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1. Einleitung

1.1. Allgemeines zu Tumorerkrankungen

Malignomerkrankungen stellen nach kardiovaskularen Erkrankungen die
zweithaufigste Todesursache in den westlichen Industrielandern dar. Es ist bekannt,
dass Tumoren als Folge einer Anhaufung von genetischen Veranderungen
entstehen, die in einem zellularen Phanotyp resultieren, der sich unter anderem
durch unkontrolliertes Wachstum und reduzierte Apoptose charakterisieren lasst
(Diep, Teixeira et al. 2004; Kleivi, Lind et al. 2007). Das bedeutet, dass es durch
Fehlregulationen der zellularen Funktionen zu Neoplasien kommt, die sowohl
benigne als auch maligne sein konnen. Diese Neoplasie meint damit eine autonome
Zellteilung, die von Regulations- und Regenerationsmechanismen des Korpers
abgekoppelt ist (Lopez-Saez, de la Torre et al. 1998). Entscheidend fur ein benignes
oder malignes Verhalten ist dabei die Metastatsierungsfahigkeit, aber auch Kriterien
wie Veranderungen und Differenzierungsgrad der Zellen werden bei der Beurteilung
der Dignitat berlcksichtigt. Die Entstehung von Tumoren, die auch als
Kanzerogenese oder Karzinogenese bezeichnet wird, kann durch verschiedenste
pradisponierend wirkende Faktoren beeinflusst werden. Dazu gehéren v.a. familiare
Disposition, chemische Kanzerogene, Strahleneinwirkung, Lebensalter und
Ernahrungsgewohnheiten (Scapa and Eshchar 1985; Brambilla and Martelli 2007;
Reed, Karres et al. 2007).

1.2. Der Vorgang der Apoptose

Bei vielzelligen Organismen spielt der Zelluntergang neben den Prozessen der
Zellteilung und Zelldifferenzierung eine essentielle Bedeutung fur die
Aufrechterhaltung der Homodostase des gesamten Organismus. So kommt es infolge
schwerer Zellschadigung auf physiologischem Wege zum Zelluntergang. Dieser
Zelltod ist in vielen Fallen nekrotisch und durch eine irreversible Dysfunktion der
Mitochondrien gekennzeichnet, deren Energiereserven ausgeschopft sind.
Nekrotische Zellen konnen sowohl die Regulation des osmotischen Drucks als auch

die Zellhomoostase nicht mehr aufrecht erhalten, was das Anschwellen der Zellen
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(Oncose) und die Zerstérung der Plasmamembran zur Folge hat (Cohen 1993). Die
dabei in den extrazellularen Raum freigesetzten zytosolischen Enzyme flihren dabei
in den angrenzenden Geweben zu entzindlichen Prozessen, die wiederum den
Zelluntergang beschleunigen (Raffray and Cohen 1997). Somit verursacht der
nekrotische Zelltod relativ groRe irreversible Gewebeveranderungen. Auf der
anderen Seite verfugt der Organismus Uber einen Mechanismus, der geschadigte,
veraltete oder transformierte Zellen ,geregelt, eliminieren kann. Dieser genetisch
codierte, so genannte ,programmierte“ Zelltod (Lockshin and Williams 1965; Kerr,
Wyllie et al. 1972) wird auch als Apoptose bezeichnet und ist nicht von einer
entzindlichen Reaktion des umgebenen Gewebes gekennzeichnet. In einem
gesunden Organismus treten wahrend der Zellteilung- und Differenzierung standig
spontane Mutationen der DNA auf, die aber nicht zwangslaufig zur Elimination dieser
Zellen fuhren muss, da der Korper Uber verschiedenste  DNA-
Reparaturmechanismen verflugt und bestimmte DNA-Defekte rlckgangig machen
kann (Capp, Boudsocq et al. 2006; Casali, Pal et al. 2006). Zu einem der wichtigsten
Tumorsuppressorgenen zahlt das p53-Gen, das Schaden im Genom einer Zelle
erkennt, die Zelle anschlielRend in der G1-Phase des Zellzykluses arretiert und
verschiedenste DNA-Reperaturmechanismen aktiviert (Shu, Li et al. 2006; Sykes,
Mellert et al. 2006). Sobald aber in einer Zelle irreversible genetische Defekte in der
DNA auftreten, kommt es in einem gesunden Organismus zur Eliminierung dieser
Zelle durch die Uber das p53 eingeleitete Apoptose (Nio, Dong et al. 1998; Golstein
and Kroemer 2006; Lai, Chi et al. 2006). Zu derartigen irreversiblen Schaden
gehoren besonders Defekte in Genen, die den Zellzyklus regulieren, wie z.B. die cdc-
Gene (cell devision cycle), da diese fur die normale Zellproliferation bendtigt werden
(Reid and Hartwell 1977; Hartwell 1980; Weinert and Hartwell 1993; Nurse, Masui et
al. 1998). Das Sterben der Zelle beginnt mit einer Schrumpfung des Zellkerns, relativ
spat kommt es zum Zerfall der Plasmamembran in viele Vesikel und so zur
Auflosung der Zelle (Kivinen, Kallajoki et al. 2005; Golstein and Kroemer 2006). Die
DNA der betroffenen Zellen wird rasch abgebaut und bildet haufig Bruchstlcke, die
den Nucleosomen-assoziierten DNA-Teilen entsprechen. Im Verlauf der Apoptose
bleibt die Membranintegritat erhalten, sodass keine Entziindungsreaktion stattfinden
kann. Dies geschieht dadurch, dass sich Membranvesikel, die Fragmente der Zelle
enthalten, exozytotisch von der Plasmamembran abschnuren. Diese so genannten

apoptotischen Korperchen (apoptotic bodies) erlauben es Nachbarzellen bzw.
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Makrophagen, die Uberreste der sterbenden Zelle aufzunehmen und zu verwerten,
ohne dass zytosolische Bestandteile in den extrazellularen Raum austreten konnen
(Sasaki, Iwatsuki et al. 1995; Nishikawa and Sasaki 1996). Biochemisch ist die
Apoptose ein induzierbarer, energieabhangiger Vorgang mit gesteigerter RNA- und
Proteinbiosynthese (Antonsson, Montessuit et al. 2001), was sie klar von der
Zellnekrose unterscheidbar macht. Jede Zelle hat abhangig von ihrem Zelltyp und
den proapoptotischen  Stimuli zwei unterschiedliche Maglichkeiten, den
Apoptosemechanismus einzuleiten. Auf der einen Seite kann sie den Zelluntergang
durch die Freisetzung Apoptose-auslosender Faktoren aus den Mitochondrien
(mitochondrialer Weg), auf der anderen Seite durch die Aktivierung von
Oberflachenrezeptoren der Zelle (Rezeptor-Weg) (Hengartner 2000) initiieren. Im
Folgenden erfolgt die Beschreibung dieser beiden Apoptosewege, die auch als

intrinsischer und extrinsischer Signalweg bezeichnet werden.

1.2.1. Der ,Todesrezeptorweg”“ (extrinsischer Signalweg)

Die Rezeptor vermittelte Signaltransduktion der Apoptose wird durch so genannte
Todes- (death) Rezeptoren ausgeldst, die zur Familie der Tumor-Nekrose-Faktor
(TNF)- und Nervenwachstums-Faktor (NFG)-Rezeptor-Superfamilie gehoren
(Schulze-Osthoff, Ferrari et al. 1998). Beispiele hierfur sind TNF-a und FasL/CD95L
(Walczak and Krammer 2000), die als Liganden die Todesrezeptoren auf der
Zelloberflache binden. Gegenwartig sind sechs verschiedene Todesrezeptoren
bekannt, zu denen die Rezeptoren TNF-R1 (CD120a/p55), Fas (CD95/Apo-1) oder
LARD (Apo-3) gehoren (Walczak and Krammer 2000). Dabei zahlt der Apoptoseweg,
der Uber den Fas-Rezeptor eingeleitet wird, zu den wohl am besten untersuchten
Signaltransduktionswegen (ltoh, Yonehara et al. 1991). Im Falle dieses Fas-
Rezeptors verursacht das Binden seines trimeren Liganden FasL (Rensing-Ehl, Frei
et al. 1995) die Oligomerisierung des Fas-Rezeptors und die damit verbundene
Bildung eines aktiven Signalkomplexes (death-inducing signaling complex, DISC) (Ni,
Tomita et al. 1994; Kosai, Matsumoto et al. 1998). Der daraus resultierende
trimerisierte Rezeptor vermittelt Uber homologe Bindung an seine nach
zytoplasmatisch gerichtete Todesdomane (,death-domain“ = DD) eine enzymatische
Bindung nicht aktiver Adapterproteine wie FADD (Fas-associated death domain)

(Chinnaiyan, O'Rourke et al. 1995). Dieses Adapterprotein FADD kann nun
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seinerseits Uber seine ,Death-Effector-Domain“ (DED) (Boldin, Goncharov et al.
1996; Muzio, Chinnaiyan et al. 1996) mit der DED-Domane der Initiator-Procaspase-
8 interagieren und infolgedessen deren Autoproteolyse und damit Aktivierung dieser
Caspase initiieren (Takahashi and Earnshaw 1996). Die Caspasen (cystein aspartat-
specific protease) gehdren zur Gruppe der Cysteinproteasen (Gaur and Aggarwal
2003; Croft, Coleman et al. 2005), die Proteine spezifisch nach einem Aspartatrest
spalten, selbst in einer Kaskade aktiviert werden und schlieRlich Gber die Aktivierung
der DNAsen zur Degradation der chromosomalen DNA und somit zur Apoptose der
Zelle fuhren (Nicholson, Ali et al. 1995; Gumucio, Diaz et al. 2002; Tomioka,
2002). aktiviert fiuhrt die
Proteolysereaktionen zu einer kaskadenartigen Aktivierung (Gaur and Aggarwal

Sameshima et al. Einmal Caspase-8 durch
2003; Croft, Coleman et al. 2005) weiterer Caspasen wie Caspase-3, -6 und -7
(Nicholson, Ali et al. 1995; Tewari, Quan et al. 1995). Dadurch erfolgt eine
Vervielfaltigung des ,Todessignals“ und es kommt infolgedessen zu den klassischen
oben erwahnten apoptotischen Zellveranderungen, die schliellich zum Tod der Zelle
fuhren (Golstein and Kroemer 2006). Eine Kontrolle dieser Caspasen erfolgt
intrazellular Uber inhibitorische Proteine wie die IAPs (=Inhibitor apoptotischer

Proteine), die die Caspasen im Zytosol blockieren kdnnen (Borner 2003).

Zelltod-Rezeptor
Signal

Zelltod Abbildung 1:

Ligand

Zelltod-
Rezeptor

Aktivierung des Death-Rezeptor

vermittelten Apoptosewegs

Die Aktivierung von Death-Rezeptoren fihrt zur Bildung eines DISC.
Im Fall des CD95/Fas Rezeptors fiihrt die Bindung des trimeren Fas
Liganden an ein Rezeptor-Trimer zur DISC-Bildung: das FADD
Adapterprotein wird Uber die Death-Domanen in CD95 und FADD
3} rekrutiert. Dies stimuliert die Bindung von Pro-Caspase-8 (C8) Uber

FADD pro-C8

aktives Caspase-8
Heterotetramer

‘ Apoptose-Exekution ‘

die Death-Effektor Domane (DED) in pro-C8, wodurch die Aktivierung
von pro-C8 zur aktiven C8 induziert wird.

DD: Death Domane, DED: Death Effektor-Domane, DISC: Death-
Inducing Signaling Complex, FADD: Fas-assoziierte Death Domane.
nach (Knight 2006)
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1.2.2. Der mitochondriale Apoptoseweg (intrinsischer Signalweg)

Im Gegensatz zur Rezeptor-vermittelten Apoptose wird der intrinsiche
Signaltransduktionsweg uber die Mitochondrien (Pinkoski, Waterhouse et al. 2006)
ausgelost und tritt dabei als Reaktion auf den extrinsischen Apoptoseweg auf
(Chauhan, Pandey et al. 1997; Schulze-Osthoff, Ferrari et al. 1998). Dieser
Signalweg wird auf der einen Seite direkt von apoptotischen Stimuli wie y-Strahlung,
Chemotherapeutika, Viren, Bakterien, die Wegnahme von Zytokinen oder
Wachstumsfaktoren oder die Ablésung von der extrazellularen Matrix ausgeldst und
auf der anderen Seite durch Stimuli des extrinsichen Signalwegs, bei denen die
Bildung des DISC und die Aktivierung der Procaspase-8 nicht ausreichend fur eine
Aktivierung der Caspasenkaskade ist. Aus diesem Grund wird das Apoptosesignal
intrazellular dber die Mitochondrien verstarkt. Dies geschieht durch die proteolytische
Spaltung des zur bcl-2-Familie (Reed 1998) gehdrenden pro-apoptotisch wirksamen
Bid-Proteins (bcl-2 interacting domain death agonist) in das tBid (truncated Bid) Uber
das der extrinsische und der intrinsische Apoptosesignalweg miteinander verbunden
sind (Shulga and Pastorino 2006; Ward, Rehm et al. 2006). Bei der direkten Initiation
des Apoptosesignalwegs durch zellulare Stresssituationen wie z.B. nach Schadigung
der chromosomalen DNA oder Hypoxie spielt das Tumorsuppressorgen p53 eine
entscheidende Rolle. Dieses p53-Gen wird der Klasse der Tumor-Suppressor-
Proteine zugerechnet, da man beobachtet hat, dass Mutationen in seinem Gen bei
Mausen zu vielfaltigen Tumoren fuhren konnen (Sherr, Bertwistle et al. 2005; Zhu,
Hoti et al. 2006). Das p53 kann als Transkriptionsfaktor die Expression von sowohl
pro-apoptotisch wirkenden Proteinen, wie z.B. bax (Oltvai, Milliman et al. 1993) , bak
(Farrow, White et al. 1995), bok (Hsu, Kaipia et al. 1997) und bid, als auch anti-
apoptotisch (z.B. bcl-2, bclx ) wirkender Proteine regulieren, die alle zur Familie der
bcl-2-Proteine zahlen (Reed 1998). So aktiviert p53 auf der einen Seite die
Expression des pro-apoptotischen bcl-2-Homologans bax (bcl-assocaited X protein)
(Oltvai, Milliman et al. 1993), bak und bok und verhindert auf der anderen Seite die
Transkription des Apoptose-inhibierenden bcl-2 (Miyashita, Krajewski et al. 1994;
Miyashita and Reed 1995). Bcl-2 oder bcl-x. verhindern die Apoptose durch direkte
Wirkung auf die Mitochondrien, indem sie zum einen mittels des Cytochrom c die
Aktivierung von Caspasen inhibieren (Kluck, Bossy-Wetzel et al. 1997; Yang, Liu et

al. 1997) und zum anderen das Freisetzen weiterer pro-apoptotisch wirksamen
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Proteine, wie z.B. das AIF (apoptosis inducing factor) (Susin, Zamzami et al. 1996;
Krajewski, Krajewska et al. 1999) verhindern. Zusatzlich konnte gezeigt werden, dass
diese Proteine das fur die Integritat der Mitochondrien verantwortliche
Transmembranpotential Ay, (Shimizu, Eguchi et al. 1996) stabilisieren und den
Einbau der mitochondrialen ,permeability transition pore* (mtPTP) (Marzo, Brenner et
al. 1998) verhindern kénnen. Wird aber nun die Expression des pro-apoptotischen
Proteins bax mittels p53 aktiviert, transloziert dieses an die Mitochondrien,
oligomerisiert und lagert sich in die au3ere Mitochondrienwand ein (Gross, Jockel et
al. 1998). Infolgedessen wird Cytochrom c freigesetzt (Jurgensmeier, Xie et al. 1998)
und das Transmembranpotential Ay, geht verloren das unter physiologischen
Bedingungen durch den Elektronentransport der Atmungskette Uber die innere
Mitochondrienmembran aufrechterhalten wird und obligat fur die Bildung von ATP
durch oxidative Phosphorylierung ist. Diese Permeabilitatstransition (mitochondrial
permeability transition, MPT) wird durch das Offnen oben bereits erwéahnter
Megaporen (PTP) verursacht (Zoratti and Szabo 1995; Crompton 1999). Dieser
durch bax vermittelte Vorgang ist unabhangig von der Wirkung von Caspasen und
kann alleine den Zelltod auslésen. Wobei im Gegensatz dazu das oben erwahnte
pro-apoptotisch wirkende Bid sowohl flr seine eigene Aktivierung zum tBid als auch
fur die Weiterleitung des Apoptose-Signals zu den Mitochondrien fir die folgende
Freisetzung von Cytochrom c eine proteolytische Spaltung durch die Caspase-8
bendtigt (Luo, Budihardjo et al. 1998; Desagher, Osen-Sand et al. 1999; Shimizu and
Tsujimoto 2000). Cytochrom c induziert nach Bindung an das C-terminale Ende von
Apaf-1 (apoptotic protease-activating factor) (Zou, Henzel et al. 1997) unter
Verbrauch von ATP die Oligomerisierung von Apaf-1. Dieses bindet und aktiviert als
Adapterprotein uUber eine caspase recruitment domain (CARD-Motiv) die
Initiatorcaspase-9 und erzeugt hiermit eine allosterische Verstarkung (Rodriguez and
Lazebnik 1999) von dessen Funktion (Hu, Benedict et al. 1999). Der nun
entstandene Multiproteinkomplex aus Cytochrom c, Apaf-1 und Procaspase-9, der
auch als Apoptosom bezeichnet wird, kann nun durch eine Apaf-1-induzierte
Proteinkonformationsanderung die Caspase-9 aktivieren, ohne dass eine weitere
proteolytische Prozessierung dieser Caspase notwendig ist (Stennicke, Deveraux et
al. 1999). So kann die aktivierte Caspase-9 ahnlich der im Todesrezeptor-
Apoptoseweg agierenden Caspase-8 die Effektor-Caspasen-3 und -7 binden und

proteolytisch aktivieren (Rodriguez and Lazebnik 1999). Mit Aktivierung dieser
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Affektor-Caspasen wird die Exekutionsphase der Apoptose eingeleitet, die eine DNA-
Fragmentierung, Zerstérung der Kernstruktur (Laminin) und Abbau von Kinasen,
Transkriptionsfaktoren und Matrixproteinen zur Folge hat. Nach diesem
energieabhangigen Zellabbau werden die Bruchsticke von benachbarten
Makrophagen aufgenommen und es kann so verhindert werden, dass der
Organismus auf die Zerstérung der Zelle mit einer Entziindungsreaktion bzw. einer
Antikorperbildung und damit mit einer Systemantwort reagiert. Zusatzlich sollte
erwahnt werden, dass wahrend der Exekutionsphase auch die aullere
Mitochondrienmembran perforiert wird und dadurch das Protein Smac/Diablo
freigesetzt, das IAPs (inhibitors of apoptosis) neutralisiert und dadurch verhindert,
dass die Todeskaskade zu einem spateren Zeitpunkt noch gestoppt werden kann
(Rodriguez and Lazebnik 1999). Diese anti-apoptotisch wirkenden IAPs sind die
bisher einzig bekannten physiologischen Caspaseninhibitoren (Richter and Duckett
2000), deren Expression in vielen Tumorzelllinien hoch reguliert ist. Dadurch werden
Apoptosedefizienz und Chemotherapieresistenz beglnstigt. Zusatzlich konnte man
beobachten, dass auch der Verlust der bax-Expression in den meisten Tumoren mit
der Resistenz gegen zytotoxische Therapiemodalitaten verbunden ist (Sturm, Kohne
et al. 1999).

Zusammenfassend kann man sagen, dass die inhibitorische Regulation des
mitochondrialen Apoptosewegs Uberwiegend unter der Kontrolle von bcl-2 (B cell
lymphoma gene 2), bcl-x. (lange Spleissvariante des Bcl-x Proteins) und anderen
apoptose-hemmenden Mitgliedern der bcl-2-Genfamilie erfolgt (Adams and Cory
1998; Lin, Yang et al. 1999; Willis, Day et al. 2003). Die Initiation und Aktivierung
dieses uber das Mitochondrium ablaufenden pro-apoptotischen Signalweges erfolgt
vorwiegend mittels der Proteine der bax-Familie. Daher bestimmt die relative
Konzentration an bcl-2 und bax, ob eine Zelle in den Vorgang des programmierten
Zelltodes ubergeht, oder nicht (Willis, Day et al. 2003).
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Abbildung 2: Der mitochondriale Weg der Apoptose

Der mitochondriale Apoptose-Signalweg kann dber die Aktivierung von p53,
z.B. nach DNA-Schadigung, aktiviert werden. Uber bax wird die Freisetzung
von Cytochrom c¢ induziert. Dies fuhrt zur Aktivierung des APAF-1
Adapterproteins, wodurch die Rekrutierung von pro-C9 in den Komplex
ausgelost wird. Pro-C9 wird autokatalytisch aktiviert und die Effektor-
Caspase-Signalkaskade aktiviert.

nach (Knight 2006)

1.3. Die Bedeutung der Gentherapie bei der Behandlung von

Tumoren

Karzinome entstehen durch eine Ansammlung genetischer Alterationen, die die
Biologie von Zellen verandert. Neben dem Wachstumsverhalten und der Fahigkeit
Metastasen zu bilden, ist die Resistenz gegen Zellstress eines der Hauptmerkmale
maligner Erkrankungen. Die mangelnde Moglichkeit auf Signale mit Apoptose zu
reagieren, hat im Zusammenhang mit malignen Erkrankungen zweimal
entscheidende Bedeutung. Zum einem gibt eine reduzierte Apoptosefahigkeit der
Zelle Zeit, um weitere genetische Alterationen anzusammeln. Zum anderen stellt sie
ein Hindernis bei der Therapie von Karzinomen dar. Durch den Uberlebensvorteil von
Tumorzellen gegenuber dem umliegenden Gewebe sind zelltodinduzierende
Therapieformen zum Scheitern verurteilt, solange sie keinen spezifischen Nachteil fir

die Tumorzellen beinhalten. Es ist daher flr eine erfolgversprechende Therapieform
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entscheidend, dal} sie sich durch eine gewisse Spezifitat fur den Tumor auszeichnet.
Desweiteren sollten therapeutische Interventionen die genetische Alteration
bertcksichtigen. So haben z.B. Patienten mit p53-Mutationen nach Bestrahlung, die
in der Regel via p53 die Apoptose induziert, eine schlechtere Prognose (Lowe 1997).
Eine therapeutische Intervention muss also zum einen spezifisch fir Tumorzellen
sein und zum anderen genetische Veranderungen, die das Absterben der Zellen
verhindern, umgehen. In normalem zellularen Gewebe besteht zwischen Wachstum
und Differenzierung einerseits und dem programmierten Zelltod (Apoptose)
andererseits ein FlieRgleichgewicht, d.h. die Anzahl der neu produzierten Zellen
entspricht genau der der abgebauten Zellen (Knight 2006). Stérungen dieses
FlieRgleichgewichtes kdnnen dazu fuhren, dass die durch eine erhohte Mitoserate zu
viel produzierten Zellen sich teilweise oder vollstandig der Regulationsmechanismen
entziehen und als Folge Tumore entstehen (Sherr, Bertwistle et al. 2005). Zu einer
derartigen Transformation einer normalen in eine maligne Zelle reicht meist nicht
eine Mutation aus, sondern es mussen mehrere genetische Veranderungen
zusammen kommen. Neben dem Wachstumsverhalten und der Fahigkeit Metastasen
zu bilden, ist die Resistenz gegen Zellstress eines der Hauptmerkmale maligner
Erkrankungen.

Aus diesem Grund ist es sinnvoll therapeutische Strategien zu entwickeln, die auf
diese genetischen Veranderungen abzielen und zur Apoptose der Tumorzellen
fuhren. Dabei sollten diese Mechanismen besonders distal im Signalweg der
Apoptose eingreifen um sicherstellen zu kdnnen, dass der apoptotische Signalweg in
der transformierten Zelle nicht doch noch durch tumorspezifische Apoptose-
Inhibitionsmechanismen verhindert werden kann. Ziel ist es daher, Therapieansatze
so zu entwickeln, dass sie spezifisch gegen Tumorzellen gerichtet sind und somit nur
diese abtoten und das restliche gesunde Gewebe schonen. Zudem schein es
aufgrund der Kenntnis Uber die Mechanismen der Apoptose und den dabei
bekannten regulierenden Faktoren sinnvoll Versuchsansatze zu finden, die in diese
Signalprozesse eingreifen und diese regulieren konnen. Das bedeutet, dass eine Up-
Regulation des pro-apoptotischen Proteins bax bzw. eine Down-Regulation des die
Apoptose inhibierenden Proteins bcl-2 den Vorgang des programmierten Zelltods in
tumorartig verandertem Gewebe verstarken konnte. Damit konnte Tumorgewebe,
das ohnehin eine geringere Expression des Apoptose-aktivierenden bax-Proteins

aufweist (Sturm, Kohne et al. 1999), zum einen in seinem exponentiellem Wachstum
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gebremst werden und zum anderen kdnnte der durch die geringere bax-Expression
bedingten Chemotherapeutikaresistenz entgegengewirkt werden.

Eine Gentherapie stellt ein neues therapeutisches Konzept bei der Behandlung von
Tumoren dar, sowohl als Alternative, als auch in Verbindung mit einer
Chemotherapie oder Radiotherapie (Mann 2002). Mechanismen der Gentherapie
erlauben eine gezielte und spezifische Behandlung, die genau an den oben
erwahnten Prozessen des physiologischen Zelllebens, wie der Apoptose, eingreifen
konnen. Fur eine somatische Gentherapie (im Gegensatz zur Keimbahntherapie, bei
der Ei- und Samenzellen und Zellen im frGthen embryonalen Entwicklungsstadium
eines Menschen als Zielzellen verwendet werden) sind Fragen wie die der
geeigneten Zielzelle, des optimalen Vektors fur den Gentransfer (Viren, Liposomen),
der Expression des zu ubertragenden Gens in der Zielzelle sowie der Sicherheit
dieser Experimente von entscheidender Bedeutung. Da die genomische DNA im
Allgemeinen zu grof3 flr den Einbau in die heute zur Verfligung stehenden Vektoren
ist, wird die keine Introns mehr enthaltende cDNA verwendet, aus der durch
Ankoppelung der bendtigten regulatorischen Sequenzen fur die Transkription und
Translation des Gens das so genannte Minigen entsteht. Um eine konstante
Expression in der Zielzelle zu gewahrleisten, wird ein Promotor an das Gen
gekoppelt, unter dessen Kontrolle das Gen dann exprimiert wird. Es gibt mittlerweile
viele verschiede Moglichkeiten, bestimmte Gene ins Genom von humanen Zellen
Eine Auswahl chemischen und

einschleusen zu konnen. an biologischen,

physikalischen Transportmaoglichkeiten bietet Tabelle 1.

_ Nicht-Virale _ _ Physikalische
Virale Vektoren Chemische Mittel
Vektoren Methoden
Retroviren Liposomen lonen Elektroporation
Adenoviren Rezeptortargeting DEAD-Dextran Mikroinjektion

Herpesviren

Partikelbeschluss

Adenoassoziierte

Viren

»~Jet Injektion”

Direkte Injektion

Tabelle 1:
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In den letzten Jahren folgten immer mehr Studien auf dem Gebiet der viralen
Gentherapie, da virale Konstrukte mit den gewlnschten Gensequenzen zum einen
sehr einfach herzustellen sind und zum anderen der Transfer dieser viralen Vektoren

ohne groReren Aufwand erzeugt werden kann.

1.4. Adenovirale Konstrukte bei der Gentherapie

Fortschritte im Bereich der medizinischen Grundlagenforschung und der Molekular-
biologie haben in den letzten zwei Jahrzehnten wesentlich zum Verstandnis
molekularer Ursachen der Tumorentstehung beigetragen. Auf der Grundlage dieser
Erkenntnisse konnten bestehende Therapieformen optimiert und neue Strategien zur
Behandlung maligner Erkrankungen etabliert werden. Begunstigt durch die rasche
Entwicklung molekularbiologischer Arbeitsmethoden und genetischer
Transfersysteme wurden in den vergangenen Jahren zahlreiche gentherapeutische
Studien im Bereich der Onkologie initiiert und mittlerweile aus den Labors in die Klinik
transferiert. Unter den verschiedenen Vektorsystemen, die derzeit zum Gentransfer
in Tumorzellen verwendet werden, nehmen die von humanen Adenoviren
abgeleiteten Vektoren eine zentrale Stellung ein. Allein in den USA werden
inzwischen Uber 50 klinische Studien mit adenoviralen Vektoren durchgeflhrt
(Alemany, Lai et al. 1999). Im Gegensatz zu anderen viralen und nicht-viralen
Transfersystemen eignen sich diese Viren zur Tumortherapie in besonderer Weise,
da sie erstens aufgrund hoher in Zellkultur erzielbarer Virustiter eine sehr effiziente
Transduktion von Tumorzellen in vitro und in vivo ermdglichen, zweitens einen
grolRen Zelltropismus besitzen und drittens eine robuste Expression verschiedener
Fremdgene unter der Kontrolle viraler und zellularer Promotoren erlauben.

Fir derartige Versuchsansatze hat sich unter anderem das humane Ad5 als geeignet
herausgestellt. Durch Deletion von Teilen des Virusgenoms und Insertion der
gewulnschten Sequenz unter der Regulation eines konstitutiven Viruspromotors wird
das Virus zu einem replikationsdefizienten Vektor (He, Zhou et al. 1998). Dieser kann
die exogene DNA auf differenzierte, nicht proliferierende Zellen Ubertragen (Graham
and Prevec 1992). Um in die Zellen einzudringen, tritt das Adenovirus mit
Rezeptoren der Zelloberflache in Wechselwirkung und wird von der Zielzelle
aufgenommen. Aus den Endosomen gelangt es in das Zytosol, von wo aus die

Vektor-DNA den Zellkern erreicht, in dem sie ohne in das Wirtsgenom integriert zu
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werden zur Expression des neuen Gens fuhrt. Jedoch ist die Aufnahme der
Adenoviren in Zellen nach bisheriger Auffassung abhangig von der Expression
dieses Oberflachenrezeptors (Coxsackie-Adenovirus-Rezeptor, CAR). Es hat sich
leider gezeigt, dass Tumorzellen normalerweise durch eine verminderte Expression
von CAR charakterisiert sind, der die Faser (knob) Domane von Ad Serotyp 2 und 5
bindet (Bergelson, Cunningham et al. 1997). Zellen, denen dieser Rezeptor fehlt,
sind resistenter gegenuber einer Infektion mit Adenoviren und kdnnten folglich nur
ein weniger bedeutsames Ziel fur eine adenoviral-assoziierte Gentherapie sein (Li,
Duan et al. 1999; Li, Pong et al. 1999). Ein weiteres Problem der viralen
Tumorgentherapie ist es, mit den vorhandenen replikationsdefekten Viren mehr als
ein paar Schichten eines Tumors in vivo zu infizieren. Dies ist dadurch zu erklaren,
dass im Tumor ein grol3er hydrostatischer Druck herrscht, der die Vektorpenetration
verringert (Jain 1990). Ein Versuch diese Probleme zu |6sen ist die Verwendung von
replikations-kompetenten Vektoren, die die Moglichkeit besitzen, durch aufeinander
folgende Zyklen der Infektion und Lyse von benachbarten Tumorzellen sich im Tumor
zu vermehren und auszubreiten.

Zwei Gruppen adenoviraler Vektoren werden derzeit in der Tumortherapie erprobt
(Abb. 3) (Benihoud, Yeh et al. 1999). Die erste Gruppe umfasst Vektoren, die eine
Deletion in der frihen Region 1 (E1) tragen. Dieser Bereich enthalt zwei
Transkriptionseinheiten (E1A und E1B), die unmittelbar zu Beginn der Infektion
aktiviert werden und deren Genprodukte eine Schlusselfunktion im produktiven
Replikationszyklus einnehmen (Dobner, Horikoshi et al. 1996). E1-deletierte
Adenoviren sind bei geringer Multiplizitat replikationsdefekt, kdnnen aber in komple-
mentierenden Zelllinien (z.B. 293-Zellen) vermehrt werden. Aufgrund ihrer relativ
hohen Transduktionseffizienz nach intratumoraler und/oder lokaler Administration
werden diese Vektoren zum Transfer therapeutisch wirksamer Gene in Tumorzellen
verwendet, wobei die E1-Region durch das Fremdgen ersetzt wird (E1-substituted
vectors). Neben den E1-substituierten Vektoren wird eine zweite Generation
replikationsdefekter Adenoviren erprobt (second generation vectors), die zusatzlich
eine Deletion in der frihen Region 4 (E4) enthalten (E1/E4-substituierte Vektoren).
Diese Transkriptionseinheit kodiert fir sechs verschiedene Genprodukte (E4orf1 -
E4orf6/7), wovon mindestens zwei (E4orf3 und E4orf6) fur den lytischen Infek-
tionsverlauf in primaren Zellen eine zentrale Rolle spielen (Nevels, Rubenwolf et al.
2000).
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Abbildung 3: Ubersicht adenoviraler Vektoren in der Tumortherapie

A: Schematische Darstellung des linearen, doppelstrdngigen DNA-Genoms (35935 Bp) von
Adenovirus Typ 5 (Ad5) Wildtyp mit den friihen Regionen E1, E2, E3 und E4. Pfeile kennzeichnen
die Transkriptionsrichtung der E1A/E1B- und E4-Gene.

B: Replikationsdefekte Vektoren der ersten und zweiten Generation. Inserierte Fremdgene in der
deletierten E1-Region (AE1) sind durch einen weilRen Balken dargestellt.

C: Konditional replikationskompetente Adenoviren. = bei CN706 und CV787 symbolisiert tumor-
spezifisch aktive Promotoren, welche die Expression der E1A-Gene regulieren (Rodriguez, Schuur
et al. 1997; Yu, Chen et al. 1999). ONYX-015 enthalt eine Deletion im E1B-Gen (AE1B; (Bischoff,
Kirn et al. 1996), das in den von ONYX-015 abgeleiteten Vektoren durch ein therapeutisch
wirksames Fremdgen (weiller Balken) ersetzt wird.

Die meisten replikationsdefekten und -kompetenten Adenovirusvektoren tragen zusatzlich eine De-
letion in der frihen Region 3 (AE3). Die Genprodukte der E3-Region haben immunmodulatorische
Funktionen (Mahr and Gooding 1999), sind aber fir eine produktive Infektion in Gewebekultur nicht
essentiell. Weitere Erlauterungen s. Text.

Die zweite Gruppe adenoviraler Vektoren, umfasst bedingt vermehrungsfahige Viren,
die ganz oder teilweise die E1- und E4-Transkriptionseinheiten enthalten und
aufgrund genetischer Veranderungen in den Kontrollregionen und/oder kodierenden
Bereichen der E1A- und E1B-Gene selektiv in bestimmten Tumorzellen replizieren
(Abb. 3). Im Unterschied zu den Transfervektoren der ersten und zweiten
Generation, beruht das onkolytische Potenzial dieser Viren nicht auf der Expression
eines transduzierten Fremdgens, sondern auf ihrer Fahigkeit einen Iytischen Infek-
tionszyklus zu durchlaufen, der das Absterben der Wirtszellen bewirkt. Diese kon-
ditional replikationskompetenten Viren bieten damit prinzipiell die Moglichkeit das

Tumorgewebe durch Ausbreitung infektioser Nachkommenviren (virus spread)
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vollstandig zu eliminieren. Der derzeit prominenteste Vertreter dieser Gruppe ist
ONYX-015 (Bischoff, Kirn et al. 1996). Das Virus tragt zwei Mutationen in der frihen
Transkriptionseinheit E1B (Barker and Berk 1987), wodurch sein lytischer Wirts-
bereich scheinbar auf bestimmte, insbesondere p53-negative Tumorzelltypen einge-
schrankt wird (Bischoff, Kirn et al. 1996; Heise, Sampson-Johannes et al. 1997;
Heise, Wiliams et al. 1999). Obwohl die molekulare Grundlage fir die
tumorspezifische Replikation der E1B-attenuierten Virusmutante noch unklar ist und
kontrovers diskutiert wird (Lowe 1997; Lane 1998; Linke 1998; Paillard 1998; Pennisi
1998), stellen ONYX-015 und davon abgeleitete Vektoren (Duque, Alonso et al.
1998; Freytag, Rogulski et al. 1998; Wildner, Morris et al. 1999; Rogulski, Freytag et
al. 2000; Rogulski, Wing et al. 2000; Sauthoff, Heitner et al. 2000; You, Yang et al.
2000) ein neues, vielversprechendes Therapiekonzept dar, das mittlerweile in
klinischen Studien getestet wird (Kirn, Hermiston et al. 1998; Heise, Williams et al.
1999; Ganly, Kirn et al. 2000).

1.5. Adenovirale Konstrukte in der Kombination mit 5-FU

Als Versuch die antineoplastische Effizienz der Virustherapie zu erhohen wurde die
virale Onkolyse kombiniert mit der Prodrug-Suizid-Gen-Therapie. Die Prodrug-Suizid-
Gen-Therapie basiert auf der selektiven Umwandlung eines nicht toxischen
Medikaments in eine zytotoxische Form. Ein weit verbreitetes System basiert auf der
Umwandlung von dem Prodrug 5-Flurocytosin (5-FC) in 5-FU durch ein
vektorkodiertes Cytosin-Deaminase (CD) -Gen (Huber, Austin et al. 1993). Der virale
onkolytische Effekt des E1B-55K-deletierten Adenovirus konnte signifikant verstarkt
werden. Dies wurde in soliden Xenograft-Tumor-Modellen untersucht, als das
Prodrug erst nach maximaler Vektorreplikation und Genexpression gegeben wurde
(Freytag, Rogulski et al. 1998; Wildner, Blaese et al. 1999; Wildner, Morris et al.
1999; Freytag, Khil et al. 2002). So konnte z.B. gezeigt werden, dass die Behandlung
eines kolorektalen Karzinoms mit replikations-selektiven Ad dI1520 in Kombination
mit 5-FU viel effizienter bei der Induktion zur Apoptose war, als die beiden
Substanzen jeweils alleine (Heise, Lemmon et al. 2000; Khuri, Nemunaitis et al.
2000; Reid, Galanis et al. 2001; Petit, Davidson et al. 2002).
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1.6. Allgemeines zu Adenoviren

1.6.1. Entdeckung und Einteilung von Adenoviren

Fur die Etablierung neuer Zelllinien untersuchten Wallace Rowe und seine
Mitarbeiter 1953 in Washington DC. adenoides Gewebe, das sie aus chirurgisch
entfernten Rachentonsillen von 53 Kindern gewannen. 33 der angesetzten Kulturen
wiesen nach vier Wochen einen langsam progredienten zytopathischen Effekt auf,
den Rowe und seine Mitarbeiter auf die Anwesenheit eines Ubertragbaren, viralen
Agens zuruckfuhrten (Rowe, Huebner et al. 1953). Bereits ein Jahr spater wurde
dieses virale Agens als Erreger akuter Infektionen des Respirationstraktes bei
erkranktem Personal der US-Armee identifiziert (Hilleman and Werner 1954). Weitere
Untersuchungen lieBRen mehrere Subtypen eines neues Virus aufweisen, die
zunachst als Adenoid degenerierende (AD) Agentien bezeichnet wurden und seit
1956 zur Gruppe der Adenoviren zusammengefasst werden. Neben akuter
Infektionen der Luftwege konnten im Laufe der Zeit weitere Infektionen mit der
Anwesenheit dieser Virusgruppe in Verbindung gebracht werden. Dazu zahlen
besonders  Ausbriche epidemischer  Keratokonjunktivitis sowie  andere
Augeninfektionen (Ad8, Ad19) (Hogan 1957; Jawetz 1959) und intestinale
Erkrankungen von Kindern durch eine Infektion mit Ad40 und Ad41 (de Jong, Wigand
et al. 1983; Wigand, Baumeister et al. 1983; Wigand, Adrian et al. 1987). Trentin und
Mitarbeiter konnten 1962 =zeigen, dass Ad12 undifferenzierte Sarkome in
neugeborenen Hamstern und anderen Nagetieren hervorrufen kann. Dies war der
erste Hinweis daflir, dass es auch humanpathogene Viren mit onkogenem Potential
gibt (Trentin, Yabe et al. 1962).

Die Adenoviren bilden die Familie der Adenoviridae, die in zwei Genera unterteilt
wird: Aviadenovirus, welches die bei Vogeln vorkommenden Typen beinhaltet, und
Mastadenovirus, zu denen die Saugetier-Adenoviren einschliel3lich der menschlichen
Serotypen zahlen. Diese beiden Genera werden v.a. aufgrund ihrer
unterschiedlichen immunologischen Eigenschaften des Virions voneinander
unterschieden (Norrby, Bartha et al. 1976). Insgesamt sind inzwischen mehr als 100
serologisch unterscheidbare Typen (Serotypen) von Adenoviren bekannt. Die
humanen Adenoviren wurden urspringlich nach ihrem Hamagglutinationsmustern
unterteilt (Rosen 1960; Hierholzer 1973) und werden seit 1965 nach ihrem
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onkogenem Potential in Nagetieren in sechs Genera (A bis F) subklassifiziert
(Huebner, Casey et al. 1965).

1.6.2. Aufbau des Virions und Genomstruktur

Adenoviren sind unbehdllte, 65 bis 90 nm grofRe Viruspartikel, deren Proteinkapsid
regelmalig ikosaedrisch aufgebaut ist (van Oostrum, Smith et al. 1987) und sie
besitzen ein lineares, doppelstrangiges DNA-Genom. Das Capsid besteht aus 252
Untereinheiten (Capsomeren), die sich in 240 Hexone und 12 Pentone unterscheiden
lassen. Jeweils 9 Hexone bilden die 20 Seitenflachen des Capsids und tragen ein
gruppenspezifisches Antigen, das bei allen Adenoviren vorkommt. Die restlichen 12
Capsomere sind funfeckige Pentone und bilden die von jeweils funf Hexonen
umringten Ecken des lkosaeders. Nicht-kovalent verknUpft inserieren an ihnen 12
antennenahnliche Fiber, die zusammen mit den Pentonen das typenspezifische
Antigen reprasentieren. Etwa 11 bis 15 weitere Strukturpolypeptide sind jeweils mit
den Penton- und Hexon-Proteinen assoziiert.

Im Inneren des Partikels ist das so genannte Core durch Interaktionen mit Capsid-
Proteinen positioniert. Dieses besteht aus einem linearen doppelstrangigen DNA-
Molekul, das mit Virusproteinen einen z.T. histonartigen Nukleoproteinkomplex bildet
(Abb. 4).

Fiberprotein

Hexonprotein

Lineares DNA
Genom

Abbildung 4: Aufbau eines
Adenoviruspartikel (modifiziert nach
Shenk) (Moore, Horikoshi et al. 1996)

Im Inneren befindet sich das lineare DNA
Genom mit den Coreproteinen; das Capsid
wird aus den Strukturproteinen gebildet.

Coreprotein

Terminales Protein
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Das Genom mit einer Lange von 36000 — 38000 bp je nach Virustyp besteht aus funf
codierenden Bereichen, wobei sich die einzelnen Gene flr die Strukturproteine auf
fast die ganze Lange des r-Stranges verteilen und die Gene fur die frihen Proteine in
Gruppen sowohl auf dem r- als auch auf dem I-Strang lokalisiert sind. An beiden 5'-
Enden des linearen Genoms ist ein virales Protein von 55 kD mit einem dCMP
kovalent gebunden, das fiur die Initiation der viralen DNA-Replikation verantwortlich
ist. Zusatzlich dient es zur Anheftung an die nukleare Matrix und halt das Virusgenom
in einem quasi-zirkularen Zustand (Tamanoi and Stillman 1982).

Ad-DNA besitzt redundante, je nach Serotyp 100 bis 140 bp lange, invertierte
Sequenzen an den Genomenden, sodass sich wahrend der DNA-Replikation
doppelstrangige  Regionen  ausbilden koénnen, was zur Bildung von
pfannenstielahnlichen Strukturen fuhrt. Diese Enden durften eine Rolle bei der DNA-
Doppelstrangsynthese spielen. Bisher ist die DNA-Sequenz fur Ad2, Ad5 und Ad12
vollstandig bekannt (Roberts, White et al. 1986; Chroboczek, Bieber et al. 1992;
Sprengel, Schmitz et al. 1994). Fir andere Typen gibt es ausflhrliche

Restriktionskarten und Teilsequenzen.

ABCD dcba

e Ser-TP
abcd DCBA

TP-Wechselwirkung

linear

quasizirkular

Abbildung 5: Genomaufbau der Adenoviren (nach Modrow S, Falke D (1997)).

Doppelstrangige, lineare DNA mit endstéandigen terminalen Proteinen, die
kovalent an einen Serinrest gebunden sind; die Proteine halten das Genom in
einem quasi-zirkularen Zustand.
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1.6.3. Der adenovirale Lebenszyklus

Adenoviren bendtigen 32 bis 36 Stunden flur ihren Lebenszyklus. Bei der Bindung
des Virus an die Zielzelle spielt die Wechselwirkung der viralen Fiberproteine mit
spezifischen Rezeptoren auf der Zelloberfliche eine entscheidende Rolle.
Glykosaminoglykane der extrazellularen Matrix kénnen nicht nur Chemokine und
Wachstumsfaktoren speichern, sondern auch Viruspartikel, wie im Falle der
Adenoviren. Jede der 12 Ecken des adenoviralen Virions besteht aus Pentonen, an
denen wie bereits oben erwahnt 12 antennenahnliche Fiber-Proteine nicht-kovalent
verknUpft inserieren und so gemeinsam das typenspezifische Antigen reprasentieren.
Die adenoviralen Pentonbasen spielen eine essentielle Rolle bei der Infektion von
Wirtszellen, da diese unentbehrlich flr die Bindung und Internalisation sind. Partner
im Falle der Pentonbasen sind drei Ubiquitin-Protein-Ligasen, die beim
Proteinumsatz, Zellzyklus und der Endozytose beteiligt sind (Chroboczek, Gout et al.
2003). Der Schlussel zur Plasmamembran besteht im Andocken des Virus an einen
selektiven Rezeptor an der Oberflache der Wirtszelle (Meier and Greber 2004).
Dabei kénnen Adenoviren Zellen sowohl lytisch als auch latent infizieren. Wahrend
der lytische Infektionszyklus den Tod der Zelle bedeutet, kann das Virus im latenten
Zustand in der Zelle persistieren, ohne eine Immunantwort zu erzeugen. Der
Replikationszyklus der Adenoviren kann in zwei Abschnitte unterteilt werden. Zur
frihen Phase werden alle Prozesse gerechnet, die vor der DNA-Replikation (6-8
Stunden nach der Infektion) stattfinden, i.e. rezeptorvermittelte Endozytose in die
Wirtszelle, aktiver Transport der viralen DNA in den Zellkern und Expression der
frihen viralen Genprodukte. Dagegen ist die spate Phase durch alle weiteren
Vorgange gekennzeichnet und beginnt daher per definitionem mit dem Einsetzen der
viralen DNA-Synthese und endet mit dem Zelltod und der Freisetzung neuer

Viruspartikel.

1.6.4. Die adenovirale Endozytose

FUr die Internalisation in Wirtszellen ist eine rezeptorvermittelte Endozytose
verantwortlich (Meier and Greber 2004). Dieser Rezeptor, der sowohl als Coxsackie
B- als auch als Adenovirus-Rezeptor dient, wurde als ein 46 kDa
Transmembranprotein identifiziert, das innerhalb der Tight junctions lokalisiert ist

(Cohen, Shieh et al. 2001). Der vollstandig entwickelte Coxsackie-Adenovirus-
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Rezeptor (CAR) st ein Typ-1-Transmembranprotein bestehend aus 346
Aminosauren (Meier and Greber 2004). Untersuchungen haben gezeigt, dass
Endothelzellen in der Lage sind, die Zusammensetzung und die Anzahl ihrer
Oberflachenrezeptoren als Antwort auf inflammatorische Zytokine zu verandern. So
durfte die Expression des CAR wahrend einer Entziindungsreaktion erhoht werden
(Vincent, Pettersson et al. 2004). Die genaue zellulare Funktion des CAR ist bisher
jedoch noch ungeklart. In menschlichen Geweben wurde eine hohe CAR-mRNA-
Expression in Herz, Hoden, Prostata (Okegawa, Li et al. 2000) und Pankreas
(Pearson, Koch et al. 1999) gefunden, wahrend die mRNA-Expression in anderen
Geweben wie Lunge, Muskel und Ovar relativ niedrig war (Bergelson, Cunningham et
al. 1997). Eine ebenfalls geringe ohne gar keine Expression von CAR hat sich in B-
und T-Lymphozyten gezeigt (Meier and Greber 2004). Im Bezug auf die Interaktion
zwischen Adenoviren und CAR hat sich gezeigt, dass sowohl die transmembrandse
als auch die zytoplasmatische Domane von CAR, der zur Familie der
Immunglobuline gezahlt wird, nicht flr die Anlagerung des Virus oder die Infektion
verantwortlich sind (Wang, Guan et al. 2000). Diese Tatsache lasst darauf schlief3en,
dass die Signale, die mittels dieses Rezeptors auf die Zelle Ubertragen werden, auf
den Eintritt des Virus in die Zelle keinen Einfluss haben (Wang and Bergelson 1999).
Demnach erfordert eine effiziente Internalisation von Adenovirus in Zellen eine
weitere Interaktion mit einem separaten Rezeptor (Nemerow and Stewart 1999).
Dadurch werden die Viruspartikel internalisiert und anschliefend Uber
Translokations-Systeme zum Zellkern geschleust (Leopold, Kreitzer et al. 2000).
Adenoviren enthalten einen heterodimeren Proteinkomplex bestehend aus 186 kDa
Faserproteinen, die fur die erste Bindung an Zellen verantwortlich sind, und eine 400
kDa Penton-Basis, die 5 Arg-Gly-Asp -Sequenzen enthalt und eine grof3e Rolle bei
der Interaktion mit den zellularen Integrinen avB3 und avB5 der adenoviralen
Infektion spielen (Nemerow and Stewart 1999).

Die Ergebnisse elektronenmikroskopischer Untersuchungen haben gezeigt, dass die
Penetration von Adenoviren durch die Plasmamembran mittels rezeptorvermittelter
Endozytose (Clathrin ,coated pits*) einhergeht. AnschlieRend wird der Viruspartikel
Uber diese Clathrin-bedeckten Einstllpungen der Zellmembran in ein Endosom
Uberfuhrt. Die Freisetzung der Viruspartikel in das Zytoplasma einer Wirtszelle ist
einer der entscheidensten Schritte bei der Infektion, jedoch auch einer der am

wenigsten genau verstandenen. Es konnte gezeigt werden, dass die
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zytoplasmatische Freisetzung von Ad2 und Ad5 sehr rasch nach deren Endozytose
stattfindet und durch lysosomotropische Substanzen verhindert werden kann
(Greber, Willetts et al. 1993). Fur die Zerstérung der endosomalen Membranen ist in
vitro ein saurer pH erforderlich (Blumenthal, Seth et al. 1986), der wahrscheinlich zu
Konformationsveranderungen von Oberflachenproteinen des Virions fuhrt, obwohl
mehrere Studien dariber berichten, dass ein niedriger endosomaler pH in
Kombination mit der Anwesenheit von Ad-Partikeln nicht ausreichend fur die
Freisetzung der Virus-Partikel ist (Perez and Carrasco 1994). Daher mussen bei
diesem Vorgang weitere Faktoren eine Rolle spielen, zu denen auch das av[35-
Integrin zahlen soll (Wang, Guan et al. 2000). Nach Aufbrechen des Capsids
(partielles Uncoating) und Freisetzung des Partikels ins Zytoplasma wandert die
virale DNA anschlielRend als Nukleoproteinkomplex unter Beteiligung von zellularen
Mikrotubuli zur Kernmembran. Da bereits zwei Stunden nach der Infektion
Viruspartikel innerhalb des Zellkerns identifiziert werden konnten, wird angenommen,
dass das Aufbrechen des Capsids auch erst nach dem Eintritt in den Zellkern
stattfinden kann (Varga, Weibull et al. 1991). Der gesamte Prozess des Uncoatings
ist stark energie- und temperaturabhangig. Unterhalb von 15°C wird nur eine geringe
Menge an Virus-Partikeln in das Zytoplasma freigesetzt, wogegen bei einer
Temperatur Uber 20°C eine stetige Steigerung bis zu einem Maximum bei 34°C
aufgezeigt werden konnte. Die Aktivierungsenergie betragt demnach bei einer
Temperatur Uber 16°C 88 kJ/mol, darunter 331 kd/mol (Svensson and Persson
1984).

1.6.5. Frihe Genprodukte

Im Zellkern werden zunachst die frihen (early-) Bereiche des Virusgenoms (E1A,
E1B, E2A, E2B, E3, E4, L1) von der DNA-abhangigen RNA-Polymerase Il der
Wirtszelle transkribiert (Boulanger and Blair 1991). Die Genprodukte dieser early
proteins haben allgemein regulatorische Funktionen bei viraler (und zellularer)
Genexpression und der Replikation von Virus-DNA. Das Hauptprodukt der E1A 13 S-
MRNA wirkt transaktivierend auf die Expression der anderen friihen viralen Gene
(E1B, E2A, E2B, E3 und E4), leitet eine Expressionskaskade dieser fruhen Gene ein
und kann auch zellulare Gene anschalten (z.B. das c-myc-, c-fos- und hsp70-Gen).
Die E2A- und E2B-Regionen kodieren flr Proteine, die fur die DNA-Replikation
unentbehrlich sind. Das E1A-Genprodukt ist ein DNA-bindendes Protein (DBP), das
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auch in einer bislang unbekannten Art und Weise bei der Kontrolle der Transkription
beteiligt zu sein scheint, wogegen das E2B-Genprodukt die viruseigene Polymerase
darstellt. Die virale mRNA wird anschlieend im Kern und/oder beim Transport durch
die Kernmembran prozessiert und schliel3lich nach alternativem Spleilen an
Polysomen im Zytoplasma in virusspezifische Polypeptide translatiert. Die E3-Region
codiert fur Proteine die dem Virus helfen, dem Abwehrmechanismus des
Immunsystems zu entkommen. Die Lyse von Adenovirus-infizierten Zellen durch
zytotoxische T-Lymphozyten wird durch das E3-Genprodukt (19 kDa) blockiert. Dies
ist die Folge einer intrazellularen Komplexbildung, die im endoplasmatischen
Retikulum zwischen dem E3-Protein (19 kDa) und den MHC-Klasse-I-
Histokompatibilitats-Antigen stattfindet, wodurch der Transport von Klasse-I-
Antigenen an die Zelloberflache gestort wird. MHC-Klasse-I-Molekule sind bei der
Prasentation von Antigenen noétig, um die zytotoxischen T-Lymphozyten zu
aktivieren. Zusatzlich spielen die E3-Proteine (14,7 kDa; 10,4 kDa) eine wichtige
Rolle als Antagonisten der E1A-vermittelten Zunahme der Empfindlichkeit von
infizierten Zellen gegenuber der durch den Tumornekrosefaktor (TNF) vermittelten
Lyse (Shenk and Williams 1984). Die E4-Region (34 kDa), die fur mindestens sieben
Polypeptide codiert, reguliert zusammen mit dem E1B-Protein (65 kDa) die Synthese

der viralen Proteine und hemmt gleichzeitig die Proteinsynthese der Wirtszelle.

spate Region
| )
E1A EIB
[ ——
LS
E2B E2A E4
1 I I i I I I i I I I
0 kb 36 kb
Abbildung 6: Genomkarte von Adenovirus Typ 5 (modifiziert nach Robbins

(Nishida, Kang et al. 1998), (Robbins and Ghivizzani 1998).
Dargestellt sind die fruihen Regionen (E) und die spate Region.

Die doppelte fettgezeichnete Linie stellt die doppelstrangige
Ad5-DNA dar.
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1.6.6. Die adenovirale DNA-Replikation

Der Vorgang der adenoviralen DNA-Replikation, der erst nach Expression der fruhen
Gengruppen stattfinden kann und besonders von Proteinen reguliert wird, die in der
E2-Region lokalisiert sind, ist sowohl in vivo als auch in vitro gut untersucht. Etwa
sechs bis acht Stunden nach Infektion der Wirtszelle beginnt die Replikation des
Genoms und endet nach 24 Stunden. An jedem Ende der linearen, doppelstrangigen
DNA befinden sich invertierte Nukleinsaureiterationen (ITRs) von 100-165 bp Lange
(Wolfson and Dressler 1972), an dessen 5-Enden terminale Proteine (TP 80 kDa)
kovalent gebunden sind. Diese entstammen der E2-Region und dienen als Primer
zur Initiation der DNA-Synthese (Kelly 1975; Stillman and Bellett 1979; Rawlins,
Rosenfeld et al. 1984). Die DNA wird semikonservativ, i.e. ohne der Bildung von
Okazaki-Fragmenten, synthetisiert (MODROW und FALKE, 1997) und beginnt mit
der Veresterung eines dCMP-Molekuls (Cytosin) mit der OH-Gruppe eines Serin-
Rests im terminalen Proteinvorlaufer (pTP, 80 kDa) (Challberg, Desiderio et al. 1980;
Lichy, Horwitz et al. 1981). Die Tp-Komponenten (55 kDa), die kovalent an den 5’-
Enden des Genoms gebunden sind, interagieren mit dem entstandenen dCMP-pTP-
Komplex, der eine hohe Affinitat zur viralen DNA-Polymerase aufweist. Fiur die
Initiation der DNA-Synthese dienen nicht nur die zellularen Kernfaktoren (NF-1, NF-I1)
und die DNA-Topoisomerase (Temperley and Hay 1992), sondern auch der
resultierende Komplex, der Uber die 3-OH-Gruppe der Desoxyribose des dCMP als
Primer wirkt (Challberg, Ostrove et al. 1982). Die DNA-Synthese erfolgt mittels der
E2-kodierenden DNA-Polymerase kontinuierlich in 5’-3’-Richtung, wobei ein
Elternstrang, der am 5’-Ende kovalent das 55 kDa TP gebunden hat, aus dem
Doppelstrang verdrangt wird. Dieser wird mit E2A-Proteinen komplexiert, um so zu
verhindern, dass die einzelstrangige DNA von zellularen Nukleasen abgebaut wird
(Lindenbaum, Field et al. 1986). Da am anderen Elternstrang die komplementaren
Nukleotide bis zum Genomende angelagert werden, liegen nach dem ersten
Synthesedurchlauf ein DNA-Doppelstrang und ein DNA-Einzelstrang vor, der mit
E2A-Proteinen komplexiert ist. Diese semikonservative Replikation kann sich im
weiteren Verlauf an dem neu gebildeten DNA-Doppelstrang wiederholen, wahrend
die Enden des DNA-Einzelstrangs mit ihren komplementéaren, invertierten
Basenfolgen eine ,Pfannenstielstruktur® ausbilden. Anschlielliend hybridisieren die
invertierten terminalen Wiederholungssequenzen miteinander, bilden einen

Doppelstrang und l6sen somit die Anlagerung weiterer Initiationskomplexe
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bestehend aus dCMP-pTP/adenoviraler DNA-Polymerase/NF-I/NF-Il aus (Temperley
and Hay 1992). Die ,Pfannenstielstruktur” I16st sich im weiteren Verlauf auf und die an
den Einzelstrang komplexierten Proteine |0sen sich, sodass der Einzelstrang folglich
als Matrize fur die kontinuierliche Synthese des DNA-Doppelstranges dienen kann.
Erst nach Beendigung der Replikation durch die proteolytische Prozessierung des
gebundenen TP-80kDa-Proteins kann das terminale Vorlauferprotein in das TP-
55kDa-Protein, das mit dem adenoviralen Genom komplexiert ist, gespalten werden
(Rekosh, Russell et al. 1977).

O
3 o
TP/50kD-Protein MNF-I, NF-1l, DNA-Topoisomerase
TP/80KD- ()h%::-:mreme + TP-dCMP, DNA-Polymerase, E2A-Protein
Protein .
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3’ NF-1, NF-II,

NF-I DMA-Topoisomerase
+ TP-dCMP, DNA-Poly-
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Abbildung 7: Verlangerung und Bildung der Doppelstrange (nach Modrow S,

Falke D (1997)).

Fir die Initiation der DNA-Synthese sind zellulare Faktoren (NF-I, NF-II, DNA-
Topoisomerase) und virale Faktoren (TP-dCMP, DNA-Polymerase, E2A-
Protein) notwendig.
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1.6.7. Spate Genprodukte

Mit der DNA-Replikation setzt auch die ,spate Phase“ des produktiven
Infektionszyklus ein, in der die ,spaten“ Gene exprimiert werden, die in den Regionen
L1 bis L5 kodiert werden. Diese (late-) Gene dienen vor allem fir die Bildung von
Strukturproteinen des ikosaedrischen Virions und sind damit essentiell fir den
Zusammenbau des Cores und des Capsids. Die neu synthetisierten DNA-Molekule
dienen als Genome fur die Virusnachkommen und als zusatzliche Matrizen fur die
Synthese von spaten mRNAs, die zum groRten Teil vom sogenannten major late-
Promotor (MLP) aus initiiert werden, der etwa acht Stunden nach Infektion der
Wirtszelle aktiviert wird. Die Proteinkomplexe E1B-55kDa und E4-34kDa initiieren
den Export der viralen mMRNA-Spezies fur die viralen Strukturproteine ins Zytoplasma

und stéren somit die zellulare Proteinsynthese (Wilson 1996; Xu, Ying et al. 1997).

1.6.8. Morphogenese

Mit Hilfe von sowohl viralen als auch zellularen Proteinfaltungs-Katalysatoren werden
aus den Hexon-, Penton- und Fiberproteinen die Capsomere gebildet. Proteine der
L4-Region und damit der spaten Phase sind fur die Synthese und Reifung der
Virionen verantwortlich. Dabei ist ein Protein mit proteolytischer Aktivitat (33 kDa) von
besonderer Bedeutung, da es die spaten Polypeptide und das terminale Protein (TP-
80 kDa) prozessiert (Rekosh, Russell et al. 1977). Die vielen neu synthetisierten
Virus-Partikel konnen zu kristallartigen Strukturen in bestimmten Bereichen des
Kerns infizierter Zellen fuhren. Damit insgesamt etwa 104 bis 105 Viren pro
Wirtszelle neu gebildet werden konnen, mussen einige zellulare Prozesse blockiert
bzw. verhindert werden. Dies geschieht durch virale Faktoren (E1B und E4), die zum
einen die Synthese zellularer Proteine durch die Repression des RNA-Transports
vom Zellkern ins Zytoplasma und auch deren Translation blockieren, und zum
anderen verhindern, dass zellulare Faktoren die Virusproduktion unterdricken. Diese
Prozesse fuhren die Wirtszelle infolgedessen bereits zu Beginn der Expression der
frihen adenoviralen Genprodukte in den Zustand einer kritischen Unterversorgung.
Der produktive Zyklus fuhrt somit innerhalb von 30 bis 40 Stunden zur Lyse der

Wirtszelle, weshalb die meisten Viren daher passiv freigesetzt werden und
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anschliefend neue Zellen infizieren kdnnen (Babiss, Ginsberg et al. 1985; Pilder,
Moore et al. 1986; Bridge and Ketner 1990).
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Abbildung 8: Lytischer Vermehrungszyklus der Adenoviren
(modifiziert nach Robbins (Nishida, Kang et al. 1998), (Robbins and Ghivizzani 1998).

1.7. Der Coxsackie-Adenovirusrezeptor — Aufbau und Struktur

Bereits vor Uber 20 Jahren konnte man feststellen, dass Ad2 mit dem strukturell und
genetisch verschiedenen Coxsackievirus B3 um denselben Oberflachenrezeptor
konkurriert (Lonberg-Holm, Crowell et al. 1976; Tomko, Xu et al. 1997) und wurde
somit als Coxsackie-Adenovirus-Rezeptor (CAR) bezeichnet (Henry, Xia et al. 1994;
Xia, Henry et al. 1994; Nemerow and Stewart 1999). Die Fiber-Proteine der
Adenoviren regulieren die Bindung des Virus an die Wirtszelle Uber diesen 46 kDa -
Zellrezeptor, dessen Gene auf dem distalen Abschnitt von Chromosom 16 lokalisiert
sind (Chen, Ghosh et al. 2003). CAR dient fast allen Serotypen der Adenoviren als
Rezeptor, aulRer derer, die unter der Serogruppe B zusammengefasst werden. In
menschlichen Geweben wurde eine hohe CAR-mRNA-Expression in Herz, Hoden,
Prostata und Pankreas gefunden, wahrend in anderen Geweben wie Lunge, Muskel

und Ovar die mRNA-Expression von CAR deutlich niedriger war (Bergelson,
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Cunningham et al. 1997; Tomko, Johansson et al. 2000). In tumorartig verandertem
Gewebe konnte zudem im Vergleich zu gesundem Gewebe eine unterschiedliche
CAR-Expressionsrate nachgewiesen werden. So stellten sich z.B. zervikale Tumoren
(Bergelson, Cunningham et al. 1997) und Glioma (Kim, Sumerel et al. 2003) als
Tumoren mit hohem CAR-Anteil heraus, wohingegen Prostatatumoren nur eine
mafige und Brusttumoren, Rhabdomyosarkome, Pharynxtumore und Ovarialtumoren
nur eine kaum noch detektierbare CAR-Expressionsrate zeigen (Blackwell, Miller et
al. 1999; Okegawa, Li et al. 2000; Hemminki and Alvarez 2002). Trotzdem scheinen
Tumorzellen zu einer down-Regulation von CAR zu flhren, was sich in einer
refraktaren Ad-Infektion widerspiegelt (Nakayama, Both et al. 2006). Bisher konnte
die genaue zellulare Funktion von CAR, einem Mitglied der Immunglobulin-Familie,
jedoch nicht vollstandig geklart werden. Dennoch Iasst die nicht polymorphe Protein-
Struktur des Glykoproteins (Howitt, Bewley et al. 2003) (Howitt, Anderson et al. 2003)
darauf schlie®en, dass CAR nicht nur als Rezeptor fir Adeno- und Coxsackieviren
dient, sondern auch andere physiologische Funktionen wie z.B. die eines Zell-
Adhasionsmolekuls ebenso hat (Li, Pong et al. 1999). Anfanglich konnten bei Maus
(Bergelson, Krithivas et al. 1998), spater auch bei Mensch und Ratte (Fechner,
Noutsias et al. 2003), zwei CAR-Isoformen (CAR1/CAR2) isoliert werden, die sich
nur im C-terminalen Ende unterscheiden, wobei CAR2 (mCAR2) gegentiber CAR1
(mCAR1) um 13 AS kurzer ist und 13 AS ausgetauscht sind (insgesamt 26 AS
verandert), eine Anderung, die nicht essentiell fur die Ad-Rezeptorfunktion ist
(Cohen, Gaetz et al. 2001). CAR dominiert vor allem an der basolateralen Oberflache
von Epithelzellen innerhalb ihrer tight junctions (Howitt, Bewley et al. 2003). Eine 22
AS lange alpha-helikale Transmembrandomane, der ein intrazellularer Bereich mit
Signalsequenzen folgt, verankert CAR in der Zellmembran. Die extrazellulare Region
des insgesamt 365 AS grolRen Transmembranproteins besteht aus zwei
aminoterminalen immunglobulin-ahnlichen Domanen, die als CAR-D1 und CAR-D2
bezeichnet werden (Jiang and Caffrey 2005). Domane 1 ist dabei mit IgV verwandt,
Domane 2 mit IgC2 (Williams and Barclay 1988). Fur die hohe Bindungsaffinitat der
adenoviralen Fiber-Proteine an CAR ist besonders die N-terminale CAR-D1-Region

verantwortlich (Excoffon, Traver et al. 2005; Liao, Sordet et al. 2005).
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Abbildung 9: Interaktion zwischen den adenoviralen Fiber-Proteinen und
CAR.

Inwieweit Adenoviren fur eine positive Infektion von humanen Zellen den Coxsackie
Adenovirus-Rezeptor bendtigen (CAR) ist bisher noch weitgehend ungeklart. Da aber
bekannt ist, dass gerade tumorartig verandertes Gewebe eine geringere Expression
von CAR aufweisen, scheint es sinnvoll, gentherapeutische Methoden zu entwickeln,
die eine erfolgreiche und effiziente Ad-Aufnahme in die gewlnschten Zielgewebe
unabhangig von CAR ermdoglichen (Nakayama, Both et al. 2006).

1.8. 5-FU

5-Fluorouracil wurde in den spaten flnfziger Jahren als Antimetabolit fur die
Hemmung der RNA- und DNA-Biosynthese entwickelt. 5-FU und andere
Fluoropyrimidine wurden seither in einem breitem Spektrum fur die Behandlung von
humanen Tumoren eingesetzt (Liao, Sordet et al. 2005). Dabei ist 5-Fluorouracil (5-
FU) immer noch eines der am meist beschriebenen anti-kanzerogen Substanzen, mit
einer vorwiegenden Wirksamkeit gegen Tumoren des Gastrointestinaltrakts und der
Brust (Rustum 1999). 5-FU ist ein Analogon zu Uracil, das sich aber wegen seiner
zuséatzlichen Ahnlichkeit zu Vitamin B13 (orotic acid) und Thymin der gleichen

Signalwege wie diese natlrlichen Substrate bedient.
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Abbildung 10: Strukturformeln von Uracil, Thymin und 5-FU.

Der Transport in die Zelle erfolgt entweder mit Hilfe eines Nukleobasentransporters,
der eine hohe Affinitat aufweist, oder mittels passiver Diffusion. Dabei gibt es einen
deutlichen Hinweis darauf, dass der dypiridamol-sensitive Nukleosidtransporter ENT2
(Equilibrative nucleoside transporter) ebenso zum Eintritt von 5-FU in die Zelle
beitragt (Podgorska, Kocbuch et al. 2005). Um seine vollstandige Aktivitat in der Zelle
entfalten zu kénnen, muss 5-FU in eines seiner im Folgenden erwahnten Nukleotide
umgewandelt werden (Rustum 1999):
e FUTP, welches in die RNA aufgenommen werden kann.
e FdUTP, welches in die DNA aufgenommen werden kann.
e FUDP-Zucker, die in die Glykosylierung von Proteinen und Lipiden eingreifen
konnen.
e FdUMP. Dies ist ein Inhibitor der Thymidylat-Synthase (TS), wobei TS ein
Schlusselenzym fur die de novo Synthese von Pyrimidin Desoxythymidin
Triphosphat (dTTP), einem direkten Precursor der DNA-Synthese darstellt.

Jedoch hat sich gezeigt, dass die Umwandlung von 5-FU in 5-Fluoro-2’desoxy-
5’'monophosphat (FAUMP), welches wie bereits erwahnt durch Inhibition der
Thymidylatsynthase (TS) letztendlich die DNA-Synthese hemmt, fur den
Hauptmechanismus der Effekte von 5-FU verantwortlich gemacht wird (Pinedo and
Peters 1988). Zusatzlich induziert FAUMP Einfach-Strangbriche der DNA und
zellulare Topoisomerase-I-DNA-Komplexe (Liao, Sordet et al. 2005). Fur die
Umwandlung von 5-FU in seine aktiven Metabolite wurde in verschiedenen Studien
eine hohe Aktivitat der Uridinkinase (UK) und der Uridinphosphorylase (UP)
gefordert. Jegliche Beeintrachtigung bei der Umwandlung in eines dieser Nukleotide
kann zur Resistenz gegen 5-FU flihren (Noordhuis, Holwerda et al. 2004). Die

aktiven Signalwege sind daher direkt fur den zytotoxischen Effekt von 5-FU
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verantwortlich, der sich sowohl in antikanzerogenen als auch in Nebeneffekten zeigt
(Mullen, Coale et al. 1994).

2. Fragestellung

Ziel dieser Studie soll sein, die Effekte von 5-FU im Zusammenhang mit einer
adenoviralen Infektion zu untersuchen. Insbesondere soll herausgestellt werden,
inwieweit 5-FU Auswirkungen bei der Behandlung von Tumorzellen mit Adenoviren
unabhangig vom Coxsackie-Adenovirus-Rezeptor (CAR) hat und ob die Effektivitat
der Adenoviren durch gleichzeitige Gabe von 5-FU erhoht wird.

3. Material und Methoden

3.1. Material

3.1.1. Zellen und Zelllinien

Alle Zelllinien, die in dieser Studie verwendet worden sind, wurden von der DSMZ
erworben (Braunschweig, Deutschland) und in einem geeigneten Medium
(Invitrogen-GIBCO), das 10% FCS, 1%Pen/Strep (PS) und 1% Glutamin enthielt,
gezuchtet. Die humanen embryonalen Nierenzellen 293 lieRen wir in DMEM
wachsen, die humanen Kolonadenokarzinomzellen DLD-1, LOVO, SW480 und
SW620 in RPMI 1640 und die RKO Zellen auf McCoy.

RKO-Zellen sind charakterisiert durch die Expression von wt-p53. Die Malignitat
dieser Tumorzellinie wird unter anderem durch Uberexpression des Proto-Onkogens
bcl-2 manifest. Isoliert wurden sie 1981 von Brattain et al. aus einem primaren
humanen Kolonkarzinom und mittels C3H 10T1/2 Mausfibroblasten zu einer
permanenten Zellinie entwickelt und klassifiziert (Brattain, Brattain et al. 1981). Sie
weisen die Charakteristika hochaggressiver Zellen auf, eine schnelle Teilungsrate
(Verdopplungszeit entspricht etwa 16h), und sind aul3erdem generell undifferenziert.
So konnte in mehr als 75% Thymus-freier Mause, welche mit 5x10° Zellen beimpft

wurden, ein Tumor induziert werden (DSMZ).
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SW 480 und SW 620 Zellen: Diese beiden Zelllinien entstammen beide vom selben
Patienten. Leibovitz et al. isolieten SW 480 Zellen aus einem primaren
Adenokarzinom des Kolons eines 50-jahrigen weillen Patienten, Blutgruppe A, Rh".
SW 620 Zellen wurden hingegen ein Jahr spater aus einer Lymphknotenmetastase
dieses Patienten isoliert (Leibovitz, Stinson et al. 1976). SW 480 Zellen weisen in
Kultur ein endothelartiges, inselartiges Wachstum auf sowie die Charakteristika
individueller bipolarer Zellen. Elektronenmikroskopische Studien zeigen die typische
polygonale Form der Zellen und haufig Mikrovilli an ihrer luminalen Seite. Als
optimales Nahrmedium hat sich ein Gemisch aus 90-95% RPMI 1640 + 5-10% FBS
herausgestellt, sodass bei einem Splittvorgang einmal pro Woche (1:5 oder 1:10 mit
Trypsin/EDTA) eine Verdopplungszeit der Zellen von 25 bis 30 h erzielt werden kann.
Beide Zelllinien sind dem Stadium B der Dukes Klassifikation bzw. dem Broders
Grade 4 zuzuordnen. SW 620 Zellen wachsen typischerweise weniger inselartig,
eher in einer Mischung kleiner individueller spharischer Zellen sowie bipolar. Sie
wirken sowohl durch ihre isodiametrische Form als auch durch das Fehlen von
Mikrovilli im Gegensatz zu den SW 480 Zellen vermehrt dedifferenziert. Sie
entsprechen der Dukes C Klassifikation sowie ebenfalls dem Broders Grade 4. Im
Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase-Typing werden beide Zelllinen dem Typ B
zugeordnet. Sie exprimieren mt-p53 mit der bereits in den HT 29 Zellen
beschriebenen Punktmutation, die den Austausch von Arginin 273 gegen Histidin zur
Folge hat, wobei SW 480 noch eine zweite Punktmutation an der Aminosaure 309
aufweisen. Im Gegensatz zu den bereits beschriebenen RKO Zellen exprimieren
diese Zellinen kein bcl-2 (Leibovitz, Stinson et al. 1976), (DSMZ).

DLD-1 (mut p53): Bei den DLD-1-Zellen handelt es sich um eine humane Zelllinie,
die aus einem kolorektalen Adenokarzinom etabliert wurde und im humanen p53-
Gen mutiert ist. Morphologisch sind diese Zellen durch ein epithel-ahnliches,
anhaftendes Wachstum als Monolayer charakterisiert. Sie erscheinen daher unter
dem Mikroskop als rundliche Zellanhdufungen, die auch in verschiedenen Ebenen
wachsen. Das optimale Nahrmedium der DLD-1-Zellen stellt ein Puffer aus 90%
RPMI 1660 + 10% FBS dar. Die Subkulturen sollten dabei alle zwei bis drei Tage 1:3
bzw. 1:5 mittels Trypsin/EDTA gesplittet werden, da deren Verdopplungszeit bei etwa
48 h liegt (Dexter, Barbosa et al. 1979), (DSMZ).
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LoVo (wt p53): Die Zelllinie der LoVo-Zellen stammt ebenfalls aus einem humanen
Kolonkarzinom. Dabei wurden die Zellen aus einer Lymphknotenmetastase eines 56-
jahrigen Kaukasischen Mannes, der an einem kolorektalen Adenokarzinom erkrankt
war, gewonnen. Bei diesen Zellen ist beschrieben, dass sie CEA produzieren und
keine Mutation im p53-Gen tragen. Morphologisch zeichnen sich die LoVo-Zellen
dadurch aus, dass sie festhaftend und epithel-ahnlich in Monolayers wachsen. Dabei
erscheinen sie aber unter dem Mikroskop eher spindelférmig. Als Medium etablierte
sich ein Gemisch aus 90% RPMI 1640 und 10% FBS, sodass eine Verdopplung der
Zellen innerhalb 48 h erreicht werden kann. Dabei sollte etwa zweimal pro Woche 1:3
bz. 1:5 mittels Trypsin/EDTA gesplittet werden (Drewinko, Romsdahl et al. 1976;
Drewinko, Barlogie et al. 1979; Chen, Dorotinsky et al. 1995), (DSMZ).

293-Zellen: humane embryonale Nierenzellen, HEK ("Human Embryonic Kidney"-
Zellen). HEK-293 ist eine seit Ende der 1970er Jahre bestehende humane Zelllinie,
die als Transformationsprodukt einer menschlichen embryonalen Nierenzelle (Human
Embryonic Kidney) mit DNA-Teilen des menschlichen Adenovirus 5 geschaffen
wurde. Spezifisch wurden 4,5 Kilobasen des viralen Genoms in das Erbgut der
Nierenzelle eingebaut. HEK-293 sind hypotriploide Epithelzellen, die adharent
wachsen (Shein and Enders 1962; Zur Hausen 1967). Die Morphologie der 293-
Zellen zeichnet sich durch ein adharent fibroblatisches Wachsum als Monolayer aus.
Unter geeigneten Bedingungen (85% Dulbecco's MEM + 15% FBS, 1:3 bzw. 1:5
Splitten alle zwei bis drei Tage ohne Trypsin/EDTA) kann eine
Wachstumsverdopplung innerhalb von 20 bis 24 h erreicht werden (Graham, Smiley
et al. 1977), (DSMZ).

3.1.2. Zellkultur

Samtliche Zellen wurden unter kontrollierten Bedingungen bei 37°C und 5% CO; in
sterilen 75cm? Kulturfalschen von Corning in Kultur gehalten. RKO Zellen wurden in
McCoy’s 5A Medium mit Glutamax kultiviert. Dem Medium wurden jeweils 10%
fetales Kalberserum (FCS) und 10° U/ml Penicillin/Streptomycin zugefiigt. Fiir

Experimente wurden nur Zellen in den ersten einhundert Passagen verwendet.
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SW 480 und SW 620 Zellen wurden in RPMI 1640 Medium aufgenommen. Auch
diesem Medium wurden 10% FCS, 10° U/ml Penicillin/Streptomycin und 2mmol

L-Glutamin zugegeben. Beide Medien wurden uber GIBCO-BRL bezogen.

3.1.3. Antikorper

3.1.3.1. Bax

Die Expression von bax wurde mit Hilfe des Western Blot Verfahrens nachgewiesen.
Dazu wurde ein polyklonaler Rabbit Anti-Human Antikérper von Pharmingen
(Katalognummer: 554106) verwendet, als entsprechenden Sekundarantikorper ein
Goat Anti-Rabbit-1gG.

3.1.3.2. CAR

Zum Nachweis von CAR in einem Western-Blot-Verfahren diente ein Goat-
Polyklonaler Antikérper von Santa Cruz (Katalognummer: sc-10313) mit dem

dazugehdrigen Sekundarantikorper: HRP-konjugiertes IgG von Donkey Anti-Goat.

3.1.3.3. Bcl-2

Die Expression von bcl-2 wurde zunachst in einer immunhistochemischen
Untersuchung mittels des Rabbit Anti-Human-bcl-2 Polyclonal Antibody von BD
Pharmingen (Catalog Number: 554160) nachgewiesen. Daflir diente der Goat Anti-
Rabbit Igs Polyclonal Antibody, biotinyliert von BD Pharmingen (Catalog Number:
550338) als Sekundarantikorper.

Des weiteren wurde bcl-2 in einem Western-Blot-Verfahren detektiert, fir das der bcl-
2 MAb Purified Hamster Anti-Human der Firma BD Pharmingen (Catalog Number:
551051) verwendet wurde. Als entsprechenden Sekundarantikorper wurde der
Horseradish Peroxidase (HRP)-konjugierte Mouse Anti-Armenian and Syrian
Hamster IgG (Cocktail) Monoklonal Antibody der Firma BD Pharmingen (Catalog
Number: 554012) eingesetzt.
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3.1.3.4. E4orf3

Der E4orf3-Antikorper, der im Western-Blot-Verfahren des Mausmodells verwendet
wurde, wurde eigens aus Hybridomzellen eine Ratte hergestellt (Prof. Dr. Dobner)
und mittels des Sekundarantikérpers Goat Anti-Rat IgG-HRP von Santa Cruz
(Catalog Number: sc-2006) detektiert.

3.1.3.5. Hexon

Die Expression von Hexon wurde in einer immunhistochemischen Untersuchung
nachgewiesen. Dazu diente der Goat Polyclonal Antibody to Adenovirus von ACRIS
(Catalog Number: BP100) als Primarantikérper und der biotinylierte Rabbit Anti-Goat
IgG, IgM, IgA (H&L) von Open Biosystems (Catalog Number: SAB1072) als

Sekundarantikorper.

3.1.3.6. Aktin

Fir alle Western-Blot-Analysen wurde Aktin als Ladungskontrolle verwendet. Zum
einen ein Goat polyklonaler Antikérper von Santa Cruz mit einem HRP-konjugierten
IgG von Donkey Anti-Goat als Sekundarantikérper. Zum anderen wurde Aktin (1-19)
von Santa Cruz (Catalog Number: sc-1616) verwendet. Fur diesen Primarantikorper
diente der Donkey Anti-Goat IgG-HRP von Santa Cruz (Catalog Number: sc-2020).

3.1.4. PCR-Primer

3.1.4.1. R-Aktin (Genbanknummer: X00351.1)

Forward-Primer: 5-AGAGGGAAATCGTGCGTGCGTGAC-3’
Reverse-Primer: 5-CAATAGTGATGACCTGGCCGT-3

3.1.4.2. Bcl-2 (Genbanknummer: AAA51813)

Forward-Primer: 5-GTGAACTGGGGGAGGATTGT-3’
Reverse-Primer: 5-GCCGTACAGTTCCACAAAGG-3’
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3.1.4.3. E4-Box (Genbanknummer: D63791)

Forward-Primer: 5GCAGCGGCGCATGAAGGAGT-3’
Reverse-Primer: 5-AGTGCGCCGAGACAACCGAGAT-3

3.1.5. 5-FU

Genaue Beschreibung siehe oben.

3.1.6. DSS (Dextran Sulphate Sodium)

Colitis ulcerosa und Morbus Crohn sind die beiden wichtigsten chronischen
Erkrankungen, die den Gastrointestinaltrakt des Menschen befallen. Patienten dieser
entzundlichen Erkrankungen zeigen Phasen der Remission und Rezidivs mit
Symptomen wie blutiger Diarrhoe, abdominellen Schmerzen und rektalen Blutungen.
Dabei bleibt die genaue Atiologie bisher noch weitgehend unklar. Die Pathogenese
scheint dagegen abhangig von Interaktionen zwischen lokalen Immunreaktionen und
bestimmten Umweltfaktoren in genetisch determinierten Individuen zu sein (Podolsky
2002). Um die Pathologie der chronischen Darmerkrankungen besser verstehen zu
konnen, wurden in den letzten Jahren zahlreiche Tiermodelle entwickelt, allerdings
existiert bisher kein spezifisches Modell fiir jede einzelne Erkrankung (Boismenu and
Chen 2000). Eine Entziundung des Darms kann zum einen durch den Einsatz
chemischer Substanzen wie Dextran Sulphate Sodium (DSS) und zum anderen
durch Gentransfer spezifischer regulatorischer Zytokine kinstlich induziert werden.
Nach der oralen Inkubation von Versuchsmausen mit DSS hat sich gezeigt, dass es
infolge dessen zu einer Uberwucherung der Darmflora mit fakultativen gram-
negativen Bakterien kommt. Diese scheint am ehesten auf das UbermaRige
Wachstum von bakteriellen Spezies zu beruhen, die zur Familie der
Enterobacteriaceae, besonders Escherichia coli, gehoren. Die Folgen davon zeigen
sich im wesentlichen in den histologischen Veranderungen der intestinalen Mukosa,
zu denen die Abstumpfung der Villi des lleus und der Krypten des Kolons mit milder
epithelialer Zelldysplasie gehdren (Wells and Rhame 1990; Kitajima, Takuma et al.
1999). Auf zellularer Ebene konnte herausgestellt werden, dass DSS neben seiner
direkten Zytotoxizitat auch Einfluss auf die normale Interaktion zwischen intestinalen

Lymphozyten, Epithelzellen und der extrazellularen Matrix nimmt (Kim, Seo et al.
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2006). Zudem hat sich gezeigt, dass es infolge einer DSS-Gabe neben einer
abweichenden Modulation von integrin-beta-7-Rezeptoren, sowie anderen
Rezeptoren und deren Funktionen auch zu Veranderungen von bestimmten
Adhasionsmembranproteinen, wie z.B. dem Leukozyten-beta-2-Integrin kommt (Ni,
Chen et al. 1996; Abdelbaqi, Chidlow et al. 2006). Aufgrund dieser Erkenntnisse

verwendeten wir fur unser Mausmodell DSS, um eine kinstliche Kolitis zu erzeugen.

3.1.7. Doxycyclin-induzierbarer Promoter

Ein viel erprobtes binares System zur induzierbaren Genexpression in genetisch
veranderten Mausen ist das TetOn/Off-System (Gossen and Bujard 1992). Vor allem
in Eukaryoten hat dieses bakterielle Tet-System weit verbreitete Verwendung bei der
Regulation der Genexpression gefunden (Geissendorfer and Hillen 1990; Wissmann,
Wray et al. 1991). Seine Vorteile sind ein universell zellgangiger Induktor wie
Doxycyclin sowie ein Regulatorprotein, der Tet-Repressor, der seine Liganden mit
hoher Affinitdt und Spezifitat bindet. Das Tet-System besteht also aus zwei
Hauptkomponenten: Dem vom Liganden DOX abhangigen und somit exogen und
reversibel induzierbaren Effektor tTA sowie dem Uber die TRE-CMV-
Minimalpromotorkassette gesteuerten Transgen als Responder (Knott, Garke et al.
2002). Das Tet-System wurde in Eukaryonten erstmals fur die exogene
Genregulation in Pflanzen angewendet (Gatz and Quail 1988), wobei die so
genannte TATA-Box eines Promotoers mit drei tet-Operatoren flankiert wurde,
sodass seine Transkription durch einen konstitutiv exprimierten TetR reprimiert war
und durch Doxycylin induzierbar gemacht werden konnte. Da bei Saugern die erzielte
Repression oft unvollstandig ist, wurden die heute am haufigsten verwendeten
Regulatorsysteme so entwickelt, dass TetR als Doxycylin-induzierbare, spezifische
DNA-Bindeeinheit fungiert (Kim, Gatz et al. 1995), die mit eukaryontischen
Regulatordomanen funsioniert wird. Zusammenfassend kann man sagen, dass das
TetOff-System (tTA) die Expression in Abwesenheit seines Liganden Doxycyclin
(DOX) aktiviert. Bei Zugabe von DOX erlischt die Transkription des Reportergens. Im
Gegensatz hierzu fuhrt die Zugabe von DOX im TetOn-System (rtTA) zu einer

transkriptionellen Induktion des Reportergens.
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3.1.8. Mause

Bei den in unserem Versuch verwendeten Mausen handelt es sich um mannliche

BALB C Mause. Diese wurden in zwei verschiedenen Kafigen gehalten und nach

folgendem Schema behandelt:

KAFIG 1: | OHNE DSS
Tier-Nr.: Injektion DOXI-Gabe
1 - I
2 5-FU —
4 Co-Inf. +
Co-Inf.
6 + 5-FU ¥
KAFIG 2: | MIT DSS
Tier-Nr.: Injektion DOXI-Gabe | DSS-Gabe
1 — — +
2 5-FU — +
4 Co-Inf. + +
Co-Inf.
+ 5-FU ¥ ¥
Co-Inf.
+5-FU ¥ ¥

Je nach Versuchstier erfolgte die Injektion von 300ul des Ansatzes bestehend aus 5-
FU und bcl-2 + r-TA in die Vena cava inferior. Nach 48h wurde den entsprechenden
Tieren Doxycyclin in die Schwanzvene gespritzt und nach weiteren 48h erfolgte fur
die Tiere in Ka&fig 2 die Gabe von DSS Uber das Trinkwasser fur weitere 7 Tage. Zur

besseren Darstellung unseres Tiermodells dient das folgende Schema:

bcl-2-Ad
+r-TA-Ad

+Doxycyclin

+ DSS

Organ-
entnahme

BTN

Abbildung 11: Schematische Darstellung des in vivo-Versuchs: Zeitlicher

Ablauf.
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3.2. Methoden

3.2.1. Adenovirale Techniken

Zum Transfer des pro-apoptotischen Genes bax unter der Kontrolle des CEA
Promotors bzw. des anti-apoptotischen Genes bcl-2 unter der Kontrolle des TetOn-
Promotors haben wir rekombinante Adenoviren (rAds) nach der von Vogelstein und
Mitarbeitern (He, Zhou et al. 1998) entwickelten Methode hergestellt. Im Unterschied
zu dem klassischen Verfahren der Transfektion bzw. Infektion geeigneter Plasmide
und Wildtyp-Virus in 293-Zellen erfolgt die Herstellung dieser rAds durch homologe
Rekombination nach Transformation zweier Transfer-Plasmide in E. coli. Die Anzucht
der rAds erfolgt nach Transfektion der aus E. coli gewonnenen rekombinanten viralen
DNA in 293-Zellen, welche die viralen Proteine der E1-Region exprimieren.

Das humane bcl-2 Gen wurde Uber die Schnittstellen Kpn | und Not | in ein pTRE-2-
Plasmid kloniert. Der TetOn-Promotor wurde von Clontech bezogen und mit Hilfe der
Restriktionsnukleasen Kpn | und Xho | vor das bcl-2-Gen in den pTRE-2-Plasmid
kloniert. Im Anschluss wurde das gesamte TetOn-Promotor-bcl-2 Fragment in einen
pAdTrack Vektor unter Verwendung von Not | and Xho | integriert. Dieser Shuttle-
Vektor wurde mit Pmel linearisiert, mittels Phenol/Chloroform Extraktion und Ethanol-
Prazipitation aufgereinigt und mit dem pAdEasy-1 gemischt. Die Transfektion erfolgte
in BJ5183 Zellen mittels Elektroporation (2,500 V, 200 Ohm, 25 mF) in einem BioRad
Gen-Pulser Elektroporator. Die Zellen wurden anschliefend in 500ml L-Brot
ausgesat und fur 20 min. bei 37°C inkubiert. Die Zellsuspension wurde auf
Petrischalen, l-agar plus 50 mg/ml Kanamycin auspipettiert. 10-20 Kolonien wurden
nach 20h Kulturzeit bei 37°C gewonnen. Die Klone wurden gescreent und durch
Spaltung mit Endonukleasen Pacl, Spel and BamHI mit pAdEasy-1 verglichen. Bei
korekter Grolke und richtigen Spaltmuster wurde die Plasmid-DNA in supergecoiltem
Zustand in DH10B Zellen fur die Amplifikation transferiert. 293 Zellen (Konfluenz
50%) wurden mit OptiMEM gewaschen. Die mit Pacl gespaltene rekombinante
adenovirale Vektor DNA (4mg) wurde mit 20 ml Lipofectamin (Life Technologies)
transfiziert. Das Medium mit dem Transfektionsmix wurde nach 6h entfernt und die
Zellen fur 10 Tage in Kultur genommen. Transfizierte Zellen wurden anhand ihrer
GFP-Expression kontrolliert und nach Abschabung der Zellen aus den Flaschen und

entsprechender Trennung von dehiszenten Zellen in Kultur separiert und asserviert.
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Die zu ubertragenden Gene werden zunachst in ein Shuttleplasmid (pAdTrack)
eingefuhrt und sind dort von Ad5-DNA-Sequenzen flankiert, mit deren Hilfe das Gen
uber homologe Rekombination in das adenovirale Genom (pAdEasy-1) eingefuhrt
wird. Das Shuttleplasmid enthalt ein griines fluoreszentes Protein unter der Kontrolle
eines CMV-Promotors, wodurch spater transfizierte Zellen einfach identifiziert werden
konnen. Die flankierenden Sequenzen stammen aus dem E3-Bereich von Ad5. Die
Ubertragung findet in der komplementierenden humanen Zelllinie 293 statt. Diese
erlaubt die Replikation von Adenoviren und enthalt das E1-Gen von Ad5 im Genom
integriert. Durch die konstitutive Expression der E1-Gene ist diese Zelllinie in der
Lage, Ad5-Mutanten mit Deletionen in der essentiellen E1-Region zu
komplementieren. Dieses Leck der E1 und E3-Region der adenoviralen Vektoren
erhoht die Effizienz einer in-vivo humanen Gentherapie (Gorziglia, Kadan et al. 1996;
Gorziglia, Lapcevich et al. 1999). Das Rekombinationsplasmid mit dem zu
Ubertragenden Gen wird auf 293-Zellen nach Rekombination in E.coli und Spaltung
durch Pac 1 transfiziert. Die Ubertragung des heterologen Gens in das deletierte
Ad5-Genom in der den Replikationsdefekt komplementierenden Zelle wird durch
grine Fluoreszenz angezeigt und fuhrt zur Freisetzung rekombinanter
replikationsdefekter ~ Ad5-Deletionsmutanten. Werden Zellen, die den
Replikationsdefekt in der E1-Region nicht komplementieren kdnnen, mit den
rekombinanten replikationsdefekten Ad5-Deletionsmutanten infiziert, erfolgt keine

Produktion infektioser Virionen.

3.2.2. Zellkultur in Infektion mit Ad5

3.2.2.1. Infektion der SW 480 Zellen mit Ad5-GFP

Fur die Infektion der SW 480 Zellen mit Ad wurden die Zellen auf 96-Wells ausgesat,
dabei je 1500 Zellen pro Well. Die Infektion erfolgte anschlieRend auf zwei
unterschiedlichen Wegen: Die SW 480 Zellen wurden zum einen zwei Stunden vor
der Ad5-Infektion mit 5-FU inkubiert, zum anderen erfolgte die Infektion mit Ad5
gleichzeitig mit der Gabe von 5-FU. In beiden Fallen lieen wir die Zellen zwei Tage
lang wachsen. Die mit 5-FU vorbehandelten Zellen wurden zuvor bei 37°C in
RPMI/FCS/PS inkubiert, welche folgende 5-FU-Konzentrationen enthielten: 2, 10, 30
und 50 uM. Nach zwei Stunden wurde das Medium mit frischem RPMI/FCS/PS-
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Medium gewechselt, die Zellen gewaschen und mit Ad5-GFP in einer Konzentration
von 300 FFU/Well in 200 pyl Medium ohne 5-FU infiziert. Bei der gleichzeitigen
Behandlung der SW 480 Zellen mit Ad5 und 5-FU wurden die Zellen mit Ad5-GFP
infiziert, die in 200 pyl Medium gelost waren, welche 5-FU in der oben genannten
Konzentration enthielt. Als Kontrollen wurden Zellen mitgefuhrt, die wir in Medium
ohne 5-FU und ohne Ad5 wachsen lieRen. Nach 24, 48 und 72 Stunden konnten mit
Hilfe eines Fluoreszenz-Mikroskops die infizierten Zellen, die aufgrund der GFP-

Expression grun leuchteten, quantifiziert werden.

3.2.2.2. Infektion der LoVo- und SW 480 -Zellen mit Ad5-CEAbax
Fur die Infektion der LOVO und SW 480 Zellen mit Ad5-CEAbax wurden die Zellen

auf 60 mm Platten mit einer Dichte von 2x10° Zellen pro Platte ausgesat. Nach
einem Tag wurden die Zellen mit dem Virus (Floureszenz Forming Unit: FFU von 1)
in 1 ml Medium ohne FCS und PS infiziert. Nach 30 min Inkubationszeit bei 37°C
wurden die Zellen mit einem Medium behandelt, das FCS, PS und 5-FU mit der
Endkonzentration von 2 uyM fir LOVO und 20 uM fir SW 480 enthielt.

3.2.2.3. Infektion von Kolonkarzinomzellen mit Ad5-GFP

Fur die Behandlung der Kolonkarzinomzellen mit Ad5-GFP und 5-FU, 5-BrU, 5-FC,
DOC oder Taxol wurden die Zellen auf 6-Well-Platten mit einer Dichte von 2x10°
Zellen pro Well ausgesat. Nach einem Tag wurde Ad5-GFP in einer Konzentration
von 3x10* FFU/Well in 1 ml Medium ohne FCS und PS hinzugefiigt. Nach 30 min
Inkubationszeit bei 37°C wurde 2 ml Wachstumsmedium auf die Platten pippettiert,
das FCS, PS und die Medikamente in den folgenden endgultigen Konzentrationen
enthielt: 4 yM fuar 5-FU, 5-BrU, 5-FC und DOC und 5 ng/ml flr Taxol. 40 h nach

Infektion wurde die Anzahl der griin leuchtenden Zellen ermittelt.

3.2.24. Infektion von 293-Zellen mit Ad5-GFP in einem CAR-negativen
System

Fir diesen Versuch wurden transfektionsahnliche Bedingungen verwendet. Dazu
wurde Ad5-GFP mittels Liposomen in die Zelle geschleust. Diese 293-Zellen wurden

auf 6-Wells ausgesat (2x10* Zellen pro Well) und iiber Nacht wachsen gelassen. Die
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Struktur der Liposomen um Ad wurde wie folgt hergestellt: Ad-GFP (3x10* FFU)
wurden mit Lipofectamin (Invitrogen) gemischt, das in eine Endkonzentration von 0,4
mg/ml mit PBS gebracht wurde. Nach 2 h Inkubationszeit bei Raumtemperatur wurde
5-FU mit einer Konzentration von 20 yM hinzugefugt. Der Ansatz wurde auf die
Zellen gegeben, Uber Nacht bei Raumtemperatur stehen gelassen und anschliel3end
50 min bei 20°C zentrifugiert. Der Uberstand (100ul/Well) wurde 1:10 mit DMEM
ohne FCS und PS verdunnt und auf die Zellen gegeben, welche anschliel3end fur 30

min bei 37°C weiter inkubiert wurden.

3.2.3. CAR-Blockade

SW 480 Zellen wurden auf 6-Wells ausgesat (2x10° Zellen/Well) und mit einem CAR-
Antikorper (goat polyklonalem Antikérper, Santa Cruz) bei einer Verdlinnung von
1:1000, 1:750, 1:500, 1:250, 1:100 und 1:50 fiir 24 h inkubiert. Die Zellen wurden mit
Ad-GFP inkubiert und die Anzahl der grin leuchtenden Zellen wurde 36 h nach der

Infektion ausgezahlt.

3.2.4. Western Blot Analyse im in vivo-Versuch

3.24.1. kDa-Angaben fur folgende aufgeflhrte Proteine
Aktin 46 kDa

Bax 21 kDa

Fiber 98 kDa

CAR 46 kDa

Bcl-2 26 kDa

E4orf3 11 kDa

3.2.4.2. Methodik der Western Blot Analyse

Die Proteinkonzentrationen wurden mittels des BC Assays (PIERCE) bestimmt. Die
Proben wurden in folgenden Proteinmengen eingesetzt: 40 ug fur die CAR Western
Blot Analyse, 60 ug flr die Ermittlung von bax und 50 ug fir die Ermittlung des Fiber-

Proteins mittels der Western Blot Analyse. Fur die Fiber Western-Blot-Analyse muss
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erwahnt werden, dass der Antikdrper Mono- und Trimere erkennt, sodass die Proben
flr diesen Versuch nicht denaturiert werden durfen. Im Anschluss wurden die Proben
auf unterschiedlichen SDS-Polyacrylamid-Gelen aufgetragen. Die unterschiedliche
Prozentualitat der Gele resultiert aus den unterschiedlichen Proteingrof3en. Folgende
Gele wurden gegossen: 10% fur CAR-WB, 15% fur bax-WB und 7,5% Fiber-Protein-
WB. Geblottet wurde mittels Tankblotverfahren auf Nitrozellulosemembranen (Bio-
Rad, Hercules, CA), wobei die Porengrof3e dabei 0,45 pm betrug. Die Blots wurden
mit 5% fettarmer Trockenmilch in 0.1% Tween 20 PBS (T-PBS-MILK) fur 1h bei
Raumtemperatur blockiert und dann Uber Nacht bei 4°C mit den geeigneten
Antikérpern inkubiert: CAR (goat polyklonal Antikdrper, Santa Cruz) mit einer
Verdunnung von 1:285, bax (polyklonaler Rabbit Anti-human, Pharmingen) mit einer
Verdinnung von 1:1000 und Aktin (goat polyklonaler Antikorper, Santa Cruz) mit
einer Verdunnung von 1:1000. Nach Waschen mit T-BPS wurden die folgenden
Sekundarantikérper in einer Verdinnung von 1:5000 hinzugefigt und 1 h bei
Raumtemperatur inkubiert: HRP-konjugiertes IgG von donkey anti-goat fur CAR- und
Aktin-Ermittlung und goat anti-rabbit fur die Ermittlung von bax. Da CAR und Aktin
gleiches Molekulargewicht haben, wurde der Blot, der fur CAR verwendet wurde,
zunachst einem Stripvorgang mit 2% SDS in Tris Puffer (ph 6.7) fir 45 min bei
Raumtemperatur unterzogen und anschlieBend fir die Ermittlung von Aktin
verwendet. Schliel3lich wurden die Proteine mittels vergroRerter Chemiluminescence
(ECL, Amersham Pharmacia Biotech) auf einem ECL-WB-Film exponiert.

Fur die Protein-Extraktion der Maus-Organe (Herz, Leber, Milz, Niere, Darm und
Lunge) wurden diese mit dem Complete Mammalian Proteome Extractions Kit von
Calbiochem (Catalog Number: 539779) behandelt. Dafur wurden von jedem Organ
der 9 Versuchstiere in etwa 50-100 mg Gewebepulver hergestellt und die Proteine
mittels  Resuspensions  Puffer  (Imidazol/Sucrose), Extraktions Reagenz
(Urea/Thiourea/Detergent), Reducing Agent (DTT) und Benzonase gelost. Die
daraus gewonnenen Pellets wurden vor der weiteren Verarbeitung im Protein Assay
in Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert.

Die Pellets, die aus der Proteinextraktion gewonnen wurden, enthielten stérende
Substanzen, wie z.B. Harnstoff. Daher mussten diese mittels spezieller Reagentien
(UPPA-I und UPPA-Il) herausgefallt werden. Hierfur wurde der Non-Interfering
Protein Assay Kit von Calbiochem (Catalog Number: 488250) verwendet. Nach der

UPPA-Fallung wurden die Pellets in Lysepuffer aufgenommen und mit einem
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Ultraschall-Homogenisator (15 sek, 2 cycle) behandelt. Die
Proteinkonzentrationsbestimmung wurde mit Hilfe des BCA-Kit (BC Assay) der Firma
Uptima (Catalog Number: UP95424A) durchgefiihrt. In diesem wird Cu?* durch die
Proteine reduziert, die reduzierten Cu’-lonen bilden anschlieRend mit
Bicinchoninsaure einen farbigen Komplex. Die Intensitat des Farbumschlages wurde
photometrisch  bei 540 nm  bestimmt. Die daraus resultierenden
Proteinkonzentrationen wurden anhand einer Standardkurve errechnet.

Zum Nachweis verschiedener Proteine wie vor allem bcl-2 und E4orf3 wurden die
Proben zunachst lysiert. Der dafur verwendete Lysepuffer enthielt 1%
Nonylphenoxypolyethoxyethanol (NP-40 = Igepal), 0,1% SDS, 0,5% Sodium
Desoxycholat sowie die Protease-Hemmer Phenylmethylsulfonyl-Fluoride (100
mg/ml) und 0,1% Aprotonin (100 U/ml). Die Proteaseinhibitoren PMSF und Aprotonin
wurden beim Ansetzen des Lysepuffers immer frisch zugesetzt. Bis zur weiteren
Verwendung konnte das Zelllysat bei -20°C gelagert werden.

Es wurde eine standardisierte Gesamtproteinkonzentration von 50 g fur alle Proben
im Gel eingesetzt, die nach Ermittlung der Proteinkonzentrationen mittels des
Protein-Assay-Verfahrens und entsprechender Verdunnung mit dem Lysepuffer
vorausgesetzt werden konnte. Die entsprechenden Proben konnten anschlief3end mit
Hilfe des Western-Blot-Verfahrens dargestellt werden. Hierfir wurden die Proben
dann im Verhaltnis 1:3 mit einem 6x-Sample-Puffer gemischt und zur Denaturierung
der Proteine 10 min im kochendem Wasserbad (99°C) inkubiert. Der 6x-Sample-
Puffer bestand aus Aqua dest., 0,5 M Tris-HCI (pH 6,8), Glycerol, 10% (w/v) SDS, 2-
3-Mercaptoethanol und 0,05 (w/v) Bromphenolblau.

AnschlieRend konnten die Proben auf ein SDS-Polyacrylamid-Gel aufgetragen und
elektrophoretisch unter einer Spannung von 100 V vertikal aufgetrennt werden. Der
Bisacrylamidanteil des Gels lag aufgrund der ahnlichen GréRe der zu blottenden
Proteine (etwa bei 26 kDa) bei 12%. Die Polyacryamidgele wurden nach folgender

Vorschrift in die Apparaturen des Western Blot Mini-Gel-Apparates gegossen:

53



Resolving Gel:

12%
Aqua dest. 3,5ml
1,5M Tris Puffer,
oH 8.8 2.5ml
SDS, 10% 100 pl
Bisacrylamid, 30% 3,3 ml
Ammoniumpersulfat, 10% 80 ul
TEMED 5-10 pl

Stack Gel:

Aqua dest. 6,1 mi
0,5M Tris Puffer pH 6,8 2,5 ml
SDS, 10% 100 pl
Bisacrylamid, 30% 1,3 ml
Ammoniumpersulfat, 10% 80 pl
TEMED 5-10 pl

Anschlie®end wurde der Mini Gel Western Blot Apparat mit Running-Puffer aufgefullt

und bei einer angelegten Spannung von 100 V fir 2-3 Stunden laufen gelassen:

Running-Puffer:

Glycin (Puffersubstanz) 14,49
Tris Base 39
SDS, 10% 1%

Orientierung fur die elektrophoretische Auftrennung der Proteingemische lieferten die
verwendeten Marker der Firma Bio Rad (Precision Plus Protein (500 pl), Catalog
Number: 161-0374) Fur den Transfer der Proteine beim Blotten von den Gelen auf

Nitrocellulosemembranen wurde eine Spannung von 100 V fir eine Stunde angelegt.
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Transfer-Puffer:

25mM Tris Base

192mM Glycin

Methanol (in Lsg. 20%)
pH: 8,3

Die Nitrocellulosemembranen wurden anschlieBend eine Stunde in 5%igem
Trockenmilchpulver in t-TBS (2,42 g/l Tris Base, 8 g/l NaCl, 0,1% Tween 20; pH 7,6)
blockiert, gefolgt von der Inkubation mit dem Primarantikorper (2 pg/ml, bcl-2 MADb
Purified Hamster-Anti-Human, BD Pharmingen, Catalog Number: 551051) Uber
Nacht bei 4°C. Nachdem die Membranen dreimal 10 Minuten mit t-TBS gewaschen
wurden, konnte die Inkubation mit dem Sekundarantikdrper (1:5000, Horseradish
Peroxidase (HRP)-Conjugated Mouse Anti-Armenian and Syrian Hamster IgG
(Cocktail) Monoklonal Antibody, BD Pharmingen, Catalog Number: 554012) fur eine
Stunde bei Raumtemperatur erfolgen. Nach erneutem dreimaligem Waschen mit T-
TBS wurden die Nitrocellulosemembranen flr eine Minute mit einem ECL Kit (ECL
Western Blotting Detection Reagents, Amersham Biosciences, Catalog Number:
RPN2106) inkubiert und anschlieend entwickelt.

Vor jeder weiteren Inkubation mit anderen Antikérpern wurden die
Nitrozellulosemembranen mit Stripping-Puffer (2% SDS = 20 g/l, 7,56 g/l Tris Base =
62,5 mM, pH: 6,7) fur jeweils 2 h bei Raumtemperatur blockiert. Analog zum bcl-2-
Antikdrper wurden anschlie3end alle weiteren Schritte flr die folgenden Antikorper
durchgefuhrt. So wurden die Nitrozellulosemembranen mit dem eigens aus
Hybridomzellen (Ratte) hergestellten E4orf3-Antikdrper in einer Verdiinnung von 1:10
in 5%-BSA/T-TBS Uber Nacht bei 4°C inkubiert und anschlie®end mit dem
entsprechenden Sekundarantikorper (1:2000, Goat-Anti-Rat IgG-HRP, Santa Cruz,
Catalog Number: sc-2006) fur 1 Stunde bei Raumtemperatur versetzt.

Als Ladungskontrolle diente [3-Aktin (I-19) (1:1000, Santa Cruz, Catalog Number: sc-
1616), das uber Nacht bei 4°C inkubiert wurde. Am folgenden Tag erfolgte der
Nachweis mittels des Sekundarantikorpers (1:5000, Donkey-Anti-Goat 1gG-HRP,
Santa Cruz, Catalog Number: sc-2020), dessen Inkubation bei Raumtemperatur fur 1

Stunde erfolgte.
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3.2.5. PCR-Analyse im in vitro- und im in vivo-Versuch

Folgende adenovirale DNA-Proben (jeweils 2 ug) wurden fir die PCR verwendet:
DNA allein, DNA in der Anwesenheit von 9,6 yM 5-FU, DNA/Lipofectamin (0,2
mg/ml), DNA/Lipofectamin in der Anwesenheit von 9,6 yM 5-FU. Die Proben wurden
Uber Nacht bei Raumtemperatur inkubiert und anschliel3end bei 2060 g fur 35 min bei
18°C zentrifugiert. Zur Kontrolle wurde eine zusatzliche Probe von DNA/Lipofectamin
(0,2 mg/ml) hergestellt, mit einem Lysepuffer 1 Stunde lang bei 4°C behandelt und
anschlieRend zentrifugiert. Von den Uberstanden wurde die DNA auf eine Mischung
von NaOAc und Isopropanol ausgefallt, mittels Zentrifugation isoliert und danach mit
75% Ethanol gewaschen und getrocknet.

Die PCR wurde mit Hilfe des Tag PCR Master Mix (Qiagen) durchgefiihrt. Die
resultierenden PCR-Produkte wurden dann auf einem 1,5% Agarose-Gel, das 0,25
pug/ml Ethidiumbromid enthielt, aufgetragen, um die spezifische Amplifikation der
PCR nachzuweisen.

Des weiteren erfolgte eine quantitative PCR-Analyse im Light-Cycler aus den
Organen (Herz, Milz, Leber, Darm, Lunge und Niere) des Mausmodells. Hierflr
diente der PCR-Master-Mix von Roche. Untersucht wurden die Gewebe auf 3-Aktin
zur Faktor-Normierung, bcl-2 und die E4-Box, wobei zur Analyse jeweils 60 ng DNA
eingesetzt wurden. Die etablierten Primer-Endkonzentrationen betrugen je 10 uM
und die MgCl,-Konzentration je 3 mM. Aulerdem wurden die PCR-Produkte vom
Light-Cycler zur Validierung der PCR auf ein Agarose-Gel fur eine Gelelektrophorese
aufgetragen und sichtbar gemacht. So konnte zusatzlich die Spezifitdt der Primer
getestet werden und Uberpruft werden, ob nicht noch Nebenprodukte mit amplifiziert

wurden.

3.2.6. Transmissionselektronenmikroskopie

Folgende Losungen wurden mit Hilfe der Elektronenmikroskopie (EM) analysiert: (A)
Lipofectamin von 0,5 mg/ml, (B) Lipofectamin von 0,5 mg/ml, das Uber Nacht mit 20
UM 5-FU behandelt wurde, (C) Ad-GFP (4x10° pfu/ml), das mit Lipofectamin
koplexiert war in einer Konzentration von 0,5 mg/ml, (D) Ad-GFP (4x10° pfu/ml), das

mit 0,5 mg/ml Lipofectamin komplexiert war, das zuvor 1 h bei Raumtemperatur
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inkubiert worden war und dann tber Nacht mit 20 uM 5-FU behandelt worden war.
Zur Herstellung der EM-Proben wurde das negative Fleck-Verfahren verwendet.
Kurz, ein Tropfen jeder Probe wurde auf ein Kupfergitter abgeladen und mit einem
formbaren Karbonfilm bedeckt. Der Film wurde dann mit 2% Wolframphosphorsaure
befeuchtet und an der Luft getrocknet. Die EM-Bilder wurden auf einem Zeiss-

Instrument, das mit 80 kV arbeitet, aufgezeichnet.

3.2.7. Versuchsansatz beim Mausmodell

Die Mause wurden in zwei Gruppen von je sechs Tieren aufgeteilt, von denen nur die

zweite Gruppe mit DSS behandelt wurde. Folgendes Schema zeigt den

Versuchsansatz:

- DSS + DSS
Tier 1 PBS PBS
Tier 2 + 5-FU (10pM) + 5-FU (10uM)
Tier 3 Koinfektion Koinfektion

Koinfektion + Doxycyclin ohne 5- | Koinfektion + Doxycyclin ohne 5-
FU FU

Tier 4

Tier 5 | Koinfektion + Doxycyclin + 5-FU | Koinfektion + Doxycyclin + 5-FU

Tier 6 | Koinfektion + Doxycyclin + 5-FU | Koinfektion + Doxycyclin + 5-FU

Den entsprechenden Tieren wurde zeitgleich zur Infektion mit bcl-2-Ad und r-TA-Ad
im Verhaltnis von 4:1 5-FU (10 uM), aufgenommen in 300 ul physiologischer (0,9%)
NaCl-Lésung, in die Vena cava inferior gespritzt. Nach 48 Stunden erfolgte die Gabe
von Doxycyclin (286 ug/100gKG; KG Mause ~ 25 g - 71,5 ug Doxycyclin/Maus),
welches Uber die Schwanzvene injiziert wurde. Wiederum 48 Stunden spater
erhielten die entsprechenden Versuchstiere fur sieben Tage DSS Uber das
Trinkwasser. Bei allen Mausen wurden sieben Tage spater die Organe Herz, Milz,
Leber, Darm und Lunge entnommen. Von diesen wurden Proben fir die
Immunhistochemie, die quantitative PCR-Analyse und flr die Western-Blot-Analyse
gewonnen. Wie aus obigem Schema ersichtlich dienten die Tiere 1 und 2 als

Kontrolltiere.
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3.2.8. Immunhistochemie der Mausschnitte

Fur die Immunhistochemie wurden die einzelnen Organe (Herz, Leber, Milz, Niere,
Lunge und Darm) der insgesamt 9 Versuchtiere in Tissue-Tec-O.C.T.-Medium
eingebettet und bei -80°C aufbewahrt. AnschlieRend wurden von allen Organen
zahlreiche Gefrierschnitte hergestellt, um eine mdglichst hohe Antigenerhaltung zu
erzielen. Die Schnitte wurden zwei Tage bei Raumtemperatur getrocknet,
anschliellend mit eiskaltem Aceton fur 10 min fixiert und dann fur die weitere
Verarbeitung bei -20°C gelagert. Fur unsere Studie testeten wir die einzelnen Organe
mit zwei verschiedenen Antikorpern, einem Hexon-Antikérper (Polyclonal Antibody to
Adenovirus (Hexon) aus goat, ACRIS, Catalog Number: BP100) und einem bcl-2-
Antikérper (Rabbit Anti-Human-Bcl-2 Polyclonal Antibody aus rabbit, BD Pharmingen,
Catalog Number: 554160).

Zunachst wurden die Aceton-fixierten Gefrierschnitte bei Raumtemperatur fir etwa
10 min getrocknet und anschlie3end in TRIS-Puffer flr 2 Stunden gewaschen, wobei
der TRIS-Puffer alle 30 min gewechselt wurde, um das O.C.T.-Medium vollstandig zu
entfernen. Nach kurzem Abspulen der Praparate mit dest. Wasser wurde mit je 100
Ml 0,3% H20,-Methanol-Gemisch fur 30 min bei Raumtemperatur gegen die
endogene Peroxidaseaktivitat blockiert. Vor der Serumblockierung erfolgte ein
weiterer Waschvorgang, zunachst mit Aqua dest. und dann dreimal fir je 5 min mit
TRIS-Puffer. Gegen Kollagene und unspezifische Proteine wurden die Objekttrager
in der Feuchtkammer mit 20%-Rabbit-Serum (SIGMA, Produkt Nr.: R133) fur 20 min
bei Raumtemperatur blockiert. Ohne weitere Waschvorgange wurden die Schnitte
danach uber Nacht bei 4°C in der Feuchtkammer mit Primarantikdrper (1:100 in 1%-
Rabbit-Serum, Polyclonal Antibody to Adenovirus (Hexon), ACRIS, Catalog Number:
BP100) die Negativkontrolle mit 100 pl 1%-Rabbit-Serum inkubiert.

Im Folgenden wurde ein HRP-Kit (Streptavidin-HRP, Serotec, Catalog Number:
STAR5B) verwendet, der fur die spezifische Bindung der Primarantikdrperreaktion
dient. Dies geschieht durch Zugabe von biotinylierten Sekundarantikorpern gegen
goat-lImmunglobuline, gefolgt von einem Komplex, der sich aus Streptavidin und
biotinylierter Peroxidase zusammensetzt. SchlieBlich wird der Antigen-
Antikérperkomplex durch eine Chromogen-Substratidsung in einer Farbreaktion

durch DAB (Diaminobenzidin-Tetrahydrochlorid und Wasserstoffperoxid) sichtbar
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gemacht. Der biotinylierte Sekundarantikdrper (Rabbit Anti-Goat) des HRP-Kits
bindet an den zuvor amplizierten Primarantikérper (Goat Anti-Hexon) Uber ein
bestimmtes Epitop, so dass letztendlich die Antigenstruktur des Hexons im
Mausgewebe nachgewiesen werden kann. Der StreptAB-Komplex/HRP des Duett-
Kits wird mit einem aus Streptomyces avidinii gewonnenen Streptavidin und
Meerrettichperoxidase hergestellt. Die Peroxidase wird optimal Uber einen 7-Antom-
Spacer mit Biotin in einer 0,01-molaren phosphatgepufferten Kochsalzlosung und
Natriumnitritidbsung bei einem pH von 7,2 konjugiert. Die Verwendung des
Streptavidins als Komplex erweist sich als sehr vorteilhaft, da es eine bessere
Spezifitat der Farbung verursacht.

So wurde am folgenden Tag dreimal fur 5 min mit TRIS-Puffer gewaschen und
anschliefiend fur 2 Stunden bei Raumtemperatur in der Feuchtkammer mit dem
Sekundarantikorper (1:500 in 1%-Rabbit-Serum, Rabbit Anti-Goat 1gG, IgM, IgA
(H&L)) inkubiert. Nach einem weiteren Waschvorgang (3 dreimal flr je 5 min mit
TRIS-Puffer) wurden die Schnitte mit je 100 pl Streptavidin (1:300 in 1%-Rabbit-
Serum, Serotec, Catalog Number: STARSB) fur 1 Stunde bei Raumtemperatur in der
Feuchtkammer versetzt. Anschlielend erfolgte die Substratreaktion mittels einer
DAB-Farbung (DAB/PBS-Lsg. + 1,5 pl 30% H»0;), die nach max. 10 min bei
Raumtemperatur mit ausreichend dest. Wasser gestoppt wurde. Anschlielend
wurden die Kerne mit Hamalaun gegengefarbt und ca. 30 min geblaut.

Bei einem positivem Ergebnis lassen sich unter dem Lichtmikroskop braune
Farbungen der mit Adenoviren infizierten Zellen erkennen.

Fur die Immunhistochemie mit dem bcl-2-Antikérper wurden die mit Aceton fixierten
Gefrierschnitte aus der Maus nach dem gleichen Protokoll-Schema behandelt wie bei
der Hexon-Farbung. Dabei wurde der Primar-Antikorper (Rabbit Anti-Human bcl-2
Polyklonaler Antikdrper) 1:50 mit 1%-goat-Serum verdunnt und Uber Nacht bei 4°C
inkubiert. AnschlieRend wurden die Gefrierschnitte mit dem Sekundar-Antikérper
(Goat Anti-Rabbit Igs Polyclonal Antibody, biotinyliert), der 1:100 mit 1%-goat-Serum
verdunnt wurde, fur 1 Stunde bei Raumtemperatur Uberschichtet und darauf analog
zur Hexon-Farbung mit Streptavidin (1:300 in 1%-goat-Serum, BD Pharmingen,
Catalog Number: 554066) fur 1 Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Die DAB-
Farbung, die Gegenfarbung mit Hamalaun und das Blauen erfolgte nach gleichen
Schema wie oben erwahnt. Als Positiv- und Negativ-Kontrollen dienten bei der

Immunhistochemie mit dem bcl-2-Antikorper humane Kolonschnitte. Diese zu
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testenden Paraffinschnitte, die in Formalin fixiert waren, wurden zuerst im Xylol
entparaffiniert und in einer absteigenden Alkoholreihe (2x 99% Ethanol, 2x 96%
Ethanol, 2x 70% Ethanol) entwassert. AnschlieBend wurden die Schnitte in
Citratpuffer fur 20 Minuten gekocht, wodurch die Antigen-Bindungsstellen der
Membranoberflache  vollstandig freigelegt werden. Um die endogene
Peroxidaseaktivitdt zu Dblockieren wurden die Schnitte in ein 3%iges
Wasserstoffperoxid-Methanolgemisch gegeben und 10 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert. Als zweite Blockierung gegen Kollagene und unspezifische Proteine wurde
20%-iges goat-Serum gegeben. Alle weiteren Schritte erfolgten analog zur Farbung
der Maus-Gefrierschnitte mit Primar- und Sekundar-Antikérpern in den jeweils

gleichen Konzentrationen und unter gleichen Arbeits- und Umgebungsbedingungen.

3.2.9. H.E.-Farbung

Die Routinefarbung fur die histologische Untersuchung von Gewebeschnitten ist die
Hamatoxylin-Eosin-Farbung (H.E.-Farbung), in der das positiv geladene Hamatoxylin
nach Oxidation zu Hamatein und folgender Zugabe von Alaunen als Hamalaun an
die sauren Bestandteile der DNA bindet, sodass die Zellkerne, aber auch saure
Schleimsubstanzen, Bakterien und Kalk blau gefarbt werden. Das negatv geladene
Eosin bindet dagegen an die positiv geladenen Gewebsbestandteile, was sich in
einer roten Farbung des Zytoplasmas der Zellen, Kollagenfasern und proteinhaltigen
Losungen widerspiegelt.

Um die Colitis der mit DSS behandelten Tiere besser beurteilen zu kdnnen, wurden
die Darmschnitte und zusatzlich auch alle anderen Organe der Versuchstiere mit
Hamatoxylin-Eosin (H.E.) gefarbt. Dabei wurden die Schnitte nach einem 30 min
langem Waschvorgang in TRIS-Puffer und dreimaligem Waschen mit Aqua dest. fur
10 min mit Hamatoxylin nach Mayer gefarbt und fur weitere 10 min mit Wasser
geblaut. Nach einem folgenden Waschvorgang mit Aqua dest. wurden die Praparate
fur wenige Minuten mit Eosin uUberschichtet, danach wieder mit Aqua dest.
gewaschen und in einer aufsteigenden Alkoholreihe (70%, 96%, 99%, Xylol)

gereinigt.
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3.2.10. Infektion von Kolonkarzinomzellen mit unterschiedlichen Ad5-
Mutanten und 5-FU

Um die Rolle von 5-FU bezlglich der Infektion von Tumorzellen mit Ad5 besser
verstehen zu kdnnen, verwendeten wir fur die Infektion von Kolonkarzinomzellen mit
unterschiedlicher CAR-Expressionsrate zwei Ad5-Mutanten, denen die E1- und die
Replikationsregion fehlte, die dafur aber GFP (Ad5-GFP) exprimierten.

3.2.11. Nachweis der Effekte in einem CAR-negativen System

Um den Effekt in einem CAR-negativen System bewerten zu kénnen, wurde Ad5-
GFP in Liposomen eingekapselt, die mit 5-FU behandelt wurden. So konnte ein
Vergleich zu Kontrollen erfolgen, bei denen die Zellen ohne die gleichzeitige

Behandlung von 5-FU infiziert wurden.
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4. Ergebnisse

4.1. Ergebnisse der in vitro-Versuche

4.1.1. Vergleich  zwischen  Zelllinien mit hoch- und niedrig-
exprimierendem  CAR-Level in Bezug zur adenoviralen

Infektionsrate und 5-FU

Samtliche Zell-Linien (DLD-1, LoVo, SW 480 und SW 620) wurden mit Ad-GFP oder
Ad-CEAbax bei einem FFU behandelt, das zu 50% die Zellen infizierte. Der Erfolg
der Infektion war dabei in allen Zelllinien am hdéchsten (bis zu 98%), sobald die
adenoviralen Konstrukte in Kombination mit 5-FU verwendet wurden, was die grol3e
Population an grunen Zellen in LoVo- und SW 480 -Zellen als Beispiel zeigt (siehe
dazu Abbildung 12).

+ 5-FU + Ad-CEAbax + Ad-CEAbax + 5-FU

Abbildung 12: Auswirkungen von 5-FU auf die adenovirale Infektion von

Lovo

SW480

Kolonkarziniom-Zellinien mit  unterschiedlicher CAR-
Expression.
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5-FU wurde fiir die LoVo-Zellen in einer Konzentration von 2 ymol/L und fir
die SW 480-Zellen in einer Konzentration von 20 ymol/L verwendet. Die MOI
fur das Virus (AdCEAbax) lag bei 1. Die Zellen wurden mit 5-FU allein oder
mit dem Virus in An-und Abwesenheit von 5-FU behandelt.

Die Expression von bax mit 5-FU und/oder dem Virus wurde mittels Western-
Blot-Analyse nach einer Inkubation von 24 h, 36 h und 48 h kontrolliert (siehe
dazu Abbildung 13).

Das Expressionslevel von CAR der Kolonkarzinom-Zelllininen wurde mittels
Western-Blot-Analyse unter der Ladungskontrolle von Aktin dargestellt (siehe
dazu Abbildung 15).

Entsprechend der GFP-Expression wurde eine erhohte Expression von bax auf dem
Western Blot detektiert, sobald zur Infektion mit Ad-CEAbax 5-FU gegeben wurde,
gegenuber dem Expressionsgrad von bax nach alleiniger Infektion mit Ad-CEAbax
(siehe Abbildung 13).

+5-FU  +Ad-CEAbax +Ad-CEAbax
+ 5-FU
A A A
( 7 \/ \

bax —p "“-.‘.—-

e el T —

(h)y 24 36 48 24 36 48 24 36 48

Abbildung 13: Kontrolle der Expression von bax mit 5-FU und/oder dem
Virus (AdCEAbax) mittels Western Blot Analyse nach einer
Inkubation von 24 h, 36 h und 48 h.

Zur Kontrolle wurden 293 Zellen mit der DNA des CMV Promotor/GFP transfiziert
und mit 10 mmol/l 5-FU behandelt. In der Anzahl der griinen Zellen zeigte sich kein
Unterschied nach der Gabe von 5-FU, was daflr spricht, dass 5-FU nicht mit der
Translation der Reportergene interferiert. Zusatzlich wurden SW 480 -Zelllysate, die
mit 5-FU (10 mmol/l) behandelt wurden, und Kontrollzellen auf das adenovirale Fiber-
Protein geblottet (die adenovirale MOI lag dabei einmal bei einer MOI von 200 und

bei einem weiteren Versuch bei 50). In beiden Fallen lies sich mehr Fiber-Protein in
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den mit 5-FU behandelten Zellen nachweisen, was dafir spricht, dass diese Zellen

intrazellular nun eine héhere Anzahl an Adenoviren enthielten (siehe Abbildung 14).

Abbildung 14:

MOL 50 + 5-FU (10 mmol/L)

5-FU (10 mmol/L)

Control
1 MOL 200

l MOL 200 + 5-FU (10 mmol/L)
" MOL 50

Fiber =—199 kDa

Actin R e o 0

Western Blot Analyse zur Beurteilung des nach der Ad-GFP-
Infektion intrazelluldr lokalisiereten adenoviralen Fiber-
Proteins in SW 480 -Zelllysaten (Aktin diente zur

Ladungskontrolle).

In Kontrollzellen und Zellen, die nur mit 5-FU behandelt wurden konnte kein
Fiber-Protein nachgewiesen werden. Geringe Fiber-Protein-Konzentrationen
konnten in Ad-GFP-infizierten Zellen in Abhéangigkeit der Ad-GFP-
Konzentration detektiert werden (MOI von 50 und 200). Die zusatzliche Gabe
von 5-FU erhohte die Fiber-Protein-Konzentration in allen Zelllysaten, was auf
eine erhohte adenovirale Aufnahme in die Zellen hindeutet.

5-FU erhohte die Aufnahmerate von Ad nicht nur in Zellen, in denen CAR auf einem

hohen Level exprimiert wird, wie z.B. in LoVo-Zellen, sondern besonders in Zellen mit

einer niedrigen CAR-Expressionsrate (siehe Abbildung 15).
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Abbildung 15: Western Blot Analyse zum Nachweis von CAR (Aktin diente

zur Ladungskontrolle)

Das zeigt, dass der Effekt nicht an die Expression des CAR gebunden ist. Um die
Funktion des CAR zu blockieren wurden SW 480 Zellen mit einem Antikérper gegen
CAR fur 24 h (Santa Crux, N-17) in einer aufsteigenden Konzentrationenreihe von
1:1000 bis zu 1:50 und zusatzlich mit Ad (MOI 400) inkubiert. Die virale Aufnahme in
die Zellen wurde ab Konzentrationen von mehr als 1:500 geblockt, jedoch wurde bei
der gleichzeitigen Behandlung mit 5-FU die virale Aufnahme weiterhin vergroRert,
was wiederum fur einen CAR-unabhangigen Mechanismus spricht (siehe Abbildung
16).
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MOL 400 MOL 400 + antiCAR AB 1:50
MOL 400 + antiCAR AB 1:1000 MOL 400 + antiCAR AB :50 + 5-FU

Abbildung 16: Anzahl der GFP-exprimierenden SW 480-Zellen nach der
Infektion mit Ad-GFP (MOI von 400) mit und ohne Blockade
von CAR in Abhéangigkeit von der Gabe von 5-FU.

Neben einer Kontrolle wurde die Funktion von CAR durch einen anti-CAR-
Antikérper in Konzentrationen von 1:1000 und 1:50 geblockt. Die gleichzeitige
Gabe von 5-FU konnte die Anzahl an GFP-exprimierenden Zellen sogar bei
CAR-Antikdrper-Konzentrationen von 1:50 erhéhen.

4.1.2. Zusammenhang zwischen der Konzentration von 5-FU und der

Effizienz der Ad-Aufnahme in Zellen

Die GFP-Expression in mit 5-FU vorbehandelten Zellen war signifikant hoher als in
unbehandelten Zellen und die Zahl der Zellen, die das fluoreszierende Protein
produzierten, vergroflerte sich mit steigenden Konzentrationen der kanzerogenen
Substanz bis zu 10 yM. In der Tat zeigte sich jeweils nach 48 h und 72 h, dass die
Infektionsrate in den mit 10 uM 5-FU vorbehandelten Zellen mehr als doppelt so
hoch war als in den Zellen, die mit 2 uM 5-FU vorbehandelt wurden (siehe Abbildung
17 A).
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A. Vorbehandlung mit 5-FU
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Abbildung 17 A: Abhangigkeit der adenoviralen Infektionsrate infolge einer
Ad-GFP-Infektion von SW 480 Zellen nach einer vorherigen
Gabe von 5-FU.

Zwei Stunden nach der Inkubation mit 5-FU in den entsprechenden
Konzentrationen (2 uM, 10 yuM und 30 pM) wurde 5-FU entfernt und die Zellen
wurden mit dem adenoviralen Konstrukt Ad5-GFP infiziert. Als Alternative
wurden die Zellen gleichzeitig zur Virusinfektion mit 5-FU behandelt (siehe
dazu Abbildung 17 B). Die Anzahl der griinen Zellen wurde jeweils 24 h, 28 h
und 72 h nach der Infektion ausgezahlt. Die aufgefiihrten Daten ergeben sich
als Durchschnittswerte aus drei Experimenten. Die Standardabweichung lag
im Bereich von 10%-15%.

Ab Konzentrationen, die hoher als 30 uyM und 50 puM waren, konnte jedoch
beobachtet werden, dass die Substanz langsam weniger effektiv wirkte, ein
Phanomen, das auf einen inhibitorischen Effekt von 5-FU auf die virale DNA-
Replikation hindeuten konnte. Alle Experimente wurden in dreifacher Ausfluhrung
durchgefuhrt und die Standardabweichung betrug weniger als 15%.

Ein hoherer Effekt von 5-FU lie} sich bei seiner gleichzeitigen Applikation mit Ad5
beobachten, was nicht nur auf eine Steigerung des Resultats, sondern auch der
Infektionsrate schlielen Iasst, besonders wenn die Substanz in den beiden hochsten
Dosen von 30 uM und 50 uM verwendet wurde. Unter diesen Voraussetzungen war
die Anzahl der griinen Zellen, die nach 24 h gezahlt werden konnten, dreimal so grof3
als im Falle der Vorbehandlung mit 5-FU. Nach 72 h zeigte sich eine Erhdhung der
Dichte der grin leuchtenden Zellen von Uber 50% (siehe Abbildung 17 B).
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Abbildung 17 B:
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Abhangigkeit der adenoviralen Infektionsrate infolge einer
gleichzeitigen Gabe von 5-FU zur Infektion von SW 480-
Zellen mit Ad-GFP.

Die Anzahl der grinen Zellen wurde jeweils 24 h, 28 h und 72 h nach der
Infektion ausgezahlt. Die aufgefiihrten Daten ergeben sich als
Durchschnittswerte aus drei Experimenten. Die Standardabweichung lag im
Bereich von 10%-15%.

Aus diesen Ergebnissen lasst sich zeigen, dass nach der Behandlung mit 5-FU und

Ad5-GFP eine signifikant hdhere Anzahl an GFP-exprimierenden Zellen, verglichen

mit Ad5-GFP allein, beobachtet werden konnte. In Zelllinien mit einer geringen CAR-

Expression (SW 480) zeigte sich ein noch starkerer Effekt von 5-FU, was darauf

schlie®en lasst, dass es sich beim Transport von Ad5 durch die Zellmembran um

einen Mechanismus handeln kénnte, der unabhangig von CAR ablauft. Die Erhéhung

der Infektionsrate war dosisabhangig und maximal bei gleichzeitiger Gabe von 5-FU

und Ad5-GFP.
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4.1.3. Die spezifischen Eigenschaften von 5-FU bezogen auf die Ad5-
Aufnahme in Zellen

Der positive Effekt von 5-FU auf die Ad5-Infektion konnte auf seine Funktion als
Chemotherapeutikum oder auf seine Struktur und seinen chemischen Charakter
zuruckzufuhren sein. Um einschatzen zu koénnen welche strukturellen und
chemischen Eigenschaften von 5-FU eine Rolle beim Eintritt der Adenoviren in Zellen
spielen kdnnten, wurden die beiden Pyrimidin-Derivate von 5-FU, namlich 5-BrU und
5-FC, in Kombination mit Ad5 verwendet. Die chemische Struktur von 5-BrU weist
einen groReren Halogen-Anteil auf und ist weniger elektronegativ als 5-FC. In 5-FC
liegt an Position 4 eine Aminogruppe anstatt der Carbonylgruppe wie in 5-FU vor,
sodass das Molekil eine héhere Hydrophilitat aufzeigt. In beiden Fallen anderte sich
das Level der Infektion nicht in Hinsicht auf Ad5 allein, was darauf hindeutet, dass
die Eigenschaft von 5-FU auf die Ad5-Infektion spezifisch ist und dass dabei keine
Gemeinsamkeit mit anderen Molekllen vorliegt, die eine strukturelle Ahnlichkeit zu 5-
FU haben.

Zusatzlich zu anderen Chemotherapeutika, wie Taxol (Mann 2002), wurde das
Zellmembran-destabilisierende Gallensalz Deoxycholat (Lasch, Hoffmann et al.
1990) in Kombination mit Ad5 verwendet. Im Falle der DLD-1 und SW 480 Zellen
konnte nur 5-FU den zellularen Eintritt von Ad5 positiv beeinflussen, wohingegen sich
bei Taxol keinerlei Effekte zeigten. Im Gegensatz dazu konnte die Infektion der LoVo-
Zellen mit beiden antikanzerogenen Substanzen verbessert werden, sogar mit Taxol
doppelt so gut als mit 5-FU (siehe dazu Abbildung 18). Die Effekte beider
Substanzen waren in den RKO-Zellen, die CAR auf einem hohen Level exprimieren,

nur geringfugig nachweisbar.
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Abbildung 18: Anzahl der GFP-exprimierenden Zellen bei RKO-, LoVo- und
SW 480 Zellen nach der Gabe von O pmol/L (Kontrolle) bzw.
jeweils 4 umol/L 5-FU, 5-BrU, 5-FC, DOC und 5 pg/L Taxol.

Andere Pyrimidin-Analoga zeigen den positiven Effekt von 5-FU auf die
adenovirale Infektionsrate nicht. Die Anzahl der infizierten griinen Zellen
wurde 40 h nach Infektion gezahlt. Die aufgeflihrten Daten ergeben sich als
Durchschnitt aus drei Versuchen, wobei der Messfehler die Uubliche
Standardabweichung aufzeigt.

4.1.4. Auswirkungen von 5-FU auf die Freisetzung von Ad5 aus

liposomalen Strukturen

Basierend auf der Beobachtung, dass 5-FU einen positiven Einfluss auf die
Aufnahme von Ad5 in Zellen unabhangig von CAR hat, forderten wir, dass es einen
5-FU-vermittelten Transfer von Ad5 durch Lipidmembranen geben muss. Um zu
untersuchen, in welchem Male 5-FU Einfluss auf geordnete Lipidstrukturen aufweist,
wurde ein Gemisch aus Liposomen von DOSPA/DOPE in einem Verhaltnis von 3:1
verwendet (Lipofectamine™), um das virale Kapsid einzuhiillen. Dabei handelt es
sich um das polykationische Lipid 2,3 -dioleyloxy- N- [2(sperminecarboxamido)ethyl] -

N,N — dimethyl — 1 — propanaminiumtrifluoroacetate (DOSPA) und das Phospholipid
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dioleolyphosphatidylethanolamine (DOPE). Der resultierende Komplex wurde dann
mit 5-FU Uber Nacht behandelt und anschlie®end zentrifugiert. In 293-Zellen, die ein
ideales System fur die Replikation von Ad-Mutanten darstellen, deren E1 Region
deletiert ist, wurde die Infektionsfahigkeit der Uberstande getestet. Die folgende
Abbildung zeigt einen Uberblick tiber die dafiir durchgefiihrten Versuche (Abbildung
19).

Rl
Ad in Liposom 'J'-g:
+/- 5-FU \5.'

gxg\a - Ad-GFP
Uberstand
auf 293 Zellen
Oder PCR auf E4orf6
/ + Ad-GFP
6000 -
4500 | O-5FuU
m+5FU
3000 1 Ly- ]
Y siertes Lipo-
O- Lipo-

48 72

Abbildung 19: Ubersicht zum Versuchsaufbau: PCR und Infektion von 293-
Zellen mit Uberstanden von 5-FU behandelten Ad5-

Liposomen.

(genauere Beschreibung der einzelnen Versuche siehe unten)

Wie Abbildung 20 aufweist, zeigt die Anzahl der griinen Zellen, die von der Infektion
mit dem Uberstand der mit 5-FU behandelten Ad5-Liposomen-Préparationen
stammen einen Unterschied zur Anzahl der Zellen auf, die von der Infektion mit dem
Uberstand stammen, die ohne 5-FU behandelt wurden. Im Vergleich zu den
Kontrollen enthielten die Uberstande dieser Liposomen schlieRlich 2,4 mal mehr Ad5-
GFP nach der Behandlung mit 5-FU. Zusatzlich konnten wunter dem
Elektronenmikroskop an den Lipidmembranen morphologische Veranderungen

festgestellt werden.
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Abbildung 20: Nachweis der erht6hten Freisetzung von viralen Partikeln

aus in Liposomen eingehillten adenoviralen Formationen.

293-Zellen wurden mit dem Uberstand von zentrifugierten in Liposomen
eingehllten Ad5-GFP-Lésungen mit und ohne 5-FU inkubiert. Die Anzahl der
grinen Zellen wurde 48 h und 72 h nach Infektion ausgezahlt. Die
aufgefiihrten Ergebnisse ergeben sich aus dem Durchschnitt dreier Versuche,
wobei der Messfehler im Bereich der Standardabweichung lag. Auf der
anderen Seite flihrte eine Behandlung von in Liposomen eingekapselter
viraler DNA mit 5-FU zu keiner DNA-Freisetzung, was die Ergebnisse einer
PCR-Analyse ergaben (siehe dazu Abbildung 21).

Dies deutet darauf hin, dass der Uberstand als Folge der Inkubation von Ad5, die in
Liposomen verpackt waren, mit 5-FU eine hohere Konzentration an Virus enthalt.
Offenbar durfte die Substanz einen stérenden Effekt auf die Lipid-,Praparation”
haben, da sie die ,freie“ Form gegenlber der eingekapselten von Ad5 bevorzugt.

Um zu kontrollieren ob die Behandlung mit 5-FU die Freisetzung von adenoviraler
DNA auslosen kdnnte, wurden Proben von DNA-Liposom-Losungen mit und ohne 5-
FU in einer PCR und anschlieRend mittels Agarose-Gel-Elektrophorese getestet. Es
zeigte sich fir die adenovirale DNA keine Bande mit Ethidiumbromid, was darauf
hindeutet, dass keine Freisetzung von DNA-Komponenten aus dem

Liposomenkomplex in Anwesenheit von 5-FU stattgefunden hat. Zur Kontrolle wurde
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der DNA-Liposomenkomplex vor der PCR gespalten und die Banden der DNA-
Produkte, wie zu erwarten war, anschlieRend auf einem Agarosegel sichtbar
gemacht (siehe Abbildung 21).

1 2 3 4 56 7 8 9 10
DNA

Abbildung 21: Auftrennung der aus der PCR-Analyse stammenden Proben
mittels Agarose-Gel-Elektrophorese. Die PCR-Analyse zeigte
keine Freisetzung viraler DNA aus den Liposomen nach
einer Behandlung mit 5-FU.

Die Proben wurden jeweils in Duplikaten aufgetragen: DNA allein (Spuren 1
und 2), DNA und 9,6 pmol/L 5-FU (Spuren 3 und 4), DNA und Lipofectamin
(Spuren 5 und 6), DNA und Lipofectamin und Lysepuffer (Spuren 7 und 8),
DNA mit Lipofectamin und 9,6 pmol/L 5-FU (Spuren 9 und 10).

4.1.5. Morphologische Veranderungen von Lipidschichten als Reaktion
auf 5-FU

Die elektronenmikroskopischen Bilder der Lipidstrukturen zeigten nach der
Behandlung mit 5-FU ein vielschichtiges Motiv. Dieses ist durch eine unregelmalige
Dicke des Liposoms charakterisiert, welches durch das Verschwinden der

geordneten Schichtstruktur an manchen Stellen entstand (Abbildung 22).
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Abbildung 22: Elektronenmikroskopische Darstellung liposomaler
Strukturen und deren Veranderungen als Reaktion auf die

Gabe von 5-FU.

(1) Lipofectamin, (2) Lipofectamin nach der Behandlung mit 5-FU Uber Nacht,
(3) Ad5-GFP in Komplexen mit Lipofectamin, (4) Ad5-GFP in Komplexen mit
Lipofectamin nach einer Behandlung mit 5-FU ber Nacht.

Ebenso liel} sich im Falle des Liposomenkomplexes, der mit 5-FU behandelt wurde,
eine ungleichmafige Lipid-Oberflache nachweisen. Jedoch zeigten sich helle
Punkte, die wahrscheinlich auf Stérungen in Aufbau und Ordnung der vielen

Schichten hinweisen.
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4.2. Ergebnisse der in vivo-Versuche

Unter den oben beschriebenen Versuchsbedingungen verstarben die Tiere Nummer
3 mit und ohne DSS und Tier 5 ohne DSS, sodass in der folgenden Auswertung der
Ergebnisse von Immunhistochemie, PCR- und Western-Blot-Analyse diese nicht

mehr berucksichtigt werden.

4.2.1. Ergebnisse der Inmunhistochemie

4.2.11. Nachweis der in die Mausorgane aufgenommenen Adenoviren

mittels des Hexon-Antikorpers

Die Effektivitat der adenoviralen Aufnahme, mit denen die Versuchsmause infiziert
wurden, konnte durch eine Braunfarbung des Gewebes in den Gefrierschnitten
nachgewiesen werden. Diese Farbreaktion ist Folge einer Bindung des verwendeten
Hexon-Antikorpers an die Antigene des Hexon-Kapsidmolekils der Adenoviren.
Zusatzlich konnte durch die Starke der Braunfarbung auch der Grad der Infektion
qualitativ bestimmt werden. Wie bereits oben schon erwahnt, dienten bei diesem
Versuch insgesamt vier Tiere als Kontrolltiere (Tier 1: PBS £ DSS, Tier 2: 5-FU +
DSS). Alle weiteren Versuchtiere wurden mit bcl-2-Ad und r-TA-Ad infiziert. Das
Verhaltnis dieser Koinfektion (bcl-2-Ad zu r-TA-Ad) betrug 4:1, welches im Voraus als
solche etabliert wurde (Tier 4: Koinfektion + Doxicyclin + DSS, Tier 5 und Tier 6:
Koinfektion + Doxicyclin + 5-FU + DSS). Im Folgenden werden die einzelnen
Mausorgane (Herz, Leber, Milz, Niere, Darm und Lunge) nacheinander detailiert
behandelt.

421.11. Herz

Bei den Herz-Gefrierschnitten aller Versuchstiere zeigte sich keinerlei braunliche
Anfarbung des Myokardgewebes. Auch die einzelnen Schnitte wiesen untereinander
keine nennenswerten Unterschiede auf. Dies konnte darauf hinweisen, dass
Myokardzellen keine geeigneten Zielzellen fur Adenoviren sind und diese so nur in
geringstem Malie infiziert werden. Ein diese Annahme bekraftigender Nachweis wird

spater bei den Ergebnissen des bcl-2-Antikorpers deutlich gemacht.
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HERZ
Kontrolle Koinfektion: bcl-2-Ad/r-TA-Ad

T1 T1 T2 T2 T4 T4 T6 T5 T6
@5FU @5-FU|+ 5-FU + 5-FU|@5-FU @5-FU |+5-FU  +5-FU +5-FU
@ DSS +DSS |IDSS +DSS |gDSS +DSS @dDSS +DSS +DSS

Abbildung 23: A. Herz von Tier 4 +DSS @5-FU immunhistochemisch
angefarbt auf Hexon.
B. Herz von Tier 6 +DSS +5-FU immunhistochemisch
angefarbt auf Hexon.

4211.2. Leber

Wie zu erwarten konnte bei den Kontrolltieren 1 und 2 keine Braunfarbung sowohl in
den Parenchym- als auch in den Stromazellen der Leber nachgewiesen werden. Im
Gegensatz dazu wiesen alle anderen Tiere in den Leberschnitten eine Infektion mit
Adenoviren nach. So zeigte sich eine besonders starke Braunfarbung der
Hepatozyten in den Schnitten der Tiere 4 (ohne DSS) und Tier 6 (ohne DSS). Etwas
weniger, aber dennoch deutlich braunlich angefarbt, waren die Schnitte der Tiere 5
und 6 (jeweils mit DSS). Eine bevorzugte Lokalisation der Adenoviren im hepatischen
Gewebe konnte nicht gefunden werden. Parenchym und Stroma der untersuchten
Leberorgane farbten sich gleichmaRig an.
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LEBER
Kontrolle Koinfektion: bcl-2-Ad/r-TA-Ad

T1 T1 T2 T2 T4 T4 T6 T5 T6
@5-FU @5-FU|+ 5-FU + 5-FU|@5-FU @5-FU |+5-FU +5-FU +5-FU
@ DSS +DSS |@DSS +DSS |DSS  +DSS @dDSS +DSS +DSS

Abbildung 24: A. Leber von Tier 6 @DSS +5-FU immunhistochemisch
angefarbt auf Hexon.
B. Leber von Tier 6 +DSS +5-FU immunhistochemisch

angefarbt auf Hexon.

4.2.1.1.3. Milz

Etwas deutlicher zeigten sich die Unterschiede in der Infektion der Milzgewebe mit
Adenoviren, wobei bei allen Versuchstieren (mit Ausnahme der Kontrolltiere) die
Braunfarbung und damit Anlagerung des Hexon-Antikorpers besonders am Endothel
lokalisiert war. Bei Tier 4 sowohl mit als auch ohne DSS zeigte sich dabei nur eine
geringe Veranderung. Etwas starker farbte sich das Endothel der Milz bei Tier 5. Im
Gegensatz dazu erschienen die Milzendothelien der Tiere 6 mit und ohne DSS, die
beide simultan zur Ad5-Infektion mit 5-FU vorbehandelt wurden, deutlicher braun
gefarbt, wobei Tier 6 mit DSS eine noch geringfligig starkere Reaktion aufwies. Dies
l&sst wiederum den Schluss zu, dass sich auch in der Milz eine groliere Menge an

Adenoviren befinden muss, nachdem diese Tiere mit 5-FU behandelt wurden.
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MILZ
Kontrolle Koinfektion: bcl-2-Ad/r-TA-Ad

T1 T1 T2 T2 T4 T4 T6 T5 T6
@5-FU @5-FU|+ 5-FU + 5-FU|@5-FU @5-FU |+5-FU +5-FU +5-FU
@ DSS +DSS |@DSS +DSS |DSS  +DSS @dDSS +DSS +DSS
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Abbildung 25: A. Milz von Tier 5 +DSS +5-FU immunhistochemisch
angefarbt auf Hexon.
B. Milz von Tier 6 +DSS +5-FU immunhistochemisch

angefarbt auf Hexon.

4211.4. Niere

Die Ergebnisse der Immunhistochemie der Nieren-Schnitte mit dem Hexon-
Antikdrper sind denen der Milz-Schnitte sehr ahnlich. So zeigten sich wiederum
deutliche Unterschiede in der Braunfarbung bei den Organen, die mit bzw. ohne 5-
FU behandelt wurden. Eine leichte Anfarbung konnte bei den Tieren 4 mit und ohne
DSS und Tier 5 mit DSS nachgewiesen werden. Dabei wurden Unterschiede in der
Lokalisation der Anlagerung des Hexon-Antikdrpers gefunden. So erschien bei Tier 4
ohne DSS nur die Nierenrinde braun gefarbt, wohingegen das Nierenmark keinerlei
Veranderung aufzeigte. Diese unterschiedliche Verteilung innerhalb des Organs lie
sich bei Tier 4 mit DSS und Tier 5 mit DSS nicht nachweisen. Wie bei den beiden
vorher angesprochenen Organen Leber und Milz zeigte sich auch bei der Niere der
Tiere 6 mit und ohne DSS eine qualitativ hbhere Menge an Adenoviren im Gewebe
im Gegensatz zu den anderen Versuchstieren. Dabei lies sich in der Nierenrinde des
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Tier 6 mit DSS eine geringfligig hdhere Braunfarbung nachweisen als im Nierenmark.
Keine Unterschiede in der Lokalisation der Hexon-Antikorper bezuglich Mark und
Rinde konnten bei Tier 6 ohne DSS gefunden werden, deren braunliche Anfarbung
insgesamt noch etwas starker war als bei Tier 6 mit DSS. Wenn auch nicht so klar
ersichtlich wie bei den anderen untersuchten Organen konnte die vermehrte
Anfarbung der Tiere 6 ebenfalls ein Hinweis darauf sein, dass 5-FU eine Infektion mit
Adenoviren erleichtert.

NIERE
Kontrolle Koinfektion: bcl-2-Ad/r-TA-Ad
T1 T1 T2 T2 T4 T4 T6 T5 T6

@5-FU @5-FU|+ 5-FU + 5-FU|@5-FU @ 5-FU |+ 5-FU +5-FU +5-FU
@ DSS +DSS |@DSS +DSS |@DSS +DSS gDSS +DSS +DSS

. . . . Rinde + + ++ + Rinde +

Mark — Mark (+)

Abbildung 26: A. Niere von Tier 4 @DSS @5-FU immunhistochemisch
angefarbt auf Hexon.
B. Niere von Tier 6 +DSS +5-FU immunhistochemisch
angefarbt auf Hexon.

4211.5. Darm

Der Darm galt in unserer Studie besonderem Interesse, da die eine Halfte der
Versuchmause mit DSS (dextran sulphate sodium) behandelt wurde, um so eine
Kolitis kiinstlich zu erzeugen. Dabei stellte sich die Frage, inwieweit sich Differenzen
bei der Ad5-Aufnahme in Kolitis- bzw. Nicht-Kolitis-Zellen ergeben und ob 5-FU trotz

einer Kolitis den gleichsinnigen Effekt auf die Ad5-Infektion zeigt wie bei den anderen
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Organen. Die nicht mit 5-FU behandelten Versuchstiere Tier 4 mit und ohne DSS und
Tier 5 mit DSS wiesen alle eine ahnlich starke Braunfarbung des Kolons auf, die in
der Intensitat der Farbung in etwa der der Niere gleichen. Demgegenuber zeigte sich
bei beiden Tieren 6 mit und ohne DSS ein leicht unterschiedlicher Grad der
Braunfarbung, der dennoch deutlich héher lag als bei den anderen Tieren. Beim
Darm von Tier 6, das mit DSS vorbehandelt wurde und damit eine kinstlich erzeugte
Kolitis aufwies, waren die Hexon-Antikérper vorwiegend an den Stellen lokalisiert, an
denen die Entzindung besonders stark zu sehen war. Im Gegensatz dazu schien
das Gewebe von Tier 6 ohne DSS gleichmalig mit Adenoviren infiziert zu sein. Der
Nachweis der hoheren Rate an Adenoviren in den mit 5-FU behandelten Mausen
(Tiere 6) weist wiederum auf den positiven Effekt von 5-FU im Zusammenhang mit

der Infektion von Adenoviren hin.

DARM
Kontrolle Koinfektion: bcl-2-Ad/r-TA-Ad
T1 T1 T2 T2 T4 T4 T6 T5 T6

@5-FU @5-FU|+ 5-FU + 5-FU|@5-FU @5-FU |+5-FU +5-FU +5-FU
@ DSS +DSS | DSS +DSS |@DSS +DSS gDSS +DSS +DSS

— | — | = | = + |+ ++ | o+ | ++

Abbildung 27: A. Darm von Tier 5 +DSS +5-FU immunhistochemisch
angefarbt auf Hexon.
B. Darm von Tier 6 @DSS +5-FU immunhistochemisch

angefarbt auf Hexon.
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4.2.1.1.6.

Lunge

Die Ergebnisse der immunhistochemischen Anfarbung auf Hexon fielen bei den

einzelnen Versuchtieren sehr unterschiedlich aus. So konnte bei den Tieren 5 mit

DSS und 6 mit DSS keinerlei Braunfarbung nachgewiesen werden, was allerdings

auch an der eher schlechten Qualitat der Gefrierschnitte liegen konnte. Tier 4 ohne

DSS zeigte eine geringe Anfarbung, die gleichmaRig im gesamten Lungengewebe

lokalisiert war. Eine ahnlich geringe Farbung konnte auch bei Tier 4 mit DSS

gefunden werden, allerdings schienen die Alveolen aufgrund der Intensitat der

Braunfarbung etwas starker mit Antikdrpern beladen zu sein als das restliche

Lungengewebe. Ebenso wies das Gewebe um die Alveolen im Gegensatz zum

restlichen Lungengewebe bei Tier 6 ohne DSS eine Anlagerung von Hexon-

Antikérpern auf.

LUNGE

Kontrolle Koinfektion: bcl-2-Ad/r-TA-Ad

T1 T1 T2 T2 T4 T4 T6 T5 T6

@ 5-FU @ 5-FU|+ 5-FU + 5-FU|@ 5-FU @ 5-FU + 5-FU + 5-FU + 5-FU

@ DSS +DSS [ DSS +DSS |@DSS +DSS @ DSS + DSS +DSS
— — — | — (+) |Alveolen (+)| Alveolen (+)| — | —

Abbildung 28:

A. Lunge von Tier 4 @DSS @5-FU immunhistochemisch
angefarbt auf Hexon.

B. Lunge von Tier 6 @DSS +5-FU immunhistochemisch

angefarbt auf Hexon.
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4.2.1.2. Nachweis des humanen bcl-2 mittles des bcl-2 Antikdrpers

Um die mit humanem bcl-2-gekoppelten Adenoviren (Ad5) in den Organen der
infizierten Mause (Tiere 5 und 6) zu detektieren, wurde ein immunhistochemisches
Verfahren mit einem vorher beschriebenen bcl-2-Antikorper durchgefuhrt. Zudem
wurden fur den Vergleich und die Auswertung der Ergebnisse zwei humane Kolon-
Paraffinschnitte mitgeflihrt, der eine als Positiv- der andere als Negativkontrolle.
Analog der Auswertung der Immunhistochemie mit dem Hexon-Antikorper soll im
Folgenden jedes Organ der Versuchsmause einzeln im Vergleich zu den anderen

beschrieben werden.

421.21. Herz

Analog der Herz-Gefrierschnitte, die auf Hexon untersucht wurden, lieferte auch die
Immunhistochemie mit dem bcl-2-Antikérper bei allen Versuchstieren keine
auswertbaren Ergebnisse. So konnte in keinem der insgesamt neun Herz-Schnitte
eine Braunfarbung beobachtet werden. Dies konnte darauf hinweisen, dass die
Qualitat der Gefrierschnitte unzureichend fur eine immunhistochemische Analyse

waren, oder aber, dass Herz kein geeignetes Zielorgan fur Adenoviren darstellt.

HERZ
Kontrolle Koinfektion: bcl-2-Ad/r-TA-Ad
T T T2 T2 T4 T4 T6 T5 T6

@5-FU @5-FU|+ 5-FU + 5-FU|@5-FU @ 5-FU |+ 5-FU +5-FU +5-FU
@ DSS +DSS |ODSS +DSS |DSS  +DSS JDSS +DSS +DSS
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Abbildung 29: A. Herz von Tier 4 +DSS @5-FU immunhistochemisch
angefarbt auf bcl-2.
B. Herz aus Tier 6 +DSS +5-FU immunhistochemisch
angefarbt auf bcl-2.

421.2.2. Leber

Die immunhistochemische Analyse der Lebergewebe mit dem bcl-2-Antikoérper
erbrachte bei allen Versuchstieren ein vergleichbares Bild. So zeigte sich in allen
Schnitten der Mause, die mit Adenoviren infiziert waren (Tier 4 £ DSS, Tier 5 + DSS,
Tier 6 £ DSS) eine maRige bis starke Braunfarbung im Vergleich zu den
Kontrolltieren (Tier 1+ DSS und Tier 2 + DSS). Eine genauere Unterscheidung
innerhalb der Anfarbung war nicht méglich.

LEBER
Kontrolle Koinfektion: bcl-2-Ad/r-TA-Ad
T1 T1 T2 T2 T4 T4 T6 T5 T6

@5-FU @5-FU|+ 5-FU + 5-FU|@5-FU @5-FU |+5-FU +5-FU +5-FU
@ DSS +DSS |ODSS +DSS |DSS  +DSS JDSS +DSS +DSS

— | — — | = ) |+ +(+) | ) |+
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Abbildung 30: A. Leber von Tier 4 @DSS @5-FU immunhistochemisch
angefarbt auf bcl-2.
B. Leber von Tier 6 @DSS +5-FU immunhistochemisch
angefarbt auf bcl-2.

4.2.1.2.3. Milz

Die Gefrierschnitte der Milz wiesen nach deren Reaktion mit dem bcl-2-Antikdrper ein
gemischtes Bild auf. So konnte die Braunfarbung bei manchen Schnitten sehr
deutlich beobachtet werden, bei anderen jedoch konnte kein Unterschied zu den
Kontrollen gesehen werden, da das histologische Bild vom Hintergrund dominierte.
Dies war bei den Schnitten von Tier 4 mit DSS und Tier 5 mit DSS der Fall, so dass
diese nicht ausgewertet werden konnten. Demgegenulber zeigte sich bei Tier 4 ohne
DSS eine deutliche histologische braunliche Anfarbung, die vorwiegend am Endothel
des Milzgewebes lokalisiert war. Ebenso konnte bcl-2 bei den Schnitten von Tier 6
mit und ohne DSS deutlich detektiert werden. Die Immunreaktion dulerte sich bei
Tier 6 mit DSS in geringem Male starker als bei Tier 6 ohne DSS, wobei im

Gegensatz zu Tier 4 ohne DSS das Gewebe homogen gefarbt war.

MILZ
Kontrolle Koinfektion: bcl-2-Ad/r-TA-Ad
T1 T1 T2 T2 T4 T4 T6 T5 T6

@5-FU @5-FU|+ 5-FU + 5-FU|@ 5-FU @ 5-FU |+5-FU +5-FU +5-FU
@ DSS + DSS (@ DSS +DSS | DSS + DSS gDSS +DSS +DSS

Hinter- Hinter-

grund *(+) i

— — — — Endothel ++
grund
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Abbildung 31: A. Milz von Tier 4 @DSS @5-FU immunhistochemisch
angefarbt mit bcl-2.
B. Milz von Tier 6 +DSS +5-FU immunhistochemisch

angefarbt mit bcl-2.

421.24. Niere

Wie bereits bei der Auswertung der Immunhistochemie der Nieren-Schnitte mit dem
Hexon-Antikdrper deutlich gemacht wurde, erwiesen sich die Nieren-Schnitte auch
bei der bcl-2-Immunreaktion als sehr gut geeignet. Alle mit Adenoviren infizierten
Mause lielen nach der Immunreaktion mit dem bcl-2-Antikérper einen eindeutigen
Nachweis von bcl-2-Antigenen zu. Bei Tier 4 ohne DSS konnte ein Unterschied in der
Lokalisation der bcl-2-Antigene bezlglich Nierenmark und Nierenrinde gefunden
werden, wobei diese vereinzelt im Bereich des Marks zu finden waren. Die
Nierenrinde von Tier 4 ohne DSS konnte aufgrund der starken Hintergrund-
Uberlagerung nicht genau beurteilt werden. Eine etwas deutlichere Immunreaktion
zeigte sich bei den Nieren-Schnitten von Tier 4 mit DSS, die homogen Uber das
ganze Praparat verteilt war. Geringflugig weniger farbte sich das Nierenparenchym
und —Stroma beim Praparat von Tier 5 mit DSS an, wobei die Nierenglomerula von
der Immunreaktion ausgespart blieben. Ein ahnliches Bild lieferte der Schnitt der
Niere von Tier 6 mit DSS, denn auch hier konnte man ein nicht homogen gefarbtes
Bild erkennen. So waren die Nierenglomerula etwas weniger stark angefarbt als das
restliche Gewebe. Dennoch liel3 sich in keinem anderen Praparat eine so starke
Braunfarbung des Gewebes und damit eine so deutliche Immunreaktion mit dem bcl-
2-Antikorper nachweisen wie bei Tier 6 mit DSS. Die Farbreaktion beim Nierenschnitt

von Tier 6 ohne DSS wies ebenfalls auf eine deutliche Anlagerung der bcl-2-
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Antikdrper hin, wenn auch geringflgig schwacher als beim Schnitt von Tier 6 mit
DSS. Insgesamt schienen die Schnitte der Versuchstiere, die mit 5-FU vorbehandelt
wurden (Tier 5 mit DSS, Tier 6 mit und ohne DSS), eine hdhere Rate an Adenoviren
zu enthalten als alle anderen Schnitte, was wiederum Hinweise fur den positiven

Effekt von 5-FU in Bezug auf adenovirale Infektionen geben kann.

NIERE

Kontrolle Koinfektion: bcl-2-Ad/r-TA-Ad

T T1 T2 T2 T4 T4 T6 T5 T6

d5FU @5-FU|+ 5-FU + 5-FU|@ 5-FU @ 5-FU +5-FU +5-FU + 5-FU

@ DSS +DSS | DSS +DSS |gDSS +DSS @ DSS +DSS + DSS
Rinde + ++ +(+) +++

— — — — ++(+)

Mark — | Glomerula (+) Glomerula | Glomerula

Abbildung 32: A. Niere von Tier 4 @DSS @5-FU immunhistochemisch

angefarbt auf bcl-2.

B. Niere von Tier 6 +DSS +5-FU immunhistochemisch
angefarbt auf bcl-2.

421.2.5. Darm

Die immunhistochemische Analyse der Darmschnitte auf bcl-2-AntikOrper ergab
ahnliche Ergebnisse wie die Analyse mittels des Hexon-Antikorpers. Das Darm-
Praparat von Tier 4 mit DSS zeigte nur eine geringflgige braunliche Anfarbung in
den Randbereichen des Schnittes. Schon etwas starker erschien die Farbreaktion
beim Kolon von Tier 4 ohne DSS, wobei besonders das Kolonepithel angefarbt war.
Am deutlichsten konnte die Immunreaktion mit dem bcl-2-Antikdrper im Praparat von

Tier 5 mit DSS nachgewiesen werden. In diesem Schnitt war insbesondere die
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Kolonschleimhaut angefarbt, die durch DSS kulnstlich erzeugte Kolitis war jedoch nur
wenig zu sehen. Bei den Tieren 6 mit und ohne DSS konnten deutliche Unterschiede
gefunden werden, die jedoch wahrscheinlich auf die eher schlechtere Qualitat des
Praparats von Tier 6 mit DSS zuruckgefuhrt werden muss und weniger auf die bei
Tier 6 mit DSS erzeugte Kolitis. So war die Braunfarbung beim Darmschnitt von Tier
6 ohne DSS deutlicher ersichtlich als bei Tier 6 ohne DSS.

DARM

Kontrolle Koinfektion: bcl-2-Ad/r-TA-Ad

T T1 T2 T2 T4 T4 T6 T5 T6

@5FU @5-FU|+ 5-FU + 5-FU|@5-FU @ 5-FU + 5-FU +5-FU +5-FU

& DSS + DSS | DSS +DSS | DSS + DSS @ DSS + DSS + DSS
_ _ _ — | Epithel + |[Am Rand (+)|  +(+) | )

Abbildung 33: A. Darm von Tier 4 @DSS @5-FU immunhistochemisch
angefarbt auf bcl-2
B. Darm von Tier 5 +DSS +5-FU immunhistochemisch

angefarbt auf bcl-2

4.2.1.2.6. Lunge

Die Gefrierschnitte der Lungen unserer Versuchstiere zeigten nach der Inkubation
mit dem bcl-2-Antikorper alle ein relativ ahnliches Bild. Bei Tier 4 ohne DSS konnte
kein Unterschied in der Farbung im Vergleich zu den Kontrolltieren gefunden werden.
Tier 4 mit DSS, Tier 5 mit DSS und Tier 6 mit DSS wiesen aufgrund der
Braunfarbung eine mafig starke Immunreaktion mit dem bcl-2-Antikdrper auf. Am

starksten positiv angefarbt zeigte sich das Praparat von Tier 6 ohne DSS, wobei

87



auch wie bei allen anderen Schnitten die Braunfarbung homogen uber das gesamte

Praparat verteilt war und sich nicht wie bei der Immunhistochemie mit dem Hexon-

Antikorper Unterschiede innerhalb der Anfarbung des Lungengewebes ergaben.

LUNGE

Kontrolle Koinfektion: bcl-2-Ad/r-TA-Ad

T1 T1 T2 T2 T4 T4 T6 T5 T6

@5-FU @5-FU|+ 5-FU + 5-FU|@ 5-FU @ 5-FU |+ 5-FU +5-FU + 5-FU

@ DSS +DSS [ DSS +DSS |@ DSS + DSS @ DSS + DSS + DSS
— | = — | — |wieKontrolle| +(+) ++ | #(+) | #(+)

: . § ‘_." A2 ‘l: | “-ﬁ{ ‘. 3
Abbildung 34: A. Lunge von Tier 4 +DSS @5-FU immunhistochemisch
angefarbt auf bcl-2

B. Lunge von Tier 6 +DSS +5-FU immunhistochemisch

angefarbt auf bcl-2

4.2.2. Ergebnisse der H.E.-Farbung

Die Hamatoxylin-Eosin-Farbung diente zur histologischen Beurteilung unserer Kolon-
Maus-Gewebeschnitte, insbesondere dem Vergleich zwischen den mit bzw. ohne
DSS behandelten Mausen. Gemall den in der Literatur beschriebenen
pathologischen Gewebsveranderungen wahrend einer Kolitis ulcerosa konnten wir
bei allen mit DSS behandelten Tieren eine gestdrte Schleimhautstruktur und -
architektur nur Mukosa und Submukosa betreffend erkennen. So zeigten sich z.T.
0dematds geschwollene Schleimhdute mit leichten Blutungen und kleinen
Ulzerationen  (Sartor 1997; Neurath and Schurmann 2000). Neben

Schleimhautabflachungen, die mit dem Verlust des Reliefs einher gingen, konnte
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auch eine uberschiellende Regeneration mit der Bildung von Pseudopolypen
beobachtet werden (Roediger 1988; Ditschkowski, Einsele et al. 2003). Das
histologische Bild wird von Granulozyten, Lymphozyten, Histiozyten und Zelldetritus
vermehrt besonders in den Krypten bestimmt, wobei die Zahl der Becherzellen stark
reduziert ist (Almy 1961). Diese Gewebeveranderungen konnte in den Darmschnitten

der Vergleichsmause nicht nachgewiesen werden.

Abbildung 35:

Ubersichtsaufnahme (A) und vergréRertem Ausschnitt (B).

Das histologische Bild zeigt gesundes Darmgewebe mit normaler
Kryptenarchitektur, zahlreichen Becherzellen und wenigen
Lymphozyten innerhalb der Mukosa.

b

Abbildung 36:

B. H.E.-Farbung vom Darm des Tieres 5 mit DSS.

Das histologische Bild beider Tiere zeigt ein mittels DSS
induziertes entzundlich verandertes Darmgewebe. Besonders
auffallig sind in Bild A die =zahlreichen eingewanderten
Lymphozyten als Immunreaktion auf die Entzindung. Bild B
weist eine deutliche Kryptenarchitekturstérung auf.
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4.2.3. Ergebnisse der PCR-Analyse

Um eine genaue Aussage Uber das Ausmall der Aufnahme der Ad5 in die Zellen der
verschiedenen Organe unserer Versuchstiere treffen zu konnen, erfolgte der
Nachweis von bcl-2 und der E4-Box auf DNA-Ebene mittels der quantitativen
Analyse durch den Light-Cycler. Zur Faktor-Normierung diente R-Aktin, auf das die
Gewebe ebenfalls untersucht wurden. Im Folgenden werden die Ergebnisse dieses

Versuches tabellarisch dargestellt.

4231. Nachweis von bcl-2 und der E4-Box

4.2.3.1.1. Herz

Die PCR-Analyse von Proben der Herzorgane unserer 9 Versuchtiere liefert
eindeutige Ergebnisse bei Gegenuberstellung der Tiere, die mit DSS zu denen, die
ohne DSS behandelt worden sind. So weisen die mit DSS Uber das Trinkwasser
gefltterten Tiere eine hohere Menge an bcl-2-DNA auf als ihre Kontrollen ohne DSS.
Ahnliches kann man auch bei der Detektion der E4-Box erkennen. Bis auf das Tier 4
ohne DSS zeigt sich auch hier wieder eine, wenn auch nicht so stark ausgepragte,
grolRere Menge an DNA bei den Mausen, die mit DSS behandelt worden sind. In
Bezug auf die Gabe von 5-FU konnte bei den Herzen der Mause kein signifikant
grélerer Unterschied zwischen den einzelnen Tieren gefunden werden. Fur bcl-2
konnte eine besonders hohe Infektion mit Ad5 im Myokard von Tier 5 mit DSS
nachgewiesen werden, wohingegen die Herzen der Tiere T6 mit und ohne DSS
keinen oder nur einen geringgradig héheren Wert aufweisen als die Tiere, die mit der
Koinfektion keine gleichzeitige Injektion von 5-FU erhielten. Auch der Nachweis der
E4-Box liefert keinen deutlichen Hinweis auf eine hohere Infektionsrate bei den
Tieren, die mit 5-FU behandelt wurden im Gegensatz zu den Kontrolltieren ohne 5-
FU. Als Negativ-Kontrollen dienten die Tiere 1 und 2 jeweils mit und ohne DSS, die

wie zu erwarten keine DNA fir bcl-2 oder die E4-Box aufweisen.
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V 17: Herz -Bcl-2

6,00E-06

5,00E-06

4,00E-06

3,00E-06

2,00E-06

100E-06

Bcl-2: normierter Faktor zu Actin

0,00E+00

T1(ohne | T1(mit | T2 (ohne| T2 (mit | T4 (ohne | T4 (mit T5(mit | T6 (ohne | T6 (mit

DSS) DSS) |DSS) DSS) DSS) DSS) | DSS) DSS) DSS)
Abbildung 37: PCR-Analyse der Herzpraparate der neun Versuchsmausen
auf bcl-2.

V 17: Herz - E4-Box

180E-10
160E-10
140E-10
120E-10
100E-10
8,00E-1
6,00E-11
4,00E-11

2,00E-1

E4-Box: normierter Faktor zu Actin

0,00E+00

T1(ohne | T1(mit | T2 (ohne| T2 (mit | T4 (ohne | T4 (mit T5(mit | T6 (ohne | T6 (mit
DSS) DSS) DSS) DSS) DSS) DSS) DSS) DSS) DSS)

Abbildung 38: PCR-Analyse der Herzpraparate der neun Versuchsmausen
auf die E4-Box.
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4.2.31.2. Leber

Bei Untersuchung der Leberorgane unserer Versuchsmause erhielten wir eine 10 bis
100-fach hohere Ausbeute an DNA sowohl fur bcl-2 als auch fur die E4-Box im
Vergleich zu allen anderen Organen. So erreicht der Nachweis von bcl-2 in der Leber
Werte zwischen 1 und 1,88x10'4 als normierter Faktor zu 3-Aktin, wogegen sich die
Zahlen bei den anderen fiinf Organen zwischen 2,93x10° (Darm) und 6,05x107
(Lunge) bewegen. Beim Nachweis der E4-Box in den Leberorganen liegen die Werte
zwischen 2,1x10”° und 3,52x10”° im Gegensatz zu den restlichen Organen, bei denen
Werte zwischen 1,92x10™"" (Darm) und 6,92x107° (Lunge) gefunden werden. Trotz
des hoheren DNA-Nachweises in der Leber kann kein eindeutiger Ruckschluss auf
die Wirkungen von 5-FU gezogen werden, da zwar bei den Tieren 5 und 6 jeweils mit
DSS hohere Werte fur bcl-2 gefunden werden, aber die geringste Menge an DNA bei
Tier 6 ohne DSS zu finden ist. Im Gegensatz dazu weist Tier 4 ohne DSS, das zur
Koinfektion mit bcl-2-Ad und r-TA-Ad kein 5-FU injiziert bekam, mit einem Wert von
1,88x10™ die groRte DNA-Menge auf. Anders stellen sich die Ergebnisse bei der
Untersuchung der Leberorgane auf die E4-Box dar. Hier zeigt sich besonders bei
den Tieren 6 mit und ohne DSS, die beide mit 5-FU vorbehandelt wurden, eine
deutlich erfolgreichere Infektion als bei den Tieren 4 mit und ohne DSS, die kein 5-
FU bekamen. Der Groflenunterschied der DNA-Mengen zwischen bcl-2 und der E4-
Box jeweils als normierter Faktor zu 3-Aktin weist wie bei allen anderen finf Organen
einen Wert von 10 auf. Fiir bcl-2 und die E4-Box konnte wiederum in den Negativ-
Kontrollen der Tiere 1 und 2 jeweils mit und ohne DSS keine DNA nachgewiesen

werden.
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V 17: Leber-Bcl-2

2,00E-04 188E-04

180E-04 1 175E-04

160E-04

137E-04 143E-04
140E-04

120E-04 -
107E-04

100E-04 -
8,00E-05 -
6,00E-05
4,00E-05 -

2,00E-05

Bcl-2: normierter Faktor zu Actin

142E-06  (00E+00 26%E-06  159E-06
0,00E400 —=—— — _—

T1(ohne | T1(mit | T2 (ohne| T2(mit | T4 (ohne | T4 (mit T5(mit | T6 (ochne | T6 (mit
DSS) DSS) DSS) DSS) DSS) DSS) DSS) DSS) DSS)

Abbildung 39: PCR-Analyse der Leberpraparate der neun Versuchsmausen
auf bcl-2.

V 17: Leber -E4-Box

4,00E-09

3,52E-09
3,50E-09 -

3,00E-09

2,72E-09
2,50E-09 -

2.27-09 :
2.0E-00 2,8E-09

2,00E-09 -

150E-09

100E-09 -

5,00E-10

E4-Box: normierter Faktor zu Actin

0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00

0,00E+00

T1(ohne | T1(mit | T2 (ohne| T2(mit | T4 (ohne | T4 (mit T5(mit | T6é (ohne| T6 (mit
DSS) DSS) DSS) DSS) DSS) DSS) DSS) DSS) DSS)

Abbildung 40: PCR-Analyse der Leberpraparate der neun Versuchsmausen
auf die E4-Box.

93


Steffi
Rechteck

Steffi
Rechteck

Steffi
Rechteck

Steffi
Rechteck

Steffi
Rechteck

Steffi
Rechteck

Steffi
Rechteck

Steffi
Rechteck

Steffi
Rechteck

Steffi
Rechteck

Steffi
Rechteck

Steffi
Rechteck

Steffi
Rechteck

Steffi
Rechteck

Steffi
Rechteck

Steffi
Rechteck

Steffi
Rechteck

Steffi
Rechteck


4231.3. Niere

Ein ganz anderes Bild der DNA-Werte zeigt sich bei der Analyse der Nieren unserer
Mause. So unterscheiden sich die DNA-Mengen der Nieren sowohl fur bcl-2 als auch
die E4-Box untereinander viel starker als bei allen anderen Organen. Dagegen
erkennt man ein sehr ahnliches Bild beim Vergleich der PCR-Analysen, sobald man
die Ergebnisse fur bcl-2 mit denen der E4-Box innerhalb der Nieren vergleicht. Das
bedeutet, dass sowohl bei Tier 4 ohne DSS als auch bei Tier 5 mit DSS signifikant
hohere Werte ersichtlich sind als bei den Nieren der anderen Tiere, auch wenn diese
im Vorfeld gleich behandelt wurden. Die geringsten Werte (6,36x10° fiir bcl-2 und
6,24x10™"" fiir die E4-Box) lassen sich bei der Niere von Tier 6 mit DSS nachweisen,
obwohl dieses Tier ebenso wie Tier 5 mit DSS zur Injektion von bcl-2-Ad und r-TA-Ad
gleichzeitig 5-FU gespritzt bekam. Insgesamt liegen die DNA-Mengen flr bcl-2 und

die E4-Box hoher als bei den Organen Herz, Milz und Darm.

V 17: Niere -Bcl-2

6,00E-05

5,00E-05 | ERIEDE

4,00E-05 -

3,00E-05 -

2,00E-05 180E-05

100E-05

6,13E-06

130E-06 148E-06 129E-06 164E-06 .
0,00E+00 —/ — [

6,36E-06

1

Bcl-2: normierter Faktor zu Actin

T1(ohne | T1(mit | T2 (ohne| T2(mit | T4 (ohne | T4 (mit T5(mit | T6é(ohne| T6 (mit

DSS) DSS) |DSS) DSS) DSS) DSS) | DSS) DSS) DSS)
Abbildung 41.: PCR-Analyse der Nierenpraparate der neun Versuchsméause
auf bcl-2.
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V 17: Niere - E4-Box

6,00E-10
5,563E-10

500E-10 4,88E-10
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2,00E-10

100E-10 -
5 42E-11 6,24E-1

0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 . l
0,00E+00

E4-Box: normierter Faktor zu Actin

T1(ohne | T1(mit | T2 (ohne| T2(mit | T4 (ohne | T4 (mit T5(mit | T6 (ochne | T6 (mit
DSS) DSS) DSS) DSS) DSS) DSS) DSS) DSS) DSS)

Abbildung 42: PCR-Analyse der Nierenpraparate der neun Versuchsmause
auf die E4-Box.

42314. Darm

Bei Betrachten der PCR-Analysen vom Darm der 9 Versuchstiere zeigen sich
zunachst andere Ergebnisse als bei den restlichen Organen. So scheint der
Unterschied in Bezug auf die Tiere mit und ohne DSS zumindest bei der E4-Box
genau entgegengesetzt zu sein als bei den Ubrigen Organen. Die Tiere T4 und T6
ohne DSS zeigen hier die hochsten Werte auf, wohingegen sich bei den
Kontrolltieren, die mit DSS aber ansonsten genauso behandelt worden waren,
deutlich geringere DNA-Werte nachweisen lassen. Bei der Detektion des Inserts bcl-
2 scheint dieses eher ahnlich zu den Utbrigen Organen, sodass mit Ausnahme der
Tiere 4 mit und ohne DSS, von Tier 6 mit DSS und von Tier 5 mit DSS hohere Werte
erzielt werden. Ein deutlicher Unterschied lasst sich auch bei der Auswertung der mit
5-FU behandelten Tiere T5 mit DSS, T6 mit DSS und ohne DSS erkennen, die mit
einer Differenz von bis zu 3,75x10° mehr bcl-2 (als normierten Faktor zu R-Aktin)
aufweisen als die Kontrolltiere ohne 5-FU. Dieses Ergebnis wird bei Untersuchung
auf die E4-Box nicht ersichtlich, da hier die hochsten Werte v.a. bei den Tieren ohne
Vorbehandlung mit 5-FU gefunden werden, mit Ausnahme von Tier 6 ohne DSS. Bis
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auf Tier 4 mit DSS scheinen die DNA-Werte bei Vergleich der DNA-Daten flr bcl-2
und die E4-Box genau umgekehrt zu sein. Die Kontrolltiere Tier 1 und 2 jeweils mit

und ohne DSS weisen wiederum keine falsch positiven Werte auf.

V 17: Darm -Bcl-2
7,00E-06 6,57E-06

E 6,00E-06

3] 5,42E-06

<

2 500E-06 -

S

% 4,00E-06 -

e 3,49i06

8 3,00E-06 295806 3 82E-06

ko

£

o 2,00E-06

c

A 100E-06

O

@ 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00

0,00E+00
T1(ohne | T1(mit | T2 (ohne| T2(mit | T4 (ohne | T4 (mit T5(mit | T6 (ochne | T6 (mit
DSS) DSS) |DSS) DSS) DSS) DSS) | DSS) DSS) DSS)
Abbildung 43: PCR-Analyse der Darmpraparate der neun Versuchsmausen

auf bcl-2.
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V 17: Darm - E4-Box

6,00E-1

5,12E-1
5,00E-1

- 374E-144
4,00E-1 3.58ET FAE-H

3,00E-11 4 2,75E-1

192E-11
2,00E-11 4

100E-11 4

E4-Box: normierter Faktor zu Actin

0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00
0,00E+00

T1(ohne | T1(mit | T2 (ohne| T2(mit | T4 (ohne | T4 (mit T5(mit | T6 (ochne | T6 (mit
DSS) DSS) DSS) DSS) DSS) DSS) DSS) DSS) DSS)

Abbildung 44: PCR-Analyse der Darmpraparate der neun Versuchsmausen
auf die E4-Box.

4.2.3.1.5. Milz

Die Ergebnisse der PCR-Analysen der Milzorgane zeigen besonders beim Nachweis
der E4-Box deutliche Unterschiede zwischen den Tieren, die mit 5-FU behandelt
wurden und denen, die nur mit bcl-2-Ad und r-TA-Ad infiziert wurden. So lasst sich
eine Differenz von 5,4x10® bei bcl-2 (als normierter Faktor zu R-Aktin) bei Tier 6 mit
DSS beim Vergleich zu Tier 4 ohne DSS aufweisen. Zwar fallt der Unterschied
zwischen eben diesen beiden Tieren bei Betrachten der E4-Box mit 2,04x10‘10
geringer aus, dafur weist aber das Tier 6 ohne DSS einen hoheren Wert im
Gegensatz zu den anderen Tieren auf, die kein 5-FU erhielten. Wie bei der
Untersuchung der anderen Organe auch lasst sich bei den Organpraparaten der Milz
der einzelnen Versuchsmause wieder ein Unterschied zwischen den Tieren, die mit
bzw. ohne DSS behandelt worden sind. So findet man eine Differenz von 0,72x10™"°
(Tier 4 mit DSS im Vergleich zu Tier4 ohne DSS; E4-Box) bis zu 4,4x10°® (Tier 6 mit
DSS im Vergleich zu Tier 6 ohne DSS; bcl-2) zugunsten der Tiere mit DSS-
Behandlung. Bis auf die Daten von Tier 6 ohne DSS scheinen die Ergebnisse der

restlichen Tiere beim Vergleich zwischen bcl-2-Nachweis und der E4-Box sehr
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ahnlich auszufallen. Fur die Kontrolltiere 1 und 2 jeweils mit und ohne DSS ergaben

sich wie zu erwarten keine DNA-Werte.

V 17: Milz - Bcl-2

120E-05
= 9,96E-06
o 100E-05 -
<
>
N
+ 8,00E-06 -
o
<
LCE 599E-06 593E-06
_ 6,00E-06 - 5,56E-06
e 456E-06 ]
2 ]
£ 400E-06
S
c
& 2,00E-06
S
@ 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00

0,00E+00

T1(ohne | T1(mit | T2 (ohne| T2 (mit | T4 (ohne | T4 (mit T5(mit | T6 (ohne | T6 (mit
DSS) DSS) |DSS) DSS) DSS) DSS) | DSS) DSS) DSS)
Abbildung 45: PCR-Analyse der Milzpraparate der neun Versuchsmausen
auf bcl-2.
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V 17: Milz - E4-Box
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E4-Box: normierter Faktor zu Actin
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DSS) DSS) DSS) DSS) DSS) DSS) DSS) DSS) DSS)

Abbildung 46: PCR-Analyse der Milzpraparate der neun Versuchsmausen
auf die E4-Box.

4.2.3.1.6. Lunge

Mit einer Menge zwischen 9,41x10° und 6,05x10 fiir bcl-2 und Werten zwischen
2,04x107° und 6,92x10™" fiir die E4-Box liegen die DNA-Ergebnisse der Organe
Lunge bei allen Versuchstieren im oberen Mengenbereich im Vergleich zu den
anderen Organen. Dennoch zeigt sich kein besonders groRer Unterschied innerhalb
der Lungen unserer Mause, da diese sowohl fur bcl-2 als auch die E4-Box mit
Ausnahme von Tier 4 mit DSS in einem ahnlichen Bereich liegen. Nichtsdestotrotz
lasst sich wiederum wie bei allen anderen Organen - ausgenommen Tier 6 mit und
ohne DSS bei der E4-Box - der gleiche Unterschied zwischen den mit und den ohne
DSS behandelten Tieren nachweisen. Die Lungen der Tiere 5 mit DSS und Tier 6 mit
und ohne DSS, die alle drei neben der Koinfektion von bcl-2-Ad und r-TA-Ad
gleichzeitig noch 5-FU injiziert bekamen, zeigen nahezu identische DNA-Werte
sowohl beim Nachweis von bcl-2 als auch der E4-Box auf. Dagegen stellt man einen
nennenswerten Unterschied von 4,49x107 fiir bel-2 und 3,61x107° firr die E4-Box
beim Vergleich der Tiere 4 mit und ohne DSS fest, die jedoch beide mit den beiden

Viren infiziert wurden und auch sonst bis auf die DSS-Gabe gleich behandelt wurden.
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Wie bei allen anderen funf Organen auch zeigen die Tiere 1 und 2 sowohl mit als
auch ohne DSS als Kontrolltiere keine bzw. eine vernachlassigbar geringe DNA-
Menge auf.

V 17: Lunge -Bcl-2

7,00E-05

6,00E-05

5,00E-05
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Bcl-2: normierter Faktor zu Actin

0,00E+00

T1(ohne | T1(mit | T2 (ohne| T2 (mit | T4 (ohne | T4 (mit T5(mit | T6 (ohne | T6 (mit
DSS) DSS) DSS) DSS) DSS) DSS) DSS) DSS) DSS)

Abbildung 47: PCR-Analyse der Lungenpraparate der neun
Versuchsmause auf bcl-2.
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V 17: Lunge - E4-Box
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Abbildung 48: PCR-Analyse der Lungenpraparate der neun

Versuchsmause auf die E4-Box.

4.2.4. Ergebnisse der Western-Blot-Analyse

Als weiteren Nachweis der Effektivitat der Ad5-Infektion unserer Versuchstiere diente
das Western-Blot-Verfahren. Hierfur wurden die Organe Leber und Niere aller neun
Versuchstiere auf Proteinebene auf bcl-2, E4orf3 und [3-Aktin zur Ladungskontrolle

untersucht.

4.2.4.1. Bcl-2 und 3-Aktin (1-19)

Das humane bcl-2 ist ein Protein mit einem spezifischen Gewicht von 26 kDa. Auf
unser Analyse-Gel trugen wir Proteinproben von den Organen Niere und Leber auf,
sowie eine Positivkontrolle und einen Marker. Wie zu erwarten findet sich nur in den
Organen der Versuchsmause ein positiver bcl-2-Nachweis, die zuvor mit bcl-2-Ad
und r-TA-Ad infiziert worden waren. So erkennt man bei den Kontrolltieren Tier 1 und

Tier 2 jeweils mit und ohne DSS keine Proteinbande bei 26 kDa. Obwohl die in der
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Western-Blot-Analyse untersuchten Nieren von Mausen stammen, die ebenfalls die
Koinfektion erhielten, Iasst sich bei diesen Tieren (Tiere 4 mit und ohne DSS und
auch bei den Tieren 6 mit und ohne DSS) kein positiver Proteinnachweis fur das
humane bcl-2 erbringen. Zudem scheinen die Proteinmengen von bcl-2 hier so
gering zu sein, dass sich kein Unterschied fiur die gleichzeitige Gabe von 5-FU
nachweisen lasst. Dagegen weisen die Leberorgane eine gréliere Menge an Protein
im Gegensatz zu den untersuchten Nieren auf. Beim Vergleich der Banden von den
Tieren 4 mit und ohne DSS zeigt sich bei den Tieren 5 und 6 mit und ohne DSS, die
gleichzeitig zur Koinfektion noch 5-FU erhalten hatten, eine gréRere Proteinmenge.

Die Proteinmenge scheint hier derjenigen der Postitivkontrolle zu entsprechen.

NIERE LEBER
1 1 Bcl-2
+ bcl-2-Ad J bcl-2-Ad
+r-TA-Ad @ r-TA-Ad
— _/
+ (%] Y"‘ (%)
5FU  5FU 5FU—5-FU >
. =
- -' ’ ,o . | 26 kDa
Y
T|T|T| T |T|T T|T| Ko
T6 | T6 | T4 | T4 T2 ar
6|6 |54 |42 1101 t
+@+@+@++@+g+®gnr"re
e
Abbildung 49: Western-Blot-Analyse von Nieren- und Lebergewebe auf

bcl-2 (26 kDa).
Um sicherstellen zu konnen, dass bei unserem Western Blot gleiche Proteinmengen

geladen wurden, fuhrten wir mit der gleichen Nitrozellulosemembran eine weitere

Analyse auf R-Aktin durch. Das spezifische Gewicht dieses Proteins liegt bei 46 kDa.
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Abbildung 50: Western-Blot-Analyse von Nieren- und Lebergewebe auf
3-Aktin (46 kDa).

4242, E4orf3 und 3-Aktin (I-19)

Im Folgenden werden die Ergebnisse der Western-Blot-Analyse auf E4orf3 von den
Organen Leber und Niere mit den dazu gehdrigen [3-Aktin-Nachweisen zur Kontrolle
erlautert. E4orf3 gehort zu den oben beschriebenen adenoviralen Proteinen der early
region und hat ein spezifisches Gewicht von 11 kDa. Wie der Name bereits andeutet,
gehort es zu den Proteinen, die im Zellkern als erstes transkribiert und anschlieend
rasch translatiert werden und daher gut fur einen Proteinnachweis aus Adenoviren
dienen kann. In unserem Versuch zeigt sich ein deutlicher Unterschied beim
Vergleich der mit AdS infizierten Tiere zu denen, die keine Koinfektion erhalten
haben. Hier findet sich keine Proteinbande. Bei der genauen Betrachtung der
Banden erkennt man, dass es einen Unterschied in den Proteinmengen der
einzelnen Leber-Organe geben muss, abhangig davon, ob die Mause gleichzeitig zur
Koninfektion mit 5-FU behandelt wurden. So zeigt sich eine deutlich starker gefarbte
Bande bei den Tieren 5 mit DSS und den Tieren 6 mit und ohne DSS.

103



E4orf3

LEBER
@ bel-2-Ad + bel-2-Ad
TA- -TA-Ad
1  OrTAAd T y
g Y Y

5-FU » 5-FU >

11 kDa

Mar T [ T1 | T2 | T2 | T4 | T4 | T5 | T6 | T6
ker (%] + (%] + [%] + + a +

Abbildung 51: Western-Blot-Analyse von Lebergewebe auf E4orf 3
(11 kDa).

Zur Ladungskontrolle diente wiederum die Western-Blot-Analyse der gleichen

Nitrozellulosemembran mit dem Antikorper gegen R-Aktin, das bei 46 kDa lauft.

LEBER _

1 3-Aktin

- «

b_ S =« | 46kDa
Mar T T T2 | T2 | T4 | T4 | T5 T6 T6

ker (%) + (%] + (%] + + (%) +

Abbildung 52: Western-Blot-Analyse von Lebergewebe auf 3-Aktin (46kDa).

Der gleiche Versuch erfolgte mit den Nierenorganen unserer 9 Versuchstiere. Die
Ergebnisse lassen hier allerdings nur eine sehr geringe Ausbeute an Protein E4orf3
nachweisen. Aufgrund der gering angefarbten Proteinbanden fallt es schwer genaue
Ruckschlusse bei Vergleich der mit 5-FU behandelten und unbehandelten Tieren zu

ziehen.
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Abbildung 53: Western-Blot-Analyse von Nierengewebe auf E4orf 3
(11 kDa).

Wie bei den oben beschriebenen Versuchen, wurde auch hier mit der gleichen
Membran eine weitere Western-Blot-Analyse mit R-Aktin (46 kDa) zur

Ladungskontrolle durchgeflhrt.

NIERE
1 R-Aktin

‘-‘-.-‘- - | 46kDa

Mar T2 T4
Ker T1Q | T1+ @ T2+ T4 @ + T5+ | T6 @ T6+

Abbildung 54: Western-Blot-Analyse von Nierengewebe auf 3-Aktin
(46 kDa).
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5. Diskussion

Die hohe und immer weiter steigende Inzidenz von Tumorerkrankungen stellt ein
grolRes Aufgabenfeld fur die Wissenschaft dar um neue und bessere
Therapiemoglichkeiten zu entwickeln. Aufgrund der Erkenntnisse Uber die
molekularen Mechanismen der Tumorentstehung, der Identifizierung von Genen, die
ursachlich in das Geschehen der malignen Transformation und des malignen
Wachstums involviert sind, ist es erstmals moglich gemacht worden, Angriffspunkte
fur eine Tumortherapie auf molekularer Ebene zu finden und zu nutzen. Hierbei stellt
die Gentherapie eine neuartige Therapieform dar, bei der Nukleinsauren wie DNA
und RNA als pharmakologische Agenzien genutzt werden. Die therapeutischen
Strategien richten sich dabei auf das Einbringen von Genkonstrukten, die auf der
einen Seite fUr therapeutisch wirksame Proteine und Enzyme kodieren und auf der
anderen Seite direkt und gezielt auf die Regulation bestimmter zellularer Prozesse
einwirken, die z.B. fur die Tumorgenese und Progression verantwortlich sind. Obwohl
die Intention der Gentherapie im ursprunglichsten Sinne des Wortes primar die
Therapie defekter Gene besonders bei genetisch bedingten Erbkrankheiten wie z.B.
Hamophilie oder Mukoviszidose zum Ziel hatte, erkannte man sehr bald die
vielfaltigen Maoglichkeiten, die sich mit dieser neuartigen Therapieform bei der
Behandlung von Tumorerkrankungen erdffnen wurden (Anderson 1992). Auf der
anderen Seite kann der Ansatz einer Gentherapie aber auch ganz neue Aspekte bei
der Behandlung von chronisch entzindlichen Erkrankungen wie z.B. der Colitis
ulcerosa erbringen. Im Vordergrund aktueller Forschung steht vor allem die
somatische Gentherapie. Hierbei werden therapeutisch aktive Genkonstrukte in
Tumorzellen transduziert, die auf verschiedenen Wegen die Tumorenstehung und
das Tumorwachstum negativ beeinflussen. Dies geschieht hauptsachlich durch
additive Geninsertion, Gensubstitution oder Gensuppression. Neben diesen
verschiedenen Ansatzpunkten zur Beeinflussung zellularer Prozesse und der
wachsenden Zahl an neu konstruierten therapeutisch aktiven Genen wird parallel
dazu mit Hochdruck daran gearbeitet sichere und effiziente Gentransfersysteme zu
entwickeln. In der Forschung stutzt man sich dabei besonders auf retrovirale
Vektoren genetisch modifizierter RNA-Viren (Retroviren), da diese Systeme auf eine
lange experimentelle Erfahrung zurlckgreifen kénnen und eine hohe Effizienz des

Gentransfers gezeigt haben (Walther and Stein 2000). Dennoch wird dieses
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Forschungsgebiet seit langerer Zeit immer mehr durch die ebenso
erfolgsversprechenden Adenovirus- und Herpes-Virus-Vektoren (modifizierte DNA-
Viren) erganzt und verdrangt. Um den Erfolg einer Gentherapie zu garantieren ist die
Auswahl der therapeutischen Gene und der Vektoren von besonderer Bedeutung.
Ziel ist es, die Modalitaten der Tumortherapie, wie Chemotherapie, Radiotherapie
oder Hyperthermie regulierbar zu machen. Hierflr ist es erforderlich fir die
Gentherapie-Studien ganz bestimmte Vektorkonstrukte zu verwenden, deren
Expression Uber bestimmte Faktoren reguliert werden kann, was bedeutet, dass
somit in diese Vektorkonstrukte induzierbare konditionelle Promotoren eingesetzt
werden mussen. Ein derartiges therapeutisches Gensystem ermdglicht die Induktion
einer bedarfsgerechten Expression der gewunschten Genprodukte, so dass diese fur
einen bestimmten Zeitpunkt in therapeutisch relevanten Konzentrationen zur
Verfligung stehen. In unserer Arbeit verwendeten wir aus diesen oben genannten
Grinden fur den in-vivo-Teil das TetOn-System. Mit diesem System ergibt sich die
Madglichkeit, die Expression des gewlinschten Gens durch die Gabe bzw. den Entzug
von Doxycyclin extern zu regulieren. Obwohl diese Versuchsansatze fur die Therapie
von Tumorerkrankungen und chronisch entzindlichen Erkrankungen sehr viel
versprechend erscheinen, bergen sie dennoch viele Schwierigkeiten, an denen
weitere Forschungsarbeit geleistet werden muss. In unserer Studie befassten wir uns
mit der Problematik, die sich auf die Aufnahmefahigkeit von Adenoviren in humane
Zellen bezieht. Wie aus frUheren Studien bekannt ist, bendtigt AdS den Coxsackie-
Adenovirus-Rezeptor (CAR), um in humane Zellen aufgenommen werden zu kénnen
(Howitt, Anderson et al. 2003). Auf der anderen Seite hat sich aber in den Arbeiten
vieler anderer Arbeitsgruppen herausgestellt, dass gerade Tumorzellen CAR nur auf
einem sehr geringen Level exprimieren bzw. dass es sehr gro3e Unterschiede im
Grad der CAR-Expression zwischen verschiedenen Tumorarten gibt. So zeigte sich
z.B. eine hohe Expressionsrate bei Osteosarkomen und Lipomen, wohingegen die
Inzidenz von CAR in Kolon-Karzinomzellen und Chrondrosarkomen sehr gering ist
(Gu, Ogose et al. 2004). Es existieren mittlerweile zahlreiche Studien, die sich genau
mit der eben beschriebenen Problematik beschaftigen und neue Moglichkeiten in der
Kombination einer adenoviral-vermittelten Gentherapie mit Chemotherapeutika
untersuchen. So erzielte die Arbeitsgruppe um Uchida positive Ergebnisse beim
Einsatz von 5-FU in einem adenoviralen Gentransfer. Sie konnten nachweisen, dass

ein adenoviral-vermittelter Transfer von Genen, die fur die Caspase-8 kodieren, die ja
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einen essentiellen Bestandteil des Apoptosevorgangs darstellt, nach einer
gleichzeitigen Gabe von 5-FU deutlich effizienter war. Dies konnte durch eine
gesteigerte  Apoptoserate in den infizierten Kolon-Karzinomzellen DLD-1
nachgewiesen werden (Uchida, Shinoura et al. 2003). Die Ergebnisse dieser Arbeit
weisen ebenfalls darauf hin, wie sinnvoll es ist, neue Ansatzpunkte fir die
Tumortherapie zu finden, die gerade in den Prozess der Apoptose eingreifen knnen.
In unserer Studie untersuchten wir daher die Auswirkungen eines adenoviralen
Transfers von fur den Apoptosevorgang nétigen humanen Genen (bax bzw. bcl-2)
und inwieweit sich die Effizienz einer Ad5-Infektion im Zusammenhang mit einer

Zytostatika-Gabe mittels 5-FU beeinflussen lasst.

5.1. Auswirkungen von 5-FU auf die adenovirale Infektionsrate in

Vitro

In unserer in vitro -Studie konnten wir demonstrieren, dass 5-FU die Effizienz
adenoviraler Aufnahme in kolorektale Karzinom-Zellen erhoht. Dies Uberwindet
folglich die Resistenz einiger kolorektaler Karzinom-Zellen gegenuber einer
Behandlung mit Adenoviren. Dieser Effekt ist unabhangig von der CAR-Expression
auf der Oberflache der Zellen, was wir aufgrund der Ergebnisse unseres in vitro —
Versuchs aussagen konnen, der unter 4.1.1 beschrieben ist. Bei diesem Experiment
infizierten wir verschiedene Zell-Linien (DLD-1, LoVo, SW 480 und SW 620), die
jeweils einen unterschiedlichen CAR-Expressionsgrad aufweisen, mit unseren
adenoviralen Konstrukten Ad5-GFP oder Ad5-CEAbax. Die erhohte adenovirale
Aufnahme in die Zellen bei einer gleichzeitigen Gabe von 5-FU zeigte sich sowohl in
der Western-Blot-Analyse der Zelllysate als auch in eine hier nicht beschriebenen
Durchflusszytometrie.

Daruber hinaus wurde angenommen, dass der Verlust der Sensibilitat von
Karzinomzellen gegenuber einer Ad5-Behandlung generell eine Folge des Verlustes
des adenoviralen Rezeptors auf der Zellmembran darstellt. Dies wirde eine strenge
Limitation bei der Anwendung gentherapeutischer Strategien mit Ad5, einem Gen
liefernden System (Graham and Prevec 1992), bedeuten. Obwohl die Bindung von
Ad5 an seinen Rezeptor als ersten Schritt fur eine Infektion angenommen wurde,

zeigten unsere Ergebnisse dagegen, dass die Anwesenheit von CAR nicht unbedingt
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fur die Effizienz einer viralen Infektion von Néten ist. Tatsachlich konnten, wie oben
beschrieben, nicht nur Zellen mit einer Resistenz gegenuber Ad5, die CAR nur auf
einem niedrigen Niveau exprimieren, wie z.B. SW 480 Zellen, gefunden werden,
sondern auch Zellen mit normaler CAR-Expressionsrate, wie DLD-1-, LoVo- und SW
620 -Zellen. Die gleichzeitige Behandlung mit 5-FU und Ad5 konnte jedoch in allen
getesteten Zellsystemen die geringe Sensitivitdt gegenlber einer adenoviralen
Infektion erhéhen. Aber die Effekte der Behandlung mit 5-FU waren besonders bei
den Zelllinien beeindruckend, die sich schwierig mit Ad5 infizieren lassen.

Zusatzlich pruften wir dieses Ergebnis in einem CAR-negativen System, in dem wir
die Funktion von CAR durch einen anti-CAR-Antikérper blockierten und wiederum die
adenovirale Infektionsrate in Abhangigkeit von 5-FU detektierten. So konnte unsere
Hypothese, dass 5-FU die Aufnahme von Ad5 unabhangig von CAR steigert, in
einem rezeptorfreien System bekraftigt werden und der Effekt von 5-FU genauer
eingeschatzt werden, wobei sich zeigte, dass die virale Aufnahme immer noch erhdht
blieb. Dabei konnten wir feststellen, dass verglichen mit einer Inkubation der Zellen
mit 5-FU vor der Infektion mit Ad5 der positive Effekt von 5-FU groRer war, sobald
beide, also 5-FU und Ad5, gleichzeitig hinzugefugt wurden.

In weiteren Versuchen stellten wir den Zusammenhang zwischen der Konzentration
von 5-FU und der Effizienz der Ad5-Aufnahme in Zellen dar, deren Ergebnisse unter
4.1.2 genauer beschrieben sind. Hier konnten wir in den Zelllysaten eine grol3ere
Menge adenoviraler Fiber-Proteine nach der Behandlung mit Ad5 nachweisen, die
abhangig von den Konzentrationen der Ad5 und 5-FU war, was darauf hinweist, dass
eine groRere Menge an GFP-exprimierenden und infolgedessen grin leuchtenden
Zellen die Folge einer grofleren Ad5-Aufnahme in die Zellen ist. Die Effektifitat der
Ad5-Aufnahme in die Zellen wurde anhand dieser GFP-Expression gemessen und
erwies sich in den mit 5-FU vorbehandelten Zellen als signifikant hdher als in
unbehandelten Zellen. Zudem vergrélRerte sich die Zahl der das floureszierende
Protein GFP produzierenden Zellen bis auf das Doppelte mit steigender
Konzentration von 5-FU bis zu einem Maximum bei 10 uM 5-FU. Wie aus den unter
4.1.2 beschriebenen Ergebnissen hervorgeht, konnten wir nachweisen, dass die
grolite Ausbeute an GFP-exprimierenden Zellen bei gleichzeitiger Gabe von 5-FU
und Ad5-Infektion erzielt werden kann, was den klaren Schluss nach sich ziehen
lasst, dass besonders die simultane Gabe des Zytostatikums 5-FU zur Ad5-Infektion

einen deutlich positiven Effekt erbringt. Auch bei diesem Versuch konnte wiederum
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festgestellt werden, dass Zelllinien mit einer geringen CAR-Expressionsrate (SW
480) besonders stark auf die Gabe von 5-FU reagieren, was unsere Hypothese von
oben bekraftigt, dass der Transport von Ad5 durch die Zellmembran einem anderen
Mechanismus unterliegt als bisher angenommen und daher unabhangig von CAR
stattfindet. Diese Aussage stellt einen gro3en Fortschritt fir die Entwicklung neuer
gentherapeutischer  Mallnahmen  sowohl bei  Tumor- als auch bei
Entzindungserkrankungen dar, da ja bei derartig veranderten Zellen von einer
geringeren CAR-Expressionsrate ausgegangen werden muss.

Des weiteren untersuchten wir verschiedene Pyrimidin-Analoga auf ahnliche Effekte
von 5-FU im Zusammenhang mit einer adenoviralen Aufnahme in Zellen (Lasch,
Hoffmann et al. 1990; Mann 2002). Hierbei lieferten uns die Ergebnisse, beschrieben
unter 4.1.3, eindeutige Hinweise darauf, dass die Steigerung der Ad5-Infektionsrate
ein spezifischer Effekt von 5-FU allein ist. So konnten wir bei keinem der
untersuchten Pyrimidin-Analoga wie 5-BrU, 5-FC, Taxol und DOC (Deoxycholat) eine
signifikante Steigerung der Ad5-Infektionsrate eruieren, die bezogen auf alle
untersuchten Zelllinien annahernd vergleichbar zu den Effekten von 5-FU ist. Daraus
Iasst sich schliel3en, dass es fur eine Erfolg versprechende Behandlung mittels eines
gentherapeutischen Transfers von modifizierten Adenoviren die chemischen und
physikalischen Eigenschaften des Pyrimidin-Analogons 5-FU erfordert.

Der synergistische Effekt von onkolytischen Adenoviren (dl 1520) und
chemotherapeutischen Substanzen wie z.B. 5-FU und Cisplatin (Heise, Lemmon et
al. 2000; Khuri, Nemunaitis et al. 2000; Reid, Galanis et al. 2001; Petit, Davidson et
al. 2002) ist seit langem bekannt, jedoch konnte der Grund fir dieses Verhalten
bisher nicht vollstandig erforscht werden. Eine Erklarung hierfur scheint die erhohte
Chemosensitivitat der Zellen zu sein, die durch die virale Replikation induziert wird.
Diese tritt wahrscheinlich infolge der Expression der E1A-Gene nach der Ad5-
Infektion auf und steigert die Rate des tumorbedingten Zelltodes (Sanchez-Prieto,
Quintanilla et al. 1996). Dennoch gilt dieser Mechanismus nicht fur alle Zellsysteme,
da er nur in Zellen auftreten kann, die gegenluber der Ad5-Aufnahme nicht resistent
sind. Vielmehr deuten unsere Daten darauf hin, dass sogar E1-deletierte Konstrukte,
die dadurch replikationsdefizient sind, effektiver im Zusammenhang mit der
Behandlung mit 5-FU sind.

An den von uns zusatzlich durchgefuhrten Versuchen konnten wir darlegen, dass es

einen 5-FU vermittelten Transfer von Ad5 durch Lipidmembranen geben muss. Dies
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konnten wir mittels unserer Ergebnisse unter 4.1.4 aufzeigen, die einen deutlichen
Einfluss von 5-FU auf geordnete Lipidstrukturen und damit auf die Freisetzung von
Ad5 aus liposomalen Strukturen nachweisen. Bei simultaner Behandlung mit 5-FU
konnte eine erhdhte Freisetzung von viralen Partikeln aus in Liposomen eingehullten
adenoviralen Formationen detektiert werden, was wiederum den positiven Effekt des
Zytostatikums in Zusammenhang mit einem adenoviralen Gentransfer in Zellen
offensichtlich herausstellt.

Zudem korreliert dieser Effekt mit einer Veranderung an Lipidmembranen, was an
unseren Ergebnissen deutlich wird, die unter 4.1.5 beschrieben sind. Der sofortige
Effekt von 5-FU lasst zur Annahme fuhren, dass der Eintritt von Ad5 in Zellen
unabhangig von der Produktion oder Degradierung von Effektoren stattfindet. Hierfur
untersuchten wir weiterhin zu den vorhergehenden Experimenten die Potenz von
Ad5, in der Anwesenheit von 5-FU durch liposomale Membranen hindurch zu
dringen, und entsprechend dieser Hypothese beobachteten wir wiederum eine
erhohte Freisetzung der Adenoviren aus den Liposomen, sobald diese mit 5-FU
behandelt wurden.

Mit all unseren Ergebnissen konnte gezeigt werden, dass die antikanzerogene
Substanz 5-FU in der Kombination mit Adenoviren die Moglichkeit eines
Gentransfers von Adenoviren erleichtert v.a. in Karzinomzellen. Wie vorher
beschrieben, wurde in unserem System ein replikationsdefektes Adenovirus (E1-
deletiertes Ad) verwendet, um CMV-Promotor/GFP-DNA zu transformieren. 5-FU
konnte wahrscheinlich die Transkription dieses CMV Promoters ahnlich der Induktion
des FDXR durch p53 erhéhen, sobald dieser mit 5-FU behandelt wurde (Hwang,
Bunz et al. 2001). Hierfur wurden Zellen mit CMV Promotor/GFP transfiziert und man
konnte keine Veranderung der GFP-Expressionsrate im Zusammenhang mit 5-FU
nachweisen.

Vor dem Hintergrund der Ergebnisse unserer Experimente mit Zellen, die sich in ihrer
CAR-Expression unterscheiden (siehe dazu v.a. 4.1.2), fordern wir, dass die
Aufnahme von AdS auf einem anderen Mechanismus basieren kdnnte, als darauf,
dass die Ad5-Aufnahme die Bindung an den Ad5-Rezeptor CAR bendtigt. In der
Anwesenheit von CAR werden die Ad5 in die Zellen mittels eines
Internalisationsmechanismus befordert, der eine rezeptorvermittelte Endozytose
beinhaltet (Nemerow and Stewart 1999). Alternativ dazu interagiert das adenovirale

Protein-Kapsid in der Abwesenheit von CAR direkt mit den Phospholipidschichten auf
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der Zellmembran, was aufgrund der Ergebnisse unter 4.1.4 und 4.1.5 deutlich
hervorgeht. Derartige Interaktionen flhren jedoch nur dann zu einem effektiven
intrazellularen Transfer, wenn 5-FU gegeben wird und sind bei keinem anderen
Derivat von 5-FU nachweisbar (vgl. 4.1.3). Die intra- und extrazellulare Diffusion der
Substanz durch die Membran konnte an zeitliche Veranderungen bei der Bildung und
dem Ordnen der Lipiddoppelschichten, die die Zellmembran bilden, gekoppelt sein,
die wahrend der Veranderung durch aullere Substanzen leichter erreichbar sein
konnte. Nichtsdestotrotz mussen die potenzierenden Effekte von 5-FU auf die
Membran verschieden sein im Vergleich zu denen anderer amphiphiler Molekule, von
denen die Auslosung eines lytischen Prozesses an Membranen bekannt ist, namlich
so wie bei DOC (Shiao, Chen et al. 1989), bei dem nach bisheriger Beobachtung
bereits angenommen wurde, dass dieses Gallensalz die adenovirale Aufnahme in
Zellen nicht erhoht. Frihere Studien berichten Uber morphologische Veranderungen
von Zellen nach einer Behandlung mit Adenoviren (Habib, Mitry et al. 2002) oder mit
anderen Detergenzien (Shiao, Chen et al. 1989). Vielmehr wurden die Interaktionen
zwischen biologischen Membranen oder Modelmembranen und hydrophoben
Substanzen wie 1,4-Dihydropyridinen (Boffi, Grande et al. 2003; Labianca, Fossati et
al. 2004) und Benzocain (Pinto, Yokaichiya et al. 2000) im Detail untersucht, aber es
ist nur wenig Uber die Interaktionen von 5-FU und Zellmembranen bekannt. Die
humanen Kolonkarzinomzellen, die in dieser Arbeit getestet wurden, wurden in
unseren Versuchen generell groRer und nahmen eine spindelformige Form bei der
Inkubation mit 5-FU an. Dies unterstutzt unsere Hypothese, dass 5-FU neben seiner
gut bekannten anti-kanzerogenen Wirkung einen potentiell zerstérenden Effekt auf
Zellmembranen ausubt. Der genaue Mechanismus der adenoviralen Passage durch
die Zellmembran in der Anwesenheit von 5-FU bleibt jedoch unklar.

Zusammenfassend gehen wir aufgrund der Ergebnisse unserer in vitro -Versuche
davon aus, dass 5-FU zusatzlich zu seiner chemotherapeutischen Wirksamkeit eine
Rolle bei der Erhéhung der Sensibilitdat von Zellen im Bezug auf Umwelteinflusse
durch Veranderungen der Phospholipiddoppelschichten der Zellmembranen hat.
Dies ware fur den Transport therapeutischer Komponenten unabhangig von der An-
oder Abwesenheit spezieller Zelloberflachen-Rezeptoren besonders hilfreich, wie im
Falle des Transfers von Ad5 in CAR-negative Zellen. Auf der anderen Seite kdnnten
Nebeneffekte einer adenoviralen Infektion wahrend einer Hochdosis-Chemotherapie

nicht nur darauf basieren, dass sie das Immunsystem supprimieren, sondern, wenn
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5-FU die virale Aufnahme erhohte, dass die ,fluid-like®* Nebeneffekte der 5-FU-
Chemotherapie die Aufnahme von Viren in Zellen in groRerer Menge ermoglichen
konnten. Insgesamt weisen die Ergebnisse unserer in vitro —Versuche darauf hin,
dass mit einer adenoviralen Infektion und der simultanen Behandlung mit 5-FU ein
Erfolg versprechender Schritt in der Erforschung neuer gentherapeutischer Konzepte

erbracht werden kann.

5.2. Auswirkungen von 5-FU auf die adenovirale Infektionsrate in

Vivo

Eine gezielte virale Gentherapie bringt flr die Zukunft neue Behandlungsoptionen
sowohl in der Tumortherapie als auch bei der Behandlung chronisch entzindlicher
Erkrankungen mit sich und ist daher in der medizinischen Forschung von
besonderem Interesse. Fur den \viralen Gentransfer haben sich v.a.
replikationsdefiziente Adenoviren als geeignet herausgestellt, die in vivo
insbesondere in Versuchen mit Mausen eingesetzt werden und in einem derartigen
Modell sehr haufig untersucht wurden (Becker, Noel et al. 1994). In unserer Studie
verwendeten wir ein Mausmodell, um die zuvor ermittelten Ergebnisse der in vitro -
Versuche auch an einem lebenden Modell nachweisen zu kdnnen. So infizierten wir
unsere Versuchsmause mit bcl-2-Ad und r-TA-Ad nach oben bereits ausfuhrlich
beschriebenem Schema und stellten die Unterschiede bezlglich einer simultanen
Gabe von 5-FU im Vergleich zu Placebo heraus. Zum Nachweis der auf die Gabe
von 5-FU zurlckzufuhrenden gesteigerten Effizienz einer erfolgten AdS-Infektion
untersuchten wir die Mausorgane zunachst immunhistochemisch. Fur diesen
qualitativen Nachweis einer stattgehabten adenoviralen Infektion der verschiedenen
Mausorgane Leber, Herz, Milz, Niere, Darm und Lunge verwendeten wir zwei
unterschiedliche Antikorper fir den immunhistochemischen Versuch: Zum einen den
Hexon-Antikorper, der an die Antigene des Hexon-Kapsidmolekuls der Adenoviren
bindet, und zum anderen den bcl-2-Antikorper, der das humane bcl-2-Insert der
Adenoviren detektiert. Um mit quantitativen Ergebnissen argumentieren zu kdnnen,
erfolgte der Nachweis zusatzlich auf DNA-Ebene mittels des PCR-Verfahrens.

Getestet wurden die DNA-Proben unserer neun Versuchstiere auf das humane Insert
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bcl-2 und die adenoviralen Sequenzen der E4-Box. Das Western-Blot-Verfahren
diente anschliefend zur Darstellung der gewlnschten translatierten Proteine
humanes bcl-2, virales E4orf3 und R-Aktin als Ladungskontrolle. Das besondere
Interesse galt dabei in allen drei Versuchen dem Vergleich zwischen den Mausen,
die nur mit bcl-2-Ad und r-TA-Ad koinfiziert wurden (Tiere 4 mit und ohne DSS) und
denen, die zur Koinfektion simultan 5-FU injiziert bekamen (Tier 5 mit DSS, Tiere 6
mit und ohne DSS). Bei einem Teil unserer Versuchsmause induzierten wir kunstlich
mittels DSS eine Colitis ulcerosa. Hier sollte zusatzlich die Frage geklart werden, ob
bei dem mit DSS vorbehandeltem Darmgewebe, das durch die Entzindung
normalerweise resistenter fur eine adenovirale Infektion ist als gesundes (Mukoyama,
Kanbe et al. 2005), die Ad5-Aufnahme in die Zellen durch eine gleichzeitige Gabe
von 5-FU gesteigert werden kann. Denn gerade fur die chronisch entzindlichen
Darmerkrankungen wie Colitis ulcerosa und Morbus Crohn stellt in der Zukunft eine
gezielte Gentherapie eine neue und viel versprechende Therapieoption dar. Ein
derartiger Gentransfer mittels rekombinanter Adenoviren durfte ein hohes
therapeutisches Potential im Bezug auf entzindlich verandertes Darmgewebe durch
die Expression spezifischer Signaltransduktionsproteine haben (Wirtz, Galle et al.
1999; Wirtz and Neurath 2003; Wirtz and Neurath 2003). Die Ergebnisse dieser drei
Versuche des Mausmodells werden im Folgenden fir jedes einzelne Organ (Herz,

Leber, Niere, Darm, Milz und Lunge) der Versuchsmause ausfuhrlich diskutiert.

5.2.1. Herz

Das humane Myokardgewebe ist schon seit langerer Zeit Gegenstand flr
gentherapeutische Untersuchungen. Das groite Ziel liegt dabei in der Entdeckung
neuer und einfacher Behandlungsmaoglichkeiten verschiedener
Myokarderkrankungen.

In der vorliegenden Studie untersuchten wir aus diesem Grund Herzgewebe von
Mausen, die zu einem Teil allein mit bcl-2-Ad und r-TA-Ad koinfiziert wurden und zum
anderen Teil zusatzlich 5-FU verabreicht bekamen. Mittels dieses Versuchsansatzes
sollte herausgestellt werden, ob und inwiefern die Gabe von 5-FU Auswirkungen auf
eine adenovirale Infektion von Myokardgewebe hat. Der immunhistochemische
Nachweis der Ad5-Infektion erbrachte sowohl fur den Hexon- als auch fir den
humanen bcl-2-Antikorper keine signifikanten Ergebnisse. So zeigte sich in keinem

der Schnitte von den insgesamt neun Versuchstieren eine Braunfarbung der
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Myokardzellen, die eine positive Reaktion nachweisen wirde. Beim Betrachten der
Herzgewebe konnte kein Unterschied zwischen den mit Adenoviren infizierten
Organen und den Negativkontrollen gefunden werden. Dies kdnnte zum einen daran
liegen, dass die Qualitat der Gefrier- bzw. der Paraffinschnitte nicht ausreichend fur
eine immunhistochemische Farbung war. Zum anderen kdnnte dieses Ergebnis aber
auch ein Hinweis dafir sein, dass die Konzentration der Adenoviren im
Myokardgewebe zu gering war, um mittels Immunhistochemie angefarbt werden zu
konnen. Aus dem negativen bzw. nicht auswertbaren Ergebnis beider Antikorper im
Vergleich zu den anderen Organen kdnnte daher der Schluss gezogen werden, dass
humanes Myokardgewebe nur in sehr geringem Ausmaly auf eine adenovirale
Infektion anspricht. Dass aber eine Infektion mit Adenoviren bei unseren
Versuchstieren stattgefunden hat, beweisen die Ergebnisse der PCR-Analyse und
des Western Blots. Mit dieser Kenntnis sollte angenommen werden, dass die
histologischen Schnitte fur eine Farbung mit dem Hexon-Antikérper und dem bcl-2-
Antikorper nicht geeignet waren. Als genauere Untersuchung der Herzproben diente
das PCR-Verfahren. Dieses hat sich bereits in den verschiedensten Studien als sehr
spezifische und sensible Methode zur Detektion eines positiven Gentransfers
herausgestellt (Luo, Cao et al. 2006). Aufgrund unserer Ergebnisse hat sich gezeigt,
dass ein Gentransfer mittels rekombinierten Adenoviren in jedem Falle moglich ist.
Wir konnten sogar herausstellen, dass Myokardgewebe von erkrankten Mausen
entgegen der bisherigen Annahme einfacher und effizienter von Adenoviren infiziert
werden kann. So ergab sich bei den Mausen, bei denen durch DSS eine Kolitis
kunstlich erzeugt wurde, eine hohere Ausbeute an detektierbarem humanen bcl-2 im
Vergleich zu den gesunden Tieren. Dennoch schien nach unseren Ergebnissen das
Myokardgewebe am geringsten auf eine adenovirale Infektion anzusprechen im
Gegensatz zu den restlichen untersuchten Organen derselben Mause. Auch die
Werte der PCR-Analyse auf das adenovirale Protein E4orf3 weisen eine eher
geringere Ad5-Infektion auf. Diese niedrige Infektionsrate konnte auch der Grund
dafur sein, dass wir keinen signifikanten Unterschied bezuglich der Gabe von 5-FU
gefunden haben. Auf der anderen Seite hat sich sogar gezeigt, dass das zytotoxisch
wirksame Agens 5-FU in verschiedenen Studien deutliche Schaden am
Myokardgewebe hinterlasst. So konnte die Arbeitsgruppe um Alter in 1,2% bis 7,6%
der Falle unter den mit 5-FU behandelten Patienten kardiotoxische Nebenwirkungen
von 5-FU beobachten (Alter, Herzum et al. 2006). Dazu zahlen z.B. Arrhythmie,
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Herzinfarkte und der plétzliche Herztod. Ahnliche Ergebnisse beziigliche der
kardiotoxischen Wirksamkeit von 5-FU wie auch Koronarspasmen, kardiale Ischamie
und verminderte Kontraktibilitat des Myokardmuskels zeigten Studien von Tsibiribi
(Tsibiribi, Bui-Xuan et al. 2006). Daher sollte die Gabe von 5-FU nur aufgrund
strenger Indikation erfolgen. Die zahlreich beobachteten Falle bekraftigen das
kardiotoxische Potential von 5-FU und verlangen daher eine besondere
Uberwachung von mit 5-FU behandelten Patienten. Der genaue Mechanismus dieser
durch 5-FU ausgeldsten Toxizitat gegenuber dem Myokardgewebe bleibt bisher
unverstanden. Jedoch geht man von der Hypothese aus, dass ein Spasmus der
Koronararterien und auch erworbene toxisch-entzundliche Reaktionen wie Nekrose,
Fibrose und Apoptose in den meisten Fallen fur diese kardialen Lasionen
verantwortlich sind (Rodriguez Roldan, Lara Alvarez et al. 2006; Tsibiribi, Descotes
et al. 2006). Abgesehen davon sollte dennoch der positive Effekt einer adenoviralen
Gentherapie nicht aul’er Acht gelassen werden, der anhand vieler Experimente
offensichtlich erscheint. So untersuchte z.B. die Arbeitsgruppe von Wei erfolgreich
mittels eines durch Adenovirus vermittelten Gentransfers von CTLA4lg, wie man die
Entzindungsreaktion einer Autoimmunmyokarditis vermindern kann (Wei, Wei-Min et
al. 2006). Ebenso existieren Studien, die Uber eine Erhaltung der myokardialen
Kontraktionsfunktion bei Mausen nach einer Gentherapie mit Adenoviren berichten
(Belke, Gloss et al. 2006). In unseren Versuchen verwendeten wir ein rekombinates
Adenovirus, das als Insert das humane bcl-2 enthielt. Wie schon beschrieben,
handelt es sich dabei um ein anti-apoptotisches Protein, das in der &aulieren
Mitochondrienmembran lokalisiert ist (Saraste, Pulkki et al. 1999). Wahrend einer
Ischamie im Myokardgewebe hat sich gezeigt, dass das proapoptotisch wirksame
bad, das aufgrund der Hypoxie vom Zytosol in das Mitochondrium eindringt, das bcl-
2 bindet. Als Folge wird bcl-2 in geringerem Male abgelesen und es kommt zur
Apoptose der Myokardzelle (Rajesh, Suzuki et al. 2006). Aus diesem Grund kénnte
ein Gentransfer von bcl-2 in erkranktes Myokardgewebe die Zellen vor dem Zelltod
schitzen. Wie oben bereits beschrieben ist ein Gentransfer in Myokardgewebe
mittels rekombinater Adenoviren mdglich und erfolgreich und hat sich in vielen
Studien als elegante und effiziente Behandlungsmethode herausgestellt. Und dies
bezieht sich nicht nur auf eine akute kardiale Symptomatik, sondern auch auf
chronische Herzinsuffizienz (Hui, Li et al. 2006). Neben diesen Beispielen lassen sich

weitere Studien bezlglich neuer Therapieoptionen durch eine Adenovirus vermittelte
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Gentherapie in der Literatur finden, was deutlich zeigt, dass das Myokard als
Zielgewebe flr diese neue Behandlungsmethode von groliem Interesse ist. Daher
scheint es sinnvoll, weitere Studien auf diesem Gebiet zu entwickeln, die darauf
abzielen, dass der gentherapeutische Transfer der gewlnschten Proteine moglichst

einfach und effizient erfolgen kann.

5.2.2. Leber

Die Ergebnisse, die wir bei den Experimenten mit den Lebergeweben unserer
Versuchsmause erzielen konnten, geben einen deutlichen Hinweis dafur, dass
Leberparenchym fur gentherapeutische Versuchsansatze als sehr gut geeignet
erscheint. Fur unsere in vivo - Studie verwendeten wir ein adenovirales Konstrukt,
das das humane bcl-2 als Insert enthalt. Die Expression dieses Gens hat eine anti-
apoptotische Wirkung zur Folge (Nunez, Hockenbery et al. 1991), die besonders in
der Transplantationsforschung Gegenstand zahlreicher Untersuchungen st
(Rentsch, Kienle et al. 2005). Ziel ist es dabei, die Graft-versus-Host-Reaktion
abzuschwachen und das Spenderorgan vor einer durch das eigene Immunsystem
ausgeloste AbstoRunsreaktion mit apoptotischem Untergang der Zellen zu schitzen
(Kienle, Rentsch et al. 2005; Wang, Li et al. 2006). Die Hypothese unserer Studie,
einen adenoviralen Gentransfer mittels der simultanen Gabe von 5-FU effizienter und
einfacher zu machen, konnten wir sowohl durch eine Immunhistochemie, eine
quantitative PCR als auch durch das Western-Blot-Verfahren bekraftigen. Der
immunhistochemische Nachweis einer positiven Ad5-Infektion konnte bei den
histologischen Schnitten aus der Leber sowohl mittels des Hexon-Antikdrpers als
auch mittels des humanen bcl-2-Antikérpers farblich dargestellt werden. Zudem
zeigten sich bei der Immunhistochemie mit dem Hexon-Antikorper innerhalb der
Lebergewebe der neun verschiedenen Versuchstiere Unterschiede in der
immunhistochemisch  bedingten  braunlichen  Anfarbung, was auf eine
unterschiedliche Infektionsrate der einzelnen Organe hindeutet. Beim Vergleich der
Tiere 4 mit und ohne DSS, die beide nicht mit 5-FU vor der Koinfektion mit bcl-2-Ad/r-
TA-Ad inkubiert wurden, stellte sich heraus, dass eine Infektion des
Leberparenchyms mit Adenoviren in Mausen, bei denen eine Kolitis kunstlich erzeugt
worden ist, erschwert ist. Diese Aussage wird durch die PCR nochmals bestatigt.
Gestutzt wird dieses Ergebnis zudem bei Betrachten der Tiere 5 und 6 mit DSS im

Gegensatz zu Tier 6 ohne DSS, das wiederum mit einer starkeren Anfarbung auf
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eine hohere Ad5-Infektionsrate bei gesunden Mausen hindeutet. Dies konnte nur bei
der immunhistochemischen Untersuchung auf Hexon dargestellt werden. Eine
Aussage bezuglich einer unterschiedlichen Ad5-Konzentration in Bezug auf die Gabe
von 5-FU konnte in den Lebern unserer Versuchstiere nicht getroffen werden, da die
Ergebnisse hierfur sowohl in der Hexon- als auch in der bcl-2-Farbung zu
unspezifisch sind. An dieser Stelle setzen die Ergebnisse der quantitativen PCR-
Analyse an, die deutlich auf einen positiven Einfluss von 5-FU auf die adenovirale
Infektionsrate hinweisen. Mit Ausnahme von Tier 4 ohne DSS und ohne 5-FU, das
bei der Detektion von bcl-2 nicht aber bei der E4-Box die grofite Menge an
Adenoviren aufzeigte, konnte sowohl flir den Nachweis von bcl-2 als auch fur die
adenovirale E4-Box eine effizientere Ad5-Aufnahme im Lebergewebe nachgewiesen
werden, sobald die Mause gleichzeitig zur Koinfektion mit 5-FU behandelt wurden.
Da wir im Vergleich zu allen anderen Organen im Lebergewebe unserer
Versuchsmause die grofdte Menge an Adenoviren gefunden haben, konnte dies
darauf hinweisen, dass Adenoviren ohnehin Lebergewebe leicht infizieren kénnen
(Johnson, Huyn et al. 2006). Zusatzlich zeigen aber die Ergebnisse der PCR-Analyse
einen deutliche Zunahme der Ad5-Aufnahme nach Gabe von 5-FU. Unterstutzt wird
diese Aussage durch den Nachweis der Proteinexpression von bcl-2 und E4orf3 mit
Hilfe des Western-Blot-Verfahrens. Auch hier kann aufgrund der kraftigeren
Proteinbanden in beiden Fallen der Schluss gezogen werden, dass ein Gentransfer
mittels adenoviraler Vektoren durch die gleichzeitige Wirkung von 5-FU verstarkt
wird.

Unsere Ergebnisse, die wir anhand der Tests der Maus-Lebergewebe finden
konnten, nehmen einen hohen Stellenwert in der medizinischen Forschung ein.
Erkrankungen der Leber gehoren zu den haufigsten Erkrankungen der Welt und
stellen immer noch eine groRe Herausforderung fur die Suche nach neuen
Behandlungsoptionen dar. Dies begrundet sich auch daraus, dass das
Hepatozellulare Karzinom (HCC) zu den haufigsten malignen Primartumoren gehort
(Guan and Liu 2006), jedoch die Lebertransplantation, die bisher immer noch als die
sicherste Therapie gilt, nicht allen Patienten ermdglicht werden kann. Daher
existieren verschiedene interventionelle Behandlungsansatze wie z.B. eine
transarterielle Chemoembolisation (TACE), lokale Ablation und perkutane
Ethanolinstallation (PEI). Aufgrund der steigenden Inzidenz von Lebererkrankungen

herrscht grolRes Interesse in der Erforschung neuer moglichst nicht invasiver
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Techniken. Auch auf diesem Gebiet scheint daher, wie in unserer Studie dargestellt,
eine viral-vermittelte Gentherapie ein eleganter und viel versprechender
Therapieansatz zu sein. Als Transferviren haben sich auch hier adenovirale Vektoren
als sehr geeignet herausgestellt (Narvaiza, Aparicio et al. 2006), unterstutzt
besonders durch die Tatsache, dass rekombinante Adenoviren nicht hepatotoxisch
wirken (Au, Thorne et al. 2006). Zusatzlich konnte die Arbeitsgruppe um Au
nachweisen, dass Lebertumorzellen eine hohere Expressionsrate der adenoviralen
Gene verglichen mit gesunden Leberparenchymzellen aufzeigen. Aufgrund
verschiedenster Untersuchungen lasst sich herausstellen, dass Leberzellen zu den
humanen Zellen mit der héchsten CAR-Expressionsrate zahlen und somit besonders
fur einen adenoviral-vermittelten Gentransfer in Frage kommen, allerdings zeigen sie
ein ahnliches Expressionsmuster bezlglich des alpha-v-Integrins im Vergleich zu
anderen Organen auf (Fechner, Haack et al. 1999). Ebenso konnte dargestellt
werden, dass CAR in den tight junctions zwischen den einzelnen Hepatozyten
lokalisiert ist und somit keine Verbindung zum Gefalisystem des Tumors hat.
Vielmehr besitzt sogar das Endothel der Tumorzellen keinen CAR (Au, Thorne et al.
2006). Diese beiden Argumente und die Ergebnisse der Arbeitsgruppe um Smith
lassen den Schluss zu, dass auch im Leberparenchym die Aufnahme der Adenoviren
unabhangig von CAR ablauft (Smith, Idamakanti et al. 2003), was auch wir in unserer
Studie herausstellen konnten. Daher scheint es sinnvoll Systeme zu entwickeln, die
die Internalisation des rekombinaten Virus mit den gewlnschten Sequenzen in die
Zielzelle unabhangig von CAR erleichtern (Nakayama, Both et al. 2006).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass unsere Ergebnisse der
Leberparenchymuntersuchungen bezogen auf einen adenoviralen Gentransfer bisher
in der Literatur beschriebene Hypothesen unterstitzen. Zusatzlich konnten wir
deutlich herausstellen, dass sich die Infektionsrate und damit die Effizienz dieses
Ad5-Gentransfers mit einer gleichzeitigen Gabe des Zytostatikums 5-FU um ein

Vielfaches steigern lasst.

5.2.3. Milz

Die Infektion von Milzgewebe mit einem adenoviralen Wildtyp hat eine deutliche
Steigerung der Apoptoserate der Zellen zur Folge (Rautenschlein, Suresh et al.
2000). Die in vivo Infektion mit rekombinaten Adenoviren fihrt dagegen besonders in

Leber und Milz zunachst zu einer ausgepragten systemischen Antigenprasentation.
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Daher erweist sich die Milz ebenfalls geeignet als Ziel einer Infektion mit
replikationsdefizienten Adenoviren in der Gentherapie. Dennoch scheint das
Milzgewebe bezuglich der Mdoglichkeiten gentherapeutischer Behandlungsoptionen
noch relativ wenig untersucht zu sein und am ehesten als Vergleichsorgan in die
Forschungsarbeiten mit einbezogen zu werden (Ai, Zhang et al. 2005). In unserer
Studie wurden die Gewebeproben aus den Milzorganen der neun Versuchsmause in
den oben ausfuhrlich beschriebenen Verfahren der Immunhistochemie, PCR und der
Western-Blot-Analyse auf eine adenovirale Infektion untersucht. Laut unserer
dadurch ermittelten Daten zeigte sich bei allen Tieren, die koinfiziert wurden, ein
positiver Nachweis von vorhanden Adenoviren. Die Ergebnisse der
immunhistochemischen Anfarbung der Milz-Schnitte geben einen deutlichen Hinweis
darauf, dass eine simultane Gabe des Zytostatikums 5-FU die adenovirale Infektion
in humanes Gewebe erleichtert. Dies konnte besonders bei der Auswertung der
Testung auf Hexon aufgezeigt werden, da in dieser Versuchsreihe eine kraftigere
Braunfarbung bei den Schnitten der Tiere T5 mit DSS und T6 mit und ohne DSS
nachgewiesen werden konnte. Aufgrund der starken Hintergrundfarbung der
Praparate konnte dieser Schluss bei der Anfarbung von bcl-2 nicht so deutlich
gezogen werden. Dennoch zeigt sich auch hier die starkste Braunfarbung bei der
Milz von Tier 6 mit DSS, das gleichzeitig zur Koinfektion mit 5-FU behandelt worden
war. Eine unterschiedliche Infektionsrate in Bezug auf die Gabe von DSS konnte
nicht erkannt werden. Aussagekraftiger erscheinen hier die Ergebnisse der PCR-
Analyse. Diese lassen bei allen mit DSS vorbehandelten Mausen eine hohere Menge
an humanem bcl-2 und adenoviraler E4-Box nachweisen als bei den Kontrolltieren,
was ein Hinweis daflr sein kdnnte, dass sich Milzgewebe von an Kolitis erkrankten
Mausen leichter mit Adenoviren infizieren lasst. Ob dabei ein Zusammenhang mit
dem in den Kolitismausen aktivierten Immunsystem besteht, bleibt bisher ungeklart.
Gleichzeitig konnten wir bei den Tieren 5 mit DSS und 6 mit und ohne DSS, die
neben der Koinfektion noch 5-FU verabreicht bekamen, sowohl bei der PCR-Analyse
auf humanes bcl-2 als auch auf die adenovirale E4-Box eine hohere AdS5-
Infektionsrate feststellen im Vergleich zu den Tieren 4 mit und ohne DSS. Dieser
Unterschied war deutlich und bestatigt aus diesem Grund unsere Annahme, dass ein
adenoviral-vermittelter Gentransfer durch die simultane Gabe von 5-FU erleichtert

und gesteigert werden kann.
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5.2.4. Niere

Der Versuch mit Hilfe von rekombinanten viralen Vektoren einen Gentransfer in
Nierenzellen zu ermoglichen, erdffnet neueste Therapieoptionen bei den
verschiedensten Nierenerkrankungen (Chevalier 2006; Mene 2006). Auch im Bereich
der Nierentumorforschung ist die Maoglichkeit einer Gentherapie von grof3em
Interesse, da Nierentumore zu den am starksten therapieresistenten Tumoren
gehoren (Reu, Bae et al. 2006; Ronnen, Kondagunta et al. 2006). Als Grund dafur
stellte sich besonders die geringere CAR-Expression in tumorartig verandertem
Nierenparenchym im Vergleich zu gesundem Nierengewebe heraus. In unserer
Studie versuchten wir daher die CAR-unabhangige Ad5-Aufnahme in die
Nierenzellen mittels der gleichzeitigen Gabe von 5-FU zu verbessern. Der Nachweis
einer positiven Ad5-Infektion konnte bei den Gefrierschnitten der Nieren mittels
immunhistochemischer Anfarbung erbracht werden, wobei diese bevorzugt in der
Rinde und den Nierenglomerula lokalisiert werden konnte. Auch bei diesem Versuch
weisen die Ergebnisse darauf hin, dass Adenoviren humanes Gewebe in hdherem
Ausmal infizieren, sobald 5-FU gegeben wird. Dafir spricht zum einen die kraftigere
Braunfarbung des Nierenparenchyms von Tier 6 ohne DSS bei der Detektion von
Hexon und zum anderen bei den Tieren T6 mit und ohne DSS beim Nachweis von
bcl-2. Die Gabe von DSS scheint beim Nierengewebe im Gegensatz zu
Lebergewebe keinen bzw. einen mit dieser Methode unzureichend nachzuweisenden
Einfluss auf eine adenovirale Infektion zu haben. Die Auswertung der PCR-Daten
liefert keine wirklich aussagekraftigen Ergebnisse. Sowohl beim Nachweis des
Inserts bcl-2 als auch der adenoviralen E4-Box konnte eventuell eine gesteigerte
Ad5-Infektionsrate nach 5-FU-Gabe angenommen werden, allerdings differieren die
Werte der Tiere 5 und 6 jeweils mit DSS sehr stark, obwohl diese beiden Mause
einer identischen Behandlung unterzogen wurden. Unterschiede aufgrund der mit
DSS kunstlich induzierten Kolitis lieRen sich nicht eruieren. Zur Beurteilung der
Expression der Proteine bcl-2 und E4orf3 erfolgte ein Western-Blot-Verfahren. Da
sich in diesen Versuchen keine Proteinbanden darstellen lieRen, muss man davon
ausgehen, dass entweder das Nierenparenchym unserer Versuchsmause den
Bedingungen im Labor nicht standhalten konnte, oder dass tatsachlich keine bzw.
eine unter der Nachweisgrenze liegende adenovirale Infektion stattgefunden hat.

In der Literaur lassen sich mehrere Studien finden, die sich v.a. auf die zellularen

Veranderungen in Nierenzellkarzinomen beziehen und Grundlage fur die

121



Erforschung neuer Therapieoptionen darstellen sollen. Bisher konnte dabei schon
bewiesen werden, dass karzinomatos veranderte Nierenzellen durch den Transfer
von vaskularem endothelialem Wachstumsfaktor (VEGF) durch Behinderung der
tumorbedingten Angiogenese in ihrem Wachstum eingeschrankt werden (Ichikura,
Eto et al. 2006) und damit auf diesem Gebiet ein enormer Fortschritt geschaffen
wurde. Allerdings hat sich auch gezeigt, dass Nierentumorzellen aufgrund einer
durch den Tumor bedingten sehr starken oben bereits erwahnten CAR-Down-
Regulation eher resistent fur eine Infektion mit Adenoviren reagieren (Rancourt,
Rogers et al. 1998). Somit macht es Sinn, neue Ansatzpunkte ahnlich unserer
Experimente zu finden, die eine CAR-unabhangige Ad5-Aufnahme in die Zellen
ermoglichen (Haviv, Blackwell et al. 2002). Auf der anderen Seite konnte die
Arbeitsgruppe um Haviv alternative Bindungstellen auf den Nerenzellen detektieren,
zu denen das a,Bs-Integrin, das a,Rs-Integrin und der vermeintliche Ad3-Rezeptor
gehdren. Um die CAR-abhangige Ad5-Infektionsresistenz der Nierenzellen zu
uberwinden werden entsprechende Virus-Modulationen zu entwickeln sein, die uber
alternative Wege in das Zytoplasma der Zielzelle gelangen kénnen (Schmidt, Piekos
et al. 2000). Laut unseren Ergebnissen konnte eine simultane Gabe von 5-FU den
Erfolg derartiger neuer Versuchsansatze durch eine gesteigerte adenovirale

Infektionsrate deutlich erhohen.

5.25. Darm

Modifizierte Adenoviren reprasentieren einen neuen Behandlungsansatz sowohl flr
fur gastrointestinale Karzinome als auch chronisch entzindliche Erkrankungen des
Darms. Aus diesem Grund stehen in Bezug auf die Organe des Verdauuungstraktes
verschiedenste Ansatzpunkte einer Gentherapie im Mittelpunkt heutiger
Forschungsarbeiten. Wie oben bereits mehrfach erwahnt, erscheint der
Hauptrezeptor CAR grundsatzlich fur eine gesicherte Aufnahme in humane
Darmzellen noétig zu sein. Allerdings hat auch in diesem Gewebe eine kanzerogene
Veranderung die Down-Regulation dieses adenoviralen Rezeptors zur Folge, die
eine verminderte Ad5-Infektion und ein damit verbundenes niedrigeres Potential
einer wirksamen Gentherapie nach sich zieht (Korn, Macal et al. 2006). Zusatzlich ist
bereits bekannt, dass der Verlust von CAR in dessen Ausmal} abhangig vom
Differenzierungsgrad des Tumors ist. So erwiesen sich moderate bzw. wenig

differenzierte Kolontumoren als sehr stark vom CAR-Verlust betroffen (Korn, Macal et
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al. 2006), was darauf hindeutet, dass der Grad der Malignitat des Tumors in
Korrelation zu dessen Ad5-Restistenz steht. Neben Karzinomen scheinen auch
chronische Entzindungen des Kolons wie die Colitis ulcerosa und Morbus Crohn
potentiell fur eine genvermittelte Therapie interessant zu sein. Allerdings konnte auch
hier im entzindlichen Gewebe eine geringere CAR-Expressionsrate nachgewiesen
werden, die einen deutlichen Rickschlag in Bezug auf Therapieoptionen mittels
adenoviralem Gentransfer bedeutet (Sasaki, Mathis et al. 2005). Die Inzidenz dieser
chronischen Erkrankungen steigt weltweit deutlich an und die genaue Atiologie bleibt
dabei noch weitgehend im Ungewissen (Karlinger, Gyorke et al. 2000). Sicher ist,
dass neben genetischen Faktoren auch bestimmte immunologische Faktoren eine
gewisse Rolle bei der Manifestation der Entzindung haben und zusatzlich ein
erhohtes Risiko fur die betroffenen Patienten besteht ein kolorektales Karzinom zu
entwickeln (Geier, Butler et al. 2006). Die Maglichkeit, mittels adenoviralem
Gentransfer bestimmte Sequenzen in die entzindeten Darmzellen einschleusen zu
konnen, um somit die Zellen vor dem gesteigerten Zelltod zu schutzen, bringt neue
Hoffnung in die Behandlungsoptionen fur Kolitiserkrankungen mit sich. Grund fur
diesen vermehrten Zellumsatz stellt neben dem entzindlichen Zerfall der Kolitiszellen
auch der apoptotische Untergang der Zellen dar. Dieser wird Uber einen
komplizierten Mechanismus geregelt, der unter anderem durch das Gleichgewicht
zwischen dem proapoptotisch wirkenden bax und dem antiapoptotischen bcl-2
gesteuert wird (Azad, Vallyathan et al. 2006).

In der vorliegenden Untersuchung versuchten wir aus diesem Grund in den Vorgang
der Apoptose einzugreifen, indem wir das humane Protein bcl-2 mit Hilfe von
adenoviralen Vektoren in die Kolitiszellen der Versuchsmause einzuschleusen
versuchten. Dabei stellten wir die Hypothese auf, dass bcl-2 als antiapoptotisch
wirkendes Protein genau diesen vermehrten Zellumsatz in entzindetem Gewebe
vermindern kann. Mehrere Studien berichten aber Uber eine geringere CAR-
Expression auf der basolateralen Zelloberflache von entzundlich veranderten Zellen,
die nach bisheriger Auffassung durch die inflammatorischen Zytokine vermittelt wird
(Vincent, Pettersson et al. 2004). Diese Down-Regulation hat aber eine deutliche
Abnahme der Ad5-Bindungs- und Aufnahmerate zur Folge, sodass die
therapeutischen Optionen im Bereich eines viralen Gentransfers limitiert sind. Diese
Einschrankung liel® unsere Untersuchungen zum einen darauf abzielen, in wie weit

CAR flr die Ad5-Aufnahme bendétigt wird, und zum anderen Madoglichkeiten zu
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ermitteln, die den CAR-unabhangigen adenoviralen Transfer erleichtern kdnnen. Im
in vitro -Teil unserer Studie wurde bereits ausfuhrlich dariber berichtet, dass die
adenovirale Aufnahme in humane Zellen unabhangig von CAR erfolgen kann. Zudem
konnten wir mittels Immunhistochemie und PCR-Analyse herausstellen, dass das
Zytostatikum 5-FU gerade beim Darmgewebe einen positiven Effekt auf die Ad5-
Infektionsrate erzielen konnte. Um die Unterschiede zwischen gesundem und
entzundlich verandertem Kolon untersuchen zu konnen, induzierten wir wie oben
bereits ausfuhrlich beschrieben bei der Halfte unserer Versuchsmause durch die
Gabe von DSS (Dextran Sulphate Sodium) eine chronische Kolitis. Durch diesen
Vergleich versuchten wir herauszustellen, ob sich die durch die Kolitis erschwerte
Ad5-Infektion der Darmgewebe mit einer gleichzeitigen Gabe von 5-FU steigern
l&sst. Zunachst konnten wir nachweisen, dass Adenoviren gesundes Darmgewebe in
starkerem Male infizieren, als entzindliches Gewebe. Dies zeigt sich bei der
Betrachtung der immunhistochemischen Anfarbung mittels humanem bcl-2-
Antikdérper bei den Tieren T4 ohne und mit DSS, die beide zwar mit bcl-2-Ad/r-TA-Ad
koinfiziert, aber nicht mit 5-FU inkubiert worden sind. Im Gegensatz dazu lassen die
Ergebnisse der histologischen Schnitte der Tiere TS mit DSS und T6 mit und ohne
DSS sowohl flir den Hexon- als auch fur den bcl-2-Antikdrper eine intensivere
Braunfarbung nachweisen. Diesen Mause wurde allesamt simultan zur Koinfektion
das Zytostatikum 5-FU verabreicht. Dieses Resultat spricht eindeutig dafur, dass 5-
FU die adenovirale Infektionsrate in Darmgewebe erleichtert. Zudem konnte
innerhalb dieser drei Tiere kein Unterschied mehr bezlglich der Braunfarbung
erkannt werden, obwohl zwei dieser Mause eine mit DSS kuinstlich erzeugte Kolitis
aufwiesen. Demnach kann postuliert werden, dass 5-FU einen groReren Einfluss auf
die adenovirale Infektionsrate hat, als die Vorgabe gesundes oder entzindlich
verandertes Darmgewebe. Da man davon ausgeht, dass die Zellen einer Kolitis CAR
in geringerem Ausmal} exprimieren (Kesisoglou, Chamberlain et al. 2005) und
dennoch eine groflere Menge an Adenoviren in diesen Kolitiszellen nach der Gabe
von 5-FU nachgewiesen werden kann, muss man daraus schliefen, dass 5-FU die
adenovirale Infektion unabhangig von CAR steigert. Unterstitzt werden diese
Aussagen durch die Ergebnisse der PCR-Analyse. Der Nachweis von bcl-2 gibt
einen deutlichen Hinweis darauf, dass die simultane Gabe von 5-FU die
Infektionsrate der Adenoviren signifikant steigert. Dies zeigt sich beim Vergleich der

Ergebnisse von den Tieren 4 mit und ohne DSS, die kein 5-FU injiziert bekamen, und
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den Tieren 5 mit DSS und 6 mit und ohne DSS, die neben der Koinfektion simultan 5-
FU erhielten. Auch in diesem Versuch konnten wir entgegen bisher beschriebener
Literatur feststellen, dass diese Infektion in den Kolitismausen groRer war, als in den
gesunden Mausen (Kesisoglou, Chamberlain et al. 2005). Anhand dieser Ergebnisse
muss davon ausgegangen werden, dass auch im Bereich chronisch entzindlicher
Erkrankungen eine neue und viel versprechende Behandlungsoption mittels
Gentherapie und gleichzeitiger Gabe von 5-FU gefunden worden ist. Gerade die
Steigerung der Effizienz des Gentransfers durch das Zytostatikum bringt daher fur
die Zukunft nicht nur grolde Hoffnung in der Tumortherapie, sondern auch in der

Behandlung von Colitis ulcerosa und Morbus Crohn mit sich.

5.2.6. Lunge

In unserer Studie galt auch beim Lungenparenchym das Interesse der
Effizienzsteigerung einer adenoviralen Gentherapie. Dafur untersuchten wir
wiederum die Effekte von der gleichzeitigen Gabe von 5-FU auf die AdS-
Infektionsrate mittels immunhistochemischer Anfarbung und PCR-Analyse. Das
Lungengewebe unserer neun Versuchsmause eignete sich nicht fir eine Beurteilung
einer immunhistochemischen Farbung auf Hexon. So konnte nur bei den Tieren 4 mit
und ohne DSS und bei Tier 6 ohne DSS eine leichte Braunfarbung nachgewiesen
werden, die aber aufgrund der geringen Intensitat keine genauen Ruckschlisse nach
sich ziehen lasst. Die Anfarbung des bcl-2-Antikdrpers zeigt dagegen bessere
Ergebnisse. Im Vergleich zu den Kontrolltieren konnte hier bei den Tieren 4, 5 und 6
eine positive Farbreaktion beobachtet werden. Eine genaue Differenzierung
zwischen diesen histologischen Schnitten konnte aber ebenfalls kaum erfolgen, da
der Grad der Anfarbung bei allen Praparaten annahernd gleich war. Einziger Hinweis
auf die positive Auswirkung von 5-FU auf die adenovirale Infektion ist das Bild von
Tier 6 ohne DSS. Hier deutet die kraftigere Farbreaktion auf eine hohere
Konzentration an Adenoviren hin, wobei dies, weil alleiniges Ergebnis, als
unspezifisch angesehen werden muss. Die Werte der PCR-Analyse sind ebenfalls
sehr unspezifisch und konnen daher keine wirklich relevante Aussage uber die
Auswirkung des Zytostatikums auf die adenovirale Infektionsrate zulassen. Mit
Ausnahme von Tier 4 mit DSS, das sowohl beim Nachweis von bcl-2 als auch der
E4-Box im Vergleich zu allen anderen infizierten Tieren sehr hohe Werte aufzeigte,

lagen die Ergebnisse beider Versuche bei den anderen Tieren sehr eng beieinander,

125



sodass eine genauere Differenzierung zwischen den einzelnen Tieren nicht erfolgen
konnte. Dieses Ergebnis konnte zum einen daran liegen, dass unser Lungengewebe
fur die PCR-Analyse nicht geeignet war, oder aber daran, dass 5-FU tatsachlich
keinen Einfluss auf den adenoviralen Gentransfer ausiubt. Diese Frage bleibt
allerdings noch zu klaren. Insgesamt muss aber dennoch darauf hingewiesen
werden, dass Lungengewebe in jedem Falle Ziel gentherapeutischer
Untersuchungen bleiben sollte, da bisher grof3e Erfolge auf diesem Gebiet erzielt
wurden, die groBe Hoffnung fur neue Behandlungsstrategien von
Lungenerkrankungen mit sich bringen durften.

Weshalb in der medizinischen Forschung neue Therapiemoglichkeiten bezuglich
Lungenerkrankungen mit Hochdruck gesucht werden, wird offensichtlich, sobald man
sich vor Augen fuhrt, dass Lungenerkrankungen zu den haufigsten Erkrankungen in
der westlichen Welt gehdren, deren Inzidenz dabei von Jahr zu Jahr noch ansteigt
(Nowak, Berger et al. 2005; Ulmeanu, Didilescu et al. 2006). Diese Tatsache machte
das Organ Lunge schon seit langerer Zeit zum Gegenstand gentherapeutischer
Forschung (Szokol, Murphy et al. 2004; Kolb, Martin et al. 2006). Auf dem Gebiet des
Lungenkarzinoms wurden dabei schon erfolgreiche Untersuchungen veréffentlicht,
die z.B. darauf abzielen, das Tumorwachstum mit Hilfe des adenoviralen Transfers
bestimmter Sequenzen zu stoppen (Tian, Li et al. 2006). Aber auch fiir die Therapie
chronischer Lungenerkrankungen wie z.B. der Lungenfibrose (Gazdhar, Fachinger et
al. 2006; Rosenecker, Huth et al. 2006) oder der Unterdrickung einer Graft-versus-
Host-Reaktion nach einer Lungentransplantation (Okada, Zuo et al. 2006) stehen
aufgrund der neuen Ansatzpunkte, die durch eine virus-vermittelte Gentherapie
entstehen und nach unseren Ergebnissen mit einer simultanen Behandlung mit 5-FU
noch optimiert werden konnen, Erfolg versprechende Therapieoptionen zur

Verfigung.
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6. Zusammenfassung

Adenoviren werden in 60% aller gentherapeutischen Studien als Vektoren eingesetzt
und in Zellen durch Bindung an den Coxackie-Adenovirus-Rezeptor (CAR)
aufgenommen. Da Tumorzellen und auch Entzindungszellen oftmals wenig oder
keinen CAR exprimieren, sind Mechanismen, die CAR-unabhangig die Aufnahme
von Adenoviren erhdhen, von entscheidender klinischer Bedeutung. Weiterhin ist
bekannt, dass 5-FU die Effektivitat von Adenoviren erhoht. Ziel war es, diejenigen
Mechanismen zu untersuchen, die eine adenovirale Behandlung mittels der Gabe
von 5-FU effektiver machen. Durch die Kombination von 5-FU mit Adenoviren
erhohte sich die Infektionsrate der Zellen in vitro von etwa 50% auf 94%-99%.
Gleichzeitig konnte mehr Fiberprotein in den Zellen nachgewiesen werden. Dieser
Effekt lieR sich auch in Zellen mit blockiertem CAR demonstrieren. Im Uberstand der
Liposomen, die mit 5-FU behandelt wurden, konnten 2,4 mal mehr Adenoviren
nachgewiesen werden. Das PCR Produkt auf E4orf6 war ebenfalls in hdherem Malde
im Uberstand der mit 5-FU behandelten Liposomen nachzuweisen und die
Oberflache der Liposomen war deutlich in Anwesenheit von 5-FU und Adenoviren
verandert. Um die Ergebnisse des in vitro -Teils bekraftigen zu kénnen, setzten wir
unsere daraus gewonnenen Daten und Aussagen auch in vivo um. Das hierfur
entwickelte Mausmodell basierte auf dem Vergleich von Mausen, die einerseits
neben einer adenoviralen Infektion gleichzeitig mit 5-FU behandelt wurden und
andererseits allein infiziert wurden. Die Organentnahme der Versuchsmause erfolgte
daraufhin nach 7 Tagen Inkubationszeit. Die einzelnen Organe (Herz, Leber, Milz,
Niere, Darm und Lunge) der neun Tiere wurden daraufhin immunhistochemisch auf
das adenovirale Kapsidprotein Hexon und auf das adenovirale Insert humanes bcl-2
untersucht. Zusatzlich erfolgte eine PCR-Analyse aller Organe, um das humane bcl-2
und die adenovirale E4-Box quantitativ nachweisen zu kdnnen. Von den Organen
Leber und Niere wurde im Anschluss daran eine Untersuchung auf Proteinebene
durchgefuhrt. Mittels dieses Western-Blot-Verfahrens konnte die erfolgte adenovirale
Infektion durch die Testung auf die Expression des adenoviralen Proteins E4orf3 und
des humanen bcl-2 nachgewiesen werden. Alle Ergebnisse dieser sowohl
qualitativen als auch quantitativen Versuche zeigten einen positiven Effekt von 5-FU
auf eine adenovirale Infektion, die bei einer simultanen Gabe deutlich gesteigert

werden konnte.

127



Wir konnten daher zeigen, dass 5-FU die Aufnahme von Adenoviren in Tumorzellen
und auch in entziindlich veranderte Zellen unabhangig von CAR erhoht. Dies ist nach
den Ergebnissen unserer in vitro Versuche zufolge mit Veranderungen in
Membranen vergesellschaftet. Somit erscheint eine Kombination von 5-FU und

Adenoviren im Rahmen gentherapeutischer Ansatze sinnvoll.

Zusammenfassend konnten wir zeigen, dass eine gleichzeitige Behandlung von
Geweben mit Adenoviren und 5-FU die Aufnahme dieser Viren sowohl in
Tumorzellen als auch in Entzindungszellen steigert. Besonders wichtig scheint auch,
dass wir diesen Effekt unabhangig von der Expression des CAR beobachten konnten
und 5-FU die Einschleusung des viralen Protienkapsids durch die Lipidmembran
begunstigt. Unabhangig des darauf basierenden Mechanismus, der in der Zukunft
einer noch weiteren Erforschung erfordert, kann man sagen, dass eine kombinierte
Behandlung mit Adenovirus und 5-Fluoruracil eine erhebliche Bedeutung im

Zusammenhang mit einem Gentransfer zu haben scheint.
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