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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Die heute in der Krebstherapie vorherrschenden konventionellen Therapiemethoden wei-
sen Defizite beziiglich ihrer Wirksamkeit auf und rufen oftmals gravierende Nebenwir-
kungen hervor. Eine Alternative fiir die Behandlung von Tumoren ist der Einsatz
onkolytischer Viren. Um einen erfolgreichen klinischen Einsatz onkolytischer Viren zu
ermoglichen, ist eine Verstarkung von deren Wirksamkeit durch die Insertion therapeuti-
scher Gene wiinschenswert.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte der Abbau von Proteinen der extrazelluliren
Matrix durch die Insertion des Relaxin- oder Matrixmetalloproteinase 9-Gens (MMP-9) in
das Vaccinia-Virus Genom erreicht und dadurch die Virusausbreitung im Tumorgewebe
erleichtert werden. Hierfiir wurden die rekombinanten Vaccinia-Viren GLV-1h169, co-
dierend fiir das Hormon Relaxin und GLV-1h255, codierend fiir das Enzym MMP-9, ein-
gesetzt.

Es wurde analysiert, ob die Expression dieser Proteine zu einem Abbau von Matrixprotei-
nen fiihrt, dies die Virusausbreitung erleichtert und die Lyse infizierter Tumorzellen ge-
geniiber dem parentalen Virus GLV-1h68 verstirkt.

GLV-1h169 wurde in DU145-, PC3- und C33A-Tumor-tragende Miuse injiziert und die
Wirkung des viral-codierten Relaxins auf die extrazellulire Matrix und die virale Ausbrei-
tung im Tumorgewebe analysiert. In Zellkultur-Experimenten wurde ermittelt, dass die
Insertion des Relaxin-Gens in das GLV-1h169-Genom das Replikationsverhalten in
DU145-Zellen gegeniiber dem des parentalen Virus GLV-1h68 nicht negativ beeinflusst.
In DU145-, PC3- und C33A-Tumorschnitten konnte eine Expression von Relaxin in GLV-
1h169-infizierten Bereichen nachgewiesen werden. Die Expression von Relaxin soll durch
die Aktivierung des Relaxin-Signalweges zur Translation von MMP-9 fithren. Das Enzym
wird von infizierten Zellen sezerniert und spaltet Proteine der extrazelluliren Matrix. Der
Gehalt der MMP-9 Substrate Collagen IV und Laminin in GLV-1h169 behandelten
DU145- und C33A-Tumoren wurde analysiert und mit jenem in GLV-1h68- und PBS-
behandelten Tumoren verglichen. In Virus-behandelten DU145-Tumoren zeigte sich im

Vergleich mit PBS-behandelten Tumoren ein signifikant verringerter Collagen IV- und
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Laminingehalt. Weiterhin war der Collagen IV-Gehalt in GLV-1h169 infizierten Tumo-
ren signifikant niedriger als in GLV-1h68 infizierten. Dies fiihrte jedoch nicht zu einer
Erhohung des Virustiters und nicht zu einer verbesserten Virusausbreitung. GLV-1h68-
und GLV-1h169-infizierte Tumore zeigten gegeniiber PBS-behandelten Tumoren eine
starke Regression. Die GLV-1h169-vermittelte Relaxin-Expression fiihrte jedoch nicht zu
einer weiteren Verstirkung der Tumorregression.

In Virus-behandelten C33A-Tumoren wurde eine signifikante Erhéhung des Collagen IV-
und Laminingehalts gegeniiber PBS-behandelten Tumoren nachgewiesen. Dies konnte
durch eine Virus-induzierte Inflammationsreaktion hervorgerufen werden, die eine
Fibroblasten-vermittelte Collagenablagerung nach sich zieht. Das MMP-9 Expressionsle-
vel war in Virus-behandelten Tumoren gegeniiber PBS-behandelten signifikant erhoht,
jedoch bewirkte die GLV-1h169-vermittelte Expression von Relaxin keine zusitzliche
MMP-9 Expression. In Tumorrandbereichen erfolgte eine Expression von Relaxin und
MMP-9, im Tumorinneren jedoch nur eine Expression von Relaxin. Hingegen wurde eine
Korrelation zwischen der MMP-9-Expression und der Priasenz MHC II-positiver Zellen
beobachtet. Diese Zellen migrieren von aufSen in das Tumorgewebe und exprimieren dort
MMP-9. Bei der Analyse der Virustiter und —ausbreitung im Tumorgewebe zeigten sich
keine signifikanten Unterschiede zwischen GLV-1h68- und GLV-1h169-injizierten Tie-
ren. Die Injektion von beiden onkolytischen Viren in C33A-Tumor-tragende Mause fiithr-
te zu einer starken Tumorregression. Diese wurde jedoch nicht durch die GLV-1h169-
vermittelte Relaxin-Expression beeinflusst. Da die Aktivierung des Relaxin-Signalweges
zu einer Expression des vascular endothelial growth factors (VEGF) fithren kann, welcher
die Angiogenese stimuliert, wurde die Blutgefifdidichte in C33A-Tumoren ermittelt. Die
Expression von Relaxin fiihrte nicht zu einer erhohten Blutgefifddichte. Die Basalmemb-
ran von Blutgefiflen enthilt Collagen IV, deshalb wurde untersucht, ob die Relaxin-
Expression eine erhohte Permeabilitit der Gefifle bewirkt. In den Virus-behandelten
Tumoren zeigte sich eine gegeniiber PBS-behandelten Tumoren signifikant erhohte Ge-
faf3-Permeabilitdt, jedoch bewirkte die Expression von Relaxin keine weitere Erhohung

der Gefifd-Permeabilitit.
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Der Abbau von Matrixproteinen durch proteolytische Enzyme kann das Herauslosen von
malignen Zellen aus dem Tumorgewebe erleichtern und damit die Metastasierung be-
giinstigen. Daher wurden in PC3-Tumor-tragenden Miusen die Volumina renaler und
lumbaler Lymphknoten untersucht, die durch Tumorzellen besiedelt werden kénnen und
letzten Endes zur Metastasenbildung fithren. In Virus-behandelten Tieren waren diese
Lymphknoten signifikant kleiner als in PBS-behandelten Tieren.

Weiterhin wurde das MMP-9 codierende Virus GLV-1h255 analysiert. In in vitro Versu-
chen wurde die Expression von MMP-9 in GLV-1h255-infizierten Zellen analysiert. Mit-
tels Zymographie wurde die enzymatische Aktivitidt nachgewiesen. PC3-Tumore zeigten
ein hohes basales Expressionslevel von MMP-9. In GLV-1h255 infizierten Tumorberei-
chen wurde das Enzym dennoch signifikant tiberexprimiert. Es wurde ein signifikant
niedrigerer Collagen IV-Gehalt in GLV-1h255-infizierten Tumorbereichen gegeniiber
nicht-infizierten Tumorbereichen nachgewiesen. Die Spaltung von Proteinen der extra-
zelluliren Matrix durch MMP-9 kann zur Freisetzung von VEGF fiithren und damit indi-
rekt die Angiogenese im Tumor begiinstigen. GLV-1h68- und GLV-1h255-infizierte Tu-
morbereiche zeigten jedoch eine signifikant verringerte Blutgefifddichte gegeniiber nicht-
infizierten Tumorbereichen. Es kam in GLV-1h255-behandelten PC3-Tumor-tragenden
Miéusen zu einer frither einsetzenden und gegeniiber GLV-1h68-behandelten Tieren ver-
stirkten Tumorregression. Sieben Tage nach Virusinjektion wurde ein signifikant hoherer
Virustiter in GLV-1h255-infizierten Tumoren als in GLV-1h68-infizierten Tumoren er-
mittelt. Der MMP-9-vermittelte Abbau von Collagen IV bewirkte keine verstarkte Meta-
stasierung der renalen und lumbalen Lymphknoten in PC3-Tumor-tragenden Méiusen.
Zusammenfassend konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass nach systemischer Injek-
tion von GLV-1h169 oder GLV-1h255 Relaxin bzw. MMP-9 im Tumorgewebe exprimiert
wurde. Die intratumorale Expression von Relaxin fiithrte jedoch nicht zu einer verstirkten
Virusausbreitung im Tumorgewebe und es konnte keine Verstirkung der Tumorregressi-
on beobachtet werden. Die GLV-1h255-vermittelte Uberexpression von MMP-9 in PC3-
Tumor-tragenden Mausen fithrte hingegen zu einem Abbau von Collagen IV und resul-

tierte in einer beschleunigten und verstirkten Tumorregression und einem signifikant
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erh6hten Virustiter. Potentiell negative Effekte, wie eine verstirkte Angiogenese oder

Metastasierung, konnten ausgeschlossen werden.
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Summary

The currently dominating conventional cancer therapy methods are facing limitations
regarding their efficacy and often cause severe side effects. An alternative for the treat-
ment of tumors is the use of oncolytic viruses. To ensure a successful clinical application
of oncolytic viruses, an enhanced efficacy by the insertion of therapeutic genes is desira-
ble.

In the scope of this thesis, a degradation of extracellular matrix proteins should be
achieved by the insertion of the relaxin or matrix metalloproteinase 9 gene into the
vaccinia virus genome, facilitating increased viral spreading in the tumor tissue. To this
end, the recombinant vaccinia viruses GLV-1h169, encoding the hormone relaxin and
GLV-1h255, encoding the enzyme MMP-9 were used.

It was analyzed whether the expression of these proteins causes a degradation of matrix
proteins and leads to an increased viral spreading and an enhanced lysis of infected tumor
cells, when compared to the parental virus GLV-1h68.

DU145, PC3 and C33A tumor-bearing mice, respectively, were injected with GLV-1h169
and the effect of virus-encoded relaxin on the extracellular matrix and viral spreading
inside the tumor mass was analyzed. Tissue culture experiments confirmed that the inser-
tion of the relaxin gene into the GLV-1h169 genome does not negatively influence the
virus replication in DU145 cells when compared to that of the parental virus GLV-1h68.
An expression of relaxin in GLV-1h169-infected tumor areas in DU145, PC3 and C33A
tumor sections was shown. The expression of relaxin should activate the relaxin pathway,
inducing the translation of MMP-9. The enzyme is secreted by infected cells and cleaves
proteins of the extracellular matrix. The content of the MMP-9 substrates collagen IV and
laminin in GLV-1h169-treated DU145 and C33A tumors was analyzed and compared to
that of GLV-1h68- and PBS-treated tumors. Virus-treated tumors showed a significantly
lower collagen IV and laminin content than those treated with PBS. Furthermore, the
collagen IV content in GLV-1h169-treated tumors was significantly lower than in those
treated with GLV-1h68. This did not lead to higher virus titers or to an enhanced virus

spreading. Compared to PBS-treated tumors, those infected with GLV-1h68 or GLV-
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1h169 regressed significantly. The GLV-1h169-mediated relaxin expression did not fur-
ther enhance tumor regression.

Virus-treated C33A tumors showed a significantly increased collagen IV and laminin con-
tent compared to those treated with PBS. This could be due to a virus-induced inflamma-
tion, leading to a fibroblast-mediated collagen deposition. The MMP-9 expression level in
virus-treated tumors was significantly higher than in those treated with PBS. However,
the GLV-1h169-mediated expression of relaxin did not further increase MMP-9 expres-
sion. In outer tumor areas relaxin and MMP-9 were expressed, in inner tumor areas only
relaxin was expressed. In contrast, a correlation between the expression of MMP-9 and
the presence of MHC II-positive cells was observed. These cells migrate from the outside
into the tumor tissue where they express MMP-9. The analysis of virus titers and spread-
ing inside the tumor mass revealed no significant differences between GLV-1h68- and
GLV-1h169-injected mice. The injection of both oncolytic viruses led to a pronounced
tumor regression, which was not further enhanced by the GLV-1h169-mediated expres-
sion of relaxin. As relaxin can induce the expression of vascular endothelial growth factor
(VEGF) via the relaxin pathway, blood vessel density in C33A tumors was analyzed. The
expression of relaxin did not result in an increased blood vessel density. As the basal
membrane of blood vessels contains collagen IV, it was analyzed whether the expression
of relaxin increases the permeability of vessels. In virus-treated tumors, vessel permeabil-
ity was significantly increased compared to those treated with PBS. However, the expres-
sion of relaxin did not further increase the vessel permeability.

The degradation of matrix proteins by proteolytic enzymes can facilitate the shedding of
malignant cells from the primary tumor, thus supporting metastasis. In PC3-tumor bear-
ing mice, renal and lumbar lymph nodes can be colonized by shedded tumor cells and
form metastases. Thus, the volume of these lymph nodes was measured and it was found
that lymph nodes in virus-treated mice were significantly smaller than those in PBS-
treated mice.

Furthermore, the MMP-9-encoding virus GLV-1h255 was analyzed. /n vitro experiments
confirmed that MMP-9 is expressed by GLV-1h255-infected cells. Zymography revealed

that the enzyme is active. PC3 tumors show a high basal expression level of MMP-9.
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Nonetheless, MMP-9 expression was significantly higher in GLV-1h255-infected tumor
areas compared to uninfected areas. The cleavage of matrix proteins can result in the
shedding of VEGPF, indirectly supporting tumor angiogenesis. However, blood vessel den-
sity in GLV-1h68 and GLV-1h255 infected tumor areas was significantly lower than in
non-infected tumor areas. GLV-1h255-treated PC3 tumor-bearing mice showed an accel-
erated and enhanced tumor regression when compared to GLV-1h68-treated mice. Seven
days after virus injection, virus titers in GLV-1h255-infected tumors were significantly
higher than those infected with GLV-1h68. The MMP-9-mediated degradation of collagen
IV did not result in an increased metastasis of renal and lumbar lymph nodes in PC3 tu-
mor bearing mice.

Taken together, this thesis showed that the systemic injection of GLV-1h169 or GLV-
1h255 mediated an expression of relaxin or MMP-9 in tumor tissue. The intra-tumoral
expression of relaxin did not lead to an enhanced virus spreading or to an enhanced tumor
regression. The GLV-1h255-mediated over-expression of MMP-9 in PC3 tumor-bearing
mice resulted in a degradation of collagen IV, an accelerated and enhanced tumor regres-
sion and a significantly increased virus titer. Potentially negative effects, such as an in-

creased angiogenesis of metastasis, could be excluded.
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1 Einleitung

1.1 Krebs: Ein kurze Zusammenfassung des Krankheitsverlaufs

Der menschliche Korper besteht aus etwa 100 Billionen Zellen. Pro Sekunde werden
mehrere Millionen Zellen neu gebildet, vor allem solche, die starken Belastungen ausge-
setzt sind, wie in der Haut oder dem Darm!. Bei einer durchschnittlichen Lebenserwar-
tung, die in Deutschland bei 77 (Méanner) und 83 Jahren (Frauen) liegt?, wird im Laufe des
Lebens eine Grofienordnung von ca. 10 Zellteilungen erreicht. Aus diesen beeindru-
ckenden Zahlen lassen sich mehrere Schliisse ziehen. Zum einen muss die Zellteilung sehr
exakt reguliert werden, und die entsprechenden Mechanismen miissen sehr robust gegen-
iiber Storungen sein. Zum anderen ist neben der Neubildung von Zellen deren definiertes
Absterben ebenso wichtig. So konnen alte, iiberfliissige oder beschidigte Zellen entfernt
werden. Schlieflich miissen Schiaden an der DNA behoben werden, um eine Degenerati-
on des Erbguts zu unterbinden. Die DNA kann auf vielerlei Weisen beschiddigt werden.
Wenn diese Schiaden nicht oder fehlerhaft repariert werden, konnen sich Mutationen an-
sammeln. Ausloser von Mutationen koénnen beispielsweise UV-Strahlen sein. Dieses
kurzwellige, energiereiche Licht kann unter anderem zur Ausbildung kovalenter Bindun-
gen zwischen benachbarten Pyrimidinen fiihren. Diese Cyclobutan-Pyrimidindimere sind
sehr stabil und konnen iiber lingere Zeit bestehen, falls sie nicht repariert werden®. Che-
mische Agenzien kénnen ebenfalls die DNA modifizieren. Basenanaloga wie 5-Bromuracil
konnen in die Gensequenz eingebaut werden und bei der Replikation mit Adenin (keto-
Form) oder Guanin (enol-Form) Basenpaare bilden*. Des Weiteren gibt es Viren, wie das
Rous-Sarkoma-Virus oder das Humane-Papilloma-Virus, die nach der Infektion des Wirts
Krebs auslosen konnen¢. Die Krankheit kann ebenso durch die Aktivierung zelluldrer
proto-Oncogene, der Inaktivierung von Tumor-Suppressorgenen’® oder Vererbung einer
genetischen Pridisposition entstehen®. Eine einzelne Mutation reicht in der Regel nicht
aus, um eine gesunde Zelle in eine Krebszelle zu konvertieren. Vielmehr ist es ein mehr-

stufiger Prozess, der sich iiber einen lingeren Zeitraum erstrecken kann®. Da es zu Muta-
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tionen in den verschiedensten Zelltypen des Korpers kommen kann, gibt es eine Vielzahl
unterschiedlicher Krebsarten. Sie werden meist nach dem Typ des entarteten Gewebes
benannt, z.B. stammen Karzinome von Epithelzellen ab. Eine Krebszelle unterscheidet
sich in wichtigen Aspekten von einer gesunden Zelle. Sie ist meist genetisch instabil und
anfilliger fiir weitere Mutationen als eine normale Zelle!®. Krebszellen sind unsterblich
und kénnen ungebremst proliferieren. Dies kann durch eine Stérung in der Zellteilung
und/oder der Apoptose sowie der Aktivitit der Telomerase, die die Chromosomenenden
verldngert, hervorgerufen werden. Weiterhin haben Krebszellen oft eine verringerte Ad-
hasion bzw. sind unabhingig von Verankerung zu dem umgebenden Gewebe und zeigen
keine Kontaktinhibierung!!. Im Gegensatz zu normalen Zellen bilden Krebszellen keine
definierten Gewebsstrukturen, sondern wuchern unkontrolliert. Erreicht die Tumormasse
einen Durchmesser von iiber 0,2 mm ist keine ausreichende Nihr- und Sauerstoffversor-
gung mehr gewihrleistet>. Tumorzellen sekretieren daher Angiogenese-induzierende Pro-
teine, wie z.B. VEGF (vascular endothelial growth factor).
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Abbildung 1. Verhalten von Tumorzellen wahrend des metastatischen Prozesses.

Tumorzellen kdnnen sich aus dem Zellverbund des Primartumors I6sen und durch Intravasation in Blut- oder Lymphgefalle
gelangen. Im Blut angelangt stirbt ein GroRteil der Zellen ab, fiir die Uberlebenden gibt es drei Méglichkeiten: Zum Einen
koénnen sie durch Extravasation aus den BlutgefdaRen gelangen, zum Anderen in BlutgefaRen proliferieren oder es bildet sich
ein embolischer Verschluss. Fiir die aus den BlutgefafRen gelangten Zellen gibt es wiederum drei Moglichkeiten: Sie konnen
in Apoptose gehen, in einen Schlafzustand verfallen oder proliferieren. Uber das Lymphsystem kénnen Tumorzellen in

Sentinel-Lymphknoten gelangen und dort durch Proliferation Metastasen bilden. Abbildung modifiziert aus™.

Mit dem Fortschreiten des Tumorwachstums steigt die Wahrscheinlichkeit, dass sich Zel-

len aus dem Tumorgewebe l6sen und iiber das Blut- oder Lymphsystem auswandern. Fin-
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den die Zellen dabei geeignete Wachstumsbedingungen vor, kénnen sie metastasieren
(Abbildung 1). Manche Zellen erreichen aber auch Nischen, wie z.B. das Knochenmark,
in denen sie in eine Ruhephase eintreten und zu einem spiteren Zeitpunkt wieder aktiv
werden konnen'*!*. Wenn der Primirtumor oder die Metastasen in lebensnotwendige

Organe wuchern, kann es zu deren Versagen und letztendlich zum Tod kommen.

1.2 Klassische Formen der Krebstherapie

Global gesehen ist jeder achte Todesfall durch Krebs bedingt. Krebs ist insgesamt die
zweithdufigste Todesursache und fiir mehr Todesfille als AIDS, Tuberkulose und Malaria

zusammen verantwortlich'® (Abbildung 2).

Estimated New Cases Estimated Deaths
Male Female Male Female
Worldwide Lung & bronchus Breast Lung & bronchus Breast
1,095,200 1,383,500 951,000 458,400
Prostate Colon & rectum Liver Lung & branchus
903,500 570,100 478,300 427,400
Colon & rectum Cervix Uteri Stomach Colon & rectum
663,600 529,800 464,400 288,100
Stomach Lung & bronchus Colon & rectum Cervix uteri
640,600 513,600 320,600 275,100
Liver Stomach Esophagus Stomach
522,400 349,000 276,100 273,600
Esophagus Carpus uteri Prostate Liver
326,600 287,100 258,400 217,600
Urinary bladder Liver Leukemia Ovary
297,300 225,900 143,700 140,200
Non-Haodgkin lymphoma Ovary Pancreas Esophagus
199,600 225,500 138,100
Leukemia Thyroid Urinary bladder Pancreas
195,900 163,000 112,300 127,900
Oral cavity Non-Hodgkin lymphoma Non-Hodgkin lymphoma Leukemia
170,900 156,300 113,800
All sites but skin All sites but skin All sites but skin All sites but skin
6,629,100 6,038,400 4,225,700 3,345,800

Abbildung 2. Todesfélle und Neuerkrankungen durch Krebs.

Globale Neuerkrankungen und Todesfalle durch Krebs, aufgelistet nach Typus. Daten des Jahres 2008".

Mehrere Faktoren erschweren die Krebstherapie. Zum einen deckt der Begriff Krebs ein
breites Feld verschiedener Krankheiten ab, die als Gemeinsamkeit eine unkontrollierte
Zellteilung und eine erhohte Migrationsfahigkeit der Zellen aufweisen. Zum anderen sind
Tumore an sich heterogene Gebilde, die aus unterschiedlichen Zelltypen bestehen!'s. Wei-
terhin evolvieren Krebszellen im Verlauf der Krankheit, so dass eine Therapie zunichst
erfolgreich sein kann, es spiter aber zu einem Riickfall kommt. Aufgrund dieser Schwie-
rigkeiten ist es notwendig, unterschiedliche Therapieansitze zur Verfiigung zu haben und

neue Behandlungsmoglichkeiten zu erforschen. Im Weiteren werden verschiedene klassi-
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sche Formen der Krebstherapie ndher beleuchtet und auf deren Vor- und Nachteile ein-
gegangen.

Der operative Eingriff ist die dlteste Form der Krebsbehandlung. Im optimalen Fall, wenn
es noch nicht zur Metastasierung gekommen ist und der Tumor vollstindig entfernt wer-
den kann, bietet diese Methode die besten Heilungschancen. Kann der Tumor nicht voll-
stindig entfernt werden, so wird versucht, das verbleibende Gewebe mittels Bestrahlung
oder Chemotherapie zu schiadigen!’. Des Weiteren konnen Biopsieproben zur Analyse
und zum Tumor Staging verwendet werden!®. Ebenfalls seit langer Zeit wird die Chemo-
therapie eingesetzt. Hierbei wird meist der Fakt ausgenutzt, dass sich Tumorzellen hiufig
teilen. Es gibt verschiedene Gruppen von Chemotherapeutika, die sich in ihrem Wirkme-
chanismus unterscheiden. So modifizieren alkylierende Agenzien die DNA durch die An-
heftung einer Alkylgruppe an Guanin und stéren somit die Zellteilung. Dieser Effekt ist
jedoch nicht von der Phase des Zellzyklus abhidngig und somit sehr unspezifisch und mit
starken Nebenwirkungen verbunden. Weitere Substanzklassen sind Topoisomerase- oder
Mitoseinhibitoren. Die Gabe von Zytostatika wirkt auf rasch proliferierende Zellen im
Allgemeinen und so kann es auch zur Beeintriachtigung von gesunden Geweben wie z.B.
dem Knochenmark, Haarfollikeln oder Zellen des Verdauungstrakts kommen'®#!. Eine
andere Methode, um den Tumor durch eine Schidigung der Tumorzellen zu bekdmpfen,
stellt die Bestrahlung dar. Dabei wird ionisierende Strahlung verwendet, durch die freie
Radikale gebildet werden und DNA-Doppelstrangbriiche entstehen kénnen. Freie Radika-
le kénnen zelluldre Enzyme sowie andere Molekiile beschddigen und somit eine weitere
Teilung der Zellen verhindern. Als Nebenwirkungen treten meist Appetitlosigkeit, Abge-
schlagenheit oder Kopfschmerzen auf, jedoch oft nur wihrend der Behandlung®. Ein wei-
terer Ansatzpunkt der Tumortherapie stellt die Hormon- oder Antikoérpertherapie dar. Im
erstgenannten Fall wird ausgenutzt, das manche Tumore verstirkt unter dem Einfluss von
Hormonen wachsen. So wird beim androgenabhidngen Prostatakarzinom auf einen
Androgenentzug gesetzt (androgen deprivation therapy). Dies fithrt zu einem Schrumpfen
oder verlangsamten Wachstums des Tumors, es ist jedoch keine vollstindige Genesung
moglich?'. Zusitzlich ist die Therapie mit einigen Nebenwirkungen verbunden und es

kann zur Androgenunabhingigkeit des Tumors kommen??. Die Antikdrpertherapie zielt
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beispielsweise auf eine Inhibierung der Angiogenese ab (Avastin oder Bevacizumab)?. Die
Antikorper werden teilweise in Kombination mit Chemotherapeutika oder alleine einge-
setzt. Nebenwirkungen konnen allergische Reaktionen, grippedhnliche Symptome, Haut-
reizungen, Ubelkeit, Diarrhée, eine Verianderung des Blutbildes, Blutungen, und Herz-
probleme sein?. Wie bereits oben angeklungen, werden verschiedene Methoden kombi-
niert, um einen optimalen Effekt zu erzielen. Einen entscheidenden Beitrag zu einer er-
folgreichen Therapie leistet die frithzeitige Diagnose, denn solange es noch nicht zur
Metastasierung gekommen ist, kann durch die Entfernung des Primartumors die Krank-
heit geheilt werden. Teilweise, wie im Falle von Brustkrebs, wird auf Routine-Screenings
gesetzt, damit rechtzeitig die richtigen Mafdnahmen in die Wege geleitet werden kon-

nen?2,

1.3 Krebstherapie mittels onkolytischer Viren

Neben den in Abschnitt 1.2 beschriebenen Methoden der Krebstherapie steht mit den
onkolytischen Viren ein weiterer Ansatz zur Verfiigung. Die Anfinge der Virotherapie
gehen auf das spite 19. Jahrhundert zuriick. Diese Zeit gilt als der Beginn der modernen
Medizin und wurde von Namen wie Virchow, Lister, Koch und Pasteur geprigt. Die
Krebstherapie beschrinkte sich zu dieser Zeit im Wesentlichen auf das operative Entfer-
nen der Tumore. Anidsthesie und eine aseptische Arbeitsweise wurden ebenfalls in diesem
Zeitraum etabliert. Erste Versuche wurden mit onkolytischen Viren durchgefiihrt, nach-
dem man beobachtet hatte, dass es nach natiirlich auftretenden Infektionen zu einer Tu-
morregression kam. Zu dieser Zeit war iiber Viren aber noch fast nichts bekannt, wichtige
Erkenntnisse wurden erst zu Beginn des 20. Jahrhunderts gewonnen?. Dock war einer der
ersten, der einen Fall von Remission beschrieb. Dabei handelte es sich um eine an Leuka-
mie erkrankte Patientin, die vermutlich eine Influenza-Infektion hatte?. De Pace berich-
tete 1912 von einer Frau, bei der es, nachdem sie von einem tollwiitigen Hund gebissen
wurde, zu einer tempordren Regression des Tumors kam?. 1922 zeigten Experimente von
Levaditi er al, dass Vaccinia Virus (VACV) in verschiedenen Tumoren replizieren kann

und eine Tumor-inhibierende Wirkung in Nagern hat®. Neben diesen Erkenntnissen gab
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es auch schon friith erste klinische Studien. Dabei wurden Krebspatienten oftmals infek-
tiose Korperfliissigkeiten oder Gewebe verabreicht, die aus Patienten mit Viruserkran-
kungen gewonnen wurden. Dies fiihrte teilweise zu gravierenden Nebenwirkungen oder
sogar dem Tod?. Weitere klinische Studien folgten 1949 mit dem Hepatitis B Virus?®!, 1952
mit dem West Nile Virus32, 1956 mit Adenovirus®® und 1974 mit dem Mumpsvirus*. Trotz
grofder Erfolge gab es auch einige Herausforderungen, die in den 1970er bis 1980er Jahren
zu einem nachlassenden Interesse an onkolytischen Viren fithrten. Die wichtigsten
Hemmnisse fiir einen erfolgreichen Einsatz von onkolytischen Viren sind in Abbildung 3

zusammengefasst.

Putative virus-resistant cells emerge
and may give rise to resistant tumors

Tumor cells hiding within connective
tissue escape destruction

A dynamic equilibrium between
infected dying cells and actively
dividing tumor cells is maintained,

delaying oncolysis

Antibodies neutralize budding
virions, preventing spread

High interstitial pressure prevents
viral particles from diffusing favorably

Immune cells eliminate infected
cells before virus can spread

Connective tissue poses a

Circulating viruses are rapidly S Fveicalibaries o iuses

neutralized by antibodies

O = Live tumor cell O =Dying/dead cell or debris
o = Infected cell O = Virus resistant tumor cell

Abbildung 3. Mégliche Hemmnisse fiir den erfolgreichen Einsatz von onkolytischen Viren.

Schematische Darstellung eines Tumors. Herausgehoben sind einige bekannte und potentielle Probleme der Virotherapie.
Bei der Ausbreitung von Viruspartikeln in der Tumormasse kann die extrazellulare Matrix (EZM) eine physikalische Barriere
darstellen. Weitere Probleme kénnen die rasche Neutralisierung von Viren durch das Immunsystem, so wie der hohe inter-
stitielle Druck im Tumor, durch den der Austritt von Viruspartikeln aus den BlutgefdRen sowie die Ausbreitung im Tumor

35
erschwert werden, darstellen™.
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Héufig kommt es nach der Injektion von onkolytischen Viren zu einer unvollstindigen
und heterogenen Infektion des Tumorgewebes3¢2. Dabei kann ein hoher interstitieller
Druck im Tumorgewebe den Austritt von Viren aus den Blutgefafien, bzw. ihre Diffusion
im Gewebe erschweren®. Des weiteren kann durch die EZM die Virusausbreitung be-
hindert werden*. Viruspartikel konnen von der EZM gebunden, bzw. in ihrer Beweg-
lichkeit einschrinkt werden, weil die Matrix als Molekiilsieb fungiert?. Dies resultiert in
einer reduzierten die Effektivitit der Virotherapie. Zur Verbesserung der therapeutischen
Wirksamkeit konnte jedoch die initiale Infektion durch eine Vorbehandlung der Tumore
mit proteolytischen Enzymen verbessert werden®. Durch den Abbau von EZM-Proteinen
durch eine Virus-induzierte intra-tumorale Expression proteolytischer Enzyme konnte
die virale Ausbreitung erleichtert werden*“. Eine durchgehende Infektion des gesamten
Tumorgewebes ist eine Hauptvoraussetzung fiir eine effiziente Onkolyse, die im Falle von
Vaccina Virus (VACV) ein kritischer Faktor der Virotherapie ist®*. Weitere Verbesserun-
gen des therapeutischen Effekts konnten durch die Insertion rekombinanter Gene in
onkolytische Viren erreicht werden. Die dadurch ermdglichte intra-tumorale Expression

rekombinanter Proteine konnte z.B. zur Inhibierung der Angiogenese genutzt werden>'.

1.4 Vaccinia Virus

1.4.1 Die Systematik der Poxviridae

VACYV gehort zur Familie der Poxviridae, dabei konnen Viren dieser Familie in zwei Sub-
familien untergliedert werden, Chordopoxvirinae und Entomopoxvirinae. Die erstge-
nannten infizieren Vertebraten, letztere ausschliefdlich Insekten. Die Chordopoxvirinae
lassen sich wiederum in acht Gattungen aufspalten, die Ahnlichkeit in der Morphologie
und dem Wirtstropismus zeigen. VACV lisst sich in die Gattung der Orthopoxviridae ein-
ordnen, deren Mitglieder Erreger der Pocken sind>2. Der Ursprung von VACV ist unklar,

genetisch ist es dem Pferdepocken-Virus am dhnlichsten®.
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1.4.2 Die Rolle des Vaccinia Virus bei der Bekampfung der Pocken

Pocken begleiten die Menschheit schon seit geraumer Zeit, Schitzungen zufolge seit
10.000 v. Chr54%, Schon 430 v. Chr. war bekannt, dass Uberlebende der Pocken immun
gegen eine erneute Erkrankung sind>¢. Eine friih eingesetzte, erfolgreiche Methode bei der
Bekdmpfung der Pocken war die Inokulation. Dabei wurde Material aus einer frischen
Pocke einer infizierten Person entnommen und dem Patienten subkutan in Arm oder
Bein appliziert. Diese Methode wurde im 18. Jahrhundert in Europa eingefiihrt und ver-
breitete sich rasch, andernorts wurde sie aber schon frither praktiziert>>*’. 1757 wurde, als
einer von Tausenden, ein 8 jihriger Junge in Gloucester, England mit dieser Methode be-
handelt. Sein Name war Edward Jenner®. Jenner selbst inokulierte 1796 einen Jungen mit
Material aus einer Pocke einer an Kuhpocken erkrankten Frau, woraufhin der Junge im-
mun gegen weitere Erkrankungen wurde®. Dieser Vorgang wurde von Jenner als
vaccination (engl.) bezeichnet, was sich vom lateinischen vacca (Kuh) ableitet®®.

Die Impfung gegen Pocken wurde schlief3lich global durchgefiihrt und 1980 konnte die
World Health Organization (WHO) die Ausrottung der Krankheit bekanntgeben®. Inte-
ressanterweise wurde erst 1939 aufgeklart, dass es sich bei dem verwendeten Virus nicht
um das Kuhpocken-Virus handelt, sondern eine distinkte Form, die daraufhin als VACV

bezeichnet wurde®.

1.4.3 Charakteristika der Vaccinia Viren

Die Abmessungen eines VACV-Partikels betragen ca. 300 x 240 x 120 nm. Der
hantelférmige Kern enthilt eine 192 kb grofie, lineare, doppelstrangige DNA, welche fiir
200 meist nicht {iberlappende Gene codiert (Abbildung 4). Die Enden der DNA sind je-
doch jeweils iiber hairpin Schleifen miteinander verbunden, so dass es sich im Endeffekt
um ein einzelstringiges, zirkuldres Molekiil handelt. Es ist mit zahlreichen viruskodierten
Proteinen assoziiert, die fiir die Transkription der RNA-Polymerase und RNA-
Prozessierung notwendig sind. Der Viruskern ist von einer Lipoprotein-Hiille

umgebens!:62,
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Abbildung 4. Morphologie eines VACV Partikels.
Links, Mitte: Transmissions-Elektronenmikroskopie eines VACV-Partikels. Rechts: Cryo-Elektronen-Tomographie. Farb-

Legende: Orange, dullere Membranen, rot, Lateralkérper, blau, der hantelformige Kern, griin, DNA, hellblau, crystalline

63,64

spike layer

1.4.4 Infektion, Replikation und Ausbreitung

Fine Besonderheit von VACV ist das Vorhandensein mehrerer infektioser Formen. Die
am weitesten verbreitete Form wird als IMV (intracellular mature virion) bezeichnet®. Sie
wird von nur einer Membran umhiillt. Dabei handelt es sich wahrscheinlich um eine ein-
zelne Lipid-Doppelschicht®¢067. Dies ist interessant, da es sich um eine von einer Zell-
Organelle abgeleitete Membran handelt und es Vermutungen gab, dass es sich um eine
Doppelmembran handelt®®¢. Diese Vermutungen konnten aber nicht bestitigt werden.
Weitere Formen sind IEV (intracellular enveloped virion) und EV (extracellular virion).
Die EV lassen sich wiederum in CEV (cell-associated enveloped virus) und EEV
(extracellular enveloped virus) unterteilen.

Der Eintritt von IMV erfolgt im Wesentlichen {iber drei Schritte. Das Anhaften der Vi-
ruspartikel, die Aktivierung von Fusionsproteinen und die Membranfusion. Beim Anhaf-
ten der Viruspartikel spielen sowohl virale Proteine (z.B. D8, A27, H3), als auch Kompo-
nenten der extrazelluldren Matrix (EZM), wie die Glykosaminoglykane (GAGs), eine Rol-
le’74, Interessanterweise konnten noch keine Rezeptoren gefunden werden, die bei der
Infektion von VACV involviert sind, evtl. sind Lipid Rafis beteiligt”. Die Fusion kann mit

der Plasmamembran der Wirtszelle oder mit einem endozytotischen Vesikel erfolgen”7¢
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8. Bei der Aufnahme konnte auch Micropinozytose eine Rolle spielen®#2. Obwohl die
endosomale Aufnahme normalerweise iiber einen Schritt mit niedrigem pH-Wert liuft,
scheint dieser hier nicht notwendig zu sein®#. Bei der EEV Form konnte gezeigt werden,
dass die fragile, duffere Membran vor dem Eintritt in die Zelle zerstort wird®. Dadurch
wird die IMV-Membran freigelegt, es kann zur Fusion und dem Eintritt des Viruskerns
ins Cytosol kommen. Dort angekommen, beginnt die Replikation.

Der Replikationszyklus (Abbildung 5) von VACV lduft ausschlief3lich im Cytosol ab, es
kommt zu keiner Integration der Virus-DNA in das Wirtsgenom®. VACV nutzt im We-
sentlichen viral kodierte Proteine fiir die DNA-Replikation und die mRNA-Synthese, nur
eine minimale Interaktion mit Wirtsproteinen ist notwendig. Das erlaubt es dem VACYV,
in vielen verschiedenen Zelltypen zu replizieren und die Wirtsabwehr zu vermeiden®.
Der Viruskern enthilt die zur Initiation der mRNA-Synthese bendtigten Proteine wie
RNA-Polymerase, Transkriptionsfaktoren und RNA-modifizierende Proteine®#”. Die Rep-
likation der viralen DNA findet in den sogenannten virus factories statt und kann in meh-
rere Phasen unterteilt werden®. Dabei wird die Makromolekiil-Synthese der Wirtszelle
vollstindig gestoppt. Wahrend der Virus-Replikation wird jedes Gen wihrend einer defi-
nierten Phase exprimiert (early, intermediate, late). Dies wird iiber die entsprechenden
viralen Promotoren gesteuert®>. Nach der Expression der spiten Proteine beginnt in den
virus factories der Zusammenbau der Viren. Dabei wird die virale DNA mit Proteinen
und Lipiden verpackt und schliefdlich werden die IMV fertiggestellt®. Die meisten IMV
verbleiben bis zur Lyse in den Wirtszellen, ein Teil gelangt jedoch iiber Mikrotubuli zum
Golgi-Apparat®>?. Dort erhalten sie eine vom ¢rans-Golgi-Netzwerk oder von frithen
Endosomen abgeleitete Membran und werden dann als IEV bezeichnet®. Diese werden
erneut iiber Mikrotubuli transportiert und erreichen so die Plasmamembran®-. Dort
kommt es zur Fusion mit selbiger. Verbleiben die Viruspartikel auf der Zelloberfliche
werden diese CEV genannt, 16sen sich diese ab, EEV. Von den beschriebenen Formen sind
IMV fiir die Ubertragung von Wirt zu Wirt wichtig, CEV und EEV fiir die Ausbrei-
tung®*?. CEV konnen iiber polymerisierende Aktinschwinze von der Zelloberfliche weg-
geschoben werden und andere Zellen penetrieren. EEV sind fiir die Ausbreitung iiber lin-

gere Entfernungen notwendig®.
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Die Infektion kann entweder durch IMV (intracellular mature virus) oder EEV (extracellular enveloped virus) erfolgen. Die

Bindung des Virus erfolgt Gber verschiedene virale Proteine sowie GAGs (Glykosaminoglykane) oder durch weitere Kompo-

nenten der extrazelluldren Matrix (EZM). Die Virusreplikation erfolgt in drei Phasen (early, intermediate und late), gefolgt

von der Morphogenese der Viruspartikel. Die IMV werden (iber Mikrotubuli zum Golgi-Apparat transportiert. Dort werden

sie von einer von dieser Organelle abgeleiteten Membran umhiillt. Diese Form bezeichnet man als IEV (intracellular

enveloped virus). Die IEV fusionieren mit der Zellmembran und bilden dann die CEV (cell-associated enveloped virus), die

entweder liber eine Polymerisation von Aktinschwénzen aus der Zelle beférdert oder als EEV freigesetzt werden. EEV kén-

nen auch durch ein Abknospen der IMV entstehen’®

0
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Doceul et al'®! beschrieben 2010 einen Mechanismus, der die rasche Ausbreitung von
VACV erkldren kann. Dabei zeigten sie, dass die Ausbreitung schneller erfolgt, als es
wenn es sukzessive zu Infektion, Replikation und Freisetzung kommt. Neu infizierte Zel-
len exprimieren frith Oberflichenproteine (A33 und A36), die die Zelle als infiziert mar-
kieren. Superinfizierende Viruspartikel konnen so abgewiesen und rasch an nicht infizier-

te Zellen weitergereicht werden (Abbildung 6).

1.2h

s ..n'. ‘;g.l{ o r f. i

eyl =
.-‘.ﬁ.,ﬁa’)%- Sl il " .~
—_—
Accelerated virus spread
.
[ VEGFPASL Actin tail ? A33 Early VACV transcripts
] CherryFP-actin * VACV particle é A36 Virus factory

Abbildung 6. Ausbreitung viraler Partikel iiber den A33/A36 Proteinkomplex.
Von Doceul et al. vorgeschlagener Mechanismus zur raschen Ausbreitung von VACV. Friih nach der Infektion werden A33
und A36 exprimiert, die entsprechende Zelle ist als infiziert markiert. Kommen CEV/EEV mit dem A33/A36 Proteinkomplex

in Kontakt, wird die Bildung von Aktinschwanzen induziert. Diese reichen die Viruspartikel an nicht infizierte Zellen wei-

101
ter .

1.4.5 Die rekombinanten Vaccinia Viren GLV-1h68, GLV-1h169 und GLV-1h255

Einige Faktoren machen VACV zu einem gut geeigneten Kandidaten fiir die onkolytische
Virustherapie. Dazu gehort die Replikation im Zytoplasma ohne eine Integration in das
Wirtsgenom. Weiterhin konnen bis zu 25 kb grofe DNA-Fragmente in das Virusgenom
inseriert werden!®?. Durch den Einsatz als Impfstoff gegen die Pocken ist VACV sehr gut
charakterisiert und es liegen Antikorper vor (z.B. Rabbit-anti-Vaccinia Virus Antikorper,
Quartett, Berlin), die bei Komplikationen wihrend des therapeutischen Einsatzes ange-
wendet werden konnen, um Viruspartikel zu neutralisieren. Die Vaccinia-Infektion hat
beim Menschen einen milden Verlauf ohne starke Nebenwirkungen. Weiterhin weist

VACV einen natiirlichen Tumortropismus auf, der bei der Konstruktion von GLV-1h68
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weiter verbessert wurde!®. Dieses Virus wurde durch gezielte Mutagenese des LIVP-

Wildtyp-Stammes (Lister virus from the Institute of Viral Preparations, Moscow, Russia)

hergestellt (Abbildung 7)4.

Recipient VACV strains| Gene inserts Viral genome Strain designation / phenotype

LIVP wt none {_J2R } { AS6R | LIVP wt

RUC-GFP  lacZ,

—
F14.5L {_s2R AnR GLV-1h68
LIVP wt TFR, gusA : _'@z-:‘ @l RUC-GFP*, LacZ*, GUS*

Abbildung 7. Schematische Darstellung der Expressionskassetten von GLV-1h68 und dem parentalen LIVP- Wildtyp.
GLV-1h68 wurde auf Basis des LIVP-Wildtyp-Stammes konstruiert. Dabei wurden drei Genexpressionskassetten eingefiigt,

fur ein Fusionsprotein aus Renilla Luciferase und Aequorea GFP (F14.5L), fir B-Galactosidase (J2R) und fiir -Glucuronidase

(A56R). Abbildung modifiziert aus™.

Dabei wurden in die Genloci F14.5L, J2R und A56R Genexpressionskassetten unter
Deletion der viralen Gene eingefiigt. Dies fithrt zu einer verbesserten Tumorselektivitit,
wie bereits in humanem Brustkarzinom, anaplastischem Schilddriisenkarzinom, malignem
Pleuramesotheliom, Pankreaskarzinom und caninem Brustkarzinom gezeigt werden
konnte!04109,

Das Gen F14.5L kodiert fiir ein Transmembranprotein, welches mit dem N-Terminus in
der Membran des IMV verankert ist. Zusitzlich ist es auf der Oberfldche infizierter Zellen
zu finden und vermittelt eine Calcium-unabhingige Zelladhésion'®. Eine Deletion dieses
Gens fiihrt zu einer verminderten Virulenz in Mausen!!. In diesen Locus wurde ein Gen,
welches fiir ein Fusionsprotein aus Renilla Luciferase und Aequorea GFP (green
fluorescent protein) kodiert, inseriert. Beide Reportergene eignen sich fiir das in vivo
Imaging in Méusen. Im Falle der Luciferase muss das Substrat Coelenterazin gespritzt
werden, bei GFP reicht eine Anregung mit Licht im Bereich von 395 nm aus.

J2R kodiert fiir die Thymidinkinase (TK), welche die Phosphorylierung von
Desoxythymidin zu Desoxythymidin 5°-Phosphat unter ATP-Verbrauch katalysiert und
damit fiir die DNA-Synthese von Bedeutung ist. In virus-transformierten Zellen kommt es
zu einer erhohten TK-Aktivitit, was in VACV-Stimmen mit inaktiver TK (wie z.B. LIVP)
zu einer verminderten Pathogenitdt und verbesserten Tumorspezifizitdt fithrt!04111-114, Hier

wurde das $-Galactosidase-Gen inseriert. Das Enzym spaltet das Substrat 5-Brom-4-chlor-
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3-indoxyl-pB-D-galactopyranosid. Das entstehende Produkt oxidiert zu 5,5-Dibrom-4,4°-
dichlor-indigo, einem blauen Farbstoff. Zusitzlich konnte dieses Enzym verwendet wer-
den, um die Tumortherapie effizienter zu gestalten. Dabei wurde ein Prodrug verwendet,
welches enzymatisch in die cytotoxische Form umgewandelt wird!®.

A56R kodiert fiir Hemagglutinin (HA) welches mit K2 ein Multimer auf der Oberfliche
infizierter Zellen bildet. Der Komplex kann durch eine Interaktion mit dem entry/fusion
complex (EFC) den Viruseintritt und die -fusion sowie die Bildung von Synzytien verhin-
dern'®, In diesen Locus wurde das Gen fiir 3-Glucuronidase inseriert, welche 5-Brom-4-
chlor-3-indolyl-B-D-glucuronsiure spaltet. Aus dem Produkt der Reaktion entsteht nach
Oxidation und Dimerisierung 5,5°-Dibrom-4,4'-dichlor-indigo.

Bei der Konstruktion neuer, auf GLV-1h68 basierenden Viren, wird eines der aufgefiihr-
ten Reportergene ersetzt. Bei den Viren GLV-1h107 — GLV-1h109 beispielsweise wurde
die TK durch GLAF-1, einem VEGF-Antikorper, ausgetauscht, was zu einem signifikant
verbesserten therapeutischen Effekt fithrte!’”. Weitere Beispiele sind die in dieser Arbeit
verwendeten rVACV (rekombinante Vaccinia Viren) GLV-1h169 und GLV-1h255. Bei
GLV-1h169 wurde das Gen fiir humanes Relaxin 1 unter Kontrolle des synthetic early/late
Promotors in den TK-Locus inseriert, bei GLV-1h255 das humane MMP-9

(Matrixmetalloproteinase 9) Gen unter Kontrolle des synthetic early Promotors.

1.5 Relaxin

1.5.1 Die Familie der Relaxin-Proteine und deren Rezeptoren

Die Relaxin-Protein Familie umfasst Relaxin 1-3, die Insulin-like Peptides (INSL) 3-6 so-
wie die Rezeptoren RXFP 1-4. Aus historisch, nomenklatorischen Griinden entspricht
Relaxin 2, welches ausschliefdlich in Menschen und Menschenaffen vorkommt, Relaxin 1
in allen anderen Sdugetieren'®. Relaxin 3, welches erst kiirzlich entdeckt wurde!’, stellt
Sequenzanalysen zufolge vermutlich die urspriinglichste Form aller Relaxine dar'?’. Auf-
grund der Ahnlichkeiten in der Proteinstruktur und —prozessierung der Relaxinproteine

zu Insulin wurde ein gemeinsames Vorldufergen fiir diese Proteine postuliert. Deshalb
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wurden die Relaxinproteine in die Insulin-Superfamilie eingeordnet. Bei den Ahnlichkei-
ten handelt es sich zum einen um sechs Cysteine an konservierten Positionen, die drei
Disulfidbriicken ausbilden konnen, zwei davon zwischen der A- und B-Kette, eine inner-
halb der A-Kette. Zum anderen wird das prozessierte Protein, ein Heterodimer aus A- und
B-Kette, durch das Herausspalten der C-Kette aus dem Pro-Hormon gebildet (Abbildung
8)118.121-123,

Die wichtigsten Merkmale der Relaxin-Rezeptoren sind auf der einen Seite das Vorhan-
densein von sieben Transmembran-o-Helices und auf der anderen Seite die Kopplung an
G-Proteine, die fiir die Relaxin-Signalkaskade von Bedeutung sind. Zwei der vier Rezep-
toren, RXFP 1 und 2 (auch als LGR 7 und LGR 8 bezeichnet), wurden 2002 von Hsu et al.
beschrieben!?*15, Relaxin 1 und 2 interagieren mit RXFP1 und RXFP2, wobei die Interak-
tion mit RXFP1 von physiologischer und jene mit RXFP2 von pharmakologischer Rele-

vanz ist!!8.

(@)

A-chain

B1

/>— Convertase
cleavage

[ Furin-like
\_cleavage

Abbildung 8. Struktur des Relaxin-Proteins.
(A) Kristallstruktur von porcinem Relaxin. (B) Schematische Darstellung des Relaxin-Vorlduferproteins. Die C-Kette wird bei
der Prozessierung herausgeschnitten. Die Disulfidbriicken zwischen den Cysteinresten (C) sind durch Linien dargestellt.

Argininreste (R) der B-Kette sind fiir die Rezeptorbindung von Bedeutung. A-Kette in blau, B-Kette in rot'.
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1.5.2 Der Relaxin-Signalweg

Nach der Bindung des Relaxin-Proteins an den Rezeptor kommt es im ersten Schritt zu
einer Aktivierung der an diesen gekoppelten G-Proteine. Darauthin kommt es durch die
Aktivierung der Adenylatcyclase (AC) zu einer Akkumulation von cyklischem
Adenosinmonophosphat (cAMP)!?7-130_ Zusitzlichen Einfluss auf die cAMP-Konzentration
hat das Aktivitdtslevel der Phosphodiesterase (PDE)!3!, welche cAMP zu Adenosin-
monophosphat (AMP) spaltet. Im weiteren Verlauf der Signalkaskade kommt es unter
anderem zu einer Translokation des Transkriptionsfaktors nuclear factor 'kappa-light-
chain-enhancer' of activated B-cells (NF-xB) in den Zellkern und zur Transkription der
downstream aktiverten Gene MMP-9 und VEGF323 Uber einen weiteren Zweig der
Signalkaskade kann es durch die nitric oxide synthase 2 bzw. 3 (NOS2/3) zur Bildung von
Stickstoffmonoxid (NO) kommen. Uber die Aktivierung von Guanylatcyclase (GC) kann
cyklisches Guanosinmonophosphat (cGMP) gebildet werden'®%. Die Komplexitit des

Relaxin-Signalweges spiegelt sich in einer Fiille von in vivo Funktionen wieder.

1.5.3 In vivo Funktionen von Relaxin

Relaxin gehort zu einer Gruppe von Hormonen und Wachstumsfaktoren, die speziell den
Bediirfnissen von Sdugetieren angepasst sind. Es wird daher auch als Neohormon bezeich-
net. Zu diesen Bediirfnissen zdhlen unter anderem die Viviparie, die Laktation und die
Wundheilung'¥!. Bei Frauen hat Relaxin eine besondere Bedeutung wihrend der Schwan-
gerschaft. Diese reicht u.a. von der Implantation iiber uterines und placentales Wachstum,
dem Platzen der Fruchtblase bis hin zu der Weitung des Geburtskanals. Fiir diese Funkti-
onen von Relaxin ist im Wesentlichen das Remodeling der EZM notwendig. Weiterhin ist
Relaxin fiir die Vaskularisierung des Endometriums sowie das Wachstum und die Diffe-
renzierung des Brustgewebes verantwortlich!3¢141142 Zusdtzlich kommt es wihrend der
Schwangerschaft zu einer Relaxin-vermittelten Vasodilatation. In diesem Zusammenhang
spielt die Bildung von NO durch die NOS eine Rolle!®3. Bei Médnnern wird Relaxin haupt-
sdchlich in der Prostata exprimiert und wird in die Samenfliissigkeit abgegeben. Dort ist es

fiir die Beweglichkeit der Spermien und die Befruchtung wichtig'4'4%, Neben diesen in
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Uterine]

Pregnancy,

Maintenance:

]

\Vasorelaxation

Abbildung 9. Schematische Ubersicht iiber den Relaxin-Signalweg.

Die Relaxin-Rezeptoren RXFP1 und RXFP2 werden auch als LGR7 und LGR8 bezeichnet. AC Adenylatcyclase, PDE
Phosphodiesterase, PKCE Proteinkinase CC, PKA Proteinkinase A, NF-kB nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of acti-
vated B-cells, IkB Inhibitor of NF-xB, PI3K Phosphatidylinositol 3-kinase, PIP2 Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphat, PIP3
Phosphatidylinositol (3,4,5)-triphosphat, NOS2/3 Nitric oxide synthase, GC Guanylate cyclase, VEGF Vascular endothelial
growth factor, MMP-9 Matrix metalloproteinase 9, Rap1 Ras-proximate-1 or Ras-related protein 1, BRaf Serine/threonine-
protein kinase, MEK1 Dual specificity mitogen-activated protein kinase kinase 1, ELK1 E twenty-six (ETS)-like transcription
factor 1, CREB cAMP response element-binding protein, NO Stickstoffmonoxid, cAMP cyclisches Adenosinmonophosphat,

cGMP, cyclisches Guanosinmonophospat. Nach: Qiagen.com Geneglobe.
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vivo Funktionen ist Relaxin bei einer Reihe weiterer korperlicher Prozesse involviert.

Aufgrund dieser Fiille von Funktionen wird es auch als pleiotropes Hormon bezeichnet.

1.5.4 Die Rolle von Relaxin beim Remodeling der extrazellularen Matrix und bei Krebs

1.5.4.1 Struktur und Funktion der extrazelluldren Matrix

Einen grofien Anteil im Gewebe hat der extrazelluldre Raum, der ein Netzwerk aus Mak-
romolekiilen enthilt, aus welchen sich die EZM zusammensetzt. Bei dieser handelt es sich
jedoch nicht um ein inertes Geriist zur Stabilisierung von Gewebe, vielmehr spielt die
EZM eine komplexe Rolle in der Regulation zellulirer Prozesse. Dazu gehoren die Ent-
wicklung, die Migration, das Wachstum, die Funktion und das Uberleben jener Zellen, die
mit der EZM in Kontakt stehen.

Fibroblasten sezernieren viele der EZM-Komponenten, die im Wesentlichen in zwei
Gruppen eingeteilt werden konnen: Glykosaminoglykane (GAGs) und fibrilldre Proteine,
wie Collagen, Elastin, Fibronectin und Laminin. Dabei sind die Collagene ein Hauptbe-
standteil der EZM und machen in Sdugetieren ca. 25 % der Gesamtproteinmenge aus.
Collagene sind reich an Prolin und Glycin. Diese Zusammensetzung erlaubt die Zusam-
menlagerung von drei a-Ketten zu einer Superhelix. Insgesamt sind {iber zwanzig ver-
schiedene Collagen-Typen bekannt.

Die EZM unterliegt einem permanten Wandel durch Ab- und Aufbau ihrer Komponen-
ten. Ein schneller Abbau findet z.B. wihrend der Schwangerschaft und Geburt statt. Ein
lokaler Abbau von EZM-Komponenten kann aber auch die Migration von Zellen erlau-
ben. Dies kann in gesundem Gewebe z.B. die Migration von Blutzellen durch die Basalla-
mina sein oder im Falle von Krebs die Migration von Tumorzellen aus dem Primirtumor
heraus in die Blut- und Lymphgefifie (Abbildung 1). Beim Auf- und Abbau von EZM-
Proteinen spielen proteolytische Enzyme wie Matrixmetallo-und Serinproteinasen eine
grofie Rolle. Diese beiden Enzymtypen konnen Proteine wie Collagen, Laminin und
Fibronectin, abbauen. Die Aktivitit der Proteinasen muss sehr prizise reguliert sein, was

z.B. durch die Sekretion von inaktiven Vorlduferproteinen oder durch die Expression von
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Inhibitoren gewidhrleistet wird. Im Falle von Matrixmetalloproteinasen handelt es sich um

tissue inhibitors of metalloproteases (TIMPs), bei den Serinproteasen um Serpine!#.

1.5.4.2 Die Rolle von Relaxin und MMPs beim Remodeling der extrazelluldren Matrix und bei der
Krebsentstehung
Relaxin spielt ebenfalls eine Rolle beim Matrix Remodeling. Hisaw beschrieb diesen Ef-
fekt zum ersten Mal 1926'*° an der Relaxation des interpubic ligament von weiblichen
Meerschweinchen, denen er Serum von schwangeren Tieren injizierte. Das Relaxin-
Hormon wurde schliefdlich 1930 endeckt!>!. Weitere Erkenntnisse iiber den Einfluss von
Relaxin auf die EZM wurden u.a. an Relaxin 1 knockout (-/-) Mausen gewonnen. Bei die-
sen Mdusen kam es im Vergleich zu Wildtyp-Mausen zu einem deutlich erhéhten Colla-
gen-Gehalt in verschiedenen Organen weiblicher Méuse sowie einer altersabhidngigen
Lungenfibrose!5>14,
Im Zusammenhang mit Krebs wurden verschiedene Effekte von Relaxin beobachtet. Zum
einen wurden negative Effekte!® > und zum anderen wurden neutrale bis positive Effek-
te beschrieben'®-162, Tabelle 1 gibt einen Uberblick iiber diese Effekte.
Die Erhéhung der Invasivitit und Proliferation von Tumorzellen durch die Expression
von Relaxin wird auf die Induktion von MMPs und die Degradation von Collagen zuriick-
gefithrt!20121.142 Tm Folgenden wird nédher auf die Wechselwirkungen zwischen MMPs und
dem Tumormikromilieu sowie den Einsatz von Relaxin in der onkolytischen Virusthera-
pie eingegangen.
Das Tumorstroma setzt sich aus einer Vielzahl von Komponenten zusammen, wie
Fibroblasten, Immunzellen, Blut- und Lymphgefifen, EZM und malignen Zellen. Bei der
Expression von MMPs und deren Inhibitoren spielen Neutrophile, Macrophagen,
Lymphocyten, Mastzellen, Endothelialzellen, Fibroblasten, dendritische Zellen und
hematopoetische Vorlduferzellen eine Rolle. Insgesamt wurden bisher iiber zwanzig ver-
schiedene MMPs beschrieben!®*164, Die Aktivitit der MMPs, kann auf verschiedenen Ebe-
nen reguliert werden. Dies erfolgt beispielsweise durch Kompartimentierung, Aktivierung
von inaktiven Vorlduferproteinen und Inhibitoren (TIMP1-4). Kommt es durch MMPs

zur Spaltung von Matrix-Proteinen, konnen dabei mit ihr assoziierte Faktoren freigesetzt
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Tabelle 1. Effekte von Relaxin in verschiedenen Tumormodellen.

Referenz Modell Beschriebene Effekte

Binder er al,, 20021% MCF-7, SK-BR3 Erhohte Invasivitit von SK-BR3-
und MCF-7-Zellen nach Inkubation
mit Relaxin

Binder er al., 2004156 Brustkrebspatienten Erhohte Relaxinlevel in Brustkrebs-

Feng et al, 2007%7

Hombach-Klonisch et al, 200638

Thompson er al, 2006'>°

Radestock et al, 2005160

Radestock er al, 200816!

Rho er al., 2005162

Prostatakrebs-Gewebeproben,

PC3, LNCaP

FTC-133 und FTC-238

LNCaP

MDA-MB-231

MDA-MB-231

Hela

patienten gegeniiber gesunden Men-
schen

Erhohte Relaxinlevel in Patienten
mit wiederkehrendem Prostatakrebs
gegeniiber gesundem Prostatagewe-
be

Erhohte Zellmotilitdit und Invasi-
vitit von LGR7 transfizierten FTC-
133 und FTC-238 Zellen

Erhohte Relaxinkonzentration bei
androgen-unabhéngigen LNCaP
Xenograft Tumoren

Herabgesetzte =~ Expression  von
Metastasin in stabil exprimierenden
Relaxin-MDA-MB-231-Zellen
Reduziertes Wachstum von Relaxin-
MDA-MB-231 Xenograft Tumoren
Kein Einfluss von Relaxin auf Hela-

Zellen in Zellkultur

werden. Dies kann z.B. einen Einfluss auf die Tumorvaskulatur haben, welche durch ein

AusspriefSen lokaler Blutgefifie gebildet wird. Dabei reguliert von inflammatorischen Zel-

len gebildetes MMP-9 die Verfiigbarkeit von VEGF und spielt somit eine grofde Rolle bei

der Angiogenese. Die neuen Blutgefifie sind oft unregelmifdig angeordnet und haben eine

héhere Durchléssigkeit als normale Gefifde, da sie nicht durch Perizyten bedeckt sind.

Dadurch kénnen Tumorzellen leichter in diese neuen Blutgefifie eindringen'®. Es wurde

aber auch beschrieben, dass der Abbau von EZM-Komponenten zur Freisetzung von

Angiogenese-inhibierenden Faktoren, wie Endostatin, Tumstatin und Angiostatin!66-1%,

fiithrt.
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Weiterhin kann die metastatische Kaskade durch die enzymatische Aktivitit der MMPs
beeinflusst werden. Die metastatische Kaskade besteht aus den folgenden Schritten:

- Herauslosung von Tumorzellen aus dem Zellverband des Primartumors,

- Intravasation in Blut- und Lymphgefife,

- Uberleben in der Zirkulation und der Arrest in der Vaskulatur,

- Extravasation aus den Gefifien,

- Besiedelung von sekunddren Organen.
Bei all diesen Prozessen spielen MMPs eine Rolle, die pro- aber auch anti-metastatisch
sein kann!”. Beispielhaft wird hier auf die ambivalente Rolle von MMP-9 beschrieben.
Einerseits wurde in al-null-Miusen (diese Tiere haben ein erhohtes MMP-9 Level) mit
subkutanen Tumoren eine verringerte Vaskulatur und ein erhohtes Plasma-Angiostatin-
Level gefunden!”!, andererseits wurde MMP-9 Expression nur in invasivem Hautkrebs
beobachtet, nicht jedoch in gutartigen Papilloma oder in in situ Karzinomen!72.
Der proteolytische Abbau von Matrixproteinen beseitigt nicht nur eine physikalische Bar-
riere, sondern fithrt durch die Freisetzung matrixgebundener Faktoren zur Induktion von

Signalwegen, die mit der Tumorgenese verbunden sind.

1.5.4.3 Relaxin in der Tumortherapie

Relaxin wurde aufgrund seines degradierenden Einflusses auf die EZM bereits in der Tu-
mortherapie eingesetzt. Da sich beim Einsatz von Adenoviren die EZM als stérend fiir die
virale Ausbreitung erwies, wurde Relaxin in die DNA in dieser onkolytischen Viren inse-
riert®®4. Dies resultierte in einer verbesserten viralen Ausbreitung und einem deutlich
verbessertem therapeutischem Effekt. Im einem weiteren Ansatz wurden tumortragenden
Mausen genetisch modifizierte hematopoetische Stammzellen (HSC) transplantiert. Diese
in den Tumor einwandernden HSCs trugen ein induzierbares Relaxin-Gen. Die Expressi-
on von Relaxin im Tumor fiithrte zu einem Abbau von EZM-Komponenten und damit zu
einer besseren Infiltration von Antitumor-Immunzellen und damit einem verbesserten

therapeutischen Effekt!”3.
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1.6 Ziele der Arbeit

In dieser Arbeit sollten die beiden onkolytischen rVACV GLV-1h169 und GLV-1h255
charakterisiert werden. Bei GLV-1h169 sollte das Gen fiir humanes Relaxin 1 unter Kon-
trolle des synthetic early/late Promotors in den TK-Locus inseriert werden, bei GLV-
1h255 das humane MMP-9 (Matrixmetalloproteinase 9) Gen unter Kontrolle des synthetic
early Promotors. Fiir die Charakterisierung wurden drei Tumormodelle eingesetzt. Die
beiden Prostatakarzinom-Zelllinien DU145 und PC3 sowie die Zervixkarzinom-Zelllinie
C33A. Es sollte untersucht werden, ob die Expression der oben genannten Gene in den
jeweiligen Xenograft Tumoren erfolgt und ob sie den therapeutischen Effekt der r'VACV
verbessert. Dabei sollten weiterhin die virale Ausbreitung in den Tumoren, Effekte auf
Komponenten der EZM und Verdnderungen in der Tumorvaskulatur analysiert werden.
Aufierdem sollte im PC3-Modell erforscht werden, ob es Verinderungen der Metastasie-

rung in lumbalen und renalen Lymphknoten kommt.
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2 Material

2.1 Chemikalien und Enzyme

Aceton

Acrylamid/Bisacrylamid

Agarose
Ammoniumperoxoddisulfat (APS)
Benzonase

1x Balanced Salt Solution (BSS)
Brij 35

Bromphenolblau
Carboxymethylcellulose (CMC)
Calciumchlorid

Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dinatriumhydrogenphosphat
DMEM High Glucose (4,5 g/L)
Ethylendiamintetraessigsiure (EDTA)
Essigsdure

Ethanol (96 %)

Ethanol (p.a.)
Formaldehyd (37 %)
Fotales Kélberserum (FKS)
Gelatine (Rinderhaut)
Gentamicin

Glukose

Glutamax

Glycerin

Roth, Karlsruhe

BioRad, Miinchen

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

PAA, A-Pasching
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim
Merck, Darmstadt

PAA, A-Pasching

Serva, Heidelberg

Merck, Darmstadt
Chemikalienausgabe der
Universitit Wiirzburg
Riedel deHaen, Seelze
Sigma-Aldrich, Steinheim
PAA, A-Pasching
Sigma-Aldrich, Steinheim
PAA, A-Pasching
Sigma-Aldrich, Steinheim
Gibco (Invitrogen), Darmstadt

Merck, Darmstadt

30



Material

Harnstoff
2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-
ethansulfonsiaure (HEPES)
Hoechst 33258

Isopropanol
Kaliumdihydrogenphosphat
Kaliumphosphat
Kristallviolett

Low Melt Agarose
Magermilchpulver
Magnesiumchlorid
3-Mercaptoethanol

Mowiol

Natriumhydroxid (NaOH)
Natriumbicarbonat
Natriumchlorid
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumpyruvat
Nichtessentielle Aminosiduren
Orthophosphorsdure
Paraformaldehyd

1x Phosphate Buffered Saline (PBS)
Penicillin/Streptomycin

Prestained Protein Marker

Proteaseinhibitoren-Mix Complete Mini

RPMI-Medium 1640

Saccharose

N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin (TEMED)

Tris-Base

Tris-HClL

Roth, Karlsruhe
PAA, A-Pasching

Sigma-Aldrich, Steinheim
Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim
PAA, A-Pasching

Roth, Karlsruhe
AppliChem, Darmstadt
PAA, A-Pasching

PAA, A-Pasching
Fermentas, St. Leon-Rot
Roche, US-Indianapolis
PAA, A-Pasching

Roth, Karlsruhe

Fluka, CH-Buchs
AppliChem, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
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Triton X-100

Trypsin-EDTA

Tween 20

Wasserstoffperoxid (H202), 30 %

2.2 Puffer und Losungen

CMC-Medium 75¢g
500 mL

Einfriermedium 90 %
10 %

Entwicklungspuffer 10x (Zymographie)
12,1g
63 g
117 g
74¢g
0,2%
auf 1L

Kristallviolett-Losung 13g
50 mL
300 mL
650 mL

Sigma-Aldrich, Steinheim
PAA, A-Pasching
Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Carboxymethylcellulose
DMEM (1x Pen/Strep, 5 % FKS)

Kulturmedium

DMSO

Tris Base
Tris-HCl

NaCl

CaClz

Brij 35

mit H>O auffiillen

Kristallviolett
Ethanol (96 %)
Formaldehyd (37 %)
ddH0
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ECL-Reagenz Losung 1
Losung 2

Losung 3

vor Gebrauch:

Proteinlysepuffer

Paraformaldehyd (PFA)

1x PBS

PonceauS-Farbelosung

90 mM (0,5 mL) p-Cumarsdure

250 mM (1 mL) Luminol

1M (20 mL)
auf 200 mL
3 uL

50 mM
2 mM

2 mM
1/10 mL

48

NaOH

10 mL

auf 100 mL
pH 7,4

140 mM
2,7 mM
8,1 mM
1,5 mM

05¢g
1 mL
auf 100 mL

Renaturierungspuffer 10x (Zymographie)

25% (v/v)

Tris-HCI, pH 8,5
H>O auffiillen

H202 zu 10 mL Losung geben

Tris-HCI
EDTA, pH 7,4
Phenylmethylsulfonylfluorid

Tablette Roche complete mini

PFA in warmem ddH:O 16sen
zugeben bis Losung klar ist
10x PBS

H20 auffiillen

NaCl

KCl

Na:HPOs + 12 H.0O
KH:PO4

Ponceau$S
Essigsdure

H>0 auffiillen

Triton X-100 in HO
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10x SDS-Laufpuffer

SDS-Probenpuffer

440 mM
2M

1,5 % (w/v)
pH 8,2

10 mL
8 mL
10 mL
8 mL
2 mL

4 mg

SDS-Probenpuffer 2x (Zymographie)

1x Towbin-Puffer

2,5 mL

2 mL

4 mL
0,1%

auf 10 mL

25 mM
192 mM
20 % (v/v)

2.3 Zelllinien und —kulturmedien

2.3.1 Zelllinien

A549
C33A
CVl1

Tris-HCL pH 6,8
Glycin
SDS

0,5 M Tris-HCL, pH 6,8
20% SDS

MilliQ H.0

Glycerin
2-Mercaptoethanol

Bromphenolblau

0,5 M Tris-HCl, pH 6,8
Glycerin

10% (w/v) SDS
Bromphenolblau

mit H>O auffiillen

Tris-Base
Glycin
Methanol

adhiarent wachsende humane alveolare Adenokarizom-Zelllinie

adhirent wachsende humane Zervixkarzinom-Zelllinie

adhirent wachsende Nierenfibroblasten aus Cercopithecus aethiops
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DU145 adhirent wachsende humane Prostatakarzinom-Zelllinie
PC3 adhirent wachsende humane Prostatakarzinom-Zelllinie
Die C33A-Zelllinie wurde freundlicherweise von Frank Stubenrauch, UKT der Eberhard-

Karls Universitit Tiibingen zur Verfiigung gestellt.

2.3.2 Zellkulturmedien

A549- und PC3-Medium: RPMI 1640, 10% FKS, 1% Penicillin/Streptomycin
C33A-Medium: DMEM 4,5 g Glucose, 10% FKS, 1% Gentamicin

CV1-Medium: DMEM 4,5 g Glucose, 10% FKS, 1% Penicillin/Strepomycin
DU145-Medium: MEM, 10% FKS, 1% Glutamax, 1% nicht essentielle Aminoséduren,

1% Natriumpyruvat, 1,5 g/L Natriumbicarbonat

2.4 Antikorper

Primirantikorper Wirt/Isotyp Spezies Hersteller
Monoklonaler anti- Hamster IgG ~ Maus Millipore

CD31 (mab1398Z)

Polyklonaler anti- Kaninchen Maus Abcam, Cambridge UK
Collagen I (ab292) IgG

Polyklonaler anti- Kaninchen Maus Abcam, Cambridge UK
Collagen IV (ab19808) IgG

Polyklonaler anti- Kaninchen Maus Abcam, Cambridge UK
Laminin (ab11575) IgG

Polyklonaler anti- Ratte IgG2b ~ Maus eBioscience

MHC II (14-5321)

Polyklonaler anti- Ziege IgG Maus/ Neuromics, Edina USA
MMP-9 (GT15020) Human

Polyklonaler anti- Kaninchen Human Santa Cruz, Santa Cruz USA
Relaxin 1 (FL-185) IgG
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ChromPure Chicken IgG ~ Hiithnchen - Jackson ImmunoResearch
(003-000-003) IgG (JIR), Pennsylvania USA
-Actin (ab 6276) Maus Abcam, Cambridge UK
Sekundérantikoérper Wirt/Isotyp Spezies Hersteller
Anti-Hamster, Cy5 konju-  Ziege IgG Hamster JIR, Pennsylvania USA

giert (127-175-099)

Anti-Kaninchen, Cy3 kon- Esel IgG Kaninchen JIR, Pennsylvania USA
jugiert (711-165-152)

Anti-Hithnchen, Cy3 kon-  Esel IgG Hithnchen JIR, Pennsylvania USA
jugiert (703-165-155)

Anti-Ratte, DyLight 649 Esel IgG Ratte JIR, Pennsylvania USA
konjugiert (712-495-153)

Anti-Ziege, Cy3 konjugiert Esel IgG Ziege JIR, Pennsylvania USA
(705-165-003)

Anti-Ziege, HRP konju- Kaninchen Ziege Sigma, Steinheim DE
giert (A8919) IgG

Anti-Maus, HRP konju- Ziege Abcam, Cambridge UK
giert (ab6728)

2.5 Rekombinante Viruskonstrukte

2.5.1 GLV-1h68

GLV-1h68 F14.5L [ 2r | A56R

Pse Sy i

Abbildung 10. Expressionskassette von GLV-1h68.

Fiir diese Doktorarbeit wurde mit dem rekombinanten Vaccinia-Virus GLV-1h68 gearbei-

tet (Abbildung 10). Dieses Virus basiert auf dem Vaccina-Virus LIVP, wurde jedoch durch
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zielgerichtete Mutagenese modifiziert. Im Genlocus F14.5 trdgt dieses Virus ein Fusions-
gen aus Renilla Luciferase (RUC) und green fluorescent protein (GFP). Dieses steht unter
Kontrolle des synthetic early/late Promotors (Pser). Im Thymidinkinase-Locus (J2R) befin-
det sich revers zum synthetic early/late-Promotor (Psi) das humane Transferrin-
Rezeptor-Gen (A71R) sowie das B-Galaktosidase-Gen (/acZ) unter dem Promotor 7.5 (P7s).
Weiterhin wurde als Markergen das B-Glucuronidase-Gen (gusA) in den Hamagglutinin-

Locus (A56R) inseriert. Dieses steht unter Kontrolle des viralen Promotors 11 (P11).

2.5.2 GLV-1h169

GLV-1h169 F14.5L [ 2R |} A56R

Abbildung 11. Expressionskassette von GLV-1h169.

Das humane Relaxin 1 Gen ist unter Kontrolle des synthetic early/late-Promotors.

Zusitzlich zu GLV-1h68 wurde weiterhin GLV-1h169 verwendet. Bei diesem Virus wur-
de das Gen fiir humanes Relaxin 1 (ARLNI) unter Kontrolle des synthetic early/late-

Promotors in den Thymidinkinase-Locus inseriert.

2.5.3 GLV-1h255

GLV-1h255 F14.5L [ J2r | A56R

Pse SE P11
hMMP9

Abbildung 12. Expressionskassette von GLV-1h255.

Das humane MMP-9 Gen befindet sich unter Kontrolle des synthetic early Promotors.
Auflerdem wurde das Virus GLV-1h255 eingesetzt. Bei diesem Virus wurde das Gen fiir
die humane Matrix-Metalloproteinase 9 (AMMP-9) unter Kontrolle des synthetic early-

Promotors in den Thymidinkinase-Locus inseriert.
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2.6 Versuchstiere

Die wihrend dieser Arbeit verwendeten Méuse wurden von der Firma Harlan (Borchen)
bezogen. Es handelte sich um den Mausstamm Hsd:Athymic Nude-Foxn/™. Diese
athymischen Tiere haben einen haarlosen Phanotyp sowie eine T-Zell-Defizienz. Durch
das supprimierte Immunsystem eignen sie sich fiir Xenotransplantate, die nicht abgesto-
f3en werden.

Die Tiere wurden in einem 12 h Tag-Nacht-Rhythmus unter abgeschwichten Lichtver-
haltnissen gehalten.

Alle Versuchstiere wurden separat in Gruppen in sterilen Kéfigen mit steriler Einstreu
und bestrahltem Nagetierfutter nach den Richtlinien der Regierung von Unterfranken
und der Institutional Animal Care and Use Committee (IACUC) von Explora Biolabs (San

Diego, USA) Spezies- und Stammgerecht gehalten.

2.7 Gerate und sonstige Materialien

Gerit

Hersteller

Anisthesie-Anlage

Deckgldser

FastPrep FP120
Feinwaage

Filmkassette
Filterspitzen
Flow-Hood LaminAir
Geldokumentation
gentleMACS Dissociator
Glaswaren

Kaniilen

Keramikbead-Tubes

Berthold Technologies, Bad
Wildbad

Marienfeld, Lauda-Konigshofen
Thermo Electron, Langenselbold
Kern, Balingen-Frommern

Dr. Goos suprema, Heidelberg
Hartenstein, Wiirzburg

Kendro, Langenselbold

PeqLab, Erlangen

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Schott, VWR Brand

Braun, CH-Emmenbriicke

Peqlab, Erlangen
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Kryoréhrchen
Kiihlzentrifuge Biofuge fresco
Maestro EX Imaging System

Mini-PROTEAN Elektrophoresis System

Mikroskope:
-DMIRB Inverses Mikroskop

-MZ 16 FA Stereo-Fluoreszenzmikroskop

M-tubes

Neubauer-Zihlkammer
Nitrocellulose Transfer Membran
Power-Pac Basic

Reagenzgefifie: 0,5, 1,5 und 2,0 ml
Reagenzgefifie:15 und 50 ml
Rontgenfilme
Rontgenfilmentwickler
Semi-Dry Blotapparatur

Sonifier Branson 450

Sterilfilter

Thermomixer comfort
Tisch-Schiittler

Tischzentrifuge minispin
Vibratom VT1000S

Vortex

Whatman 3MM-Filterpapier
Zellkulturflaschen
Zellkulturinkubatoren
Zellkulturschalen

Zellschaber

Greiner, Frickenhausen
Heraeus, Hanau

CRI, US-Woburn
BIO-RAD, Miinchen

Leica, Wetzlar

Leica, Wetzlar

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Marienfeld, Lauda-Konigshofen
Schleicher & Schuell, Dassel
BioRad, Miinchen

Sarstedt, Niimbrecht

Greiner, Frickenhausen
Konica, Miinchen

Kodak, Stuttgart

Peglab, Erlangen

Heinemann, Schwibisch Gmiind
Schleicher & Schuell, Dassel
Eppendorf, Hamburg

Heidolph, Schwabach
Eppendorf, Hamburg

Leica, Wetzlar

Labinco, NE-Breda

Schleicher & Schuell, Dassel
Greiner, Frickenhausen

RS Biotech, Irvine UK

Greiner, Frickenhausen

TPP, Schwerin
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2.8 Verwendete Software

Adobe Photoshop CS4 Bildbearbeitung

Adobe Illustrator CS4 Abbildungen

Image] 4.3u Bildanalyse (http://rsbweb.nih.gov/ij/)
Maestro CRi v2.4 Bildaufnahme und -analyse

MS Word 2007 Textverarbeitung

MS Excel 2007 Datenauswertung und Graphen

Leica IM1000 4.0 Bildaufnahme (Leica MZ16FA)
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3 Methoden

3.1 Zellbiologische Methoden

3.1.1 Kultivierung von adhdrent wachsenden Eukaryontenzellen

Um Kontaminationen bei der Kultivierung von adhidrent wachsenden Eukaryontenzellen
zu vermeiden, wurden simtliche Arbeitsschritte unter einem laminaren, sterilen Luft-
strom in einer Flow-Hood durchgefiihrt. Des Weiteren wurden ausschlief8lich sterilisierte
Arbeitsgerdte und sterile Losungen verwendet. Die Arbeitsflichen wurden vor den Arbei-
ten mit 70 % Ethanol desinfiziert. Um die Gefahr einer bakteriellen Kontamination der
Zellen in Kulturgefafien zu verringern, wurden den Zellkulturmedien Antibiotika (Peni-
cillin, Streptomycin) zugesetzt.

Die Zellen wurden jeweils in optimiertem Medium bei 100 % Luftfeuchte, 37 °C und 5 %
CO2 inkubiert bis sie eine Konfluenz von ca. 90 % erreichten. Dabei wurde das Medium
alle zwei bis drei Tage gewechselt. Dies stellte sicher, dass alle von den Zellen benétigten
Néhrstoffe und Wachstumsfaktoren in ausreichendem Mafie vorhanden waren. In ver-
brauchtem Medium verfarbt sich der pH-Indikator Phenolrot gelb. Vor dem Passagieren
wurden die Zellen zunichst mit Hank’s BSS gewaschen, um tote Zellen und Mediumreste
zu entfernen. Danach wurde Trypsin zugegeben. Dieses Enzym ist eine Endopeptidase,
durch deren Aktivitit es zur Ablosung der Zellen von der Oberfliche des Kulturgefifies
kommt. Die enzymatische Reaktion wird durch die Zugabe von Medium gestoppt, da die-
ses divalente Kationen (Ca* und Mg*) enthilt, welche Trypsin inhibieren. Auf- und
Abpipettieren stellte sicher, dass sich die Zellen vollstindig von einander l6sen, anschlie-
f8end wurde die Zellsuspension im entsprechenden Verhiltnis in ein neues Kulturgefif3

uberfithrt und weiter kultiviert.
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3.1.2 Bestimmung der Zellzahl mittels Neubauer-Zahlkammer

Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte mittels Verwendung einer Neubauer-Zihlkammer.
Dies ist ein Objekttriger, in den ein spezielles Raster eingedtzt ist. Nach dem Auflegen
eines Deckglaschens ergibt sich ein definiertes Volumen, in dem sich die Zellen befinden.
Das Raster ist in vier grofde Quadrate aufgeteilt, die jeweils in weitere sechzehn Quadrate
unterteilt sind. Es wurden die Zellen in den vier grofien Quadraten gezdhlt und die

Zellzahl/mL nach folgender Formel berechnet:

Zellzahl/mL = (Summe der Zahlen aus den 4 Quadraten/4)x10*xVerdiinnungsfaktor.

3.1.3 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Einfrieren

Die Zellen wurden nach dem Erreichen von 90 % Konfluenz mit Hank’s BSS gewaschen
und anschlieffend mit Trypsin abgelost. Die Zellzahl wurde bestimmt und die Konzentra-
tion auf 5x10° Zellen pro 900 pL eingestellt und jeweils 900 pL in Cryordhrchen tiber-
fithrt. Es wurden 100 uL. DMSO pro Aliquot hinzugefiigt. Die Zellen wurden iiber Nacht

bei -80 °C eingefroren und abschliefSend in fliissigem Stickstoff gelagert.

Auftauen
Die Zellen wurden bei 37 °C im Wasserbad aufgetaut, in 10 mL Medium tberfiihrt, pelle-
tiert und der Uberstand verworfen. Das Zellpellet wurde in 20 mL neuem Medium

resuspendiert und in einer 75 cm? Zellkulturflasche kultiviert.
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3.2 Virologische Methoden

3.2.1 Bestimmung des Virustiters mittels Plaque-Assay

Die Anzahl infektioser Viruspartikel (Virustiter) in einer Suspension ldsst sich mittels
Plaque-Assay bestimmen. Diese Methode eignet sich zur Bestimmung des Titers von
Virenaliquots, Gewebelysaten und Zellkulturproben. Dabei wurden zunichst CV-1-
Zellen bis zu 100 % Konfluenz in 24 Well Platten kultiviert. Die zu untersuchenden Pro-
ben wurden dreimal fiir 30 s mit je 30 s Pause bei 4 °C und voller Intensitdt sonifiziert.
Dadurch werden Virusaggregate aufgelost. Im Anschluss wurden jeweils zwei Verdiin-
nungsreihen der Proben in Infektionsmedium (DMEM, 2 % FKS, 1x Penicil-
lin/Streptomycin) erstellt. Von den 24 Wel/ Platten wurde das Medium abgesaugt und auf
jeweils zwei Wells je 250 pL Probe gegeben. Nach 1 h Infektion wurden jeweils 1 mL
Carboxymethylcellulose-Medium (CMC) pro Well hinzugegeben. Dies verhindert die
Ausbreitung der Virusinfektion iiber das Medium, so dass sich die Viren nur noch von
Zelle zu Zelle ausbreiten. Dabei kommt es zur Plaquebildung. Nach 48 h Inkubation bei
37 °C und 5 % CO2 wurden die Zellen durch Zugabe von Kristallviolett gefirbt, Plaques
bleiben dabei ungefirbt. Der Virustiter (plaque forming units pro Milliliter, pfu/mL) wird

iiber das Auszidhlen der Plaques mittels folgender Formel berechnet:

pfu Anzahl der Plaques (pfu)

mL Verdinnungsfaktor x Infektionsvolumen (mlL)

3.2.2 Infektion eukaryotischer Zellen mit Vaccinia-Viren

Fiir die Infektion werden die Zellen bis zu einer Konfluenz von 90 % kultiviert. Zur Be-
rechnung der erforderlichen Virusmenge wird die Zellzahl, der Virustiter (pfu/mL) und
die multiplicity of infection (MOI) benétigt. Die MOI gibt die Anzahl der Viruspartikel
pro Zelle an, so dass bei einer MOI von 1 auf jede Zelle ein Virus kommt, theoretisch also
jede Zelle infiziert werden kann. Zur Berechnung der Virusmenge wird folgende Formel

verwendet:
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Zellzahl x MOI
u
bl

Virustiter ( prosd

Virusmenge =

Vor der Infektion wurden die Viren fiir dreimal 30 s mit je 30 s Pause bei 4 °C sonfiziert,
wodurch sich Virusaggregate auflésen. Vor dem Zugeben der Viren wurden die Zellen
mit Hank’s BSS gewaschen. Die Infektion erfolgte fiir 1 h bei 37 °C, 5 % COz2 in 250 pL
Infektionsmedium (2 % FKS, 1x Penicillin/Streptomycin, Volumenangabe fiir 24 Well)
mit der zuvor berechneten Virusmenge. Nach dieser Zeit wurde das Infektionsmedium

durch normales Medium ersetzt.

3.2.3 Analyse der Virusreplikation in eukaryotischen Zellen

Die Analyse der Virusreplikation der Viren GLV-1h68 und GLV-1h169 wurde in der Zell-
linie DU145 durchgefiihrt. Dazu wurden die Zellen in 24 Wel/l-Platten bis zu einer Kon-
fluenz von 90 % kultiviert und mit einer MOI von 0,1 infiziert. Zu den entsprechenden
Zeitpunkten wurde jeweils der Uberstand von drei Wells abgenommen und in Stickstoff
eingefroren. Die Zellen wurden mit 1 mL Hank’s BSS gewaschen und mit 0,5 mL Trypsin
abgelost. Die Reaktion wurde mit 0,5 mL Medium abgestoppt, die Zellen pelletiert, in
1 mL Hank’s BSS resuspendiert und in Stickstoff eingefroren. Die Lagerung der Proben
erfolgte bei -80 °C. Um eine gute Freisetzung der Viruspartikel aus den Zellen zu gewidhr-
leisten, wurden drei freeze-and-thaw Zyklen durchgefiihrt. Dabei wurden die Zellen je-
weils im Wasserbad aufgetaut und in Stickstoff eingefroren.

Die Virustiter der einzelnen Proben wurden mittels Plaque-Assay ermittelt.

3.3 Mausexperimentelle Methoden

3.3.1 Implantation von humanen Tumorzellen

Fiir die in vivo Experimente wurden 5-6 Wochen alte athymische Nude-Mduse verwen-
det. Die zu implantierenden Zellen wurden bis zu einer Konfluenz von 90 % kultiviert,
mit Hank’s BSS gewaschen und mit Trypsin abgeldst. Die Reaktion wurde durch die Zu-

gabe von Zellkultur-Medium abgestoppt. Von der erhaltenen Zellsuspension wurde die
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Zellzahl durch Auszidhlen in der Neubauer-Zihlkammer ermittelt. Anschlieffend wurden
die Zellen pelletiert, in PBS resuspendiert, erneut pelletiert und im entsprechenden Vo-
lumen PBS resuspendiert. Pro Tier wurden jeweils 5x10° Zellen bei C33A, 2x10°¢ im Falle
von PC-3 und 1x107 bei DU145 in 100 pL PBS eingesetzt. 1x107 Zellen wurden bei DU145
nur bei der Wachstumskurve eingesetzt, bei spiteren Experimenten 5x10° (es gab keine
Unterschiede beim Wachstum der Tumore). Die Zellsuspension wurde subkutan in die
rechte, hintere Flanke der Maus injiziert, wobei die entsprechende Stelle vor und nach
dem Einstich mit Alkohol desinfiziert wurde.

Das Tumorwachstum wurde in regelmifdigen Intervallen protokolliert. Dabei wurde die
Tumorgréfie mit einer digitalen Schieblehre gemessen. Das Tumorvolumen wurde mit
folgender Formel berechnet:

Tumorvolumen (mm3) = Lange (mm) x Breite (mm)?x 0,5

3.3.2 Intravendse Injektion von rekombinanten Vaccinia Viren

Die Infektion tumortragender Mause erfolgte bei einem Tumorvolumen von 200-
300 mm? (Ausnahme: DU145-Wachstumskurve, hier erfolgte die Infektion bei einem
mittleren Tumorvolumen von 500 mm3). Dazu wurden pro Tier 5x10¢ pfu Vaccinia Virus
in 100 pL PBS resuspendiert und in eine laterale Schwanzvene injiziert. Zur Erleichterung
der Injektion wurden die Miuse fiir 5 min mit einer Infrarotlampe bestrahlt. Um Sekun-
dérinfektionen zu verhindern wurde die Injektionsstelle vor und nach der Injektion mit

Alkohol desinfiziert.

3.3.3 Narkose von Mausen

Die Narkose von Miusen wurde unter Verwendung von Isofluran durchgefiihrt. Dieses
wird in einem Verdampfer in die gasférmige Phase gebracht und in einer Konzentration
von 1,5-3 % in die Narkosekammer geleitet. Die Inhalation dieses Andsthetikums entfal-

tet rasch eine Muskel relaxierende und hypnotische Wirkung. Sollen weitere Experimente
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durchgefiihrt werden, wie z.B. bildgebende Verfahren, muss kontinuierlich weiter

Isofluran zugefiihrt werden.

3.3.4 Tumor- und Organentnahme

Zur Analyse von Tumoren und Organen wurden die Tiere zu definierten Zeitpunkten mit
Hilfe von CO: getétet. Dieses Vorgehen erlaubt die intrakardiale Entnahme von Blut.
Weiterhin wurden Organe und Tumore herausprédpariert und in Stickstoff eingefroren

und bei -80 °C gelagert.

3.3.5 Immunhistochemie

Fiir die Histologie wurden die Organe oder Tumore iiber Nacht bei 4 °C in 4 % Paraform-
aldehyd fixiert. Die fixierten Gewebe wurden griindlich mit PBS gewaschen und in 5 %
low melt Agarose eingebettet und in Blocke zurechtgeschnitten. Unter Verwendung eines
Vibratoms wurden 100 ym Gewebeschnitte angefertigt.

Der erste Schritt der immunhistologischen Farbung war die Permeabilisierung des Gewe-
bes mittels 0,2 % Triton X-100 in 5 % FKS fiir 1 h bei Raumtemperatur (RT). Durch das
fotale Rinderserum werden unspezifische Bindungstellen abgesittigt. Die Inkubation mit
dem Primirantikorper erfolgte fiir 12 h bei RT in 0,2 % Triton X-100, 5 % FKS. Nach
dreimaligem Waschen in PBS fiir jeweils 10 min, wurde der Sekundirantikérper sowie
Hoechst-Farbstoff in 0,2 % Triton X-100, 5 % FKS zugegeben und fiir 4 h bei RT
inkubiert. AbschlieBend wurden die Gewebeschnitte erneut in PBS gewaschen und in

Mowiol/Dabco eingedeckelt.

3.3.6 Virustiterbestimmung aus Gewebsproben

Zur Bestimmung der viralen Titer aus Tumor- und Organproben wurden die entspre-
chenden Organe bei Versuchsende entnommen und in fliissigem Stickstoff eingefroren
und danach bei -80 °C gelagert. Zum Aufschluss des Gewebes wurden die Proben zu-
nidchst gewogen und dann im doppelten Volumen Puffer geschreddert. Im Falle der

DU145-Tumore wurde Proteinlysepuffer verwendet, bei C33A-Tumoren Dulbecco’s PBS
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und bei PC3-Tumoren und Organen Dulbecco’s PBS mit einer Tablette Roche complete
mini pro 50 mL. Tumore und Organe wurden mit einem Skalpell in kleine Gewebsstiicke
geschnitten und in Schredderréhrchen gegeben. Fiir Tumore wurden M-tubes (Miltenyi
Biotec) und fiir Organe Keramikbead-Rohrchen (Peqlab) verwendet. Tumore wurden
zweimal mit dem gentleMACS Dissociator (Miltenyi Biotec), Programm RNA 02.01 aufge-
schlossen, Organe zweimal mit dem FastPrep FP120 (Thermo Electron). Nachdem Ge-
websaufschluss erfolgten drei Zyklen aus Einfrieren und Auftauen zum weiteren Auf-
schliefSen der Zellen, sowie drei Zyklen mit Ultraschall fiir je 30 s um Virusaggregate auf-
zutrennen. Die Titerbestimmung wurde mittels Plaque Assay auf CV1-Zellen durchge-
fithrt. Grundsitzlich wurde wie in Abschnitt 3.2.1 beschrieben vorgegangen. Fiir DU145-
und C33A-Tumore wurden jeweils zwei Verdiinnungsreihen von den Virusproben erstellt
und beide als Duplikate ausplattiert. Fiir PC3-Tumore wurde jeweils eine Verdiinnungs-
reihe erstellt und als Triplikate ausplattiert. Bei PC3-Organen wurde jeweils eine Ver-
diinnungsreihe erstellt und als Duplikate ausplattiert. Die Virustiter wurden nach dem

Plaque Assay durch Auszdhlen der Plaques bestimmt und als PFU/g Gewebe angegeben.

3.4 Bildaufnahme und -auswertung

3.4.1 Quantifizierung von Agaroseschnitten mittels Maestro-Imaging System

Eine Moglichkeit der Quantifizierung von 100 um Agaroseschnitten stellte die Verwen-
dung des Maestro-Imaging (CRi) Systems dar. Dieses Gerit eignet sich zum einen fiir das
in vivo Imaging von Méusen und zum anderen zur Aufnahme fluoreszierender Proben,
wie z.B. Gewebsschnitten. Die Auswertung der erhaltenen Aufnahmen (Image cubes)

erfolgte mit der Maestro Software v2.4 und MS Excel 2007.

3.4.2 Quantifizierung von Agaroseschnitten mittels Image)

Eine weitere Moglichkeit stellte die Erstellung der Aufnahmen mit dem Leica MZ16FA
mit anschliefSender Auswertung mittels Image] Software dar. Dazu wurden die erhaltenen

RGB Aufnahmen zunichst in Graustufenbilder umgewandelt (Adobe Photoshop). Die
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Auswertung in Image] konnte entweder nach mittlerer Fluoreszenzintensitit (Analyse =
Measure) oder nach Anzahl der als positiv gewerteten Pixel erfolgen. Dazu musste zu-
ndchst ein Schwellenwert (Image > Adjust = Threshold) definiert werden, um Signal
und Hintergrund zu trennen, danach erfolgte die Auswertung (Analyse > Analyse
Particles). Auf diese Weise konnte iiber die Hoechst-Farbung der Nuclei auch die Gesamt-
schnittflache definiert werden. Die weitere Auswertung der Daten erfolgte mit MS Excel

2007.

3.4.3 Auszahlen der BlutgefdBe und Bestimmung der GefaiBdurchmesser

Zum Auszidhlen der Blutgefiffe und zur Bestimmung der Gefiffdurchmesser wurden zu-
nidchst Ausschnittbilder von CD31-gefirbten 100 pm Agaroseschnitten erstellt (Leica
MZ16FA). Bei C33A-Tumoren wurden die Aufnahmen mit 100x, bei PC3-Tumoren mit
200x erstellt. Dabei wurde die Belichtung so gewihlt, dass GefifSe gut erkennbar waren.
Zum Auszihlen der Gefifie wurden mittels Photoshop gleichmif3ig verteilte Linien ein-
gezeichnet (bei C33A-Tumoren sieben Linien, bei PC3-Tumoren fiinf Linien). Es wurden
jeweils die Blutgefafie gezéhlt, die diese Linien kreuzten. Dies ergab die Anzahl der Blut-
gefife pro Ausschnittsbild. Die erhaltenen Daten wurden mittels MS Excel 2007 ausge-
wertet. Zum Bestimmen der Gefifddurchmesser wurden dieselben Aufnahmen verwendet.
Mittels Leica Software konnten die Bilder skaliert werden, d.h. z.B. die Bildbreite in die
entsprechenden pm umgerechnet werden. Die Gefifddurchmesser wurden jeweils von
jenen Gefifien, die die eingezeichneten Linie kreuzten, bestimmt. Zur Bestimmung der

Gefafddurchmesser wurde Adobe Illustrator verwendet.

3.5 Proteinanalytische Methoden

3.5.1 Herstellung von Proteinextrakten

Fiir die Herstellung von Proteinextrakten wurden in einer sechs Well Platte jeweils 2x10°
PC3-Zellen ausgesit und fiir vier Tage inkubiert. Die Zellen wurden mit einer MOI von 1

fir eine Stunde bei 37 °C, 5 % CO:2 infiziert (RPMI 1640, 2 % FKS, 1 % Penicil-
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lin/Streptomycin). Nach dieser Zeit wurde das Infektionsmedium abgenommen und 2 mL
serumfreies Medium (RPMI 1640, 1 % Penicillin/Streptomycin) auf die Zellen gegeben
und fiir einen Tag bei 37 °C, 5 % CO: inkubiert. Zur Probengewinnung wurden die Zell-
iiberstinde mit 0,1 pm Sterilfiltern filtriert. Dadurch wurden Viruspartikel entfernt. Auf
die Zellen wurden jeweils 100 pL SDS-Probenpuffer gegeben und in Eppendorf-
Reagiergefifie tiberfithrt. Die Proben wurden in fliissigem Stickstoff eingefroren und bei

-20 °C bis zur Verwendung gelagert.

3.5.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelekrophorese (SDS-PAGE)

Vor der Auftrennung der Proteinproben mittels SDS-PAGE erfolgte die Probenvorberei-
tung. Zu den Zelllysaten wurde jeweils 1 pL Benzonase gegeben und die Proben fiir
30 min bei 37 °C inkubiert. Die Uberstandsproben wurden im Verhiltnis 1:1 mit SDS-
Probenpuffer gemischt. Die Denaturierung der Proteinproben erfolgte durch Erhitzen der
Proben auf 95 °C fiir 5 min. Fiir die SDS-PAGE wurden jeweils 15 pL Probe eingesetzt.

Bei der SDS-PAGE handelt es sich um eine Methode zur Auftrennung von Proteinen nach
ihrer Grofle. Hierzu werden Gele aus einem Gemisch von Acrylamid und Bisacrylamid
verwendet. Dabei kann die Porengrofie des Gels anhand der Acrylamidkonzentration va-
riiert werden. Fiir kleine bis grofie Proteine kann so eine optimale Auftrennung erreicht
werden. Die schon oben angesprochene Denaturierung mittels Erhitzen linearisiert die
Proteinmolekiile, weiterhin werden Disulfidbriicken mittels 8-Mercaptoethanol redu-
ziert. Das negativ geladene Natriumdodecylsulfat (SDS) kann sich an die linearisierten
Proteine anlagern und erlaubt deren Trennung im elektrischen Feld. Das zur Auftrennung
der Proteine eingesetzte Gel hat ein weitporiges Sammelgel, in dem die Proteine fokus-
siert werden und ein engporiges Trenngel, in dem die eigentliche Auftrennung der Prote-
ine stattfindet. Die Gele setzten sich wie in Tabelle 2 angegeben zusammen.

Die denaturierten Proteinproben wurden in Taschen des Gels geladen und bei 110 V auf-

getrennt.
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Tabelle 2. Zusammensetzung der SDS-Gele.

Reagenz Trenngel 10 % Sammelgel 5 %
Wasser 4,1 mL 3,05 mL
Acrylamid/Bisacrylamid 3,3 mL 0,65 mL

1,5 M Tris-HCI pH 8,8 2,5 mL -

0,5 M Tris-HCl pH 6,8 - 1,25 mL

10 % SDS 100 pL 50 uL

10 % APS 50 pL 25 L
TEMED 5L 5uL

3.5.3 Proteintransfer auf eine Nitrozellulose-Membran (Western-Blot)

Fir die weiterfiihrende Analyse der Proteine miissen diese auf eine Nitrozellulose-
Membran transferiert werden. Dabei wurde das sogenannte Semi-Dry-Blot-Verfahren
verwendet. Dabei werden die durch das SDS negativ geladenen Proteine im elektrischen
Feld auf die Membran transferiert und dort aufgrund von hydrophoben Wechselwirkun-
gen dauerhaft gebunden. Fiir den Transfer wurden zunéchst drei Lagen Whatman-Papier
mit Towbin-Puffer getrinkt und auf die Anode im Boden der Blotting-Kammer gelegt.
Darauf folgten die ebenfalls mit Towbin-Puffer benetzte Nitrozellulose-Membran, das
SDS-Gel und abschlieffend drei weitere Lagen in Towbin-Puffer getrinkte Whatman-
Papiere. Der Deckel der Blotting-Kammer enthilt die Kathode. Der Proteintransfer wurde

fiir 2 h bei 0,8 mA/cm? Membran durchfiihrt.

3.5.4 Ponceaus Farbung

Um den Proteintransfer auf die Nitrozellulose-Membran zu iiberpriifen, wurden die Pro-
teine fiir drei Minuten mit PonceauS-Losung gefirbt. Der Farbstoff bindet reversibel an
die Amino-gruppen der Proteine. Nach dem Entfirben der Membran mit Wasser sind die

Proteinbanden zu erkennen.
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3.5.5 Immundetektion von Proteinen mittels ECL-Methode

Diese Methode erlaubt die Detektion spezifischer Proteine unter Verwendung der ent-
sprechenden Antikorper. Dazu wurden unspezifische Proteinbindestellen auf der Memb-
ran durch die Inkubation mit 5 % Milchpulverlésung blockiert (1 h, RT, Schiittler). Da-
durch wurde das Signal-zu-Hintergrund Verhiltnis verbessert. Anschlief}end wurden die
Primidrantikorper (8-Actin 1:10.000 und MMP-9 1:1.000 in PBS-T) zugegeben und
inkubiert (iiber Nacht, 4 °C, Schiittler). Der ungebundene Primédrantikdrper wurde durch
Waschschritte mit PBS-T (3x 5min) entfernt. Als Sekundérantikorper (anti-Maus-HRP
1:2.000 und anti-Ziege-HRP 1:5.000 in PBS-T) wurden jeweils Meerrettich Peroxidase
(HRP) konjugierte Antikorper verwendet. Die Inkubation erfolgte fiir 1h bei RT auf ei-
nem Schiittler. Uberschiissige Antikérper wurden durch abschlieRende Waschschritte
entfernt (3x 5min). Fiir die Detektion wurde ECL-Losung eingesetzt (1min Inkubation).
Die Peroxidase oxidiert dabei unter alkalischen Bedingungen Luminol zu 5-
Aminophtalsdure. Das entstehende Lumineszenz-Signal kann durch Auflegen eines Ront-
genfilms visualisert werden. Die Belichtungszeiten waren 30 s fiir MMP-9 und 1 s fiir £2-

Actin.

3.5.6 Gelatine-Zymographie

Bei der Gelatine-Zymographie (nach Millipore-Protokoll) handelt es sich um eine Metho-
de zum Nachweis enzymatischer Aktivitit proteolytischer Enzyme, wie z.B.
Matrixmetalloproteinasen. Zunidchst wurden 5x10* A549 Zellen in einer 12 Well-Platte
ausgesdt und fiir einen Tag inkubiert. Die Infektion erfolge mit einer MOI von 0,1 fiir eine
Stunde (Infektionsmedium RPMI 1640, 2 % FKS, 1 % Penicillin/Streptomycin). Danach
wurde ein Mediumwechsel durchgefiihrt (ebenfalls Infektionsmedium) und die Zellen fiir
1 d inkubiert (37 °C, 5 % CO). Fiir die Probenvorbereitung wurden die Uberstinde
sterilfiltriert (0,1 um Filter) und in fliissigem N: eingefroren. Die Zellen wurden mit
100 pL SDS-Probenpuffer (fiir Zymographie) lysiert und ebenfalls in fliissigem N2 einge-
froren. Die Lagerung der Proben erfolgte bei -20 °C. Zur Probenvorbereitung wurden zu

den Zelllysaten jeweils 0,5 pL. Benzonase gegeben und fiir 30 min bei 37 °C inkubiert. Fiir
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die Gelbeladung wurden je Probe 20 pL eingesetzt. Die Uberstinde wurden 1:1 mit SDS-
Probenpuffer (fiir Zymographie) gemischt und fiir 10 min bei RT inkubiert. Fiir die Gel-
beladung wurden je Probe 20 pL eingesetzt. Bei den eingesetzten Gelen handelte es sich
um normale 10% SDS-Gele, die jedoch zusitzlich 1 mg/mL Gelatine enthielten. Die Prote-
inauftrennung wurde mit 25 mA/Gel durchgefiihrt. Nach dem Gellauf wurden die Gele in
1x Renaturierungspuffer inkubiert (30 min, RT, Schiittler). Nach der Renaturierung der
Proteine wurden die Gele mit Zymographie-Entwicklerpuffer fiir 30 min bei RT
dquilibriert. Anschlieffend wurde neuer Zymographie-Entwickerpuffer zugegen und die
Gele bei 37 °C fiir 1 d inkubiert. Die Proteine wurden fiir 30 min gefarbt (Coomassie
Brilliant Blue 0,5 % (w/v)) und mit Enfirbelosung entfirbt (Methanol:Eisessig:Wasser
50:10:40). Die Entfirbung wurde solange durchgefiihrt, bis in den Bereichen enzymati-

scher Aktivitit klare Banden erkennbar waren.
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4 Ergebnisse

In der vorliegenden Arbeit sollte versucht werden, den therapeutischen Effekt von GLV-
1h68 zu verbessern. Dies soll {iber eine verstirkte Ausbreitung der Viruspartikel im Tu-
morgewebe angestrebt werden. Es konnte in vorangehenden Studien bereits gezeigt wer-
den, dass die extrazelluldre Matrix die Ausbreitung von Adenoviren behindert*®+. Durch
die Injektion der Viren GLV-1h169 bzw. GLV-1h255 in Tumor-tragende Miuse sollte es
zur Virus-vermittelten Expression von Relaxin 1 bzw. MMP-9 im Tumorgewebe kom-
men. Durch eine Relaxin-induzierte Expression von MMP-9 bzw. durch eine direkte
Uberexpression dieses Proteins kénnen Komponenten der EZM, wie z.B. Collagen IV
proteolytisch abgebaut werden. In dieser Arbeit wird der Einfluss der Virus-vermittelten
Uberexpression von Relaxin 1 und MMP-9 auf Komponenten der EZM, die Virus-

Ausbreitung, die Vaskulatur im Tumorgewebe sowie die Metastasierung und die Tumor-

regression untersucht.

4.1 Charakterisierung des onkolytischen rVACV GLV-1h169 (Relaxin 1)

4.1.1 Einsatz von DU145-Tumoren zur Analyse der Tumorregression und der Virus-

Ausbreitung unter Verwendung der Viren GLV-1h68 und GLV-1h169

4.1.1.1 Analyse des in vitro Replikationsverhaltens von GLV-1h68 und GLV-1h169

Fiir den Vergleich der Viren GLV-1h68 und GLV-1h169 in vivo ist es wichtig vorab zu
kléren, ob sie sich in ihrem Replikationsverhalten unterscheiden. Um zu ermitteln, ob die
Insertion des humanen Relaxin 1 Gens in den TK-Lokus dieses beeinflusst, wurde ein in
vitro Replikationsassay der Viren GLV-1h68 und GLV-1h169 mit DU145-Zellen durchge-
fithrt. Dabei zeigten beide Viren ein nahezu identisches Replikationsverhalten (Abbildung
13).

Grundsatzlich war zu beobachten, dass bis ca. 50 hpi der Virustiter in den Zellen héher

lag als im Uberstand. Zu diesem Zeitpunkt waren nahezu alle Zellen infiziert. Im weiteren
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Verlauf kam es zum Absterben der Zellen, wobei die Zelladhirenz weitestgehend verlo-

ren ging. Die bei der Lyse freiwerdenden Viruspartikel waren im Uberstand nachweisbar.
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Abbildung 13. In vitro Replikations-Assay mit GLV-1h68 und GLV-1h169 in DU145-Zellen.

DU145-Zellen wurden mit einer MOI von 0,1 mit den Viren GLV-1h68 und GLV-1h169 infiziert. 1, 6, 12, 24, 48, 72 Stunden
nach Infektion (hpi) wurden Zelllysate sowie Uberstinde gewonnen. Die Titerbestimmung wurde mittels Plaque Assay
durchgefiihrt. (A) Zeitlicher Verlauf der Virusreplikation getrennt fiir Zellen und Uberstidnde beider Viren. (B) Darstellung

der Gesamt-Titer fiir Zellen plus Ubersténde.

In diesem Replikationsassay konnte gezeigt werden, dass die Modifikation von GLV-
1h169 gegeniiber GLV-1h68 durch die Insertion des Relaxin 1-Gens in den TK-Locus kei-

nen Einfluss auf die virale Replikation hat.

4.1.1.2 Einfluss der Viren GLV-1h68 und GLV-1h169 auf das Wachstum von DU145-Xenograft-
Tumoren
Zur Analyse des Wachstumsverhaltens von DU145-Tumoren in athymischen Nacktméau-
sen wurde den Tieren PBS bzw. rVACV GLV-1h68 oder GLV-1h169 injiziert. Die Grofie
der Tumore nach der Virus- bzw. PBS-Injektion wurde alle 3-4 Tage bis zum Versuchsen-
de aufgezeichnet und als prozentuales Wachstum {iiber die Zeit dargestellt. Abbildung 14
zeigt, dass es in der Anfangsphase des Versuchs eine leichte Volumenzunahme bei Tumo-
ren von GLV-1h169-injizierten Mdusen gab. Gegen Ende des Versuchs kam es jedoch zu
einer Anndherung zwischen den Volumina der Tumore aus GLV-1h68- und jenen aus
GLV-1h169-injizierten Méusen. Bei Versuchsende waren die durchschnittlichen Volumi-
na von Tumoren aus GLV-1h68- bzw. GLV-1h169-injizierten Mausen auf dem Niveau des
Versuchsbeginns, wihrend es bei Tumoren aus PBS-injizierten Méusen zu einer deutli-

chen Zunahme der durchschnittlichen Volumina kam.
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Abbildung 14. Wachstum von DU145-Xenograft-Tumoren in athymischen Nacktmausen.

1x10’ DU145-Zellen wurden subkutan in die rechte Flanke von athymischen Foxn1™-Nacktméausen implantiert. Bei Errei-
chen eines durchschnittlichen Tumorvolumens von 500 mm® wurden den Tieren 5x10° PFU GLV-1h68 bzw. GLV-1h169
intravends in eine laterale Schwanzvene injiziert. Die durchschnittlichen Tumorvolumina zum Zeitpunkt O dpi wurden gleich

100 % gesetzt. Pro Gruppe wurden vier Tiere verwendet. Der Versuch wurde 28 dpi beendet.

Die Ergebnisse zeigten insgesamt, dass beide Virusstimme das Tumorwachstum signfikant
reduzierten und zur Regression der Tumormasse fiithrten. Jedoch konnte kein signifikan-

ter Unterschied zwischen den beiden rVACV-Stammen detektiert werden.

4.1.1.3 Nachweis von viral exprimiertem Relaxin 1 in Tumorproben

Um zu ermitteln, ob es zu einer spezifischen Expression von viral codiertem Relaxin 1 in
GLV-1h169-infizierten Bereichen von DUI145-Tumoren kam, wurden immunbhisto-
chemische Fiarbungen von Relaxin 1 in DU145-Tumorschnitten durchgefiihrt. Die Schnit-
te wurden 7 dpi hergestellt. Infizierte Bereiche konnten anhand der Expression des vira-
len Markergens GFP identifiziert werden.

Die Expression von Relaxin 1 kolokalisierte mit GFP-positiven GLV-1h169-infizierten
Tumorbereichen und war weder in GLV-1h68 infizierten noch in uninfizierten Kontroll-

tumoren nachweisbar (Abbildung 15).
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Abbildung 15. Expression von GLV-1h169 codiertem Relaxin 1 in DU145-Tumoren.

Immunhistochemische Farbung von viral codiertem Relaxin 1 in 100 um Agaroseschnitten aus DU145-Tumoren 7 dpi. Die
Darstellung zeigt die Expression des viralen Markerproteins GFP (griin) sowie die mittels Hoechst-Farbung visualisierten
Nuclei (blau). Relaxin 1 (rot) wurde mittels einem polyklonalen Relaxin 1 Kaninchen-Antikdper (Santa Cruz) und einem Cy3-

konjugiertem anti-Kaninchen Antikorper (Jackson ImmunoResearch) gefarbt. Alle Aufnahmen sind reprasentative Beispiele.

4.1.1.4 Analyse der rVACV-vermittelten Verdnderungen der extrazellularen Matrix und der vira-
len Ausbreitung in DU145-Tumorgewebe
Es wurde untersucht, ob es durch die Infektion mit den Viren GLV-1h68 und GLV-1h169
zu Verdnderungen des Gehalts von EZM-Proteinen in DU145-Tumoren kommt. Zu die-
sem Zweck wurden Tumorschnitte zum Zeitpunkt 7 dpi erstellt und auf ihren Collagen
IV- und Laminingehalt hin untersucht. Durch Relaxin wird eine Induktion der MMP-9-
Expression erwartet. Sowohl Collagen IV als auch Laminin sind Substrate dieser
Metalloproteinase. Collagen IV ist u.a. in der Basalmembran von Blutgefifien zu finden,
Laminin ist ebenfalls eine Komponente von Basalmembranen. Der Collagen IV-Gehalt
(Abbildung 16 A) war in GLV-1h68- und GLV-1h169-infizierten Tumorschnitten signifi-
kant niedriger als in uninfizierten Tumorschnitten. Weiterhin konnte gezeigt werden,
dass die Uberexpression von Relaxin 1 den Collagen IV-Gehalt in GLV-1h169-infizierten
Tumorschnitten signifikant im Vergleich zu GLV-1h68-infizierten Tumorschnitten er-
niedrigte. Der Laminin-Gehalt (Abbildung 16 B) war in GLV-1h68- und in GLV-1h169-
infizierten Tumorschnitten vergleichbar, jedoch signifikant niedriger als jener in

uninfizierten Tumorschnitten.
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Abbildung 16. Quantifizierung des Collagen IV- und Laminingehalts in DU145-Tumoren zum Zeitpunkt 7 dpi.

Zur Quantifizierung des Collagen IV- (A) und des Laminingehalts (B) wurden jeweils zwei nicht aufeinander folgende 100 um
Agarose-Tumorschnitte aus vier Tieren pro Gruppe verwendet. Aufnahmen der gesamten Schnitte wurden mit dem Maest-
ro-Imaging System erstellt und der Maestro-Software ausgewertet. Die Daten wurden fiir Zeit (s) und Flache (pixel) nor-

miert. Die Signifikanz wurden mittels Student’s t-Test berechnet. p-Werte: * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001.

Um zu untersuchen, ob diese Verdnderungen der EZM einen Einfluss auf die virale Aus-
breitung haben, wurde zum einen die GFP-Expression in DU145-Tumorschnitten unter-
sucht (Abbildung 17) und zum anderen der Virustiter aus GLV-1h68- und GLV-1h169-
infizierten Tumoren bestimmt (Abbildung 18).

Bei der Analyse der viralen Ausbreitung mittels Imaging der GFP-Expression in Tumor-
schnitten konnte zwischen GLV-1h68- und GLV-1h169-infizierten Tumorschnitten zum
Zeitpunkt 7 dpi kein statistisch signifikanter Unterschied festgestellt werden.

Mittels Plaque Assay wurden weiterhin die Virustiter (PFU/g Gewebe) von DU145-
Tumoren zu den Zeitpunkten 7, 21 und 28 dpi ermittelt. Es ist zu beobachten, dass die
Virustiter zum Ende des Versuchs im Vergleich zu 7 dpi absanken. Zwischen GLV-1h68-
und GLV-1h169-infizierten Tumoren gab es aber keine auffalligen Unterschiede.
Zusammenfassend konnte hier gezeigt werden, dass es zum Zeitpunkt 7 dpi ein statistisch
signifikant geringereren Collagen IV- und Laminingehalt in GLV-1h68- und in GLV-
1h169-infizierten Tumorschnitten im Vergleich zu uninfizierten Tumorschnitten gab.
Dieser beeinflusste die virale Ausbreitung jedoch nicht.

Bei der Analyse der onkolytischen Viren GLV-1h68 und GLV-1h169 in DU145-Tumoren
wurden keine Unterschiede bei der in vitro Replikation und der Tumorregression festge-
stellt. Weiterhin konnte eine spezifische Expression von Relaxin 1 in GLV-1h169-
infizierten Bereichen gezeigt werden. Ein statistisch signifikant geringerer Collagen IV-

und Laminingehalt in GLV-1h68- und GLV-1h169-infizierten Tumorschnitten im Ver-
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gleich zu uninfizierten Tumorschnitten zeigte keinen Einfluss auf die virale Ausbreitung

und die Virustiter in den untersuchten Tumoren.
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Abbildung 17. Quantifizierung der GFP-Expression in DU145-Tumorschnitten.

Fur die GFP-Quantifizierung in DU145-Tumorschnitten zum Zeitpunkt 7 dpi wurden jeweils zwei nicht aufeinander folgende
100 um Agarose-Tumorschnitte aus vier Tieren pro Gruppe verwendet. Aufnahmen der gesamten Schnitte wurden mit dem
Maestro-Imaging System erstellt und mit der Maestro-Software ausgewertet. Es wurde jeweils die Flache der GFP-

Expression und die Tumorschnittgesamtflache ermittelt und zur Berechnung des Prozentwerts verwendet.
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Abbildung 18. Bestimmung der Virustiter aus DU145-Tumoren.

Die Virustiterbestimmung (PFU/g Tumorgewebe) aus DU145-Tumoren erfolgte zu den Zeitpunkten 7, 21 und 28 dpi. Pro
Zeitpunkt wurden jeweils zwei Tiere verwendet. Als Puffer fir die Herstellung der Tumorlysate wurde 50 mM Tris-HCI pH
7,4, 2 mM EDTA, 2 mM Phenylmethylsulfonylfluorid sowie eine Proteinase-Inhibitortablette (Roche complete mini) pro 10
mL eingesetzt. Beim Plaque Assay wurden pro Probe zwei Verdliinnungsreihen und pro Verdiinnungsreihe Duplikate einge-

setzt.
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4.1.2 Verwendung von PC3-Tumor-tragenden Mausen zur Analyse des Einflusses der Vi-
ren GLV-1h68 und GLV-1h169 auf die Metastasierung in renalen und lumbalen

Lymphknoten

4.1.2.1 Nachweis von viral exprimiertem Relaxin in Tumorproben

Um zu ermitteln, ob es zu einer spezifischen Expression von viral codiertem Relaxin 1 in
GLV-1h169-infizierten Bereichen in PC3-Tumoren kam, wurden immunhistochemische
Farbungen von Relaxin 1 in PC3-Tumorschnitten durchgefiihrt. Die Schnitte wurden 38
dpi hergestellt. Infizierte Bereiche konnten anhand der Expression des viralen Markergens
GFP identifiziert werden.

Die Expression von Relaxin 1 kolokalisierte mit GFP-positiven GLV-1h169-infizierten
Tumorbereichen und war weder in GLV-1h68-infizierten noch in uninfizierten Kontroll-

tumoren nachweisbar (Abbildung 19).

PBS GLV-1h68 GLV-1h169

brightfield JGFP Relaxin1 [|brightfield brightfield Relaxin 1

overlay overlay overlay

Abbildung 19. Expression von GLV-1h169-codiertem Relaxin 1 in PC3-Tumoren.

Immunhistochemische Farbung von viral codiertem Relaxin 1 in 100 um Agaroseschnitten aus PC3-Tumoren 38 dpi. Die
Darstellung zeigt die Expression des viralen Markerproteins GFP sowie Hellfeldaufnahmen der Schnitte. Relaxin 1 wurde
mittels eines polyklonalen Relaxin 1 Kaninchen-Antiképers (Santa Cruz) und eines Cy3-konjugierten anti-Kaninchen Antikor-

per (Jackson ImmunoResearch) gefarbt. Alle Aufnahmen sind reprasentative Beispiele.

4.1.2.2 Einfluss der Viren GLV-1h68 und GLV-1h169 auf das Wachstum von PC3-Xenograft-
Tumoren

Fiir die Analyse des Wachstumsverhaltens von PC3-Tumoren in athymischen Nacktméau-

sen wurden die Tiere mit PBS bzw. den onkolytischen Viren GLV-1h68 oder GLV-1h169

injiziert. Die Grofse der Tumore nach der Virus- bzw. PBS-Injektion wurde wochentlich

bis zum Versuchsende aufgezeichnet. In Abbildung 20 ist das durchschnittliche Tumorvo-
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lumen iiber die Zeit aufgetragen. Das Volumen von Tumoren aus GLV-1h169-injizierten
Méusen regridierte tendenziell stirker als jenes von Tumoren aus GLV-1h68-injizierten
Mausen. Dieser Unterschied ist jedoch nicht signifikant. Bei Tumoren aus PBS-injizierten

Maéusen kam es bis zu Versuchsende zu einem ungehinderten Tumorwachstum.
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Abbildung 20. Wachstum von PC3-Xenograft-Tumoren in athymischen Nacktmausen.

2x10° PC3-Zellen wurden subkutan in die rechte Flanke von athymischen Foxn1™ Nacktmé&usen implantiert. Bei Erreichen
eines durchschnittlichen Tumorvolumens von 250 mm® wurde den Tieren 5x10° PFU GLV-1h68 bzw. GLV-1h169 intravends
in eine laterale Schwanzvene injiziert. In der GLV-1h169-Gruppe wurden 10 Tiere verwendet, in der PBS- und GLV-1h68-

Gruppe jeweils 14 Tiere, der Versuch wurde 38 dpi beendet.

Es konnte kein statistisch signifikanter Unterschied der Tumorregression zwischen den
Volumina von PC3-Tumoren aus GLV-1h68- und GLV-1h169-injizierten Méusen festge-

stellt werden.

4.1.2.3 Analyse des Einflusses von GLV-1h68 und GLV-1h169 auf lumbale und renale Lymphkno-
ten-Metastasen

U. Donat konnte bereits zeigen'’4, dass es in athymischen Nacktmdusen nach Implantation

eines PC3-Xenograft-Tumors im weiteren Verlauf zu einer Besiedelung der renalen und

lumbalen Lymphknoten durch Tumorzellen kommt. Durch das weitere Wachstum dieser

Zellen kommt es zu einer Vergrofierung dieser Lymphknoten und letztendlich zur Aus-
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bildung von Metastasen. Wurde diesen Méusen GLV-1h68 injiziert, kommt es wie bei den
Primdrtumoren zu einem therapeutischen Effekt. Im Rahmen dieser Arbeit sollte unter-
sucht werden, ob die Expression von Relaxin 1 die Metastasierung in PC3-Tumor-
tragenden Miusen beeinflusst. Nach Relaxin-Expression ist eine Induktion der MMP-9-
Expression zu erwarten. Der MMP-9-mediierte enzymatische Abbau von EZM-
Komponenten koénnte eine Herausldsung von Tumorzellen aus dem Primartumor erleich-
tern und damit die Metastasierung begiinstigen. In Abbildung 21 ist das Volumen jeweils

fiir lumbale und renale Lymphknoten sowie die Summe beider dargestellt.
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Abbildung 21. Bestimmung des Volumens renaler und lumbaler Lymphknoten in PC3-Tumor-tragenden Mausen.

Zur Bestimmung der Volumina renaler und lumbaler Lymphknoten in PC3-Tumor-tragenden Mausen 57 Tage nach Implan-
tation und 38 dpi wurden 2x10° Zellen subkutan in die rechte Flanke von athymischen Nacktmdusen implantiert und bei
Erreichen eines durchschnittlichen Tumorvolumens von 250 mm® mit 5x10° PFU GLV-1h68 bzw. GLV-1h169 intravends in
die Schwanzvene injiziert. Die Bestimmung der LymphknotengrofRe erfolgte nach der Formel: Lange x Breite’ x 0,5. Es wur-
den sieben GLV-1h169 injizierte Tiere, sowie zehn PBS- bzw. GLV-1h68-injizierte Tieren verwendet. Die Signifikanz wurde

mittels Student’s t-Test berechnet. p-Werte: * p <0,05, ** p <0,01, *** p < 0,001.
Die Lymphknoten der GLV-1h68- bzw. GLV-1h169-injizierten Tiere sind signifikant
kleiner als jene von PBS-injizierten Tieren, jedoch in GLV-1h169-injizierten Tieren signi-

fikant grofier als in GLV-1h68-injizierten Tieren.
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Um die Reproduzierbarkeit dieses Unterschieds zu iiberpriifen, wurde ein weiterer Ver-

such durchgefiihrt (Abbildung 22).
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Abbildung 22. Bestimmung des Volumens renaler und lumbaler Lymphknoten in PC3-Tumor-tragenden Mausen.

Zur Bestimmung der Volumina renaler und lumbaler Lymphknoten in PC3-Tumor-tragenden Mausen 53 Tage nach Implan-
tation und 35 dpi wurden 2x10° Zellen subkutan in die rechte Flanke von athymischen Nacktmdusen implantiert und bei
Erreichen eines durchschnittlichen Tumorvolumens von 250 mm?® mit 5x10° PFU GLV-1h68 bzw. GLV-1h169 intravends in
die Schwanzvene injiziert. Die Bestimmung der LymphknotengroRe erfolgte nach der Formel: Lange x Breite® x 0,5. Es wur-
den vier GLV-1h68 injizierte Tiere, sowie sechs PBS- bzw. GLV-1h169-injizierte Tieren verwendet. Die Signifikanz wurde

mittels Student’s t-Test berechnet. p-Werte: * p <0,05, ** p <0,01, *** p < 0,001.

Bei diesem Experiment wurde wiederum eine signifikant geringere Lymphknotengrofie
bei GLV-1h68- und GLV-1h169-injizierten Tieren als bei PBS-injizierten festgestellt.
Zwischen GLV-1h68- und GLV-1h169-injizierten Tieren wurde jedoch kein signifikanter

Unterschied festgestellt.

Wie bereits in DU145-Tumoren konnte auch im PC3-Tumoren eine spezifische Expressi-
on von Relaxin 1 in GLV-1h169-infizierten Bereichen gezeigt werden. Beide Viren zeig-
ten einen vergleichbaren therapeutischen Effekt. Weiterhin konnten in GLV-1h68- und
in GLV-1h169-injizierten Tieren gegeniiber PBS-injizierten Tieren renal und lumbale

Lymphknoten von signifikant geringerer Grofie nachgewiesen werden.
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4.1.3 Einsatz von C33A-Tumor-tragenden Mausen zur Analyse der Tumorregression und

viralen Ausbreitung von GLV-1h68 und GLV-1h169

4.1.3.1 Einfluss von GLV-1h68 und GLV-1h169 auf das Wachstum von C33A-Xenograft-Tumoren

Zur Untersuchung des Wachstumsverhaltens von C33A-Tumoren in athymischen
Nacktméusen wurden diese mit PBS, bzw. den rVACV GLV-1h68 oder GLV-1h169 inji-
ziert. Wihrend des Versuchs wurden die Tumorvolumina gemessen. Abbildung 23 zeigt

die durchschnittlichen Tumorvolumina iiber die Zeit.
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Abbildung 23. Wachstum von C33A-Xenograft-Tumoren in athymischen Nacktmausen.

5x10° C33A-Zellen wurden subkutan in die rechte Flanke von athymischen Foxn1™ Nacktmausen implantiert. Bei Erreichen
eines Tumorvolumens von 250 mm® wurden den Tieren 5x10° PFU GLV-1h68 bzw. GLV-1h169 intravends in eine laterale
Schwanzvene injiziert. In der GLV-1h169-Gruppe wurden finf Tiere verwendet, in der PBS- und GLV-1h68-Gruppe jeweils

vier Tiere, der Versuch wurde 21 dpi beendet.
Bei den Tumoren von GLV-1h68- bzw. GLV-1h169-injzierten Mdusen kam es zu einer

deutlichen Regression, wihrend die Volumina von Tumoren aus PBS-injizierten Mausen

zugenommen haben.
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4.1.3.2 Quantifizierung von Komponenten der extrazellularen Matrix und der MMP-9-Expression
in GLV-1h68 bzw. GLV-1h169 infizierten C33A-Tumoren

Es wurde untersucht, ob es durch die Infektion mit den Viren GLV-1h68 und GLV-1h169
zu Verdnderungen des Gehalts von EZM-Proteinen in C33A-Tumoren kommt. Zu diesem
Zweck wurden Tumorschnitte zu den Zeitpunkten 7 und 14 dpi erstellt und auf ihren
Collagen IV-Gehalt hin untersucht. Durch die Relaxin-Expression wird eine Induktion
der MMP-9-Expression erwartet. Collagen IV ist ein Substrat dieser Metalloproteinase
und ist u.a. in der Basalmembran von Blutgefifen zu finden.

Zum Zeitpunkt 7 dpi wurde ein signifikant hoherer Collagen IV-Gehalt in GLV-1h68-
bzw. GLV-1h169-infizierten Tumorschnitten als in uninfizierten Tumorschnitten ermit-
telt (Abbildung 24 A). Bei 14 dpi wurde in GLV-1h68-infizierten Tumorschnitten ein sig-
nifikant hoherer Collagen IV-Gehalt als in uninfizierten Tumorschnitten gefunden

(Abbildung 24 B).
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Abbildung 24. Quantifizierung des Collagen IV-Gehalts in C33A-Tumoren.

Es wurden jeweils drei nicht aufeinander folgende 100 um Agarose-Tumorschnitte aus vier Tumoren pro Gruppe verwen-
det. Aufnahmen der gesamten Schnitte wurden mit dem Maestro-Imaging System erstellt und der Maestro-Software aus-
gewertet. Die Daten wurden fur Zeit (s) und Flache (pixel) normiert. Die Signifikanz wurde mittels Student’s t-Test berech-
net. p-Werte: * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001. Die Quantifizierung des Collagen IV-Gehalts in DU145 Tumorschnitten
wurde zu den Zeitpunkten 7 (A) und 14 dpi (B) durchgefiihrt.

Als weitere Komponenten der EZM wurden Collagen I und Laminin untersucht. Collagen
I ist das am héufigsten vorkommende Collagen und kein Substrat von MMP-9. Laminin ist
eine Komponente der Basalmembran und kann durch MMP-9 gespalten werden. Fiir Col-
lagen I und Laminin wurde ein signifikant erhohter Gehalt in GLV-1h68- bzw. GLV-

1h169-infizierten Tumorschnitten gegeniiber uninfizierten Tumorschnitten gefunden
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(Abbildung 25). Da Collagen IV und Laminin Substrate von MMP-9 sind wurde dessen

Expression zum Zeitpunkt 14 dpi untersucht.
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Abbildung 25. Quantifizierung des Collagen I- und Laminingehalts in C33A-Tumoren.

Es wurden jeweils drei nicht aufeinander folgende 100 um Agarose-Tumorschnitte aus vier Tieren pro Gruppe verwendet.
Aufnahmen der gesamten Schnitte wurden mit dem Maestro-Imaging System erstellt und der Maestro-Software ausgewer-
tet. Die Daten wurden flr Zeit (s) und Flache (pixel) normiert. Die Signifikanz wurde mittels Student’s t-Test berechnet. p-
Werte: * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001. Die Quantifizierung des Collagen I- (A) und Laminingehalts (B) in DU145-

Tumorschnitten wurde zum Zeitpunkt 14 dpi durchgefiihrt.

Abbildung 26 zeigt, dass es in GLV-1h68- bzw. GLV-1h169-infizierten Tumorschnitten zu
einer signifikanten Erhéhung der MMP-9 Expression gegeniiber uninfizierten Tumor-
schnitten kam. Im Zuge der viral-bedingten Inflammation kommt es zu einer Erhhung
der MMP-9 Expression. Durch die Expression von viral codiertem Relaxin kam es jedoch
nicht zu der erwarteten weiteren Erhohung, bedingt durch eine Relaxin-induzierte Ex-
pression von MMP-9.

Zusammenfassend konnte bei der Analyse des Collagen I-, IV- und Laminingehalts in
GLV-1h68- bzw. GLV-1h169-infizierten Tumorschnitten eine signifikante Erhohung ge-
geniiber uninfizierten Tumorschnitten ermittelt werden. Ebenso war die MMP-9 Expres-
sion in GLV-1h68- bzw. GLV-1h169-infizierten Tumorschnitten signifikant héher als in
der uninfizierten Tumorschnitten. Zwischen GLV-1h68- und GLV-1h169- infizierten
Tumorschnitten zeigten sich keine Unterschiede im Expressionslevel von MMP-9 und

dem Gehalt der EZM-Proteine.
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Abbildung 26. Quantifizierung der MMP-9-Expression in C33A-Tumoren, 14 dpi.

Es wurden drei nicht aufeinander folgende 100 um Agaroseschnitte pro Tumor aus jeweils vier Tieren pro Gruppe verwen-
det und mit einem polyklonalen Ziege Anti-MMP-9 Antikérper (Neuromics) und einem Cy5-konjugiertum Anti-Ziege (Jack-
son ImmunoResearch) gefarbt. 10x Aufnahmen (Leica MZ16FA) der Schnitte wurden mittels der Software ImageJ ausgewer-
tet. Dazu wurde jeweils die Gesamtschnittfliche mittels Hoechst-Signal und die Flache des MMP-9 Signals tberhalb des
Schwellenwertes (Image) Threshold 9/255) bestimmt und daraus der Prozentwert (Fliche MMP-9/Gesamtflache) berech-
net. Die Signifikanz wurde mittels Student’s t-Test berechnet. p-Werte: * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p <0,001.

4.1.3.3 Analyse der viralen Ausbreitung und der Virustiter in C33A-Tumoren

Die Expression des viralen Markerproteins GFP erlaubt es, infizierte und nicht-infizierte
Bereiche in Tumoren zu unterscheiden. Fiir die Untersuchung der viralen Ausbreitung zu
den Zeitpunkten 7 und 14 dpi in C33A-Tumoren wurde daher eine Quantifizierung der
GFP-Expression durchgefiihrt. Zu beiden Zeitpunkten konnten keine signifikanten Un-
terschiede in der GFP-Expression zwischen GLV-1h68- und der GLV-1h169-infizierten
Tumorschnitten festgestellt werden (Abbildung 27).

Zusitzlich wurden die Virustiter (PFU/g Gewebe) von GLV-1h68- bzw. GLV-1h169-
infizierten C33A-Tumoren zu den Zeitpunkten 7 und 14 dpi bestimmt. Zwischen den
Virustitern der GLV-1h68- bzw. GLV-1h169-infizierten Tumoren konnten zu beiden
Zeitpunkten keine signifikanten Unterschiede festgestellt werden (Abbildung 28).

Sowohl bei der viralen Ausbreitung, als auch bei den Virustitern gab es zu den Zeitpunk-
ten 7 und 14 dpi zwischen GLV-1h68- bzw. GLV-1h169- infizierten Tumoren keine signi-

fikanten Unterschiede.
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Abbildung 27. Quantifizierung der GFP-Expression in C33A-Tumoren.

Es wurden jeweils drei nicht aufeinander folgende 100 um Agarose-Tumorschnitte aus drei Tieren pro Gruppe verwendet.
Aufnahmen der gesamten Schnitte wurden mit dem Maestro-Imaging System erstellt und mit der Maestro-Software aus-
gewertet. Es wurde jeweils die Flache der GFP-Expression und die Tumorschnittgesamtflache ermittelt und zur Berechnung
des Prozentwerts (Fliche GFP/Gesamtflache) verwendet. Die Quantifizierung der GFP-Expression in C33A Tumoren wurde

zu den Zeitpunkten 7 dpi (A) und 14 dpi (B) durchgefiihrt.
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Abbildung 28. Bestimmung der Virustiter aus C33A-Tumoren.
Es wurden Lysate von GLV-1h68- bzw. GLV-1h169-infizierten Tumoren in PBS hergestellt. Mittels Plaque Assay wurden die
Virustiter (PFU/g Tumorgewebe) der jeweiligen Proben ermittelt. Pro Gruppe wurden jeweils vier Tiere verwendet. Die

Titerbestimmung wurde 7 und 14 dpi durchgefihrt.

4.1.3.4 Bestimmung der BlutgefiBdichte und —permeabilitat in C33A-Tumoren

Um zu ermitteln, ob die Virus-mediierte Expression von Relaxin 1 einen Einfluss auf die
Angiogenese hat, wurde die Blutgefifddichte in C33A-Tumoren bestimmt. Es wird erwar-
tet, dass es durch die Relaxin-Expression zu einer Induktion der VEGF- und MMP-9-
Expression kommt. Durch den MMP-9 vermittelten Abbau von Matrixkomponenten

kann ebenfalls VEGF freigesetzt werden. Abbildung 29 zeigt die Mittelwerte der Blutge-
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fifle pro Tumorschnitt aller Gruppen, zwischen denen keine signifikanten Unterschiede
festgestellt werden konnten. Weiterhin wurde die Permeabilitit der Blutgefifie mittels
der Extravasation von Hiithner IgG untersucht, da die Basalmembran von Blutgefifien
Collagen IV enthilt und dieses ein Substrat von MMP-9 ist. Zum Zeitpunkt 7 dpi war die
Extravasation von IgG in GLV-1h68- bzw. GLV-1h169- infizierten Tumorschnitten hoher
als in uninfizierten Tumorschnitten, aber zugleich in GLV-1h169-infizierten Tumor-
schnitten signifikant niedriger als in GLV-1h68-infizierten Tumorschnitten (Abbildung
30 A). Bei 14 dpi war die Extravasation in GLV-1h68- bzw. GLV-1h169- infizierten Tu-
morschnitten signifikant gegentiber uninfizierten Tumorschnitten erhéht (Abbildung 30

B).
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Abbildung 29. Bestimmung der BlutgefiRdichte in C33A-Tumoren, 7 dpi.

Zum Ermitteln der BlutgefaRdichte wurden jeweils drei nicht aufeinander folgende Schnitte aus drei Tumoren pro Gruppe
verwendet. Von jedem Schnitt wurden drei Bilder in 100x VergroBerung (Leica MZ16FA) erstellt. Es wurden jene GefdRe
gezahlt, die sieben in gleichem Abstand zueinander eingezeichnete Linien kreuzten. Die immunhistochemische Farbung
erfolgte mittels eines monoklonalen Hamster-CD31-Antikérpers (Millipore) und eines DyLight 649-konjugiertem anti-

Hamster-Antikorpers (Jackson ImmunoResearch).

Die Experimente zeigten keine Unterschiede der Blutgefifidichte, allerdings zeigte sich
eine signifikante erhohte Permeabilitit der Blutgefifie in GLV-1h68- bzw. GLV-1h169-

infizierten Tumorschnitten gegeniiber uninfizierten Tumorschnitten.
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Abbildung 30. Extravasation von Hiihner IgG in C33A-Tumoren.

Zur Analyse der Extravasation wurden sechs Stunden vor dem Toten der Tiere je 0,18 mg Hihner IgG in 100 pL PBS i.v.
injiziert. Es wurden drei nicht aufeinander folgende Schnitte pro Tumor aus jeweils vier Tieren pro Gruppe verwendet und
mit einem Cy3-konjugiertem Anti-Huhner-Antikdrper gefarbt. Aufnahmen der gesamten Schnitte wurden mit dem Maestro-
Imaging System erstellt und mit der Maestro-Software ausgewertet. Die Daten wurden fir Zeit (s) und Flache (pixel) nor-
miert. Die Signifikanz wurde mittels Student’s t-Test berechnet. p-Werte: * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001. Die

Extravasation wurde zu den Zeitpunkten 7 (A) und 14 dpi (B) untersucht.

4.1.3.5 Expression von Relaxin 1, MMP-9 und MHC Il in Randbereichen und inneren Bereichen
von C33A-Tumoren
Wie bereits in DU145- und PC3-Tumoren konnte auch in C33A-Tumoren gezeigt wer-
den, dass Relaxin 1 spezifisch in GLV-1h169-infizierten Bereichen exprimiert wird
(Abbildung 31). In C33A-Tumorschnitten wurden aber noch zusitzlich Farbungen fiir
MMP-9 und MHC II durchgefiihrt (Abbildung 31, Abbildung 32). MHC II wird von B-
Zellen, Monocyten, Macrophagen und dendritischen Zellen produziert. Diese Zellen sind
fiir die Expression von MMPs, wie z.B. MMP-9 von Bedeutung. In Abbildung 31 sind
Randbereiche und innere Bereiche von Tumoren dargestellt. In beiden Bereichen wird in
GLV-1h169-infizierten Zonen Relaxin 1 exprimiert, wihrend eine Expression von MMP-
9 nur in den Tumorrandbereichen festgestellt werden konnte, dies jedoch in allen Grup-
pen, wobei in GLV-1h68-und GLV-1h169-infizierten Tumorschnitten ein ausgepragteres
Signal gefunden wurde. In Abbildung 32 wird eine Doppelfirbung von MMP-9 und MHC
Il gezeigt. In diesem Fall konnte eine deutliche Uberlappung zwischen der MMP-9-
Expression und MHC II-positiven Zellen in den Tumorrandbereichen nachgewiesen wer-
den, wihrend im inneren Bereich nur vereinzelte MMP-9-exprimierende bzw. MHC II-

positive Zellen gefunden wurden.
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Abbildung 31. Expression von Relaxin 1 und MMP-9 in C33A-Tumoren.

Expression von Relaxin 1 und MMP-9 in Randbereichen (A) und inneren Bereichen (B) von C33A-Tumorschnitten zum Zeit-
punkt 7 dpi. Fur die immunhistochemischen Farbungen wurden 100 um Agaroseschnitte verwendet. Relaxin 1 (rot) wurde
mit einem polyklonalen Kaninchen Relaxin 1-Antikorper (Santa Cruz) und einem Cy3-konjugiertem anti-Kaninchen-
Antikorper (Jackson ImmunoResearch), MMP-9 (blau) mit einem polyklonalen Ziege MMP-9 Antikérper (Neuromics) und
einem Cy5-konjugiertem anti-Ziege-Antikérper (Jackson ImmunoResearch) gefarbt. Nuclei (weiB) wurden mittels Hoechst-

Farbung visualisiert. Alle Aufnahmen sind reprasentative Beispiele.
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Abbildung 32. Expression von MHC Il und MMP-9 in C33A-Tumoren.

Expression von MHC Il und MMP-9 in Randbereichen (A) und inneren Bereichen (B) von C33A-Tumorschnitten zum Zeit-
punkt 7 dpi. Fir die immunhistochemischen Farbungen wurden 100 um Agaroseschnitte verwendet. MHC Il (rot) wurde mit
einem polyklonalen Ratte MHC II-Antikérper (eBioscience) und einem Cy3-konjugiertem anti-Ratte-Antikorper (Jackson
ImmunoResearch), MMP-9 (blau) mit einem polyklonalen Ziege MMP-9 Antikérper (Neuromics) und einem Cy5-
konjugierten anti-Ziege-Antikorper (Jackson ImmunoResearch) gefarbt. Nuclei (wei) wurden mittels Hoechst-Farbung

visualisiert. Alle Aufnahmen sind reprasentative Beispiele.
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In C33A-Tumoren zeigten GLV-1h68 und GLV-1h169 einen vergleichbaren therapeuti-
schen Effekt. Bei der Analyse des Collagen I-, IV- und Laminingehalts zeigte sich eine
signifikante Erhohung in GLV-1h68- bzw. GLV-1h169-infizierten Tumorschnitten ge-
geniiber uninfizierten Tumorschnitten. Ebenso zeigte das Expressionslevel von MMP-9
eine signifikante Erhohung in GLV-1h68- bzw. GLV-1h169-infizierten Tumorschnitten
gegeniiber uninfizierten Tumorschnitten. In der viralen Ausbreitung und den Virustitern
zeigten sich zu den untersuchten Zeitpunkten keine signifikanten Unterschiede, ebenso in
der Blutgefafidichte. Die Extravasation von Hithner IgG war jedoch in GLV-1h68- bzw.
GLV-1h169-infizierten Tumorschnitten signifikant hoher als in uninfizierten Tumor-
schnitten. Immunhistochemische Untersuchungen zeigten eine spezifische Relaxin 1-
Expression in GLV-1h169-infizierten Bereichen, sowie eine Korrelation zwischen der

MMP-9-Expression und MHC II-positiven Zellen in Tumorrandbereichen.

4.2 Charakterisierung von GLV-1h255 in PC3-Tumor-tragenden Mausen

4.2.1 Expression von viral codiertem MMP-9 in GLV-1h255- und GLV-1h256-infizierten
PC3-Zellen

Die Expression von MMP-9 in GLV-1h255- und GLV-1h256-infizierten PC3-Zellen wur-
de in vitro mittels Western Blot tiberpriift. Bei GLV-1h255 befindet sich das humane
MMP-9 Gen unter Kontrolle des synthetischen ear/y Promotors, bei GLV-1h256 unter der
des synthetischen /ate Promotors. Beide Promotoren unterscheiden sich in ihrer Expressi-
onsstirke, weshalb beim /ate Promotor eine hohere Proteinmenge als beim ear/y Promo-
tor zu erwarten ist. Da MMP-9 ein sezerniertes Protein ist, wurden sowohl Zelllysate als
auch Uberstandsproben untersucht. Das Protein hat eine molekulare Masse von 92 kDa.
Zur Kontrolle der Gelbeladung wurde £8-Actin verwendet. Abbildung 33 zeigt, dass im
Western Blot MMP-9 in Lysaten von GLV-1h255- bzw. GLV-1h256-infizierten Zellen
nachgewiesen werden konnte. Zusdtzlich wurde konnte eine geringe Menge MMP-9 Pro-

tein im Uberstand von GLV-1h256 infizierten Zellen nachgewiesen werden.
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Abbildung 33. MMP-9 Expression in virusinfizierten PC3-Zellen.

Western Blot fur MMP-9 und R-Actin. PC3-Zellen wurden mit einer MOI von 1 mit den Viren GLV-1h68, GLV-1h255 und GLV-
1h256 infiziert. Die Zelllysate und Uberstinde wurden nach 1 d Inkubation in serumfreiem Medium gewonnen. Fiir die SDS-
PAGE wurde ein 10%iges SDS-Gel verwendet. Die Uberstidnde wurden sterilfiltriert, um Viruspartikel zu entfernen. NI: nicht

infizierte Kontrolle. MMP-9 ist ein Protein von 92 kDa, B-Actin hat eine molekulare Masse von 42 kDa.

4.2.2 Nachweis der enzymatischen Aktivitit von MMP-9 in GLV-1h255- und GLV-1h256-

infizierten A549-Zellen und deren Uberstinden

Zusitzlich zur Proteinexpression in Virus-infizierten PC3-Zellen konnte die enzymati-
sche Aktivitdt von viral {iberexprimiertem MMP-9 mittels Gelatine-Zymographie gezeigt
werden. Bei diesem Experiment wurden A549-Zellen verwendet, da diese fiir die Protein-
iiberexpression nach rVACV-Infektion besonders geeignet sind.

In Abbildung 34 ist zu erkennen, dass es nur bei den Proben der beiden MMP-9-Viren
und bei der Positivkontrolle Trypsin zu einer enzymatischen Spaltung des Gelatins kam.
Weiterhin wurde eine Zymographie mit PC3-Proben durchgefiihrt (nicht gezeigt), dabei
konnten, neben den spezifischen MMP-9 Banden weitere Banden durch den
proteolytischen Abbau der Gelatine gefunden werden, die jedoch in sowohl in Protein-
proben von GLV-1h256-, GLV-1h255-, GLV-1h68- bzw. nicht infizierten Zellen auftra-
ten.

Mittels Western-Blot konnte gezeigt werden, dass es in vitro zu einer Expression von viral
codiertem MMP-9 in PC3-Zellen kommt und dass in GLV-1h255- und GLV-1h256-

infizierten A549-Zellen exprimiertes MMP-9 enzymatisch aktiv ist.
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Abbildung 34. Funktionsnachweis fir MMP-9.

Gelatine-Zymographie mit Zelllysaten und Uberstinden infizierter A549-Zellen. Die Zellen wurden mit MOI 0,1 mit den
Viren GLV-1h68, GLV-1h169, GLV-1h255 bzw. GLV-1h256 infiziert. Die Proteinlysate wurden nach 1 d Inkubation hergestellt
und unter nicht-reduzierenden Bedingungen mittels SDS-Gelelektrophorese aufgetrennt (10%iges SDS-Gel mit 1 mg/mL

Gelatine). Pos: Positiv-Kontrolle Trypsin (PAA).

4.2.3 Einfluss der onkolytischen Viren GLV-1h68 und GLV-1h255 auf das Wachstum von

PC3-Xenograft-Tumoren

Fiir die Analyse des Wachstumsverhaltens von PC3-Tumoren in athymischen Nacktméu-
sen wurden die Tiere mit PBS bzw. den onkolytischen Viren GLV-1h68, GLV-1h255 oder
GLV-1h256 injiziert. Die Grofde der Tumore nach der Virus- bzw. PBS-Injektion wurde
wochentlich bis zum Versuchsende aufgezeichnet. Tumore in GLV-1h256-injizierten
Mausen zeigten gegeniiber Tumoren in GLV-1h68-injizierten Méusen keine verbesserte
Regression (nicht gezeigt). Daher wurde bei den nachfolgenden Experimenten ausschlief3-
lich GLV-1h255 verwendet. Tumore aus GLV-1h255-injizierten Miusen zeigten eine ten-
denziell stirkere Regression als solche aus GLV-1h68-injizierten Mausen. Zum Zeitpunkt
24 dpi wurde mittels Student’s rtest ein p-Wert von 0,06 zwischen den Volumina von

Tumoren aus GLV-1h255-injizierten Mdusen und jenen aus GLV-1h68-injizierten Méu-
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sen erhalten (Abbildung 35). Tumore in PBS-injizierten Mdusen zeigten ein ungehinder-

tes Wachstum.
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Abbildung 35. Wachstum von PC3-Xenograft-Tumoren in athymischen Nacktmdusen.

2x10° PC3-Zellen wurden subkutan in die rechte Flanke von athymischen Foxn1™ Nacktmé&usen implantiert. Bei Erreichen
eines Tumorvolumens von 250 mm® wurden den Tieren 5x10° PFU GLV-1h68 bzw. GLV-1h255 intravends in eine laterale
Schwanzvene injiziert. In der PBS-Gruppe wurden sechs Tiere verwendet, in den beiden rVACV-Gruppen jeweils sieben
Tiere, der Versuch wurde 24 dpi beendet. Die Signifikanz wurde mittels Student’s t-Test berechnet. p-Werte: * p < 0,05, **
p<0,01, ¥** p <0,001.

4.2.4 Analyse des Einflusses der Viren GLV-1h68 und GLV-1h255 auf lumbale und renale

Lymphknoten-Metastasen in PC3-tumortragenden Mausen

Um zu iiberpriifen, ob viral exprimiertes MMP-9 einen Einfluss auf die Metastasierung in
PC3-Tumor-tragenden Midusen hat, wurden die Volumina der renalen und lumbalen
Lymphknoten untersucht. Durch die MMP-9 Aktivitit kommt es zum Abbau von EZM-
Proteinen und einem erleichterten Herauslosen von Zellen aus dem Primértumor. Diese
konnen die Bildung von Metastasen begiinstigen. Zu den Zeitpunkten 7 und 16 dpi, bzw.
30 und 39 Tage nach Implantation, konnten zwischen den Volumina der Lymphknoten
von GLV-1h68-, GLV-1h255- bzw. PBS-injizierten Mausen keine signifikanten Unter-

schiede ermittelt werden (Abbildung 36).
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Abbildung 36. Bestimmung des Volumens renaler und lumbaler Lymphknoten in PC3-Tumor-tragenden Mausen.

Zur Bestimmung des Volumens renaler und lumbaler Lymphknoten in PC3-tumortragenden Mausen 7 (A) und 16 dpi (B) (30
und 39 d nach Implantation) wurden 2x10° Zellen subkutan in die rechte Flanke von athymischen Nacktmausen implantiert
und bei Erreichen eines durchschnittlichen Tumorvolumens von 250 mm?® mit 5x10° PFU GLV-1h68 bzw. GLV-1h169 intrave-
nds in eine laterale Schwanzvene injiziert. Die Bestimmung der Lymphknotengréf3e erfolgte nach der Formel: Lange x Brei-

te? x 0,5. In der PBS-Gruppe wurden jeweils drei Tiere und in den rVACV-Gruppen jeweils vier Tiere pro Zeitpunkt verwen-

det.
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Abbildung 37. Bestimmung des Volumens renaler und lumbaler Lymphknoten in PC3-Tumor-tragenden Mausen.

Zur Bestimmung des Volumens renaler und lumbaler Lymphknoten in PC3-tumortragenden Mausen 24 dpi (48 d nach Im-
plantation) wurden 2x10° Zellen subkutan in die rechte Flanke von athymischen Nacktmausen implantiert und bei Erreichen
eines durchschnittlichen Tumorvolumens von 250 mm?® mit 5x10° PFU GLV-1h68 bzw. GLV-1h169 intravenés in eine laterale
Schwanzvene injiziert. Die Bestimmung der LymphknotengréRRe erfolgte nach der Formel: Lange x Breite® x 0,5. In der PBS-
Gruppe wurden sechs Tiere, in den rVACV-Gruppen jeweils sieben Tiere eingesetzt. Die Signifikanz wurde mittels Student’s

t-Test berechnet. p-Werte: * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p <0,001.
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48 Tage nach Implantation und 24 dpi wurden in GLV-1h68- bzw. GLV-1h255-injizierten
Méusen Lymphknoten von signifikant geringer Grofie als in PBS-injizierten Méusen ge-
funden (Abbildung 37).

GLV-1h255-infizierte Tumoren zeigten eine gegeniiber GLV-1h68-infizierten Tumoren
tendenziell verstirkte Tumorregression. Weiterhin fithrte die Uberexpression von MMP-9
in GLV-1h255-infizierten Tumorzellen zu keinem negativen Effekt auf Metastasierung in

renale und lumbale Lymphknoten PC3-Tumor-tragender Méuse.

4.2.5 Analyse der Verdnderungen der extrazelluldren Matrix und der MMP-9-Expression

in GLV-1h68- bzw. GLV-1h255-infizierten PC3-Tumoren

Um zu ermitteln, ob es durch eine Virus-vermittelte Uberexpression von MMP-9 zu Ver-
dnderungen der extrazelluliren Matrix kommt, wurde der Collagen IV-Gehalt in PC3-
Tumorschnitten bestimmt. Collagen IV kommt u.a. in der Basalmembran von Blutgefidfsen

vor und wird durch MMP-9 gespalten. Bei der Quantifizierung (Abbildung 38) wurde
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Abbildung 38. Quantifizierung des Collagen IV-Gehalts in PC3-Tumoren, 7 dpi.

Es wurden je drei Aufnahmen aus infizierten (vv) und nicht-infizierten (nv) Bereichen (100x, Leica MZ16FA) pro Schnitt von
je drei nichtaufeinanderfolgenden Schnitten aus je drei Tumoren pro Gruppe verwendet. Zur Ermittlung der Prozentwerte
wurde die Software Image) eingesetzt (Threshold fiir Quantifizierung fiir Collagen IV 8/255). Die Signifikanz wurde mittels

Student’s t-Test berechnet. p-Werte: * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001.

in GLV-1h255-infizierten Bereichen ein signifikant geringerer Collagen IV-Gehalt als in
GLV-1h68-infizierten Bereichen gefunden. Ebenfalls wurde in Tumorschnitten der PBS-
Gruppe ein gegeniiber GLV-1h68-infizierten und nicht-infizierten Bereichen signifikant

niedrigerer Collagen IV-Gehalt ermittelt.
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Weiterhin wurde gepriift, ob es zu einer spezifischen Expression von MMP-9 in GLV-
1h255 infizierten  Tumorbereichen kommt. Zu diesem Zweck wurden
immunhistochemische Farbungen von PC3-Tumoragaroseschnitten durchgefiihrt. Abbil-
dung 39 zeigt, dass bereits in unbehandelten PC3-Tumoren ein hohes Expressionslevel
von MMP-9 vorliegt. Dennoch war in GLV-1h255 infizierten Bereichen ein signifikant
erh6htes MMP-9-Level gegeniiber nicht-infizierten Bereichen nachzuweisen (Abbildung
41). In Abbildung 39 wurde wie fiir C33A (4.1.3.5), eine getrennte Darstellung fiir Tumor-
randbereiche und —inneres gewihlt. Im Gegensatz zur Verteilung von MHC II-positiven
Zellen in C33A-Tumorschnitten konnten bei der MHC II-Firbung in PC3-
Tumorschnittnen keine Unterschiede in der Verteilung MHC II positiver Zellen zwischen
Tumorrandbereichen und —innerem festgestellt werden.

Zusitzlich wurden Aufnahmen am konfokalen Laserscanning-Mikroskop hergestellt
(Abbildung 40). Dabei konnte gezeigt werden, dass sich in GLV-1h255-infizierten Tumor-
schnitten die Zellmorphologie zwischen infizierten und nicht-infizierten Bereich unter-
scheidet. In nicht-infizierten Bereichen liegen grofiere, vereinzelte Zellen vor, wihrend
in infizierten Bereichen kleinere und dichtgedringtere Zellen vorherrschen. Bei den gro-
eren Zellen koénnte es sich um Makrophagen handeln, bei den kleinen um infizierte
Tumorzellen. Um dies zu bestdtigen, miissten spezifische Farbungen fiir Makrophagen
und humane Zellen durchgefithrt werden. In GLV-1h68-infizierten Tumorschnitten
konnte dieser Unterschied nicht beobachtet werden. In PBS-Tumorschnitten glich die
Zellmorphologie jener in den nicht-infizierten Bereichen beider rVACV-Gruppen. Wei-
terhin wurden die MMP-9 Expressionslevel untersucht. Abbildung 41 zeigt, dass die
MMP-9 Expression in GLV-1h255-infizierten Bereichen signifikant hoher war als in
nicht-infizierten Bereichen, wihrend in der GLV-1h68 Gruppe kein signifikanter Unter-
schied zwischen infizierten und nicht-infizierten Bereichen vorlag. Ebenso war die MMP-
9-Expression in GLV-1h255-infizierten Bereichen tendenziell (p-Wert 0,056) hoher als in
GLV-1h68-infizierten Bereichen.
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Abbildung 39. Expression von MHC Il und MMP-9 in PC3-Tumoren.

Expression von MHC Il und MMP-9 in Randbereichen (A) und inneren Bereichen (B) von PC3-Tumorschnitten 7 dpi. Fir die
Immunhistochemischen Farbungen wurden 100 pum Agaroseschnitte verwendet. MHC Il (blau) wurde mit einem
polyklonalen Ratte-MHC IlI-Antikérper (eBioscience) und einem Cy3-konjugiertem anti-Ratte Antikorper (Jackson
ImmunoResearch), MMP-9 (rot) wurde mit einem polyklonalen Ziege MMP-9-Antikérper (Neuromics) und einem Cy5-
konjugierten anti-Ziege Antikérper (Jackson ImmunoResearch) gefarbt. Nuclei (weiB) wurden mittels Hoechst-Farbung

visualisiert. Alle Aufnahmen sind reprasentative Beispiele.
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Abbildung 40. Expression von MMP-9 in PC3-Tumoren. Vergleich infizierter und nicht-infizierter Bereiche.

Expression von MMP-9 in PC3-Tumorschnitten 7 dpi. Fir die immunhistochemischen Farbungen wurden 100 um Agarose-
schnitte verwendet. MMP-9 (rot) wurde mit einem polyklonalen Ziege MMP-9 Antikérper (Neuromics) und einem Cy5
konjugiertem anti-Ziege Antikorper (Jackson ImmunoResearch) gefarbt. Nuclei (weil) wurden mittels Hoechst-Farbung

visualisiert. Alle Aufnahmen sind reprasentative Beispiele.

Die Resultate zeigen, dass in GLV-1h255-infizierten Bereichen ein signifikant geringerer
Collagen IV-Gehalt als in GLV-1h68-infizierten Bereichen vorliegt. Ebenso wurde in
GLV-1h255-infizierten Bereichen eine signifikant erhohte Expression von MMP-9 gegen-
iiber nicht infizierten Bereichen ermittelt, nicht jedoch zwischen GLV-1h68-infizierten
und nicht-infizierten Bereichen. Auch konnten bei MMP-9 exprimierenden Zellen mor-
phologische Unterschiede zwischen infizierten und nicht-infizierten Bereichen in GLV-
1h255-infizierten Tumorschnitten, nicht jedoch in GLV-1h68-infizierten Tumorschnit-

ten, gefunden werden.
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Abbildung 41. Expression von MMP-9 in PC3 Tumoren.

Quantifizierung der MMP-9 Expression in infizierten und nicht infizierten Bereichen von PC3 Tumorschnitten zum Zeitpunkt
7 dpi. Es wurden jeweils drei Bilder (150x, Leica MZ16FA) aus infizierten und nicht-infizierten Bereichen pro Schnitt von je
drei nicht aufeinander folgenden Schnitten aus je drei Tumoren pro Gruppe verwendet. Die Auswertung wurde mit der
Software Image) (mittlere Intensitat) durchgefiihrt. Die Signifikanz wurde mittels Student’s t-Test berechnet. p-Werte: * p <

0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001.

4.2.6 Analyse der GLV-1h68- bzw. GLV-1h255-Virustiter in PC3-Tumoren

Um zu ermitteln, ob es durch die Virus-vermittelte Uberexpression von MMP-9 zu Ver-
dnderungen der Virustiter kommt, wurden Plaque Assays mit Tumoren aus GLV-1h68-
bzw. GLV-1h255-injizierten Tieren durchgefiihrt.

Die Virstiter (PFU/g Gewebe) von GLV-1h68- bzw. GLV-1h255-infizierten Tumoren
wurden zu den Zeitpunkten 7, 16 dpi und 24 dpi bestimmt (Abbildung 42 und Abbildung
43). Zum Zeitpunkt 7 dpi konnte in Tumoren der GLV-1h255-Gruppe ein signifikant ho-
herer Titer als in Tumoren der GLV-1h68-Gruppe ermittelt werden, bei 16 bzw. 24 dpi
glichen sich die Virustiter an. Weiterhin wurden durch Plaque Assays die Virustiter von
verschiedenen Organen zu den Zeitpunkten 7 und 16 dpi ermittelt. 7 dpi (Tabelle 3)
konnte Virus in den Ovarien GLV-1h68-injizierter Méuse nachgewiesen werden. In Le-
bern, Nieren und Ovarien von GLV-1h255-injizierten Mdusen konnte ebenfalls Virus ge-
funden werden. 16 dpi konnte kein Virus in den untersuchten Organen nachgewiesen
werden. Fiir Ovarien lag die Detektionsgrenze bei 1x103® PFU/g Gewebe, fiir die restlichen

Organe bei 1x10? PFU/g Gewebe.
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Abbildung 42. Bestimmung der Virustiter in PC3-Tumoren.

Virustiter (PFU/g Tumorgewebe) in PC3-Tumoren zu den Zeitpunkten 7 und 16 dpi. Pro Gruppe wurden jeweils vier Tiere
verwendet. Die Lysate wurden in Dulbecco’s PBS (PAA) mit einer Proteinaseinhibitortablette (Roche complete mini)/ 50 mL
hergestellt. Die Signifikanz wurde mittels Quadratwurzeltransformation und Student’s t-Test berechnet. p-Werte: * p <

0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001.
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Abbildung 43. Bestimmung der Virustiter von PC3-Tumoren.
Virustiter (PFU/g Tumorgewebe) in PC3-Tumoren zum Zeitpunkt 24 dpi. Pro Gruppe wurden sieben Tiere verwendet. Die

Lysate wurden in Dulbecco’s PBS (PAA) mit einer Proteinaseinhibitortablette (Roche complete mini)/ 50 mL hergestellt.

Quantifizierung der CD31-Expression, Bestimmung der Blutgefifdidurchmesser und —
dichte, sowie Analyse der Extravasation von Hithner-IgG in PC3-Tumoren

Um zu ermitteln, ob die Virus-vermittelte Uberexpression von MMP-9 einen Einfluss auf
die CD31-Expression hat, wurden Agaroseschnitte mit einem monoklonalen Hamster
CD31 Antikorper gefirbt, als Sekundarantikorper wurde ein DyLight 649-konjugierter

anti-Hamster-Antikorper verwendet. Es konnte eine signifikant erhohte mittlere Fluores-
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zenzintensitit der GLV-1h255-Gruppe gegeniiber der GLV-1h68- und der PBS-Gruppe

gemessen werden (Abbildung 44).

Tabelle 3. Bestimmung der viralen Titer aus verschiedenen Organen PC3-tumortragender Mause.

GLV-1h68 GLV-1h255
Organ 7 dpi 16 dpi 7 dpi 16 dpi
Leber 0 0 4,5x 10" 0
Lunge 0 0 0 0
Milz 0 0 0 0
Nieren 0 0 3,6x 10° 0
Ovarien 3,6x 10 0 6,6x 10° 0

Plaque-Assay zur Bestimmung des viralen Titers (PFU/g Gewebe) in verschiedenen Organen von PC3-tumortragenden Mau-
sen. Pro Gruppe wurden vier Tiere verwendet. Fiir Ovarien lag die Detektionsgrenze bei 1x10° PFU/g Gewebe, fir die restli-
chen Organe bei 1x10° PFU/g Gewebe. Die Lysate wurden in Dulbecco’s PBS (PAA) mit einer Proteinase-Inhibitortablette

(Roche complete mini)/ 50 mL hergestellt.

5000 A *kk

4500 - I
4000 - T
3500 -

3000 - HPBS
2500 -~ B 1h68
2000 + 1h255

1500 +

mittlere Fluoreszenzintensitat

1000 ~

500 -

0

Abbildung 44. Intensitdt der CD31-Expression in PC3-Tumoren.

Bestimmung der mittleren Fluoreszenzintensitdt von CD31 in PC3-Tumorschnitten zum Zeitpunkt 7 dpi. Es wurden je drei
Aufnahmen (100x, Leica MZ16FA) pro Schnitt von je drei nicht aufeinander folgenden Schnitten aus je drei Tumoren pro
Gruppe verwendet. Die Auswertung wurde mit der Software ImageJ (mittlere Intensitdt) durchgefiihrt. Die Signifikanz wur-

de mittels Student’s t-Test berechnet. p-Werte: * p < 0,05, ** p <0,01, *** p <0,001.

Weiterhin wurde die Verteilung der BlutgefiRdurchmesser und —dichte untersucht
(Abbildung 45). Bei der Verteilung der Blutgefafddurchmesser gab es keine auffilligen
Unterschiede. Es konnte aber gezeigt werden, dass die Blutgefif8dichte in infizierten Be-
reichen signifikant niedriger ist als in nicht-infizierten Bereichen und in der PBS-Gruppe

(Abbildung 45 F).
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Abbildung 45. Verteilung der BlutgefaBdurchmesser und der Anzahl der BlutgefiBe in infizierten und nicht-infizierten
Bereichen.

A — E. Anzahl der BlutgefilRe gegen den GefaRdurchmesser in um. (A) PBS, (B) GLV-1h68 nicht-infizierte Bereiche, (C) GLV-
1h68 infizierte Bereiche, (D) GLV-1h255 nicht-infizierte Bereiche, (E) GLV-1h255 infizierte Bereiche, (F) durchschnittliche
Anzahl der BlutgefaRe pro Schnitt. nv: nicht-infizierte Bereiche, vv: infizierte Bereiche. Farbung mit CD31 Antikorper. Es
wurden jeweils drei Bilder (200x, Leica MZ16FA) aus infizierten und nicht-infizierten Bereichen pro Schnitt von je drei nicht-
aufeinanderfolgenden Schnitten aus je drei Tumoren pro Gruppe verwendet. Zur Bestimmung der BlutgefaRdurchmesser
wurden die Aufnahmen mittels Leica IM1000 Software skaliert und in Adobe lllustrator die GefaRdurchmesser jener Gefal3e
gemessen, die finf in gleichem Abstand verteilten Linien kreuzen. In infizierten Bereichen wurden jeweils signifikant weni-

ger GefaRe als in nicht-infizierten Bereichen und in der PBS-Gruppe gefunden (F).
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Abschlieffend wurde untersucht, ob die Permeabilitit der Blutgefifie durch die Virus-
vermittelte Uberexpression von MMP-9 beeinflusst wird. Collagen IV in der Basalmemb-
ran von Blutgefifien konnte durch MMP-9 abgebaut werden und dadurch die Permeabili-
tit erh6hen. Zur Analyse der Gefiffpermeabilidt wurde die Extravasation von Hiithner-
IgG in PC3-Tumorschnitten quantifiziert (Abbildung 46).

100 A
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80 o
70 A
60 o HPBS
50 A B 1h68
40 - 1h255

30 A

Flache 1gG/ Schnitttfliche [%)]

20 A

10 -~

0 -

Abbildung 46. Extravasation von Hiihner-IgG in PC3-Tumoren.

Extravasation von Hihner-1gG in PC3-Tumoren zum Zeitpunkt 7 dpi. Sechs Stunden vor dem Toten der Tiere wurden je 0,25
mg Hihner-1gG in 100 pL PBS i.v. injiziert. Es wurden drei nicht aufeinander folgende Schnitte pro Tumor aus jeweils vier
Tieren pro Gruppe verwendet und mit einem Cy3-konjugierten Anti-Hihnchen Antikérper gefarbt. Aufnahmen der gesam-
ten Schnitte wurden mit dem Leica MZ16FA Mikroskop erstellt und mit ImageJ Software ausgewertet. Es wurde jeweils die

Gesamtschnittflache und fuir IgG die Fliche oberhalb des Schwellenwerts bestimmt (ImageJ Threshold 0/15).

Dabei konnten zum Zeitpunkt 7 dpi keine signifikanten Unterschiede in der Extravasation

von Hithner-IgG zwischen den Gruppen festgestellt werden.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass es in vitro zu einer Expression von viral co-
diertem MMP-9 in PC3-Zellen kommt und dass in GLV-1h255- und GLV-1h256-infizierten
A549-Zellen exprimiertes MMP-9 enzymatisch aktiv ist. /n vivo konnte in GLV-1h255-
infizierten Tumoren eine gegeniiber GLV-1h68-infizierten Tumoren tendenziell verstirkte
Tumorregression gezeigt werden. Weiterhin konnte ein negativer Effekt des viral
iiberexprimierten MMP-9 auf die Metastasierung in PC3-Tumor-tragenden Méiusen ausge-
schlossen werden. Ebenso wurde in GLV-1h255-infizierten Bereichen eine signifikant erhéh-
te Expression von MMP-9 gegeniiber nicht infizierten Bereichen ermittelt, nicht jedoch zwi-

schen GLV-1h68-infizierten und nicht-infizierten Bereichen. Schlief3lich konnten bei MMP-
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9 exprimierenden Zellen morphologische Unterschiede zwischen infizierten und nicht-
infizierten Bereichen in GLV-1h255-infizierten Tumorschnitten, nicht jedoch in GLV-1h68-
infizierten Tumorschnitten, gefunden werden. Zusdtzlich konnte in GLV-1h255 infizierten
Bereichen ein signifikant geringerer Collagen IV-Gehalt als in GLV-1h68 infizierten Berei-
chen ermittelt werden. AbschlieBend wurde bei der Analyse der Blutgefifie eine signifikant
geringere Gefifddichte in infizierten Bereichen gegeniiber nicht-infizierten Bereichen festge-

stellt.
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5 Diskussion

Global ist Krebs nach Herz- und Kreislauferkrankungen die zweithdufigste Todesursa-
che®. Aus diesem Grund ist es notwendig, neben den konventionellen Therapieformen
wie z.B. Chemotherapie, Bestrahlung, Operation, Behandlung mit Hormonen oder Anti-
korpern weitere Methoden zur Krebsheilung zu erforschen und zu etablieren. Einer dieser
Versuche ist die Behandlung mit onkolytischen Viren. Dabei werden verschiedene Virus-
typen eingesetzt, wie Adeno-, Herpes simplex-, Reo-, Polio-, Vesicular Stomatitis-, Ma-
sern-, Newcastle Disease- und Vaccinia-Viren!”. Letztere wurden im Rahmen dieser Ar-
beit eingesetzt. Um die Effizienz onkolytischer Viren bei der Krebstherapie zu erhéhen,
werden in deren Genom Gene fiir therapeutisch wirksame Proteine inseriert. Diese
ektopisch exprimierten Proteine kénnen z.B. die Angiogenese blockieren!’, Tumorzellen
durch die Aktivierung von Prodrugs abtoten!'’, die Immunantwort stimulieren!’617%, die
Virus-vermittelte Onkolyse unterstiitzen oder positive systemische Effekte auslosen. Fiir
eine effiziente Lyse von Tumorzellen ist es notwendig, dass sich die Viren moglichst rasch
im Tumorgewebe ausbreiten konnen. Die extrazellulire Matrix kann ein Hindernis fiir die
Virusausbreitung darstellen*#. In dieser Arbeit wurden die onkolytischen Viren GLV-
1h68 und GLV-1h255, in deren Genom die Gene fiir Relaxin 1 bzw.
Matrixmetalloproteinase 9 inseriert wurden, verwendet. Die Expression dieser viral-
codierten Proteine im infizierten Tumorgewebe sollte zu einem Abbau von Komponenten
der extrazelluldren Matrix fithren und somit die virale Ausbreitung erleichtern und den

therapeutischen Effekt verbessern.

5.1 Therapeutischer Effekt der Viren GLV-1h169 und GLV-1h255

Zur Analyse eines moglichen Einflusses auf das Wachstum von Xenograft-Tumoren in
athymischen Nacktmdusen durch die Expression von viral-codiertem Relaxin 1 bzw.
MMP-9 wurden die Tumormodelle PC3, DU145 und C33A verwendet. Die PC3- und
DU145-Zelllinien wurden aus Metastasengewebe von ménnlichen Patienten mit Prostata-

krebs isoliert. PC3 ist von Knochenmetastasen und DU145 ist von Hirnmetastasen abge-
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leitet. Die PC3-Zelllinie hat ein hohes, die DU145-Zelllinie ein moderates metastatisches
Potential (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen, DSMZ). Die
Prostata ist ein Relaxin-exprimierendes Gewebe!®18! und bei Prostatakrebs kann Relaxin
das Tumorwachstum begiinstigen und die Metastasierung fordern'>”1>°. Die C33A-Zelllinie
wurde aus einer Biopsieprobe einer Frau mit Zervixkarzinom gewonnen (ATCC). Im
Zervixgewebe vermittelt Relaxin wihrend der Schwangerschaft das Remodeling der
EZM6142, Relaxin-codierende Adenoviren wurden bereits erfolgreich zur Therapie von
Prostata- und Zervixkarzinom-Xenograft-Tumoren eingesetzt*®4.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein moglicher therapeutischer Effekt der Viren GLV-
1h169 und GLV-1h255 in den untersuchten Tumormodellen analysiert. Bei DU145-, PC3-
und C33A-Tumor-tragenden Méusen kam es nach der intravendsen Injektion von GLV-
1h169, ebenso wie bei GLV-1h68 injizierten Miusen, zu einer signifikanten Tumorregres-
sion. Fiir die Studien mit GLV-1h255 wurden ausschlief3lich PC3-Tumor-tragende Mause
verwendet. Bereits 17 dpi kam es bei GLV-1h255-injizierten Miusen zu einer signifikan-
ten Tumorregression, nicht jedoch bei GLV-1h68 injizierten Mausen. Weiterhin zeigten
Tumore in GLV-1h255-injizierten Tieren 24 dpi eine stirkere Regression (p < 0,001) als

jene in GLV-1h68-injizierten Tieren (p < 0,01) im Vergleich zu PBS-injizierten Tieren.

5.2 Expression von Relaxin 1 und MMP-9, Verdanderungen der EZM, der

Vaskulatur und der Einfluss auf die Ausbreitung der Viren

Der die Zellen eines Gewebes umgebende extrazellulire Raum enthilt ein Netzwerk aus
Makromolekiilen, welches als extrazellulire Matrix (EZM) bezeichnet wird. Hauptbe-
standteile der EZM sind Glykosaminoglykane und fibrillire Proteine wie Collagen, Elas-
tin, Fibronectin und Laminin'¥. Diese Matrix kann die Beweglichkeit von Viren**” und
Immunzellen behindern. Frithere Studien zeigten, dass Expression von Relaxin einen Ab-
bau von EZM-Komponenten und eine beschleunigte Virusausbreitung bzw. Infiltration
von Antitumor-Immunzellen im Tumorgewebe ermdglicht*4173, Der Abbau von EZM-
Komponenten geschieht im Falle von Relaxin iiber die Induktion der MMP-9 Expression.

MMP-9 gehort gemeinsam mit MMP-2 zur Enzymklasse der Gelatinasen. Gelatine ist die
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denaturierte Form von Collagen und wurde bei der Zymographie zur Uberpriifung der
enzymatischen Aktivitdt von viral-iiberexprimiertem MMP-9 verwendet. Im einzelnen
werden durch MMP-9 die Substrate Decorin, Elastin, Fibrillin, Laminin, Collagen (IV, V,
XI, XVI) sowie die Wachstumsfaktoren proTGFf3 und proTNFo gespalten!®2. Im Rahmen
dieser Arbeit wurden Collagen I, Collagen IV und Laminin untersucht. Collagen I wird
nicht von MMP-9 gespalten, aber von MMP-2!#. Der Collagen I-Gehalt in Tumoren wur-
de untersucht, um zu ermitteln, ob dieser durch die Virus-induzierte Inflammation beein-
flusst werden kann. Durch die Inflammation rekrutierte Immunzellen oder Fibroblasten
konnen die Zusammensetzung der Matrix durch die Expression von MMPs bzw. die Abla-
gerung von Matrixproteinen verdndern!®>184,

In GLV-1h68- und GLV-1h169-behandelten DU145-Xenograft-Tumoren wurde zum
Zeitpunkt 7 dpi ein signifikant verringerter Collagen IV- und Laminingehalt gemessen. In
GLV-1h68- und GLV-1h169-behandelten C33A-Xenograft-Tumoren wurde zum Zeit-
punkt 7 dpi ein signifikant erhohter Collagen IV-Gehalt und zum Zeitpunkt 14 dpi ein
signifikant erhohter Collagen I- und Laminingehalt ermittelt. PC3-Tumore aus GLV-
1h68-injizierten Tieren zeigten zum Zeitpunkt 7 dpi eine signifikante Erh6hung des Col-
lagen IV-Gehalts gegeniiber Tumoren aus PBS-behandelten Tieren. Auch wurde in GLV-
1h255 infizierten Tumorbereichen ein signifikant niedriger Collagen IV-Gehalt als in
nicht infizierten Bereichen dieser Tumore gefunden.

Die erhohte Collagenablagerung in C33A- und PC3-Tumoren kénnte durch eine Wund-
heilungsreaktion auf die Virus-induzierte Inflammation zu erkldren sein. Dvorak!® fand
Parallelen in der Zusammensetzung des Tumorstromas und heilenden Hautwunden. Da
der Heilungsprozess in Tumoren nicht zeitlich begrenzt ist, bezeichnete er Tumore als
Wunden, die nicht heilen. Wihrend der Wundheilung bilden Fibroblasten grofde Mengen
an EZM-Proteinen. Die Aktivitit der Fibroblasten ist dabei zeitlich begrenzt und es
kommt durch ein Remodeling der EZM zur Narbenbildung und Verheilung der Wunde.
Anhaltende Aktivitit von Fibroblasten kann zu einer {iiberschieflenden Collagen-
ablagerung und letztendlich zu einer Fibrose fithren!s*.

In DU145-Tumoren der PBS-injizierter Mduse wurde eine ausgeprigte Fliissigkeitsbildung

beobachtet, wihrend es in Virus-infizierten Tumoren zu einer starken Eiterbildung ab 10

89



Diskussion

dpi kam. Diese Tumore enthalten viele Neutrophile (J. Sturm, personliche Mitteilung),
welche durch Macrophagen abgebaut werden. Dabei entsteht als Abbauprodukt Eiter.
Zusitzlich wurde in VACV-infizierten Tumoren ein signifikant niedrigerer Collagen IV-
und Laminingehalt als in Tumoren PBS-behandelter Tiere gefunden. Eine mogliche Er-
kldrung hierfiir konnte die Expression von Elastase durch Neutrophile sein. Elastase ist
eine Serinprotease, die wihrend der Inflammation Bakterien abtdten kann'®. Allerdings
kann dieses Enzym eine Vielzahl von Substraten spalten (u.a. auch Collagen IV und

Laminin)'®, wodurch es zu einer Zerstérung des Gewebes, bzw. der EZM kommen kann.

Es ist zu erwarten, dass es nach der Infektion mit GLV-1h169 durch eine Relaxin-
induzierte MMP-9-Expression zum EZM Remodeling kommt. Nach der Infektion mit
GLV-1h255 soll dies direkt durch das viral codierte MMP-9 erfolgen. Durch
immunhistochemische Farbungen konnte in C33A-Tumoren eine spezifische Expression
von Relaxin 1 in GLV-1h169-infizierten Bereichen nachgewiesen werden. Eine Expressi-
on von MMP-9 konnte jedoch nur in Tumorrandbereichen gezeigt werden. Diese Expres-
sion konnte durch MHC II-positive Zellen, zu denen B-Zellen, Monocyten, Macrophagen
und dendritische Zellen gehoren'®, geschehen, da diese fiir die Expression von MMPs,
wie z.B. von MMP-9, von Bedeutung sind'®‘. Im Gegensatz zum Tumorinneren konnten
in Tumorrandbereichen MHC II-positive Zellen sowie eine Expression von MMP-9 nach-
gewiesen werden. Das vermehrte Vorkommen MHC II-positiver Zellen in den Tumor-
randbereichen konnte auf die Virus-bedingte Inflammation zuriickzufiihren sein, die zu
einer Rekrutierung von Immunzellen, wie Macrophagen fiihrt*°. Es wurde beobachtet,
dass es zwischen Tumoren Unterschiede in der Anzahl von Macrophagen gibt, die auch
als Tumor-assoziierte Macrophagen (TAM) bezeichnet werden. Dabei ist eine erhéhte
Anzahl an TAMs oft mit einer fiir den Patienten schlechten Prognose und einem invasi-
vem Tumorwachstum sowie einer verstirkten Metastasierung verbunden'®.

Die Analyse der MMP-9-Expressionslevel zeigte in GLV-1h68- bzw. GLV-1h169-
infizierten Tumoren eine signifikante Erhohung gegeniiber PBS-behandelten Tumoren,
wihrend es zwischen GLV-1h68- und GLV-1h169-infizierten Tumoren keinen Unter-
schied der MMP-9 Expression zu beobachten war. Dies deutet darauf hin, dass die MMP-
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9-Expression durch MHC II-positive Zellen und nicht durch die Expression von Relaxin

vermittelt wurde.

PC3-Tumore zeigten bereits im nicht-infizierten Zustand einer ausgeprigten MMP-9-
Expression, die auf MHC II-positive Zellen zuriickzufiihren sein kdnnte. Weiterhin konn-
te in PC3-Zelllysaten mittels Zymographie eine starke proteolytische Aktivitit nachge-
wiesen werden, die moglicherweise auf die Aktivitit von MMPs zuriickzufiihren ist. Trotz
des hohen basalen MMP-9-Expressionslevels konnte in GLV-1h255-infizierten Tumorbe-
reichen eine signifikante Uberexpression von MMP-9 gegeniiber nicht-infizierten Berei-
chen nachgewiesen werden. Dies konnte erkliren, warum der Collagen IV-Gehalt in
GLV-1h255-infizierten Tumorbereichen signifikant niedriger ist als in GLV-1h68-
infizierten.

Anders als in C33A-Tumoren wurden in PC3-Tumoren keine Unterschiede in der Vertei-
lung und Anzahl MHC II-positiver Zellen ermittelt. Zusdtzlich zeigten sich in GLV-
1h255-infizierten Tumoren Unterschiede in der Zellmorphologie zwischen infizierten
und nicht-infizierten Tumorbereichen. In nicht-infizierten Tumorbereichen konnte ge-
zeigt werden, dass eher grofiere, vereinzelte Zellen vorliegen, wihrend in infizierten Tu-
morbereichen kleinere und dichtgedringtere Zellen beobachtet wurden. Die grofieren
Zellen diirften Macrophagen sein, die kleinen hingegen infizierte Tumorzellen. In GLV-

1h68-Tumoren zeigte sich dieser Unterschied nicht.

Um Unterschiede im Ausbreitungsverhalten der Viren GLV-1h169 bzw. GLV-1h255 und
GLV-1h68 zu ermitteln, wurde die Fliche GFP-exprimierender Zellen in Bezug auf die
Tumorschnittgesamtfliche gemessen. Der virale Marker GFP diente als Indikator fiir infi-
zierte Zellen. Zwischen GLV-1h169- und GLV-1h68-infizierten Tumoren konnten keine
signifikanten Unterschiede ermittelt werden. Bei der Quantifizierung der Virusausbrei-
tung anhand des viralen Markerproteins GFP muss beachtet werden, dass Zellen nach der
Infektion zundchst GFP-negativ, aber infiziert sind. Erst nach dem Einsetzen der GFP-
Expression kann eine Zelle iiber das GFP-Signal als infiziert identifiziert werden. Weiter-

hin kann GFP aufgrund seiner langen Halbwertszeit!®® auch in bereits nekrotischen Berei-
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chen detektiert werden. Alternativ konnte die Quantifizierung der Virusausbreitung nach
einer immunhistochemischen Farbung von Vaccinia-Virus durchgefiihrt werden. Weiter-
hin wurden die viralen Titer im Tumorgewebe bestimmt. Zum Zeitpunkt 7 dpi konnte
hierbei ein signifikant hoherer Titer in GLV-1h255-infizierten Tumoren gegeniiber GLV-
1h68-infizierten ermittelt werden. Dies konnte die beschleunigte Tumorregression bei
GLV-1h255-injizierten Mdusen gegeniiber GLV-1h68-injizierten erkldren.

Die intratumorale Expression von Relaxin 1 bzw. MMP-9 infolge der Infektion mit GLV-
1h169 oder GLV-1h255 fiihrte nicht zu einer signifikanten Verbesserung der Ausbreitung
der Viren gegeniiber dem parentalen Virus GLV-1h68. Im Vergleich dazu konnte die
Ausbreitung von Adenoviren durch die intratumorale Expression von Relaxin gegeniiber
dem parentalen Virus verstirkt werden***’. Bei Adenoviren erfolgt die Infektion iiber den
Coxsackie Adenovirus Receptor (CAR)-Rezeptor'®!. Das variable Vorkommen des CAR-
Rezeptors kann die virale Ausbreitung erschweren. Wurden Adenoviren so modifiziert,
dass sie an den hiufig vorkommenden CD46-Rezeptor binden konnten, kam es zu einer
deutlichen Verstirkung der Ausbreitung der Viren'*2. Ein weiterer Ansatz war die Gene-
rierung eines Relaxin-codierenden Adenovirus®#. Hier kam es ebenfalls zu einer deutli-
chen Verbesserung des therapeutischen Effekts, wobei einschrinkend angemerkt werden
muss, dass sehr hohe Titer fiir die Infektion notwendig waren und das parentale Virus
eine sehr ineffiziente Ausbreitung der Viren zeigte. Vaccinia-Virus hingegen benotigt
keinen Rezeptor fiir die Infektion und kann ein breites Spektrum von Wirtszellen infizie-
ren, da die Replikation im Zytoplasma erfolgt und im Wesentlichen viral codierte Protei-
ne verwendet werden®-6>%. Bereits das parentale Virus GLV-1h68 breitet sich sehr effizi-
ent im Tumorgebe aus, was in den entsprechenden Tumormodellen (z.B. DU145, C33A
und PC3) gezeigt werden konnte und zu in einer starken Tumorregression fiithrt. Im Ver-
gleich zu Adenoviren kann die Infektion direkt von Zelle zu Zelle geschehen, in dem Vi-
ruspartikel durch Aktinschwidnze von der Zelloberfliche weggeschoben werden und be-
nachbarte Zellen penetrieren'. Ein weiterer Mechanismus zur schnellen Virusausbrei-
tung wurde von Doceul et al'® beschrieben. In infizierten Zellen wird der Proteinkom-
plex A33/A36 exprimiert. Treten CEV/EEV Partikel mit diesem in Kontakt, wird die Bil-

dung von Aktinschwidnzen induziert, welche Viruspartikel an nichtinfizierte Zellen wei-
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terreichen konnen. Trotz der bereits sehr effizienten Tumorinfektion durch GLV-1h68
konnte die Ausbreitung der Viren durch die intratumorale, GLV-1h255 vermittelte Ex-
pression von MMP-9 weiter beschleunigt werden. Dies spiegelte sich in einer fritheren
und verstirkten Tumorregression wider.

Alternativ, bzw. zusitzlich sollte in kiinftigen Studien versucht werden, die initiale Infek-
tion des Tumors zu erhéhen. Blutgefifie im Tumor zeigen eine hohere Permeabilitit als
gesunde Vaskulatur'®. Die Basalmembran von Blutgefifien enthilt Collagen IV3°. Mogli-
cherweise konnte durch die Gabe eines Collagen-degradierenden Agens vor der Infektion
die Gefafipermeabilitit weiter erhoht werden und so der Austritt von Viruspartikeln er-

leichtert werden.

Durch die Expression von Relaxin kann die Expression von MMP-9 und VEGF induziert
werden!3213, Weiterhin wird die Verfiigbarkeit von VEGF iiber MMP-9 reguliert!®>. Aus
diesem Grund wurden zwei weitere Aspekte untersucht. Auf der einen Seite konnte es
durch VEGF zur Angiogenese kommen und auf der anderen kéonnte MMP-9 Collagen IV
in der Basalmembran der Blutgefifie spalten und dadurch deren Permeabilitit erhohen. In
GLV-1h169-infizierten Tumoren wurden keine Unterschiede in der Blutgefifddichte ge-
funden, aber eine signifikant erhohte Extravasation von Hithnchen IgG in den rVACV-
infizierten Tumoren. Die Extravasation war jedoch in GLV-1h169-behandelten Tumoren
nicht hoher als in GLV-1h68-behandelten. Dies kann moglicherweise dadurch erklart
werden, dass die Expression von Relaxin nicht zu einer zusitzlichen Erh6hung der MMP-
9 Expression fiihrt. Eine erhohte Gefif3permeabilitit konnte bei einer Kombinationsthe-
rapie aus Virus und Chemotherapeutikum hilfreich sein oder es konnte versucht werden,
durch eine erste Infektion die GefifRpermeabilitit zu erhdhen, um bei einer zweiten In-
fektion den Austritt der Viruspartikel aus den Gefifien zu erleichtern.

Zwischen GLV-1h255- und GLV-1h68-behandelten Tumoren wurden jedoch keine signi-
fikanten Unterschiede in der Extravasation gefunden, was durch das hohe Grundexpressi-
onslevel von MMP-9 in PC3-Tumoren erklirt werden konnte. Aufierdem erfolgte die
Virus-vermittelte Uberexpression von MMP-9 in den GLV-1h255 infizierten Tumorberei-

chen. Dort wurden aber signifikant weniger Blutgefifde als in nicht infizierten Tumorbe-

93



Diskussion

reichen gefunden. Dies ist vermutlich der Grund dafiir, dass die zusitzliche MMP-9 Ex-

pression nicht zu einer erhohten Extravasation fiihrte.

5.3 Einfluss der Viren GLV-1h169 und GLV-1h255 auf die Metastasierung

lumbaler und renaler Lymphknoten in PC3-Tumor-tragenden Mausen

Die besten Heilungschancen fiir Krebspatienten bestehen dann, wenn es gelingt, den Pri-
martumor frith und ohne zuriickbleibendes malignes Gewebe operativ zu entfernen.
Meist wird dieser jedoch erst detektiert, nachdem bereits eine Metastasenbildung erfolgte.
Anndhernd 90 % der Krebspatienten sterben an den Folgen der Metastasierung!*#1®®. Da-
her ist es ein grofer Vorteil, wenn ein Agens einen therapeutischen Einfluss sowohl auf
den Primdrtumor als auch auf die Metastasen hat. Es konnte bereits gezeigt werden, dass
GLV-1h68 einen solchen Effekt auf Lymphknoten-Metastasen in PC3-Tumor-tragenden
Mausen hat'74. In dieser Arbeit sollte untersucht werden, ob die Expression der viral-
codierten Gene fiir Relaxin 1 und MMP-9 in PC3-Xenograft-Tumoren einen Einfluss auf
die Metastasierung in die renalen und lumbalen Lymphknoten von athymischen Nackt-
miusen hat. Uber den Einfluss von MMPs in der Tumorgenese und metastatischen Kaska-
de gibt es eine umfangreiche Literatur, wobei sowohl positive als auch negative Effekte
beobachtet wurden!”.

Zur Analyse der Metastasierung wurden PC3-tumortragenden Mausen GLV-1h169 oder
GLV-1h255 injiziert. Unter Verwendung von GLV-1h169 wurden zwei separate Experi-
mente durchgefiihrt. In beiden Experimenten konnte eine signifikante Verringerung der
Volumina renaler und lumbaler Lymphknoten in VACV-behandelten PC-3-Tumor-
tragenden Miusen gegeniiber PBS-behandelten Miusen festgestellt werden. Die signifi-
kante Erhohung der Lymphknotenvolumina in GLV-1h169- gegeniiber GLV-1h68-
injizierten Mdusen im ersten Experiment wurde im zweiten Experiment nicht reprodu-
ziert. Im Falle von GLV-1h255 wurden die Lymphknotenvolumina zu den Zeitpunkten 7,
16 und 24 dpi untersucht. Bei den frithen Zeitpunkten konnten keine signifikanten Un-

terschiede der Lymphknotenvolumina zwischen VACV- und PBS-injizierten Maiusen
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festgestellt werden. 24 dpi wurde eine signifikante Verringerung der Lymphknoten-
Volumina in VACV- gegeniiber PBS-injizierten Méusen gefunden.

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass die beiden Viren GLV-1h169 und GLV-1h255 den
gleichen positiven therapeutischen Effekt auf lumbale und renale Lymphknotenmetasta-

sen in PC3-tumortragenden Méusen haben, wie GLV-1h68.
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7 Anhang

7.1 Abkiirzungen

%

=

APS

BSA
bzw.

°C

ca.
CMC
CO2
Cy3
Cy5

Da
DEPC
DMEM
DNA
dsDNA
dH20
ddH20
dNTP

dpi

Prozent

beta

mikro

Ampere
Ammoniumpersulfat
Basenpaare
Rinderserumalbumin
beziehungsweise

Grad Celsius

centi

circa
Carboxymethylcellulose
Kohlenstoffdioxid
Carbocyanin 3

Carbocyanin 5

Tag, Tage

Dalton

Diethylpyrocarbonat
Dulbecco’s Modified Fagle Medium
Desoxyribonukleinséure
doppelstringige Desoxyribonukleinsiure
Destilliertes Wasser
bidestilliertes Wasser
Desoxynukleosidtriphosphat

days post infection
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ECL
EDTA
EEV
ER

et al.
EZM
FKS

IEV
IMV
1.v.
Jhd.
kb

LacZ

MHC II

enhanced chemoluminescence
Ethyldiamintetraacetat
extracellular enveloped virus
Endoplasmatisches Retikulum
et alii, et aliae

Extrazelluldre Matrix

Fotales Kdlberserum

Gramm

Beschleunigung
Glycosaminoglykan

green fluorescent protein
B-Glucoronidase

Stunde, Stunden

Stunden post Infektion
Wasserstoffperoxid
Chlorwasserstoff
N-2-Hydroxyethylpiperazin-N-2-Ethansulfonsédure
horse raddish peroxidase
Immunglobulin der Klasse G
intracellular enveloped virus
intracellular mature virus
intravenos

Jahrhundert

Kilobasenpaare

Liter

-Galaktosidase

Molare Masse

milli, Meter

Magnesium

Major Histocompatibility Complex Class II
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min
Mio.
MMP-9
mRNA
MV

p.a.
PAGE

PBS
PCR
Pen
PFA
PFU

RNA
rpm
RPMI
RT
RUC
rVACV

SDS
Strep
TAE
TBE
TEMED
TK

i.N.

Minute

Millionen
Matrixmetalloproteinase 9
messenger Ribonukleinsiure
mature virus

Nano

Phosphat

per analysis
Polyacrylamid-Gelelektrophorese
phoshate buffered saline
Polymerase-Kettenreaktion
Penicillin

Paraformaldehyd

plaque forming unit

potentia hydrogenii
Ribonukleinsdure

revolutions per minute

Roswell Park Memorial Institute
Raumtemperatur
Renilla-Luciferase
rekombinantes Vaccinia-Virus
Sekunde

Natriumdodecylsulfat
Streptomycin

Tris-Acetat-EDTA
Tris-Borat-EDTA
N,N,N,N*-Tetramethylethylendiamin
Thymidin-Kinase

iiber Nacht

Volt

109



Anhang

v/v Volumenanteil am Gesamtvolumen
w/v Gewichtsanteil am Gesamtvolumen
z.B. zum Beispiel

110



Anhang

7.2 Danksagung

An dieser Stelle mochte ich mich bei allen bedanken, die die Entstehung dieser Arbeit

ermoglicht haben.

Ich danke Herrn Prof. Dr. Szalay fiir die interessante Aufgabenstellung, die fachliche Un-

terstiitzung und fiir die Bereitstellung des Stipendiums wihrend der gesamten Arbeit.

Ich danke Herrn Prof. Dr. Grummt fiir die Unterstiitzung und konstruktive Kritik beim

Erstellen dieser Arbeit.

Fiir die Ubernahme des Zweitgutachtens méchte ich mich ganz herzlich bei Herrn Prof.

Dr. Krohne bedanken.

Ein herzlicher Dank geht an Jochen fiir die tolle Unterstiitzung in allen wissenschaftli-
chen Fragen. Aufierdem hatte er immer eine Idee mit wem man sich in Kontakt setzen
kann, wenn mal eine Methode nicht im Labor durchgefiihrt werden konnte. Besonders
mochte ich auch Stefi fiir grof3artige Unterstiitzung bei experimentellen Fragen und bei

der Erstellung dieser Arbeit danken.

Ich mochte mich bei meinen lieben Kollegen Johanna, Julie, Rike, Caro, Barbara, Micha,
Lorenz, Sandeep, Marion, Elisabeth, Susanne, Anna, Elli, Ivo, Rafael, Stefan, Lisa, Klaas,
Viki, Ting, Juliane, Meike, Christina und Prisca fiir die schone und oft auch lustige Zu-
sammenarbeit, auch wenn sie bei manchen nur kurz war, ganz herzlich bedanken. Beson-
ders mochte ich Johanna fiir die Hilfe bei der Histologie und natiirlich fiir die super Orga-
nisation im Labor danken. Ich mdéchte Rike und Julie fiir die Hilfe im Labor, besonders bei
der Arbeit mit den Méusen und fiir die Tipps und Ratschlige wenn es mal geklemmt hat
danken. Barbara danke ich fiir die vielen guten Tipps fiir alle méglichen Techniken im
Labor und fiir die tatkriftige Unterstiitzung. Micha mdchte ich fiir die Hilfe bei der Er-

stellung dieser Arbeit danken und Caro fiir die vielen Ratschlige bei der Proteinarbeit.

111



Anhang

Fiir die sorgsame und zuverldssige Pflege der Miduse mochte ich ganz besonders Marion
und Rafael danken. Aber natiirlich auch Juliane und Meike fiir das Autoklavieren der K-

fige.

Die C33A-Zelllinie wurde freundlicherweise von Frank Stubenrauch, UKT der Eberhard-

Karls Universitdt Tiibingen zur Verfiigung gestellt.

Ich danke Tony Yu, Qian Zhang, Nanhai Chen, Terry Trevino, Jason Aquilar, Camha
Hoang, Kim Duffy und allen weiteren Mitarbeitern der Firma Genelux. Besonders danke
ich Tony, Qian, Nanhai und Jason fiir die Konstruktion und Bereitstellung der

Viruskonstrukte.

Dariiber hinaus mochte ich Herrn Prof. Dr. Fischer und den Mitarbeitern des Lehrstuhls
fiir Biochemie danken, besonders auch Frau Kief$ling fiir die Unterstiitzung in allen orga-

nisatorischen Dingen.

Ganz besonders mochte ich meinen Eltern danken, die mich immer unterstiitzt haben,

vor allem auch wenn es mal nicht so gut lief.

112



Anhang

7.3 Eidesstattliche Erkldrung

Hiermit versichere ich, dass ich die vorliegende Dissertation selbststindig und nur mit

den angegebenen Quellen und Hilfsmitteln angefertigt habe.

Ich erkldre weiterhin, dass diese Dissertation weder in dieser noch in anderer Form be-

reits in einem anderen Priifungsverfahren vorgelegt wurde.

Neben dem akademischen Grad ,Diplom Biologe“ habe ich keine weiteren akademischen

Grade erworben oder zu erwerben versucht.

Wiirzburg, den

(Simon Schifer)

113



Publikation

9 Publikation

- Vaccinia virus-mediated intra-tumoral expression of matrix metalloproteinase 9
enhances oncolysis of PC-3 xenograft tumors, Schifer er a/,

submitted to BMC Cancer

116



