klassische Beispiele fiir das sogenannte
transkriptionelle Targeting von Viren. Im Bereich des transkriptionellen Targetings werden
unter anderem Promotoren von bekannten Tumormarkern eingesetzt. Es wurden Vektoren
unter der Kontrolle von Promotoren fiir das Karzinoembryogene Antigen (CEA) oder das
Prostataspezifische Antigen (PSA) zur Therapie des Kolorektalen Karzinoms bzw. des
Prostatakarzinoms entwickelt (Li et al., 2003), (Rodriguez et al., 1997). Besondere
Attraktivitit fiir die klinische Anwendung haben Promotoren die gewebsiibergreifend in
einem moglichst breiten Spektrum von Krebsarten aktiv sind, wie beispielsweise die
Promotoren fiir die humane Telomerase Reverse Transkriptase (hTERT), Survivin oder
Cyclooxygenase-2 (COX-2) (Wirth et al., 2003), (Zhang et al., 2009), (Davydova et al.,
2004), (Nettelbeck et al., 2003). Eine Herausforderung in der Tumortherapie mit
onkolytischen Adenoviren stellt allerdings nach wie vor eine ausreichende Transduktion des
Tumorgewebes nach systemischer Applikation dar, wobei das gesunde Gewebe moglichst

wenig belastet werden soll.

2.4 Transduktionelles Retargeting adenoviraler Vektoren

Methoden, die eine effektive Maskierung des natiirlichen Tropismus und die gleichzeitige
selektive Transduktion spezifischer Zell- und Gewebstypen gewdhrleisten, sind fiir den
klinischen Erfolg adenoviraler Gen- und Tumortherapiestrategien von malgeblicher
Bedeutung. Insbesondere Anwendungen onkolytischer Adenoviren fiir die Therapie
metastasierter Neoplasien erfordern eine intravendse Applikation und somit eine mdglichst
gezielte Infektion der Tumorzellen. Die Modifikation des Tropismus von therapeutischen
Viren durch Methoden des transduktionellen Retargetings konnte zur Optimierung
tumorspezifischer, onkolytischer Therapien entscheidend beitragen. Um die unerwiinschten
Wechselwirkungen mit Blutkomponenten des Wirtes zu umgehen und die hdufig schwache
Expression von CAR auf therapeutisch relevantem Zielgewebe zu kompensieren, wurden
verschiedene Methoden des CAR-unabhingigen Tropismus entwickelt, die sich auf transiente
oder stabile Modifikationen der adenoviralen Capsidkomponenten beziehen (transduktionelles
Retargeting). Moglichkeiten hierfiir sind durch die genetische Inkorporation von Liganden,
das Einbringen von Strukturkomponenten alternativer Serotypen oder Spezies, der
chemischen Modifikation des Capsids und der Komplexierung mit molekularen

Adapterproteinen gegeben.
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Bei der genetischen Integration heterologer Peptidliganden in virale Capsidproteine muss
beachtet werden, dass die Struktur des Capsidproteins nicht destabilisiert und der Ligand auf
der Oberfldche des Capsids prasentiert wird, sodass nur wenige Positionen fiir eine solche
Modifikation in Frage kommen. In oberfldchenexponierten Bereichen der Fiberknob-Doméne
(C-Terminus, HI loop) konnten Polylysinpeptide (K7) oder RGD-Sequenzen inkorporiert
werden, um eine CAR-unabhingige Infektion iiber HSPGs bzw. Integrine zu ermoglichen
(Wickham et al., 1996), (Bouri et al., 1999), (Krasnykh et al., 1998), (Wu et al., 2002),
(Belousova et al., 2002). Insertionen heterologer Peptide in andere Capsidkomponenten wie
Penton, Hexon oder Protein IX erweiterten den Tropismus adenoviraler Vektoren (Wickham
et al., 1995), (Wickham et al., 1997), (Wu et al., 2005), (Dmitriev et al., 2002). Der
Austausch der Knobdomine oder des ganzen Fiberproteins stellt eine vielversprechende
Option fiir umfassende Verdnderungen des Vektortropismus dar. Fiir eine stabile
Zusammensetzung und effektive Propagation der Viren ist allerdings die komplexe Struktur
der Fiber bzw. der Fiberproteinuntereinheiten von zentraler Bedeutung. Es ist allerdings
gezeigt worden, dass Teile der Fiber durch heterologe Trimerisierungsdominen, abgeleitet
vom Glykoprotein des Moloney murinen Leukdmievirus (Mo-MuLV), dem Rheovirus o1
Protein, dem Fibritinprotein des Bakteriophagen T4 oder einem Peptid des humanen
Lungensurfactant Proteins D (NRP) ersetzt werden konnen (van Beusechem et al., 2000),
(Schagen et al., 2006), (Krasnykh et al., 2001), (Magnusson et al., 2001). In unterschiedlichen
Retargetingstrategien werden diese Strukturmotive als Ausgangsgeriist fiir die Fusion mit
Peptidliganden, aber auch groBerer Molekiile wie die Immunglobulin-bindende Z-Doméne
des Staphylococcus aureus Protein A und der humane CD40 Ligand, genutzt (Belousova et
al., 2008), (Volpers et al., 2003), (Korokhov et al., 2003), (Henning et al., 2002), (Henning et
al., 2005), (Belousova et al., 2003). Genetische Modifikationen fiihrten auch zur Generierung
chimérer Vektoren, die Fiberproteine oder einzelne Doménen des Strukturproteins wie Knob
oder den Schaftanteil anderer adenoviraler Serotypen oder Spezies enthalten. Durch den
Einsatz der Chiméaren HAd5/3 und HAd5/35 wurde beispielsweise die Transduktion primérer
Melanomzellen erh6ht und antitumorale Effekte in einem in vivo Modell des Zervixkarzinoms
erzielt (Volk et al., 2003), (Ni et al., 2006).

Die Anderung des viralen Tropismus kann auch durch eine chemische Modifikation des
adenoviralen Capsids erfolgen. Umfangreiche Maoglichkeiten ergeben sich durch das
genetische Einbringen reaktiver Cysteinreste an bestimmten Positionen der Capsidstruktur,
die eine definierte Kopplung mit spezifischen Liganden erlaubt (Kreppel et al., 2005). Auf der

Capsidoberflache adenoviraler Partikel befindet sich eine erhebliche Anzahl funktioneller
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Aminogruppen, die leicht durch chemische Liganden mit Akzeptorfunktion modifiziert
werden konnen (Fasbender et al., 1997). Eine kovalente Ummantelung der Vektoren durch
aktivierte Polymere, wie beispielsweise Polyethylenglycol (PEG) konnte auf diese Weise
erfolgreich realisiert werden. Der entstehende Polymermantel maskiert das Capsid und schiitzt
die Vektoren vor unerwiinschten Wechselwirkungen mit Blutbestandteilen wie
Koagulationsfaktoren oder neutralisierenden Antikérpern sowie natiirlichen Rezeptoren auf
Normalepithelien (Chillon et al., 1998), (De et al., 2005), (O'Riordan et al., 1999), (Hofherr et
al., 2007), (Fisher et al., 2001). Auf diese Weise wird die Serumhalbwertszeit der viralen
Vektoren verldngert und der natiirliche Tropismus modifiziert (Green et al., 2004). Es konnte
gezeigt werden, dass das Anfiigen synthetischer Polymere allgemein zu einer starken
Inhibition der Leberinfektion fithren kann (Wortmann et al., 2008), (Hofherr et al., 2008),
(Doronin et al., 2009). Andererseits kann der Einsatz von PEGs definierter Lénge zu einer
Erhohung der hepatischen Transduktionsrate fithren, da ein Abfangen der Vektoren durch
Kupffer-Zellen verhindert wird (Prill et al., 2011). Weiterhin werden polymermodifizierte
Viruskomplexe als Basis fiir ein zielgerichtetes Retargeting zu Tumorzellen genutzt (Corjon
et al., 2008), (Delgado et al., 1996). Durch das direkte Anfiigen von Liganden wie FGF-2
(fibroblast growth factor 2) und EGF (epidermal growth factor) konnte eine CAR-
unabhéingige Infektion von Tumorzellen erzielt werden (Lanciotti et al., 2003), (Morrison et
al., 2008).

Das Retargeting adenoviraler Vektoren durch Inkorporation hochaffiner Antikérperdoménen
hat sich als kaum durchfiihrbar erwiesen. Limitierende Faktoren dafiir sind die Grofe von
Antikorpern sowie eine inkorrekte Faltung aufgrund der reduzierenden Bedingungen im
Zellkern wahrend des Zusammenbaus adenoviraler Vektoren. Um diese Inkompatibilitit zu
umgehen, besteht die Moglichkeit der Verwendung bifunktioneller Fusionsproteine, die eine
effektive Beschichtung der Viren ermdglichen. Die als Adapter zwischen Virus und
Zelloberflache fungierenden, rekombinanten Molekiile bestehen aus einer capsidbindenden
Domine wund einer zweiten Domidne zur spezifischen Bindung definierter
Oberflachenstrukturen auf Zielzellen. Als capsidbindende Doméne konnen gegen diverse
Capsidstrukturen gerichtete scFv-Antikorperfragmente (single chain variable fragment) oder
die fiberbindende, sekretorische Ektodoméne des adenoviralen Rezeptors CAR (soluble CAR
bzw. sSCAR) zum Einsatz kommen. Durch die Fusion der genannten Doménen an ein breites
Spektrum anderer scFv-Fragmente wurden sogenannte Diabodies und sCAR-scFv
Adapterproteine zum spezifischen Retargeting onkolytischer Adenoviren generiert. Es konnte

gezeigt werden, dass bispezifische Diabodies den Vektortropismus effektiv zu therapeutisch
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relevanten Rezeptoren wie humanes Endoglin (CD105), Prostata-spezifisches Membran
Antigen (PSMA) und Karzinoembryogenes Antigen (CEA) dirigieren (Nettelbeck et al.,
2001), (Kraaij et al., 2005), (Korn et al., 2004). Erfolgreiches in vivo Retargeting bei CEA-
exprimierenden Tumoren und eine Reduktion der viralen Lebertransduktion konnte nach
Beschichtung onkolytischer Adenoviren mit sCAR-scFv-Adapterproteinen in einem
xenogenen Modell des Kolorektalen Karzinoms (CRC) erreicht werden (Li et al., 2007). In
anderen Studien wurde die Transduktion EGF-Rezeptor-exprimierender Zellen und das
spezifische Retargeting adenoviraler Vektoren zu dem Onkoprotein c-erbB-2 durch
bispezifische Adapterproteine vermittelt (Dmitriev et al., 2000), (Kashentseva et al., 2002).
Eine weitere Strategie zur Verdanderung der adenoviraler Transduktion stellen Adapterproteine
dar, die aus der Fusion der Hexon-bindenden GLA-Doméne des Koagulationsfaktors FX und
sc-Fv Fragmenten resultieren. Die Komplexierung von GLA-scFv Fusionsproteinen mit
Adenoviren ermoglichte nach Retargeting der Tumormarker HER-2/neu oder EGFR eine
effektive Infektion von Tumorzellen in vitro und im Mausmodell (Chen et al., 2010).

Transduktionelles Retargeting stellt einen wichtigen Aspekt in der Virotherapie von Tumoren
dar. Die Modifikation therapeutischer Vektoren ermoglicht nicht nur die selektive Infektion
von Tumorzellen, sie erhdht auch die biologische Sicherheit der eingesetzten Adenoviren. Die
Entwicklung neuer Modglichkeiten des Retargetings adenoviraler Vektoren zu
vielversprechenden Tumormarkern trdgt zur weiteren Optimierung der onkolytischen

Tumortherapie bei.

2.5 Epidemiologie und Pathologie von Tumorerkrankungen der Lunge

In Deutschland stellen Tumoren der Lunge sowohl bei Frauen als auch bei Ménnern die
dritthdufigste Krebserkrankung dar. Aktuell sind pulmonale Tumorerkrankungen die haufigste
krebsbedingte Todesursache bei Ménnern und die dritthdufigste Krebstodesursache bei
Frauen. Prognosen zufolge werden dieses Jahr erneut rund 33.000 Ménner und tiber 17.000
Frauen an Lungenkrebs erkranken. Der Tabakkonsum gilt nach wie vor als Hauptursache fiir
Lungenkrebs. Desweiteren gehoren zu den Risikofaktoren fiir die Entstehung bosartiger
Lungentumoren kanzerogene Stoffe wie Asbest, Quarzstaub, das Edelgas Radon, aber auch
Schadstoffe aus der Luft wie Dieselrul und Feinstaub (RKI und GEKID, Zentrum fiir
Krebsregisterdaten, Ausgabe 2008).

Die histomorphologische Klassifizierung unterscheidet bei pulmonalen Tumoren das

kleinzellige Lungenkarzinom (SCLC, small cell lung cancer) und die vier Hauptgruppen
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nichtkleinzelliger Lungenkarzinome (Plattenepithelkarzinome, Adenokarzinome, grofzellige
Karzinome, kombinierte adenosquamdse Karzinome). Beide Tumorgruppen sind mit einer
duBerst ungiinstigen Prognose assoziiert, da in den meisten Fillen zum Zeitpunkt der
Erstdiagnose die Tumorausbreitung unter Bildung von Metastasen weit fortgeschritten ist. Die
Histologie und das Tumorstadium sind fiir die Prognose und Therapie von bdsartigen
Lungentumoren entscheidend. Nichtkleinzellige Lungenkarzinome werden in den frithen
Stadien I und II aufgrund der geringen Chemo- und Strahlensensibilitdt operativ behandelt.
Bei fortgeschrittenen Stadien (IIIA und IIIB) sind Operation mit Nachbestrahlung oder eine
alleinige Strahlentherapie etablierte Therapieformen. Bei kleinzelligen Lungenkarzinomen
wird aufgrund der hohen Proliferationsrate und der Tendenz zur friihzeitigen Metastasierung
eine kombinierte Chemotherapie als bevorzugte Behandlungsmethode durchgefiihrt. Dabei
werden die Protokolle ACO (Adriamycin, Cyclophosphamid, Vincristin) und PE (Cisplatin
bzw. Carboplatin, Etoposid) oder Kombinationen dieser Substanzen als Standardtherapie
eingesetzt. Nach Beendigung der Chemotherapie erfolgt in der Regel eine Radiotherapie.
Trotz einem anfianglichen guten Therapieansprechen kommt es bei der iiberwiegenden Anzahl
der Patienten selbst nach Tumorremission zu einem Rezidiv, das in der Regel palliativ
behandelt wird.

Neuere Moglichkeiten zur Behandlung pulmonaler Tumoren, basierend auf
molekularbiologischen Therapiestrategien zielen auf die Inhibition der Angiogenese, die
Inhibition der Rezeptoren von Wachstumsfaktoren (EGF, VEGF), die Induktion von
Apoptosemechanismen und schlieBen den Einsatz einer Antikorpertherapie ein.
Therapieansdtze mit monoklonalen Antikérpern und Inhibitoren der autokrinen
Wachstumsstimulation, die gegen Faktoren wie GRP (gastrin releasing peptide) oder dem
Onkogen c-Kit und SCF (stem cell factor) gerichtet sind, zeigten zundchst eine
vielversprechende Wirkung (Chaudhry et al., 1999), (Krystal et al., 2001), (Litz et al., 2004).
Trotz einiger weniger vielversprechender Studien ist die klinische Weiterentwicklung neuer
Verfahren zur Therapie bosartiger Lungentumoren eher enttduschend verlaufen. Bei
gentherapeutischen Strategien stellt ein effektiver Transport der therapeutischen Vektoren zu
den Zielzellen immer noch eine immense Hiirde dar. Die Entwicklung optimierter
Vektorsysteme und neuer Retargetingkonzepte sind notwendig, um eine Verbesserung des

Therapieausgangs alternativer Strategien zu erreichen.
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2.6 Polysialinsdure als molekulares Angriffsziel in der Tumortherapie

Polysialinsdure (PolySia) ist eine saure Zuckerstruktur, die als posttranslationale Modifikation
des neuralen Zelladhdsionsmolekiil NCAM entwicklungsabhingig exprimiert wird (s.
Abb. 2). Polysialinsdure ist ein unverzweigtes Homopolymer aus N-Acetylneuraminsiure
(Sialinsdure), wobei die einzelnen Zuckerreste durch o2,8-glykosidische Bindungen
miteinander verkniipft sind. PolySia stellt hierdurch eine fiir Vertebraten sehr ungewohnliche
Zuckerstruktur dar. Das Glykoprotein NCAM, ein Mitglied der Superfamilie der
Immunglobuline und Triagermolekiil der Polysialylierung, ist {iber diverse Wechselwirkungen
mit anderen Faktoren an der Ausbildung stabiler Zell-Zell-Kontakte beteiligt. Die
Polysialylierung von NCAM wird durch die Expression von Sialinsduretransferasen streng
reguliert, die auf Gewebe wihrend der Embryonal- und friihen postnatalen Gehirnentwicklung
sowie im adulten Gehirn ausschlielich in den Bereichen synaptischer Plastizitit und neuraler
Neubildung beschrinkt ist (Gascon et al., 2007), (Hildebrandt et al., 2007). NCAMs konnen
in ihrer polysialylierten Form eine oder mehrere PolySia-Ketten tragen. Die spezifische,
posttranslationale Polysialylierung wird durch die zwei am Golgi lokalisierten
Polysialyltransferasen ST8Siall und ST8SialV katalysiert. Durch den Prozess der
Polysialylierung werden die adhésiven Eigenschaften des Trigermolekiils NCAM in ihr
Gegenteil verkehrt. Die negativ geladene Zuckerstruktur verfligt {iber ein elektrostatisch stark
abstoflendes Moment und bewirkt eine Destabilisierung von Zell-Zell-Kontakten (Johnson et
al., 2005), (Yang et al., 1992). Die Polysialylierung von NCAM verstiarkt somit die zelluldre
Beweglichkeit und Plastizitit und spielt somit eine wichtige Rolle bei
Differenzierungsvorgingen wihrend der Embryogenese sowie bei der Entwicklung und
Funktion des zentralen Nervensystems (Lackie et al., 1991), (Rutishauser, 2008).

PolySia wird entwicklungsabhingig und gewebespezifisch exprimiert und kann in den
meisten ausdifferenzierten Geweben nicht mehr nachgewiesen werden. In etlichen humanen
Tumoren neuroendokrinen Ursprungs wie dem Wilms-Tumor, dem Neuroblastom, dem
Rhabdomyosarkom und dem kleinzelligen Lungenkarzinom (SCLC) findet jedoch eine
erneute Expression der PolySia statt (Roth et al., 1988), (Glick et al., 1991), (Gluer et al.,
1998a) ,(Gluer et al., 1998b), (Miyahara et al., 2001), (Takamatsu et al., 1994).
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Abbildung 2: Schematische Darstellung der drei bedeutendsten Isoformen des NCAM und
die polysialylierte Form von NCAM

Die extrazellulire Doméne von NCAM besteht aus zwei Fibronektin Typ [II-Doménen (FnlII)
und fiinf immunglobulinéhnlichen Doménen (Igl-5). Die transmembranen Formen NCAM-180
und -140 unterscheiden sich in der Lénge ihrer zytoplasmatischen Doméne, wobei NCAM-120
iiber einen Glykosylphosphatidylinositol-Anker (GPI) mit der Membran verbunden ist. Alle
Isoformen konnen an zwei N-Glykosylierungsstellen der Ig5-Doméne 02,8-verkniipfte
Polysialinsduren tragen, die den hydrodynamischen NCAM-Radius erweitern (entnommen aus
Polysialylation of NCAM, Hildebrandt et al.2010, Advances in Experimental Medicine and
Biology 663,DOI 10.107/978-1-4419-1170-4_6).

Polysialyliertes NCAM kann zudem auch auf der Oberfliche von nichtkleinzelligen
Lungenkarzinomen und multiplen Myelomen nachgewiesen werden (Tanaka et al., 2000),
(Kaiser et al., 1996). Im Bereich der Tumorbiologie stellt PolySia einen wichtigen klinischen
Aspekt dar, da eine enge Korrelation zwischen der Expression von PolySia und der Malignitét
des Tumors existiert. Es wird angenommen, dass die antiadhdsiven Eigenschaften von
PolySia eine Auflockerung der Zellverbinde bewirken und somit die Metastasierung
begiinstigen (Scheidegger et al., 1994), (Seidenfaden et al., 2003), (Perl et al., 1999). Die
durch Polysialylierung erreichte Abschirmung tumorspezifischer Antigene auf der
Zelloberfliche konnte zudem Tumorgewebe und Metastasen vor einer antitumoralen
Immunantwort schiitzen.

Aufgrund der tumorfordernden Eigenschaften stellt PolySia einen ungiinstigen Diagnose- und
Prognosefaktor dar. Die hochselektive Expression auf malignen Tumoren macht PolySia zu

einem hervorragend geeigneten Angriffsziel fiir gezielte molekulare Tumortherapien.
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2.7 Zielsetzung der Arbeit

Die Nutzung onkolytischer Adenoviren in der Tumortherapie stellt eine vielversprechende,
alternative Behandlungsmdglichkeit dar, die jedoch noch hinsichtlich Tumorselektivitdt und
therapeutischer Effizienz optimiert werden muss. Zur Steigerung der therapeutischen
Wirksamkeit ist die Weiterentwicklung von Konzepten, die eine gezielte Infektion der
Tumoren ermdglichen, daher dringend erforderlich.

Die selektive Expression von Polysialinsédure auf der Oberfliche von klinisch-relevanten,
malignen Tumoren ermdglicht die Entwicklung gezielter, onkolytischer Therapien.
Zielsetzung der vorliegenden Arbeit war die Etablierung einer therapeutischen Strategie zur
Behandlung von PolySia-exprimierenden Tumoren mittels PolySia-spezifischem Retargeting
von onkolytischen Adenoviren. Hierzu sollte ein bispezifisches Fusionsprotein zur
Komplexierung adenoviraler Vektoren generiert werden, dass durch eine hohe
Bindungsaffinitit zum adenoviralen Capsid einerseits und dem Tumormarker PolySia
andererseits als Adapter wirkt und die effektive Infektion PolySia-spezifischer Zellen
gewihrleistet. Die Charakterisierung der Funktionalitit und Spezifitit der generierten
Adapterproteine sollte zunichst in Zellen mit definiertem PolySia-Status getestet werden.
Weiterhin sollte die Ubertragbarkeit der adaptervermittelten, gezielten Infektion in vitro auf
PolySia-exprimierende Tumorzellen humanen Ursprungs untersucht werden. Als ein
Hauptaspekt der PolySia-spezifischen Retargetingstrategie sollte im Tierversuch die
Moglichkeit evaluiert werden, eine spezifische Infektion subkutan xenotransplantierter,
PolySia-exprimierender Tumoren auch nach intravendser Gabe adaptermodifizierter
Adenoviren zu erreichen. Die Infektionseffizienz der Subkutantumoren in vivo sollte unter
anderem durch Biolumineszenzmessungen visualisiert und durch quantitative Messmethoden
bestitigt werden. Die Beeinflussung des natiirlichen adenoviralen Hepatotropismus durch die
Adapterkomplexierung des Capsids sollte durch Ermittlung der hepatischen Viruslast und der
virusvermittelten Lebertoxizitdt untersucht werden. Da die Bedeutung der im Rahmen der
viralen Onkolyse induzierten antitumoralen Immunantwort zunehmend erkannt wird, sollte
das PolySia-spezifische Retargeting onkolytischer Adenoviren auch in einem
immunkompetenten, orthotopen Modell des SCLC untersucht werden. Die Bedeutung der
onkolyseinduzierten antitumoralen Immunantwort sollte durch vergleichende Untersuchungen
der therapeutischen Effizienz in immunkompetenten bzw. T-Zell-defizienten Maiusen
charakterisiert und anhand von Lungenhistologien und Uberlebensanalysen dargestellt

werden.
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3 Ergebnisse

Der Begriff ,transduktionelles Retargeting beschreibt die gezielte Verdnderung des
Tropismus viraler Vektoren zu definierten Oberflaichenmolekiilen auf Zielzellen. Dieser
Vorgang wird unter anderem durch das Beschichten viraler Partikel mit bispezifischen
Fusionsproteinen bewerkstelligt, die aus zwei miteinander fusionierten Bindungsdoménen
zusammengesetzt sind. Eine Domine bindet hierbei an virale Hiill- oder Capsidproteine,
wihrend die zweite Bindungsdomine definierte Oberflichenstrukturen auf Tumorzellen
bindet. Bispezifische Fusionsproteine erfiillen gewissermallen die Funktion eines Adapters
zwischen viralen Vektoren und definierten Tumorstrukturen. In dieser Arbeit wurde das
spezifische Retargeting onkolytischer Adenoviren des Serotyps 5 (Ad5) zu dem Tumormarker
Polysialinsdure (PolySia) auf der Oberfliche verschiedener Tumorzellen untersucht. Zur
Erkennung polysialylierter Tumoren wurde das Adapterprotein CARsc-pSia generiert. Das
zugrunde liegende Prinzip der spezifischen Tumorerkennung durch CARsc-pSia-modifizierte

Adenoviren ist in Abbildung 3 schematisch dargestellt.

Ad>5
CAR-
Ektodoméne
a-pSia scFv _| CARsc-pSia
: . ¥ PolySia
—— NCAM

Abbildung 3: Schematische Darstellung des Retargetings adenoviraler Partikel zu
polysialylierten Oberflichen auf Tumorzellen durch das Adapterprotein CARsc-pSia
Adenoviren werden vor der systemischen Applikation mit dem Adapter CARsc-pSia

beschichtet. Die Beschichtung ermoglicht die spezifische Bindung der Partikel an PolySia auf
der Oberflache von Tumorzellen und die gezielten Infektion polysialylierter Tumorzellen.
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3.1 Generierung des bispezifischen Adapterproteins CARsc-pSia

Das gezielte Retargeting onkolytischer Adenoviren zu polysialylierten Tumorzellen sollte
durch das Beschichten der Viren mit dem bispezifischen Adapterprotein CARsc-pSia erreicht
werden. Die spezifische Bindung an PolySia sollte durch ein scFv-Antikorperfragment (single
chain variable fragment) vermittelt werden, dass Polysialinsduren auf den in der
Zellmembran verankerten neuralen Zelladhdsionsmolekiilen (NCAMSs) spezifisch erkennt. Als
Ausgangspunkt zur Generierung des scFv-Fragments wurde der murine, monoklonale
Antikdrper mAb 735 verwendet, ein 1gG2a Isotyp, der gegen alpha (2-8) Polysialinsduren
gerichtet ist (Frosch et al., 1985), (Klebert et al., 1993). Nach Isolierung und reverser
Transkription der gesamten mRNA der anti-PolySia  Antikdrper-exprimierenden
Hybridomzelllinie 735, konnten die variablen Regionen der leichten und schweren Kette
(Fragmente Vi und Vy) durch spezifische Primer in einer PCR-Reaktion amplifiziert werden.
Als N-Terminus des scFv-Fragments wurde die variable Region Vi ausgewdhlt, die aus den
ersten 117 Aminosduren der leichten Antikorperkette zusammengesetzt ist. Der variable
Bereich Vy sollte C-terminal angehdngt werden und besteht aus den ersten 116 Aminoséuren
der schweren Kette des Antikorpers mAb 735. Die beiden variablen Doménen Vi und Vy sind
iiber einen synthetischen Peptidlinker miteinander verbunden, der aus einer 15 Aminoséduren
langen, repetitiven Sequenz von Glycin- und Serinresten in der Reihenfolge (GlysSer);
besteht. Um die Bindung an adenovirale Vektoren zu ermdglichen, wurde das rekombinante
anti-PolySia scFv-Fragment mit der Ektodoméne des Coxsackievirus- und Adenovirus
Rezeptors (CARex) fusioniert. Das gewéhrleistet die bispezifischen Bindungseigenschaften
rekombinanter CARsc-pSia-Fusionsproteine durch die effektive Erkennung sowohl der Knob
Domine adenoviraler Fiberproteine, als auch polysialylierter Zelloberfldchen. Das Einfiigen
einer Sequenz in das Konstrukt, die fiir sechs Histidine und den sogenannten myc- tag (His-
myc-tag) codiert, sollte die Aufreinigung und Detektion der exprimierten Adapterproteine
ermOglichen. In Vorexperimenten wurde festgestellt, dass die Position der genannten tag-
Sequenz erhebliche Auswirkungen auf die Funktionsfihigkeit der Adapter nach ihrer
Aufreinigung hat. Das Anhidngen des His-myc-tags an den C-Terminus des anti-PolySia scFv-
Fragments fiihrte zu einem Funktionsverlust der antigenbindenden FEigenschaft dieser
Domine nach Aufreinigung an Ni-Festphasen (Daten nicht gezeigt). Durch die
Umpositionierung der tag-Sequenz vor die CAR-Ektodoméne werden die bispezifischen
Bindungseigenschaften der Fusionsproteine zu Ad5-Vektoren und zu Polysialinséduren nicht
beeinflusst. Das Adapterprotein CARsc-pSia wurde daraufhin so konzipiert, dass vom N- zum

C-Terminus folgende Doménen inkorporiert sind: das 24 Aminosduren lange Leader-
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Signalpeptid des Rezeptors CAR einschlieBlich der Spaltstelle, eine His-myc-tag-Sequenz,
die sekretorische Ektodomédne des adenoviralen Rezeptors (CARex) und das scFv-Fragment
aus mAb 735. Den Aufbau und eine schematische Darstellung des bispezifischen
Adapterproteins CARsc-pSia zeigt Abbildung 4.

Hisgc-myc| CAR,, [V -cyserV,, -pSia

ex

|Jepea-| |

| v Ajod |

CAR-Ektodomane a-pSia scFv

Abbildung 4: Aufbau und schematische Darstellung des bispezifischen Adapterproteins
CARsc-pSia

CARsc-pSia ist aus der Ektodoméne des adenoviralen Rezeptors CAR und dem scFv-Fragment
des monoklonalen anti-PolySia Antikdrpers 735 zusammengesetzt. Zur spezifischen
Aufreinigung und Detektion enthilt das Adapterprotein einen His-myc-tag am N-Terminus.

3.1.1 Expression des rekombinanten Konstrukts CARsc-pSia

Die angegebenen Domédnen des rekombinanten Adaptermolekiils CARsc-pSia wurden fiir
nachfolgende Untersuchungen in ein Expressionsplasmid eingefiigt. Zunichst wurde die
Expressionsfahigkeit der generierten CARsc-pSia-Sequenz nach transienter Transfektion in
der Zelllinie 293 getestet. Die Expressionsprodukte wurden gelelektrophoretisch aufgetrennt
und in einer Western Blot-Analyse untersucht. Das Ergebnis ist in Abbildung 5 dargestellt.
Als Positivkontrolle wurde das Expressionsplasmid des bereits charakterisierten und
vergleichbar strukturierten Adapters CARg-Tat transfiziert. Das Fusionsprotein CARqx-Tat
besteht aus der Ektodomédne des Rezeptors CAR und einer Arginin- und Lysinreichen,
polybasischen Peptidsequenz des Proteins Tat (transactivator of transcription) aus dem
Humanen Immundefizienz-Virus (HIV). Die genannte Proteindomine erlaubt nach
unspezifischer Bindung an Sdugerzellen die rezeptorunabhéngige Aufnahme von Tat und

wird als Protein Transduktions Doméine (PTD) gekennzeichnet.
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Abbildung 5: Expression des rekombinanten Adapterproteins CARsc-pSia

293 Zellen wurden mit jeweils 1pg Expressionsplasmid der CARsc-pSia Sequenz und CAR-Tat
Plasmid transfiziert. Nach 48 Stunden wurden Proteinproben aus Zellextrakt und direkt aus
Zelliiberstand per SDS-Gelelektrophorese aufgetrennt und im Western Blot mittels eines anti-c-
myc Antikorpers dargestellt.

Die Spezifitit des anti-c-myc Antikorpers wird durch das Adapterprotein CARex-Tat gezeigt,
das als Nachweiskontrolle aufgetragen wurde. Weiterhin stellt das Ergebnis die
Expressionsfahigkeit der transfizierten CARsc-pSia-Konstrukte dar. Nach Auftrennung im
SDS-Gel konnten exprimierte CARsc-pSia-Proteine erwartungsgemall als Bande etwas
oberhalb der berechneten molekularen Masse von 56 kDa detektiert werden. Durch den
sekretorischen Charakter der eingebauten CAR-Ektodoméne werden CARsc-pSia-Adapter

aus der Zelle ausgeschleust und sind daher auch im Zelliiberstand nachweisbar.

3.1.2 Charakterisierung des bispezifischen Adapters CARsc-pSia

Nach erfolgter Expression sollte der Adapter CARsc-pSia aufgrund seiner bispezifischen
Bindungsaffinitdt eine starke Interaktion zu adenoviralen Fiberproteinen und zu
Polysialinsduren auf der Oberfliche von Tumorzellen ermdglichen. Zur funktionellen
Untersuchung des CARsc-pSia-vermittelten Retargetings von AdS5-Vektoren zu PolySia
wurden im Infektionsversuch die CAR-negative, aber PolySia-positive Hamsterzelllinie CHO
sowie die zu CHO isogene, PolySia-negative Mutante CHO-2A10 ausgewdhlt (Eckhardt et
al., 1995), (Windfuhr et al., 2000). CHO-Zellen sind aufgrund der fehlenden CAR-Expression
durch Ad5-Viren nicht infizierbar, sollten aber anhand ihrer polysialylierten Zelloberflache
permissiv fiir CARsc-pSia-beschichtete Adenoviren sein. CHO-2A10-Zellen sind durch
unbehandelte und CARsc-pSia-beschichtete Adenoviren per se nicht infizierbar, da sie weder

CAR noch PolySia exprimieren. Um eine unspezifische Infektion sdmtlicher Zellen zu
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demonstrieren wurde zusitzlich der zuvor beschriebene Adapter CAR-Tat als Positivkontrolle
eingesetzt. Zur Darstellung der Ubertragbarkeit des spezifischen Retargetings wurden im
Infektionsversuch auch die humanen Tumorlinien TE671 und IMR32 verwendet. Vor der
Infektion der beschriebenen Zellen erfolgte die Beschichtung der AdS-Partikel durch eine
Inkubation in Adapter-haltigem Zelliiberstand. Das Ergebnis der Infektion mit beschichteten
und unbehandelten Ad-LacZ-Viren ist in Abbildung 6 dargestellt.

Ad-LacZ Ad-LacZ+ Ad-LacZ+
CARsc-pSia CAR-Tat
_ 7 3 -

{2

IMR32

TEG71

Abbildung 6: CARsc-pSia vermittelt eine spezifische adenovirale Infektion PolySia-
exprimierender Zellen

Das Beschichten der Ad-LacZ-Partikel mit den Adapterproteinen CARsc-pSia und CAR-Tat
erfolgte durch Inkubation in adapterhaltigen Uberstinden aus transfizierten 293-Zellen fiir 40
Minuten bei 4°C. Infiziert wurden die Zelllinien CHO, CHO-2A10, IMR32 und TE671 mit
unbehandelten und adapterbeschichteten Ad-LacZ-Partikeln mit einer MOI von 25. Nach einer
Infektionszeit von 30 Minuten und anschlieBendem Mediumwechsel folgte eine Inkubationszeit
von 48 Stunden. Die Aktivitit der B-Galaktosidase in adenoviral infizierten Zellen wurde
cytochemisch nachgewiesen.
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Alle untersuchten Zelllinien sind aufgrund des fehlenden Rezeptors CAR durch unbehandelte
Ad5-Vektoren nicht infizierbar. Die Beschichtung der Viren mit dem Adapterprotein CARsc-
pSia flihrt zu einer effektiven Infektion PolySia-positiver Zellen. Das wird in den infizierten
Zelllinien CHO, TE671 und IMR32 durch die qualitative Darstellung der Enzymaktivitét
adenoviral eingeschleuster B-Galaktosidase angezeigt. In der nicht polysialylierten Zelllinie
CHO-2A10 konnte nach Beschichtung der Viren mit CARsc-pSia keine adenovirale Infektion
detektiert werden. Wie bereits erwédhnt, vermittelt der Adapter CAR-Tat eine Infektion
epithelialer Zellen ohne spezifische Erkennung eines Rezeptors. Erwartungsgemif konnte in
allen getesteten CAR-negativen, PolySia-positiven Zellen und in der CAR- und PolySia-
negativen Zelllinie CHO-2A10 eine Infektion durch CARe-Tat beschichtete Ad-LacZ-
Partikel nachgewiesen werden. Die in Abbildung 6 dargestellten Ergebnisse machen deutlich,
dass die Behandlung des Adenovirus Ad-LacZ mit bispezifischen CARsc-pSia-
Adapterproteinen zu einer CAR-unabhéngigen, aber PolySia-spezifischen Infektion von
Zielzellen fiihrt.

Die bisherigen Untersuchungen wurden mit Uberstinden aus Transfektionsansitzen
durchgefiihrt. Zur weiteren Charakterisierung des CARsc-pSia-vermittelten Retargetings und
der spezifischen Infektion polysialylierter Zellen wurden definierte Mengen an
Fusionsproteinen eingesetzt. Zur stabilen Transduktion einer Produktionszelllinie wurde die
CARsc-pSia-Sequenz in ein retrovirales Expressionssystem integriert. Das ermoglichte eine
effiziente Aufreinigung produzierter CARsc-pSia-Proteine aus Uberstinden und Extrakten
transduzierter Zellen mittels Affinitaitschromatographie. In einem weiteren Infektionsversuch
mit den zuvor untersuchten Zelllinien wurden Ad-LacZ-Viren mit unterschiedlichen Mengen
des aufgereinigten Adapterproteins CARsc-pSia beladen. Die quantitative Auswertung der
Infektionsreihe zeigt Abbildung 7.



Ergebnisse 22

A N CHO B —a—CHO
_1CHO-2A10 —— CHO-2A10
CTE 671 —o—TE 671
IMR 32 —a— IMR 32

4 2.0 80

:‘g T

= T

X c @

P 1.5 N i 2 ® 60+

N — < T

© D - Qg

T o Q2

B Y £ 5

on i i

% ) 1.0 .g ; 40

Tu 58

‘? — >'<

<@ 0.5 = 204

[

0.0- | [l [ Il 0
0 1 5 10 15 1 5 10 15
CARsc-pSia [ug] CARsc-pSia [ug]

Abbildung 7: Quantitative Analyse des CARsc-pSia-vermittelten Retargetings in PolySia-
exprimierenden Zellen

Vor der Infektion wurden jeweils 8x10° infektiose Ad-LacZ-Partikel mit definierten Mengen an
aufgereinigten CARsc-pSia Proteinen fiir 40 Minuten bei 4°C beladen. Zur Infektion wurden
CARsc-pSia-beschichtete Viren sowie unbehandelte Viren eingesetzt. Die Zelllinien CHO,
CHO-2A10, IMR32 und TE671 wurden anschliefend mit der angegebenen Virusmenge fiir 30
Minuten inkubiert. Die Messung der B-Galaktosidaseaktivitit aus Zellextrakt erfolgte 48
Stunden nach Infektion.

Die Erhohung der Menge der eingesetzten Fusionsproteine bei gleicher Viruslast resultiert in
der Steigerung der Infektionseffizienz. Das ist aus der Messung der Enzymaktivitit der -
Galaktosidase in den infizierten Zellen (Abb.7A) und der daraus abgeleiteten relativen
Infektion bezogen auf den Infektionsansatz mit unbehandelten Adenoviren (Abb.7B)
ersichtlich. Ein Séttigungseffekt der eingesetzten Virusmenge konnte beim Einsatz von 10 pg
CARsc-pSia erreicht werden. Ausgehend von der vorhandenen Anzahl an viralen Partikeln,
befinden sich in einem Infektionsansatz 9,6x10° adenovirale Fiberproteine als potentielle
Bindungsstellen fiir CARex-Doménen der Adapterproteine. Obwohl die Affinitdt zwischen
der Knobdoméne des adenoviralen Fiber-Proteins und dem Rezeptor CAR als hoch eingestuft
wird, besteht im Konzentrationsbereich der beobachteten optimalen Infektionseffizienz
ungefihr ein 10*-facher Uberschuss an CARsc-pSia-Adapter. Ahnliche Mengenverhiltnisse
mit aufgereinigten bispezifischen Fusionsproteinen wurden bereits in Infektionsstudien mit
den Adaptern CAR-Tat und CAR-VP22 beobachtet (personliche Kommunikation mit PD.
Dr. Florian Kiihnel).
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3.2 Generierung des trimerisierungsfihigen, bispezifischen Adapters

CARsc-pSia

Das bispezifische Adapterprotein CARsc-pSia wurde fiir erste Funktionsversuche als
Monomer konzipiert. In einer Vergleichsstudie monomerer und trimerisierter Strukturen des
bispezifischen Fusionsproteins sCARfC6.5 konnte eine Erhéhung der Bindungsaffinitit
trimerisierter Adapter zu Knob festgestellt werden (Kashentseva et al., 2002). Durch eine
Trimerisierung sollte auch die Bindungsfihigkeit des Adapters CARsc-pSia verstirkt und
somit das spezifische Retargeting verbessert werden. Um die Bildung von CARsc-pSia-
Homotrimeren zu ermdglichen, wurden zwei verschiedene Mdglichkeiten zur Modifikation
des Konstrukts in Betracht gezogen. Zum einen wurde die C-terminal lokalisierte
Trimerisierungsdoméne des Proteins Fibritin aus dem Bakteriophagen T4 eingesetzt. Durch
Inkorporation dieses 30 Aminosduren langen, konservierten Polypeptids sollten CARsc-pSia
Monomere nach ihrer Expression zu Trimeren aggregieren (Tao et al., 1997), (Strelkov et al.,
1996). Aus dem in der Hefe vorkommende Transkriptionsfaktor GCN4 wurde die Isoleucin
Variante des Leucin-Zipper-Bereichs als alternative Moglichkeit zur Ausbildung trimerer
Strukturen ausgewahlt (Kim et al., 2002), (Harbury et al., 1993). Als Verbindungssequenz
zwischen der Trimerisierungsdoméne aus Fibritin oder GCN4 und dem anti-pSia scFv-
Fragment diente eine prolinreiche, 22 Aminosduren lange Gelenkregion (hinge-Region). Die
konservierte hinge-Region kommt in Immunglobulinen vor, wo sie eine Verbindung zwischen
dem antigenbindenden Fragment (Fab) und dem restlichen konstanten Bereich der schweren
Ketten (Fc) bildet. Die hinge-Region verkniipft iiber kovalente Disulfidbriicken die
Antikorperfragmente Fab und Fc zu der typischen Ypsilon-dhnlichen Form und verleiht
Immunglobulinen dadurch einen  zusétzlichen flexiblen = Charakter. Die
Trimerisierungsdoménen aus Fibritin bzw. GCN4 und die Gelenkregion hinge wurden aus
Oligonukleotiden in einer PCR-Reaktion synthetisiert und miteinander fusioniert. In einem
weiteren Konstruktionsansatz konnte das rekombinante Polypeptid aus Fibritin bzw GCN4
und hinge-Region zwischen die Ektodomédne des adenoviralen Rezeptors (CARex) und dem
scFv-Fragment in die Sequenz des Adapters CARsc-pSia integriert werden. Die auf diese
Weise modifizierte CARsc-pSia Expressionskassette beinhaltet vom N- zum C-Terminus
folgende Doménen: das 24 Aminosduren lange Leader-Signalpeptid des Rezeptors CAR
einschlieBlich der Spaltstelle, eine His- myc- tag- Sequenz, die sekretorische Ektodoméne
CARex, die Trimerisierungsdoméne des Proteins GCN4 oder Fibritin mit hinge Region und

das scFv-Fragment des anti-PolySia Antikdrpers 735. Zur besseren Ubersicht wird der
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Aufbau der modifizierten Konstrukte CAR-GCN-pSia und CAR-Fib-pSia sowie eine
graphische Darstellung trimerisierter Adapterproteine in Abbildung 8 gezeigt.
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Abbildung 8: Aufbau und schematische Darstellung des bispezifischen Adapterproteins
CARsc-pSia mit verschiedenen Trimerisierungsmotifen und hinge-Region

Die Ektodoméne des adenoviralen Rezeptors CAR ist iiber ein Trimerisierungsmotif mit dem
scFv-Fragment des monoklonalen anti-PolySia Antikérpers 735 verbunden. Als
Trimerisierungsdoméinen wurden Polypeptidsequenzen aus den Proteinen Fibritin und GCN4 an
die Gelenkregion hinge der Immunglobuline angefiigt. Die schematische Darstellung zeigt
bispezifische CARsc-pSia Adapterproteine in der trimerisierten Form.

3.2.1 Charakterisierung trimerisierungsfihiger Adapterproteine

Die Charakterisierung der modifizierten Adapterproteine nach der Integration rekombinanter
Trimerisierungsdoménen aus den Proteinen Fibritin (CAR-Fib-pSia) bzw. GCN4 (CAR-
GCN-pSia) erfolgte in einer Western Blot-Analyse. Untersucht wurden die
Expressionsfahigkeit sowie die Fahigkeit zur Ausbildung trimerer Strukturen der verédnderten
Adapterproteine im Vergleich zum urspriinglichen monomeren Konstrukt CARsc-pSia.
Abbildung 9 zeigt das Ergebnis der Gelauftrennung mit nicht denaturierten und denaturierten

Fusionsproteinen.
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Abbildung 9: Charakterisierung rekombinanter CARsc-pSia-Fusionsproteine nach
Integration der Trimerisierungsdominen und der hinge-Region

293 Zellen wurden mit der Expressionskassette des monomeren Adapterproteins CARsc-pSia
(Proben 1 und 4), sowie mit den modifizierten Konstrukten CAR-GCN-pSia (Proben 2 und 5)
und CAR-Fib-pSia (Proben 3 und 6) transfiziert. Die nach 48 Stunden aus Zellextrakt isolierten
Fusionsproteine wurden im SDS-Gel aufgetrennt und durch einen anti-c-myc-Antikérper im
Western Blot detektiert. Aufgetragen sind jeweils denaturierte und nicht denaturierte Proben der
verschiedenen CARsc-pSia-Adapter.

Die Inkorporation der rekombinanten Fragmente GCN4-hinge und Fibritin-hinge in die
CARsc-pSia Sequenz hat eine Erhohung der molekularen Masse des urspriinglichen
Adapterproteins CARsc-pSia um 5 bzw. 8 kDa zur Folge. Dieser Unterschied ist nach
Denaturierung der Proteinproben in einem Vergleich der modifizierten Fusionsproteine CAR-
GCN-pSia (Probe 5) und CAR-Fib-pSia (Probe 6) in ihrer monomeren Form mit dem Adapter
CARsc-pSia (Probe 4) deutlich erkennbar. Zur Darstellung trimerisierter Adapterstrukturen
wurden die entsprechenden Proteinproben nicht aufgekocht und ohne Reduktionsmittel auf
das Gel aufgetragen. Verglichen mit den zuvor denaturierten Proteinen ist eine Fraktion mit
deutlich erhohtem Molekulargewicht zu erkennen. Das ist in der Proteinprobe mit CAR-Fib-
pSia-Adapter (Probe 3) durch die Detektion einer stark erhéhten Proteinbande dargestellt. Die
Inkorporation des Polypeptids aus Fibritin resultiert demzufolge in einer effizienten
Trimerisierung der exprimierten Fusionsproteine. CAR-GCN-pSia-Adapterproteine, die eine
Trimerisierungssequenz aus GCN4 beinhalten (Probe 2), konnen dagegen kaum zu stabilen,
trimeren Strukturen aggregieren, da in dieser Probe eine detektierte erhohte Proteinbande nur
schwach erkennbar ist. Die Banden denaturierter und nicht denaturierter CAR-GCN-pSia-
Proteine befinden sich hauptsidchlich auf gleicher Laufhéhe (Proben 2 und 5). Als
Vergleichskontrolle wurde auch hier das nicht denaturierte, monomere CARsc-pSia-
Adaptermolekiil eingesetzt (Probe 1). Zusammenfassend demonstriert das Ergebnis die
effektive und stabile Ausbildung einer trimeren Konformation exprimierter CAR-Fib-pSia-

Fusionsproteine aufgrund der integrierten Fibritin-Doméne.
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3.2.2 Effektivititsvergleich monomerer und trimerisierter Adapterproteine

Untersuchungen zur Darstellung der erwarteten Verbesserung des spezifischen Retargetings
durch trimerisierte Adapter wurden daraufhin mit dem Konstrukt CAR-Fib-pSia durchgefiihrt.
Bispezifische Fusionsproteine monomerer und trimerer Struktur wurden anhand ihres His-
myc-tags aus stabil transduzierten Produktionszelllinien aufgereinigt und in definierten
Mengen zur Beschichtung adenoviraler Vektoren eingesetzt. Ein direkter Vergleich beider
Adapterstrukturen erfolgte im Infektionsversuch mit der zuvor beschriebenen Zelllinie CHO.
In Abbildung 10 ist die Fdhigkeit monomerer und trimerisierter CARsc-pSia-Adapter

dargestellt, eine PolySia-spezifische Infektion der Zellen zu ermdglichen.
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Abbildung 10: Adenovirale Infektion durch monomere und trimerisierte CARsc-pSia
Adapterproteine

Vor der Infektion wurden adenovirale Vektoren mit dem Adapterprotein CARsc-pSia in
monomerer bzw. trimerisierter Form in den Konzentrationen 0,5pg, lpg, 2,5ug und Sug
beschichtet. Infiziert wurden CHO-Zellen mit jeweils 8x10° infektiosen Ad-LacZ-Partikeln fiir
30 Minuten. Dargestellt ist die Enzymaktivitit der 3-Galaktosidase aus Zellextrakt 48 Stunden
nach der Infektion.

Die dargestellte Infektion nicht permissiver CHO-Zellen nach Beschichtung adenoviraler
Partikel mit dem monomeren Adapter CARsc-pSia wurde bereits in Abschnitt 3.1.2
charakterisiert. Die Beschichtung der eingesetzten Viren mit der entsprechenden Menge an
trimerisierten Fusionsproteinen fiihrt zu einer Verbesserung der Infektion von CHO-Zellen.
Die beobachtete signifikante Steigerung der Infektion kann womdglich auf eine effizientere
Beschichtung der Viren durch trimerisierte CARsc-pSia-Adapter zuriickgefiihrt werden. Die
postulierte gleichzeitige Bindung von drei CAR-Molekiilen an die adenovirale Fiber-Knob-

Domine sollte beim Einsatz trimerisierter CARsc-pSia-Adapter im Vergleich zu monomeren



Ergebnisse 27

Adapter eine stabilere Virus-Adapter-Interaktion ermdglichen. Weiterhin konnte die effektive
Zusammenlagerung zu CARsc-pSia-Trimeren zu einer solideren Struktur fithren und einen
hoheren Schutz vor Degradierung gewdhrleisten. Fiir nachfolgende in vitro und in vivo
Experimente kamen aufgrund der gesteigerten Infektionseffizienz ausschlieBlich
aufgereinigte, trimerisierungsfahige Adapterproteine zum Einsatz, die aus Griinden der

Vereinfachung weiterhin als CARsc-pSia bezeichnet werden.

3.3 Spezifisches Retargeting solider Tumore in vivo

Eine grofle Herausforderung in der Tumortherapie durch onkolytische Adenoviren stellt die
gezielte Infektion von malignem Gewebe nach systemischer Applikation dar. Durch das
ubiquitire Vorkommen des adenoviralen Rezeptors CAR auf Epithelien konnen intravends
verabreichte Adenoviren eine Vielzahl von Zielgeweben infizieren und schédigen. Das fiihrt
zu unerwiinschten Nebeneffekten wie das Ausldsen einer viralen Hepatotoxizitit und einer
starken Immunantwort gegen das eingesetzte Virus. Des Weiteren kann eine drastische
Verringerung der therapeutischen Effizienz onkolytischer Adenoviren die Folge sein, da nach
systemischer Gabe nur eine unzureichend geringe Anzahl an Viruspartikeln das
Tumorgewebe erreicht. Durch die Beschichtung der Viren mit bispezifischen
Fusionsproteinen sollen diese Hiirden umgangen werden. Wie zuvor gezeigt wurde,
ermoglichen CARsc-pSia-Adapter nach Bindung an adenovirale Vektoren eine gezielte und
effiziente Infektion von PolySia-exprimierenden Tumorzellen in vitro. Der geénderte
Tropismus zu einem definierten Zielgewebe sollte zudem das Sicherheitsprofil systemisch
applizierter Vektoren erhohen und die Toxizitdt und Immunogenitit eines adenoviralen

Therapieansatzes reduzieren.

3.3.1 Untersuchungen zum Retargeting in xenogenen Tumoren des humanen

kleinzelligen Lungenkarzinoms und Rhabdomyosarkoms

Das spezifische Retargeting onkolytischer Adenoviren zu polysialyliertem Tumorgewebe
sollte zundchst in murinen Xenotransplantationsmodellen humaner Tumoren untersucht
werden. Zur Etablierung solider Tumoren wurden die Zelllinie H146 des humanen,
kleinzelligen Lungenkarzinoms und TE671-Zellen des humanen Rhabdomyosarkoms
ausgewdhlt. Beide Zelllinien erwiesen sich in Vorversuchen mit unbehandelten Adenoviren
als nicht infizierbar. Das Vorhandensein von PolySia auf der Oberfldche der Zellen wurde

zundchst mittels einer FACS-Analyse untersucht, die in Abbildung 11 dargestellt ist.
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Abbildung 11: Expression von Polysialinsiduren auf den Zelllinien H146 und TE671

Zur Untersuchung der PolySia-Expression wurden jeweils 1x10° Zellen der dargestellten Linien
H146, TE671 CHO und CHO-2A10 mit dem anti-PolySia-Antikdrper 735 detektiert. Das
Ergebnis der FACS-Analyse wird in Histogrammen angezeigt.

Als Kontrollen wurden die bereits charakterisierte polysialylierte Zelllinie CHO und die
PolySia-negative Mutante CHO-2A10 eingesetzt. Die dargestellten Histogramme zeigen eine
hohe Expression von PolySia auf den Zelllinien H146 und TE671. Im Vergleich zur
kleinzelligen Lungenkarzinomlinie H146 weisen die Rhabdomyosarkomzellen TE671 einen
hoheren Grad der Polysialylierung auf ihrer Oberfldche auf. Aufgrund der ausreichenden
PolySia-Expression wurden beide Zelllinien fiir Untersuchungen zum spezifischen
Retargeting als geeignet angesehen.

Zur Etablierung der nachfolgend beschriebenen Tumormodelle wurden die Flanken von
Nacktmiusen mit jeweils 1x10” H146- bzw. TE671-Zellen subkutan inokuliert. Bei Erreichen
eines Tumordurchmessers von 5 mm erfolgte die systemische Applikation des Luciferase-
exprimierenden, onkolytischen Adenovirus hTERT-AdLuc in beiden Mausgruppen.
Untersuchungen zur gezielten Infektion subkutaner Tumoren des humanen kleinzelligen
Lungenkarzinoms und des humanen Rhabdomyosarkoms nach Behandlung der Versuchstiere
mit unbeschichteten und CARsc-pSia-beschichteten hTERT-AdLuc-Partikeln wurden zwei
Tage nach der Virusinjektion durchgefiihrt.

Adenoviral infizierte Areale im subkutanen kleinzelligen Lungenkarzinom werden in

Abbildung 12A durch die optische Darstellung der gemessenen Biolumineszenz
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wiedergegeben. Zur genaueren Charakterisierung infizierter Bereiche wurden vor der
Messung alle Tumoren explantiert und in etwa 1,5 mm dicken Sektionen aufgetrennt. Nach
einer systemischen Applikation unbehandelter hTERT-AdLuc-Viren konnen innerhalb des
Tumorgewebes kaum infizierte Bereiche nachgewiesen werden. Das wird durch eine sehr
schwache Biolumineszenz in den explantierten Tumoren angezeigt. Im Versuchsansatz mit
CARsc-pSia-komplexierten Partikeln ist eine effektive Infektion der subkutanen H146
Lungenkarzinome durch eine starke Biolumineszenz erkennbar, die hauptsidchlich auf die
Randbereiche der Tumorsektionen beschrinkt ist. Durch den Einsatz der Adapter konnte
dabei eine mehr als dreifache Erhohung der Lumineszenz erreicht werden. Das wird in
Abbildung 12B durch die direkte Messung der Photonenemission aus den abgebildeten
Tumorsektionen dargestellt. Die in Abbildung 12C dargestellte Quantifizierung der
Enzymaktivitidt adenoviral eingeschleuster Luciferase aus H146-Tumorextrakt bestdtigt diese
Beobachtung. Nach Behandlung der Tiere mit CARsc-pSia-beschichteten Adenoviren konnte
in homogenisierten Tumoren dieser Versuchsgruppe eine Erhohung der Luciferaseaktivitit im

gleichen Ausmal} detektiert werden.
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Abbildung 12: Der Adapter CARsc-pSia ermoglicht effektives Retargeting des
onkolytischen Adenovirus hTERT-AdLuc zu subkutanen Tumoren des humanen
kleinzelligen Lungenkarzinoms.

Die systemische Applikation von 8x10® infektidsen onkolytischen Adenoviren pro Maus
erfolgte nach Erreichen der vorgeschriebenen Tumorgrofle. Dabei kamen unbehandelte und mit
CARsc-pSia beschichtete hTERT-AdLuc Viren zum Einsatz. Infizierte Bereiche in
explantierten H146-Tumoren werden durch Illustration der Biolumineszenz im IVIS (In Vivo
Imaging System) qualitativ wiedergegeben. Tumorbereiche mit starker Luciferaseaktivitit
werden als rote Flachen angezeigt. Dargestellt sind reprasentative Tumorsektionen von jeweils
vier Tieren pro Gruppe (A). Desweiteren ist die Messung der Photonenemission in infizierten
Arealen der Tumorsektionen (B) und die Quantifizierung der Luciferaseaktivitit aus
Tumorextrakten dargestellt (C). Alle Messungen wurden 48 Stunden nach Virusgabe
durchgefiihrt.

Untersuchungen zur PolySia spezifischen Infektion subkutaner Tumoren des humanen
Rhabdomyosarkoms wurden nach dem gleichen methodischen Muster ausgewertet. Die in
Abbildung 13A dargestellte Biolumineszenz in explantierten und in Sektionen aufgeteilten
Rhabdomyosarkome zeigt deutlich, dass das Beladen der Viren mit dem Adapter CARsc-pSia
eine effiziente Infektion ermdglicht. Das wird im Vergleich mit Tumorsektionen, die durch

unbeschichtete hTERT-AdLuc-Partikel kaum infiziert wurden, anhand der Messung der
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Photonenemission in einer vierfach hoheren Biolumineszenz angezeigt. Die quantitative
Bestimmung der Luciferaseaktivitit aus homogenisierten Tumorextrakten korrelliert mit
diesem Ergebnis und zeigt ebenfalls eine vierfache Erhohung der Enzymaktivitit in
subkutanen Tumoren nach Behandlung der Maéuse mit CARsc-pSia-beschichteten
Adenoviren. Die Ergebnisse beider durchgefiihrten Messungen sind in Abbildung 13B und
13C dargestellt.
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Abbildung 13: Der Adapter CARsc-pSia ermoglicht effektives Retargeting des
onkolytischen Adenovirus hTERT-AdLuc zu subkutanen Tumoren des humanen
Rhabdomyosarkoms.

Nach Erreichen der vorgeschriebenen Tumorgrofle wurden die Versuchstiere mit jeweils 8x10°
infektiosen Partikeln unbeschichteter und mit CARsc-pSia-beschichteter hTERT-AdLuc-Viren
behandelt. Dargestellt ist die im IVIS gemessene Biolumineszenz in Tumorsektionen aus
jeweils vier verschiedenen H146-Tumorexplantaten pro Mausgruppe (A), die Messung der
Photonenemission der abgebildeten Tumorsektionen (B) und die Quantifizierung der
Luciferaseaktivitit aus Tumorhomogenat (C) 48 Stunden nach Virusgabe.
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Die dargestellten Ergebnisse belegen, dass die Modifikation adenoviraler Vektoren durch das
Adapterprotein CARsc-pSia eine spezifische Infektion polysialylierter, subkutaner Tumoren
nach systemischer Applikation vermittelt. Beim Vergleich der untersuchten Tumormodelle
sind jedoch Unterschiede im Infektionsmuster erkennbar. Wéihrend innerhalb der
Rhabdomyosarkome adenovirale Infektionsherde im gesamten Tumorgewebe verteilt sind,
werden subkutane H146-Lungenkarzinome nur im Randbereich infiziert. Diese Beobachtung
erklirt sich durch Unterschiede in der Vaskularisierung der beiden Tumormodelle und durch

das Auftreten zentral lokalisierter Nekrosen innerhalb der H146-Tumoren.

3.4 Beeinflussung des natiirlichen adenoviralen Tropismus durch das

Adapterprotein CARsc-pSia

Den existierenden Literaturdaten und den bislang gewonnenen Erkenntnissen aus eigenen
Versuchen kann entnommen werden, dass die Beschichtung mit bispezifischen
Fusionsproteinen den natiirlichen Tropismus adenoviraler Vektoren stark beeinflusst. Im
Prozess des transduktionellen Retargetings wird die spezifische Infektion von Zielzellen
durch den gerichteten Tropismus Adapter-beladener AdS-Partikel initiiert. Die Bindung von
CARsc-pSia an das adenovirale Fiberknob sollte auch Auswirkungen auf die CAR-abhingige
Infektion haben. Der Einfluss einer Beschichtung mit CARsc-pSia auf das natiirliche
Infektionsmuster von AdS5-Vektoren wird nachfolgend in vitro und im Mausmodell

untersucht.

3.4.1 Inhibition der rezeptorabhingigen Infektion durch CARsc-pSia

Zundchst wurde untersucht, ob die Beschichtung von Adenoviren mit CARsc-pSia-
Fusionsproteinen den Eintritt in Zellen hemmt, die permissiv fiir unbeschichtete Viren sind.
Die Bindung des adenoviralen Proteins Fiber-Knob an den Rezeptor CAR ist essentiell fiir die
Initiation einer Infektion von Zielzellen in vitro. Infektionsversuche wurden aufgrund der
hohen CAR-Expression in der PolySia-negativen, hepatozelluldren Karzinomzelllinie HepG2
durchgefiihrt. Hierzu wurden unbehandelte und mit definierten Mengen an CARsc-pSia-
beladene Adenoviren eingesetzt. Das Ergebnis in Abbildung 14 zeigt die Aktivitdt der B-

Galaktosidase als Indikator fiir die Infektionseffizienz.
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Abbildung 14: Die Zugabe des Adapterproteins CARsc-pSia  inhibiert
konzentrationsabhingig die adenovirale Infektion CAR-positiver Zellen.

Die Beschichtung von jeweils 8x10° infektiosen Ad-LacZ-Partikeln mit den angegebenen
Konzentrationen an CARsc-pSia-Adapter erfolgte fiir 40 Minuten bei 4°C. Infiziert wurde die
CAR-positive und PolySia-negative Zelllinie HepG2 fiir 20 Minuten. Als positive
Infektionskontrolle diente ein Ansatz mit unbehandelten adenoviralen Partikeln. Gemessen
wurde die enzymatische Aktivitidt der B-Galaktosidase aus Zellextrakt 48 Stunden nach der
Infektion.

Die Inkubation mit unbeschichteten Ad-LacZ-Partikeln fiihrt erwartungsgemill zu einer
effektiven, CAR-abhdngigen Infektion der Zelllinie HepG2. Die Beschichtung der
angegebenen Virusmenge mit Spg aufgereinigten CARsc-pSia-Adapter zeigt schon einen
deutlichen Riickgang der B-Galaktosidaseaktivitit. Beim Einsatz von 10ug Adapterprotein
wurde nur noch die Hilfte der Enzymaktivitit des unbehandelten Infektionsansatzes
detektiert. Bei Zugabe einer Menge von 15ug CARsc-pSia konnte eine erhebliche Abnahme
der enzymatischen Aktivitit auf etwa 10% des Ausgangsniveaus gemessen werden. Das
Ergebnis verdeutlicht die effektive Inhibition der CAR-abhingigen, adenoviralen Infektion
nach Beschichtung der eingesetzten Viren mit CARsc-pSia-Adapterproteinen. Die Erhohung
der Konzentration an Adapter resultiert in einer Verbesserung des Detargeting-Effektes. Eine
ausreichende Menge an Adapter kann durch Bindung der viralen Knob-Domine zu einer
Maskierung der eingesetzten Ad-Luc-Partikel fithren. Dieser Vorgang behindert die natiirliche
Interaktion der Adenoviren mit den CAR-Rezeptoren auf der Zelloberfliche und ist eine

Erklarung fiir die beobachtete Inhibition der Infektion.
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3.4.2 Hepatisches Detargeting in vivo

Unbehandelte Adenoviren weisen nach intravendser Administration im Mausmodell einen
extrem hohen Hepatropismus auf, was eine starke Infektion von Hepatozyten zur Folge hat.
Die in der Zellkultur beobachtete Inhibition der CAR-abhingigen Infektion durch
beschichtete Adenoviren wurde im Mausmodell anhand von Infektionsversuchen mit dem
onkolytischen Adenovirus hTERT-AdLuc untersucht. Nach intravenoser Administration
unbehandelter und mit CARsc-pSia-beladener Partikel wurde die Infektionseffizienz in den
Lebern der untersuchten Tiergruppen, wie in Abbildung 15 dargestellt, anhand der

Luciferaseaktivitit charakterisiert.
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Abbildung 15: Die Beschichtung onkolytischer Adenoviren mit dem Adapterprotein
CARsc-pSia fiihrt nach systemischer Applikation zu einem effektiven hepatischen
Detargeting in Miusen.

C57 Bl/6-und NMRI nu/nu-Méuse wurden jeweils 8x10° infektiose Partikel des Luciferase-
exprimierenden, onkolytischen Adenovirus hTERT-AdLuc intravends appliziert. Die
systemische Infektion erfolgte mit CARsc-pSia beschichteten und mit unbehandelten
Adenoviren. Zwei Tage nach der Virusinjektion wurden die Méuse nach intraperitonealer Gabe
des Substrats D-Luciferin unter Narkose im IVIS untersucht. Reprasentativ dargestellt ist die in
vivo Biolumineszenz in Méiusen und isolierten Lebern sowie die Quantifizierung der
Luciferaseaktivitit in den Lebern mittels Messung der Photonenemission.
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Bedingt durch ihren natiirlichen Hepatropismus, akkumulieren unbehandelte Adenoviren nach
intravendser Injektion bevorzugt in der Leber. Die daraus resultierende, effektive
Transduktion von Hepatozyten wird in Abbildung 15 durch Darstellung einer hohen in vivo
Biolumineszenz in lebenden Maiusen und explantierten Lebern verdeutlicht. Nach
Beschichtung der Adenoviren mit Adapterproteinen konnte ein starker Riickgang der optisch
dargestellten Luciferaseaktivitit beobachtet werden. Die Messung der Photonenemission in
explantierten Lebern zeigt eine signifikante Reduktion der Luciferaseaktivitit um etwa 50%
in der Mausgruppe an, die mit CARsc-pSia-beladenen hTERT-AdLuc-Viren behandelt
wurden. Zur Untersuchung der Verdnderung des Hepatropismus durch den Adapter CARsc-
pSia wurde in einem weiteren, analog dem zuvor beschriebenen durchgefiihrten Mausversuch
das onkolytische Adenovirus hTERT-AdGFP eingesetzt. Fluoreszenzmikroskopische
Aufnahmen der infizierten Lebern und Ergebnisse zur Quantifizierung viraler DNA aus

Lebergewebe werden in Abbildung 16 gezeigt.
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Abbildung 16: CARsc-pSia Adapterproteine inhibieren den natiirlichen Tropismus
adenoviraler Vektoren zu Hepatozyten.

NMRI nu/nu-Miuse wurden mit jeweils 8x10% infektiosen hTERT-AJGFP-Partikeln, die das
Reportergen GFP (green fluorescent protein) enthalten, intravends behandelt. Die GFP-
Expression in der Leber wurde durch fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen des Organs 48
Stunden nach systemischer Applikation CARsc-pSia-beschichteter und unbehandelter
Adenoviren untersucht (A). Die Isolierung der DNA aus Lebergewebe erfolgte sechs Stunden
nach Behandlung der Miuse mit unbeschichteten und CARsc-pSia-beschichteten Viren. Der
Gehalt an viraler DNA wurde iiber spezifische Hexon Primer und Sonde mittels qPCR bestimmt
und iiber zelluldre 18S DNA abgeglichen (B).

Die Expression des viralen Markergens GFP deutet auf eine effektive Infektion der Leber
durch unbehandelte hTERT-AdGFP-Viren hin. Beim Betrachten der mikroskopischen

Aufnahmen kann eine starke GFP-Expression in Hepatozyten in der unmittelbaren Umgebung
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der periportalen Felder (Glisson’sche Trias) beobachtet werden. Da die adenovirale Infektion
in Richtung der Zentralvene abschwicht, entsteht das in Abbildung 16A dargestellte typische
hexagonale Infektionsmuster. Durch die Beschichtung der Adenoviren mit Adapterproteinen
wird die Infektion der Leber nach systemischer Administration inhibiert. Dieses effektive,
durch das Fusionsprotein CARsc-pSia-vermittelte Detargeting wird ebenfalls in den
fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen in Abbildung 16A anhand der stark abgeschwéchten
GFP-Expression belegt. Die in Abbildung 16B dargestellte Quantifizierung adenoviraler
Hexon-DNA aus isolierter DNA der Leber bestétigt diese Beobachtung und korreliert mit
dem in Abbildung 15 gemessenen Riickgang der Luciferaseaktivitit. Nach Beschichtung
adenoviraler Partikel mit CARsc-pSia wird im Vergleich zu Infektionsansitzen mit
unbehandelten Viren nur noch ungefdhr ein Viertel des relativen Gehaltes an viraler Hexon-
DNA im Lebergewebe detektiert. In den durchgefiihrten Experimenten konnte nach
Modifikation mit CARsc-pSia-Adapter eine deutliche Reduktion des adenoviralen
Hepatropismus der eingesetzten onkolytischen hTERT-AdLuc- und hTERT-AdGFP-Partikeln
in vivo nachgewiesen werden. Obwohl die adenovirale Infektion der Leber im Mausmodell
auch durch andere Faktoren eingeleitet wird, kann das beobachtete Detargeting mit der
Féhigkeit der Adapter, potentielle CAR-Bindestellen zu blockieren und dadurch die Rezeptor-

vermittelte Infektion zu verringern, erklart werden.

3.4.3 Untersuchungen zur Lebertoxizitit

Die hohe Transduktionsrate des Lebergewebes nach systemischem Einsatz adenoviraler
Vektoren kann einen dosisabhidngigen, hepatotoxischen Effekt verursachen. Die
Leberschadigung ist auf die direkte zytotoxische Wirkung replizierender Partikel und auf die
induzierte antivirale Immunantwort zuriickzufiihren.

Wie zuvor beschrieben, konnte beim Einsatz Adapter-beschichteter Vektoren eine Reduktion
der Leberinfektion beobachtet werden. Das hepatische Detargeting sollte auch eine
Auswirkung auf die adenoviral induzierte Lebertoxizitdt aufweisen. Darauthin wurde der
toxische Effekt nach intravenodser Injektion unbehandelter und CARsc-pSia-beschichteter
hTERT-Ad-Partikel in den Lebern immunkompetenter Mausen untersucht. Der Grad der
Leberschidigung 48 Stunden nach Virusgabe wird in Abbildung 17 durch Messung der
Transaminasenaktivitit aus Blutproben und durch Darstellung explantierter Organe angezeigt.
Die stark erh6hte Aktivitit der Aminotransferasen AST und ALT im Blutserum von Miusen,
die mit unbeschichteten Adenoviren behandelt wurden, deuten auf eine massive

Leberschadigung durch die Zerstdrung einer groen Anzahl von Leberzellen hin. Bei der
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Auswertung entnommener Organe dieser Versuchsgruppe wird die ausgeprigte Lebertoxizitét
durch einen deutlichen sichtbaren Farbverlust des gesamten Organs dargestellt. Auch die
intravendse Applikation der gleichen Virusmenge CARsc-pSia beladener hTERT-Ad-Partikel
filhrt zu einer signifikanten Erhéhung der AST- und ALT-Aktivitit. Ein Vergleich der
explantierten Lebern zeigt jedoch, dass das AusmalBl der Leberschidigung in diesem
Infektionsansatz relativ gering ist. Mause ohne Virustherapie dienten als Kontrollgruppe und
zeigten erwartungsgemifl einen unauffilligen Leberbefund ohne Hinweise auf toxische
Effekte. Die Ergebnisse belegen, dass nach systemischer Applikation CARsc-pSia-beladener
Ad5-Vektoren die durch das Virus ausgeloste Lebertoxizitét stark reduziert wird. Im Rahmen
einer systemischen Tumortherapie mit CARsc-pSia-modifizierten, onkolytischen Adenoviren

wire nach den gewonnenen Erkenntnissen eine Erh6hung der Virusdosis durchaus moglich.
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Abbildung 17: Die Beschichtung mit dem Adapter CARsc-pSia verringert die adenoviral
induzierte Lebertoxizitit in Miusen.

In Gruppen zu vier Tieren wurden C57/Bl6-Miuse mit jeweils 8x10° infektiosen Partikeln des
replikativen Adenovirus hTERT-Ad in unbeschichteter und CARsc-pSia-beschichteter Form
intravends behandelt. 48 Stunden nach der systemischen Virusapplikation erfolgte zur
Charakterisierung der Hepatotoxizitit die Aktivititsmessung der Aminotransferasen AST und
ALT aus dem Blutserum der untersuchten Maiuse. Représentativ dargestellt sind auch
explantierte Organe aus den jeweiligen Versuchsgruppen.
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3.5 Untersuchungen zum spezifischen Retargeting im syngenen Modell des

kleinzelligen Lungenkarzinoms (SCLC)

Gezieltes Retargeting und Infektion solider Tumoren durch systemisch applizierte
onkolytische Adenoviren wurde im Vorfeld an xenogenen, subkutanen Tumormodellen des
humanen Rhabdomyosarkoms und des humanen kleinzelligen Lungenkarzinoms in
immundefizienten Nacktméusen gezeigt. Die durch den Adapter CARsc-pSia vermittelte,
spezifische Infektion PolySia-exprimierender Tumoren sollte dariiber hinaus auch in einem
syngenen Tumormodell des kleinzelligen Lungenkarzinoms in immunkompetenten Méusen
untersucht werden. Zur Etablierung syngener Tumorkolonien in der Lunge wurde die murine
Zelllinie CMT64 ausgewdhlt, die urspriinglich aus einem spontan entstandenen, alveolaren
Lungenkarzinom einer C57BL/Icrf-at-Maus isoliert wurde und in der Literatur als Zelllinie
des kleinzelligen Lungenkarzinoms SCLC beschrieben ist (Franks et al., 1976), (Alimonti et
al., 2000). In anderen Studien konnte gezeigt werden, dass in murinen CMT64-Zellen eine
funktionierende Replikation und Propagation humaner Ad5-Vektoren stattfindet (Hallden et
al., 2003). Somit war die Moglichkeit gegeben, das spezifische Retargeting und die Therapie
des SCLC durch CARsc-pSia-beschichtete, onkolytische Adenoviren in immunkompetenten

Mausen zu untersuchen.

3.5.1 Charakterisierung und Modifikation der Zelllinie CMT64

In vorangegangenen adenoviralen Infektionsversuchen und FACS-Analysen konnte
festgestellt werden, dass die Zelllinie CMT64 nicht die PolySia-Expression humaner
polysialylierter Tumorzellen aufweist. Der niedrige PolySia-Status der Zellen ist auf einen
Mangel an membrangebundenen NCAM-Proteinen oder auf eine fehlende Expression der fiir
den Prozess der Polysialylierung benétigten Polysialyltransferasen zuriickzufiihren. Um diese
Fragestellung zu untersuchen, wurde der Grad der Polysialylierung in CMT64 durch eine
stabile Transduktion der murinen Polysialyltransferase PST (alpha-N-acetyl-neuraminide
alpha-2,8-sialyltransferase 4, ST8SialV) und des murinen NCAM-180 erncut charakterisiert.
Dadurch sollte eine mit den zuvor untersuchten humanen Tumorzellen vergleichbare
Expression von PolySia erreicht werden. Das Ergebnis der FACS-Analyse ist in Abbildung
18 dargestellt.
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Abbildung 18: Untersuchung zur Expression von PolySia in der Zelllinie CMT64 nach
Transduktion der Polysialyltransferase PST und des neuralen Zelladhisionsmolekiils
NCAM-180

CMT64-Zellen wurden mit den Expressionskassetten des murinen NCAM-180 oder der
murinen PST retroviral transduziert. Nach stabiler Expression der integrierten Konstrukte wurde
der PolySia-Status der Zellen in einer FACS-Analyse durch Detektion mit dem monoklonalen
anti-PolySia Antikdrper 735 untersucht.

Das dargestellte Histogramm verdeutlicht, dass die untersuchte Zelllinie CMT64 eine nur
gering polysialylierte Oberfliche aufweist. Das alleinige Einschleusen von NCAM-180
Konstrukten fiihrt nicht zu einer Erhohung des PolySia-Niveaus der Zellen. Ein starker
Anstieg von PolySia auf der Zelloberfliche von CMT64 kann jedoch nach retroviraler
Transduktion der Expressionskassette des Enzyms PST nachgewiesen werden. Das
Glykoprotein NCAM ist dementsprechend in CMT64-Zellen vorhanden, die
membrangebundenen Proteine sind aber aufgrund der fehlenden Transferaseaktivitdt nicht
polysialyliert. Erst durch die enzymatische Aktivitit der eingeschleusten PST wird endogen
exprimiertes NCAM durch Polysialylierung posttranslational modifiziert. Der hochste Grad
an PolySia wurde nach stabiler Expression beider Komponenten auf der Oberfliche der
untersuchten CMT64-Zellen detektiert. Die heterologe Expression der Transferase PST
konnte somit als Schliisselschritt fiir die Polysialylierung von CMT64-Zellen identifiziert
werden. Fiir nachfolgende Versuche wurden PST-exprimierende CMT-PST-Zellen
verwendet, da sie die erforderliche Verdnderung gegeniiber der Wildtyplinie CMT64 auf ein
Minimum beschranken.

AnschlieBend wurde die PolySia-spezifische Infektion in CMT64-und PST-exprimierenden
CMT-PST-Zellen untersucht. Nach Infektion mit CARsc-pSia-beschichteten und mit
unbehandelten Ad-LacZ-Partikeln wurde die Enzymaktivitit der B(-Galaktosidase aus

Zellextrakt gemessen. Die Auswertung des Experiments ist in Abbildung 19 dargestellt.
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Abbildung 19: CARsc-pSia-vermittelte Infektion der Zelllinie CMT-PST nach stabiler
Expression der Polysialyltransferase PST

Die Zelllinien CMT64 und PST-exprimierende CMT-PST wurden mit 8x10° infektisen
Partikel des Adenovirus Ad-LacZ fiir 20 Minuten inkubiert. Als Infektionsansatz wurden
unbehandelte Viren und mit CARsc-pSia-Adapterproteinen in Konzentrationen von 1ug, Sug,
10pg und 15pg beladene Viren verwendet. Die Messung der Aktivitit des adenoviral
eingeschleusten Enzyms -Galaktosidase aus Zellextrakt erfolgte 48 Stunden nach Infektion.

Die adenovirale Infektion in der leicht permissiven Zelllinie CMT64 wird nach Beschichtung
der Viren mit CARsc-pSia nicht verbessert. Aufgrund der geringen PolySia-Expression
konnte in dieser Zelllinie auch nach Erh6hung der Konzentration an Adapter keine Steigerung
oder Erniedrigung der Infektionseffizienz im Vergleich zu unbehandelten Adenoviren
detektiert werden. Dagegen steigt in der Zelllinie CMT-PST die Enzymaktivitit der
eingeschleusten B-Galaktosidase nach Infektion mit beladenen Adenoviren mit zunehmender
Menge an eingesetzten Adapterproteinen. Ein Sattigungseffekt wird ab einem Einsatz von

Sug CARsc-pSia bei einer 3,5-fachen Erhohung der Infektionseffizienz verzeichnet.

3.5.2 Spezifisches Retargeting onkolytischer Adenoviren zu Lungenkolonien im

Modell des kleinzelligen Lungenkarzinoms

Die erfolgreiche Transduktion und stabile Expression der Polysialyltransferase PST
ermoglicht das spezifische Retargeting CARsc-pSia-beschichteter Adenoviren zu
polysialylierten CMT-PST-Zellen. Da nach erfolgtem Retargeting auch eine Propagation
humaner Adenoviren in dieser Zelllinie mdglich ist, wurden CMT-PST-Zellen zur Etablierung
eines syngenen SCLC Modells in den Lungen immunkompetenter C57/Bl6-Méusen
verwendet. Durch intravendse Verabreichung von 5x10° vereinzelten CMT-PST-Zellen wurde

das Anwachsen von einzelnen Tumorknoten des kleinzelligen Lungenkarzinoms induziert.
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Die injizierten Zellen siedeln sich in der Lunge der Maus an und konnen innerhalb weniger
Tage schnell wachsende Tumoren ausbilden. Untersuchungen zur gezielten Infektion
polysialylierter Kolonien des kleinzelligen Lungenkarzinoms wurden mit den onkolytischen
Adenoviren hTERT-AdLuc und hTERT-AdGFP durchgefiihrt. Es ist bekannt, dass nach einer
systemischen Applikation ein erheblicher Anteil aller injizierten AdS5-Vektoren beim
Passieren der Leber von der dort sesshaften Makrophagenpopulation, den sogenannten
Kupffer-Zellen, aufgenommen und neutralisiert wird (Alemany et al., 2000). Zur Messung
des spezifischen Retargetings von Tumorzellen ist das Vorhandensein eines gewissen Titers
von Adenoviren vorteilhaft. Um eine zur Detektion ausreichende Viruslast und eine gewisse
Persistenz der Vektoren zu gewdhrleisten, kann ihre Aufnahme und Degradation durch ein
selektives Ausschalten der Kupffer-Zellen unterbunden werden. In nachfolgenden
Experimenten wurde die selektive Depletion der Kupffer-Zellen durch eine einmalige
Injektion von GdCl; 30 Stunden vor der Virusgabe in den Versuchsmiusen eingeleitet.
Untersuchungen zur Darstellung des PolySia-spezifischen Retargetings onkolytischer
Adenoviren zu etablierten CMT-PST-Lungenkolonien wurde darauthin im Tierversuch nach

folgendem Zeitschema durchgefiihrt:

CMT-PST +- Virusgabe i.v. Auswertung

5x10° i.v. GdCl, 5x108 pfu der Lungen
t t t 1 :
0 13 14 15 17 [ Tage ]

Abbildung 20: Zeitschema zur Untersuchung des PolySia-spezifischen Retargetings
onkolytischer Adenoviren zu syngenen Lungentumoren im Mausversuch

Zur Etablierung von syngenen Tumorkolonien des kleinzelligen Lungenkarzinoms wurden
immunkompetenten Mausen 5x10° vereinzelte CMT-PST-Zellen intravends verabreicht. Zur
gezielten Infektion der Lungentumore erfolgte die systemische Applikation CARsc-pSia-
beladener, onkolytischer Adenoviren jeweils an Tag 14 und Tag 15 nach Zellgabe. Als
Vergleichsgruppe wurden Méuse mit unbeschichteten Adenoviren gleicher Menge behandelt.
Die Depletion der Kupffer-Zellen in einer Gruppe der Versuchsmduse wurde durch eine
Injektion GdCl; 30 h vor der ersten Virusgabe durchgefiihrt. 48 h nach der letzten Virusgabe
wurden die Lungen der behandelten Versuchstiere ausgewertet.

Die CARsc-pSia-vermittelte Infektion polysialylierter Tumorzellen in der Lunge wurde
zundchst mit dem onkolytischen Adenovirus hTERT-AdLuc untersucht. In Abbildung 21 sind

explantierte Lungen von Méusen der untersuchten Gruppen nach Messung im VIS angezeigt.
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Abbildung 21: Der bispezifische Adapter CARsc-pSia ermoglicht spezifisches Retargeting
onkolytischer Adenoviren zu syngenen Kolonien des kleinzelligen Lungenkarzinoms

Die systemische Applikation von 5x10® infektiosen Partikel des Luciferase-exprimierenden,
onkolytischen Adenovirus hTERT-AdLuc erfolgte jeweils an Tag 14 und Tag 15 nach
Etablierung der Lungenkolonien. Dabei wurden unbehandelte und mit CARsc-pSia-beschichtete
Adenoviren eingesetzt. Zur Depletion der Kupffer-Zellen erfolgte die intravendse Injektion von
GdCl; 30 h vor der Virusgabe. Als direkte Kontrolle dienten tumorfreie Mause, denen jeweils
beide adenoviralen Infektionsansitze injiziert wurden. In allen Gruppen wurde den Mausen 48 h
nach der zweiten Virusgabe das Substrat Luciferin intraperitoneal verabreicht. Infizierte
Bereiche in den isolierten Lungen werden nach Messung im IVIS durch Darstellung der
Biolumineszenz angezeigt.

Nach systemischer Applikation des Luciferase-exprimierenden Adenovirus hTERT-AdLuc
wird die Aktivitit des Enzyms in infizierten Bereichen der explantierten Lungen durch eine
qualitative Darstellung der Biolumineszenz veranschaulicht. Wie in Abbildung 21 dargestellt,
kann eine effektive Infektion verschiedener Lungenbereiche lediglich in denjenigen Mausen
detektiert werden, die mit CARsc-pSia-beschichteten hTERT-AdLuc-Viren behandelt
wurden. Adenoviral infizierte Lungenareale sind hier teilweise voneinander abgegrenzt und
durch eine starke Biolumineszenz dargestellt. Die Vorbehandlung der Versuchstiere mit
GdCl; unterstiitzt diesen gezielten Infektionsprozess. In Mausen mit selektiv depletierten
Kupffer-Zellen konnte nach Applikation beschichteter Adenoviren die Infektionseffizienz des
Lungengewebes gesteigert werden. Das wird in dieser Gruppe durch die Detektion
grof3flichigerer Lumineszenzareale gleicher Intensitidt in den Lungen dargestellt. Isolierte
Lungen aus Maéusen, die mit unbeschichteten adenoviralen Partikeln behandelt wurden,
zeigen dagegen nur eine sehr geringe Aktivitét der viral eingeschleusten Luciferase. Dies ldsst
sich sowohl bei Médusen mit zuvor depletierten, als auch mit nicht depletierten Kupffer-Zellen

beobachten. Die wenigen, vereinzelt lumineszierenden Bereiche in den Lungen dieser
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Gruppen sind auf eine schwache, PolySia-unabhingige Infektion zurlickzufiihren. Diese
unspezifischen Infektionsherde sind durch eine sehr geringe Biolumineszenz wiedergegeben.
Als zusitzliche Kontrollgruppe wurden tumorfreie C57/Bl6-Méuse ausgewdhlt, die mit
jeweils beschichteten und unbeschichteten hTERT-AdLuc-Viren zu den angegebenen
Zeitpunkten behandelt wurden. In dieser Kontrollgruppe konnte nach Applikation beider
adenoviraler Infektionsansitze keine Biolumineszenz in den explantierten Lungen beobachtet
werden. Die dargestellten Ergebnisse deuten an, dass es nach einer systemischen Applikation
in geringem Ausmal} auch zu einer unspezifischen Infektion im Lungengewebe oder in den
etablierten CMT-PST-Lungenmetastasen kommen kann. Eine genaue histologische
Einordnung der infizierten Bereiche in den Lungen erlauben die in Abbildung 21 dargestellten
Lumineszenzaufnahmen jedoch nicht.

Zusétzlich zur qualitativen Darstellung der Biolumineszenz wurden noch weitere Methoden
zur genauen Quantifizierung des infizierten Lungengewebes durchgefiihrt. Zum einen wird
die Aktivitdit der eingeschleusten Luciferase anhand der Photonenemission in
lumineszierenden Arealen der in Abbildung 21 dargestellten gesamten Lungen gemessen. Das
Ergebnis dieser Messung und die daraus resultierenden Unterschiede in der Infektion sind in
Teil A der Abbildung 22 angezeigt. Des Weiteren sind in Abbildung 22B die Quantifizierung
der Luciferaseaktivitit und der Gehalt an adenoviraler DNA aus Gesamthomogenat der
untersuchten Lungen abgebildet. Fiir die angegebenen Untersuchungen wurde Lungengewebe

aus Versuchsméusen mit depletierten Makrophagen verwendet.
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Abbildung 22: Darstellung des CARsc-pSia-vermittelten Retargetings zu Lungenkolonien
durch Quantifizierung der Luciferaseaktivitit und Bestimmung der adenoviralen DNA
aus isolierten Lungen

Die Messung der Photonenemission lumineszierender Lungenareale in explantierten Lungen
erfolgte im IVIS 48 h nach der zweiten systemischen Applikation des onkolytischen Adenovirus
hTERT-AdLuc (A). Zur Quantifizierung der Enzymaktivitit mittels Luciferaseassay wurde ein
Gesamtextrakt der untersuchten Lungen verwendet. Der relative Gehalt adenoviraler DNA
wurde aus Gesamt-DNA der homogenisierten Lungen bestimmt. Der Abgleich erfolgte iiber
zellulare 18S-DNA (B).

Die Quantifizierung lumineszierender Bereiche in den untersuchten Lungen zeigt eine
deutlich hohere Photonenemission in den Lungen der Mduse an, die mit CARsc-pSia-
beschichteten hTERT-AdLuc-Viren behandelt wurden. Der gemessene Wert in Abbildung
22A entspricht einer mehr als vierfachen Erhdhung der Biolumineszenz im Vergleich zu den
Lungen der Méuse, denen unbehandelte Adenoviren appliziert wurden. Dieses Ergebnis wird
durch die Aktivititsmessung der Luciferase aus Lungenextrakt und die Detektion adenoviraler
Hexon-DNA aus isolierter DNA der Lunge in Abbildung 22B untermauert. In beiden
durchgefiihrten Messungen konnten sowohl eine vierfach hohere Luciferaseaktivitit als auch

ein vierfach hoherer Gehalt an adenoviraler DNA in den Lungen nach systemischer Infektion
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mit beschichteten Adenoviren detektiert werden. Die Korrelation aller erhaltenen
Messergebnisse verdeutlicht, dass die Vorbehandlung onkolytischer Adenoviren mit dem
bispezifischen Adapterprotein CARsc-pSia eine spezifische Infektion PolySia-exprimierender
Lungenkolonien ermoglicht.

In einem weiteren Versuchsansatz zur direkten Darstellung der spezifischen Infektion
polysialylierter Lungenkolonien des gleichen Tumormodells wurde das onkolytische
Adenovirus hTERT-AdGFP verwendet. Die Expression des adenoviralen Markergens GFP
erlaubt eine eindeutige Zuordnung des infizierten Lungengewebes. Infizierte Tumorzellen des
kleinzelligen Lungenkarzinoms sind in fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen von

Lungenschnitten in Abbildung 23 dargestellt.
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Abbildung 23: Darstellung der gezielten Infektion von CMT-PST-Lungenkolonien durch
CARsc-pSia-beschichtete, onkolytische hTERT-AdGFP-Viren.

Nach Etablierung der Kolonien des kleinzelligen Lungenkarzinoms erfolgte die systemische
Administration von jeweils 5x10% infektiosen Partikel des onkolytischen Adenovirus hTERT-
AdGFP. Appliziert wurden an Tag 14 und Tag 15 unbehandelte und mit dem Adapter CARsc-
pSia-beschichtete Adenoviren. 48 h nach der zweiten Virusgabe wurden zur histologischen
Versuchsauswertung Lungenschnitte angefertigt. Die gezielten Infektion von Lungenkolonien
ist in fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen von Lungenschnitten wiedergegeben. Zur
besseren Veranschaulichung sind H&E-gefarbte Histologien der gleichen Schnittbereiche
dargestellt.



Ergebnisse 46

Nach einer systemischen Applikation unbehandelter adenoviraler Partikel sind nahezu keine
infizierten Tumorzellen in den Lungenschnitten zu erkennen. In den Lungen von
Versuchstieren, die mit CARsc-pSia-modifizierten Adenoviren behandelt wurden, konnten
hingegen Infektionsereignisse in CMT-PST-Tumoren unterschiedlicher Grofe detektiert
werden. Der Vergleich identischer Lungenbereiche nach H&E-Farbung und nach Darstellung
im Fluoreszenzmikroskop ldsst erkennen, dass die Expression des adenoviral eingeschleusten
Markers GFP ausschlieBlich in angewachsenen Lungentumoren detektiert wird. Eine
Infektion von gesundem Lungengewebe ldsst sich weder durch unbehandelte, noch durch
CARsc-pSia-beschichtete hTERT-AdGFP-Partikel nach intravendser Injektion beobachten.
Diese Beobachtung legt nahe, dass es sich bei den in Abbildung 21 gezeigten,
lumineszierenden Bereichen in den explantierten Lungen um hTERT-AdLuc-infizierte CMT-
PST-Lungentumoren handelt.

In den dargestellten Ergebnissen wird verdeutlicht, dass das bispezifische Adaptermolekiil
CARsc-pSia auch im syngenen Modell des kleinzelligen Lungenkarzinoms die gezielte

Infektion etablierter Tumorzellen durch systemisch applizierte Adenoviren vermittelt.

3.5.3 Untersuchungen zur Therapie des kleinzelligen Lungenkarzinoms in

immunkompetenten Méusen

Wie zuvor gezeigt, fiihrt effektives Retargeting onkolytischer Adenoviren durch den Adapter
CARsc-pSia zu der selektiven Infektion polysialylierter Tumoren. In den Kapiteln 3.3.1 und
3.5.2 wird erldutert, dass CARsc-pSia-beschichtete Adenoviren in der Lage sind, solide,
subkutane Tumoren und auch multilokuldre Lungentumoren selektiv zu infizieren. Die
therapeutische Wirksamkeit onkolytischer Adenoviren nach ihrer Beschichtung mit dem
Adapter CARsc-pSia wurde darauthin an dem syngenen CMT-PST-Tumormodell des
kleinzelligen Lungenkarzinoms in immunkompetenten C57/Bl6-Midusen untersucht. Als
direkte Vergleichsgruppe wurden Miuse mit unbeladenen Adenoviren als Therapieansatz
behandelt. Nach Etablierung von CMT-PST-Lungenkolonien erfolgte der Therapieversuch

nach folgendem Zeitschema:
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Abbildung 24: Versuchsaufbau zur Therapie von CMT-PST-Lungentumoren durch
CARsc-pSia-beschichtete Adenoviren im immunkompetenten Mausmodell

Lungenkolonien des kleinzelligen Lungenkarzinoms wurden durch eine intravendse Gabe von
5x10° CMT-PST-Zellen in immunkompetenten Miuse etabliert. 30 h vor der ersten Applikation
des therapeutischen Adenovirus hTERT-Ad wurden die Miuse zur Depletion der Kupffer-
Zellen mit einer einmaligen Injektion GdCl; behandelt. Zur Therapie der etablierten
Lungenkolonien wurden an den Tagen 6 und 7 jeweils 5x10° mit CARsc-pSia-beschichtete oder
unbeschichtete infektiose Partikel intravends verabreicht. Zur histologischen Auswertung
erfolgte an Tag 17 die Entnahme der Lungen. Im Uberlebensversuch wurde das Experiment bei
erkennbarer Belastung der Tiere aufgrund des schnellen Wachstums der Lungentumoren nach
festgelegten Kriterien beendet.

Zur Untersuchung einer adenoviralen Therapie des SCLC-Tumormodells erfolgte wie im
Versuchsaufbau beschrieben sechs Tage nach Injektion der CMT-PST-Zellen die systemische
Applikation des selektiv replizierenden, onkolytischen Adenovirus hTERT-Ad (Wirth et al.,
2003). In Gruppen zu sechs Tieren wurden C57/Bl6-Méuse jeweils mit unbeladenen und mit
CARsc-pSia-beladenen Partikeln behandelt. Als Kontrollgruppe dienten Versuchstiere ohne
Virustherapie. Eine Steigerung der Infektion polysialylierter Tumorzellen durch CARsc-pSia-
beschichteten Adenoviren konnte nach selektiver Depletion der Kupffer-Zellen in Mausen
(Kap. 3.5.2, Abbildung 21) erreicht werden. Darauthin wurde zur Verbesserung des
Therapieeffektes Versuchstieren 30 Stunden vor Beginn der Virotherapie GdCls injiziert. Die
Viruslast in den behandelten Tieren beider Gruppen wurde zusidtzlich durch eine zweite
hTERT-Ad-Injektion der gleichen Virusmenge an Tag 7 erhoht. Zur histologischen
Auswertung erfolgte die Entnahme der Lungen adenoviral therapierter Versuchstiere der
verschiedenen Gruppen an Tag 17 nach Applikation der Tumorzellen. Zu diesem Zeitpunkt
konnte eine beginnende Verschlechterung des Zustands einiger Tiere der nicht therapierten
Versuchsgruppe festgestellt werden. In Abbildung 25 sind Lungenhistologien der
unbehandelten Kontrollgruppe, sowie der mit unbeschichteten und CARsc-pSia-beschichteten

Adenoviren behandelten Mausgruppen im Uberblick dargestellt.
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Abbildung 25: Inhibition des Tumorwachstums nach Virotherapie mit CARsc-pSia-
beladenen onkolytischen Adenoviren im syngenen Tumormodell des Kkleinzelligen
Lungenkarzinoms

Lungen der untersuchten Mausgruppen wurden an Tag 17 nach intravenoser Applikation von
5x10° CMT-PST-Zellen entnommen. Zur Darstellung der Tumorkolonien wurden
Paraffinschnitte der isolierten Lungen angefertigt, die anschlieBend einer H&E-Firbung
unterzogen wurden. Makroskopischen verglichen werden repriasentative Lungenschnitte aus
zwei Therapieversuchen mit jeweils sechs Tieren.

In den dargestellten Lungenhistologien sind erhebliche Unterschiede zwischen den
untersuchten Mausgruppen erkennbar. In der virusfreien Kontrollgruppe haben sédmtliche
Tiere innerhalb der kurzen Zeitspanne von 17 Tagen nach intravendser Verabreichung der
CMT-PST-Zellen in der gesamten Lunge Zellkolonien ausgebildet, was auf den malignen
Charakter der kleinzelligen Lungenkarzinomlinie zurlickzufiihren ist. Die Behandlung der
Maiuse mit zwei Injektionen unbeladener hTERT-Ad-Partikel zeigte eine geringe
therapeutische Wirksamkeit. Im Vergleich zur Tumorgrof3e in den Kontrollmiusen, lésst sich
in dieser Gruppe eine geringe Abnahme des Umfangs der zahlreich vorhandenen
Lungenkolonien erkennen. Besonders die Randbereiche des Lungengewebes sind mit einer
homogenen Schicht Tumorzellen bewachsen. Ein signifikanter Riickgang von CMT-PST-
Lungenkolonien kann jedoch in den Lungen der Mausgruppe beobachtet werden, die eine

Virotherapie mit CARsc-pSia-komplexierten, onkolytischen Adenoviren bekommen hat. In
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den Lungenschnitten dieser Gruppe ist eine Regression der Tumorkolonien weitestgehend
innerhalb des Lungenepithels erkennbar. Beim Betrachten der Lungenhistologien fallt auch
hier auf, dass die Rénder der Lungen, dhnlich wie in den anderen Gruppen, fast vollstindig
mit Tumorzellen ausgekleidet sind. Die Randbereiche des Lungenepithels werden demzufolge
durch systemisch applizierte Adenoviren nicht in dem MaBe infiziert, um einen
therapeutischen Effekt ausldsen zu konnen.

In einer weiteren Versuchsreihe zur Charakterisierung der adenoviral induzierten
Tumorreduktion wurden Lungenhistologien zu unterschiedlichen Zeitpunkten untersucht. Ein
repriasentativer Vergleich der nach zuvor beschriebenem Versuchsaufbau behandelten
Tiergruppen an Tag 3 sowie eine Woche nach systemischer Virusapplikation wird in

Abbildung 26 gezeigt.

Tag 3 nach Virusgabe Tag 7 nach Virusgabe

Al

unbehandelt

hTERT-Ad

hTERT-Ad +
CARsc-pSia

Abbildung 26: Die Infektion von CMT-PST-Lungentumoren durch CARsc-pSia-
modifizierte Adenoviren verursacht Tumorlyse und Infiltration von Leukozyten in
immunkompetenten Méusen.

C57/Bl6-Méuse wurden nach zuvor beschriebenem Therapieschema behandelt. Lungen der
verschiedenen Tiergruppen wurden drei Tage sowie eine Woche nach systemischer
Virusapplikation entnommen. Zur histologischen Auswertung wurden Lungenschnitte mit
anschliefender H&E-Férbung angefertigt. Dargestellt sind représentative, mikroskopische
Aufnahmen der untersuchten Versuchsgruppen.

In den histologischen Lungenschnitten im linken Teil der Abbildung 26 sind adenoviral
infizierte Bereiche als kleine, lysierte Flachen dargestellt, die drei Tage nach der Zellinfektion

aufgrund des fortgeschrittenen Replikationszyklus der Viren entstehen. Die beobachtete
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Zelllyse innerhalb der etablierten Tumorkolonien ist nur in adenoviral therapierten Tieren
aufzufinden. In Lungenhistologien von Méusen, die mit unbeschichteten Partikeln behandelt
wurden, konnen vereinzelte Lysebereiche mit geringem Umfang detektiert werden. Diese
Beobachtung kann damit begriindet werden, dass die Zelllinie CMT-PST im geringen Mal3e
auch fiir unbehandelte adenovirale Vektoren permissiv ist. Nach Administration CARsc-pSia-
beschichteter Adenoviren wird die spezifische Infektionsrate polysialylierter CMT-PST-
Zellen jedoch gesteigert. In den Lungen dieser Versuchsgruppe sind im Durchschnitt groBere,
lysierte Areale innerhalb der Tumorkolonien auffindbar. In lysierten Tumorflichen beider
adenoviral therapierten Versuchsgruppen sind zudem auch Leukozyten detektierbar, die
teilweise auch nicht zerstorte Bereiche des Tumors infiltrieren. Eine Woche nach intravendser
Injektion der Viren konnen ebenfalls lysierte Tumorbereiche in den Lungen der untersuchten
Maiuse beobachtet werden. Wie im rechten Teil der Abbildung 26 dargestellt, sind die
zerstorten Areale innerhalb der kleinzelligen Karzinomkolonien deutlich grofer und weisen
eine hohere Anzahl an infiltrierenden Leukozyten auf. Der effektivste Riickgang von
Tumorzellen konnte auch zu diesem Zeitpunkt in den Lungen von Maiusen beobachtet
werden, die zur Therapie mit CARsc-pSia-modifizierten Adenoviren behandelt wurden. In
den Lungen der unbehandelten Kontrollgruppe sind weder drei Tage nach Virusgabe, noch zu
dem spiteren Zeitpunkt der Untersuchung virusbedingte, lysierte Bereiche innerhalb der
Tumorkolonien erkennbar.

Die Ergebnisse legen nahe, dass eine Inhibition des rapiden Wachstums syngener CMT-PST-
Lungenkolonien nur durch eine adenovirale Infektion von Tumorarealen innerhalb der
Lungen initiiert wird. Eine dafiir ausreichende Infektion wird nur erreicht, wenn
therapeutische Partikel vor ihrer Applikation mit CARsc-pSia-Adapter beladen werden. Diese
Beobachtung wurde bereits in den Abbildungen 21 und 23 dargestellt und bestétigt erneut,
dass bispezifische CARsc-pSia-Adapter eine gezielte Infektion polysialylierter Tumorzellen
nach spezifischem Retargeting ermdglichen. Die Effektivitit der onkolytischen
Tumortherapie durch Adenoviren im Tumormodell des kleinzelligen Lungenkarzinoms wird

anhand einer Uberlebenskurve nach Kaplan-Meier in Abbildung 27 angezeigt.
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Abbildung 27: Uberlebenskurve immunkompetenter Miuse mit Kkleinzelligem
Lungenkarzinom nach Virotherapie mit CARsc-pSia-beladenen und unbeladenen
onkolytischen Adenoviren

Etablierung der CMT-PST-Lungenkolonien, zeitlicher Verlauf der Virotherapie sowie das
Beenden des Uberlebensversuches wurden nach den angefilhrten Parametern des
Versuchsaufbaus in Abbildung 24 fiir Tiere sdmtlicher Gruppen durchgefiihrt. Die statistische
Signifikanz wurde durch einen Logrank-Test ermittelt (*P = 0.0477, **P= 0,0026).

Durch die therapeutische Behandlung mit onkolytischen Adenoviren konnte die
Lebenserwartung von Miusen mit etablierten CMT-PST-Lungenkolonien gesteigert werden.
Versuchstiere der unbehandelten Kontrollgruppe wurden aufgrund der tumorbedingten
Belastung zu den angegebenen Zeiten getdtet. Nach einer adenoviralen Behandlung mit
unbeschichteten Partikeln verlidngerte sich der Zeitraum bis zur tumorbedingten
Verschlechterung des Zustands der Tiere um durchschnittlich drei Tage. Eine signifikant
hohere Uberlebensrate wurde bei Miusen festgestellt, die mit CARsc-pSia beschichteten
Adenoviren therapiert wurden. Der durch die effektive adenovirale Infektion eingeleitete
Riickgang von Tumorkolonien in dieser Gruppe ermoglichte eine Verlingerung der

Uberlebenszeit der Miuse um durchschnittlich sechs Tage.

3.5.4 Untersuchungen zur Therapie des kleinzelligen Lungenkarzinoms in

immundefizienten Mausen

Die im vorherigen Abschnitt dargestellte spezifische Infektion von Lungentumoren durch
CARsc-pSia-modifizierte Adenoviren fithrt zu einem verlidngerten Uberleben im
immunkompetenten Mausmodell. Die beobachtete Infiltration von Leukozyten in lysierten
Tumorarealen konnte darauf hinweisen, dass neben der viralen Onkolyse durch die

fortschreitende Virusreplikation womdglich auch immunologische Aspekte fiir die Tumorlyse
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verantwortlich sind. Zur Uberpriifung dieser Fragestellung wurde ein Therapieversuch mit
immundefizienten Nacktmiusen (NMRI nu/nu) durchgefiihrt. Nacktméuse sind athymisch
und haben aufgrund fehlender reifer T-Lymphozyten ein stark eingeschrinktes Immunsystem.
Die Etablierung von CMT-PST-Lungentumoren, die Behandlung mit GdCl; und die
systemische Applikation unbehandelter sowie CARsc-pSia-beschichteter h\TERT-Ad-Viren in
den jeweiligen Tiergruppen wurde analog dem in Abbildung 24 beschriebenen
Versuchsschema durchgefiihrt. Erste Anzeichen fiir einen Abbruch des Therapieversuches
aufgrund der Verschlechterung des Zustands der Tiere in sémtlichen untersuchten
Versuchsgruppen deuteten sich bereits an Tag 16 nach Applikation der CMT-PST-Zellen an.
Zur Anfertigung von Lungenhistologien erfolgte darauthin zu diesem Zeitpunkt die Entnahme
der Organe. Angefdrbte Lungenschnitte der untersuchten Versuchsgruppen sind in Abbildung
28 im Uberblick abgebildet.

unbehandelt hTERT-Ad hTERT-Ad
+CARsc-pSia

Abbildung 28: Die virale Therapie mit CARsc-pSia-beschichteten Adenoviren fiihrt nicht
zu einer Inhibition des Tumorwachstums in immundefizienten Mausen.

NMRI nu/nu-Méause wurden in Gruppen zu jeweils sechs Tieren nach dem in Abbildung 24
beschriebenen Therapieschema behandelt. Die Isolierung der Lungen erfolgte an Tag 16 nach
intravendser Applikation der CMT-PST-Zellen. Zur histologischen Auswertung wurden
Paraffinschnitte der Lungen mit anschlieBender H&E-Farbung angefertigt. Zum
makroskopischen Vergleich sind reprisentative Lungenschnitte der untersuchten Tiergruppen
dargestellt.
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Nach histologischer Auswertung der dargestellten Lungenschnitte sind makroskopisch keine
signifikanten Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen erkennbar. Unbehandelte
Kontrolltiere, sowie mit unbeschichteten und CARsc-pSia-modifizierten Adenoviren
therapierte Tiere weisen alle in Bezug auf GroBe und Verteilung eine vergleichbar starke
Tumorlast in der ganzen Lunge auf. Die nach einer Virotherapie mit Adapter beladenen
Adenoviren erzielte Regression von CMT-PST-Tumoren in immunkompetenten Méusen
konnte in diesem Versuchsansatz nicht beobachtet werden. Nach therapeutischer Behandlung
mit CARsc-pSia-beschichteten Adenoviren konnte kein Riickgang der Lungentumoren in
immundefizienten Tieren verzeichnet werden.

Zur Untersuchung infizierter Tumorbereiche innerhalb des Lungenepithels wurden darauthin
eine Woche nach Virustherapie Lungenschnitte aus isolierten Organen von nicht therapierten
Kontrolltieren, sowie von Méusen, die mit CARsc-pSia-beschichteten oder unbeschichteten
Adenoviren therapiert wurden, angefertigt. Die in Abbildung 29 abgebildeten Histologien
erlauben den direkten Vergleich mit Lungenschnitten aus den zuvor untersuchten
immunkompetenten Versuchstieren. In Lungenhistologien von unbehandelten Kontrolltieren
konnte nach mikroskopischer Auswertung keine adenoviral bedingte Lyse innerhalb der
zahlreichen Tumoren entdeckt werden. Nach systemischer Applikation unbeschichteter
Partikel sind in Nacktmdusen vereinzelt lysierte Fldachen innerhalb der Tumorkolonien
erkennbar. Die Anzahl der Lysebereiche in den etablierten CMT-PST-Tumoren konnte nach
Behandlung der Méuse mit CARsc-pSia-komplexierten Adenoviren leicht gesteigert werden.
Die beobachteten Lyseareale in beiden therapierten Gruppen haben jedoch einen geringen
Umfang und sind mit lysierten Tumorflichen aus immunkompetenten Méusen vergleichbar,
die an Tag 3 nach Virusapplikation detektiert wurden. Grof3flichige Lyseareale innerhalb der
Lungentumoren, wie zuvor bei therapierten immunkompetenten Tieren dargestellt, konnten
siecben Tage nach Virustherapie mit unbehandelten und CARsc-pSia-modifizierten
adenoviralen Vektoren in Nacktméiusen nicht beobachtet werden. Die Anzahl an
infiltrierenden Immunzellen in lysierten Tumorbereichen ist in Nacktmiusen auch eine
Woche nach Virusgabe erwartungsgemif3 sehr gering. Die dargestellte Tumorlyse in

immundefizienten Tieren ist demnach nur auf virale Replikation zuriickzufiihren.
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Abbildung 29: Darstellung infizierter Tumorbereiche nach systemischerVirotherapie mit
CARsc-pSia-beschichteten Adenoviren in immundefizienten Miusen

Lungen der nach in Abbildung 24 beschriebenem Therapieschema behandelten NMRI nu/nu-
Maiusen wurden eine Woche nach systemischer Virusapplikation entnommen. Die angefertigten
Lungenschnitte wurden zur histologischen Auswertung H&E gefarbt. Dargestellt sind
reprasentative, mikroskopische Aufnahmen der untersuchten Versuchsgruppen.

Im Rahmen der durchgefiihrten onkolytischen Virotherapie bei immundefizienten Tieren mit
CMT-PST-Lungentumoren wurde eine Uberlebensanalyse nach Kaplan-Meier erstellt, die in
Abbildung 30 angezeigt ist. Eine tumorbedingte Verschlechterung des Zustands der Tiere, die
zum Beenden des Uberlebensversuches veranlasst hat, wurde bei Méausen aller untersuchten
Versuchsgruppen innerhalb einer kurzen Zeitperiode festgestellt. Verglichen mit nicht
therapierten Kontrolltieren, konnte keine Verlingerung der Uberlebenszeit von Nacktméusen
nach systemischer Virotherapie mit unbeschichteten und CARsc-pSia-beschichteten

Adenoviren beobachtet werden.
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Abbildung 30: Uberlebenskurve immundefizienter Miuse mit kleinzelligem

Lungenkarzinom nach Virotherapie mit CARsc-pSia-beladenen und unbeladenen
onkolytischen Adenoviren

Der Uberlebensversuch mit NMRI nu/nu-Miusen wurde nach dem in Abbildung 24
beschriebenen Therapieschema durchgefiihrt. Die Uberlebenskurven der untersuchten
Versuchsgruppen zeigen keine signifikanten Unterschiede.

Die zuvor dargestellte Infektion einzelner Tumorbereiche durch CARsc-pSia-modifizierte
Adenoviren und auch durch unbeladene Partikel reicht demnach nicht aus, um eine Inhibition
des Tumorwachstums oder sogar eine Reduktion der Lungentumoren in Nacktmiusen zu
bewirken.

Die aus den Kapiteln 3.5.3 und 3.5.4 gewonnenen Erkenntnisse lassen vermuten, dass die
Zerstorung des Tumorgewebes nicht nur auf virusvermittelter Lyse und dem unmittelbaren
Einfluss der angeborenen Immunantwort beruht, sondern dass auch adaptive Immunprozesse

eine wichtige Rolle spielen.
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4 Diskussion

Trotz signifikanter Fortschritte im Verstindnis der Biologie von Tumoren in den letzten
Jahrzehnten sind die meisten hochmalignen Tumorerkrankungen nach wie vor mit einer
schlechten Prognose der betreffenden Patienten assoziiert. Die Tendenz zur Metastasierung
und die im Behandlungsverlauf mogliche Entstehung resistenter Tumorzellen erhhen das
Risiko der Ausbildung eines Rezidivs und verhindern langfristig eine kurativ erfolgreiche
Therapie. Unter den Lungentumoren gilt insbesondere das schnell wachsende kleinzellige
Lungenkarzinom als extrem therapieresistent, was die Entwicklung neuer Therapieoptionen
dringend erforderlich macht. Zur Behandlung von soliden Tumoren wie dem kleinzelligen
Lungenkarzinom stellt der FEinsatz tumor-spezifisch replizierender Viren eine
vielversprechende innovative Therapiestrategie dar. Die onkolytische Virotherapie beruht auf
der selektiven Zerstorung der Tumorzellen durch die virale Replikation und die virus-
vermittelte Zelllyse, wobei ein besonderer Vorteil in der Tatsache begriindet ist, dass sich das
therapeutische Agens im Tumor vermehrt und sich innerhalb des Tumorgewebes verbreitet.
Dabei gelten tumor-spezifisch replizierende Adenoviren aufgrund erster klinischer
Erfahrungen mit dem onkolytischen Vektor Onyx-015 als relativ sicher anwendbar (Aghi et
al., 2005). In den letzten Jahren hat sich zunehmend die Erkenntnis durchgesetzt, dass die
therapeutische Wirkung des Einsatzes onkolytischer Viren in der Tumortherapie nicht nur auf
der replikationsvermittelten Zelllyse (der eigentlichen Onkolyse) beruht, sondern im Rahmen
der Immunantwort gegen das therapeutische Virus auch eine signifikante Immunantwort
gegen den Tumor provoziert wird. Die quantitative Bedeutung dieser beiden antitumoralen
Wirkmechanismen, Onkolyse bzw. antitumorale Immunantwort, fiir das Gesamtansprechen
virotherapeutischer Ansitze ist derzeit ein zentrales Diskussionsthema (Prestwich et al.,
2009). Ein Manko der adenoviralen Onkolyse ist derzeit nach wie vor die unzureichende
Infektion von Tumorgewebe nach systemischer Injektion, die nicht nur auf der mangelnden
Expression der primiren Virusrezeptoren auf der Tumorzelloberflache, sondern auch auf dem
dominanten Hepatotropismus der Viren beruht, der keine Applikation hoher Virusdosen
zulésst, ohne die Leber erheblich zu belasten. Der Tumortropismus adenoviraler Vektoren
muss daher auf Kosten des Hepatotropismus verbessert werden. Eine solche
Tropismusmodifikation (transduktionelles Retargeting) stellt nicht nur eine moglichst
selektive Infektion des Tumorgewebes durch systemisch applizierte Vektoren dar, sondern
auch einen wichtigen Schliisselschritt zur gezielten Infektion und Bekdmpfung von

Mikrometastasen.
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Verschiedene Strategien im Rahmen des transduktionellen Retargetings ermdglichen eine
Tropismusmodifikation, konnen eine selektive Infektiosititssteigerung im Tumorzielgewebe
durch adenovirale Vektoren erzielen und auf diese Weise zur Optimierung der onkolytischen
Virotherapie beitragen. Eine vielseitige Methode des gezielten Retargetings ist der Einsatz
bispezifischer Fusionsproteine. Hierbei werden eine tumoraffine und eine Viruscapsid-
bindende Doméne zu einem loslichen Protein fusioniert, das anhand der beiden
Erkennungsspezifititen die Funktion eines Adapters zwischen Virus und Zielzelle einnimmt.
Diese Modifikation verédndert den Tropismus der eingesetzten Vektoren in zweierlei Hinsicht.
Bislang verfiigbare Studien zu bispezifischen Adapter deuten darauthin, dass derart
,beschichtete’ adenovirale Partikel nicht nur in der Lage sind an die entsprechenden
Zielmotive auf Zelloberflichen zu binden und diese effektiver infizieren konnen, sondern
zudem durch Maskierung der natiirlichen Tropismusdeterminanten einen geringeren
Hepatropismus aufweisen.

In der vorliegenden Arbeit wurde zur Beschichtung onkolytischer Adenoviren das
bispezifische = Adaptermolekiil CARsc-pSia generiert. Die Eigenschaften dieses
Fusionsproteins, bestehend aus der Ektodoméne des Adenovirus-bindenden Rezeptors CAR
und einer PolySia-bindenden scFv-Doméne, eine selektive und therapeutisch wirksame
Infektion PolySia-exprimierender Tumorspezies durch onkolytische Adenoviren zu

gewihrleisten, wurde in vitro und in verschiedenen Tumormodellen in vivo untersucht.

4.1 Charakterisierung des bispezifischen Adapters CARsc-pSia

Die Modifikation adenoviraler Vektoren durch bispezifische Fusionsproteine hat sich als ein
vielversprechender Mechanismus des gezielten Retargetings herausgestellt. Die Wirksamkeit
solcher Adaptermolekiile konnte erfolgreich in diversen Studien zur selektiven Transduktion
von Tumorzellen gezeigt werden (Li et al., 2009), (Kashentseva et al., 2002). Um eine
zellspezifische Infektion durch Adenoviren erfolgreich zu vermitteln, miissen bispezifische
Molekiile grundlegende Eigenschaften erfiillen. Adapterproteine sollten in hohen Mengen
produziert und unter Bewahrung ihrer stabilen Struktur aufgereinigt werden konnen. Die
Féhigkeit adenovirale Vektoren zu binden und gleichzeitig ihren natiirlichen Tropismus zu
inhibieren sowie einen neuen Tropismus durch die Erkennung definierter Zielfaktoren zu
schaffen stellen weitere wichtige Kriterien dar.

Die Spezifitit der Adapter fiir malignes Gewebe wird durch scFv-Antikorperfragmente

erreicht, die tumorspezifische Oberfldchenantigene erkennen und binden. Die Fusion mit
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anderen Doménen erlaubt die Kopplung der scFv-Fragmente an adenovirale Vektoren. Hierzu
konnen zum einen ebenfalls sc-Fv-Fragmente, die gegen Komponenten des viralen Capsids
gerichtet sind, zur Generierung sogenannter Diabodies eingesetzt werden. Als ein weiterer
Mechanismus zur Bindung des viralen Capsids ist die natiirliche Interaktion des adenoviralen
Fiberknobs mit dem Rezeptor CAR pridestiniert. Als virusbindende Komponente wurde die
CAR Ektodomine zur Generierung bivalenter Adapter erstmalig von Dmitriev et al in einer
Studie zur gezielten Transduktion EGFR-exprimierender Zellen eingesetzt (Dmitriev et al.,
2000). In Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe wurde die CAR-unabhingige Aufnahme
adenoviraler Vektoren in Zellen durch den Einsatz der bifunktionellen Molekiile CAR..-Tat
und CAR-VP22, die neben der CAR-Ektodomidne die polykationischen
Proteintransduktionsdominen (aus HIV-Tat bzw. HSV-VP22) beinhalten, untersucht. In
diesen Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass die Verwendung dieser Adapter eine
effektive Transduktion von Tumorzellen erlaubt, denen eine Expression des CAR-Rezeptors
fehlt und die unter natiirlichen Bedingungen nicht infizierbar sind (Kuhnel et al., 2004). Zur
Konstruktion des Fusionsproteins CARsc-pSia wurde infolgedessen auch die l6sliche Form
der CAR-Ektodoméne als fiberbindende Komponente ausgewéhlt. Die selektive Bindung des
Adapters an polysialylierte Oberflichen wurde durch das Anfiigen eines scFv-Fragments aus
dem PolySia-spezifischen, monoklonalen Antikorper mAB 735 gewihrleistet. ScFv-
Fragmente enthalten die gesamte antigenbindende Region des urspriinglichen Antikérpers und
besitzen dadurch auch die gleiche Bindungsaffinitdt (Glockshuber et al., 1990). Eine kurze
Peptidsequenz zwischen den beiden variablen Antikorperdomédnen Vi und Vg dient als
stabilisierendes Verbindungsstiick und unterstiitzt diese Eigenschaft. Bei der Klonierung des
PolySia-bindenden scFv-Fragments wurde zu diesem Zweck ein Linkerpeptid verwendet, das
in der Literatur gut charakterisiert ist (Huston et al., 1988).

Die Tatsache, dass die Expression von PolySia in Gewebsarten, die mit Integrinexpression
Grundvoraussetzungen fiir eine Adenovirusinfektion aufweisen, lediglich auf ein klinisch-
hochrelevantes Tumorspektrum eingeschriankt ist, macht diesen Tumormarker zu einem
duBerst attraktiven Angriffsziel fiir onkolytische Retargetingstrategien. Oberflichenfaktoren,
die in den bislang existierenden Studien als Zielstruktur flir Retargetingstudien ausgewaihlt
wurden, wie EGFR oder CEA, werden auf Tumorgewebe im Vergleich zu Normalgewebe
lediglich vermehrt exprimiert. Im Gegensatz hierzu kann die Expression von PolySia auf
normalen epithelialen Zellen im adulten Organismus gar nicht nachgewiesen werden, sodass
es sich hier um einen Zelloberflichenmarker handelt der hinsichtlich adenoviraler

Retargetingstrategien eine echte Tumorselektivitit aufweist.
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Untersuchungen zur Funktionalitdt und Spezifitidt des generierten Adapterproteins CARsc-
pSia wurden zunéchst anhand von Infektionsversuchen in Zelltypen verschiedenen Ursprungs
durchgefiihrt, die eine PolySia-Expression aufwiesen, aufgrund von CAR-Defizienz kaum
adenoviral transfizierbar sind, allerdings grundsitzlich die Féhigkeit aufweisen, Adenoviren
Integrin-vermittelt aufzunehmen. Wie in Abb.6 gezeigt wird, resultiert die Beschichtung
adenoviraler Vektoren mit CARsc-pSia zu einer sehr effektiven Transduktion der PolySia-
exprimierenden Hamsterzelllinie CHO (chinese hamster ovary). Fiir den stringenten
Nachweis der PolySia-Abhéngigkeit des Infektionsprozesses wurde die PolySia-defiziente
Mutante 2A10 der CHO-Zellen eingesetzt. In dieser Zelllinie konnte keinerlei Verbesserung
der Infizierbarkeit durch CARsc-pSia beobachtet werden, wodurch nachgewiesen werden
konnte, dass der Adapter iiber die Bindung an PolySia auf der Oberfliache der Zielzelle den
Infektionsprozess einleitet. Die hypothetische Moglichkeit, dass die 2A10-Zellen durch
Mutationen eine prinzipiell schlechtere Infizierbarkeit durch Adenoviren aufweisen konnten
als die maternale Vergleichszelle, konnte durch die effektive adenovirale Transduktion der
2A10-Zellen mithilfe des rezeptorunspezifischen Adapters CAR-Tat ausgeschlossen werden.
Es konnte zudem gezeigt werden, das die Beschichtung von Adenoviren mit CARsc-pSia die
effektive Infektion von PolySia-exprimierenden humanen Rhabdomyosarkom- bzw.
Neuroblastomzelllinien (TE671, IMR32) ermdglichte, die fiir die Infektion mit
unbeschichteten Viren kaum bzw. gar nicht permissiv sind. Die Funktionstestung erfolgte mit
monomeren Adapter und bestétigte vorerst grundlegende Parameter der Zielsetzung wie
Expressionsfahigkeit der bispezifischen Molekiile, erfolgreiche Beschichtung der Vektoren
und PolySia-spezifische Infektion der Zielzellen (Abb.5, Abb.6 und Abb.7). Die Expression
der Molekiile in retroviral hergestellten Produktionszelllinien ermdglichte eine effektive
Aufreinigung mittels Affinitdtschromatographie und nachfolgende Untersuchungen zur
bivalenten Bindungseffizienz. Durch den Einsatz definierter Mengen an CARsc-pSia konnte
eine optimale Infektionseffizienz bei einem errechneten Verhiltnis von 10* Adaptermolekiilen
pro Fiberknobmolekiil beobachtet werden. Dieser fiir eine optimale Infektion bendtigte
deutliche Uberschuss kénnte unter anderem auf einen teilweisen Verlust der strukturellen
Identitét der einzelnen Doménen des Adapters zuriickzufithren sein. Die Integritit beider
Dominen ist ein ausschlaggebender Faktor fiir eine erfolgreiche Beschichtung der Vektoren
und die effiziente Bindung an die Zielzellen. Die in-vitro-Expression, der Prozess der
Proteinaufreinigung an einer Festphasenmatrix, sowie wiederholte Einfrier- und Auftauzyklen
kdnnen zu einer Beeintrachtigung der Funktionalitit und Stabilitdt der funktionellen Doménen

der CARsc-pSia-Molekiile fithren. Auf solche Einfliisse weisen frithere Experimente der
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Arbeitsgruppe hin, in denen zur unspezifischen Transduktion von Zielzellen mittels CARx-
Tat bzw. CAR-VP22 ebenfalls deutliche Adapter-Uberschiisse ndtig waren, die jedoch eine
Grossenordnung niedriger lagen als im Fall von CARsc-pSia. Fiir die Bindungsaffinitdt von
scFv-Doménen wie in CARsc-pSia ist die korrekte Faltung der Tertidrstruktur absolut
essentiell, was eine grossere Empfindlichkeit von CARsc-pSia im Vergleich zu den
Tat/VP22-Derivaten erkldren konnte, bei denen es sich um extrem unempfindliche Strukturen
handelt. Ein weiterer Hinweis auf die erhohte Empfindlichkeit der scFv-Domine ist der
komplette Funktionsverlust des Adapters durch die affinitdtschromatographische
Aufreinigung, wenn der His-Tag am C-Terminus des Molekiils in unmittelbarer
Nachbarschaft der scFv-Doméne positioniert wurde.

In analogen Transduktionsversuchen mit &hnlich aufgebauten, bispezifischen CAR-scFv-
Adapterproteinen wurden monomere und trimerisierungsfahige Molekiile beziiglich ihrer
Bindungsaffinitdt miteinander verglichen. Dabei konnte eine erhebliche Steigerung der
Bindungseffizienz trimerisierter Adapter zu adenoviralen Fiberknobs gezeigt werden
(Kashentseva et al., 2002). Die festgestellte Verbesserung der Affinitit zu Fiberknob durch
trimere Strukturen kann auf die Stochiometrie der nativen CAR-Knob-Komplexierung
zurlickgefiihrt werden. Mithilfe von Strukturanalysen des Proteinkomplexes Fiberknob mit
der CAR-Ektodomine und durch Mutagenesestudien der Knobdoméne, konnte die simultane
Bindung von drei CAR-Molekiilen an eine Knobdomine postuliert werden, was die Affinitdt
im Vergleich zu einem einfachen CAR-Knob-Komplex betrachtlich erhdhen wiirde (Bewley
et al., 1999), (Roelvink et al., 1998). Der Mechanismus einer trimeren Rezeptor-Ligand-
Interaktion wurde durch Studien zur Kinetik der Bindung von CAR zum Knobprotein von
Adenoviren des Serotyps 2 bestitigt (Lortat-Jacob et al., 2001). Um eine bestmdgliche
Wirksamkeit des in Rahmen dieser Arbeit verfolgten Retargetingkonzepts in Bezug auf die
herausfordernden Bedingungen von Transduktionsstudien in vivo erzielen zu kdnnen, wurde
die Ubertragbarkeit des Trimerisierungskonzepts auf den Adapter CARsc-pSia untersucht.
Die Inkorporation der Trimerisierungsdomine des Phagenproteins Fibritin in CARsc-pSia
erwies sich hierbei als deutlich effektiver als die Isoleucinvariante des Leucin-Zipper-
Bereichs aus dem Hefetranskriptionsfaktor GCN4, die als alternative Moglichkeit zur
Generierung trimerisierungsfahiger Strukturen ebenfalls etabliert ist. Beide Proteindoménen
sind als potente Trimerisierungsmotive beschrieben, die die Eigenschaft von
Adaptermolekiilen zur bispezifischen Interaktion erheblich verbessern konnen (Kashentseva
et al., 2002), (Kim et al., 2002). In durchgefiihrten Western Blot-Analysen konnte allerdings

nur bei CARsc-pSia-Konstrukten mit integrierter Fibritin-Sequenz eine effiziente Aggregation
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zu Homotrimeren demonstriert werden (Abb.9). Das beobachtete Unvermogen der GCN4-
Domine, eine Trimerisierung zu vermitteln, ist moglicherweise auf die zentrale
Positionierung zwischen der globuliren CAR-Ektodomédne und dem scFv-Fragment
zurlickzufiihren. In erfolgreichen Trimerisierungsstudien mit zentral lokalisierter GCN4-
Doméne wurden neben der CAR-Ektodoméne lediglich kurze Peptide als zweite Komponente
eingesetzt (Kim et al., 2002). In einer weiteren Arbeit wurden trimere Strukturen nach C-
terminaler Inkorporation der Domidne aus GCN4 realisiert (Yang et al., 2000).
Moglicherweise erfolgt die Trimerisierung der GCN4-Dominen aufgrund der sterischen
Hinderung durch die globuldren Randdoménen ineffizient, wéhrend sich das biophysikalisch
enorm stabile Fibritintrimer auch unter diesen Bedingungen effektiv ausbilden kann. Auch die
grossere Lange der Fibritinstruktur gegeniiber dem eingesetzten GCN4 konnte hierbei eine
Rolle spielen.

Zudem wurden monomere und trimerisierte CARsc-pSia-Adapterproteine hinsichtlich ihrer
Féhigkeit, die adenovirale Infektion PolySia-exprimierender Zellen zu ermoglichen,
untersucht. Der direkte Effektivitdtsvergleich bestitigte eine verbesserte Infektionseftizienz
adenoviraler Partikel, die mit trimerisierungsfdhigen Adapter beschichtet wurden (Abb.10).
Diese war aufgrund der zuvor genannten Vergleichsstudien zu analogen,
trimerisierungsfahigen Adaptern erwartbar. Die beobachtete, signifikante Steigerung der
Infektion diirfte daher auf die effizientere Beschichtung der eingesetzten Adenoviren durch
trimerisierte CARsc-pSia-Adaptermolekiile zuriickzufiihren sein. Gemif3 der postulierten 3:1
Stochiometrie der natiirlichen CAR-Fiber-Bindung sollte sich beim Einsatz trimerer CARsc-
pSia-Molekiile im Vergleich zu monomeren Adapter eine hohere Affinitét des Adaptertrimers
an Fiber und eine niedrigere Dissoziation ergeben. Zudem sollte das scFv-Trimer, im
Vergleich zur Affinitdt eines einzelnen scFv, eine deutliche erhdhte Aviditdt gegeniiber
PolySia auf der Oberfliche der Zielzelle aufweisen und somit zur verbesserten Effizienz der
adenoviralen Infektion der Zelle beitragen. Die Beschichtung adenoviraler Partikel mit
trimerisierungsfahigen Adapter konnte zudem aufgrund der stabileren Interaktion zwischen
Vektor und Adapter einen besseren Schutz vor Degradierung adenoviraler Partikel

gewihrleisten und somit die Infektionseffizienz steigern.
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4.2 Beeinflussung des natiirlichen adenoviralen Tropismus durch das

Adapterprotein CARsc-pSia

Als viraler Hauptfaktor fiir die initiale Interaktion mit zelluliren Rezeptoren gilt in vitro das
adenovirale Fiberprotein, dessen Bindung an den primdren zelluldren Rezeptor CAR den
geschwindigkeitsbestimmenden Schritt zur Einleitung des Infektionsprozesses darstellt, bevor
iiber die dann erfolgende Pentonbase-Integrin-Interaktion die Endocytose des Virus initiiert
wird. Gerade die Beschichtung des adenoviralen Fiberproteins mit bispezifischen
Adaptermolekiilen kann daher die natiirliche Tropismusdeterminanten effektiv maskieren und
allein aufgrund dieser Maskierung, unabhédngig von der Retargeting-Doméne, eine deutliche
Modifikation des natiirlichen Tropismus des Virus zur Folge haben. Diese
Tropismusmodifikation wurde in vitro in der hochpermissiven, CAR-positiven, PolySia-
negativen Hepatomzelllinie HepG2 untersucht, mit der der natiirliche Hepatotropismus
simuliert wurde. In Kompetitionsversuchen konnte gezeigt werden, dass die adenovirale
Infektion der Zellen durch Zugabe von CARsc-pSia als Kompetitor konzentrationsabhédngig
inhibiert werden konnte. Die Infektion konnte durch die Maximalkonzentration an Adapter
auf ca. 10 % des Ausgangswertes durch Infektion mit unbehandelten Partikeln gedriickt
werden (Abb.14). Eine vollstindige Ablation des Tropismus ist nicht mdglich, da die
Adaptermolekiile nicht kovalent an das Fiber gebunden sind und bei lingerem Virus-
Zellkontakt durch zelleigene CAR-Rezeptoren verdriangt werden konnen, worauthin der
Infektionsprozess vollendet wird. Diese Beobachtungen demonstrieren eine deutliche
Modifizierung des natiirlichen Tropismus durch die Adapterbindung und suggerieren die
Moglichkeit einer Reduktion des natiirlichen adenoviralen Hepatotropismus, dem
sogenannten Detargeting. Die bivalente Eigenschaft von Adapterproteinen, nicht nur den
gezielten Eintritt beschichteter Adenoviren in CAR-negative Zielzellen zu vermitteln, sondern
auch eine Reduktion der Infektion CAR-positiver Zellen zu bewirken, wurde auch von Li und
Kollegen beschrieben (Li et al., 2007).

Im Gegensatz zu Infektionsversuchen in der Zellkultur, riickt die Rolle von CAR als primérer
Adenovirusrezeptor bei in vivo Studien zunchmend in den Hintergrund. Neben den
zahlreichen Interaktionen mit Komponenten des Blutes spielt vor allem die spezifische
Bindung des Blutgerinnungsfaktors X an das adenovirale Hexonprotein eine bedeutende Rolle
(Waddington et al., 2008). Diese Interaktion vermittelt die Aufnahme AdS-basierter Vektoren
in  Hepatozyten und beschreibt einen CAR-unabhingigen Infektionsmechanismus
(Kalyuzhniy et al., 2008). Systemisch in den vendsen Blutstrom applizierte Adenoviren

gelangen iiber das Herz in die Lunge und anschlieBend in peripheres Gewebe, wo innerhalb
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kiirzester Zeit der GroBteil der Viren in der Leber abgefangen werden und das Lebergewebe
infizieren (Hofherr et al., 2011). Die selektive Abschirmung der Fiberproteine durch CARsc-
pSia-Adapter sollte dementsprechend keinen signifikanten FEinfluss auf den starken
Hepatropismus adenoviraler Vektoren haben. In Vergleichsstudien mit unbehandelten und
CARsc-pSia-modifizierten Vektoren konnte allerdings nach intravendser Applikation eine
effektive Reduktion der Leberinfektion in den Tieren beobachtet werden, die mit
beschichteten Vektoren behandelt wurden. Dieses hepatische Detargeting wird durch die
vergleichsweise sehr geringe Expression viraler Markergene in Hepatozyten und der geringen
Menge an detektierbarer adenoviraler DNA im Gesamthomogenat der Leber dargestellt
(Abb.15 und Abb.16). CARsc-pSia-beschichtete Vektoren scheinen daher durchaus in der
Lage zu sein, die natiirliche Tendenz adenoviraler Partikel, hepatisches Gewebe zu infizieren,
effektiv zu umgehen. An der deutlich sichtbaren Inhibition der Hepatozyteninfektion durch
Adapter-beladene Adenoviren konnten verschiedene Mechanismen beteiligt sein.

Ein Faktor konnte eine sterische Hinderung der Hexon-vermittelten Infektion sein. Unter den
verschiedenen Serotypen besitzen Serotyp 5-basierte Vektoren relativ lange Fiberproteine, die
sich aus den 21 Sequenzwiederholungen der trimeren B-Spirale (B-spiral repeats) im
Schaftanteil ergeben (van Raaij et al., 1999). Die zusitzliche Komplexierung und
Verldngerung der Fiber durch trimerisierte CARsc-pSia-Adaptermolekiile kdnnte zu einer
signifikanten, sterischen Hinderung der Bindung von Faktor X an adenovirale Hexonproteine
fiihren. Adenovirale Fiber sind zudem sehr flexible Strukturen. Sie besitzen in ihrem
Schaftanteil eine Sequenz von Aminosduren (KKTK-Motiv), die eine starke Biegung des
gesamten Fiberproteins ermoglicht (Wu and Nemerow, 2004). Diese Mobilitit CARsc-pSia-
komplexierter Fiber konnte den Effekt der sterischen Hinderung verstiarken und die Faktor
X/Hexon-vermittelte Hepatozyteninfektion zusétzlich inhibieren.

Neben dem Rezeptor CAR konnen auch Faktoren wie das Komplementprotein C4BP und der
Koagulationsfaktor IX an das Fiberprotein binden (Shayakhmetov et al., 2005). Die
Moglichkeit, dass durch die Beschichtung des Fiberknobs durch CARsc-pSia auch potentielle
Bindestellen fiir weitere, noch unbekannte Interaktionspartner blockiert werden, die eine
letztendliche Aufnahme der Viruspartikel in die Leber vermitteln, kann daher nicht
ausgeschlossen werden. Diese Hypothese widerspricht allerdings den Befunden von
Waddington et al., die der Rolle der Faktor X-Hexon-vermittelten Hepatozyteninfektion eine
zentrale Rolle in vivo zuweisen (Waddington et al., 2008).

Als ein weiterer wichtiger Aspekt zur Erklidrung des beobachteten hepatischen Detargetings

sollte auch eine Aufnahme beschichteter Partikel durch Kupffer-Zellen in Betracht gezogen
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werden. Kupffer-Zellen sind groB3e, sesshafte Makrophagen innerhalb des Lebergewebes.
Obwohl sie nur etwa 7% aller Leberzellen darstellen, bilden diese Lebermakrophagen mit
einem Anteil von schitzungsweise 80% - 90% die grofite Makrophagenpopulation im
Organismus der Maus (Bilzer et al., 2006), (Jacobs et al., 2010). Als eine essentielle
Komponente des Retikuloendothelialen Systems haben Kupffer-Zellen eine essentielle
Funktion bei der Entfernung von Fremdstoffen und pathogenen Substanzen aus dem
Blutstrom. Aufgrund ihrer Lokalisation am Endothel innerhalb der Lebersinusoide bilden sie
auch eine erste Abwehrlinie gegen Viren, die iiber die portale Blutzirkulation in die Leber
gelangen und die Funktionsfiahigkeit des Hepatozytenparenchyms bedrohen. Nach einer
intravendsen Injektion adenoviraler Vektoren des Serotyps 5 in Miusen, sind Kupffer-Zellen
in der Lage bis zu 90% der viralen Partikel abzufangen und zu zerstéren (Alemany et al.,
2000). Im Rahmen der in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Experimente konnte eine
starke Abnahme adenoviraler Hexon-DNA nach Infektion mit adapterbeschichteten
Adenoviren detektiert werden. Gleichzeitig zeigen die GFP-Fluoreszenzbilder auch eine
wesentliche Reduktion der Infektion der Hepatozyten. Da die Messungen nach 48 Stunden
durchgefiihrt wurden, konnte diese Abnahme auch in einer vermehrten Absorption
beschichteter Adenoviren durch das Kupfferzellkompartiment begriindet sein. Dies wére
durch die bereits erfolgte Degradierung durch die Lebermakrophagen nicht mehr
nachvollziehbar. Durch die Beschichtung mit Adapterproteinen sind adenovirale Vektoren
nicht zwangslaufig vor der Aufnahme durch die Lebermakrophagen geschiitzt. Nach neueren
Erkenntnissen konnte auch die Grofle von Fremdpartikeln eine Rolle bei der Passage bzw. der
Beseitigung durch Kupffer-Zellen spielen. In Studien mit hexonmodifizierten Ad5-Partikeln,
die eine chemische Ummantelung mit Polyethylenglykolen unterschiedlicher Gréf3e erlauben,
konnte lediglich durch die Kopplung von 5000 Da groBen PEGs die Aufnahme der Vektoren
durch Kupffer-Zellen umgangen werden (Prill et al., 2011).

Der Effekt des hepatischen Detargetings wurde in unldngst durchgefiihrten in vivo
Infektionsstudien zum Adapter-vermittelten Retargeting CEA-exprimierender Tumoren
beschrieben (Li et al., 2007). In diesen Studien resultierte die Beschichtung adenoviraler
Vektoren mit dem dhnlich aufgebauten, trimeren Adapterprotein SCARfMFE ebenfalls in der
Reduktion der Leberinfektion nach systemischer Vektorapplikation.

Ein weiterer problematischer Nebeneffekt systemischer Therapiestrategien mit adenoviralen
Vektoren ist die mogliche Induktion einer dosisabhingigen Lebertoxizitit, die auf eine
vermehrte Infektion des Leberparenchyms und der Zerstorung von Hepatozyten durch

Adenoviren zuriickzuflihren ist. Als eine direkte Ursache der Leberschidigung ist unter
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anderem die toxische Wirkung der adenoviralen Replikation zu nennen. Desweiteren triagt die
Induktion der angeborenen Immunantwort durch die Aktivierung der Kupffer-Zellen und
anderer Faktoren wie natlirliche Killerzellen und Komplemensystem sowie die Freisetzung
proinflammatorischer Zytokine wie IL-1, IL-6, IL-12, TNFa und IFNy zur Schidigung des
hepatischen Gewebes bei (Lieber et al., 1997). Dieser problematischen Nebenwirkung
adenoviraler Vektoren kann durch den Einsatz bispezifischer Adapter entgegengewirkt
werden. Als eine positive Auswirkung des dargestellten hepatischen Detargetings nach
intravendser Applikation adaptermodifizierter, onkolytischer Adenoviren konnte die effektive
Reduzierung der lebertoxischen Effekte erreicht werden (Li et al., 2009). Die in dieser Studie
beschriebenen Beobachtungen decken sich mit den Resultaten unserer Experimente. In den
untersuchten Tieren fiithrte die systemische Applikation unbehandelter Adenoviren zu einer
massiven Lebertoxizitdt, wihrend die Behandlung mit CARsc-pSia-komplexierten Vektoren
nur eine vernachldssigbare Schidigung des Lebergewebes im Vergleich mit unbehandelten,
gesunden Maiusen verursachte. Das spiegelt sich in der gemessenen Serumaktivitit der
Aminotransferasen AST und ALT, die bei Leberschdadigung durch untergehende Hepatozyten
freigesetzt werden, sowie in der makroskopischen Erscheinungsbild entnommener Organe
wieder (Abb.17). Diese Ergebnisse untermauern die Feststellung, dass durch die Beschichtung
adenoviraler Partikel mit dem Adapter CARsc-pSia die massive Infektion von Hepatozyten
effektiv verhindert werden kann und dadurch auch gleichzeitig die Virus-assoziierte

Leberschidigung auf ein Minimum reduziert wird.

4.3 Charakterisierung des spezifischen Retargetings zu PolySia-

exprimierenden Tumoren

Das Idealziel einer onkolytischen Virotherapie mit tumor-spezifisch replizierenden Viren ist
die selektive Zerstorung des malignen Zielgewebes. Im Fokus hierbei steht vor allem die
hochspezifische und effektive Transduktion des Tumors, die eine nachfolgende, produktive
Replikation der internalisierten Vektoren in den Zielzellen erst ermoglicht. Ein weiterer
wichtiger Aspekt dieser Therapiestrategie ist die Induktion einer antitumoralen Immunantwort
nach Durchbrechung der Tumortoleranz durch die virusbedingte Entziindung im befallenen
Tumorgewebe.

Im Rahmen einer therapeutischen Behandlung konnen verschiedene Moglichkeiten zur
Applikation adenoviraler Vektoren zur Anwendung kommen. Ein therapeutisch relevanter

Effekt kann durch die direkte Injektion der Viren in das Tumorgewebe erzielt werden. Allein
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durch die Applikationsart ergibt sich ein gewisses Mass an Tumorselektivitidt. Die
intratumorale Applikation ist allerdings vorzugsweise auf die Behandlung von gut
zugénglichen und lokal begrenzten Tumoren beschrinkt. Moglich ist auch die intraperitoneale
Vektorapplikation, wie sich bei der gentherapeutischen Behandlung von Ovarialkarzinomen
gezeigt hat (Alvarez et al., 2000), (Buller et al., 2002). Die angestrebte Behandlung
disseminierter Tumorerkrankungen sowie metastatischer Ableger durch onkolytische
Adenoviren erfordert jedoch zwingend eine systemische Administration der therapeutischen
Vektoren. Die fehlende Affinitdt zum malignen Zielgewebe ist dabei einer der limitierenden
Faktoren und geht mit einer ungeniigenden Infektion des Zieltumors einher. Eine maximale
Herausforderung der dargestellten Therapiestrategie stellt vor allem die direkte Infektion von
Mikrometastasen dar.

Das in dieser Arbeit vorgestellte Konzept des transduktionellen Retargetings durch den
bispezifischen Adapter CARsc-pSia sollte dazu beitragen, diese Hiirden zu addressieren.
Untersuchungen zum spezifischen Retargeting intravends applizierter, onkolytischer
Adenoviren zu polysialylierten Tumoroberflichen wurden zunéchst an xenotransplantierten,
subkutanen Tumoren des humanen Rhabdomyosarkoms und des humanen kleinzelligen
Lungenkarzinoms durchgefiihrt. Beide Tumormodelle konnten zuvor durch Inokulation der
Tumorzellen TE671 bzw. H146 in die Flanken von Nacktmiusen etabliert werden. Die
Beschichtung der fiir diese Studie systemisch applizierten, Luciferase-exprimierenden
Vektoren mit dem Fusionsmolekiil CARsc-pSia resultierte in erfolgreicher Infektion von
subkutanen Tumoren in beiden beschriebenen Tumormodellen (Abb.12 und Abb.13). Die
Biolumineszenz war in lebenden Tieren nur schwach zu detektieren (Daten nicht dargestellt),
die Adapter-abhéngige Infektion wird in explantierten Tumorsektionen deutlich durch das
Biolumineszenzsignal sichtbar. Im Gegensatz dazu wurde in Tumoren der Kontrollgruppe
nach systemischer Applikation unbehandelter Adenoviren nur eine geringe Infektion
nachgewiesen. Quantitative Messungen belegen in beiden Tumorarten einen drei- bis
vierfachen Anstieg des viralen Markersignals durch Adapter-modifizierte Vektoren. Die
Ergebnisse demonstrieren, dass eine Beschichtung mit CARsc-pSia adenovirale Vektoren
dazu befdhigt, solide Tumoren selbst nach systemischer Administration effektiv zu infizieren.
Desweiteren wird durch die Beschichtung eine stabile Adapter-Virus-Interaktion erreicht, die
eine Abschirmung und womdglich eine langere Persistenz der Viren zur Folge hat und eine
Erkldarung fiir das Erreichen der hohen Infektionseffizienz darstellt. Das erfolgreiche PolySia-
spezifische Retargeting systemisch-applizierter Vektoren belegt zudem den Erhalt der
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hochaffinen Bindungseigenschaften bispezifischer Adapterproteine im Organismus und zeigt,
dass diese Strategie in der onkolytischen Virotherapie von Tumoren vielversprechend ist.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die potientelle therapeutische Wirksamkeit viraler
Therapiekonzepte durch systemische Applikation CARsc-pSia-modifizierter onkolytischer
Adenoviren an einem syngenen Modell des kleinzelligen Lungenkarzinoms in
immunkompetenten Mausen untersucht. In der Literatur sind Methoden zur Etablierung
orthotoper Modelle von Lungentumoren humaner Herkunft in immundefizienten
Nacktmdusen beschrieben (Onn et al., 2003). Zur vollstindigen Charakterisierung
zielgerichteter, onkolytischer Therapiekonzepte fiir die klinische Anwendung miissen
allerdings immunologische Aspekte beriicksichtigt werden, was die Verwendung eines
immunkompetenten Mausmodells erforderlich macht. Nach Optimierung der Zellzahl muriner
CMT64-Zellen erfolgte die Etablierung syngener, multilokuldrer Tumorkolonien in der Lunge
durch intravendse Applikation. CMT64-Zellen haben sich fiir dieses Tumor- und
Therapiemodell als geeignet erwiesen, da sie als murine SCLC-Linie die Propagation
humaner Adenoviren erlauben (Hallden et al., 2003). Einen Nachteil dieser Zelllinie stellt
allerdings die sehr schwache Expression von PolySia im Vergleich zu humanen
Tumorzelllinien dar (Abb.11 und Abb.18). Ein Angleichen des PolySia-Niveaus konnte
jedoch durch retrovirale Einschleusung der Polysialyltransferase PST, einem Schliisselenzym
im Polysialylierungsprozess, erreicht werden, so dass in Voruntersuchungen eine effektive
Infektion  PolySia-exprimierender ~CMT-PST-Zellen mit CARsc-pSia-beschichteten
Adenoviren mdglich war (Abb.18 und Abb.19). Hier muss angemerkt werden, dass eine
moderate Transduktion der Zelllinie CMT-PST durch unbeschichtete Adenoviren bei hoher
MOI (multiplicity of infection) und langer Kontaktzeit moglich ist. Die Testung bei kurzen
Infektionszeiten reduziert allerdings die Infektionseffizienz unbeschichter Adenoviren. Unter
diesen Bedingungen, die auch die Gegebenheiten in vivo am besten simulieren, konnte eine
effektive Transduktion der Zellen nur durch CARsc-pSia-Beschichtung der Adenoviren
erzielt werden.

Ein weiterer qualitativer Aspekt der PolySia-spezifischen Retargetingstrategie ist die
Ubertragbarkeit auf andere Tumormodelle. Wie bereits fiir solide, subkutane Tumoren
dargestellt, konnte auch im SCLC-Tumormodell eine effektive Infektion des Lungengewebes
durch  adapterbeschichtete  Vektoren mittels semi-quantitativer Darstellung der
Biolumineszenzauswertung beobachtet werden (Abb.21). Die Behandlung tumortragender
Tiere mit unbeschichteten Vektoren resultierte lediglich in einer sehr schwachen Infektion,

dargestellt durch eine kaum detektierbare Biolumineszenz in wenigen Lungenbereichen,
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wihrend die CARsc-pSia-vermittelte Infektion eine deutlich effektivere Infektion der
intrapulmonalen Tumorherde ermdglichte. Eine zusétzliche Steigerung des adaptorbasierten
Retargetingkonzepts, dargestellt durch groBflichigere Lumineszenzareale innerhalb der
Lungen konnte durch die selektive Depletion der leberansdssigen Kupffer-Zellen erzielt
werden (Abb.21). Eine Moglichkeit zur transienten, selektiven Depletion der
Lebermakrophagen bietet die pharmakologische Inaktivierung durch eine einmalige Injektion
von toxischem Gadoliniumchlorid (GdCls) vor der Virusgabe. Es wird vermutet, dass GdCls
bei neutralem pH kolloidale Prézipitate im Blutstrom bildet, die in der Leber von Kupffer-
Zellen phagozytiert werden. Im sauren Milieu innerhalb der Lysosomen 16st sich
prazipitiertes GdCl; wieder auf und zerstort die Makrophagen. Auf diese Weise kann
langerfristig ein Grofteil aller Kupffer-Zellen selektiv ausgeschaltet werden, wobei keine
toxischen Auswirkungen auf benachbarte Hepatozyten, Endothelzellen, sowie zirkulierende
Mono- oder Lymphozyten auftreten (Hardonk et al., 1992). Quantitative Messungen der
Luciferaseaktivitit und die Bestimmung viraler DNA aus homogenisierten Lungen zeigten
eine etwa vierfach erhohte Transduktionsrate in den Organen der Tiere an, die mit CARsc-
pSia-komplexierten Vektoren behandelt wurden (Abb.22). Die Moglichkeit der erhdhten
Infektion nicht-malignen Lungengewebes durch Viruskomplexierung konnte durch
Kontrollen in tumorfreien Mausen ausgeschlossen werden. Nach Infektionsversuchen mit
dem onkolytischen Virus hTERT-AdGFP, das eine heterologe GFP-Kassette enthilt, konnte
zudem in fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen von Lungenschnitten im Vergleich mit den
Histologien verifiziert werden, dass es sich hierbei um einen PolySia-selektiven
Transduktionsprozess handelt (Abb.23). Die Ergebnisse belegen auch fiir das Tumormodell
des kleinzelligen Lungenkarzinoms die hochspezifische Infektion von Tumorkolonien durch
systemisch applizierte, CARsc-pSia-komplexierte Adenoviren. Untersuchungen zur
therapeutischen Wirksamkeit des dargestellten PolySia-spezifischen Retargetings in
Lungenkolonien des SCLC erfolgten in immunkompetenten und immundefizienten Tieren.
Dabei stellte sich eine signifikante Steigerung der Lebenserwartung immunkompetenter
Maiuse nach intravendser Behandlung mit CARsc-pSia-beschichteten, onkolytischen Vektoren
heraus (Abb.27). In dieser Versuchsgruppe konnte allerdings auch ein geringer
Uberlebensvorteil von Miusen festgestellt werden, die mit unbeschichteten Vektoren
therapiert wurden. Mikroskopische Aufnahmen von Lungenhistologien in Abb.26 zeigen
deutlich, dass drei Tage nach Virusapplikation in therapierten Tieren adenovirale
Infektionsherde als kleine Lysefldchen mit geringen Leukozyteninfiltraten auffindbar sind. Da

CMT-PST-Zellen im geringen MaBle fiir Adenoviren permissiv sind, konnten vereinzelt
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lysierte Tumorbereiche auch in Lungen von Maéusen detektiert werden, die mit
unbeschichteten  Vektoren behandelt wurden. Lungenhistologien der gleichen
Versuchsgruppen, die an Tag 7 nach Virustherapie angefertigt wurden, zeigen hauptsédchlich
in den mit beschichteten Viren behandelten Méusen eine Zunahme der lysierten Tumorareale
und ein deutlicher Anstieg der Anzahl an infiltrierenden Leukozyten an (Abb.26). Ausgelost
durch eine effiziente adenovirale Infektion der Tumorzellen ist der erreichte therapeutische
Effekt auf eine Regression von Tumorkolonien innerhalb des Lungenepithels zuriickzufiihren
(Abb.25). Fiir diesen Riickgang der Tumorlast ist demzufolge eine effektive Initialinfektion
notwendig, die durch die Beschichtung der therapeutischen Adenoviren mit dem Adapter
CARsc-pSia vermittelt wird.

In immundefizienten Nacktméusen zeigten weder Virotherapie noch PolySia-spezifische
Virotherapie des kleinzelligen Lungenkarzinoms eine signifikante Wirkung. Nach
Durchfiihrung des gleichen Therapieschemas konnte in den adenoviral therapierten Miusen
keine Verlingerung des Uberlebens im Vergleich zur unbehandelten Kontrollgruppe
festgestellt werden (Abb.30). In histologischen Untersuchungen von Lungenschnitten weisen
immundefiziente Tiere an Tag 7 zumindest nach Virotherapie lysierte Flachen geringer Grof3e
auf, die allerdings nicht das Ausmall der Lysebereiche in den Lungen therapierter,
immunkompetenter Tiere zum gleichen Zeitpunkt erreichen (Abb.29). Die beobachtbare Lyse
muss demnach auf virale Replikation zuriickzufiihren sein, die aufgrund des Immundefekts in
diesen Méusen als einzige antitumorale Komponente fiir eine therapeutisch signifikante
Regression der SCLC-Tumoren offensichtlich nicht ausreicht und somit zu keiner
signifikanten Lebensverlangerung fiihrt (Abb.28 und Abb.30). Der Vergleich der PolySia-
spezifischen onkolytischen Virotherapie in den untersuchten immunkompetenten und
immundefizienten Méusen fithrt zur Schlussfolgerung, dass adaptive Immunantworten,
besonders durch zytotoxische T-Zellen, fiir den erzielten Therapieeffekt verantwortlich sein
miissen. Die aus den aufgefiihrten Ergebnissen gewonnenen Erkenntnisse deuten auf die
Induktion einer antitumoralen Immunantwort hin, die durch eine adenovirale Transduktion
der Tumorzellen eingeleitet wird. Es wurde bereits gezeigt, dass die Zelllinie CMT64 in der
Lage ist, humane adenovirale Partikel in geringem Mal3e zu propagieren. Diese ist jedoch sehr
gering und es kommt bereits 48 Stunden nach der initialen Infektion in CMT64-Tumoren zu
einem Abfall an intratumoraler Virus-DNA (Gurlevik et al., 2010). In Ubereinstimmung
hiermit zeigen die Ergebnisse in den Nacktmausversuchen, dass die virale Onkolyse nicht
ausschlaggebend fiir lingeres Uberleben ist. Die Infektion des Tumorgewebes mit

replikationskompetenten Viren fithrt zu viraler DNA-Replikation, die einen immunogenen
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Zelltod auslosen kann (Bernt et al., 2005), (Di Paolo et al., 2006). Phagozytierende Zellen des
Immunsystems kénnen so lysiertes, mit Virusmaterial versetztes Tumormaterial aufnehmen
und durch Kreuzprisentation tumorassoziierte Antigene T-Zellen im Kontext eines stark
stimulierenden Zytokinmilieus prdsentieren. Es ist gezeigt worden, das bei der Aufnahme von
viralen Gefahrensignalen im phagozytierten Zelldetritus eine synchrone Aktivierung von
Rezeptoren der angeborenen Immunabwehr wie TLR-3 und MyDS88 nicht nur eine starke
antivirale Immunitdt hervorruft, sondern auch eine Immunreaktion gegen zelluldre Antigene
der infizierten Tumorzelle triggern kann (Chen et al., 2005), (Schulz et al., 2005). Eine
erfolgreiche Aktivierung tumorspezifischer T-Zellen kann dann zur Infiltration und
letztendlich zur Lyse des Tumorgewebes fiihren. Dieser Aspekt wiire in Ubereinstimmung mit
den in Abb.26 gezeigten Histologien. Die durch das Therapieschema induzierte adaptive
Immunantwort ist wahrscheinlich nur sehr schwach, so dass keine vollstindige Remission zu
beobachten ist.

Weiterhin ~ zerstéren  lytische adenovirale Infektionen das  immunsuppressive
Tumormikromilieu, welches in den letzten Jahren als wichtige Voraussetzung fiir die
Progression und Metastasierung erkannt wurde (Hanahan and Weinberg, 2011).
Tumorspezifische Toleranzmechanismen im immunsuppressiven Mikromilieu des Tumors
konnen der Entstehung antitumoraler Immunantworten effektiv entgegenwirken (Mellor and
Munn, 2008). Lytische adenovirale Infektionen konnen diese Toleranzmechanismen wirksam
durchbrechen, was die Induktion der adaptiven antitumoralen Immunantwort wirksam
unterstiitzen kann (Bernt et al., 2005). Kiirzlich konnte gezeigt werden, dass eine
normalerweise unwirksame antitumorale DC-Vakzinierung im Kontext einer onkolytischen
Tumorinfektion zur wirksamen Expansion antitumoraler CD8-Zellen fiihrt (Woller et al.,
2011). Zudem ist bekannt, dass sich suppressorische T-Zelltypen im Tumormikromilieu unter
Entziindungsbedingungen transient in T-Helfer-Zellen reprogrammieren konnen (Sharma et
al., 2010).

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse, dass die Wirkung der adaptiven Immunantwort, die
durch eine gezielte onkolytische Therapie provoziert wird, einen bisher unterschétzten
Einfluss auf die therapeutischen Effektivitit und die damit verbundene Lebensverlingerung
hat. Die Aufklarung der Synergie zwischen Onkolyse und Immuntherapie erscheint somit als
vielversprechender Aspekt fiir die Entwicklung verbesserter, alternativer Therapiekonzepte

von malignen Erkrankungen.
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4.4 Ausblick

Die im Rahmen dieser Arbeit gezeigten Ergebnisse haben beweisen konnen, dass die
Verwendung eines bispezifischen, PolySia/Adenovirus-affinen Adapters eine interessante und
hochspezifische Strategie fiir die onkolytische Therapie PolySia-positiver Tumoren darstellt.
Einige Fragen, die erst im weiteren Verlauf der Experimente aufgeworfen wurden, konnten
noch nicht abschliessend behandelt werden. So konnten die Details des Detargetings noch
nicht gekldrt werden, wobei insbesondere zu kldren wiére, ob die Aufnahme Adapter-
komplexierter Adenoviren in Kupffer-Zellen zu einer geringeren Ausschiittung von toxischen
Zytokinen fiihrt als die Aufnahme ,nackter® Partikel, da kritische Virus-charakteristische
Motive bedeckt sind. Auch weitere Detailanalysen der Gewebsverteilung viraler Partikel, die
nicht von der Leber aufgenommen werden, miissten noch angeschlossen werden. Dariiber
hinaus haben die dargestellten Arbeiten interessante Anhaltspunkte zur Induktion der
antitumoralen Immunantwort ergeben, deren Mechanismen genauer untersucht werden
miissten. Hierbei steht zundchst im Vordergrund, die tumor-spezifischen Immunzellen, am
besten mit antigen-spezifischen Messmethoden, genau identifizieren zu kénnen.

Das in dieser Arbeit dargestellte PolySia-spezifische Retargetingkonzept hat allerdings auch
prinzipielle Einschriankungen, die in Weiterentwicklungen des Ansatzes adressiert werden
sollten. Die Tropismusmodifikation durch bispezifische Adapter ist vor allem nur transient.
Sie betrifft also lediglich die Erstinfektion, nicht jedoch die Weiterverbreitung der
onkolytischen Nachkommenschaft im Tumor, die auf den natiirlichen Tropismus angewiesen
ist. Hier miisste iiberlegt werden, ob die Expression des Adapters durch das Virus selbst
wihrend der intratumoralen Replikation im Tumor Abhilfe schaffen konnte. Entsprechende
Viren wurden bereits generiert und werden in nachfolgenden Experimenten charakterisiert.
Zudem wire eine genetische Retargetingstrategie als Alternative in Betracht zu ziehen. Diese
konnte beispielsweise durch Fusionierung des Penton-bindenden Fiberterminus mit natiirlich
vorkommenden PolySia-Liganden realisiert werden, wobei die Stabilitit der Partikel
gewihrleistet sein muss. Trotz erheblicher technischer Hiirden konnte das genetische PolySia-
spezifische Retargeting eine vielversprechende Alternative fiir die Therapie PolySia-

exprimierender Tumoren sein.
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5 Material und Methoden

5.1 Material

5.1.1 Eukaryotische Zelllinien

H1299:

HepG2:

HuH7:

IMR32:

293:

Phonix-ampho:

CMT64:

H146:

TE671:

CHO:

CHO-2A10:

H69:

735:

adhédrente Zelllinie des humanen, nicht-kleinzelligen Lungenkarzinoms
(ATTC CRL-5803); Bei dieser Zelllinie wird p53 aufgrund einer partiellen
Deletion nicht exprimiert.

adhédrente, humane, hepatozellulire Karzinomzelllinie, die pS3 wt exprimiert
(ATTC HB-8065)

adhidrente, humane Hepatomzelllinie, die inaktives p53 mit der Mutation 220C
exprimiert

adhirente, CAR negative Zelllinie des humanen Neuroblastoms, die
polysialyliertes NCAM exprimiert (ATTC CCL-127)

adhédrente, humane, embryonale Nierenzelllinie mit stabil integrierter
adenoviraler =~ El1-Region.  293-Zellen  werden  zur  Generierung
replikationsdefizienter Adenoviren verwendet (ATTC CRL-1573).

Subtyp der Zelllinie 293T mit stabil integrierten viralen Genen gag, pol und
env; Die adhidrenten Zellen werden als Verpackungszelllinie amphotroper
Retroviren verwendet.

adhérente Zelllinie des murinen, kleinzelligen Lungenkarzinoms, die p53 mit
der Mutation G12V exprimiert

Suspensionszelllinie des humanen, kleinzelligen Lungenkarzinoms, die
polysialyliertes NCAM (Neurales Zelladhdsionsmolekiil) exprimiert

adhirente Zelllinie des humanen Rhabdomyosarkoms, die aktiviertes N-ras
aufgrund einer Punktmutation exprimiert

immortalisierte, adhédrente Zelllinie aus Ovarien des chinesischen Hamsters,
die polysialyliertes NCAM exprimiert und kein CAR (Coxsackie- und
Adenovirus-Rezeptor) in der Membran aufweist

isogener Subtyp der Zelllinie CHO, die durch chemische Mutagenese erzeugt
wurde; die Zelllinie exprimiert weder membranstindiges, polysialyliertes
NCAM noch den Rezeptor CAR

Suspensionszelllinie des humanen, kleinzelligen Lungenkarzinoms, die
polysialyliertes NCAM und CAR membranstindig exprimiert

Hybridomzelllinie, die den monoklonalen Antikdrper mAB 735 exprimiert,
ein gegen alpha (2-8) Polysialinsduren gerichteter [gG2a Antikorper
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5.1.2 Bakterienstimme

JM 109:

XL-10 Gold:

BJ 5153:

DH5a:

Ein modifizierter E. coli Stamm (Fa. Gibco), der zur stabilen Replikation von
Plasmiden in hoher Kopienzahl entwickelt wurde. Es wurden chemisch- sowie
elektro-kompetente Bakterien dieses Stammes verwendet. Genotyp: F- traD36
laclg A(lacZ)M15 proA+B+/el4-(McrA-) A(lac-proAB) thi gyrA96 (Nalr)
endAl hsdR17(rK-, mK+) relAl supE44 recAl.

Ein modifizierter E. coli Stamm (Fa. Stratagene), der sich zur stabilen
Replikation groBer Plasmide (zB. Adenovirus-Plasmide) eignet. Genotyp:
Tet'A (mcrA)183 A(mcrCB-hsdSMR-mrr)173 endAl supE44 thi-1 recAl
gyrA96 relAl lac Hte (F proAB lacl"ZAM15 Tn10 (Tet") Amy Cam')".

Ein modifizierter E. coli Stamm (Fa. Stratagene), der durch die hohe Aktivitéit
seiner Rekombinationsenzyme eine effektive Reparatur von DNA-
Doppelstrangbriichen gewihrleistet. Die Bakterien wurden zur Generierung
rekombinanter adenoviraler Plasmide tiiber homologe Rekombination
verwendet. Genotyp: endA1 sbcBC recBC galK met thi-1 bioT hsdR (Str").

Ein modifizierter E. coli Stamm (Fa. Gibco), der sich zur stabilen Replikation
von Plasmiden in hoher Kopienzahl eignet. Genotyp: F- 80dlacZ M15 (lacZY-
A-argF)U169 recAl endA1 hsdR17(rk-, mg ™) supE44,” thi-1 gyrA relAl.

5.1.3 Mausstimme

C57BL/6:

NMRI-nu/nu:

5.1.4 Plasmide

pBlueScript KS+:

pCMV-LacZ:

pQCXIN:

pQCXIP:

Inzuchtstamm, der syngen fiir die im Rahmen dieser Arbeit als subkutanes
Tumor oder Lungenmetastasen Modell verwendete CMT64 Zelllinie ist.
Behandelt wurden weibliche Méuse im Alter von 6-8 Wochen.

Athymischer Nacktmausstamm, der zur Etablierung xenogener, subkutaner
Tumore und Lungenkolonien verwendet wurde. Behandelt wurden weibliche
Tiere im Alter von 6-8 Wochen.

Klonierungsplasmid (Fa. Stratagene) mit T3 und T7 Promotor, der als
Zwischenklonierungsvektor oder als nonsense-DNA zum Auffiillen von
Transfektionsansétzen verwendet wurde (interne Bezeichnung pBS).

Expressionsvektor, der das Gen der B-Galactosidase unter der Kontrolle eines
CMYV Promotors exprimiert. Er wurde als Abgleich bei Transfektionsansétzen
eingesetzt.

Retroviraler Klonierungsvektor (Fa. BD Biosciences), der die klonierte DNA
Sequenz zusammen mit einer Neomycin Resistenz Kassette unter der
Kontrolle eines CMV Promotors bicistronisch exprimiert. Der Vektor wurde
zur  Generierung  rekombinanter, retroviraler  Partikel in  der
Verpackungszelllinie Phonix-ampho eingesetzt.

Retroviraler Klonierungsvektor (Fa. BD Biosciences), der die klonierte DNA
Sequenz zusammen mit einer Puromycin Resistenz Kassette unter der
Kontrolle eines CMV Promotors bicistronisch exprimiert. Der Vektor wurde



Material und Methoden 74

pCAR.TAT:

pVSV-G:

pRc/NCAM-180:

pST8-Sia IV:

pST8-Sia II:

pAdHM4:

pHM3:

K93:

pShuttleCMV:

pAdEasy-1:

DS 122:

zur  Generierung  rekombinanter,  retroviraler  Partikel in  der

Verpackungszelllinie Phonix-ampho eingesetzt.

Ein auf pBlueScript basierender Vektor, der das Fusionsprotein pCAR TAT
unter Kontrolle eines CMV Promotors exprimiert (interne Bezeichnung 4681).

Expressionsvektor, der das Glykoprotein des Vesikuldren Stomatitis Virus
(VSV) transient unter der Kontrolle eines CMV Promotors exprimiert. Der
Vektor wurde zur Pseudotypisierung retroviraler Partikel nach Transfektion in
Verpackungszelllinien verwendet.

Expressionsvektor fiir das murine NCAM-180 (neurales
Zelladhdsionsmolekiil) unter Kontrolle eines CMV-Promotors. Aus dem
Vektor wurde das NCAM-Fragment isoliert und in pQCXIP kloniert (Das
Plasmid wurde freundlicherweise von Prof. Dr. Rita Gerardy-Schahn zur
Verfligung gestellt).

Klomierungssvektor auf pUC118-Basis, der die Expressionskassette der
murinen Polysialyltransferase PST (alpha-N-acetyl-neuraminide alpha-2,8-
sialyltransferase  4) enthdlt. Das PST-Fragment wurde tber die
Restriktionsschnittstellen Xho 1 und BamH 1 isoliert und in den Vektor
pQCXIN kloniert (Das Plasmid wurde freundlicherweise von Prof. Dr. Rita
Gerardy-Schahn zur Verfligung gestellt).

Expressionsvektor fiir die murine Polysialyltransferase STX (alpha-N-acetyl-
neuraminide alpha-2,8-sialyltransferase 2) unter der Kontrolle eines CMV
Promotors. Das STX-Fragment wurde nach Restriktion mit Xba I und Kpn I
isoliert und nach Klenow-fill in in den retroviralen Vektor pQCXIN kloniert
(Das Plasmid wurde freundlicherweise von Prof. Dr. Rita Gerardy-Schahn zur
Verfiigung gestellt).

Adenovirus-Plasmid des Serotyp 5-Derivats der Mutante dI 309 mit
Deletionen im EIl- und E3-Bereich. Der Vektor wurde zur Klonierung
rekombinanter DNA {iber die Schnittstellen I-Ceu I und PI-Sce I verwendet.

Adenoviraler Shuttle-Vektor, der als Zwischenklonierungs-Vektor zum
Anfiigen der [-Ceu I und PI-Sce I Schnittstellen an rekombinante DNA
Fragmente eingesetzt wurde.

Adenoviraler shuttle-Vektor mit einer E1 Region unter Kontrolle des hTERT
Promotors und einer IRES-EGFP Doméne an der E1B Region.

Transfervektor (Fa. Stratagene), der nach Anfiigen eines CMV Promotors und
SV40-polyA Signals an das Transgen zur homologen Rekombination mit
pAdEasy-1 eingesetzt wurde.

Adenoviraler Vektor (Fa. Stratagene) mit Deletionen im E1 und E3 Bereich.
Der Vektor wurde zur Integration rekombinanter DNA ins virale Genom tiber
homologe Rekombination verwendet.

Expressionsvektor basierend auf pBlueScript, der den trunkierten Promotor
CMV350 enthilt.
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5.1.5 Im Rahmen dieser Arbeit konstruierte Plasmide

p90:

pl152:

pl74:

p229:

p280:

p470:

p507:

p655:

p844(K93AEGFP):

p852:

pl014:

Zwischenvektor basierend auf pBlueScript, der die schwere Kette der
variablen Doméne des anti-pSia-Antikdrpers (Vy-pSia) enthélt. Das Vy-
Fragment wurde aus cDNA der Hybridomzelllinie 735 {iber PCR amplifiziert
und tiber Kpn I und Sac I in pBS kloniert.

Zwischenvektor basierend auf pBlueScript, der die leichte Kette der variablen
Domaéne des pSia-Antikorpers (Vi-pSia) enthélt. Das V| -Fragment wurde aus
c¢DNA der Hybridomzelllinie 735 iiber PCR amplifiziert und {iber Xba I und
Xho I in pBS kloniert.

Zwischenvektor basierend auf pBlueScript, der das Fragment scFv-pSia
enthdlt. Die Vi -pSia Domine aus p152 und die Vy-pSia aus p90 wurden in
einer PCR amplifiziert und durch einen Gly-Ser-Linker miteinander
verbunden in pBS kloniert (Not I, Xba I).

Expressionsvektor basierend auf pBlueScript, der die Sequenz des
bispezifischen Fusionsproteins CARsc-pSia exprimiert. Aus p174 wurde das
Fragment scFv-pSia tiber Not T und Xba I zum Anfiigen der CAR.-Doméne
und eines myc-His-tags in p4681 (Not I, Xba I) kloniert.

Transfervektor basierend auf pShuttle-CMV, der die Expressionskassette des
bispezifischen Adapterproteins CARsc-pSia aus p229 enthilt.

Adenoviraler Vektor auf Basis von AdEasy, der die CARsc-pSia
Expressionskassette unter CMV Kontrolle exprimiert. Das Transgen wurde
nach Kotransformation mit dem linearisierten Vektor p280 in den
kompetenten Bakterien BJ5183 iiber homologe Rekombination in AdEasy-1
integriert.

Dieser Vektor enthdlt die Expressionskassette des bispezifischen
Adapterproteins CARsc-pSia aus p229. Das Fragment wurde iiber Mlu T und
Pme I herausgeschnitten und in einer sticky/blunt-Ligation in den Vektor DS
122 (BamH I Verdau mit Klenow- fill in, dann Mlu T Verdau) zum Anfiigen
eines polyA-Signals kloniert.

Dieser Vektor enthdlt die Expressionskassette des bispezifischen
Adapterproteins CARsc-pSia aus p229 unter der Kontrolle des trunkierten
Promotors CMV3;sp. Das Fragment wurde iiber die Restriktionsschnittstellen
Sac I, Pme I aus p229 isoliert und nach Klenow-fill in in pDS 122 (Nhe I und
Klenow) kloniert.

Adenoviraler shuttle-Vektor basierend auf K93. Bei diesem Konstrukt wurde
die EGFP-Sequenz durch einen Not I Verdau und einen Nco I Partialverdau
herausgeschnitten. Durch Klenow-fill in und Religation wurde vor der IRIS-
Sequenz eine neue Nco I Schnittstelle eingefiigt.

Adenoviraler shuttle-Vektor basierend auf p844 (K93AEGFP), der die
rekombinante CARsc-pSia Sequenz unter der Kontrolle eines CMV Promotors
enthélt. Das CARsc-pSia Fragment wurde aus dem Vektor p507 mit Mlu T und
Pme I isoliert und in den mit Mlu I und EcoR V linearisierten, adenoviralen
Vektor p852 in einer sticky/blunt-Ligation kloniert.

Dieser adenovirale Vektor basiert auf AdHM4 und enthdlt die
Expressionseinheit CARsc-pSia aus dem shuttle-Vektor p852. Die Klonierung
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p1035:

p1055:

pl085:

pl124:

p1204:

pl1275:

p1355:

pl475:

pl1575:

pl673:

erfolgte {iber die Restriktionsschnittstellen I-Ceu I und PI-Sce I und Ligation
in AdHM4,

Retroviraler Klonierungsvektor basierend auf pQCXIN mit der
Expressionseinheit aus p507 unter der Kontrolle eines CMV Promotors. Das
CARsc-pSia Fragment wurde iiber Mlu I und Pme I isoliert und nach Klenow-
fill in in pQCXIN (BamH I und Not I mit Klenow-fill in) kloniert.

Retroviraler ~ Klonierungsvektor basierend auf pQCXIN mit der
Expressionseinheit aus p655 unter der Kontrolle des trunkierten CMVjs
Promotors. Das CARsc-pSia Fragment wurde tiber MIu T und Pme T isoliert
und nach Klenow-fill in in pQCXIN (BamH I und Not I mit Klenow-fill in)
kloniert.

Retroviraler ~ Klonierungsvektor basierend auf pQCXIN mit der
Expressionseinheit aus p229 unter der Kontrolle eines CMV Promotors. Das
CARsc-pSia Fragment wurde iiber Sac I und Pme I isoliert und nach Klenow-
fill in in pQCXIN (BamH I und Not I mit Klenow-fill in) kloniert.

Expressionsvektor zur Zwischenklonierung basierend auf p229. Durch
Restriktion mit Xba I und Pme I wurde die myc-6xHis-Kassette aus p229
entfernt und durch ein kurzes Fragment mit einem Stop-Codon iiber die
gleichen Schnittstellen ersetzt.

Vektor zur Zwischenklonierung basierend auf p1124, der eine um das Leader-
Peptid verkiirzte CAR Doméne in der Expressionskassette von p1124 enthélt.
Durch PCR wurde die CAR Ektodomine ab der Spaltstelle der Leadersequenz
aus p229 amplifiziert und tiber Restriktion mit Sac T und Nhe T in p1124
kloniert.

Vektor zur Zwischenklonierung basierend auf p1204, der eine 6xHis-myc-
Kassette vor der verkiirzten CAR Sequenz enthilt. Der 6xHis-myc-tag wurde
aus Oligos mittels PCR amplifiziert und nach einer Restriktion mit Nhe I und
Spe I in die Nhe I Schnittstelle des Vektors p1204 kloniert.

Vektor zur Zwischenklonierung basierend auf pl275, der die CAR-
Leadersequenz vor der Expressionskassette von pl275 enthdlt. Die
Leadersequenz wurde aus Oligos mittels PCR amplifiziert und nach
Restriktion mit Nhe I und Sac I in die gleichen Schnittstellen des Vektors
p1275 ligiert.

Retroviraler  Klonierungsvektor basierend auf pQCXIN mit der
Expressionseinheit aus p1355 unter der Kontrolle eines CMV Promotors. Das
CARsc-pSia Fragment aus p1355 wurde nach Verdau mit Pme I und Sac I
isoliert und nach Klenow-fill in in einer blunt end-Ligation in den Vektor
pQCXIN (BamH I und Not I mit Klenow-fill in) kloniert.

Zwischenvektor basierend auf pBlueScript, der die Sequenz der
Trimerisierungsdoméne GCN4 unter der Kontrolle eines CMV Promotors
enthdlt. Die GCN4 Sequenz wurde aus Oligonukleotiden mittels PCR
amplifiziert und nach Restriktion mit Spe I und Not I in pBS kloniert.

Expressionsvektor basierend auf pBlueScript, der die Expressionseinheit
GCN4-hinge unter der Kontrolle eines CMV Promotors enthélt. Die hinge-
Sequenz wurde aus Oligonukleotiden mittels PCR amplifiziert und nach
Restriktion mit den Enzymen Spe I und Hind III in den Vektor p1575 kloniert.
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pl718:

p1828:

p1858:

p1886:

pl1913:

p1950:

p2042:

p2060:

p2085:

p2122:

Zwischenvektor basierend auf pBlueScript, der die Sequenz der
Trimerisierungsdoméine aus Fibritin (T4 Phage) unter der Kontrolle eines
CMV Promotors enthilt. Die Fibritin Sequenz wurde aus Oligonukleotiden
mittels PCR amplifiziert und nach Restriktion mit Spe I und Not I in pBS
kloniert.

Expressionsvektor basierend auf pBlueScript, der die Expressionseinheit
Fibritin-hinge unter der Kontrolle eines CMV Promotors enthilt. Die hinge
Sequenz wurde aus Oligonukleotiden mittels PCR amplifiziert und nach
Restriktion mit den Enzymen Spe I und Not I in den Vektor p1718 kloniert.

Retroviraler ~ Expressionsvektor  basierend auf pl475, der die
Expressionseinheit CAR-GCN4-hinge-scpSia enthdlt. Das GCN4-hinge
Fragment wurde durch Restriktion mit Not I aus dem Vektor p1673 isoliert
und in die Not I Schnittstelle des retroviralen Vektors p1475 ligiert.

Retroviraler ~ Expressionsvektor  basierend auf pl475, der die
Expressionseinheit CAR-Fibritin-hinge-scpSia enthédlt. Das Fibritin-hinge
Fragment wurde durch Restriktion mit Not I aus dem Vektor p1828 isoliert
und in die Not I Schnittstelle des retroviralen Vektors p1475 ligiert.

Retroviraler ~ Expressionsvektor basierend auf pQCXIN, der die
Expressionseinheit der murinen Polysialyltransferase STX unter der Kontrolle
eines CMV Promotors enthélt. Das STX Fragment wurde tiber Kpn I und Xba
I aus pST8-Sia II isoliert und nach Klenow-fill in in den Vektor pQCXIN
(BamH I und Klenow fill in) kloniert.

Retroviraler — Expressionsvektor basierend auf pQCXIN, der die
Expressionseinheit der murinen Polysialyltransferase PST unter der Kontrolle
eines CMV Promotors enthdlt. Das PST Fragment wurde tiber Xho I aus
pST8-Sia IV isoliert und nach Klenow-fill in in einer blunt end-Ligation in
den Vektor pQCXIN (BamH I und Klenow fill in) kloniert.

Retroviraler Expressionsvektor basierend auf pQCXIP, der das murine
NCAM-180 unter Kontrolle eines CMV Promotors exprimiert. Das NCAM-
180 Fragment wurde nach Restriktion mit Hind III und Xba I aus pRc/NCAM-
180 isoliert und nach Klenow-fill in in den Vektor pQCXIP (BamH I und
Klenow fill in) kloniert.

Vektor zur Zwischenklonierung des 6xHis-myc-tags vor die um das Leader-
Peptid verkiirzte CAR-Doméne in Vektor p1204. Die 6xHis-myc-tag Sequenz
wurde aus Oligonukleotiden mittels PCR amplifiziert und nach Restriktion mit
Nhe I und Not I in die gleichen Schnittstellen des Vektors p1204 kloniert.

Vektor zur Zwischenklonierung der Domédne Gla (gamma-carboxyglutamic
acid) des humanen Koagulationsfaktor X des Blutes vor den 6xHis-myc-tag in
p2060. Das durch PCR aus Oligonukleotiden generierte Gla Fragment wurde
nach Restriktion mit Nhe T und Spe I in die Nhe I Schnittstelle des Vektors
p2060 ligiert.

Vektor zur Zwischenklonierung der Doménen Gla und EGF1 (epidermal
growth factor-like) des humanen Koagulationsfaktor X des Blutes vor den
6xHis-myc-tag in p2060. Das durch PCR aus Oligonukleotiden generierte
Gla-EGF1 Fragment wurde nach Restriktion mit Nhe T und Spe I in die Nhe I
Schnittstelle des Vektors p2060 ligiert.
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p2145:

p2153:

Retroviraler ~ Expressionsvektor basierend auf pQCXIN, der die
Expressionskassette Gla-EGF1-His-myc-scpSia aus p2122 enthdlt. Das
Fragment wurde mit Nhe T und Pme T aus p2122 isoliert und nach Klenow-fill
in in das retrovirale Plasmid pQCXIN (BamH I und Klenow-fill in) ligiert.

Retroviraler ~ Expressionsvektor basierend auf pQCXIN, der die
Expressionskassette Gla-His-myc-scpSia aus p2085 enthdlt. Das Fragment
wurde mit Nhe I und Pme I aus p2085 isoliert und nach Klenow-fill in in das
retrovirale Plasmid pQCXIN (BamH I und Klenow-fill in) ligiert.

5.1.6 Rekombinante Adenoviren

Bei den im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Viren handelt es sich um rekombinante Adenoviren
des humanen Serotyps 5. Zum Einsatz kamen replikationskompetente Viren mit funktioneller E1-
Region unter der Kontrolle des humanen TERT-Promotors und deletiertem E3-Bereich, sowie
replikationsdefiziente Adenoviren mit Deletionen in der E1- und E3-Region. Zur Generierung aller
rekombinanten Adenoviren wurden permissive 293-Zellen verwendet.

AdGFP:

AdLacZ:

hTERT-.Ad:

hTERT-AdLuc:

hTERT-AdGFP

Replikationsdefizientes Adenovirus, enthilt das Gen des Reporterproteins GFP
(green fluorescent protein) unter der Kontrolle eines CMV Promotors

Replikationsdefizientes Adenovirus, enthélt das Gen der f-Galactosidase unter
der Kontrolle eines CMV Promotors

Replikatives, onkolytisches Adenovirus mit funktioneller E1-Region unter der
Kontrolle des humanen TERT (telomerase reverse transcriptase), das selektiv
in Zellen mit aktivem hTERT Promotor repliziert

Onkolytisches Adenovirus, das selektiv in TERT-positiven Zellen repliziert
(hTERT-Ad) und das Luciferase Reportergen unter der Kontrolle eines CMV
Promotors enthilt

: Replikatives, onkolytisches hTERT-Ad, enthilt das Gen des Reporterproteins
GFP unter der Kontrolle eines CMV Promotors

hTERT-Adsc-pSia: Replikatives, onkolytisches hTERT-Ad mit der Expressionskassette des

bispezifischen Adapterproteins CARsc-pSia unter der Kontrolle eines CMV
Promotors

5.1.7 Oligonukleotide

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide wurden bei der Firma MWG, Ebersberg
bezogen. Die Sequenz verlduft stets in 5'-3'-Richtung.

Oligonukleotide zur quantitativen PCR adenoviraler DNA:

Hex-fw TGCCTTTACGCCACCTTCTTC
Hex-rev CGGGTATAGGGTAGAGCATGTTG
Hex-Sonde (FAM/BHQ) CCACAACACCGCCTCCACGCTTGA

PCR-Primer zur Klonierung des scFv-pSia-Fragments:

Fw Sac I-V,

AAAGAGCTCGATGTTGTGATGACCCAGACTCC
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Rev Kpn I-C, GAAGCTCTTGACAATGGGTG
Fw Sac I-Vy AAAGAGCTCCAGCTACAACAGTCTGGACC
Rev Kpn I Gy TTGGTACCCTTGTCCACCTTGGTGCTGC

Oligonukleotide zur reversen Transkription:

Oligo-dT TTTTTTTTTTTTTTTTG/A/T/C
C,-rev GAAGCTCTTGACAATGGGTG
Cy-rev CTTGTCCACCTTGGTGCTGC

Oligonukleotide zur Klonierung von CARsc-pSia:

ACAR-s TTGAGCTCAAAAGCTAGCTTGAGTATCACTACTCCTGAAGA
G

ACAR-as AGAGTATGAGTATTCAATGCGGCCGCCTTTATTTGAAG

Hismyc-s TTGCTAGCCATCATCATCATCATCATACCGGTGAACAAAAA
CTCATCTCAGAAG

Hismyc-as AAACTAGTCAGATCCTCTTCTGAGATGAGTTTTTGTTCACCG
GTATGATGATGAT

Leader-s TTGAGCTCATGGCGCTCCTGCTGTGCTTCGTGCTCCTGTGCG
GAGTAGTGGATTTCGCCAGAAG

Leader-as AAGCTAGCAGTAGTGATACTCAAACTTCTGGCGAAATCCAC
TACTCCGCACAGGAGCACGAAGC

Stop-s GGGTCTAGAGGGCGGCGGCTGACTGCAGGTTTAAACCCC

Stop-as GGGGTTTAAACCTGCAGTCAGCCGCCGCCCTCTAGACCC

Oligonukleotide zur Klonierung der Trimerisierungsdoméine GCN4:

GCN60-s CAGCGCCATGAAACAAATTGAAGACAAGATTGAAGAAATT
CTATCAAAAATTTATCACAT

GCN60-as AGTTTTTTAATTCTGGCAATTTCGTTTTCAATGTGATAAATT
TTTGATAGAATTTCTTCA

GCN39-s AAAGCGGCCGCGGATCCGGCAGCGCCATGAAACAAATTG

GCN39-as TTTACTAGTTTCGCCAATTAGTTTTTTAATTCTGGCAAT

GCN-pGL-s AAAGCGGCCGCGGATCCGGCAGCGCCATGAAACAAATTGA
AGACAAGATTGAGAAAATTC

GCN-pGL-as CCGTCTAGAGTATGAGTATTCTGATCATTCGCCAATTAGCTT
CTTAATTCTGGC

hinge-s TTACTAGTGGCCCAACCGCAGCCAAAACCTCAACCCCAGCC
ACAACCTCAGCCCAAACCTCAGCC

hinge-as TTAAGCTTGCGGCCGCGCCGTTTAAACCGGTTTAGGCTGAG

GTTTGGGCTGAGGTTGGGCTGG

Oligonukleotide zur Klonierung der Trimerisierungsdoméine aus T4-Fibritin:

Fibritin-s AAAGCGGCCGCGGTTATATTCCTGAAGCTCCAAGAGATGGG
CAAGCTTACGTTCGTAAAGATGGCGAATGG

Fibritin-as AAAACTAGTTGCTGGTGATAAAAAGGTAGAAAGTAATACCC
ATTCGCCATCTTTACGAACGTAAGCTTGCCCATC

hinge-s TTACTAGTGGCCCAACCGCAGCCAAAACCTCAACCCCAGCC
ACAACCTCAGCCCAAACCTCAG

hinge-as TTTAAGCTTGCGGCCGCTAACCGGTTTAAGCTGAGGTT

TGGGCTGAGGTTGTGGCTGGGG

Oligonukleotide zur Gla-/Gla-EGF1-scpSia Klonierung:

LeaGla 1-s GATCCGCAGGGAGCAGGCCAACAACATCCTGGCGAGGGTC
ACGAGGGCCAATTCCTTTCTTGAA
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LeaGla 1-as CTCTTCCATGCACTCTCTTTCGAGGTGTCCTTTCTTCATCTCT
TCAAGAAAGGAATTGGCCCT

LeaGla 2-s GCCTCCCTGGCTGGCCTCCTGCTGCTCGGGGAAAGTCTGTTC
ATCCGCAGGGAGCAGGCCAAC

LeaGla 2-as GCTGTCCTCAAAGACCTCGCGGGCCTCTTCGTATGAGCAGGT
CTCTTCCATGCACTCTCTTT

LeaGla 3-s TTGCTAGCATGGGGCGCCCACTGCACCTCGTCCTGCTCAGTG
CCTCCCTGGCTGGCCTCCTG

LeaGla 3-as AAACTAGTTTTGTATTTATTCCAGAATTCATTCGTCTTGTCGC
TGTCCTCAAAGACCTCGCG

GSHis-myc s TTGCTAGCTCAGGATCTGGCTCTGGCTCCCATCATCATCATC

GSHis-myc-as
EGF1-as

LeaGla3-s 20
EGF1-as 20

Sequenzierprimer:

M13 uni

T7

T3

BGH rev

AK fw

AK rev

CMV fw
pQCXIN/P fw
pQCXIN/P rev

ATCATACCGGTGAACAAAAACTC
TTGCGGCCGCCCAGATCCTCTTCTGAGATGAGTTTTTGTTCA
CCGGTATGATGATGATGATGATGGG
AAACTAGTTTTACATTTGCCCTGGTTCTGGCAAGGACTGGTC
TCACACTGGTCGCCATCTTTGTATTTATTCCAG
TTGCTAGCATGGGGCGCCCA

AAACTAGTTTTACATTTGCC

TGTAAAACGACGGCCAGT
TAATACGACTCACTATAGGG
AATTAACCCTCACTAAAGGG
TAGAAGGCACAGTCGAGG
CTTTCCTACTTGGCAGTAC
CCTACTCAGACAATGCGATG
GGTCTATATAAGCAGAGCTG
ACGCCATCCACGCTGTTTTGACCT
AAGCGGCTTCGGCCAGTAACGTTA

5.1.8 Rekombinante Proteine

Alle im Rahmen dieser Arbeit verwendeten rekombinanten Proteine wurden nach retroviraler
Transduktion der Zelllinie 293 stabil exprimiert. Die sezernierten, bispezifischen Adapterproteine
konnten aus Zellkulturmedium in einer 6xHis-tag-Aufreinigung iiber Ni-NTA-Agarose in
Elutionspuffer konzentriert werden.

CARVP22:

CARTat:

CARsc-pSia:

Fusionsprotein, das aus der Ektodomine des Coxsackievirus- und
Adenovirus-Rezeptors (CAR¢) und der Protein Transduktionsdomine
VP22 des Herpes Simplex Virus (HSV) besteht. Das Adapterprotein
wurde anhand seines 6xHis-tags aufgereinigt und ermoglichte nach
Interaktion mit dem Fiber Protein des Adenovirus die Infektion nicht
permissiver Zellen.

Fusionsprotein, das aus der Ektodomine des Coxsackievirus- und
Adenovirus-Rezeptors (CAR.) und der Protein Transduktions
Doméne Tat (transactivator of transcription) des Humanen
Immundefizienz Virus (HIV) besteht. Das Adapterprotein wurde
anhand seines OxHis-tags aufgereinigt und ermdglichte nach
Interaktion mit dem Fiber Protein des Adenovirus die
rezeptorunabhéngige Infektion nicht permissiver Zellen.

Bispezifisches Fusionsprotein, das aus der Ektodomine des
Coxsackievirus- und Adenovirus-Rezeptors (CAR.,) und dem scFv
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Fragment (leichte V- und schwere Vy-Kette der variablen Doméne)
des monoklonalen anti-pSia  Antikdrpers 735 besteht. Das
Adapterprotein wurde anhand seines 6xHis-tags aufgereinigt und
ermoglichte nach Bindung an das Fiberprotein des Adenovirus die
spezifische Infektion von Zellen mit polysialylierter Oberfléche.

Glasc-pSia: Bispezifisches Fusionsprotein, das aus der Doméne Gla des humanen
Koagulationsfaktor X des Blutes und dem scFv Fragment des
monoklonalen anti-pSia Antikdrpers 735 besteht. Das Adapterprotein
wurde anhand seines 6xHis-tags aufgereinigt und inhibierte nach
Bindung an das adenovirale Hexonprotein die spezifische Infektion
von Hepatozyten in der Maus. Des Weiteren verstarkte Glasc-pSia das
durch den Adapter CARsc-pSia ermdglichte Retargeting adenoviraler
Partikel zu polysialylierten Tumoren.

Gla-EGF1sc-pSia: Bispezifisches Fusionsprotein, das aus den Doménen Gla und EGF1

des humanen Koagulationsfaktor X und dem scFv-Fragment des

monoklonalen anti-pSia Antikorpers 735 besteht. Das Adapterprotein
wurde anhand seines 6xHis-tags aufgereinigt und inhibierte nach

Bindung an adenovirale Hexonproteine den hepatischen Tropismus in

vivo. Des Weiteren verstirkte Gla-EGFIsc-pSia das durch den

Adapter CARsc-pSia ermdglichte Retargeting adenoviraler Partikel zu

polysialylierten Tumoren.

5.1.9 Antikorper

anti-Maus Interferon-y (AN-18) eBioscience
anti-Maus Interferon-y-Biotin (R4-6A2) eBioscience
mouse anti myc IgG1-HRP Invitrogen
goat anti mouse [gG-HRP Invitrogen
Streptavidin-HRP eBioscience
Streptavidin-FITC eBioscience
Streptavidin-APC eBioscience
735 mouse anti pSia Prof. Dr. Rita

Gerardy-Schahn

5.1.10 Enzyme

Herculase™™ Hotstart DNA-Polymerase Stratagene
Phusion® Hot Start [ DNA-Polymerase Thermo Scientific
Klenow Polymerase NEB
Restriktionsendonukleasen NEB

SAP (shrimp alkaline phosphatase) Pharmacia
RNAse A, DNAse-frei Boehringer
DNase, RNase-frei Promega
T4 DNA-Ligase NEB

T4 Polynukleotidkinase NEB
Lysozym Sigma
Proteinase K Sigma
5.1.11 Molekulargewichtsstandards

1 kb DNA-Leiter Gibco



Material und Methoden 82
1 kb+ DNA-Leiter Gibco
peqGOLD Protein-Marker IV peQLab
5.1.12 Chemikalien

Aceton Merck
Acrylamid/Bisacrylamid (30 %/0,8 %) Roth
Agarose Gibco
Ammoniumacetat AppliChem
Ammoniumchlorid AppliChem
Ammoniumpersulfat (APS) Sigma
Ammoniumsulfat Merck
Ampicillin Sigma
Adenosintriphosphat (ATP) Sigma
Bacto-Tryptone Gibco
Bromphenolblau Serva
B-Mercaptoethanol Sigma
BSA (Bovines Serumalbumin) Serva
Calciumchlorid Merck
Carbenicillin Serva
Céasiumchlorid Serva
Chloroquin Diphosphat Sigma
Ciprobay Bayer
Chloroform J.T.Baker
Coomassie Brilliant Blue Serva
DMSO (Dimethylsulfoxid) Sigma
DTT (Dithiothreitol) Sigma
DMEM + GlutaMAX™.-] Gibco
di-Natriumhydrogenphosphat J.T.Baker
dNTPs AppliChem
D-Luciferin Natriumsalz AppliChem
EDTA (N,N,N’,N’-Ethylendiamintetraacetat) Merck
Eosin Y Losung Sigma
Ethanol J.T.Baker
Ethidiumbromid Sigma
Essigsaure J.T.Baker
FCS (fetal calf serum) Gibco
Ficoll 400 Sigma
Gadolinium(III)Chlorid Sigma

G 418 Sulfate Calbiochem
Glycerol Sigma
Glycin AppliChem
Glutaraldehyd Roth
GM-CSF (granulocyte macropfage colony-stimulating factor) Dr. Norman Woller
Mayers Himalaunlésung Merck
Hefeextrakt Gibco
Hepes (2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)ethansulfonséure) ICN
Imidazol AppliChem
Isofluran Baxter
Isopropanol J.T.Baker
Kanamycin Sigma
Kaliumchlorid Merck
Kaliumhexacyanoferrat (II) Merck
Kaliumhexacyanoferrat (I1I) Merck
Ketamin Gréub/Albrecht
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L-Histidin Roth
Lysozym Sigma
Lipofektamin™ Invitrogen
Magnesiumchlorid Merck
Magnesiumsulfat Merck
Magermilchpulver Serva
Methanol J.T.Baker
Natriumhydrogenphosphat-2-hydrat J.T.Baker
Natriumacetat AppliChem
Natriumhydroxid Merck
Natriumdodecylsulfat Sigma
Natriumpyruvat Gibco
Ni-NTA Agarose Qiagen
Nonidet-P40 (NP-40) Sigma
optiMEM™ Gibco
ONPG (o-Nitrophenyl-B-D-Galactopyranosid) Sigma
Paraformaldehyd AppliChem
PBS (phosphate buffered saline) Gibco
Penicillin/Streptomycin Gibco
Pepton aus Casein Roth
Puromycin Dihydrochlorid Sigma
Polyinosinséure Sigma
Polyethylenimin Polysciences Inc.
Polybren Sigma
Poly I:C Sigma
RPMI 1640 Gibco
Roti-Phenol Roth
Rompun 2% Bayer

SDS (sodium dodecyl sulfate) Sigma
Salzsdure Sigma
TEMED (N,N,N’,N’-Tetraethylethylendiamin) Sigma
Triton X 100 Sigma

Tris (Tris-(hydroxymethyl-)-aminomethan) AppliChem
Trypsin Seromed
Tween 20 Serva
Zelldissoziationspuffer Gibco
X-Gal (5-Bromo 4-chloro 3-indolyl-galactosid) Sigma
Xylencyanol Merck
5.1.13 Kits

Adeno-X Rapid-Titer Kit Clonetech
AST/ALT Enzymatic Assay Kit Bioo Scientific
Herculase PCR-Kit Stratagene
peqGOLD RNAPure peQLab
Qiagen Endofree Plasmid Midi/Maxi Kit Qiagen
QIAquick Nucleotide Removal Kit Qiagen
QIAquick PCR Purification Kit Qiagen
QIAquick Gel Extraction Kit Qiagen
Qiagen Rneasy Kit Qiagen
qPCR™ Mastermix Plus Eurogentec
RNAse freies DNAse Kit Promega
TagMan™ Reverse Transcription Kit Applied Biosystems
Ubiquitin C Control Kit Eurogentec
Vivapure Adenopack 20 Kit Vivascience
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Western Lightning ECL-Kit Amersham

18S Genomic Control Kit Eurogentec

5.1.14 Geriite und sonstige Materialien

ABI 7300 Real Time PCR System Applied Biosystems
Amicon Ultra Filterrdhrchen Millipore
Bakterienschiittler Biihler

BioRad Protein Assay BioRad

Cryostat HM 500 OM Microm
Durchflusszytometer FACSCanto II BD

Einmalspritzen 1ml/5ml/10ml/20ml Braun
Einmal-Injektions-Kaniilen 21G/24G/27G Braun
Einmalpipetten 2ml/5ml/10ml/25ml Sarstedt

Filter 0,2um/0,45pm Sarstedt
Filterpapier Whatman
Filmkassetten Kodak

GelDoc 1000 BioRad
Gene-Pulser 11 BioRad

Gewebeinfiltrationsautomat TP 1020
Heizplatte MR 3001 K

HTS Multiscreen IP 96-well Platten
IVIS-200 Optical Imaging System
Inkubator fiir Zellkultur
Kiihlplatte TES 99
Kiihlzentrifugen J2-21/Avanti J-25
Kiihlzentrifuge GS-6R
Kiihlzentrifuge 2 K 15
Kryordhrchen

Lumat LB 9507

Mikroskop CKX41

Microtom HM 335 E

Neubauer Zahlkammer

Rotoren (SW28i, SW32, JA-10, JA-20)
Roéntgenfilm

Sterilbank 164 HERA safe
Spektralphotometer

Slide-A-Lyzer Dialysis Cassette
Suspensionsflaschen fiir Zellkultur
Spannungsquellen

Tankblot Apparatur

Thermomixer

Thermocycler

Tischzentrifuge 5415D/5417R
Transfermembran

Ultrazentrifuge LE-80K

Ultra Turrax Homogenisator
Uberkopfschiittler Reax 2
Vortexer

Waage

Wasserbad

Zentrifugenréhrchen Ultra Clear
Zentrifugenrohrchen 15ml/50ml
Zellsieb 40 pm

Zellkulturschalen

Pierce

Leica Biosystems
Omnilab
Omnilab
Xenogen
Sanyo
Medite
Beckman
Beckman
Sigma
Nunc
Berthold
Olympus
Microm
Brand
Beckman
Amersham
Heracus
MWG

Sarstedt
Biometra, Gibco
BioRad
Eppendorf
Biometra
Eppendorf
Millipore
Beckman
Kika-Werke
Heidolph
Heidolph
Sartorius
GFL
Beckman
Greiner
Greiner
Greiner
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Zellkulturflaschen Greiner
96-well Platten Greiner

5.1.15 Ndhrmedien und Pufferlosungen

Nihrmedien fiir Zellkultur

Fiir die Zellkultur adhirenter Zelllinien wurde das Niahrmedium DMEM + Glutamax™ verwendet.
Das Medium wurde mit 10 % (v/v) gefiltertem FCS sowie 0,01 mg/ml Penicillin/Streptomycin zur
antibakteriellen Prophylaxe versetzt.

Alle Suspensionszelllinien wurden in RPMI 1640-Medium, versetzt mit 10 % (v/v) gefiltertem FCS
sowie 0,01 mg/ml Penicillin/Streptomycin kultiviert. Zur Kultivierung von Primédrzellen wurde das
RPMI 1640-Ndhrmedium noch zusétzlich mit Natriumpyruvat (1mM), nicht-essentiellen Aminosduren
und B-Mercaptoethanol (50uM) versetzt. Zur Kultivierung primédrer dendritischer Zellen wurde dem
RPMI 1640-Nihrmedium fiir Primérzellen noch GM-CSF-haltiger Uberstand beigemischt.

Nihrmedien fiir Bakterien
SOC-Medium:

2 g Bacto-Tryptone, 0,5 g Hefeextrakt, 0,05 g Natriumchlorid und 0,4 g Glukose wurden mit 1 ml 1M
Magnesiumchlorid und 1 ml 1M Magnesiumsulfat versetzt und mit destilliertem Wasser auf ein
Volumen von 100 ml aufgefiillt. Das Medium wurde steril filtriert und bei -20°C gelagert. Das
Medium wurde zur kurzzeitigen Regeneration transformierter Bakterien verwendet.

LB-Medium:

10 g Bacto-Tryptone, 5 g Hefeextrakt und 10 g Natriumchlorid wurden mit destilliertem Wasser auf
ein Volumen von 1000 ml aufgefiillt, autoklaviert und bei Raumtemperatur gelagert. Vor
Inkulturnahme transformierter Bakterien wurde dem LB-Medium zur plasmidspezifischen Selektion
Antibiotika zugesetzt.

LB-Agarplatten:

15 g Agar wurden mit 1 1 LB-Medium versetzt und autoklaviert. Zur plasmidspezifischen
Selektion der transformierten Klone wurde das erforderliche Antibiotikum nach Abkiihlung
auf unter 60°C zugefiigt und der Ansatz in Petrischalen ausgegossen. Nach dem Aushérten
wurden die Platten bis zur Verwendung bei 4°C gelagert.

Pufferlésungen
PBS 10 mM Natriumphosphat pH 7.4
150 mM NaCl
ELISA-Puffer 200 mM NaHCO;
80 mM Na,COs
Erythrozyten-Lysepuffer 0,1 M Ammoniumchlorid
10 mM KHCO;4
1 mM EDTA (sterilfiltrieren)
Dialysepufter 20 mM Tris pH 8.0
25 mM NaCl
0,1 % MSA
FACS-Puffer PBS
0,1 % BSA

0,09 % NaNj;
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5x Extraktions-Puffer

Luciferase-Messpuffer

Phosphat-Puffer pH 8.0

B-Gal Reaktionspuffer

TBS-Tween

TE pH 8.0

1x TAE

Fixier-Puffer

X-Gal Férbeldsung

10x Bindepuffer

Protein-Waschpuffer

Protein-Elutionspuffer

STET-Puffer

10 x DNA Ladepuffer

125 mM Tris/Phosphat pH 7.8
10 mM EDTA

50 % Glycerol

5 % Triton X 100

25 mM Glycylglycin
15 mM MgSO,
5mM ATP

1M NazHPO4
1 M Na H,PO,

1 mg/ml ONPG (o-Nitrophenyl-8-D-Galactopyranosid)
2mM DTT

1 mM MgSO4

10 mM KCI

60 mM Na,HPO,

20 mM Tris-HCI pH 7,6
100 mM NacCl
0,1% Tween 20

10 mM Tris-HCI pH 8.0
1 mM EDTA

40 mM Tris/Acetat pH 8.5
2mM EDTA

100 mM Phosphat-Puffer
ImM MgCl,
0,5 % Glutaraldehyd

ImM Phosphat-Puffer

ImM MgCl,

33 mM Kaliumhexacyanoferrat (1)
33 mM Kaliumhexacyanoferrat (I11)
0,1 % X-Gal

500 mM Phosphat-Puffer pH 8.0
1,5 M NaCl

50 mM Phosphat-Puffer pH 8.0
300 mM NaCl
1,5 mM Imidazol

50 mM Phosphat-Puffer pH 8.0
300 mM NaCl
150 mM L-Histidin

100 mM NaCl

10 mM Tris-HCI pH 8.0
1 mM EDTA

5 % Triton X 100

20 % (w/v) Ficoll 400



Material und Methoden 87

0,1 M EDTA pH 8.0

1 % SDS

0,25 % Bromphenolblau (w/v)
0, 25 % Xylencyanol FF (w/v)

5 x SDS Protein Ladepuffer 150 mM Tris-HCI pH 6.8
6 % SDS
15 mM DTT
0,25 % Bromphenolblau (w/v)
30 % Glycerol

5.2 Zellbiologische Methoden

5.2.1 Zellkultur

Die im Rahmen dieser Doktorarbeit verwendeten adhéirenten Zellen wurden in 250 ml
Gewebekulturflaschen mit 12 ml DMEM-Medium (supplementiert mit 10 % FCS (v/v)), Penicillin
und Streptomycin (0,1 mg/ml), bei 37°C und 5% CO; kultiviert. Die verschiedenen Zelllinien wurden
bei Erreichen einer Konfluenz von 70-90% passagiert. Dazu wurde das Kulturmedium abgesaugt, die
Zellen mit PBS gewaschen und anschlieBend mit 1ml Trypsin fiir 2-5 Minuten bei 37°C inkubiert. Die
abgelosten Zellen wurden in Medium resuspendiert, in einem Verhéltnis von 1:5 bis 1:10 mit frischem
DMEM-Medium verdiinnt und in Zellkulturflaschen ausgesit.

Nicht-adhirente Zellen wurden in 75 cm” Suspensionskulturflaschen mit 20 bis 30 ml RPMI-Medium
(supplementiert mit 10 % FCS (v/v)), Penicillin und Streptomycin (0,1 mg/ml), bei 37°C und 5 % CO,
kultiviert. Nach einer Inkubationszeit von 48 Stunden wurde das verbrauchte Medium der
Suspensionszellen vorsichtig abgenommen und durch frisches RPMI-Medium ersetzt.

5.2.2 Einfrieren von Zellen

Zellen werden tiiber einen ldngeren Zeitraum in fliissigem Stickstoff gelagert. Dazu wurden die Zellen
mit Trypsin geldst, in 12 ml Medium aufgenommen und bei 200 x g (10 Minuten, RT) zentrifugiert.
Das Zellpellet einer konfluenten Kulturflasche wurde in Einfriermedium (DMEM mit 20 % (v/v) FCS
und 10 % (v/v) DMSO) resuspendiert und auf zwei Kryorohrchen zu je 1 ml aliquotiert. Die Zellen
wurden fiir 24 Stunden bei -80°C vorgefroren und anschlieBend in fliissigen Stickstoff iiberfiihrt.

5.2.3 Auftauen von Zellen

Die eingelagerten Zellen wurden in der Handfliche oder im Wasserbad bei 37°C schnell aufgetaut.
Die Zellsuspension wurde nach Aufnahme in 10 ml zellspezifischem Medium fiir 10 Minuten bei 200
x g und 4°C sedimentiert. Das Zellpellet wurde anschlieBend in 12 ml Kulturmedium resuspendiert
und nach der Uberﬁihrung in eine 250 ml Kulturflasche bei 37°C und 5% CO, kultiviert. Nach
Erreichen der Adhésion wurde das Medium erneut gewechselt.

5.2.4 Zellkultur primirer Zellen

Fir die Untersuchung immunologischer Ansdtze wurden primire dendritische Zellen aus dem
Knochenmark und Lymphozyten aus der Milz der Maus gewonnen. Zur Generierung dendritischer
Zellen wurde den getoteten Méusen Femur und Tibia entnommen. Die Knochen wurden anschlieend
von Gewebe und Muskulatur befreit und in 70% Ethanol desinfiziert. Nach dem Entfernen der Enden
konnten die Knochenmarkzellen mit PBS mittels einer Spritze (27 G Kaniile) ausgespiilt und durch ein
Zellsieb (Porengrofle 40 pm) gefiltert werden. Nach einer Zentrifugation (200 x g, 7 Minuten, 4°C)
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wurde das Zellpellet in Erythrozyten-Lyse Puffer resuspendiert und nach einer Inkubationszeit von 2
Minuten erneut zentrifugiert. Die sedimentierten Knochenmarkzellen wurden in DC-RPMI (10% FCS
(v/v)), Penicillin und Streptomycin (0,1 mg/ml) resuspendiert und in 6 well Platten verteilt. Dabei
wurden 2-3x 10° Zellen in 3 ml Primirzell-RPMI mit 50 ul GM-CSF haltigem Uberstand pro well
ausgesét. Die primédren dendritischen Zellen wurden bis zu ihrer Verwendung fiir Tierversuche 7 Tage
lang bei 37°C und 5% CO, kultiviert, wobei an jedem zweiten Tag das Medium erneuert wurde.

Fiir die Gewinnung muriner Lymphozyten wurde den getdteten Méusen die Milz entnommen und
durch ein Zellsieb (Porengrofle 40 um) vorsichtig gedriickt. Die Milz-Lymphozyten wurden dann mit
PBS durch das Zellsieb nachgespiilt, kriftig geschiittelt und zentrifugiert (200 x g, 7 Minuten, 4°C).
Nach einer Resuspension in Erythrozyten-Lyse Puffer und einer erneuten Zentrifugation (200 x g, 7
Minuten, 4°C), konnten die aufgereinigten Lymphozyten in serumfreien RPMI-Medium
aufgenommen werden. Nach einer erneuten Vereinzelung durch ein Zellsieb konnte die
Lymphozytensuspension fiir immunologische Assays verwendet werden.

5.2.5 Transiente Transfektion mit Polyethylenimin (PEI)

Zum Einschleusen von Fremd-DNA in eukaryotische Zellen wurde das lineare kationische Polymer
Polyethylenimin (PEI, MW 25.000, 1 mg/ml) als Transfektionsreagenz verwendet. In Losung bilden
PEI und DNA durch elektrostatische Wechselwirkung stark kondensierte Aggregate mit einer leicht
positiven Nettoladung. Das fiihrt nach einer Interaktion mit der negativ geladenen Zellmembran zu
einer erleichterten endocytotischen Aufnahme der PEI-DNA-Komplexe in die Zelle.

Am Tag vor der Transfektion wurden 1x10° Zellen in 6 cm Schalen ausgesit, durch gleichméBiges
Schwenken in 3 ml Kulturmedium homogen verteilt und bei 37°C und 5% CO, inkubiert. Der
Transfektionsansatz aus 5 pg Gesamt-DNA, 15 ul PEI (1 mg/ml) und 300 pl serumfreies Medium
wurde nach vorsichtigem Vortexen fiir 20 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. In dieser Zeit
wurde das alte Medium von den Zellen abgenommen und durch 1,5 ml serumfreies DMEM ersetzt.
Der Transfektionsansatz wurde anschlieBend auf die Zellen pipettiert, durch Schwenken der
Kulturschale gut verteilt und fiir 4 bis 5 Stunden im Brutschrank inkubiert. Danach wurden die Zellen
mit PBS gewaschen und mit frischem Medium fiir 24 bis 48 Stunden bei 37°C und 5% CO, inkubiert.

5.2.6 Transiente Transfektion mit Lipofectamine ™

Die Liposomenpriparation Lipofectamine™ besteht aus kationischen und neutralen Lipiden, die in
Losung vorliegende DNA umschlieBen kénnen und nach Fusion mit der Zellmembran die gebundene
DNA endocytotisch in das Cytoplasma transferieren.

Wie bereits bei der PEI-Transfektion beschrieben , wurden am Tag vor der Transfektion 1x10° Zellen
in 6 cm Schalen ausgesét, durch gleichmifiges Schwenken in 3 ml Kulturmedium homogen verteilt
und bei 37°C und 5% CO, inkubiert. Pro Transfektionsansatz wurden 4 pg Gesamt-DNA (2 pg
Expressionsplasmid, 0,5 pg CMV-GFP Kontrollplasmid zur Transfektionseffizienz, 1,5 pg pBS
Nonsens-DNA) in eine Mischung aus 20 pl Lipofectamine™ und 300 pl OptiMEM gegeben, kurz
gevortext und fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. In dieser Zeit wurde das Kulturmedium
von den Zellen abgenommen und durch 1,5 ml OptiMEM ersetzt. Nach der Inkubation wurde das
DNA-Lipofectamine-Gemisch auf die Zellen pipettiert, durch leichtes Schwenken verteilt und fiir 4 bis
5 Stunden im Brutschrank inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen mit PBS gewaschen und mit
frischem Medium fiir 24 bis 48 Stunden bei 37°C und 5% CO, inkubiert.

5.3 Proteinbiochemische Methoden

5.3.1 Priparation von Proteinextrakten aus Gewebe

Fiir die Gewinnung von Gesamtproteinextrakten wurden den getdteten Méusen Leber-, Lungen- und
Tumorgewebe entnommen und griindlich mit PBS auf Eis gewaschen. Die verschiedenen Gewebe
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wurden mit einem Skalpell zerkleinert, in 1,5 ml ReaktionsgefédB3e iiberfiihrt und nach Zugabe von 300
pul 1 x Extraktionspuffer mit Hilfe eines Ultra-Turrax Homogenisators behandelt. Die homogene
Suspension wurde in fliissigem Stickstoff eingefroren und nach dem Auftauen fiir 10 Minuten bei
10000 x g, 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde anschlieBend abgenommen und nach Bestimmung
der Gesamtproteinkonzentration fiir Luciferaseassays und SDS-PAGE verwendet.

5.3.2 Priparation von Proteinextrakten aus Zellkultur

Die zu untersuchenden Zellen wurden 48 Stunden nach Transfektion oder Infektion mit PBS
gewaschen und bei Raumtemperatur mit 300 ul 1 x Extraktionspuffer oder RIPA-Puffer lysiert. Das
Lysat wurde nach der Uberfiihrung in 1,5 ml Reaktionsgefife fiir 10 Minuten bei 10000 x g, 4°C
zentrifugiert. Der Uberstand wurde anschlieBend abgenommen und nach Bestimmung der
Gesamtproteinkonzentration fiir SDS-PAGE verwendet.

5.3.3 Luciferaseassay

Bei der Luciferase-Messung wird mit Hilfe eines Luminometers emittiertes Licht quantifiziert,
welches bei einer durch das Enzym Luciferase katalysierten Oxidation des Substrats Luciferin
entsteht.

Die Infektion inokulierter Tumore (subkutan) und Lungenkolonien nach systemischer Gabe des
onkolytischen Adenovirus hTert-AdLuc sowie die Infektion stabil transduzierter Zellen mit dem
gleichen Adenovirus wurde anhand der Aktivitdt der viral eingeschleusten Luciferase quantifiziert.
Den behandelten Méusen wurde 72 Stunden nach der intravendsen Infektion mit hTERT-AdLuc
Lungen- und Tumorgewebe entnommen, zerkleinert und homogenisiert. Das Homogenat wurde in
fliissigem Stickstoff eingefroren und nach dem Auftauen fiir 10 Minuten bei 10000 x g, 4°C
abzentrifugiert. Der Uberstand wurde bis zur Messung der Luciferaseaktivitit in einem neuen
Reaktionsgefal} auf Eis gelagert.

Nach 48 Stunden wurden die infizierten Zellen 2 x mit 2 ml PBS gewaschen und anschlieBend mit 300
pl 1 x Extraktionspuffer bei Raumtemperatur bis zur Lyse inkubiert. Das Zelllysat wurde griindlich
abgeschabt, fiir 10 Minuten bei 10000 x g, 4°C abzentrifugiert und der Uberstand in ein neues
Reaktionsgefal} iiberfiihrt.

Nach Vermischen von 20 bis 50 pl des Extraktionsiiberstandes mit 300 pl Luciferase Messpuffer
wurde die Lumineszenz nach Zugabe von 100 pl Luciferininjektionslosung und bei einer Messzeit von
10 sec am Luminometer ermittelt.

5.3.4 pB-Galactosidase-Assay

Diese Methode ermoglicht eine schnelle und effiziente Messung der Aktivitit des Enzyms [-
Galactosidase aus Extrakten transfizierter und infizierter Zellen. Dabei wird die Enzymaktivitit in
einer Farbreaktion bei der Umsetzung des zugefiihrten Substrates ONPG (o-Nitrophenyl-8-D-
Galactopyranosid) spektrophotometrisch gemessen.

CHO- und CMT64- Zellen wurden am Vortag in 6 well Platten in einer Dichte von 4 x 10° Zellen pro
well ausgesit und nach einer adenoviralen Infektion (AdLacZ, MOI 25, Infektionszeit 30 Minuten) fiir
48 Stunden bei 37°C und 5% CO, inkubiert. Fiir die Messung der Infektionseffizienz anhand der
Aktivitdt des viral eingeschleusten B-Galactosidase- Gens wurden die Zellen 2 x mit 2 ml PBS
gewaschen und anschlieBend mit 300 pl 1 x Extraktionspuffer bei RT bis zur Lyse inkubiert. Das
Zelllysat wurde abzentrifugiert (10000 x g, 10 Minuten, 4°C) und 10 ul des Uberstandes wurden mit
100 pl B-Galactosidase Reaktionspuffer zur Messung der Enzymaktivitit in einer 96 well Platte bei
37°C im Dunkeln inkubiert. Die enzymatische Reaktion wurde bei einer leichten Gelbfarbung mit 50
ul 1 M Natriumcarbonat abgestoppt und nach einer Inkubationszeit von 30 Minuten im Dunkeln bei
405 nm im Photometer gegen einen Leerwert (Zellextrakt aus nicht infizierten Zellen) gemessen.
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5.3.5 Cytochemischer Nachweis von p-Galactosidase (X- Gal staining)

Bei dieser Methode ldsst sich die Aktivitdit der P-Galactosidase durch eine Blaufarbung der
exprimierenden Zellen darstellen. In einer durch B-Galactosidase katalysierten Reaktion wird das
zugegebene Substrat X-Gal (5-Bromo-4-Chloro-3-indolylgalactosid) zu einem blauen Prézipitat
hydrolysiert, wodurch es zu einer Blaufiarbung in den Zellen kommt, die das eingeschleuste B-
Galactosidase Gen exprimieren.

Die verschiedenen Zelllinien wurden in 6 well Platten in einer Dichte von 4 x 10° Zellen pro well
ausgesit, flir 24 Stunden bei 37°C und 5% CO, kultiviert und anschlieend mit AdLacZ (MOI 25,
Infektionszeit 30 Minuten) infiziert. Nach einer Inkubationszeit von 48 Stunden wurden die Zellen 2 x
mit 2 ml PBS gewaschen und fiir 10 Minuten bei RT in absolutem Ethanol fixiert. Alternativ konnte
zum Fixieren der Zellen auch ein Glutaraldehyd Puffer verwendet werden. Nach zwei weiteren
Waschschritten mit 2 ml PBS folgte die Uberschichtung der Zellen mit 1,5 ml B-Galactosidase
Férbelosung und eine Inkubation bei 37°C. Die Firbelosung wurde nach der deutlichen Blaufarbung
der Zellen abgenommen und nach mehrmaligem Waschen mit PBS ersetzt. Die Infektionseffizienz
wurde am Mikroskop dokumentiert.

5.3.6 Proteinassay nach Bradford

Der Bradford-Proteinassay ist eine gingige Methode zur kolorimetrischen Bestimmung von
Proteinkonzentrationen. Der Assay beruht auf der Bindung des Farbstoffes Coomassie Brilliant Blue
G-250 an Proteine und der damit verbundenen Verschiebung des Absorptionsmaximums von 465 nm
zu 595 nm. Diese Methode diente der Konzentrationsbestimmung von Gesamtprotein aus
Proteinaufreinigungen sowie aus Zell- und Gewebeextrakten.

Eine Mischung aus 2 pl Zellextrakt bzw. Proteineluat in 798 pl Wasser wurde mit 200 pl Biorad-Dye-
Reagent-Concentrate versetzt und gut durchgemischt. Die Férbung der Proben wurde in einem
Spektralphotometer bei 595 nm gemessen und die Proteinkonzentration iiber eine BSA Eichgerade
(0,5-12 pg) bestimmt.

5.3.7 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die Auftrennung der Proteine aus Zellextrakt oder Aufreinigung wurde in einer diskontinuierlichen
SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese nach Laemmli durchgefiihrt. Im SDS-Probenpuffer werden die
Proteine durch das anionische Detergens denaturiert und in Polyanionen iberfithrt. In der
anschlieBenden Elektrophorese erfolgt die Auftrennung der Proteinproben im denaturierenden SDS-
Gel aufgrund ihrer unterschiedlichen Molekulargewichte. Die Proteingroe wird anhand eines
definierten Molekulargewichtsstandards abgeschétzt und die Proteinbanden koénnen durch weitere
Verfahren wie Coomassie Brilliant Blue Farbung und Western Blot Analyse dargestellt werden.

Die Proben aus 10 bis 20 pg Proteinldsung wurden mit H,O auf ein einheitliches Volumen aufgefiillt,
mit 5 x SDS-Ladepuffer vermischt und fiir 5 Minuten bei 95°C aufgekocht. Nach Auftragen der
Proben und des definierten Standards auf ein 10%-iges SDS-Gel erfolgte die Auftrennung der Proteine
bei 30 mA im Sammelgel und 60 mA im Trenngel.

5 %-iges Sammelgel (add 5 ml) 10%-iges Trenngel (add 15 ml)
625 pl 1M Tris/HCI pH 6,8 3,75 ml 1,5M Tris/HCI pH 8,8
850 ul 30% Acrylamid/0,8% Bis 5 ml 30% Acrylamid/0,8% Bis
3,47 ml H,O 6,1 ml H,O

50 pl 10%-ige APS-Lsg. 150 ul 10%-ige APS-Lsg

5 ul TEMED 15 pl TEMED
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5.3.8 Western Blot

Die in der SDS-Gelelektrophorese aufgetrennten Proteine werden mittels Western Blot spezifisch
nachgewiesen. Die Proteinbanden werden in einem senkrecht zum Gel angelegten elektrischen Feld
auf eine PVDF-Membran (Immobilon®, Millipore) transferiert, wo sie fiir die spezifische Detektion
durch primire Antikérper zugéinglich sind. Durch die Bindung sekundérer Peroxidase-gekoppelter
Antikdrper an die Erstantikorper, kann das gesuchte Protein anhand der Peroxidaseaktivitit durch die
Belichtung eines Rontgenfilms detektiert werden.

Der Transfer der im SDS-Gel aufgetrennten Proteinbanden wurde in einer Semidry-Blotting Apparatur
(Fastblot, Fa. Biometra) bei 30 Volt und 300 mA fiir 25 bis 40 Minuten durchgefiihrt. Dazu wurden
das Gel und die zuvor mit Methanol aktivierte PVDF-Membran mit in Transferpuffer getrdnktem
Filterpapier luftblasenfrei eingebettet. Durch eine 2-stiindige Abséttigung der Membran mit 5%-iger
Magermilchlosung in TBS-Tween wurde der Anteil an unspezifischer Proteinbindung verringert. Nach
kurzem Waschen in TBS-Tween wurde die Membran {iber Nacht bei 4°C mit dem spezifischen
Erstantikorper inkubiert, der zuvor nach Herstellerangaben in 5%-iger Magermilchlosung in TBS-
Tween verdiinnt wurde. AnschlieBend wurde die Membran 3 x fiir 10 Minuten gewaschen und mit
einer 1:10000 Verdiinnung des sekundiren Peroxidase-gekoppelten Antikorpers fiir 2 Stunden bei RT
inkubiert. Nach dem erneuten mehrmaligen Waschen wurde die Membran mit 5 ml ECL-
Substratmischung (ECL-Western-Blot analysis System-Enhanced Chemiluminescence, Fa.
Amersham) entwickelt und die durch die Peroxidaseaktivitit emittierte Chemilumineszens auf einem
Rontgenfilm dargestellt.

5.3.9 Coomassie Brilliant Blue Firbung

Nach dem Auftrennen im SDS-Polyacrylamidgel kénnen Proteinbanden mit dem Coomassie Brilliant
Blue Farbstoff visualisiert werden. Durch dieses Féarbeverfahren konnen die geladenen Proteinmengen
bis zu der Nachweisgrenze von 2 ug pro Proteinbande semi-quantitativ bestimmt werden. Fiir die
optische Bestimmung der Proteinbanden wurde eine fertige kolloidale Coomassie Losung (Fa. Roth)
nach Herstellerangaben verwendet.

5.3.10 Aufreinigung rekombinanter Adapterproteine

Die bispezifischen Adapterproteine CAR-Tat, CAR-VP22, GLAsc-pSia und CARsc-pSia wurden
anhand ihres Histidin-tags mittels einer Ni-NTA Affinitdtschromatographie aus dem Kulturmedium
der jeweils mit dem entsprechenden Expressionsvektor stabil transduzierten 293 Zellen aufgereinigt.
Dafiir wurden die Zellen auf 25 Kulturflaschen (2% FCS (v/v) DMEM, 10 ml pro Flasche) expandiert
und fiir 92 Stunden bei 37°C und 5% CO, kultiviert, wobei das Medium nach 48 Stunden ausgetauscht
wurde. Die Zellen wurden geerntet und zusammen mit den gesammelten Kulturiiberstinde nach
einmaligem Einfrieren in fliissigem Stickstoff zentrifugiert (3000 rpm, 4°C, 10 Minuten) und durch
einen Filter (PorengroBe 2 pm) in 75 cm” Suspensionskulturflaschen gefiltert. Zur Einstellung eines
pH Wertes von 8,0 und zusédtzlicher Optimierung der Bindungsbedingungen wurden die gefilterten
Uberstéinde (250 ml) mit 10 x Bindepuffer (1/10 Vol.) gemischt. Nach Zugabe von 900 ul Ni-NTA
Agarose-beads (Fa. Qiagen) folgte eine Inkubation der Kulturiiberstéinde in einem Uberkopfschiittler
tiber Nacht bei 4°C. Das ermoglichte die Interaktion der benachbarten Histidinreste der
Adapterproteine mit den Ni** Ionen der Chromatographiematrix. Nach einer Zentrifugation (1200 rpm,
4°C, 10 Minuten) wurden die Ni-NTA Agarose-beads mit den gebundenen Fusionsproteinen 2 x in 30
ml Waschpuffer geschwenkt und anschlieBend erneut sedimentiert (1200 rpm, 4°C, 10 Minuten). Nach
dem griindlichen Entfernen des Uberstandes wurden die rekombinanten Adapterproteine in einer 4 bis
5-stiindigen Inkubation auf dem Uberkopfschiittler (4°C) mit einem L-Histidin haltigen Elutionspuffer
von den Ni-NTA Agarose-beads eluiert und nach einer anschlieenden Zentrifugation (10000 x g, 10
Minuten, 4°C) in 1,5 ml ReaktionsgefaBe tlberfiihrt. Danach wurde das proteinhaltige Eluat in
flissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert. Die Konzentration der aufgereinigten
Fusionsproteine wurde im Bradford-Proteinassay (Abschnitt 1.3.6) bestimmt und die Funktionalitit
mittels Luciferase- oder f-Galactosidase-Assay im Rahmen eines Infektionsversuches analysiert.
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5.3.11 Enzymatischer Transaminasen Assay

Die enzymatische Aktivitidt der leberspezifischen Aminotransferasen GOT (Glutamat-Oxalacetat-
Transaminase) und GPT (Glutamat-Pyruvat-Transaminase) im Blutserum infizierter Mause wurde mit
Hilfe der Alanin Transaminase (ALT) und Aspartat Transaminase (AST) Assay Kits (Fa. Bio
Scientific) ermittelt. Der enzymatische Nachweis beider Enzyme beruht auf einem gekoppelten
Reaktionsschema. Da wihrend der Transaminierungsreaktion NADH reduziert wird, kann die
Konzentration des entstandenen NAD" durch Messung der Extinktionsabnahme innerhalb des
Absorptionsspektrums von NADH (340 nm) bestimmt werden. Die zeitliche Extinktionsabnahme ist
der Aktivitdt der gemessenen Transaminase proportional.

Fiir die Messung wurden 10 pl Serumprobe mit 240 pl Reaktions Mix vermischt und die Extinktion
sofort bei 340 nm gemessen. Die zweite Messung wurde exakt nach 5 Minuten durchgefiihrt und die
Konzentration (U/l) der Transaminasen im Serum nach dem Herstellerprotokoll bestimmt.

5.3.12 Histologie

Fiir eine histologische Gewebeuntersuchung erfolgte im Rahmen einiger Tierversuche die Entnahme
von Lungen zu definierten Zeitpunkten. Die Organe wurden zur Erhaltung ihrer Struktur fiir
mindestens 24 Stunden in wissrigem Paraformaldehyd (4% Losung) fixiert. Nach Uberfiihrung in
spezielle Kassetten folgte die Weiterbehandlung der Gewebestiicke in einer automatisierten Apparatur
zur Gewebeinfiltration (Leica TP 1020), die der Entwisserung und Klirung histologischer
Gewebeproben mit anschlieBender Infiltration durch fliissiges Paraffin dient. Die Lungenproben
durchliefen dabei folgende Schritte: Entwésserung in einer ansteigenden Ethanolreihe mit Ethanol
50%, 70%, 80%, 96%, 2x Ethanol absolut sowie 2x Xylol (jeweils 30 Minuten) und Infiltration mit 3x
Paraffin bei 60°C (jeweils 30 Minuten). Nach der Einbettung der Proben zu ausgehirteten
Paraffinblocken erfolgte die Anfertigung histologischer Gewebeschnitte an einem Rotations-
Mikrotom. Die 2pum dicken Gewebeschnitte wurden im Wasserbad bei 40°C gestreckt, auf
Objekttrager aufgezogen und iliber Nacht bei RT getrocknet. Es folgte eine Entparaffinierung der
Schnitte durch Inkubation in Xylol, einer Reihe absteigender Ethanolkonzentrationen (2x Ethanol
absolut, Ethanol 96%, 70%, 50%) und H,O. Die Gewebeschnitte wurden anschlieBend einer
Hématoxylin/Eosin Farbung unterzogen. Dazu wurden die Gewebeproben fiir 30-90 Sekunden in
Hamalaun geférbt, in lauwarmem Wasser gebldunt und danach fiir 90 Sekunden mit Eosin eingeférbt.
Nach der erneuten Inkubation in H,O, einer Reihe ansteigender Ethanolkonzentrationen (Ethanol 40%,
70%, 90%, 2x Ethanol absolut) sowie 2x Xylol wurden die histologischen Gewebeschnitte mit
Entellan eingedeckt und im Mikroskop ausgewertet.

5.4 Molekularbiologische Methoden

5.4.1 Transformation chemisch kompetenter Bakterien

Fiir die Transformation rekombinanter DNA wurden 100 pl kompetente Bakterien (E. coli JM 109)
nach dem Auftauen auf Eis mit 1-20 ng Plasmid DNA oder 10-50 ng DNA aus einem vollstindigen
Ligationsansatz vermischt und 30 Minuten auf Eis inkubiert. Nach dem anschlieBenden Hitzeschock
(42°C, 90 Sekunden) wurden die Bakterien erneut fir 2 Minuten auf Eis inkubiert. Der Ansatz wurde
mit 900 pl SOC Medium aufgefiillt und bei 37°C fiir 30 Minuten geschiittelt. AnschlieBend wurden
100 wl des Transformationsansatzes auf eine LB Agarplatte ausgestrichen. Die restlichen
transformierten Bakterien wurden kurz bei 13000 rpm sedimentiert, in 100 pl SOC Medium
resuspendiert und auf eine weitere LB Agarplatte ausplattiert. Die Bakterienplatten wurden
anschliefend gemeinsam iiber Nacht bei 37°C inkubiert. Die LB Agarplatten enthielten Antibiotika
entsprechend der Resistenzgene der transformierten Plasmide.
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5.4.2 Transformation elektrokompetenter Bakterien

Durch Elektroporation wird eine Steigerung der Transformationseffizienz besonders bei groflen
Plasmiden (zB. Adenovirusplasmide) erreicht.

Hierzu wurden 40 pl elektrokompetente Bakterien (E. coli JM 109) langsam auf Eis aufgetaut und mit
5-100 ng DNA-Lo6sung vermischt. AnschlieBend wurde der Transformationsansatz in eine auf Eis
vorgekiihlte Elektroporationskiivette (2 mm Elektrodenabstand) luftblasenfrei iiberfithrt und kurz
gepulst (1,8 kV, 25 uF, 200 Q Parallelwiderstand). Die transformierten Bakterien wurden in 900 pl
SOC Medium aufgenommen und bei 37°C fir 30 Minuten geschiittelt. LB Agarplatten mit den
entsprechenden Antibiotika wurden mit 100 pl Bakteriensuspension ausgestrichen und iiber Nacht bei
37°C inkubiert.

5.4.3 Vermehrung transformierter Bakterien

Von den LB Agarplatten gepickte einzelne Bakterienklone wurden als Vorkultur in 2 ml LB Medium
mit Antibiotikazusatz bei 37°C und 225 rpm {iber Nacht im Bakterienschiittler inkubiert. Aus 1,5 ml
der Bakteriensuspension konnte eine Mini-Plasmidpréaparation durchgefiihrt werden. Fiir eine Midi-
bzw. Maxi- Plasmidpréiparation wurden 500 pl der Bakterienvorkultur in 300 bzw. 500 ml LB
Medium mit entsprechenden Antibiotika gegeben und bei 37°C und 225 rpm {iber Nacht geschiittelt.

5.4.4 Analytische Plasmidpriparation (Mini-Prip)

Diese Methode ermdglicht die schnelle Plasmidpriparation aus Vorkulturen einzelner, transformierter
Bakterienklone. Die priparierten Plasmide konnten durch einen Restriktionsverdau auf ihre
Richtigkeit im Agarosegel liberpriift werden. Da die isolierte DNA nach einer Mini-Préparation stark
verunreinigt ist, wird die Plasmid-DNA ausgewéhlter Bakterienklone durch eine Midi- oder Maxi-
Préparation isoliert.

1,5 ml einer Vorkultur wurde im Reaktionsgefal sedimentiert (13000 rpm, 60 Sekunden, RT),
dekantiert und das Pellet in einem geringen Rest resuspendiert. Nach Zugabe von 300 pl STET-Puffer
und 10 pl Lysozym wurde der Ansatz fir 90 Sekunden bei 95°C erhitzt. Nach anschlieBender
Zentrifugation (20000 x g, 4°C 20 Minuten) wurde das Pellet mit einer sterilen Spitze entfernt und die
DNA im Uberstand mit 300 pl Isopropanol gefillt. Durch eine erneute Zentrifugation (20000 x g, 4°C
20 Minuten) wurde die prazipitierte Plasmid DNA pelletiert und in 100 pl Ethanol (70%) gewaschen.
Das erneut sedimentierte DNA-Pellet wurde nach Entfernen des Ethanols an der Luft getrocknet und
in 30-50 pl EB Puffer aufgenommen.

5.4.5 Priparative Plasmidpriaparation (Midi-/Maxi-Prip)

Fiir die Isolierung von Plasmid DNA in hoherer Reinheit und Ausbeute wurde das Plasmid Midi bzw.
Maxi Kit und das EndoFree Buffer Set (Fa. Qiagen) verwendet. Die Methode wurde nach einem
verdnderten Protokoll des Herstellers zur Priparation endotoxinfreier Plasmid DNA durchgefiihrt, da
bei Transfektionsexperimenten die Transfereffizienz durch endotoxinfreie DNA erhéht wird.

Die Bakterienkultur wurde bei 3800 x g und 4°C fiir 20 Minuten sedimentiert und das Pellet in 6 ml
P1 resuspendiert. Die Bakterienlyse erfolgte nach Zugabe von 6 ml P2 durch mehrmaliges Invertieren
und einer Inkubation von 5 Minuten bei Raumtemperatur. AnschlieBend wurde der Ansatz mit 5 ml
vorgekiihltem P3 durch erneutes Invertieren neutralisiert, 5 Minuten auf Eis inkubiert und 30 Minuten
bei 20000 x g und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde durch Mullbinden in ein steriles 50 ml
Reaktionsgefall gefiltert, mit 1,5 ml ER Puffer vermischt und 30 Minuten auf Eis inkubiert. Dieser
Schritt war optional und wurde bei der Priparation von Zwischenvektoren, die nur fiir Klonierungen
verwendet wurden, nicht durchgefiihrt. Zur Bindung der DNA wurde die Losung auf eine zuvor mit 4
ml QBT Puffer dquilibrierte Qiagen Tipp 100 Séule aufgetragen. Die Séule wurde anschlieend 2 x
mit 30 ml QC Puffer gewaschen und die Plasmid DNA mit 5 ml QF Puffer in ein steriles 50 ml
Reaktionsgefal eluiert. Die eluierte DNA wurde durch Zugabe von 3.5 ml Isopropanol gefillt und
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sofort abzentrifugiert (13000 x g, 4°C, 30 Minuten). Das DNA Pellet wurde in 2 ml Ethanol (70%)
gewaschen, nochmals zentrifugiert (13000 x g, 4°C, 5 Minuten) und nach Entfernen des Ethanols an
der Luft getrocknet. Die Plasmid DNA wurde in 150 pl TE Puffer aufgenommen und die
Konzentration photometrisch bestimmt. Die Ausbeute an Plasmid DNA nach der Midi-Préparation lag
in der Regel bei 100-300 pg.

5.4.6 Photometrische Konzentrationsbestimmung von Nukleinsiduren

Die Konzentration einer DNA Losung wird photometrisch durch die Messung der Extinktion bei 260
nm gemessen. Dabei entspricht eine Extinktionsmessung von OD 1,0 ungefihr 50 pg/ml
doppelstrangige DNA, 37 pg/ml einzelstringige DNA oder 40 pg/ml RNA. Eine Verunreinigung der
DNA Losung durch Proteinriickstinde kann durch eine zusitzliche Messung der Extinktion bei 280
nm bestimmt werden. Die Reinheit der gemessenen DNA Probe wird durch den Quotienten
OD560/ODyg dargestellt, wobei der Quotient bei geringer Verunreinigung von DNA zwischen 1,7-1,9
und von RNA zwischen 1,9-2,1 liegt.

Die DNA Proben wurden fiir die Konzentrationsbestimmung in TE Puffer (pH 8,0) verdiinnt, der auch
als Nullwert zum Abgleichen verwendet wurde. Geringere Mengen DNA konnten auch direkt im
Agarosegel durch Vergleich mit der 1,6 kb Bande der 1 kb Leiter (Fa. Gibco) optisch abgeschitzt
werden, da diese beim Auftragen von 10 pl einer Menge von 50 ng DNA entspricht.

5.4.7 Agarose Gelelektrophorese

Durch die Elektrophorese in der Agarose Gelmatrix kdnnen Nukleinsdurefragmente aufgrund ihrer
negativen Ladung im gerichteten elektrischen Feld ihrer GroBe nach aufgetrennt, analysiert oder fiir
weitere Verfahren aufgereinigt werden. Die elektrophoretisch aufgetrennten DNA Fragmente lassen
sich nach Interkalation durch Ethidiumbromid bei Bestrahlung durch UV-Licht als fluoreszierende
Banden optisch nachweisen.

Fiir analytische und préiparative Gelelektrophoresen wurden 1 bis 2%-ige Gele in 1 x TAE Puffer mit
0,00005 Vol. Ethidiumbromid (10 mg/ml) verwendet. Die DNA-Proben wurden mit 0,1 Vol. 10 x
Ladepuffer vermischt und bei einer konstanten Spannung von 5 V/em mit 1 x TAE als
Elektrophoresepuffer aufgetrennt.

5.4.8 Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol Aufreinigung

Proteine und andere Zellriickstdnde lassen sich mit Hilfe dieser Methode aus DNA Losungen
entfernen.

Dazu wurden die DNA-Proben mit dem gleichen Volumen Roti-Phenol zu einer homogenen Emulsion
gevortext und nach anschlieBender Zentrifugation (15000 x g, RT, 2 Minuten) konnte die obere,
wissrige Phase nach Zugabe von 0,1 Vol. 3 M Natriumacetat pH 5,2 und 4 Vol. Ethanol (100 %) fiir
30 Minuten bei -20°C gefillt werden. Nach einer erneuten Zentrifugation (20000 x g, 4°C, 15
Minuten) wurde der Uberstand verworfen und die pelletierte DNA mit 100 pl Ethanol (70%)
prazipitiert. Die aufgereinigte DNA wurde in TE pH 8,0 aufbewahrt.

5.4.9 Aufreinigung geringer DNA-Mengen

Fiir die Aufreinigung geringer DNA-Mengen aus enzymatischen Reaktionen wurde fiir DNA
Fragmente von 100 bp bis10 kb das QIAquick PCR Purification Kit und fiir kleinere Fragmente von
17 bis 100 bp das QIAquick Nucleotide Removal Kit (Fa. Qiagen) verwendet.

1 Vol DNA Loésung wurden mit 5 Vol Puffer PB (PCR-Purification) bzw. 10 Vol Puffer PN
(Nucleotide Removal) vermischt und fiir 60 Sekunden bei 13000 rpm (6000 rpm bei Nucleotide
Removal) auf eine QIAquick Sdule gebunden. Die Saule wurde anschlieend mit 750 pl PE Puffer fiir
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60 Sekunden bei 13000 rpm (6000 rpm bei Nucleotide Removal) gewaschen. Nach einer
Trockenzentrifugation (13000 rpm, RT, 60 Sekunden konnte die gereinigte DNA im gewiinschten
Volumen mit EB Puffer von der Sdule eluiert werden.

5.4.10 Aufreinigung von Nukleinsiuren aus Agarosegelen

Nach dem Auftrennen der DNA Fragmente durch die Agarose Gelelektrophorese wurden die
gewiinschten DNA Banden mit dem QIAquick Gel Extraktion Kit (Fa. Qiagen) aus dem Agarosegel
aufgereinigt.

Dazu wurde das unter UV-Licht fluoreszierende DNA Fragment aus dem Gel mit einem Skalpell
herausgeschnitten und mit 300 pl QG Puffer pro 100 mg Gel vermischt. Das DNA haltige Gelstiick
wurde anschlieBend bis zur vollstindigen Losung bei 56°C geschiittelt und nach Zugabe von 1 Gel-
Vol Isopropanol in eine QIAquick Sdule iiberfithrt. Nach Bindung an die Séule (13000 rpm, RT, 60
Sekunden) wurde die DNA mit 750 pl PE-Puffer fiir 60 Sekunden bei 13000 rpm gewaschen und nach
einer anschlieBenden Trockenzentrifugation (13000 rpm, RT, 60 Sekunden) konnte die extrahierte
DNA im gewiinschten Volumen mit EB-Puffer von der Séule eluiert werden.

5.4.11 Rekombinante DNA Techniken

5.4.11.1 Restriktionsspaltung von DNA

Durch Restriktionsendonukleasen werden DNA Doppelstringe an definierten, meist palindromischen
Erkennungssequenzen gespalten. Dabei entstehen entweder stumpfe (blunt) oder 5'- bzw. 3'-
tiberhdngende (kohidsive) Enden am DNA-Strang.

Die enzymatische Spaltung von Plasmid DNA oder DNA Fragmenten aus PCR Ansitzen wurde mit
Restriktionsenzymen und Puffern der Firma NEB bei 37°C nach Herstellerangaben durchgefiihrt.
Nach der Regel 1 U (Einheit) eines Enzyms schneidet 1 ug DNA in einer Stunde wurden die Enzyme
in 3-bis 4-fachem Uberschuss eingesetzt, wobei das Volumen der Enzymldsung maximal ein Zehntel
des gesamten Restriktionsansatzes ausmachte.

5.4.11.2 Dephosphorylierung von DNA

Nach dem enzymatischen Restriktionsverdau konnen linearisierte DNA-Vektoren intra- oder
intermolekulare Reaktionen mit sich selbst eingehen. Um ein Religation der aufgetrennten DNA
Enden zu verhindern wird die Vektor DNA vor der Ligationsreaktion mit alkalischer Phosphatase
(shrimp alkaline phosphatase, SAP) behandelt.

1 pg linearisierter Vektor wurde mit 1 Unit SAP fiir 1 Stunde bei 37°C dephosphoryliert. Die
Phosphatase wurde anschlieend bei 75°C fiir 15 Minuten hitzeinaktiviert.

5.4.11.3 Behandlung von DNA mit Klenow Polymerase

Das grofle Klenow Fragment der DNA Polymerase I (E. coli) kann bei DNA Fragmenten 5'-
Uberhiinge auffiillen und 3'-Uberhiinge entfernen, es besitzt jedoch keine 5'— 3' Exonukleaseaktivitit.
Zum Auffiillen der durch Restriktionsverdau erhaltenen 5'-Uberhinge wurde 1 ug linearisierte Plasmid
DNA bei einer Konzentration von 50 pg/ml mit 2 U des Klenow Fragments und dNTPs (50 uM) in
Klenow Puffer fiir 30 Minuten bei 28°C inkubiert. Wéahrend der Reaktion erfolgte auch der Abbau von
3'-Uberhiingen. Nach der Inkubation wurde die Reaktion durch Zugabe von 10 mM EDTA und
Hitzeinaktivierung (75°C, 15 Minuten) der Klenow Polymerase abgestoppt.
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5.4.11.4 Hybridisierung von Oligonukleotiden

Komplementidre DNA Einzelstrange (je 10 pg) wurden im gleichen Volumen TE Puffer (pH 8,0) fiir 5
Minuten bei 95°C erhitzt. Wahrend des langsamen Abkiihlens bei Raumtemperatur erfolgte die
Hybridisierung der komplementiren Einzelstringe zum DNA Doppelstrang. Der Ansatz wurde mit
dem QIAquick Nucleotide Removal Kit (Fa. Qiagen) aufgereinigt und bei -20°C gelagert.

5.4.11.5 Ligation von DNA Enden

Die nach Restriktionsspaltung entstandene homolog-kohésive (sticky ends) bzw. stumpfe Enden (blunt
ends) der DNA Fragmente werden in einer Ligationsreaktion miteinander verkniipft. Die Eigenschaft
des Enzyms DNA Ligase, aufgebrochene Phosphodiesterbindungen der DNA wieder zu verkniipfen,
macht es zu einem unverzichtbaren Werkzeug bei der in vitro Klonierung rekombinanter DNA.

Die Ligationsansétze wurden unter Verwendung des Enzyms T4 DNA Ligase (Fa. NEB) in T4 DNA
Ligase Puffer unter Zusatz von 1 ul 10 mM ATP in einem Reaktionsvolumen von 20 pl bei 16°C iiber
Nacht angesetzt. Bei kohdsiven Ligationen wurden der restringierte, dephosphorylierte Vektor und das
zu ligierende Insert in einem molaren Verhéltnis zwischen 1:6 und 1:50 (falls Insert <100 bp) bei einer
angestrebten DNA Gesamtmenge von 500 ng eingesetzt. Die eingesetzte Menge an Insert DNA wurde
folgendermalien abgeschitzt:

Vektormenge (ng) - Insertgrosse (bp)

« Mengenverhéltnisfaktor l = Insertmenge (ng)
Vektorgrosse (bp) 1

Nach der Ligation wurde rekombinante Plasmid DNA in kompetente Bakterien transformiert, durch
analytische Préparation isoliert und nach Restriktionsverdau im Agarosegel identifiziert.

5.4.11.6 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Durch die Polymerasekettenreaktion konnen anhand komplementirer Primer definierte DNA
Fragmente spezifisch amplifiziert sowie gezielt verdndert werden. Fiir die Amplifikation bestimmter
DNA-Sequenzen und zum Einfiigen von Restriktionsschnittstellen wurde die Herculase™ Hotstart
DNA Polymerase (Fa. Stratagene) oder die Phusion® Hot Start II DNA Polymerase (Fa. Thermo
Scientific) verwendet. Der Enzymkomplex beider Polymerasen enthdlt neben der Hauptkomponente
Pfu Polymerase auch eine DNA bindende Doméne, wodurch die Prozessivitdt der Polymerasen erhoht
und die PCR Reaktion verbessert wird.

In einem PCR Ansatz mit der Polymerase Herculase wurden 20 ng Plasmid DNA, jeweils 100 pmol
Primer, 10 U Herculase™, 200 mM dNTPs in einem Gesamtvolumen von 100 ul in 1 x PCR-Puffer
(Fa. Stratagene) vermischt. Die Polymerasereaktion wurde in einem Thermocycler (Fa. Biometra) in
25-35 Reaktionszyklen nach folgenden Zyklusparameter durchgefiihrt: Aktivierung der Polymerase
bei 95°C fiir 3 Minuten, Denaturierung bei 95°C fiir 30 Sekunden, 30 Sekunden Hybridisierung, 60
Sekunden Polymerisation bei 72°C mit Verlangerung im letzten Zyklus auf 10 Minuten, Abkiihlen auf
4°C. Die Temperatur des Hybridisierungszyklus lag 2°C unter der errechneten Schmelztemperatur der
verwendeten Primer. Bei Verwendung degenerierter Primer zum  Anhdngen von
Restriktionsschnittstellen wurden 5 Zyklen mit einer dem komplementidren Bereich entsprechender
Hybridisierungstemperatur vorgeschaltet. AnschlieBend folgten 30 Zyklen mit einer dem gesamten
Primerbereich entsprechenden Hybridisierungstemperatur.

Die Schmelztemperatur von Primern <20 bp wurde anhand der Formel Ty, = 2°C x (AT) + 4°C x (GC)
und die fiir Primer > 20 bp nach der Formel Ty = 59,9°C + 0,41(%GC)—600/N (N = Primerlénge in
bp) berechnet. Nach der PCR wurden die amplifizierten DNA-Fragmente mit dem PCR-Purification
Kit (Fa. Qiagen) aufgereinigt.
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5.4.11.7 Quantitative PCR (qPCR)

Zur relativen Quantifizierung viraler DNA aus Gewebe infizierter Miuse wurde der gPCR™
Mastermix Plus (Fa. Eurogentec) verwendet. Die Isolierung der DNA aus dem Gewebe mit
anschlieBender Aufreinigung wurde mit dem QIAamp® DNA Mini Kit (Fa.Qiagen) nach Protokoll des
Herstellers durchgefiihrt.

Fiir den qPCR-Reaktionsansatz wurden 10-100 ng Template-DNA, spezifische Primer (Hex-fw, Hex-
rev, 3 ul aus 10 pM Primermix), Sonde (0.5 pl aus 10 pM Stock) und qPCR™ Mastermix Plus (12,5
ul) mit H,O auf ein Gesamtvolumen von 25 ul vermischt. Die Hexon PCR (Primermix: Hex-fw / Hex-
rev; Sonde: Hex-Sonde) wurde gegen endogene Templates mit kduflichen Kits normalisiert. Fiir
humanes Genom wurde das Ubiquitin C Control Kit und fiir Maus Genom wurde das 18S Genomic
Control Kit verwendet.

5.4.11.8 Extraktion von RNA und Herstellung von cDNA

Isolierte mRNA aus eukaryotischen Zellen wird mit Hilfe der Reversen Transkriptase, einer RNA-
abhéngigen DNA-Polymerase, in cDNA umgeschrieben. Die cDNA kann anschlieBend als
Ausgangsmaterial zur Amplifikation spezifischer Sequenzen durch PCR verwendet werden.

Die mRNA wurde mit peqGOLD RNAPure™ (Fa.Peqlab), einer optimierten Saulen-freien
Guanidinisothiocyanat/Phenol-Methode, aus humanen, kleinzelligen Lungenkarzinomzellen isoliert.
Hierzu wurden 5 x 10° Zellen mit PBS gewaschen und 5 Minuten in 500 pl peqGOLD RNApure™.-
Reagenz lysiert. Das Zelllysat wurde nach Uberfiihrung in ein Reaktionsgefd mit 0,2 ml Chloroform
pro ml Reagenz vermischt und erneut fiir 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nach
anschlieBender Zentrifugation (12000 x g, 4°C, 5 Minuten) wurde die wéssrige Phase mit 500 pl
Isopropanol versetzt und inkubiert (RT, 10 Minuten). Die gefillte RNA wurde pelletiert (12000 x g,
4°C, 10 Minuten), mit Ethanol (75%) gewaschen und in RNAse freiem Wasser aufgenommen. Nach
Behandlung mit DNAse (FA. Promega) wurde Konzentration und Reinheit der isolierten RNA
photometrisch bestimmt.

Die reverse Transkription der mRNA wurde mit dem Tagman Reverse Transcription Kit (Fa. Applied
Biosystems) durchgefiihrt. Fiir einen Reaktionsansatz wurden Endkonzentrationen von 2 pg RNA,
2000 uM dNTP-Mix (500 pM/dNTP), 2,5 uM Oligo dT, 5,5 mM MgCl,, 0,4 U/ul RNase Inhibitor
und 1,25 U/ul MultiScribe™ Reverse Transcriptase in 100 ul Gesamtvolumen mit 1x TagMan RT-
Puffer eingesetzt. Im Anschluss an die reverse Transkription wurde die cDNA (20 ng/pl) direkt fiir
weitere PCR-Reaktionen verwendet.

5.5 Immunologische Methoden

5.5.1 ELISpot Assay

Der ELISpot Assay (Enzyme-linked immunosorbent spot assay) ermoglicht die Messung der
Zytokinfreisetzung einzelner sezernierender Immunzellen. Zur Quantifizierung einzelner IFN y
sezernierender Zellen aus einer Milzzellsuspension wurde eine HTS Multiscreen' 96-well Platte (Fa.
Millipore) fiir 10 Minuten mit 200 pl Ethanol (35 %) aktiviert und anschlieBend 2 x mit 300 ul PBS
gewaschen. Darauthin wurde die ELISpot Platte mit 100 pl anti Maus IFN y Antikorper (Klon AN-18,
7,5 ug/ml in ELISA-Puffer) pro well iiber Nacht bei 4°C beladen. Nach erneutem zweimaligen
Waschen mit 300 ul PBS folgte das Blocken der Platte mit 300 ul RPMI Medium (10% FCS (v/v))
pro well fiir 2-4 Stunden bei 4°C. Im Anschluss wurden 2 x 10° bis 5 x 10° Zellen einer
Einzelzellsuspension in 100 pl RPMI Medium (2% FCS (v/v)) mit dem entsprechenden Peptid (1
ug/ml) versetzt und fir 48 Stunden bei 37°C und 5 % CO, stimuliert. Fiir jedes eingesetzte Peptid
wurde eine Achtfachbestimmung durchgefiihrt und als Kontrolle wurden nicht stimulierte Zellen
verwendet. Nach der Stimulation wurden die Zellen durch mehrmaliges Waschen mit Wasser
griindlich entfernt und die 96-well Platte mit 100 pl Biotin konjugierten anti Maus IFN y Antikorper
(Klon R4-6A2, 1pug/ml in FACS-Puffer) pro well fir 90 Minuten bei RT geschwenkt. Es folgten zwei
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Waschschritte mit 300 pl PBS pro well fiir 5 Minuten und anschlieBend die Inkubation mit jeweils 100
pul HRP-Avidin-Konjugat (0.5 pg/ml in FACS-Puffer) fiir 60 Minuten bei RT auf dem Schiittler. Die
Platte wurde danach viermal fiir 5 Minuten mit 300 pl PBS griindlich gewaschen und mit 100 pl
DAB-Substrat bis zur deutlich sichtbaren Entstehung der ,,Spots* entwickelt. Die Reaktion wurde
durch mehrmaliges Spiilen der Platte und Inkubation im Wasserbad gestoppt. Im Anschluss wurden
nach dem Trocknen der Platte die IFN y Spots quantifiziert.

5.5.2 FACS Analyse

Zur Fluoreszenzfarbung von Zellen fiir die Analyse im Durchflusszytometer wurden Antikorper und
sekundire Farbreagenzien der Firma eBioscience verwendet.

Im FACS Rohrchen wurden 1-2 x 10° Zellen in 1 ml FACS-Puffer gewaschen, fiir 5 Minuten bei 250
X g, 4°C abzentrifugiert und anschlieBend in 100 pl FACS-Puffer resuspendiert. Fiir die Fiarbung
wurde der entsprechende primére Antikorper in der Konzentration nach Herstellerangaben zugegeben
und die FACS Rohrchen fiir 30 Minuten bei 4°C im Dunkeln inkubiert. Nach Waschen der
Primérfirbung durch Zugabe von 1 ml FACS Puffer wurde der Uberstand nach Pelletieren der Zellen
(250 x g, 4°C, 5 Minuten) abgenommen. Die Sekundirfirbung der Zellen mit biotinylierten
Antikorpern wurde fir 20-30 Minuten bei 4°C durchgefiihrt. Dazu wurden die sekundiren
Streptavidin-Konjugate in 100u] FACS-Puffer in den Verdiinnungen 1:100 SA-FITC oder 1:500 SA-
APC angesetzt. AnschlieBend wurden die Zellen 2 x mit 1 ml FACS Puffer gewaschen und zur
Analyse in 350 pl FACS-Puffer aufgenommen. Zur FACS Analyse wurden die Proben mit dem Gerét
FACS Canto™ I (Fa. BD) aquiriert und mit der Software FACS-Diva bzw. FlowJo analysiert.

5.5.3 Beladung von dendritischen Zellen mit Tumorantigen

Zur Induktion einer zelluldren Immunantwort gegen Tumorantigen wurden isolierte dendritische
Zellen vor der Vakzinierung entweder mit Lysat aus Tumorzellen oder mit entsprechendem Antigen in
Peptidform beladen. Die antigenspezifischen Peptide wurden in DMSO geldst (2 pg/ul) und bei -80°C
gelagert.

Am sechsten Tag einer Knochenmarkskultur zur Generierung von dendritischen Zellen (Abschnitt
1.2.4) wurde das Medium aus den 6-well Platten vorsichtig abgenommen und durch 3 ml RPMI
Nihrmedium fiir Primérzellen ersetzt, welches mit 50 pl GM-CSF haltigem Uberstand,
antigenspezifischem Peptid (0,5 pg/ml) und zur Aktivierung der dendritischen Zellen mit Poly I:C
(1pg/ml) versetzt war. Nach einer Inkubation iiber Nacht bei 37°C und 5% CO, wurden die adhirenten
Zellen mit PBS gewaschen und nach dem Abldsen durch enzymfreien Zelldissoziations Puffer mit den
zuvor aus dem Uberstand gesammelten dendritischen Zellen vereint. AnschlieBend wurden die Zellen
gezahlt und fiir dendritische Zellvakzinierung im Tierversuch eingesetzt.

5.6 Virale Arbeitstechniken

5.6.1 Retrovirale Transduktion von Zellen

Zur stabilen Expression rekombinanter Adapterproteine (CARsc-pSia, GLAsc-pSia) oder Tumor-
assoziierter Oberflichenantigene (PolySia) wurden 293 bzw. CMT64 Zellen stabil transduziert. Die
Generierung transgener Zelllinien erfolgte durch wiederholte Transduktion VSV-G pseudotypisierter
retroviraler Partikel und anschlieBender Selektion in Antibiotika haltigem Medium.

Zur Generierung retroviraler Partikel im Zelliiberstand wurden 1-2 x 10° Zellen der
Verpackungszelllinie Phonix-ampho mit 5 pg Gesamt-DNA der Plasmide pVSV-G und pQCXI N/P in
6 cm Schalen transfiziert. Anschliefend wurde das Retrovirus haltige Medium gefiltert, mit Polybren
(4pg/ml) vermischt und auf die Zielzellen gegeben. Zur Steigerung der Transduktionseffizienz wurden
Uberstéinde von zwei Schalen Phonix-ampho Zellen iiber mehrere Tage fiir eine Schale Zielzellen
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verwendet. Nach den Infektionszyklen wurden die transduzierten Zellen in Selektionsmedium
expandiert und auf Expression des Transgens untersucht.

5.6.2 Priparation adenoviraler DNA

Zur Klonierung rekombinanter Adenoviren wurde als adenoviraler Zielvektor pAdHM4 verwendet,
ein 30,3 kb grofler Vektor mit Pac I flankierten Sequenzen, die eine Replikation in E. coli unter
Selektion mit Ampicillin erméglichen. Die Genomsequenzen in AdHM4 haben Deletionen im E1 und
E3 Bereich, wobei die E1 DNA durch die Zielsequenzen (Polylinker) zur Insertion heterologer DNA
ersetzt wurde. Die heterologe DNA wurde nach einer Zwischenklonierung in den speziellen shuttle-
Vektor pHM3 iiber I-Ceu I und PI-Sce I isoliert und iiber die gleichen Restriktionsschnittstellen in den
Zielvektor pAdHM4 ligiert.

Zur Préparation des in pHM3 enthaltenen Inserts wurden zunéchst 2 pg des shuttle-Vektors mit 5 U
PI-Sce I iiber Nacht bei 37°C verdaut und nach Aufreinigung mit QIAquick PCR Purification Kit fiir
maximal 2 Stunden mit 1 U I-Ceu I bei 37°C inkubiert. Nach Auftrennung der verdauten DNA durch
Gelelektrophorese wurde das Insert aus dem Agarosegel mittels QIAquick Gel Extraktion Kit
extrahiert und in 15 pl EB-Puffer eluiert.

Der Vektor pAdHM4 wurde aufgrund seiner Gréfle und Empfindlichkeit gegeniiber Scherkréften nach
einer Mini-Préparation durch eine Phenol/Chloroform Isoamylalkohol Extraktion aufgereinigt und
nach dem Restrikrionsverdau mit [-Ceu I / PI-Sce I erneut mit Phenol/Chloroform aufgereinigt und in
10 pl TE-Puffer pH 8,0 aufgenommen. Die Konzentration der restringierten Insert und Vektor DNA
wurde im Agarosegel abgeschitzt.

Das heterologe Insert wurde durch eine in vitro Ligation in den adenoviralen Vektor in einem molaren
Vektor:Insert Verhéltnis von 1:4 bis 1:6 ligiert. Der Ligationsansatz wurde iiber Nacht bei 16°C
inkubiert und anschlieBend nach Zugabe von 1 pul T4 DNA Ligase weitere 4-6 Stunden bei 4°C
gelagert. Fir die Transformation in elektrokompetente Bakterien wurden 1,5 pl Ligationsansatz
verwendet.

5.6.3 Priparation adenoviraler Plasmide und infektioser Viren

Da adenovirale Ligationsansidtze aufgrund der DNA GroBenverhdltnisse eher eine geringe
Ligationseffizienz aufweisen, erfolgt die Transformation der viralen Plasmide durch Elektroporation.
Von den iiber Nacht inkubierten Ampicillin LB Agarplatten wurden nur kleine Kolonien ausgewahlt
und in 2 ml LB mit 125 pg Ampicillin fiir 6 Stunden bei 37°C und 225 rpm geschiittelt. Nach
anschlieBender Mini-Plasmidpraparation wurden durch analytischen Restriktionsverdau die
adenoviralen Vektoren nachgewiesen. Mit der Bakteriensuspension positiver Klone wurde in 400 ml
mit Carbenicillin (Ampicillin Derivat) eine Vorkultur fiir 10-16 Stunden angesetzt. Die durch Midi-
Préparation isolierte endotoxinfreie, adenovirale DNA wurde zur Transfektion in permissive Zellen
verwendet.

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten replikationskompetenten Adenoviren (" TERT-Ad, hTERT-
AdLuc, hTERT-AdGFP, Ad499) und replikationsdefiziente Adenoviren (AdLacZ, AdGFP) wurden in
der permissiven Zelllinie 293 vermehrt. Da in 293-Zellen die adenovirale E1 Region stabil im Genom
integriert ist, wird in diesen Zellen die Vermehrung von Adenoviren ermoglicht, die eine Deletion im
E1 und E3 Bereich aufweisen.

Zur Herstellung infektioser adenoviraler Partikel wurden adenovirale Plasmide mit Pac I linearisiert
und in 293 Zellen transfiziert. Die Linearisierung mit der Restriktionsendonuklease Pac I fiihrt zur
Freisetzung der ITR Sequenzen (inverted terminal repeats) und zum Verlust der fiir die stabile
Replikation in E. coli notwendigen DNA Abschnitte. Dazu wurden 5 pg Adenovirus Plasmid mit Pac
I iiber Nacht inkubiert und anschlieBend zur PEI Transfektion (Abschnitt 1.2.5) der Zelllinie 293
verwendet (1,5 x 10° Zellen in T25 Zellkulturflaschen). Die transfizierten Zellen wurden fiir 5-6 Tage
in DMEM (2% FCS (v/v)) bei 37°C und 5% CO, inkubiert und durch drei Einfrier und Auftau Zyklen
lysiert. Im Anschluss einer zehnminiitigen Zentrifugation bei 500 x g und 4°C wurde der
abgenommene Uberstand zur Infektion neuer 293 Zellen (1,5 x 10° Zellen in T25-Zellkulturflaschen,
(2% FCS (v/v)) eingesetzt. Nach 60 Stunden wurden die Zellen nach oben beschriebener Prozedur



Material und Methoden 100

geerntet und der virushaltige Uberstand fiir weitere Infektionszyklen bis zum Eintritt eines
cytopathischen Effekts (CPE) verwendet. Der CPE beinhaltet die morphologische Verdnderung
(Zellabrundung) und den Verlust der Adhisionsfahigkeit adenoviral infizierter Zellen. AnschlieBend
erfolgte die Préparation rekombinanter Adenoviren im grof3eren Malistab.

5.6.4 Vermehrung und Priparation von Adenoviren

Permissive 293 Zellen wurden in T75 Zellkulturflachen bei einer Konfluenz von 80-90% mit einer
MOI (multiplicity of infection) von 10 infiziert und bei 37°C und 5% CO, kultiviert. Mit der MOI wird
das zahlenmiBige Verhiltnis der infektiosen Partikel pro Zielzelle beschrieben. Der geeignete
Erntezeitpunkt der infizierten Zellen konnte aufgrund des einsetzenden cytopathischen Effekts nach
48-60 Stunden Inkubation gewéhlt werden.

Fiir eine hohe Ausbeute an infektiosen Viruspartikel wurden 293 Zellen auf mindestens 20
Zellkulturflaschen ausgesét und in 2%-igem DMEM-Medium infiziert. Nach Einsetzen des CPE
wurden die abgelosten Zellen in 50 ml Reaktionsgefdfie iliberfiihrt und bei 500 x g fiir 5 Minuten
zentrifugiert. Nach Verwerfen der Uberstinde wurden alle Zellpellets in 6 ml Dialysepuffer
aufgenommen und resuspendiert. Um die viralen Partikel vollstindig aus den Zellen zu isolieren
wurde die Zellsuspension dreimal in fliissigem Stickstoff tiefgefroren, wieder aufgetaut und kraftig
gevortext. Nach anschlieBender Zentrifugation der Suspension (2000 x g, 4°C, 10 Minuten) wurde der
Uberstand vorsichtig in ein neues Reaktionsgefif iiberfiihrt, wobei das Pellet nach Zugabe von 2 ml
Dialysepuffer erneut sedimentiert wurde. Nach dem Vereinen des Uberstandes mit dem Uberstand der
ersten Zentrifugation erfolgte die Anreicherung und Aufreinigung der Adenovirusprdparation auf
einem Céasiumchlorid Stufengradienten. Dazu wurde in einem Zentrifugenréhrchen aus Polypropylen
(Fa. Beckmann) fiir den Rotor SW32 der Gradient aus jeweils 3,5 ml CsCl, der Dichten 1,4 g/ml und
1,2 g/ml aufgebaut und anschlieBend mit der 7 ml Virussuspension vorsichtig beschichtet. Die
Ultrazentrifugation (Rotor SW32, Fa. Beckmann) erfolgte fiir 4 Stunden bei 27000 rpm und 4°C. Im
Anschluss konnte die angereicherte Virusbande mittels einer feinen Kaniile (& 0,8 mm, Fa. Braun)
durch seitliches Einstechen in das Rohrchen aus dem CsCl, Gradienten gezogen werden. Die
Viruslosung wurde mit 1 Volumen 2 x Lagerungspuffer vermischt und bei -20°C gelagert. Zur
Nutzung im Tierversuch wurde die Viruslésung zum Entfernen des Lagerungspuffers und des
Césiumchlorids in einer Dialysekassette gegen physiologischen Puffer dialysiert und anschlieBend bei
-80°C kurzfristig gelagert.

Der Gehalt an viralen Partikeln wurde durch die photometrische Bestimmung der OD bei 260 nm
einer 1:20 Verdiinnung in 0,1 % SDS ermittelt. Eine ODag von 1 entspricht 10'? viralen Partikeln pro
ml. Die Konzentration an infektidsen Partikeln (pfu) pro Volumeneinheit stellt das MafB fiir die
Infektiositit einer Viruspraparation dar und kann durch eine Infektionsquantifizierung (Rapid Titer)
bestimmt werden.

5.6.5 Bestimmung des Titers infektioser Adenoviren

Da durch die Bestimmung der optischen Dichte lediglich die Gesamtzahl der Viruspartikel ermittelt
werden kann, wurde die tatsdchliche Infektiositit der adenoviralen Partikel mit Hilfe des Adeno-X
Rapid Titer Kit (Fa. Clonetech) quantifiziert. Diese Titerbestimmung basiert auf der
immuncytometrischen Farbung des adenoviralen Hexonproteins in infizierten Einzelzellen.

Dazu wurden am Vortag permissive 293 Zellen in eine 24 well Platte (1,7 x 10° Zellen pro well)
ausgesit und mit einer Verdiinnungsreihe von 107 bis 10* der Adenoviruspriparation infiziert. Nach
42-48 Stunden wurde der infizierte Zellrasen vorsichtig gewaschen (500 ul PBS), fiir kurze Zeit an der
Luft getrocknet und danach mit Ethanol bei -20°C fixiert. Im Anschluss erfolgte die Farbung einzelner
Infektionsereignisse nach Herstellerprotokoll. Angefarbt wurden die wells, die zwei logarithmische
Verdiinnungsstufen hoher lagen als das well mit mikroskopisch erkennbarem cytopathischen Effekt.
Die Berechnung des infektiosen Titers erfolgte anhand der Zéhlung gefarbter Einzelzellen im
Lichtmikroskop bei definierter Vergroferung nach folgender Formel:
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pfu:  infektiose Partikel
Vf: Verdiinnungsfaktor
V- Vol Vol:  eingesetztes Virusvolumen
X: Mittelwert gefarbter Zellen im Sichtfeld
Y: Faktor fiir die Anzahl der Sichtfelder fiir ein well
bei definierter Vergroflerung 10x =79
20x =331

XY
pfu/ml =

5.7 Tierexperimentelle Methoden

Verwendet wurden weibliche, spezifisch pathogenfreie Mause der Inzuchtstimme NMRI nu/nu und
C57/BL6 im Alter von 5-8 Wochen, die aus der Tierzucht des zentralen Tierlabors der Medizinischen
Hochschule Hannover oder von der Firma Charles River bezogen wurden. Die Miuse wurden in
Gruppen von bis zu sechs Tieren in durchsichtigen Polycarbonat-Kifigen (Fa. Makrolon) des Typs 11
auf staubfreiem Weichholzgranulat unter folgenden Bedingungen gehalten: Raumtemperatur 22 +/-
2°C, relative Luftfeuchtigkeit 55+/- 5 %, Belichtung 07.00 bis 18.00 MEZ, kontinuierliche Fiitterung
mit einer pelletierten, autoklavierten Alleindidt (Fa. Altromin, Gesamtprotein 19 %, Fett 4 %, N-freie
Extraktstoffe 50,5 %. Steriles Leitungswasser wurde tiber Triankflaschen zugefiihrt. Die Tiere wurden
hinter einer Infektionsbarriere gehalten und monatlich auf Erregerfreiheit entsprechend der GV-
SOLAS-Liste getestet.

Fiir die Auswertung nach Versuchende oder zur Gewinnung primérer Zellen wurden die Tiere durch
COs-Inhalation und nachfolgendem Genickbruch getdtet. Nach der Totung wurde den Miusen
gegebenenfalls zur Serumanalyse das Blut aus dem Herzen abgenommen.

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Tierversuche und Toétungen zur Isolierung primérer
Zellen erfolgten gemif dem Tierversuchsantrag 08/1578 und der Anzeige §04/86.

5.7.1 Tumoretablierung

Zur Etablierung von Lungenkolonien des kleinzelligen Lungenkarzinoms wurden 5 x 10° CMT64
Zellen intravends in eine der Kollateralvenen des Mausschwanzes injiziert. Die vereinzelten Zellen
wurden in einer Infusionsldsung (0,9% NaCl) oder in serumfreien DMEM-Medium aufgenommen und
in einem Volumen von 150 pl pro Maus mit Hilfe einer 27 G Injektions-Kaniile appliziert.

Die Etablierung solider Tumore der Zelllinien CMT64, H146 und TE671 erfolgte durch eine
subkutane Inokulation von 10" Zellen in die Flanke der Maus. Die Zellen wurden in serumfreien
DMEM-Medium in 50 pl Endvolumen aufgenommen und mit einer 24 G Injektionskaniile
verabreicht. Dazu wurden die Tiere durch eine kurze Inhalationsnarkose mit Isofluran anésthesiert.
Die Miuse wurden 15 Tage nach der intravendsen Applikation der Tumorzellen bzw. bei Erreichen
eines Tumordurchmessers von 0,4-0,6 cm therapeutisch behandelt oder auf eine gezielte adenovirale
Infektion des Tumorgewebes untersucht. Nach der Zellapplikation wurden die Tiere téglich beobachtet
und bei Anzeichen von {ibermiBiger Belastung und Schmerzen getotet.

5.7.2 Dendritische Zellvakzinierung

Im Rahmen der therapeutischen Behandlung von Lungenkolonien des kleinzelligen Lungenkarzinoms
und solider subkutaner Tumore erfolgte drei Tage nach Verabreichung onkolytischer Adenoviren eine
Applikation mit dendritischen Zellen. Zur therapeutischen Vakzinierung wurden 5 x 10> aktivierte und
mit Antigen Peptid oder Lysat von Tumorzellen beladene dendritische Zellen in den Bereich zwischen
Tumor und inguinalen Lymphknoten subkutan appliziert. Als eine zweite Moglichkeit der
Vakzinierung wurde die intravendse Injektion der vorbehandelten dendritischen Zellen in einer
Zellzahl von 1-2 x 10° in die Schwanzvene eingesetzt.
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5.7.3 Applikation onkolytischer Adenoviren

Zur therapeutischen Behandlung und zur Untersuchung der gezielten Infektion von Tumorzellen
(transduktionelles Retargeting) erfolgte die Applikation der rekombinanten Adenoviren je nach
Versuchsaufbau intratumoral oder intravenods iiber die Schwanzvene. Die viralen Partikel wurden
intratumoral in einer Dosis von 0,5 x 10° pfu/g Korpergewicht und in einem Injektionsvolumen von 50
ul verabreicht. Zum spezifischen Retargeting polysialylierter Oberflichen auf Tumorzellen wurden
onkolytische Adenoviren mit bispezifischen Fusionsproteinen beschichtet. Dazu wurden 5-8 x 10°
infektiose Partikel mit 100 pl Eluat des aufgereinigten, bispezifischen Adapterproteins CARsc-pSia
vermischt und bei 4°C unter leichtem Schiitteln fiir eine Stunde inkubiert. Zur systemischen
Applikation wurden die behandelten Adenoviren mit serumfreien DMEM Medium auf ein Volumen
von 100 pl eingestellt und intravends in die Kollateralvene injiziert. Fiir die Virusgabe wurde in
beiden Féllen 27 G Injektionskaniilen verwendet.

Da nach einer systemischen Applikation bis zu 90% der Adenoviren innerhalb des Lebergewebes von
Kupfter-Zellen abgefangen und zerstdrt werden kdnnen, wurden in einigen Tierversuchen vor der
Virusgabe die Kupffer-Zellen depletiert. Eine transiente Depletion der Kupffer-Zellen und anderer
Makrophagen wurden durch eine intravendse Gabe von Gadoliniumchlorid (GdCl;) erreicht. GdCls
wurde in H,O aufgelost und in einer Konzentration von 10 mg/kg Korpergewicht und einem
Injektionsvolumen von 100 pl ungefahr 30 Stunden vor der Virusgabe intravends verabreicht.

5.7.4 Invivo Imaging

Das Beschichten adenoviraler Partikel mit dem bispezifischen Adapter CARsc-pSia fiihrt zu einem
gerichteten Tropismus der Viren zu polysialyliertem Tumorgewebe und Lungenkolonien. Dieses
transduktionale Retargeting der Adenoviren zu Tumorzellen konnte nach systemischer Applikation
des Luciferase exprimierenden Adenovirus hTERT-AdLuc durch Darstellung der Biolumineszenz in
einem optischen Imaging-System untersucht werden.

Die Quantifizierung der in vivo Luciferaseaktivitdt erfolgte 48-72 Stundennach systemischer Infektion
der Tiere mit CARsc-pSia beschichtetem, onkolytischen Adenovirus hTERT-AdLuc. Die Messung der
Maiuse oder entnommener Gewebe (Lunge, Leber, subkutaner Tumor) wurde mit dem Gerédt Xenogen
IVIS-200 Optical Imaging System durchgefiihrt. Dazu wurden die Mause durch eine intraperitoneale
Gabe von Ketamin/Rompun (450 pl Ketamin 100 mg/ml, 50 pul Rompun 2% ad 5 ml mit isotonischer
NaCl Loésung) mit D-Luciferin Natriumsalz (585 pg pro Maus) im Gesamtvolumen von 300 pl
narkotisiert. Die Tiere wurden 10 Minuten nach der Narkose in die IVIS Messkammer gelegt, wo die
Photonenemission fiir 30 Sekunden bis maximal 2 Minuten quantifiziert wurde. Die Auswertung und
Bildbearbeitung der in vivo Luciferaseaktivitit wurde mit Hilfe der Software Living Image 3D™
durchgefiihrt.

5.8 Statistische Auswertung

Die statistische Signifikanz wurde in dieser Arbeit mittels Logrank Test und parametric,

unpaired t-Test mit der Software GraphPad Prism berechnet.
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7 Anhang

7.1 Abkiirzungsverzeichnis

Abb. Abbildung

Ad Adenovirus

ALT Alanin Transaminase

AST Aspartat Transaminase

APS Ammoniumpersulfat

ATCC american tissue culture company

ATP Adenosintriphosphat

3-gal 3-Galaktosidase

BSA Bovines Serum Albumin

bp Basenpaare

bzw. beziehungsweise

CO, Kohlenstoffdioxid

CMV Cytomegalo-Virus

DNA Desoxyribonukleinsiure

DMEM Dulbecco’s modified eagle medium
dNTPs Desoxyribonukleotide (dATP, dGTP, dTTP, dCTP)
DTT Dithiothreitol

E. coli Escherichia coli

EDTA Ethylendiamin-N,N,N",N"-tetraacetat
FACS fluorescence activated cell sorting (Durchflusszytometrie)
Fa. Firma

FCS fotales Kélberserum

FU Fluoruracil

g (x-fach) Erdbeschleunigung

-g Gramm

GdCl; Gadoliniumchlorid

h Stunde(n)

H,O Wasser

hTERT human telomerase reverse transcriptase
HSV-tk Herpes Simplex Virus Thymidin-Kinase

IL Interleukin
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V.
IRES
kb
kDa
LacZ
Luc
LB

max.

PBS
PCR

s.c.

SDS
TAE

TE
TEMED

Tris

intravends

internal ribosome entry site

Kilobasen

Kilodalton

B3-Galaktosidase

Luciferase

Luria-Broth

maximal

Molar

multiple cloning site

multiplicity of infection (Anzahl infektioser Partikel/Zielzelle)
Milli

Millimeter

Nano

Natriumchlorid

Optische Dichte
Polyacrylamidgelelektrophorese

plasmid Bluescript

Phosphatgepufferte Salzlosung (phosphate buffered saline)
Polymerasekettenreaktion

plaque forming units

negativ dekadischer Logarithmus der H'-Ionenkonzentration
Mikro

Ribonukleinsédure

Ribonuklease A

relative light units

Umdrehungen pro Minute (rotations per minute)
Raumtemperatur

subkutan
sodiumdodecylsulfate/Natriumdodecylsulfat
Tris/Acetat/EDTA-Puffer

Tris/EDTA-Puffer
N,N,N’,N’-Tetramethylendiamin
2-Amino-2,2-hydroxymethylpropan-1,3-diol
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U units (Einheiten)

uv ultraviolett

v/v Volumen pro Volumen

Vol. Volumen

w/v Gewicht pro Volumen (weight per volume)

wt Wildtypisch
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