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Zusammenfassung 1

1 Zusammenfassung

Bei der Generierung tumorselektiv replizierendereXiist ein breites Anwendungsspektrum
bei gleichzeitig hoher Tumorselektivitat und thevagischer Effizienz ein wesentliches Ziel.
Im Rahmen dieser Arbeit wurden selektiv replizielenund therapeutisch effiziente,
onkolytische Adenoviren gegen Tumoren mit inaktiteen p53 entwickelt, die somit ein sehr
breites Anwendungsspektrum aufweisen. Die grundidgdBedeutung des Funktionsverlusts
des Tumorsuppressors p53 im Zuge der Onkogeneseduich die Tatsache verdeutlicht,
dass weit mehr als 50 % aller humanen Tumore ganetiund epigenetische Veranderungen
aufweisen, die zu einem Funktionsverlust von p38di. In einem ersten Ansatz wurde die
genregulatorische RNA-Interferenz (RNAIi) zur Geemrng eines p53-selektiven Virus
verwendet. Zunachst konnte nachgewiesen werdes,stlast hairpin RNAs (shRNA) und
microRNAs p53-abhéngig exprimiert werden. Auf deuilage dieses Befundes wurde ein
p53-abhéngig exprimierbares, antivirales Netzwenk Horm eines multiplen shRNA-
Transkripts zur Repression der replikationsesséttieAdenovirusgene (E1A, E1B, pTp,
Adpol und E4) etabliert und das Virus Ad-IREP2 ge&ré Es konnte gezeigt werden, dass
die Replikation von Ad-IREP-2 in p53-positiven &gll deutlich inhibiert wurde. In einem
Nacktmausmodell konntén vivo die p53-Selektivitdt und die effiziente Onkolys&3p
inaktiver Tumore gezeigt werden. Ad-IREP-2 steilie@ vielversprechenden onkolytischen
Vektor mit breitem Anwendungsspektrum dar. Zumesrdtlal konnte der Nachweis erbracht
werden, dass RNAI zur gewebsspezifischen Kontrddle adenoviralen Replikation genutzt
werden kann. Neben der p53-Inaktivierung spielthade Reaktivierung der Telomerase
(hTert)-Expression in der Tumorigenese eine heemesrde Rolle, was durch eine Inzidenz
von 90 % aller Tumore dokumentiert wird. Mit denmiarselektiv replizierenden Adenovirus
Ad-p53T wurde ein hochselektives onkolytisches ¥igeneriert, welches p53- und hTert-
Selektivitat kombiniert. In diesem Vektor wurde eirekombinanter, Gal4-KRAB-
reprimierbarer hTert-Promotor zur Kontrolle von E@Ad der viralen Replikation eingesetzt.
Eine natirliche Replikation und Zelllyse mittels-pB3T ist damit lediglich in Telomerase-
aktiven Tumorzellen vorhanden. Eine Basalaktivitigesundem Gewebe konnte durch die
p53-abhéngige Expression eines Gal4-KRAB-Repressgolistandig inhibiert werden. In
humanen Fibroblasten konnte keine DNA-Replikatiemsgetenz nachgewiesen werden.
Selektivitat und effektive Onkolyse wurdém vivo im Nacktmausmodell gezeigt. Mit Ad-
p53T und Ad-IREP-2 konnten daher im Rahmen diesdéeif therapeutisch effektive und
tumorselektiv replizierende Adenoviren fur die Tdq@e p53-dysfunktionaler Tumore

generiert und charakterisiert werden.
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Abstract

A broadly applicable vector with highly selectivadaefficient lysing of tumor cells is the
important aim in generating oncolytic viruses. listwork oncolytic viruses of adenovirus
serotype 5 were generated for highly selective geitmn and destruction of p53-
dysfunctional tumors.

In tumorgenesis alteration of the tumorsuppress@rip a favourable step. The moiety of all
human tumors has a deletion or inactivation of pbBis a therapeutical virus for p53-
dysfunctional tumors coveres a broad variety of disn RNA-interference (RNAI) has
become an important tool for highly specific dowgukation of gen expression.

Therefore, we developed in the first part of thisrkvthe oncolytic adenovirus Ad-iIREP-2,
that contains a self-inhibitory RNAi-network corisig of multiple antiviral ShRNAs, which
are selectively transcribed in response to trapsonally active p53.

In the context of this work short hairpin RNAs (38 and microRNAs (miRNA) were
expressed in response to active p53 within the @adeat backbone. This p53-depend RNAI
was used for the coordination of RNAi-network bypnession of genes essential for
replication and therefore resulted in effectiveiliition of viral propagation and oncolysis. In
contrast, cells harboring either dysfunctional eleted p53 were effectively lysed. ShRNAs
against adenoviral genes from the early stage Hikéd, E1B, E4, pTp and Adpol were
investigated. This RNAi-controlled adenovirus damd significantly improved selectivity
for p53-dysfunctions, leading to drastically rediicetrahepatic load of viral DNA and
efficiently lysing of p53-inactive tumors in virahapeutic settings vivo. Thereby, vector-
based antiviral RNAi-networks represent an effitiand versatile tool for targeted restriction
of viral replication. Ad-iIREP-2 demonstrates a piging oncolytic virus for broad spectrum
of tumors. Also the human telomerase (hTert) plagsucial role in tumorgenesis. In 90 % of
all tumors hTert is active. Therefore, in the setquart of this work an oncolytic virus,
referred to Ad-p53T was established with the corathiselectivity of hTert and p53. Ad-p53T
includes the recombinant hTertgal-promotor contigllE1A expression and consequently
adenoviral replication in telomerase-active tumetlsc In human fibroblasts the hTert-
promotor has a low basal activity, which is totatiiibited by the p53-selective expression of
the Gal4-KRAB repressor in Ad-p53T. This p53- and@leti-controlled virus improves
tumorselectivity successfuliy vivo. With both in this work generated oncolytic viraghe
spectrums of therapeutical vectors were extenthismajority tumors.

Schlagworte: Virotherapie, p53, RNAI

keywords: virotherapy, p53, RNAI
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2 Einleitung

2.1 Molekulare Mechanismen der Tumorentstehung

Die Tumorigenese ist ein komplexer Vorgang und vdtdch eine mehrstufige Aberration
von Protoonkogenen und Tumorsuppressorgenen soWw@-Reparaturgenen aufgrund
genetischer oder epigenetischer Veranderungen tielseh. Dabei wird die Transformation
einer Zelle vor allem durch Fehlfunktionen der @edliferation, die Inhibition der
replikativen Alterung und die Immortalisierung daraas Ausschalten der Apoptose
verursacht.

Der Verlust der zelleigenen Wachstumskontrolle wididirch proliferationsférdernde
Umwandlung eines Protoonkogens zu einem Onkogeninségt. Die Proteine der
Protoonkogene haben eine bedeutende Rolle bei d#érvigkung und Stimulation des
Wachstums sowie der Zellteilung. TumorassoziiertéterAtionen kénnen zu einer
unkontrollierten und gesteigerten Aktivierung vorot®onkogenen und damit zu vermehrter
Zellteilung und Wachstum fuhren. Die hyperaktivent@em wird als Onkogen bezeichnet.
Bekannte Onkogene mit transformierenden Eigensahaind u.a. Ras oder Myc (57).

In somatischen Zellen kommt es zu einer replikativdterung durch Telomerverkirzung
(71;72). Die Folge ist das Absterben der Zellen hnainer bestimmten Anzahl von
Zellteilungen (38). Die Umgehung dieser Seneszenzhddie Aktivierung der Telomerase,
die fur die Regeneration von Chromosomenenden teoatich ist, ist fur die
Transformation im Rahmen der Tumorigenese von grdd&sleutung. Dadurch kann die
limitierte Zahl von Zellzyklen Gberwunden werden.

Tumorsuppressorgene stellen dagegen wichtige Kigmirkte dar, die einer unkontrollierten
Vermehrung von Zellen entgegenwirken. Sie spielea eentrale Rolle in den Prozessen der
Apoptose, der DNA-Reparatur und des Zellzyklus-sise Die Inaktivierung eines
Tumorsuppressorgens fuhrt zum Ausfall dieser Kdifirktion und zur Stérung der
Gewebshomdostase. Bekannte Tumorsuppressorgene.gimb3 oder Rb (48;58).

Durch gezielte Inaktivierung dieser Proteine konnggrimare humane Fibroblasten in
kanzerogene Zellen umgewandelt werden (35).

Ein Tumor entsteht dabei durch die klonale Expangimer einzelnen transformierten Zelle
(47). Fur die Tumorprogression mussen aber vieleradssetzungen durch aufeinander
folgende Veréanderungen erfullt sein (107). Da aBchutzmechanismen wie DNA-Reparatur

und Apoptose einer Transformation entgegenwirkatwiekeln sich Tumore langsam durch
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ein Mehrschritt-Modell, wodurch ein langer Zeitralis zur symptomatischen Manifestation
einer Tumorerkrankung vergeht (66). Fur die malignenorprogression ist die Induktion
einer immunologischen Toleranz, die Entdifferenaigy, die genetische Instabilitat, die
invasive Potenz und die Tendenz zur Metastasiengiigre wichtige Aspekte (36;108;109).

2.2 Adenovirale Tumortherapie

Die Konstruktion und gezielte, genetische Prograenomg von tumorspezifisch
replizierenden, therapeutischen Viren ist ein ktivas Ziel der Tumortherapie. Der Einsatz
von Adenoviren bietet im Vergleich zu anderen Vapezies z.T. erhebliche Vorteile. Das
Adenovirus ist relativ gut erforscht und relativvige pathogen. Adenoviren kénnen technisch
in gro3er Zahl hergestellt und aufgereinigt wer@&s). Durch das episomale Vorliegen des
Erbguts in infizierten Zellen ist das Risiko einkrsertionsmutagenese als sehr gering
einzuschatzen. Das DNA-Genom gewahrleistet im Gaggerzum Genom von RNA-Viren
eine relative genetische Stabilitét. Ein erheblicNachteil von Adenoviren ist jedoch die
hohe Immunogenitat und die damit verbundene rascldeeffiziente Beseitigung durch das
Immunsystem (114).

Aufgrund des Tropismus zu humanen und murinen Elpgh wurden Adenoviren zunachst in
der Gentherapie haufig zur effizienten Ubertragurgjerologer Gene eingesetzt. Dazu
wurden meist replikationsdefiziente Vektoren dersten Generation® verwendet. Diese
Vektoren sind E1- und E3-deletierte Viren des husmaAdenovirus Serotyp 5. Die E1-
Deletion fiihrt zu fehlender Replikationskompetemz eine unerwiinschte Ausbreitung der
Viren im Koérper zu vermeiden. Erstmalig wurde edemoviraler Vektor in der Gentherapie
der zystischen Fibrose eingesetzt. Die auftretéreldorimmunitat verhinderte jedoch eine
allgemeine klinische Anwendung (117).

Bei der Behandlung von Tumoren mit onkolytischemeXisoll durch die gezielte Infektion
des malignen Gewebes unter Schonung von gesundemeb®eeine nebenwirkungsarme
Therapie ermdglicht werden. Dabei stellt jedochrdangelnde Selektivitat fir Tumorgewebe
ein wesentliches Hindernis dar. Die gezielte Eifmetung von Adenoviren in Tumorzellen
kann durch Manipulation der Oberflachenproteine \diess (transductional targeting(52))
erreicht werden. Durch tumorspezifisch aktive Prtoren (ranscriptional targeting,(110))
kann eine intrazellulare Selektivitat erzielt wardé&sesundes Gewebe, welches ebenfalls

befallen werden kann, soll durch diese Kontrollnrestmen weitgehend geschont werden.



Einleitung 5

Die ersten tumortherapeutischen Viruskonzepte wurdmuch auf der Basis der
replikationsinkompetenten Viren generiert. Dies&tdeen enthielten sog. Suizidgene wie die
Herpes-Simplex Thymidinkinase (HSV-Tk (74)) odee &. coli Cytosin-Desaminase, als
eigentliches anti-Tumoragens. Mit diesen Vektoreanrke aufgrund der fehlenden
Replikationskompetenz keine Ausbreitung der Vinenerhalb des Tumors erreicht werden.
Eine komplette Transduktion des Tumorgewebes isi @it hohen Dosen dieser Viren nicht
zu erreichen.

Die nicht-replikativen Adenoviren konnten die ie giesetzte Hoffnung nicht erfillen. Daraus
resultierte das zurzeit viel versprechende Ziel digelektiv replizierende Adenoviren
einzusetzen. Dabei soll das therapeutische Virgh B situ tumorselektiv vermehren,
entartete Zellen effektiv lysieren, umgebendes Tig@webe reinfizieren und den Tumor auf
diese Weise effektiv zerstoren konnen. Die Seléktivdieser Adenoviren beruht auf
bekannte Onkogenaktivierung oder Inaktivierung et Tumorsuppressorgene. Zwei Gene
als Ziel tumorselektiv replizierender Adenovirenrden in den beiden folgenden Kapiteln

naher erlautert.

2.2.1 p53 als Ziel onkolytischer Virotherapie

In den meisten Tumoren ist der Tumorsuppressornpd@ert, deletiert oder inaktiviert (42).
Wodurch ein zentraler Kontrollpunkt der Zelle fuiekisunfahig wird. P53 stellt somit das am
haufigsten mutierte Gen in menschlichen Tumoren Da bedeutendste Funktion von p53
ist die spezifische Transaktivierung von Genen, dén Zellzyklusarrest infolge DNA-
Schédigung induzieren kbénnen. Tumorassoziierte tibuten von p53 befinden sich zumeist
in der DNA-Bindungsregion und fiihren zum Verlust B&A-Bindungsfahigkeit. Dies fuhrt
zum Ausfall der Expression wichtiger Gene der Zgdlaskontrolle sowie apoptoserelevanter
Gene. Durch eine Inaktivierung von p53 kann die ddowtion der DNA-Reparatur, -
Rekombination und -Replikation sowie die Apoptodeition infolge irreparabler DNA-
Schaden nicht mehr gewahrleistet werden. Der Vertles Apoptosekontrolle fuhrt zu
weiterer genetischer Instabilitat. In p53-mutierfeumoren ist haufig eine hohe Resistenz
gegen Strahlen- und Chemotherapie zu verzeichreendrimares Ziel es ist, durch DNA-
Schadigung Apoptose zu induzieren. P53-Alteratiosemd haufig mit einer schlechten
Prognose der betroffenen Patienten assoziiert. N#ch heutigen Erkenntnissen ist eine

wichtige Hurde bei der Tumorigenese die Deaktivigrder Apoptose.
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Die Nutzung des p53-Funktionsausfalls als Therapiekpt ist aufgrund der Vorkommnisse
in vielen Tumoren sehr attraktiv. Das erste genriereplikationskompetente und p53-
selektive Adenovirus ist ONYX-015 (8). Bestimmter&f, wie Papilloma- und Adenoviren
inhibieren im Laufe ihrer Replikation p53, um einefichtigen Abwehrmechanismus der
Wirtszelle zu inaktivieren. Dabei ist in Adenovirdas E1B-55k-Gen fir die Inhibition von
p53 verantwortlich. Das zugrunde liegende Konzept ®WNYX-015 war, dass durch die
Deletion von E1B-55k p53 das Virus in normalen @elblockiert. In p53-negativen Zellen
sollte sich das Virus vermehren kénnen. Obwohlpdig-Selektivitat stark umstritten ist (90),
wurde ONYX-015 mittlerweile in klinischen Studieimgesetzt (29).

Eine weitere p53-abhangige Repression der Virugagmn konnte durch die p53-selektive
Expression eines E2F-Antagonisten gezeigt werdéh (Babei fiihrte die virale Expression
des E2F-Antagonisten in p53-positiven Zellen zumripetition zellularer E2F-abhangiger
Prozesse, wodurch das Virus die Zellzyklusarretigrnicht Gberwinden konnte. Dies flhrte
zur Replikationsinhibition in p53-positiven Zellem Vergleich zu p53-dysfunktionaler
Zellen.

Im Anschluss an ONYX-015 bekam jedoch das E1A-Gerdie Replikationskompetenz des
Adenovirus die bedeutendste Rolle und wurde daher die bis heute folgenden
onkolytischen Vektorkonstrukteure das zu kontrodirele Gen der Wahl, um die Replikation
tumorselektiv zu steuern (41). Im nachsten Kast#l ein Beispiel fur die tumorselektive

E1A-Genregulation erlautert werden.

2.2.2 Humane Telomerase als Ziel onkolytischer Viro  therapie

Im Gegensatz zu gesunden, somatischen Zellen kar8bi— 90 % aller Tumoren eine
Telomeraseaktivitat detektiert werden (46;94;95% Delomerase (hTert) ist hauptsachlich in
hamatopoetischen Stammzellen und Zellen der Keimbkahtiv. Zu ihrer Hauptfunktion

gehort die Verlangerung der Telomersequenzen an Glmomosomen-Enden (10). Die
Telomersequenz besteht aus vielen Tandemwiederdptuder kurzen Sequenz GGGTTA
(beim Menschen). In den friihen Stadien der Zekd#hzierung normaler, somatischer Zellen
ist sie 5 — 15 kb lang. Diese werden pro Zellteglwmm 50 - 200 bp verkirzt (37). Die
Zellproliferation fuhrt somit zur Telomerverkirzungodurch nach einer limitierten Anzahl

an Zellteilung die replikative Zellseneszenz eieget wird.



Einleitung 7

Die Uberwindung der Seneszenz durch die Aktivierdeg Telomerase ist im Rahmen der
Onkogenese von grol3er Bedeutung, da hierdurch ichéielte Zahl an Zellteilungen
aufgehoben wird.

Die Telomeraseaktivierung als therapeutisches igtehufgrund der weiten Verbreitung in
vielen Tumoren ein attraktiver Ansatzpunkt. Die mugle liegende Theorie fur ein
entsprechendes Virotherapiekonzept basiert aufNdgzung des hTert-Promotors, welcher
ursprunglich die Transkription der Telomerase kalligrt, fir die virale Replikation. Durch
die hohe Aktivitdt des hTert-Promotors in Telomera&tiven Zellen werden selektiv in
diesen Zellen eine hohe Viruspropagation und Lysgeteitet.

Auch hier wurden zunachst replikationsdefizienteeXizur Expression von Suizidgenen, wie
beispielsweise Caspase-8 (50), BAX (34) und FADD) (dnter der Kontrolle des hTert-
Promotors konstruiert. In weiterem Verlauf wurdendalurch die Bedeutung des E1A-Gens
erfolgreich ein replikationskompetentes, hTert-adgiges Adenovirus (hTert-Ad) generiert
(110). Dieses Virus enthielt die fiur die Replikatiessentiellen ELA-Gene unter der Kontrolle
des hTert-Promotors und konnte somit nur in hTkititran Zellen erfolgreich replizieren.
Weitere interessante, adenovirale Ansatze warerthsatz von Promotoren, die selektiv in
gewebespezifischen Tumorzellen aktiv sind. Hierlairden der PSA-Promotor beim
Prostata-Karzinom (89), der DF3/MUC1-Promotor baiddkarzinomen (55), der Surfactant
Protein B-Promotor bei Bronchialkarzinomen (22) utedt Growth factor midkine-Promotor

bei Neuroblastomen (1) eingesetzt.

2.3 Genregulation

Bei der Generierung von onkolytischen Adenovireh dse Kontrolle der selektiven
Replikation dieser Viren von entscheidender BedayituDie Regulation der viralen
Genexpression durch zusatzliche Mechanismen, wie RBA-Interferenz oder der
transkriptionellen Repression kann die Selektivitgiies onkolytischen Ansatzes deutlich

steigern.

2.3.1 Translationelle Genregulation durch RNA-Inter  ferenz

RNA-Molekile haben vielseitige Funktionen. Eine dredere Form ist die Regulation der
Genexpression durch RNA-Interferenz (RNAI) mittelkibitorisch wirkender, kurzer RNA-
Molekule. Diese RNA-Molekule werden microRNA (miR)NAder small interfering RNA
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(siRNA) genannt. Dabei handelt es sich um 21 — @85eBpaar-lange doppelstrangige RNA.
Die miRNAs sind die natirlich, in den Zellen vorkaranden, inhibitorischen RNA-
Molekule. Die siRNAs werden den Zellen kunstlichnvaul3en durch molekularbiologische
Methoden zugefugt. Sowohl miRNA als auch siRNA k&mnRNAI gleichermal3en
induzieren. Wobei sich die Wirkung aus der kompletaeen Sequenz zwischen der mRNA
und der miRNA bzw. siRNA entfaltet. Dadurch kannzes Inhibition der Translation oder
der Degradierung der mRNA kommen.

Der Prozess der RNAI (27) wurde zuerst im Fadenw@nelegansund spéater auch in
héheren Eukaryoten beschrieben (12;23;60;88).

MiRNAs sind Produkte aus endogen transkribierterlAlder-RNAs, die in verschiedenen
Schritten prozessiert werden (39). Das erste miFb&h; lin-4 wurde schon vor Uber 15
Jahren irC. elegansbeschrieben (60). Man stellte fest, dass lin-4u8eghomologien zur 3’-
UTR (3"untranslated region) der lin-14-mRNA aufwels den letzten Jahren wurden mit der
Entdeckung der siRNA-Technik (25) auch verschiedam@®NAs sowohl in Zellen héherer
Eukaryoten, als auch in DNA-Viren, wie z.B. dem teps Barr Virus identifiziert (83). Dabel
wurde beobachtet, dass bestimmte miRNAs hohe Konmgéaritat zu den 3"-UTR diverser
Ziel-mRNAs zugleich aufweisen (45).

Auch die transkriptionelle Regulation der miRNAg sehr vielseitig. Primére miRNA-
Transkripte kdnnen in den Introns Protein-codieegr@ene lokalisiert sein und auch separat
als einzelne (56) oder multiple (40) miRNA-Struldnrtranskribiert werden. Somit kénnen
mMiRNA nach der Prozessierung aus einer Transkrnpémheit koordinative
Regulationsfunktionen aufweisen (99).

Das Primartranskript eines fur eine miRNA-Sequeodiérenden Gens wird als pri-miRNA
bezeichnet. Die RNAse-IIl Drosha schneidet dannZifikern die pri-miRNA zu einem 65
bis 75 Nukleotide langen Vorlaufer-miRNr&irpin-Struktur, der Vorlaufer-miRNA (pre-
mMiRNA) genannt wird. Es konnte gezeigt werden, dhsspre-miRNA als Substrat fur den
Kernexport dient (62), wobei Exportin-5 und dewop deshairpins eine besondere Relevanz
zukommen (115).

Wahrend des weiteren miRNA-Reifungsprozesses wegre-miRNA im Cytosol durch die
RNAsen-IIl Dicer erkannt und zu einer doppelstrgegi 21-25 Nukleotid langen miRNA
prozessiert. Ein Strang dieser reifen miRNA wirchan einen Mikroribonukleoprotein-
partikel (miRNP) inkorporiert. Dieser miRNP-Komplé&indet bevorzugt in der 3"-UTR der
Ziel-mRNA. Bei nicht vollstdndig komplementéarer Bumg kommt es zu einer Inhibition der

Translation und bei vollstandiger Komplementaritdgt eine Degradierung der mRNA (21).
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Der RNAi-Mechanismus, der bisher lediglich im Ralmmger posttranskriptionellen und
translationellen Genregulation beschrieben wurdgjelts auch bei epigenetischen
Veranderungen eine besondere Rolle. Dabei wurdeime&klRNA-Molekiile als Bestandteil
des RITS-Komplexes (RNMduced initiation of transcriptional gene sileng)pwelcher zur
Zusammensetzung des Heterochromatins noétig istbawdbet (106). Weiterhin wurden
RNAi-Mechanismen gezeigt, die zur Chromatin-Modifibn wie z.B. DNA-Methylierung
fuhren (93).

Die Expression von RNA-Vorlaufermolekilen mit Haadelstruktur, dieshort hairpinRNAs
(shRNA) genannt werden, konnen RNAI induzieren sBishRNA-Expression ist eine direkte
Weiterentwicklung der zuvor entdeckten miRNAs (118)

ShRNAs konnen nach der Prozessierung durch die BRNIDicer im Cytosol als siRNA
wirken und in den RISC-Komplex inkorporiert werdé&iiir eine ausreichende Genrepression
spielt auch hier die Zielsequenz eine entscheiddRode. Um eine gute Repression zu
erlangen werden verschiedene pri-miRNAs zur Traps&n eingesetzt, wobei die naturliche
Ziel-mRNA-Sequenz durch die gewinschte Sequenz esausgcht wird. Eine haufig
verwendete Form ist z.B. die pri-miR30 (97) oderedepre-miR30 (11) als kunstliche
ShRNA analog zur miRNA. Auch natirliche polycististhe miRNA-Transkripte mit
ausgetauschten Zielsequenzen werden verwendet,rfolgreiches, multiples Targeting zu
ermdglichen (64).

Der entscheidende Vorteil Vektor-basierter shRNAsession ist die Moglichkeit der
Langzeitexpression bei Verwendung stabil integndez Vektoren (63) und die potentielle
Kontrolle der shRNA-Expression durch die Wahl ergspender Promotoren (112).

Fur onkolytische Viren sind ShRNAs dahingehendaftiv, dass hier parallel virale und
zellulare Gene beeinflusst werden kénnen und zu@éme geringe Immunogenitat im
Gegensatz zu regulatorischen Proteinen aufweiserigrdnd der geringen Grof3e von
shRNA-Expressionskassetten konnen auch viele Gargleizch reguliert und daraus
vermutlich resultierende Synergismen zur Erhohueg Selektivitat genutzt werden. Die

RNAI konnte auch erfolgreich fur onkolytischen \fireingesetzt werden (122).

2.3.2 Transkriptionelle Genregulation durch Repress  orproteine

Zinkfinger-Proteine haben transkriptionell-regul&gohe Funktionen und koénnen an die

Kontroll- oder Promotor-Region der DNA mithilfe einstark konservierten Doméane binden.
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Diese Domane enthélt mehrere Cysteine oder Higtidion denen jeweils vier ein Zinkion
komplexieren. Etwa ein Drittel diesepi>-Typ Zinkfinger-Proteine enthélt eine evolutionar
stark konservierte Region, die KRABr{ippel-associated bgdxgenannt wird und einen
hohen Anteil geladener Aminosauren enthélt. Sienkandie Domanen A und B unterteilt
werden. Diese Region ist weit verbreitet und speale wichtige Rolle in der Genregulation.
Dabei ist die transkriptionelle Repressoraktiviiégéser Proteine auf die KRAB A-Doméne
zurtckzufihren (111).

Die KRAB-abhangige Genrepression ist zumeist aryrRefase ll-abhangigen Promotoren
beobachtet worden (82). Doch auch RNA Polymerdsabhidngige Transkription konnte
unter gewissen Umstanden durch KRAB unterdricktem(75). KRAB ist somit ein starker
Repressor auf Transkriptionsebene in S&augerzell®iese Eigenschaft fihrte durch
Fusionierung der KRAB A-Doméne mit der DNA-Bindedame (DBD) von
Transkriptionsfaktoren zur zielgerichteten Repm@s®ntsprechender Promotoren. So konnte
beispielsweise gezeigt werden, dass die Fusiorgevon KRAB mit der DBD von c-Myb,
einem proliferationsassoziierten Transkriptiongbakhamatopoetischer Zellen, zu einer
spezifischen Inhibition des Wachstums hamatopdetistumore fiihrte (78).

Durch die spezifische Insertion von Bindesequenzdir die DBD des
Hefetranskriptionsfaktor Gal4 innerhalb einer Proonegion, konnte dessen
transkriptionelle Aktivitat gezielt durch ein Fusgprotein aus der DBD von Gal4 und der
KRAB A-Doméne inhibiert werden (53). Auf dieser @dlage konnte ein p53-selektives,

onkolytisches Adenovirus etabliert werden (nichblpiert).

2.4 Zielsetzung der Arbeit

Bei den bislang existierenden Konzepten zu tumeksel replizierenden Viren ist das Ziel
einer hohen Onkolyse-Effizienz bei grol3tmdglicheumbrselektivitat mit  breitem
Anwendungsspektrum noch unzureichend gelést. Matibnen, wie die Deletion von
adenoviralen Genen, fuhren meist zu einer Attenuigrdes Virus und relativieren somit die
Selektivitat. Viele der bisher veroéffentlichten ¥ir konnten ihre Selektivitat teilweise nar
vivo mit geringer Viruslast verteidigen. Beispielsweigrt der Einsatz tumorselektiver
Promotoren bei hoher Viruslast aufgrund einer Badalitat auch in gesundem Gewebe zur
Replikation der Viren (7). Krebsassoziierte Promemowie der Prostata-spezifische Promotor

sind zwar selektiv, weisen jedoch sehr geringe\Atiétien auf (4).
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Die Zielsetzung der vorliegenden Arbeit war, p5kktve, onkolytische Adenoviren mittels
neuartiger Mechanismen wie RNAIi zu generieren s@umieSelektivitdt und therapeutischen
Einsatzin vivo im Nacktmausmodell zu untersuchen. Dabei solltelddie p53-Selektivitat
ein breites Anwendungsspektrum mit einer hohen éfygeenz verknipft werden.

In unserem Ansatz p53-selektiver Viren sollten efstip53-abhangiger Expression multipler
ShRNAs die virale Replikation hochspezifisch auBegative Zellen beschréankt werden.
Das erste Ziel dabei ist die Etablierung einer ppBangigen shRNA-Expression und die
Validierung multipler shRNAs in einem singuléren aiskript. Anschliel3end sollten
verschiedene Ziel-mRNAs ermittelt werden, derenrReiprung die Aussicht auf Selektivitat
verspricht. Mit diesen Erkenntnissen sollte damm ¥irus generiert werden. Dabei sollte
zunachst in Zellkultur auf die Wirkung der RNAI iairalen Umfeld mittels p53-positiven
und —negativen Zellen getestet werden, um ans@ne3n humanen Fibroblasten und
murinen Modellen auf Onkolyse und Selektivitat geedrt zu werden.

In einem weiteren Ansatz sollte eine Erh6hung agel@ivitat durch ein onkolytisches Virus,
das hochselektiv auf die Kombination aus aktivierteTert und alteriertem p53 reagiert,
erreicht werden kann. Zunachst sollte in diesemagmesin rekombinanter hTertgal-Promotor
konstruiert werden, welcher durch das Fusionspro@nl4-KRAB effizient reprimiert
werden kann. AnschlieRend sollten auf dieser Besisn generiert werden. Dabei soll die
Expression von Gal4-KRAB durch den p53-selektiverMipRGC-Promotor gesteuert
werden. Dieser kann dann die Expression des adatavi E1A-Gens, welcher unter der
Kontrolle des rekombinanten hTertgal-Promotors tstegprimieren. Auf diese Weise wird
eine selektive Virusreplikation in p53-alteriertend hTert-aktiven Zellen ermdéglicht. In
gesundem Gewebe ist der hTert-Promotor gering akitv weist eine gewisse Selektivitat
auf. Diese Grundaktivitdt soll dann durch die zziédie Expression des Gal4-KRAB
vollstéandig inhibiert werden. Die konstruierten &fir sollten zunéchst in Zellkultur auf ihre
p53-Selektivitat mittels p53-positiver und —negativZellen untersucht werden. Bei den
Zellen handelt es sich meistens um Tumorzellenzdig p53-positiv sein kdnnen, aber eine
hTert-Aktivierung besitzen. Daher kann die komhit@eSelektivitat in Fibroblasten analysiert
werden. AnschlieBend sollte das Virus in murinend®llen auf Onkolyse und Selektivitat

charakterisiert werden.
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3 Ergebnisse

Zur Generierung von tumorselektiven Viren ist deditgpspezifische Regulation von Genen,
die fur die Replikation des Virus essentiell sindpn grolBer Bedeutung. Far die
Expressionsregulation von Genen kodnnen verschiedénategien in Betracht gezogen
werden. Eine Moglichkeit ist die translationelle rikimlle mit Hilfe der RNA-Interferenz
(RNAI). Weitere Mdglichkeiten sind transkriptionelKontrollen tber zelltypspezifische oder
reprimierbare Promotoren sowie die Expression aggtischer Gene.

In dieser Arbeit wurde im ersten Ansatz der RNAiddanismus zur p53-selektiven
Inhibition der Viruspropagation ausgenutzt. In uese Ansatz p53-selektiver Viren sollten
mittels p53-abhangiger Expression multipler shRN#es virale Replikation hochspezifisch
auf p53-negative Zellen beschrankt werden. Dasunagr liegende Prinzip ist schematisch in
Abb. 1 dargestellt.

Tumorzellen
(p53mt/-)

Gesunde Zellen
(p53+/+)

=

virale

Transkripte 4— %%
5’Cap Y —AAAAAAAA
5Ca AAAAAAA RNAI
5'Cap——JC—AAAAAAA induzierte AAAAAAA -
mRNA Degradierung ARARAAA Virus-

Propagation

AAAAAAA
p53mt

virale ‘ . ‘

active Transkripte keine Promotori
S’ Aktivierung
p53

Vius -DNA _eyzed [edlovanscc T Virus -ONA_Joespzzed Telpwnec

Abb. 1: Schematische Darstellung des RNAi-vermittédn, theraputischen Ansatzes eines p53-selektiven,
onkolytischen Viruses In gesundem Gewebe wird durch aktives p53 eintipes shRNA-Transkript zur
Reprimierung adenoviraler mRNAs exprimiert. Dieghiedert die Virus-Propagation, die in p53-negative
Tumoren zur Onkolyse fiihrt.

AREEEEN

In einem zweiten Ansatz werden Ergebnisse einegrggten, tumorselektiven Viruses
dargestellt, bei dem die Regulation des adenowvirgleA-Gens und somit die Replikations-
und Lysefahigkeit des Virus unter der transkripgibien Kontrolle eines Gal4-reprimierbaren
hTertgal-Promotors (rekombinantes humanes Teloreprasotor) sowie der p53-
abhangigen Expression des Fusionsproteins Gal4-KRygBtellt wurde. Das zugrunde

liegende Prinzip ist in Abb. 2 schematisch dardkste
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Gesunde Zellen Tumorzellen
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Abb. 2: Schematische Darstellung der Regulation e@#s tumorselektiven Adenoviruses durch die
Kombination tumorcharakteristischer Telomerase-Aktivierung und p53-Alteration. In gesundem Gewebe
ist der hTertgal-Promotor zur Regulation der vinaReplikation sehr gering aktiv und wird zusatzlhirch die
p53-vermittelte Expression des Gal4-KRAB-Represamitstandig inhibiert. In Tumorgewebe ist der hiFer
Promotor vollstandig aktiv und fuhrt durch die Bapsion der E1A-Gene zur Virus-Propagation und Tiyser

3.1 Effektivitatsvergleich von shRNA und miRNA

Zur Induktion von RNAI mittels eines Expressiongyss kdnnen didairpin Strukturen in

Form einesshort hairpinRNA-Transkripts (ShRNA) oder diese im Umfeld eimegroRNA-

Transkripts (miRNA) transkribiert werden. Es wurdeerschiedene Formen von RNAI-
induzierenden Transkripten beschrieben. In diesebeid wurde das miR30-System
verwendet. Dazu wurden die mRNA-Zielsequenzen reitn dniR30-Loop sowie kurzen
flankierenden Sequenzen versehen und somit alshEgINA-Transkript (= artifizielles pre-
MIiRNA-Transkript) exprimiert. Alternativ wurde dies Transkript auch im Umfeld des
gesamten natlrlichen miR30-Transkripts (= artifiee pri-miRNA-Transkript) exprimiert.

Somit wurde verglichen, ob die Expression einaispins, in einem nattrlich vorkommenden
mMiRNA-Umfeld oder in der verkirzten Version, einerlvesserte RNAI-Wirkung zeigt. Eine
gezielte Prozessierung einer pri-miRNA konnte ewelhteinen positiven Einfluss auf die

Effizienz haben.

3.1.1 Vergleich bei RNA-Polymerase Ill-abhéngiger E  xpression

RNA-Polymerase lll-Promotoren wie der U6-, 7SK oddl-Promotor werden im
Allgemeinen fur die Transkription von shRNA einge$g5;63;81). Daher wurde fur die

Expression eines gegen dieefly-Luciferase gerichtetemairpins in Form einer shRNA
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(shRfLuc) sowie einer miRNA (miRfLuc) zunachst d@NA-Polymerase lll-abhéngige U6-
Promotor getestet. Die miRNA- und shRNA-Konstruktierden mittels Luciferaseassay und
einerscrambleKontrolle (shRScr) in HepG2- und Huh7-Zellen ustertht. Dazu wurden die
hairpin-Expressionskonstrukte mit einem Luciferasevektoirdnsfiziert. Das Ergebnis der

Luciferase-Aktivitatsmessung ist in Abb. 3 darghiste

l —1U6-shRScr
100 L mmm U6-shRfLuc
é tz2 U6-miRfLuc
8 75
0 S
.; %
©
© & 50-
©
D
‘O
S 25 %
= | /m
HepG2 Huh7

Abb. 3: Die RNAI-Effizienz einer RNA-Polymerase lll-abhangigen shRNA-Expression ist effektiver als
eine MiRNA-Expression bei transienter Transfektion.Die U6-Promotor-abhangigen Expressionskonstrukte
von shRScr, shRfLuc und miRfLuc wurden jeweils aiitem Luciferase-Expressionskonstrukt in den Zedh
HepG2 und Huh? kotransfiziert und mittels Aktivdtessung auf Repression der Luciferase untersdaht.
Abgleich der Transfektionseffizienz wurde CMV-Lakdtransfiziert.

Der Vergleich der Effizienz einer shRNA- und an&ogiiRNA-vermittelten RNAI zeigt eine
deutlich bessere Wirkung der shRNA-Expression (A¥)b.Durch die miRfLuc-Expression
wird eine Repression der Luciferaseaktivitat auf%%erreicht. Im Gegensatz dazu bewirkt
die Expression des shRfLuc eine Repression auf &t¥ain HepG2-Zellen. In Huh7-Zellen
ist die RNAI-Effizienz etwas abgeschwécht, zeigtragine entsprechende Tendenz.

Viele Publikationen weisen darauf hin, dass miRNPAsdukte aus Polymerase llI-abhangiger
Transkriptionen sind (17;40). Daher wurde im Folimder Vergleich shRNA/miRNA auch
im Zusammenhang einer Polymerase |ll-abhangigeneSgmm untersucht.

3.1.2 Vergleich bei RNA-Polymerase ll-abhangiger Ex pression

Fur Untersuchungen p53-abhangiger RNAi wurden dieflsuc- und miRfLuc-Konstrukte
unter der Kontrolle des p53-sensitiven PromotoslipRGC sowie des wildtypCMV-
Promotors generiert. Der CMV-Promotor ist ein kdosv aktiver RNA-Polymerase |I-

abhangiger Promotor und gilt somit als p53-unabigingVergleichskontrolle. Als
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Negativkontrolle (prMinRGC-shRScr) wurde die Exmies einesnonsense hairpinsinter
der Kontrolle des prMinRGC Promotors konstruiertie DNirkungen Pol ll-abhangiger
Expression von shRNA bzw. miRNA wurden mittels lfacaseassay in p53-positiven
HepG2-Zellen und p53-mutierten Huh7-Zellen untensudazu wurden die shRNA-
Expressionskonstrukte mit einem Luciferase-Expoeskionstrukt kotransfiziert. Das
Ergebnis ist in Abb. 4 dargestellt.

prMinRGC-
1004 l — % shRScr
S prMinRGC-
T 75 shRfLuc
S 2 ___ prMinRGC-
&8s miRfLuc
[} N
QL g 50 CMV-
% B3 shRfLuc
5 4
302 — CMV-
miRfLuc
HepG2 Huh7

Abb. 4: Eine RNA-Polymerase Il abhangige shRNA-Expession ist in der Repression des Luciferasegens
effektiver als eine miRNA-Expression, sowohl unterder Kontrolle des p53-selektiven Promotors,
prMinRGC als auch des konstitutiv aktiven CMV-Promotors. Die Expressionskonstrukte von shRScr,
shRfLuc und miRfLuc wurden jeweils mit einem Lucdse-Expressionskonstrukt in den Zelllinien HepG2
(p53-positiv) und Huh7 (p53 220C-mut) transient tkansfiziert und mittels Aktivititsmessung auf Regsion
der Luciferase untersucht. Zum Abgleich der Traktgfaseffizienz wurde CMV-LacZ kotransfiziert.

Das Ergebnis der Untersuchung einer shRNA- und m#Xpression in einem Polymerase
ll-abh&ngigen Expressionssystem aus Abb. 4 zeass die prMinRGC-abhangige miRfLuc-
Expression in HepG2-Zellen zu einer Repressiorn_deiferaseaktivitat auf etwa 40% flihrte.
Die Expression einer shRfLuc dagegen zeigte eimet@Repression auf ca. 23 %. In Huh7-
Zellen (p53 mutiert) wurde mit den prMinRGC-Konstien keine Repression gemessen.
Somit konnte gezeigt werden, dass RNAIi p53-selekinduziert werden kann. Der wildtyp
CMV-Promotor wirkt sich in HepG2-Zellen ahnlich wieer prMinRGC-Promotor aus und
erzielt ebenfalls eine Repression auf etwa 22 % V&MRfLuc) bzw. 40 % (CMV-
miRfLuc). Eine CMV-Promotor abhangige RepressionHah7-Zellen ist zwar deutlich,
verlauft jedoch weniger effektiv als in HepG2-Zellén Huh7-Zellen wurde eine Reduktion
der Luciferaseaktivitat auf etwa 30 % (CMV-shRfLug)d 47 % (CMV-miRfLuc) ermittelt.
Ebenfalls war die Wirkung einer U6-Promotor-abhgegi Transkription in Huh7-Zellen
schwacher als in HepG2-Zellen. Das Ausmal} der Rsjore ist durch den Einsatz von RNA-
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Polymerase lI-Promotoren nicht so stark wie mieainU6-Promotor (s. Abb. 3). In beiden
Systemen ist aber deutlich zu erkennen, dass diRNA-Expression eine effizientere
Repression der Luciferasegenexpression aufweigiimdsanaloge miRNA-Expression. Somit
wurden alle nachfolgenden Konstrukte auf der Bagier shRNA mit einem miR30-Loop

und kurzen flankierenden Sequenzen konstruiert.

3.2 Etablierung eines multiplen shRNA-Expressionssystem

Rekombinante Adenoviren haben eine begrenzte K@pdzeterologe DNA aufzunehmen.
Daher ist der Einsatz von shRNAs mit ihren kurzénden aul3erst attraktiv. Der Vorteil der
Lange kann zur Verwendung eines RNAIi-Netzwerkes mméhreren shRNAs ausgenutzt
werden. Somit kdnnen verschiedene Gene, die béRegulation der viralen Replikation eine
wichtige Rolle spielen, synchron reprimiert werd®abei sollte ein singulares Transkript
mehrere shRNA-Einheiten in konkatemerer Anordnunthaten, die Expression auf einen

Promotor zu reduzieren.

3.2.1 Klonierungssystem zur Generierung multipler s hRNA-Einheiten in

konkatemerer Anordnung

Zur Expression von multiplen shRNA-Motiven auf emeingularen Transkript wurde ein

Klonierungssystem erstellt. Dieses ist in Abb. Egdatellt.

Xhol

28nt 57l fLucstem miR30 Loop
5-AAGGUAUAUUG, ;s UUGAC pGUG AGCGA|GAUUUCGAGUCGUCUUAAUGU | ----mnnn-- GUGPA
3 CUUAAGGC e GUCAU CGU - |[CUAAAGCUC AGCAGAAUUACA | ;o cACAC G
Spel 21nt 31l
Nhel Spel
Xholl
\l,Konkatenation 1
Nhel Spel
m 28 G RNA |2 28 pa |2t |shRNArepeats}--J—{ PolyA |
Xhol Xhol

Abb. 5: Schematische Darstellung zur Verknuipfung vo Einzel-shRNA-DNA-Moativen.
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Das System basiert auf der Expression einer shRNruwer Kontrolle des prMinRGC-
Promotors. Dabei werden die sShRNA-DNAs in #lieo I- und Spel-Schnittstelleninsertiert
(s. 5.1.5.1, S. 63). Eine bestimmte shRNA-DNA-Eihlkann dann mittel$Nhe | und Spel
isoliert werden und in dieNhe I- oder Spe I-Schnittstelle eines anderen sShRNA-
Expressionsvektors insertiert werden. Auf diese sS&/dionnten shRNA-DNA-Einheiten in

beliebiger Reihenfolge verknlpft und angeordnetderr

3.2.2 Ausmal der shRNA-Position auf die RNAI-Wirkun g innerhalb eines
multiplen shRNA-Transkripts

Bei der Expression von verschiedenen shRNAs infiediaes singularen Transkripts ist es
von Bedeutung, dass die Wirkung der shRNA aufgraasition oder Lange des Transkripts
nicht stark abgeschwéacht wird. Daher wurden veestdne shRNA-Konkatemere erstellt,
wobei die Position der gegen dfeefly-Luciferase gerichteten shRfLuc, umgeben von
shRScr-Kontrollmotiven, variiert wurde. Die Kondtte wurden mit einem Luciferasevektor

kotransfiziert und mittels Luciferasemessung unteht Das Ergebnis ist in Abb. 6

dargestellt.

19 Scr-Motiv
ZIfLuc-Motiv 1001
3§ ?

4 j_o 0

c j_o_ o o
9 f9
AR
SEXL1

9OOOOOOﬁ

75+

relative
Luciferaseaktivitéat [%]

50+

251

1 2 3 4 56 7 8 9

Abb. 6: Die Expression des shRfLuc-Motive in versdedenen Positionen eines singularen Transkripts mit
mehreren shRScr-Einheiten fihrt auch in langen Traskripten zur effektiven Repression der
Luciferasegenexpression. Die entsprechenden shRNA-Expressionskonstrukte rumter Kontrolle des
prMinRGC-Promotors wurden mit einem Luciferase-Eegsionskonstrukt in HepG2-Zellen kotransfiziert und

mittels Aktivitatsmessung der Luciferase auf Winkk&it der Repression untersucht. Zum Abgleich der
Transfektionseffizienz wurde CMV-LacZ kotransfitier

Das Ergebnis zeigt, dass die Repression der Lasiéemit einem RNAI-Netzwerk-Transkript
nicht wesentlich schwacher ist, als bei Expressioes einzelnen shRfLuc-Motivs, wenn die
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shRNA sich in der ersten Position befindet. Ab deweiten Position ist die
Repressionseffizienz leicht abgeschwacht und wiedlev durch die Lange des Transkripts
noch durch die weitere Positionsverschiebung dBflskc beeinflusst. Diese Daten zeigen,
dass eine p53-abhéngige Expression eines kompl&d¢Ai-Transkripts die simultane
Genregulation ermdglicht und das Konzept des RN@izWerkes mittels eines singularen

Transkripts funktionsfahig ist.

3.3 Untersuchung zur Wirkung adenoviraler VA I-RNA auf RNAI

Verschiedene Studien (2;65) haben gezeigt, dasExgieession der adenoviralen VA I- und
VA 1I-RNAs (Virus-assoziierte RNA) die RNAI inhibien. Daher wurde untersucht, ob ein
VA I-vermittelter Einfluss auf die RNAI in der friém Infektionssphase zu beobachten ist. Fur
die p53-selektive Inhibition der Viren mittels RNAt die frihe Phase der Virusreplikation
von Bedeutung. Die Messungen zur Untersuchung deffugses der VA I-RNA auf die
RNAI erfolgten wahrend der ersten 24 h nach deudfinfektion. Dazu wurden A549-Zellen
mit einem Luciferasevektor und einem U6-shRfLucrodé-shRScr kotransfiziert. 4 h nach
der Transfektion wurden die Zellen mit dem wild#&gdenovirus oder dem nichtreplikativen
Ad-LacZ mit MOI 10 infiziert. Nach den angegebengeiten wurde Gesamt-RNA zur
Analyse der VA I-RNA-Niveaus (Abb. 7) und Proteiner Analyse der Luciferaseaktivitéat
(Abb. 8) isoliert.

30 —Ad-LacZ
A d-wt

10 -

relative VA [-RNA
Quantifizierung (x-fold LacZ, 6h)

6h 12h 24h

Abb. 7: Die Infektion der Zellen mit dem wildtyp Adenovirus zeigt, dass die VA I-RNA erst in der spate
Phase (24 h) des adenoviralen Replikationszyklusask ansteigt. A549-Zellen wurden mit den Viren Ad-
LacZ und Ad-wt infiziert. Nach 6, 12 und 24 h wur@esamt-RNA isoliert und die VA I-RNA-Menge nach
reverser Transkription mit spezifischem Primer Ufpgaintitative PCR (qRT-PCR) bestimmt. Die Werte deur
mit der zellularen GAPDH-mRNA abgeglichen.
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Abb. 7 zeigt das Expressionsverhalten von VA |-RN¢#&hrend eines adenoviralen
Infektionszyklus. Da Ad-LacZ ein nichtreplikativéglenovirus ist, ist keine Zunahme der
VA I-RNA zu messen. Somit ist die 25-fache Zunahowr VA I-RNA bei wildtyp
Adenovirus auf die Replikation und Vermehrung degn@ns zurtickzufihren. Zur
Untersuchung, ob diese VA I-RNA einen Einfluss dig RNAIi-Effizienz hat, wurde eine
entsprechende Luciferasemessung, dargestellt in &ldurchgefuhrt.

30 o shRfLuc w/o Virus
§ —1shRfLuc + Ad-LacZ
oy B shRfLuc + Ad-wt
2 T

1k
23 1
s 9 sl
© .
ks B =
5 1G = .
=} 1] FH
_' : : @ ﬂ [
6h ~ 12h 24h

Abb. 8: Die Gegenwart von VA |-RNA hat keinen Einfuss auf die RNAIi-Effizienz in der
Infektionsfriihphase. A549-Zellen wurden mit einem Luciferase-Expresskomstrukt und jeweils mit einem
shRScr- oder shRfLuc-Expressionskonstrukt unterkaentrolle des U6-Promotors kotransfiziert. AnsefSkend
wurden die Ansatze entweder ohne Virus, mit Ad-Lamier mit Ad-wt infiziert. 6, 12 und 24 h nach der
Infektion wurde die Luciferaseaktivitdit gemesserd wauf die shRScr-Kontrolltransfektion bezogen. Zum
Abgleich der Transfektionseffizienz wurde SV40-LdaAransfiziert.

Die Luciferasemessung zeigt, dass die VA I-RNA mdwest in der frihen Phase des
Infektionszyklus die RNAI-Effizienz nicht beeintfétgyt. Die Repression der Luciferase
ergibt in Gegenwart des Ad-wt, welches eine hohe ABINA-Niveau zumindest nach 24 h
nach der Infektion aufweist (s. Abb. 7), keinenngiganten Unterschied im Vergleich zu

nicht infizierten bzw. Ad-LacZ infizierten Zellen.

3.4 Design eines antiviralen RNAi-Netzwerks

Zur selektiven Inhibition des Virus mussen vor @mlalie Gene der frihen Phase p53-
abhangig stark unterdriickt werden, da diese es#lefiii den Ubergang in die lytische
Replikationsphase sind. Als geeignete Zielgene amrB1A, E1B, E4, terminales Protein

(pTp) und die adenovirale Polymerase (AdPol) inr8git gezogen. Um effiziente shRNAs
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gegen diese Zielgene zu ermitteln, missen die addden Zielsequenzen reprasentativ
durch Messungen auf ihre Wirkung getestet werdam. Ermittlung geeigneter shRNA-
Motive wurde das psiCHECK-Messprinzip (s. 5.3.7,8%) angewandt. Dazu wurden die
Zielsequenzen in die 3-UTR derenilla Luciferase insertiert und diese mit den
entsprechenden shRNA-Expressionskonstrukten kdizars Die Repression derenilla
Luciferase gibt somit Auskunft Gber die RNAI-Efieriz der shRNA-Motive.

3.4.1 Ermittlung von Zielsequenzen gegen E1A und Va lidierung des psiCheck-
Systems

Zunéachst wurden shRNAs gegen E1A getestet. Dazdemdie E1A-Sequenz in das 3"-UTR
der renilla Luciferase kloniert und somit das psiCheck-E1lAtedits Die Wirksequenzen
wurden mit einem Ooffentlich zuganglichen shRNA-Desilgorithmus bestimmt und als
shRE1A unter der Kontrolle des prMinRGC-Promototenlert. Die Zahlen hinter den
shRNA-Motiven geben die 5°-Zielstartpositionen ideaoviralen Genom an. PsiCheck-E1A
und die entsprechenden shRE1A-Expressionsvektoreardem in HepG2-Zellen
kotransfiziert. Die RNAI-Effizienzen verschiedenshRE1A-Konstrukte wurden Uber den

Dual-Luciferase Assay bestimmt und sind in Abbaggéstellt.

100

o)
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@

relative renilla
Luciferaseaktivitat [%0]
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genomische Positione
der shRE1A-Motive : C 905 785 736 685 656 632

Abb. 9: Die shRE1A-785 und -736 reduzieren die Elfenilla Luciferaseaktivitit am starksten. Das
Konstrukt psiCheck-E1A wurde mit den shRE1A-Expi@sskonstrukten unter der Kontrolle des prMinRGC-
Promotors in HepG2-Zellen kotransfiziert. Die Eiffiaz der jeweiligen shRNAs wurde mittels Dual-Lecidse
Assay durch den Vergleich der Kotransfektion mindghRScr-Konstrukt als Kontrolle (C) ermittelt.
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Das Ergebnis der verschiedenen shRE1A-Konstrukigt,zdass die shRE1A mit den
Zielsequenzen an den Startpositionen 785 und 736Gadenoviralen Genom die besten
Repressionen der El#enilla Luciferasegenexpression erzielen.

Ob diese Wirkung auch tatsachlich beim Einsatz wigdtyp E1A funktioniert, konnte mit
einer Westernblot-Analyse untersucht werden. Daartdes das Konstrukt shRE1A-736 unter
der Kontrolle eines U6-Promotors mit einem E1A-Eegsionsvektors kotransfiziert.
Anschlie3end wurden Proteine isoliert und eine E¥ésternblot-Analyse durchgeflhrt. Das
Ergebnis ist in Abb. 10 dargestellt.

Kontrolle pruU6-
shRScr shRE1A-736

Abb. 10: Das shRE1A-736-Motiv konnte in der Westerblot-Analyse das E1A-Protein effizient
herunterregulieren und somit das psiCheck-Messprinip validieren. Huh7-Zellen wurden mit einem E1A-
Expressionskonstrukt unter der Kontrolle des &Ptomotors mit dem prU6-shRE1A-736-Konstrukt oder d
Kontrolle shRScr kotransfiziert. AnschlieRend wurdée Proteine nach einer SDS-PAGE mittels Westetnb
nachgewiesen. Zum Abgleich der Transfektionseffiziwurde CMV-LacZ kotransfiziert.

Der Ergebnisse der Westernblot-Analyse zeigt, ddies mittels Dual-Luciferase Assay
ermittelte ShRE1A-736 ihre repressive Wirkung aaghwildtyp E1A Ubertragen lasst. Somit
konnte das psiCheck-System mit dem Dual-Luciferasgay zur Detektion von effektiven

shRNA-Zielsequenzen verwendet werden.

3.4.2 Untersuchung der RNAi-Wirksamkeit durch Tande =~ m-shRNA-Motive

Als nachstes wurde untersucht, ob es in einem keme&en shRNA-Konstrukt beim Einsatz
von shRNAs gegen dieselbe mRNA ergiebiger ist,stamk repressives shRNA-Motiv 2 X
hintereinander einzusetzen oder zwei verschiedeotev® zu verwenden. Dazu wurden drei
verschiedene Tandem-shRE1A-Konstrukte aus shREBPA-U®] sShRE1A-736 generiert.
Diese wurden mit dem psiCheck-E1A-Vektor kotransfizund in einem Dual-Luciferase

Assay, dargestellt in Abb. 11, analysiert.
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Abb. 11: Der Einsatz von zwei verschiedenen shRNA-Miven gegen dieselbe mRNA ist effizienter als die
Wiederholung des gleichen shRNA-Motivs.Die entsprechenden Tandem-shRE1A-Expressionskdmestru
wurden mit dem psiCheck-E1A-Konstrukt kotransfiziemd mittels Dual-Luciferase Assay die Effizienz
ermittelt.

Das Ergebnis zeigt, dass in einem Tandem-shRNA-#aktsdie RNAI-Effizienz zunimmt,
wenn verschiedene Motive gegen eine mRNA gerichden. Werden die verschiedenen
Motive shRE1A-785 und shRE1A-736 kombiniert eingeseso ist die Repression der Ziel-
MRNA stéarker, als beim Einsatz eines sich wiedenén Motivs.

3.4.3 Ermittlung von Zielsequenzen gegen E1B, E4, p  Tp und AdPol

Zur Ermittlung von shRNAs gegen die adenoviralem&E1B, E4, pTp und AdPol wurden
Uber den oben beschriebenen shRNA-Designalgorititieugielsequenzen bestimmt und als
ShRNA unter der Kontrolle des p53-sensitiven PrarseoprMinRGC kloniert. Diese wurden
mittels des beschriebenen psiCheck-Systems auf RiNAI-Effizienz untersucht. Dazu
wurden auch die verschiedenen psiCheck-Konstrukie den entsprechenden mRNA-
Sequenzen in der 3-UTR deenilla Luciferase generiert (s. 5.1.5.2, S. 66). Zur
Durchfuhrung wurden die shRNA-Vektoren mit den préshenden psiCheck-Vektoren in
HepG2-Zellen kotransfiziert und die Luciferaseaikdiv mittels Dual-Luciferase Assay
ermittelt. Die Ergebnisse sind in Abb. 12 dargdistel
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Abb. 12: RNAI-Effzienz diverser shRNAs gegen die Z2I-mRNAs von E1B, E4, pTp und AdPol.Die

konstruierten shRNA wurden mit den entsprechend@@heck-Konstrukten kotransfiziert und die Effizzeter
shRNA-Motive mittels Dual-Luciferase Assay gemesdeie effizientesten shRNAs, die zur Virusgeneneyu
ausgewahlt wurden, sind als schwarze Balken dasiifest

Die effizientesten shRNAs, dargestellt als schwaadken (s. Abb. 12: shRE1B-3630,
shRE4-33056, shRE4-33623, shRpTp-9651 und shRAGR®I1), wurden zusammen mit den
oben beschriebenen shRE1A-Konstrukten in konkatmaAnordnung fir das antivirale
RNAI-Transkript kloniert.
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3.5 p53-inhibierte, RNAi-kontrollierte Adenoviren (RNAi -Viren)

3.5.1 Schematische Darstellung der erstellten Adeno  viren

Zur Klonierung von Adenoviren wurden zunachst er@spendeShuttleVektoren generiert.
Diese konnten dann im nachsten Schritt in den Ademsvektor (pAdHM4) insertiert
werden. Der Aufbau deshuttleVektoren ist schematisch in Abb. 13 dargestellt.

Ad-iREP-C Scrambled shRNAs
626
| '
prE1) A22E14 E1HY prMinRGC
361413661 -
E1IB al ORF Adpol
modifizierte pIX ORFs 2/3/4/6 pTP pr
3UTR -~
Ad-iREP-1 636 36 cxsﬁs eﬁazsgﬁﬁl 6361
prE1AA22E14 E1 prMmRG>—
1 on
asatAiche | it E1A E4
E1B all ORF Adpol
E1A plX ORFs 2/3/4/6 pTP _pTp
difiziert | | | | |
Ad_|REp_2 ”§°U'T'F§'ere 85 736 363033056 336239651 6361

[prEL A22E1H E1‘prM|nRG>—

Abb. 13: Schematische Darstellung der p53-selektime RNAi-kontrollierten ShuttleVektoren. Die
Vektoren bestehen aus den Einheiten der fur didikijpn notwendigen rekombinanten E1-Region und de
p53-selektiv-regulierten Transkription der shRNAtee Das Kontrollvirus (Ad-IREP-C) enthélt eine $d®-
Kette unter der Kontrolle des Promotors prMinRGde I¥iren Ad-iREP-1 und Ad-iREP-2 enthalten die
inhibitorische RNAi-Transkriptionseinheit, wobei ABREP-2 im 3'UTR des E1A eine zusatzliche Sequenz
enthélt, die durch die shRNAs shRE1A-785, shRE18-78d shRE1B-3630 additiv inhibiert werden kann.

Die Vektoren basieren auf zwei Einheiten. Da degesetzte Adenovirusvektor, pAdHM4
E1l- und E3-Region deletiert ist, musste die E1-Begnit im ShuttleVektor tbernommen
werden, um die Replikationsfahigkeit des rekombiearVirus zu ermdglichen. Als weitere
Einheit wurde die p53-abhéngige Transkriptionskisseles in 3.4 ermittelten RNAI-
Netzwerks insertiert.

Die E1-Region wurde jedoch nicht in ihrer ursprictgtn Version kloniert. Das E1A-Gen
wurde dahingehend verandert, dass N-terminal 22n8séiuren nach der Startaminosaure
deletiert wurden, um eine negative Beeinflussungauwen E1A und p53/p300 zu reduzieren.
Diese Variante des E1IAR2E1A) ist noch in der Lage die Virusreplikatiomébh stark wie
wildtyp E1A zu induzieren. Desweiteren wurde dadJ3R des E1B-Transkripts mit der
Adenovirussequenz von 3614 bis 3661 erganzt. DiRMAI-Netzwerk eingesetzte shRE1B
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ist gegen die genomische Position 3630 gerichtétsdd Bereich ist im wildtypVirus
Bestandteil des E1B-3"-UTR. Durch die Klonierunghv@ekombinanten Adenoviren nach
dem hier eingesetzten Klonierungssystem wird diBseeich ausgegrenzt und ist nicht mehr
Bestandteil des 3"-UTR der E1B-Transkripte. Um @udamit shRE1B-3630 auch die
Inhibition von pIX zu ermdglichen wurde die Zielsmmz mit der Position 3630 ausgewahlt
und in das 3"-UTR des hier klonierten E1B durclg@iiukleotide wieder erganzt.

Diese generierte E1-Region gefolgt von einer p33abigenscramble-hairpinkassette
wurde zur Basis von Ad-IREP-C. Wurde stattdessengegen Adenovirus gerichtete RNAI-
Kassette eingesetzt, so ergab sich Ad-IREP-1. AFiR wurde aus Ad-iREP-1 abgeleitet,
indem weitere Zielsequenzen von shRE1A-785, shRE3&-und shRE1B-3630 in das
3'UTR des E1A-Transkripts tber ein Oligonukleotidriert wurde, um eine weitere additive
Repression mit den schon zur Verfligung stehenddRNAB der RNAi-Kassette zu

ermdglichen.

3.5.2 pb53-selektive RNAI im adenoviralen Kontext

Die Funktion des RNAi-Netzwerkes wurde zunachsttetst ELIA-Westernblot untersucht.
Das Expressionsniveau von EI1A ist ein wichtiger ikatbr fir den Status der
Virusreplikation. Durch die Beeinflussung der E1A&gEession kann die Viruspropagation
kontrolliert werden.

Zur Untersuchung wurden die Zelllinien HepG2, A5®&@ide mit wildtyp p53-Status) und
Huh7 (C220 p53-Mutante) mit deBhuttleVektoren transfiziert oder mit den daraus
generierten Adenoviren infiziert. AnschlielRend wanddie Proteine isoliert und das E1A-
Niveau mittels SDS-PAGE und nachfolgendem Westetntirgestellt. Das Ergebnis ist in
Abb. 14 dargestellt.
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Abb. 14: Die E1A-Expression des Ad-iREP-2-Virus isin p53-positiven Zellen selektiv inhibiert.Die Zellen
wurden mit den entsprechend&huttleVektoren oder den daraus abgeleiteten Viren fizi24 h nach
Transfektion bzw. Infektion wurden Proteine isdliend nach einer Auftrennung durch SDS-PAGE mittels
Westernblot-Analyse mit Hilfe des E1A-AntikdrperaamgewiesenZum Abgleich der Transfektionseffizienz
wurde CMV-LacZ kotransfiziert.

Abb. 14 zeigt das Ergebnis des E1A-Westernblot$ naansfektion deShuttleVektoren
(oberer Teil) oder nach viraler Infektion (untefiezil) von Ad-iREP-C, Ad-IREP-1 und Ad-
IREP-2.

In p53-positiven Zellen ist deutlich zu erkenneassl die E1A-Expression bei Transfektion
der ShuttleVektoren von Ad-IREP-1 und -2 gegentber der Kdlgrad-iREP-C reduziert
ist. Die Transfektion des Ad-iIREP&huttleVektors, mit den zusatzlichen Zielsequenzen im
3-UTR der E1A-Transkripte, fuhrte dabei zu einedhéren Repression. In p53-
disfunktionalen Zellen, wie Huh7, ist dagegen kdimterschied im E1A-Level zu
verzeichnen.

Vergleicht man nun das E1A-Expressionsniveau naettev Infektion, so fallt gegeniiber der
Transfektionsuntersuchung auf, dass mit Ad-iREBvtohl in p53-positiven, als auch in p53-
mutierten Zellen kein Unterschied zu erkennenNst. Ad-iREP-2 fuhrte zu einer deutlichen
Repression der E1A-Expression in p53-positiven Hepfhd A549-Zellen. Die Manipulation
des 3'-UTR der E1A-Transkripte fuhrte zu einer tielteffizienteren RNAi.Somit konnte im
viralen Kontext nur mit dem Virus Ad-iREP-2 eindatgreiche p53-selektive RNAI induziert

werden.
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3.5.3 p53-abhangige Inhibition der adenoviralen Zie  Igenexpression mittels
RNAI

Weitere adenovirale Zielgene wurde auf ihre Repoasanit den generierten Viren
untersucht. Dazu wurden A549-Zellen mit den entdpeaden Viren infiziert und RNA zur
Detektion isoliert. Das Ergebnis der quantitatiReversen Transkriptase PCR (QRT-PCR) ist
in Abb. 15 dargestellt.

E1A E1B Fiber pTp —— Ad-REP-C
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Abb. 15: Ad-iREP-2 inhibiert die Expression adenowialer Gene in p53-positiven A549-Zellen.A549-
Zellen wurden mit den RNAI-Viren infiziert und nad6 h die Gesamt-RNA isoliert. Die nachzuweisende
MRNA wurde nach einer reversen Transkription in éDdbimgeschrieben und mittels quantitativer PCR mit
spezifischen Primern ermittelt. Abgeglichen wurderidie zellulare GAPDH-mRNA.

Das Ergebnis zeigt, dass die ExpressionsniveauZidigene, wie E1A, E1B und pTp bei
Ad-IREP-2 deutlich reduziert sind. Zur Kontrolle rde auch die Expression des nicht durch
die shRNA-Kassette regulierten Fiber-Gens unteitsualich hier ist eine Reduktion mit Ad-
IREP-2 gegenuber der Kontrolle Ad-IREP-C zu beobathDiese Reduktion ist auf die
Inhibition der viralen DNA-Replikation als Folge rdd&kRNAi zurlckzufihren, da eine
verminderte DNA-Menge auch zur Reduktion viralern@®eression fihrt. Jedoch ist zu
erkennen, dass die Reduktion der Fiber-GenexpressioVergleich zu der Reduktion der
Zielgene (E1A, EI1B, pTp) geringer ausféllt, was adie funktionelle Rolle der
entsprechenddmairpins der shRNA-Kassette hindeutet.

3.6 p53-Selektivitdt der RNAI-Viren

Nachdem beobachtet wurde, dass der RNAi-Mechanisimusadenoviralen Kontext
zumindest mit Ad-iREP-2 funktioniert, wurde nun dg@h3-selektive Inhibition der

Virusgenerierung in verschiedenen p53-positivenisenegativen Zelllinien untersucht.
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3.6.1 Replikationkinetiken in Gegenwart und Abwesen  heit von aktivem p53

Die p53-abhangige Inhibition der Propagation vomalen Partikeln wurde durch den
Vergleich des viralen Titers nach Infektion von satiedenen Zelllinien ermittelt. Dazu
wurden die Zelllinien A549 (p53-positiv), Hep3B @Begativ) und Huh7 (p53-mutiert)
infiziert und nach den angegebenen Zeiten derevifder bestimmt. Der zeitliche Verlauf der

Virusvermehrung in den jeweiligen Zelllinien istAdb. 16 dargestellt.
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Abb. 16: Die Replikation des Virus Ad-iIREP-2 ist nu in p53-positiven A549-Zellen inhibiert. Die Zellen
wurden mit den angegebenen Viren mit einer MOI 9l infiziert. Zu den angegebenen Zeitpunkten enrd
die Zellen geerntet und nach drei Einfrier/Auftayklen der infektidse Titer im Lysat bestimmt (**asistisch
Signifikanz, P = 0,0067).

Das Ergebnis der Abb. 16 zeigt, dass die effizerténhibition der viralen Replikation in
Gegenwart von p53 (A549) durch Ad-IREP-2 erzieltdes konnte.

ONYX-015 und Ad-iREP-1 erreichen in A549 vergleieind Titer, jedoch geringere im
Vergleich zu Ad-wt oder der Kontrolle Ad-IREP-C. AREP-2 hat in A549-Zellen im
Vergleich zu den beiden p53-selektiven Viren AdHRE und ONYX-015 einen niedrigeren



Ergebnisse 29

Titer. Vergleicht man nun die Replikationskinetikder p53-deletierten Zelllinie Hep3B, so
zeigt sich, dass alle RNAI-Viren ungefahr gleicarktreplizieren, jedoch schwécher sind als
Ad-wt. Auch ONYX-015 repliziert in dieser Zelllinisehr stark. Betrachtet man die Zelllinie
Huh7, so wird deutlich, dass die Replikation vonYON0O15 im Vergleich zu den RNAI-
Viren schwacher ist. Die starke Replikation in HBpZellen von ONYX-015 liegt in der
Komplementation der E1B-55k-Deleltion durch das HBxigen, das diese Zelllinie
aufgrund der viralen Transformation durch das HépaB-Virus enthalt. Bei nicht viral
transformierten Zellen, wie Huh7 und A549 konnteeep53-Selektivitat nur in Bezug auf
Ad-IREP-2 beobachtet werden.

3.6.2 in vitro Onkolyse

Genetische Manipulationen von Adenoviren konnerRdiplikation stark beeinflussen. Daher
wurde auch die Lysestarke der Viren miteinandergharen. Zur Darstellung der

Lysefahigkeit wurden die Zelllinien mit verschie@enVirusverdinnungen infiziert. Nicht

lysierte Zellen konnten anschlieRend mittels Kheialett gefarbt werden. Das Ergebnis ist
in Abb. 17 dargestellt.
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Abb. 17: Ad-iIREP-2-vermittelte Zytolyse zeigt eingp53-Selektivitat. Die verschiedenen Zellen wurden mit
den angegebenen Viren und den jeweiligen Verdurerumgfiziert. 8 bis 10 Tage nach der Infektion kgm
nicht lysierte Zellen mittels Kristallviolett angebt werden.

Die Abb. 17 zeigt die Onkolyse der verschiedenemVin Zelllinien mit unterschiedlichem

p53-Status. Es ist zunachst zu erkennen, dassyde durch Ad-iIREP-2 in HepG2 und A549
gegenuber den Viren Ad-IREP-C, Ad-IREP-1 und ONY2&0abgeschwacht ist. In p53-
disfunktionalen Zellen ist die Lysestarke von Ad=iR2 dagegen vergleichbar mit Ad-iIREP-
C und Ad-iREP-1, sowie starker als ONYX-015.

Obwohl Ad-IREP-1 und ONYX-015 einen geringeren MmTiter in A549 aufwiesen (s.

Abb. 16) als Ad-IREP-C, reichte dies nicht fir ept8-selektive Inhibition der Lyse.

Die Lyse der RNAI-Viren erreichte nicht die Starken Ad-wt, jedoch konnte gezeigt
werden, dass die RNAI-Viren in p53-disfunktionalégillinien Huh7 und H1299 eine hdhere
Lyse vorweisen als ONYX-015. Aufgrund der viralemafisformation von Hep3B-Zellen

kann ONYX-015 nur in diesen Zellen eine vergleiaiebayse wie die RNAI-Viren erzielen.

3.6.3 DNA-Replikation in Fibroblasten

Die Anwendung von Tumorzellen zur p53-selektiventddsuchung reflektieren nicht die
optimalen Bedingungen einer p53-Antwort von Prinelen. Um bei der Untersuchung der

p53-selektiven Replikation der Viren einam vivo Modell ndher zu kommen, wurde die
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virale DNA-Replikation in humanen Lungenfibroblast€¢IMR-90) untersucht. Da die
Fibroblasten unter natirlichen Umstanden nicht Adenoviren infizierbar sind, konnte in
diesen Zellen keine Viruspropagation oder Onkolydargestellt werden. Fur diese
Experimente sind mehrere Infektionszyklen notwendig

Zur Infektion der Fibroblasten wurden die Virusgaet mit dem CARTAT Fusionsprotein
beladen. Dies ermdglicht eine rezeptorunabhangifgktion. Nach der Infektion wurde zu
bestimmten Zeiten DNA isoliert und die Virus-DNA tteis quantitativer PCR untersucht.
Das Ergebnis ist in Abb. 18 dargestellt.
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Abb. 18: In humanen Fibroblasten sind die Viren AdiREP-1 und Ad-iREP-2 deutlich inhibiert. IMR-90
Zellen wurden mit einer MOI von 0,1 mit CAHAT beladenen Viren infiziert. An den angegebenen
Zeitpunkten wurde die DNA isoliert und die viraleNB-Menge mittels quantitativer PCR Uber Hexon-
spezifische Primer und Sonde bestimmt. Abgeglickerde mit der zellularen DNA tber das Ubiquitin @G

Abb. 18 zeigt die virale DNA-Replikation in Abhaggeit der Zeit in IMR-90-Fibroblasten.
Die DNA-Replikation der RNAi-kontrollierten Viren &iREP-1 und -2 sind gegenuber Ad-
IREP-C und ONYX-015 blockiert. Die Inhibition derNA-Replikation von Ad-iREP-1
gleicht Ad-iIREP-2. Somit ist davon auszugehen, dads der RNAi-Mechanismus oder auch

die p53-Antwort von primaren Zellen und Tumorzellerterscheiden.

3.7 Virotherapie mittels RNAI-Viren

3.7.1 Belastung der Mausleber durch virale Infektio n

Ziel einer onkolytischen Virotherapie ist die se¢ie& Beschréankung der Viruspropagation auf

den Tumor. Zur Untersuchung, ob Virus auch aul3krdak Tumors repliziert, wurde das
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Lebergewebe der Maus auf virale DNA-Vermehrung rsoteht. Die Selektivitat ist
dahingehend von Bedeutung, da durch adenoviral@hérapie aus dem Tumor freigesetzten
Viren nicht nur den Tumor reinfizieren. Ein grol¥anteil der in den Tumor injizierten und
spater durch Onkolyse freigesetzten Viren fuhrt Infektion der Hepatozyten. Daher ist es
sehr wichtig, dass die Replikationskontrolle m#tgd53-abhangiger RNAI in der Leber
erfolgreich ist. Im Mausgewebe kénnen humane Adeenvzwar keine viralen Partikel
generieren, jedoch die virale DNA-Replikation inr@abringen. Die virale DNA-Menge
wurde als Anhaltspunkt der Selektivitat herangemod@#azu wurden zunachst Nacktméause
mit den Viren intravends injiziert. Nach bestimmigitpunkten wurde die Leber enthommen
und die DNA isoliert. Mittels quantitativer PCR kue der Anteil viraler DNA detektiert
werden. Das Ergebnis ist in Abb. 19 gezeigt.
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Abb. 19: Die Ad-iREP-2 DNA-Replikation ist in der Leber im Vergleich zur Kontrolle Ad-iREP-C
inhibiert. Die angegebenen Viren wurden mit 1 X' ®FU in NMRI-nu/nu Mé&use intravends injiziert. Nach
angegebenen Zeitwerten wurde die Leber entnommeidienDNA isoliert. Die virale DNA konnte dann neiks
spezifischen Hexon-Primern und gPCR ermittelt werdEabei wurde mit dem zellularen Genom lber d& 18
Gen abgeglichen (** statistisch Signifikanz, P 80B7).

Abb. 19 zeigt die virale DNA-Replikation der vergaitenen Viren in der Leber der Maus
nach intraventser Gabe. Dabei ist zu beobachtess éa-iREP-2 zwar gegeniber der
Kontrolle Ad-IREP-C eine siknifikant geringere Rigltion aufweist, jedoch die Inhibition

nicht sehr stark ist. Bei intravendser Gabe ist @mer ungleichmaldigen Infektion der Leber
auszugehen. Dabei werden die mit groRer Virusmeangerihrung kommenden Leberzellen
Uberdurchschnittlich hoch mit Viruspartikel beladend eine gleichmalige Infektion des
Lebergewebes bleibt aus. Es entstehen Partialbereait hoher Infektion und Bereiche ohne

Infektion. Um die Untersuchung der Virusbeladung teber einem virotherapeutischem
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Ansatz anzugleichen, wurden zunachst Hep3B-Zellgrden jeweiligen Viren infiziert und
diese dann der Maus intravends injiziert. Diesendéik hat den Vorteil, dass die Viren nicht
gleichzeitig die Leber erreichen, sondern mit deit Zaus den Hep3B-Zellen in das
Blutsystem freigesetzt werden und somit das Lelveege gleichmaRig infizieren kénnen.
Nach den angegebenen Zeitpunkten nach Injektiodevdie Leber entnommen und die DNA
isoliert. Mittels gPCR konnte der Anteil viraler BN\detektiert werden. Das Ergebnis ist in
Abb. 20 gezeigt.
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Abb. 20: Im virotherapeutischem Ansatz ist die DNAReplikation der Viren, Ad-iREP-1 und Ad-iREP-2

in der Leber der Maus signifikant inhibiert. Mit den entsprechenden Viren infizierte Hep3B-Zehleurden in
NMRI-nu/nu Mause intravends injiziert. Nach bestitam Zeitwerten wurde die Leber entnommen und die
DNA isoliert. Die virale DNA konnte dann mittels egifischen Hexon-Primern und qPCR ermittelt werden.
Dabei wurde mit dem zelluldaren Genom Uber das 186-&bgeglichen.

Das Ergebnis zeigt eine deutliche Selektivitat elsttRNAI von Ad-IREP-1 und Ad-iREP-2
gegenuber der Kontrolle Ad-iIREP-C und ONYX-015 imhdleber. 72 h nach der Gabe der
infizierten Zellen beobachtet man jedoch, dasdrthéition der Replikation von Ad-iREP-1
gegenuber Ad-IREP-2 oder einem nichtreplikativenl&agZ langsam abnimmt.

3.7.2 in vivo Onkolyse

Zur Untersuchung, ob sich die generierten Virenlzige von Tumoren eignen, wurde @mn
vivo Onkolyse-Modell verwendet. Dazu wurden humane Tzelten in die linke Flanke der
Maus xenotransplantiert. Nach Erreichen einer Tgnide von 200 mfwurde der Tumor
virotherapeutisch behandelt. Zur Untersuchung wutdde in der p53-Selektivitat beste
Ergebnis liefernde Virus Ad-iREP-2 mit ONYX-015 géchen. Es wurden die p53 negativen
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Tumorzelllinien H1299 und Hep3B eingesetzt. Daselbrgs delin vivo Onkolyse ist in Abb.
21 dargestellt.
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Abb. 21: Ad-IREP-2 kann xenotransplantierte Tumorenin ihrem Wachstum inhibieren. Hep3B bzw.
H1299 Tumorzellen wurden in die linke Flanke derusia.c. injiziert. Nach Erreichen eines Tumorvolaome
von ca. 200 mrhwurden die Tumoren mit den Viren (3 x®1@FU) behandelt. Die Pfeile geben die Zeitpunkte
der Virusinjektionen an.

Abb. 21 zeigt, dass Ad-IREP-2 und ONYX-015 das Véaam von Hep3B-Tumoren stark
inhibieren. Betrachtet man H1299-Tumoren so istTdienorlyse durch Ad-iIREP-2 deutlich
effektiver als durch den Einsatz von ONYX-015.

Zusammenfassend haben die Ergebnisse zu den RNén\gezeigt, dass Ad-IREP-2 eine
p53-Selektivitat aufweist und fur die Therapie @EBrierter Tumoren in Rahmen der hier

verwendeten Methoden verwendet werden kann.
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3.8 Konstruktion und Charakterisierung eines Gal4-reprimierbaren

hTert-Promotors

3.8.1 Schematische Darstellung des hTertgal-Promoto  rs

Fur den zweiten Ansatz zur Generierung tumorselektAdenoviren wurde zunéachst ein
Gal4-reprimierbarer hTert-Promotor konstruiert. Dazurde der hTert-Core-Promotor mit
den Gal4-Bindesequenzelurch direkte Klonierung sowohipstreamals auchdownstream

versehen. Die so erstellte Promotor-Mutante hTersgan Abb. 22 schematisch dargestellt.

hTertgal-Promotor:
10 x Gal4

— A
I 255-bp hTERT-Core-Promotor IERRN ReporterS
H_/

5x Gal4
I= Insertion der GAL4-Bindesequenzen

Abb. 22: Schematische Darstellung des hTertgal Prootors.

3.8.2 Repression des rekombinanten hTertgal-Promoto  rs

Die konstruierte Promotormutante hTertgal konntdtaisi eines Luciferasereporters auf
Repression durch das Gal4-KRAB-Fusionsprotein sotdrt werden. Dazu wurden HepG2-
Zellen mit dem hTertgal-Luc-Konstrukt und dem GKRAB-Repressor kotransfiziert. Das
Ergebnis der Luciferaseanalyse ist in Abb. 23 dsteike.
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Abb. 23: Die hTertgal-Promotormutante ist sehr eff&tiv durch das Gal4-KRAB-Fusionsprotein
reprimierbar. HepG2-Zellen wurden jeweils mit den Reportern hlext bzw. hTertgal-Luc und
verschiedenen Mengen von dem SV40-Gal4KRAB-Konstkokransfiziert. 48 h nach der Transfektion wurden
die Zellen lysiert und die Luciferaseaktivitat gessen. Zum Abgleich der Transfektionseffizienz wu@iV-
LacZ kotransfiziert.

Abb. 23 zeigt die Starke der Inhibition des hTdr@@motors in Abhangigkeit von der
Repressorkonzentration. Durch die Zunahme des Bemn® Gal4-KRAB steigt auch die
Repressionswirkung. Die deutliche Abnahme der lanageaktivitat ist nur mit der Promotor-
Mutante hTertgal zu beobachten. Der naive hTertradtor ist nicht durch das Gal4-KRAB-
Fusionsprotein reprimierbar. Wird das Gal4-KRAB-Eegsionskonstrukt in der gleichen
Menge wie der Reporter kotransfiziert (hier 500 rag) erreicht man die wirksamste
Repression.

3.8.3 Repressionsvergleich mit weiteren durch Gal4-  KRAB reprimierbaren
Promotoren

Zur weiteren Charakterisierung wurde die Repressumkung von Gal4-KRAB auf den

rekombinanten Promotor hTertgal und verschiedeiraten Promotormutanten, die auch die
Gal4-Bindesequenzen in gleicher Anordnung wie dérertyal-Promotor enthalten,

verglichen. Dazu wurden die Konstrukte mit dem G&@RIAB-Expressionskonstrukt in

H1299- und HepG2-Zellen kotransfiziert und mittdlsiciferaseassay untersucht. Das
Ergebnis ist in Abb. 24 dargestellt.



Ergebnisse 37

__loo 1 H1299
= % B HepG2
£z 807z
588
2 0 £ 604
225 40
= c
§31s

©
20 \i 20+
Al =1 =) HNew Ml = |

S S & S O
%) )
Promoter-Typ: ,\289 'Q'W f j’ Q?@
A &) \C
AN W A
& S o &

mit Gal4-Bindesequenzen flankiert

Abb. 24: Die Gal4-KRAB-abhéngige Repression von vechiedenen Promotormutanten, die die Gal4-
Bindesites enthalten, ist sehr effektivH1299- und HepG2-Zellen wurden jeweils mit den Kangen, die
Gal4-Bindesequenzen flankierende Promotoren zurdsspon defirefly Luciferase enthalten, und dem Gal4-
KRAB-Expressionskonstrukt SV40-Gal4dKRAB kotranséiti 48 h nach der Transfektion wurden die Zellen
lysiert und die Luciferaseaktivitit gemessen. Zurbglgich der Transfektionseffizienz wurde CMV-LacZ
kotransfiziert.

Das Ergebnis zeigt, dass die Inhibition des hTé&Rgamotors durch Gal4-KRAB

vergleichbar mit der Repression des CMygal Promotors ist. Im Vergleich mit den
Promotoren SV40gal und E1Agal ist die repressivekWig auf hTertgal starker und eignet
sich somit gut fur die Inhibition durch Gal4-KRAB.

3.9 Die Eigenschaften von E1B-55k und seiner alternaten
SpleilRvariante E1B-156R bezlglich der p53-Inhibitia

Bei der Generierung p53-selektiver Adenoviren ig p53-Degradation durch bestimmte
Adenovirusgene, wie durch das E1B-55k, ein lim@reter Faktor fur den Einsatz der Viren
in hohen Dosen. Daher ist dieses E1B-55k-Proteideim onkolytischen Virus ONYX-015
deletiert. E1B-55k spielt eine aktive Rolle bei dleaktivierung von p53. Die Folge ist in der
Regel, dass die Infektion von p53-positiven Zelimit einer hohen Viruslast zu einer
Aufhebung der Selektivitat fuhrt. Daher wurde usteht, ob eine alternative Spleil3variante,
E1B-156R, statt des E1B-55k eingesetzt werden KahB-156R beeinflusst nicht p53, kann
aber die sonstigen Funktionen des E1B-55k, wie mRIM&nsport und Transformation der
infizierten Zellen, tbernehmen (96). Dazu wurdedaainst untersucht, ob p53 in Gegenwart

von E1B-156R transkriptionell aktiv bleibt. Adenmle Protein-Expressionskonstrukte
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wurden mit einem p53-selektiven Luciferase-Expasskonstrukt kotransfiziert und mittels

Luciferasemessung untersucht. Das Ergebnis isbim 25 dargestellt.
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Abb. 25: Durch E1B-156R wird die transkriptionelle Aktivitdt von p53 auch in Gegenwart weiterer
adenoviraler friihen Gene nicht beeinflusstDie beiden E1B-Expressionskonstrukte E1B-55k unB-E%6R,
wurden mit weiteren adenoviralen frihen Genexpoesiionstrukten und einem p53-selektiven
Luciferasekonstrukt in A549-Zellen kotransfiziet8 h nach der Transfektion wurden die Zellen Iysied die
Luciferaseaktivitdt gemessen. Zum Abgleich der $fektionseffizienz wurde CMV-LacZ kotransfiziert.

Das Ergebnis der Abb. 25 zeigt, dass E1B-156R imgeGsatz zu E1B-55k keinen Einfluss
auf die Aktivitdt von p53 in Bezug auf Transkriptieon p53-abhangigen Genen hat. E1B-
55k entfaltet die wirksamste Inhibierung von p53 Zimsammenspiel mit EA22E1A und
pIX haben keinen zusatzlichen Einfluss auf p53 Keiransfektion mit E1B-55k. Die
adenoviralen frihen Genkonstrukte E4 und pIX beg&dhtigen zusammen mit E1B-156R
nicht p53. Nur E1A kann mit E1B-156R noch p53 nega¢einflussen. Setzt man stattdessen
die N-Terminal deletierte Variante22E1A ein, so zeigt sich eher eine Stabilisieruaegpb3-

abhangigen Luciferaseexpression.
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3.10p53-inhibierte und hTert-Promotor-kontrollierte Ade noviren
(p53T-Viren)

3.10.1 Schematische Darstellung der erstellten Aden  oviren

Zur Klonierung der p53T-Adenoviren wurd&muttleVektoren generiert. Aus diesen konnten
die zu klonierenden Elemente weiter in den Adenmyiektor insertiert werden. Dighuttle
Vektoren der p53T-Viren sind schematisch in Abbdaégestellt.
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Ad-p53T |prhTertg:> A22E1IA  E1B ipernRG> Gal4lKrRAB .

626
Ad156R-p53T-c@-prMinRe>{ Nonsense _|pA|
626
Ad156R-p53T [PrhTertga FElA-prMinRG>{ Gald]<RAB .

Abb. 26: Schematische Darstellung der p53T-Viren.

Die Vektoren wurden aus den Einheiten der Expreskmssette fur die p53-selektive
Transkription von Gal4-KRAB bzw. Nonsens@ranskripten (p53T-C) und einer
rekombinanten E1-Region entworfen. Dabei sind didEBene 22 Aminosauren N-Terminal
deletiert und stehen unter der Kontrolle des h'Bdfgomotors. Fir die E1B-Einheit wurden
zwei verschiedene Basis-Vektoren kloniert. Zunachsirde die E1B-Region in ihrer
ursprunglichen Form beibehalten. Dazu gehoren eiigeln Viren Ad-p53T und die Kontrolle,
Ad-p53T-C, die eine p53-abhéngige Expressionski@ssenscrambleshRNAs, wie in Ad-
IREP-C enthalt. Somit dient diese als Kontrolle Expression vorNonsensd ranskripten.
Beim zweiten Basisvektor wurde der gesamte E1BSki@ptom durch die alternative
SpleiRvariante E1B-156R ersetzt. Daraus wurden\iiien Ad156R-p53T und Ad156R-
p53T-C abgeleitet.



Ergebnisse 40

3.10.2 p53-selektive Gal4-KRAB Expression im adenov iralen Kontext

Zur Untersuchung, ob die generierten Viren p53idmieGal4d-KRAB exprimieren, wurden
p53-positive (A549) und p53-mutierte (Huh7) Zellemt den entsprechenden Viren in
Gegenwart und Abwesenheit von Doxorubicin infiziertd mittels Westernblot auf die

Expression des Gal4-KRAB-Fusionproteins analysiédas Ergebnis ist in Abb. 27

dargestellt.
Ad156R- Ad156R- Gal4-
Ad-p53T-C  Ad-p53T p53T-C p53T Kontrolle
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Abb. 27: In p53-positiven Zellen ist bei Ad-p53T ud Ad156R-p53T eine Gal4-KRAB-Expression
nachzuweisen.A549 und Huh7 Zellen wurden mit den jeweiligen Virmit einer MOI von 5 infiziert. 36 h
nach der Infektion wurden aus den Zellen Proteinehier dargestellten Westernblotanalyse gewonnen.

aGald

Das Ergebnis der Westernblotuntersuchung zeigtp8i@-selektive Expression des Gal4-
KRAB-Fusionproteins. Gal4-KRAB konnte nur in den3pgdositiven A549-Zellen detektiert
werden. Sowohl Ad-p53T als auch Ad156R-p53T konrdgre gute Expression aufweisen.
Die Kontrollviren Ad-p53T-C und Ad156R-p53T-C enliea kein Gal4-KRAB. In Huh7-
Zellen konnte aufgrund der p53-Mutante, die tramsiomell inaktiv ist, keine Expression des
Fusionproteins nachgewiesen werden. Die zusatzli@ehandlung der Zellen mit
Doxorubicin, um die p53-Aktivitat zu erhéhen, fumicht zur Erhéhung der Gal4-KRAB-

Expression.

3.10.3 p53-abhangige Inhibition der adenoviralen E1 ~ A-Expression

In der nachfolgenden Untersuchung sollte gezeigdere ob die p53-selektive Expression
des Gal4-KRAB-Fusionproteins den rekombinanten tge&fPPromotor blockieren kann, um
somit die E1A-Expression in p53-positiven Zellen intiibieren. Dazu wurden Zellen mit
unterschiedlichem p53-Status mit den entsprechermqu8iT-Viren infiziert und mittels
Westernblot auf ihr ELA-Niveau hin analysiert. [Eagebnis des Westernblots ist in Abb. 28
dargestellt.
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Abb. 28: Die E1A-Expression ist selektiv in p53-pdive Zellen inhibiert. Die verschiedenen Zelllinien
wurden mit den entsprechenden Viren mit einer MQliffiziert. 24 h nach der Infektion wurde aus datien
Proteine zur hier dargestellten Westernblotanajgseonnen.

aE1A

Abb. 28 zeigt, dass die E1A-Inhibition p53-seleldifolgt. Eine Reduktion des E1A-Niveaus
konnte nur in den p53-positiven Zellen (HepG2 un849) und mit den Gal4-KRAB-

exprimierenden Viren Ad-p53T und Ad156R-p53T naehigeen werden. Die zuséatzliche
Behandlung der Zellen mit Doxorubicin, um die p5BtRitat zu erhdhen, fihrt nicht zu einer

starkeren Repression des E1A-Niveaus.

3.11p53-Selektivitat der p53T-Viren

Nachdem beobachtet werden konnte, dass die Virep53d und Ad156R-p53T in der
frihen Phase des adenoviralen Replikationszykl3ssetektiv Gal4-KRAB exprimieren und
somit die E1A-Expression im Vergleich zu ihren Kofien Ad-p53T-C und Ad156R-p53T-
C inhibieren, wurde nun untersucht, wie sich diekdie Partikelbildung und Lysefahigkeit

auswirkt.

3.11.1 Replikationsstarke in Gegenwart und Abwesenh  eit von aktivem p53

Zunachst wurde in den Zelllinien A549 und Huh7 dBddung von viralen Partikeln

gemessen, wobei verschiedene onkolytischen Virggligeen wurden. Dazu wurden die
Zellen mit den entsprechenden Viren infiziert ung ® nach der Infektion wurden die
gebildeten Viren detektiert. Eingesetzt wurdenaben dargestellten p53T-Viren, das wildtyp
Adenovirus (Ad-wt), das onkolytische Virus ONYX-01fd Adp53sensor, der ahnlich wie
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Ad-p53T (s. 3.10.1) aufgebaut ist, nur statt ein€srtgal-Promotors ein CMVgal-Promotor
(s. 3.8.3) enthélt. Das Ergebnis der viralen Taes verschiedenen Zelllinien ist in Abb. 29

dargestellt.
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Abb. 29: Die p53T-Viren sind in p53-positiven A54%ellen signifikant abgeschwéacht. A549- und Huh7-
Zellen wurden mit einer MOI 0,005 infiziert. 96 laah der Infektion wurden die Zellen durch dreimadig
Auftauen und Einfrieren lysiert. AnschlieBend wudse infektidse Titer ermittelt.

Abb. 29 zeigt, dass die Viren, Ad-p53T und Ad15683p gegentber ihren Kontrollen, Ad-
p53T-C bzw. Ad156R-p53T-C eine p53-Selektivitatnbarergleich zwischen den Zelllinien
Huh7 und A549 aufweisen. Die Selektivitat ist bedd156R-p53T in A549 deutlicher zu
erkennen, jedoch ist auch die dazugehdrige Koetrall156R-p53T-C in dieser Zelllinie
stark abgeschwacht. Auch beim Vergleich in Huh7Zi&ennbar, dass die Ad156R-Viren in
der Ausbildung von Partikeln eindeutig beeintragthsind. Ad-p53T ist in A549 um 2 Log-
Stufen schwécher als die Kontrolle Ad-p53T-C unéiirh7 bilden beide entsprechende Titer.
Adp53sensor ist zwar in A549 in seiner Replikatiooht so stark inhibiert wie Ad-p53T,
zeigt aber in Huh7-Zellen deutlich héhere Titer. YONO15 ist sowohl in A549, als auch in
Huh7 abgeschwécht und eine Tendenz zur p53-Sealéktheziglich des Vergleichs in den
Zelllinien A549 und Huh7 ist nicht zu erkennen. Adist in beiden Zelllinien mit Abstand
am effektivsten, was auf eine generelle Abschwaghdar rekombinanten Viren durch

gentechnische Manipulation hinweist. Durch Doxocubi wird eine p53-Aktivierung
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verstarkt. Dies scheint jedoch in den A549-Zellerink besondere Rolle bezlglich einer

starkeren Inhibition der viralen Replikation zuedpn.

3.11.2in vitro Onkolyse der p53T-Viren

Die Lysewirkung der Viren ist ein weiteres Indizr fdie Selektivitdt und Potenz. Dazu
wurden die Zellen mit unterschiedlichen Virusvendiingen infiziert. Die nicht lysierten

Zellen konnten dann mit Kristallviolett gefarbt uddrgestellt werden. Das Ergebnis ist in
Abb. 30 dargestellt.
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Abb. 30: Ad-p53T und Ad156R-p53T zeigen in der Onkiyse gegentber ihren Kontrollen ein selektives
Verhalten fir p53-alterierte Zellen. Die verschiedenen Zelllinien wurden mit den angegeln Viren und den
jeweiligen Verdunnungen infiziert. Die Doxorubiddehandlung erfolgte 8 h vor Virusgabe. Die Zellesrden
8 bis 10 Tage nach Virusgabe mittels Kristallvioligefarbt.

Die Ergebnisse zeigen, dass in den p53-positivelilinien HepG2 und A549 eine
signifikante Beeintrachtigung der Lyse durch dieevii Ad-p53T und Ad156R-p53T im
Vergleich zu ihren Kontrollen erfolgt. Durch die Bedlung der Zellen mit Doxorubicin
wurde der Unterschied offensichtlicher. Die Ad158Ren lysieren Huh7-Zellen sehr

schwach. Mit Doxorubicinbehandlung kénnen sie @iest_ysestarke von Ad-p53T erreichen.

3.11.3in vitro Onkolyse im Vergleich mit weiteren onkolytischen V iren

In einem weiteren Ansatz wurden die Viren in ihtgsefahigkeit mit anderen onkolytischen
Viren verglichen. Eingesetzt wurden die selektivéren Ad-p53T, Ad156R-p53T, ONYX-
015 und Adp53sensor. P53-positive (A549, HepG2) pbilalterierte (Huh7, H1299) Zellen
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wurden mit unterschiedlichen Virusverdinnungenzieft und nach Auftreten der Lyse

mittels Kristallviolett gefarbt. Das Ergebnis istAbb. 31 dargestelit.
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Abb. 31: Ad-p53T erreicht die Lysestarke von ONYX-A5 in p53-alterierten Zellen und ist gleichzeitig
signifikant stérker inhibiert in p53-positiven Zellen. Die verschiedenen Zelllinien wurden mit den
angegebene Viren und den jeweiligen Verdinnungéniart. Die Doxorubicin-Behandlung erfolgte 8 hrvo
Virusgabe. Die Zellen wurden 8 bis 10 Tage nacludfabe mittels Kristallviolett angefarbt.

Abb. 31 zeigt die Kristallviolett-Farbung des Vagighs verschiedener p53-onkolytischer
Viren in den entsprechenden Zelllinien. Zunéchistuserkennen, dass die p53T-Viren in den
p53-positiven Zelllinien in ihrer Lysefahigkeit sehcher sind, als die Viren Adp53sensor
und ONYX-015. Beim Betrachten der p53-alteriertegillibien erreichen jedoch die p53T-

Viren die Lysepotenz von zumindest ONYX-015. Soistitdie Selektivitat der p53T-Viren in

diesen Zelllinien gegentiber ONYX-015 erh6ht. Adgs&or ist in p53-positiven, aber auch
in p53-alterierten Zelllinien stérker lytisch ale ¢53T-Viren. Daher ist die Selektivitat der

p53T-Viren gegenluber Adp53sensor in diesen hiaveredeten Zelllinien nicht héher.

3.12Kombination der p53- und hTert-Selektivitat in vitr o mittels

Fibroblasten

Nachdem gezeigt werden konnte, dass die p53T-\fiE8selektiv lysieren und gegentber
Adp53sensor aufgrund des schwacheren hTert-Prom@egentuber dem CMV-Promotor
zwar in ihrer Lysefahigkeit alterniert, aber inehrSelektivitat gleich sind, wurde nun der
Einfluss der Kombination der p53-Regulation mit deirert-Promotor in p53-positiven und
hTert-negativen Zellen untersucht. Da in den bisteewendeten Tumorzelllinien der hTert-
Promotor aktiv ist, konnte nur die p53-Selektivitdr Viren untersucht werden. Fur die
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Kombinationsuntersuchung wurden IMR-90-Fibroblastémgesetzt. Diese Zellline hat eine
begrenzte Passagierrate von 40 bis 50 Zellzyklem.s2 jedoch mit Adenoviren nicht
infizierbar sind, wurden die Viren vor dem Einsatit dem Fusionsprotein CARTAT
beladen. CARTAT kann eine unspezifische, hohe Infektion vieletltypen bewirken. Die
aus den infizierten Zellen gebildeten Viren konnkegine Reinfektion weiterer Zellen
bewirken. Daher konnte in dieser Zelllinie nur ffigthe Phase der Virusreplikation, und somit
die DNA-Vermehrung, als Indiz fur die selektive ilpition der viralen Vermehrung,
untersucht werden. Dazu wurde aus den infiziertelile@ nach 4, 24, 48 und 72 h die DNA
gewonnen und auf Virus-DNA mittels quantitativer®P@ntersucht. Da nach 4 h die DNA-
Replikation noch nicht initiilert wird, ist dieser et der Vergleichskontrollwert fur den
Einsatz aquivalenter Virusgabe. Das Ergebnis dantpativen DNA-Messung ist in Abb. 32

dargestellt.
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Abb. 32: Die Kombination von aktivem p53 und abwesalem hTert fuhrt zu einer effektiven
Replikationsinhibition des Ad-p53T Virus. IMR-90 Zellen wurden mit einer MOI von 0,1 mit CARAT
beladenen Viren infiziert. An den angegebenen Zeitten wurde die DNA isoliert und die virale DNA-kige
mittels gPCR Uber Hexon-spezifische Primer und $obdstimmt sowie mit der zellularen DNA uber das
Ubiquitin C-Gen abgeglichen.

Das Ergebnis der guantitativen PCR der Virus-DNAdKkation in IMR-90 Fibroblasten
zeigt eine hohe Selektivitat der p53T-Viren. Daddtyp Adenovirus weist eine hohe
Replikationsrate auf. Es ist erkennbar, dass audhyX3015 stark repliziert. Etwas
abgeschwachter ist das p53-selektive Adp53sensmauiv die beiden nur hTert-selektiven
Viren, Ad-p53T-C und Ad156R-p53T-C folgen. Die bendViren Ad-p53T und Ad156R-
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p53T zeigen innerhalb der ersten 72 h nach Infekikeine Replikation. Die Inhibition
erreicht das Verhalten eines replikations defiaarAd-LacZ.

3.13Virotherapie mittels p53T-Viren

3.13.1 Belastung der Mausleber durch virale Infekti  on

Zur Untersuchung der Selektivitat der Virnenvivo wurde die Virus-Replikation in der Leber
der Maus untersucht. Bei einer viralen Tumortherapi es unumganglich, dass ein grol3er
Anteil an injizierten sowie freigesetzten Viren Isiaicht nur auf den Tumor beschrankt,
sondern auch anderes Gewebe infiziert. Die Lebettdpeim Auffangen der aus dem Tumor
freiwerden Viren eine grofRe Rolle. Um die Untersuaheinem virotherapeutischem Ansatz
zu entsprechen und eine gleichméaRige InfektionLeéder zu ermoglichen, wurden zunachst
H1299-Tumorzellen mit den entsprechenden Virenziaft und diese dann Nacktm&usen
intravenos injiziert. Dieses System hat den Vaortialss die Viren nicht gleichzeitig die Leber
erreichen, sondern mit der Zeit aus den Tumorzéfielas Blutsystem freigesetzt werden und
somit das Lebergewebe gleichméalig infizieren kdnnen

Nach bestimmten Zeitpunkten nach der Injektion wuwite Leber entnommen und die DNA
isoliert. Mittels gPCR konnte der Anteil viraler BN\detektiert werden. Das Ergebnis ist in
Abb. 33 gezeigt.
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Abb. 33: Die Ad-p53T-Replikation ist in der Mausleter inhibiert. Mit den entsprechenden Viren infizierte
H1299-Zellen wurden in NMRI-nu/nu Mause intravemgjiziert. Nach den angegebenen Zeitwerten wurde di
Leber entnommen und die DNA isoliert. Die virale BMonnte dann mittels spezifischer Hexon-Primer und
gPCR ermittelt werden. Dabei wurde mit dem zelkaGenom Uber das 18S-Gen abgeglichen(* statistisch
Signifikanz, P = 0,0375).
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Das Ergebnis der intrahepatischen viralen DNA-Repibn zeigt eine p53-Regulation des
Ad-p53T gegenuber Ad-p53T-C und eine hTert-Seldkitivdieser gegeniber ONYX-015.

Jedoch ist mit Ad-p53T-C eine schwache Replikatiorhanden, da in der Mausleber mTert
gering aktiv ist. Ad156R-Viren sind kaum nachzuweisAuch nach 72 h ist die Replikation
sehr gering, was allerdings auf die schwache Paleser Viren zurtickzufihren ist, als auf

die Replikationskontrolle durch aktive p53-Reguatund geringem mTert.

3.13.2iin vivo Onkolyse

Zur Untersuchung, ob sich das generierte Ad-p53Ti8/izur Lyse von Tumoren eignet,
wurde ein in vivo Onkolyse-Modell verwendet. Dazu wurde die human&299-
Tumorzelllinie in die linke Flanke der Mause xemoiplantiert. Nach Erreichen einer
bestimmten Tumorgrof3e konnte der Tumor virotherapelu behandelt werden. Zur
Untersuchung wurde das Virus Ad-p53T mit ONYX-0ITdwem nicht lytischen Ad-LacZ
verglichen. In einem weiteren Ansatz wurden H128®@®6ren mit Ad-p53T und Doxorubicin
behandelt, als Kombination aus Chemo- und ViroghiereDie Virus Ad156R-p53T wurde fur
diese Untersuchung nicht mehr mit einbezogen, daegi Virus zwar sehr selektiv ist, aber
eine zu geringe lytische Potenz aufweist, die itie @denovirale Tumortherapie essentiell ist,
um den Tumor effektiv zu dezimieren. Das Ergebrasid vivo Onkolyse ist in Abb. 34
dargestellt.
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Abb. 34: Ad-p53T kann xenotransplantierte H1299-Tunoren effektiv inhibieren. H1299 Tumorzellen
wurden in die linke Flanke der Maus s.c. injiziedach Erreichen eines Tumorvolumens von ca. 200° mm
wurden die Tumoren mit den Viren behandelt. Didl@fgeben die Zeitpunkte der Virusinjektion an.
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Die Abb. 34 zeigt, dass Ad-p53T und ONYX-015 dascW&ium von H1299-Tumoren stark
einschranken kénnen, wobei Ad-p53T effizienter Qienoren lysiert. Setzt man zur Therapie
die Kombination aus Chemo- und Ad-p53T-Virotheragiig so ist die Tumorlyse effizienter.

Zusammenfassend haben die Ergebnisse der p53T-yereigt, dass Ad-p53T eine p53-
Regulation aufweist und zusatslich in Telomerasgatieen Zellen abgeschwacht ist. Somit
kann dieses Virus fiur die Therapie p53-alteriedgewie hTert-aktiver Tumoren verwendet

werden kann.
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4 Diskussion

Im Rahmen der Doktorarbeit wurden verschiedene geiktive onkolytische Viren mit
unterschiedlichen Regulationsmechanismen entwanfieihgetestet.

Das Besondere an onkolytischen Therapien mittelernVist die gezielte, tumorselektive
Vermehrung des therapeutischen Reagenz. Dadurclensaliederholte Gaben des
Therapeutikums und hohe Nebenwirkungen vermiededeme Der effektive, therapeutische
Einsatz von tumorselektiven Viren ist, aufgrund éelenden, immunologischen Modelle
und der geringen Zahl klinischer Studien zum jetmigZeitpunkt der Forschung, noch
ungewiss. Die Hoffnung liegt auf der starken Lenkutes Immunsystems auf den Tumor
durch die selektive Propagation therapeutischeerVimur im Tumormilieu und die daraus
folgende Induktion eines immunogenen Tumors.

Dabei missen die Viren aulRerhalb des Tumors innglesu Gewebe selektiv, stark inhibiert
werden. Hierbei ist die Replikationkontrolle dieseiiren durch effektive
Regulationsmechanismen wie RNAI oder Protein-veaitd Genrepression aussichtsreich.
Die onkolytischen Viren dieser Arbeit sind fur p8gsfunktionale Tumore generiert. Dabei
wird ein p53-selektiver Promotor eingesetzt, weldha positivem p53-Status ein Transkript
erstellt, das seinerseits die Viruspropagation k&t

Im ersten Ansatz wurden Viren generiert, die pSBaalgig eine RNAIi-Kassette initiieren, die
die Virusreplikation inhibiert. Im zweiten Ansatzuwvde p53-abhangig das Fusionsprotein
Gal4-KRAB exprimiert, welches einen rekombinantérett-Promotor (hTertgal) blockiert,

um die E1A-Expression zu verhindern und somit dii§propagation zu blockieren.

4.1 Konstruktion der RNAI-Viren

Das miR30-System wird sehr haufig fur die Expression sowohl miRNAs (97) als auch fir
die daraus abgeleiteten shRNAs (120) verwendet.nDR30-RNA wurde urspringlich aus
der humanen HelLa-Zelllinie isoliert (56). Es konatélgreich gezeigt werden, dass sich die
Verwendung eines miR30-Ruckgrats zur Integratiomeribekannten siRNA eignet, um
gezielt mMRNA zu degradieren (119). Weiterhin wubd®bachten, dass die Verwendung von
shRNAs, die nur den miR30-Loop anstelle einesiaigifen Loops enthalten, die Effizienz
der RNAI steigern (11). Auch in dieser Arbeit wurdas miR30-System verwendet. Da die
genomische Kapazitat von Viren aufgrund der deffiare Gré3e der Kapside begrenzt ist, ist

der Einsatz von kurzen shRNA- bzw. pre-miRNA-Traiskonseinheiten gegeniber einer
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pri-miRNA-Transkription, die erst in langen Vorl&formen exprimiert wird, ein grol3er
Vorteil. In der Literatur wird die Effizienz der auden beiden miR30-Expressionssystemen,
abgeleiteten miRNA gleich stark in transienten Ffaktionsstudien dargestellt (61;124).
Dabei wurde die miRNA entweder aus einer pri-miRN#er als miRNA bezeichnet),
welches an einer naiven Form und Funktionsweiseedkaryotischen RNAI ansetzt oder aus
einer verkirzten pre-miRNA (hier als ShRNA bezeathabgeleitet.

Der hier vorgestellte Ansatz zielt auf eine p53&k&Ve und somit Polymerase llI-abhangige
Transkription. Daher musste zunachst validiert werd welche der beiden
Expressionsmdglichkeiten in unserem Ansatz einetgkffizienz beziglich der Regulation
eines bestimmten Zielgens aufweist. Als Reporterdeudazu diefirefly Luciferase
verwendet. Das Sequenzmotiv der Luciferase fur d&Ai wurde dann als
Transkriptionseinheit fur eine lange pri-miRNA (nfillRc) oder fur die daraus abgeleitete,
analoge, kurzere pre-miRNA (shRfLuc) kloniert. [Egpression erfolgte zunachst unter der
Kontrolle eines Polymerase lll-abhangigen Promo(ti®), da in der Literatur haufig dieser
Promotor fur die Transkription von shRNA bzw. miRNArwendet wurde. Wie in Abb. 3 (S.
14) gezeigt wurde, ist die Expression von shRftacMergleich zur miRfLuc effizienter. Der
eingesetzte U6-Promotor ist in seiner naturlichemfur die Transkription von sehr kurzer
RNA vorgesehen. Die RNA-Polymerase Il transkribiBNA-Untereinheiten von RNAsen
und Telomerasen, in SpleiRosomen inkorporisrt@ll nuclear RNAs und t-RNAs. Diese
RNA-Molekile sind in der Regel nicht groRer als Mkleotide. Es ist anzunehmen, dass
die Polymerase Il groRere Transkripte, wie einenpRNA ineffizienter transkribiert, als
eine shRNA, die eine analoge Grol3e zu natUrlichalgnierase llI-Transkripten aufweist.
Daher konnte die geringere Effizienz der miRfLuadiueine benachteiligte Expression,
aufgrund der Lange, die Folge sein.

Der p53-abhangige Promotor prMinRGC ist ein Polyaserll-Promotor, wodurch die Lange
der Transkriptionseinheit keine besondere Rollelspi sollte. Der Vergleich von shRfLuc
und miRfLuc bei Polymerase ll-abhangiger Transkuiptzeigt auch, dass die shRfLuc-
Expression effektiver ist (s. Abb. 4, S. 14). Solwatit dem prMinRGC als auch mit dem
konstitutiv aktiven CMV-Promotor fuhrt die Expressieiner shRfLuc zu einer starkeren
Inhibition der Luciferasegenregulation. Die hier zbigehnete shRfLuc ist, wie oben
beschrieben, eine artifizielle pre-miRNA. Dadurcirdmer Prozessierungsschritt einer pri-
mMiRNA durch Drosha Ubersprungen und somit kann udioh die Verwendung einer
SshRNA schneller in den abschlieRenden RNAi-ProzessDegradierung der Ziel-mRNA

rekrutiert werden.
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Die U6-abhangige Expression von shRfLuc fuhrt :neestéarkeren Zielgenrepression als die
Expression mit den hier verwendeten Polymerasdhiagigen Promotoren (124). Dabei
exprimiert der U6-Promotor 15 bis 30mal mehr shRN#ssein CMV-Promotor (64). Dies ist
maoglicherweise auf die Spezialisierung von Pol Atemotoren auf kurze Transkripte
ahnlicher Art zuriickzufuhren. Der Nachteil von Bblabh&ngigen Promotoren ist jedoch die
fehlende gewebespezifische Regulation und einerebeten Transkriptionslange, wodurch
die Verwendung eines polycistronischen RNAI-Traikr(17) nicht mdglich ist.

Beim weiteren Betrachten von Huh7-Zellen wurde obrtfich, dass die Expression der
shRNA p53-abhéangig reguliert werden konnte.

Eine RNAi-abhangige Regulation eines Zielgens zeigér auch, dass eine vollstadndige
Inhibition nicht moglich ist. Meistens bewegt sieime erfolgreiche Regulation auf ca. 5 bis
20 % herunter. Mit dieser Art der Repression isteeiinreichende Selektivitdt mit
therapeutischen Viren nicht zu erreichen (103). ©ime starke Inhibition der Zielgene
trotzdem zu ermdglichen, wurde ein polycistronischeanskript generiert, welches mehrere
shRNA-Motive enthalt, die wiederum unterschiedliciihe Gene des onkolytischen
Adenovirus p53-abhangig herunter regulieren. Tarat@mmerte shRNA-Transkripte wurden
bereits beschrieben (17;101;113), jedoch fehltediesen Studien die Untersuchung der
Effizienz bezuglich der Positionen in einem mugiplshRNA-Transkript sowie der additive
Effekt bei Einsatz verschiedener shRNA-Motive gegéme Ziel-mRNA. Auch natirliche
polycistronische miRNA-Transkripte wurden beregsliert (40) und ein daraus abgeleitetes
und modifiziertes multiplex-miRNA-Transkript wurdgegen das HI-Virus gerichtet, um
multiple mRNA-Inhibition erfolgreich zu zeigen (64)

In dieser Arbeit wurde ein Klonierungssystem enkelt (s. Abb. 5, S. 16), womit eine
Transkriptionseinheit mit multiplen shRNA-Motivenemgriert werden konnte. Zunachst
wurden verschiedene Expressionskonstrukte genedierfTranskripte mit multiplen shRNA-
Motiven exprimieren. Die Position der gegen diiefly Luciferase gerichteten shRfLuc
wurde dabei variiert (s. Abb. 6, S. 14). Die shRfiMotive wurden mitscrambled-hairpins
als inaktive Kontrollmotivekombiniert. Das Ergebnis dieser Versuchsreihe egigass ein
langes Transkript mit multiplen shRNA-Motiven geeleiaus den verschiedenen Positionen
innerhalb des Transkripts funktionsfahige shRNAsausbildet. Die erste Position eines
Transkripts mit konkatemerer shRNA-Anordnung zegtar die effektivste Wirkung, aber
auch aus den verschiedenen anderen Positionen ekoreffiziente shRNAs gewonnen
werden. Des Weiteren konnte mit einem Tandem-shRKakskript gezeigt werden, dass der

Einsatz zweier verschiedener shRNA-Motive gegesalie® mRNA deutlich erfolgreicher in
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der Inhibition der Ziel-mRNA ist, als die Tandemaahrmung des gleichen shRNA-Motivs (s.
Abb. 11, S. 22).

4.2 VA I-RNA und RNAI

Bei der Ausnutzung des RNAI-Mechanismus zur Reguiabnkolytischer Viren ist es von
grof3er Bedeutung, dass die Viren den RNAi-Mechangssmicht blockieren. In der Literatur
wird die RNAI meist in Zusammenhang mit antiviralédechutz des Wirts erwéhnt (31).
Jedoch ist der Zusammenhang zwischen Viren und Rigeitiger als bisher angenommen
(91). Die Viren kbénnen mittels RNAIi sowohl eigener@ beeinflussen, wie bei Herpes- oder
SV40-Viren, um latente Phasen zu induzieren (13;88)auch zellulare Gene regulieren, um
der Wirtsabwehr zu entkommen (100). Da die RNAhsats ein wirksamer und vielseitiger
Regulationsmechanismus bewéhrt hat, haben siclchiedene Viren entwickelt. Einige
nutzen die RNAI fur sich aus und andere wiederuhibieren sie. Ob Adenoviren auch zu
den Viren gehéren die den RNAi-Mechanismus inhdnerist in der Fachliteratur noch
umestritten. Gezeigt worden sind, dass durch Adeeavimittels der VA I- und VA [I-RNAs

in der lytischen Phase die RNAI blockiert wird )6Dagegen gibt es jedoch viele Studien,
die zeigen, dass die Nutzung von RNAI mittels tegiliver und nicht-replikativer Adenoviren
erfolgreich eingesetzt werden kann (14;16;43).iereweiteren Untersuchung wurde gezeigt,
dass Adenoviren selbst den RNAi-Mechanismus zurulRé&gn der Virusvermehrung
ausnutzen (3). Daher wurde im Rahmen des hier veleten Ansatzes noch untersucht, ob
Adenovirus die RNAI in der frihen Phase der aderadem Replikation inhibiert. Bei
onkolytischen Viren ist die frihe Phase fur die Repionskontrolle sehr wichtig. Ab einem
bestimmten Grad der Initiation der viralen Replidatist eine Kontrolle nicht mehr zu
gewahrleisten, da auch p53 viral inhibiert wird.

Bei der Untersuchung beziglich der Auswirkung ddsnaviralen VA [-RNAs und der
adenoviralen Replikation auf die RNAI konnte dailtligezeigt werden, dass das humane
Adenovirus Typ 5 den RNAI-Mechanismus in der Fridg#hder Infektion nicht inhibiert (s.
Abb. 7, S. 18 und Abb. 8, S. 19).

Die antivirale RNAI kénnte biologisch betrachtetistalie Folge einer Infektion durch RNA-
Viren sein, da RNA-Viren meist eine komplexe Sturkihres RNA-Genoms aufweisen und
diese sich somit als gutes Substrat fir Dicer eida@nte. So kénnen RNA-Viren aufgrund
ihres RNA-Genoms mittels RNAIi degradiert werden.h®aist auch in der Literatur die
Inhibition von RNAI mittels RNA-Viren gut erforschind beschrieben (30;59). Man musste
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auch in Betracht ziehen, dass gerade Viren, diehdBNAi angreifbar sind auch eine hohe
Abwehrfunktion zur Inhibition der RNAi aufweisen wden, als DNA-Viren wie

beispielsweise Adenoviren.

4.3 Charakterisierung der RNAI-Viren

Nachdem beobachtet wurde, dass ein polycistrorsssh&NA-Transkript wirksam ist und
dass Adenoviren in der frihen Infektionsphase dMARnicht blockieren (s. 3.3, S.18),
wurde ein RNAi-Netzwerk generiert, das gegen esséntdenovirale mMRNAS gerichtet war.
Dazu wurde in einem etablierten Luciferase-Messsysverschiedene wirksame shRNA-
Motive ermittelt (s. Abb. 9 bis Abb. 12, S. 20 -)2®iese wurden dann hintereinander
kloniert und das Transkript unter der Kontrolle ¢és3-abhé&ngigen Promotors prMinRGC
exprimiert. Dabei wurde das Virus Ad-IREP-C (alsniolle) und die beiden p53-sensitiven
Viren Ad-iREP-1 und -2 generiert (s. Abb. 13, S).24

Zunachst wurden die generierten RNAI-Viren in Zeltlr auf p53-Selektivitat untersucht.
Dabei konnte festgestellt werden, dass nur Ad-iRERe E1A-Expression (s. Abb. 14, S. 26)
und damit weitere adenovirale frihen Gene, wie EA8 pTp (s. Abb. 15, S. 27) p53-selektiv
inhibiert. In Transfektionsuntersuchungen konnterauch der Ad-iREP-1-Ansatz die E1A-
Expression signifikant inhibieren. Eine zuvor unggende Inhibition von E1A hat starke
fordernde Wirkung auf die nachfolgende Expressi@itever adenoviraler Gene. Diese, wie
z. B. E1B-55k zusammen mit E4-Orf6, konnen dann-Nb@au und —Funktion stark
herabsetzen (86) und somit die Expression der RRBSisette beeintrachtigen. Weiterhin
kann Uber die RNAI-Effizienz aus transienten Trakgbnsversuchen nicht auf die Wirkung
durch virale Infektion oder stabile Transfektionsgelossen werden (103). Die Ergebnisse
zeigen, dass eine drastische Inhibition von Nas&num die virale Replikation erfolgreich zu
blockieren.

In den durchgefuhrten Untersuchungen wurde dargetlsgs sowohl die Lysefahigkeit als
auch die Viruspropagation von Ad-iIREP-2 selektivpbB3-positiven Zellen inhibiert ist und
p53-alterierte Zellen effizient lysiert werden. ldirekten Vergleich hatte Ad-IREP-2 eine
hohere Selektivitat als das klinisch eingesetztei/ONYX-015 (s. Abb. 16 und Abb. 17, S.
28 bis 30). ONYX-015 wurde als Vergleichvirus eisgit, da es urspringlich als ein
selektives Virus fur p53-alterierte Zellen gendriand beschrieben wurde (9). Seitdem ist die
p53-Selektivitat des Virus stark umstritten (24739;
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In Hep3B-Zellen weist ONYX-015 jedoch eine &hnlidifgsche Potenz wie die RNAI-Viren
auf. Diese Zellen sind Hepatitis B-Virus transfoemiund konnen durch die endogene
Expression des HB-X-Proteins die E1B-55k-Deletiomd udie daraus resultierende
Abschwachung von ONYX-015 transkomplementieren.

Die bessere Selektivitat von Ad-iREP-2 gegenlubeiR¥eP-1 zeigt wie wichtig die Funktion
von E1A fir die virale Replikation ist. Durch diesétzlichen Zielsequenzen im 3"-UTR des
E1A in Ad-IREP-2 wurde die Inhibition und damit &udie Selektivitat effektiver. In einer
Studie zur Therapie von Adenoviren konnte gezeigiden, dass durch Transfektionen von
SiRNA nur gegen E1A die virale Replikation inhiltiererden kann (18).

Um mit den Untersuchungen zur Selektivitat einamivo Modell naher zu kommen, wurde
die Replikationseigenschaft der verschiedenen Vimehumanen Lungenfibroblasten (IMR-
90) untersucht (s. Abb. 18, S. 31). Auch dabei kerei Ad-iIREP-2 die Blockierung der
viralen Replikation mittels der eingesetzten, npldth RNAi-Kassette, die p53-abhangig
reguliert wird, beobachtet werden. In dieser Zalliwurde festgestellt, dass auch Ad-iIREP-1
unter diesen Bedingungen Selektivitat aufweist. Bmhdie RNAi-Wirkung in Fibroblasten
auch bei Ad-iIREP-1 ausreichend. Mdoglicherweise sindTumorzellen, die zuvor zur
Untersuchung der p53-Selektivitat eingesetzt worsied, der RNAi-Mechanismus und die
p53-Antwort im Allgemeinen abgeschwacht und spiegeicht die tatsachlichen vivo

Eigenschaft wider.

4.4 RNAI-Viren im therapeutischen Modell

Nach der erfolgreichen Ermittlung der starkeren lIReponskompetenz des Ad-iREP-2 in
p53-dysfunktionalen Zellen, wurden die RNAI-Viremca in in vivo Modellen auf ihre
Lysefahigkeit und Selektivitat hin untersucht.

Wahrend einer Behandlung eines Tumors mit Viremdes die freigesetzten Viren aus den
lysierten Tumorzellen nicht nur das benachbarte drngewebe infizieren, sondern aufgrund
der guten Durchblutung von Tumoren Uber das Blig¢sys/on der Leber aufgefangen. Daher
ist die Replikationskontrolle in diesen Geweben gaoi3er Bedeutung.

Zunachst wurden Nacktmause mit den Viren intravanfigiert. Die humanen Adenoviren
infizieren dabei hauptsachlich die Mausleber, wabanfizierten Mausgeweben zwar kaum
infektiose Viren entstehen (116), aber viralen Gex@rimiert und DNA-Replikation aktiviert
werden. Die Replikation des Virusgenoms wurde ins¢ktuss an die Injektion in der Leber.
Dabei zeigte Ad-IREP-2 im Vergleich zur KontrollelAREP-C zwar eine geringere DNA-
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Replikation, aber die Inhibition der viralen Replilon war mit diesem Versuchsaufbau nicht
effizient genug (s. Abb. 19, S. 32). Bei der intma@sen Injektion der Viren besteht die
Problematik, dass eine hohe Infektionseinheit flsttig von den Leberzellen aufgefangen
wird und diese somit ungleichmaliig infiziert wirBestimmte Bereiche werden dabei
Uberinfiziert und ein grof3er Teil bleibt nicht imfert. Bei hoher Viruslast kann auch mit Ad-
IREP-2 keine hinreichende Selektivitat beobach&iden.

In einer weiteren Versuchsreihe wurden mit den wiigfizierte Tumorzellen injiziert.
Hiermit sollte sich einem virotherapeutischen Mbdeigenahert werden. Dabei setzen die
infizierten lytischen Tumorzellen, die Viren nachdunach frei, so dass eine gleichmaldige
Infektion der Leber erreicht werden kann. Es konpé®bachtet werden, dass in diesem
Ansatz die Inhibition der viralen DNA-Replikationittels der p53-abhangigen, multiplen
shRNA-Transkripts erfolgt. Dies konnte sowohl mitd-RREP-1 als auch mit Ad-IREP-2
ermittelt werden. Auch 72 h nach der der Infektkmmnte keine Erhdhung der viralen DNA
bei Ad-IREP-2 und nur eine geringe Zunahme bei RER-1 beobachtet werden. Die starke
Replikationskontrolle von Ad-IREP-in vivo im Vergleich zu p53-positiven Tumorzellen
deutete sich bereits bei der Untersuchung in Fiasten an.

Zum Abschluss der Testreihe mit den RNAI-Viren wairdit Ad-iIREP-2 untersucht, ob es
auch einin vivo-Tumor erfolgreich am Wachstum hindern kann. Hienaurde den Mausen
jeweils die beiden p53-negativen Tumorzellen H129@ Hep3B xenotransplantiert. Ad-
IREP-2 konnte in beiden Modellen ein Tumorwachsteffizient inhibieren. Wéahrend im
Vergleich ONYX-015 nur beziglich des Hep3B-Tumormitsl Wirkung aufwies. In diesem
Tumor hat das E1B-abgeschwachte ONYX-015 zusatzlidhterstitzungen aufgrund der
viralen Transformation dieser Tumorzelllinie. Sonsit ONYX-015 nicht generell fir p53-
disfunktionale Tumoren, sondern fur viral-transfarte Tumoren besonders geeignet und
damit auch eingebeschrankt.

Durch die p53-Selektivitat von Ad-IREP-2 représerttidieses Virus einen onkolytischen

Vektor fur einen grol3en Teil von humanen Tumoren.

4.5 Konstruktion der p53T-Viren

In einem weiteren Ansatz wurden in dieser Arbeitezwonkolytische Vektorkonzepte
kombiniert, um eine hohere Selektivitdit zu gewdbtdm als beim Einsatz der
Einzelkonzepte. Dabei wurde untersucht, ob einatimddSelektion erreicht werden kann,
wenn das Konzept des Vektors, welches nur in hdldgiven Zellen repliziert (110), mit dem
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Konzept der p53-abhangigen Repression des ElAieegnten Promotors (53) in einem
Vektor kombiniert wird.

Hierzu wurde ein rekombinanter hTertgal-Promotaregeert (s. Abb. 22, S. 35). Dieser kann
durch das Fusionsprotein Gal4-KRAB, aufgrund denkierenden Gal4-Bindesequenzen,
effizient in der transkriptionellen Aktivierung nemiert werden (s. Abb. 23, S. 36). Wird die
Expression von Gal4-KRAB unter die Kontrolle dedviprRGC-Promotors gestellt, so
erreicht man eine Repression selektiv in p53-pasifiellen.

Der Nachteil von Adenoviren, die p53-selektiv inbith werden, ist die Blockierung und
Degradierung von p53 durch adenovirale Gene. DiepHanktion hierbei spielt das E1B-
55k-Protein (86). E1B-55k hat neben der Funktiameeip53-Inhibition noch viele weitere
Aufgaben, wie Transport der viralen mRNA, CyclirEkpression, Transformation der Zellen
sowie Blockierung der Wirtsproteinexpression (28)12Da jedoch die Deletion dieses Gens
eine starke Beeintrachtigung der viralen Potenzbed, wurde eine alternative Variante des
E1B-55k-Proteins eingesetzt. Dabei wurde die bésiclne, alternative Splei3variante, E1B-
156R (96), die viele Aufgaben des E1B-55k-Proteim&e mRNA-Transport und
Transformation der Wirtszellen (bernehmen kann, r ablee p53-Regulation nicht
beeintrachtigt (s. Abb. 25, S. 38), ausgewahltodkedvurde diese alternative Spleil3variante
bislang nicht im Kontext eines Virusvektors durchoipet.

Daher wurden die hTert- und p53-selektiven, onkstyten Vektoren sowohl mit dem
wildtyp E1B-Gen (Ad-p53T) als auch mit der E1B-156@Rriante (Ad156R-p53T), anstatt
der gesamten E1B-Transkription Region, generieiAlgh. 26, S. 39).

4.6 Charakterisierung der p53T-Viren

Bei der Untersuchung der p53-abhéngigen ExpressmonGal4-KRAB konnte beobachtet
werden, dass nur mit Ad-p53T oder Ad156R-p53T iafie p53-positiven Zellen das
Fusionsprotein exprimieren (s. Abb. 27, S. 40) wuwinit den rekombinanten hTertgal
Promotor effizient inhibieren, um die E1A-Expressiou blockieren (s. Abb. 28, S. 41). In
den p53-disfunktionalen Zellen Huh7 und H1299 wamie E1A-Expressionsniveaus
entsprechend den Kontrollen (Ad-p53T-C und Ad15&3IpC), da diese Viren statt des
Gal4-KRAB-GensNonsens&equenzen enthalten. Da die Untersuchungen in fiddren
Phasen der viralen Replikationen durchgefiihrt wardeonnten noch keine Unterschiede
beziglich der beiden Virustypen Ad-p53T und Ad15683T beobachtet werden.
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Bei weiteren Untersuchungen bezuglich der Viruspgapion konnte dann beobachtet
werden, dass die p53T-Viren im Vergleich zu ihreantollen und den beiden weiteren
onkolytischen Viren Adp53sensor und ONYX-015 starp&3-abhangig inhibiert sind (s.
Abb. 29, S. 42). Jedoch sind die generierten p58&rvaufgrund des hTertgal-Promotors in
Huh7-Zellen auch schwacher, da der Einsatz einestiiPromotors im Gegensatz zu einem
E1A- oder CMV-Promotor die Potenz der Virusrepligatstark beeintrachtigt. Die Titer des
Ad156R-p53T sind sowohl in p53-alterierten als aucthp53-positiven Zellen sehr gering.
Zwar kann man im Vergleich zur Kontrolle eine h@wektivitat in den p53-positiven A549
nachweisen, jedoch scheint die Potenz der Aushydwon viralen Partikeln grundsatzlich
durch den Ersatz von E1B-55k durch E1B-156R eiheldiche Beeintrachtigung der viralen
Replikation zu bedeuten. Dies spiegelt die grofigeBaing der E1B-Region wider.

Generell wird aber auch beim Vergleich mit dem witd Adenovirus ersichtlich, dass die
rekombinanten Viren abgeschwacht sind. Offenbart fdie gentechnische Manipulation der
Viren zu einer Attenuierung.

Die Onkolyse-Versuche verdeutlichen nochmals digehab3-Selektivitat der p53T-Viren (s.
Abb. 31, S. 44). Bei diesen Untersuchungen schedtch auch das Ad156R-p53T Virus so
lytisch zu sein wie Ad-p53T, zumindest nach Doxacutbehandlung. Die durch die
Kristallviolettfarbung sichtbare, effektivere Lyser doxorubicinbehandelten Zellen bei den
Kontroll-Viren in den p53-positiven Zellen ist veuatfich auf verstarkte Apoptoseinitiierung
zurtckzufiihren, als auf die Ausbildung hoéherer iRelzahl, die durch Doxorubicin nicht
wesentlich zunimmt, wie in Abb. 29 dargestellt. DA@optose wird erkennbar durch das
Betrachten der doxorubicin- und virusbehandeltelledeunter dem Mikroskop. Die Zellen
sehen dabei nicht typisch zytopathisch, sonderm apeptotisch aus. Der morphologische
Unterschied zwischen lytischen und apoptotischetleest beim Betrachten durch ein
Mikroskop deutlich erkennbar (Daten nicht gezeiBie mit Doxorubicin behandelten Zellen
haben durch die damit induzierte Erh6éhung des pd8dls eine erhohte
Apoptoseanfalligkeit. Dies fuhrt dann durch die ektion der Viren, falls keine
Replikationskontrolle stattfindet, zu einer scheeth Apoptose der Zellen als ohne
Doxorubicin. Die Ad156R-p53T-Viren enthalten im @egatz zu den Ad-p53T-Viren kein
E1B-19k, welches auch eine Rolle in der Inhibitetes mitochondrialen Apoptosewegs spielt.
Durch diese Deletion und Doxorubicinbehandlung gsteén Huh7-Zellen die Apoptose-
Induktion mit den Ad156R-Viren. Beim Vergleich déartikelbildung in Abb. 29 wird
deutlich, dass Doxorubicin nicht die Partikelzalmdusomit die Selektivitdt erhéht bzw.

beeintrachtigt.
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Bei der Charakterisierung der Viren in Tumorzei#im konnte nur die p53-Selektivitat
betrachtet werden, da in diesen Zellen hTert aisivUm auch die hTert-Selektivitat mit
einbeziehen zu kénnen, wurde das Verhalten dersképlikation in Fibroblasten untersucht.
Diese Zellen Uberdauern nur eine limitierte Passaajd. Innerhalb dieser ist hTert nicht
exprimiert und p53 aktiv. Dies ist eine gute Vaossetzung fur die kombinierte
Untersuchung. Hierzu wurde die DNA-Replikation déren in dieser Zelllinie untersucht.
Ad-p53T war so stark inhibiert, dass nach 72 h é&eMktivierung der Replikation detektiert
werden konnte. Die additive und daraus resultiesehdhe Tumorselektivitdt durch die
Kombinierung der beiden onkolytischen Vektorkoneeperdeutlicht die Notwendigkeit der
Vereinigung mehrerer unterschiedlicher Strategiemge tumorselektive Promotoren,
Inhibition der Transkription oder Inhibition derdrrslation, um die Virusreplikation sicher zu

beeinflussen.

4.7 Untersuchung zur therapeutischen Effizienz der p53iViren

Die Viren wurden nun hinsichtlich ihrer Selektivitand Lysefahigkeit im Mausmodell
untersucht. Hierzu wurde zunachst die selektiveibiibn der Viren im infizierten
Lebergewebe untersucht. Ad-p53T wies dabei einee Hohibition bezlglich der DNA-
Replikation auf. Auch die Kontrolle Ad-p53T-C hahe geringere Replikation im Vergleich
zu ONYX-015. Ad-p53T-C enthélt nur eine hTert-Séhakét und keine zuséatzliche p53-
abhangige Repression, wie bei Ad-p53T. Da die neufielomerase (mTert) in Mausgeweben
wie Milz, Leber und Hoden (68) gering aktiv istndiet auch eine geringe adenovirale
Genexpression mit Ad-p53T-C statt. Das Ad156R-p53ifus ist aufgrund der E1B-
Substitution zu stark abgeschwécht, um einen Tweffektiv lysieren zu konnen.

Bei der Untersuchung der Tumorlyse konnte beobtachtrden, dass Ad-p53T schwer
therapierbare H1299-Tumoren effizient lysiert undh iKombination mit dem

Chemotherapeutikum Doxorubicin das Tumorwachstumbiart.

4.8 Ausblick

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Adenoviren generigit eine selektive Replikation in
Zellen mit verandertem p53-Status aufweisen. Diggen konnten sich somit gut als

Therapeutikum p53-alterierter Tumoren eignen.
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In den Untersuchungen mittels dualer Replikationsiadle mit dem Virus Ad-p53T konnte
gezeigt werden, dass additive Effekte sich posatiy die Selektivitat auswirken kénnen.
Daher koénnte man weiterfihrend mehrere Kontrollelet® kombinieren, wie auch die
Zusammenfiuhrung der beiden Mechanismen aus den YdeREP-2 und Ad-p53T, um die
Spezifitat zu optimieren. Weitere Mdglichkeiten dirder Einsatz von regulierbaren
Promotoren flr andere frihe Genregionen, wie EIR YDbder E4 (54) sowie die 3"-UTR-
Veranderung dieser Gentranskripte, um die Reprimgmittels RNAIi zu optimieren. Jedoch
sollte dabei beachtet werden, dass die Onkolyd# siark abgeschwacht wird.

In der Literatur gibt es zahlreiche onkolytischeeAdviren, die bestimmte Eigenschaften der
Tumoren selektiv erkennen, wie z. B. aktiviertess Rdefektes pRb, einen defekten Wnt-
Signalweg und diese selektiv in ihrem Wachstumbighnen (15;44;104).

Ein gro3es Problem virotherapeutischer Vekoremlistheute noch relativ geringe Kenntnis
Uber das Zusammenspiel zwischen onkolytischen Yolem Tumor und dem Immunsystem
in einem humanen System. Viren sind Parasiten,vdi® Immunsystem hoch effizient
erkannt und eliminiert werden kénnen. Die Mausmiedelie zurzeit zur Verfligung stehen
und wahrend dieser Arbeit auch verwendet wurdegllest ein sehr eingeschranktes und
damit ein unvollstandiges Bild der Therapie darb&astellen die geringen zur Verfigung
stehenden Modelle das Hindernis. Zahlreiche generamkolytischen Viren werden bisher in
immundefizienten Nackmausmodellen mit xenotrangmeten Tumoren geteset. Dabei
werden jedoch die immunologischen Aspekte der Werdpie aulRer Acht gelassen. Dazu
mussen neuere, naturliche Modelle entwickelt untdlexkt werden. Daher ist das klinische
Potential von onkolytischen Vektoren zum jetzigemit@gunkt der Forschung noch unklar. Die
Hoffnung liegt auf der starken Lenkung des Immuteys auf den Tumor durch die
selektive Propagation dieser Viren nur im Tumoreuiliund die daraus folgende Induktion
eines immunogenen Tumors. Dabei muss das Immumsystioch auch durch unterstitzende
Faktoren beeinflusst werden, wie z.B. mittels dasther Zellvakzinierung (102), da sonst
eine hohe Praferenz viraler Antigene vorliegt. Dldeorie entspricht dabei einer
Viroimmunkrebstherapie. Im Laufe der Tumorentstehinduziert der Tumor eine Toleranz.
Die durch dendritische Zellen aufgenommenen Tunimane in Form abgestorbener
Tumorzellen fihren dann nicht zu einer Aktivierungnorspezifischer T-Zellen. Durch eine
Virotherapie werden als Folge der viralen Onkolysde Tumorantigene aber auch virale
Antigene prasentiert. Die resultierende Inflammaiim Tumor fuhrt zu einer Abschwéchung
der Tumortoleranz, worauf eine schwache antitumeoraind eine starke antvirale

Immunantwort folgt. Die antitumorale Immunantwortarka durch eine dendritische
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Zellvakzinierung synergistisch verstarkt werdenb&averderex vivogenerierte dentritische
Zellen (DC) mit Tumorantigenen beladen und aktiviBiesen fehlen im Gegensatz zu den
vivo DCs virotherapeutisch behandelter Tiere die virakartigene. Dies fuhrt zu einer
Fokussierung der Immunreaktion gegen Tumorantigbme.gleichzeitige Eliminierung des
Tumors sowie des onkolytischen Vektors mitetsvivoundin vivo DCs relativiert die hohe
Praferenz viraler Antigene (Dissertation von Normatoller, Gottfried Wilhelm Leibniz
Universitat Hannover).

Eine weitere Optimierung der viralen Infektion vorumorgewebe konnte durch die
spezifische Fuhrung der Viren zum Tumor erfolgeramit konnte auch eine gewisse
Toxizitat durch Infektion von Fremdgewebe minimiestrden. In der Literatur gibt es viele
Studien dartber, die Infektion mittels Veranderwtey Oberflachenrezeptoren der Viren
gezielt auf bestimmte Gewebetypen zu beschrankebl)(6 Eine neuere und viel
versprechende Moglichkeit ist die spezifische Legtwler Viren mittels Tragerzellen. Dabei
wurden schon tumorspezifische T-Zellen (85), Staellem (98) und Tumorzellen (20)
eingesetzt. Auch T-regulatorische Zellen kdonntexn sils Tragerzellen eignen. Die Theorie
entspricht dabei einer Zell-vermittelten Viroimmuekstherapie. Bei dieser Art des
zellvermittelten Virustransfers konnte auch beobetciverden, dass die Wirtsimmunantwort
gegen das Virus umgangen werden konnte (84).

Die vorexistierende Immunitat vieler verwendetekalgtischer Viren erschwert zudem den
Einsatz fur die Virotherapie. Der Einsatz von Immupressiva konnte die Virotherapie
unterstitzen. Weitere Moglichkeiten zur Umgehung piéexistierenden Vektor-lmmunitat
ist die Verwendung von wenig verbreiteten Subtypiees onkolytischen Viruses.

Der alleinige virotherapeutische Ansatz erscheuntzeit noch nicht fir eine vollstandige
Eradikation eines Tumors klinisch verwendbar, weran die Heterogenitat von Tumoren in
Einzelpatienten betrachtet. Ein erfolgversprechemdesatz konnte auch die Kombination
verschiedenen onkolytischen Virusarten, wie Adenmyi Vesicular-Stomatitis-Virus (80),
Herpes Simplex Virus (69), Vaccinia Virus (70), Reos (19), Masernvirus (77) und
Parvovirus (67) sein. Durch den Einsatz verschiedevirusarten kann die spezifische
Immunantwort gegen den Tumor immer wieder erneduzrert und moglicherweise auch
amplifiziert werden. Die spezifische Immunantwogggn die Viren sollte dann eingeschrankt
sein.

Die klinische Relevanz eines onkolytische Virusesdwsich somit nur innerhalb eines
multiplen Krebstherapieansatzes mittels Kombinaioaus Strahlen-, Chemo-, Gen-, Zell-

und / oder Immuntherapien bewahren konnen.
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5 Materialien und Methoden

5.1 Materialien

5.1.1 Eukaryontische Zelllinien

293

A549

H1299

Hep3B

HepG2

Huh7

IMR-90

Humane, embryonale Nierenzelllinie (ATCC:ICRE573). Da diese Zelllinie durch
die stabile Integration der adenoviralen E1 Regioansformiert ist, wird sie
insbesondere zur Herstellung von replikationdefitia Adenoviren eingesetzt.

Humane Lungenepithelkarzinomzelllinie (ATCCCL-185). Die Zelllinie weist p53
wt Status auf.

Humane Lungenkarzinomzelllinie (ATCC: CB803).
Bei dieser Zelllinie ist p53 deletiert.

Humane, hepatozellulare KarzinomzellliheTCC: HB-8064). Die Zelllinie weist
homozygote p53-Deletion auf.

Hochdifferenzierte, humane HepatomzedlifATCC: HB-8065). Die Zelllinie
exprimiert p53wt.

Humane Hepatomzellinie. Die Zelllinie expiert die transkriptionell inaktive p53-
Mutante 220C (76).

Humane Lungenfibroblasten (ATCC: CCL-186)

5.1.2 Bakterienstamme

JM109

Ein modifizierteE. coli Stamm, der zur stabilen Replikation von Plasmiittenoher
Kopienzahl entwickelt wurde. Sie wurde sowohl zemisch kompetente als auch zu
elktrokompetente Bakterien verarbeitet. Genotyp: tRaD36 laclg A(lacZ)M15
proA+B+ /el4-(McrA-) A(lac-proAB) thi gyrA96 (Nalr) endAl hsdR17(rK-, mK+
relAl supE44 recAl (Gibco).

5.1.3 Mausstamme

NMRI-nu/nu

Mannliche, pathogenfreie Nacktméauss thzuchtstammes NMRI-nu/nu im Alter von
4 bis 8 Wochen aus dem zentralen Tierlabor der MBiék Gewicht betrug ca. 15-20 g

5.1.4 Plasmide (Zahlen in Klammern stellen Laborint  erne Bezeichnung dar)

pBlueScript - :

KS+ (pBS)
CMV-LacZ
Gal4KRAB

(2337)

prMinRGC-Luc

Klonierungsvektor mit T3- und T7-Promotor (Fa. &igene). Das Plasmid wurde im
Rahmen dieser Arbeit als Klonierungsvektor und\idesens-DNA zum Auffullen von
Transfektionsanséatzen verwendet.

. Der Expressionsvektor enthéalt das 3-Galactosidase@hter Kontrolle eines CMV-

Promotors. Er wurde zum Abgleich der Transfektidfidenz eingesetzt.

: Enthalt die cDNA fiir ein Fusionsprotein aus Gal4 i§RAB unter der Kontrolle de

p53-abhangigen Promotors prMin-RGC in pBS.

: Enthélt ein Luciferasegen unter der Kontrolle d&8-pbhangigen Promotors prMin-
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(1738)

prCMV,-Luc
(203)

psiCHECK™-2

A22E1A/E1B
(6402)

pAdHM4

Adp53sensor

K93

siScr

U6-shRfLuc

CMV-shRfLuc

prMinRGC-
shRfLuc

U6-miRfLuc

CMV-miRfLuc

prMinRGC-
miRfLuc

prE1A (5744)
hTertgal (6597)

hTert-Luc (102)

RGC in pGL2-Basic (Fa. Promega).

. Enthalt ein Luciferasegen unter der Kontrolle dékityp CMV-Promotors in pGL2-

Basic (Fa. Promega).

. Bizistronischer Vektor zur Bestimmung der Wirksaibkeon RNAi (Fa. Promega).

Enthéalt die beiden Luciferasegenegnilla und firefly. Das 3"-UTR derrenilla
Luciferase kann dabei gentechnisch so modifizientden, dass sie als Zielsequenz fir
shRNAs fungiert. Didirefly Luciferase dient als Transfektionseffizienzabgleich

: Enthallt die fur ein replikatives Adenovirus esselie rekombinante E1-Region von der

genetischen Position 626 bis 3510 ohne den E1A-Btmmin reverser Orientierung in
pHM3. E1A ist 22 AS N-terminal deletiert. Der Vektdiente als Zwischenvektor zur
Generierung von DNA-Abschnitten, die uber die Rktmssites|-Ceu | und Pi-Scel

in das Adenovirus-Backbone kloniert wurden.

. Enthalt das AdenoviruBackbonedes humanen Serotyp-5-Derivats der Mutante dI309.

Es weist eine Deletion im Bereich der E3- sowie B&rRegion auf. Uber disites I-
Ceul undPi-Scel kann in die ehemalige E1-Region kloniert werden.

‘Adenovirusvektor mit einer E1-Region unter der Kol eines Gal4-KRAB
reprimierbaren CMV-Promotors, einem IRES-GFP-Anhamgdie E1B-Region und
einer Gal4-KRAB-Expressionskassette unter der Kidletides prMinRGC-Promotors.

. ShuttleVektor mit einer E1-Region unter der Kontrolle einkTert-Promotors und

einem IRES-GFP-Anhang an die E1B-Region.

: Enthalt eineshort hairpin Nonsens8equenz unter der Kontrolle eines U6-Promotors in

PSR. Mit freundlicher Uberlassung von Dr. Mortimcorf.

: Expressionskonstrukte einahort hairpin RNA gegenfirefly Luciferase unter der

Kontrolle eines U6-Promotors in pBS. Die shRNA eétitleinen miR30-Loop und ist
gegen didirefly Sequenz GAUUUCGAGUCGUCUUAAUGU (105) gerichtet.

: Expressionskonstrukte eineshort hairpin RNA gegenfirefly Luciferase unter der

Kontrolle eines CMV-Promotors in pBS (s. U6-shRflL.uc

. Expressionskonstrukte einehort hairpin RNA gegenfirefly Luciferase unter der

Kontrolle eines prMinRGC-Promotors in pBS (s. UBRfihuc).

. Expressionskonstrukte einemicro RNA gegenfirefly Luciferase unter der Kontrolle

eines U6-Promotors in pBS. Die miRNA enthalt dieRB0-5"- und -3"-flankierenden
Bereiche aus pShagMagic (Fa. OpenBiosystems) miérejgegenfirefly Luciferase
gerichteten Sequenz (s. U6-shRfLuc) und einem miRS8§p.

. Expressionskonstrukte einemicro RNA gegenfirefly Luciferase unter der Kontrolle

eines CMV-Promotors in pBS. Die miRNA enthalt digR30-5"- und -3 -flankierenden
Bereiche aus pShagMagic (Fa. OpenBiosystems) miérejgegenfirefly Luciferase
gerichteten Sequenz (s. U6-shRfLuc) und einem miR&fp.

. Expressionskonstrukte einemicro RNA gegenfirefly Luciferase unter der Kontrolle

eines prMinRGC-Promotors in pBS. Die miRNA enthdie miR30-5"- und 3'-
flankierenden Bereiche aus pShagMagic (Fa. OpenBiems) mit einer gegédirefly
Luciferase gerichteten Sequenz (s. U6-shRfLuc)aindm miR30-Loop.

: Enthéalt den E1A-Promotor (Vektorsequenz 1 bis 54 BS.
:Enthalt den Gal4 reprimierbaren hTert-PromotorBsp

:Enthalt dasfirefly Luciferasegen unter der Kontrolle des hTert-Camenidtors in

pGL2.
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hTertgal-Luc

ElAgal-Luc

CMV 23gal-Luc

CMV gggal-Luc

SV40gal-Luc

EFlo (NW3455)

pIX (NW 5425)

SV40-Gal4dKRAB :

: Enthélt dasfirefly Luciferasegen unter der Kontrolle des rekombinantéd ertgal-

Promotors in pGL2

. Enthalt dadfirefly Luciferasegen unter der Kontrolle des Gal4-KRABrimperbaren

E1A Promotors in pGL2.

. Enthalt dadfirefly Luciferasegen unter der Kontrolle des Gal4-KRABrimperbaren

CMV 23-Promotors in pGL2.

: Enthalt dadfirefly Luciferasegen unter der Kontrolle des Gal4-KRABrimperbaren

CMV 4g-Promotors in pGL2.

: Enthalt dadfirefly Luciferasegen unter der Kontrolle des Gal4-KRABrimierbaren

SV40-Promotors in pGL2.

: Enthalt den ERd-Promotor mit einer MCS und einem polyA-StoppsigngdBS. Dient

zur Klonierung von Expressionskonstrukten.

. Enthalt das adenovirale Protein pIX unter der Kaligrdes EF&-Promotors.

Expressionskonstrukt des rekombinanten Gal4-KRABsidhsproteins unter der

Kontrolle des SV40 Promotors.

A22E1A . Expressionskonstrukt der adenoviralen E1A-Proteibei denen N-Terminal 22

(NW5022) Aminosauren deletiert sind, unter der Kontrolle E&4o-Promotors.

CARTAT . Expressionskonstrukt des rekombinanten CAR-TAT-énsiroteins unter der
Kontrolle des CMV-Promotors.

5.1.5 Im Rahmen dieser Arbeit konstruierte Plasmide (Zahlen in Klammern

stellen Laborinterne Bezeichnung dar)

5.1.5.1 Klonierung von short hairpin RNA-Expressionsvektare

prMinRGC . Enthalt den p53-abhéngigen Promotor prMinRGC mieeiMCS und einem polyA-
toppsignal in pBS. Der Vektor wurde als Basis generierte s
1833 S ignal in pBS. Der Vek de als Basis diie PCR i hRNA
Klonierungen. verwendet.
Nhel  Xbal
—[pinrice Lol Asog—
Xhol Spel

Die in dieser Arbeit im folgenden bezeichneten sARNnthalten eine mMRNA-Zielsequenz von etwa 212Bis
nt mit einem miR30-Loop und die 28 nt 5 sowie 2ilent 3 flankierenden Sequenzen des miR30-Systems.
Die shRNA-DNAs wurden als Oligonukleotide von der. MWG bestellt und per PCR aufgefiillt. Anschlie®en
wurde die vollstandige shRNA-DNA (ber die RestokisschnittstellerXho | und Spel in die entsprechenden
Schnittstellen des Plasmids prMinRGC kloniert. Aflachfolgenden shRNAs erhalten Zielgennamen und die
Sequenzposition.

Mit diesem Klonierungssystem konnten die so kldeiershRNA-DNAs Uber disitesNhel und Spel isoliert
und in dieNhel bzw. Spel site eines weiteren shRNA-Expressionskonstrukts klomierden. Damit konnten
Konkatemere von hintereinander folgenden shRNAsieht werden. Bei den folgenden Konstrukten werdien
shRNAs mit ihren Positionen im Expressionsystemisdhrer Zielgensequenz angegeben. Auf die Eirgidh
der Klonierung werden nicht weiter eingegangen. Olgosequenzen sind unter 5.1.8 zu finden. Fatthtn
erlautert steht die sShRNA-Expression unter der Kallet des p53-abhéngigen Promotors prMinRGC.
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shRScr-Kontroll Konstrukt

shRScr (1944)

shRfluc Konstrukte
p2260

p2299
p2317
p2343
p2379
p2424
p2429
p2443
p2343
p2993

7xshRScr

shRE1A-Konstrukte:
shRE1A-632
(2590)

ShRE1A-656
(3056)

ShRE1A-685
(2241)

ShRE1A-736
(2577)

ShRE1A-785
(3310)

ShRE1A-905
(3396)

U6-shRE1A-736
(7259)

Expressionskonstrukt einer Nonsense shRNA (shR8notgr der Kontrolle eines

prMinRGC-Promotors in pBS. Die shRScr-DNA wurde aiesn Konstrukt siScr mit
den Restriktionssites Spe | und Xba | in die Xlséé-des Vektors prMinRGC kloniert.

: Expressionskonstrukt von drei hintereinander fotlganshRScr.

: Expressionskonstrukt einer shRScr und upstreamLsitRf

: Expressionskonstrukt einer shRfLuc und upstreansSshR

. Expressionskonstrukt von drei shRScr und upstrdaRfilsic

: Expressionskonstrukt einer shRfLuc und upstrearstif@Scr.

. Expressionskonstrukt einer shRfLuc zwischen zwBiSr.

: Expressionskonstrukt zweier shRScr und upstrearfLsicR

: Expressionskonstrukt einer shRfLuc und upstreamzwveei shRScr.

: Expressionskonstrukt von drei shRScr und upstrdarfiLsic.

: Expressionskonstrukt von 6 hintereinander folgerstd®Scr und einem shRfLuc.

: Expressionskonstrukt von 7 hintereinander folgersteRScr.

. Expressionskonstrukt einer shRNA gegen die E1A-mRN#t der Zielsequenz

GAAGAGGTACTGGCTGATAAT

. Expressionskonstrukt einer shRNA gegen die E1A-mRN#t der Zielsequenz

CCACCTCCTAGCCATTTTGAA

. Expressionskonstrukt einer shRNA gegen die E1A-mRN#t der Zielsequenz

CCTTCACGAACTGTATGATTT

. Expressionskonstrukt einer shRNA gegen die E1A-mRN#t der Zielsequenz

GGAGGCGGTTTCGCAGATTTT

. Expressionskonstrukt einer shRNA gegen die E1A-mRN#Wt der Zielsequenz

GAAGGGATTGACTTACTCACTTTT

. Expressionskonstrukt einer shRNA gegen die E1A-mRNWt der Zielsequenz

GTACCGGAGGTGATCGATCTT

. Expressionskonstrukt einer shRNA gegen die ELIA-mRNAder Zielsequenzposition

736 unter der Kontrolle des humanen U6-Promotoes. 6-Promotor wurde aus dem
Konstrukt U6-shRfLuc Uber digites Sma und Spel isoliert und in dieSmal- und Nhe
I-sitesdes Vektors sShRE1A-736 (2577) kloniert.
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shRE4-Konstrukte:

shRE4-33041
(2960)

shRE4-33056
(3478)

shRE4-33126
(5587)

shRE4-33231
(2863)

ShRE4-33592
(5531)

shRE4-33623
(5558)

shRE4-33751
(2884)

shRE4-33934
(2898)

shRE1B-Konstrukte:

ShRE1B-3630
(6352)

shRE1B-3829
(6053)

shRE1B-3868
(6064)

shRpTp-Konstrukte:

shRpTp-9651
(6242)

shRpTp-9734
(6254)

shRpTp-9963
(6265)

shRpTp-9988
(6384)

. Expressionskonstrukt einer shRNA gegen alle E4-mBRNait der Zielsequenz

GGAATATAACACCTAAGAATA

. Expressionskonstrukt einer shRNA gegen alle E4-mBRNAit der Zielsequenz

GACAGGAAACCGTGTGGAATA

. Expressionskonstrukt einer shRNA gegen alle E4-mBRNAit der Zielsequenz

CTGGACAGCGACATGAACTTAA

. Expressionskonstrukt einer shRNA gegen die E4-mRIRF 2,3,4 und 6 mit der

Zielsequenz CCTATCCTGATGCACGATTAT

. Expressionskonstrukt einer shRNA gegen die E4-mRI&RF 2,3,4 und 6 mit der

Zielsequenz GGAGGTGGTGAATTACAACAT

. Expressionskonstrukt einer shRNA gegen die E4-mRI&RF 2,3,4 und 6 mit der

Zielsequenz CCATGTTTAATCAGAGGTTTATA

. Expressionskonstrukt einer shRNA gegen die E4-mRI&RF 2,3,4 und 6 mit der

Zielsequenz GAGCATGATGATCCATGGTTA

. Expressionskonstrukt einer shRNA gegen alle E4-mBRNait der Zielsequenz

CGAATGTAACACTTTGACAAT

. Expressionskonstrukt einer shRNA gegen die E1B- pid-mRNA mit der

Zielsequenz GGAAGCATTGTGAGCTCATAT

. Expressionskonstrukt einer shRNA gegen die E1B- ypid-mRNA mit der

Zielsequenz GGATTGTGACTGACTTTGCTTT

. Expressionskonstrukt einer shRNA gegen die E1B- ypid-mRNA mit der

Zielsequenz GCAGTGCAGCTTCCCGTTCAT

. Expressionskonstrukt einer shRNA gegen die pTp-mRWW der Zielsequenz

CGGAGTACCTACACAACAATT

. Expressionskonstrukt einer shRNA gegen die pTp-mRNMK der Zielsequenz

CCTTGCGACTGTGACTGGTTA

. Expressionskonstrukt einer shRNA gegen die pTp-mRNMA der Zielsequenz

GGTAGAAAGGCTCATGCAAGA

. Expressionskonstrukt einer shRNA gegen die pTp-mRW der Zielsequenz

CAAGAGGAAGGAGAAGAAGAA

shRAdpol-Konstrukte:

shRAdpol-6178

(4348)

shRAdpol-6361

(4358)

shRAdpol-6786

(4384)

: Expressionskonstrukt einer shRNA gegen die pTp- uuapol-mRNA mit der

Zielsequenz CGGGCCAGGTGAATATCAAAT

: Expressionskonstrukt einer shRNA gegen die pTp- uuapol-mRNA mit der

Zielsequenz GCGAATACGTGCAGCTAAACAT

. Expressionskonstrukt einer shRNA gegen die pTp- uuapol-mRNA mit der

Zielsequenz CTACCCTACATATCTTGGAATA
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Expressionsvektoren von mehrfach shRNA gegen adericadle mRNAS

ShRE1A-2x736

shRE1A-2x788

KF26

KF46

KF54

KF92

KF104

KF127

:Expressionskonstrukt zwei hintereinander kloniegBRNAs gegen die E1A-mRNA

mit der Zielsequenzposition 736.

:Expressionskonstrukt zwei hintereinander kloniegBRNAs gegen die E1A-mRNA

mit der Zielsequenzposition 785.

. Expressionskonstrukt zwei hintereinander kloniegBRNAs gegen die E1IA-mRNA

mit den Zielsequenzpositionen 785 und 736.

. Expressionskonstrukt zwei hintereinander kloniestetRNAs gegen die E4-mRNA mit

den Zielsequenzpositionen 33056 und 33623.

. Expressionskonstrukt zwei hintereinander kloniestdRNA gegen die pTp- und Adpol-

MRNA mit den Zielsequenzpositionen 9651 und 6361.

. Expressionskonstrukt drei hintereinander kloniestdRNAs gegen die E1A- und E1B-

MRNA mit den Zielsequenzpositionen 785, 736 undi363

: Expressionskonstrukt vier hintereinander kloniegeRNAs gegen die E4-, pTp- und

Adpol-mRNA mit den Zielsequenzpositionen 33056,3380651 und 6361.

: Expressionskonstrukt 7 hintereinander kloniertd?dAs gegen die E1A-, E1B-, pIX-,

E4-, pTp- und Adpol-mRNA mit den Zielsequenzposiga 785, 736, 3630, 33056,
33623, 9651 und 6361.

5.1.5.2 Klonierung von psiCHECK-Derivaten

psiCheck-E1A

psiCheck-E1B

psiCheck-E4-1

psiCheck-E4-2

psiCheck-pTp

psiCheck-Adpol

: Expressionskonstrukt einerenilla Luciferase, die im 3-UTR Bereich das

Adenovirusgenomfragment des Sequenzbereichs 54926ienthalt. Dazu wurde das
Fragment durch PCR mit den Primern Fw-Xho I-E1A-b#tl Rev-Not I-E1A-926 aus
dem Adenovirusvektor Adp53sensor regeneriert. therauf diese Weise erhaltenen
Xho I- und Not I-Restriktionsschnittstellen an den Termini des FERgments konnte
eine Klonierung in die entsprechendstesdes Vektors psiCHECK erfolgen.

:Expressionskonstrukt einerenilla Luciferase, die im 3-UTR Bereich ein

Adenovirusgenom fragment des Sequenzbereichs 38080dY0 enthalt. Verfahren
analog zu psiCheck-E1A bei Verwendung des PrimegsaBw-Xho I-E1B-3608 und
Rev-Not I-E1B-3470.

:Expressionskonstrukt einerenilla Luciferase, die im 3-UTR Bereich den

Adenovirusgenomfragment des Sequenzbereichs 33#0@2881 antisenseenthalt.
Verfahren analog zu psiCheck-E1A bei Verwendung Rieserpaares Fw-Xho [-E4-
33400 und Rev-Not |-E4-32881.

:Expressionskonstrukt einerenilla Luciferase, die im 3-UTR Bereich den

Adenovirusgenomfragment des Sequenzbereichs 348933381 antisenseenthalt.
Verfahren analog zu psiCheck-E1A bei Verwendung Rleserpaares Fw-Xho |-E4-
34097 und Rev-Not |-E4-33381.

:Expressionskonstrukt einerenilla Luciferase, die im 3-UTR Bereich den

Adenovirusgenomfragment des Sequenzbereichs 10&18365 antisenseenthalt.
Verfahren analog zu psiCheck-E1A bei Verwendung Besnerpaares Fw-Xho |
AdpTP-10214 und Rev-Not | AdpTP-9365.

: Expressionskonstrukt einerenilla Luciferase, die im 3-UTR Bereich den

Adenovirusgenomfragment des Sequenzbereichs 68896b06 antisense enthalt.
Verfahren analog zu psiCheck-E1A bei Verwendung Besnerpaares Fw-Xho |-
AdPol-6809 und Rev-Not I-AdPol-6106.
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5.1.5.3 Klonierung von Expressionsvektoren adenoviraler Reme

E1A (S7)

E1B-55K (S1)

E1B-156R (S8)

E4 (S3)

. Expressionskonstrukt der adenoviralen E1A-Proteinger der Kontrolle des Ek1

Promotors. Dazu wurde das E1A-Fragment durch PGRIem Primern Fw-Spe I-E1A
und Rev-Not I-E1A aus dem Adenovirusvektor Adp53serregeneriert und in die
entsprechendesitesdes Vektors EFd kloniert.

: Expressionskonstrukt der adenoviralen E1B-Proteinger der Kontrolle des Eki

Promotors. Dazu wurde das E1A-Fragment durch PGRiem Primern Fw-Spe I-E1B
und Rev-Not I-E1B aus dem Adenovirusvektor Adp53serregeneriert und in die
entsprechendesitesdes Vektors EFRd kloniert.

:Expressionskonstrukt des adenoviralen E1B156R-iPotanter der Kontrolle des

EFla-Promotors. Dazu wurde das Fragment durch PCR enitRiimern Fw-Spe I-E1B
und Rev-Not I-E1B aus cDNA aus der Zelllinie 293ratu Gelextraktion der
entsprechenden SpleilRvariante gewonnen und inrdgprechendesitesdes Vektors
EFla kloniert.

: Expressionskonstrukt des adenoviralen E4-ORF6-Potenter der Kontrolle des

EFlo-Promotors. Dazu wurde das Fragment durch PCR emtRfimern Fw-Spe |-E4
und Rev-Not I-E4 aus dem Adenovirusvektor Adp53seregeneriert und in die
entsprechendesitesdes Vektors EFRd kloniert.

5.1.5.4 Klonierung proviraler Shuttlevektoren

p7606

prE1A-
A22E1A/E1B

prE1A-
A22E1A/E1B3’

prE1A-
A22E1A3’/
E1B3’

prhTertgal-
A22E1A/E1B

prhTertgal-
A22E1AJE1B-
156R

: Enthélt die rekombinante adenovirale E1l-Region mrtter Kontrolle des hTert-

Promotors. Die E1B-mRNA-Sequenz wurde im 3°-UTR ndiér adenoviralen
Vektorsequenz von 3614 bis 3661 erganzt, um einBE$B-3630-abhangige
Reprimierung zu ermdglichen. Dazu wurden die Oligdeotide 3"-UTR E1B-s und
3’'UTR E1B-as annealt und UbEcoR | und Not | in den Vektor K93 anstelle des
IRES-GFP-Fragments kloniert.

. Enthalt die rekombinante adenovirale E1-Region murder Kontrolle des E1A-

Promotors. Der Promotor wurde aus dem Plasmid pré&&Z44) tbetXbal und Xholl
in dieNhel undXhol des Plasmida22E1A/E1B kloniert.

. Enthalt die rekombinante E1-Region unter der Kdigrales E1A-Promotors mit

erweiterter DNA-Sequenz im 3-UTR der E1B-Regionit Mer Erweiterung des
3’'UTRs im E1B-Gen, um eine shRE1B-3630-abhangigaiRéerung zu ermoglichen.
Dazu wurde das DNA-Fragment niicoR | undMlu | aus p7606 isoliert und in die
entsprechendesitesdes Vektors prE1A22E1A/E1B kloniert.

. Enthalt die rekombinante E1-Region unter der Kdigrales E1A-Promotors mit

erweitertem E1B- und E1A- 3"-UTR. Zur Erh6hung &&tAi-Effizienz wurde das 3’-
UTR im E1A-Gen mit den Zielsequenzen fur shRE1A;/8RE1A-785 und shRE1B-
3630 versetzt. Dazu wurden die partial Uberlapper@igonucleotide 3"-UTR E1A-s
und 3"-UTR E1A-as annealt und mit der Herculase ERblymerase aufgefillt. Das so
generierte DNA-Fragment wurde anschlieBend tbersitis Smd und Hpa | in die
Hpal-sitedes Vektors prE1A22E1A/E1B3” koniert.

. Enthalt die rekombinante adenovirale E1-Region murder Kontrolle des Gal4

reprimierbaren hTert-Promotors (hTertgal). Der Rston wurde aus dem Plasmid
hTertgal (6597) UbeBpel undXhol in die Nhel und Xhol des Plasmida22E1A/E1B
kloniert.

. Enthalt die rekombinante adenovirale E1-Region rudigr Kontrolle des hTertgal-

Promotors, wobei die E1B-Region nur aus der Exppaster E1B156R-SpleiRvariante
besteht. Das DNA-Fragment wurde aus dem KonstraB-E56R (S8) UbeNcol und
Not | isoliert und in die entsprechendsitesdes Konstrukts prhTertgal22E1A/E1B
einkloniert.
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Shuttle-iREP-C

Shuttle-iIREP-1

Shuttle-iREP-2

Shuttle-p53T-C

Shuttle-p53T

Shuttle-p53T-
156R-C

Shuttle-p53T-
156R

:Enthalt die rekombinante adenovirale E1-Region eniteitertem E1B-3"-UTR unter

der Kontrolle des E1A-Promotors und einer p53-agigen shRScr-
ExpressionskassetteDie  shRScr-Expressionseinheit wurde aus dem Kokistru

7xshRScr miSmal und EcoRYV isoliert und in dieMlu | mit anschlielendem Klenow-
fill-in des Vektors prE1A22E1A/E1B3 liber einblunt-endLigation einkloniert.

:Enthalt die rekombinante adenovirale E1-Region eniteitertem E1B-3"-UTR unter

der Kontrolle des E1A-Promotors und einer p53-agigen shRNA-
Expressionskassette gegen adeniovirale mRNAs. IR&A-Expressionseinheit wurde
aus dem Konstrukt KF127 miBmal und EcoR V isoliert und in dieMlu | mit
anschlieendem Klenofill-in des Vektors prE1A22E1A/E1B3 Uber einblunt-end
Ligation einkloniert.

:Enthalt die rekombinante adenovirale E1-Region eniteitertem E1A- und E1B-3’-

UTR unter der Kontrolle des E1A-Promotors und eip&3-abhéngigen shRNA-
Expressionskassette gegen adeniovirale mRNAs. IR&A-Expressionseinheit wurde
aus dem Konstrukt KF127 miBmal und EcoR V isoliert und in dieMlu | mit
anschlieBendem Klenofil-in des Vektors prE1A22E1A3/E1B3" liber einblunt-
endLigation einkloniert.

:Enthalt die rekombinante adenovirale E1-Region murder Kontrolle des Gal4

reprimierbaren hTert-Promotors (hTertgal) und eingb3-abhdngigen shRScr-
Expressionskassette. Die shRScr-Expressionseinheitde aus dem Konstrukt
7xshRScr mitSmal und EcoRYV isoliert und in dieEcoRV des Vektors prhTertgal-
A22E1AJ/E1B uber einblunt-endLigation einkloniert.

:Enthalt die rekombinante adenovirale E1-Region murder Kontrolle des Gal4

reprimierbaren hTert-Promotors (hTertgal) und eipé&B3-abhangigen Gal4-KRAB-
Expressionskassette. Die Gal4-KRAB-Expressionséinivarde aus dem Konstrukt
p2337 mitkpn | und Sacl isoliert und nach anschlieBendem Klenfilwin in die ECOR
V-sitedes Vektors prhTertgai22E1A/E1B Uber einblunt-endLigation einkloniert.

. Enthalt die rekombinante adenovirale E1-Region murder Kontrolle des Gal4

reprimierbaren hTert-Promotors (hTertgal) und eingb3-abhdngigen shRScr-
Expressionskassette. Die shRScr-Expressionseinheitde aus dem Konstrukt
7xshRScr mitSmal und EcoRYV isoliert und in dieEcoRV des Vektors prhTertgal-
A22E1A/E1B-156R uber eingdunt-endLigation einkloniert.

. Enthalt die rekombinante adenovirale E1-Region murder Kontrolle des Gal4

reprimierbaren hTert-Promotors (hTertgal) und eipé&B3-abhangigen Gal4-KRAB-
Expressionskassette. Die Gal4-KRAB-Expressionséinivarde aus dem Konstrukt
p2337 mitkpn | und Sacl isoliert und nach anschlieBendem Klenfilwin in die ECOR
V-site des Vektors prhTertgal22E1A/E1B-156R (ber eineblunt-endLigation
einkloniert.

5.1.5.5 Klonierung adenoviraler Verktoren

pAd-iREP-C
(EG8166)

pAd-iREP-1
(EG8202)

pAd-iREP-2
(EG9427)

pAd-p53T-C

. Dieses rekombinante Adenovirusplasmid enthalt digré&ssionseinheiten des Plasmids

Shuttle-iREP-C. Die Klonierung erfolgte tber Rddtan mit I-Ceuund PlScel und
Ligation mit dem Vektor pAdHMA4,

: Dieses rekombinante Adenovirusplasmid enthélt digréssionseinheiten des Plasmids

Shuttle-iREP-1. Die Klonierung erfolgte Uber Rddtan mit I-Ceuund PIScel und
Ligation mit dem Vektor pAdHMA4.

: Dieses rekombinante Adenovirusplasmid enthélt digré&ssionseinheiten des Plasmids

Shuttle-iREP-2. Die Klonierung erfolgte Uber Rddtan mit I-Ceuund PlScel und
Ligation mit dem Vektor pAdHM4,

. Dieses rekombinante Adenovirusplasmid enthalt digr&ssionseinheiten des Plasmids



Materialien und Methoden 69

(EG8241)

pAd-p53T
(EB8311)

pAd156R-p53T-C
(EG8822)

pAd156R-p53T
(EG8917)

Shuttle-p53T-C. Die Klonierung erfolgteetitRestriktion mit ICeuund PlScel und
Ligation mit dem Vektor pAdHMA4.

. Dieses rekombinante Adenovirusplasmid enthalt digré&ssionseinheiten des Plasmids

Shuttle-p53T. Die Klonierung erfolgte tUber Restdkt mit I-Ceu und PlScel und
Ligation mit dem Vektor pAdHM4,

Dieses rekombinante Adenovirusplasmid enthélt dier&ssionseinheiten des Plasmids
Shuttle-p53T-156R-C. Die Klonierung erfolgte tibersRiktion mit -Ceuund PlScel
und Ligation mit dem Vektor pAdHM4.

. Dieses rekombinante Adenovirusplasmid enthélt digré&ssionseinheiten des Plasmids

Shuttle-p53T-156R. Die Klonierung erfolgte Uber ®&ton mit 1-Ceuund PlScel
und Ligation mit dem Vektor pAdHM4.

5.1.6 Adenoviren

Ad-LacZ

ONYX-015

Ad-wt

Adp53sensor (3)

Ad-CAR. - TAT
(5091)

: Enthalt das Gen der R-Galactosidase unter der &lntdes CMV-Promotors. Das

hierbei verwendete replikationsdefiziente Adenovides humanen Serotyps-5 ist ein
Derivat der Mutante dI309 und weist eine DeletionBereich der E3- sowie der E1-
Region auf. Die E1-Deletion ist entscheidend fie &eplikationsdefizienz. Dieses
Virus ist fUr die Propagation auf die permissivdlldge 293 angewiesen. Das Virus
wurde freundlicherweise von Dr. D. Brenner und BrStreetz Uberlassen. Bei diesem
Virus wurde durch homologe Rekombination mit einpatCMV-Vector das LacZ-
Transgen in das virale Genom eingefuhrt.

: Adenovirusderivat der Mutante dI309 mit einer wete Deletion des E1B-55K-

Proteins.

. Adenovirus des humanen Serotyps-5.

Enthalt den Repressor GAL4-KRAB unter der Kontralles p53-abhangigen prMin-

RGC-Promotors. Rekombinantes Adenovirus des hum&eeotyp 5. Die E3-Region
ist deletiert und die E1-Region steht unter der tkalle des Gal4 reprimierbaren
Promotors CMVgal.

. Ein nicht-replikatives Adenovirus mit der Expressiassette des Fusionsproteins

CAR.-TAT unter der Kontrolle des CMV-Promotors.

5.1.7 Im Rahmen dieser Arbeit generierte Adenoviren

Ad-iREP-C

Ad-iIREP-1

Ad-iIREP-2

Ad-p53T-C

Ad-p53T

: Replikatives Adenovirus, welches eine p53-abhangitdRScr-Expressionskassette

enthélt. Wurde aus dem Plasmid pAd-iREP-C (EG8beékriert.

: Replikatives Adenovirus, welches eine p53-abhang&NA-Expressionskassette

gegen adenovirale mMRNAs enthalt. Wurde aus dennitlapAd-iREP-1 (EG8202)
generiert.

: Replikatives Adenovirus, welches eine p53-abhang&NA-Expressionskassette

gegen adenovirale mRNAs enthalt. Wurde aus dennitlapAd-iREP-2 (EG9427)
generiert.

: Replikatives Adenovirus, welches eine p53-abhangitdRScr-Expressionskassette

enthélt. Wurde aus dem Plasmid pAd-p53T-C (EG88éhgriert.

. Replikatives Adenovirus, welches eine p53-abhéngigal4-KRAB-Expressions-

kassette enthalt. Wurde aus dem Plasmid pAd-p5&B8&1) generiert.
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Ad156R-p53T-C

Ad156R-p53T

:Replikatives Adenovirus, welches eine p53-abhangigdRScr-Expressionskassette

enthélt. Wurde aus dem Plasmid pAd156R-p53T-C (E3B8§eneriert.

: Replikatives Adenovirus, welches eine p53-abhangigal4-KRAB-Expressions-

kassette enthalt. Wurde aus dem Plasmid pAd156R-(5G8311) generiert.

5.1.8 Oligonukleotide

Alle Oligonukleotide wurden bei der Firma MWG, ESeerg bezogen. Die Sequenzangabe ist stets in 5'-3
Richtung dargestellt.

Oligonukleotide zur shRNA generierung

fwXhoshR
revSpeshR
shRfLuc774-fw
shRfLuc774-rev
ShRE1A-632-fw
ShRE1A-632-rev
ShRE1A-656-fw
ShRE1A-656-rev
ShRE1A-685-fw
ShRE1A-685-rev
ShRE1A-736-fw
ShRE1A-736-rev
ShRE1A-785-fw
ShRE1A-785-rev
ShRE1A-905-fw
ShRE1A-905-rev
shRE4-33041-fw
ShRE4-33041-rev
ShRE4-33056-fw
shRE4-33056-rev
ShRE4-33126-fw
ShRE4-33126-rev
shRE4-33231-fw

shRE4-33231-rev

TTCTCGAGAAGGTATATTGCTGTTGACAGTGAGCG
AAAACTAGTGAATTCCGAGGCAGTAGGCA
GGTATATTGCTGTTGACAGTGAGCGAGAUUUCGAGUGUCUUAAUGUG
TGAAGCCACAGATGAC
GAATTCCGAGGCAGTAGGCACGAUUUCGAGUCGUMAAUGUCATCT
GTGGCTTCACACATTAAGA
GGTATATTGCTGTTGACAGTGAGCGAGAAGAGGTACEGCTGATAATG
TGAAGCCACAGATGAT
GAATTCCGAGGCAGTAGGCACGAAGAGGTACTGGGATAATCATCTG
TGGCTTCACATTATCAGC
GGTATATTGCTGTTGACAGTGAGCGACCACCTCCTAXATTTTGAAGT
GAAGCCACAGATGTT
GAATTCCGAGGCAGTAGGCACCCACCTCCTAGCCATTGAACATCTGT
GGCTTCACTTCAAAATG
GGTATATTGCTGTTGACAGTGAGCGACCTTCACGAAGSTATGATTTGT
GAAGCCACAGATGAA
GAATTCCGAGGCAGTAGGCACCCTTCACGAACTGTASATTTCATCTGT
GGCTTCACAAATCATAC
GGTATATTGCTGTTGACAGTGAGCGAGGAGGCGGTTGCAGATTTTGT
GAAGCCACAGATGAA
GAATTCCGAGGCAGTAGGCACGGAGGCGGTTTCGGATTTTCATCTGT
GGCTTCACAAAATCTGC
GGTATATTGCTGTTGACAGTGAGCGAGAAGGGATTGBTTACTCATCTT
TGTGAAGCCACAGATGAA
GAATTCCGAGGCAGTAGGCACGAAGGGATTGACTTA CATCTTTCATC
TGTGGCTTCACAAAGATGAG
GGTATATTGCTGTTGACAGTGAGCGAGTACCGGAGEATCGATCTTGT
GAAGCCACAGATGAA
GAATTCCGAGGCAGTAGGCACGTACCGGAGGTGABATCTTCATCTGT
GGCTTCACAAGATCGAT
GGTATATTGCTGTTGACAGTGAGCGAGGAATATAABCCTAAGAATAG
TGAAGCCACAGATGTA
GAATTCCGAGGCAGTAGGCACGGAATATAACACRIRGAATACATCTG
TGGCTTCACTATTCTTAG
GGTATATTGCTGTTGACAGTGAGCGAGACAGGAAANTGTGTGGAATAG
TGAAGCCACAGATGTA
GAATTCCGAGGCAGTAGGCACGACAGGAAACCGTGGAATACATCTG
TGGCTTCACTATTCCACA
GGTATATTGCTGTTGACAGTGAGCGACTGGACAGREATGAACTTAA
GTGAAGCCACAGATGTT
GAATTCCGAGGCAGTAGGCACCTGGACAGCGACBRACTTAACATCT
GTGGCTTCACTTAAGTTCA
GGTATATTGCTGTTGACAGTGAGCGACCTATCCTASCACGATTATGT
GAAGCCACAGATGAT
GAATTCCGAGGCAGTAGGCACCCTATCCTGATGCSATTATCATCTGT
GGCTTCACATAATCGTG
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ShRE4-33592-fw
ShRE4-33592-rev
shRE4-33623-fw
ShRE4-33623-rev
SshRE4-33751-fw
SshRE4-33751-rev
ShRE4-33934-fw
ShRE4-33934-rev
shRE1B-3630-fw
shRE1B-3630-rev
shRE1B-3829-fw
SshRE1B-3829-rev
shRE1B-3868-fw
shRE1B-3868-rev
shRpTp-9651-fw
shRpTp-9651-rev
shRpTp-9734-fw
shRpTp-9734-rev
shRpTp-9963-fw
shRpTp-9963-rev
shRpTp-9988-fw
shRpTp-9988-rev
shRAdpol-6178-fw
shRAdpol-6178-rev
shRAdpol-6361-fw
shRAdpol-6361-rev
shRAdpol-6786-fw

shRAdpol-6786-rev

GGTATATTGCTGTTGACAGTGAGCGAGGAGGTGGMATTACAACATG
TGAAGCCACAGATGAT
GAATTCCGAGGCAGTAGGCACGGAGGTGGTGAAARTAACATCATCTG
TGGCTTCACATGTTGTAA
GGTATATTGCTGTTGACAGTGAGCGACCATGTTTARCAGAGGTTTATA
GTGAAGCCACAGATGTA
GAATTCCGAGGCAGTAGGCACCCATGTTTAATCAGGTTTATACATCT
GTGGCTTCACTATAAACCT
GGTATATTGCTGTTGACAGTGAGCGAGAGCATGATAI CCATGGTTAGT
GAAGCCACAGATGTA
GAATTCCGAGGCAGTAGGCACGAGCATGATGAT@CTGGTTACATCTGT
GGCTTCACTAACCATGG
GGTATATTGCTGTTGACAGTGAGCGACGAATGTAARCTTTGACAATGT
GAAGCCACAGATGTA
GAATTCCGAGGCAGTAGGCACCGAATGTAACACTGACAATCATCTGT
GGCTTCACATTGTCAAA
GGTATATTGCTGTTGACAGTGAGCGAGGAAGCATTGBSAGCTCATATGT
GAAGCCACAGATGAT
GAATTCCGAGGCAGTAGGCACGGAAGCATTGTGAII CATATCATCTGT
GGCTTCACATATGAGCT
GGTATATTGCTGTTGACAGTGAGCGAGGATTGTGAGACTTTGCTTTG
TGAAGCCACAGATGAA
GAATTCCGAGGCAGTAGGCACGGATTGTGACTGATTGCTTTCATCTG
TGGCTTCACAAAGCTTAG
GGTATATTGCTGTTGACAGTGAGCGAGCAGTGCAQUCCCGTTCATGT
GAAGCCACAGATGAT
GAATTCCGAGGCAGTAGGCACGCAGTGCAGCTTCGTTCATCATCTGT
GGCTTCACATGAACGGG
GGTATATTGCTGTTGACAGTGAGCGACGGAGTACALCACAACAATTGT
GAAGCCACAGATGAA
GAATTCCGAGGCAGTAGGCACCGGAGTACCTACABCAATTCATCTG
TGGCTTCACAATTGTTGT
GGTATATTGCTGTTGACAGTGAGCGACCTTGCGAGITGACTGGTTAGT
GAAGCCACAGATGTA
GAATTCCGAGGCAGTAGGCACCCTTGCGACTGTGAGGTTACATCTGT
GGCTTCACTAACCAGTC
GGTATATTGCTGTTGACAGTGAGCGAGGTAGAAAGGICATGCAAGAG
TGAAGCCACAGATGTC
GAATTCCGAGGCAGTAGGCACGGTAGAAAGGCTO/SCAAGACATCTG
TGGCTTCACTCTTGCATG
GGTATATTGCTGTTGACAGTGAGCGACAAGAGGAAGAGAAGAAGAA
GTGAAGCCACAGATGTT
GAATTCCGAGGCAGTAGGCACCAAGAGGAAGGABIGAAGAACATCT
GTGGCTTCACTTCTTCTTC
GGTATATTGCTGTTGACAGTGAGCGACGGGCCAET GAATATCAAATG
TGAAGCCACAGATGAT
GAATTCCGAGGCAGTAGGCACCGGGCCAGGTABRATCAAATCATCTG
TGGCTTCACATTTGATAT
GGTATATTGCTGTTGACAGTGAGCGAGCGAATAGTGCAGCTAAACAT
GTGAAGCCACAGATGAT
GAATTCCGAGGCAGTAGGCACGCGAATACGT@AGCTAAACATCATCT
GTGGCTTCACATGTTTAGC
GGTATATTGCTGTTGACAGTGAGCGACTACCCTRATATCTTGGAATAG
TGAAGCCACAGATGTA
GAATTCCGAGGCAGTAGGCACCTACCCTACATIATTGGAATACATCTG
TGGCTTCACTATTCCAAG

Oligonukleotide zur Generierung von psiCHECK™-2-Derivate

Fw-Xho I-E1A-541
Rev-Not I-E1A-926

Fw-Xho I-E1B-3608

CCCCTCGAGTCCGACACCGGGACTGAA
GGGCGGCCGCTAAGATCGATCACCTCCG
CCCTCGAGCATGAGCACCAACTCGTTTGATGG
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Rev-Not I-E1B-4070
Fw-Xho 1-E4-33400
Rev-Not I-E4-32881
Fw-Xho I-E4-34097
Rev-Not I-E4-33381
Fw-Xho | AdpTP-10214
Rev-Not | AdpTP-9365
Fw-Xho I-AdPol-6809
Rev-Not I-AdPol-6106

GGGCGGCCGCGATCCAAATCCAAACAGAGTGIG
CCCTCGAGCTGTGCTGATTTAAGTGAGA
GGGCGGCCGCAGATCACCGTACCATAATCA
CCCTCGAGCTGGTTTTGCTTCAGGAAAT
GGGCGGCCGCTCTCACTTAAATCAGCACAG
CCCTCGAG ACTTAC ACC ATC AAC AEGGC GCA
GGGCGGCCGCCTTCAATCTCCTCTTCCAABGG
CCCCTCGAGCAGCATCCGCGGTGGAAGATG
GGGGCGGCCGCAAGCGGGCATGACTTCTGC

Oligonukleotide zur Generierung von Expressionsvekiren von adenoviralen Proteinen

Fw-Spe I-E1A
Rev-Not I-E1A
Fw-Spe I-E1B
Rev-Not I-E1B
Fw-Spe I-E4
Rev-Not I-E4

GGGACTAGTAAAATGAGACATATTATCTGCCACGG
AAGCGGCCGCTTATGGCCTGGGGCGTTTACA
GGGACTAGTATGGAGCGAAGAAACCCATCT
AAGCGGCCGCTCAATCTGTATCTTCATCGCTAGA
GGGACTAGTATGACTACGTCCGGCGTTCCA
AAGCGGCCGCTACATGGGGGTAGAGTCATA

Oligonukleotide zur 3"-UTR-Klonierung

3'UTR E1B-s

3'UTR E1B-as

3'UTR E1A-s

3'UTR El1A-as

GGGGAATTCACCAACTCGTTTGATGGAAGCATTGTGAGICATATTTGA
CAACGCGCGGLCLeGeeee

GGGGCGGCCGCGCGTTGTCAAATATGAGCTCACAATGTCCATCAAA
CGAGTTGGTGAATTCCCC

GGGTTAACACACAGGAGGCGGTTTCGCAGATTTTTACABCAGAAGGG
ATTGACTTACTCATC

CCCCCGGGTCTCATATGAGCTCACAATGCTTCCTGTGTAAAGATGAG
TAAGTCAATCCCTTC

Oligonukleotide zur quantitativen PCR adenoviralerDNA

Hex-fw
Hex-rev
Hex-Sonde (FAM/BHQ)

TGCCTTTACGCCACCTTCTTC
CGGGTATAGGGTAGAGCATGTTG
CCACAACACCGCCTCCACGCTTGA

Oligonukleotide zur reversen Transkription

Oligo-dT
E1A-rev
E1B-rev
pTp-rev
Fiber-rev
VA l-rev

[TTTTTTTTTTTTTTTG/A/ITIC
CGTCGTCACTGGGTGGAAA
GTCCAGGCTTCCACACAGGTA
TGCACCTGCGTGAGGGTAG
CAAGTATTTGACTGCCACATTTTGT
GGTCGTCCGCCATGATACC

Oligonukleotide zur quantitativen PCR von cDNA

GAPDH-fw
GAPDH-rev
E1A-fw
E1A-rev
E1B-fw
E1B-rev
Fiber-fw
Fiber-rev
pTp-fw
pTp-rev
VA |-fw

VA |-rev

TGGGCTACACTGAGCACCAG
GGGTGTCGCTGTTGAAGTCA
GCCGGAGCAGAGAGCCTT
CGTCGTCACTGGGTGGAAA
GGCCCCAATTTTAGCGGTAC
GTCCAGGCTTCCACACAGGTA
TTTGTGGACCACACCAGCTC
CAAGTATTTGACTGCCACATTTTGT
AACTGGTCCGTTATGGCCAA
TGCACCTGCGTGAGGGTAG
CTCTTCCGTGGTCTGGTGGA
GGTCGTCCGCCATGATACC

Sequenzierprimer pBluescript KS-Derivate

T7
T3

GTAATACGACTCACTATAGGGC
AATTAACCCTCACTAAAGGG
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Sequenzierprimer fiir psiCHECK ™-2-Derivate

rLuc3’'UTR CAGCCAGGAGGACGCTCCAGA
E1B-3331-fw TCTGGAAGGTGCTGAGGTACGATG

5.1.9 Antikorper

Rabbit Anti-E1A (polyklonal)
Rabbit Anti-GAL4-DBD X
Anti-Rabbit IgG (HRP-linked)

5.1.10 Chemikalien

Aceton

Acrylamid/Bisacrylamid (30 %/0,8 %)
40 % Acrylamid/Bisacrylamid (19:1)
Agarose (Electrophoresis grade)
Ammoniumacetat

Ammoniumsulfat

Ampicillin

Aprotinin

ATP

3-Mercaptoethanol

Agar noble

Hefeextrakt

Bacto-Tryptone

BES (N,N-bis (2-Hydroxyethyl)-2 aminoethansulfonsgu
Bromphenolblau

BSA (Bovines Serumalbumin)
Calciumchlorid

Carbenicillin

Céasiumchlorid

Chloroform

Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dithiothreitol (DTT)

dNTPs

DMEM with Glutamax-I

EDTA (N,N;N‘,N‘-Ethylendiamintetraacetat)
Essigsaure

Ethanol

Ethidiumbromid

Glycerol

Glycylglycin

Glycin

Hepes(2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)ethansui$aure)

Isopropanol

Kaliumchlorid
Kaliumhexacyanoferrat (I1)
Kaliumhexacyanoferrat (111)
Lipofectaminé™
Luciferin-Natriumsalz
Lysozym
Magnesiumchlorid
Magnesiumsulfat
Magermilchpulver
Methanol.

MOPS (3-(N-Morpholin)propansulfonsaure
Natriumhydroxid
Natriumacetat

Santa Cruz
Santa Cruz
Cell Signaling

Merck
Roth
Gibco

Gibco

AppliChem

Merck

Sigma

Sigma

Sigma

Sigma

Gibco

Gibco

Gibco

Sigma

Serva

Serva

Merck

Serva

Sigma

J.T.Baker

Sigma

Sigma

Applichem

Gibco
Merck

J.T.Baker

J.T.Baker

Sigma

Serva

Sigma

AppliChem

ICN

J.T. Baker

Merck

Merck

Merck

Invitrogen

AppliChem

Sigma

Merck

Merck

Serva

J.T.Baker

Sigma

Merck

AppliChem
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Natriumchlorid

Natriumdodecylsulfat

Natriumfluorid

Natriumvanadat

Nonidet-P-40 (NP-40)

ONPG (o-Nitrophenyl-3-D-Galactopyranosid)
PBS (phosphate buffered saline)
Penicillin/Streptomycin
Poly(dIl-dC)-Poly(dl-dC)

Polyethylenglycol 8000 (PEG-8000)
Roti-Blue

Rotiphenol/Chloroform

RPMI 1640

Saccharose

Salzsaure

TEMED (N,N,N,N -Tetramethylethylendiamin)
TLCK (N-p-Tosyl-L-Lysin-Chloromethylketon)
TPCK (N-Tosyl-L-Phenylalanin-Chloromethylketon)
Tris (Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan)
Triton-X-100

Trypsin

Tryptose phosphate broth

Tween 20

X-gal (5-Bromo 4-chloro 3-indolyl-Galactosid
Xylencyanol

5.1.11 Molekulargewichtsstandards

1kb+ DNA-Leiter
peqGOLD Protein-Marker 1V

5.1.12 Enzyme

Restriktionsendonukleasen
Herculas& Hotstart DNA Polymerase
Klenow Polymerase

Lysozym

RNAse A, DNAse frei

SAP (shrimp alkaline phosphatase)
T4-DNA-Ligase
T4-Polynukleotidkinase

Reverse Trabskriptase

Proteinase K

5.1.13 Kits

Qiagen Endofree Plasmid Midi/Maxi Kit
QIAquick Nucleotide Removal Kit
QIAquick Gel Extraction Kit
QIAquick PCR Purification Kit
Qiagen RNeasy Kit
QlAamp-DNA-Mini Kit
ECL-Detection Kit

Adeno-X Rapid-Titer Kit
Vivapure Adenopack 20 Kit
Herculase PCR Kit

RNAse freies DNAse Kit
peqGOLD RNAPure

Merck
Sigma
Merck
Merck
Sigma
Sigma
Gibco
Seromed
Pharmacia
Sigma
Roth
Roth
Gibco
Merck

Riedel-de-Haen

Sigma
Sigma

8ig

AppliChem
Sigma
Seromed
Gibco
Serva

Sigma
Merck

Gibco
peQLab

NEB
Stratagene

NEB

Sigma

Boehringer

Pharmacia

NEB

NEB

Qiagen

Sigma

Qiagen
Qiagen
Qiagen
Qiagen
Qiagen
Qiagen
Amersham
Clonetech
Vivascience
Stratagene
Promega
PeQLab
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SYBR-Green PCR Master Mix
TagMar™ Reverse Transcription Reagents

Applied Biosystems
Applied Biosystems

qPCR™ Mastermix Plus Eurogentec
Ubiquitin C Control Kit Eurogentec
18S Genomic Control Kit Eurogentec
5.1.14 Sonstige Materialen und Gerate

ABI 7300 RealTime PCR System Gerat Applied Biosyste
Bakterienschittler Buhler
BioRad Protein Assay Biorad
Brutschrank fur die Zellkultur Heraeus
Centrifuge-Tubes, Ultra-CleBf Beckmann
Cryostat Microm HM 500 OM Omega
Dialyseschlauche, Typ 8/32 Roth
Dialysekassetten Pierce
Einmalpipetten 2 ml, 5 ml, 10 ml, 25 ml (steril) agrer
Filterpapier 3MM Whatman
Filmkassetten Kodak
Fotofilm Ektachrom 400/100 Kodak
Grundausstattung fir die Tieroperation MHH
Heizblock Eppendorf
Hybond Membrane Millipore
Kulturschalen Greiner
Kuhlzentrifugen J2-21, Avartl' J-25 Beckman
Kryoréhrchen Nunc

Lumat Berthold
Mikrotiterplatten-Spektralphotometer MWG
Neubauer-Zahlkammer Brand
Polypropylen-Zentrifugenréhrchen Fa. Beckman
Rotoren (JA 10, JA 20, SW-28i, SW 32) Beckman
Roéntgenfiime Amersham
Spektralphotometer MWG
Stericaff 0,8 x 4 mm Kaniilen B.Braun
Sterilfilter (0,2 um) Millipore
Thermocycler Biometra
Tischzentrifuge Eppendorf
Kuhlzentrifuge Eppendorf
Vortexer Scientific Industries
Zentrifugenréhrchen 15 ml, 50 ml steril Greiner
Zellkulturschalen, Zellkulturflaschen Greiner

5.1.15 Medien und Pufferlésungen

Nahrmedien fir die Zellkultur

Alle Zellinien wurden in DMEM + Glutamax (Fa. Gib&®RL), versetzt mit 10 %(v/v) FCS (Fa. Gibco BRL)
sowie 0,01 mg/ml Penicillin/Streptomycin (Fa. Seeathzur antibakteriellen Prophylaxe, kultiviert.

Nahrmedien fiir Bakterien

LB-Medium:

10 g Bactotrypton, 5 g Hefeextrakt und 10 g Natchharid wurden auf 1000 ml mit dest,® aufgefiillt und
autoklaviert. Die Zugabe von Antibiotika zur plasispezifischen Selektion erfolgte unmittelbar vor
Inkulturnahme.
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LB-Agarplatten:

1 | LB-Medium wurde mit 15 g Agar versetzt und ddéwiert. Zur Selektion plasmidpositiver Klone werdas
erforderliche Antibiotikum nach Abkihlung auf unt&®0°C zugeflgt und der Ansatz in Petrischalen
ausgegossen. Nach dem Ausharten wurden die Plagtenr Verwendung bel€ gelagert.

SOC-Medium:

29 Trypton, 0,5g Hefeextrakt, 0,05g Natriumchdorund 0,4 g Glucose wurden mit 1ml 1M
Magnesiumchlorid und 1 ml 1 M Magnesiumsulfat vezseind mit dest. D auf ein Volumen von 100 ml
aufgefiillt. Das Medium wurde steril filtriert unaib-20°C gelagert.

Pufferlésungen

1 xPBS : 10 mM Natriumphosphat pH 7,4

150 mM NaCl
1 x TAE : 40 mM Tris/Acetat pH 8,5
2 mM EDTA
TE pH 8,0 : 10 mM Tris-HCI pH 8,0
1 mM EDTA

: 280 mM NacCl
50 mM BES
1,5 mM Na2HPO4 x 2H20

2 x BBS-Puffer
pH 6,95

Dialysepuffer :10 mM Tris pH 8,0
10 mM MgCh

50 mM NacCl

: 9% Nonidet P-40
0,5% Sodiumdeoxycholat
0,1% SDS
PBS  vor Gebrauch 5ul Proteaseinhibitor/10 ml fridakhugeben

RIPA-Puffer

5 x Extraktions-Puffer : 125 mM Tris/phosphat, pH 7,8

(Dieses 5 x Konzentrat wurde
bei #C angesetzt und
gelagert, da bei RT Tribung
auftritt)

Luciferase-Messpuffer

B-Galactosidase-

Reaktionslésung

10 x DNA-Ladepuffer

5 x SDS Protein-Ladepuffer

10 mM EDTA, pH 8,0
10 mM DTT (frisch)
50 % Glycerol

5 % Triton-X 100

25 mM Glycylglycin
15 mM MgS0O4
5 mM ATP (frisch)

: 1 mg/ml ONPG (o-Nitrophenyl-3-D-Galactopyranosiikdh)

2 mM DTT (frisch)
1 mM MgSO4

10 mM KCI

60 mM Na2HPO4

: 20 % (w/v) Ficoll400

0,1 M EDTA, pH 8,0

1% SDS

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

150 mM Tris/HCI, pH 6,8
6 % SDS

15 mM DTT

0,25 % Bromphenolblau
30 % Glycerol
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Titrationspuffer

STET-Puffer

Transferpuffer, pH 8,3

Waschpuffer  (TBS-Tween).
pH 7,6

Stripping-Puffer, pH 6,7

10 x SDS-Laufpuffer (add:
1000ml)

10 x Bindepuffer

Protein-Waschpuffer

Protein-Elutionspuffer

: 100 mM CacCl2

70 mM MgCI2
40 mM Natriumacetat, pH 5,5

: 100 mM NacCl

10 mM Tris-HCI, pH 8,0
1 mM EDTA, pH 8,0
5 % Triton X-100

39 mM Glycine
48 mM Tris-HCI
0,037 % SDS

20 % Methanol

20 mM Tris-HCI
137 mM NacCl
0,1 % Tween 20

. 65,5 mM Tris-HCI

2 % SDS
100 mM 2-Mercaptoethanol

250 mM Tris
1,92 M Glycine
1% SDS

:500 mM NaHPQO, (pH 8.0)

1,5 M NaCl

50 mM NabBPO,
300 mM NacCl
20 mM Imidazol

:50 mM NaHBPO,

300 mM NacCl
100 mM L-Histidine
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5.2 Zellbiologische Methoden

5.2.1 Zellkultur

Die in dieser Arbeit verwendeten Zellen wurden 50 2nl Gewebekulturflaschen mit 12,5 ml Kulturmedium
DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium) suppleti@hmit 10 % FCS (v/v), Penicillin und Streptoniyc
(0,2 mg/ml) und bei 37°C und 5 % G@n Brutschrank kultiviert. Die verschiedenen Zaikn wurden bei
Erreichen einer Konfluenz von 70 bis 90 % umges@&at die HepG2-Zellen zur Aggregation neigen, warde
sie bei der Passagierung durch eine 0,4 mm-Kargdeggn, um die Zellen zu vereinzeln.

Bei Erreichen der Konfluenz des Zellrasens wurde dabrauchte Medium abgesaugt und die Zellen B& P
gewaschen. AnschlieBend wurden die Zellen trypgirazu wurde eine Trypsin-EDTA-L&sung auf diel&el
gegeben (2 ml / 250 ml-Flasche) und kurz geschwdbig Zellen wurden bei 37°C inkubiert, bis sichr de
Zellrasen vom Flaschenboden geldst hat. Die Inkobatlauerte etwa 5 min mit 1 x Trypsinlésung (0,5%
Trypsin in PBS). HepG2-Zellen mussten mit 3 x Tigdsehandelt werden. 293- und Huh7-Zellen konntgha
bei Raumtemperatur mit 1 x Trypsinlésung inkubieetden

Nachdem sich die Zellen abgerundet und vom Fladgmiaen geldst hatten (durch Klopfen unterstutzt),den
sie in frischem Medium resuspendiert. Durch das R@SMedium wird Trypsin inaktiviert. Aus dieser
Zellsuspension wurden die Zellen mit frischem DMBAMdium verdinnt und weiter kultiviert.

5.2.2 Bestimmung der Zellzahl

Zunéachst wurden Zellen trypsiniert und zur Vereinag mehrmals auf- und abpipettiert. Dfellsuspension
wurde sorgféltig gemischt und 80 pl zu 20 pl eifiggpanblau-L6sung pipettiert, um tote von lebendeiien
unterscheiden zu kénnen. Das Zahlfeld einer Neubaslklkammer wurde mit einem Deckglaschen abgedeckt
und anschlieRend wurden 1-2 Tropfen gegeben. Daldefdibesteht aus 4 grof3en Quadraten, die je\selsl6
kleinen Quadraten aufgebaut sind. Gezahlt wurdegi gwoRe Quadrate. Der erhaltene Mittelwert muktiptt

mit dem Faktor 1,25 x f@ntspricht der Zellzahl/ml.

5.2.3 Einfrieren von Zellen

Die Zellen wurden nach der Trypsinierung mit Mediwafgenommen und bei 200 x g (10 min, RT)
zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in Einfriermedia (DMEM mit 20 % (v/v) FCS und 10 % (v/v) DMSO)
resuspendiert, in Kryorohrchen zu je 1 ml aliguotiend bei -80C mit einem Temperaturgradienten von -1°C /
min vorgefroren. Nach 24 h wurden die Zellen zaglaistigen Lagerung in fliissigen Stickstoff Gbdmfii

5.2.4 Auftauen von Zellen

In flissigem Stickstoff gelagerte Zellen wurdenrsshper Hand oder bei 37°C im Wasserbad aufgefaigt.
Zellen wurden unter der Sterilbank mit 10-fachemigle (~10 ml) Kulturmedium aufgenommen und bei 2@ x
10 min bei 4°C zentrifugiert. Unter der Sterilbankirde das Pellet in 12,5 ml frischem Kulturmedium
resuspendiert und in 250 ml Zellkulturflaschen ®&1C und 5% C@bis zur Adhésion kultiviert. Anschliel3end
wurde das Medium gewechselt.

5.2.5 Transiente Transfektion durch Calciumphosphat  prazipitation

Zur Einschleusung von Fremd-DNA in eukaryontischelleh wurde die Transiente Transfektion durch
Calciumphosphatpréazipitation durchgefuihrt. Bei diedlethode wird ein DNA-Calciumphosphat-Prazipitat
gebildet und durch Endocytose in die Zellen untechdgkbedingungen aufgenommen. Diese
Transfektionsmethode eignete sich besonders guliéiifelllinien HepG2, Huh7 und 293.

Die Zellen wurden am Tag vor der Transfektion mitx110° Zellen in 6 cm Zellkulturschalen ausgesét.
Anschlieend wurden die Zellen im Brutschrank idacht bei 37°C inkubiert. Am nachsten Tag konnten d
Zellen zur Transfektion verwendet werden.
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In einem Reaktionsgefal? wurden pro Transfektioregars pg DNA-Mischung (1 pg Reporter, 1 ng Repnesso
0,3 g CMV-LacZ (Transfektionseffizienzkontrollepdi 2,7 pg pBS (Nonsens-DNA) zunachst mit 150 p50,2
M CaCh-Ldsung (stets frisch hergestellt) bei Raumtemperagrmischt. Anschlieend erfolgte die Zugabe von
150 pl 2 x BBS-Puffer pH 6,95 (s. 5.1.15, S. 759r Bnsatz wurde vorsichtig gevortext und fir mirtdas 15
min bei Raumtemperatur zur Bildung der DNA-Calcilmogphat-Préazipitate inkubiert. Der gesamte Ansatz
(=300 ul je Transfektionsansatz) wurde unter |lgichiSchwenken der Kulturschale auf die Zellen pigett
AnschlieRend wurden die Zellen mindestens fir 4eh37°C und 5 % COim Brutschrank inkubiert. Nach
einmaligem Waschen mit PBS und der Zugabe vonhfeist DMEM-Medium wurden die Zellen bis zur Ernte
nach 40 bis 48 h weiter inkubiert.

5.2.6 Transiente Transfektion mittels LipofectAmine ™

Als Transfektionsreagenz wurde ein LipofectAmined)(Reagenz fur Zellinien (A549 und H1299), die
unzureichend mit der Calciumphosphat-Transfektiathode transfiziert werden kénnen, verwendet. Die
LipofectAmine-Transfektion bewirkt auf Liposomentzmgine Komplexbildung und Endozytose der Vektor-
DNA.

Das LipofectAmine Reagenz besteht aus positiv gelad Liposomen (ca. 2500 Molekile), die durch eine
Ultraschalbehandlung von kationischen Lipidmolekiile wassriger Lésung entstehen. Diese Liposoméera
dann einen amphiphilen Charakter und besitzen @émtenaktivitat. Sie konnen die DNA umschlie3em un
nach Adsorption an der Zelloberflache mit der Pasmmbran fusionieren. Dabei wird die DNA direkidias
Zytoplasma transferiert. LipofectAmine-Reagenz wallf manche Zelltypen toxisch.

Die Zellen wurden am Tag vor der Transfektion mit 1¢° Zellen in 6 cm Zellkulturschalen ausgesat und im
Brutschrank bei 37°C inkubiert. Am néchsten Tagriken diese Zellen zur Transfektion verwendet werden

In einem Reaktionsgefal® wurden pro Transfektioretand pg DNA-Mischung (1pg je Expressionsvektor,
0,5ug CMVLacZ (Transfektionseffizienzkontrolle) uddiffillung mit pBS (Nonsens-DNA) zunéchst einmal
mit 200 pl OptiMEM gemischt und anschlieRend mitegivorbereiteten Mischung aus idLipofectAmine und
200 ul OptiMEM versetzt, gevortext und mindestens 30 mém RT inkubiert. In der Zwischenzeit wurden die
Zellen 1 x mit PBS-Puffer und 1 x mit OptiMEM gewagen und mit 2,5 ml OptiMEM abgedeckt. Die Zellen
wurden fur 15 min im Brutschrank bei 7 inkubiert, bevor das vorbereitete DNA/LipofectAragemisch
(~400 ul je Transfektionsansatz) auf die Zelleneftiprt und fir 4 h bei 3T inkubiert wurde. Nach der
Transfektion wurden die Zellen 2 x mit PBS-Puffemgschen und mit DMEM Kulturmedium versetzt.

5.3 Proteinbiochemische Methoden

5.3.1 Praparation von Proteinextrakten aus Zellkult  ur

Zur Extraktion von Proteinen wurden die Zellen, i cm-Schalen kultiviert wurden, 1 x mit PBS gesahen
und anschlieBend mit RIPA-Puffer lysiert. Das Lysatde in Reagiergefal3e Uberflhrt und bei 10.0@0uxd
4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde fiir die SBASE nach Bestimmung der Proteinkonzentration kaitte
Bradford-Proteinassays eingesetzt.

5.3.2 Bradford-Proteinassay

Der Proteinassay basiert auf der Veranderung ddrabaorption des Farbstoffes Coomassie BrillianteBG-
250, die nach Bindung an Proteine erfolgt.

Die Proteinkonzentrationen der Extrakte aus Zeilkulwurden durch dieses Verfahren ermittelt. 2 pf d
Extrakte wurden mit 798 ul Wasser vermischt und 200 pl Biorad-Dye-Reagent-Concentrate (Fa. Biorad)
versetzt. Die Proben wurden mit dem Vortexer gutldoischt. Die Blaufarbung der Probe wurde bei B85

im Spektralphotometer gemessen und die Proteinkaraten ber eine BSA-Eichreihe (0,5-12 pg), diglém
entsprechenden Lysepuffer angesetzt wurde, berechne
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5.3.3 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die Proteine werden in SDS-Probenpuffer denatunierd in Polyanionen Uberfuhrt. Die Auftrennung der
Proteine erfolgt durch Elektrophorese in denatariden SDS-Gelen aufgrund ihrer unterschiedlichen
Molekulargewichte. Sie werden durch Coomassie-R#ghader Westernblot als Proteinbanden dargesiibit.
Grol3e der Proteine wird im Vergleich mit einem digfiten Molekulargewichtsstandard bestimmt.

10 - 20 pg Proteinlésung wurden mit®H auf ein einheitliches Volumen aufgefillt, mit 5SDS-Protein-
Ladepuffer versetzt und bei 95°C 5 min aufgekoclliese Probenansatze und 10 pl eines
Molekulargewichtstandards (Fa. peQLab) wurden, gomeht anders beschrieben, auf ein 10 %-iges &e6-
aufgetragen. Die Auftrennung erfolgte bei 30 mASeimmel- bzw. 60 mA im Trenngel solange, bis diaibla
Bromphenolblau-Lauffront die untere Gelkante etreltatte.

10 %-iges Trenngel (add 30 ml) 5 %-iges Sammelgel (add 5 ml)

10 ml 30 % Acrylamid/0,8 % Bis 0,85 ml 30 % Alamid/0,8 % Bis
7,5ml 1,5 M Tris/HCI, pH 8,8 0,625 ml 1 M Tristf pH 6,8

12,2 ml HO 7,5 ml HO (+50 pl Bromphenolblau)
150 pl 10 %-ige APS-Lsg. 50 pl 10 %-ige APS-Lsg.

15 pl TEMED 5 ul TEMED

5.3.4 Westernblotanalyse

Der Westernblot dient dem Nachweis spezifischetefme. Damit wird die Ubertragung der in der SDSGA
aufgetrennten Proteine auf eine PVDF-Membran (ImitooB, Millipore) nach Anlegen einer elektrischen
Spannung beschrieben. Auf der Membran kdnnen diesterierten Proteine spezifisch detektiert werdazu
werden diese mit Hilfe spezifischer primarer Anti@ markiert, die wiederum von sekundaren Permeada
gekoppelten Antikdrpern erkannt werden. Mithilfer dekoppelten Peroxidaseaktivitat lasst sich dasigge
Protein durch Belichtung eines Réntgenfilms detekt.

Zur Durchfuhrung wurden die Proteine aus dem SDIgaoylamidgel auf eine Membran Uber eine Semidry-
Blotting Apparatur (Fastblot, Fa. Biometra) trami&fg. Der Proteintransfer wurde im Transferpuffei 30
Volt, 300 mA und 30 min durchgefuhrt. AnschlieBemdrde die Membran durch eine 2-stiindige Inkubaition

5 %-iger Magermilchldsung in TBS-Tween abgeséattigh den Anteil an unspezifischer Proteinbindung zu
verringern. Die Membran wurde dann Gber Nacht B& sit dem spezifischen primaren Antikérper inkubie
Die Antikorper wurden nach den Angaben der jeweiligHersteller in Waschpuffer verdiunnt. Nach 3-neatig
Waschen wurde die Membran Uber einen Zeitraum vioer éStunde mit einer 1:10.000 Verdinnung des
sekundaren, Peroxidase-gekoppelten Antikorpers biekti Nach mehrmaligem Waschen wurde der Blot
abschlieBend mit dem Substratansatz gemaR den Anghds Herstellers (ECL-Western-Blot-analysis Syste
Enhanced Chemiluminescence, Fa. Amersham) entwickeé durch die Peroxidase-Reaktion emittierte
Chemilumineszenz wurde auf einem Rontgenfilm daejjes

5.3.5 Luciferaseassay

Die Luciferase-Messung basiert auf der durchfilefly Luciferase katalysierten Oxidation von Luciferindun
der durch diese Reaktion hervorgerufene Photonesséoni Das emittierte Licht kann mit einem Lumind@ne
quantifiziert werden.

Fir die Untersuchung der Luciferaseaktivitat mussel zunachst durch die Lyse der Zellen gewonnedeme
Hierzu wurden die transfizierten Zellen nach derdié Transfektion und Expression der Luciferasgget Zeit

2 x mit PBS gewaschen und vollstandig abgesaugicilieRend wurde die Zellen mit 350 pl Extrakticufégr

10 min bei RT inkubiert. Das Zellysat wurde abge&thund 5 min in der Tischzentrifuge bei 10.000 x g
zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neuesgRegefaR lberfiihrt und bis zur Messung seinervititi auf
Eis gelagert.

Zur Messung der Luciferaseaktivitat wurden 50 pllysat mit 300 pl Luciferase-Messpuffer (s. Pulfsungen
5.1.15, S. 75) vermischt. Die Lumineszenz wurdeLuminometer (Lumat, Fa. Berthold) durch die Injekti
von 100 pl Luciferininjektionslésung, bei einer Mesit von 10 sec ermittelt. In den Abbildungen der
Versuchsergebnisse wird die relative Luciferasedkti d. h. der Quotient aus der jeweiligen Lucfseaktivitat
und der B-Galactosidaseaktivitat als internen Abpledargestellt.
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5.3.6 R-Galactosidase-Assay

Als Kontrolle fur die Transfektionseffizienz wurdker B-Galactosidase-Assay verwendet. Die Expressiorpdes
Galactosidase-Gens steht unter der Kontrolle ded/®kbmotors und wird deshalb als KorrekturgroRe bei
Transfektionsexperimenten verwendet.

Uber eine Farbreaktion, bei d@rGalactosidase das Substrat ONPG (o-NitrophenykBalactopyranosid)
umsetzt, kann die Aktivitat d@Galactosidase spektrophotometrisch gemessen werden

Es wurden pro Transfektionsansatz von 5 pg DNA@IMV-R-Galactosidasevektor zugesetzt. Die Menmge a
zugesetztem R-Galactosidasevektor hangt von ddoskobdigten Expressionsdauer bzw. vom Zelltyp ued d
Transfektionseffizienz ab. Der Anteil sollte datehgnd optimiert werden, dal’ die Reaktionszeit nsitgaes 10
min bei RT betragt, aber méglichst 1 h bei 37°Chnigberschreitet. 10 pl der fir die Luciferase-Mess
gewonnenen Zellextrakte wurden mit 100pgGalactosidase-Reaktionslésung (s. Pufferldsungerjner 96-
well-Platte bis zu einer leichten Gelbfarbung b&i@ im Dunkeln inkubiert. Nach dem Abstoppen dealRien

mit 50 pl 1 M Natriumcarbonat wurde der Ansatz netlva 30 min im Dunkeln aufbewahrt und im Anschluss
die Farbung bei 405 nm im Photometer gegen einesrwest (pBS transfizierte Kontrolle) gemessen. Der
lineare Bereich reicht von 0,2 bis 0,8 @D

5.3.7 Dual-Luciferase Assay

Zur Untersuchung der Effektivitat der klonierterR&A-Konstrukte, die mittels eines RNAi-Designaldbmus
(97) ermittelt sowie Uber http://blast.ncbi.nim.igjbv/Blast.cgi gegen humanes Genom abgeglichenedewy
wurde das Dual-Luciferase® Reporter Assay SysteamPFomega) verwendet.

PsiCHECKM-2 (Fa. Promega) ist eifirefly / renilla Luciferase Dual-Reportersystem. Zur Messung wird ei
Vektor, der die zu reprimierende mRNA-Sequenz imUBR der renilla Luciferase enthalt, mit den
dazugehdrigen shRNA-Konstrukten kotransfiziert. Biefly Luciferase dient dabei als Transfektionsabgleich
und die Regulation deenilla Luciferase soll der Wirkung auf die tatsachlichelZnRNA entsprechen. Zur
Generierung der psiCHECK-Konstrukte wurden die séigluenzen mittels PCR aus cDNA amplifiziert undrtbe
die Xho I- und Not I-sites in das 3-UTR deenilla Luciferase des psiCHECK-2 Vektors (s.5.1.5) kloniert.
Diese psiCHECK-Derivate wurden mit den dazugehariglgRNA-Konstrukten in HepG2 Zellen kotransfiziert.
48 h nach der Transfektion wurden die Zellen Ilysiand auffirefly sowie renilla Luciferaseaktivitat hin
untersucht. Die Messungen wurden nach Protokoltanig des Messkits (Fa. Promega) durchgefihrt. Die
Aktivitat derrenilla Luciferase konnte somit Auskunft Gber die Wirksainller eingesetzten shRNA geben.

5.3.8 Gewinnung und Aufreinigung des rekombinanten CARTAT-

Fusionsprotein

Geringe Mengen des Fusionsproteins wurden ausfiz@nten 293-Zellen gewonnen. Dazu wurden 1 X 10
Zellen in 6 cm-Schalen ausgesat und mittels Calphosphat-Prazipitation mit dem CARAT-
Expressionsvektor transfiziert. 36 h spater wunge dem Uberstand der transfizierten Zellen dasmbkaante
Protein gewonnen. Dazu wurde der Uberstand zegigifty um mitentnommene Zellen abzutrennen, und mit
den zu infizierenden Viren vermischt. Zur Detektialer Transfektionseffizienz wurde ein Luciferase-
Expressionskonstrukt kotransfiziert und die Luaferaktivitdt wurde aus dem Zellextrakt gemessen.

GrolRere Mengen des rekombinanten Proteins wurd#alsnNi-Affinitats-Chromatographie aufgereinigtafu
wurden 293-Zellen mit einer MOI 25 mit dem rekonaiten Virus ADCAR-Tat infiziert und in 2%igem FCS
DMEM fir 36 h inkubiert. Der Uberstand wurde abziéugjiert, durch ein 0,2 um Filter gefiltert und tndi0 x
Bindepuffer vermischt. AnschlieRend wurden 1 mlNNiA-Agarose (Qiagen) nach grindlichem vortexen
dazugegeben und 4 h inkubiert. Die gebundenen iReoteurden durch wiederholte Zentrifugation (100g)x
und Aufnahme mit Protein-Waschpuffer (15 min) geste®. Das rekombinante Protein wurde mit dem
Elutionspuffer (30 min) durch Wiederholung der kdat in verschiedenen Fraktionen gewonnen. Die
Konzentration des CARTats konnte Uber ein Bradford-Proteinassay ertitterden. Das Eluat wurde auf
Qualitdt mit Hilfe des SDS-PAGE und der Westerrdnhalyse untersucht. AnschlieBend wurde das Protein
gegen DMEM dialysiert, in flissigem,chockgefroren und bei -80°C gelagert.
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5.4 Molekularbiologische Methoden

5.4.1 Photometrische Konzentrations- und Reinheitsb ~ estimmung von

Nukleinsauren

Die Bestimmung der Konzentration und Reinheit varkiginsauren wird durch die Messung der Extinkiilen
Probe im UV-Bereich bei 260 und 280 nm durchgefilbabei wird die gemessene Extinktion bei 260 nchna
der Regel, dass eine OD von 1,0 ca. p§/ml doppelstrangiger DNA entspricht, umgerechnftr (
einzelstrangige DNA gilt 3ag/ml und fir RNA gilt 40ug/ml fur eine Extinktion von 1,0 bei 260 nm).
Aussagen uber die Reinheit der DNA-LOsung, die tsdighlich durch Proteine gestort wird, konnte bei
zusatzlicher Messung der Extinktion bei 280 nmafé#n werden. Der Quotient QE/OD,g liegt bei geringen
Verunreinigungen von DNA bei 1,7-1,9 und fur RNAigehen 1,9-2,1. Die Proben wurden fur die Messuitg m
TE pH 8,0 verdinnt und gegen diesen Puffer alsvidutl abgeglichen.

Sehr geringe DNA-Konzentrationen wurden im Agareseturch Vergleich mit der 1,6 kB-Bande der 1 kB-
Leiter (Fa. Gibco) abgeschatzt. Dies entsprichaatimer Menge von 50 ng DNA bei Auftragen von 1@inker
1:20 Verdinnung.

5.4.2 Phenol Chloroform-Isoamylalkohol Aufreinigung

Zur Extraktion wurden die wassrigen DNA-Proben dem gleichen Volumen Roti-Phenol versetzt, gritdlic
gevortext und zur Phasentrennung zentrifugiert0@®.x g, RT, 2 min). Die obere, wassrige Phase wurd
vorsichtig abgenommen und durch Zugabe von 0,1 ¥l Natriumacetat pH 5,2 und 4 Vol. Ethanol (10D %
gefallt, wobei die Prazipitation fir mindestensr@ih bei -20°C erfolgte. Bei geringen DNA-Mengen derl

Mg Glycogen als Prazipitationshilfe zugegeben. Negider Zentrifugation (20.000 x g, 4°C, 15 min) weirdier
Uberstand abgesaugt und die pelletierte DNA mit iD&thanol (70 %) gewaschen und erneut zentrifugiert
(20.000 x g, 4°C, 10 min). Nach Absaugen des Ubedsts wurde das Pellet ca. 5 min und in Tris pH 8,0
aufgenommen.

5.4.3 Agarosegelelektrophorese

Die Elektrophorese mit Agarosegelen dient der Aumiung, Identifizierung und Reinigung von DNA-
Fragmenten. Diese kénnen aufgrund ihrer negativaauhg im elektrischen Feld gerichtet bewegt unérihr
GroRe entsprechend aufgetrennt werden. Wobei disdétangsgeschwindigkeit linearisierter, doppelsgjiger
DNA-Fragmente umgekehrt proportional zum loigrer Molekulargewichte ist.

Die so aufgetrennten Nukleinsdurefragmente koénnemchd das fluoreszierende und interkalierende
Ethidiumbromid angefarbt und unter UV-Licht (254 nher 366 nm) visualisiert werden

In dieser Arbeit wurden, sowohl fir analytisches, ailich fur préaparative Agarosegelelektrophoresenizbhtal-
Elektrophoresen mit 1 bis 2 %igen Gelen in TAE-Bufhit 0,00005 Vol. Ethidiumbromidlésung (10 mg/ml)
eingesetzt.

Die Agarose wurde durch Erhitzen im TAE-Puffer geldNach kurzer Abkihlung wurde Ethidiumbromid
zugesetzt und das Gel gegossen.

Die DNA-Proben wurden vor dem Auftrag mit 0,1 Vb0 x Ladepuffer versetzt. Die Auftrennung erfolgts
einer konstanten Feldstarke von 5 V/cm mit TAELaafpuffer.

5.4.4 Vermehrung und Praparation von Plasmid-DNA

5.4.4.1 Herstellung chemisch kompetenter Bakterien

Fir die chemische Transformation von Plasmiden eualerE. coliStamm JM109 (Fa. Invitrogen) verwendet.
Die Bakterien wurden in 25 ml LB-Medium bei 37°Cdu25 rpm Uber Nacht angereichert. Am nachsten Tag
wurde in einem 1 | Kolben 5 ml dieser Kultur mit®ethl LB-Medium verdiinnt, zu je 250 ml portioniertdibis

zu einer Oy von 0,45-0,55 bei 37°C und 225 rpm angereichenschlieRend wurden die Bakterien auf Eis
fur 2 h inkubiert und 20 min bei 4°C und 3800 rpBe¢kmann Kuhlzentrifuge, Rotor JA-10) zentrifugiddas
Pellet wurde in 20 ml eiskaltem Titrationspuffesuspendiert und auf 500 ml mit Titrationspuffer gaifillt.
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Nach einer Inkubation von 45 min auf Eis wurden Bakterien 10 min bei 4°C und 3.200 rpm (Beckmann
Kihlzentrifuge, Rotor JA-10) zentrifugiert. Das IRelwurde diesmal in 50 ml eiskaltem Titrationsguf{s.
Pufferlésunngen) aufgenommen und unter Rihren dropéise mit 80 %igem Glycerol bis zu einer
Endkonzentration von 15 % versetzt. Die Bakteriearden zu 250 pul aliquotiert und in fl. Stickstoff
schockgefroren. Anschlie3end wurden die Bakter&nr&0°C gelagert.

5.4.4.2 Transformation chemisch kompetenter Bakterien

100 ul kompetente Bakterien (JM109) wurden vorgichtf Eis aufgetaut. Diese wurden mit 1-10 ng Rids
DNA bzw. 10-50 ng Ligationsansatz vorsichtig verchisund 30 min auf Eis inkubiert. Die Bakterien/DNA
Mischung wurden nach einem Hitzeschock (90 seKC4th Wasserbad) fir 2 min auf Eis regeneriert mitd
900 pl SOC-Medium (s. Pufferlosungen) versetzt. Nacteeimkubation von 1 h bei 37°C und 225 rpm im
Heizblock wurden 100 ul (10%) davon auf LB-Agar srittsprechendem Antibiotikum ausgestrichen.

Die restlichen 900 pl (90%) wurden fir 10 sek b40d0 rpm in der Tischzentrifuge sedimentiert. 800 u
Uberstand wurden verworfen und das Pellet in detlichen 100 pl resuspendiert. Diese Suspensiomevur
ebenfalls auf LB-Agar mit entsprechendem Antibiotik ausplattiert. Die Agarplatten wurden umgedrdjeri
Nacht im Brutschrank bei 37°C inkubiert.

5.4.4.3 Transformation durch Elektroporation

Durch die Elektroporation kann man eine deutlicihdré@ Transformationeffizienz erreichen, vor allermanw
man mit grof3en Plasmiden, wie z. B. Adenoviruspldstrarbeitet.

1 bis 2l der gereinigten Plasmid-DNA (5-100 ng in®) wurden in einem Reaktionsgefal’ vorgelegt und mit
40 pl der auf Eis aufgetauten elektrokompeteriercoli (JM109) durch einmaliges Auf- und Abpipettieren
vermischt. Nach 1 min wurde die Bakterien/DNA-Misay in eine im Eisbad vorgekihite
Elektroporationskiivette mit 1 mm Elektrodenabstébdrfuhrt. AnschlieRend wurden die Bakterien mi RY

bei 200Q und 25 pF gepulst. Diese transformierten Baktenarden mit 1 ml LB-Medium aufgenommen und
fur 1h bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wurden 300(10%) davon auf LB-Agar mit dem entsprechenden
Antibiotikum ausgestrichen.

5.4.4.4 Vermehrung transformierter Bakterien

Klone auf Agarplatten wurden mit einer Pipetterspigepickt und in 3 ml LB-Medium mit Antibiotikumsa
Vorkultur bei 37°C Uber Nacht im Bakterienschittlegi 225 rpm inkubiert. Mit 1,5 ml der entstandenen
Bakteriensuspension konnte eine Mini-Plasmidpramaralurchgefuhrt werden.

Fir eine Maxi- bzw. Midi-Plasmidpraparation wurde ®orkultur auf ein Volumen von 250 bis 400 ml Gach
Replikationsrate) mit LB-Medium (+Antibiotikum) agéfiillt und Gber Nacht bei 37°C im Bakterienscliittl
inkubiert. Wahrend dieser Arbeit wurde ausschl@f3tias Antibiotikum Ampicillin (100 pg/ml) verwenide

5.4.4.5 Analytische Plasmidpréparation (Mini-prap)

Bei der analytischen Plasmidpraparation geht es dim schnelle Untersuchung der transformierten
Bakterienklone auf die Richtigkeit der Plasmide afiur Restriktionsverdau. Ist das Ergebnis der
Restriktionsverdauanalyse positiv, so kann, dadiege Weise die isolierte DNA relativ stark verunigt ist,

fur die weitere Arbeit eine Maxi/Midi-Praparatiomf@gen, um Sequenzierungen und weitere Klonierange
durchfiihren zu kénnen.

Fir eine Mini-Praparation wurden 3 ml LB-Medium (gthiotikum) mit einer Einzelkolonie angeimpft und
tiber Nacht bei 37°C (225 upm) inkubiert. 1,5 miseéieUbernachtkultur wurden in ein Reaktionsgefa&fiiirt
und 1 min bei 10.000 x g zentrifugiert. Bis aufexingeringen Rest wurde der Uberstand dekantiertdasd
Pellet resuspendiert. Die Suspension wurde mit BOSTET-Puffer (s. Pufferldésungen) und 10 pl Lysozy
versetzt, gut durchmischt und 90 s bei 95°C im 8thierhitzt.

Die Probe wurde dann 20 min bei 16.000 x g und #e@trifugiert. Das Pellet wurde mit einer sterilen
Pipettenspitze entfernt, der Uberstand mit 40Gpptopanol versetzt und gevortext, um die DNA Zieffé Die
préazipitierte DNA wurde durch Zentrifugation (15mi20.000 x g, 4°C) pelletiert und anschlieRend 9it%
Ethanol gewaschen. Nach einer weiteren Zentrifogafs. 0.) wurde die Waschflussigkeit abgenommehion
30 bis 50 pl TE-Puffer (pH 8,0) geltst. Die erhaétddNA wurde zur Restriktionsanalyse verwendet.
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Fir eine hohere Reinheit wurden die Plasmide mierai Miniprep Kit der Firma Qiagen isoliert. Einehede
Reinheitsstufe war beispielsweise fur nachfolgeBdguenzierungen erforderlich. Zur Aufreinigung vweusdne

5 ml Ubernachtkultur 1 min bei 10.000 x g pellati®as Pellet wurde in 250 pl P1-Puffer resuspahdisd mit
250 ul P2-Puffer versetzt. Nach Vortexen wurden 3BOP3-Puffer dazu gegeben und 10 min in der
Tischzentrifuge bei 13000 rpm zentrifugiert. Derelbiand wurde auf eine QIAprep spin Saule gegelnen u
30 s zentrifugiert. AnschlieRend wurde die Saule D ul PE-Puffer gewaschen. Die DNA wurde danchna
einer 1-mindtigen Inkubation mit 30 uL EB-Puffeuielt. Mit diesem Kit konnten bis zu 20 ug DNA isot
werden.

5.4.4.6 Praparative Plasmidpraparation (Maxi/Midi-Prap.)

Nachdem die transformierten Bakterien mit einemifndp und einem Restriktionverdau auf die Richgigk
der Plasmide untersucht wurden, wurde fur eine te@dReinheit und Ausbeute der Plasmide eine Plastaixi-
bzw. -Midi Kit (fir den Einsatz von weiteren Klomisngsschritten) bzw. dem EndoFree Buffer Set (zuhaE
von endotoxinfreier DNA fur die Transfektion von kawmyotischen Zellen) der Firma Qiagen mit einem
modifizierten Protokoll des Herstellers durchgefiihbie Verwendung endotoxinfreier DNA erhdht bei
Transfektionsexperimenten die Effizienz des Transséeheblich.

Die transformierten Bakterien wurden in 200 bzwO 461 LB-Medium mit dem entsprechenden Antibiotikum
angeimpft und fir 12—16 h bei 37°C vermehrt. Digbernachtkultur wurde bei 3.800 x g und 4°C pedigtiind
das Pellet in 10 bzw. 4 ml P1 (50 mM Tris-HCI pl8,810 mM EDTA, 10Qug/ml RNaseA) resuspendiert. Nach
Zugabe von 10 bzw. 4 ml P2 (1% SDS, 0,2 M NaOHbplgté die Lyse durch mehrmaliges Kippen des
Zentrifugenréhrchens und anschlieRender Inkubdiimre min bei RT. Danach wurde mit 10 bzw. 4 ml P3
(3,0 M Kaliumacetat, pH 5,5) neutralisiert. Der Atiswurde wie oben beschrieben gemischt, 20 minEsaf
inkubiert und 30 min bei 4°C und 20.000 x g zengiért. Der Uberstand wurde durch Gaze in einls®B0 ml
Blue-Cap gefiltert, mit 2,5 bzw. 1 ml ER-Puffer setzt und geschiittelt. Danach wurde 30 min auf Eis
inkubiert. Die Zugabe von ER-Puffer kann fur Pladeidie lediglich fir Klonierungen eingesetzt werde
ausgelassen werden. Die Plasmidlésung wurde aafrainl0 bzw. 4 ml QBT (750 mM NaCl, 50 mM MOPS
pH 7,0, 15% Ethanol, 0,15% (v/v) Triton X-100) ddrierte Qiagen tip-500 bzw. tip-100 Saule aufggen.
Die Saule wurde zweimal mit 30 bzw. 10 ml QC (1,0NsICI, 50 mM MOPS pH 7,0, 15% Ethanol) gewaschen
und die Plasmid-DNA mit 15 bzw.5 ml QF (1,25 M Na60 mM Tris-HCI pH 8,5, 15% Ethanol) eluiert. Das
Eluat (15 bzw. 5 ml) wurde mit 10,5 bzw. 3,5 mlpgsapanol versetzt, gemischt und sofort 30 min I§e0Q0 x

g und 4°C abzentrifugiert. Der Uberstand wurde gbgsen, das Pellet mit 5 bzw. 2 ml 70 % Ethanol
gewaschen und nochmals 5 min bei 20.000 x g zagteft. Das gewaschene Pellet wurde an der Luftimmex

30 min getrocknet und anschlieRend in 500 bzw. A0 aufgenommen.

Die Ausbeute an Plasmid-DNA liegt bei dieser Auétiingsmethode zwischen 200-1000 pug bzw. 50-200 ug
und wurde photometrisch bestimmt.

5.4.5 Rekombinante DNA-Techniken

5.4.5.1 Restriktionspaltung von DNA

Restriktionsendonukleasen fuhren an definiertenistimgalindromischen Erkennungssequenzen oder iander
Néahe Doppelstrangbriiche in DNA ein. Dabei entstedrdweder stumpfeb{unt) oder 5'- bzw. 3'-Uiberhangende
(kohasive) Enden, die anschlieRend durch eine DNfade (s. 5.4.5.7, S. 86 ) spezifisch wieder néteder
verbunden werden kdnnen. Restriktionsendonukleatellen somit nitzliche Werkzeuge zur Herstellung
rekombinanter DNA-Molekdule dar.

Alle verwendeten Restriktionsenzyme wurden vonkiena NEB bezogen und die Restriktionenzymspaltange
wurden unter den vom Hersteller angegebenen Rewktéalingungen durchgefiihrt. Es wurden fir den \(edda
bis 5 Einheiten (Units) Enzym/pug DNA fir mindestéhs (bis 4 h) bei der vorgeschriebenen Tempenatdr
Pufferlésung eingesetzt. Als Grundlage gilt hierde) eines Enzyms schneidet 1 pg Plasmid-DNA Im Das
Enzym sollte in 3- bis 4-fachem UberschulR vorliegéfichtig dabei ist, dass das Volumen der zugegeten
Restriktionsendonuklease nicht mehr als 1/10 dearggen Reaktionsansatzes ausmacht. Die Enzymemierde
einem Glycerin-haltigen Puffer aufbewahrt. Glycewiinkt bei zu hoher Konzentration stérend auf deaRion.
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5.4.5.2 Hybridisierung von Oligonukleotiden

Gleiche Mengen komplementéarer DNA-Einzelstrangevéjés 10 pg ~ 10 pl) wurden mit gleichem Volumen
(10 pl) TE-Puffer pH 8,0 versetzt. Nach 5-minutig&rhitzen auf 95°C, erfolgte das Zusammenlagern der
beiden Einzelstrange wahrend des langsamen Abkdialgi50°C. Der Ansatz wurde bei -20°C gelagert.

5.4.5.3 Aufreinigung von DNA-Fragmenten nach Restriktionsaftung bzw. PCR

Fur die Aufreinigung von DNA-Fragmenten wurden Aifigungs-Kits der Firma Qiagen verwendet.

Aufgereinigt wurde mit dem QIAquick PCR Purificatioq100 bp bis 10 kb gro3e Fragmente) bzw. dem
QIAquick Nucleotide Removal Kit (17 bis 100 bp geoBragmente). Mit diesen Kits konnten schnell his z

10 pg DNA in relativ hoher Reinheit aufgereinigtraen.

QIAquick PCR Purification-Kit: Zu 1 Vol. DNA-L6sung wurden 5 Vol. Puffer PB (PCR#ication)
hinzugefiigt und auf eine QIAquick-Saule gegebere Béule wurde fir 1 min bei 13.000 rpm in der
Tischzentrifuge zentrifugiert. Dabei bindet die DNan die Saule. Der Durchlauf wurde verworfen.
AnschlieBend wurde die Saule mit 750 pl PE-Puffér £ min bei 13.000 rpm gewaschen. Nach einer
Trockenzentrifugation fir 1 min bei 13.000 rpm &r d'ischzentrifuge wurden 30 ul EB Puffer (ElutBuffer,
Tris pH 8,5) auf die Saule gegeben und 1 min indibiDie S&ule wurde dann bei 13.000 rpm 1 min
zentrifugiert das DNA-haltige Eluat in einem Epperidefa3 aufgefangen.

QIAquick Nucleotide Removal Kit: Zu 1 Vol. DNA-Lésung wurden 10 Vol. Puffer PN (Naotid Removal)
hinzugefigt und auf eine QIAquick-Saule gegebere B#éule wurde fir 1 min. bei 6.000 rpm in der
Tischzentrifuge zentrifugiert. Dabei bindet die DNan die Saule. Der Durchlauf wurde verworfen.
AnschlieBend wurde die Saule mit 750 pl PE-Puffér £ min. bei 6.000 rpm gewaschen. Nach einer
Zentrifugation fur 1 min bei 13.000 rpm in der Tigentrifuge wurden 30 pl EB Puffer (Elution Bufférjs pH
8,5) auf die Saule gegeben und 1 min. inkubiere DINA-Lésung wurde dann bei 13.000 rpm 1 min.
abzentrifugiert und das DNA-haltige Eluat in einEppendorfgefal aufgefangen.

5.4.5.4 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Die durch Restriktionsspaltung erhaltenen DNA-Fragta wurden Uber eine Agarosegelelektrophorese
aufgetrennt, mit Ethidiumbromid angefarbt und désvgnschte Bande ausgeschnitten. Die DNA wurde aos d
Gel je nach GrofRe des zu isolierenden DNA-Fragmmittserschiedenen Gel Extraction Kits der Firmaggin
aufgereinigt:

QIAEX Il Gel Extraction Kit:  Fir 70 bis 300 bp gro3e Fragmente wurde das Qi&{l Extraction Kit der
Firma Qiagen verwendet. Fur die Extraktion wurdes deerausgeschnittene Gelstick mit 400 pl QX1-
Puffer / 100 mg Gelstiick versetzt und mit 15 pl gavortexter QIAEX Il Matrix 10 min bei 50°C bis rzu
Auflosung des Gelstiicks inkubiert. Anschliel3end deudie Probe 30 sek bei 13.000 rpm zentrifugiegs D
Pellet wurde in 500 pul QX1-Puffer resuspendiert maghmals 30 sek bei 13.000 rpm zentrifugiert. Bigls
wurde das Pellet zum Waschen in PE-Puffer resusgeinechd nochmals 30 sek bei 13.000 rpm zentriftigie
Nach Lufttrocknung wurde die Matrix in 20 pl EB-Rarf resuspendiert und 20 min inkubiert. Nach eirgin
sek Zentrifugationsschritt wurde der DNA-haltigedidtand entnommen. Mit diesem Kit kbnnen bis zug5 p
DNA /10 pl QIAEX II Matrix aufgereinigt werden.

MinElute Gel Extraction Kit: Fir 400 bis 900 bp grol3e Fragmente wurde das MiaEbel Extraction Kit der
Firma Qiagen verwendet. Dieses Kit hat zum Vogeijentiber dem QlAquick Gel Extraction Kit, dass rdin
DNA mit 10 pl EB-Puffer aus der Saule eluieren kabadurch kann man bei kleinen Fragmenten einerkthe
Konzentration erreichen. Fir die Extraktion wurde therausgeschnittene Gelstiick mit 300 pl QG-PLEE0
mg Gelstick versetz und fur 10 min bei 50°C bis voitstindigen Auflosung des Gelstiicks inkubierte D
Lésung wurde dann mit einem Gelvolumen an Isopropegrsetzt, auf die MinElute Saule gegeben undrl m
bei 13.000 rpm zentrifugiert. AnschlieBend wurde S&ule mit 750 ul PE-Puffer gewaschen. Die DNAd&ur
dann nach einer 1-mindtigen Inkubation mit 30 pHEEfer eluiert.

QIAquick Gel Extraction Kit: Bei 1 bis 10 kb grof3en Fragmenten wurde das Ql&qGiel Extraction Kit der
Firma Qiagen verwendet. Dazu wurde das herausgéstienGelstiick mit 300 pl QG-Puffer / 100 mg Gkt
versetzt und fur 10 min bei 50°C bis zur vollst@sdi Auflosung des Gelstiickchens inkubiert. Die Ingsu
wurde dann nach Versetzen mit einem Gelvolumenrégigmol auf die QIAquick spin Saule gegeben undrl m
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bei 13.000 rpm zentrifugiert. AnschlieRend wurde 8éule 750 pl PE-Puffer gewaschen. Die DNA wuiaend
nach einer 1-minltigen Inkubation mit 30 uL EB-Ruféluiert.

5.4.5.5 Dephosphorylierung von DNA

Um bei Ligationsreaktionen zu verhindern, dass diigerte bzw. restringierte Vektoren inter- oder
intramolekulare Reaktionen mit sich selbst eingehamrde die Vektor-DNA im Anschluss an den
Restriktionsverdau vor der Ligation mit Alkalischéthosphatasesiirimp alkaline phosphatas¢SAP))
behandelt.

1 g linearisierter Vektor wurden mit 1 Unit SAP fi@ énin bei 37°C dephosphoryliert. Danach erfolgteeei
Hitzeinaktivierung der Phosphatase fiir 15 min &8,

5.4.5.6 Auffillen von 5-Uberhangen bzw. Verdau von 3‘-Uldgingen durch Klenow-

Polymerase

Das Auffullen uberstehender 5'-Enden von DNA-Fragtme erfolgte durch Inkubation mit dem Klenow-
Fragment der DNA-Polymerase | (als col). Dieses Enzym besitzt die Fahigkeit, 5-Uberhangéufiillen
und 3-Uberhange abzubauen, es besitzt jedoch kefe 3'-Exonucleaseaktivitit. Nach einem
Restriktionsverdau erhaltene 5'-DNA-Uberhznge wardarch Inkubation von fig linearisierter Plasmid-DNA
bei einer DNA-Konzentration von 50g/ml mit 2 U Klenow-Fragment der DNA-Polymerasenl Gegenwart
von dNTPs (je 50 uM) fir 20 min bei 28°C in Klen®sffer (50 mM Tris-HCI pH 7,2, 10 mM Mggll mM
DTT, 50 ug/ml BSA) aufgefullt. Wahrend der Inkubation erfolguch ein Abbau von 3‘-Uberhéngen. Die
Reaktion wurde durch Zugabe von 10 mM EDTA abggstopd die Polymerase durch 15minitige Inkubation
bei 75C inaktiviert. Die auf diese Weise prapariertenmgiten plunf) Enden kdnnen fir die Ligation bei
nichtkompatiblen Enden eingesetzt werden.

5.4.5.7 Ligation von DNA-Enden

Zur Herstellung rekombinanter DNA kénnen unter Vemdung der T4-DNA-Ligase (NEB) die kompatiblen
homolog-uberhéngendersticky ends oder stumpfen Enderblunt end$ doppelstrangiger DNA-Fragmente
miteinander verknupft werden.

Obwohl das Enzym am effektivsten homolog-kohasinden verbindet, ist es unter bestimmten Bedingumgen
der Lage, stumpfe Enden miteinander zu verknipas Enzym hat sein Temperaturoptimum bei 37 °C,
dennoch wird es fiir Ligationen bei niedrigeren Temafuren (14°C) eingesetzt, um die Anlagerung déAD
Fragmente aneinander zu erleichtern.

Alle Ligationen wurden in T4-DNA-Ligase Puffer (NERinter Zusatz von Ju 10 mM ATP und einem
Reaktionsvolumen von 20l angesetzt. Die Ligation kohé&siver Enden erfolgtéer Zusatz von T4-DNA-Ligase
durch eine mindestens flinfstiindige Inkubation.

Vektor und Insert-DNA sollten dabei in einem motaierhaltnis zwischen 1:6 und 1:50 (falls Insesikér
100 bp) angesetzt werden. Die einzusetzende Mangesart-DNA kann folgendermalfien abgeschatzt werden

Vektormeng(ng) Onsertgrosgbp)
Vektorgrosegbp)

D\/Iengenverﬁltnisfakbr(ﬁj = Insertmeng(ng)

Eine DNA-Gesamtmenge von 400 bis 600 ng bei kok#sitigationen war hierbei anzustreben. Die
Identifikation rekombinanter Plasmide erfolgte durdransformation von kompetenten Bakterien und
nachfolgende Antibiotikaselektion, sowie analytsdRlasmidpraparationen und deren Analyse durch DNA-
Restriktionsverdau.
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5.4.6 PCR zur Einfigung von Restriktionsschnittstel len

DNA kann mit PCR-Technik durch eine thermostabildAPolymerase spezifisch amplifiziert sowie gezielt
verdndert werden. Die PCR-Technik wurde im Rahmen dorliegenden Arbeit zum Anhangen von
Restriktionsschnittstellen unter Verwendung degdenier Primer eingesetzt. Zur Amplifizierung begtiter
DNA-Sequenzen wurde die Herculase™ Hotstart DNAyRefrase der Firma Stratagene verwendet. Diese
Polymerase ist eine Mischung, die hauptsachlich RiusPolymerase besteht und die dartuber hinaus noch
Faktoren zur Verbesserung der PCR und Tad"26®@lymerase enthélt.

Fir einen PCR-Ansatz wurden 20 ng Plasmid-DNA mit§0 pmol Primer, 10 U Herculd¥eund je 100 pM
dNTPs in einem Volumen von 100 ul in PCR-Pufferrd&tgene) vermischt. Die Reaktion wurde in einem
Thermocycler (Biometra) durchgefihrt (Zyklusparaendtir die Polymerase: Aktivierung bei 95°C fir ym
dann 30 s 95°C Denaturierung, 30 s Hybridisieriths Polymerisation bei 72°C mit Verlangerung inztien
Zyklus auf 10 min). Die Hybridisierungs-Temperatuurde so gewahlt, dass sie 2°C unter der errechnete
Schmelztemperatur der verwendeten Primer lag. Aufdjider Verwendung degenerierter Primer zum Anhiéinge
von Restriktionsschnittstellen an ein DNA-Fragmemtirden 5 Zyklen mit einer dem homologen Teil
entsprechenden Hybridisierungstemperatur (X°C) @schaltet. AnschlieBend erfolgten 30 Zyklen bekeein
dem gesamten Primerbereich entsprechenden Hyleridigistemperatur (Y°C).

Reaktionsansatz:

Temperatur [°C] Zeit [s] Zyklen
95 180 1
95 30
X 30 5
72 60
95 30
Y 30 30
72 60
72 600 1
4

Die Berechnung der Schmelztemperatur von Prira@thbp erfolgte nach der Formel

Tm = 2°C x (AT) + £C x (GC)

und fur Primee 20 bp: Ty =59,9C + 0,41(%GC}600/N (N = Primerlange in bp)

Die PCR-Produkte wurden anschlieend mit dem PQRi¢adion Kit der Fa. Qiagen aufgereinigt (s. 5.8,
S. 85).
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5.4.7 PCR zur Generierung der shRNA-DNA-Fragmente

Die shRNA Sequenzen wurden Uber eine PCR geneflerzu wurde die gesamte shRNA-DNA-Sequenz,
aufgrund ihrer GréRRe (116 bp) in vier Teilsequenaefgespalten und als synthetische Oligonukledi&izgen.
Zur Amplifizierung wurde die Hercula8 Hotstart DNA Polymerase der Firma Stratagene vedet

Hybridisierung der Oligonucleotide

PCR-Zyklen:
Temperatur [°C] Zeit [s] Zyklen

l Polymerisation ._§ynthesebereic 98 180 1

95 30
53 30 5

72 15

Anlagerung der Primer mit

lden jeweiligen Restriktionssites 95 30

___________ Primer mit 59 30 30
................................ R:est:riktionssite

\ .............................................. Z 7 2 1 5

< 72 600 1
4
Primer mit

Restriktionssite

Anlagerung der Primer mit
den jeweiligen Restriktionssites

l Polymerisation und erneute

100 pl Reaktionsansatz der miR30-PCR:

Volumen Substanz
(1]
\ 10 10x Reaktionspuffer
+ 2 DMSO (50%ig Stock)
- N 4 dNTPs (10mM Stock)
Polymerisation und erneute . 1 mi30xLuc-th-as
l Anlagerung der Primer mit (100UM StOCk)
den jeweiligen Restriktionssites 1 mi30xLuc-tp|-s
(100uM Sock)
N 1 mi30-PCR-rev-pr
+ (100uM Stock)
1 mi30-PCR-fw-pr
= (100uM Stock)
1 HerculaseTM Hotstart
l Polymerisation Polymerase (10U)
79 H20

5.4.8 Quantitative PCR (qPCR)

Zur relativen Quantifizierung viraler DNA wurde dgPCRM Mastermix Plus (Eurogentec) mit 100 ng

augereinigter DNA und den spezifischen Primern fexind Hex-rev) sowie der Sonde angesetzt. Dazuevu
folgender Ansatz pipetiert.

25ul Reaktionsansatz der qPCR:

Volumen Substanz
(1]
5 Template (10-100 ng)
3 Primermix (10 uM Stock)
0,5 Sonde (10 pM Stock)
12,5 qPCR" Mastermix Plus
4 H,O
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Die Hexon PCR (Primermix: Hex-fw / Hex-rev; Sond#¢ex-Sonde) wurde gegen endogene Templates mit
kauflichen Kits normalisiert. Fir humanes Genom deudas Ubiquitin C Control Kit und fir Maus Genom
wurde das 18S Genomic Control Kit verwendet.

5.4.9 Praparation von viraler DNA aus infiziertem G ewebe oder Zellkultur

10 mg Gewebe bzw. 1 x 4@ellen wurden mit dem QIAaripDNA Mini Kit (Qiagen) nach Protokoll des
Herstellers aufgereinigt. Nach Bestimmung der DNénKentration wurden der Gehalt der viralen DNA ettt
realtime PCR gemessen.

5.4.10 RNA-Extraktion

Zur Isolierung der mRNA aus transfizierten odeiizieften eukaryotischen Zellen wurden die Zeller it

PBS gewaschen und anschlieend 5 min mit 500 P& RNApure™-Reagenz (peQLab Biotechnologie)
je 6 cm-Schale behandelt. Die lysierten Zellen wardn einen Reagiergefal3 tberfuhrt und mit 0,2 ml
Chloroform / ml Reagenz versetzt sowie gut durckhtisNach einer Inkubation von 5 min bei Raumteraper
wurde bei 12.000 x g und 4°C 5 min zentrifugiernsahlieBend wurde die wassrige Phase, die 60 % des
Volumens ausmacht, entnommen und mit 500 pl Is@ropversetzt. Nach einer Inkubation von 10 min bei
Raumtemperatur wurde 10 min bei 4°C zentrifugiBes Pellet wurde dann mit 75 %igem Ethanol gewasche
und mit RNAse-freiem Wasser aufgenommen. Anschfid3gurde die RNA mit DNAse (Promega) behandelt
und die Konzentration sowie Reinheit wurden mitteI3 bei 260 nm und 280 nm ermittelt. Zur Erhéhueg d
Reinheit konnte zusatzlich noch Uber RNeasy Miti(Riiagen) aufgereinigt werde.

5.4.11 Quantitative Reverse Transkriptase PCR (QRT- PCR)

Zur analytischen Untersuchung einer mRNA wurde aliesit Hilfe der TagMafh Reverse Transkription
Reagents (Applied Biosystems) in cDNA umgeschrie@em Umschreibung in cDNA wurden entweder polydT
oder random Hexamer Primer verwendet. Fir den Angatden folgende Inkubationen10 min bei 25°C,deh
48°C und 5 min bei 95°C durchgefihrt.

50 ul Reaktionsansatz der RT-PCR:

Volumen Substanz
(ul]
5 10x Reaktionspuffer
11 MgCI2 (25 mM Stock)
10 dNTPs (10 mM Stock)
2 polydT-Primer (5 pM Stock)
2 MmRNA-Template
(0,5 pg/ul Stock)
1 RNAse Inhibitor
1 Reverse Transkriptase
(4 U/ul Stock)
18 RNAse-freies Wasser

Aus der auf diese Weise erstellten cDNA, konntechies3end mit spezifischen Primern Sequenzbereiche
analytisch mittels gPCR untersucht werden. Dazuwden8YBR-Green PCR Master Mix (Applied Biosystems)
verwendet. 5 pl des in cDNA umgeschriebenen Ansatzeden fur die Quatifizierung eingesetzt.

25 pl Reaktionsansatz der qPCR:

Volumen Substanz
(K]
5 cDNA
2,5 Primermix (20 uM Stock)
12,5 SYBR-Green PCR Master Mix
2,5 HO
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PCR mit Template und ohne Reverse Transkriptaselavats Kontrolle fir evetuelle DNA Konatamination
verwendet. Amplifikons adenoviaraler RNA wurden @APDH-Werten normalisiert.

5.5 Virale Arbeitstechniken

5.5.1 Klonierung rekombinanter Adenoviren

Rekombinante Adenoviren wurden durch eim@itro Ligation kloniert (73). Als adenoviraler Zielvektaurde
pAdHMA4 eingesetzt. Dieser Vektor ist 30,3 kb grafél werfligt Gber Sequenzen, die eine stabile Rejwikan

E. coli unter Ampicillinselektion erlauben. Das in dieserakior enthaltene Genom hat Deletionen im E1 und
E3-Bereich. Der E1-Bereich enthélt einen Polylinkaer als Zielsequenz fir die Insertion heterolog&A
dient. Die heterologe DNA wurde zunéchst in eingezgellenShuttleVektor (pHM3) kloniert und konnte dann
durchl-Ceu | und Pi-Scel isoliert werden. Uber diese Schnittstellen agfadann die Insertion in den Vektor
pAdHMA4. Ein entscheidender Vorteil dieser Methodgeniber der herkémmlichen homologen Rekombination
ist der definierte Einbau der heterologen DNA, diafache Kontrolle rekombinanter Plasmide lber Mini
Plasmidpraparationen und der Wegfall aufwendigaqé#-Aufreinigung.

5.5.1.1 DNA-Praparation zur Klonierung rekombinanter Adenaen

Praparation des Inserts: 2 pg des Insert enthaltend8huttlePlasmids (Midi aufgereinigt) wurden mit 5 U-P
Scel bei 37C lber Nacht verdaut. Nach Aufreinigung der DNAtet#t QIAquick PCR Purification-Kit wurde
der Vektor weiter mit 1 U-Ceu | bei 37C fur maximal 2 h inkubiert. Danach wurde die DNAei ein
Agarosegel aufgetrennt. Das Fragment von Interessde aus der Agarose extrahiert (QIAquick Gel &ation
Kit) und in 15 pl EB-Puffer eluiert. Die Konzenti@t des Inserts wurde auf einem Agarosegel abgegcha

Préaparation des Vektors: Beim Arbeiten mit genomischen Adenovirusplasmidersste beachtet werden, dass
diese aufgrund ihrer Grof3e gegen Scherkrafte enempfindlich ist und raue Prozeduren leicht zur
Fragmentierung der DNA flihren kénnen. Daher wurdie die Klonierung Mini (s. 5.4.4.5) aufgereinigtes
pAdHM4-Vektor eingesetzt. Die DNA-Losung musste acimst RNAse verdaut werden. Nach einer
Aufreinigung Uber Phenol/Chloroform-lsoamylalkolittraktion (5.4.2) wurde die DNA Uber Nacht mit 5 U
Pi-Scel verdaut. AnschlieBend wurde erneut mit Phenob@ifbrm aufgereinigt und mit 1 WCeu | 1lh
verdaut. Nach einer weiteren Aufreinigung mit PHeBbloroform wurde in 1Qul Tris pH 8.0 aufgenommen.
Die Konzentration und Qualitat des restringiertezkddrs wurde auf einem Agarosegel abgeschatzt.

5.5.1.2 In vitro Ligation adenoviraler Vektoren

Zur in vitro Ligation von adenoviralem Vektor und heterologenseim wurde eine Standard-Ligation fir
kohasive Enden (5.4.5.7) durchgefiihrt. Das molae&t®/Insert Verhaltnis betrug hierbei 1:4 bis 1f8e
Ligation erfolgte bei 14°C uber Nacht und weitereh4mit erneuter Zugabe von 1 pul Ligase bei 4°C.
Anschlie3end wurde 1,5 pl des Ligationsansatzes Eile&troporation (5.4.4.3) transformiert.

5.5.1.3 Transformation und Praparation adenoviraler Plasned

Die Transformation adenoviraler Ligationsanséatzéolgte mithilfe einer Elektroporation. Aufgrund der
adenoviralen DNA-Gr6R3e, ist die Ligationseffiziesehr gering, weshalb eine hohe Transformationsefiiz
notwendig war.

Von den unter Ampicillinresistenz Uber Nacht gevwsmien Klonen wurden nur die kleinen Kolonien
ausgewahlt und in 2 ml LB (+ 12%g Carbenicillin, ein pH-stabiles Ampicillinderivaijokuliert. Nach 5 h
Schuttelinkubation bei 3T (225 rpm) wurde die Bakteriensuspensionen, daieé Mini-Plasmidpréparationen
(5.4.4.5) auf das rekombinante Plasmid untersugéit.positiven Klonen wurde eine Midi-Plasmidpréapena
angesetzt. Da mit adenoviralen Plasmiden trans&teiBakterien schlecht haltbar sind, wurde die iMid
Plasmidpraparation in 400 ml LB mit Carbenicillirergetzt und maximal 10 h bei 225 rpm und@7
schiittelinkubiert. Danach erfolgte eine endotoxiMidi-Plasmidpréparation (5.4.4.6).
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5.5.2 Herstellung infektibser Viren aus Adenovirusp  lasmiden

Die in dieser Arbeit klonierten Adenovirusplasmigarden in 293 Zellen zu infektidsen Partikeln géamerIn
der 293-Zelllinie wird eine schnelle und erhéhtegagation der Viren, aufgrund einer stabil integeie E1-
Region im Genom, erreicht. Diese Eigenschaft ermabighuch die Vermehrung nichtreplikativer Vireme éine
Deletion der E1-Region aufweisen, aber dieser eitafekt in dieser Zelllinie komplementiert wirddisomit
die Viruspropagation ermdglicht (33).

Das Adenovirusgenom liegt im nativen Zusatand liiseat vor. Zur Herstellung infektiéser Viren adgn
Adenovirusplasmiden muss das rechte und linke imRe(ted terminal repeafreigelegt und somit das Plasmid
linearisiert werden. Dazu wurden 5 pg Plasmid (Macht mit der RestriktionsendonucleaBac | verdaut.
Durch diesen Verdau werden auch die fir die staRiéplikation inE. coli notwendigen DNA-Abschnitte
entfernt. Die Transfektion der permissiven Zellig@3 mittels Lipofectamine (5.2.6) wurde direkt a&sn Pac
I-Verdau durchgefiihrt. Die transfizierten Zellen rden fir mindestens 5 Tage in 2%igem FCS Medium
inkubiert und durch drei Einfrier/Auftau-Zyklen kgst. Nach einer 5 mindtigen Zentrifugation bei 50§ und
4°C wurden mit dem Uberstand neue 293-Zellen (in ZeBkulturflaschen 1,5 x 10 Zellen, mit
DMEM/2%FCS) infiziert. Diese Flaschen wurden bergiach 60 h geerntet, lysiert und zentrifugiere(aiivor
beschrieben). Dieser Infektionszyklus wurde wiedkrlbis ein cytopathischer Effekt (CPE) sichtbarree:
(maximal 4 Zyklen). Durch einen CPE wird im Rahnuer adenoviralen Infektion Zellen morphologisch in
Form der Zellabrundung und dem Verlust der Adh&siimigkeit verandert. Danach erfolgte die Prépanadier
Viren in grolRerem MaRstab (5.5.3).

5.5.3 Vermehrung und Praparation von Adenoviren

70 % konfluente 293 Zellen in T75-Zellkulturflascheurden mit einemultiplicity of infection(MOI) von etwa

10 infiziert. Die MOI gibt vorhandene Anzahl derfghtiosen Partikel pro Zielzelle an. Eine regelngg&3i
mikroskopische Kontrolle des einsetzenden CPE ¢meish ca. 60 h) und des Mediumfarbwechsels erafiteli
die Bestimmung des geeigneten Erntezeitpunktes.

Nach Einsetzen des CPE wurden die Zellen in eimb@entrifugenréhrchen tberfihrt und 5 min bei 500
zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in Dialysepuffaufgenommen. 20 Kulturschalen mussten mindedi@ns
eine Viruspraparation infiziert werden, um eine fdgt hohe Ausbeute an infektiésen Partikeln Zaken.
Die Zellpellets wurden nach dem Zentrifugationsgthr einem Volumen von 5 ml vereint. Die Zellerusden

in fluissigem Stickstoff tiefgefroren und sofort Wer aufgetaut und kréaftig gevortext. Um die Zeliadglichst
vollstandig aufzuschliel3en, wurde dieser Vorgasgé@samt 3 x wiederholt. Die Suspension wurde 88®x g

5 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde vorsichiigein neues GefaR tberfiihrt und das Pellet inl2 m
Dialysepuffer resuspendiert und nach einem weitdéfaririer/Auftau-Zyklus erneut bei 2000 x g fur 5iim
zentrifugiert. Der Uberstand wurde mit dem Uberdtdas 1. Zentrifugationsschrittes vereinigt.

Die Anreicherung und Reinigung der Viruspartikdbtgte mittels Ultrazentrifugation auf einem Casuhtorid-
Stufengradienten in einem Polypropylen-Zentrifugéainchen (Fa. Beckman) fir den Rotor SW-28i. Der
Gradient wurde aus jeweils 3,5 ml CgQler Dichten 1,4 g/ml und 1,2 g/ml aufgebaut und oer
Virussuspension beladen. Es wurde fir 4 Std. bed@B rpm (Rotor SW-28i, Fa. Beckmann) und 10°C
ultrazentrifugiert. Die Virusbande konnte anschdie® mit einer feinen KanuléJ(0,8 mm, Fa. Braun) durch
seitliches Einstechen in das Réhrchen aus dem,y@&@Hienten gezogen werden. Zur grol3eren Reinheiiav
die Suspension mit Dialysepuffer auf ein Volumemve ml aufgefillt und nochmals auf einem GsCI
Gradienten ultrazentrifugiert. Die Virusbande mitVblumen 2 x Lagerungspuffer versetzt oder dirakt i
Dialysekassette (5.5.5) versetzt und dialysiert.

Die Viruslosung in Lagerungspuffer wurde bei -205@ Viruslésung nach Dialyse wurde bei -80°C gefage
Der Gehalt an viralen Partikeln wurde spektrophatisch durch Bestimmung der OD bei 260 nm ein26 1:
Verdiinnung in 0,1 % SDS ermittelt. Eine @P= 1 entspricht 18§ viralen Partikeln/ml. Ublicherweise
entsprechen 10-50 Adenoviruspartikel einem infeddi® Partikel (IP). Die Konzentration der pfu pro
Volumeneinheit ist das MaR fir die Infektiositaner Viruspraparation und kann durch Titerung (5.5.4
bestimmt werden.

CsCl-Gradient (fur jeweils 100 ml)
Dichte 1,2 g/ml: 26,5g Cs&192,5 ml HO, 1 ml Tris/HCI pH 7,5
Dichte 1,4 g/ml: 53,5 g Cs&I185,5 ml HO, 1ml Tris/HCI pH 7,5

2 x Lagerungspuffer
10 mM Tris/HCI pH 8,0
100 mM NacCl

1 mM MgCh
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50 % Glycerol
0,1 % BSA

5.5.4 Bestimmung des infektiésen Titers von adenovi ralen Praparationen

Die tatsachliche Infektidsitat von Adenovirusprégieomen kann mit Hilfe des Adeno-X Rapid-Titer KBD
Clontech) quantifiziert werden. Dieser Assay basieif einer immuncytometrischen Farbung des adeaievi
Hexonproteins in infizierten Einzelzellen. Dazu dem in 24-well-Platten ausgeséte permissive 29&&ehit
einer Verdunnungsreihe von i®is 10° einer Adenoviruspraperation infiziert. Nach 42 #& h wurden der
infizierten Zellrasen mit Methanol fixiert und idfédse Ereignisse sichtbar gemacht. Dabei wurden di
Vorgaben des Herstellers befolgt. Zur Farbung waidie Verdiinnungsstufe eingestzt, die zwei loganisiche
Verdinnungsstufen nach der Stufe mit mikroskopisdtennbaren CPE folgt. Die Berechnung des infektdse
Titers erfolgt anhand der Zahlung gefarbter Eingiédn im Lichtmikroskop bei definierter VergréRegun

P XXy IP: infektiose Partikel
%m VF xVol. Vf: Verdinnungsfaktor
0 Vol: eingestztes Virusvolumen (meist 0,1 ml)
X: Mittelwert aus gefarbter Zellen im Sichtfeld

y: Faktor fur Anzahl der Sichtfelder fir eimvell bei
definierter VergroRerung: 20x: 331

10x: 79

4x: 10

5.5.5 Dialyse der Adenoviren

Zur Nutzung von Adenoviren bei Tierexperimenten &h Austausch des Lagerungspuffers und des
Céasiumchlorids aus der Ultrazentrifugation gegen physiologisches Medium in Form einer Dialyse
notwendig.

Adenoviren sind in glycerolfreien, physiologischgledien nur begrenzt haltbar. Daher wurde die De&lgsst
kurz vor Beginn der Infektionsversuche durchgefiRierzu wurde die bendtigte Adenovirusmenge nmiesi
mindestens 50%igen Uberschusses, aufgrund des stesluan der Dialysemembran, in einer zuvor
angefeuchtete Dialysekassette (Fa. Pierce) mitr €if@@mm-Kanile injiziert. Die Uberschissige Lufisader
Kassette wurde abgezogen. Dialysiert wurde 2 xg&den Dialysepuffer. Die Virussuspension wurde @ers
Kassette abgezogen und die OD aufgrund der infolge Dialyse auftretenden Volumenanderung erneut
bestimmt. Die MOI konnte dann aus dem vor der Balpestimmten Verhaltnis zwischen Gesamtpartikel au
OD und infektiése Partikel aus Titerung berechnetden.

5.5.6 Kristallviolett-Farbung zur Quantifizierungd  er Onkolyse

Tumorzellen wurden in 24-well-Platten mit einer Biie von 4 x 10 Zellen / well ausgesét und 12 h nach
Adhasion der Zellen mit 40 ng / well Doxorubicinha@delt. 8 h nach Doxorubicin Behandlung wurden die
Zellen mit den Viren in verschiedenen MOIs infitidDie infizierten Platten wurden bis zum Erschaeirtes
CPE inkubiert. Mit einer Kristallviolett-Farbung sieZellrasens konnte das infolge der viralen Repbka
erfolgte CPE und das daraus resultierende AufldesrZellrasens verdeutlicht werden.

8 bis 10 Tage nach Virusgabe wurde das Medium emtmen und die Zellen 1 x mit PBS gewaschen. Nach
absaugen des PBS wurden die Zellen 10 min in 1@#biormaline in PBS fixiert. Anschlieend wurde mit
Wasser gewaschen und der Zellrasen mit 0,1% Krigildtt in 10 % Ethanol fur 30 min gefarbt. Die
Farbeldsung wurde mit einem weiteren WaschschiitiVasser vollstandig enthommen.

5.5.7 Infektion von IMR-90 Fibroblasten

Aufgereinigtes CARTAT-Fusionprotein wurde mit der entsprechenden $finenge vermischt (100 ng Protein
/ 1*10* Infectiose Einheiten) und 10 min inkubiert. 5 x> IMR-90 Fibroblasten wurden mit CARTAT-
beladenen Viren mit einer MOI 0,1 infiziert. Naclkrschiedenen Zeitpunkten wurden zellulare DNA von
infizierten Zellen mittels QIAamp-DNA-Mini Kit (Qigen) isoliert und Uber eine QfOD.gr-Messung
quantifiziert. Zur Quantifizierung der viralen DNReplikation wurde eine gPCR (s. 5.4.8) durchgefihrt
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5.6 Tierexperimentelle Methoden

Pathogenfreie ménliche NMRI-nu/nu Mause (6 — 8 Véocklt) wurden vom Tierhaus der Medizinische
Hochschule Hannover erhalten. Das Gewicht der Maes®eig ca. 15 — 20 g. Die Tiere wurden in Gruppam
maximal 6 Tieren in durchsichtigen Polycarbonati@fi (Fa. Makrolon) des Typs Il auf staubfreiem
Weichholzgranulat gehalten (Raumtemperatur 22 %Z, 2elative Luftfeuchtigkeit 55+/- 5 %, Belichtu®y.00

bis 19.00 MEZ, kontinuierliche Fitterung mit einpelletierten autoklavierten Alleindiat ( Fa. Altram
Gesamtprotein 19 %, Fett 4 % , N-freie Extrakt&d®0,5 %, umsetzbare Energie 2850 kcal/ kg)). I8teri
Leitungswasser wurde Uber Trankflaschen zugefilhet.Tiere wurden hinter einer Infektionsbarrierengiéen
und monatlich auf Erregerfreiheit entsprechendGéfSOLAS-Liste getestet.

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefuhrten Tierexpent erfolgten gemalR dem Tierversuchsantrag ®4/88
und der Anzeige 84/86.

5.6.1 Untersuchung der intrahepatischen, viralen DN A Replikation

Zur Untersuchung der viralen DNA-Replikation in deber wurden die Mause zundchst mit Doxorubiciii %1
png Doxorubicin / g Maus 8 h vor Virus- bzw. Zellgdtbehandelt, um ein hohes p53-Niveau vorzubereiten
AnschlieRend wurden die Viren mit 1 x "1L0P oder mit 5 x 19 Hep3B-Zellen, die 24 h vorher mit den
entsprechenden Viren mit einer MOI 25 vorbehandelten, i.v. injiziert. Die zu verabreichende Memngarde
vor der Injektion auf ein injizierbares Volumen vB80 pl in Dialysepuffer gebracht und iber die Sahavene,
welche vor der Injektion durch Aufbringen von warm&Vasser auf die Schwanzhaut dilatiert wurde, igjiz
Bei der Injektion kamen Insulinnadeln (27 G) der. Bxaun zum Einsatz. Zu den in den Abbildungen
dargestellten Zeitpunkten wurden die Tiere durch-Galation und nachfolgendem Genickbruch get@éth,

48 h und 72 h nach der Injektion wurden 10 mg Ledeebe entnommen und die DNA wurde mittels QIAamp-
DNA-Mini Kit (Fa. Qiagen) isoliert. Der Anteil vilar DNA wurde anschlieRend durch quantitative PGR.g)
nachgewiesen.

5.6.2 in vivo Onkolyse

Zur Untersuchung der intratumoralen Lysewirkung Videnoviren wurden 1 x I0Tumorzellen in 200 pl
sterilem PBS durch s.c. Injektion in die linke FRarinokuliert. Nach Erreichen einer Tumorgrofie ebma 200
mm® wurde mit der virotherapeutischen Behandlung begon Die Applikation der Viren erfolgte in 150 pl
durch Insulinnadeln (27 G) intratumoral, wobei tM&use mit Ether betdubt waren. Die Virusdosis liefw

10 pfu und wurde in 4 Tagesabschnitten wiederhole DiumorgréRe konnte mit einer digitalen Schieblehre
gemessen  werden. Die  VolumengréRe wurde anhand erfddy  Gleichung  berechnet:

Tumorlangémm) x Tumorbreie® (mnT)
2

Nach Beendigung eines Versuchs wurden die Tierend@Q-Inhalation und nachfolgendem Genickbruch
getotet.

Tumorvolunen(mnt) =

5.7 Statistische Auswertung

Die statistische Signifikanz wurde in dieser Arbeifthilfe des Programms GraphPad Prism mit dem
parametric, unpaired-Test undwo-tailed P-Values mit einem Konfidenz Intervall von 95 %eehnet.
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7 Anhang

7.1 Abkirzungsverzeichnis

Abb. Abbildung

abs. absolut

Ad Adenovirus

APS Ammoniumpersulfat

ATCC american tissue culture company

ATP Adenosintriphosphat

3-gal 3-Galactosidase

BSA Bovines Serum Albumin

bp Basenpaare

CCC cholangiozellulares Karzinom

CMV Cytomegalie-Virus

DNA Desoxyribonukleinsaure

DMEM Dulbecco’s modified eagle medium
dNTPs Desoxyribonukleotide (dATP, dGTP, dTTP, 8T
DTT Dithiothreitol

E. coli Escherichia coli

EDTA Ethylendiamin-N,N,N",N -tetraacetat
Fa. Firma

FCS fotales Kalberserum

h Stunde(n)

HSV-tk Herpes Simplex Virus Thymidin-Kinase
kDa Kilodalton

LacZ [3-Galactosidase

LB Luria Broth

Luc Luciferase

Max. maximal

MCS Multiple cloning site

min Minute(n)

MOI multiplicity of infection(Anzahl infektioser Partikel/Zielzelle)

oD Optische Dichte
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ONYX-015
PAGE
pBS

PBS

PCR

pfu

pH

RNAse
rpm

RT

S.D.
SDS
Std.
TAE
TBP

TE
TEMED
TERT

Tris

uv
viv

wiv

p53-abhéangig replizierendes Virus denfarONY X Pharmaceuticals
Polyacrylamidgelelektrophorese

plasmid Bluescript

Phosphatgepufferte Salzlésung
Polymerasekettenreaktion

plaque forming units

negativ dekadischer Logarithmus dérlbhenkonzentration
Ribonuklease A

Umdrehungen pro Minuteofations per minute
Raumtemperatur

Sekunden

Standardabweichung (,standard deviation®)
sodiumdodecylsulfate/Natriumdodecylsulfat
Stunde(n)

Tris/Acetat/EDTA-Puffer

TATA-binding protein

TrislEDTA-Puffer
N,N,N",N"-Tetramethylendiamin

Telomerase Reverse Transkriptase
2-Amino-2,2-hydroxymethylpropan-1,3-diol
Unit

ultraviolett

Volumen pro Volumen

Gewicht pro Volumenweight per volume
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