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1 Einleitung

1 Einleitung

Die Gentherapie stellt bei der Tumorintervention ein alternatives Konzept zu
herkdbmmlichen Therapien dar. |hr Ziel ist im Gegensatz zu bisherigen
Therapieansatzen, die sich auf die Behandlung der Krankheitssymptome beschranken,
die Behandlung der Krankheitsursachen. Der Leitgedanke der Gentherapie basiert auf
der Tatsache, dass genetische Veranderungen die Ursachen fur verschiedene Formen
von Krankheiten sind. Dies konnte Uberwiegend flir monogenetisch vererbte
Krankheiten wie "Zystische Fibrose", Stérungen der Koagulation oder vererbte
immunologische Defizite beobachtet werden. Weit verbreitete Krankheiten wie die
Entwicklung von Tumoren oder vaskuldre Fehlfunktionen beruhen ebenfalls auf
Mutationen in verantwortlichen Genen und der daraus resultierenden veranderten
Genexpression. Ebenso koénnen virale Infektionen, z.B. durch das humane
immunodefiziente Virus (HIV), als genetische Veranderungen betrachtet werden. Mit
Hilfe der Gentherapie kénnen nun diese Gendefekte ausgeglichen werden, indem das
defekte Gen durch eine intakte Kopie ausgetauscht wird. Die Vervollstandigung des
'human genome project’ und die standige ldentifizierung krankheitsverantwortlicher
Gene bieten ein enormes Potenzial zur Etablierung gentherapeutischer Ansatze. Daher
wurden viele Strategien zur Heilung verschiedener Krankheiten entwickelt und
bewertet (Verma und Somia, 1997; Somia und Verma, 2000). Neben monogenetischen
(9,8%) und vaskularen Fehlfunktionen (8,3%) sind vorwiegend Tumorerkrankungen
(66%) klinische Ziele gentherapeutischer Studien (Abb. 1.1 A).

1.1 Verwendung viraler Vektorsysteme in der Gentherapie

Um eine erfolgreiche Gentherapie durchzuflihren, muss eine geeignete Menge des
therapeutischen Gens in das Zielgewebe transportiert werden ohne unerwlinschte
Nebeneffekte auszulésen. Virale Systeme eignen sich besonders gut als
gentherapeutische Vehikel. Jedes virale Vektorsystem besitzt bestimmte
charakteristische Merkmale, die es flir eine spezifische therapeutische Anwendung
geeignet macht. Bei manchen Funktionsstérungen ist z.B. eine Langzeit-Expression
innerhalb weniger Zellen ausreichend (genetische Fehlfunktionen), wahrend fiir andere
Erkrankungen eine hohere transiente Expression bendtigt wird.

Unter den verwendeten Vektorsystemen stellen Retroviren und Adenoviren die grofite
Gruppe dar (Abb. 1.1 B). Die Familie der Retroviren setzt sich aus unterschiedlichen
Gruppen zusammen; den C-Typ Retroviren ("Mammalia" und "Avia"), die auch als

Onkoretroviren bezeichnet werden, sowie den Lenti- und Spumaviren (Kay et al.,
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1 Einleitung

2001). Onkoretroviren zeichnen sich dadurch aus, dass sie einfach zu konstruieren
sind, stabil ins Wirtsgenom integrieren und somit zur Langzeit-Expression Ubermittelter
Gene befahigt sind. Allerdings kénnen sie ausschlieBlich replizierende Zellen infizieren
und sind assoziiert mit malignen Erkrankungen oder Immundefekten (Coffin et al.,
2000). Gleichwohl sind sie in der Gentherapie weit verbreitet und werden in klinische
Studien wie der 'suicide' Gentherapie mittels des Herpes simplex Virus Thymidinkinase
Gens (HSV-tk) zur Kontrolle der ‘graft-versus-host' Krankheit (GVHD) (Bonini et al.,
1997) eingesetzt. Hier wurden Donorlymphozyten mit HSV-tk transduziert, wodurch
diese Zellen ganziklovirsensitiv wurden und Uber Zugabe dieses Reagenz beseitigt
werden konnten. Eine andere klinische Studie beschaftigt sich mit der Behandlung von
Gendefekten in immundefizienten Patienten mit ‘severe combined immunodeficiency'
(SCID-X1) Syndrom (Cavazzana-Calvo et al., 2000). Zur Behandlung dieser Patienten
wurde die cDNA der y-Kette eines Cytokinrezeptors Uber retroviralen Transfer in
hamatopoetische Stammzellen transformiert. Hierbei kam es zu einer retroviralen
Insertion ins Wirtsgenom im sogenannten Onkogen ‘LIM domain only 2' (LMOZ2), was
zu einer Aktivierung der LMO2-Expression und leukdmiedhnlichen Symptomen fiihrte
(Check, 2002; Hacein-Bey-Abina et al., 2003; Kaiser, 2003).

Alle bisher in der Gentherapie verwendeten Vektorsysteme und ihre Haufigkeit in der
Verwendung bis 2004 sind unter Abb. 1.1 B dargestellit.

O Tumorerkrankungen

A

[l Monogenetische Erkrankungen
%\ [ vaskulére Erkrankungen
A O Infektionserkrankungen

B Andere Erkrankungen
0 Genmarkierung

B Gesunde Freiwillige

O Retroviren B Herpes simplex
\\ B Adenoviren [ Adeno-assoziierte Viren
& [ Nackte/Plasmid DNA B RNA-Transfer

@ Andere

[ Lipofektion
P [0 Unbekannte
H Pockenvirus

[ Vaccinia

Abb. 1.1: Teilausschnitt einer schematischen Ubersicht zu angewendeten klinischen
Studien bis 2004. A) Klinische Zielgruppen fur die angewandte Gentherapie, B) Verteilung der
viralen Vektorsysteme in gentherapeutischen Studien (verandert nach Edelstein et al., 2004).



1 Einleitung

1.2 Adenoviren als gentherapeutische Vehikel

Adenoviren sind mit 26% neben Retroviren (28%) die meist verwendeten Vektoren, die
in der heutigen Gentherapie eingesetzt werden. In den letzten vier Jahrzehnten wurden
sie nach ihrer erstmaligen Entdeckung weitgehend charakterisiert. lhre Fahigkeit, eine
grolie Bandbreite an unterschiedlichen Zelltypen effizient zu transduzieren, macht sie
zu einem geeigneten Vehikel fir therapeutische Gene. Sie sind in der Lage, Zellen
unabhangig von ihrem Replikationsstatus zu infizieren (Brody und Crystal, 1994;
Bramson et al., 1995), besitzen die Fahigkeit, groBe Mengen heterologer DNA in ihr
Genom zu inkorporieren und kénnen zu hohen Titern generiert werden (Hitt et al.,
1995). Adenoviren infizieren Uberwiegend den respiratorischen und gastrointestinalen
Trakt und induzieren dabei grippedhnliche Symptome. Bisher konnten keine humanen
neoplastischen Erkrankungen mit ihnen assoziiert werden. Lediglich eine geringe
Menge von adenoviralen Vektoren (AdVektoren) ist in der Lage, Tumoren in einigen
Tiermodellen zu induzieren, z.B. induziert der Adenovirus-Serotyp 12 (Ad12)
Hirntumore in Ratten (Doerfler et al., 1980) oder neuroektodermale Tumore in
syrischen Hamstern (Hohlweg et al., 2003; Hohlweg et al., 2004). Im Gegensatz zu
Retroviren integrieren Adenoviren nicht stabil in das Wirtsgenom, so dass mutagene
Effekte wie bei Retroviren weitgehend auszuschlieen sind.

Humane Adenoviren sind in sechs Untergruppen klassifiziert. Diese Klassifikation
basiert auf Kriterien wie z.B der Hamagglutinationseigenschaft, der Onkogenitat sowie
der DNA-Homologie. Diese Untergruppen unterteilen sich in verschiedene Serotypen,
die sich durch ihre antigene Kreuz-Reaktivitdt unterscheiden (Horwitz et al., 1990).
Nahezu 50 Serotypen wurden bisher identifiziert und charakterisiert (Shenk et al.,
1996). Morphologisch stellen AdViren hillenlose DNA-Viren dar, deren doppelstrangig
lineares Genom 30-40 kb umfasst. Sie werden in ikosaedrische Partikel mit einem
Durchmesser von 140 nm verpackt (Stewart et al.,, 1991). Das Kapsid ist aus 240
Hexonkapsomeren, die 20 dreieckige Oberflachen des lkosaeders bilden, und aus 12
Pentonkapsomeren, die aus Pentonbasis, Fiberschaft und ‘fiber knob' bestehen,

zusammengesetzt (Abb. 1.2).

Das adenovirale Genom umfasst die fruihen Regionen E1 bis E4, die fur regulatorische
Proteine kodieren, und die spaten Regionen L1 bis L5, die flr die Strukturproteine
kodieren. Das Genom ist flankiert von inversen terminalen Repetitionen (ITR), die den
Startpunkt fur die virale DNA-Replikation darstellen. Die Proteine der Region E1 sind
an der Virus-Replikation sowie an der Expression der friihen und spaten Gene beteiligt.

Sie begunstigen auflerdem den viralen und vermindern den mRNA-Transport des
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Wirts. Durch das Entfernen dieser Region E1 werden Adenoviren replikationsdefekt
(Roy-Chowdhury und Horwitz, 2002). Die drei Genprodukte der Region E2 sind direkt
an der DNA-Replikation als DNA-Bindeproteine, als DNA-Polymerase und als
terminaler Proteinvorlaufer beteiligt (Horwitz, 1990). Die Region E3 kodiert fur Proteine,
die die antivirale Immunantwort reduzieren und die durch den ‘fumor necrosis factor’
(TNF) induzierte Lyse und Apoptose von infizierten Zellen blockieren (Tollefson et al.,
1998).

1 11 (hexomn monomes)
{ VI

HEXON i v

{IX

DHA GEHOME

Abb. 1.2: Schematische Darstellung zur Morpholgie eines Adenovirus. || Hexonmonomer, IlI
Pentonbasis, llla assoziiert mit Pentonbasis, IV Fiber, V Core: assoziiert mit DNA und
Pentonbasis, VI kleines Hexonpolypeptid, VII Core, VIl kleines Hexonpolypeptid, IX kleines
Hexonpolypeptid, TP Genom- terminales Protein.

Sie werden nicht fir die Virusproduktion in vitro benétigt (Wold et al., 1995). Proteine
der Region E4 sind verantwortlich fiir den viralen RNA-Transport und ihre Stabilitat
sowie fur die Akkumulation viraler DNA und die transkriptionelle Regulation der
Regionen E2 und E4. Die Expression der spaten Gene beginnt nach der Initiation der
viralen DNA-Replikation. Hierbei wird das primare Transkript gespleit und
polyadenyliert, so dass funf Familien von mRNAs produziert werden, die fur die
Strukturproteine des Virions kodieren, z.B. L2 fur die Pentonbasis, L3 fur die Hexone

und L5 fir das Fiberprotein.

Die in der Gentherapie meist verwendeten adenoviralen Vektoren sind aus den

Adenovirus-Serotypen 2 und 5 (Ad2 und Ad5) entstanden, die der Untergruppe C
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zugehdrig sind (Roberts et al., 1984; Chroboczek et al., 1992). Konventionell
verwendete replikationsdefekte Vektoren werden als sogenannte "Erst-Generations®-
Vektoren bezeichnet. Diese basieren auf der Substitution der Region E1 durch ein
Transgen bzw. durch ein therapeutisches Gen, das in die Zielzelle gebracht werden
soll. Infolgedessen sind die Funktionen der Region E1 in transduzierten Zellen nicht
aktiv, so dass der Vektor unter regularen Bedingungen in diesen Zellen nicht
replizieren kann. Fur die Vektorgenerierung missen daher die E1-Funktionen in einer
komplementaren Verpackungszelllinie in trans exprimiert werden. Dafiir werden
vorwiegend embryonale Nierenzellen (293) verwendet, die zuvor mit der AdRegion E1
transformiert wurden (Graham et al., 1977; Fallaux et al., 1998; Schiedner et al., 2000).
Zusatzlich kénnen "Erst-Generations“-Vektoren eine Deletion der Region E3 tragen,
die zur viralen Replikation in Zellkultur nicht bendétigt wird. Daraus ergibt sich fiir diese
Vektoren eine Klonierungskapazitat von 8 kb.

Trotz der hohen Effizienz der Transgenubermittlung weisen "Erst-Generations"-
Vektoren in einigen Tierexperimenten und auch klinischen Studien Nachteile auf, da
die Expression viraler Gene hierbei zu direkter Toxizitdt und Immunogenitat gegen
virale Genprodukte flihren kann. Eine zytotoxische T-lymphozytar (CTL) vermittelte
Immunantwort fihrt zur Beseitigung vektortransduzierter Zellen und einer verkurzten
Transgenexpression (Yang et al.,, 1994; Yang et al., 1995; Lusky et al., 1998). Eine
humorale Immunantwort kann ebenfalls direkt gegen das exprimierte Transgen sowie
das injizierte Viruspartikel erfolgen, was eine Readministration der Viren erschwert (Dai
et al.,, 1995; Mastrangeli et al., 1996; DeMatteo et al., 1997; Mack et al., 1997,
Chirmule et al.,, 1999). Um die anti-adenovirale Antwort zu umgehen, kann auf der
einen Seite die Expression viraler Gene reduziert werden, was in folgenden
Abschnitten beschrieben wird, oder auf der anderen Seite die Wirtszellimmunantwort
beeinflusst werden. Einige Erfolge konnten dabei mit Immunsuppressiva wie
Zyklosporin A, Zyklophosphamiden, Deoxypergulain sowie FK506, die eine zellulare
und in einigen Fallen auch die humorale Immunantwort verzogern (Dai et al., 1995;
Fang et al., 1995; Smith et al., 1996; Kaplan und Smith, 1997; Kuriyama et al., 2000),
erreicht werden. Einen &hnlichen Effekt erzielten anti-CD4, anti-CD8 und anti-T
Zellrezeptor Antikorper. Durch den Einsatz von anti-CD8 und anti-T Zellrezeptor
Antikorpern konnte eine Verminderung der CTLs und damit eine anhaltende
Transgenexpression erreicht werden (Poller et al., 1996; Sawchuk et al., 1996). Neben
der verzogerten CTL-Antwort konnte eine transiente Verminderung CD4-positiver T-
Zellen durch anti-CD4 Antikdrper das Auftreten von anti-Ad neutralisierenden
Antikorpern verhindern. Eine alternative Strategie ist die Reduktion der Immunantwort

durch eine Blockade mittels kostimulatorischer Interaktion zwischen Antigen
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prasentierenden Zellen (APCs), T- und B-Zellen. Hierbei kann z.B. durch systemische
Gabe von CTLA4Ig ebenfalls eine verlangerte Transgenexpression erzielt werden, da
eine verminderte T-Zellaktivierung erreicht wird (Kay et al., 1995; Guerette et al., 1996;
Jooss et al., 1998).

Auf dieser wissenschaftlichen Grundlage wurden adenovirale Vektoren weiterhin
modifiziert, indem fiir die Transgenubermittlung nicht bendtigte Gene ausgeschaltet
bzw. entfernt wurden. Die sogenannten "Zweit-Generations"-Vektoren besitzen neben
den Deletionen in Region E1 und E1/E3 weitere Deletionen oder Inaktivierungen der
Region E2 (z.B. bei Konstruktion temperatursensitiver Mutanten). Verglichen mit "Erst-
Generations"-Vektoren vermitteln diese Vektoren eine langere Transgenexpression
und sind mit einer schwacheren Immunantwort assoziiert (Engelhardt et al., 1994).
"Zweit-Generations"-Vektoren konnen zusatzlich in der E4-Funktion deletiert sein, was
ebenfalls zu einer andauernden Transgenexpression mit reduzierter Immunantwort
fuhrt (Armentano et al., 1995; Gao et al., 1996; Wang et al., 1997).

Da "Zweit-Generations“-Vektoren aber dennoch nicht das Problem der Immunogenitat
I6sen und noch eine limitierte Klonierungskapazitat besitzen, wurden sogenannte
Helfer-abhangige (helper-dependent, HD) oder 'gutless' AdVektoren konstruiert (Fisher
et al., 1996; Kochanek et al., 1996; Kumar-Singh und Farber, 1998). Sie zeichnen sich
durch die Entfernung aller kodierenden viralen Gene aus und besitzen lediglich ITRs
und das Verpackungssignal als virale Elemente. Damit sind sie in der Lage Fremd-
DNA mit einer Grofe von bis zu 36 kb aufzunehmen (z.B. cDNAs, gewebsspezifische
oder regulierbare Promotoren unterschiedlicher Grofle sowie verschiedene
Expressionskassetten). Ein weiterer Vorteil ist ihre reduzierte Toxizitdt und
Immunogenitat (Morral et al., 1998; Morsy et al., 1998; Schiedner et al., 1998; Thomas
et al., 2000) sowie eine Langzeit-Transgenexpression (Schiedner et al., 1998). Fur die
Generierung der HD AdVektoren wird ein sogenanntes Helfervirus, das alle viralen
Funktionen mit Ausnahme der E1 Funktion exprimiert, bendétigt. Die Vektorproduktion
beruht auf einer Rekombinase-vermittelten Exzision des Verpackungssignals im
Helfervirus, welches von loxP (Parks et al., 1996; Hardy et al., 1997) oder frt (Umana et
al.,, 2001) Erkennungssequenzen flankiert wird. Als Verpackungszelllinie werden
ebenfalls 293 Zellen, die konstitutiv Cre Rekombinase (Chen et al., 1996) oder Flp
Rekombinase (Umana et al.,, 2001) exprimieren, verwendet. Nach Kotransfektion in
diese Zelllinie und mehreren Amplifizierungsschritten kann das Helfervirus vom HD
AdVektor uber einen CsCl-Dichtegradienten getrennt werden. Die Kontaminationen

durch das Helfervirus betragen in diesem System unter 0,1 %.
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Ein weiterer Ansatz ist die Verwendung von konditionell replikationskompetenten
Adenoviren, die in der Tumortherapie auch als onkolytische Viren bezeichnet werden
(Alemany et al., 2000a). Viele Tumoren besitzen sogenannte ‘oss-of-function’
Mutationen in Zellzyklus-regulatorischen Proteinen wie p53 oder pRb. Die adenoviralen
Proteine E1B und E1A sind in der Lage, p53 und pRb, respektiv zu binden und somit
den Zellzyklus zu aktivieren. E1B-deletierte zunachst als "Erst-Generations"-
replikationsdefekte bezeichnete AdVektoren kdénnen bei Transduktion p53-negativer
Zellen hier wieder replizieren (Bischoff et al., 1996). Damit kdnnen sie selektiv den Tod
der Tumorzelle auslosen und diese lysieren. Dasselbe gilt fir Zellen, die im Hinblick
auf die pRb-Funktion negativ sind (Einsatz E1A-deletierter AdVektoren). Damit kdnnen
replikationskompetente AdVektoren spezifisch zur Behandlung von Tumorzellen
eingesetzt werden. Replikationskompetente Viren kdnnen zusatzlich eine Deletion der
Region E3 besitzen, die keinen Effekt auf die virale Infektivitat hat. In den vergangenen
Jahren konnten diese Viren in verschiedenen klinischen Studien eingesetzt werden

(Khuri et al., 2000; Habib et al., 2002; Kuball et al., 2002).

1.3 Adenovirus-Zell-Interaktion

Neben den Vorteilen, die Adenoviren in ihrer Verwendung fir die Gentherapie bieten,
weisen sie allerdings zwei erhebliche Nachteile auf. Zum einen I6sen sie eine hohe
Immunantwort aus, die man, wie oben beschrieben, durch Deletion der
verantwortlichen viralen Gene zu umgehen versucht. Zum anderen besitzen sie eine
verminderte Zielzellselektivitat. Ihre Selektivitat richtet sich dabei nach ihren Binde- und
Internalisierungseigenschaften. Der adenovirale Infektionsprozess von Zellen ist in
zwei Interaktionen unterteilt: Die erste Bindung erfolgt Uber den ‘fiber knob' des Virus,
der an den zellularen Coxsackie B-Adenovirus Rezeptor (CAR) Uber spezifische
Aminosaurereste bindet (Bergelson et al., 1997). Die Internalisierung des Virus in die
Zelle stellt die zweite Interaktion dar. Hierbei kommt es zu einer Bindung des RGD-
Motivs in der viralen Pentonbasis mit zellularen avp-Integrinen (Wickham et al., 1993).
Diese Bindung fiuhrt zur Clathrin-vermittelten Endozytose (Chardonnet und Dales,
1970; Patterson und Russell, 1983; Svensson, 1985). Der virale Infektionsweg ist in

Abb. 1.3 schematisch dargestellt.

Die Fiberproteine aller AdSpezies mit Ausnahme der Gruppe B sind in der Lage Uber
den CAR Rezeptor zu binden (Roelvink et al., 1998). Das 346 Aminosauren (AS) lange
CAR-Protein kann zu den Typ I-Transmembranproteinen gezahlt werden, die eine

extrazellulare Domane besitzen. Die extrazellulare Domane umfasst 216 AS und wird



1 Einleitung

in eine V-ahnliche Immunglobulin (Ig)- (AS 1-120) und in die C2-ahnliche Domane (AS
124-210) gegliedert. Die aminoterminale V-ahnliche Ig Domane 1 (D1) fungiert dabei
als AdBindedomane. Dies konnte in friheren Studien von Bergelson et al. (1997) und
Tomko et al. (1997) gezeigt werden. Die genaue Funktion von CAR ist bisher noch
nicht vollstandig verstanden, aber seine Lokalisation in den 'tight junctions' sowie in der
basolateralen Membran weist auf eine Rolle in der Zelladhasion hin (Cohen et al.,
2001).

Pentonbasis |
Fiber
*knob*

N
\‘%‘i%‘\‘\\

av-Integrine

Abb. 1.3: Schematische Darstellung der Virus-Zell-Interaktion. Der zelluldre Bindungsprozess
von Adenoviren ist ein Zwei-Stufen-Prozess. A) Zelladhasion des 'fiber knobs' Uber den
Coxsackie B-Adenovirus Rezeptor (CAR). B) Bindung der Pentonbasis an zelluldre av-Integrine
zur Internalisierung des Virus in die Zelle (verandert nach 'adenovirus technology logo', Qbiogene
2002).
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Die Selektivitdt von Adenoviren wird durch ihre Bindung an den primaren Rezeptor
CAR insofern limitiert, als dass CAR ubiquitar auf fast allen respiratorischen
Endothelzellen und Epithelzellen exprimiert wird. Humanes CAR konnte im Herzen, der
Bauchspeicheldrise, dem zentralen und peripheren Nervensystem, der Prostata, den
Hoden sowie in der Lunge, dem Verdauungstrakt und vor allem aber in der Leber
detektiert werden. Adenoviren besitzen zusatzlich einen erhdhten Lebertropismus
(Huard et al., 1995; Alemany und Curiel, 2001), so dass nach intravenéser Gabe 80%
der Viren in der Leber lokalisiert sind und es zur Lebertoxizitdt kommen kann. Nach
systemischer Applikation koénnen daher Adenoviren nicht mehr zelltyp- bzw.
gewebsspezifisch binden, was zu einer unspezifischen Transgenaufnahme fihrt. Damit
kommt es zu einer Dosisungenauigkeit und die therapeutische Wirkung wird reduziert.
Auf der anderen Seite weisen verschiedene Zellen und Gewebe eine geringe oder
keine Expression von CAR auf, wie es auf vielen Tumorzellen der Fall ist (Miller et al.,
1998; Bauerschmitz et al., 2002a; Shayakhmetov et al., 2002). Hier kommt es zu einer
Resistenz gegenlber adenoviraler Transduktion. Damit verbunden sind wiederum
verminderte Expressionslevel der Ubermittelten Transgene sowie eine aberrante
Lokalisation auf Zell- und Gewebsebene (Anders et al., 2003).

Die Bindung an den CAR-Rezeptor erfolgt Uber spezifische Aminosaurereste im fiber
knob' Protein des Virus. Diese konnten in vorangegangenen Studien identifiziert und
charakterisiert werden (Kirby et al, 1999; Roelvink et al, 1999). In
Kompetitionsexperimenten konnte gezeigt werden, dass die virale Bindung an den
CAR-Rezeptor durch mutierte Fiberproteine inhibiert wird. Neben Punktmutationen
(P409A, Y491A, P190A, T470A, P396A, K420A, K417G, S408E, Y4T77A, Y262A,
S189E, K201A, K198G, S395E und L407G) wurden ebenso Substitutionen/ Deletionen
(rDPE-GGG, d489-492, r487-491) in das kodierende Fibergen eingefiigt; demzufolge
war das mutierte Fiberprotein nicht in der Lage, eine Wildtyp-Transduktion zu
unterdriicken (Roelvink et al., 1999).

Die Bioverteilung von Adenoviren wird jedoch nicht nur Giber die CAR-Expression allein
bestimmt. Der Grad der Durchblutung und der Vaskularitat eines Organs beeinflusst
die Verteilung im Korperkreislauf. Nach intravenéser Injektion werden adenovirale
Partikel von Makrophagen, wie z.B. den "Kupfer'schen Sternzellen" der Leber,
aufgenommen, wodurch Adenoviren aus dem Blutkreislauf entfernt werden und somit
zur selektiven Infektion nicht mehr zu Verfigung stehen (Alemany et al., 2000b). Dem
kann entgegen gewirkt werden, indem "Kupfer'sche Sternzellen" vor adenoviraler
Injektion entfernt werden (z.B. durch Gabe von Klodronat). Diese Behandlung fuhrt zu

einer verringerten vektorinduzierten Toxizitat, einer hoheren Transduktion der
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Hepatozyten sowie einer geringeren humoralen Immunantwort gegen transgene
Proteine (Wolff et al., 1997; Alemany et al., 2000b).

Als sekundare Zellrezeptoren, die fir die Internalisierung des Virus in die Zelle
verantwortlich sind, kénnen avp-Integrine betrachtet werden. Integrine sind relativ
grolRe heterodimere Transmembranproteine, die sich aus den Untereinheiten o und
zusammensetzen. Insgesamt gibt es Uber 20 verschiedene Mitglieder der
Integrinfamilie, die in den meisten Fallen iber das sogenannte Arginin-Glycin-Aspartat
(RGD)-Motiv mit extrazellularen Matrixproteinen interagieren. Zu diesen zahlen z.B.
Vitronektin, Fibronektin und Tenazin. Interaktionen von Integrinen mit diesen
Zellliganden I6sen wichtige zellulare Funktionen wie Zellanheftung, Zellmigration,
Wachstum und Differenzierung aus. Integrine spielen daher ebenfalls eine wichtige
Rolle in der Zellhombostase und sind an Prozessen wie Wundheilung, Osteogenese,
Tumormetastasierung und eventuell an einigen neuronalen Funktionen beteiligt
(Hynes, 1992).

Adenoviren binden ebenfalls Uber das RGD-Motiv in der Pentonbasis an die Integrine
avp3 und avp5, die die Virusaufnahme in die Zelle beglinstigen (Wickham et al., 1993).
Wickham et al. (1993) konnten in ihrer Studie zeigen, dass die Internalisierung des
Virus in die Zelle durch Zugabe eines Antikdrpers gegen die Untereinheit av blockiert
bzw. reduziert wird, aber keinen Einfluss auf die Zellanheftung hat. Rekombinantes
AdFiberprotein, aber nicht das Pentonbasisprotein, kann die Zellanheftung
kompetitieren. Zwei weitere Studien zeigen allerdings, dass Integrine auch einen
Einfluss auf die Zellanheftung besitzen (Huang et al., 1996; Roelvink et al., 1996).
MalRgeblich sind av-Integrine aber an der Virusaufnahme beteiligt. Viele AdSerotypen
unterschiedlicher Untergruppen besitzen ein konserviertes RGD-Motiv (Mathias et al.,
1994) und koénnen daruber in die Zielzelle internalisieren (Mathias et al., 1998).
Zwischen den verschiedenen Serotypen kommt es zu Unterschieden in denen das
RGD-Motiv flankierenden Sequenzen, die in ihrer Lange variieren. Daraus ergibt sich
die Frage, inwieweit diese Sequenzen die Integrinbindung der Pentonbasis
beeinflussen kénnen (Nemerow und Stewart, 1999).

Neben dem CAR-Rezeptor und den Integrinen wurde noch weiterere adenovirale
Rezeptoren identifiziert. Uber phage display-Techniken konnte die a2-Domane von
MHC Klasse I|-Molekilen als direkter Ad5 'fiber knob™-Interaktionspartner isoliert
werden (Hong et al., 1997). Heparansulfat-Glukosaminoglykane (HSG) sind ebenfalls
in die Virusbindung involviert (Dechecchi et al., 2001; Smith et al., 2003a). Die Bindung
an HSGs erfolgt Uber das Sequenzmotif Lysin-Lysin-Threonin-Lysin (KKTK) im
Fiberschaft, welches die Transduktion von Hepatozyten maRgeblich beeinflusst hat
(Smith et al., 2003b).
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Ein weiterer Rezeptor konnte flr den Serotyp Adenovirus 37 identifiziert werden.
Dieser Adenovirus bindet an die Zelloberflache mittels N-Acetylneuraminsaure, wobei
die Bindung und Internalisierung Uber den ‘fiber knob' vermittelt wird (Arnberg et al.,
2000a; Arnberg et al., 2000b; Arnberg et al., 2002).

1.4 Modifikation des naturlichen Tropismus von Adenoviren zur

zielzellgerichteten Transduktion (‘'targeting’)

Mit dem sogenannten 'targeting' von Adenoviren sollen die oben beschriebenen
Limitierungen umgangen werden, wie z.B. die Fahigkeit eine Vielzahl von Zellen zu
infizieren, wodurch ein spezifischer Gentransfer zum Zielgewebe nicht mehr
gewahrleistet wird. Ziel vieler Anséatze ist es, den natlrlichen Tropismus des Virus zu
deletieren und einen neuen Tropismus zu integrieren, um eine verbesserte
Transduzierbarkeit der Zielzellen zu erreichen. Dies ist besonders in der Tumortherapie
von Bedeutung, da viele Tumorzellen den primaren Adenovirusrezeptor CAR nicht
exprimieren und dadurch fiir eine adenovirale Infektion resistent sind. Die Modifizierung
von Adenoviren kann mittels unterschiedlicher "Targetingstrategien" in zwei grofe

Gruppen unterteilt werden (Abb. 1.4).

Ligand .
geeignetes
\ Konjugat

artifizieller Schaft mit Trimerisierungssignal
oder
Schaft eines anderenSerotyps

Ligand-Insertion

A/

AS 404-581

mutierte CAR-Bindung

Schaft —»
As 45-403
mutierte Integrin-Bindung
‘tail’ —pp
AS 1-44
Pentonbasis
Wildtyp-Fiber Molekulare Konjugate  Fibersubstitution Mutierte “knob*-Doméne

Abb. 1.4: Schematische Ubersicht zur Modifizierung des Adenovirus-Kapsids. Das Wildtyp-
Fiberprotein kann in drei Doméanen unterteilt werden: Pentonbasis, Schaft und 'knob'. Der Schaft
enthalt repetitive Sequenzen, die ihm eine zylindrische Form verleihen. Der 'knob' wird durch die
trimere Struktur stabilisiert und ist zur Bindung an CAR befahigt. Die relative GrofRe der einzelnen
Domanen ist in Aminosauren (AS) angegeben. Liganden wurden Uber molekulare Konjugate,
durch Fibersubstitution und durch Insertion in den 'knob' hinzugefiigt (verandert nach Einfeld und
Roelvink, 2002).
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Die erste Gruppe wird als Konjugat-'targeting' bezeichnet und basiert auf einem Zwei-
Komponenten-System. Um den naturlichen Tropismus des Virus zu erweitern, werden
Uberwiegend bispezifische Antikérper verwendet, die auf der einen Seite ein Fab-
Fragment eines monoklonalen Antikdrpers besitzen, das den 'fiber knob' binden kann
und somit die Interaktion mit zellularem CAR verhindert. Auf der anderen Seite sind
diese Antikdrper mit einem spezifischen Zellrezeptor oder mit einem Antikorper gegen
spezifische Oberflachenantigene konjugiert.

Ein typischer Zellrezeptor ist Folsaure. Mit diesem Konjugat konnte eine CAR-
unabhangige Folsaurerezeptor-vermittelte Transduktion von Folsdure exprimierenden
Tumorzellen gezeigt werden (Douglas et al., 1996). In einer anderen Studie konnte ein
konjugierter Fibroblasten-Wachstumsfaktor (FGF2) zum 'targeting’ von FGF2-positiven
Ovarkarzinomzellen in vitro mit Erfolg eingesetzt werden (Rancourt et al., 1998). Aus
diesen Voruntersuchungen resultierte das Protokoll flir eine klinische Studie, bei der
Patienten mit Ovarialtumoren mit einem FGF2-konjugierten Adenovirus, der die Herpes
simplex Virus Thymidin Kinase (HSVtk) als Transgen trug, behandelt wurden
(Bauerschmitz et al., 2002b). Die Etablierung dieses Systems fuhrte zu einer in vivo
Studie, bei der anti-Fiberkonjugate mit dem ‘angiotensin-converting enzyme' (ACE)
verknipft und systemisch appliziert wurden. ACE wird in groRen Mengen im Endothel
von Pulmonarkapillaren exprimiert. Mit diesem Vektor konnte im Vergleich zum
unmodifizierten Wildtyp-Adenovirus eine 20fach erhdhte Transgenexpression in der
Lunge erreicht werden. Gleichzeitig wurde die Transgenexpression in der Leber und
der Milz um 80% bzw. 50% reduziert (Reynolds et al., 2000). In einem aktuellen Ansatz
konnten Korn et al. (2004) bei der Verwendung eines '‘carcinoembryonic antigen’
(CEA)-konjugierten Virus ebenfalls eine erhdhte Transduktionsrate in CEA-
exprimierenden Tumorzellen erkennen. Neben den gegen den Fiber gerichteten
Antikérpern wurden zusatzlich Antikérper hergestellt, die gegen eine FLAG-modifizierte
Pentonbasis oder ein anderes Kapsidprotein (Hexon) gerichtet sind (Barnett et al.,
2002).

Ein weiterer Ansatz bei der Entwicklung von Adenovirus-Konjugaten ist die
Verwendung der CAR-Ektodomane, die die fiberbindende Komponente darstellt und
hier in einer trunkierten loslichen Form eingesetzt wird (sCAR). In Fusion mit dem
epidermalen Wachstumsfaktor (EGF) zeigte sich im Vergleich mit einem nicht-
modifizierten Vektor ein 9facher Anstieg in der Reportergenexpression in
verschiedenen den epidermalen Wachstumsfaktorrezeptor (EGFR) exprimierenden
Tumorzelllinien (Dmitriev et al., 2000; Hemminki et al., 2001). Eine verstarkte Bindung
zwischen sCAR und Fiber kann durch die Verwendung eines trimeren sCAR erreicht

werden. Der Fiber bindet bei der zellularen Adhasion ebenfalls als Trimer, so dass bei
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der Verwendung eines trimeren sCAR die Fiber-CAR-Bindung stabiler ist. Kashentseva
et al. (2002) zeigten, dass trimeres sCAR eine 20fach hdéhere Affinitat zum Fiber besitzt
als monomeres sCAR. AuBerdem konnten sie nachweisen, dass durch eine
Inkorporation eines anti-c-erbB2 Antikorpers in das trimere sCAR die Zelltransduktion
gesteigert wurde. Ein weiterer Vergleich wurde zwischen Trimer und Monomer beim
Einsatz der rezeptorbindenden Doméane von ApoE vorgenommen. Auch hier konnte
eine Steigerung der Transduktion CAR-negativer Zellen erreicht werden, wobei die
Transduktionseffizienz bei Verwendung eines trimeren sCAR 30fach héher war als bei
der Verwendung eines Monomers (Kim et al., 2002).

Eine andere post-produktive Modifikation von Adenoviren kann Uber kovalente Bindung
von Polymeren erfolgen. Bifunktionales Polyethylenglykol (PEG) wird z.B. verwendet,
um kurze Peptidsequenzen an einen Virus zu koppeln, die die Transduzierbarkeit von
Epithelzellen der Atemwege verbessern (Romanczuk et al., 1999; Drapkin et al., 2000).
PEG bindet Uber Aminogruppen an das Viruskapsid und verhindert dadurch, dass das
Virus von neutralisierenden Antikdrpern inaktiviert wird. Aus diesem Grund sind
polymerveranderte Viren fur in vivo Applikationen von grofer Bedeutung. Z.B. wird
nach systemischer Administration die Transduzierbarkeit der Leber erhdht (Croyle et
al., 2000). Durch die Kopplung von FGF2 konnte ebenfalls eine CAR-unabhangige
Transduktion in einem Ovarkarzinommodell gezeigt werden, wobei eine erhdhte
Transgenexpression des Vektors und eine verminderte Immunantwort erreicht wurde
(Lanciotti et al., 2003).

All diese Zwei-Komponenten-Systeme weisen jedoch einige Nachteile gegeniber dem
Ein-Komponenten-System auf. Der natlrliche Tropismus von Adenoviren bleibt zum
Teil erhalten, so dass es in vivo immer noch zu unspezifischen Bindungen an
unterschiedliche Gewebe kommen kann. Ein-Komponenten-Systeme basieren
dagegen hauptsachlich auf der genetischen Modifizierung des Adenovirus Kapsids,
Uberwiegend des fiber knob'. Bei der genetischen Veranderung des Virus steht
zunachst die Deletion der natlrlichen Rezeptorbindestellen im Vordergrund (CAR und
avp-Integrine). In einem weiteren Modifizierungsschritt folgt dann die Integration eines
neuen Tropismus (z.B. in Form von Peptidliganden) an einer geeigneten
Insertionsstelle, die die natirliche Konformation des Virus nicht beeinflusst. Der Vorteil
dieses Systems besteht darin, zwei Modifikationsschritte miteinander zu kombinieren
und somit ein geeignetes Potenzial fur klinische Studien zu liefern. Ein weiterer Vorzug
ist, dass dieses System gegenlber den Konjugat-Komplexen des Zwei-Komponenten-
Systems flr in vivo Applikationen viel stabiler ist und eine einfachere Stéchiometrie

besitzt.
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Im Uberblick kann das genetische ‘targeting’ in mehrere Untergruppen unterteilt
werden: 1) die Modifikation des Viruskapsids, 2) die Konstruktion von Fiberchimeren
und 3) das transkriptionelle ‘targeting’ mit der Verwendung von gewebsspezifischen
Promotoren. Eine Kombination dieser drei Strategien erweitert die Mdglichkeit zum
zielzellspezifischen 'targeting'.

Zur Verbesserung des "Targetingpotenzials" gentherapeutischer Adenoviren werden
zunachst solche natlirlichen Bindestellen deletiert bzw. mutiert, die einen EinfluR auf
die Bioverteilung und Transduktion haben. AnschlieRend wird ein neuer Tropismus in
das Kapsid eingefligt. Bei der Entfernung oder Veranderung der CAR- und Integrin-
Bindestellen konnten Einfeld et al. (2001) nach systemischer Applikation in einem
Mausmodell eine 10fache Reduktion der Transduktionseffizienz der Leber beobachten,
wobei eine héhere Reduktion des nativen Tropismus erzielt wurde, wenn ein Vektor mit
Deletionen im 'fiber knob' und der Pentonbasis verwendet wurde. Bei Gebrauch von
Vektoren, bei denen eine natlrliche Bindestelle erhalten blieb, kam es nur zu einer
verminderten Infektivitdt. Von anderen Forschergruppen konnte diese Aussage z.T.
nicht belegt werden, obwohl gleiche Vektormutanten eingesetzt wurden (Alemany und
Curiel, 2001; Leissner et al., 2001; Mizuguchi et al., 2002; Smith et al., 2002). Diese
unterscheiden sich allerdings in einer Insertion im ‘HI-loop".

Die Insertion von Fremdsequenzen wurde zunachst am C-Terminus des Fiberproteins
durchgefiihrt (Michael et al., 1995; Wickham et al., 1996; Wickham et al., 1997; Hidaka
et al., 1999). Der Einbau von Fremdsequenzen wie das integrinbindende RGD-Motiv
oder das heparansulfatbindende Polylysin fihrten hierbei zu vielversprechenden
Erfolgen in vitro und in vivo. Bei der Integration groRerer Peptide zeigte sich jedoch,
dass es zu einer ineffizienten Verpackung des Virions kam. Ein mdglicher Grund
hierflir kdnnte die Tatsache sein, dass das Fiberprotein durch Fremdinkorporationen
nicht mehr in der Lage war zu trimerisieren (Wickham et al., 1997). Etwas spater
konnte der sogenannte 'Hi-loop' im ‘fiber knob' als geeignete Integrationsstelle von
neuen Zellrezeptorliganden identifiziert werden (Krasnykh et al., 1998; Belousova et
al., 2002). An dieser Stelle konnten bis zu 100 Aminosaurereste integriert werden ohne
einen negativen Effekt auf die virale Integritat auszuliben. Zur Bestatigung dieser
Strategie inkorporierten Krasnykh et al. (1998) ein FLAG-Oktapeptid. Daraufhin folgten
weitere Integrationen von Peptiden, wie z.B. die Integration des Liganden RGD-4C
(Dmitriev et al., 1998), der die virale Transduzierbarkeit fur viele Tumorzellen in vitro
und in vivo erweiterte, da Tumorzellen als auch Blutgefalizellen in erhéhten Mengen
den RGD-Rezeptor avp-Integrin exprimieren. Ein durch Integration des RGD-Motivs
verbesserter Gentransfer konnte ebenfalls in nichthumanen Pankreaszellen erreicht
werden (Bilbao et al., 2002).
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Des Weiteren eignen sich Adenoviren auch zu "Vakzinierungsexperimenten”. Worgall
et al. (2004) konnten durch Inkorporation eines RGD-Motivs in das AdKapsid die
Transduzierbarkeit von dendritischen Zellen (DC) erhdéhen und eine gesteigerte
Immunantwort gegen B-Galaktosidase als Modellantigen erreichen. Das RGD-Motiv
wurde auch in Kombination mit onkolytischen Adenoviren verwendet, um auch hier
eine Steigerung der Infektivitat zu erreichen (Bauerschmitz et al., 2002b; Lamfers et al.,
2002; Liu et al., 2004).

Weitere Peptide wie z.B. der Ligand Asparagin-Glycin-Arginin (NGR), der spezifisch an
Aminopeptidase N (APN oder CD13) bindet (Mizuguchi et al., 2001) oder das Peptid
SIGYPLP, das selektiv an Endothelzellen bindet (Nicklin et al., 2001), konnten
erfolgreich in den 'HI-loop' integriert werden und eine erhéhte Infektivitat der Zielzellen
herbeifihren. Verschiedene Liganden kdnnen aber auch zur erweiterten Verbesserung
des Gentransfers kombiniert werden (Koizumi et al., 2003), wie im Falle von
Cervixkarzinomen. Durch die Inkorporation des RGD-Motivs in den 'Hl-loop' und einen
zusatzlichen Polylysinrest am C-Terminus des Fibers konnte eine signifikante
Verbesserung der Transduktion des Tumors im Verhaltnis zur Leber beobachtet
werden (Rein et al., 2004). In einer friheren Studie konnten Contreras et al. (2003) den
gleichen positiven Effekt an humanen Pankreaszellen beobachten. Ergéanzend konnten
genetische Modifikationen in Kombination mit bispezifischen Antikérpern eingesetzt
werden (van Beusechem et al., 2002; Nettelbeck et al., 2004).

Ein weiterer Ansatz zur Modifizierung von Adenoviren ist das Entfernen des gesamten
'fiber knob' und sein Ersetzten durch geeignete "Targetingsequenzen". Das chimere
Protein muss dennoch in der Lage sein zu trimerisieren, da die natlrliche ‘knob’
Doméne fir diese Funktion verantwortlich ist. Weiterhin muss das Virus die
Eigenschaft zur Kernlokalisation beibehalten, da hier der Ort des
Kapsidzusammenbaus ist. Magnusson et al. (2001) haben dieses Problem geldst,
indem sie den Liganden RGD mit einem Linker, der ein externes Trimerisierungssignal
tragt, fusioniert haben. Als Alternative kann Fibritin des Phagen T4 als C-terminale
Fusion genutzt werden, das ebenfalls eine Trimerisierung vermittelt (Krasnykh et al.,
2001). Eine andere Variante beinhaltet die Substitution des ‘fiber knob' oder des
Schafts durch die anderer Serotypen. Von besonderem Interesse hierbei sind die auf
dem Ad5-Vektorruckgrat basierenden Vektoren mit einem 'knob' oder Fiber der
Untergruppe B, die einen anderen zellularen Rezeptor als CAR aufweisen (Krasnykh et
al., 1996; Havenga et al., 2002; Kanerva et al., 2002; Shayakhmetov et al., 2002).
Ad5/Ad3-'knob’ Vektoren konnten von Kanerva et al. (2002) konstruiert werden und
zeigten eine effiziente Transduktion von Tumorzellen mit geringen CAR-Leveln in vitro.

Zusatzlich treten keine neutralisierende Ad5-Antikérper auf und der starke
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Lebertropismus wird reduziert (Vigne et al., 2003). Durch eine Substitution durch den
Ad40-Fiber kommt es ebenfalls zu einer Reduktion des Lebertropismus, die auf einen

verkirzten Fiberschaft zurlickzuflihren ist (Nakamura et al., 2003).

Neben dem transduktionellen ‘targeting' gibt es die Mdglichkeit des transkriptionellen
‘targeting'. Beim transduktionellen ‘fargeting’ steht eine Verbesserung der
Virusaufnahme in die Zielzelle und eine Reduktion des Gentransfers in Nichtzielzellen
im Vordergrund. Beim transkriptionellen ‘targeting’ wird der aufiere Tropismus des
Virus nicht verandert, sondern die Transgenexpression wird auf die Zielzellen
beschrankt. Hier werden Transgene unter die Kontrolle eines gewebs- oder tumor-
spezifischen Promotors gestellt (TSP). Viele verschiedene Promotoren zeigten
vielversprechende vorklinische Ergebnisse (Bauerschmitz et al., 2002a). Das
sekretorische Leukoproteaseinhibitorgen (SLPI) ist in unterschiedlichen Karzinomzellen
exprimiert. Seine Expression in normalen Organen, wie der Leber, ist sehr gering.
Deshalb wurde der SLPI-Promotor zur Transgenexpression in Ovarkarzinomzelllinien
und in primaren Tumoren erfolgreich verwendet (Barker et al., 2003). Ein anderer
Promotor, der Zyklooxygenase 2 (Cox-2)- Promotor, wurde im Kontext mit gastrischen
(Yamamoto et al., 2001) und Ovarkarzinomen (Kanerva et al., 2004) verwendet. Dabei
konnte eine geringere Transgenexpression in normalen Mesothelzellen und in der

Leber nachgewiesen werden (Yamamoto et al., 2001; Kanerva et al., 2004)

Zur Identifizierung gewebs- oder tumorspezifischer Liganden zeigen ‘phage display'-
Technologien viel versprechende Erfolge in vitro und in vivo. 1990 konstruierten (Scott
und Smith, 1990) eine sogenannte "Epitopenbank", die auf der Grundlage von
filamentdésen Phagen basierte. Hierbei wurden Zufallspeptide in Fusion mit einem
Phagenhdllprotein exprimiert und somit an der Phagenoberflache prasentiert. Aufgrund
der Zufallspeptidsequenzen besitzen diese auch als Phagenbibliotheken bezeichneten
"Epitopenbanken" eine Kapazitat von bis zu 10° elektroporierten Sequenzen. Damit
bieten Phagenbanke ein enormes Potenzial zur Identifizierung zellspezifischer
Liganden (Smith und Scott, 1993). Der Prozess der Isolierung spezifischer
Peptidliganden wird als 'biopanning' bezeichnet, wobei Uber mehrere sukzessive
Runden ein potentieller Peptidkandidat ermittelt wird. Dabei kann das sogenannte
‘target’ ein bestimmtes Peptid bzw. Protein oder eine kultivierte Zelllinie sein. Das
‘biopanning’ kann aber auch unter in vivo Bedingungen erfolgen, wobei das 'target’ ein
Organ bzw. Gewebe darstellt. Zur ldentifizierung spezifischer Liganden kdnnen

verschiedene Phagenbanken eingesetzt werden; z.B. gibt es Phagenbéanke, die
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Antikérperdomanen, cDNAs oder Peptide unterschiedlicher Lange in Fusion mit dem
Phagenhdllprotein exprimieren.

In frGhen Studien von Koivunen et al. (1993) konnten mehrere Peptidliganden fiir das
Integrin a5B1 identifiziert werden, die alle ein typisches Konsesusmotiv, namlich RGD,
aufwiesen. Auch ein umgekehrtes ‘biopanning' gegen das RGD-Motiv flihrte zur
Verifizierung der Integrininteraktion (Pasqualini et al., 1995). Verschiedene ‘phage
display-Strategien haben gezeigt, dass das RGD-Motiv sowie weitere isolierte NGR-
und GSL-Motive an Rezeptoren im vaskularen System von unterschiedlichen Tumoren
binden und nicht im umliegenden Gewebe gefunden wurden (Pasqualini und Ruoslahti,
1996; Arap et al., 1998; Raijotte et al., 1998; Rajotte und Ruoslahti, 1999; Pasqualini et
al., 2000; Ruoslahti, 2000). Durch in vitro 'biopanning-Versuche konnten selektive
Liganden zum adenoviralen Transfer in vaskulare Endothelzellen (Nicklin et al., 2000;
Trepel et al, 2000; Nicklin et al, 2004), Interaktionspartner des
endothelzellspezifischen LOX-1 Rezeptors (White et al., 2001) und spezifische

Peptidliganden fiir eine Kolonkarzinomzelllinie Uber subtraktives ‘biopanning
(Rasmussen et al., 2002) ermittelt werden. Die Etablierung des in vivo ‘phage display’
erfolgte 1996 von Pasqualini und Ruoslahti. In jingeren Studien konnten mittels dieser
Technik viele Peptidkandidaten z.B. fur Aminopeptidase P (Essler und Ruoslahti, 2002)
und flr LymphgefalRe (Laakkonen et al., 2002) isoliert werden. In einem ex vivo Ansatz
konnten selektive Peptide fir das Urothelium identifiziert werden, die in der Lage waren
in die Zielzellen zu internalisieren (Ardelt et al., 2003). Dieser Ansatz zeigt durch das
Internalisierungsexperiment eine wichtige Grundeigenschaft von Peptiden, die zum
adenoviralen Gentransfer eingesetzt werden sollen. Arap et al. (2002b) etablierten den
ersten Schritt zur Entwicklung einer molekularen Ubersicht des humanen
BlutgefalRsystems, indem sie zum ersten Mal eine Phagenbibliothek in einen Patienten
applizierten und verschiedene Organe analysierten. Eine Weiterentwicklung dieses
Systems erfolgte durch Pereboev et al. (2001) und Mdller et al. (2003), indem sie
Phagenbanken konstruierten, die Kapside von Adenoviren und adeno-assozierten
Viren mit integrierten Zufallspeptiden enthielten. Der Vorteil dieser Banken ist, dass die
identifizierten Peptide sofort im Viruskontext getestet werden und eine Aussage
dariber getroffen werden kann, ob das jeweilige Virus in der Lage ist, seine natirliche

Konformation beizubehalten.
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1.5 Das medullare Schilddriisenkarzinom als Modellsystem zum

zielgerichteten Gentransfer

Die Entstehung von Tumoren beruht auf mutagenen Fehlfunktionen, die sich auf die
Gewebshomoostase auswirken und somit den Zyklus einer Zelle beeinflussen
(Hanahan und Weinberg, 2000). Sogenannte Proto-Onkogene, die durch Mutationen
zu Onkogenen werden, sind an der Entwicklung von Tumoren beteiligt. Die
Gentherapie bietet hier eine Alternative zu klassischen anti-tumoralen Interventionen
wie Chemo- und Strahlentherapie, diesen genetischen Defekt wieder auszugleichen.

Neben drei weiteren Schilddriisenkrebsarten reprasentiert das medullare
Schilddrisenkarzinom (MTC) mit 5-10% aller Schilddriisenkarzinome zwar eine
Minderheit, hebt sich aber durch seine besonders aggressive Auspragung von den
anderen ab (Vitale et al., 2001). Es entstammt parafollikularen Calcitonin-
produzierenden Thyroid-C-Zellen (Gimm, 2001), wohingegen die anderen
Schilddrisenkrebsarten follikuldaren Epithelzellen entspringen. MTCs treten in 75% aller
Falle als sporadische Lesionen auf, wahrend 25 % hereditar in drei verschiedenen
klinischen Syndromen auftreten: als Multiple Endokrine Neoplasie Typ 2A (MEN 2A),
Multiple Endokrine Neoplasie Typ 2B (MEN 2B) und als familiares
Schilddrisenkarzinom (FMTC). Annahernd 40-70% der sporadischen und bis zu 95%
der hereditaren Falle weisen Mutationen im RET (REarranged during Transfektion)
Proto-Onkogen auf (Mulligan et al., 1993; Eng und Mulligan, 1997; Eng, 1999). Das
RET-Proto-Onkogen kodiert fur eine Rezeptor-Tyrosinkinase, die sich in eine
extrazelluldare cadherindhnliche Domane, eine cysteinreiche Doméane nahe der
Zellmembran und zwei intrazelluldren Tyrosinkinase-Domanen unterteilen Iasst. Die
haufigste Mutation, die in Patienten mit MEN 2A-Syndromen (90%) wie auch in
wenigen sporadischen Fallen gefunden wurde, beeinflusst das Codon 634 (Eng et al.,
1997; Eng et al., 1999; Hansford und Mulligan, 2000). Die in MEN 2A und FMTC
identifizierten Mutationen sind in der extrazellulédren cysteinreichen Region lokalisiert.
Uber die Formierung intramolekularer Disulfidbriicken kommt es hier zur Liganden-
unabhangigen konstitutiven Dimerisierung des Proteins (Asai et al., 1995; Santoro et
al., 1995), die als ‘gain of function' bezeichnet werden kann. Dies fuhrt zu einer
andauernden trans-Autophosphorylierung der intrazellularen Tyrosinreste, welche die
onkogene Signaltransduktion beeinflussen. Im Falle des MEN 2B Syndroms beziehen
sich die meisten Mutationen auf die Tyrosinkinase-Doméane, wobei zu 95% das Codon
918 einen Aminosaureaustausch aufweist. Auch in sporadisch auftretenden MTCs
kann dieser Austausch beobachtet werden (Eng et al., 1997). Im Gegensatz zu MEN
2A und FMTC wird bei MEN 2B das katalytische Zentrum des RET-Rezeptors
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beeinflusst, was zu Konformationsanderungen und veranderten Substratspezifitaten
fuhrt (Santoro et al., 1995; Bocciardi et al., 1997). Des Weiteren kann eine Mutation in
der extrazelluldaren Domane des RET-Proto-Onkogens zu einer anderen
Krankheitsform, der Hirschsprung-Erkrankung (HRSC) fiihren (Edery et al., 1994).
Hierbei kommt es zum sogenannten ‘loss of function', der zu einem beeintrachtigten
Transport des RET-Proteins zur Zellmembran flihrt.

Zur Behandlung von MTCs kann zunachst die chirurgische Entfernung allen
neoplastischen Gewebes dienen (Orlandi et al., 2001). Nichtchirurgische Versuche wie
Radiotherapie oder Chemotherapie zeigen keine nennenswerten Erfolge (Vitale et al.,
2001). Da MTCs zum Zeitpunkt ihrer Diagnose schon ein starkes
Metastasierungsverhalten aufweisen, koénnen oben genannte Therapien nicht
erfolgreich angewendet werden. Deshalb stellt die Entwicklung gentherapeutischer
Ansatze eine neue Form der Behandlung dar. In vorangegangenen Studien wurden
dominant-negative RET-Mutanten konstruiert und mit Hilfe des adenoviralen
Gentransfers in in vitro- und in vivo-MTC-Modellen erfolgreich eingesetzt (Drosten et
al., 2002; Drosten und Putzer, 2003; Drosten et al., 2003; Drosten et al., 2004).
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1.6 Zielsetzung der Arbeit

Die Entschlisselung des menschlichen Genoms wund die Identifizierung
krankheitsbeeinflussender Gene liefern ein grolies Potenzial fir die Etablierung
gentherapeutischer Methoden. Dabei bietet die Verwendung von Adenoviren als
hochkompetente Gentransfervehikel fir die Therapie verschiedener Tumor-
erkrankungen vdllig neue Moglichkeiten der Intervention. Adenoviren sind in der Lage
eine Vielzahl von Zellen Uber ihren primaren CoxsackievirusB-Adenovirus Rezeptor
(CAR) zu infizieren (Bergelson et al., 1997), was sie aber fir einen selektiven
Gentransfer refraktar macht. Tumorzellen weisen dagegen nur eine geringe CAR-
Expression auf (Miller et al., 1998; Bauerschmitz et al., 2002a; Shayakhmetov et al.,
2002), so dass ihre adenovirale Transduzierbarkeit restringiert ist oder sie sogar
resistent gegenlber einer adenoviralen Infektion sind. Dies hat erhebliche Ausmalle
auf die Transgenexpression sowie ihre Lokalisation (Anders et al., 2003). Die
Modifizierung des adenoviralen Kapsids stellt daher eine Mdoglichkeit dar, den
naturlichen Tropismus zu umgehen und eine neue tumorselektive Spezifitdt zu
integrieren.

Das medullare Schilddrisenkarzinom (MTC) bietet sich aufgrund seiner
Metastasierungseigenschaften und aufgrund des Hinweises auf eine reduzierte
Transduzierbarkeit in vivo (Drosten et al., 2003) als geeignetes 'targeting-Modell an.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit stand deshalb folgende Fragestellung im

Vordergrund:
1) Verifizierung der adenoviralen Rezeptoreigenschaften in unterschiedlichen
MTC-Modellen (MTC-Zelllinie TT, Xenotransplantatmodell, klinisch

relevantes RET-transgenes Mausmodell)

2) Identifizierung und Charakterisierung MTC-spezischer Peptidliganden durch

die Etablierung von ‘phage display*-Techniken in vitro und in vivo

3) Analyse der isolierten Peptidliganden im adenoviralen Kontext und

Etablierung von Kapsidmodifizierungsstrategien
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien, Puffer, Enzyme

Samtliche in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien und Reagenzien wurden in
héchster Reinheits- und Qualitdtsstufe von den Firmen Amersham-Bioscience
(Freiburg), Biomol (Hamburg), Biorad (Minchen), Fluka (Neu-Ulm), Fresenius (Bad
Homburg), GibcolLifetechnologies (Eggenstein), Merck (Darmstadt), Roth (Darmstadt),
Serva (Heidelberg) und Sigma-Aldrich (Steinheim) bezogen. Verwendete Puffer und
Lésungen wurden, wenn nicht anders beschrieben, nach Standardprotokollen
hergestellt (Sambrook et al., 1989).

Restriktions- sowie DNA-modifizierende Enzyme der Firmen Eppendorf (Hamburg),
Invitrogen (Karlsruhe), New England Biolabs (Frankfurt), Promega (Mannheim), Roche

(Mannheim) und Stratagene (Heidelberg) wurden nach Angaben der Hersteller benutzt.

2.1.2 Kits

Zur Aufarbeitung, Aufreinigung und Modifikation von Nukleinsauren, Proteinen sowie
Adenoviren und Bakteriophagen wurden folgende Kits nach Angaben der jeweiligen

Hersteller eingesetzt:

Detection Module Recombinant Phage Antibody System (Amersham-Bioscience,
Freiburg)

Oligotex mRNA Mini Kit (Qiagen, Hilden)

Omniscript RT-PCR Kit (Qiagen, Hilden)

PCR-Purification Kit (Qiagen, Hilden)

QIAEX Il Gel Extraction Kit (Qiagen, Hilden)

QlAprep Spin M13 Kit (Qiagen, Hilden)

QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen, Hilden)

QuikChange XL Site-Directed Mutagenesis Kit (Stratagene, Heidelberg)
RNase-Free DNase Set (Qiagen, Hilden)

RNeasy Mini Kit (Qiagen, Hilden)

Super-Signal Dura West Extended Kit (Pierce, Bonn)

TOPO TA Cloning Kit (Invitrogen, Groningen, NL)
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2.1.3 Plasmide

Bezeichnung

Beschreibung

pAdEasy1

pAdEasy1.LDD

pCR2.1-Topo

pCR2.1-Topo.1xEcoRI

pCR2.1-Topo.Pentonbasis

pCR2.1-Topo.Pentonbasis.LDD

pCR2.1-Topo.Fiber-His

pCR2.1-Topo.Fiber-His. TAYT-Del.

pCR2.1-Topo/Fiber-His. TAYT-Del.Swal
=pCR2.1-Topo.modif.Fiber

pCR2.1-Topo/modif.Fiber/ CHTFEPGVC

pGeneV5-HisA

pGene/Fiber

pGene/modif.Fiber

pGene/modif.Fiber/CHTFEPGVC

pAdEasy-LDD/modif.Fiber

pAdEasy-LDD/modif.Fiber/CHTFEPGVC

Plasmidvektor, der das Ad5 Genom tragt; zur Verfligung
gestellt von B. Vogelstein, MD, USA; (He et al., 1998).

der das Ad5 Genom mit im RGD-Motiv
mutierter Penton Base tragt.

Plasmidvektor,

Klonierungsvektor zur Subklonierung von PCR-Fragmenten.
Invitrogen, Groningen, NL.

Klonierungsvektor zur Subklonierung von PCR-Fragmenten
mit nur einer EcoRI-Restriktionsschnittstelle.
Klonierungsvektor nach Einfilhrung der Pentonbasis in die
Bclll-Restriktionsschnittstelle des Vektors.

Klonierungsvektor nach Einfliihrung der Pentonbasis in die
Bclll-Restriktionsschnittstelle  des  Vektors und  nach
Einfihrung einer Punktmutation der Pentonbasis im RGD-
Motiv Gber PCR-Mutagenese.

Klonierungsvektor nach Einfihrung des Fibergens mit C-
terminalem His-Tag.

Klonierungsvektor nach Einfiihrung des Fibergens mit C-
terminalem His-Tag und TAYT-Deletion durch PCR-

Mutagenese.

Klonierungsvektor nach Einfuhrung des Fibergens mit C

terminalem His-Tag und TAYT-Deletion und Einflihrung einer

Swal-Restriktionsschnittstelle  im  HI-Loop durch PCR-
Mutagenese.

Klonierungsvektor nach Konstruktion des modifizierten
Fibergens und Einflhrung eines CHTFEPGVC-

Sequenzmotivs.

Klonierungsvektor zur Subklonierung eines 6 kb grofRen
Fragmentes, das das Fibergen enthalt. Invitrogen, Groningen,
NL.
Klonierungsvektor ~ nach  Einfihrung des  Fibergen-
Fragmentes.

Klonierungsvektor nach Austausch des Wildtyp-Fibergens
gegen das modifizierte Fibergen.

Klonierungsvektor nach Austausch des Wildtyp-Fibergens
gegen das modifizierte Fibergen nach Einflihrung eines
zusatzlichen CHTFEPGVC-Sequenzmotifs.

der das Ad5 Genom mit im RGD-Motiv

Penton

Plasmidvektor,

mutierter Base tragt nach Einfihrung des

modifizierten Fibergens.
der das Ad5 Genom mit im RGD-Motiv
mutierter Pentonbasis tragt nach Einfihrung des modifizierten

Plasmidvektor,

Fibergens mit zusatzlichem CHTFEPGVC Sequenzmotiv.
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pAdTrack.CMV

Adenoviraler 'shuttle-Vektor zur Verfigung gestellt von B.
Vogelstein, MD, USA; (He et al., 1998).

2.1.4 Bakterienstamme

Bezeichnung

Genotyp

E. coli XL1-Blue

E. coli XL2-Blue

E. coli XL10-Gold

E. coli Top 10F’

E. coliBJ5183
E. coli DH5a

E.coli ER2738

E.coli SCS110

A(mcrA)183 A(merCB-hsdSMR-mrm)173 endA1 supE44 thi1 relA1 lac[F’ proAB*
lacl®ZAM15 Tn10 (Tet')]

recA1 endA1 gyrA96 thi1 hsdR17 supE44 relA1 lac[F’ proAB" laclZAM15 Th10
(Tet") Amy Cam']

Tet'A (mcrA) 183 A(mcrCB-hsdSMR-mrr) 173 endA1 supE44 thi1 recA1 gyrA96
relA1 lac Hte [F’ proAB lacl®ZAM15 Tn10 (Tet') Amy Cam']

F'llacl® Tn10 (Tet)] mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ¢ 80/acl® ZAM15 AlacX74
recA1 araD139 A(ara-leu)7697 galU galK rspL (Str") endA1 nupG

endA1 sbcBC recBC galK met thi1 bioT hsdR (Str")

F~¢80/acl® ZAM15 A(lacZYA-argF) U169 deoR recA1 endA1 hsdR17 (ri,mg’)
gal phoA supE44 )" thi1 gyrA96 relA1

F lacl® A(lacZ)M15 proA'B* zzf:Tn10(Tet')/fhuA2 supE thi A(lac-proAB)
A(hsdMS-mcrB)5 (ri m McrBC')

rpsL (Str') thr leu endA thi1 lacY galK galT ara tonA tsx dam dem supE44 (lac-
proAB) [F’ traD36 proAB lacl® ZAM15]

Die Bakterienstdmme XL1-Blue, XL2-Blue, XL10-Gold und SCS110 wurden von der
Firma Stratagene (Heidelberg), ER2738 von der Firma New England Biolabs (Frankfurt

am Main) und Top 10F sowie DH5a von der Firma Invitrogen (Groningen, NL)

bezogen. Der Bakterienstamm BJ5183 wurde von B. Vogelstein (Baltimore, MD, USA)

zur Verfiigung gestellt.

2.1.5 Zelllinien

Bezeichnung

Herkunft

293

H1299

VH6

Ad5-E1A stabil transformierte humane embryonale Nierenzellen (Graham et al.,
1977); Microbix Biosystems Inc. (Toronto, Canada)

Aus einem humanen kleinzelligen Bronchialkarzinom etablierte Zelllinie; zur
Verfiigung gestellt von B. Opalka (Innere Tumorklinik, Universitatsklinikum
Essen)

Aus humanen Vorhautfibroblasten etablierte Zelllinie; zur Verfiigung gestellt von

M. Roggendorf (Institut fir Virologie, Universitatsklinikum Essen)
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TT

Capan-2

Aus einem humanen medulldren Schilddriisenkarzinom etablierte Zelllinie
(ATCC, Manassas, USA; CRL-1803)

Aus einem humanen Pankreasadenokarzinom etablierte Zelllinie (ATCC,
Manassas, USA; HTB 80)

2.1.6 Adenoviren

Viren

Beschreibung

Ad.CMV.GFP

Ad.CMV.GFP.PEG

Ad.CMV.GFP.PEG.
HTFEPGVC

Adenoviraler Erstgenerationsvektor, der das griin fluoreszierende Protein als
Fusionsprotein GFP-Spektrin unter der Kontrolle des CMV-Promotors
exprimiert. Das Konstrukt war bereits in der Arbeitsgruppe vorhanden; (Pltzer
et al., 2000).

Adenoviraler Erstgenerationsvektor, der das griin fluoreszierende Protein als
Fusionsprotein GFP-Spektrin unter der Kontrolle des CMV-Promotors
exprimiert. Zur chemischen Kopplung von Peptiden wurde der vorhandene

Vektor mittels bifunktionalem TMPEG an der Virusoberflache modifiziert.

Adenoviraler Erstgenerationsvektor, der das griin fluoreszierende Protein als
Fusionsprotein GFP-Spektrin unter der Kontrolle des CMV-Promotors
exprimiert. Das Peptid HTFEPGVC wurde an den mittels bifunktionalem
TMPEG modifizierten Vektor chemisch gekoppelt.

2.1.7 Versuchstiere

Bezeichnung

Beschreibung

nu/nu (Nackt)-Mause:

CT-2A-Mause:

Diese Tiere wurden aus der Zucht des “Zentralen Tierlabors® des

Universitatsklinikums Essen bezogen.

Transgene Mause, die mit einer RET51-cDNA mit Mutation im Codon 634 (Cys-
634-Arg; haufigste Mutation bei MEN2A) transformiert wurden, wurden von A.
Cranston (Institut flr Onkologie, Universitat Cambrige, UK) zur Verfligung

gestellt.
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2.1.8 Oligonukleotide

Oligonukleotide fir die RT-PCR:

GAPDH-hum fwd 5-CACAGTCCATGCCATCAC-3’
GAPDH-hum rev 5-CACCACCCTGTTGCTGTA-3’
GAPDH-mur fwd 5-ACATCAAATGGGGTGAGGCCGGTG-3
GAPDH-mur rev 5-TTCTGGGTGGCAGTGATGGCATGG-3’
CAR-hum fwd 5-GGAGCCTGGGACCAGGAGCGAGA-3’
CAR-hum rev 5-GCCACTCGATGTCCAGCGGTCCC-3’
CAR-mur fwd 5-CTCTTGTGCGGGATCGCGGATTTC-3’
CAR-mur rev 5-TGCCAATGTCCGACAGCTGCAGGT-3’
oV-hum fwd 5-AGAATGACACGGTTGCCGGGCAAG-3
oV-hum rev 5-GGCCGGACCCGTTTAAAAAAGCCC-3’
aV-mur fwd 5-TTGACCTCGCCGAAAAGGCTGCTG-3'
oV-mur rev 5-GCCGCCCCTGTGTCATTCTTTTCG-3
B3-hum fwd 5-TGCATGTCCAGCAATGGGCTGCTG-3
B3-hum rev 5-CGGCAAGGCCAATGAGCAGAATGG-3’
B3-mur fwd 5-GCAACCTTCGGATTGGCTTTGGGG-3
B3-mur rev 5-TCATTGGGCAGGACAATGCCTGCC-3
B5-hum fwd 5-ACTGCGGGGAATGCAAGTGCCATG-3’
B5-hum rev 5-TCATGGCGTTGGGGGTGTTTCCAC-3’
B5-mur fwd 5-ACCCTCTACGCCTGTCTGCT-3
B5-mur rev 5-ATCTCCTGCGGCGTCATCTG-3
AdFiber fwd 5-ATGAAGCGCGCAAGACCGTC-3’
AdFiber rev 5-GCCCATTTTGAGCGCAAGCA-3’

Oligonukleotide zur Mutagenese

LDD-1 fwd 5-Pho-GATCATGCCATTCTAGACGACACCTTTGCCACACGG-3

LDD-2 rev 5-Pho-CCGTGTGGCAAAGGTGTCGTCTAGAATGGCATGATC-3’
TAYT-del fwd 5-GGAGATCTTACTGAAGGCAACGCTGTTGGATTTATG-3’

TAYT-del rev 5’-CATAAATCCAACAGCGTTGCCTTCAGTAAGATCTCC-3

HI-Swal fwd 5-GAAACAGGAGACACAACTATTTAAATCCAAGTGCATA CTCTATG-3'
HI-Swal rev 5-CATAGAGTATGCACTTGGATTTAAATAGTTGTGTCTCC TGTTTC-3’

Oligonukleotide zur Fiber-Amplifizierung

Fiber fwd 5GGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCGAAGGAGATA
GAACCATGAAGCGCGCAAGACCGTCTGAAGAT-3’
Fiber rev 5-GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCCTAATGGTGATGG-

TGATGGTGTTCTTGGGCAATGTATGAAAAAGT-3’

Oligonukleotide zur Hybridisierung und Subklonierung

PepHTF fwd 5-Pho-GTCATACGTTTGAGCCGGGGGTTTGTGG-3'
PepHTF rev 5’-Pho-CCACAAACCCCCGGCTCAAACGTATGAC-3’
PepAQL fwd 5-Pho-GTCTTTTTGCTCAGCTTGGTCCTCGTGG-3’
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PepAQL rev 5’-Pho-CCACGAGGACCAAGCTGAGCAAAAAGAC-3’
PepTPRT fwd 5’- Pho-GTACGCCGCGGACTTAGAAGGCTTGTGG-3'
PepTPRT rev 5’-Pho-CCACAAGCCTTCTAAGTCCGCGGCGTAC-3’
PepSRES fwd 5’Pho-GTAGTCGTGAGTCGCCGCATCCTTGTGT-3
PepSRES rev 5’-Pho-CCACAAGGATGCGGCGACTCACGACTAC-3’

2.1.9 Antikorper

Name Bezeichnung Epitop Firma

CAR Klone RmcB erkennt spezifisch Upstate Biotechnology, Lake Placid,
gesamtes CAR-Protein  USA

aV Integrin Q-20 erkennt Carboxy- Santa Cruz Biotechnology, Heidel-
terminus berg

Actin 1-19 reagiert mit Santa Cruz Biotechnology, Heidel-
Carboxyterminus berg

Anti-M13 detektiert das Amersham-Bioscience Freiburg

Hullprotein, Produkt
des Gens VIII
Adenovirus Fiber erkennt das Kapsid- Biomeda, USA
Protein, kann Virus
als Monomer und

als Trimer erkennen

Die beschriebenen Antikérper wurden nach Angaben der Hersteller verwendet. Die
jeweiligen Sekundarantikorper sind ‘horse radish peroxidase' (HRP) gekoppelt
(Amersham, Freiburg) und zum Chemilumineszenznachweis geeignet. Zur
Immunfluoreszenz-mikroskopie wurde der entsprechende Sekundarantikorper
gekoppelt an Alexa Fluor™*® eingesetzt (Molecular Probes, Leiden, NL). Fir
immunhistologische Nachweise wurden biotinylierte Sekundarantikorper verwendet
(Linaris, Wertheim).
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2.2 Methoden

2.2.1 DNA-Arbeitstechniken

2.2.1.1 Mini-Plasmidpraparation

Zur Isolierung von Plasmid-DNA aus Bakterien wurden die jeweiligen E. coli-Stamme in
5 ml LB-Medium unter entsprechenden Selektionsbedingungen (50 pg/ml Ampicillin
und 30 pug/ml Kanamycin) Uber Nacht bei 37°C und 225 rpm vermehrt. 2 ml dieser
Kultur wurden sedimentiert (1 min, 12000 x g, 4°C) und das Bakteriensediment mit
300 wl S1 Puffer resuspendiert. Die alkalische Lyse der Bakterienzellen erfolgte durch
Zugabe von 300 ul S2 Puffer bei einer Inkubation fir 5 min bei RT. Nach weiterem
Zusatz des Puffers S3 wurden die Proteine auf Eis geféllt und anschlieRend 15 min bei
12000 x g und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues Reaktionsgefal
Uberfiihrt und durch Zugabe von 630 pul Isopropanol die Plasmid-DNA prazipitiert. Nach
anschliel’ender Zentrifugation fir 30 min, 12000 x g und 4°C wurde das DNA-Pellet mit
500 wl 70% Ethanol fur 10 min bei 12000 x g und 4°C gewaschen und dann
luftgetrocknet. Im Folgenden wurde das Pellet in 30 ul ddH,O resuspendiert. Mit der

aufgereinigten DNA konnten Restriktionsanalysen durchgeflinrt werden.

LB-Medium: 10 g Pepton
5 g Hefeextrakt
170 mM NaCl
ad 11ddH.0
pH 7,5 (autoklaviert)

S1 Puffer: 50 mM Tris/HCI pH 8,0
10 mM EDTA

100 pg/ml RNase A

S2 Puffer: 200 mM NaOH
1% (w/v) SDS

S3 Puffer: 2,6 M Kaliumacetat pH 7,2

2.2.1.2 Maxi-Plasmidpréaparation

Die Aufarbeitung von Plasmid-DNA im groBen Malstab erfolgte mittels CsCI-

Dichtegradientenzentrifugation. Hierzu wurden Bakterienkulturen in 500 ml SB-Medium
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Uber Nacht bei 37°C und 225 rpm unter entsprechenden Selektionsbedingungen
angezogen. Zur Sedimentation der Bakterien wurden die Ansatze fir 10 min bei
4000 x g und 4°C zentrifugiert und anschlieRend der Uberstand entfernt. Das
Bakterienpellet wurde in 40 ml GTE-Puffer resuspendiert und nach einer Inkubation
von 20 min bei RT wurde den Ansatzen 80 ml Lysepuffer zugesetzt. Nach vorsichtigem
Invertieren verblieben die Ansatze fir 10 min auf Eis und es erfolgte eine Zugabe von
40 ml Kaliumacetatlésung. Wiederholt wurden die Ansatze invertiert und nach einer
Inkubation von 20 min auf Eis wurden ausgefallene Proteine fir 10 min bei 4000 x g
und 4°C abzentrifugiert. Der Uberstand wurde Uber einen Faltenfilter in ein neues
Reaktionsgefalt tberfihrt und die DNA durch Zugabe von 0,6 Volumen Isopropanol flr
30 min bei RT prazipitiert. AnschlieRend erfolgte eine Zentrifugation fir 15 min bei
4000 x g und 4°C. Das DNA-Pellet wurde luftgetrocknet und in 7 ml 0,1 x SSC-Puffer
resuspendiert. Pro ml resupendierter DNA wurde 1 g CsCl hinzugegeben, durch
kraftiges Schutteln mit der DNA vermischt und fir 30 min auf Eis belassen. Im
Folgenden wurde zentrifugiert (20 min, 4000 x g, 4°C) und der Uberstand in ein
Beckmann-Ultrazentrifugenrdhrchen dberfihrt, mit 200 ul 10 mg/ml Ethidiumbromid
versetzt und mit Mineraldl Gberlagert. Die Gefalde wurden mit dem Beckmann Quick
Sealer versiegelt und fur 16 h bei 55000 rpm und 20°C (TI75 Kontron Rotor)
ultrazentrifugiert. Die enstandene Plasmidbande wurde mit einer 18-Gauge-Kanule
abgezogen und das Ethidiumbromid mit TE-gesattigtem Butanol durch mehrfaches
Ausschutteln extrahiert. Durch Zugabe von 3 Volumen TE-Puffer und 8 Volumen 100%
Ethanol wurde die DNA schlielich prazipitiert und fir 30 min bei 4000 x g und 4°C
sedimentiert. Das Pellet wurde mit 5 ml 70% Ethanol gewaschen, flir 5 min bei 65°C

getrocknet und in 0,1 x SSC resuspendiert.

SB-Medium: 80 g LB-Premix
88 g Trypton
60 g Hefeextrakt
5 mM Glukose
5 mM NaOH
ad 4 | ddH.O

GTE-Puffer: 50 mM Glukose
25 mM Tris/HCI pH 8,0
10 mM EDTA
5 mg/ml Lysozym

Lysepuffer: 200 mM NaOH
1% (w/v) SDS
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Kaliumacetatlésung: 3 M Kaliumacetat mit Eisessig pH 5,5
20 x SSC: 3 M NaCl

300 mM Natriumcitrat

pH7
TE-Puffer: 10 mM Tris/HCI pH 8,0

1 mM EDTA

2.2.1.3 DNA-Restriktion

Zur Restriktion wurden pro 1 ug DNA 1-2 Enzymeinheiten der entsprechenden
Restriktionsenzyme verwendet. Die Inkubationsdauer bzw. -temperatur richtete sich
nach den Angaben der Hersteller. Die Verifizierung der DNA-Restriktion erfolgte mittels

Agarosegelelektrophorese (2.2.1.6).

2.2.1.4 Auffiillen 5’-liberhangender Enden

Das Aufflllen 5’-Uberhdngender Enden erfolgte im 40 ul Ansatz, der sich aus 5 ug
DNA, 4 ul Klenow-Puffer, 2 ul Klenow-Enzym (Roche, Mannheim) und 2 pl dNTP-Mix
(je 10 uM) zusammensetzte. Das Volumen wurde auf 40 pl aufgefillt und fir 2-3 h bei
37°C inkubiert.

10 x Klenow-Puffer: 0,5 M Tris/HCI pH 7,5
0,1 M MgCl,

2.2.1.5 DNA-Dephosphorylierung

Zur Unterbindung der Religation wurden die 5’-Phosphatgruppen linearisierter
Plasmidvektoren abgespalten. Dies erfolgte mittels alkalischer Phosphatase (Roche,
Mannheim). In einem Reaktionsansatz wurden 4 Enzymeinheiten, 4 pul 10 x Puffer zu
10 pg linearisierter DNA hinzugefigt und zu einem Reaktionsvolumen von 40 pl
aufgeflllt. Die Ansatze wurden fiir 2-3 h bei 37°C inkubiert und anschlielend Uber das

PCR Purification Kit (Qiagen, Hilden) aufgereinigt.

2.2.1.6 Elektrophoretische Auftrennung von DNA-Fragmenten

Die Auftrennung von DNA-Fragmenten nach Grofle erfolgte Uber Agarosegele. Die

Gele wurden 0,8-2% (w/v) mit 1x TAE-Puffer prapariert und mit 0,2 pg/ml
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Ethidiumbromid versetzt. PCR-Fragmente wurden mittels vertikaler 0,05%iger
Polyacrylamidgele in 0,5 x TBE-Puffer aufgetrennt. Die zu untersuchenden Proben
wurden mit 10 x DNA-Probenpuffer versetzt und die Elektrophorese bei einer

konstanten Spannung von 5-20 V/cm durchgefuhrt.

50 x TAE-Puffer: 2 M Tris/Acetat
150 mM EDTA pH 8,0

5 x TBE-Puffer: 450 mM Borsaure
450 mM Tris/HCI
10 mM EDTA pH 8,0
ad 11ddH20

10 x DNA-Probenpuffer: 0,5% (w/v) Bromphenolblau
0,5% (w/v) Xylencyanol
50% (v/v) Glycerin

2.2.1.7 Elution aus Agarosegelen

Die Elution von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen erfolgte mittels des QIAquick Gel

Extraction Kit (Qiagen, Hilden) nach Angaben des Herstellers.

2.2.1.8 Ligation

Die Ligation von DNA-Fragmenten mit Uberhdngenden Enden erfolgte in einem
molaren Verhaltnis 1:3 von Vektor zu Fragment, bei Ligationen von glatten Enden in
einem Verhaltnis von 1:5. Hierbei wurde die einzusetzende Menge des DNA-

Fragmentes bei 100 ng Vektor Gber folgende Formel berechnet:

(100 ng Vektor x Lange Fragmentes in bp)/ Lange des Vektors in bp x 3 bzw. 5.

Die berechnete Menge an DNA wurde anschlieBend mit einer Enzymeinheit T4 DNA

Ligase (Invitrogen, Karlsruhe) in einem 10 ul Ansatz Gber Nacht bei 16°C inkubiert.

2.2.1.9 Herstellung elektrokompetenter Bakterien

Fur die Herstellung elektrokompetenter E. coli-Stamme wurden die Bakterien in 250 ml
LB-Medium bis zu einer ODggonm von 0,5 angezogen. AnschlieBend verblieben die
Bakterien fur 15 min auf Eis, wurden dann bei 2500 x g, 4°C und 15 min sedimentiert

und in 100 ml vorgekihltem ddH,O resuspendiert. Nach einer weiteren Zentrifugation
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(15 min, 2500 x g, 4°C) wurde das Bakterienpellet in 50 ml vorgekuhltem ddH,O
resuspendiert und nochmals sedimentiert (15 min, 2500 x g, 4°C) Das Pellet wurde
weiterhin in 10% Glycerin aufgenommen, resuspendiert und in einem letzten
Zentrifugationsschritt (15 min, 2500 x g, 4°C) sedimentiert. Die Bakterien wurden dann
in 400 ul 10% Glycerin aufgenommen, in 40 ul Aliquots in flissigem Stickstoff
schockgefroren und bei —80°C gelagert.

2.2.1.10 Bakterielle Transformation mittels Elektroporation

Die Transformation von Ligationsansatzen sowie Plasmid-DNA erfolgte mit 40 pl
elektrokompetenter E. coli-Bakterien, denen 1,5-2 ul Ligationsansatz oder eine
entsprechende Menge Plasmid-DNA beigefligt wurden. Bakterien und DNA wurden in
eine gekuhlte 0,1 mm-Elektroporationskuvette (Peqlab) gegeben und bei 1,8 kV im E.
coli-Gene Pulser (Bio-Rad, Munchen) elektroporiert. Nach Zugabe von 200 ul SOC-
Medium erfolgte die phanische Expression bei 37°C fir 30-60 min im
Bakterienschuttler. AnschlieBend wurden die Ansatze auf LB-Agarplatten mit

entsprechendem Selektionsmedium ausgebracht und bei 37°C lber Nacht bebritet.

SOC-Medium: 2% (wlv) Trypton
0,5% (w/v) Hefeextrakt
10 mM NaCl
2,5 mM KCI
10 mM MgCl,
10 mM MgSO,
20 mM Glukose

2.2.1.11 Bakterielle Transformation mittels Hitzeschock

Zur Transformation wurden 2 pl eines Ligationsansatzes oder 10-100 ng Plasmid-DNA
zu 30 ul chemisch kompetenten Bakterien gegeben und flr 30 min auf Eis inkubiert.
Der Hitzeschock erfolgte fiir 30 s bei 42°C. Anschlieend wurden die Ansatze fir 2 min

auf Eis abgekuhlt und die phanische Expression erfolgte wie unter 2.2.1.10.

2.2.1.12 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Amplifizierung sequenzspezifischer Bereiche von Nukleinsduren wurde mit Hilfe
der Polymerase-Kettenreaktion durchgefiihrt (Mullis et al., 1992). Hierbei wurde die

HotMaster Taqg DNA Polymerase (Eppendorf, Hamburg) verwendet. Ein typischer
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Ansatz, wie er zur Amplifizierung von revers transkribierter cDNA (2.2.2.3) verwendet

wurde, setzt sich wie folgt zusammen:

5 ul 10 x Puffer

2 pl dNTPs (10 uM)

2 ul 5-Primer (10 pmol/ul)

2 ul 3’-Primer (10 pmol/pul)

0,5 pl HotMaster Tag DNA Polymerase (10 Einheiten/pul)
2 ul cDNA (nach Kapitel 2.2.2.3)

ad 50 pl dd H.0

Folgende Reaktionsbedingungen wurden verwendet: Fur die Amplifizierung von cDNA

wurde ein ‘fouchdown'-Programm (Don et al., 1991) ausgewahit.

94°C 5 min

94°C 15s

Tm +2°C (-0,5°C/Zyklus) 30s > 10 Zyklen
72°C 1 min

94°C 15s

Tm -3°C 30s > 8-25 Zyklen
72°C 1 min

72°C 7 min

Die amplifizierten DNA-Fragmente wurden mittels Agarose- bzw. Polyacrylamid-

gelelektrophorese (Sambrook et al., 1989) Gberprift.

2.2.1.13 Zielgerichtete Mutagenese

Zur zielgerichteten Punktmutation oder Deletion eines spezifischen Nukleinsdure-
abschnittes wurde das QuikChange XL Site-Directed Mutagenesis Kit (Stratagene,
Heidelberg) eingesetzt. Die verwendeten Oligonukleotide sind unter Abschnitt (2.1.8)
beschrieben. Die Reaktion wurde nach Angaben und Protokollen des Herstellers
durchgeflnhrt.

2.2.1.14 DNA-Konzentrationsbestimmung
Zur photometrischen Bestimmung der DNA-Konzentration wurde die Extinktion einer

DNA-L&sung bei 260 nm und 280 nm vermessen.

Die Berechnung erfolgte nach folgender Formel:
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Konzentration = 62,9 x OD2g9 — 36,0 x OD2sgo [pg/ml]

2.2.2 RNA-Arbeitstechniken

2.2.2.1 RNA-Praparation

Die Praparation von Gesamt-RNA aus Zellen bzw. Geweben erfolgte mit Hilfe des
RNeasy Mini Kit (Qiagen, Hilden) nach Angaben des Herstellers. Zur Vermeidung von
DNA-Kontaminationen wurde das RNase-Free DNase Set (Qiagen, Hilden) verwendet.
Die RNA wurde anschlieRend in 30 pul RNase-freiem H,O eluiert und bei —80°C
gelagert. Die Qualitat der RNA wurde photometrisch Uberprift.

2.2.2.2 RNA-Konzentrationsbestimmung

Die Bestimmung der RNA-Konzentration erfolgte photometrisch Uber die Extinktion
einer wassrigen RNA-LAsung bei einer Wellenlange von 260 nm. Die Extinktion wurde

nach folgender Formel berechnet:

Konzentration = OD2go X Verdiinnungsfaktor x 40 [ug/ml]

2.2.2.3 Reverse Transkription

Die Umsetzung von Gesamt-RNA in cDNA zur semiquantitativen Genexpressions-
analyse wurde mit Hilfe des Omniscript RT-Kit (Qiagen, Hilden) ausgeflihrt. Dazu
wurde 1 ug Gesamt-RNA mit 1 uM Random Hexamer Primer (Perkin Elmer,
Weiterstadt), 1 mM dNTP, 40 Einheiten RNase Inhibitor (Promega, Mannheim) und 4
Einheiten Reverser Transkriptase (Qiagen, Hilden) in 10 x Reaktionspuffer und einem
Gesamtvolumen von 20 ul fur 60 min bei 37°C nach Herstellerangaben inkubiert. Nach
Inaktivierung flr 5 min bei 95°C wurden dem Ansatz 30 ul RNase-freies H,O zugeflgt

und 2 pl dieses Ansatzes in die PCR-Reaktion (2.2.1.12) eingesetzt.

2.2.3 Protein-Arbeitstechniken

2.2.3.1 Herstellung von Gesamtzellextrakten

Zur Herstellung von Gesamtprotein aus Zellextrakten wurden die Zellen von der

entsprechenden Zellkulturschale abgeschabt, im eigenen Medium resuspendiert und

33



2 Material und Methoden

fir 10 min bei 300 x g und 4°C sedimentiert. Je nach Zellzahl wurde das Zellpellet in
50-200 ul RIPA-Puffer mit 1 x Proteaseinhibitor-Cocktail (Pl) Complete Mini (Roche,
Mannheim) resuspendiert und fir 30 min auf Eis inkubiert. Zur Entfernung unléslicher
Zelltritmmer wurde fir 15 min bei 12000 x g und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand

wurde in ein neues Reaktionsgefal} tGberflhrt und bei —80°C gelagert.

RIPA-Puffer: 50 mM Tris/HCI pH 7,2
150 mM NaCl
0,1% (w/v) SDS
1% Na-Desoxycholat
1% Triton X-100

2.2.3.2 Herstellung von Gewebsextrakten

Zunachst wurden die entsprechenden Gewebe aus verschiedenen Mausmodellen
entnommen und in flissigem Stickstoff schockgefroren. Fur die Lysierung in RIPA-
Puffer (2.2.3.1) wurden die Gewebe unter flissigem Stickstoff zu feinem Pulver

gemorsert und wie unter 2.2.3.1 weiterbehandelt.

2.2.3.3 Protein-Konzentrationsbestimmung

Die Bestimmung der Proteinkonzentration von Gesamtzell-/Gewebsextrakten erfolgte
mit Hilfe des Bio-Rad Protein Assay (Bio-Rad, Muinchen). Hierzu wurde 1 ul
Proteinextrakt mit 99 ul PBS~, 700 ul H,O und 200 pul Bio-Rad Protein-Assay bei einer
Wellenlange von 595 nm im Photometer vermessen. Durch die Verwendung einer
BSA-Eichkurve mit bekannten Proteinkonzentrationen wurde die Proteinkonzentration

ermittelt.

2.2.3.4 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Gesamtproteine wurden Uber sog. SDS-Polyacrylamidgele unter reduzierenden
Bedingungen im diskontinuierlichen System (Laemmli, 1970) elektrophoretisch
aufgetrennt. Die Acrylamidkonzentration des Trenngels lag je nach ProteingréRe
zwischen 6-10 %. Die Zusammensetzung der Puffer erfolgte nach Sambrook et al.
(1989). Fur die Elektrophorese wurden pro Gelspur 80-200 ug Gesamtproteinextrakt
zusammen mit SDS-Ladepuffer fur 5 min bei 95°C denaturiert und zur Auftrennung im
PROTEAN llI-System (Bio-Rad, Munchen) in 1 x SDS-Laufpuffer aufgetragen.
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5 x SDS-Laufpuffer: 125 mM Tris
125 mM Glycin
0,5% (w/v) SDS

SDS-Gelladepuffer: 50 mM Tris/HCI pH 6,8
100 mM Dithiothreitol
2% (w/v) SDS
0,1% (w/v) Bromphenolblau
10% (v/v) Glycerin

2.2.3.5 Western Blot

Um elektrophoretisch aufgetrennte Proteine auf eine Nitrozellulosemembran (Hybond
ECL, Amersham, Freiburg) zu transferieren, wurde das 'semi-dry blotting-Verfahren
mit Hilfe der Trans Blot SD-Zelle (Bio-Rad, Minchen) verwendet. Nachdem die
Membran sowie weitere Bestandteile in 1 x Blotpuffer aquilibriert wurden, wurden die

Proteine je nach Grofe fiir 60-90 min bei 1,5 mA/cm? Membranflache transferiert.

5 x Blotpuffer: 970 mM Glycin
125 mM Tris/HCI pH 8,3

2.2.3.6 Immundetektion

Abhangig vom Primarantikbrper wurde die Nitrozellulosemembran fur 1 h bei RT in
TBS mit 0,1% Tween-20 (TBST 0,1%) und 5-10% (w/v) Milchpulver blockiert. Die
Inkubation des Priméarantikérpers bei einer Verdinnung von 1:100-1:10000 in TBST
0,1% mit 5% (w/v) Milchpulver erfolgte unter Schwenken Uber Nacht bei 4°C. Nach
dreimaligem Waschen in TBST 0,1% wurde die Membran mit dem entsprechenden
'horse radish peroxidase' (HRP) gekoppelten Zweitantikérper nach Herstellerangaben
inkubiert. Die Membran wurde dann erneut dreimal in TBST 0,1%, zweimal in TBST
0,2% und einmal in TBS gewaschen. Die Chemilumineszenz-Detektion erfolgte mit
Hilfe des Super Signal Dura Extended Kit (Pierce, Bonn) nach den Herstellerangaben.

Zur Exposition der Membran wurden X-Omat Kodak Rontgenfilme verwendet.

10 x TBS-Puffer: 200 mM Tris
1,35 M NaCl
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2.2.4 Zellkulturarbeiten und Transfektionsmethoden

2.2.4.1 Alilgemeine Zellkultur

Die in dieser Arbeit verwendeten Zelllinien wurden auf beschichteten Zellkulturschalen
bei 37°C in 5%iger CO,-Atmosphare inkubiert. Alle Zelllinien wurden in DMEM-Medium
kultiviert mit Ausnahme der TT-Zellen, die in RPMI 1640 herangezogen wurden.
Weitere Medienzusatze waren 10% fotales Kalberserum (FCS), 2 mM L-Glutamin,
100 pg/ml Penicillin und 100 Einheiten/ml Streptomycin. Zum Passagieren wurden die
Zellen nach Aspiration des Mediums mit PBS™ gewaschen, mit Trypsin (2,5 mg/ml
Trypsin-Lsg.) bedeckt und von der Zellkulturschale geldst. Von diesen Zellen wurde ein

Aliquot in eine neue Zellkulturschale mit frischem Medium tberfuhrt.

2.2.4.2 Zellzahlbestimmung

Zur Bestimmung der Zellzahl einer entsprechend verdinnten Zellsuspension wurde ein
Hamatozytometer (nach Neubauer) verwendet. Hierbei wurden vitale von beschadigten

Zellen durch Zugabe von 0,5% Trypanblau unterschieden.

2.2.4.3 Calciumphosphat-Transfektion

Zunachst wurden die zu transfizierenden Zellen auf 60 mm Zellkulturschalen
ausgebracht und bis zu einer Konfluenz von 80% kultiviert. 2 ug der zu
transfizierenden DNA wurden in 438 pl H,O geldst und in ein vorbereitetes
Reaktionsgefall mit 62 pul 2 M CaCl,-Lésung uberfuhrt. Diese Lésung wurde nun
tropfenweise unter Vortexen zu 500 pul 2 x HBS gegeben und fiir 30 min bei 37°C
inkubiert. In der Zwischenzeit wurde das Medium der Zellkulturschale bis auf 1 ml
abgezogen und der DNA/CaCl,/HBS-Mix tropfenweise auf die Zellen gegeben. Nach
einer Inkubation fir 6-18 h bei 37°C in 5%iger CO,-Atmosphare erfolgte ein Austausch

des Transfektionsansatzes durch frisches Zellkulturmedium.

2 x HBS. 50 mM HEPES pH 7,05
10 mM KClI
120 mM Dextrose
280 mM NacCl
1,5 mM Na;HPO,
pH ad 7,05 +/- 0,05
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2.2.4.4 Verschiedene Transfektionsmethoden

Neben der Calciumphosphat-Transfektion wurden Zellen ebenfalls mit Effectene-,
Polyfect- und Superfect-Transfektionsreagenz (Qiagen, Hilden) nach Hersteller-

angaben transfiziert.

2.2.5 Adenovirale Arbeitstechniken

2.2.5.1 Das AdEasy-System

Zur Herstellung replikationsdefekter adenoviraler Vektoren (AdVektoren) wurde das
sogenannte AdEasy-System (He et al., 1998) verwendet. Bei diesem System sollen
Fremdgene mittels homologer Rekombination in das Ad5-Genom eingeschleust
werden. Dazu befindet sich das in den Regionen E1 und E3 deletierte Ad5-Genom auf
dem einen Plasmid (pAdEasy 1), das Einbringen von Fremdgenen erfolgt Uber das
sogenannte Shuttle-Plasmid (pShuttle, pAdTrack), das kurze homologe Sequenzen
des Ad5-Genoms enthalt. Durch die homologe Rekombination in E.coli BJ5183
Bakterien wird ein Plasmid erzeugt, das neben dem Ad5-Genom eine
Expressionkassette in der deletierten E1 Region besitzt. Die Generierung des Virus
erfolgt nach Linearisierung des Vektors und Transfektion in E1A transformierte 293
Zellen. Alle Komponenten dieses Systems wurden von B. Vogelstein (Baltimore, USA)

zur Verfligung gestellt.

2.2.5.2 Modifizierung des adenoviralen Vektorriickgrats und Virusgenerierung

Zur Herstellung eines modifizierten Adenovirus, dessen natirlicher Tropismus deletiert
werden sollte, wurde zunachst innerhalb des pAdEasy 1-Plasmids das Pentonbasis-
Gen in einen Klonierungsvektor (pCR2.1-Topo ) subkloniert und in den Aminosauren
R340L und G341D mutiert. Diese mutierte Pentonbasis wurde dann Uber geeignete
Restriktionsschnittstellen gegen die Wildtyp-Pentonbasis ausgetauscht. In einem
weiteren Schritt wurde das Fibergen in einer PCR-Reaktion amplifiziert und ebenfalls in
den Vektor pCR2.1-Topo subkloniert. Fur die PCR wurden spezifische Oligonukleotide
verwendet, so dass an das C-terminale Ende des Fibergens ein 6 x His-Tag
angehangen wurde. Im sogenannten 'FG-loop’ des Fibers wurde eine Deletion (d489-
492) durchgefihrt und Uberdies eine Swal-Schnittstelle zur Subklonierung kurzer
Peptidsequenzen (CHTFEPGVC und CSRESPHPC) in den 'Hl-loop’ des Fibergens

eingefiigt. Das modifizierte Fibergen wurde ebenfalls gegen das Wildtyp-Gen im
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AdEasy 1-Plasmid Uber geeignete Restriktionsschnittstellen ausgetauscht, wobei ein

Zwischenschritt Gber ein weiteres Plasmid (pGene V5-HisA) erfolgte (siehe Abb.: 3.20).

Zur Generierung eines Virus wurde zunachst eine Rekombination des "natirlichen"
oder modifizierten pAdEasy 1-Plasmids mit dem Pmel linearisierten "shuttle"-Plasmid
pAdTrack.CMV in dem daflir geeigneten Bakterienstamm E. coli BJ5183 durchgeflhrt.
Nach Uberpriifung von Rekombinationsklonen wurde positive Plasmid-DNA in XL2-
Blue Bakterien retransformiert, Uber eine CsCI-Dichtegradientenzentrifugation
aufgereinigt und mit der Restriktionsendonuklease Pacl linearisiert. Die linearisierte
DNA wurde zweimal Uber Phenol-Chloroform-Extraktion aufgereinigt, in TE-Puffer pH
8,0 aufgenommen und in E1A-transformierte 293 Zellen transfiziert. Diese Zelllinie
stellt die deletierten Genprodukte der Ad5 E1 Region in trans zur Verfigung und ist
daher zur Generierung und Propagierung von Adenoviren wichtig. 3—7 Tage nach
Transfektion wurden infektidse 293 Zellen von der Zellkulturschale abgeschabt und
zusammen mit dem Uberstand durch dreimaliges Schockgefrieren in fliissigem
Stickstoff und Auftauen bei 37°C lysiert. Zur Herstellung sog. ‘high titer' wurden acht 15
mm Zellkulturschalen mit dem lysierten Zelliberstand, in dem sich die freigesetzten
Viren befinden, infiziert und nach Entstehung eines zytopathischen Effektes (CPE)
vereinigt. Nach Zentrifugation fir 10 min bei 1000 x g und 4°C wurde das Zellpellet in 4
ml PBS** mit 10% Glycerin (v/v) resuspendiert und dreimal zur Freisetzung der viralen

Partikel wie oben lysiert. Die Lagerung des Virus erfolgte bei —80°C.

2.2.5.3 Transduktion

Die Transduktion von verschiedenen Zelllinien mit AdVektoren wurde fir 30 min bei
37°C durchgefiihrt. Hierzu wurde das Medium aspiriert und die Vektoren in kleinstem
Volumen (ca. 5% des Ausgangvolumens) auf die Zellen gegeben und anschliellend mit
entsprechendem Medium wieder aufgeflillt. Die Transduktion erfolgte fiir jede Zelllinie
mit der entsprechenden Infektionsmultiplizitat (MOI), mit der eine 100%ige

Transduktion der Zellen erreicht wurde.

2.2.5.4 CsCl-Dichtegradientenaufreinigung

Zur Aufreinigung adenoviraler Partikel mittel CsCI-Dichtegradientenzentrifugation
wurden zunachst 32 15 cm Zellkulturschalen mit 293 Zellen bis zu einer Konfluenz von
ca. 80% wachsen gelassen. AnschlieRend wurden die Zellen mit 200-400 ul des 'high

titer' Stocks infiziert (2.2.5.2) und bis zum Entstehen eines CPE im CO.-Inkubator bei
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37°C belassen. Die Zellen wurden nun abgeschabt und zusammen mit dem Medium in
Zentrifugenbecher Uberfiihrt. Nach Sedimentierung der Zellen fiir 15 min, 1000 x g und
4°C wurde der Uberstand verworfen und das Zellpellet in 15 ml 0,1 M Tris/HCI pH 8,0
resuspendiert. Dem Ansatz wurden 1,5 ml 5% Na-Desoxycholat hinzugeflgt und dieser
fur 30 min bei RT inkubiert. Nach der Zelllyse erfolgte eine Zugabe von 150 pyl 2 M
MgCl, und 75 pl DNase I-Lésung (10 mg/ml) sowie eine Inkubation fiir 30-60 min bei
37°C. Zur Beseitigung von Zellfragmenten wurde erneut fir 15 min, 2500 x g und 4°C

zentrifugiert und jeweils 5 ml des Lysatiiberstandes auf einen vorbereiteten Gradienten

gegeben:
3ml 1,5 g/cm3 CsClin 10 mM Tris/HCI pH 8,0
3mil 1,35 g/cm3 CsClin 10 mM Tris/HCI pH 8,0
0,5ml 1,25 g/cm3 CsClin 10 mM Tris/HCI pH 8,0

Der Gradient wurde aufeinander geschichtet und in dafir vorgesehene SW 40 Ultra
Clear-Zentrifugenréhrchen (Beckmann, Unterschleillheim) Gberflhrt. Es erfolgte eine
Ultrazentrifugation im SW 40 Ausschwingrotor fir 1 h, 35000 rpm und 10°C. Die
Virusbande wurde mittels einer 18-Gauge-Kanule aus den Zentrifugenrohrchen
abgesaugt und in ein neues SW 40-Zentrifugenrdhrchen Uberfiihrt. Der Ansatz wurde
mit 1,35 g/cm® CsCl in 10 mM Tris/HCI pH 8,0 aufgefiillt und und fiir 16-24 h bei 35000
rom und 10°C ultrazentrifugiert. Die Virusbande wurde wiederholt abgesaugt und
mittels einer 18-Gauge-Kanlle in eine Slide-A-Lyzer-Dialysekassette (Pierce, Bonn)
gegeben. Die Dialyse erfolgte fiir 24 h bei 4°C gegen 10 mM Tris/HCI pH 8,0. Zur
Lagerung bei —80°C wurde das aufgereinigte Virus mit Glycerin versehen mit einer

Endkonzentration von 10%.

2.2.5.5 Virustitration

Neben der Titerbestimmung des Virus anhand des "Standard-Plaqueassays" in 293
Zellen (Graham und Prevec, 1991; Hitt et al., 1994) wurde die infektiése Dosis in
Zellkultur (TCIDsp) bestimmt. Dazu wurden auf eine 96 Loch-Zellkulturplatte jeweils 10*
293 Zellen ausgesat. 24 h spater wurden verschiedene Verdlinnungen der
Viruspraparation in zehnfachem Ansatz auf die Zellen gegeben und nach 7-10 Tagen
die Plaquebildung beobachtet. Der Titer wurde statistisch nach der KARBER-Methode

nach folgender Formel ausgewertet:

T=10"+dS05)
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Hierbei beschreibt 'd' den log 10 der Verdinnung (=1 flr eine 10fache Verdinnung)
und 'S’ entspricht der Summe aller Verhaltnisse. Die Umrechnung in Plaque bildende

Einheiten pro ml (pfu/ml) ergibt sich aus folgender Formel:
10"TCIDso/ml = 10¥%7 pfu/ml
2.2.5.6 "PEGylierung"” von adenoviralen Vektoren

Der Virus Ad5.CMV.GFP wurde wie unter 2.2.5.4 aufgereinigt und gegen 130 mM
Kaliumphosphat-Puffer pH 7,4 zuzlglich 5% (w/v) Sukrose Uber Nacht in einer Slide-A-
Lyzer Dialysekassette (Pierce, Bonn) dialysiert. Zum Virus wurden anschlieBend 5%
(w/v) bifunktionales TMPEG hinzugefligt. Um eine Kopplung an die Virusoberflache zu
ermoglichen, erfolgte eine Inkubation der Ansatze fir 1 h bei RT unter stdndigem
Rihren (O'Riordan et al., 1999). Zur Beseitigung nichtreaktiven TMPEG wurde die
Aufreinigung (ber einen CsCl-Dichtegradienten (1,35 g/cm® wiederholt und
anschlieBend gegen PBS™ + 5% Sukrose (w/v) dialysiert (Romanczuk et al.,1999). Die
Peptide HTFEPGVC und TPRTQKAC, das als Negativkontrolle diente, wurden
kommerziell synthetisiert und enthielten jeweils ein C-terminales Cystein mit einer
freien Sulfhydril-Gruppe. Beide Peptide wurden in PBS™ + 5% Sukrose (w/v) verdlinnt
und auf eine Endkonzentration von 10 mM eingestellt. Diese wurden dem
"PEGylierten" Virus zugefiigt wobei die Peptidendkonzentration 1 mM betrug. Die
Ansatze wurden dann fur 4 h bei RT unter stdndigem Rihren inkubiert. Zur Beseitigung
nicht gebundenen Peptids erfolgte ein weiterer Dialyseschritt gegen PBS™ + 5%
Sukrose (w/v) Uber Nacht. Zur Lagerung bei —80°C wurde das "PEGylierte" Virus mit
Glycerin versehen mit einer Endkonzentration von 10%. Ohne Zusatz an Glycerin

wurde das Virus bei 4°C gelagert und sofort zur Transduktion eingesetzt.

2.2.6 Verwendung von Phagenbanken - ‘phage display’

'Phage display' beschreibt eine Technik, bei der Peptide oder Proteine als Fusion mit
dem Hullprotein eines Bakteriophagen exprimiert und auf der Oberflache des Virions
prasentiert werden. Die Konstruktion einer filamentésen Phagenbank (Bakteriophage
M13) erfolgte Uber das Plasmid fUSE5, auf dem eine Zufallsnukleotidsequenz (NNKXx;
N= G, A, T, C; K= G, T; x= Anzahl der Tripletts) mit dem kleinen Huillprotein plll
fusioniert ist (Scott und Smith, 1990). Auf diese Weise entsteht eine "Epitopen-Bank"
mit einer Kapazitdt von ca. 10° elektroporierten Sequenzen, die eine schnelle
Identifizierung von Peptidliganden Uber Sequenzierung der kodierenden DNA-

Abschnitte flir eine Vielzahl von Zielmolekillen erlaubt. Die Vermehrung der
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Phagenbank erfolgt hierbei in E. coli Bakterien, die durch den Bakteriophagen nicht
lysiert werden. Der Selektionsprozess wird als 'biopanning’ bezeichnet, bei dem die
Phagenbank mit den jeweiligen Zielmolekulen inkubiert wird, ungebundene Phagen
durch mehrere Waschschritte entfernt und spezifisch gebundene Phagen vom
Zielmolekdul eluiert werden. Eluierte Phagen werden anschlieRend in Bakterien
amplifiziert und fur weitere ‘biopanning'-Zyklen eingesetzt, so dass spezifische Phagen
angereichert werden.

In dieser Arbeit wurde eine 7 Aminosauren lange zyklische Phagenbank verwendet

(New England Biolabs, Frankfurt am Main).

2.2.6.1 Phagentitration

Um die genaue Konzentration infektioser Phagen zu bestimmen, wurde eine serielle
Verdunnungsreihe angefertigt. Nach einem ‘biopanning-Zyklus (2.2.6.2 und 2.2.6.3)
wurden Verdiinnungen von 10'-10°, nach einer Phagenamplifizierung (2.2.6.5 und
2.2.6.6) Verdiinnungen von 10%-10"" verwendet. Zunachst wurde eine E.coli ER2738
Ubernachtkultur angelegt, womit 5-10 ml LB-Medium zuzliglich Tetrazyklin (tet) mit
einer Endkonzentration von 20 pug/ml (LBr-Medium) inokuliert und bis zu einer ODgognm
von ca. 0,5 im Bakterienschittler inkubiert wurden. Parallel wurde Agarose Top-
Medium in der Mikrowelle aufgekocht und in 3 ml Aliquots bei 45°C belassen. Zur
Phageninfektion wurden je 10 ul einer Verdinnung mit 200 ul kompetenten Bakterien
far 1-5 min bei RT inkubiert. AnschlielRend wurden die infizierten Bakterienzellen in ein
Reaktionsgefal® mit Agarose Top-Medium transferiert, gevortext und auf LB-
Agarplatten zuziglich Tetrazyklin, 5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-3-D-Galaktosid (X-Gal)
und Isopropyl-B-D-Thiogalaktosid (IPTG) zur Blau-Wei-Selektion ausgebracht. Nach
einer Inkubation Uber Nacht bei 37°C wurden die Phagenplaques (plaque forming units
= pfu) gezahlt, wobei nur blaue Plagques rekombinante Phagen darstellen. Die

Konzentration infektiéser Partikel fir 1 ml wurde nach folgender Formel berechnet:
pfu/ml = gezahlte Plaques x Verdiinnungsfaktor x 100
2.2.6.2 In vitro 'biopanning’

Die Inkubation der Phagenbank erfolgte direkt auf kultivierten TT Zellen (Nicklin et al.,
2000). Fir die ‘panning-Prozedur wurden zunachst TT Zellen auf einer 6 Loch-
Zellkulturschale ausgebracht und bis zu einer Konfluenz von 90% kultiviert. Nach

Erreichen der Konfluenz sollten die Zellen fir weitere 2 Tage in frischem Medium
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(RPMI 1640 mit den bendtigten Zusatzen) verbleiben. AnschlieBend wurde das
Medium aspiriert und durch RPMI 1640 ohne Zusatze mit 1% BSA ersetzt. Die Zellen
wurden fir 15 min bei 4°C belassen und anschlieRend mit 1 x 10° pfu/ml der
Ausgangsphagenbank fir 1 h bei 4°C inkubiert. Nach 5 Waschschritten mit jeweils 1 ml
eiskaltem PBS mit 1% BSA konnten schwach assoziierte Phagen mit 1 ml 0,2 M
Glycin-Puffer eluiert werden. Die Losungen wurden dann mit 200 ul 1 M Tris/HCI pH
8,0 neutralisiert. Zur Elution der stark assoziierten Phagen wurden die Zellen mittels 1
ml 30 mM Tris/HCI + 1 mM EDTA pH 8,0 fiir 1 h bei 4°C lysiert. Im Folgenden wurden
die Zellen geerntet, fir 10 min bei 300 x g und 4°C sedimentiert und der Phagentiter
ermittelt (2.2.6.1). Zur Anreicherung spezifischer Phagen wurden 600—-1000 einzelne
Phagenklone amplifiziert und vereinigt, um mit diesen nach Phagenpraparation
(2.2.6.7) einen neuen ‘biopanning-Zyklus durchzufuhren. Das gesamte Verfahren

wurde 2 x wiederholt.

2.2.6.3 In vivo ‘biopanning’

Zunachst wurden 10" TT Zellen subkutan in die rechte hintere Flanke
immunsuprimierter Nacktmause injiziert. Mausen, die einen Tumor mit ca. 1 cm
Durchmesser entwickelten, wurden 10" pfu der Ausgangsphagenbank intravends in
die Schwanzvene appliziert. Nach 5 min Zirkulation der Phagen im Blutkreislauf und
Perfusion durch das Herz wurde die jeweilige Maus getétet und der Tumor sowie
mehrere Kontroligewebe isoliert. Die enthommenen Gewebe wurden in flissigem
Stickstoff schockgefroren und mit Hilfe eines Morsers zu feinem Pulver aufgearbeitet.
Dieses wurde in ein Reaktionsgefall tberfuhrt, in DMEM mit 1 x Protease-Inhibitor (PI)
aufgenommen und fir 5 min bei 300 x g und 4°C sedimentiert. Nach 3 x Waschen in
DMEM mit 1 x Pl und 1% BSA erfolgte eine Inkubation mit 1 ml kompetenter E. coli
ER2738 (2.2.6.4) fir 1 h bei RT. Von den Ansatzen wurden verschiedene
Verdiinnungen angefertigt und zur Titerbestimmung eingesetzt. Zur Anreicherung
tumorspezifischer Phagen wurden 200-500 Phagenklone aus dem aufgearbeitetem
Tumor amplifiziert und vereinigt. Nach geeigneter Phagenpraparation (2.2.6.6) wurde

das ‘biopanning’ 2 x wiederholt (Pasqualini et al., 1996).

2.2.6.4 Herstellung kompetenter Bakterien zur effizienten Phagentransduktion

20 ml NZY-Medium zuzlglich Tetrazyklin mit einer Endkonzentration von 20 pg/ml
wurden 5%ig aus einer Ubernachtkultur E. coli ER2738 angeimpft und bis zu einer
ODeoonm Von 0,4-0,6 im Bakterienschittler bei 225 rpm und 37°C inkubiert. Die
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Bakterienzellen wurden fir 10 min bei 1000 x g und 4°C sedimentiert, der Uberstand
verworfen und das Bakterienpellet in 20 ml 80 mM NaCl gewaschen. Nach 45 min
Inkubation im Bakterienschittler bei 37°C wurden die Zellen wie oben sedimentiert und
in 1 ml NAP-Puffer resuspendiert. Die kompetenten Bakterien konnten 5 Tage bei 4°C
gelagert werden (Smith und Scott, 1993).

NZY-Medium: 10 g NZ-Amine (enzymatisches Caseinhydrolysat)
5 g NaCl
5 g Hefeextrakt

NAP-Puffer: 90 ml 88 mM NaCl
10 ml 0,5 M NH4H,PO, pH 7,0

2.2.6.5 Phagentransduktion

20 pl kompetente Bakterien (2.2.6.4) wurden mit 20 ul der Ausgangsphagenbank fur 10
min bei RT inkubiert. Nach Zugabe von NZY-Medium zuztiglich Tetrazyklin wurden die
Ansatze flr 20-40 min bei 37°C im Bakterienschittler inkubiert (Smith und Scott, 1993).

2.2.6.6 Phagenpraparation liber CsCl-Dichtegradientenzentrifugation

Zur Aufarbeitung der Phagen im gro3en Mafstab (Smith und Scott, 1993) wurde 1 |
LB-Medium mit infizierten Bakterien (2.2.6.5) inokuliert und fiir 5 h oder Gber Nacht bei
37°C im Bakterienschittler belassen. Die Bakterienzellen wurden durch zweifache
Zentrifugation im GSA-Rotor flir 10 min bei 4000 bzw. 10400 x g und 4°C sedimentiert,
wobei sich die Phagen im Uberstand befanden. Dem Uberstand wurden 0,15 Volumen
PEG/NaCl-Losung zugefligt und der Ansatz nach Durchmischen utber Nacht bei 4°C
inkubiert. Nach erneuter Zentrifugation fir 30 min, 10400 x g und 4°C im GSA-Rotor
wurde das Phagenprazipitat in 30 ml 1 x TBS-Puffer pH 7,5 resuspendiert und in ein
neues Reaktionsgefall Uberfihrt. Der Ansatz wurde zur Beseitigung von
Bakterienresten nochmals zentrifugiert (10 min, 27000 x g, 4°C) und der Uberstand mit
4.5 ml PEG/NaCl-Lésung gemischt und fur 1 h auf Eis belassen. Zur Sedimentation der
Phagen schloss sich ein weiterer Zentrifugationsschritt (30 min, 7700 x g, 4°C) an und
die Phagen wurden in 10 ml 1 x TBS-Puffer resuspendiert. Zur Reinigung wurde
nochmals abzentrifugiert (10 min, 27000 x g, 4°C) und der Uberstand in ein dafir
vorgesehenes SW 40 Ultra Clear-Zentrifugenréhrchen (Beckmann, Unterschlei3heim)
Uberfuhrt. Der Ansatz wurde mittels 1 x TBS-Puffer auf 10,75 g eingewogen und durch
Zugabe von 4,83 g CsCl auf eine Dichte von 1,3 g/ml eingestellt. Danach erfolgte eine

Ultrazentrifugation im SW 40 Beckmann-Ausschwingrotor fir 40 h bei 37000 rpm und
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4°C. Die Isolierung der Phagenbande wurde durch Punktierung mit einer 18-Gauge-
Kanule durchgefiihrt, wobei die Phagen anschliellend in ein 26 ml-Polykarbongefaly
Uberfihrt und mit TBS-Puffer aufgeflllt wurden. Es erfolgte eine weitere
Ultrazentrifugation in einem 60Ti-Rotor der Firma Beckmann flir 4 h bei 50000 rpm und
4°C, nach der das Phagensediment in 3,2 ml 1 x TBS-Puffer resuspendiert und in 8 x
1,5 ml Reaktionsgefalle Uberfiihrt wurde. In einem letzten Schritt wurden die Phagen
im TLA-100.1 Beckmannrotor fir 90 min, 57000 rpm und 4°C sedimentiert und in
einem Gesamtvolumen von 1 ml aufgenommen. Diese Aufarbeitung fiihrte zu einem
Titer von ca. 1 x 10" pfu/ml. Die aufgearbeiteten Phagen wurden zum Teil mit Glycerin
(Endkonzentration 50%) versetzt und bei —20°C gelagert. Phagen, die direkt in

Funktionalitatsanalysen getestet wurden, verblieben bei 4°C.

PEG/NaCl-Lésung: 20% (wi/v) Polyethylenglykol 8000
2.5 M NaCl
10 x TBS-Puffer: 1,5 M NaCl

0,5 M Tris/HCI pH 7,5

2.2.6.7 Phagenpraparation nach NEB

Die aufzuarbeitenden Phagen wurden mit 30 ml 1:50 in LB-Medium verdinnten E.
coli - Bakterien (ER2738) fir 4-5 h bei 37°C und 220 rpm inkubiert. Nach einer
Zentrifugation fir 10 min, 12000 x g und 4°C wurde der Phageniberstand in ein neues
Reaktionsgefal (berfiihrt und nochmals wie oben zentrifugiert. 80% des Uberstandes
wurden anschlieBend mit 1/6 Volumen PEG/NaCl-Losung vermischt und Gber Nacht
bei 4°C inkubiert. Die Sedimentation der Phagen erfolgte fiir 15 min bei 12000 x g und
4°C. Das Phagenprazipitat wurde in 1 ml TBS-Puffer resuspendiert und zur
Beseitigung restlicher Bakterienzellen erneut wie oben zentrifugiert. Der Uberstand
wurde in ein neues Reaktionsgefald tberflhrt, nochmals mit 1/6 Volumen PEG/NaCl-
Lésung versetzt und verblieb fir 1 h auf Eis. Das Phagenprazipitat wurde sedimentiert
(10 min, 12000 x g, 4°C) und in 100 pl TBS-Puffer zuziglich 0,2 %NaN; resuspendiert.
Die aufgearbeiteten Phagen wurden zum Teil mit Glycerin (Endkonzentration 50%)
versetzt und bei —20°C gelagert. Phagen, die direkt in Funktionalitatsanalysen getestet

wurden, verblieben bei 4°C.
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2.2.6.8 ELISA: Untersuchung zur Bindeaffinitat

Zur Analyse der Bindeaffinitat einer grollen Menge an Phagenklonen wurde ein
‘'enzyme linked immunosorbent assay' (ELISA) etabliert. Dazu wurden zunachst TT
Zellen auf einer 96 Loch-Platte ausgesat und bis zur vollstandigen Konfluenz wachsen
gelassen. Die Fixierung der Zellen erfolgte mit 10% Formaldehyd/PBS fur 20 min bei
RT. Die zu untersuchenden Phagenklone wurden als sogenannte Phagenstocks
eingesetzt. Dazu wurden kompetente Bakterien mit einzelnen Phagenplaques
transduziert und fir 5 h bei 37°C im Bakterienschuttler vermehrt. AnschlieRend wurden
die Bakterien sedimentiert (15 min, 4000 x g, 4°C) und der phagenhaltige Uberstand
wurde zur Analyse eingesetzt. Der Wildtypphage M13 diente als Negativkontrolle, als
Basiswert wurde reines LBir-Medium verwendet. Zunachst erfolgte eine
Abblockreaktion mit PBS™ + 1% BSA + 10% FCS fur 15 min bei RT. Die
Phageninkubation selbst wurde fir 1 h bei RT durchgeflhrt. Nach funf Waschschritten
mit PBS™ + 1% BSA wurden die Ansatze mit einem ‘horse radish peroxidase'
gekoppelten anti-M13 Antikdrper Uber Nacht inkubiert. Um die Phagen-Zell-Interaktion
nachzuweisen wurde das Detection Module Recombinant Phage Antibody System
(Amersham, Freiburg) verwendet und nach Herstellerangaben fortgefahren. Die
Visualisierung erfolgte im Benchmark microplate reader (Bio-Rad, Minchen) bei 415

nm.

2.2.6.9 Spezifitatsanalysen auf verschiedenen Zelllinien mittels Titration

Zum Nachweis der spezifischen Bindung verschiedener Phagenklone an TT Zellen
wurde das Bindeverhalten im Vergleich auf verschiedenen Zelllinien getestet. Hierzu
wurden 107 Zellen (TT, 293, H1299 und VH6) ausgezahlt und fiir 4 h bei 4°C mit 1,5 x
10" Phagen in Lésung inkubiert. Nach 5 Waschschritten mit kaltem PBS™ + 1% BSA +
0,1% Tween-20 wurden gebundene Phagen mit Hilfe von 0,1 M Glycin-Puffer pH 2,2
eluiert. Die lysierten Zellen wurden dann sedimentiert (10 min, 300 x g, 4°C) und der
Uberstand mit 2 M Tris/HCI pH 8,0 neutralisiert. Zur Bestimmung der Phagenspezifitat
in vivo wurden 10° pfu verschiedener Phagenklone in die Schwanzvene der jeweiligen
Maus injiziert und es erfolgte eine Zirkulation im Blutkreislauf fur 5 min mit
anschlieRender Perfusion durch das Herz. Die Tumoren sowie Kontrollorgane (Niere,
Leber, Lunge, Herz) wurden entnommen, in flissigem Stickstoff schockgefroren und
wie unter 2.2.6.3 aufgearbeitet. In vitro und in vivo isolierte Phagen wurden
anschlielend mit kompetenten Bakterien inkubiert, um den Phagentiter (2.2.6.1) zu

bestimmen.
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2.2.6.10 Kompetitionsversuch in vitro und in vivo

Zur Verifizierung der spezifischen Peptidbindung wurden 10° pfu des Phagen
HTFEPGYV in Kombination mit 300 ng—30 ug der Peptide HTFEPGV und TRPTQKA mit
jeweils 10° TT Zellen fiir 1 h inkubiert. Nach fiinfmaligem Waschen mit 1% BSA und
0,1% Tween-20 wurden die Phagen mit 0,1 M Glycin-Puffer eluiert. Die Zellen wurden
pelletiert und mit 2 M Tris/HCI pH 8,0 neutralisiert. Fiir den in vivo Ansatz wurden 10°
pfu der Phagen HTFEPGV (Nacktmausmodell) und SRESPHP (transgenes RET-
Mausmodell) intravends in Kombination mit den jeweils analogen Peptiden injiziert.
Dann wurde wie unter 2.2.6.9 fortgefahren. Der Phagentiter wurde wie unter 2.2.6.1

bestimmt.

2.2.6.11 Immunzytochemie und Immunfluoreszenzmikroskopie

Die Analyse der Lokalisation gebundener Phagen erfolgte durch Immunfluores-
zenzmikroskopie. Dazu wurden 10° TT Zellen auf Deckgldschen ausgesat und bis zur
vollstandigen Adhéarenz (48 h) im CO,-Brutschrank bei 37°C inkubiert. Zur Fixierung
der Zellen wurden die Deckglaschen in den entsprechenden Zellkulturschalen mit 10%
Formaldehyd in PBS™ flir 20 min inkubiert. Nach dreifachem Waschen in PBS™-Puffer
wurden die Ansatze mit 1,5x10"" Phagen inkubiert und anschlieRend mit PBS™ + 1 %
BSA + 10% FCS abgeblockt. Fir ein Internalisierungsexperiment wurden pro
Deckglaschen 5x10* Zellen ausgesét und fiir 24 h mit der gleichen Phagenmenge wie
oben fir 24 h bei 37°C in einem CO,-Inkubator inkubiert. Als positiver Kontrollphage
diente der Phage RGD-4C, als Negativkontrollen wurden der Wildtypphage M13 und
eine unbehandelte Kontrolle verwendet. Die Zellen wurden anschlieBend mit 500 mM
NaCl/ 50 mM Glycin behandelt, um schwach gebundene Phagen zu eluieren. Danach
wurden die Zellen mit 10% Formaldehyd in PBS™ fixiert. Zur Permeabilisierung der
Zellen wurde 0,2% Triton X-100 in PBS™ verwendet. Nach einer Abblockreaktion mit
PBS™ + 1 % BSA + 10% FCS von 4 h bei RT erfolgte die Detektion der Phagen mittels
spezifischer Antikérper. Die Inkubation mit dem Primarantikérper anti-M13
(Verdiinnung 1:100) erfolgte fiir 1 h bei RT. Der Alexa Fluor®*® gekoppelte anti-Maus
Sekundarantikbrper  (Molecular Probes, Leiden, Niederlande) wurde nach
mehrmaligem Waschen mit PBS™ +1 % BSA in einer Verdiinnung 1:300 eingesetzt und
fur 30 min auf den Ansatzen belassen. Zur Gegenfarbung der Nuklei wurden die
Ansatze fir 10 min mit einer DAPI-Farbeldsung (1 mg/ml in PBS~) behandelt. Zur
Langzeiterhaltung der Fluoreszenz wurden die Deckglaschen mit einem

Eindeckmedium Vectashield (Linaris, Wertheim) Uberschichtet und auf Objekttragern
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luftdicht versiegelt. Die Dokumentation der markierten Phagen auf Ein-Zell-Ebene
erfolgte durch konventio
nelle Fluoreszenzmikroskopie oder konfokale 'laser scanning' Mikroskopie (LSM 510,

Zeiss, Oberkochem).

2.2.6.12 Immunhistochemie

Zum Nachweis spezifisch gebundener Phagen wurden die entsprechenden Gewebe
(Tumor, Niere, Leber, Lunge und Herz) der zuvor mit 10° Phagen injizierten und
perfundierten Tiere entnommen und in Paraffin eingebettet. Von den resultierenden
Paraffinblécken wurden Gewebsschnitte mit einer Dicke von 5 uym angefertigt und zum
immunhistochemischen Nachweis auf Poly-L-Lysin beschichtete Objekttrager
aufgebracht. Zunachst wurden die Schnitte durch eine Inkubation in Xylol (dreimal 5
min), in 100% Ethanol (zweimal 10 min) und in 95% Ethanol (zweimal 10 min)
deparaffinisiert. Nach mehreren Waschschritten in ddH,O und PBS™-Puffer erfolgte die
Antigendemaskierung in der Mikrowelle bei voller Leistung (900 W) fir 1 min in 10 mM
Natriumcitrat-Puffer pH 6,0. Die Proben verblieben flr weitere 9 min bei mittlerer
Leistung im oben genannten Puffer. Anschlielend wurden die Proben bei RT gekihlt
und nochmals mit ddH,O gewaschen. Nach Inkubation in 1% Hydrogenperoxid/PBS™-
Lésung wurden die Gewebsschnitte fiir 1 h bei RT in 5% (v/v) Ziegenserum/PBS~
abgeblockt. Nach Entfernen der Blockierungslésung wurde der Primarantikdrper anti-
M13 1:100 in derselben Lésung verdinnt und es erfolgte eine Inkubation Uber Nacht
bei 4°C. Am nachsten Tag wurden die Schnitte in PBS™ gewaschen und der
biotinylierte Sekundarantikérper (anti-Maus-IgG) in einer Verdinnung von 1:300
eingesetzt. Nach einer Inkubation von 30 min bei RT wurde wiederholt mit PBS™
gewaschen und nach der Avidin/Biotin-Methode fortgefahren, die auf einer Kopplung
von Avidin und biotinylierten ‘horse radish peroxidase' Makromolekilkomplexen beruht
und das immunhistochemische Signal verstarkt. Hierzu wurde das sogenannte ABC-
Reagenz (Linaris, Wertheim) verwendet und nach Angaben des Herstellers eingesetzt.
Nach einer Inkubation von 30 min bei RT wurde das ABC-Reagenz mittels PBS
entfernt und zur Farbung der Schnitte das sogenannte DAB-Reagenz (Linaris,
Wertheim) nach Anleitung des Herstellers verwendet. Die Gegenfarbung erfolgte mit
Hilfe von Hamatoxylin (Linaris, Wertheim). Die Gewebsschnitte wurden anschliel3end
mit ddH,0 gewaschen und zur Dehydrierung zunachst zweimal fur 10 s in 95%
Ethanol, zweimal fr 10 s in 100% Ethanol und schlieRlich zweimal fir 10 s in Xylol
inkubiert. Zur Langzeiterhaltung wurden die Objekttrager mit Eindeckmedium

Vectashield (Linaris, Wertheim) Uberschichtet und mit Deckglasern luftdicht versiegelt.
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2.2.7 Tierexperimente

Zur Durchflhrung des in vivo ‘phage display’ wurde zum einen mit der TT Zelllinie ein
Xenotransplantat-Modell eines humanen medullaren Schilddriisenkarzinoms sowie
RET-transgene Tiere verwendet. Nach Etablierung der Tumoren (< 0,5-1 cm) wurde
den Tieren 10" pfu der Ausgangsphagenbank sowie 10° pfu der zu untersuchenden
Phagenklone intravenoés Uber die Schwanzvene injiziert. Um unspezische Bindungen
der Phagen zu unterbinden, wurden die Tiere 1-5 min nach Phageninjektion durch das
Herz mit 5 ml DMEM ohne Zusatze perfundiert. Die Durchflihrung der Perfusion

erfolgte mit freundlicher Unterstitzung von Dr. Gero Hilken.

Alle Tierexperimente wurden nach den Richtlinien der Tier-Versuchskommission der

Universitat-Gesamthochschule Duisburg-Essen durchgefuhrt.
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Die Verwendung von Adenoviren als sogenannte Gen-Vehikel ist in der heutigen
Gentherapie weit verbreitet. Die Vorteile gegenuber anderen Viren sind z.B. die
Fahigkeit zur Inkorporation groRRer Transgene, die Produktion hoher Virustiter und
hochster Reinheit sowie die Mdglichkeit, eine Vielzahl von Zellen unabhangig von
ihrem Replikationsstatus zu transduzieren. Limitiert wird die therapeutische
Anwendung von Adenoviren durch ihren natlrlichen Tropismus, der ihre Fahigkeit, an
gewlnschte Zielgewebe zu binden und diese zu infizieren, stark einschrankt.
Zusatzlich fuhrt eine nicht-selektive Transduktion verschiedener Gewebe,
insbesondere der Leber, zu unerwiinschten Nebeneffekten, so dass eine effiziente
Transgenubermittlung nicht mehr gewahrleistet wird. In diesem Zusammenhang ist es
von grolRer Bedeutung, Vektoren mit selektivem Tropismus fur das gewdlnschte
Zielgewebe zu entwickeln. Das medullare Schilddrisenkarzinom (MTC), das zum
Zeitpunkt seiner Diagnose schon ein starkes Metastasierungsverhalten aufweist, stellt
daher ein gutes Modell fir den selektiven Gentransfer dar. Im Rahmen dieser Arbeit
sollte die Identifizierung MTC spezifischer Liganden sowie die Konstruktion eines
selektiven adenoviralen Vektors zur effizienteren Therapie dieses Tumorsystems

beitragen.

3.1 Analyse primarer adenoviraler Zellrezeptoren in unterschiedlichen
MTC-Modellen

Um den natirlichen Tropismus auszuschalten, muss der virusspezifische
Bindungsprozess an die Zelle verstanden bzw. berticksichtigt werden:

Die zellulare Aufnahme des meist verwendeten Vektors Adenovirus 5 (Ad5) besteht
aus zwei Teilschritten: 1) Bindung des fiber knob™-Proteins an den primaren Coxsackie
B-Adenovirus-Rezeptor (CAR) (Bergelson et al., 1997) und 2) Bindung des RGD-
Motivs innerhalb des Pentonbasisproteins an avp-Integrine (Wickham et al., 1993),
welche zur Clathrin-vermittelten Endozytose des Vektors fiihrt. Das Fehlen des
primaren Rezeptors CAR kann zu einer verminderten Transduzierbarkeit der Zellen
fuhren (Miller et al., 1998; Cohen et al., 2001; Hemminki et al., 2002). Tatsachlich ist
CAR ubiquitar auf normalen Epithelzellen exprimiert, wohingegen seine Expression auf
Tumorzellen variiert (Dmitriev et al., 1998; Miller et al., 1998; Bauerschmitz et al., 2002;
Kanerva et al.,, 2002). Dies kann zu einer Resistenz gegenuber der adenoviralen
Infektion fuhren. Aus diesem Grund wurden zundchst die Rezeptoreigenschaften

verschiedener MTC-Modelle im Vergleich mit anderen Zellsystemen untersucht.
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3.1.1 Analyse des CAR- und Integrin-Expressionsstatus in verschiedenen

Zelllinien

Die Anwesenheit von CAR-Molekilen auf der Zelloberflache ist ein Schlisselfaktor zur
Bestimmung der Transduktionseffizienz von Adenoviren. Aus diesem Grund wurden
der CAR- und Integrinstatus in einer humanen TT Zelllinie, die aus einer Metastase
eines humanen medullaren Schilddrisenkarzinoms isoliert und in vitro kultiviert worden
ist (Leone et al., 1981), mit denen aus verschiedenen humanen nicht-MTC-Zelllinien
auf RNA- und Proteinebene verglichen. Dabei wurden zum Vergleich zwei Nicht-
Tumorzelllinien, Ad5-E1A stabil transformierte humane embryonale Nierenzellen (293)
und eine aus humanen Vorhautfibroblasten etablierte Zelllinie (VH6), verwendet. Als
weitere  Tumorzelllinien wurden eine aus einem humanen Kleinzelligen
Bronchialkarzinom (H1299) und eine aus einem humanen Pankreas-Adenokarzinom
etablierte Zelllinie (Capan-2) eingesetzt.

Auf RNA-Ebene zeigen humane TT Zellen eine im Vergleich zu anderen untersuchten

Zelllinien vergleichbare CAR-Expression (Abb. 3.1).
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293

VH6
H1299
Capan-2
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Abb. 3.1: Expression viraler Zellrezeptormolekiile in
verschiedenen Zelllinien. Semiquantitative RT-PCR zur
Uberpriifung der mRNA-Spiegel von CAR, av-Integrin,
B3-Integrin, B5-Integrin und GAPDH als Kontrolle.

Western Blot-Analysen zeigen dagegen ein differenzierteres Bild, wobei TT sowie auch
Capan-2 Zellen geringe Mengen des CAR-Proteins gegentber 293 und H1299 Zellen
(Abb. 3.2) aufweisen. In humanen Fibroblasten kann dagegen CAR weder auf

Transkript- noch auf Proteinebene nachgewiesen werden (Abb. 3.1; Abb. 3.2).
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CAR

a v-Integrin

Aktin

Abb. 3.2: Expressionsvergleich primarer adenoviraler Rezeptoren in
verschiedenen Zellsystemen. Western Blot mit Gesamtzellextrakt. 100 ug der
Gesamtzellextrakte wurden nach Auftrennung Gber SDS-PAGE mit anti-CAR
und anti-av-Integrin  Antikdrpern detektiert. Zur Ladekontrolle gleicher
Proteinmengen wurden die Blots mit anti-Aktin Antikdrpern behandelt.

Neben dem CAR-Rezeptor spielen Integrine eine wichtige Rolle bei der zellularen
Aufnahme (Internalisierung) des Virus in die Zelle. Dabei sind vor allem avB3- und
avpB5-Integrine beteiligt, wobei av-Integrine eine maflgebliche Rolle spielen (Wickham
et al.,, 1993). Die Analyse der Transkripte und der exprimierten Proteine dieser
Integrinuntereinheit zeigt fir alle untersuchten Zelllinien vergleichbare Mengen. Des
Weiteren wurden flr die Integrinuntereinheiten B3 und 5 RT-PCR-Analysen
angefertigt, wobei in TT Zellen nur eine geringe Menge der Transkripte nachgewiesen
werden konnte (Abb. 3.1).

3.1.2 CAR-und Integrinexpression im Xenotransplantatmodell

Im Folgenden wurde die Expression adenoviraler Rezeptoren in TT Zellen mit der
Expression im Xenotransplantatmodell verglichen. Bei diesem Modell wurden TT
Zellen subkutan in immunsupprimierte Nacktmause transplantiert, woraus sich nach 6-
8 Wochen ausgepragte Tumoren entwickelten. Vorangegangene Untersuchungen
haben gezeigt, dass der Einsatz therapeutischer Adenoviren in TT Zellkulturen eine
hohe Effizienz besitzt (Drosten et al., 2002). In transplantierten Tumoren konnte
dagegen nur ein transienter Einfluss auf den Tumor nachgewiesen werden (Drosten et
al., 2003).
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Daher sollte ermittelt werden, ob sich die Rezeptoreigenschaften innerhalb des in vivo

Modells bei der Entwicklung von Tumoren verandern.
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Abb. 3.3: Vergleich der mRNA-Spiegel verschiedener Zellrezeptormolekiile
auf kultivierten Tumorzellen und in transplantierten Tumoren. Die semi-
quantitative RT-PCR wurde mit spezifischen Oligonukleotiden fir CAR, av-, $3-
und B5-Integrin durchgefihrt. Als Kontrolle diente GAPDH.

Die mRNA-Spiegel von CAR und av-Integrin zeigten keinen Unterschied zwischen in
vitro und in vivo Modell in der Rezeptorexpression (Abb. 3.3). Die Proteinmengen
beider Rezeptoren wiesen allerdings quantitative Abweichungen auf. Das CAR-Protein
wurde wesentlich starker in etablierten Tumoren exprimiert als in TT Zellen, wahrend
bei av-Integrin eine genau entgegengesetzte Expression beobachtet wurde (Abb. 3.4).
B3-Integrin konnte, wie schon in Abb. 3.1 gezeigt, weder in TT Zellen noch im
etablierten Tumor detektiert werden. B5-Integrin konnte in TT Zellen nachgewiesen

werden, dagegen war die Transkriptmenge im etablierten Tumor minimiert.
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Abb. 3.4: Im TT-Zell-Xenotransplantat ist die CAR-Expression
erhoht, dagegen die av-Integrin-Expression reduziert. Western Blot
mit Gesamtzell- bzw. Gewebsextrakten. 100 ug der jeweiligen Extrakte
wurden elektrophoretisch mittels SDS-PAGE aufgetrennt und mit anti-
CAR und anti-av-Integrin Antikérpern detektiert. Zur Ladekontrolle
gleicher Proteinmengen wurden die Blots mit anti-Aktin Antikorpern
behandelt.

3.1.3 Transkriptanalyse adenoviraler Zellrezeptoren im RET-transgenen

Mausmodell

Neben den humanen MTC-Modellen wurde zusatzlich die Rezeptorexpression in
Primartumoren anhand RET-transgener Mause (CT-2A), die die MEN 2A-Mutation im
Codon 634 (Cys-634-Arg) exprimieren, untersucht (Reynolds et al., 2001; Cranston et
al., 2003). Aufgrund der gleichen Mutation wie beim humanen MEN 2A-Syndrom sind
im murinen MTC-Modell gleiche Vorraussetzungen fir die Entwicklung der Tumoren in
ihrer "natlrlichen" orthotopen Umgebung gegeben, so dass dieses Modell hier
klinische Relevanz besitzt.

Im murinen MTC-Modell wurde die CAR- und Integrinexpression im Tumor mit
verschiedenen Geweben (Niere, Leber, Lunge und Herz) verglichen. Die Ergebnisse
zeigen, dass die mRNA-Menge von CAR im Tumor und in der Lunge bedeutend
reduziert ist. Im Gegenteil dazu weisen Niere, Leber und Herz eine hohe
Transkriptmenge auf. Die Integrinexpression ist in allen Geweben vergleichbar, mit
Ausnahme von B3-Integrin, das nur in Lunge und Herz deutlich detektiert werden
konnte (Abb. 3.5).
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Abb. 3.5: Semi-quantitative RT-PCR Analyse verschiedener
adenoviraler Rezeptormolekiile im  RET-transgenen
Mausmodell. Gesamt-RNA wurde aus den Geweben Tumor,
Niere, Leber, Lunge und Herz isoliert und revers transkribiert.
Die PCR-Analyse erfolgte unter linearen Bedingungen fiir die
Gene CAR, oav-, B3-und B5-Integrin. Als Kontrolle diente
GAPDH.

3.2 Identifizierung MTC-spezifischer Peptidliganden

Bezugnehmend auf die nachgewiesenen Unterschiede in der Expression adenoviraler
Rezeptoren zwischen der kultivierten TT Zelllinie in vitro und etablierten Tumoren in
Méausen, die auf eine reduzierte Menge des internalisierungsrelevanten av-Integrin
hinweist, und im Hinblick auf vorherige Studien (Drosten et al., 2003), ist eine
Modifizierung von Adenoviren zur Verbesserung des Gentransfers notwendig.

Zur |dentifizierung alternativer Bindungsliganden wurde in dieser Arbeit die sogenannte
'phage display-Technologie etabliert. Diese Methode bietet die Mdglichkeit kurze
Peptidsequenzen zu identifizieren, die zur Inkorporation in den mit der Zelle
interagierenden 'fiber knob' des Virus geeignet sind. 'Phage display' beinhaltet den
Einsatz potenzieller Phagenbibliotheken, bei denen kurze Peptidsequenzen in Fusion
mit dem Huillprotein eines Bakteriophagen exprimiert werden (Scott et al., 1990). Dabei
werden Zufallssequenzen exprimiert, so dass diese Phagenbanken eine Kapazitat von
ca. 1,2 x 10° elektroporierten Sequenzen aufweisen. Im Rahmen dieser Arbeit wurde
eine zyklische 7mer- (sieben Aminosauren lange) Phagenbank verwendet, bei der das
Peptid von zwei Cysteinen, die miteinander unter nichtreduzierenden Bedingungen

Disulfid-Briicken eingehen, flankiert wird. Dadurch kommt es zur Zyklisierung der
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Heptapeptide, was ihnen eine "starre" Struktur verleiht. Aus diesem Grund eignen sich

zyklische Phagenbanken zur in vivo Analyse.

In vitro/ In vivo ‘phage display’

Ausgangsphagenbank mit einer Kapazitat von
1,2 x 109 elektroporierten Sequenzen

,biopanning* direkt 5 gg gé ;‘ég 5 5 %ag 5 {:35 5 ‘
auf kultivierten ﬁ Iy ﬁ ﬁﬁ ﬁ ﬁ ﬂﬁaﬁ ﬁﬁﬁ > 4
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4 Intravendse Injektlon
in die Schwanzvene,
Zirkulation der Phagen
Entfernen unspezifisch gebundener im Blutkreislauf
Phagen mittels verschiedener
Waschschritte

Bindung an ZeII-/Gewebs
oberflachenantigene
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Abb. 3.6: In vitro und in vivo 'phage display'. Schematische Ubersicht zur Versuchsdurchfiihrung:
Unter in vitro Bedingungen erfolgte das sog. 'biopanning’ auf kultivierten Tumorzellen (TT), unter in
vivo Bedingungen im Xenotransplantat- sowie im RET-transgenen Mausmodell.

Das ‘phage display’ wurde in dieser Untersuchung sowohl auf kultivierten TT Zellen als
auch unter in vivo Bedingungen in transplantierten Tumoren sowie primaren MTCs
RET-trangener Mause durchgefihrt (Abb. 3.6). Bisher wurden in vivo Studien von
Pasqualini et al. (1996) und Rajotte et al. (1998) vorgenommen, nach deren Protokoll
sich der Versuchsablauf in dieser Arbeit richtete. Die in vitro-Analysen bezogen sich

auf veranderte Protokolle nach Nicklin et al. (2000) und Rasmussen et al. (2002).

3.2.1 ‘Biopanning": Anreicherung spezifischer Phagen

Um spezifisch-bindende Phagen auf TT-Zellen sowie in transplantierten Tumoren und
im RET-transgenen Tumorsystem anzureichern, wurde das sogenannte 'biopanning’

zweimal wiederholt. In Zellkultur wurden daher auf den TT Zellen gebundene Phagen

einzeln amplifiziert und anschlieRend vereinigt, um dann in einer nachfolgenden
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Selektionsrunde eingesetzt zu werden. Unter in vivo Bedingungen wurde die
Ausgangsphagenbank systemisch Uber die Mausschwanzvene appliziert. Im Tumor
gebundene Phagen wurden anschliellend eluiert, wie oben einzeln amplifiziert und
wieder zu einer neuen Phagenbank vereinigt. Die neu erhaltene Phagenbank wurde in
einem weiteren Schritt erneut systemisch in die jeweilige Maus injiziert. Durch diesen
Prozess wurden MTC-unspezifisch bindende Phagen eluiert und ein ‘pool’ selektiver

Phagen verifiziert.
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Abb. 3.7: 'biopanning" Selektion spezifischer Phagen. (A) In vitro 'biopanning' auf kultivierten TT
Zellen. Nach einer Selektionsrunde wurden jeweils 600 einzelne Phagenklone amplifiziert und
wiedervereinigt, um in einem weiteren Selektionsprozess eingesetzt zu werden. (B) In vivo 'biopanning'
in mit TT Zellen transplantierten Nacktmausen. Fur die weitere Selektion wurden nach jeder
'biopanning-Runde 200 Phagenklone aus dem etablierten Tumor isoliert, amplifiziert und vereinigt. (C)
In vivo 'biopanning' im RET-transgenen Mausmodell. Zur Anreicherung tumorspezifischer Phagen
wurden 200 Phagenklone der vorangegangenen Selektionsrunde aus dem Tumor isoliert, amplifiziert,
vereinigt und fiir weitere Selektionen eingesetzt. Eine systemische Verteilung der Phagenklone wurde im
Vergleich zu anderen Geweben (Niere, Leber, Lunge, Herz) Uberpruft. Die quantitative Auswertung
erfolgte Uber eine Titration der Phagen, wobei die Menge der infektidsen Partikel pro ml oder pro g
Gewebe berechnet wurde. Die Standardabweichungen beruhen auf zwei voneinander unabhangigen
Titrationen.
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Schon innerhalb der ersten beiden Selektionsrunden konnte in allen drei MTC-
Modellen ein signifikanter Anstieg im Titer der isolieten Phagen, der auf die
Phagenmenge verweist, beobachtet werden (Abb.3.7). In den humanen MTC-Modellen
kam es zu einem 7fachen Titeranstieg in vitro von 100 auf 700 x 10? pfu/ml (Abb. 3.7
A) und einem 20fachen Anstieg im etablierten Tumor von 300 auf 6000 x 10% pfu/ml
(Abb. 3.7 B).

Im Maus MTC-Modell wurden neben dem Tumor noch weitere Kontrollorgane (Niere,
Leber, Lunge und Herz) analysiert. Nach der ersten systemischen Applikation war eine
gleichmaRige Verteilung der Phagen auf alle untersuchten Gewebe deutlich
nachweisbar. Nach der zweiten Applikation konnte dann ein eindeutiger Anstieg im
Tumor (3000fach) von 5 auf 15000 x 10" pfu/g Gewebe beobachtet werden, der in
keinem der anderen Gewebe erreicht wurde. In den Geweben Leber und Niere stieg
der Titer zwar ebenfalls an, aber nur moderat auf das 13fache bzw. 5,3fache; fir Lunge
und Herz konnte kein Titeranstieg verzeichnet werden, sondern zum Teil sogar ein

Abfall der Phagenmenge (Lunge).

3.2.2 Isolierung und Selektion potenzieller MTC-Liganden

Um eine Vorauswahl an putativen Liganden aus einer hohen Anzahl von Phagen zu
treffen, wurde zunachst ein ‘enzyme linked immunosorbent assay' (ELISA) etabliert.
Dieser Versuch, bei dem 300 isolierte Phagenklone aus dem in vitro und in vivo
‘biopanning’ (humane MTC-Modelle) gleichzeitg analysiert werden kdnnen, wurde
direkt auf TT Zellen durchgefihrt. Hierzu wurden TT Zellen auf eine 96 Loch-
Zellkulturschale ausgebracht und bis zu ihrer Konfluenz wachsen gelassen. Nach
Inkubation mit den entsprechenden Phagenstocklésungen wurde die Bindungsaffinitat
einzelner Phagen an die Zielzelle im Vergleich mit dem Wildtypphagen M13 untersucht
(Kapitel 2.2.6.8).

Abb. 3.8 illustriert eine reprasentative Auswahl an 25 von insgesamt 300 untersuchten
Phagenklonen, die ein unterschiedliches Bindungsverhalten aufweisen. Die Klone 3
(15fach), 4 (16fach), 11 (22fach), 15 (17fach) und 17 (18fach) zeigen die starkste
Bindung an TT Zellen im Vergleich zum Wildtyp (Nr.25). Eine signifikant schwachere
Bindungsaffinitat konnte fur die Klone 2 (3fach), 10 (4fach), 12 (4,5fach) und 16 (6fach)
gefunden werden. Die bestbindenden Kandidaten zeichneten sich durch eine 15-
22fach starkere Bindeaktivitat an TT Zellen im Verhaltnis zum Wildtyp M13 aus.

Die selektierten Phagenklone wurden im Weiteren auf ihre peptidkodierende Sequenz

hin untersucht. Aus den Untersuchungen in den humanen MTC-Modellen ergaben sich
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nach diesem ‘pre-screening’ 35 unterschiedliche Sequenzen, die in ihrer Frequenz von

1-35 variierten und zum Teil interne Sequenzmotive aufwiesen (Tab.3.1)

relative OD 4450
—
[6)]
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Phagenklone mit Expression unterschiedlicher Peptidsequenzen

Abb. 3.8: ELISA: Vergleich der Bindeaffinitat verschiedener Phagenklone zu TT Zellen: TT
Zellen wurden zuvor auf einer 96 Lochplatte ausgesat und bis zu einer Konfluenz von 90 % wachsen
gelassen. Nach Inkubation mit einzelnen Phagenklonen (Nr. 1-24) wurden bindende Phagen mit
einem ‘'horse radish peroxidase'-gekoppelten anti-M13 Antikdrper detektiert und Uber ABTS-
Substratumsetzung bei 415nm detektiert. Als Kontrolle diente der Wildtypphage M13 (Nr.25). Die
Standardabweichungen ergaben sich aus dreifachen Bestimmungen.

Die Peptidsequenz HTFEPGV wurde 35fach gefunden und aus dem in vitro sowie aus

dem in vivo 'screening' humaner MTC-Modelle isoliert. Andere Peptide formten

abhangig von ihren Sequenzmotiven Kluster, z.B. PST, AM, MS oder AQL. Einige
Peptide, wie PPEAMHL, KAMSWYA, TSPTNRS, HGKYFVS und NTHMTAF wurden

zweifach identifiziert (Tab. 3.1).

Tab. 3.1:

Peptidsequenzen der

identifizierten Phagen.

Auflistung der

Peptidsequenz und —haufigkeit aus in vitro und in vivo 'phage display’ auf TT
Zellen bzw. im TT zelltransplantierten Mausmodell.

Sequenz Frequenz Sequenz Frequenz Sequenz Frequenz
HTFEPGV 35 GKYFVS 2 HPLRLPA 1
PQRHVN 1
NHAL 1 HQSVNKE 1

LTSS 1 MMSOLA 1
APSQTYH 2 APSOTY s.0.. LQNPTPE 1
KIPSAFA 1
PMAHLEF 1 PTE Q 1
PPEAHL 2 LF GP 1
KAVSWYA 2 ELIKESR 1
NQPTRAL 1
ESPHP 1 QPENLPT 1
QSRELSLG 1 TPRTQKA 1
NTHMTAF 2
HFAPM 1 IHFPSAS 1
KKTTS 1 NVEPQLD s.0.
NMSPQ 1 KAVIEWYA S.0. PLRIAQH 1
SQRQT 1 MIVSQLAH s.o0.
STKLLHE 1 PFKLSKH 1
T NRS 2 ASSLHTI 1
PH SL 1 PSTLT s.0.
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Fir identifizierte Phagen aus dem RET-transgenen System konnte kein ELISA

durchgefuhrt werden, da zu diesem murinen System keine geeignete Zelllinie existiert.

Aus dem Tumor

Selektionsrunde sequenziert.

A

isolierte Phagenklone wurden

deshalb direkt nach jeder

Runde 1

Runde 2

Sequenz

TTLSTQI
EQTQTLQ
TLTPKNI
TAPTVNL
SDLYLNF
MDTAYPH
QLVSYKE
FAVDEQE
FKQVRHA
LATRPPD
SDSLTPQ
PSLRLFN
SRESPHP

Frequenz

1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
2

in vitro/in vivo

-I+
[+
-[+
[+
o[+
[+
-I+
o[+
[+
[+
[+
-[+
+/+

Sequenz

LGEPRAH
SRESPHP

Frequenz in vitro/in vivo

1 -1+
13 +/+

100000 -

10000 o

in

1000 A

Titer
X 107 pfu/g Gewebe

100 A

-
o

14,3 %
-

92,9 %

Runde 1

Runde 2

Abb. 3.9: Peptidsequenzen identifizierter Phagen aus in vivo ‘phage display’ im RET
transgenen System. (A) Aus dem Tumor isolierte Phagen wurden nach der ersten und zweiten
'biopanning'-Runde sequenziert und ihre Haufigkeit wurde Uberpruft. Eine reprasentative Auswahl
der identifizierten Phagen ist hier dargetellt. (B) Im Vergleich ist der Titeranstieg der aus dem
Tumor eluierten Phagen innerhalb der ersten zwei 'biopanning-Runden als Balkendiagramm

gezeigt.

Anhand einer Auswahl identifizierter Phagenklone zeigte sich, dass die Peptidsequenz

SRESPHP mit einer signifikant hohen Frequenz vorkam und schon nach der ersten

Selektionsrunde im Tumor gefunden wurde (Abb. 3.9 A). Bei einer Untersuchung von

14 willkurlich ausgesuchten Phagenklonen betrug der prozentuale Anteil des Phagen
SRESPHP nach der ersten Runde 14,3 % und stieg in der zweiten Runde auf 92,9 %

an. Parallel konnte mit dem Anstieg dieses Phagen auch ein starker Anstieg im Titer

von der ersten zur zweiten Selektionsrunde beobachtet werden (Abb. 3.9 B).
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Die identifizierte Peptidsequenz SRESPHP konnte ebenfalls im in vitro Ansatz auf TT
Zellen identifiziert werden (vgl. Tab.3.1), zeigte in dieser Untersuchung aber keine
erhohte Bindungsaffinitat zu TT-Zellen. Die Bindung zu TT Zellen dieses Phagen war
insgesamt nur um ein 3faches hoher als die des Wildtyps M13 und somit wurde dieser

Phage nicht fiir weitere Experimente ausgewahilt.

3.2.3 Verifizierung der Zielzellspezifitit pro-selektierter Phagen aus humanen
MTC-Modellen

Im weiteren Verlauf dieser Arbeit wurden die zuvor identifizierten Phagenklone auf ihre
Bindungsspezifitat und MTC-Selektivitat hin untersucht.

Das Bindungsverhalten MTC-spezifischer Phagen, die ein positives ELISA-Signal
(bzw. negatives Signal s.u.) im Vergleich mit dem Wildtyp M13 gezeigt hatten, wurde
nun auf verschiedenen humanen Zelllinien (TT, 293, H1299 und VHG6) in einem
Titrationsversuch analysiert. Die Auswahl der Phagen richtete sich hierbei neben einer
hohen Bindungsaffinitat im ELISA nach folgenden Kriterien: hohe Frequenz (HTFEPGV
35x, KAMSWYA 2x), Sequenzmotive (LFAQLGP) oder negatives Signal im ELISA
(TPRTQKA-Phage) als Negativ-Kontrolle. Dazu wurden die entsprechenden Zellen 4 h
mit den ausgewahlten Phagen inkubiert. Uber glycininduzierte Zelllyse wurden die
gebundenen Phagen von den Zellen eluiert und mittels kompetenter Bakterien titriert.
Die entstandenen Phagenplaques (Abb. 3.10 A) wurden anschlie®end ausgewertet
(Abb. 3.10 B). Der Phage HTFEPGV, der am haufigsten gefunden wurde, wies die
hochste Spezifitat fir TT Zellen auf (1,8 x 10° pfu/ml). Dieser Phage band 9fach starker
an TT Zellen als an die Lungenkarzinomzelllinie H1299 (2 x 10° pfu/ml), 4fach stérker
als an transformierte Nierenzellen 293 (4,7 x 10° pfu/ml) und 13fach starker gegeniiber
VH6 Fibroblasten (1,4 x 10° pfu/ml). Im Vergleich dazu zeigten die Phagen TPRTQKA
und KAMSWYA keine Selektivitat fur TT Zellen, sondern hatten eine erhohte Affinitat
zu 293 Zellen. Z.B. zeigt der Phage TPRTQKA eine sehr schwache Bindeaffinitat zu
TT Zellen (7,3 x 10° pfu/ml) und H1299 Zellen (4,5 x 10° pfu/ml), wahrend die Bindung
zu 293 und VH6 Zellen (6,6 x 10° pfu/ml und 9 x 10° pfu/ml) weitaus hoher ist. Die
Bindungsaffinitat des Phagen KAMSWYA an TT Zellen war ebenfalls sehr gering (1 x
10° pfu/ml), aber sehr hoch fiir H1299 Zellen (1,4 x 107 pfu/ml) und 293 Zellen (9,5 x
10" pfu/ml). Im Vergleich zu Lungen- und Nierenzellen ist die Bindung dieses Phagen
an VH6 Zellen zwar schwicher, aber dennoch héher als an TT Zellen (1,3 x 10°
pfu/ml). Neben dem Phagen HTFEPGV ist der Phage LFAQLGP ein weiterer putativer
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Kandidat. Dieser zeigte ebenfalls eine signifikant starkere Bindung an TT Zellen im
Vergleich zu H1299 und VH6 Fibroblasten.

A TT H1299 293 VH6
* ] /_.:‘ * ' HTFEPGV
Alki “. ;
! / i\ ’_) \ + TPRTQKA
t 0 )0 ) € ) kamswya
| ( {1 | | LFAQLGP
B
pfu/ml
10.000.000 -
mTT
] mH1299
293
[IVH6
2.000.000 1 T =
1.500.000
1.000.000
500.000 |
0

HTFEPGV
TPRTQKA
KAMSWYA
LFAQLGP

Abb. 3.10: Der Phage HTFEPGV zeigt eine erh6hte Bindungsselektivitat fur TT Zellen.
1,5x1011 Phagen (mit den_ Peptidsequenzen HTFEPGV, TPRTQKA, KAMSWYA und
LFAQLGP) wurden mit 1x10” Zellen (TT, 293, H1299 und VHG6) fir 4 h inkubiert und die
Bindungsselektivitat tber eine Titration in kompetenten Bakterien quantitativ ausgewertet. (A)
Plaque bildende Einheiten (pfu) konnten mittels -Galaktosidase Farbung sichtbar gemacht und
quantifiziert werden. (B) Die Auswertung ist hier als Balkendiagramm dargestellit.
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Dennoch kann bei diesem Phagen eine moderate Affinitat far 293 Zellen nachgewiesen
werden (1,5 x 10° pfu/ml). Auf der Grundlage dieser Daten weist der Phage HTFEPGV

die héchste Bindungsaktivitat fir die Zielzelllinie auf.

Um die vorangegangenen Daten, die den Phagen HTFEPGV als potenziellen MTC-
Liganden beschreiben, zu verifizieren, wurde ein ELISA auf den schon untersuchten
Zelllinien durchgeflihrt. Die Zelllinien TT, 293, H1299 und VH6 wurden auf einer
Mikrotiterplatte ausgesat und wuchsen bis zur vollstdndigen Konfluenz von ca. 90 %.
Nach einer 1 h Inkubationsdauer mit dem Phagen HTFEPGV erfolgte die
Visualisierung der Phagen-Zell-Bindung Uber eine Substratumsetzung von ABTS durch
Peroxidase, die bei 415 nm gemessen wurde. Auch hier wurde ein ahnliches Ergebnis

wie bei der Titrationsanalyse gefunden (Abb. 3.11).

relative Bindungseffizienz in %
3

40 -
20-
: -
T 293 H1299
HTFEPGV-Phage

Abb. 3.11: Selektionsanalyse des Phagen HTFEPGV auf verschiedenen Zelllinien
mittels ELISA. Zelllinien (TT, 293, H1299 und VH6) wurden auf einer 96-Lochplatte
ausgesat und bis zur vollstandigen Konfluenz wachsen gelassen. Nach Inkubation mit dem
Phagen HTFEPGV wurden bindende Phagen mit einem ‘horse radish peroxidase™
gekoppelten anti-M13 Antikorper detektiert und Gber ABTS-Substratumsetzung bei 415 nm
visualisiert. Die Standardabweichungen ergaben sich aus dreifachen Bestimmungen.
Die Bindungseffizienz des Phagen HTFEPGV wurde fur TT Zellen gleich 100% gesetzt
und lag um 83% hoher als fur 293 Zellen (17%). Auch fur die Zelllinien H1299 mit 54%
und VH6 mit 32% wurde eine geringere Bindungseffizienz (ca. 2fach bzw. 3fach
geringere Effizienz als zu TT Zellen) nachgewiesen. Anhand dieser Untersuchung

konnte das Ergebnis der Titration bestatigt werden (vgl. Abb.3.10).
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Im Hinblick auf weiterfGhrende Experimente, bei denen Adenoviren mittels selektiver
Peptide an ihren Zielort (wachsender Tumor) dirigiert werden sollen, war es von
entscheidener Wichtigkeit, den identifizierten Phagen HTFEPGV in etablierten
Tumortransplantaten in vivo zu testen. Aus diesem Grund wurde der Phage im
Vergleich mit einem weiteren putativen Kandidaten LFAQLGP sowie der
Negativkontrolle TPRTQKA in Nacktmause mit etablierten MTCs systemisch appliziert.
Eine Titrationsanalyse zeigte hierbei, dass der Phage HTFEPGV mit 178 x10? pfu/g
mehr als sechsmal starker an das Tumorgewebe band als die beiden Kontrollphagen
LFAQLGP mit 29,5 x 10? pfu/g und TPRTQKA mit 24 x 10 pfu/g (Abb. 3.12).

300
250
200 ~
150 -
100 |

50

Titer in (x 102 pfu/g Gewebe)

i

HTFEPGV
TPRTQKA
LFAQLGP

Abb. 3.12: Der Phage HTFEPGV =zeigt eine erhohte Bindungsaffinitit zu
etablierten Tumoren. 10° Phagen (mit den Peptidsequenzen HTFEPGV,
TPRTQKA und LFAQLGP) wurden systemisch uber die Mausschwanzvene
appliziert. Im etablieten Tumor angereicherte Phagen wurden isoliert und
quantitativ Uber eine Titration bestimmt. Die Standardabweichungen ergaben sich
aus zwei von einander unabhangigen Titrationen.
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3.2.4 \Verifizierung der Gewebsspezifitat pro-selektierter Phagen im murinen
MTC-Modell

Der aus dem RET-transgenen Mausmodell identifizierte Phage SRESPHP wurde
ebenfalls auf seine Selektivitdt hin Uberprift. Da nichtmodifizierte Adenoviren eine
besonders hohe Affinitat zur Leber besitzen (Huard et al., 1995; Alemany und Curiel,
2001), ist es von groRer Bedeutung, einen Peptidliganden zu identifizieren, der
spezifischer an das Zielgewebe, in diesem Fall an die Schilddriisentumorzellen bindet
als an Leberhepatozyten.

Die Versuche erfolgten hier in vivo, wobei der Phage systemisch in das Maussystem
appliziert wurde. Zur Vermeidung unspezifischer Bindungen und Kontaminationen des
Organismus durch nichtgebundene Phagen wurde nach der Injektion eine Perfusion
durch das Herz mit Zellkulturmedium (DMEM ohne Zusatze) durchgefiihrt.
AnschlieRend wurden neben dem Schilddrisentumor weitere Kontrollorgane (Niere,
Leber, Lunge und Herz) entnommen und die Phagen aus den Geweben isoliert. Die
Bindeaffinitat bzw. Menge der gebundenen Phagen wurde mittels Titrationsanalyse
bestimmt.

Wie in Abb 3.13 A verdeutlicht, wies der Phage SRESPHP eine signifikant selektive
Bindung an den Tumor (als 100% gesetzt) auf. Die Bindungsaffinitdt zur Niere und
Lunge war um mehr als 80%, zur Leber mehr als 50% und zum Herzen sogar um fast
90% minimiert. Anhand dieser Daten zeichnete sich der Phage SRESPHP als putativer
MTC-Ligand aus.

Des Weiteren sollte in dieser Arbeit die Abhangigkeit potenzieller Peptidliganden vom
verwendeten Zell- bzw. Tumorsystem untersucht werden. Da der Phage SRESPHP
sehr selektiv an primare MTCs RET-transgener Mause bindet und aus diesen sowie
aus dem in vitro TT Zellsystem Uber mehrere Selektionsrunden identifiziert wurde,
wurde in einem weiteren Experiment untersucht, in wieweit der Phage HTFEPGV an
den Tumor im transgenen Mausmodell bindet. Wie Abb. 3.13 B demonstriert, kann bei
systemischer Applikation dieses Phagen keine Tumorselektivitat beobachtet werden.
Dieser Phage zeigte eine 6fach und 7fach hohere Affinitat fir Niere und Leber, sowie
eine doppelt so hohe Affinitdt zum Herzen. Lediglich in der Lunge ist die
Phagenbindung auf ein funftel reduziert. Diese Daten belegen, dass eine gewisse
Abhangigkeit zum untersuchten System besteht. Der Phage SRESPHP wurde nicht in
einem umgekehrten Experiment eingesetzt, da dieser im ‘pre-screening’ mittels ELISA
nicht zu den bestbindenden Kandidaten zahlte und somit flir weitere Experimente nicht

ausgewahlt wurde.
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Abb. 3.13: Bioverteilung potenzieller Phagenkandidaten im RET-transgenen Mausmodell.
1x10° Phagen (A, SRESPHP und B, HTFEPGV) wurden systemisch Uber die Mausschwanzvene
appliziert. Nach Praparation des Tumors sowie weiterer Kontrollorgane (Niere, Leber, Lunge und
Herz) wurden die Phagen isoliert und Uber Titration in kompetenten Bakterien quantifiziert. Die
Verteilung der Phagen ist hier prozentual dargestellt, wobei die Standardabweichung auf zwei
unabhangig voneinander durchgefiihrten Experimenten beruht.
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3.2.5 Analyse zur peptidabhangigen Bindung der Phagen an die Zielzelle

Um nun genauer zu analysieren, ob die Bindung des Phagen an die Zelle auf den an
der Phagenoberflache exprimierten Peptiden beruht, wurde die Bindung der
identifizierten Phagen auf Ein-Zell-Ebene mittels Immunzytochemie untersucht. Mit
dieser Analyse kénnen ausschlie3lich qualitative Aussagen Uber die Bindung getroffen
werden. Dazu wurden TT Zellen auf Deckglaschen ausgesat und fir 1 h mit dem
entsprechenden Phagen (HTFEPGV, SRESPHP) inkubiert. Als Kontrollen dienten der
Wildtyp-Phage M13 ohne Peptidinsertion und eine unbehandelte Probe. Die zellulare
Lokalisation der Phagen wurde mit einem anti-M13 Antikoérper detektiert und Uber das
konfokale 'laser scanning-Mikroskop visuell dokumentiert. Wie Abb. 3.14 demonstriert,
zeigten beide untersuchten Phagen eine eindeutige Bindung an TT Zellen im Vergleich
zum Wildtyp. Intensitatsunterschiede in der Bindungsaffinitat konnten zwischen den
untersuchten Phagen nicht festgestellt werden. Diese Ergebnisse verweisen darauf,
dass die Phagen-Zell-Interaktion tatsachlich auf dem Peptid beruht und nicht auf eine
Interaktion mit dem Hullprotein des Phagen zurlickzuflhren ist, da der Phage M13
allein nicht bindet.

Die Bindung des Phagen SRESPHP an das Tumorzielgewebe wurde anhand von
immunhistochemischen Farbungen nachgewiesen (siehe Abb. 3. 18) und wird in
Kapitel 3.2.6 erlautert.

Zur weiteren Verifizierung der Peptid-Zell-Interaktion wurde ein Kompetitionsversuch
etabliert. Hierzu wurden synthetisch hergestellte Peptide, die analog zu den
identifizierten Phagen (HTFEPGV, TPRTQKA und SRESPHP) waren, eingesetzt.
Zunachst wurde der Phage HTFEPGYV in vitro auf TT Zellen untersucht. Dazu wurden
TT Zellen mit dem Phagen alleine oder in Anwesenheit eines synthetischen Peptids
inkubiert. Als unspezifisches Peptid diente TPRTQKA, da der dieses Peptid
exprimierende Phage innerhalb der Titrationsanalyse als unspezifisch bzw. nicht
selektiv identifiziert wurde (Abb. 3.15A). Die Auswertung erfolgte auch hier Uber die
Menge gebundener Phagen mittels Titration. Bei dieser Untersuchung konnte eine
dosisabhangige Inhibition des Phagen HTFEPGV bei Verwendung des analogen
Peptids beobachtet werden. Schon bei Zugabe kleiner Mengen des spezifischen
Peptids von nur 0,3 pg wurde die Phagen-Zell-Interaktion um 80% reduziert (Abb.
3.15A). Bei Erhéhung der Peptidkonzentration auf 30 ug blieb die Inhibition konstant
und betrug ebenfalls 80%. Durch die dosisabhangige Zugabe des unspezifischen
Peptids wurde die Phagenmenge nicht reduziert und es kam somit zu keiner Inhibition
der Phagen-Zell-Bindung (Abb.3.15 A). Der Phage HTFEPGV =zeigte also eine
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charakteristische Bindung an TT Zellen Uber das exprimierte Peptid, wodurch die

Daten der Immunzytochemie-Mikroskopie bestatigt wurden.

unbehandelt

—
50.00pm

Wildtyp M13

50.00pm

HTFEPGV Phage

A
50.00pm

SRESPHP Phage

Abb. 3.14: Immunfluoreszenzanalyse potentieller Phagenkandidaten. 1x10° TT-
Zellen wurden mit 1,5x1011 Phagen fir 1 h bei RT inkubiert. Als Kontrollen dienten eine
unbehandelte Probe sowie der Wildtyp-Phage M13. |, DAPI Farbung; II, Anti-M13/Alexa
546 Farbung; lll, Uberlagerungsbild. Die Zellen wurden bei 63facher VergréRerung im
konfokalen Mikroskop LSM 510 analysiert. Ein reprasentativer Bereich ist gezeigt.

Um nun diese peptidabhangige Bindung auch in vivo zu kompetitieren, wurde der
Phage HTFEPGYV alleine oder in Anwesenheit seines analogen Peptids systemisch in
transplantierte Nacktmause mit etablierten Tumoren appliziert. Nach anschlieltender
Perfusion durch das Herz wurde der Tumor isoliert und die gebundene Phagenmenge
ermittelt. Auch hier konnte durch dosisabhangige Zugabe des analogen Peptids eine
Reduktion der Phagenmenge beobachtet werden. Bei Zugabe von 100 pg des

synthetischen Peptids wurde die Bindung des Phagen um 85% inhibiert, bei Zugabe
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von 500 pg des Peptids kam es zur vollstandigen Inhibierung der Phagenanheftung an

die Zelle (Abb. 3.15 B).
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Abb. 3.15: Kompetition des Phagen HTFEPGV durch das analoge Peptid. (A) 5x10° TT
Zellen wurden in Gegenwart oder Abwesenheit der sgnthetischen Peptide HTFEPGV und
TPRTQKA in den Mengen 0 ug, 0,3 ug und 30 ug mit 10° pfu des Phagen HTFEPGYV inkubiert.
Gebundene Phagen wurden von den Zellen eluiert und Uber Titration quantitativ bestimmt. (B)
Immunsupprimierten Nacktmausen mit etablierten Tumoren wurden 10° pfu des Phagen
HTFEPGV in Kombination mit oder ohne analogem Peptid intravends injiziert. Spezifisch
gebundene Phagen wurden aus dem Tumor eluiert und Uber Titration quantifiziert. Die
Standardabweichungen ergaben sich aus zwei voneinander unabhéngigen Titrationen.
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Neben den aus den humanen MTC-Modellen identifizierten Phagen wurde auch der
Phage SRESPHP im Hinblick auf seine peptidabhangige Zell-Bindung untersucht. Die
Durchfuhrung erfolgte wie im transplantierten Nacktmaus-Modell, wobei die aus dem
Tumor isolierten Phagen mit denen aus der Leber verglichen wurden.

Im Tumor konnte eine signifikante Inhibierung durch das analoge synthetische Peptid
demonstriert werden (Abb. 3.16). Schon durch Zugabe von 100 ug des Peptids wurde
die Phagen-Zell-Bindung um 60% im Tumor inhibiert, bei Zugabe von 500 yg konnte
eine Reduktion der Phagenbindung um weitere 5% erreicht werden. Im Vergleich dazu
wurde in der Leber ohne Zugabe synthetischen Peptids eine schwachere Bindung des
Phagen detektiert (50% im Vergleich zum Tumor). Durch Addition des analogen
Peptids wurde zunachst eine starke Reduktion der Phagenmenge um 95%
nachgewiesen, bei Erhdhung der Peptidkonzentration wurde jedoch ein Anstieg der
Phagenmenge Uber den Ausgangswert (Phage in Abwesenheit des Peptids) hinaus
detektiert. Dies ist in Anlehnung an Daten aus der Literatur auf eine unspezifische
Inhibierung der Phagenbindung an die Leber zurlckzufuhren. Romanczuk et al. (1999)
fuhrten eine Kompetition eines modifizierten Adenovirus auf Zielzellen und Nicht-
Zielzellen durch und detektierten in Nicht-Zielzellen eine unspezifische Inhibierung der
Virus-Zell-Adhasion bei erhdhter Peptidmenge. Aufgrund dieser Daten wies auch der
Phage SRESPHP eine charakteristische Bindung an das Zielgewebe Uber das

exprimierte Peptid auf.
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Abb. 3.16: Kompetition des Phagen SRESPHP durch das analoge Peptid im RET-
transgenen System. RET-transgenen Mausen wurden 1x10° pfu des Phagen
SRESPHP in Gegenwart oder Abwesenheit des synthetischen Peptids SRESPHP
intravends injiziert. Spezifisch gebundene Phagen wurden aus Tumor und Leber
eluiert und Uber Titration (pfu) quantitativ bestimmt. Dargestellt ist das Ergebnis eines
reprasentativen von mindestens zwei unabhangigen Experimenten, aus denen sich
die Standardabweichung ergab.
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3.2.6 Rezeptor-vermittelte Internalisierung potenzieller MTC-Liganden

Nach der initialen Zell-Adhasion beruht die adenovirale Infektion auf der Interaktion des
RGD-Motivs innerhalb der viralen Pentonbasis mit zellularen Integrinen. Diese
Interaktion 16st die Internalisierung des Virus aus (Wickham et al.,, 1993). Um eine
optimale Transduktion von Zellen zu gewabhrleisten, sollte ein selektiver Adenovirus,
dessen natlrlicher Tropismus modifiziert wurde, in der Lage sein, mittels des
integrierten Liganden zu internalisieren.

Daher wurden im Rahmen dieser Arbeit die isolierten Peptidmotive (HTFEPGV und
SRESPHP) im Hinblick auf diese Eigenschaft untersucht. Fir beide Phagen wurde
zunachst ein Internalisierungsexperiment etabliert. TT Zellen wurden mit aufgereinigten
Phagenamplifikaten (1,5 x 10" pfu/ml) fir 24 h inkubiert. Als Kontrolle diente der
Phage RGD-4C, der in friiheren Studien als Positivkontrolle eingesetzt wurde (Ardelt et
al., 2003) und das spezifische Konsensusmotiv flr die av-Integrin-vermittelte Zell-
internalisierung tragt. Weitere Kontrollen waren der Wildtypphage M13 sowie eine
unbehandelte Probe.

Wie in Abb. 3.17 gezeigt, demonstrierten beide Phagen eine Petid-vermittelte
Zellaufnahme, die vergleichbar mit der RGD-vermittelten Internalisierung war, und
erfillten somit die Vorrausetzung fiir einen effizienten adenoviralen Gentransfer. Die
zellulare Lokalisation der Phagen wurde mit einem anti-M13 Antikérper detektiert,

wobei interne Phagen in der Abbildung durch weifl3e Pfeile gekennzeichnet wurden.

Der Phage SRESPHP wurde ebenfalls in vivo im RET-transgenen Maussystem
getestet. Uber immunbhistologische Farbungen wurde die Lokalisation des Phagen im
Gewebe nachgewiesen und ebenso die zellulare Internalisierung Uberprift. Dazu
erfolgte die gleiche Versuchsdurchfiihrung wie fir die Titrationsanalyse: Transgenen
Mausen wurden 10° pfu des Phagen SRESPHP systemisch appliziert und die zu
untersuchenden Gewebe (Tumor, Niere, Leber, Herz, Lunge) in Paraffin eingebettet.
Von diesen Paraffinblécken wurden Schnitte mit einer Dicke von 5 ym angefertigt und
zum immunhistologischen Nachweis eingesetzt (Abb. 3.18).

Beim Vergleich des Tumors mit den Gbrigen Geweben konnte eine charakteristische
Anfarbung der Phagen im Tumor beobachtet werden. Ein positives Signal konnte an
den Endothelzellen, der Invasionsfront und in einzelnen Tumorzellen detektiert werden.
Mit diesem Nachweis wurde sowohl die Bindung des Phagen an den Tumor als auch
eine Internalisierung in vivo, die fur die effiziente Transduktion mittels Adenoviren

vorausgesetzt wird, gezeigt.
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unbehandelt

RGD-4C-Phage

HTFEPGV-Phage

SRESPHP-Phage

Abb. 3.17: Peptid-vermittelte Internalisierung in TT-Zellen. 5x10* TT Zellen wurden mit den
entsprechenden Phagenamplifikaten flr 24 h inkubiert und anschlieBend mit Anti-M13/Alexa 546
Antikdrpern detektiert. Die Visualisierung erfolgte bei 63facher VergrofRerung im konfokalen
Mikroskop LSM 510. Gezeigt ist ein reprasentativer Ausschnitt. Als Negativkontrollen dienten
unbehandelte Zellen (I) und der Wildtyp-Phage M13 (ll). Zum Vergleich mit den Phagen HTFEPGV
(IV) und SRESPHP (V) wurde der Phage RGD-4C (lll) als Positivkontrolle hinzugezogen, der als
av-Integrin Ligand bekannt ist. Internalisierte Phagen sind durch weilRe Pfeile gekennzeichnet.
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Abb. 3.18: Immunhistologischer Nachweis von M13-Phagen in unterschiedlichen Geweben.
10° pfu des Phagen SRESPHP wurden systemisch in RET-transgene Mause appliziert. Die
verschiedenen Gewebe A, B) Tumor; C, D) Niere; E, F) Leber; G, H) Lunge und I, J) Herz wurden
anschlieBend aus den Tieren isoliert und zum Nachweis in Paraffin eingebettet. Der
immunhistologische Nachweis erfolgte mit einem anti-M13 Antikérper. A, C, E, G und | zeigen
eine Inkubtion mit anti-M13 Antikérper; B, D, F, H und J stellen Negativkontrollen ohne
Verwendung des anti-M13 Antikorpers dar. Die Gegenfarbung erfolgte mit Hamatoxylin. Die
Gewebe sind in einer 40fachen Vergréferung dargestellt.
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3.3 Verifizierung des MTC-Liganden HTFEPGV im adenoviralen Kontext

Um zielzellspezifische adenovirale Vektoren herzustellen, kann die Modifizierung des
natirlichen Tropismus von Adenoviren auf unterschiedliche Weise erfolgen. Dabei
kann das Zwei-Komponenten- oder das Ein-Komponenten-System angewendet
werden. Die erste Variante beinhaltet 1) die Verwendung bispezifischer Antikorper, die
auf der einen Seite gegen einen spezifischen Zellrezeptor gerichtet sind und auf der
anderen Seite gegen das Fiberprotein des Virus; 2) die Fusion der CAR-Ektodoméane
mit spezifischen Zellrezeptoren und 3) den Gebrauch von bifunktionalem
Polyethylenglykol zur chemischen Kopplung eines Liganden an das Virus. Die Ein-
Komponenten-Variante beruht auf der genetischen Modifizierung des adenoviralen
Vektorruckgrats. Hierbei werden die natlrlichen Bindestellen des Virus (RGD-Motiv in
der Pentonbasis, Bindestelle fir den CAR-Rezeptor) deletiert und ein neues

Bindemotiv an daflr geeigneter Stelle integriert.

3.3.1 Gentransfer des Vektors Ad.GFP.HTFEPGV in Anwesenheit

neutralisierender Antikérper

Ziel dieser Arbeit war es, nach Identifizierung putativer Liganden, einen MTC-
selektiven AdVektor zu konstruieren. Aus diesem Grund wurde initial das Peptid
HTFEPGV kovalent mit Hilfe von bifunktionalem Polyethylenglykol (PEG) an einen
adenoviralen Vektor gekoppelt. Dieser Vektor eignet sich zur schnellen funktionellen
Analyse innerhalb des adenoviralen Kontext. Der Vektor behalt dabei seinen
natlrlichen Tropismus und wird durch einen zusatzlichen Tropismus in Form des
verwendeten Peptids erganzt. Der verwendete AdVektor exprimiert das grin
fluoreszierende Protein (GFP) und wurde zuvor in unserer Arbeitsgruppe hergestellt
(Putzer et al.,, 2000). Nach "PEGylierung" und Ligandenkopplung sollte dieser
AdVektor auf seine Bindungseigenschaften hin untersucht werden. Dabei war zu
klaren, ob der virale Gentransfer Uber das Peptid vermittelt wurde oder auf anderen
Effekten beruhte. Dies wurde anhand eines Kompetitionsexperimentes nachgewiesen.
Um die durch das verwendete Zwei-Komponenten-System immer noch vorhandene
CAR-Bindung des Virus an die Zielzelle zu blockieren, wurden TT Zellen vor der
Infektion mit neutralisierendem anti-CAR Antikérper inkubiert. Anschlieliend wurden die
Zellen, die mit anti-CAR Antikérper inkubiert wurden sowie Zellen ohne Antikorper als
Kontrolle, mit jeweils 100 pl des "PEGylierten" Virus infiziert. Die Auswertung bezog

sich auf die Menge an infizierten Zellen zur Gesamtzellzahl.
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Nach Infektion von CAR-neutralisierten Zellen war eine Reduktion in der
Transgenexpression im Vergleich zur GFP-Expression in nicht-neutralisierten Zellen zu
beobachten. Wie aus Abb. 3.19 zu entnehmen ist, konnte die Transgenexpression
durch Zugabe des spezifischen Peptids HTFEPGV (3 pg/ml) nochmals um mehr als
60% minimiert werden. Diese Daten weisen daraufhin, dass die Zellinfektion des Virus
Uber das gekoppelte Peptid vermittelt wird. Somit konnte hier nicht nur eine Bindung,
sondern auch eine Internalisierung im adenoviralen Kontext durch das im ‘phage
display-Verfahren ermittelte Peptid HTFEPGV gezeigt werden.

120 (%)

T T T T
40 60 80 100

\YA relative Menge infizierter Zellen pro Gesamtzellzahl

Abb. 3.19: Effekt des Peptids HTFEPGV auf die Ad.GFP.HTFEPGV-vermittelte Transgen-
expression. Primare adenovirale Zellrezeptoren (CAR) auf TT Zellen wurden zunachst durch anti-
CAR Antikérper abgeblockt. TT Zellen wurden mit 100 ul des "PEGylierten" Virus in Gegenwart (lll, 1V)
oder Abwesenheit (1, Il) des analogen Peptids HTFEPGV behandelt. Nach vier Tagen wurde die GFP-
Expression im Fluoreszenzmikroskop bei 20facher VergroRerung dokumentiert (Il und IV). Ein
reprasentativer Ausschnitt ist gezeigt. Das Verhéltnis von infizierten Zellen zur Gesamtzellzahl (I und
Ill) ist in einem Balkendiagramm (rechts) dargestellt, wobei infizierte Zellen in Abwesenheit des
Peptids als 100% gesetzt werden.

74



3 Ergebnisse

3.3.2 Etablierung eines Systems zur Integration von Peptidsequenzen in das

Adenovirusriickgrat

Um die Nachteile des Zwei-Komponenten-Systems viraler Modifikationen zu umgehen,
ist neben der chemischen Kopplung eines Peptids an einen adenoviralen Vektor ein
angestrebter Schritt dieser Arbeit, ein Virus genetisch zu verandern. Die Modifikation
des Virus anhand des sogenannten Ein-Komponenten-Systems bezieht sich dabei auf
die zellularen Bindestellen, die es dem Virus ermdglichen, an die Zelle anzuheften und
zu internalisieren. Wie in Kapitel 3.1 beschrieben, sind daflir spezifische
Sequenzmotive, die in der fiber knob'-Region liegen, und ein Sequenzmotiv, das sich
in der Pentonbasis befindet, verantwortlich. Friihere Kompetitionsstudien von Roelvink
et al. (1999) zeigten, dass die Aminosaurereste P409A, Y491A, P190A, T470A,
P396A, rDPE-GGG, K420A, K417G, S408E, d489-492, r487-491, Y4TTA, Y262A,
S189E, K201A, K198G, S395E und L407G in Interaktion mit dem zelluldaren CAR-
Rezeptor treten. Die Gruppe Steward et al. (1997) konnte uber Cryo-
Elektronenmikroskopie das RGD-Motiv in der Pentonbasis flir eine Interaktion mit
zelluldren av-Integrinen verantwortlich machen. Bei der Integration neuer Sequenzen
ist es wichtig, dass das Virus seine naturliche Konformation (Trimerisierung) behalt und
es zu einer optimalen Zellanheftung kommen kann. Krasnykh et al. (1998) stellten in
ihrer Studie heraus, dass der sogenannte 'HI-Loop' innerhalb des fiber Knob' geeignet
ist, zusatzliche Proteinsequenzen zu integrieren, ohne einen negativen Effekt auf die
Trimerisierung des Fibers auszuliben.

Im Rahmen dieser Arbeit sollte zusatzlich zum chemisch modifizierten Vektor eine
Klonierungsstrategie entwickelt werden, die das zukinftige Integrieren ermittelter
Peptidsequenzen in den ‘fiber knob' erleichtern sollte. Durch die Konstruktion
sogenannter 'shuttle-Plasmide, die der Subklonierung von kurzen Sequenzen dienen,
sollte das Klonieren innerhalb groRer Plasmide, die zur Herstellung von Adenoviren
nach dem AdEasy-System bendtigt werden, umgangen werden. Die ‘shuttle-Plasmide
tragen ebenfalls alle notwendigen Modifikationen zur Deletion des natulrlichen
Tropismus des Virus, wodurch die Klonierungsschritte insgesamt reduziert werden.
Wie schematisch in Abb. 3.20 dargestellt, kann die Konstruktion eines modifizierten
Vektors in 7 Schritte unterteilt werden. Nach Herstellung der 'shuttle’-Plasmide sind zur
Integration von neuen Peptidsequenzen nur noch 1-2 weitere Schritte notwendig.
Zunachst werden die zu verandernden Regionen aus dem AdEasy-Plasmid subkloniert
oder Uber PCR-Techniken amplifiziert (Schritt 1, 3 und 4). Dann wird das RGD-Motiv
innerhalb der Pentonbasis Uber zielgerichtete Mutagenese in ein LDD-Motiv

umgewandelt, wodurch eine Xbal-Restriktionsschnittstelle entsteht (1). Die mutierte
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ildtyp Fibergen

pAdEasy 1

)
\1‘
NNK,)
3

1 pCR2.1-
TOPO

/ = Fiber ‘shuttle’ 1

= Fiber 'shuttle’ 2

Wildtyp Pentonbasis-Gen

pCR2.1-
TOPO

= Pentonbasis 'shulttle’

pAdEasy 1
|
= modifizierter AdVektor

Abb. 3.20: Schematische Darstellung zur Konstruktion eines modifizierten AdVektors
ausgehend vom AdEasy-System. Die Klonierung ist in 7 Schritte unterteilt: 1) Subklonierung der
Penton Basis in ein 'shuttle-Plasmid zur zielgerichteten Mutagenese des RGD-Motivs. 2)
Ruckklonierung der mutierten Pentonbasis in das Ad5-Genom. 3) Subklonierung einer Region,
die das Wildtyp Fibergen enthalt, zur Mutagenese der 5- und 3’-Enden, um den Wildtypfiber zu
entfernen. 4) Amplifizierung des Wildtyp Fibergens mit Addition eines His-Tags sowie
Subklonierung in ein 'shuttle-Plasmid zur Deletion des CAR-Bindemotivs "TAYT* und Integration
einer Schnittstelle zur Subklonierung kurzer peptidkodierender Sequenzen in den 'HI-loop'. 5)
Entfernen des Wildtyp Fibergens aus 'shuttle-Plasmid 2. 6) Austausch des modifizierten Fibers
gegen den Wildtyp Fiber. 7) Region, die den mutierten Fiber enthalt, wird wieder in das AdEasy-
Plasmid zurlickgesetzt.
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Pentonbasis wird dann in das Ausgangsplasmid zurickkloniert und gegen die Wildtyp-
Pentonbasis ausgetauscht (2). In einem weiteren Schritt erfolgt die Subklonierung einer
Region, die das Fibergen enthalt (3). In dem entstandenen ‘shuttle-Plasmid 2 werden
Mutationen an 5- und 3’-Ende des Fibers vorgenommen, so dass der Wildtyp-Fiber
entfernt werden kann (5). Parallel wird das Fibergen mittels PCR mit entsprechenden
Oligonukleotiden amplifiziert, die an das 3’-terminale Ende des Gens einen
sechsfachen His-Tag anhangen. Das PCR-Fragment wird ebenfalls in ein 'shuttle’-
Plasmid 1 subkloniert und dort an den beschriebenen Bindestellen modifiziert (Deletion
der Region d489-492, Integration einer Swal-Schnittstelle in den ‘Hl-loop‘(4)). Der
mutierte Fiber wird dann mit dem Wildtyp-Fibergen des ’'shuttle-Plasmids 2
ausgetauscht und in einem letzten Schritt in das Ad5-Genom (pAdEasy 1), das schon
die veranderte Pentonbasis enthalt, zurlickgesetzt.

Zur Integration kurzer kodierender Peptidsequenzen muissen letztendlich nur noch zwei
Schritte durchgeflhrt werden. Die Sequenz wird in die integrierte Schnittstelle des
modifizierten Fibers (‘shuttle’-Plasmid 2) eingesetzt und das Fiberfragment wird in
Schritt 2 wieder in das Ad5-Genom integriert.

Im Verlauf dieser Arbeit ist es gelungen alle Plasmide herzustellen, so dass eine
Integration der identifizierten Peptide fur zukinftige Projekte erfolgen kann. Damit ist
die Basis geschaffen, um MTC-selektive genetisch modifizierte AdVektoren zu

konstruieren, die eine Erweiterung bisheriger Therapiemoglichkeiten darstellen kénnen.
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Die Fortschritte in der Identifizierung molekularer und genetischer Defekte in
unterschiedlichen Tumorerkrankungen haben die Gentherapie zu einer attraktiven
Behandlungsmethode fiir eine Vielzahl von malignen Erkrankungen gemacht. In der
klinischen Anwendung gentherapeutischer Studien bilden Tumorerkrankungen mit 66%
die grofite Zielgruppe neben monogenetischen (9,8%) und vaskularen Erkrankungen
(8,3%) (Edelstein et al., 2004). Gegenuber Retroviren stellen Adenoviren das derzeit
effizienteste Vektorsystem in vivo dar. Sie zeichnen sich durch ihre Fahigkeit aus,
grole Mengen an Fremd-DNA in ihr Genom zu inkorporieren und zu hohen Titern fur
einen Einsatz in vivo generiert zu werden. Adenoviren kdnnen eine gro3e Bandbreite
von replizierenden und nicht replizierenden Zellen infizieren, vermitteln aber eine
transiente Genexpression, da sie nicht ins Wirtsgenom integrieren (Kay et al., 2001;
Vorburger und Hunt, 2002). Der Infektionsprozess von Adenoviren gliedert sich in zwei
Interaktionsphasen: 1) Zelladhasion Uber den primaren Coxsackievirus B-Adenovirus
Rezeptor (CAR) (Bergelson et al., 1997), bei der die Bindung Uber spezifische
Aminosaurereste im ‘fiber knob' erfolgt (Kirby et al., 1999; Roelvink et al., 1999); 2)
Internalisierung Uber die Bindung an zellulare avp-Integrine, die mit einem RGD-Motiv
in der Pentonbasis des Virus interagieren (Wickham et al.,, 1993). Da der primare
Rezeptor CAR auf vielen Zellen weit verbreitet ist (Meier und Greber, 2003), ist der
selektive Gentransfer mittels Adenoviren in ein definiertes Zielgewebe restringiert.
Darliber hinaus besitzen Adenoviren einen erhdhten Lebertropismus, demzufolge ein
Grossteil der systemisch applizierten Viren in der Leber lokalisiert ist (Huard et al.,
1995; Alemany und Curiel, 2001). Andere Gewebe und auch Tumorzellen weisen
dagegen nur eine geringe Menge des primaren Rezeptors auf (Miller et al., 1998;
Bauerschmitz et al., 2002; Shayakhmetov et al., 2002). Aus diesem Grund kdnnen sie
nur refraktar von Adenoviren infiziert werden oder zeigen sich sogar Adenoviren

gegenulber resistent.

Die erfolgreiche Behandlung des medulldren Schilddrisenkarzinoms (MTC) beinhaltete
bisher ausschlie3lich die chirurgische Entfernung des neoplastischen Gewebes
(Orlandie et al., 2001). Ferner konnte durch eine Anwendung der Radio- oder
Chemotherapie bis zu diesem Zeitpunkt keine nennenswerte Tumorregression und ein
damit verbundener Therapieerfolg beobachtet werden (Vitale et al., 2001). Mit der
Etablierung eines MTC-therapierenden Vektors konnte in der Arbeitsgruppe Putzer ein
alternatives Konzept zur Behandlung und Untersuchung unterschiedlicher MTC-

Modelle entwickelt werden (Drosten et al., 2002).
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4.1 Adenovirale Rezeptoreigenschaften unterschiedlicher MTC-Modelle

Der Tumor des medullaren Schilddrisenkarzinoms (MTC) ist durch dominant-
aktivierende Mutationen im RET-Proto-Onkogen charakterisiert, die zu einer
konstitutiven Aktivierung der Tyrosinkinase-Aktivitat fiihren (Asai et al.,, 1995). Ziel
aktueller Studien ist die Inhibierung von onkogenem RET. Hierfir bieten sich
adenovirale Vektoren an, da sie als hochpotente Genvehikel in der Lage sind, humane
Zellen in vitro und in vivo mit einer hohen Effizienz zu infizieren. lhre Anwendung bietet
aullerdem flir schwer transfizierbare Zellsysteme wie MTCs erhebliche Vorteile. In
vorangegangenen Studien konnten dominant-negative RET-Mutanten erfolgreich mit
Hilfe des adenoviralen Gentransfers eingesetzt und partielle Effekte auf das
Tumorwachstum von etablierten Tumor-Xenotransplantaten durch RET-Inhibierung
erreicht werden (Drosten et al., 2003). Bezugnehmend auf die spezifischen pro-
apoptotischen Funktionen von dominant-negativem RET in der MTC-Zelllinie TT
(Drosten et al., 2002), zeigten intratumorale Virusinjektionen eine signifikante, aber nur
transiente Inhibition des Tumorwachstums. Der AdVektor-vermittelte Gentransfer fuhrte
deshalb nicht zur kompletten Tumorregression (Drosten et al., 2003). Eine Ursache ist
moglicherweise eine mangelnde Infektion der Tumorzellen in vivo. Grund hierflr
kénnte wiederum die mangelnde bis unzureichende Expression adenoviraler
Rezeptoren auf den Zellen sein. Deshalb wurde die Rezeptorexpression
unterschiedlicher MTC-Modelle untersucht.

In frlheren Studien von Kim et al. (2001) konnte gezeigt werden, dass eine
verminderte  Transduktionseffizienz von Adenoviren (AdCMVGFP) in der
Cervixkarzinomzelllinie SiHa mit einer nicht detektierbaren Expression des primaren
Rezeptors CAR korreliert. Auch in Mausfibroblasten (NIH3T3) konnte eine verminderte
CAR-Expression mit einer schwachen Transduktionsrate eines unmodifizierten
AdVektors in Verbindung gebracht werden, die durch Integration eines RGD-Motivs in
den 'Hi-loop' wieder aufgehoben werden konnte (Koizumi et al., 2003). Die
differenzierte CAR-Proteinexpression in den hier untersuchten humanen in vitro und in
vivo MTC-Modellen stellt sich allerdings etwas abweichend dar. Im Vergleich mit
anderen untersuchten Zelllinien (293, H1299, VH6, Capan-2) zeigen TT Zellen eine
signifikante CAR-Expression. Diese ist aber im Vergleich mit der CAR-Expression von
293 Zellen, die als Verpackungszelllinie von Adenoviren verwendet und auch in der
Literatur als CAR-positiv beschrieben werden (Rein et al., 2004) weitaus geringer. VH6
Fibroblasten weisen wie auch Mausfibroblasten (NIH3T3) eine sehr geringe bis gar
keine CAR-Expression auf und sind in der Regel nur mit einer erhéhten ‘multiplicity of

infection' (MOI) zu infizieren. Uberseinstimmend mit der in TT Zellen nachgewiesenen
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CAR-Expression lassen sich TT Zellen in Zellkultur gut infizieren. Auch in etablierten
Tumoren, die aus in Nacktmause subkutan injizierten TT Zellen entstanden sind,
konnte im Gegensatz zu anderen Studien, in denen Tumorzellen einen geringen CAR-
Status aufwiesen (Kim et al., 2001), ein deutlicher Anstieg der CAR-Expressionslevel
beobachtet werden, so dass ein durch Drosten et al. (2003) beschriebener
verminderter therapeutischer Effekt auf Tumoren in vivo héchstwahrscheinlich nicht auf
eine reduzierte CAR-Expression zurtickzufiihren ist. Mit Blick auf die maf3geblich an
der Internalisierung beteiligten av-Integrine, die in allen untersuchten Zellsystemen wie
im Xenotransplantat nachgewiesen wurden, ist im Transplantat im Vergleich zur
Zelllinie eine Proteinexpressionsabnahme im Tumor auffallig. Diese Daten weisen
daraufhin, dass die von Drosten et al. (2003) beobachtete verminderte
Tumorregression nach Infektion mit einem therapeutischen AdVektor auf eine
mangelhafte Internalisierung des Virus in die Tumorzelle zuriickzufihren sein kdnnte.
Die weiteren Integrinuntereinheiten B3 und p5 konnten aufgrund mangelhafter
Antikérper nur auf RNA-Ebene analysiert werden und geben zusatzliche Hinweise auf
mogliche Transduktionsdefizite. Z.B. war das Integrin 3 in TT Zellen sowie im
Xenotransplantat in kaum detektierbaren Transkriptmengen vorhanden. Auch Integrin
5 wies eine schwache RNA-Expression in TT Zellen auf und konnte im Tumor nicht
mehr nachgewiesen werden. Das zusatzliche Fehlen dieser Integrinuntereinheiten
kénnte sich ebenfalls negativ auf die Infizierbarkeit der etablierten Tumoren auswirken.
Hieraus ergibt sich, dass ein verminderter adenoviraler Gentransfer in vivo flr
etablierte MTC-Tumoren nicht auf einer geringen CAR-Expression beruht, sondern
wahrscheinlich auf eine verminderte Integrinexpression, die auf ein restringiertes
Internalisierungsverhalten des viralen Vektors hinweist, zurtickzuflhren ist.

Darlber hinaus sollte die adenovirale Rezeptorexpression in primaren klinisch
relevanten Tumoren untersucht werden. Aus diesem Grund wurden primare MTC-
Tumoren anhand des RET-transgenen Mausmodells CT-2A, die auf derselben RET-
Mutation (Codon C634R) wie humane TT Zellen beruhen, im Hinblick auf ihre CAR-
und Integrinexpression uberprift. Im Vergleich zu anderen Geweben (Niere, Leber und
Herz) wies der Tumor eine geringe Transkriptmenge an CAR auf. Die RNA-Expression
von CAR in der Lunge zeigte ahnliche Transkriptmengen wie im Tumor. In friiheren
Studien von Fechner et al. (1999) konnte Ubereinstimmend mit den in dieser Arbeit
beschriebenen Daten eine geringe CAR-Expression in murinem Lungengewebe
nachgewiesen werden, das ebenfalls eine niedrige Transduktionseffizienz flr
AdVektoren besal’. In den Studien von Drosten et al. (2004) konnte, ahnlich wie am
Beispiel der Lunge von Fechner et al. (1999) gezeigt wurde, nur eine partielle Infektion

der Tumoren RET-transgener Mause durch gentherapeutische Adenoviren erreicht
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werden. Da eine ausreichende Menge an CAR auf der Tumoroberflache benétigt wird,
um eine effiziente Infektion des Zielgewebes zu gewahrleisten, kdnnte eine
verminderte CAR-Expression auch hier auf die schlechte Transduzierbarkeit der
primaren MTC-Tumore hinweisen.

Dem gegeniiber zeigt die RNA-Expression der untersuchten Integrine eine
gleichmaRige Verteilung auf alle Gewebe, was auch durch die Daten von Fechner et al.
(1999) bestatigt wird. Eine Ausnahme bildete hier das Integrin $3, das nur in Lunge
und Herz lokalisiert werden konnte. Fir das transgene Mausmodell zeigt sich demnach
ein anderes adenovirales Rezeptormuster als flir das humane in vivo MTC-Modell. Im
murinen Modell, das die Eigenschaften primarer MTC-Tumoren aufweist, kénnte
demnach eine verminderte CAR-Expression fur eine mangelhafte Infizierbarkeit
verantwortlich sein. Dagegen sind Integrine in ausreichender Menge auf der
Tumoroberflache vorhanden, so dass eine Einschrdnkung der Internalisierungs-
fahigkeit wie im humanen in vivo Modell hier wahrscheinlich keine Rolle spielt. Auf der
Grundlage dieser Daten kann der Einsatz selektiv modifizierter Adenoviren zur
Verbesserung des Gentransfers in MTCs beitragen. Ein solcher Ansatz kann darauf
basieren, dass ein korrespondierender auf der Tumoroberflache ausreichend
exprimierter Rezeptor die adenovirale Infektion der Zielzelle anstelle des CAR-

Rezeptors vermittelt.

4.2 Identifizierung spezifischer Peptidliganden

Den differenzierten Rezeptoreigenschaften des humanen in vitro und in vivo Modells
sowie der reduzierten CAR-Expression in murinen Primartumoren zur Folge, wurde
eine alternative Methode zur Verbesserung des selektiven Gentransfers im Rahmen
dieser Arbeit etabliert. Die Identifizierung MTC-spezifischer Liganden erfolgte Uber die
sogenannte ‘phage display’-Technik, die in hochpotenten Phagenbibliotheken eine
Vielzahl an Peptidsequenzen zur Tumorzellinteraktion zu Verfligung stellt (Rodi et al.,
1999; Landon und Deutscher, 2003). 'Phage display' konnte bisher erfolgreich bei der
Identifizierung spezifischer Liganden fur das vaskulare Endothelium eingesetzt werden
(Pasqualini und Ruoslahti, 1996; Arap et al., 1998; White et al., 2001; Arap et al.,
2002a).

Die Durchfihrung des in vivo 'phage display' in Erganzung zum in vitro Ansatz sollte
eine Selektion von Peptiden ermdéglichen, die an den Tumor in seiner "natlrlichen”
Umgebung binden kénnen (Arap et al., 1998; Arap et al.,, 2002a). Zur Verifizierung
MTC-selektiver Liganden wurde das sogenannte 'biopanning’ (2.2.6.2 und 2.2.6.3) in

mehreren Amplifikationsrunden durchgeflihrt, wobei bereits nach der zweiten
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Amplifikation in allen drei Systemen ein starker Anstieg des Phagentiters zu
beobachten war. Dieser Anstieg stellt eine Anreicherung spezifisch gebundener
Phagen in den Zielzellen bzw. —geweben dar und kann mit Daten aus
vorangegangenen Studien (Rajotte et al., 1998; Nicklin et al., 2000) verglichen werden.
In dieser Arbeit wurde allerdings im Gegensatz zur Literatur schon ein friher
signifikanter Titeranstieg nach der zweiten Amplifikationsrunde gefunden. Bei der
Analyse des in vitro MTC-Modells konnte ein 7facher Anstieg verzeichnet werden. In
beiden in vivo MTC-Modellen zeigte sich ein deutlich hdherer Titeranstieg
(Xenotransplantat 20fach; RET-transgenes Modell 3000fach), wobei der Titeranstieg
im murinen MTC-Modell um 2 Potenzen hoher lag als im Xenotransplantat-Modell. In
friheren Experimenten von Nicklin et al. (2000) konnte von der ersten bis zur vierten
Amplifikationsrunde ein 60facher Titeranstieg fiir ein vaskulares Endothelzell-Modell in
vitro verifiziert werden. Ahnliche Daten zeigen die in vitro Untersuchungen von
Rasmussen et al. (2002) fir kolorektale und Brust-karzinomzelllinien. Durch eine
Variation des ‘biopannings', indem zuvor auf unspezifischen Zelllinien nichtselektive
Phagenkandidaten beseitigt wurden, konnte hier noch eine Steigerung des
Titeranstiegs erreicht werden. Mit den ersten in vivo-Analysen von Pasqualini und
Ruoslahti (1996) wurden erstmals spezifische Liganden unterschiedlicher Organe Uber
'phage display-Techniken isoliert. Titrationsanalysen zeigten eine 6-13fache
Anreicherung spezifischer Phagen im Zielgewebe. Auch in folgenden Studien verwies
eine Erhdhung des Titers im Zielgewebe auf spezifisch bindende Phagen (Rajotte et
al., 1998; Essler und Ruoslahti, 2002).

In den Untersuchungen, die zu den humanen MTC-Modellen durchgefihrt wurden,
wurden aus insgesamt 300 Phagenklonen in einem etablierten ‘enzyme linked
immunosorbent assay' (ELISA) die jeweiligen Phagen mit der héchsten Bindeaffinitat
zu TT Zellen (15-22fach héher als der Wildtyp M13) fur weitere Untersuchungen
ausgewahlt. Zunachst wurden die bestbindenden Kandidaten sequenziert und auf
verschiedene Sequenzmotive hin untersucht. Dabei wurden insgesamt 35
verschiedene Peptidsequenzen ermittelt, wobei die Sequenz HTFEPGV mit einer sehr
hohen Frequenz (35fach) im in vitro und in vivo Ansatz isoliert werden konnte. Neben
diesem Phagen wurden weitere Phagen doppelt identifiziert (PPEAMHL, KAMSWYA,
TSPTNRS, APSQTYH, HGKYFVS und NTHMTAF). Andere Phagen kdnnen abhangig
von internen Konsesusmotiven zu Clustern zusammengefasst werden (z.B. 'PST,
"AM’, "MS’ und "AQL’). Im Hinblick auf eine geringere CAR-Expression in TT Zellen im
Vergleich zu etablierten Tumoren, kann man annehmen, dass in vitro identifizierte

Peptide wahrscheinlich nicht effizient genug sind, um in vivo als Liganden eingesetzt
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zu werden. Ein Grund dafur kann z.B. eine Veranderung der zelluldren Rezeptoren im
wachsenden Tumor sein, die anhand der Rezeptoranalysen in dieser Arbeit
herausgestellt wurden. Deshalb ist es bemerkenswert, dass sowohl unter in vitro als
auch unter in vivo Bedingungen die Peptidsequenz HTFEPGV gefunden wurde. Diese
Tatsache lasst die Vermutung zu, dass der zu diesem Peptid korrespondierende
Rezeptor sowohl auf TT Zellen als auch im Tumor in ausreichender Menge auf der
Zelloberflache vorhanden ist.

Im murinen MTC-Modell konnte wie oben beschrieben ein 3000facher Titeranstieg
innerhalb zweier Amplifikationsrunden nachgewiesen werden. Bei Sequenzierung von
14 zufallig ausgewahlten Phagen wurde deutlich, dass die Anwesenheit des Phagen
SRESPHP innerhalb des zweiten Amplifikationsschrittes auf fast 100% anstieg, so
dass davon auszugehen ist, dass dies mit dem Titeranstieg korreliert. Diese Tatsache
zeigt, dass dieser Phage eine hohe Bindungsaffinitat zum Zielgewebe aufweist. Dieser
Phage konnte ebenfalls im in vitro MTC-Modell der TT Zelllinie nachgewiesen werden.
Fir dieses Modell wies der Phage allerdings keine herausragende Bindungsaffinitat
auf, so dass davon auszugehen ist, dass der korrespondierende Rezeptor auf
humanen TT Zellen im Gegensatz zu murinen Primartumoren nicht ausreichend

vorhanden ist.

In anschlieRenden Spezifitdtsanalysen wurden die identifizierten Phagen auf ihre
Bindungsselektivitat hin untersucht. Dabei stellte sich heraus, dass der aus humanen
MTC-Modellen isolierte Phage HTFEPGV mit erhdhter Selektivitat an TT Zellen bindet.
Zum Vergleich wurden die Phagen LFAQLGP mit dem Sequenzmotiv "AQL’,
KAMSWYA (zweifaches Erscheinen) und TPRTQKA als Negativkontrolle aufgrund
negativen Bindeverhaltens im ELISA ausgewahlt. Alle Phagen wurden auf vier
unterschiedlichen Zelllinien in einer Titrationsanalyse getestet. Die Resultate zeigen,
dass der Phage HTFEPGYV eine starkere Bindung an TT Zellen gegenliber anderen
"nicht-MTC-Zellen" besitzt. Weitere Untersuchungen im ELISA konnten diese Aussage
bestatigen. Diese Zielzellselektivitat des Phagen HTFEPGV zeichnet diesen
Peptidliganden als potentiellen Kandidaten fiir einen selektiven adenoviralen
Gentransfer aus. Die Untersuchungen von Nicklin et al. (2000) zeigten ahnliche
Ergebnisse fir die Identifizierung vaskularer Endothelzell-Liganden. Uber die Titration
auf unterschiedlichen Zelllinien konnte hier verdeutlicht werden, dass der in vitro
identifizierte Phage spezifisch an die Zielzellen bindet. Des Weiteren wurde dieser
Phage Uber eine Antikorperfusion und spater durch genetische Integration in das
Adenoviruskapsid im adenoviralen Kontext untersucht und zeigte auch hier positive
Ergebnisse (Nicklin et al., 2000; Nicklin et al., 2001).
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In anschlielenden Analysen wurde der Phage HTFEPGV mit zwei anderen Phagen
(TPRTQKA und LFAQLGP) im Xenotransplantat-Modell verglichen. Hierbei sollte
geklart werden, ob der Phage HTFEPGV selektiver bzw. spezifischer im Vergleich mit
einem Phagen mit negativem Bindeverhalten gegeniber TT Zellen und einem
eventuell zweiten positiven Kandidaten an den im Nacktmausmodell etablierten Tumor
binden kann. Auch in vivo konnte die starkste Bindung des Phagen HTFEPGV an das
Zielgewebe beobachtet werden. Vergleichende Analysen des vaskularen
Endothelgewebes zeigten &hnliche Resultate (Pasqualini und Ruoslahti, 1996;
Pasqualini et al., 1997; Rajotte et al., 1998). Zusammenfassend kann man den Phagen
HTFEPGYV als potenziellen MTC-Liganden bezeichnen, da dieser gegeniiber anderen
untersuchten Phagen eine deutlich héhere Bindeaffinitdt und —selektivitat fur TT Zellen
in vitro und fur etablierte Tumore in vivo aufweist.

Um die Gewebsspezifitit des im murinen MTC-Modell identifizierten Phagen
SRESPHP zu testen, wurde der Phage direkt systemisch Uber die Schwanzvene in den
Kreislauf appliziert. Neben dem Tumor wurden weitere Organe wie die Niere, die
Leber, die Lunge und das Herz untersucht. Die Ergebnisse demonstrieren eine hohe
Selektivitdt des Phagen SRESPHP fir den Tumor gegeniber den anderen Geweben.
Die Bindeaffinitat war dabei im Tumor um 80% hoher als in Niere und Lunge. Auch in
Gegenulberstellung mit der Leber wies der Tumor eine 50% hdhere Menge an
gebundenen Phagen auf. Der Vergleich mit dem Herzen zeigte eine 90% hoéhere
Bindeaffinitat flir den Tumor. Auch in immunhistologischen Nachweisen, in denen die
Gewebe der gleichen Maus wie im Titrationsversuch verwendet wurden, konnte die
starkste Immunreaktion gegen M13-Phagen bzw. die gréRte Anreicherung des
injizierten Phagen SRESPHP im Tumor detektiert werden, wohingegen in allen
anderen untersuchten Geweben eine schwachere Immunreaktion zu beobachten war.
Die Lokalisation der Phagen kann hierbei an der Invasionsfront der Tumore
ausgemacht werden, sowie in einzelnen Makrophagen innerhalb des Tumors und auch
an einzelnen Tumorzellen. Diese Daten korrelieren mit den Ergebnissen aus der
Titration. Von besonderer Bedeutung hierbei ist, dass die Bindung in der Leber stark
reduziert war. Wie friilhere Untersuchungen zeigten, weisen Adenoviren einen starken
Lebertropismus auf (Huard et al., 1995; Alemany und Curiel, 2001). Die Resultate
sprechen daher fir die Verwendung der identifizierten Peptidsequenz im adenoviralen
Kontext und machen auch diese Sequenz zu einem mdoglichen potentiellen
Peptidliganden.

DarlUber hinaus war zu klaren, ob die Phagen-Zell-Interaktion tatsachlich auf den von
den untersuchten Phagen vermittelten Peptiden beruht. Dazu wurden mikroskopische
Untersuchungen auf Ein-Zell-Ebene fiir beide Phagen HTFEPGV und SRESPHP
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durchgefiihrt. Auch fir den Phagen SRESPHP wurde die TT Zelllinie ausgewahlt, da
zur Zeit keine weiteren MTC-Zelllinien existieren. In  vorangegangenen
Untersuchungen mittels ELISA demonstrierte der Phage SRESPHP gegenuber dem
Wildtyp eine hohere Bindeaffinitdt und somit konnte die TT Zelllinie hier zur
Untersuchung beider Phagen herangezogen werden. Die Resultate zeigen fir beide
Kandidaten ein starkeres Bindeverhalten im Vergleich zum Wildtyp, der kein
Fusionspeptid in seinem Hillprotein besitzt. Demnach wird deutlich, dass die
Phagenbindung an die Zielzelle tber das Peptid vermittelt wird. Dies konnte durch
Kompetitionsexperimente bestatigt werden, bei denen analoge synthetische Peptide
eingesetzt wurden. Der Phage HTFEPGV wurde zunachst in vitro auf TT Zellen
getestet. Bei Kompetition des Phagen mit seinem analogen Peptid konnte eine
dosisabhangige Inhibierung der Phagen-Zell-Interaktion um 80% beobachtet werden.
Bei Zugabe von unspezifischem Peptid (TPRTQKA) erfolgte keine Inhibierung der
Phagenbindung, wodurch gezeigt werden konnte, dass die Bindung des Phagen Uber
das Peptid erfolgt und sogar spezifisch von einem Peptid (HTFEPGV) abhangt. Diese
Daten korrelieren mit den Daten aus der immunzytochemischen Untersuchung. Durch
den Nachweis, dass das unspezifische Peptid (TPRTQKA) schon in vitro keine
Bindung an TT Zellen zeigte, wurde zur in vivo Analyse nur ein Kompetitionsversuch
mit dem analogen Peptid durchgefiihrt. Auch unter in vivo Bedingungen wurde die
Phagen-Zell-Interaktion von 85-100% inhibiert, so dass auch hier davon ausgegangen
werden kann, dass die Bindung des Phagen an die Zelle bzw. Tumoroberflache auf
dem Peptid beruht.

Im murinen MTC-Modell wurde die Kompetition in vivo durchgefiihrt. Neben dem
Tumor wurde zum Vergleich die Leber als Kontrollorgan verwendet. Bei diesem
Versuch wurde die dosisabhangige Inhibierung der Phagen im Tumor deutlich
demonstriert. Im Gegensatz dazu konnte in der Leber ein unspezifisches
Kompetitionsverhalten herausgestellt werden. Im Tumor konnte die Phagenbindung bis
zu 65% inhibiert werden. In der Leber dagegen kam es bei Zugabe von 100 pg des
analogen Peptids zu einer 95%igen Inhibition, die allerdings bei Gabe von 500 ug
Peptid wieder aufgehoben wurde. Hier stieg die detektierte Phagenmenge sogar lber
den Ausgangswert (Phage in Abwesenheit des Peptids) hinaus an. Diese Unspezifitat
konnte 1999 ebenfalls bei Romanczuk et al. beobachtet werden. Hier konnte ein zuvor
Uber ‘phage display’ identifiziertes Peptid, das fur Atemwegsepithelzellen spezifisch
war, an einen Adenovirus uber bifunktionales Polyethylenglycol (PEG) gekoppelt
werden. Bei einem durchgefihrten Kompetitionsversuch auf Nicht-Zielzellen (HelLa
Zellen) konnte durch das analoge Peptid nur eine unspezifische Inhibierung der Virus-

Zell-Interaktion detektiert werden, da bei Dosiserhdhung die Inhibierung wieder
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abnahm. Die Autoren verweisen hier auf die Unspezifitat ihres Peptids fir HeLa Zellen,
die auch Uber eine verminderte Transduktionseffizienz gegeniber den Zielzellen
nachgewiesen werden konnte.

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war es, Liganden zu finden, die in der Lage sind, an die
Virusoberflache gekoppelt eine Internalisierung in die Zielzellen zu vermitteln. Mit Blick
auf diesen Aspekt konnte zuvor in dieser Arbeit eine geringe Menge an av-Integrin im
Xenotransplantat-Modell gefunden werden. Aufgrund vorangegangener Studien von
Drosten et al. (2003) wurde angenommen, dass unzureichende Antitumoraktivitat in
Verbindung mit verringerter Internalisierungsfahigkeit des Vektors gebracht werden
konnte. Daraufhin wurden die identifizierten Liganden in immunozytochemischen
Analysen auf ihre Internalisierungsfahigkeiten hin untersucht. Dabei stellte sich heraus,
dass beide Phagen HTFEPGV sowie SRESPHP in der Lage waren in TT Zellen in vitro
zu internalisieren. Als Internalisierungskontrolle diente hier ein Phage RGD-4C, der das
av-Interin-Bindemotiv RGD tragt (Ardelt et al., 2003). In friiheren Experimenten
konnten mit diesem Phagen in av-Integrin-positiven Zellen eine erfolgreiche
Internalisierung gezeigt werden, so dass sich diese Kontrolle auch in av-Integrin-
positiven TT Zellen eignete. Dartiber hinaus konnte fir den Phagen SRESPHP mittels
immunhistochemischer Nachweise eine Internalisierung in vivo gezeigt werden. Seine
Lokalisation konnte an der Invasionsfront des Tumors ausgemacht werden sowie
innerhalb einiger Tumorzellen. Auf dieser Tatsache basierend, kdnnte bei Einsatz
eines mit diesem Peptid modifizierten AdVektors mit anti-tumoraler Wirkung direkt die
"Versorgung", d.h. die einwandernden Blutgefalie, des Tumors beeinflusst werden.
Dies kdnnte sich positiv auf eine Tumorregression auswirken.

Beide Phagen aus unterschiedlichen MTC-Modellen (human und murin) weisen eine
erhdhte Zielzellspezifitdt gegenlber anderen Zellen und Geweben, aber auch im
Vergleich zu anderen Phagenkandidaten auf. Die Bindung beider Phagen an die
Zielzellen zeigt eine Abhangigkeit zum phagenexprimierten Peptid und verweist
wiederum auf eine Spezifitat flr die Zielzellen. Da beide Phagen bzw. Peptide zur

Internalisierung befahigt sind, kommen sie fiir eine Adenovirusmodifikation in Frage.

4.3 Spezies- und Zellspezifitat identifizierter Peptidliganden

Eine weitere interessante Fragestellung ergibt sich aus der Tatsache, dass in
unterschiedlichen MTC-Modellen unterschiedliche Peptidsequenzen gefunden wurden.
Aus diesem Grund wurde der Phage HTFEPGV ebenfalls im RET-transgenen
Mausmodell auf seine Bindung hin getestet. Hier konnte demonstriert werden, dass die

Identifizierung spezifischer Liganden vom System abhangig ist. Der Phage HTFEPGV
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konnte im Vergleich mit weiteren untersuchten Geweben nur in geringen Mengen an
den Maus-Schilddrisentumor binden. Durch seine starke Bindung an die Leber und
Niere wurde hier deutlich, dass der Phage HTFEPGV im murinen MTC-Modell seine
Tumorselektivitat verliert. Auch die hohe Affinitat zur Leber ist wie bereits erwahnt ein
negativer Aspekt im Hinblick auf selektiven adenoviralen Gentransfer. Obwohl
unterschiedliche Liganden und Rezeptoren, die aus unterschiedlichen Mausmodellen
isoliert wurden, zur Identifizierung putativer humaner Homologe dienten (Pasqualini et
al., 1997; Pasqualini et al., 2000), ist es moglich, dass nicht alle identifizierten Liganden
in murinen und humanen Modellen angewendet werden kénnen (Arap et al., 2002b).
Am Beispiel des Prostata-spezifischen Membranantigens (PSMA) kann diese
Divergenz zwischen Maus und Mensch illustriert werden. Diese wird als Spezies-
Spezifitdt bezeichnet. Selektive Expression von PSMA kann in humanem
Prostatagewebe nachgewiesen werden, aber nicht in murinem Prostatagewebe;
stattdessen wird das murine Homolog im Gehirn und in der Niere exprimiert (Bacich et
al., 2001). Ferner ist PSMA ein Marker flr Endothelzellen der humanen
Tumorblutgefalle (Chang et al, 1999), wahrend das murine PSMA in
tumorassoziierten Blutgefaflen nicht detektierbar ist. Arap et al. (2002b) fUhrten aus
diesem Grund das erste ‘phage display’ in einem Patienten durch und konnten somit
eine molekulare Karte des humanen BlutgefaRsystems erstellen. Aus diesen
Grundlagen lassen sich zahllose 'targeting’-Strategien ableiten. Es gibt dennoch neue
Tendenzen, die Mausmodelle fur eine weitere klinische Anwendung
gentherapeutischer Studien wieder attraktiver machen. Die Tatsachen, dass der
identifizierte Phage SRESPHP in einem klinisch relevanten in vivo System isoliert
wurde, macht ihn zusatzlich zu einem potenziellen Kandidaten fir weiterfiihrende
klinische  Studien. Im  RET-transgenen Mausmodell befindet sich der
Schilddrisentumor in einer "natlrlichen" orthotopen Umgebung, die mit humanen
Primartumoren vergleichbar ist und im Xenotransplantat-Modell nicht gegeben ist. Fakt
ist auBerdem, dass der Phage zusatzlich auf TT Zellen gefunden wurde. Die
verminderte Bindeselektivitat in vitro kdnnte eventuell mit der Peptidstruktur korrelieren,
die vielleicht im in vivo-Modell besser mit korrespondierenden Rezeptoren interagieren
kann. Ob sich gleiche korrespondierende Rezeptoren zu diesem Phagen sowohl auf
humanen TT Zellen als auch auf murinen MTC-Tumoren befinden, bleibt zu klaren. In
zukinftigen Untersuchungen koénnte dieser Rezeptor ebenfalls Uber ‘phage display'-
Techniken bestimmt werden, wie es z.B. durch die Studien von Essler und Ruoslahti
(2002) am Beispiel von Aminopeptidase P gezeigt ist. Hier wurde gezeigt, dass zuvor
fur malignes Brustgewebe ein Phage identifiziert werden konnte. Um den genauen

Rezeptor dieses Phagen zu ermitteln, wurde umgekehrt ein 'biopanning' mit einer
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cDNA-Phagenbank auf dem identifizierten Phagen durchgefuhrt. Dabei wies ein cDNA-

Klon eine Homologie zu Aminopeptidase P auf.

Die in der vorliegenden Arbeit ermittelte Speziesspezifitdt der identifizierten MTC-
Liganden muss dennoch kritisch Uberdacht werden. Zwar stellt das RET-transgene
Mausmodell ein klinisch bedeutsames Modell zur Untersuchung des medullaren
Schilddriisenkarzinoms dar, dennoch kann das ermittelte Peptid unter Umstanden nicht
in humanen MTCs angewendet werden, wofir auch die Daten zur Speziesabhangigkeit
des Peptids HTFEPGV sprechen. Dieses mdgliche Problem der Speziesabhangigkeit
des Liganden kann nur durch ein Peptid-'screening’, das direkt in Patienten
durchgefiihrt wird, gelost werden. Eine Grundlage daflir wurde von Arap et al. (2002b)
mit der Erstellung einer molekularen Karte des menschlichen Blutgefallsystems bereits

geschaffen.

4.4 Verhalten der Liganden im adenoviralen Kontext

Die von O'Riordan et al. (1999) entwickelte Methode zur Kopplung von reaktivem
Polyethylenglykol an Adenoviren wurde ebenfalls 1999 von Romanczuk et al.
weiterentwickelt, um kurze Peptidsequenzen mit einem adenoviralen Vektor zu
verknipfen und damit ein schnelles 'screening’ identifizierter Peptide im adenoviralen
Kontext zu erlauben. In dieser Studie konnte ein ebenfalls mittels ‘phage display’
identifiziertes Peptid an einen AdVektor fusioniert werden. Dieser modifizierte Vektor
wies in unterschiedlichen Tests eine Zielzellspezifitat auf, die auf das fusionierte Peptid
zurtckzufiihren war. Um die Eigenschaften der in dieser Arbeit identifizierten Liganden
im adenoviralen Kontext zu untersuchen, wurde zur schnellen Analyse der Phage
HTFEPGV als sogenannter "Prototyp" Uber reaktives PEG an einen adenoviralen
Vektor, der das grun fluoreszierende Protein (GFP) als Transgen exprimierte,
gekoppelt. Durch Kompetitionsversuche mit dem analogen synthetischen Peptid,
konnte hier wie auch bei Romanczuk et al. (1999) gezeigt werden, dass bei
Verwendung neutralisierender Antikrper die Bindung an die Zelle Uber das Peptid
vermittelt wird. Da dieses System aber die Nachteile eines Zwei-Komponenten-
Systems, wie z.B. Instabilitdt des Konjugates fur in vivo Experimente, aufweist und
auch der natlrliche Tropismus von Adenoviren erhalten bleibt und durch das
konjugierte Peptid nur erweitert wird, bietet eine genetische Modifzierung die
Méglichkeit, diese Probleme zu umgehen. Mit diesem Ein-Komponenten-System wird
zum einen der native Tropismus deletiert und durch einen neuen ersetzt, zum anderen

die Stabilitat des Vektors gewahrleistet.
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Deshalb wurde zur Integration identifizierter Peptidliganden in das Adenoviruskapsid,
die in verschiedenen Untersuchungen in der Literatur beschrieben ist (Einfeld und
Roelvink, 2002; Karnerva und Hemminki, 2004), eine Klonierungsstrategie entwickelt,
die zunachst eine Deletion bzw. Mutation des natlrlichen Tropismus vorsieht mit einer
anschlieflenden Integration eines zielzellspezifischen Tropismus. Zur Mutation des av-
Integrin-Bindemotivs RGD wurde an dieselbe Stelle eine Xba |-Schnittstelle eingefligt,
die das RGD-Motiv in ein LDD-Motiv konvertiert. Dieses Motiv konnte bisher mit keiner
Integrinbindung in Verbindung gebracht werden (Ruoslahti,1996; Koivunen et al.,
2001). Neben einer weiteren Integrationsstelle im ‘fiber knob' kann auch diese
Schnittstelle zur Integration von Peptiden dienen. Zur Inhibierung der natiirlichen CAR-
Bindung wurde zunachst eine Deletion der Aminosauren 489-492 im ‘fiber knob'
ausgewahlt (Roelvink et al., 1999), da mit dieser Deletion zusatzlich z.B. Fusionen mit
bispezifischen Antikbrpern erfolgen kénnen, weil der Fiber immer noch in der Lage ist,
den Antikérper zu binden (van Beusechem et al., 2002). Dabei 16st diese Deletion eine
minimale Konformationsanderung im Fiberprotein aus, so dass dieses nicht mehr an
CAR binden, aber immer noch trimerisieren kann. Die Integration gewebsspezifischer
Liganden soll hier Uber eine integrierte Schnitttelle im ‘HI-loop' erfolgen. Als erstes
bleibt dabei zu klaren, ob die ermittelten Peptidsequenzen in der Lage sind, ihre
Konformation im Viruskontext beizubehalten und dem Fiber die Mdoglichkeit zur
Trimerisierung geben. Xia et al. (2000) konnten 10 verschiedene Liganden, die selektiv
fur einen Transferrin-Rezeptor waren, in den ‘HI-loop' integrieren. Nur zwei dieser
modifizierten Viren lielen sich generieren und amplifizieren. In anderen Fallen kam es
aber zu keinerlei Schwierigkeiten bei der Integration spezifischer Liganden (Nicklin et
al. 2001).
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4.5 Ausblick und zukunftige Therapiemoglichkeiten

Die in dieser Arbeit ermittelten Daten demonstrieren fur die identifizierten
Peptidliganden geeignete Bindungseigenschaften, die den jeweiligen Peptidliganden
fur das untersuchte MTC-System spezifisch machen. Aufgrund der Internalisierungs-
eigenschaften und der Tumorspezifitdt in vivo konnte mit diesem Ansatz eine weitere
Grundlage fiir einen MTC-gerichteten adenoviralen Gentransfer geschaffen werden.

Die hier dargestellten Resultate bieten weitere zukiinftige Perspektiven:

1) Die Transduktion von MTC-Xenotransplantaten durch adenovirale Vektoren, die
dem Gentransfer von dominant-negativen RET Proto-Onkogen Mutanten
dienen (Drosten et al., 2003), kbnnen durch eine zusatzliche Kapsidintegration
des Liganden HTFEPGYV verbessert werden. Diese Integration bietet zusatzlich
die Mdoglichkeit, einen selektiven Gentransfer nach systemischer Applikation
durchzufuhren und kann eine Erganzung zum C-Zell-selektiven Promotor
(Messina et al., 2000) darstellen. Nach demselben Prinzip kénnte auch die

Tumortherapie im RET-transgenen Mausmodell erfolgen.

2) Die Peptidliganden konnten ferner an Anti-Tumorwirkstoffe wie z.B. Doxorubicin
gekoppelt werden (Arap et al., 1998), um die systemische Administration dieses
Wirkstoffes zu verbessern. Auch hier ware eine Kombinationstherapie mit dem

unter Punkt 1 beschriebenen AdVektor moglich.
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5 Zusammenfassung

Adenoviren zeichnen sich durch ihre Eigenschaft aus, eine Vielzahl von Zellen effizient
zu infizieren. Dabei hangt die Transduzierbarkeit vieler Zellen von der Expression des
primaren Rezeptors CAR ab. Tumorzellen weisen in vielen Fallen eine geringe Menge
an CAR auf ihrer Zelloberflache auf, was sie flir die adenovirale Transduktion refraktar
macht. Zur Umgehung dieses Nachteils wurden verschiedene Strategien
ausgearbeitet. Die ldentifizierung neuer tumorselektiver Liganden, die mit Adenoviren
fusioniert werden kdnnen, um diesen einen neuen Tropismus zu verleihen, steht

hierbei im Vordergrund.

In der vorliegenden Arbeit wurde das medullare Schilddrisenkarzinom (MTC) als
Tumormodell verwendet. Aufgrund der starken Metastasierungseigenschaften und der
Tatsache, dass im in vivo Xenotransplantat-Modell adenoviral vermittelte antitumorale
Effekte zu keiner vollstdndigen Tumorregression flhrten, bietet sich dieses Modell fir
sogenannte 'fargeting-Strategien an.

Zur Identifizierung neuer MTC-spezifischer Liganden wurden ‘phage display*-Techniken
in unterschiedlichen MTC-Modellen etabliert. In humanen TT Zellen und in etablierten
Tumoren konnte die Peptidsequenz HTFEPGV isoliert werden. Eine andere
Peptidsequenz, SRESPHP, wurde in Primartumoren anhand des RET-transgenen
Mausmodells ermittelt. Beide Sequenzen zeigten eine hohe peptidbedingte Selektivitat
fur das verwendete System und sind in der Lage, zusatzlich zu ihrer Tumorspezifitat in
vivo eine peptidabhangige Internalisierung in die Zielzellen zu vermitteln. Darlber
hinaus konnte die Peptidsequenz HTFEPGV sowohl in vitro als auch in vivo gefunden
werden, was dafur spricht, dass der zu diesem Liganden korrespondierende Rezeptor
auch in etablierten Tumoren vorhanden ist und somit HTFEPGV fur eine gerichtete
adenovirale Therapie in vivo geeignet ist. Erste Untersuchungen des Peptids
HTFEPGV im adenoviralen Kontext weisen auf seine Funktionalitdt als neuer MTC-
Ligand fur den adenoviralen Gentransfer hin. Mit der Etablierung einer
Klonierungsstrategie zur Herstellung genetisch modifizierter Adenoviren ist die Basis

fur eine vereinfachte Integration tumorspezifischer Peptidliganden geschaffen worden.
Die Identifizierung neuer MTC-Liganden stellt die Grundlage fur die Konstruktion

selektiver adenoviraler Vektoren dar. Ferner entsteht die Mdglichkeit eine systemische

Vektortherapie durchzufiihren, die fir dieses Tumormodell notwendig ist.
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