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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Zurzeit sterben jahrlich ca. 11.000 Ménner in Deutschland am Prostatakarzinom. Damit stellt
dies die zweithaufigste Krebstodesursache von Mannern dar. Da das Prostatakarzinom
haufig asymptomatisch verlauft, wird die Erkrankung oftmals erst so spéat erkannt, dass zum
Zeitpunkt der Diagnose bereits eine Metastasierung stattgefunden hat. Durch
metastasierende Prostatakarzinomzellen werden meist Lymphknoten, Knochen und Lungen
befallen. Es sind zwei unterschiedliche Verbreitungsarten von metastasierenden
Tumorzellen beschrieben. Zum einen kann eine Migration Uber Lymphgefa3e erfolgen, ein
Prozess der als lymphatische Metastasierung bezeichnet wird. Zum anderen kdnnen
Tumorzellen Uber das Blutsystem im Korper zirkulieren: die sogenannte hamatogene

Metastasierung.

In  dieser Arbeit wurde die Ilymphatische Metastasierung der humanen
Prostatakarzinomzellline PC-3 im Detail analysiert und Teilaspekte der hamatogenen
Verteilung untersucht. Ausgangspunkt der Untersuchungen bildete die Vergréf3erung
lumbaler und renaler Lymphknoten in PC-3-Tumor-tragenden Mausen 60 Tage nach der
Implantation von PC-3-Zellen. Es wurde daraufhin der zeitliche Verlauf der VergréRerung
untersucht und festgestellt, dass sowohl das Volumen als auch die Anzahl vergrofR3erter
Lymphknoten von Woche zu Woche nach Implantation der PC-3-Tumore zunehmen.
AnschlieRend wurden alle vergréRerten Lymphknoten beziglich des Vorhandenseins von
metastasierenden humanen PC-3-Zellen in den Mausen untersucht. Dies geschah mit Hilfe
einer RT-PCR unter Verwendung von Primern fur humanes B-Aktin. Sechs Wochen nach
Implantation konnten in 90 % der vergroRerten Lymphknoten PC-3-Zellen nachgewiesen
werden. Weiterhin wurde durch lentivirale Transduktion das Gen fur das rot fluoreszierende
Protein (RFP) in die PC-3-Zellen inseriert, wodurch eine Visualisierung dieser Zellen in der
Maus ermdglicht wurde. Durch fluoreszenzmikroskopische Untersuchung konnten
metastasierende PC-3-RFP-Zellen in lumbalen und renalen Lymphknoten PC-3-RFP-Tumor-
tragender Mause nachgewiesen werden. Ebenso konnte mittels RFP gezeigt werden, dass
die Lymphknotenmetastasierung in Abh&ngigkeit von der Lokalisation des PC-3-RFP-
Tumors erfolgt. Es kam zur Metastasierung jener Lymphknoten, in deren Einzugsgebiet sich
der PC-3-Tumor befand. Es wurde eine PC-3-RFP-Zellmigration zwischen lumbalen und
renalen  Lymphknotenmetastasen  nachgewiesen und bei  immunhistologischen
Untersuchungen stellte sich heraus, dass PC-3-RFP-Zellen tatsachlich in lymphatischen
Bahnen zwischen lumbalen und renalen Lymphknotenmetastasen migrieren. Auf3erdem
wurde gezeigt, dass es von Woche zu Woche nach Implantation von PC-3-Zellen zu einer
Zunahme der Anzahl von Lymphgefalen in PC-3-Tumoren kommt. Die Zunahme der

LymphgefaRRdichte korrelierte hierbei positiv mit der Bildung von Lymphknotenmetastasen.
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Es konnten weiterhin neben Lymphknotenmetastasen hdmatogene Mikrometastasen in den

Lungen PC-3-RFP-Tumor-tragender Mause beobachtet werden.

Da die Haupttodesursache von Prostatakarzinompatienten in der Bildung von Metastasen
liegt, ist es von herausragender Bedeutung eine effektive Therapie gegen lymphatische und
hamatogene Metastasen zu entwickeln. Aus diesem Grund erlangt die onkolytische
Virustherapie grof3e Bedeutung. Deshalb wurde als zweiter Aspekt in dieser Arbeit der
Einfluss des onkolytischen Vaccinia-Virus GLV-1h68 auf den Prozess der PC-3-

Zellmetastasierung untersucht.

Dabei konnte zunachst gezeigt werden, dass GLV-1h68 in der Lage ist, erfolgreich sowohl
migrierende PC-3-Zellen als auch metastasierende PC-3-Zellen in Lymphknoten zu
kolonisieren. In der Folge wurde deshalb ein mdglicher Metastasen-inhibierender Effekt von
GLV-1h68 untersucht. Hierbei stellte sich heraus, dass GLV-1h68 drei Wochen nach
intravendser Injektion eine Abnahme des Volumens und der Anzahl vergroRerter
Lymphknoten verursacht. Es konnte gezeigt werden, dass GLV-1h68 eine signifikante
Reduktion der Anzahl der fiur PC-3-Zellen positiven Lymphknoten bewirkt. Des Weiteren
konnte ein inhibierender Effekt von GLV-1h68 auf die im Blut zirkulierenden PC-3-Zellen und
auf hamatogene Metastasen in den Lungen beobachtet werden. Durch intravendse Injektion
von GLV-1h68 in PC-3-RFP-Tumor-tragenden Mausen konnte gezeigt werden, dass es zu
einer praferentiellen Virus-Kolonisierung der Lymphknotenmetastasen im Vergleich zu den
Tumoren kommt. Dabei wurden zu frilhen Zeitpunkten nach Injektion die renalen
Lymphknotenmetastasen in héherem MalRe als die lumbalen durch GLV-1h68 kolonisiert
vorgefunden. Auch nach intraperitonealer und intratumoraler Injektion von GLV-1h68 konnte

eine praferentielle Virus-Kolonisierung der Lymphknotenmetastasen gezeigt werden.

Zur Klarung moglicher Ursachen dieser praferentiellen Kolonisierung wurden weitere
Experimente durchgefiihrt. So wurde u.a. geprift, ob der lymphatische Ursprung der
Metastasen eine Rolle fur die Kolonisierung durch GLV-1h68 spielt. Um zu analysieren, ob
sich GLV-1h68 vermehrt im Lymphsystem der M&ause anreichert, wurde in nicht-Tumor-
tragenden Mausen GLV-1h68 intravends injiziert und der Virustiter in den Lymphknoten im
zeitlichen Verlauf bestimmt. Dabei stellte sich heraus, dass keine Anreicherung von GLV-
1h68 in den Lymphknoten erfolgt. Weiterhin konnte nachgewiesen werden, dass es durch
die Invasion von PC-3-RFP-Zellen in lumbale und renale Lymphknoten zu einer Verdrangung
des lymphatischen Gewebes kommt. Es ist daher nicht anzunehmen, dass die praferentielle

Kolonisierung durch einen lymphatischen Ursprung der Metastasen verursacht wird.

AulRerdem wurde beobachtet, dass PC-3-Tumore im Vergleich zu Lymphknotenmetastasen

einen héheren Anteil an nekrotischen Arealen aufwiesen. Da die Amplifikation von GLV-1h68
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in nekrotischen Geweben erschwert ist, dirfte durch den geringeren Anteil an nekrotischen
Arealen in Lymphknotenmetastasen die GLV-1h68-Amplifikation in diesen begunstigt sein.
Dies konnte zur praferentiellen Kolonisierung von Lymphknotenmetastasen durch GLV-1h68
beitragen.

Darlber hinaus wurden die Lymph- und BlutgefaBe von PC-3-Tumoren und
Lymphknotenmetastasen analysiert. Hierbei konnten keine Unterschiede in der Anzahl von
Lymph- oder BlutgefalRen zwischen Tumoren und Lymphknotenmetastasen festgestellt
werden. Allerdings wurde gezeigt, dass es sieben Tage nach intravenoser Injektion von
GLV-1h68 zu einer signifikanten Abnahme von beiden GefaRarten kam. Das konnte die
Reduktion der Anzahl der Lymphknotenmetastasen durch GLV-1h68 erklaren, da sowohl die
Versorgung mit Na&hrstoffen als auch mit Sauerstoff durch Verminderung der
BlutgefaRsystems herabgesetzt wird. Ebenso wird die Migration von PC-3-Zellen durch
Reduktion der Lymphgefalie inhibiert.

Es wurde in dieser Arbeit somit gezeigt, dass GLV-1h68 in der Lage ist, sowohl lymphatische
als auch hamatogene Metastasen der Prostatakarzinomzelllinie PC-3 erfolgreich zu
eliminieren.  Folglich durften onkolytische Vaccinia-Viren ein vielversprechendes
Therapeutikum fir die Behandlung des fortgeschrittenen Prostatakarzinoms darstellen. Um
sicherzustellen, dass die Metastasen-eliminierende Wirkung von GLV-1h68 nicht auf PC-3
beschrankt ist, ist es wichtig die Virus-Wirkung auf weitere metastasierende

Karzinommodelle zu untersuchen.
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Summary

Every year about 11,000 men in Germany are dying because of prostate carcinoma. Thus,
prostate carcinoma represents the second leading cause of cancer related death in men.
Since the prostate carcinoma usually proceeds asymptomatically the diagnosis is often made
when metastases have already formed. Human prostate cancer usually spreads to lymph
nodes, bones and lungs. There are two ways for tumor cells to migrate to other parts of the
body: through lymphatic vessels, a process called lymphatic metastasis, or through the blood

system, the hematogenous metastasis.

In this thesis the lymphatic metastasis of the human prostate carcinoma cell line PC-3 was
analyzed in detail while the hematogenous spread was only partially investigated. The initial
point of these investigations was the enlargement of lumbar und renal lymph nodes in PC-3
tumor-bearing mice 60 days post implantation of PC-3 cells. Thereafter the time course of
the enlargement was assessed. It turned out that the volume as well as the number of
enlarged lymph nodes increased from week to week post implantation of PC-3 tumors.
Subsequently, all enlarged lymph nodes were tested for the presence of human PC-3 cells in
mice. This was done with the help of an RT-PCR using primers for human -actin. Six weeks
post implantation 90% of all enlarged lymph nodes were positive for PC-3 cells. Furthermore,
the gene of the red fluorescent protein (RFP) was inserted into PC-3 cells via lentiviral
transduction. By using fluorescence microscopy PC-3-RFP cells could be detected in lumbar
and renal lymph nodes of PC-3-RFP tumor-bearing mice. With the help of RFP it could also
be shown that lymph node metastases depend on the PC-3 tumor location. Metastases
occurred in draining lymph nodes next to the tumor. Moreover, a PC-3-RFP cell migration
between Ilumbar and renal lymph node metastases was shown. In the following
immunohistochemical analysis it was proven that PC-3-RFP cells are indeed migrating in
lymphatic vessels between these lumbar and renal lymph node metastases. Additionally, an
increasing number of lymphatic vessels in PC-3 tumors was shown from week to week post
implantation of PC-3 cells. This enhancement positively correlates with the formation of

lymph node metastases.

Besides lymph node metastases hematogenous micro metastases in the lungs of PC-3-RFP-

tumor-bearing mice could be detected, too.

The major cause of death in prostate cancer patients is the formation of metastases.
Therefore, the development of effective therapies for lymphatic and hematogenous
metastases is of major importance. One of the most promising novel cancer therapies for

humans is oncolytic virotherapy. According to that, the second aspect of this thesis was to
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investigate the influence of the oncolytic vaccinia virus GLV-1h68 on the process of PC-3 cell

metastasis.

Thereby, it was initially shown that GLV-1h68 can efficiently colonize both migrating PC-3
cells and metastasized PC-3 cells in the lymph nodes. Ensuing, a possible metastasis
inhibiting effect of GLV-1h68 was analyzed. It was shown that GLV-1h68 reduces the volume
and the number of enlarged lymph nodes in PC-3 tumor-bearing mice three weeks after
intravenous injection. It could also be shown that GLV-1h68 significantly reduces the number
of lymph nodes that are positive for PC-3 cells. Additionally, GLV-1h68 has an inhibiting
effect on PC-3 cells that are circulating in the blood of PC-3 tumor-bearing mice and on
hematogenous metastases of the lungs. In analysing the intravenous injection of GLV-1h68
in PC-3-RFP tumor-bearing mice it turned out that there is a preferential viral colonisation of
lymph node metastases compared to the tumors. At early points after injection renal lymph
node metastases were colonized more thoroughly by GLV-1h68 than lumbar ones. The
same preferential viral colonisation of lymph node metastases was shown upon

intraperitoneal und intratumoral viral injection.

To elucidate the cause of preferential colonisation, further experiments were performed. At
first we studied whether or not the lymphatic origin of lymph node metastases plays a role for
the colonisation by GLV-1h68. The virus was injected into non-tumor-bearing mice to analyze
if GLV-1h68 accumulates predominantely in the lymphatic system. However, no such
accumulation was observed. Furthermore, there was a displacement of lymphatic tissue by
invasion of PC-3 cells. Therefore, it is assumed that the preferential colonisation of lymph

nodes is not caused by a lymphatic origin of the metastases.

Moreover, there was a higher amount of necrotic tissues in PC-3 tumors compared to lymph
node metastases. Since the replication of GLV-1h68 is abolished in necrotic tissue, the
reduced amount of necrotic areas in lymph node metastases could facilitate the GLV-1h68
replication. This effect could contribute to the preferential colonization of lymph node
metastases by GLV-1h68.

Further, lymphatic and blood vessels of PC-3 tumors and lymph node metastases were
analyzed. No differences of lymphatic and blood vessel density could be found between
tumor and lymph node metastases. However, there was a significant reduction of lymphatic
and blood vessels seven days post intravenous injection of GLV-1h68. This could explain the
effect of GLV-1h68 on the reduction of the number of lymph node metastases, because the
supply of nutrients as well as of oxygen is reduced due to the decrease of blood vessel

density. Also, migration of PC-3 cells is minimized upon the reduction of lymphatic vessels.
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Thus, it was shown that GLV-1h68 has a great potential in eliminating lymphatic and
hematogenous metastases of the human prostate carcinoma PC-3. Therefore, oncolytic
vaccinia viruses apparently represent promising therapeutic agents for the treatment of
advanced human prostate carcinoma.




Einleitung

1 Einleitung

1.1 Das Prostatakarzinom

Das Prostatakarzinom ist eine bosartige Veranderung der Prostata. Bei dieser Krebsart
werden langsam wachsende von aggressiven, rasch metastasierenden Verlaufsformen
unterschieden. Da das Prostatakarzinom im frihen Stadium der Erkrankung meist keine
Symptome verursacht, wird die Erkrankung oft erst so spat erkannt, dass sich bei etwa
einem Drittel der Patienten zum Zeitpunkt der Diagnose bereits Metastasen gebildet haben.
Befallen sind meist Lymphknoten, Knochen oder die Lunge. Mit dem Auftreten der
Metastasen wird die Behandlung erheblich erschwert und im fortgeschrittenen Stadium ist
eine Heilung zurzeit meist nicht mehr mdglich. Die Anzahl von Neuerkrankungen ist in den
letzten Jahren stetig gestiegen. Mittlerweile ist es das am haufigsten vorkommende
Karzinom des Mannes in Deutschland. Das Prostatakarzinom macht 20 % aller
Krebsneuerkrankungen des Mannes aus, gefolgt von Darm- und Lungenkrebs mit ca. 16 %
bzw. 15 %. Jahrlich treten nach einer Schatzung des Robert Koch-Instituts knapp 49.000
neue Falle an Prostatakrebs auf. Die Inzidenz betragt 120 pro 100.000 Manner Uber alle
Altersklassen hinweg. Bei den Uber 75-Jahrigen steigt die Erkrankungsrate auf tber 800
Falle pro 100.000 an (Abb. 1). 10 % aller Krebstodesfille bei Mannern sind auf das
Prostatakarzinom zuriickzufihren. Es liegt damit nach Lungen- und Darmkrebs an dritter

Stelle. Jahrlich sterben 11.000 Manner an dieser Krebsart.
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Abbildung 1: Altersspezifische Erkrankungsrate (Inzidenz) und Sterblichkeit (Mortalitat) fur Prostatakrebs
in Deutschland 2002 [1]. Die Inzidenz und Mortalitdt des Prostatakarzinoms nimmt mit steigendem Alter stetig

ZU.

Risikofaktoren fur das Prostatakarzinom sind ansteigendes Alter, Erndhrung, Lebensweise

und eine familidre Disposition. Mehr als 90 % der Erkrankten sind alter als 60 Jahre.
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Epidemiologische Arbeiten zum Prostatakarzinom zeigten, dass in Asien die Inzidenz
deutlich geringer ist als in Mittel- und Nordeuropa oder Nordamerika. Bei Asiaten, die in die
USA ausgewandert sind, wird in der zweiten Generation in der gleichen Haufigkeit ein
Prostatakarzinom nachgewiesen wie bei amerikanischen Mannern. Da bisher keine
genetischen oder hormonellen Unterschiede beschrieben worden sind, wird dieses
Phénomen derzeit am ehesten den Erndhrungsangewohnheiten zugeordnet. Insbesondere
wird hier die Rolle tierischer Fette diskutiert [2]. Bei 9% der diagnostizierten
Prostatakarzinome liegt eine genetische Disposition vor. Verglichen mit der
Normalbevolkerung ist das Risiko verdoppelt, wenn ein Verwandter ersten Grades oder zwei
Verwandte vor dem b55. Lebensjahr erkrankt sind. Eine eindeutige Diagnose des
Prostatakarzinoms kann nur durch die Entnahme von Gewebeproben erfolgen. Am

haufigsten wird die Prostatabiopsie ultraschallgesteuert Giber den Mastdarm durchgefihrt.

Das Prostatakarzinom wird in verschiedene Stadien eingeteilt, welche sich vor allem nach
der Ausbreitung des Tumors bei Diagnosestellung richten. Die Stadieneinteilung der UICC
(Union Internationale Contre le Cancer) hat weltweit die grof3te Akzeptanz erlangt. Zur
Klassifizierung wird wie bei allen Krebserkrankungen die Einteilung nach drei Kriterien
vorgenommen: das lokale Ausbreitungsstadium, die Lymphknotenmetastasierung und die
Bildung von Fernmetastasen. Die T-Stadien beschreiben das lokale Ausbreitungsstadium
des Prostatakarzinoms. Es wird darin unterschieden, ob der Tumor noch auf die Prostata
beschréankt ist oder ob schon Nachbargewebe betroffen sind. Je héher das T-Stadium, desto
schlechter die Prognose. T1-3 Stadien besagen meist, dass der Tumor noch auf die Prostata
begrenzt ist, wahrend bei einem T4-Stadium bereits Nachbargewebe befallen sind. Die N-
Stadien beschreiben die Metastasierung des Tumors in Ortliche Lymphknoten und besagen
sowohl wie viele Lymphknotenmetastasen vorliegen als auch welche GroRRe sie haben. Es
wird unterschieden, ob es zur Metastasierung in ortlichen Lymphknoten kam, oder bereits
entfernte  Lymphknotenregionen  befallen wurden. Bei einem fortgeschrittenen
Lymphknotenbefall ist meist keine Heilung mehr mdglich. Die M-Stadien beschreiben die
Fernmetastasierung, also die Metastasierung des Prostatakarzinoms tber den Blutkreislauf
in entfernt gelegene Organe, wie Leber oder Lungen. Liegen Fernmetastasen vor, ist eine
Heilung in den meisten Fallen nicht mehr mdglich. In Abhéngigkeit davon, welches Organ

betroffen ist, kann der Todeszeitpunkt nur noch hinausgezdgert werden [3].

Die Therapie eines Prostatakarzinoms erfolgt individuell verschieden, je nach Stadium des
Prostatakarzinoms, Alter, allgemeinem Gesundheitszustand und etwaigen Begleit-
erkrankungen im Hinblick auf die Lebenserwartung des Patienten. Wird ein Prostatakarzinom
rechtzeitig erkannt, d.h., ist es auf die Prostata begrenzt und es wurden noch keine

Metastasen gebildet, ist die Therapie oft erfolgsversprechend. Zur Option stehen dann die
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chirurgische Entfernung des Prostatakarzinoms oder eine Bestrahlungstherapie. Die
Indikation zur radikalen Prostatektomie wird gestellt, wenn die préoperativen Befunde ein
organbegrenztes Tumorwachstum wahrscheinlich erscheinen lassen und eine mindestens
zehnjahrige Lebenserwartung besteht. Einige Karzinome wachsen so langsam, dass eine
Entfernung in Anbetracht der Lebenserwartung des Erkrankten mdglicherweise mehr
schadet als nutzt. Bei der Prostatektomie wird die Prostata mit Samenblasen und
Samenleiter komplett entfernt und die Harnblase mit der Harnrbhre wieder verbunden. Eine
Bestrahlung des Prostatakarzinoms kann von auf3en oder Uber Ultraschall gesteuertes
Einbringen von strahlendem Material erfolgen. Bei beiden Verfahren bestehen gute
Heilungschancen. Sowohl die Prostatektomie als auch die Bestrahlungstherapie konnen
starke Nebenwirkungen mit sich bringen, dazu gehéren Impotenz, Harninkontinenz und
Darmprobleme. Im Falle eines fortgeschrittenen, nicht mehr organbegrenzten Prostata-
karzinoms erfolgt die Therapie meist nur noch palliativ. Eine Behandlung kann in diesem Fall
mit Hormonentzugstherapie oder Chemotherapie erfolgen. Die Hormonentzugstherapie
basiert auf dem Befund, dass das Prostatakarzinom ein testosteronabhdngig wachsender
Tumor ist. Durch den Entzug von Testosteron wird eine Ruckbildung oder eine Wachstums-
verlangsamung des Tumors von zwei bis vier Jahren bewirkt. Dieser Therapieansatz ist nicht
heilend. Spricht ein Prostatakarzinom nicht mehr auf einen Hormonentzug an, so stellt sich
die Indikation einer Chemotherapie [1]. Die Behandlung des Prostatakarzinoms unterliegt
intensiver Forschung, es werden neue Behandlungsmethoden entwickelt und derzeit
verwendete Methoden verbessert. Von zentraler Bedeutung ist die Entwicklung einer
effektiven Therapie des fortgeschrittenen Prostatakarzinoms, die auch Patienten nach
Auftreten von lymphatischen und hdmatogenen Metastasen heilen oder die Bildung dieser

verhindern kann.

1.2 Entstehung und Bedeutung von Lymphknotenmetastasen

1.2.1 Das Lymphsystem

Das lymphatische System ist ein Teil des Immunsystems, das sich aus lymphatischen
Organen und dem feinwandigen Lymphgefa3system zusammensetzt. In ihm wird
Lymphflissigkeit gebildet und transportiert. Man unterscheidet primare und sekundare
lymphatische Organe. Zu den primaren lymphatischen Organen gehéren der Thymus und
das Knochenmark, in ihnen verlauft die Bildung und Reifung der T- und B-Lymphozyten. In
den sekundéaren lymphatischen Organen finden der Antigenkontakt und die klonale
Vermehrung von Lymphozyten statt. Zu ihnen zahlen Lymphknoten, Tonsillen, Milz und

mukosaassoziierte Lymphfollikel im Magen-Darmtrakt (MALT). Das LymphgefaRsystem
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besteht aus einem Netzwerk feinwandiger Gefal3e, welches extravasierte Gewebeflissigkeit,
Proteine und Zellen aus peripheren Geweben sammelt, in den zwischengeschalteten
Lymphknoten filtert und schlieBlich in den Blutkreislauf Uber den Ductus thoracicus
zurickfuhrt. Der Ductus thoracicus, ist das grofite und bedeutendste Lymphgefaf3. Er tritt mit
der Aorta durch das Zwerchfell, verlauft im Brustraum zwischen Aorta und Wirbelsaule und
mundet dann im linken Venenwinkel in die Blutbahn. Dadurch stellt der Ductus thoracicus die
Hauptverbindung zwischen Lymph- und Blutsystem dar [4-6].

Als regionare Lymphknoten bezeichnet man die Lymphknoten, welche fir ein Organ oder
eine bestimmte Koérperregion als erste Filterstation dienen. Aus mehreren regionaren
Lymphknoten flie3t die Lymphe tUber LymphgefaRe in einen Sammellymphknoten. Haufig
werden regiondre Lymphknoten bei Erkrankung ihres Einzugsgebiets in Mitleidenschaft
gezogen. Der Mensch besitzt circa 600-700 Lymphknoten. Grof3e Ansammlungen von
Lymphknoten finden sich z.B. im Hals, in der Leistengegend, in der Achselhdhle sowie
neben der Aorta [7].

Vasa afferentia

Randsinus Sekundar-
follikel
A\

Rinde

=g Paracortex

Inter-
mediar-
sinus

Trabekel

Mark
Marksinus
Vene Arterie Hilum Vas efferens

Abbildung 2: Aufbau eines Lymphknotens und der Durchlauf von Lymphe [8]. Uber zufilhrende
LymphgefaRe (Vasa afferentia) flief3t die Lymphe in den Lymphknoten. Dort gelangt sie in den Randsinus und
weiter durch den radiar im Paracortex verlaufenden Intermediérsinus zum Marksinus. Am Hilum verlasst die
Lymphe Uber das abflihrende Lymphgefa® (Vas efferens) den Lymphknoten. Des Weiteren tritt am Hilum eine

Arterie ein und eine Vene aus den Lymphknoten.
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Lymphknoten  (Abb. 2) besitzen eine Bindegewebskapsel, von welcher sich
Bindegewebssepten, sogenannte Trabekel, in das Innere ziehen und den Lymphknoten in
kleine Kompartimente untergliedern. Das Hilum ist der Bereich eines Lymphknotens, an dem
BlutgefalRe ein- und austreten und meist ein abfiihrendes LymphgefaR (Vas efferens) den
Lymphknoten verlasst. Auf der dem Hilum gegeniberliegenden Seite treten LymphgefalRe
durch die Organkapsel in den Lymphknoten ein (Vasa afferentia). Die ankommende Lymphe
gelangt so durch die Systeme von Lymphkanalen, welche jeweils als Sinus bezeichnet
werden. Nach dem Durchfluss durch dieses Sinussystem verlasst die Lymphe den
Lymphknoten am Hilum durch das efferente Gefal3. Der Lymphknoten gliedert sich in eine
dunkel erscheinende Rinde und ein helleres, locker gebautes Mark. In der Rinde finden sich
zahlreiche Lymphfollikel, im Mark sind die Lymphozyten in Strdngen (Markstrange)
angeordnet. Lymphfollikel und die Markstrange sind B-Zell-Regionen. Zwischen den
Rindenfollikeln und den Markstrangen liegt die parafollikulare Zone, welche die T-Zell-Region

der Lymphknoten darstellt [8].

Den Anfang des Lymphsystems bilden blind beginnende Lymphkapillaren im Bindegewebe
der Organe und in der Dermis der Haut. Die relativ weitlumigen Lymphkapillaren minden in
Sammellymphgefale, die dann zu groBeren Lymphgefallen zusammenflieRen.
LymphgefaRe unterscheiden sich in vielerlei Hinsicht von BlutgefaRen, dennoch teilen sie
auch Gemeinsamkeiten. Beide vaskularen Systeme haben den gleichen embryonalen
Ursprung. Man geht davon aus, dass LymphgefaRe aus embryonalen Venen hervorgehen.
Sowohl Blut- als auch Lymphgefalie werden durch ein Endothelium abgegrenzt, welches von
glatter Muskulatur umgeben ist. Anders als Blutgefalle haben LymphgefaRe eine
diskontinuierliche oder fenestrierte Basalmembran und keine interendothelialen tight
junctions, aus diesem Grund sind sie durchlassiger fir die Interstitialflissigkeit [9].
Lymphatische Endothelzellen sind Uber spezielle verankernde Filamente mit der
extrazellularen Membran verbunden, welche das Offnen von GefaRen bei erhohtem
Gewebedruck ermoglicht [5,6]. Dadurch sind LymphgefaRe durchgéngig far
Gewebeflussigkeit, neben welcher auch Tumorzellen, Zytokine und Wachstumsfaktoren in
die LymhgefalRe gelangen kénnen [5]. Diese wandern Uber LymphgefaRe zu Lymphknoten,
von regionaren zu entfernten Lymphknoten und letztendlich zum Ductus thoracicus, von wo

aus sie in das Blutsystem gelangen (Abb. 3) [5,10].
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Abbildung 3: Funktion des Lymphsystem bei der Regulierung der Gewebefliissigkeit. Die Lymphgefalle
sammeln Interstitialflissigkeit und transportieren diese zu Lymphknoten, von da aus gelangt die
Interstitialflissigkeit in groRere Sammellymphgefale und anschlieBend in den Ductus thoracicus (Thoracic duct)
Uber welchen die Ruckfihrung in das Blutsystem stattfindet. Abbildung modifiziert nach [11].

1.2.2 Lymphknotenmetastasierung

Im 18. Jahrhundert wurde erstmals die Rolle des Lymphsystems in der Ausbreitung von
Tumoren innerhalb des menschlichen Korpers erkannt [12,13]. In der Folge konnte gezeigt
werden, dass die meisten Karzinome Uber das Lymphsystem metastasieren [14], so auch
das Prostatakarzinom [15]. Die Detektion von Lymphknotenmetastasen indiziert fast immer
eine schlechte Prognose fir Patienten, die an einem Prostatakarzinom leiden, da die
meisten Todesfélle durch Metastasen verursacht werden. Regionare Lymphknoten, in
dessen Einzugsbereich der Tumor liegt, sind oftmals der erste Ort der Metastasierung [16].
Bei 5-12 % aller Prostatakarzinompatienten liegt eine Metastasierung dieser regionaren
Lymphknoten vor [15]. Die Detektion von Lymphknotenmetastasen ist von besonderer
Wichtigkeit, denn obwohl diese an sich selten lebensbedrohlich sind, stellen sie einen
Indikator fuir das Stadium dar, in dem sich der Tumor befindet und sind entscheidend fir die
folgende Behandlung [17]. Des Weiteren ist zu beachten, dass Tumorzellen tber das
Lymphsystem in das Blutsystem gelangen und von dort aus in entfernt gelegenen Organen
Metastasen bilden konnen [18]. Die metastatische Verbreitung von Tumorzellen Uber den

Blutkreislauf bezeichnet man als hAmatogene Metastasierung.
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Der Eintritt der Tumorzellen in das Lymphsystem und die darauffolgende Ansiedlung in
Lymphknoten wird durch mehrere Faktoren begunstigt. Zum einen herrschen innerhalb des
Tumors hohe Druckverhaltnisse, wodurch die Lymphflissigkeit vom Tumor weg, hinein in die
lymphatischen Gefal3e flie3t [19]. Tumorzellen, welche von der Tumormasse dissoziieren,
konnen so mit der Lymphflussigkeit in die lymphatischen Gefél3e eintreten und Uber diese
passiv zu regionaren Lymphknoten transportiert werden. Zum anderen wurden chemo-
attraktive Stimuli nachgewiesen, welche von Lymphgefa3en ausgehen. Tumorzellen sind in
der Lage auf die Stimuli zu reagieren. So wird beispielsweise das Chemokin CCL21 von
Endothelzellen der Tumor-assoziierten-Lymphgefalle produziert. Rezeptoren fir dieses
Chemokin sind CCR7 und CXCR4. Diese werden auf Tumorzellen vieler Karzinome
exprimiert. Weiterhin gibt es eine positive Korrelation zwischen der Expression der CCR7
und CXCR4 auf Tumorzellen und der Lymphknotenmetastasierung [20,21], was so zu
erklaren ist, dass diese Rezeptoren Tumorzellen dazu befahigen, auf CCL21 zu reagieren
und in dessen Richtung zu migrieren. CCL21 (bt also eine chemoattraktive Wirkung auf
CCR7-positive Tumorzellen aus. Es handelt sich hierbei um einen parakrinen Effekt. Kirzlich
erschienene Studien haben gezeigt, dass viele CCR7-positive Tumorzellen auch selber
CCR7-Liganden produzieren kénnen. Durch diese Eigenschaft 16sen sie eine autologe
Chemotaxis aus und unterstitzen die Migration von weiteren CCR7-positiven Tumorzellen in
die Lymphgefalze. [22]. Sowohl die direkte als auch die autologe Chemotaxis férdern den

Eintritt von Tumorzellen in die Lymphgeféalle.

Des Weiteren wird oft das ,Seed and Soil“-Modell, welches 1889 von Paget beschrieben
wurde, in Betracht gezogen. Es besagt, dass Lymphknoten bevorzugt von Tumorzellen
befallen werden, da diese besonders vorteilhaft fir das Wachstum von Metastasen und die
Verteilung von Tumorzellen sind. Ausgehend von dem primdren Tumor verteilen sich
Krebszellen Uber den ganzen Korper, bilden aber nur in geeigneten Organen Metastasen,
bevorzugt in Lymphknoten [23]. Dieses Modell trifft allerdings nicht auf alle Arten von

Tumoren zu [24].

Sind die Tumorzellen in einen regiondren Lymphknoten gelangt, vermehren sie sich
zunédchst im Bereich des Randsinus und durchsetzen schlieBlich den gesamten
Lymphknoten. Von dieser Lymphknotenmetastase konnen sich erneut Tumorzellen l6sen
und Uber efferente Lymphgefal3e wieder in die lymphatische Zirkulation gelangen. Dort
konnen sie zusatzliche Lymphknoten besiedeln. Tumorzellen kénnen tber die lymphatische
Zirkulation auch das Blutsystem erreichen. Dies kann Uber Anastomosen, Verbindungen
zwischen Blut- und LymphgeféaRen, vor allem jedoch tber den Ductus thoracicus erfolgen.
Nachdem Tumorzellen einmal das Blutsystem erreicht haben, kdnnen diese unter anderem

durch Bindung an organspezifischen Endothelzell-,Homing“-Rezeptoren und Adhasions-
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molekdilen, in vielen Organen Metastasen bilden [25,26]. Tumor-assoziierte Lymphgefalle
fungieren also als konstitutiver Kanal fir disseminierende Tumorzellen. Das stellt die
Grundlage zur Bildung von Lymphknotenmetastasen dar. Zusatzlich dienen die
Lymphgefal3e als Zwischenstation auf dem Weg der Tumorzellen, bevor diese in vielen
Organen des Korpers Metastasen bilden kénnen [16].

1.2.3 Der prametastatische Zustand

Noch bevor es zum Eintritt von metastasierenden Tumorzellen in einen Lymphknoten
kommt, kdnnen Veranderungen in diesem Lymphknoten auftreten. Schon im 19. Jahrhundert
wurde ein prametastatischer Zustand von Lymphknoten beobachtet. Dieser Zustand wird
durch Proteine, wie z.B. lymphangiogenetische Faktoren und andere Molekile, ausgelost,
welche vom Tumor abgegeben und uUber die ableitenden Lymphgeféa3e zu regionéren
Lymphknoten transportiert werden. Der prametastatische Zustand zeichnet sich durch eine
VergroBerung des betroffenen Lymphknotens aus, welche unter anderem durch eine
vermehrte Proliferation des Endotheliums des Lymphsinus verursacht wird [27]. Des
Weiteren wurden viele Tumor-induzierte Veradnderungen der Immunzellpopulation in
regionaren Lymphknoten vor und nach Invasion von Tumorzellen beobachtet. So konnte in
Melanom- und Brustkrebs-Modellen eine partielle Immunsuppression in den ableitenden
Lymphknoten gezeigt werden [28,29]. Unter anderen wird dieser Vorgang durch
immunsupressive Zytokine ausgeldst, welche in erhohter Konzentration in regiondren
Lymphknoten nachgewiesen werden konnten [30]. Vom Tumor produzierte
lymphangiogenetische Faktoren induzieren nicht nur im Tumor selbst, sondern auch in den
ableitenden  Lymphknoten eine  Neubildung von Lymphgefallen [31]. Diese
Lymphangiogenese findet schon vor dem Eintritt metastatischer Tumorzellen statt und wird
nach der Bildung einer Lymphknotenmetastase noch zusatzlich erhoht. Die Tumor-induzierte
Lymphangiogenese in ableitenden Lymphknoten erhéht den Lymphflissigkeitsfluss zu
diesen [32], wodurch wiederum die Metastasierung verstarkt erfolgen kann. Durch die
VergrolRerung, die partielle Immunsuppression und die erhdhte Lymphangiogenese, wird
eine prametastatische Nische in den regiondren Lymphknoten geschaffen. Sie bietet ideale

Voraussetzungen fur die Besiedlung eines Lymphknotens durch Tumorzellen [34,35].

1.2.4 Zusammenhang von Lymphgefalidichte, lymphatischen und
h&matogenen Metastasen

Im Jahr 1996 beschrieben Alitalo et al. die Isolierung des vaskuldren endothelialen

Wachstumsfaktorrezeptors-3 (VEGFR-3), welcher hauptsachlich vom lymphatischen
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Endothelium produziert wird [35]. Kurz darauf wurden die vaskularen endothelialen
Wachstumsfaktoren-C und -D (VEGF-C und VEGF-D) identifiziert [36,37]. Sie sind Mitglieder
der VEGF-Familie und Liganden des VEGFR-3. Durch zahlreiche in vitro und in vivo
Versuche wurde gezeigt, dass VEGF-C und -D das Wachstum von neuen LymphgefaRen
induzieren [38-40]. Die ersten lymphangiogenetischen Wachstumsfaktoren waren gefunden.

Um den Zusammenhang zwischen Lymphgefadichte und Lymphknotenmetastasierung
untersuchen zu koénnen, wurden Marker verwendet, die von Blut- und Lymphgefal3en
verschieden exprimiert werden. Die Beobachtung, dass VEGFR-3 relativ spezifisch auf
lymphatischen Endothelzellen exprimiert wird, erméglichte, durch die Verwendung von anti-
VEGFR-3-Antikdrpern, eine erstmalige Unterscheidung von Blut- und Lymphgefal3en [41]. Es
wurden daraufhin weitere bevorzugt von lymphatischen Endothelzellen exprimierte Proteine
nachgewiesen, unter anderen Podoplanin und LYVE-1 [42,43]. Im Gegensatz dazu ist ein
gangiger Marker zur Identifizierung von BlutgefalRen CD31 [44], welcher von Endothelzellen
der BlutgefaRe exprimiert wird. Auf diese Weise ist eine Unterscheidung von Blut- und
Lymphgefal3en und eine Ermittlung der Lymphgefa3dichte mdoglich, trotz vieler
Gemeinsamkeiten und gleichen embryonalen Ursprungs [45].

Durch Synthese von VEGF-C oder VEGF-D in Tumorzellen wird die Tumor-induzierte
Lymphangiogenese ausgeltst. Darauffolgend kommt es zu einer erhohten Neubildung von
Lymphgefaf3en im Tumor und in der peritumoralen Umgebung [46]. Neben der erhthten
Lymphgefal3dichte, vergrof3ert sich auch der Lymphgefalddurchmesser und eine vermehrte
Proliferation von Tumor-assoziierten Lymphgefal3en kann beobachtet werden [47,48]. Eine
erhbhte Anzahl von Lymphgefal3en wiederum steigert die Wahrscheinlichkeit, dass
Tumorzellen in das lymphatische System einwandern und dort die Bildung von Metastasen
ermdglichen [49]. In vielen weiteren Studien konnte eine vermehrte Lymph-
knotenmetastasierung bei erhohter LymphgefaRdichte nachgewiesen werden. Es ist
dennoch zu beachten, dass die positive Korrelation zwischen Lymphgefafidichte von Tumor
und Umgebung und der Lymphknotenmetastasierung ein kontrovers diskutierter Sachverhalt
ist [50-52].

Dariber hinaus wurde in vielen Studien gezeigt, dass es durch die Tumor-induzierte
Lymphangiogenese auch zur vermehrten Metastasenbildung in entfernt gelegenen Organen
kommt. So konnten neben den Metastasen in Lymphknoten auch in Lungen Metastasen
nachgewiesen werden [46,53,31]. Durch Inhibition des VEGFR-3-Signalweges konnte in
einigen Studien eine verminderte Bildung von neuen Lymphgefalien beobachtet werden.
Das hatte eine Reduktion von Lymphknotenmetastasen und auch von Metastasen in entfernt

gelegenen Organen zur Folge [54].
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Auch wurde in mehreren Klinischen Studien eine positive Korrelation zwischen
lymphatischen und hamatogenen Metastasen gefunden. Dieses Phéanomen war dabei nicht
auf eine Krebsart beschrankt. Durch Untersuchungen von Prostatakrebspatienten zeigten
Bubendorf et al., dass 84 % der Patienten, die positiv auf Lymphknotenmetastasen getestet
wurden, auch eine hamatogene Verbreitung von Tumorzellen aufwiesen [55]. Ein erh6htes
Vorkommen von hamatogenen Metastasen bei schon vorhandener
Lymphknotenmetastasierung konnte Des Weiteren fiir Brust- [56], Pankreas- [57], Eierstock-
[58] sowie Kopf- und Nackenkrebs [25] nachgewiesen werden. Es wurde so ein
Zusammenhang zwischen Lymphknotenmetastasierung und der Bildung von lebens-

bedrohlichen Metastasen in entfernt gelegenen Organen verdeutlicht.

1.3 Die Rolle von Tumorstammzellen bei der Metastasierung

Es wird davon ausgegangen, dass sowohl Tumorstammzellen als auch die sogenannte
Epithelio-Mesenchymale Transition (EMT) eine zentrale Bedeutung fUr den Vorgang der

Metastasierung haben.

Das Modell der Tumorstammzellen (cancer stem cells, CSCs) besagt, dass in Tumoren eine
Population von Zellen mit Stammzelleigenschaften existiert, welche den Ursprung des
malignen Wachstums bildet [59]. CSCs zeichnen sich durch unbegrentzte Regeneration,
Pluripotenz, Tumorigenitat und Seltenheit aus. Durch wiederholte symmetrische Teilungen
kann sich eine Tumorstammzelle unbegrenzt replizieren. Die Tochterzellen sind wieder
vollwertige CSCs. Dadurch ist die Tumorzelllinie unsterblich. Erfolgt eine asymmetrische
Teilung, so entstehen aus den CSCs Tochterzellen, die zumindest teilweise eine fir das
Ursprungsgewebe typische Differenzierung aufweisen. So erklart sich einerseits die
Ahnlichkeit des Tumors zum Ursprungsgewebe und andererseits auch eine oft beobachtete
Heterogenitdt des Phéanotyps innerhalb eines Tumors. Tochterzellen, die ihre
Stammzelleigenschaften verloren haben (non-CSCs), teilen sich wesentlich haufiger als
CSCs und machen somit die Hauptmasse eines Tumors aus. Eine einzelne CSC kann als
Keimzelle fur einen malignen Tumor fungieren. Des Weiteren geht man davon aus, dass der
Anteil von CSCs in der Gesamtpopulation der Tumorzellen sehr gering ist. CSCs zeichnen
sich weiterhin durch ihre enorme Widerstandsfahigkeit gegeniiber exogenen Noxen aus. Sie

zeigen eine erhohte Behandlungsresistenz gegeniber z.B. Zytostatika oder Bestrahlung [60].

Die Epithelio-Mesenchymale Transition ist ein Prozess in dem Zellen ihre epitheliale
Differenzierung verlieren und den sogenannten mesenchymalen Phanotyp annehmen [61].
Morphologisch wandern fibroblastenartige Einzelzellen aus dem geordneten Zellverband

aus. Die EMT wurde in der Embryonalentwicklung entdeckt. Mittlerweile unterscheidet man
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drei verschiedene Typen der EMT, wobei die Typ-3-EMT in Karzinomen stattfindet [62]. Das
EMT-Programm fuhrt in Tumorzellen zur Ausbildung eines invasiven migratorischen
Phénotyps und zur Erlangung von CSC-Eigenschaften, wie Tumorigenitat und
Therapieresistenz [63-65].
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Abbildung 4: Schematische Darstellung der Hypothese zur Beteiligung der EMT und von MCSCs an dem
Prozess der Metastasierung. Durch EMT entstehen an der Tumorinvasionsfront MCSCs, welche nach Migration

in andere Organe wieder differenzierte, dem Primartumor phénotypisch &hnliche, Metastasen bilden [60].

Brabletz et al. formulierten 2005 fir die Metastasierung von Karzinomen die Hypothese,
nach welcher lokale Signale an der Invasionsfront die Aktivierung eines EMT-Programms
auslosen (Abb. 4) [66]. Dadurch werden ein invasiver Phanotyp und CSC-Eigenschaften
induziert. Es entstehen sogenannte migratorische Tumorstammzellen (Migrating Cancer
Stem Cells, MCSCs). Diese kdonnen den Prim&rtumor verlassen und uber LymphgefalRe
und/oder Uber das Blutsystem in andere Organe gelangen. Aufgrund ihrer CSC-
Eigenschaften sind sie in der Lage, dort neue Kolonien zu bilden. Das MCSC-Modell erklart
weitere Tumoreigenschaften, z.B. dass der CSC-Anteil unter den Tumorzellen in
Abhéangigkeit der Starke der EMT-Induktion erheblich variieren kann. An der Invasionsfront
befinden sich die meisten CSCs. Beim Wachstum einer Metastase entsteht wieder ein
Tumor, welcher in der Regel die Morphologie des Primartumors imitiert. Dies ist im MCSC-
Modell nur dann méglich, wenn sich die MCSCs am Ort der Metastase asymmetrisch teilen
oder wenn der EMT-Prozess umgekehrt verlauft (Mesenchymal-Epitheliale Transition, MET)

[67]. In beiden Fallen entstehen wieder differenzierte non-CSC, welche wegen ihrer hohen
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Proliferationsrate die Hauptmasse einer Metastase ausmachen und somit ihre Morphologie

bestimmen.

1.4 Therapeutische Ansatze zur Bekdmpfung metastasierender

Karzinome

In Europa sterben jahrlich 1,7 Millionen Menschen an einer Krebserkrankung [68]. Es wird
angenommen, dass 90 % dieser Todesfalle direkt oder indirekt durch Metastasenbildung
verursacht werden [69]. Das Uberleben eines Patienten ist somit streng mit dem
metastatischen Status des Karzinoms verbunden. Die Behandlung von Metastasen erfolgt
zurzeit ahnlich der des primaren Tumors. Neben klassischen Behandlungsmethoden, wie die
operative Entfernung des Tumors und des umliegenden Gewebes, Chemo- und
Bestrahlungstherapie, liegt der Fokus derzeit auf der Entwicklung effektiver Methoden zur
Bekampfung von Metastasen. Allerdings verlauft die Entwicklung sehr langsam [70]. Da
Tumorstammzellen eine entscheidende Rolle in der Entstehung von Metastasen spielen, ist
ein wichtiges Ziel, nicht nur die non-CSC, sondern speziell auch die CSC moglichst selektiv
zu vernichten [60].

Nachdem die Bedeutung von Lymphknotenmetastasen erfasst wurde, ist davon
ausgegangen worden, dass durch eine chirurgische Entfernung der
Lymphknotenmetastasen eine Vorbeugung hdmatogener Metastasierung stattfinden wirde.
Die Analyse von vielen klinischen Studien ab 1960 zeigte Uberraschende Ergebnisse, denn
die Entfernung der Lymphknotenmetastasen schien nicht von therapeutischer Relevanz zu

sein, da die Uberlebensdauer der Patienten nicht verlangert wurde [71,72].

Ein weiterer Therapieansatz ist die Inhibierung der Lymphangiogenese z.B. durch Antikorper,
l6sliche Rezeptoren oder shRNAs, welche verschiedene Komponenten der pro-
lymphangiogenetischen Signalkaskade inhibieren [25]. Da es viele Ahnlichkeiten in der
molekularen Regulation von Lymphangiogenese und Angiogenese gibt, gestaltet sich eine
spezifische Inhibierung der Lymphangiogenese allerdings als sehr schwierig. Des Weiteren
wurden auch in ersten Studien Substanzen ermittelt, welche spezifisch auf den CSC-Antell
der Tumorzellen wirken [73]. Der klinische Einsatz steht allerdings noch aus. Auch kdnnten
Therapieansatze, die gegen den Prozess der EMT wirken, ein Mittel gegen Metastasierung

darstellen.

Ziel ist es, eine Therapiemoglichkeit zu finden, die den soliden Tumor und sowohl
lymphatische als auch hdmatogene Metastasen erfolgreich behandeln kann. Im Rahmen

dessen erlangt die onkolytische Virustherapie immer mehr an Bedeutung.
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1.5 Onkolytische Virustherapie

Die Idee, dass Viren in der Krebstherapie Anwendung finden kdnnten, ist im frihen 20.
Jahrhundert durch einen Zufall entstanden, als bei Krebspatienten, welche an einer
Viruserkrankung litten oder gegen Tollwut geimpft wurden, eine transiente Remission des
Tumorwachstums auftrat [74,75]. Dock et al. waren die ersten, die dieses Ph&nomen
beschrieben. Er berichtete auch von Patienten, bei denen es, nach einer Injektion mit
Influenza-Viren, zu einer signifikanten Remission von Leukamie kam [76]. Levaditi et al.
zeigten 1922 erstmals, dass das Vaccinia-Virus in der Lage war, sich in verschiedenen
Tumoren zu vermehren und das Tumorwachstum in Mausen und Ratten zu inhibieren [77].
Diese frihe Entdeckung fiihrte dazu, dass zwischen 1950 und 1960 verschiedene Viren in
praklinischen und klinischen Studien getestet wurden [78]. Moore arbeitete mit dem
ferndstlichen russischen Enzephalitis-Virus und testete seine onkolytische Wirkung im
Tiermodell [79]. Hierbei war es erstmals moglich, eine vollstandige Tumorregression durch
virale Onkolyse zu erreichen. Hoster et al. publizierten 1949 die ersten klinischen Studien zur
viralen Onkolyse von Krebs, in denen 21 Freiwillige, die an dem Hodgkin-Lymphom litten, mit
Gewebeproben von Hepatitispatienten geimpft wurden [80]. Obwonhl viele Nebenwirkungen
beobachtet wurden, zeigten die Patienten eine deutliche klinische Verbesserung und eine
Abnahme der TumorgréfR3e, nachdem sich Symptome einer viralen Hepatitis manifestierten.
Das National Cancer Institut (NCI) flhrte 1956 eine erste groRangelegte klinische Studie
durch, in welcher 30 Zervixkarzinompatienten Adenoviren verabreicht wurden [81]. Es
wurden verschiedene Grade von lokaler Tumornekrose, aber keine signifikante
Tumorregression beobachtet. Obwohl diese ersten Studien bahnbrechend waren, hatte das
Interesse an onkolytischen Viren als potentielle anti-neoplastische Therapeutika
nachgelassen, zum einen wegen des nur kurzlebigen Erfolges, zum anderen wegen
inakzeptabler Nebenwirkungen, die letztlich zum Abbruch der Studien fiihrten. Die Viren
waren nicht in der Lage, selektiv nur die malignen Tumorzellen zu infizieren, ohne dabei die
gesunden Zellen zu beschadigen. Des Weiteren waren sie nicht in der Lage, die Detektion
und Beka&mpfung durch das Immunsystem zu umgehen. Das alles ist auf das damals
begrenzte Wissen im Bereich der Virologie, Immunologie und Genetik und auf die begrenzt

verfugbare Techniken zuriickzufiihren [78].

Auf Grund grof3er Fortschritte in Wissenschaft und Technik gelang es Forschern die
Virustherapie zielgerichteter und effektiver zu gestalten [82]. Das erste zur Replikation
befahigte, modifizierte Virus, von welchem ein anti-Krebs-Effekt im Menschen nachgeweisen
werden konnte, ist das Adenovirus ONYX-015 [83]. Durch Deletion des Gens fur E1B-55K
wurde das Adenovirus gentechnisch veréndert. Das fuhrte zur bevorzugten Infektion von p53

defizienten Tumorzellen. Seither wurden in China, als erstem Land der Welt, der
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Adenovirusstamm H101 zur adenoviralen Therapie von Hals- und Nackentumoren

zugelassen [84].

Ein ideales Virus fur die Krebstherapie wurde bis jetzt jedoch noch nicht gefunden, aber
Vaccinia-Viren zahlen, neben Adeno- und Herpesviren zu den vielversprechendsten

Kandidaten innerhalb der Gruppe der onkolytischen Viren [85].

1.6 Das Vaccinia-Virus

Vaccinia-Viren waren fir die Bekdmpfung und erfolgreiche Ausrottung der Pocken von
enormer Bedeutung. Aufgrund des millionenfachen Einsatzes als Impfstoff und der damit
verbundenen intensiven Grundlagenforschung, verfligen wir (ber ein detailliertes
Verstandnis zur Pathogenese und Biologie von Vaccinia-Viren [86]. Neue Fortschritte in der
Molekularbiologie, Virologie, Immunologie und in der Genetik von Krebs, haben so zu der
Entwicklung neuer Krebstherapeutika basierend auf Vaccinia-Viren gefuhrt. Durch eine
Vielzahl von biologischen Eigenschaften ist das Vaccinia-Virus besonders fir die
Krebstherapie geeignet. So sind Vaccinia-Viren in der Lage, ein grol3es Spektrum von
Wirtszellen effektiv zu infizieren, da sie keine spezifischen Zelloberflichenrezeptoren
bendtigen, sondern die Infektion auch durch relativ unspezifische Membranfusionen erfolgen
kann [87]. Sie besitzen ein Genom, in welches in umfangreichem Ausmal} transgene DNA
integriert werden kann. Durch die ausschlie3liche Replikation von Vaccinia-Viren im
Zytoplasma kann eine Integration der viralen DNA in das Wirtsgenom nahezu
ausgeschlossen werden. Des Weiteren konnte in zahlreichen praklinischen Studien nach
intravendser Injektion der Vaccinia-Viren in Tumor-tragende Mause eine spezifische
Amplifikation im Tumorgewebe, jedoch nicht in anderen Geweben und Organen,
nachgewiesen werden [86-88]. Die Tumorselektivitat ist das wichtigste Kriterium flr die
klinische Wirksamkeit aller Krebstherapeutika. Eine hohe Selektivitat erméglicht einen hohen
therapeutischen Index und vermindert Nebenwirkungen. Konventionelle Krebstherapien, wie
Chemo- oder Bestrahlungstherapie, bringen, oft durch ungeniigende Tumorselektivitat,

nachteilige Nebenwirkungen mit sich.

1.6.1 Vaccinia-Virus-Taxonomie

Das Vaccinia-Virus gehort zur Familie der Poxviridae. Viren dieser Familie gliedern sich in
zwei Unterfamilien, die Chordopoxvirinae, welche Vertebraten infizieren und die
Entomopoxvirinae, welche ausschlielBlich Insekten befallen. Die Unterfamilie der

Chordopoxvirinae ist wiederum in acht verschiedene Gattungen untergliedert, welche sich in
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Morphologie und Wirtstropismus &ahneln. Das Vaccinia-Virus gehort zur Gattung der
Orthopoxviridiae, deren Mitglieder Krankheitserreger der Pocken sind. Durch massive
weltweite Anstrengungen in Form eines konsequenten Impf- und Bekampfungsprogramms
konnte die World Health Organisation (WHO) 1980 die Pocken fir ausgeltscht erklaren [91].
Die Impfung wurde durch Applikation von Vaccinia-Viren mit gentgender Kreuzreaktivitat
durchgefuhrt, um einen Schutz vor anderen Orthopox-Viren zu bieten. Die Urspriinge der
modernen Vaccinia-Viren sind unklar und obwohl jetzt bekannt ist, dass sie sich von dem
Kuhpocken-Virus unterscheiden, welches Edward Jenner 1798 erstmals als Impfung gegen
Pocken verwendete [92], gibt es eine enge Verwandtschaft der Virenarten.

1.6.2 Morphologie von Vaccinia-Viren

Vaccinia-Viren zahlen zu den DNA-Viren und gehéren zu den grofdten bekannten Viren.
Vaccinia-Virus Partikel sind ca. 300 x 240 x 120 nm grof3, besitzen eine ziegelsteinartige,
ovale Form und eine Lipoproteinmembran, welche die komplexen Kernstrukturen umfasst
[93]. Die Kernstruktur beinhaltet eine ca. 192 kb grof3e, lineare, doppelstréngige DNA,
welche fur 200 Gene kodiert. Die DNA ist mit vielen Proteinen assoziiert, die notwendig fur
die Transkription der RNA-Polymerase und fur die RNA-Prozessierung sind. Die minimale
Interaktion mit Wirtsproteinen erlaubt dem Vaccinia-Virus, sich in vielen verschiedenen
Zelltypen zu replizieren und die Wirtsabwehrmechanismen zu umgehen. Vaccinia-Virus
Partikel kommen in vier verschiedenen Formen vor. Zwei intrazellulare Formen: intracellular
mature virus (IMV) und intracellular enveloped virus (IEV) und zwei extrazellulare Formen:
cell-associated enveloped virus (CEV) und extracellular enveloped virus (EEV) [93,94]. IMV
und EEV sind die infektiosen Partikelformen des Vaccinia Virus. IMV-Partikel sind von einer
Membran umgeben, EEV-Partikel bestehen aus einem IMV-Partikel, welcher von einer

zweiten Membran umgeben ist, die wiederum mehrere virale Antigene enthalt [95].

1.6.3 Replikation von Vaccinia-Viren

Die Replikation von Vaccinia-Viren erfolgt wahrend des gesamten Infektionszyklus
ausschlie3lich im Zytoplasma der Wirtszelle [96]. Die Eintrittsmechanismen in die Wirtszelle
unterscheiden sich abhangig von den Partikel-Formen. Es konnte gezeigt werden, dass IMV-
Partikel durch Interaktionen der Hullproteine H3, A27 oder D8 Glykosaminoglykane (GAGS)
an die Zelloberflache binden kdnnen [97-99]. Nach Bindung kann der Eintritt Uber zwei
Mechanismen erfolgen. Der einfachere Weg ist, dass die IMV-Membran direkt mit der
Plasmamembran fusioniert und es dem viralen Kern so ermdglicht wird, das Zytoplasma zu

betreten. Die zweite Mdoglichkeit besteht darin, dass IMV-Partikel durch Endozytose
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aufgenommen werden und dann die Virusmembran mit der vesikularen Membran fusioniert
[100]. Eine Untersuchung des Eintrittsmechanismus von EEV-Partikeln wird dadurch
erschwert, dass bei den meisten Vaccinia-Virus-Stammen nur eine geringe Menge von EEV-
Partikeln vorliegt und dass die &ul3ere Membran sehr empfindlich ist. Elektronen-
mikroskopische Studien zeigen einen in der Virologie beispiellosen Liganden-vermittelten
Aufloseprozess der &auf3eren Membran nach der Bindung an der Plasmamembran der
Wirtszelle [101].

Nach dem Eintritt in die Zellen treten Veranderungen der Zellfunktionen, des -metabolismus
sowie der -morphologie auf, welche als ,cytopathic effects” (CPE) bezeichnet werden [102].
Mit Aufnahme der Viruspartikel kommt es zu einer Zunahme der Plasmamembran-
Permeabilitat sowie zur Entlassung des DNA-haltigen Virion-Kerns ins Zytoplasma. Die
Transkription von ca. 100 frihen mRNAs, welche den Wirtszell-RNAs &hneln, erfolgt
innerhalb des Virion-Kerns, durch eine viruseigene DNA-abhangige RNA-Polymerase. Die
MRNAs werden in das Zytoplasma exportiert, wo die Translation mit Hilfe des zelleigenen
Translationsapparats stattfindet. Die frihen mRNAs kodieren fiir Proteine, die an der viralen
DNA-Synthese beteiligt sind. Andere friihe Proteine bewirken eine Veranderung der
Wirtszellen zum Vorteil fur das Virus und erméglichen es dem Vaccinia-Virus die angeborene
Immunantwort des Wirtes zu umgehen [95]. Die anschlieRende DNA-Replikation findet in
sogenannten  Mini-Nuklei (den Virus-Fabriken), welche von Membranen des
Endoplasmatischen Retikulums (ER) umgeben sind, statt. Daraufhin kommt es zur
Transkription von intermediaren und spaten Genen [103]. Intermedidre Gene kodieren vor
allem fir Transkriptionsfaktoren und regulatorische Proteine. Die Transkriptionsfaktoren
dienen der Transkription von spaten Genen, welche an der Verpackung von neuen Virus-
Partikeln beteiligt sind. Die regulatorischen Proteine initieren unter anderem die

Transkription von frilhen Genen in neu-infizierten Zellen.

Nach der Synthese aller notwendigen Proteine beginnt der Zusammenbau von Vorganger-
Viruspartikeln [104]. Der Zusammenbau beginnt mit der Bildung von sichelférmigen
Membranen, welche sich schlie3lich zu immature virions (IVs) entwickeln. Die IVs nehmen
DNA auf und reifen zu IMVs, welche groRtenteils bis zur Zelllyse intrazellular verbleiben.
Durch die Zelllyse kommt es dann zur Freisetzung des grof3ten Teils der IMVs. Ein kleiner
Anteil durchlauft das intrazellulare Membrannetzwerk und kann durch trans-Golgi-Zisternen
[105,106] oder Endosomen [107] freigesetzt werden. Dabei enstehen die IEVs. Sie werden
entlang von Mikrotubuli (MT) zur Zelloberflache transportiert, fusionieren dort mit der
Plasmamembran und werden dadurch zu CEVs. CEVs kdnnen Aktin vom Zytoplasma
rekrutieren und Uber Filopodien zu benachbarten Zellen transportiert werden [108]. Sie

kénnen aber auch von der Plasmamembran dissoziieren und EEVs bilden. Nur ein geringer
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Teil der EEVs, ca. 5 %, liegt ungebunden vor [109]. Da die Membran der EEVs groRtenteils
aus Wirtszellproteinen besteht, ist eine unbeeintréchtigte systemische Verteilung dieser
Partikel Gber den Blutkreislauf und eine Umgehung der immunvermittelten Bekampfung
maoglich [110].
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Abbildung 5: Eintritt von Vaccinia-Virus in die Wirtszelle und dessen Morphogenese. (A) IMV und EEV
gelangen auf verschiedene Arten in die Wirtszelle [95]. IMV-Partikel kénnen zum einem direkt mit der
Plasmamembran fusionieren, woraufhin der nackte Virion-Kern in das Zytoplasma gelangen kann. Zum anderen
kénnen sie durch Endozytose in Vesikeln aufgenommen werden, deren Membran daraufhin mit der IMV-
Membran verschmilzt. EEV-Partikel binden an die Plasmamembran, woraufhin es zur Aufldsung der &ufReren
Virion-Membran kommt. (B) zeigt einen Uberblick iiber die Morphogenese des Vaccinia-Virus [94]. Die in den
Virus-Fabriken produzierten IMVs, werden uber Mikrotubili (MT) zu den Membranen des Golgi-Apparates oder zu
Endosomen transportiert. Hier werden die IMVs von einer Doppelmembran umhiillt und bilden so die IEVs. Diese
wiederum gelangen Uber MTs zur Zelloberflache, an welcher sie mit der Plasmamembran fusionieren und CEVs
bilden. CEVs kdnnen an der Zelloberflaiche verbleiben und benachbarte Zellen erreichen oder sie werden

freigesetzt und breiten sich systemisch aus. Grafik modifiert nach [94,95].

1.6.4 Rekombinantes Vaccinia-Virus GLV-1h68

Der kirzlich beschriebene, attenuierte Vaccinia-Virusstamm GLV-1h68 [89] zeichnet sich
durch eine erhdhte Tumorselektivitdt und durch eine verminderte Toxizitat im Vergleich zum
Wildtyp Vaccinia-Virusstamm LIVP aus [89]. Die erhfhte Tumorselektivitat konnte unter
anderen in folgenden Modellen nachgewiesen werden: humanem Brustkarzinom [89],
anaplastischem Schilddriisenkarzinom [111,112], malignem Pleuramesotheliom [113],
Pankreaskarzinom [114] und caninem Brustkarzinom [115]. GLV-1h68 wurde durch Insertion
von Expressionskassetten des Renilla-Luciferase-GFP-Fusionsproteins, der 3-Galaktosidase
und der B-Glukuronidase in die Genloci F14.5L, J2R und A56R konstruiert (Abb. 6).

23



Einleitung

GLV-1h68 F14.5L

Abbildung 6: Vaccinia-Virus-Konstrukt GLV-1h68. Der Wildtypstamm LIVP wurde genutzt um eine neue

Generation von rekombinanten Vaccinia-Viren zu konstruieren, unter anderem den Stamm GLV-1h68. Durch
Einbringen neuer Genkassetten in die drei Genorte F14.5L, J2R und A56R wurden diese inaktiviert und dadurch
die Toxizitat erniedrigt, sowie die Tumorselektivitat erhoht.

Das Gen J2R der Vaccinia-Viren kodiert flr eine Thymidinkinase (TK) und ist essentiell fur
die Synthese von Desoxythymidin-Monophosphaten und Desoxyuridin-Monophosphaten und
somit fir die DNA- und RNA-Synthese von entscheidender Bedeutung. Eine Deletion von
J2R fihrt zu einer viralen Abhangigkeit von zellular exprimierter Thymidinkinase. Es wird
davon ausgegangen, dass die Thymidinkinase in transformierten Zellen starker exprimiert
wird, als in gesunden Zellen [116]. So konnte bei Vaccinia-Viren mit inaktivierter
Thymidinkinase eine verminderte Pathogenitat und eine erhéhte Tumorselektivitat in
verschiedenen Tumormodellen gezeigt werden [88,117]. GLV-1h68 wurde vom Vaccinia-
Virusstamm LIVP abgeleitet, welcher von Natur aus eine inaktivierte Thymidinkinase besitzt
und somit grundsatzlich selektiver als andere Vaccinia-Virus-Stamme ist [89,118]. Neben
dem inaktiven Genlocus J2R, wurden bei der Konstruktion die Genloci F14.5L und A56R
inaktiviert. F14.5L kodiert fir ein kleines Transmembranprotein, welches in IMV und in
Zelloberflachen infizierter Zellen eingebaut ist und so die Zelladhdsion von GLV-1h68
vermittelt. Eine Deletion von F14.5L resultiert in einer verminderten Virulenz in der Maus
[118,119]. A56R kodiert fur Hamagglutinin (HA), einen virulenten Faktor, welcher an der
interzellularen Verteilung von Vaccinia-Viren beteiligt ist [120]. Die kombinierte Inaktivierung
der F14.5L-, J2R- und A56R-Gene und die kombinierte Uberrexpression von neuen
Genkasetten, welche transkriptionelle und translationelle Last fur das Virus darstellen, fihrt

zu einer erhohten Tumorselektivitét.
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1.7 Ziele der Arbeit

In vielen Studien konnte erfolgreich eine Tumor-regredierende Wirkung von GLV-1h68
nachgewiesen werden [89,112-115,121-123], wohingegen uber eine mdgliche Wirkung auf
Metastasen wenig bekannt ist.

Aus diesem Grund war ein Ziel dieser Arbeit, ein metastasierendes Tumormodell zu finden
und dieses nadher zu charakterisieren. Dies sollte unter anderem durch Etablierung einer
direkten Fluoreszenz-basierten Visualisierung von Tumorzellen geschehen. Mit Hilfe von
modifizierten Tumorzellen sollte der Modus der Verbreitung von Metastasen in der Maus
untersucht werden. Dabei sollte besonders die Differenzierung zwischen hamatogenen und
lymphatischen Metastasen ermdglicht werden.

Des Weiteren galt es, den Effekt von GLV-1h68 auf die Bildung und das Wachstum von
Metastasen zu untersuchen. Hierfir sollte geprift werden, ob GLV-1h68 in der Lage ist,
Metastasen erfolgreich zu kolonisieren und ob die Kolonisierung eine Inhibierung der
Metastasen zur Folge hat. Ebenso sollte herausgefunden werden, ob es Unterschiede in der
Kolonisierung von Tumoren und Metastasen mit GLV-1h68 gibt. Sollte dies der Fall sein,

waren die Grinde hierfur zu ermitteln.
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2 Material

2.1 Chemikalien und Enzyme

Aceton

Acrylamid/Bisacrylamid
Agarose

Agarose Low Melt

Albumin aus Rinderserum (BSA)
Ammoniumperoxodisulfat (APS)
Borséaure

Bromphenolblau

1x BSS

Carboxymethylcellulose (CMC)
Calciumchlorid

Chloroform

Click’s RPMI

Coelenterazin

Coomassie Brilliant Blue G-250
p-Cumarsaure
Diethylpyrocarbonat (DEPC)
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dinatriumhydrogenphosphat
Dithiothreitol (DTT)

DMEM

DMEM High Glucose (4,5 g/l)
dNTP-Mix
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)
Essigsaure

Ethanol 96 %

Ethanol p.a.

Ethanol absolut (RNase-frei)
Formaldehyd (37 %)

Fotales Kalberserum (FKS)
Glycerin

Glycin

Roth, Karlsruhe

BioRad, Miinchen

Roth, Karlsruhe
AppliChem, Darmstadt
AppliChem, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim
PAA, A-Pasching
Sigma-Aldrich, Steinheim
Merck, Darmstadt
AppliChem, Darmstadt
Pan Biotech, Aidenbach
Sigma-Aldrich, Steinheim
Serva, Heidelberg
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

PAA, A-Pasching

PAA, A-Pasching
Fermentas, St. Leon-Rot
Serva, Heidelberg
Merck, Darmstadt
Chemikalienausgabe der
Universitat Wirzburg
Riedel deHaen, Seelze
AppliChem, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim
PAA, A-Pasching

Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe
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Harnstoff

HEPES

Hoechst-Farbstoff
Isopropanol

Isopropanol (RNase-frei)
Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
Kaliumphosphat
Kristallviolett

L-Glutamin

Luminol

Magermilchpulver
Magnesiumchlorid
B-Mercaptoethanol
Methanol

Mowiol

Natriumhydroxid
Natriumcarbonat
Natriumchlorid
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natrium-EDTA
Natriumpyruvat
Nitrocellulosemembran
Nonidet P-40 (Igepal)
Paraformaldehyd (PFA)

1x PBS
Penicillin/Streptomycin (100x Konzentrat)
Phosphorsaure

Phusion™ DNA-Polymerase

5 x PhusionTM Hf Puffer

Ponceau S

Prestained Protein Marker
Proteaseinhibitoren-Mix Complete Mini
RNase-ExitusPlus

RNA-Later

Roth, Karlsruhe

PAA, A-Pasching

Sigma, Steinheim

Roth, Karlsruhe
AppliChem, Darmstadt
Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim
PAA, A-Pasching
Amersham, Freiburg
Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim
Whatman, Dassel
Sigma-Aldrich, Steinheim
AppliChem, Darmstadt
PAA, A-Pasching

PAA, A-Pasching

Roth, Karlsruhe

New England BioLabs, US-
Ipswich

New England BioLabs, US-
Ipswich

Sigma-Aldrich, Steinheim
Fermentas, St. Leon-Rot
Roche, US-Indianapolis
AppliChem, Darmstadt
Qiagen, Hilden

27



Material

RPMI-Medium 1640
Schwefelséure 95%ig
Saccharose
N,N,N",N"-Tetramethylethylendiamin (TEMED)
Tris-Base, pH 10-11,5
Tris-HCI, pH 3,5-5

Triton X-100
Trizol-Reagent
Trypsin-EDTA

Tween 20
Wasserstoffperoxid 30 %

Wasser (RNase-frei)

2.2 Puffer und Losungen

1x Bradfordl6sung: 50 mg
25 ml
50 ml
ad 550 ml

CMC-Medium:; 759
500 ml

Einfriermedium: 90 %
10 %

Kristallviolett-L6sung: 1,39
50 ml
300 ml
650 ml

DEPC-H,0: 11

1ml

ECL-Reagenz: Losung 1: 90 mM
Losung 2: 250 mM

PAA, A-Pasching
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Fluka, CH-Buchs
AppliChem, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim
Invitrogen, Darmstadt
PAA, A-Pasching
Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt

AppliChem, Darmstadt

Coomassie Brilliant Blue G250
Ethanol (96 %)
Phosphorséaure (85 %)

H,O

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

Kulturmedium
DMSO

Kristallviolett
Ethanol
Formaldehyd 37 %
HZObd

H,O
DEPC-Reagenz

p-Cumarsaure

Luminol
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Ldsung 3: 1M Tris-HCI, pH 8,5
- 0,5 ml von Lésung 1
- 1,0 ml von Ldsung 2
- 20 ml von Ldsung 3
- mit H,O auf 200 ml auffiillen
- 3 il H,0, (30 %) zu 10 ml Lésung geben

Proteinlysepuffer: 50 mM Tris-HCI, pH 3,5-5
2 mM EDTA, pH 7,4
2mM PMSF
—eine Proteaseninhibitoren-Tablette auf 10 ml
Lysepuffer
Paraformaldehyd (PFA): 4 g PFA in warmem H,Oy4 l6sen

NaOH zugeben bis die Losung klar ist
10 ml 10x PBS

mit H,O auf 100 ml auffillen

2> pH-Wert auf 7,4 einstellen

1x PBS: 140 mM NacCl
2,7 mM KCI
8,1 mM Na,HPO, x 12 H,O
1,5mM KH,PO,
Ponceau S-Farbeldsung: 0,59 Ponceau S
1mi Essigsaure

ad 100 ml H,O

2x Probenpuffer fir RNA: 5ml Glycerin
20 pl 0,5 M EDTA
4 ml Bromphenolblau (0,4 %)
1ml DEPC-H,O

5x Probenpuffer fiir DNA: 2ml 500 mM EDTA
5ml Glycerin
1mi Bromphenolblau (1 %)
ad 10 ml H,O
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10x SDS-Laufpuffer: 440 mM Tris-HCI, pH 6,8
2M Glycin
1,5 (w/v) SDS

—->pH-Wert auf 8,2 einstellen

1x SDS-Probenpuffer: 200 mM Tris-HCI, pH 6,8
5 % (vIv) SDS
1mM Na,EDTA
8 M Harnstoff
0,1 % B-Mercaptoethanol
0,2% Bromphenolblau

Strip-Loésung fur Western Blots: 4 ml SDS (10 %)

1,25 ml 0,5 M Tris-HCI, pH 6,8
140 pl B-Mercaptoethanol
ad 20 ml H,O
50x TAE-Puffer: 242 g Tris-Base
100 mi 0,5M EDTA
57,1 ml Essigsaure
ad 11 H,Opq
10x TBE-Puffer: 890 mM Tris-Base
890 mM Borsaure
25 mM Na,EDTA

2> pH-Wert auf 8,2 einstellen

10x TBT: 15M NacCl
60 mM Tris-Base
190 mM Tris-HCI, pH 3,5-5
20 % Tween 20
1x Towbin-Puffer: 25 mM Tris-Base
192 mM Glycin
20 % MeOH

—->pH-Wert auf 8,2 einstellen
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2.3 Verwendete Kits

DNA-free™ Kit Ambion, Austin, TX, USA
RevertAid ™ First Strand cDNA Synthesis Kit Fermentas, St. Leon-Rot
RNeasy® Mini Kit Qiagen, Hilden
RNeasy® Protect Animal Blood Kit Qiagen, Hilden

2.4 Zelllinien und Zellkulturmedien

2.4.1 Zellinien

CV-1-Zellen adharent wachsende Fibroblasten aus der Niere der
afrikanischen griinen Meerkatze (Cercopithecus aethiops)

GI-101A-Zellen adharent wachsende humane Brustkarzinomzellen

4T1-Zellen adharent wachsende murine Brustkarzinomzellen

293FT-Zellen adharent wachsende humane epitheliale Nierenzellen

PC-3-Zellen adharent wachsende humane Prostatakarzinomzellen

PC-3-RFP-Zellen PC-3-Zellen welche rot fluoreszierendes Protein (RFP)
exprimieren

2.4.2 Zellkulturmedien

CV-1: 500 ml DMEM High Glucose (4,5 g/l)

50 ml FKS

5ml Antibiotika (Pen/Strep)
GI-101A: 500 ml RPMI 1640

100 ml FKS

5ml Antibiotika (Pen/Strep)

6 ml Natriumpyruvat

6 ml HEPES (1 M)

300 pl BE2 (Ostradiol/Progesteron)
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293FT-Zellen 500 ml RPMI
100 ml FKS
2 mmol L-Glutamin
PC-3/4T1: 500 ml RPMI 1640
50 ml FKS
5ml Antibiotika (Pen/Strep)
PC-3-RFP: 500 ml RPMI 1640
50 ml FKS
5ml Antibiotika (Pen/Strep)
1 pg/ml Balsticidin (frisch hinzufiigen, alle 2 bis 3

Tage Medium erneuern)

2.5 Synthetische Oligonukleotide

Humanes B-Aktin:
Forward-Primer: 5-CCT CTC CCA AGT CCA CAC AG-3
Reverse-Primer: 5-CTG CCT CCA CCC ACT C-3

Murines B-Aktin:
Forward-Primer: 5-CGT CCA TGC CCT GAG TC-3
Reverse-Primer: 5-GCT GCC TCA ACA CCTCAA C-3’

Vaccinia-Virus:
Forward-Primer: 5-CGT AAA CTA CAA ACG TCT AAACAA GAA-3

Reverse-Primer: 5-CCT GGT ATATCG TCT CTATCT TTATCA C-3

Alle Primer wurden von Metabion, Martinsried, sythetisiert.
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2.6 Antikorper

Primarantikorper Isotyp Spezies Hersteller
Polyklonaler anti-LYVE-1 Kaninchen Maus Abcam, Cambridge
(ab14917) IgG

Polyklonaler anti-CD31 Ziege IgG2a  Maus Santa Cruz, US-Santa
(sc-1506) Cruz

Monoklonaler anti-CD31 Hamster IgG  Maus Millipore

(MAB13982)

Phalloidin-TRITC, fungal toxin isolated from the poisonous mushroom Amanita phalloides,

Sigma-Aldrich, Steinheim

Sekundarantikorper Isotyp Spezies Hersteller

Anti-Hamster, Cy5 konjugiert Goat IgG Hamster Jackson ImmunoResearch,
(127-175-099) US-Pennsylvania
Anti-Kaninchen, Cy2 konjugiert Esel IgG Kaninchen  Jackson ImmunoResearch,
(711-225-152) US-Pennsylvania
Anti-Kaninchen, Cy3 konjugiert Esel IgG Kaninchen  Jackson ImmunoResearch,
(711-165-152) US-Pennsylvania
Anti-Kaninchen, DyLight 649

konjugiert Esel IgG Kaninchen  Jackson ImmunoResearch,
(711-495-152) US-Pennsylvania
Anti-Ratte, Cy2 konjugiert Esel IgG Ratte Jackson ImmunoResearch,
(712-225-153) US-Pennsylvania
Anti-Ratte, Cy3 konjugiert Esel IgG Ratte Jackson ImmunoResearch,
(712-165-153) US-Pennsylvania
Anti-Ratte, DyLight 649 konjugiert Esel IgG Ratte Jackson ImmunoResearch,
(712-495-153) US-Pennsylvania
Anti-Ziege, HRP-konjugiert Kaninchen  Ziege Sigma, Steinheim

(A8919) lgG
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2.7 Rekombinantes Viruskonstrukt GLV-1h68

Im Rahmen dieser Arbeit wurde mit dem rekombinanten Viruskonstrukt GLV-1h68 [89]
gearbeitet. GLV-1h68 wurde durch zielgerichtete Mutagenese des urspriinglichen Vaccinia
Virus LIVP konstruiert. Im Genort F14.5L tragt es ein Fusionsgen aus Renilla-Luziferase
(RUC) und dem grin fluoreszierendem Protein (GFP), welches unter der Kontrolle eines
early/late-Promotors steht. Des Weiteren wurde der Thymidinkinase-Locus (TK) durch die
Insertion des revers zum early/late-Promotor (Psg) eingebauten humanen Transferrin-
Rezeptor-Gens (hTfR) und durch die Insertion des Markergens B-Galaktosidase (lacZ),
welches von dem Promotor p7.5 kontrolliert wird, ersetzt. Ein weiteres Markergen, welches
fur die B-Glucuronidase (GusA) kodiert, befindet sich im Hamagglutinin-Lokus (HA). Dieses

Gen steht unter Kontrolle des viralen Promotors pl11.

GLV-1h68 F14.5L [ & s ha
P g > M :

Abbildung 7: Viruskonstrukt GLV-1h68

GLV-1h68 wurde von der Genelux Corp., San Diego, USA, konstruiert und zu

Analysezwecken der AG Szalay, Universitat Wirzburg, zur Verfiigung gestellt.

2.8 Versuchstiere

Alle in vivo-Experimente wurden mit athymischen Nacktmdusen der Firma Harlan
Winkelmann (Borchen) durchgefiihrt. Charakteristisch fir diese Mause ist eine autosomal,
rezessive Mutation im nu-Lokus auf dem Chromosom 11. Diese Mutation bedingt den
haarlosen Phénotyp und eine stark verminderte Anzahl von T-Lymphozyten. Alle
Versuchstiere wurden als Gruppen in separaten, 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 Stamm-gerecht gehalten.
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2.9 Gerate und sonstige Materalien

Gerat

Hersteller

Anasthesie-Anlage

Autoklav
Biophotometer
DNA-Gelelektrophorese Kammer
Einmalkivetten
Elektroblot-Apparatur
Feinwaage
Filmkassette
Filterspitzen
Flow-Hood LaminAir
Gelapparatur fur Polyacrylamigelelektrophorese
Geldokumentation
Glaswaren
Infrarot-Lampe
Kandlen
Kryoréhrchen
Kihlzentrifuge Biofuge fresco
Lysing Matrix D Tubes
Maestro EX Imaging System
Mikroskope:
o Axiovert 200M
¢ DMIRB Inverses Mikriskop
e MZ 16 FA Stereo-Fluoreszenzmikroskop
e TCS SP2 Konfokales Mikroskop
MRT, BioSpec

Neubauer-Zahlkammer

NightOWL LB 981 Imaging System
Nitrocellulose Transfer Membran
Objektrager und Deckglaschen
PCR Biometra

Berthold Technologies,

Bad Wildbad

Webeco, Selmsdorf
Eppendorf, Hamburg
BIO-RAD, Miinchen
Sarstedt, Numbrecht
BioRad, Miinchen

Kern, Balingen-Frommern
Dr.Goos suprema, Heidelberg
Hartenstein, Wirzburg
Kendro, Langenselbold
BioRad, Miinchen

PegLab, Erlangen

Schott, VWR Brand

Petra, Burgau

Braun, CH-Emmenbrucke
Greiner, Frickenhausen
Heraeus, Hanau

MP Biomedicals, Heidelberg
CRi, Woburn, MA, USA

Zeiss, Wetzlar

Leica, Wetzlar

Leica, Wetzlar

Leica, Wetzlar

Bruker, Rheinstetten

(Zur Verfugung gestellt vom
Institut fir Experimentelle Physik,
Universitat Wirzburg)
Marienfeld, Lauda-Kdnigshofen
Berthold, Bad Wildbad
Schleicher & Schuell, Dassel
Hartenstein, Wirzburg

Schleicher & Schuell, Dassel
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Power-Pac Basic

Rasierklingen

Reagenzgefal3e: 0,5, 1,5 und 2,0 ml

Reagenzgefal3e:15 und 50 ml
Rontgenfilme
Rontgenfilmentwickler
Schredder Fastprep
Semi-Dry Blotapparatur
Sonifier Branson 450
Thermomixer comfort
Tisch-Schuttler
Tischzentrifuge minispin
Ultrazentrifuge L8-M
Vibratom

Vortex

Whatman 3MM-Filterpapier
Zellkulturflaschen
Zellkulturinkubatoren
Zellkulturschalen

Zellschaber

2.10 Verwendete Software

Adobe Photoshop 7.0
Axiovision 4.5

Image J Software
Metamorph Imaging
Microsoft Word 2007
Microsoft Excel 2007
Leica IM1000 4.0
Leica Confocal 2.16

WinLight

BioRad, Mlinchen

Wilkinson Sword GmbH, Solingen
Sarstedt, Numbrecht

Greiner, Frickenhausen

Konica, Miinchen

Kodak, Stuttgart

Thermo Scientific, Karlsruhe
Peqlab, Erlangen

Heinemann, Schwébisch Gmind
Eppendorf, Hamburg

Heidolph, Schwabach
Eppendorf, Hamburg

Beckmann Coulter, Krefeld
Leica, Wetzlar

Labinco, NE-Breda

Schleicher & Schuell, Dassel
Greiner, Frickenhausen

RS Biotech, UK-Irvine

Greiner, Frickenhausen

TPP, Schwerin

Bildbearbeitung

Bildaufnahme (Inverses Mikroskop, Zeiss)
Bildbearbeitung (http://rsbweb.nih.gov/ij)
Bildaufnahme (Inverses Mikroskop, Leica)
Textverarbeitung

Diagramme und Statistik

Bildaufnahme (Stereomikroskop, Leica)
Bildaufnahme

(Konfokales Mikroskop, Leica)

Biolumineszenz-Imaging
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3 Methoden

3.1 Zellbiologische Methoden

3.1.1 Kultivierung adharent wachsender Eukaryontenzelllinien

Alle nachfolgend beschriebenen Zellkulturmethoden wurden unter sterilen Bedingungen an
einer Flow-Hood durchgefuihrt. Die Kultivierung aller eukaryontischen Zelllinien erfolgte in
Zellkulturflaschen und -platten verschiedener GroR3e, in einem sensorgesteuerten Inkubator,
welcher optimale Wachstumsbedingungen (100 % Luftfeuchtigkeit, 37 °C, 5% CO,)
garantierte. Samtliche Zellkulturmedien, Puffer und Arbeitsutensilien wurden vor Gebrauch
sterilisiert. Alle Gegenstande, wurden dafur vor der Verwendung unter der Sterilbank mit
70 % Ethanol desinfiziert. Zudem wurde zur Vorbeugung bakterieller Kontaminationen den
Medien ein Antibiotikum zugefiigt (Penicillin/Streptomycin). Foétales Kalberserum (FKS)
wurde vor Zugabe zum Medium 30 min bei 56 °C hitzeinaktiviert. Nur fur die Kultivierung von
293FT-Zellen wurde nicht hitzeinaktiviertes FKS verwendet. Da Teilung und Wachstum nicht
unbegrenzt erfolgen, sondern bei Konfluenz der Zellen stagnieren, wurden diese vor
Erreichen von 100 % Konfluenz passagiert. Dafir wurde zunéchst das verbrauchte Medium
abgenommen und die auf dem Zellkulturflaschenboden adhérent wachsenden Zellen mit
Hank’s BSS gewaschen. Durch diesen Waschschritt, konnten abgestorbene Zellen und
Mediumreste entfernt werden. Daraufhin wurden die Zellen fiir ca. 5 min mit Trypsin-EDTA
bei 37 °C inkubiert. Das Enzym Trypsin ist eine Endopeptidase und spaltet Peptidbindungen
hinter bestimmten Aminosauren, wodurch die proteolytische Ablésung der Zellen
hervorgerufen wird. Nach der Inkubationszeit wurde die Reaktion durch Zugabe von frischem
Medium gestoppt, da dieses Trypsin-Inhibitoren Calcium und Magnesium enthalt.
Zellkontakte wurden durch mehrmaliges Auf- und Abpipettieren gelést und die so
entstehende Zellsuspension konnte nun weiter kultiviert werden. Dafiir wurde je nach Bedarf
in einem bestimmten Verhaltnis die Zellsuspension in ein neues Kulturgefal ausgesét. Eine
regelmafige Erneuerung des Kulturmediums nach zwei bis drei Tagen stellte sicher, dass
noch ausreichend Inhaltsstoffe fir das Wachstum der Zellen vorhanden waren sowie
Abfallprodukte abgestorbener Zellen entfernt wurden. Der im Medium enthaltene pH-
Indikator zeigt durch einen Farbumschlag von rot nach gelb den fortschreitenden Verbrauch
der Nahrstoffe im Medium an. Jede Zelllinie wurde in einem fur sie optimierten Medium
kultiviert. Bei der Kultivierung von PC-3-RFP-Zellen war zu beachten, dass es sich bei der
PC-3-RFP-Zellinie um eine stabil transfizierte Zelllinie handelt, welche das rot
fluoreszierende Protein (RFP) exprimiert. Das fur RFP kodierende Gen wurde zusammen mit

einem Blasticidin-Selektionsmarker in die Zellen eingefiihrt. Um den Selektionsdruck
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aufrecht zu erhalten, wurde dem Medium das Antibiotikum Blasticidin in einer

Endkonzentration von 10 pg/ml zugesetzt und die Zugabe alle 2-3 Tage wiederholt.

3.1.2 Bestimmung der Zellzahl mit Hilfe der Neubauer Zahlkammer

Fur viele Versuche sowie das Passagieren der Zellen, war eine genaue Bestimmung der
Zellzahl notwendig. Zu diesem Zweck wurde die Neubauer Zahlkammer eingesetzt, ein
Objekttrager, der Uber ein eingeatztes Gitternetzwerk verfigt. Mit dem aufgelegten
Deckglaschen ergibt sich ein definiertes Flissigkeitsvolumen, in dem sich die Zellen
befinden. Das Gitter besteht aus 4 groRen Quadraten, die jeweils in 16 kleine Quadrate
eingeteilt sind. Bei der Bestimmung der Zellzahl wurde aus jedem groRen Quadrat jeweils
eine Reihe aus 4 kleinen Quadraten unter dem Mikroskop ausgezahlt. Die Berechnung der
vorhandenen Zellzahl erfolgte nach folgender Formel:

Zellzahl/ml = gezéhlte Zellzahl x 10* x Verdiinnungsfaktor der Zellsuspension

3.1.3 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Nach Erreichen einer Konfluenz von 90-100 %, wurden die Zellen mit Hank’s BSS
gewaschen und mit Hilfe von Trypsin vom Boden des KulturgefaRes geldst. AnschlieRend
wurde die Gesamtzellzahl bestimmt und die Zellsuspension bei 1300 rpm, fur 5 min
zentrifugiert. Durch Aufnehmen des Zellpellets in einem entsprechendem Volumen
Einfriermedium, wurden Aliquots mit 5x10° Zellen/ml in Kryoréhrchen gefiillt. Diese wurden
zunéachst fur 4 h bei -20 °C und weiter Uber Nacht bei -80 °C abgeklhlt. Zur dauerhaften

Lagerung wurden die Zellen in flissigen Stickstoff Uiberfuhrt.

Zum Auftauen wurden die Zellen fur ca. 30 s in einem Wasserbad bei 37 °C erwarmt. Nach
Zugabe von erwarmtem Kulturmedium wurden die Zellen zentrifugiert (900 rpm, 5 min), der
Uberstand verworfen, das Zellpellet in frischem Kulturmedium resuspendiert und in eine
kleine Zellkulturflasche tberfiihrt. Am folgenden Tag wurde das Medium erneuert, um tote

Zellen zu entfernen.

3.1.4 Generierung von PC-3-RFP-Zellen durch lentivirale Transduktion

Zur Visualisierung wurde das rot fluoreszierende Protein (RFP) in die PC-3-Zellen eingeflgt.
Dies geschah durch lentivirale Transduktion mit Hilfe des Vira Power™ Lentiviral Expression

Systems von Invitrogen. Durch dieses System kann man Lentiviren erzeugen, die ein
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gewinschtes Gen in das Saugerzellgenom einfiihren und dort zu dessen Expression fuhren.

Es handelt sich hierbei um eine stabile Langzeitexpression des gewunschten Gens [124].

Zuerst wurde in den pLENTI6/V5-Expressionsvektor RFP kloniert (S. Weibel). Durch eine
anschlieRende Kotransfektion des Vira Power™ Packaging Mix und dem pLENTI6/V5-RFP-
Vektor in 293FT Zellen wurde das nicht zur Replikation fahige, RFP kodierende, Lentivirus
hergestellt. Dieses konnte zur Transduktion der PC-3 Zielzelllinie benutzt werden. Als
Selektionsmarker wurde Blasticidin verwendet, da die pLENTI6/V5-Expressions-Konstrukte
ein Blasticidinresistenzgen enthalten, welches somit in Kombination mit dem RFP in die PC-
3-Zelllinie integriert wurde und mit dessen Hilfe anschlieRend stabil transfizierte Zellen
selektiert werden konnten. Nach erneuter Vereinzelung eines RFP-exprimierenden Zellklons
wurde die stabil RFP-exprimierende Zelllinie PC3-RFP  gewonnen. Durch
durchflusszytometrische Analysen und Fluoreszenzmikroskopie konnte nachgewiesen
werden, dass samtliche Zellen dieser Zelllinie RFP exprimieren.

3.2 Mausexperimentelle Methoden

3.2.1 Implantation von PC-3- und PC-3-RFP-Zellen

Fur alle tierexperimentellen Untersuchungen wurden 5-6 Wochen alte, athymischen Nude-
Mause verwendet. Die zu implantierenden PC-3-Zellen wurden bis zu einer Konfluenz von
90 % kultiviert. Ein Tag vor Implantation erfolgte ein Mediumwechsel. Fir die anschlielende
Implantation der Zellen wurden diese zunachst gewaschen, trypsiniert und durch
Zentrifugation (800 rpm, 5 min) pelletiert. Nach zweimaligem Waschen in PBS wurden die
Zellen in einer Neubauer Zahlkammer gezahlt und auf das gewiinschte Volumen so
eingestellt, dass sich jeweils 2 x 10° PC-3-Zellen in 100 pl PBS befanden. Die Implantation
dieser Zellsuspension erfolgte, falls nicht anders angegeben, an der rechten, hinteren Flanke
der Maus. Die Injektionsstelle wurde mit Hilfe von Alco-Preps desinfiziert und die Zellen mit
einer 29G"/, Insulinspritze injiziert. Je Maus wurden 100 ul Zellsuspension verabreicht. Mit
Hilfe einer digitalen Schieblehre wurde das Tumorwachstum nun in regelméafiigen Abstadnden

kontrolliert und dokumentiert. Dabei wurde die Tumorgrof3e wie folgt ermittelt:
Tumorvolumen = (Lange) x (Breite)? / 0,52

Alle tierexperimentellen Untersuchungen wurden in Ubereinstimmung mit den Vorschriften
des Institutional Animal Care and Use Committee (IACUC) von Explora Biolabs (San Diego,

USA) und/oder der Regierung von Unterfranken durchgefihrt.
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3.2.2 Injektion von GLV-1h68

Durch Injektion von GLV-1h68 sollte zum einen herausgefunden werden, ob dieses eine
Metastasen-inhibierende Wirkung besitzt und zum anderen, wie das Virus sich in Tumoren

und Metastasen repliziert.

Um herauszufinden, ob GLV-1h68 einen Einfluss auf die Bildung oder das Wachstum von
PC-3-Metastasen besitzt, wurde GLV-1h68 intravends, durch eine einmalige Injektion von
5x 10° plaque forming units (PFU) in 100 pl PBS in eine laterale Schwanzvene appliziert. Die
Injektion erfolgte ca. 3-4 Wochen nach Implantation der PC-3- und PC-3-RFP-Tumorzellen.
GLV-1h68 wurde vor Injektion aufgetaut und zum Lésen eventuell auftretender
Virusaggregate 3mal fur 30 s sonifiziert. Der Injektionsvorgang wurde erleichtert, indem die
Tiere zur Gefallerweiterung fur 10 min mit einer Infrarot-Warmelampe bestrahlt und die
Injektionsstelle mit Alco-Preps desinfiziert wurde.

Zur Untersuchung der Kolonisierung von Metastasen und Tumoren durch GLV-1h68 wurden
je 1x 10’ plaque forming units (PFU) GLV-1h68 intravends, intratumoral und intraperitoneal
in PC-3-RFP-Tumor-tragende Mause injiziert. Die Injektion erfolgte hierbei erst 8-9 Wochen
nach der Implantation, um sicher zu gehen, dass die Metastasenbildung in den Mausen
schon erfolgte, bevor die Viren injiziert wurden. Auch hierfir wurde GLV-1h68 vor der

Injektion sonifiziert.

3.2.3 Narkose

Zur Betaubung wurde ausschliel3lich die Inhalationsnarkose mit 1,5-3 % Isofluran eingesetzt.
Isofluran ist ein leichtflichtiges Anasthetikum mit hypnotischer und muskelrelaxierender
Wirkung. Die zu untersuchenden Mause wurden dafir in eine Inhalationskammer gesetzt, in
welcher das Narkosemittel in Gasform appliziert wurde. Da Isofluran einen sehr niedrigen
Verteilungskoeffizienten hat, findet eine rasche Reaktion auf steigende oder sinkende

Isofluran-Konzentration statt.

3.2.4 Visualisierung von PC-3-Tumoren und Metastasen
3.24.1 Visualisierung mit Hilfe des Fluoreszenz-Imaging

Durch das von den PC-3-Zellen exprimierte RFP war es mdglich, PC-3-RFP-Tumore und
Metastasen zu visualisieren. Zum einem konnte dies mit Hilfe des Stereo-
Fluoreszenzmikroskops mit digitaler CCD-Kamera, zum anderem durch das Maestro EX

Imaging System geschehen. In beiden Fallen konnten PC-3-RFP-Tumore an lebenden
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Mausen detektiert und dokumentiert werden. Fiur das Visualisieren im Maestro EX Imaging
System wurden die Mause mit Isofluran betaubt. PC-3-RFP-Metastasen konnten groéf3tenteils
nur post mortem detektiert werden. Dafir wurde der Bauchraum gedffnet und durch
Entnahme von Darm, Milz und Nieren die Metastasen freigelegt. Die Auswertung der Bilder
des Stereo-Fluoreszenzmikroskop erfolgte mit Photoshop, die des Maestro EX Imaging
Systems mit der dazugehdrigen Maestro Software v2.4.

3.2.4.2 Visualisierung mit Hilfe der Magnetresonanztomographie (MRT)

Die Magnetresonanztomographie (MRT) ist ein bildgebendes Untersuchungsverfahren, mit
welchem das Korperinnere dargestellt werden kann, ohne dabei z.B. Réntgenstrahlung zu
verwenden. Mit dieser Methode lassen sich verschiedene Gewebetypen im Kérper sichtbar
machen, wobei unter anderem der Wassergehalt von diesen ausschlaggebend fir den
jeweiligen Kontrast ist und zur Darstellung beitrdgt. Der zu untersuchende Kdrperabschnitt
lasst sich dabei in beliebig angelegten Langs- oder Querschichten wiedergeben. Es wird mit
einem starken Magnetfeld, sowie mit elektromagnetischen Wechselfeldern im
Radiofrequenzbereich gearbeitet. Die positiv geladenen Kerne der Wasserstoffatome, die
Protonen, orientieren sich in Richtung des Magneten. Werden Radiowellen auf die Protonen
gerichtet, nehmen diese die Energie auf und werden so von ihrer Ausrichtungsachse
abgelenkt. Nach Abschalten der Radiowellen kehren die Protonen in ihre Ausgangsform
zurlick und geben dabei die aufgenommene Energie in Form schwacher Radiowellen wieder
ab, die fUr diesen Vorgang bendtigte Zeit bestimmt die Relaxationzeit. Die abgeschwéchten
Signale werden aufgefangen und durch ein computergestiitzes Rechnerverfahren in ein Bild

umgesetzt.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde untersucht, ob eine in vivo Detektion von PC-3-Metastasen
mit der MRT Technologie méglich ist, wobei mit einer von der Relaxationszeit T2 abhangige
Bildgebung zur Erzeugung von Querschnittsbildern gearbeitet wurde. Die Mause wurden vor
und wahrend der MRT-Messung mit Isofluran narkotisiert. Da eine Messung langer als 30

min dauern kann, wurde die Atmung wahrend der Messung fortwahrend kontrolliert.

3.2.5 Entnahme von Tumoren, Metastasen und Organen

Fir viele Untersuchungen mussten Tumore, Metastasen und Organe entnommen werden.
Dafur wurden zu definierten Zeitpunkten nach Implantation bzw. Injektion mit GLV-1h68 die
Tiere zunachst mit Isofluran betaubt und anschlieRend durch zervikale Dislokation getétet.
Bei der Praparation von Tumoren und Metastasen wurde darauf geachtet, das umgebende

Binde-, Muskel- oder Knochengewebe mdglichst vollstandig zu entfernen. Je nach
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Verwendungszeck wurden die entnommenen Tumore und Metastasen anschlieRend
homogenisiert oder in flissigen Stickstoff tberfihrt und bei -80 °C gelagert. Lungen, aus
denen spéater die RNA isoliert werden sollte, wurden in 1 ml RNA-Later tberfihrt und nach
einer Inkubation UN bei 4 °C bei -80 °C gelagert. Die Entnahme von Blutproben erfolgte
durch Herzpunktion. Damit nachfolgend RNA aus dem Blut isoliert werden konnte, wurde
dieses direkt nach der Entnahme in eine spezielle Blut-RNA-stabilisierende-Losung (im
RNeasy® Protect Animal Blood Kit enthalten) gegeben und bei -20 °C gelagert.

3.3 Isolierung und Analyse von RNA aus Tumoren, Metastasen

und Lungen

Mit Hilfe von Isolierung und Analyse der RNA sollte ein Nachweis humaner Zellen in
Tumoren und Lymphknoten erbracht werden. Der Nachweis humaner PC-3-Zellen erfolgte
durch Anwendung der RT-PCR (Reverse Transkriptase-Polymerasekettenreaktion). Diese
dient dazu, die aus einer Probe isolierte mRNA zuerst in cDNA umzuschreiben, die dann
wiederum mit Hilfe der PCR amplifiziert und im Agarose-Gel analysiert werden kann. Diese
Methode beruht auf dem Einsatz der Reversen Trankriptase, welche aufgrund ihrer
enzymatischen Komponente aus einer RNA-Matrize DNA herstellen kann. Diese, durch die
Reverse Transkriptase synthetisierte DNA, wird als complementary-DNA (cDNA) bezeichnet
und kann als Matrize fur die konventionelle PCR dienen. So ist es moglich, mit Hilfe
spezifischer Primer die Transkription verschiedener Gene direkt zu vergleichen. In diesem
Fall wird so z.B. ermdglicht, humanes und murines Gewebe voneinander zu unterscheiden,
was in dieser Arbeit durch die Verwendung von Primern fir humanes beziehungsweise

murines B-Actin geschah.

3.3.1 RNA-Isolierung aus humanen und murinen Zellen

Die Spezifitdt der murinen und humanen Primer wurde sichergestellt, indem diese zuerst in
RT-PCRs mit RNA-Isolaten aus einer humanen Zellline (GI-101A) bzw. einer murinen
Zelllinie (4T1) getestet wurden. Dafur wurden GI-101A- und 4T1-Zellen in 6-Well-Platten
ausgesat und die RNA mit Hilfe des RNeasy® Mini-Kits von Qiagen nach dem dazugehérigen
Protokoll isoliert. Hierbei wurden die Zellen zundchst homogenisiert, die RNA an eine Matrix

gebunden, gereinigt und schlie3lich in RNase-freiem Wasser eluiert.
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3.3.2 RNA-Isolierung aus Tumor- und Lymphknotengewebe

Die Isolierung von RNA aus Geweben erfolgte durch Verwendung von Trizol. Tumore,
vergroRerte Lymphknoten und Lungen wurden aus den Versuchstieren prapariert, mit Hilfe
eines Skalpells erst grob zerkleinert und anschlieBend in mit Hilfe des FastPrep-Disrupter
unter Verwendung spezieller, mit Keramik-Beads geflllter ReaktionsgeféalRe, mechanisch
homogenisiert. Dafur wurden in die Reaktionsgefal3e ein entsprechendes Volumen von Trizol
gegeben. In 1 ml Trizol wurden 200 mg Gewebe 3-5 mal bei maximaler Geschwindigkeit fiir
20 s geschreddert. Um die RNA-Ausbeute bei der Isolierung aus Lymphknoten zu
optimieren, wurde ein Lymphknoten in nur 0,8 ml Trizol mit zusatzlich 10 pul B-
Mercaptoethanol (zuséatzliche Inaktivierung von RNasen) und 10 pl Glykogen (zur
Erleichterung des Ubergangs der RNA in die wassrige Phase) geschreddert. Dem
homogenisierten Gewebe wurde anschlieBend je ml 200 pyl Chloroform hinzugefiigt. Das
Gemisch wurde mehrmals invertiert und fir 3 min bei RT inkubiert. Nach dieser Inkubation
folgte eine 15miniitige Zentrifugation bei 4 °C und 9000 rpm. Die wassrige Phase wurde in
ein neues Reaktionsgefald gegeben und mit 500 ul Isopropanol versetzt, um die RNA
auszufallen (500 pl Isopropanol je 1 ml Trizol-Gewebegemisch). Nach einer darauffolgenden
Inkubation von 10 min bei RT folgte abermals ein Zentrifugationsschritt, diesmal flr 20 min
bei 4 °C und 13000 rpm. Die entstandenen Pellets wurden in 1 ml 70%igem Ethanol
gewaschen und nochmals bei 13000 rpm, 4 °C fir 8 min zentrifugiert. AbschlieBend wurden
die Pellets vollstandig an der Luft getrocknet und in einem angemessenen Volumen DEPC-

Wasser geltst. Tumor-RNA wurde in 100 pl, Lymphknoten-RNA in 20 ul gel6st.

3.3.3 Analyse der RNA im Agarosegel

Zur Sicherstellung, dass bei der isolierten RNA keine Degradation durch eine eventuelle
RNasen-Kontamination vorlag, wurden je 2ul RNA auf ein 2,5 %iges Agarosegel
aufgetragen. Das Agarosegel wurde in 1x TAE-Puffer hergestellt, welcher auch als
Laufpuffer verwendet wurde. Auf 50 ml Agaroselésung wurden 5 pl Ethidiumbromidldsung
(10 mg/ml) gegeben. Vor dem Auftragen der RNA-Proben, wurde diesen noch je 4 ul
Formamid und 6 ul RNA-Probenpuffer hinzugefugt. Die RNA-Proben wurden daraufhin fir
5 min bei 60 °C denaturiert und anschlieRend 5 min auf Eis abgekihlt. Nach dem Beladen
des Gels erfolgte die Auftrennung bei 60 V. AbschlielRend wurde das Gel unter UV-Licht
fotografiert. Erst nachdem sichergestellt wurde, dass zwei distinkte RNA-Banden (18S und
28S) vorlagen und kein Abbau durch RNasen stattgefunden hatte, wurde mit den Proben

weitergearbeitet.
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3.3.4 DNA-Verdau und RNA-Konzentrationsbestimmung

Zur Verhinderung unerwinschter Amplifikation genomischer DNA in der spateren PCR
wurde ein DNase-Verdau mit Hilfe des DNA-free™ Kit von Ambion durchgefuhrt. Fiir die
anschlieende cDNA-Synthese wurde die RNA-Konzentration durch Messung der
Absorption bei 260 nm gegen DEPC-Wasser als Referenz bestimmt. Hierzu wurden die
Tumorproben 1:100 und die Lymphknotenproben 1:50 in DEPC-Wasser verdiinnt und in eine
Einmalkivette Gberfuhrt.

3.3.5 cDNA-Synthese

Die Synthese von cDNA aus der zuvor isolierten mRNA als Matrize erfolgte mit Hilfe des
Enzyms Reverse Trankriptase unter Verwendung des Kits Revert Aid™ First Strand cDNA
Synthesis. Fir die Reaktion wurden Oligo(dT)-Primer verwendet, da diese komplementér
zum Poly-A-Schwanz der mRNA sind und sich somit an deren 3"-Ende anlagern kdnnen. Die
Reverse Transkriptase synthetisiert unter Verwendung der zugegebenen dNTPs den zur
MRNA  komplementdren cDNA-Strang, ausgehend vom  Oligo(dT)-Primer. Als
Ausgangsmaterial wurde 1 pg RNA und 1 pl Oligo(dT)-Primer eingesetzt. Nach einem
Inkubationsschritt von 5 min bei 70 °C wurde Reaktionspuffer, dNTP-Mix und 1 pl
Ribonuklease Inhibitor zugegeben und 5 min bei 37 °C inkubiert. Nach Zugabe der Reversen
Transkriptase (1 pl pro Reaktionsansatz) und einer Inkubationszeit von 60 min bei 42 °C
wurde die enzymatische Reaktion durch 10minitiges Erhitzen auf 70 °C abgestoppt. Im
Anschluss daran kann die DNA-Amplifikation mittels PCR durchgefihrt werden.

3.3.6 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die PCR-Methode nach Mullis [125] eignet sich hervorragend zum Nachweis kleinster
Mengen von DNA durch deren Amplifikation. Hierbei wird ein doppelstrangiges DNA-
Molekdl, welches die zu untersuchende Sequenz beinhaltet, als Matrize fir neue
Amplifikationsprodukte eingesetzt. Dieses wird durch Erhitzen auf 95 °C denaturiert, so dass
zwei DNA-Einzelstrange vorliegen. Im zweiten Schritt binden durch das Herabsetzen der
Temperatur die zugegebenen Primer spezifisch an die DNA-Einzelstrdnge, ein Vorgang der
als Annealing bezeichnet wird. Im dritten Schritt, der Elongation, wird die Temperatur auf die
optimale Arbeitstemperatur der Polymerase eingestellt und die Nukleotide an die
entstehenden Doppelstrdnge angefiigt. Nach ca. 30 PCR-Amplifikationsrunden erreicht die
exponentielle Vervielfachung der nachzuweisenden DNA-Sequenz ein Maximum, weil u.a.
die Aktivitat der thermostabilen Polymerase erschopft ist. Die synthetisch hergestellten

Oligonukleotidprimer sollten eine Reihe bestimmter Kriterien erfillen, um eine effiziente und
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spezifische Amplifikation zu ermdglichen. Die Lange der Primersequenz sollte zwischen 18
und 28 Basenpaaren liegen und einen GC-Gehalt von 50-60 % aufweisen. Zudem sollten die
Primer an ihrem 3"-Ende zwei bis drei Guanin- oder Cytosin-Reste besitzen, um eine
unspezifische Bindung an den Matrizenstrang zu vermeiden. Palindromreiche Sequenzen
innerhalb der Primer fordern die Bildung von Haarnadelschleifen und sind deshalb zu
meiden. Zur Verhinderung der Bildung von Primer-Hybriden ist zusatzlich darauf zu achten,
dass keine Komplementaritét zwischen den Primer-Paaren besteht.

Die zuvor in cDNA umgeschriebenen RNA-Proben wurde auf diese Weise, unter dem
Einfluss der DNA-Polymerase Phusion™, amplifiziert. Fur die Identifikation von PC-3-Zellen
in Tumoren und Lymphknoten wurden Primer fur das humane [(-Aktin verwendet. Als
Positivkontrolle fir Proben aus der Maus wurden Primer fir das murine B-Aktin verwendet.
Des Weiteren wurde auch das Vorhandensein von GLV-1h68 analysiert. Dies geschah durch
Verwendung von Primern fur das Vaccinia-Virus spezifische Gen A21L.

PCR-Reaktionsansatz: 14,3 pl H,O
5ul 5x Phusion HF Puffer
1yl 10 mM dNTP-Mix
0,2 pl Phusion DNA-Polymerase
1l Primer fwd (1:10-Verdinnung)
1l Primer rev (1:10-Verdinnung)
1,5l MgCl,
3ul cDNA
PCR-Programm: Heil3start: 95 °C 5 min
1. Denaturierung: 95 °C 30s
2. Annealing: 58 °C 30s
3. Elongation: 72 °C 5s
- 29 Wiederholungen von Schritt 1 bis 3
4. Elongation 72 °C 7 min
5. 4°C Pause

3.3.7 Analyse des PCR-Produkts im Agarosegel

Zur Untersuchung der durch die PCR gewonnenen DNA wurden 1,6%ige Agarosegele in
1x TBE-Puffer hergestellt. Auf 50 ml Agaroselosung werden 5 ul Ethidiumbromidlésung
(10mg/ml) gegeben. Die Gelelektrophorese-Kammer wurde mit 0,5x TBE-Puffer als
Laufpuffer gefillt. In die erste Tasche wurde ein DNA-Marker als Gréf3enstandard geladen.

Zu den DNA-Proben wurde 5x Probenpuffer gegeben und nach Beladen des Gels erfolgte
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die Auftrennung bei 90 V. Nach Beendigung der Elektrophorese wurde das Gel unter UV-
Licht fotografiert und die Banden der PCR-Produkte analysiert.

3.4 Isolierung und Analyse von Proteinen aus Tumoren und

Metastasen

3.4.1 Herstellung von Proteinlysaten

Fur die Untersuchung von PC-3-Tumoren und -Metastasen auf Proteinebene, war es
erforderlich das Gewebe zunéchst in Proteinlysepuffer zu homogenisieren. Die Tumore und
Metastasen wurden entnommen und nach einer anfanglichen, groben Zerkleinerung des
Gewebes wurden die Proben in dem FastPrep-Disrupter unter Verwendung spezieller, mit
Keramik-Beads gefilliter Reaktionsgefal3e, mechanisch homogenisiert. Die Reaktiongefalle
wurden mit Proteinlysepuffer gefillt. Zur Vermeidung einer Protein-Degradierung war es sehr
wichtig, samtliche Schritte auf Eis durchzufiihren und eine Erhitzung der Proben zu
vermeiden. Die homogenisierte Gewebe-Suspension wurde zur Separierung von restlichen
Zell- und Gewebebestandteilen fiir 20 min zentrifugiert (4 °C, 13000 rpm), der Uberstand in
ein frisches Reaktionsgefal? tberfuhrt, in fllissigem Stickstoff schockgefroren und bei —80 °C
gelagert.

3.4.2 Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration wurde ein von Bradford (1976) etabliertes
Verfahren eingesetzt. Diese Methode macht sich die Verschiebung des
Absorptionsmaximums des Farbstoffes Coomassie Brilliant Blue G250 von 465 nm zu
595 nm nach Bindung an basische und aromatische Aminosdurerese von Polypeptiden
zunutze. Hieflir wurde zunachst eine Eichgerade mit Hilfe definierter Proteinmengen von 0,1;
0,5 1; 2; 6 und 12 pg/ml BSA erstellt. Anhand dieser Eichgerade war die spatere
Berechnung der Proteinkonzentration der Tumor- und Lymphknotenlysate mdglich. Fir die
Proteinmessung wurde je 1 pl der Lysate in 99 ul H,Opy gegeben und dieser Ansatz mit
900 yul Bradford-Reagenz vermischt. Das Ansetzen dieses Gemisches erfolgte in
Einmalkuvetten. Nach einer 5Smindtige Inkubationszeit bei RT konnte nun die Absorption bei
einer Wellenlange von 595 nm gemessen werden. Durch Einsetzen der Messwerte in die

zuvor erstellte Eichgerade konnte die jeweilige Proteinkonzentration bestimmt werden.
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3.4.3 Analyse von Proteinen in denaturierenden SDS-Polyacrylamid-Gelen
(SDS-PAGE)

AbschlieRend sollten die Proteine an Hand ihres Molekulargewichts aufgetrennt werden.
Dies wurde durch das Anwenden der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese ermdéglicht.
Hierzu wurde ein Gel aus Acrylamid und Bisacrylamid, dessen Porengréf3e anhand der
Acrylamidkonzentration variiert werden kann, verwendet. Zunéchst wurde durch Hinzufligen
von Natriumdodecylsulfat (SDS) die Raumstruktur der Proteine zerstort und mittels des
Reduktionsmittels B-Mercaptoethanol die Disulfidbriicken reduziert. Zudem fihrte die Zugabe
von SDS zu einer, proportional dem Molekulargewicht der Proteine, negativen Ladung. Beide
Reagenzien waren Bestandteile des SDS-Probenpuffers, der vor dem Gellauf zu den Proben
pipettiert wurde. Die eigentliche Auftrennung erfolgte im Trenngel Uber ein gleichméaRiges
elektrisches Feld zwischen Anode und Kathode, wobei die Proteine durch ihre SDS-
induzierte negative Ladung anionisch wanderten. Da die Ladungen praktisch gleich sind, war
das einzige Kriterium, welches die Wandergeschwindigkeit beeinflusst, das

Molekulargewicht.

Zur Herstellung eines Polyacrylamidgels wurde zunachst in den Zwischenraum von zwei
Glasplatten, welche durch einen Abstandshalter getrennt waren, das Trenngel gegossen. Die
Katalysatoren APS und TEMED sorgten fiir die Polymerisation der Acrylamid- und
Bisacrylamidmonomere, wodurch ein stark vernetztes Gel entstand. Zur Schaffung einer
glatten Oberflache, wurde die Trenngel-Losung mit ca. 1 ml Isopropanol beschichtet, bis die
Polymerisation abgeschlossen war. Danach wurde das Trenngel mit der Sammelgel-Lésung
Uberschichtet und der Kamm eingesetzt. Je nach Molekulargewicht der aufzutrennenden
Proteine konnte man den Anteil an Acrylamid im Trenngel verandern. Die Gele wurden nach
folgendem Schema angefertigt:

Reagenzien Trenngel 8 % Sammelgel 5 %
H2Ovidest. 4,6 ml 3,05 ml
Acrylamid/ Bisacrylamid 2,7ml 0,65 ml

1,5 M Tris-HCI, pH 8,8 2,5 ml /

0,5 M Tris-HCI, pH 6,8 / 1,25 ml

10 % SDS 100 ul 50 pl

10 % APS 100 ul 25 pl

TEMED 6 ul 5ul
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Nach der Polymerisation des Sammelgels wurde der Kamm herausgezogen und das Gel in
eine vertikale Gelelektrophorese-Apparatur eingespannt, deren Kammern mit 1 x SDS-
Laufpuffer gefillt wurden. Die Proben mit dem SDS-Probenpuffer wurden vor Beladung des
Gels fur 5 min auf 95 °C erhitzt und dadurch vollstandig denaturiert. In die erste Tasche des
Gels wurde der Proteinmarker zur spéateren Identifizierung der Proteine gegeben. Die
Auftrennung erfolgte bei einer Spannung von 110 V.

3.4.4 Proteintransfer auf Nitrocellulosemembran durch Western-Blot

Da Proteine im Inneren der Polyacrylamid-Matrix des Gels nicht fur makromolekulare
Liganden, z.B. Antikérper, zuganglich sind, missen sie fir genauere Analysen
elektrophoretisch auf eine immobilisierende Membran transferiert werden [126]. Der Transfer
erfolgte in einer Semi-Dry-Blotapparatur, in der die denaturierten Proteine durch Wanderung
in einem lonengradienten auf die Membran Uberfuhrt wurden, auf welcher sie aufgrund
hydrophober Wechselwirkungen haften blieben. Bei diesem Vorgang wird das an den
Proteinen angelagerte SDS ausgewaschen. Daher kdnnen die Proteine renaturieren und
teilweise ihre Sekundar- und Tertiarstruktur wieder einnehmen, nicht aber ihre
Quartarstruktur. Nach der elektrophoretischen Auftrennung wurden zundchst sechs
Whatman-Filterpapiere und eine Nitrocellulosemembran auf die GroRe des Gels
zugeschnitten und kurz in Towbin-Puffer getrankt. Die flir den anschlieRenden 2-stiindigen
Proteintransfer angelegte Stromstérke ist von der GroRe des Gels abhangig und wird nach

folgender Formel berechnet:
Stromstérke (mA) = Flache des Gels (cm?) x 0,8

Um die Effizienz des Proteintansfers zu tUberprifen, wurde die Membran fir einige Minuten
mit Ponceau S-Farbeldsung gefarbt. Ponceau S bindet reversibel an die positiv geladenen
Aminogruppen der Proteine. Nach vorsichtigem Waschen in H,Oyq, sind rote Proteinbanden

auf weiRem Hintergrund zu erkennen.

3.4.5 Immundetektion mittels ECL

Durch die Immundetektion mittels ECL-Methode konnen die Proteine, welche auf die
Membran Ubertragen wurden, visualisiert werden. Dabei bindet ein antigenspezifischer
Primar-Antikdrper an Epitope des gesuchten Proteins. An den primaren Antikorper wiederum
bindet ein sekundarer, HRP (horseradish Peroxidase)-gekoppelter Antikdrper, Uber welchen
die Detektion erfolgt. Diese Peroxidase katalysiert unter alkalischen Bedingungen die

Oxidation von Luminol zu 5-Aminophtalsdure mit Wasserstoffperoxid als Oxidationsmittel.

48



Methoden

Die Oxidation des Luminols bewirkt eine Lichtemission, die durch die Exposition mit einem

Roéntgenfilm erfasst werden kann.

Nach dem Transfer der Proteine auf die Membran wurden zuerst die freien Bindungsstellen
auf der Membran blockiert, um eine unspezifische Antikérper-Bindung zu verhindern und so
eine spezifische Detektion zu ermdglichen. Dieser Vorgang erfolgte mit Hilfe einer 5%igen
Milchpulverlésung fir 1 h bei RT. AnschlieBend wurde die Membran mit dem
proteinspezifischem Primarantikdrper in 1x TBT fur 1,5 h behandelt. Daraufhin wurde der
entsprechende HRP-gekoppelte Sekundarantikdrper, welcher ebenfalls in 1x TBT verdunnt
wurde, fur wiederum 1,5 h auf die Membran gegeben. Vor und zwischen den einzelnen
Behandlungen mit Antikérperldsungen wurde die Blotmembran je dreimal fur 10 min in
1x TBT gewaschen, um schwéacher haftende, unspezifisch gebundene Antikérper zu
entfernen. Um eine gleichmalige Verteilung der LoOsungen auf der Membran zu
gewahrleisten, wurden alle Inkubationsschritte auf dem Schuttler durchgefiihrt. Zur Detektion
wurde die ECL-Lésung auf die Membran gegeben und fir 1 min inkubiert. In der
Dunkelkammer wurde anschlieRend ein Rontgenfilm aufgelegt und je nach verwendeten
Antikorpern die optimale Expositionszeit ermittelt. Eine Quantifizierung der Lichtemission der

einzelnen Banden auf den Membranen geschah zuséatzlich mit Hilfe des Night-Owl-Imagers.

3.5 Analyse des Virustiters in Tumoren und Metastasen

Das Replikationsverhalten von GLV-1h68 in PC-3-Tumoren und -Metastasen wurde
untersucht, indem die Anzahl von Viruspartikeln mit Hilfe des Plague-Assays bestimmt
wurde. Der Assay wurde mit Hilfe von konfluenten CV-1-Zellen in 24-Well-Platten
durchgefiihrt. Bevor der Plaque-Assay durchgeflihrt werden konnnte, wurden Homogenisate
von PC-3-Tumoren und Metastasen hergestellt. Dieser Schritt erfolgte hierbei analog zur
Homogenisierung fir die Proteinisolierung. Daraufhin wurden die zu analysierenden Proben
3x fir 30 s sonifiziert und Verdiinnungsreihen von 10™ bis 10° mit Infektionsmedium (CV-1-
Medium mit nur 2 % FKS) angesetzt. Die CV-1-Zellen wurden gewaschen und mit 250 pl der
jeweiligen Verdunnung infiziert. Pro Verdinnung wurden zwei Wells infiziert und in der
Endauswertung ein Mittelwert der beiden gebildet. Nach einer einstiindigen Inkubationszeit
der Verdinnungen wurde pro Well 1 ml Carboxymethylcellulose-Medium (CMC-Medium)
zugegeben. Die Carboxymethylicellulose bildet ein engmaschiges Netzwerk aus
Cellulosefasern und verhindert ein Ausbreiten der Viruspartikel, wodurch nach der Farbung
isolierte Plagues erkennbar sind. Die Farbung wurde nach zweitagiger Inkubation durch
Zugabe von 250 pl Kristallviolett-Farbelésung durchgefihrt. Nach 24 h Inkubation konnte der

Farbstoff im Wasserbad abgewaschen werden. Die Platten wurden getrocknet und die
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einzelnen Plaques gezahlt. Anhand der ausgezéhlten Plaques wurde der Virustiter in

Tumoren und Metastasen wie folgt berechnet:

Anzahl der gezahlten Plaques (PFU)

Virustiter (PFU/mI) =
Verdunnungsfaktor x Infektionsvolumen (ml)

3.6 Analyse von Tumoren und Metastasen auf histologischer

Ebene

Die immunhistochemische Analyse von Lymphknoten, PC-3-Tumoren und -Metastasen,
wurde mit Hilfe von Agaroseschnitten durchgeftihrt. Hierfir wurden entsprechende Proben
aus dem Versuchstier herausprapariert, schockgefroren und bei -80 °C gelagert. Zur
Fixierung wurden die Praparate im gefrorenen Zustand in eine 4%ige PFA-L&sung gegeben
und UN bei 4 °C auf dem Schittler inkubiert. Nach finfmaligem Waschen mit 1x PBS
wurden die Proben in 5 % LMP-Agarose eingebettet. Nach Aushartung der Agarose bei 4 °C
wurden am Vibratom Gewebeschnitte von 100 um Dicke angefertigt. Die Gewebeschnitte
wurden fur 1 h bei RT in 1x PBS mit 0,2 % Triton X-100 und 5 % FKS gegeben. Durch Triton
X-100 wurde das Gewebe permeabilisiert und durch FKS unspezifische Bindungsstellen
abgesattigt. AnschlielRend erfolgte die Inkubation mit dem entsprechendem Priméarantikorper
(anti-CD31 oder anti-LYVE-1, 1:100 in 1x PBS mit 0,2 % Triton X-100 und 5 % FKS) UN bei
RT auf dem Schuttler. Nachdem durch drei zehnminitige Waschschritte mit 1x PBS alle
Reste des Priméarantikorpers entfernt wurden, vervollstandigte die Inkubation mit dem
jeweiligen Sekundar-Antikérpern (anti-Hamster oder anti-Kaninchen konjugiert mit
Farbstoffen, 1:200 in 1x PBS mit 0,2% Triton X-100 und 5% FKS) fir 4 h die
Immunfluoreszenz. Zusatzlich wurde Hoechst (Stammlésung 50 mg/ml, 1:400) zu den
Schnitten gegeben, um spéter die Detektion von Zellkernen zu ermdglichen. AnschlieRend
wurden nach drei letzten Waschschritten die Schnitte in Mowiol auf Objekttragern
eingebettet. Die Analyse erfolgte an einem Stereo-Fluoreszenz-Mikroskop ausgestattet mit

einer CCD-Kamera, mit welcher die Bilder festgehalten werden konnten.

3.6.1 Auswertung der Fluoreszenzintensitat

Zur Auswertung der Fluoreszenzintensitat, wurden Bilder von je vier Arealen pro Schnitt
fluoreszenzmikroskopisch unter identischen Bedingungen aufgenommen. Daraufhin wurden
mit Hilfe von Photoshop 7.0 die RGB-Bilder zu Bildern in Graustufen (Intensitatsbereich O-

255) umgewandelt und die Fluoreszenzintensitat der CD31 und LYVE1-Farbung mit Hilfe der
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Image J Software (http://rsbweb.nih.gov/ij) ermittelt. Die Fluoreszenzintensitat reprasentiert

die durchschnittliche Helligkeit aller fir die jeweilige Farbung positiver Pixel.

3.6.2 Auswertung der Anzahl von Gefal3strukturen

Zur Ermittlung der Anzahl von Blut- und LymphgefaRen, wurden Bilder von je vier Arealen
pro Schnitt fluoreszenzmikroskopisch aufgenommen. Die Belichtungszeit wurde fir jedes
Bild individuell eingestellt, damit alle Blut- und LymphgeféaRe eines Areals unabhéngig von
deren Signalstarke erfasst werden konnten und deutlich zu sehen waren. Fur die
Auswertung der Aufnahmen wurden mit Hilfe von Photoshop 7.0 Uber die Bilder der CD31-
bzw. LYVE1l-Farbung je 8 identische horizontale Linien gelegt. Alle von den Linien
geschnittenen Gefalle, wurden gezahlt. So wurde die Anzahl der GefaRe pro Flache

ermittelt.
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4 Ergebnisse

4.1 Vergr6RRerte Lymphknoten in PC-3-Tumor-tragenden Mausen

Grundlage dieser Arbeit bildete die Beobachtung vergréf3erter Lymphknoten in PC-3-Tumor-
tragenden Mausen. Diese wurden erstmals 60 Tage nach der Implantation von PC-3-

Tumoren nachgewiesen.

1. Lnn. cervicales superficiales (Buglymphknoten)
2. Lnn. cervicales profundi

3. Lnn. mediasteniales

4. Lnn. axillares (Achsellymphknoten)

5. Lnn. brachiales (Oberarmlyphknoten)

A. Thymus

B. Milz

6. Lnn. portales (Lymphknoten des Pankreas)
7. Lnn. renales (Lymphknoten der Niere)

8. Lnn. mesenterici (Darmlymphknoten)

9. Lnn. inguinales (Leistenlymphknoten)

10. Lnn. lumbales (Lendenlymphknoten)
11. Lnn. sacrales (Kreuzbeinlymphknoten)
12. Lnn. ischiadici (Sitzbeinlymphknoten)

Abbildung 8: Das Lymphsystems der Maus. Lokalisation von Thymus, Milz und Lymphknoten [127].

Unter der Vielzahl von Lymphknoten einer Maus (Abb. 8) waren in PC-3-Tumor-tragenden
Mausen die lumbalen und renalen im Vergleich zu jenen in Kontrollmdusen ohne

implantierten Tumor deutlich vergréRert (Abb. 9).

B

| renale
Lymphknoten

lumbale
Lymphknoten

Abbildung 9: VergroRerung der lumbalen und renalen Lymphknoten nach Implantation von PC-3-
Tumoren. (A) Lymphknoten einer nicht-Tumor-tragenden Maus (schwarze Pfeile) und (B) Lymphknoten einer
PC-3-Tumor-tragenden Maus (weil3e Pfeile). 60 Tage nach Implantation der PC-3-Tumore.
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4.2 Zeitlicher Verlauf der Vergrdof3erung von Lymphknoten

Das erste Ziel dieser Arbeit bestand darin, Grinde fur die Vergrof3erung der
Lymphknotenpaare zu finden. Eine Vermutung war, dass durch die Implantation der PC-3-
Tumore eine Immunantwort, mit der Folge einer enormen Rekrutierung von Immunzellen in
die Lymphknoten, ausgeltst wurde, was wiederum die Vergrol3erung verursachen konnte.
Weiterhin wurde vermutet, dass die VergréRerung durch eine massive Migration von PC-3-
Zellen in die Lymphknoten ausgelost wurde und dass es sich bei den vergrdRRerten
Lymphknoten somit um Metastasen handelt. Um diese Mdglichkeiten zu tUberprifen, wurde
zuerst der zeitliche Verlauf der VergréRerung analysiert. Hierfir wurden 2x10° PC-3-Zellen
subkutan in die rechte Flanke von insgesamt 24 Mausen implantiert. Anschlielend wurden 7,
14, 21, 28, 35 und 42 Tage nach Implantation die Lymphknoten von je vier Mausen auf ihre
GroRRe hin analysiert. Es konnte gezeigt werden, dass das Volumen der Lymphknoten von
Woche zu Woche zunimmt (Abb. 10).

C

250 A
£
& 200 -
£
8 w150 1 BVolumen lumbaler
o E Lymphknoten
o 100 A
£ OVolumen renaler
é_ 50 - Lymphknoten
2 0 =S iL‘ .

7 14 21 28 35 42
Tage nach Implantation

Abbildung 10: Lymphknoten von PC-3-Tumor-tragenden Mausen 7, 14, 21, 28, 35 und 42 Tage nach
Implantation. (A) PC-3-Tumor-tragende Mause mit gedffnetem Bauchraum, (B) Praparierte lumbale und renale

Lymphknoten, (C) Volumen der lumbalen und renalen Lymphknoten in PC-3-Tumor-tragenden Mausen in mm?®.
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DarUber hinaus konnte durch diesen Versuch gezeigt werden, dass das Volumen der
Lymphknoten, die sich in unmittelbarer Néhe des Tumors befanden, zuerst zunahm. Der
lumbale Lymphknoten, der neben dem Tumor lokalisiert ist, wurde in dieser Arbeit als LN1
bezeichnet, der daneben befindliche als LN2. RN1 ist der renale Lymphknoten, welcher
naher zum Tumor gelegen ist. RN2 schlief3t sich RN1 an (Abb. 11A). Das Volumen von LN1
nahm nach Implantation des PC-3-Tumors zuerst zu, gefolgt von LN2 und RN1 (Abb. 11B).

A B
i c 160 -
()
£ 140 A
2 190 | OLN1
> M
S g 100 BLN2
5 € 80 1
£S5 60 ORN1
<
g. 40 A EBRN2
j 20 7
0 e —

7 14 21 28
Tage nach Implantation

Abbildung 11: VergréRRerung der Lymphknoten in Abhéngigkeit von deren Lokalisation. (A) Lokalisation
von LN1, LN2, RN1 und RN2 in PC-3-Tumor-tragender Maus 60 Tage nach Implantation. (B) Volumen von LN1,
LN2, RN1 und RN2 7, 14, 21 und 28 Tage nach Implantation in mm® Gemessen wurde das Volumen der

Lymphknoten von vier Mausen pro Zeitpunkt.

4.3 Nachweis humaner PC-3-Zellen in vergroRerten Lymphknoten

AnschlieRend sollte jeder vergroRerte Lymphknoten auf das Vorhandensein von PC-3-Zellen
hin getestet werden, um herauszufinden, ob sich in den Lymphknoten metastasierende
Zellen befinden. Der Nachweis von PC-3-Zellen erfolgte mit Hilfe einer RT-RCR unter
Verwendung von Primern fur humanes B-Aktin. Als Positivkontrolle wurden Primer fir
murines B-Aktin eingesetzt. Um die Spezifitdt dieser Primerpaare zu testen, wurde die RT-
PCR zuerst mit cDNA einer humanen Zelllinie, GI-101A, und einer murinen Zelllinie, 4T1,
durchgefiuhrt. Als Positivkontrolle wurden Primer fir GAPDH eingesetzt. Die PCR-Produkte
wurden auf ein Agarosegel aufgetragen und die zu erkennenden Banden analysiert (Abb.
12). Im Falle der GI101-A-Zelllinie konnte eine distinkte, klare Bande fir humanes, nicht aber
fur murines B-Aktin detektiert werden. Fir die 4T1-Zelllinie war nur fir das murine, nicht aber
fur das humane B-Aktin eine deutliche Bande zu erkennen. So wurde sichergestellt, dass die
Primer fir humanes B-Aktin ausschlieRlich humane Zellen detektieren und es nicht zu einer

unspezifischen Amplifikation von murinem B-Aktin kommt.
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Negativkontrollen GI101-A, human 4T1, murin
M 1 2 3 4 5 6 7 8 9

bp Marker

ohne RNA

ohne Reverse Transkriptase
700 ohne cDNA
500 .

GAPDH (murin + human)
300 B-Aktin, murin

150 B-Aktin, human

GAPDH (murin + human)
B-Aktin, murin

B-Aktin, human

50

© © N o a k0N =2 =2

Abbildung 12: PCR-Produkte des Tests der Primer fiir humanes und murines B-Aktin. Spur 1-3:
Negativkontrollen, Spur 4 und 7: Banden fur GAPDH als Positivkontrolle, Spur 5: murines B-Aktin in GI101-A-
Zellen, Spur 6: humanes B-Aktin in GI101-A-Zellen, Spur 8: murines B-Aktin in 4T1-Zellen und Spur 9: humanes
B-Aktin bei 4T1-Zellen.

Nachdem die Spezifitat der Primerpaare fir murines und humanes [(-Aktin sichergestellt
worden war, konnten diese fir den Nachweis humaner PC-3-Zellen in vergréRerten
Lymphknoten eingesetzt werden. Als vergréf3ert wurde ein Lymphknoten dann angesehen,
wenn sein Durchmesser groBer als 2mm war. Es wurde aus jedem vergroRerten
Lymphknoten der jeweils vier pro Zeitpunkt analysierten Mause die RNA isoliert, aus dieser
cDNA synthetisiert und eine RT-PCR durchgefiihrt. Die PCR-Produkte wurden wiederum auf

ein Agarosegel aufgetragen und analysiert (Abb. 13).

Tumor LN1 LN2 RN1 RN2
bp M 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2

500
300

150

M Marker
1. B-Aktin, human
2.  B-Aktin, murin

Abbildung 13: PCR-Produkte des Nachweises von humanem B-Aktin in einem PC-3-Tumor und den
dazugehdrigen lumbalen und renalen Lymphknoten, 42 Tage nach der Implantation. Spur 1: Bande fir

humanes B-Aktin, Spur 2: Bande fur murines B-Aktin.

Die Banden fir humanes B-Aktin aller Lymphknoten wurden analysiert. Dabei stellte sich
heraus, dass der Prozentsatz der Lymphknoten, die fir humanes B-Aktin und somit fur PC-3-
Zellen positiv waren, von Woche zu Woche anstieg (Abb. 14). 21 Tage nach Implantation
wurden in 3 von 14 (21 %) der vergréRerten Lymphknoten PC-3-Zellen nachgewiesen. Nach
28 Tagen wurden schon in 11 von 16 (69 %), nach 35 Tagen in 14 von 17 (83 %) und nach
42 Tagen Implantation in 18 von 20 (90 %) der vergrofRerten Lymphknoten PC-3-Zellen
nachgewiesen. Es konnte gezeigt werden, dass 42 Tage nach Implantation der PC-3-

Tumoren 90 % aller vergrof3erten Lymphknoten metastasierte PC-3-Zellen enthielten. Es war
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daher anzunehmen, dass die VergroRerung der Lymphknoten in PC-3-Tumor-tragenden
Mausen durch Invasion von PC-3-Zellen verursacht wurde. Je langer der Zeitraum nach
Implantation der PC-3-Tumore, desto héher war der Prozentsatz an Lymphknoten-

metastasen.

90 %
100 83 % (18/20)
90 - (14/17)
50 69 %

(11/16)
70

60
50
40 1

21 %

301 (3119
20 -

Lymphknoten positiv fir humanes
B-Aktin in %

21 28 35 42

Tage nach Implantation

Abbildung 14: Anteil der vergroRerten Lymphknoten in PC-3-Tumor-tragenden Mausen, die positiv fur PC-
3-Zellen waren. 21, 28, 35 und 42 Tage nach Implantation wurden alle vergréRerten Lymphknoten (g > 2 mm)
von jeweils vier PC-3-Tumor-tragenden Mausen analysiert. War als PCR-Produkt eine klare Bande fir humanes

B-Aktin zu beobachten, wurde dieser Lymphknoten als positiv fiir metastasierte PC-3-Zellen angesehen.

4.4 Visualisierung von PC-3-Zellen

4.4.1 Generierung von PC-3-RFP-Zellen

Nachdem gezeigt worden war, dass es sich bei einem Grof3teil der vergroRRerten
Lymphknoten offenbar um Metastasen handelte, sollte eine Visualisierung der PC-3-Zellen in
der Maus durchgefuhrt werden. Dafiir wurde das Gen fir das rot fluoreszierende Protein
RFP durch lentivirale Transduktion in PC-3-Zellen eingefiihrt (Abb. 15). Das RFP-Signal der
PC-3-Zellen konnte daraufhin durch Fluoreszenzmikroskopie detektiert und analysiert

werden.
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.

Durchlicht PC-3-RFP-Zellen

Abbildung 15: RFP-exprimierende PC-3-Zellen. Durch lentivirale Transduktion wurden PC-3-Zellen befahigt,
das rot fluoreszierende Protein (RFP) zu exprimieren, welches durch Fluoreszenzmikroskopie detektiert wurde.

4.4.2 Implantation von PC-3-RFP-Zellen

Zur Visualisierung von PC-3-RFP-Tumoren und -Metastasen wurden 2x10° PC-3-RFP-Zellen
subkutan in die rechte Flanke von 10 Mausen implantiert. Das Tumorwachstum wurde
verfolgt und das RFP-Signal der PC-3-Zellen detektiert. Durch das RFP-Signal war eine
genaue Lokalisation des PC-3-Tumors in der Maus mdglich. Mit wachsendem Tumor kam es
zu einer Zunahme des RFP-Signals (Abb. 16).

Abbildung 16: PC-3-RFP-Tumor-tragende Maus 14, 21, 28 und 35 Tage nach subkutaner Implantation von
2x10° PC-3-RFP-Zellen in die rechte Flanke.

Am Tag 56 nach Implantation wurden die Lymphknoten der PC-3-RFP-Tumor-tragenden
Mause untersucht. Es konnte eine VergrofRerung der lumbalen und renalen Lymphknoten
nachgewiesen werden. Des Weiteren wurde gezeigt, dass von den vergréRerten
Lymphknoten ein starkes RFP-Signal ausging (Abb. 17). So konnte ein weiterer Beweis
erbracht werden, dass es sich bei den vergroBerten Lymphknoten um
Lymphknotenmetastasen handelte. Eine direkte Fluoreszenz-basierte Visualisierung von PC-

3-Zellen im Mausmodell war somit moglich.
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renaler
Lymphknoten

lumbale .
Lymphknoten

RFP- Signal der PC-3-Zellen Overlay

Abbildung 17: Fluoreszenz-Darstellung von vergrdéRerten lumbalen und renalen Lymphknoten einer PC-3-
RFP-Tumor-tragenden Maus 56 Tage nach Implantation. Schwarzweil: Hellfeldaufnahme der vergroRRerten
Lymphknoten. Rot: PC-3-RFP-Zellen.

4.4.3 Visualisierung unterschiedlicher Metastasierungsstadien

Desweitern konnten mit Hilfe von PC-3-RFP-Zellen die Stadien der Metastasierung verfolgt
werden. Hierfir wurden die Lymphknoten von PC-3-RFP-Tumor-tragenden Mausen zu
verschiedenen Zeitpunkten nach Implantation untersucht. Je mehr Flache des betroffenen
Lymphknotens das RFP-Signal der PC-3-Zellen aufwies und je intensiver dieses war, desto
fortgeschrittener war der Grad der Metastasierung. Die beginnende Lymphknoten-
metastasierung zeichnete sich durch ein schwaches RFP-Signal am Rand des
Lymphknotens aus. Sie konnte zu verschiedenen Zeitpunkten nach Implantation des Tumors
beobachtet werden, z.B. 47 Tage nach Implantation (Abb. 18A). Mit dem Fortschreiten der
Metastasierung breiteten sich die PC-3-RFP-Zellen auf den gesamten Lymphknoten aus, bis
dieser vollstandig metastasiert wurde. Sowohl die fortschreitende als auch die vollstandige
Metastasierung wurden vielfach zu verschiedenen Zeitpunkten beobachtet. So konnte die
fortschreitende Metastasierung z.B. 35 Tage nach Implantation (Abb. 18B) und die
vollstdndige Metastasierung z.B. 65 Tage nach Implantation (Abb. 18C) detektiert werden.
Generell zeichnete sich folgende Tendenz ab: Je grol3er die Zeitspanne nach Implantation,

desto fortgeschrittener war der Grad der Metastasierung.
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Overlay

Abbildung 18: Verschiedene Stadien der PC-3-RFP-Zellinvasion in Lymphknoten PC-3-RFP-Tumor-
tragender Mause. Schwarzweif3: Hellfeldaufnahmen. Rot: RFP-Signal der PC-3-RFP-Zellen. (A) Beginnende
Metastasierung eines lumbalen Lymphknotens 47 Tage nach Implantation. Der PC-3-RFP-Tumor wuchs in
diesem Fall ca. drei Wochen spater als der Durchschnitt an. (B) Fortschreitende Metastasierung von lumbalen
Lymphknoten 35 Tage nach Implantation. (C) Vollstdndig metastasierter, renaler Lymphknoten, 65 Tage nach
Implantation des PC-3-RFP-Tumors.

Auch eine Detektion von sehr kleinen Lymphknotenmetastasen, die ohne das RFP-Signal
der invadierten PC-3-Zellen nicht sichtbar wéren, war in PC-3-RFP-Tumor-tragenden
Mausen moglich. So konnte mehrfach eine Invasion von PC-3-RFP-Zellen in inguinale
Lymphknoten beobachtet werden, z.B. 55 Tage nach Implantation (Abb. 19).

inguinaler Lymphknoten

-

renaler Lymphknoten

Overlay

lumbale Lymphknoten
RFP —_—

Abbildung 19: Beginnende Metastasierung des inguinalen Lymphknotens einer PC-3-RFP-Tumor-
tragenden Maus 56 Tage nach Implantation.
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4.4.4 Detektion von PC-3-RFP-Metastasen pra mortem und post mortem

Mit Hilfe des Maestro EX Imaging Systems konnten PC-3-Tumore und —Lymphknoten-
metastasen zum Teil auch in der lebenden Maus gezeigt werden. Dafir wurden 70 Tage
nach Implantation PC-3-RFP-Tumor-tragende Mause durch Isofluran narkotisiert und in das
Imaging-System uberfihrt. Bei zwei von funf zu diesem Zeitpunkt untersuchten Mausen war
es maoglich, durch die Bauchdecke hindurch lumbale Lymphknotenmetastasen zu detektieren
(Abb. 20A 1.). Befand sich die Maus in Bauchlage waren renale Lymphknotenmetastasen
neben der Wirbelsdule zu beobachten (Abb. 20C 2.). Neben den lumbalen und renalen,
konnten auf diese Weise auch weitere Lymphknotenmetastasen visualisiert werden, z.B.
Metastasen der Sitzbeinlymphknoten (Abb.205.) oder Metastasen von nicht naher
definierten Lymphknoten, welche sich in unmittelbarer N&he des Tumors befanden
(Abb. 20 3.+4.).

ventrale Ansicht dorsale Ansicht

Abbildung 20: Optische Bildgebung von PC-3-RFP-Tumor und -Metastasen mit Hilfe des Maestro-Imagers,
70 Tage nach Implantation. (A+C) prd4 mortem (B+D) post mortem. 1. Iumbale, 2. renale
Lymphknotenmetastasen, 3. und 4. Metastasen von nicht n&her definierten Lymphknoten, 5.

Sitzbeinlymphknotenmetastasen. Mit , T wurde der Tumor markiert.

4.4.5 Migration von PC-3-RFP-Zellen zwischen Metastasen

Uberdies hinaus wurde in vielen PC-3-RFP-Tumor-tragenden Mausen zu spateren
Zeitpunkten nach Implantation (d.h. mehr als 60 Tage nach Implantation) eine Migration der
PC-3-RFP-Zellen zwischen lumbalen und renalen Lymphknotenmetastasen beobachtet.
Diese Migration konnte sowohl zwischen LN1 und RN1 als auch zwischen LN2 und RN2

beobachtet werden und dirfte in gefal3artigen Strukturen erfolgen (Abb. 21).
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Overlay g

Overlay

Abbildung 21: PC-3-RFP-Zellmigration zwischen lumbalen und renalen Lymphknotenmetastasen bei zwei
PC-3-RFP-Tumor-tragenden Mausen. (A) Migration der PC-3-RFP-Zellen in zwei geféaRartigen Strukturen, die
jeweils LN1 und RN1 und LN2 und RN2 verbinden 60 Tage nach Implantation. (B) Migration in mehreren
gefaRartigen Strukturen zwischen LNs und RNs, 65 Tage nach Implantation.

Ferner wurde gezeigt, dass eine Wanderung von PC-3-RFP-Zellen in PC-3-RFP-Tumor-
tragenden Mausen nicht nur zwischen lumbalen und renalen Lymphknotenmetastasen,

sondern auch zwischen weiteren Lymphknotenmetastasenpaaren stattfinden kann (Abb. 22).
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Abbildung 22: Visualisierung der PC-3-RFP-Zellmigration zwischen Lymphknotenmetastasen 70 Tage
nach Implantation. LKM2 stellt in diesem Fall eine Sitzbeinlymphknotenmetastase dar, LKM1 die Metastase
eines nicht naher definierten Lymphknotens, welcher im Oberschenkel der Maus unterhalb des Tumors (T)

lokalisiert ist.

4.4.6 Migration von PC-3-RFP-Zellen innerhalb von Lymphknoten

Darlber hinaus konnte bei Analyse eines lumbalen Lymphknotens einer PC-3-RFP-Tumor-
tragenden Maus 35 Tage nach Implantation gezeigt werden, wie die PC-3-RFP-Zellen in den
Lymphknoten gelangen. Dafiir wurden Agaroseschnitte von dem Lymphknoten angefertigt
und diese mit Hoechst geféarbt. Deutlich zu erkennen war eine Anreicherung der PC-3-RFP-
Zellen im Sinusbereich, sowie die beginnende Invasion in weitere Abschnitte des
Lymphknotens (Abb. 23). Die Metastasierung durch PC-3-RFP-Zellen befand sich in einem
frihen Stadium.

A

Hoechst

PC-3-RFP Overlay

Abbildung 23: Visualisierung der PC-3-RFP-Zellinvasion in einen lumbalen Lymphknoten einer PC-3-RFP-
Tumor-tragenden Maus 35 Tage nach Implantation. (A) Durch PC-3-RFP-Zellen metastasierter lumbaler

Lymphknoten in der Maus. (B) Mit Hoechst gefarbter Agaroseschnitt dieses Lymphknotens.
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4.4.7 Metastasenbildung in Abhangigkeit der Tumorlokalisation

Um weitere Informationen Uber die Bildung von Lymphknotenmetastasen zu erlangen, sollte
untersucht werden, ob diese in Abhangigkeit von der Lokalisation des PC-3-RFP-Tumors
verlauft. Dafiir wurden 2x10° PC-3-RFP-Zellen an verschiedenen Positionen der Mause
subkutan implantiert (Abb. 24). Zum einen erfolgte eine Implantation in die linke und rechte
Flanke, zum anderen in die linke und rechte Schulter. Des Weiteren wurden ebenfalls 2x10°
PC-3-RFP-Zellen intravends injiziert, um eine Tumorbildung Uber den Blutstrom zu

untersuchen.

linke Flanke rechte Flanke linke Schulter rechte Schulter

Abbildung 24: PC-3-RFP-Tumore 14 Tage nach subkutaner Implantation an verschiedenen Positionen der

Maus.

Durch dieses Experiment konnte gezeigt werden, dass die Bildung von
Lymphknotenmetastasen in Abhé&ngigkeit von der Lokalisation des PC-3-RFP-Tumors
verlauft (Abb. 25). Die Metastasierung erfolgte immer in den Lymphknoten, welche am
nachsten zum Tumor gelegen waren. Befand sich der Tumor an der linken Flanke, so
wurden lumbale und renale Lymphknoten auf der linken Seite metastasiert vorgefunden.
Analog dazu verlief die Lymphknotenmetastasierung, wenn sich der Tumor an der rechten
Flanke befand. Wurde der Tumor an der Schulter implantiert, kam es zur Metastasierung der
jeweiligen axillaren und/oder brachialen Lymphknoten auf der Tumorseite. Auf diese Weise
konnte die Metastasierung regionarer Lymphknoten verfolgt werden. Weiterhin waren 80
Tage nach der intravendsen Injektion von PC-3-RFP-Zellen keine Metastasen in

Lymphknoten nachweisbar.
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linke Flanke rechte Flanke linke Schulter rechte Schulter

Abbildung 25: Metastasierung der regiondren Lymphknoten von PC-3-RFP-Tumor-tragenden Méausen in
Abhangigkeit von der Tumorlokalisation, 65 Tage nach Implantation. (A) Schematische Darstellung der
Lymphknoten in einer Maus. Die roten Kastchen rahmen jeweils die Lymphknoten ein, welche 65 Tage nach der
Implantation des Tumors (T) metastasiert vorlagen. (B) Mikroskopische Aufnahmen der metastasierten lumbalen
(1.), renalen (2.), axillaren (3.) und brachialen (4.) Lymphknoten in Abh&ngigkeit von der Lokalisation des PC-3-
RFP-Tumors (T).

4.4.8 Visualisierung hamatogener Metastasen

Neben der Lymphknotenmetastasierung wurde auch untersucht, ob PC-3-RFP-Zellen in
anderen Organen von PC-3-RFP-Tumor-tragenden Mausen detektierbar sind. Hierfur
wurden jedes Mal, wenn PC-3-RFP-Tumor-tragende Mause aus einem Versuch genommen
wurden, neben den Lymphknoten auch andere Organe auf ein RFP-Signal hin untersucht.
Dazu gehérten Milz, Niere, Leber und Lunge. Es stellte sich heraus, dass nur in den Lungen
PC-3-RFP-Zellen nachgewiesen werden konnten. Eine Metastasierung in die Lungen spricht
fur eine hamatogene Ausbreitung der Zellen in der Maus. Sobald Lymphknotenmetastasen
deutlich ausgepragt waren, gelang es auch diese hamatogenen Lungenmetastasen zu
visualisieren (Abb. 26). Im Vergleich dazu war kein RFP-Signal in Lungen von

Kontrollm&usen ohne PC-3-RFP-Tumor zu erkennen (Daten nicht gezeigt).
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PC-3-RFP Overlay

Abbildung 26: Hamatogene Metastasen in der Lunge einer PC-3-RFP-Tumor-tragenden Maus 76 Tage
nach Implantation. PC-3-RFP-Mikrometastasen konnten tber die gesamte Flache der Lunge detektiert werden.

4.4.9 Bildgebung von PC-3-Tumor und -Metastasen in der lebenden Maus
durch MRT

Des Weiteren gelang es durch das MRT-Verfahren sowohl den PC-3-RFP-Tumor als auch
PC-3-RFP-Lymphknotenmetastasen bildhaft darzustellen. Mit Hilfe der MRT wurden
Querschnittbilder einer PC-3-RFP-Tumor-tragenden Maus 60 Tage nach Implantation und
einer Kontrollmaus ohne Tumor aufgenommen. Diese wurden anschlieend miteinander
verglichen. Der PC-3-RFP-Tumor und die Lymphknotenmetastasen zeichneten sich deutlich
vom Rest des Gewebes ab (Abb. 27).

PC-3-RFP-Tumor-tragende Maus
« Harnblase

Abbildung 27: T2-abhangige-MRT-Messung einer PC-3-RFP-Tumor-tragenden Maus 60 Tage nach
Implantation und einer Kontrollmaus. Tumor (T) und Lymphknotenmetastasen (LN1 und LN2) sind in der

oberen Bildreihe im letzten Bild als hellblaue Strukturen deutlich zu erkennen.
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Nach der MRT-Messung wurden die lumbalen Lymphknotenmetastasen der PC-3-RFP-
Tumor-tragenden Maus zusatzlich unter einem Stereofluoreszenzmikroskop untersucht

(Abb. 28), um die Daten zu verifizieren.

A B

PC-3-RFP

T LN1
Overlay ‘

Abbildung 28: Analyse der lumbalen Lymphknotenmetastasen der PC-3-RFP-Tumor-tragenden Maus post
mortem. (A) Schnittebenen der MRT-Messung. (B) lumbale Lymphknotenmetastasen (LN1, LN2) und PC-3-RFP-
Tumor (T).

In der Tat konnte das Vorhandensein von lumbalen Lymphknotenmetastasen LN1 und LN2

auf diese Weise bestétigt werden.

4.5 Analyse der Migration von PC-3-RFP-Zellen

Die Migration der PC-3-RFP-Zellen erfolgte in gefaRartigen Strukturen, welche priméare und
sekundare Lymphknotenmetastasen miteinander verbinden (Abb. 29A oben). Um
herauszufinden, worum es sich bei diesen gefal3artigen Strukturen handelt, wurden diese
genauer untersucht. Hierfir wurden Agaroseschnitte angefertigt (Abb.29A unten), welche
anschliel3end mit CD31, einem Marker fiur Endothelzellen der BlutgeféaRe und LYVE-1, ein fur
Lymphgefal3e spezifischer Marker, gefarbt wurden. Durch diese Farbung konnte gezeigt
werden, dass die migrierenden PC-3-RFP-Zellen von lymphatischem Gewebe umgeben
sind, nicht aber von Endothelzellen der BlutgefaRe (Abb. 29B). Durch die CD31-Farbung
konnte die abdominale Aorta dargestellt werden. Es konnten keine migrierenden PC-3-RFP-
Zellen in der Aorta detektiert werden. Die Migration der PC-3-RFP-Zellen erfolgte
demzufolge in LymphgefaRen. Das sprach fir eine lymphatische Metastasierung, im

Gegensatz zur hamatogenen Metastasierung, wie sie in den Lungen beobachtet wurde.
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PC-3-RFP-Zellen PC-3-RFP-Zellen

abdominale Aorta lymphatisches Gewebe

\

Abbildung 29: CD31- und LYVE-1-Farbungen von Agaroseschnitten der mit PC-3-RFP-Zellen gefillten
gefalartigen Strukturen. (A) Oben: Gefal3artige Strukturen, in denen die PC-3-RFP-Zellen zwischen lumbalen
und renalen Lymphknotenmetastasen migrierten 65 Tage nach Implantation des PC-3-RFP-Tumors. Unten:
Querschnitt durch diese Strukturen. (B) Farbung der Querschnitte mit anti-CD31 bzw. anti-LYVE-1.

4.6 Vorhandensein von Lymphgeféaf3en in PC-3-Tumoren

Da PC-3-RFP-Zellen also héchstwahrscheinlich LymphgefalRe fiir die Metastasierung
nutzen, sollte getestet werden, ob eine Korrelation zwischen Lymphgefa3dichte im PC-3-
Tumor und der Lymphknotenmetastasierung vorliegt. Hierfir wurden Agaroseschnitte von
soliden PC-3-Tumoren angefertigt und mit LYVE-1 gefarbt. Es wurden die entsprechenden
Tumore aus dem Versuch 4.3. verwendet. Die jeweils vier Tumore wurden 7, 14, 21, 28 und
35 Tage nach Implantation untersucht. Von jedem Tumor wurden die Lymphgefae in 2
Agaroseschnitten analysiert. Dabei wurden je Agaroseschnitt die LymphgefalRe in zwei
Bereichen am Rand (peritumoral) und zwei Bereichen im Zentrum des Tumors
(zentraltumoral) ausgezahlt. So konnte gezeigt werden, dass es im soliden Tumor zu einem
Anstieg der zentral- und peritumoralen LymphgefaR3e kam (Abb. 30), wobei an Tag 7 und 14
nach Implantation die Anzahl der peritumoralen, im Vergleich zu den zentraltumoralen,
Lymphgefal3en signifikant erhoht war. An den Tagen 21, 28 und 35 war kein Unterschied in
der Anzahl von peri- und zentraltumoralen Lymphgefalien zu erkennen. Es kam zu einer
signifikanten Erhdhung der Anzahl der Lymphgefae von Woche zu Woche nach
Implantation. An Tag 35 wurde das Maximum von ca. 70 LymphgefaR3en pro Flache dieses
Versuchs ermittelt. Zu diesem Zeitpunkt waren 83 % aller vergrof3erten Lymphknoten positiv
fur PC-3-Zellen (Abb. 14). Mit ansteigender Lymphgefal3dichte im PC-3-Tumor stieg auch die
Anzahl der Lymphknoten, die positiv auf PC-3-Zellen getestet wurden. Der Anstieg der

LymphgefalRdichte korrelierte demzufolge mit der Bildung von Lymphknotenmetastasen.
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Abbildung 30: Anzahl der Lymphgefae pro Flache in PC-3-Tumorschnitten 7, 14, 21, 28 und 35 Tage nach
Implantation. Pro Zeitpunkt wurde die LymphgefaRdichte in peri- und zentraltumoralen Bereichen von je vier
Tumoren bestimmt. (p < 0.05 wurde als statistisch signifikant angesehen, * p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001.)

4.7 Effekt von GLV-1h68 auf PC-3-Metastasen

4.7.1 Kolonisierung von PC-3-Metastasen und migrierenden PC-3-Zellen durch
GLV-1h68

Zur Untersuchung des Effekts von GLV-1h68 auf den Prozess der PC-3-Zellmetastasierung
sollte zunachst Uberprift werden, ob GLV-1h68 in der Lage ist, Lymphknotenmetastasen und
migrierende PC-3-RFP-Zellen zu infizieren. Um eine mdgliche Kolonisierung von
Lymphknotenmetastasen zu analysieren, wurden fiinf PC-3-Tumor-tragenden Mausen 57
Tage nach Implantation 5x10° PFU GLV-1h68 intravends injiziert. EIf Tage nach der Virus-
Injektion wurden die Lymphknotenmetastasen untersucht. In der Tat konnte das GFP-Signal,
welches von mit GLV-1h68 infizierten Zellen exprimiert wird, nachgewiesen werden
(Abb. 32A). GLV-1h68 konnte erfolgreich PC-3-Lymphknotenmetastasen von allen finf
untersuchten Mausen kolonisieren. Des Weiteren wurde gezeigt, dass es elf Tage nach der
Injektion zu einer Zerstérung von Metastasengewebe durch GLV-1h68 kommen konnte, was
mit Hilfe einer Aktinfarbung durch Fluoreszenz-markiertes Phalloidin gezeigt werden konnte
(Abb 32B).
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Abbildung 31: Kolonisierung von PC-3-Metastasen (ohne RFP) mit GLV-1h68 elf Tage nach Virus-Injektion
und 68 Tage nach Implantation. (A) Entnommene lumbale und renale Lymphknotenmetastasen einer PC-3-
Tumor-tragenden Maus. (B) Immunhistologische Analyse eines Agaroseschnittes einer lumbalen
Lymphknotenmetastase. Mit Hilfe von Phalloidin-TRITC wurde das Zytoskelett angeféarbt. Der Stern markiert das
durch GLV-1h68 zerstorte Gewebe dieser Lymphknotenmetastase.

Zusatzlich wurde dberprift, ob GLV-1h68 auch Lymphknotenmetastasen der RFP-
exprimierenden PC-3-Tumore Kkolonisieren kann. Dafir wurde funf PC-3-RFP-Tumor-
tragenden M&usen 50 Tagen nach Implantation 5x10° PFU GLV-1h68 intravends injiziert.
Am 14. Tag nach der Virus-Injektion wurde sowohl das RFP-Signal der
Lymphknotenmetastasen als auch das GFP-Signal der infizierten Zellen analysiert. Hierbei
wurde gezeigt, dass GLV-1h68 alle lumbalen und renalen PC-3-RFP-Lymphknoten-

metastasen der flnf untersuchten Mause effektiv kolonisieren konnte (Abb. 33).

PC-3-RFP

GLV-1h68 Overlay Overlay

Abbildung 32: Kolonisierung einer lumbalen PC-3-RFP-Lymphknotenmetastase 14 Tage nach
intravendser Injektion von GLV-1h68 und 64 Tage nach Implantation. Links: Hellfeld- und rote bzw. griine
Fluoreszenzaufnahme, Mitte: Overlay des RFP- und des GFP-Signals. Rechts: Overlay aus Hellfeld-, RFP- und
GFP-Signal.
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Um herauszufinden, ob GLV-1h68 in der Lage ist, auch migrierende PC-3-RFP-Zellen
erfolgreich zu infizieren, wurde eine PC-3-RFP-Tumor-tragende Maus 83 Tage nach
Implantation mit GLV-1h68 injiziert. Durch die lange Zeitspanne zwischen Implantation und
Virus-Injektion sollte sichergestellt werden, dass sich die Metastasierung schon im
fortgeschrittenen Stadium befand und eine PC-3-RFP-Zellmigration zwischen den
Lymphknotenmetastasen wahrscheinlich war. Die Injektion mit 5x10° PFU GLV-1h68 erfolgte
abermals intravends. Sieben Tage nach Virus-Gabe konnte ein GFP-Signal in migrierenden
PC-3-RFP-Zellen nachgewiesen werden (Abb. 34). GLV-1h68 ist dementsprechend dazu
befahigt, migrierende PC-3-Zellen zu infizieren.

PC-3-RFP

¢

GLV-1h68 Overlay Overlay

Abbildung 33: Kolonisierung von migrierenden PC-3-RFP-Zellen mit GLV-1h68 sieben Tage nach der
Injektion. Nach 83 Tagen Implantation erfolgte die intravenése Injektion von 5x10° PFU GLV-1h68.

Was in diesem ersten Versuch an nur einer Maus gezeigt werden konnte, wurde im Rahmen
dieser Arbeit mehrfach an anderen mit GLV-1h68 infizierten PC-3-RFP-Tumor-tragenden
Mausen gezeigt.

4.7.2 Einfluss von GLV-1h68 auf PC-3-Lymphknotenmetastasen

Nachdem nachgewiesen wurde, dass sowohl PC-3-Metastasen als auch migrierende PC-3-
Zellen erfolgreich durch GLV-1h68 kolonisiert werden konnten, galt es herauszufinden, ob
diese Kolonisierung in einer Inhibierung der Bildung und des Wachstums von Metastasen
resultiert. Zur Untersuchung dieses Sachverhalts wurden zwo6lf weiblichen und zehn
mannlichen Mausen 2x10° PC-3-Zellen subkutan in die rechte Flanke implantiert. Sobald die
Tumore ein Durchschnittsvolumen von 250 mm?® erreicht hatten (30 Tage nach Implantation),
wurde jeweils in sechs weibliche und fiinf méannliche Méuse intravends 5x10° PFU GLV-1h68

bzw. als Kontrolle PBS injiziert. Am Tag 21 nach der Injektion wurden die Lymphknoten der
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GLV-1h68-behandelten Mause und die der Kontrollmause untersucht. Es zeigte sich, dass
durch eine Behandlung mit GLV-1h68 sowohl das Volumen als auch die Anzahl vergro3erter
Lymphknoten in Mannchen und in Weibchen reduziert wurden (Abb. 34).
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Abbildung 34: Anzahl und Volumen vergroRerter Lymphknoten in PC-3-Tumor-tragenden Weibchen und
Mannchen 21 Tage nach intravendser Injektion von GLV-1h68 und 51 Tage nach Implantation. (A)
Lymphknoten einer mit PBS und einer mit GLV-1h68 behandelten Maus 21 Tage nach Virus-Injektion. Weile
Pfeile zeigen vergroRBerte Lymphknoten, schwarze Pfeile markieren Lymphknoten von normaler GroRRe. (B)
Anzahl und Volumen aller vergréRerten Lymphknoten 21 Tage nach Injektion von Weibchen (n=6 pro Gruppe)
und Mannchen (n=5 pro Gruppe).

Die Verringerung des Volumens der vergroRerten Lymphknoten durch GLV-1h68-
Behandlung lasst vermuten, dass GLV-1h68 einen inhibierenden Effekt auf den Prozess der
Metastasierung ausiiben kann. Zur Uberpriifung dieser Annahme wurden alle vergroRerten
Lymphknoten auf das Vorhandensein von PC-3-Zellen getestet. Wie in vorherigen
Versuchen geschah dies mit Hilfe einer RT-PCR (Abb. 35A). Die RNA aller vergroRRerten
Lymphknoten wurde isoliert, die entsprechende cDNA synthetisiert und diese in einer RT-
PCR unter Verwendung von Primern fur humanes B-Aktin analysiert. Zusétzlich wurden
diesmal auch Primer fur den Nachweis von GLV-1h68 eingesetzt. Es konnte gezeigt werden,
dass GLV-1h68 nicht nur eine Verringerung des Volumens der Lymphknoten, sondern auch
eine Reduktion der Anzahl an Lymphknoten bewirkt, welche positiv fir PC-3-Zellen waren.
Sowohl in der Gruppe der Weibchen als auch in der der Mannchen kam es zu einer
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Abnahme von Lymphknotenmetastasen durch die Wirkung von GLV-1h68. Da kein
Unterschied zwischen den Geschlechtern beobachtet werden konnte, wurden die Daten der
Weibchen und Mannchen zusammengefasst (Abb. 35B). In den elf untersuchten PBS-
Mausen wurden 49 vergrofRerte Lymphknoten gefunden. 45 von diesen 49 Lymphknoten
(91 %) waren positiv fir PC-3-Zellen. In den mit GLV-1h68 infizierten Mausen konnten
dagegen nur 28 vergrolRerte Lymphknoten gefunden werden, von welchen nur 6 (21 %)
positiv auf PC-3-Zellen getestet werden konnten. Anhand dieses Versuchs konnte eine
signifikante Reduktion von Lymphknotenmetastasen 21 Tage nach einmaliger intravendser
GLV-1h68-Injektion in PC-3-Tumor-tragende Mausen nachgewiesen werden. Hervorzuheben
ist, dass in Proben, in denen keine humanen Zellen nachgewiesen werden konnte, auch kein
GLV-1h68 detektiert wurde.
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bp M 1. 2. 3 1. 2. 3. 1. 2. 3. 1. 2. 3.
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Lymphknoten positiv fir
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Abbildung 35: Untersuchung von Lymphknoten in PC-3-Tumor-tragenden Mausen 21 Tage nach
intravendser Injektion von GLV-1h68 bzw. PBS auf das Vorhandensein von humanem B-Aktin. (A) PCR-
Produkte der cDNA von einem PC-3-Tumor und der dazugehdrigen Lymphknotenmetastasen einer PBS- und
einer GLV-1h68-behandelten-Maus. (B) Nachweis von humanem B-Aktin in vergréRerten Lymphknoten von elf
PBS- und 11 GLV-1h68-behandelten PC-3-Tumor-tragenden Méausen. (p < 0.05 wurde als statistisch signifikant
angesehen, *** p < 0.001.)
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4.7.3 Der Einfluss von GLV-1h68 auf hamatogene Metastasen

Da ein Zusammenhang zwischen Lymph- und Blutsystem vielfach beschrieben ist [4-6],
sollte weiterhin herausgefunden werden, ob ein Nachweis von PC-3-Zellen im Blut PC-3-
Tumor-tragender Mause moglich ist und ob GLV-1h68 einen Einfluss auf diese
zirkulierenden Zellen hat. Zur Klarung dessen wurden zwdlf PC-3-Tumor-tragenden Mausen
intravends 5x10° PFU GLV-1h68 bzw. PBS als Kontrolle injiziert. An den Tagen 7 und 21
nach der Injektion wurden je sechs Mausen 500 pl Blut enthommen und in eine RNA-
stabilisierende Losung uberfuhrt. Schlie3lich wurde nach Anleitung des RNeasy® Protect
Animal Blood Kit (Qiagen) die RNA isoliert. Abermals wurde die cDNA synthetisiert und eine
RT-PCR unter Verwendung von Primern fur humanes B-Aktin durchgefuhrt. Pro
untersuchtem Zeitpunkt konnte in zwei der drei PBS-Blutproben eine Bande fir humanes B-
Aktin detektiert werden, wohingegen in keiner Blutprobe der GLV-1h68 behandelten Gruppe
humanes B-Aktin gezeigt werden konnte (Abb. 36). Da die Anzahl der im Blut zirkulierenden
Tumorzellen sehr gering ist [128], war nur eine Detektion sehr schwacher Banden fur
humanes [(-Aktin mdglich. GLV-1h68 scheint auch im Blut zirkulierende PC-3-Zellen zu

infizieren und dadurch zu entfernen.

GLV-1h68 PBS

Maus 1 Maus2 Maus3 Maus 1 Maus 2 Maus 3

1. B-Aktin, human
2. B-Aktin, murin

3. Vaccinia Virus

Abbildung 36: Nachweis humaner PC-3-Zellen in Mausblutproben 7 und 21 Tage nach Injektion von GLV-
1h68 bzw. PBS mittels RT-PCR unter Verwendung von Primern fiir humanes B-Aktin. Es wurde je Zeitpunkt
das Blut von sechs PC-3-Tumor-tragenden Mausen untersucht, jeweils drei mit PBS- und drei mit GLV-1h68-
Behandlung.

Des Weiteren war es von Interesse, den Einfluss von GLV-1h68 auf hdmatogene PC-3-
Metastasen der Lungen zu untersuchen. Zu diesem Zweck wurden die Lungen von zwolf
PC-3-Tumor-tragenden Mausen 50 Tage nach der Implantation und 21 Tagen nach der
intravendsen Injektion von 5x10° PFU GLV-1h68 untersucht. Die Lungen-RNA wurde isoliert
und das Vorhandensein von PC-3-Zellen ein weiteres Mal mit Hilfe einer RT-PCR uberpruft.
Es stellte sich heraus, dass in der Kontrollgruppe funf von sechs Lungen (83 %) positiv fur
humane PC-3-Zellen waren. Im Gegensatz dazu konnte in keiner Lunge (0 %) der mit GLV-

1h68-behandelten Mause Metastasen nachgewiesen werden (Abb. 37). Dadurch konnte
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neben der inhibierenden Wirkung von GLV-1h68 auf lymphatische Metastasen auch eine
inhibierende Wirkung auf hAmatogene Metastasen der Lungen nachgewiesen werden. GLV-
1h68 konnte sowohl im Blut migrierende PC-3-Zellen als auch Metastasen in den Lungen
erfolgreich inhibieren.
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Abbildung 37: Nachweis von humanem B-Aktin in Lungen von PC-3-Tumor-tragenden Mausen 21 Tage
nach einer GLV-1h68- bzw. PBS-Injektion. Es wurden die Lungen von sechs PBS- und von sechs GLV-1h68-
behandelten Mausen analysiert.

4.7.4 Untersuchung des Effekts verschiedener Injektionsarten von GLV-1h68

auf die Kolonisierung von Lymphknotenmetastasen und Tumoren

Ein weiterer Aspekt, den es zu untersuchen galt, war, ob es durch verschiedene
Injektionsarten von GLV-1h68 zu unterschiedlichen Kolonisierungsmustern kommit.
Intravendse (i.v.), intratumorale (i.t.) und intraperitoneale (i.p.) Injektion von GLV-1h68 sollten
miteinander verglichen werden. Auf diese Weise sollte herausgefunden werden, ob eine
Hierarchie in der Infektion auftritt. Aus diesem Grund wurden neun Mausen 2x10° PC-3-RFP-
Zellen subkutan in die rechte Flanke implantiert. Um sicherzugehen, dass lumbale und
renale Lymphknoten schon metastasiert vorliegen, erfolgte die Injektion von GLV-1h68 erst
65 Tage nach der Implantation. Da bislang weder eine intratumorale, noch eine
intraperitoneale Injektion von GLV-1h68 im PC-3-Modell getestet wurde, wurde ein héherer
Virustiter von 1x10° PFU verwendet. 14 Tage nach Injektion wurden sowohl die
Lymphknotenmetastasen als auch der dazugehdrige PC-3-Tumor untersucht. Fir alle drei
Injektionsarten konnte das GFP-Signal infizierter Zellen in lumbalen und renalen
Lymphknotenmetastasen und im Tumor detektiert werden. Die Intensitéat des GFP-Signals
war dabei jedoch offensichtlich in Lymphknotenmetastasen héher als im PC-3-Tumor. Das

lieR eine starkere Kolonisierung der Metastasen vermuten (Abb. 38). Es konnten keine
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Unterschiede in der Injektionsroute von GLV-1h68 bei den drei Injektionsarten festgestellt

werden.

PC-3-RFP

GLV-1h68

PC-3-RFP

GLV-1h68
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Abbildung 38: PC-3-RFP-Tumore und Lymphknotenmetastasen 79 Tage nach Implantation und 14 Tage

nach intratumoraler, intraperitonealer und intravendser Injektion von GLV-1h68. Links sind die lumbalen

und renalen Lymphknotenmetastasen zu sehen, rechts der dazugehorige PC-3-RFP-Tumor.

Um eine erhthte Kolonisierung von Lymphknotenmetastasen durch GLV-1h68 zu

Uberprifen, wurden von allen Lymphknotenmetastasen und Tumoren Lysate angefertigt und

Plague-Assays durchgefuhrt. Dadurch konnte der Titer von GLV-1h68 ermittelt und
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verglichen werden. Es stellte sich heraus, dass bei allen drei Injektionsarten in den
Lymphknotenmetastasen ein erhohter GLV-1h68-Titer im Vergleich zu den dazugehdrigen
Tumoren vorlag. Tendenziell war der Virustiter in den renalen Lymphknotenmetastasen
hoher als in den lumbalen, deren Virustiter wiederum héher war, als der in den PC-3-RFP-
Tumoren (Abb. 39).
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Abbildung 39: Konzentration (PFU) von GLV-1h68 in soliden PC-3-RFP-Tumoren und lumbalen bzw.
renalen Lymphknotenmetastasen. Die Bestimmung der Viruskonzentration erfolgte 14 Tage nach
intratumoraler, intraperitonealer bzw. intravendser Injektion und 79 Tage nach Implantation der PC-3-RFP-

Tumore.

Zur Veranschaulichung dieser Tendenz wurden Agaroseschnitte einer renalen
Lymphknotenmetastase und des Tumors einer PC-3-RFP-Tumor-tragenden Maus sieben
Tage nach intravendser Injektion von GLV-1h68 angefertigt. Die hohere Intensitat des GFP-
Signals in der renalen Lymphknotenmetastase war deutlich zu erkennen (Abb. 40).

Lymphknotenmetastase solider Tumor

PC-3-RFP PC-3-RFP

Overlay GLV-1h68 Overlay

Abbildung 40: Agaroseschitte einer renalen Lymphknotenmetastase und des soliden PC-3-RFP-Tumors

sieben Tage nach der intravendsen Injektion von GLV-1h68 und 71 Tage nach Implantation.

76



Ergebnisse

4.7.5 Untersuchung der Kolonisierung von PC-3-RFP-Tumoren und

Lymphknotenmetastasen nach i.v. Injektion von GLV-1h68

Den nachsten Schritt stellte die Untersuchung der Kolonisierung von Metastasen und
Tumoren durch GLV-1h68 zu verschiedenen Zeitpunkten nach intravendser Injektion dar.
Hierfir wurden erneut PC-3-RFP-Tumore implantiert. Sobald Lymphknotenmetastasen
sichtbar bzw. tastbar waren (in diesem Fall 55 Tage nach Implantation), wurden 1x10" PFU
GLV-1h68 intravends injiziert. 3, 7 und 14 Tage nach der Injektion wurden je sechs Mause
entnommen und die PC-3-Tumore und Lymphknotenmetastasen auf das GFP-Signal hin
untersucht. Bereits nach drei Tagen konnte ein starkes GFP-Signal in den

Lymphknotenmetastasen und im Tumor detektiert werden (Abb. 41).

renale
Lymphknotenmetastasen

solider Tumor

lumbale
Lymphknotenmetastasen

Abbildung 41: GFP-Signal in PC-3-RFP-Tumor und Lymphknotenmetastasen drei Tage nach GLV-1h68-
Injektion. Es war eine massive Kolonisierung von Lymphknotenmetastasen und migrierenden Zellen zu
beobachten.

AnschlieBend wurden von allen Lymphknotenmetastasen und Tumoren Lysate angefertigt
und Plaque-Assays durchgefuhrt, um den Titer von GLV-1h68 zu ermitteln (Abb. 42). Zu
allen drei Zeitpunkten nach Virus-Injektion konnte eine signifikante Erh6hung von GLV-1h68
in den Lymphknotenmetastasen im Vergleich zum Tumor festgestellt werden. Aufl3erdem
wurde gezeigt, dass an Tag drei und sieben nach der Injektion der Titer von GLV-1h68 in
einer  renalen Lymphknotenmetastase im  Vergleich zZu einer  lumbalen

Lymphknotenmetastase signifikant erhdoht war. Dies lie3 den Schluss zu, dass die
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Kolonisierung von Lymphknotenmetastasen durch GLV-1h68 zu Beginn der Injektion umso
effektiver verlief, je grof3er der Abstand zum Tumor war. An Tag 14 nach der Injektion war
der Virustiter der Lymphknotenmetastasen im Vergleich zum Tumor noch immer signifikant
erhoht, allerdings gab es keine Unterschiede zwischen der Kolonisierung von lumbalen und
renalen Lymphknotenmetastasen.

GLV-1h68-Kolonisierung von PC-3 Tumoren and Metastasen
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Abbildung 42: PFU von GLV-1h68 in PC-3-RFP-Tumoren und Lymphknotenmetastasen 3, 7 und 14 Tage
nach intraventser Injektion. Die Viruskonzentration wurde pro Gramm Gewebe angegeben. Es wurde die
Viruskonzentration aller Lymphknotenmetastasen und Tumore von sechs Mausen pro Zeitpunkt bestimmt.
(p < 0.05 wurde als statistisch signifikant angesehen, * p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001.)

Frih nach der Injektion (3 bzw. 7 dpi) kam es zu einer erhdhten Kolonisierung von renalen
Lymphknotenmetastasen. Je langer die Zeitspanne nach Injektion, desto &hnlicher der
Kolonisierungsgrad von lumbalen und renalen Lymphknotenmetastasen. Das Verhaltnis der
Viruskonzentration in lumbalen und renalen Lymphknotenmetastasen spiegelte diese
Beobachtung wider (Abb. 43). Zur Ermittlung des Verhdltnisses wurden die
Viruskonzentrationen von LN1 und LN2 zu LN zusammengefasst, die von RN1 und RN2 zu
RN und anschlieRend der Quotient RN/LN bestimmt. An Tag 3 nach Injektion betrug der
Quotient RN/LN 2,3 am Tag 7 nach Injektion 3,14, wahrend er an Tag 14 auf 0,83 abfiel. An
Tag 7 nach Injektion waren demzufolge die Unterschiede der Viruskonzentration in renalen
und lumbalen Lymphknotenmetastase am grof3ten. Die renalen Lymphknotenmetastasen

waren zu diesem Zeitpunkt etwa 3x mehr kolonisiert als die lumbalen. Wahrend 14 Tage
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nach der Injektion die Kolonisation der lumbalen und renalen Lymphknotenmetastasen

nahezu identische war.
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Abbildung 43: Verhaltnis der Konzentration von GLV-1h68 RN/LN. An Tag 3 und 7 nach Injektion betrug der
Quotient 2,3 bzw. 3,14. An Tag 14 sank er auf 0,83. Wahrend zu Beginn (3 und 7 dpi) nach Injektion die renalen
Lymphknotenmetastasen deutlich erhdht kolonisiert waren, nahmen die Unterschiede in der Kolonisation der
renalen und lumbalen Lymphknotenmetastase mit der Zeit nach Injektion (14 dpi) ab.
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4.7.6 Kolonisierung verschiedener Lymphknotenmetastasen durch GLV-1h68

Neben der effektiven Kolonisierung von lumbalen und renalen Lymphknotenmetastasen
durch GLV-1h68 konnte gezeigt werden, dass auch weitere Lymphknotenmetastasen
kolonisiert werden konnten. So wurde bei PC-3-RFP-Tumor-tragenden Mausen sieben Tage
nach intravendser GLV-1h68-Injektion und 69 Tage nach Implantation, ein starkes GFP-
Signal in inguinalen Lymphknotenmetastasen, in Metastasen des Sitzbeinlymphknotens und
in Metastasen nicht néher definierter Lymphknoten beobachtet (Abb. 44). Die Fahigkeit von
GLV-1h68 effektiv Metastasen zu kolonisieren, war somit nicht auf lumbale und renale
Lymphknotenmetastasen begrenzt.
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Abbildung 44: Kolonisierung von Lymphknotenmetastasen durch GLV-1h68 sieben Tage nach
intravendser Injektion und 69 Tage nach Implantation der PC-3-RFP-Tumore. (A) inguinale
Lymphknotenmetastase, (B) nicht naher definierte Lymphknotenmetastase, welche direkt auf dem PC-3-RFP-

Tumor lokalisiert war und (C) Sitzbeinlymphknotenmetastase.
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4.8 Ursache der praferentiellen Amplifikation von GLV-1h68 in

Lymphknotenmetastasen

4.8.1 Untersuchung der Amplifikation von GLV-1h68 in lymphatischem

Gewebe
481.1 GLV-1h68-Injektion in nicht-Tumor-tragende Mause

Eine mdgliche Ursache der préaferentiellen Amplifikation von GLV-1h68 in Lymphknoten-
metastasen konnte eine mogliche Anreicherung im Lymphsystem bzw. im lymphatischen
Gewebe der Lymphknotenmetastasen sein. Um eine Amplifikation von GLV-1h68 im
Lymphsystem auszuschliel3en, wurden nicht-Tumor-tragende Mause mit GLV-1h68 infiziert.
In den folgenden Wochen wurden je drei Mause entnommen und die detektierbaren
Lymphknoten analysiert. Fir die Analyse wurden Lysate der Lymphknoten hergestellt und
Plague-Assays zur Virustiterbestimmung durchgefuihrt. Es wurde der Titer von GLV-1h68 pro
Lymphknoten bestimmt (Abb. 45). Analysiert wurden lumbale, renale, Sitzbein-, axillare und
brachiale Lymphknoten. Der héchste GLV-1h68-Titer lag bei 140 PFU in den axillaren
Lymphknoten 14 Tage nach Injektion. Anschlie@end nahm der GLV-1h68-Titer wieder ab.
Die maximal erreichte Viruskonzentration in den lumbalen Lymphknoten war 22, in den
renalen 2 PFU, beides ebenfalls 14 Tage nach Injektion. AnschlieRend nahm der Virustiter

wieder ab. Es konnte keine Amplifikation von GLV-1h68 in den Lymphknoten nachgewiesen

werden.
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Abbildung 45: PFU von GLV-1h68 pro Lymphknoten von Nicht-Tumor-tragenden Mausen 7, 14, 21 und 42
Tage nach Virus-Injektion. Untersucht wurden lumbale und renale Lymphknoten, Sitzbeinlymphknoten (SN1,
SN2) sowie axillare (AN1, AN2) und brachiale (BN1, BN2) Lymphknoten von drei Mausen pro Zeitpunkt.
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Im Vergleich dazu konnte in Lymphknotenmetastasen von PC-3-RFP-Tumor-tragenden
Mausen 7 und 14 Tage nach Virus-Injektion eine wesentlich héhere Konzentration von GLV-
1h68 nachgewiesen werden (Abb. 46). Es wurden die Daten aus Versuch 4.7.5. verwendet,
in welchem PC-3-RFP-Tumor-tragenden Ma&usen GLV-1h68 intravends injiziert und
anschliel3end die Viruskonzentration pro Gramm ermittelt wurde. Um einen Vergleich zu
ermdglichen, wurde die GLV-1h68-Konzentration pro Lymphknotenmetastase berechnet.
Dadurch wurde gezeigt, dass der GLV-1h68-Titer 7 Tage nach Injektion in den
Lymphknotenmetastasen tiber 1x10” PFU betrug. Im Gegensatz dazu konnten keine PFU in
unmetastasierten Lymphknoten nachgewiesen werden. An Tag 14 nach Injektion betrug der
Virustiter in den lumbalen Lymphknotenmetastasen 1,9x10’, in den renalen 8x10° PFU. Zu
diesem Zeitpunkt wurden in unmetastasierten lumbalen Lymphknoten 22 und in renalen 2
PFU GLV-1h68 nachgewiesen. Dadurch wurde verdeutlicht, dass GLV-1h68
Lymphknotenmetastasen im Vergleich zu unmetastasierten Lymphknoten in einem

wesentlich gréReren Ausmabl infizierte.
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Abbildung 46: GLV-1h68-Titer in renalen und lumbalen Lymphknoten bzw. Lymphknoten-metastasen 7
bzw. 14 Tage nach Injektion. Der Titer von GLV-1h68 wurde in PFU pro Lymphknoten bzw.
Lymphknotenmetastase angegeben. Es wurde pro Zeitpunkt nach Injektion die GLV-1h68 Konzentration in den
Lymphknoten von drei Mausen und in den Lymphknotenmetastasen von sechs Mausen analysiert und
miteinander verglichen. (p < 0.05 wurde als statistisch signifikant angesehen, * p < 0.05; ** p < 0.01; *** p <

0.001.)
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48.1.2 Untersuchung des lymphatischen Gewebes in Lymphknoten-

metastasen

Zur Klarung der Frage, ob es zu einer vermehrten Amplifikation von GLV-1h68 im
lymphatischen Gewebe der Lymphknotenmetastasen kommt, sollte der Anteil des
lymphatischen Gewebes in Metastasen und Lymphknoten untersucht werden. Hierfur
wurden zunachst Agaroseschnitte von nativen Lymphknoten mit LYVE-1 und MHCII gefarbt,
um herauszufinden, wie die Struktur eines Lymphknotens ohne Beeinflussung von PC-3-
Zellinvasion aussieht. Es konnte gezeigt werden, dass die Lymphknoten einer nicht-Tumor-
tragenden Maus vollkommen von lymphatischen Gewebe und MHC-II-positiven Zellen
durchsetzt waren (Abb. 47).

Overlay

Abbildung 47: Farbung eines Lymphknotens einer nicht-Tumor-tragenden Maus mit LYVE-1 und mit
MHCII. LYVE-1-Farbung (grun) zeigt lymphatisches Gewebe, MHC-II-Farbung (rot) zeigt die MHC-II-positiven

Zellen des Lymphknotens.

AnschlieRend wurden Agaroseschnitte von Lymphknoten in verschiedenen Stadien der
Metastasierung mit PC-3-RFP-Zellen untersucht. Zum einen wurden Agaroseschnitte von
Lymphknoten zu Beginn der PC-3-RFP-Zellinvasion, zum anderen von Lymphknoten im
fortgeschrittenen Metastasierungsstadium angefertigt. Diese wurden in der Folge mit LYVE-1
und MHCII gefarbt. Es konnte beobachtet werden, dass ein Lymphknoten zu Beginn der
Metastasierung noch vergleichbar viele LYVE-1- und MHC-II-positive Zellen wie ein
unmetastasierter Lymphknoten besitzt. Durch Invasion und Vermehrung der PC-3-RFP-
Zellen in den Lymphknoten kam es aber zu einer Verdrangung des lymphatischen Gewebes
und der MHC-II-positiven Zellen. Je fortgeschrittener der Metastasierungsgrad eines
Lymphknotens war, desto weniger ahnelte dieser einem nativen Lymphknoten (Abb. 48). Der
Anteil des lymphatischen Gewebes nahm mit Zunahme der PC-3-RFP-Zellen in den
Lymphknoten ab. In einer Lymphknotenmetastase konnte kaum noch lymphatisches

Gewebe identifiziert werden, welches von GLV-1h68 infiziert werden konnte. Die Ursache fir
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die praferentielle GLV-1h68-Infektion von Lymphknotenmetastasen durfte folglich anders

geartet sein.

beginnende Metastasierung vollstandige Metastasierung

PC-3-RFP . PC-3-RFP

Overlay Overlay
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Abbildung 48: Farbung von lumbalen Lymphknoten PC-3-RFP-Tumor-tragender Mause in verschiedenen
Stadien der Metastasierung mit LYVE-1 und MHC-Il. Links die beginnende Metastasierung, rechts die
vollstandige Metastasierung. (A) Farbung von LYVE-1-, (B) Farbung von MHCII-positiven Zellen.

4.8.2 Nekrotische Zonen in Tumoren und Metastasen

Eine weitere Erklarung fur die préaferentielle Injektion von Lymphknotenmetastasen durch
GLV-1h68 konnte eine im Vergleich zum Tumor geringere nekrotische Zone darstellen. Es
wird angenommen, dass die Amplifikation von GLV-1h68 in nekrotischen Zonen erschwert
ist. Zur Analyse der nekrotischen Bereiche wurden PC-3-RFP-Tumore und
Lymphknotenmetastasen sieben Tage nach intravendser Injektion von 1x10’ PFU GLV-1h68
(57 Tage nach Implantation) untersucht. Es wurde jeweils der Tumor, LN1 und RN1 von funf
PBS- und funf GLV-1h68-behandelten Mausen analysiert. Von jeder Probe wurden
Agaroseschnitte angefertigt und die nekrotischen Areale durch Farbung mit Hoechst und
anschlieRenden Fluoreszenzintensitatsauswertungen ermittelt. Es stellte sich heraus, dass
sowohl in der PBS- als auch in der GLV-1h68-behandelten Gruppe signifikante Unterschiede
zwischen Lymphknotenmetastasen und Tumoren in dem Anteil der nekrotischen Zone

auftraten (Abb. 49). Es wurde gezeigt, dass der Anteil an nekrotischem Bereich in PC-3-
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RFP-Tumoren hoéher ist als in den Lymphknotenmetastasen. Es konnten keine Unterschiede

zwischen PBS- und GLV-1h68-Behandlung festgestellt werden.
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Abbildung 49: Anteil der nekrotischen Zone in PC-3-RFP-Tumoren und Lymphknotenmetastasen 57 Tage
nach Implantation und 7 Tage nach (A) PBS- bzw. (B) GLV-1h68-Injektion. (p <0.05 wurde als statistisch
signifikant angesehen, * p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001.)

4.8.3 Untersuchung von BlutgefafRen in PC-3-Tumoren und —Metastasen

4831 Anzahl von BlutgeféafRen und CD31-Konzentration in Tumoren und

Lymphknotenmetastasen

Unterschiede in der Durchblutung kdnnten die praferentielle Amplifikation von GLV-1h68 in
Lymphknotenmetastasen ebenfalls beeinflussen. Hierfir wurde zum einen die Dichte von
CD31-positiven BlutgefaRen in PC-3-RFP-Tumoren und Lymphknotenmetastasen 57 Tage
nach Implantation und sieben Tage nach PBS bzw. GLV-1h68-Injektion untersucht. Zum
anderen wurde die CD31-Signalintensitdt der BlutgefaRe ermittelt. Es wurden
Agaroseschnitte von PC-3-RFP-Tumoren und Lymphknotenmetastasen mit CD31 gefarbt
und die CD31-positiven Strukturen anschlieRend gezahlt bzw. dessen Fluoreszenzintensitét
ermittelt. Zur Ermittlung der BlutgefaRdichte wurde die Anzahl der Blutgefal3e in je vier
Arealen eines Schnittes von funf PBS- und finf GLV-1h68-behandelten Tumoren und
Metastasen bestimmt. An Hand dieser Auszahlung wurde festgestellt, dass es durch
Behandlung mit GLV-1h68 nach nur sieben Tagen zu einer signifikanten Reduktion der
BlutgefalRdichte im PC-3-Tumor und auch in den Lymphknotenmetastasen kam (Abb. 50).
AuBerdem wurde gezeigt, dass die Anzahl der Blutgefalle in renalen

Lymphknotenmetastasen héher war als die in lumbalen.
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Abbildung 50: BlutgefaRdichte in PC-3-RFP-Tumoren und-Lymphknotenmetastasen 7 Tage nach PBS-
bzw. GLV-1h68-Behandlung. (A) BlutgefaRdichte in PC-3-RFP-Tumor, LN und RN in Kontrollmausen bzw.
infizierten Mausen. (p < 0.05 wurde als statistisch signifikant angesehen, * p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001.) (B)
Konfokale Aufnahmen der gezahlten CD31-positiven Gefal3e in Tumor, LN und RN.

Nachdem keine Unterschiede zwischen soliden Tumoren und Lymphknotenmetastasen in
der Anzahl der BlutgefaRe gezeigt werden konnte, wurde die Intensitat des Signals der
CD31-Farbung analysiert. Zur Bestimmung der Intensitat wurden abermals vier Areale eines
Schnittes von je funf PBS- und funf GLV-1h68-behandelten Tumoren und Metastasen

untersucht.

Auf diese Weise konnte ein signifikanter Anstieg der Signalintensitat von CD31 in lumbalen
und renalen Lymphknotenmetastasen im Vergleich zum PC-3-RFP-Tumor sowohl in der
PBS- als auch in der GLV-1h68-behandelten Gruppe gezeigt werden (Abb.51). Des
Weiteren stellte sich heraus, dass es sieben Tage nach Injektion von GLV-1h68, trotz der
Abnahme der Blutgefaf3dichte, zu einem signifikanten Anstieg der Fluoreszenzintensitat von

CD31 im Vergleich zur PBS-Gruppe kam.
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Abbildung 51: Mittlere Fluoreszenzintensitat der CD31-Farbung in PC-3-RFP-Tumoren und Lymphknoten-
metastasen sieben Tage nach PBS- bzw. GLV-1h68-Injektion. (A) Unterschiede der mittleren
Fluoreszenzintensitat zwischen Tumoren, LN und RN zum einem nach PBS-Behandlung und zum anderen nach
GLV-1h68-Behandlung. (B) Unterschiede zwischen PBS und GLV-1h68-Behandlung (p <0.05 wurde als
statistisch signifikant angesehen, * p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001). (C) Mikroskopische Aufnahmen der CD31-
Farbung in Agaroseschnitten von PC-3-Tumoren und Lymphknotenmetastasen mit und ohne GLV-1h68-
Behandlung.

4.8.3.2 Analyse der CD31-Expression auf Proteinebene

Zusatzlich wurde die CD31-Expression in Tumoren und Lymphknotenmetastasen PC-3-
Tumor-tragender Mause mit Hilfe des Western Blot analysiert. Hierfir wurden Proteinlysate
von Tumoren und Lymphknotenmetastasen von sechs PC-3-Tumor-tragenden Mausen
untersucht, drei davon 47 Tage, die anderen drei 64 Tage nach Implantation. Die Daten aller
sechs Mause wurden zusammengefasst, da der Zeitpunkt nach Implantation in diesem Fall

unerheblich war. Des Weiteren wurden die Werte von LN1 und LN2 zu LNs und die von RN1
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und RN2 zu RNs zusammengefasst. Unterschiede in der Expression von CD31 in Tumoren
und Metastasen wurden mit Hilfe des Night-Owl-Imagers dokumentiert. Die Signalstérken,
welche mit der CD31-Konzentration korrelieren, wurden (ber die Lichtemission gemessen
und konnten so miteinander verglichen werden (Abb. 52). In den lumbalen und renalen
Lymphknotenmetastasen wurde im Vergleich zum Tumor eine erhdhte CD31-Expression

nachgewiesen.
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Abbildung 52: Relative Lichtemission der CD31-Expression in PC-3-Tumoren und Lymphknoten-
metastasen ohne Virusbehandlung. (p < 0.05 wurde als statistisch signifikant angesehen, * p < 0.05)

4.8.4 Anzahl und LYVE-1-Konzentration der Lymphgefalie in PC-3-

Tumoren und -Metastasen

Es wurden nach der Analyse der Vaskularisierung von PC-3-Tumoren und -Metastasen auch
derern LymphgefafRe untersucht. 50 Tage nach Implantation wurden finf PC-3-RFP-Tumore
mit PBS und funf mit GLV-1h68 behandelt. Nach sieben Tagen der Injektion wurden
Agaroseschnitte der Tumore und Metastasen angefertigt. Diese wurden mit LYVE-1 gefarbt.
AnschlieRend wurden die Lymphgefal3e gezahlt und die Fluoreszenzintensitat ermittelt. Zur
Bestimmung der LymphgefalRdichte wurden wiederum vier Areale je Schnitt von PC-3-RFP-
Tumoren und -Lymphknotenmetastasen ausgezahlt. Die Z&hlung von Lymphgefalien
erfolgte analog der Z&hlung der BlutgefaRe. Es konnten keine Unterschiede in der
LymphgefaRdichte zwischen PC-3-Tumoren und Lymphknotenmetastasen festgestellt
werden. Sowohl im Tumor als auch in den Metastasen kam es jedoch sieben Tage nach der
Injektion von GLV-1h68 zu einer signifikanten Abnahme der Anzahl der Lymphgefalie (Abb.
54).
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Abbildung 53: LymphgefaRdichte in Tumoren und Metastasen sieben Tage nach GLV-1h68-Injektion. (A)
LymphgefaRdichte in PC-3-RFP-Tumoren, LN und RN in Kontrollméusen bzw. infizierten Mausen (p < 0.05 wurde
als statistisch signifikant angesehen, * p < 0.05; ** p < 0.01; ** p < 0.001). (B) Konfokale Aufnahmen der
gezéahlten Lymphgefaflie in Tumor, LN und RN.

Da auch in der Anzahl der Lymphgefalie zwischen Tumoren und Lymphknotenmetastasen
keine Unterschiede gezeigt werden konnten, wurde die Fluoreszenzintensitat der Farbung
analysiert. Die Bestimmung der Fluoreszenzintensitdt von LYVE-1 erfolgte analog der
Bestimmung der CD31-Fluoreszenzintensitat. Hierbei stellte sich heraus, dass trotz gleicher
Anzahl der LymphgefaBe in  Tumoren und Lymphknotenmetastasen die
Fluoreszenzintensitat der Farbung fur LYVE-1 in den Lymphknotenmetastasen sowohl in der
PBS- als auch in der GLV-1h68-behandelten Gruppe signifikant erhoht ist. Durch GLV-1h68-
Behandlung kam es im Tumor und in der lumbalen Lymphknotenmetastase nicht zu einer
Verdnderung der Fluoreszenzintensitdt von LYVE-1, wahrend bei der renalen
Lymphknotenmetastase eine Abnahme der Fluoreszenzintensitat zu verzeichnen war
(Abb. 54).
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Abbildung 54: Fluoreszenzintensitat der LYVE-1-Farbung in PC-3-Tumoren und Lymphknotenmetastasen
sieben Tage nach Injektion von GLV-1h68 bzw. PBS. (A) Unterschiede der mittleren Fluoreszenzintensitét
zwischen Tumor, LN und RN zum einem nach PBS-Behandlung und zum anderen nach GLV-1h68-Behandlung.
(B) Unterschiede der Fluoreszenzintensitat zwischen PBS und GLV-1h68-Behandlung (p < 0.05 wurde als
statistisch signifikant angesehen, * p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001). (C) Mikroskopische Aufnahmen der LYVE-
1-Farbung in Agaroseschnitten von PC-3-Tumoren und Lymphknotenmetastasen mit und ohne GLV-1h68-

Behandlung.
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5 Diskussion

5.1 Das Metastasenmodell der humanen Prostatakarzinomzelllinie
PC-3

Man geht davon aus, dass der Tod von Krebspatienten in 90 % der Falle direkt oder indirekt
durch Metastasen verursacht wird. Die Prognose zum Krankheitsverlauf ist dadurch
unmittelbar an den metastatischen Status des Karzinoms gebunden [69,70]. Primare Tumore
an sich kénnen oftmals chirurgisch entfernt werden, aber diejenigen Zellen, welche die
Fahigkeit zu migrieren und sich an neuen Stellen anzusiedeln erlangt haben, lUben eine
enorm schadliche Wirkung auf den Korper aus. Lange Zeit stand die Erforschung von
Entwicklung und Wachstum des primdren Tumors im Mittelpunkt des wissenschaftlichen
Interesses, im Gegensatz zu dem komplizierteren und weniger erforschten Gebiet der
Metastasierung dieser Tumore [129]. Die Metastasierung ist ein schwer kontrollierbarer
Krankheitsprozess und stellt damit ein Hauptproblem des Gesundheitswesens dar. Aus
diesem Grunde war ein erstes Ziel dieser Arbeit, ein metastasierendes Tumormodell zu
finden, um dieses anschlieRend im Detail analysieren zu kénnen. Dies gelang am Beispiel

des humanen Prostatakarzinoms.

Wird das Prostatakarzinom friih erkannt, liegt die Heilungsrate bei 80 bis 90 %, unabhéngig
davon, ob eine innere Bestrahlung (Brachytherapie), eine auf3ere Strahlentherapie oder eine
radikale Prostatektomie durchgefiihrt wird. Sobald jedoch das Prostatakarzinom nicht mehr
organbegrenzt vorliegt und bereits Lymphknoten befallen sind, sinkt die
Heilungswahrscheinlichkeit der Patienten dramatisch. Trotz dieses Wissens verlauft die
Entwicklung neuer Behandlungsmoglichkeiten des metastasierenden Prostatakarzinoms

sehr langsam [3].

In dieser Arbeit wurden bei Untersuchungen von M&usen mit Tumoren der humanen
Prostatakarzinomzellinie PC-3 vergroRerte lumbale und renale Lymphknoten gefunden.
Diese VergrofR3erung war ein erstes Indiz fur eine Metastasierung der PC-3-Tumore in die
Lymphknoten. Aus diesem Grund wurden anschlieBend vergréRerte Lymphknoten auf das
Vorhandensein von metastasierenden PC-3-Zellen hin getestet. Der Nachweis erfolgte mit
Hilfe einer RT-PCR unter Verwendung von Primern fur humanes B-Aktin. Dadurch konnte
gezeigt werden, dass 42 Tage nach subkutaner Implantation von PC-3-Tumoren in 90
Prozent aller vergréf3erten Lymphknoten metastasierende PC-3-Zellen vorlagen. Zusatzlich
wurde durch Fluoreszenz-basierte Visualisierung der PC-3-Zellen in der Maus die
Lymphknotenmetastasierung in den vergroRerten lumbalen und renalen Lymphknoten der

Tumor-tragenden Mause nachgewiesen. Die Visualisierung wurde durch Einfiihrung des fur
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das rot fluoreszierenden Protein (RFP) kodierenden Gens in PC-3-Zellen mittels lentiviraler
Transduktion ermoglicht. So konnte ein weiterer Nachweis erbracht werden, dass die
VergroRerung der Lymphknoten auf Invasion metastasierender, sich teilender PC-3-Zellen

zuriuckzufihren war.

Die Metastasierung von Karzinomen in Lymphknoten wurde sowohl in Tierversuchen als
auch im Menschen vielfach in der Literatur beschrieben [5,6,11,16,130,131], unter anderem
auch fur das Prostatakarzinom [18]. Dabei ist neben der Metastasierung des
Prostatakarzinoms in Lymphknoten auch eine Metastasierung in weitere Organe bekannt. Im
Januar 2000 wurde von Bubendorf et al. eine Studie publiziert, in der 1.589 Autopsien von
Prostatakrebspatienten auf das Vorhandensein von hamatogenen Metastasen untersucht
wurden [55]. Es stellte sich heraus, dass in 35 % eine hAmatogene Metastasierung vorlag,
d.h. eine Metastasierung der Tumorzellen Uber das Blutsystem. Dabei waren 90 %
Metastasen in den Knochen, 46 % in der Lunge, 25 % in Leber und 13 % in Nieren.

Im Rahmen dieser Arbeit konnten neben metastasierten Lymphknoten auch PC-3-RFP-
Metastasen in den Lungen PC-3-RFP-Tumor-tragender Mause detektiert werden. Dennoch
konnten keine metastasierenden PC-3-Zellen in Knochen, Leber oder Nieren nachgewiesen
werden. Die Knochen und Organe von PC-3-RFP-Tumor-tragenden Mausen, die aus einem
Versuch genommen wurden, wurden jeweils fluoreszenzmikroskopisch untersucht. Weder in
den Knochen, noch in den Nieren oder Lebern konnte ein RFP-Signal der PC-3-Zellen
detektiert werden. Zum einen konnte es sein, dass in diesem PC-3-RFP-Modell keine
Metastasenbildung in Knochen, Nieren oder Leber stattgefunden hatte, zum anderen kénnte
eine Detektion dieser Metastasen aus technischen Griinden nicht gelungen sein. In Studien
anderer Gruppen konnten Knochenmetastasen der PC-3-Zelllinie durch inseriertes GFP
ermittelt werden [132]. Hier war dies durch RFP nicht méglich. Eventuell waren die PC-3-
RFP-Metastasen in Knochen sehr klein oder schlecht ausgepragt, falls (berhaupt

vorhanden.

Um zu untersuchen, ob dennoch PC-3-Metastasen in Knochen, Leber und Nieren vorhanden
sind, wéare es moglich, deren RNA zu isolieren und Uber eine RT-PCR auf das
Vorhandensein von humanem {-Aktin hin zu Uberprifen. Des Weiteren wird zurzeit in
Zusammenarbeit mit dem Institut fur Nuklearmedizin der Universitat Wirzburg versucht,
PET-Imaging an lebenden PC-3-Tumor-tragenden Mause zu etablieren. Durch diese Art der
Bildgebung konnte die Metastasierung in Knochen und weiteren Organen, wie Leber oder
Nieren, verfolgt werden. Auch kénnte durch Implantation von PC-3-Zellen, denen lentiviral
eine Luciferase (click beetle green luciferase, CBG) eingefligt wurde, eine Visualisierung
weiterer Metastasen durch Verwendung eines Low-Light-lmagers ermdoglicht bzw.

vereinfacht werden.
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5.2 Ausbreitung von PC-3-Zellen uber das Lymphsystem

Viele Indizien sprachen dafir, dass in PC-3-Tumor-tragenden Mausen eine Migration der
PC-3-Zellen in hohem Malie Uber das Lymphsystem erfolgte. Zum einen konnte gezeigt
werden, dass lumbale und renale Lymphknoten durch PC-3-Zellen kolonisiert werden und
zum anderen, dass PC-3-Zellen in Lymphgefal3en zwischen diesen Lymphknoten migrierten.

Es wurde beobachtet, dass Lymphknoten in unmittelbarer Nahe zum PC-3-Tumor als erstes
von der Metastasierung betroffen waren. Bei Implantation in die Flanke handelte es sich um
die lumbalen Lymphknoten der Maus. Die Metasierung der Lymphknoten, in dessen
Einzugsbereich der Tumor liegt, die regiondren Lymphknoten, ist vielfach beschrieben [9,13].
In dieser Arbeit wurden neben den lumbalen Lymphknotenmetastasen auch metastasierte
PC-3-Zellen in den entfernter gelegenen renalen Lymphknoten gefunden. Des Weiteren
konnten in einigen PC-3-RFP-Tumor-tragenden Mausen zu sehr spaten Zeitpunkten nach
Implantation, ab 90 Tage, auch PC-3-RFP-Zellen in entfernt gelegenen Lymphknoten des
Darms (mesenteriale Lymphknoten) und des Mediastinums (mediastenialen Lymphknoten)
gefunden werden. Auch konnte eine Metastasierung von regionaren Lymphknoten in
Abhangigkeit von der Lokalisation des PC-3-Tumors nachgewiesen werden. Je nhachdem wo
der Tumor in der Maus lokalisiert war, bildeten sich Metastasen in den néchstgelegenen
Lymphknoten. Die Metastasierung von Lymphknoten durch PC-3-Zellen in PC-3-Tumor-
tragenden Mausen verlief demnach hierarchisch und in Abhangigkeit von der Lokalisation
des PC-3-Tumors. Die hierarchische Lymphknotenmetastasierung und die Metastasierung
von regionaren Lymphknoten ist in vielen Karzinomen zu beobachten, unter anderen bei

dem Brustkarzinom, dem Melanom [133] und auch dem Prostatakarzinom [3].

Neben dem Nachweis der PC-3-Zellen in Lymphknoten, konnten diese auch in
LymphgefaRRen, welche zwischen lumbalen und renalen Lymphknotenmetastasen verliefen,
visualisiert werden. Dies konnte durch eine Féarbung von Agaroseschnitten mit LYVE-1,
einem Marker fur lymphatische Endothelzellen, bestatigt werden. Nach Besiedlung der
Lymphknoten durch PC-3-RFP-Zellen kam es im fortgeschrittenen Stadium der
Metastasierung zu einer Anreicherung der PC-3-RFP-Zellen in Lymphgefalien zwischen den
besiedelten Lymphknoten. Daher liegt die Vermutung nahe, dass die Zellen diese zur
Migration von Lymphknoten zu Lymphknoten nutzen. Im Gegensatz dazu konnten mit Hilfe

einer CD31-Farbung in Blutgefal3en keine PC-3-Zellen nachgewiesen werden.

Nachdem herausgefunden wurde, dass die Ausbreitung der PC-3-Zellen in PC-3-Tumor-
tragenden M&ausen Uber das Lymphsystem erfolgt, sollte die LymphgefaRRdichte in PC-3-
Tumoren analysiert werden. Es ist bekannt, dass eine erhéhte Anzahl von Lymphgefai3en in

Tumoren oft mit Lymphknotenmetastasierung und damit einer schlechten Prognose fir den
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Patienten korreliert [5]. Ein positiver Zusammenhang zwischen LymphgefaR3dichte und
Lymphknotenmetastasierung konnte vielfach nachgewiesen werden [131,134-138]. Dabei
spielt die Erkenntnis, dass Tumore aktiv die Lymphangiogenese induzieren kénnen, eine
entscheidende Rolle [46]. Die Tumor-induzierte Lymphangiogenese verursacht eine
Erhohung der Dichte von Lymphgefal3en innerhalb des Tumors und um den Tumor herum.
Als Folge dessen wurde vielfach eine erhdhte Metastasierung zu lokalen Lymphknoten
beobachtet [22-24]. Tumor-assoziierte Lymphgefal3e beglinstigen somit die Verbreitung des
Tumors in regionalen Lymphknoten, denn durch eine erhdhte Anzahl der Lymphgefal3e wird
auch die Wabhrscheinlichkeit erhoht, dass Tumorzellen in das lymphatische System
einwandern und dort eine Bildung von Metastasen verursachen. Dennoch ist zu beachten,
dass diese positive Korrelation zwischen LymphgefaRdichte des Tumors und der
Lymphknotenmetastasierung ein kontrovers diskutierter Sachverhalt ist. So gibt es auch eine

Vielzahl von Studien in denen kein Zusammenhang gefunden werden konnten [50-52].

In dieser Arbeit konnte ein Zusammenhang zwischen der Anzahl von Lymphgeféa3en in PC-
3-Tumoren und metastasierten Lymphknoten nachgewiesen werden. Hierfir wurden PC-3-
Tumore 7, 14, 21, 28 und 35 Tage nach Implantation enthommen, Agaroseschnitte von
diesen angefertigt und darauffolgend eine Farbung der Agaroseschnitte mit LYVE-1
durchgefiihrt. AnschlieRend wurde durch Auszahlen der LymphgefaRRe die Lymphgefalidichte
der PC-3-Tumore bestimmt. Es stellte sich heraus, dass die Anzahl der Lymphgefal3e von
Woche zu Woche nach Implantation zunahm. Erst stieg die Anzahl der Lymphgefalie am
Rand der Tumore, die peritumoralen LymphgeféaRe, dann ab Tag 21 nach Implantation auch
die Anzahl der LymphgefaRe in der Mitte der Tumore, die zentraltumoralen Gefal3e. Diese
Erhbéhung der Lymphgefal3dichte kénnte auf eine Tumor-induzierte Lymphangiogenese
zurlckzufuhren sein. Die Lymphknoten der PC-3-Tumor-tragenden Mause wurden parallel
auf das Vorhandensein von metastasierenden PC-3-Zellen hin untersucht. Dabei wurde
beobachtet, dass analog zur Zunahme der LymphgefaRdichte auch die
Lymphknotenmetastasierung zunahm. Der Anteil der Lymphknoten, die positiv fur PC-3-
Zellen getestet wurden, stieg mit der Zunahme der Lymphgefal3dichte. Daher lasst sich
vermuten, dass PC-3-Zellen in der Lage sind, Uber Tumor-assoziierte LymphgefaRe den
Tumor zu verlassen und in ndchstgelegene Lymphknoten zu migrieren. Dennoch konnte in
dieser Arbeit der Schritt des Austrittes von migrierenden PC-3-Zellen aus den PC-3-Tumor

nicht visualisiert werden.

Weiterhin ist zu beachten, dass die LymphgefaRdichte von Tumor- zu Tumorart variieren
kénnte. Daher kénnten in Zukunft verschiedene Tumormodelle auf deren LymphgefaRRdichte
hin analysiert und ein moglicher Zusammenhang zu Lymphknotenmetastasen untersucht

werden.
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5.3 Zusammenhang zwischen lymphatischer und hamatogener

Metastasierung von PC-3-Zellen

Ein Zusammenhang zwischen lymphatischer und hématogener Metastasierung von
Karzinomen wurde mehrfach beschrieben. So konnten neben Lymphknotenmetastasen auch
hamatogene Metastasen in entfernt zum Tumor gelegenen Organen wie z.B. den Lungen
nachgewiesen werden [31,46,53]. Dieser Zusammenhang ist von enormer Bedeutung, da die
Lymphknotenmetastasierung an sich zwar selten lebensbedrohliche AusmafRe annimmt,
dennoch einen Indikator fur das Stadium darstellt, in dem sich der Tumor befindet und damit
Uber die folgende Behandlung entscheidet [17]. Auch fir das Prostatakarzinom konnte eine
Verbindung zwischen der Ilymphatischen und der hamatogenen Metastasierung
nachgewiesen werden. So zeigten Bubendorf et al. [55], dass in 84 % der Patienten, die
positiv auf Lymphknotenmetastasen getestet wurden, auch eine hamatogene Verbreitung
von Tumorzellen zu beobachten war. In den 16 % der Patienten, bei denen keine
Lymphknotenmetastasen nachgewiesen werden konnten, wurden auch keine Hinweise auf

eine hamatogene Verbreitung von Tumorzellen gefunden.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte nachgewiesen werden, dass auch im Falle der humanen
Prostatakarzinomzelllinie PC-3 ein Zusammenhang zwischen hamatogener und
lymphatischer Metastasierung vorhanden ist. Es war mdglich aus dem Blut von PC-3-Tumor-
tragenden Mausen RNA zu isolieren und auf das Vorhandensein von humanem {3-Aktin,
stellvertretend fiir PC-3-Zellen, hin zu testen. Dabei zeigte sich, dass in 4 von 6 untersuchten
Blutproben (nicht Virus-behandelter Mause) PC-3-Zellen vorhanden waren. Weiterhin
konnten hamatogene Mikrometastasen in den Lungen PC-3-RFP-Tumor-tragender Mause
fluoreszenzmikroskopisch nachgewiesen werden. Diese Ergebnisse sprachen dafiir, dass
neben der lymphatischen Metastasierung eine hamatogene Verteilung der PC-3-Zellen in der

Maus stattfindet.

Da das Lymph- und das Blutsystem Uber den ductus thoracicus miteinander in Verbindung
stehen, kénnten die PC-3-Zellen nach Besiedlung der lumbalen und renalen Lymphknoten
Eintritt in das Blutsystem gefunden haben. Des Weiteren besteht aber auch die Mdglichkeit,
dass die lymphatische und hamatogene Verbreitung der PC-3-Zellen parallel ablief. PC-3-
Zellen konnten sowohl Tumor-assoziierte Lymphgefal3e als auch Tumor-assoziierte

BlutgefaRe unabhangig voneinander fir die Migration nutzen.
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5.4 Prametastatischer Zustand von Lymphknoten

Bei der Untersuchung von vergréRerten Lymphknoten im Rahmen dieser Arbeit konnten
nicht in allen vergroRerten Lymphknoten auch metastasierende PC-3-Zellen nachgewiesen
werden. So wurden z.B. an Tag 35 nach Implantation von PC-3-Zellen in 4 Mausen 17
vergrofRerte Lymphknoten detektiert. Bei diesen 17 vergrof3erten Lymphknoten konnte
allerdings nur in 14 Lymphknoten humanes [-Aktin nachgewiesen werden.
Dementsprechend waren zu diesem Zeitpunkt 3 Lymphknoten nicht auf Grund einer PC-3-

Zellinvasion vergrof3ert.

Der Grund fur die VergréfRerung kénnte in diesem Fall der prametastatische Zustand sein, in
dem sich diese Lymphknoten befunden haben koénnten. Es wurde beschrieben, dass diese
VergroRerung durch eine Hyperplasie und Proliferation des Endotheliums des Lymph-Sinus
verursacht werden kann [27]. Die Veranderungen in den regiondren Lymphknoten werden
dabei direkt oder indirekt durch die Faktoren ausgeldst, welche durch tumorassoziierte
LymphgefalRe zu den Lymphknoten transportiert werden [30]. Durch den Tumor wird dadurch
eine prametastatische Nische gebildet, welche ideale Voraussetzungen fir die Besiedlung

von Lymphknoten durch Tumorzellen bietet [33].

5.5 Einfluss von GLV-1h68 auf PC-3-Metastasen

Das rekombinante Vaccinia-Virus GLV-1h68 stellt ein vielversprechendes Therapeutikum in
der Krebstherapie dar. In vielen praklinischen Studien konnte eine Tumor-regredierende
Wirkung von GLV-1h68 nachgewiesen werden [89,112-115,121-123]. Dennoch wurden bis
zu diesem Zeitpunkt nur wenige Versuche Uber den Effekt von GLV-1h68 auf Metastasen
vertffentlicht. In 2004 von Yu et al. durchgefihrten Versuchen konnte in einigen
Lymphknoten MCF-7-Tumor tragender Mause das GFP-Signal des rekombinanten Vaccinia-
Virus rVV-RUC-GFP detektiert werden. Kelly et al. zeigten 2008 die Kolonisierung von
primaren Melanom-Tumoren und regiondren Lymphknotenmetastasen durch GLV-1h68
[139]. In beiden Arbeiten wurde eine Kolonisierung von Metastasen durch rekombinante
Vaccinia-Viren beobachtet, dennoch wurde ein madglicher therapeutischer Effekt der Viren
auf die Metastasen nicht untersucht. Aus diesem Grunde sollte festgestellt werden, ob GLV-
1h68 neben einer Tumor-regredierenden Wirkung, auch eine inhibierende Wirkung auf

Metastasen ausiiben kann.

Hierbei konnte zundchst gezeigt werden, dass GLV-1h68 in der Lage ist,
Lymphknotenmetastasen im PC-3-Modell erfolgreich zu kolonisieren. Die Kolonisierung von

PC-3-Zellen war somit nicht auf den PC-3-Tumor beschrankt. Des Weiteren konnte gezeigt
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werden, dass auch in LymphgefaRen migrierende PC-3-RFP-Zellen infiziert werden kénnen.
GLV-1h68 kann offensichtlich nahezu alle Tumorzellen in der Maus detektieren und
infizieren, unabhangig davon, ob diese sich in einem Tumor- oder Metastasenverband
befinden.

Neben der effektiven Kolonisierung von PC-3-Zellen durch GLV-1h68 konnte auch ein
enormer Rlckgang von Lymphknotenmetastasen durch Behandlung mit GLV-1h68
beobachtet werden. Drei Wochen nach einer intravendsen Injektion von GLV-1h68 kam es
zu einer Reduktion der Anzahl und des Volumens von vergréRerten Lymphknoten in PC-3-
Tumor-tragenden Mausen. Weiterhin konnte zu diesem Zeitpunkt ein signifikanter Ruickgang
der Lymphknoten verzeichnet werden, die positiv auf metastasierende PC-3-Zellen getestet
wurden. In der PBS-behandelten Kontroll-Gruppe wurden insgesamt 49 vergroRerte
Lymphknoten gefunden, von denen 45 (91 %) metastasierende PC-3-Zellen enthielten.
Durch die GLV-1h68-Behandlung wurde die Anzahl der vergrofRerten Lymphknoten in
derselben Anzahl an Méausen auf 28 reduziert. Bei diesen 28 vergréRerten Lymphknoten
konnte nur in sechs PC-3-Zellen nachgewiesen werden (21 %). GLV-1h68 verursachte einen
drastischen Riuckgang der Lymphknotenmetastasen in PC-3-Tumor-tragenden Mausen.

Darlber hinaus konnte ein inhibierender Effekt auf hAmatogene Lungenmetastasen PC-3-
Tumor-tragender Mause festgestellt werden. Drei Wochen nach Virus-Injektion konnten in
keiner einzigen GLV-1h68-behandelten PC-3-Tumor-tragenden Maus Lungenmetastasen
nachgewiesen werden. Des Weiteren wurde der Einfluss von GLV-1h68 auf PC-3-Zellen im
Blut PC-3-Tumor-tragender Mause getestet. Schon sieben Tage nach der Virus-Injektion war
auf RNA-Ebene kein humanes [-Aktin mehr nachzuweisen, wohingegen zum selben
Zeitpunkt in zwei von drei Blutproben PBS-behandelter PC-3-Tumor-tragender Mause
humanes B-Aktin detektiert werden konnte. Ebenso war auch 21 Tage nach Virus-Injektion
kein humanes B-Aktin in den Blutproben von GLV-1h68-behandelten Mausen nachzuweisen.

GLV-1h68 besitzt somit eine effektive Metastasen-reduzierende Wirkung im PC-3-Modell.

Es stellte sich nun die Frage, ob GLV-1h68 neben der onkolytischen Wirkung auf schon
vorhandene Metastasen auch die Bildung neuer Metastasen verhindern kann. Hierbei ist zu
beachten, dass in allen Proben in denen keine humanen Zellen detektiert wurden, auch kein
GLV-1h68 nachgewiesen werden konnte. Weiterhin wurde nachgewiesen, dass keine
Amplifikation von GLV-1h68 in den Lymphknoten nicht-Tumor-tragender Mause stattfindet.
GLV-1h68 infiziert anscheinend nur dann Lymphknoten, wenn in diesen metastasierende
Tumorzellen vorhanden sind. Auf Grundlage dieser Ergebnisse liegt die Vermutung nahe,
dass GLV-1h68 die schon in die Lymphknoten migrierten Tumorzellen kolonisiert und

eliminiert. Dementsprechend tbt GLV-1h68 eine onkolytische Wirkung auf PC-3-Zellen in
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Lymphknoten oder -geféaRen aus und verhindert so die folgende Metastasierung in weitere

abflieBende Lymphknoten.

Des Weiteren konnte GLV-1h68 zusatzlich zu dem onkolytischen Effekt auch einen
inhibierenden Effekt auf das Migrationsverhalten der Tumorzellen ausiiben. So konnte
gezeigt werden, dass 7 Tage nach intravendser Injektion von GLV-1h68 keine PC-3-Zellen
mehr im Blut detektierbar waren. Zum einen kdnnte die Reduktion der im Blut zirkulierenden
PC-3-Zellen durch direkte Infektion und Eliminierung dieser durch GLV-1h68 verursacht
worden sein. Zum anderen konnte es sein, dass durch die GLV-1h68-Infektion die PC-3-
Zellen des Tumors und der Lymphknotenmetastasen in so hohem Mal3e geschadigt wurden,
dass ihre Fahigkeit zur Migration erheblich reduziert wurde. Durch GLV-1h68 kénnte auch
eine Veranderung des Tumormikromilieus ausgeldst worden sein, welche ebenso die

Migration von PC-3-Zellen inhibieren kdnnte.

5.6 Besonderheiten der Kolonisierung von Lymphknoten-
metastasen durch GLV-1h68

Neben der erfolgreichen Reduktion von Lymphknotenmetastasen durch GLV-1h68 konnten
besondere Kolonisierungsmuster nach intravenoser Injektion von GLV-1h68 beobachtet
werden. Es kam 3, 7 bzw. 14 Tage nach Virus-Injektion zu einem signifikant erhdhten Titer
von GLV-h68 in Lymphknotenmetastasen im Vergleich zum PC-3-Tumor. Es lag
dementsprechend eine préaferentielle Kolonisierung von Lymphknotenmetastasen im
Vergleich zum Tumor vor. Zu friihen Zeitpunkten nach Virus-Injektion (3 und 7 dpi) konnte
zusatzlich in renalen Lymphknotenmetastasen ein hoherer GLV-1h68-Titer nachgewiesen
werden als in lumbalen Lymphknotenmetastasen. Auch nach intraperitonealer und nach
intratumoraler Injektion von GLV-1h68 wurde eine erhohte Kolonisierung der

Lymphknotenmetastasen im Vergleich zum PC-3-Tumor beobachtet.

5.6.1 Madogliche Grunde fur die préaferentielle Amplifikation von GLV-1h68 in

Lymphknotenmetastasen

Zur Ermittlung von Griinden fur die préferentielle Kolonisierung von Lymphknotenmetastasen
durch GLV-1h68 wurden verschiedene Parameter wie der Anteil von nekrotischen Arealen

und die Anzahl von Blut- und LymphgefaRen in PC-3-Tumoren und —Metastasen untersucht.

Bei Analyse der nekrotischen Areale von Tumoren und Metastasen stellte sich heraus, dass

in PC-3-Tumoren ein signifikant hoherer Anteil an nekrotischem Gewebe vorhanden ist als in
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Lymphknotenmetastasen. Da davon ausgegangen wird, dass die Replikation von Vaccinia-
Viren nur in lebenden Tumorzellen erfolgen kann, durfte der niedrigere Anteil an
nekrotischen Arealen in Lymphknotenmetastasen im Vergleich zu PC-3-Tumoren dazu
beitragen, dass in Lymphknotenmetastasen hohere Titer an GLV-1h68 gebildet werden

koénnen.

Eine weitere Vermutung war, dass durch eine hohere Blut- oder Lymphgefaf3dichte in den
Metastasen die Viruszufuhr erleichtert ablaufen kénnte, was wiederum zur préaferentiellen
Kolonisierung der Lymphknotenmetastasen beitragen kdnnte. Bei einer Analyse der Anzahl
von Blut- und LymphgefaRen konnte jedoch kein Unterschied zwischen Tumoren und
Lymphknotenmetastasen festgestellt werden.

Unerwarteterweise konnten jedoch héhere Signalintensitaten der CD31- und der LYVE-1-
Farbungen in den Lymphknotenmetastasen im Vergleich zum Tumor nachgewiesen werden.
In anschlielenden Western Blot-Analysen konnte eine erhdhte Expression von CD31 in den
Lymphknotenmetastasen bestatigt werden. CD31 ist in vielen Prozessen involviert, welche
relevant fir das Wachstum und die metastatische Verbreitung eines Tumors sind. Dazu
gehdren unter anderem Angiogenese und vaskuldre Permeabilitat [48,49]. Eine erhdhte
Expression von CD31 ist Zeichen einer gesteigerten GefaRpermeabilitét, durch welche GLV-
1h68 leichter in Lymphknotenmetastasen gelangen kénnte, als in PC-3-Tumore. Dies kdnnte

zur praferentiellen Kolonisierung der Lymphknotenmetastasen beitragen.

Die erhohte LYVE-1-Signalintensitat in Lymphknotenmetastasen im Vergleich zum PC-3-
Tumor konnte durch eine hohe Proliferationsrate von Lymphgefafien verursacht worden sein,

zu welcher es im Rahmen der Tumor-induzierten Lymphangiogenese kommt [47,48].

5.6.2 Einfluss von GLV-1h68 auf Blut- und LymphgefaRdichte von PC-3-

Tumoren und Lymphknotenmetastasen

In  weiteren Versuchen wurde der Einfluss von GLV-1h68 auf die Blut- und
Lymphgefal3dichte von PC-3-Tumoren und Lymphknotenmetastasen untersucht. Dabei
konnte gezeigt werden, dass nur sieben Tage nach intravendser GLV-1h68-Injektion die
Dichte von Blut- und von Lymphgefalen sowohl in den PC-3-Tumoren als auch in
Lymphknotenmetastasen signifikant verringert wurde. Zum gleichen Zeitpunkt war auch eine

intensive Kolonisierung der Lymphknotenmetastasen durch GLV-1h68 zu beobachten.

Tumor-assoziierte Blut- und Lymphgefal3e sind entscheidend fir das Tumorwachstum und
die Metastasierung [54,57,58]. Aus diesem Grund stellt sowohl die Inhibierung der

Angiogenese [55,56] als auch die der Lymphangiogenese [133,143] einen vielfach
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untersuchten Ansatz in der Krebstherapie dar. Beide Therapieanséatze werden durch GLV-
1h68 in dem PC-3-Modell realisiert, da sowohl die Blut- als auch die Lymphgefal3e effektiv

reduziert wurden.

Es ist anzunehmen, dass durch Verringerung der Anzahl von LymphgefalRen durch GLV-
1h68 die lymphatische Migration der PC-3-Zellen inhibiert wird. Durch zusatzliche Reduktion
der Anzahl der BlutgefalRe durch GLV-1h68 wird die Zufuhr von essentiellen Nahrstoffen und

von Sauerstoff inhibiert und zuséatzlich die hamatogene Metastasierung reduziert.

Weiterhin wurde die Intensitat der CD31-Farbung in PC-3-Tumoren und Lymphknoten-
metastasen 7 Tage nach GLV-1h68-Injektion untersucht. Dabei stellte sich heraus, dass trotz
der durch GLV-1h68 verursachten Abnahme der Blutgefal3dichte die mittlere
Fluoreszenzintensitat der CD31 positiven Strukturen in Lymphknotenmetastasen der GLV-
1h68-Gruppe signifikant erhéht war. Im PC-3-Tumor war jedoch kein Unterschied der
Fluoreszenzintensitat der CD31-Farbung zwischen der GLV-1h68-behandelten und der PBS-
Gruppe zu verzeichnen. Weibel et al. konnten kirzlich zeigen, dass Blutgefal3e in
Brustkrebstumoren nach GLV-1h68-Injektion den Blutgefalien in verletztem Gewebe ahneln
[147], welche durch GefalRdilatation, Hyperpermeabilitat und einer erhéhten Expression von
CD31 charakterisiert sind [148]. Die erhthte Fluoreszenzintensitdt der CD31-Féarbung in
lumbalen und renalen Lymphknotenmetastasen nach GLV-1h68-Behandlung, wurde
hochstwahrscheinlich  durch die von GLV-1h68 verursachte Entziindungsreaktion

hervorgerufen.

GLV-1h68 ist in der Lage, sowohl lymphatische als auch hdmatogene Metastasen der
humanen Prostatakarzinomzelllinie PC-3 erfolgreich zu reduzieren. Es bleibt weiteren
Versuchen vorbehalten zusatzliche metastasierende Karzinommodelle in der Maus zu finden
und zu analysieren, um zu kléaren, ob die Metastasen-reduzierende Wirkung von GLV-1h68

auch in anderen Modellen erfolgt.

Ebenso ist es wichtig mehr Informationen Uber die Grunde fir die praferentielle
Kolonisierung von Lymphknotenmetastasen durch GLV-1h68 zu erlangen. Es konnte bereits
gezeigt werden, dass der geringere Anteil an nekrotischen Arealen in
Lymphknotenmetastasen im Vergleich zum PC-3-Tumor und die Hochregulation von CD31
in Lymphknotenmetastasen zu der préaferentiellen Kolonisierung beitragen konnten. Des
Weiteren gilt es kiinftig zu untersuchen, ob GLV-1h68 Lymphknotenmetastasen auf Grund
eines moglicherweise erhdhten Tumorstammzell-Anteils bevorzugt infiziert bzw. ob diese fur
die konventionelle Tumortherapie besonders problematischen Zellen Uberhaupt durch

onkolytische Vaccinia Viren behandelt werden kdnnen.
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