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E Zusammenfassung

Die autonomen Nagerparvoviren MVMp und H1 stellen aufgrund ihrer onko-
suppressiven Eigenschaften bei gleichzeitig geringer Pathogenitat im adulten Tier
attraktive Vektoren fur den Einsatz in der Tumor-Gentherapie dar. Um die oft
unzureichende antitumorale Aktivitat der Wildtyp Viren zu verstarken, wurden
rekombinante parvovirale Vektoren entwickelt, in denen zum einen alle bisher
bekannten Elemente fur die virale DNA-Replikation, Genexpression und
Zytotoxizitat erhalten und zum anderen der Einbau eines therapieverstarkenden

Transgens durch eine Deletion in den Kapsidproteingenen ermaoglicht wurde.

In der vorliegenden Arbeit wurde zunachst gepruft, inwieweit sich die generierten
rekombinanten Viren von den Wildtyp Viren unterscheiden. Es wurde festgestellt,
dass rekombinante Viren bei gleicher Viruspartikelzahl deutlich weniger infektios
sind als Wildtyp Viren. Die Beeinflussung der Kapsidstruktur durch veranderte
rekombinante Virus DNA kann dafur eine Erklarung sein. Der gezeigte Unterschied
in der Amplifikation rekombinanter und Wildtyp Viren bei gleichem infektiosen
Titer ist wahrscheinlich auf die Eigenschaft der Wildtyp Viren zuruckzufuhren, eine
groBe Menge an verpackter, einzelstrangiger Virus DNA zu produzieren. Bei
rekombinanten Viren wird dagegen die Synthese neuer einzelstrangiger DNA
aufgrund der fehlenden Kapsidproteine nicht stimuliert. Daher war es nicht
unerwartet, dass rekombinante und Wildtyp Parvoviren eine gleiche Fahigkeit zur
viralen Proteinexpression zeigen. Somit ist die wichtigste Voraussetzung fur einen
effizienten gentherapeutischen Transfer erfullt. Allerdings weisen rekombinante
Parvoviren trotz gleicher viraler NS1 Proteinexpression uberraschend eine geringere
Zytotoxizitat gegenuber entsprechenden Wildtypformen auf. Neben dem viralen,
multifunktionellen Nichtstrukturprotein NS1 mussen deshalb weitere Faktoren, wie

zum Beispiel die Kapsidproteine, fur die Zytotoxizitat von Bedeutung sein.

Ein zweiter Schwerpunkt dieser Arbeit lag in der Bewertung der Effizienz
gentherapeutischer Versuche mit Parvoviren in vivo. Dazu wurden zum einen die

Immunantwort auf MVMp Wildtyp Virus infizierter C57Bl/6 Mause analysiert und

Xiv
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zum anderen antitumorale Effekte rekombinanter Viren, die immunstimulierende
Zytokin/Chemokin-Gene tragen, in einem murinen Nierenkarzinom Modell

untersucht.

MVMp-infizierte Mause entwickelten eine starke humorale, aber unerwartet geringe
zellulare Immunantwort. Um eine Neutralisierung des Virus durch Antikorper bei
wiederholter Virusgabe innerhalb eines kurzen Zeitraums zu umgehen, bietet sich
die Pseudotypisierung des viralen Genoms in ein verwandtes virales Kapsid als
Losung an. Die Induktion von IgG2a und 1gG3 Antikorpern in Mausen durch Infektion
mit MVMp konnte ein Zeichen fur eine Th1 Immunantwort darstellen, die bei einer

antitumoralen Therapie forderlich sein sollte.

Im Blickpunkt der Untersuchung antitumoraler Effekte rekombinanter Parvoviren
stand die Kombinationstherapie des MVMp/IL-2 Virus mit den Chemokin-
transduzierenden Parvoviren MVMp/MDC oder MVMp/IP-10. Dabei sollten die
Chemokine durch Anlockung immunologischer Effektorzellen, insbesondere
Dendritischer Zellen durch das Chemokin MDC, und IL-2 die antitumorale Immun-
antwort gegenseitig stimulieren. Trotz deutlicher antitumoraler Einzeleffekte der
rekombinanten Parvoviren, die einen parvoviralen Gentransfer mit therapeutischer
Wirksamkeit in vivo bestatigen, konnte entgegen der Vorstellung jedoch keine
synergistische Wirkung bei einer Kombinationstherapie in diesem Modell

beobachtet werden.

Die Ergebnisse lassen zusammen mit Beobachtungen anderer auf eine starke
Abhangigkeit des therapeutischen Erfolgs vom verwendeten Tumormodell
schlieBen. So konnte im Gegensatz zu Nierenkarzinomzellen die Infektion von
Mastozytomzellen mit MVMp Wildtyp Viren eine antitumorale Immunitat in Mausen
induzieren. Es zeigen sich damit deutliche Perspektiven fur den Einsatz
zytotoxischer, immunmodulierender rekombinanter Parvoviren zur Tumorzell-

vakzinierung.
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I Einleitung

1 Traditionelle Krebstherapien und ihre Probleme

Krebs ist nach Herz- und Kreislauferkrankungen die zweithaufigste Todesursache in
Deutschland (Becker et al., 2001). Die Therapie erfolgt zur Zeit uberwiegend mit
traditionellen Methoden, zu denen die operative Tumorentfernung, die
Chemotherapie und die Strahlentherapie zahlen. Es konnen jedoch nur bestimmte
Tumorarten bisher vollstandig geheilt werden, so zum Beispiel der Hodenkrebs. Die
hochste Mortalitatsrate weisen Prostata-, Brust-, Darm- und Lungenkrebs auf und
sind damit besonders schwer therapierbar (Abbott, 2002; Becker et al., 2001). Die
relative Fiinfjahres-Uberlebensrate in Deutschland betragt fiir alle Krebsarten im
Mittel etwa 40 %, somit sind die Therapieerfolge insgesamt gesehen immer noch
sehr gering (Becker et al., 2001). Die Chemo- und Strahlentherapie fuhren
auBerdem zu starken zytotoxischen Nebenwirkungen in gesunden Korperzellen, was
die Lebensqualitat der Patienten erheblich beeintrachtigt. Aufgrund der geringen
therapeutischen Breite ist eine Wirkungsverstarkung durch eine hohere Dosierung
des Arzneistoffs nur begrenzt moglich. Werden aber die Tumorzellen bei einer
Therapie nicht effizient abgetotet, kann eine weitere Behandlung (i) durch
Resistenzentwicklung gegenuber den verabreichten Chemotherapeutika, (ii) durch

Metastasenbildung oder (iii) durch Auftreten von Rezidiven erschwert werden.

Es wird daher nach neuen Therapiemethoden gesucht, die eine fur Tumorzellen
selektive und hohe antitumorale Wirkung aufweisen, aber andere Korperzellen, die
nicht entartet sind, nicht beeintrachtigen. Gute Moglichkeiten bieten gen- und
immuntherapeutische Ansatze (Kap. 2 und 3). Vielversprechende Methoden, die
ebenso unterstutzend eingesetzt werden konnen, sind auch die Hemmung der
GefaBneubildung (Antiangiogenese), die Inhibierung des Abbaus extrazellularer
Matrix durch Metalloproteinaseblocker, die Hyperthermie (lokal induzierte

Ubererwarmung) und die Lasertherapie.
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2 Gentherapie von Krebs

Gentherapie ist definiert als das Einbringen von Genen in Gewebe oder Zellen mit
dem Ziel, durch die Expression und Funktion dieses Gens einen therapeutischen
Nutzen zu erzielen (Hallek et al., 2001). Durch eine gezielte Anreicherung eines
Arzneistoffs am Wirkort konnen die sonst bei systemischer Gabe induzierten
Nebenwirkungen reduziert werden. Die fur gentherapeutische Methoden
prognostizierten Erfolge konnten im Jahr 2000 erstmals fur monogene
Erbkrankheiten klinisch bestatigt werden (Cavazzana-Calvo et al., 2000; Kay,
2000). Mittlerweile wird versucht, die Methode der Gentherapie auch bei anderen
Erkrankungen einzusetzen. In Abb. 1 sind die zur Zeit laufenden klinischen
Gentherapiestudien bezuglich der zu therapierenden Krankheiten dargestellt. Die
meisten Studien erfolgen im Bereich der Krebsforschung (64 %). Einen geringeren
Anteil stellen die monogenetischen (12 %), kardiovaskularen (8 %) und infektiosen
Erkrankungen (6 %, zum Beispiel AIDS, Hepatitis B) dar, sowie weitere Krankheiten
(2 %), zu denen unter anderem die rheumatoide Arthritis und neurodegenerative

Leiden (Alzheimer, Morbus Parkinson) zahlen.

12 % monogenetische
Erkrankungen

64 % Krebs 8 % kardiovaskulare
Erkrankungen
2 % Andere

8 % Genmarkierung

The Journal of Gene Medicine 2002 (www.wiley.co.uk/genmed)

Abb. 1: Einsatzbereiche zur Zeit laufender klinischer Gentherapiestudien (Phase I - 1ll)

2.1 Methoden des Gentransfers

Es bestehen zwei Moglichkeiten eines Gentransfers: (i) das direkte Einbringen des
Gens in den Korper (in vivo) oder (ii) ex vivo, indem das Gen auBerhalb des Korpers
in leicht isolierbare Korperzellen (hamatopoetische Zellen und Leberzellen)
transferiert wird und die manipulierten Zellen anschlieBend wieder reimplantiert

werden. Fur das Einschleusen genetischen Materials in Zellen in vivo wird ein



EINLEITUNG

Vehikel benotigt, das als Vektor bezeichnet wird. Der Vektor ist damit fur das
Erreichen der Zielzellen (Targeting) verantwortlich und beeinflusst somit die
Effizienz der Gentherapie. An einen idealen Vektor stellen sich folgenden
Anforderungen: (i) ein hoch selektiver Transfer in die Zielzellen, (ii) eine hohe
Effizienz des Gentransfers, (iii) eine stabile und regulierbare Genexpression, (iv)
eine ausreichende Aufnahmekapazitat von Genen, (v) eine geringe Pathogenitat
und Immunogenitat, (vi) eine einfache, kosteneffiziente und reproduzierbare
Herstellung und (vii) eine hohe Stabilitat. Es gibt eine Reihe von physikalischen,
chemischen und biologischen Methoden, die sich mit dem Problem des Gentransfers
auseinandersetzen. Allgemein wird zwischen viralen und nicht viralen Vektoren
unterschieden. Keines der zur Zeit verfugbaren Vektorsysteme kann jedoch allen
Anspruchen genuigen. In Tab. 1 sind Vor- und Nachteile viraler und nicht viraler
Vektoren, die in den beiden folgenden Abschnitten eingehender vorgestellt

werden, zusammengestellt.

Vektor Vorteile Nachteile
viral o effizienter Gentransfer e homologe Rekombination
¢ z.T. selektive Virusreplikation e Gefahr der Mutagenese und
e Genomintegration Karzinogenese

wort durch eine fruhere Infektion
e Induktion einer Immunantwort
e Pathogenitat
e aufwendige Produktion
e geringe Titer
e limitierte GroRe des Fremdgens
e geringe Selektivitat

nicht viral e kosteneffiziente Herstellung e ineffizienter Gentransfer in den

« hohe Produktionsausbeuten Zellkern

¢ hohe Sicherheit e keine Genomintegration

» theroretisch keine Begren- e nur transiente Expression
zung der FremdgengroBe o keine Selektivitat

o teilweise toxische Effekte
(Elektroporation, Lipoplexe)

Tab. 1: Vor- und Nachteile viraler und nicht viraler Vektoren
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2.1.1 Nicht viraler Gentransfer

Das Einschleusen von DNA oder RNA in Zellen durch nicht virale Trager wird als
Transfektion bezeichnet. Die Nukleinsauren konnen dabei entweder ,,nackt“ mit
physikalischen Transfektionsmethoden (Elektroporation, Mikroinjektion, Gen-
bombardierung ,,gene gun*), oder assoziiert mit chemischen Molekulen (unlosliche
Salze wie Calciumphosphat, kationische Liposomen, Polymere) ubertragen werden.
Extrachromosomal replizierende Vektoren, zum Beispiel kunstliche Chromosomen,

stellen eine nicht virale Alternative fur eine permanente Transgenexpression dar.

Ein entscheidender Nachteil nicht viraler Vektoren ist ihre geringe Effizienz. In
Abb. 2 sind die Barrieren veranschaulicht, die fur einen effizienten Gentransfer
uberwunden werden mussen. Unabhangig von der Methode erfolgt stets eine
endosomale Aufnahme der DNA in die Zelle. Sofern die Zielzelle erreicht wurde
(Targeting), sind die am starksten limitierenden Barrieren die Umgehung des
lysosomalen Systems durch rechtzeitige Freisetzung der DNA oder des Vektors aus

dem Endosom und das Eindringen der DNA in den Nukleus (Coonrod et al., 1997).

Um gehq,n"é des lyso-

somalen Kompartiments
durch rechtzeitige

endosomale Freisetzung

s>

Transport
in Nukleus

. Targeting
—-

Vektor Zelleintritt

Zielzelle

Abb. 2: Barrieren beim Gentransfer

Aktuelle Strategien zur Verbesserung der Effizienz nicht viraler Vektoren zielen
daher (i) auf das Targeting durch Kopplung des Vektors an einen Ligand eines
zellspezifischen Rezeptors (zum Beispiel Transferrin oder Folat zum Targeting von

Krebszellen), (ii) auf eine endosomale Freisetzung durch den Einbau endosomo-
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lytischer Molekiile in den DNA-Komplex, oder (iii) auf den Transport in den Nukleus
durch Anlagerung von Peptiden oder Sequenzen mit einer Nukleus-Lokalisierungs-

aktivitat.

2.1.2 Viraler Gentransfer

Virale Vektoren miussen die gleichen Barrieren uberwinden wie nicht virale
Vektoren. Da Viren jedoch die evolutionar erworbene Fahigkeit besitzen, ihre Gene
effizient in infizierte Wirtszellen einzuschleusen, weist der virale Gentransfer im
Vergleich zum nicht viralen eine erheblich groBere Effizienz auf. Virale Vektoren
erhalten daher trotz des generell bestehenden Risikos einer viral hervorgerufenen
Mutagenese meist den Vorzug vor nicht viralen Vektoren, nicht zuletzt auch
aufgrund ihrer oft selektiven Replikation in bestimmten Zellen und ihrer moglichen
Modifizierung zu apathogenen Vektoren. Dies spiegelt sich auch in den zur Zeit
laufenden klinischen Studien wieder, in denen virale Vektoren mit uber 70 %

gegenuber nicht viralen Systemen den groBeren Anteil ausmachen (Tab. 2).

virale Vektoren nicht virale Vektoren

Anzahl % Anzahl %
Retroviren 217 34,1 Lipofektion 77 12,1
Adenoviren 171 26,9 nackte/ Plasmid DNA 70 11,0
Adeno-assoziierte Viren 15 2,4 RNA-Transfer 6 0,9
Vacciniaviren 39 6,1 Genbombardierung 5 0,8
Herpesviren 5 0,8 andere 25 3,9
andere Viren 6 0,9 28,7

71,2

The Journal of Gene Medicine 2002 (www.wiley.co.uk/genmed)

Tab. 2: Anteil viraler und nicht viraler Vektoren aktueller klinischer Studien

Das Einschleusen von Genen in Zellen durch virale Trager wird als Transduktion
bezeichnet. Dabei wird zwischen Vektoren unterschieden, die sich von
integrierenden (Retroviren, AAV) und nicht integrierenden Viren (Adenoviren,
Vacciniaviren, Herpesviren) ableiten. In Tab. 3 sind einige Eigenschaften und Vor-

und Nachteile einzelner viraler Vektoren aufgelistet.
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Retro- AAV Adeno- Vaccinia- Herpes- Autonome
viren viren viren viren Parvoviren
Genom RNA ss DNA ds DNA ds DNA ds DNA ss DNA
GenomgroBe 10 kB 4,7 kB 36 kB 187 kB 152 kB 5 kB
Fremdgen- 8 kB 4 kB 30 kB 25 kB 50 kB 0,8 - 4kB
kapazitat
Titer 10’ 10" 10" 10° 10’ 10°
Genom- . . - . . . .
) . ja ja/nein nein nein nein nein
integration
Transd. ruhen- nein ** ja ja ja ja nein
der Zellen (geringer)
Transd.dauer lang lang kurz kurz kurz kurz
Immunantwort
- humoral gering stark stark stark stark
- zellular gering gering stark stark stark
bestehende kaum ja ja moglich ja nein
Immunitat ] ] g )
besondere stabile onko- besonders ltisch latent o. onko-
Vorteile Genexpr. suppressiv  effizient y lytisch suppressiv
Sicherheits- Mutag., (Mutag.)* Toxizitat, Toxizitat, Toxizitat keine
risiken Pathog. g Inflamm. Inflamm.  Inflamm. bekannt

Tab. 3: Charakterisierung viraler Vektoren

* je nach Vektoraufbau; ** Lentiviren: ja;

Transd.: Transduktion; Genexpr.: Genexpression; Mutag.: Mutagenese; Pathog.: Pathogenitat;
Inflamm.: Inflammation. Zusammengestellt unter Verwendung von Roth et al. (1997), Marchisone et
al. (2000), Kootstra & Verma (2003).

Alle in Tab. 3 besprochenen Viren eignen sich als Vektoren in der Krebstherapie.
Retroviren (auBer Lentiviren) zeigen eine selektive Replikation in proliferierenden
Zellen und nach Deletion des Thymidinkinasegens auch Vaccinia- und Herpesviren.
Bei E1A oder E1B deletierten Adenoviren (zum Beispiel ONYX-015) ist die
Replikation auf Krebszellen mit defekter p53 oder pRB Signalkaskade (bei etwa
90 % aller Tumore) beschrankt (Mullen et al., 2002; Hawkins et al., 2002). Adeno-
assoziierte-Wildtyp-Viren (AAV) besitzen onkosuppressive Effekte (Bantel-Schaal,
2001).

Einige Viren besitzen bereits von Natur aus onkolytische Eigenschaften. Sie werden
daher als onkolytische Viren bezeichnet. Der einzige Vertreter, der bereits in der
ersten klinischen Phase getestet wird, ist das Reovirus. In praklinischer Erprobung
befinden sich das Vesikulare Stomatitis Virus (VSV), das Newcastle Disease Virus

(NDV), Masernviren und Autonome Parvoviren.
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2.2 Gentherapeutische Ansatze zur Krebsbekampfung

In der Gentherapie von Krebs dominieren derzeit drei Ansatze: (i) die direkte
Korrektur genetischer Defekte (zum Beispiel Mutationen) in Tumorzellen, (ii) die
Verfolgung neuer Strategien fur eine medikamentose Therapie und (iii) die
Verbesserung der Immuntherapie. In Tab. 4 ist ein Uberblick der aktuellen
gentherapeutischen Ansatze und ihre Relevanz fur klinische Studien dargestellt. Die
Methoden der verbesserten medikamentosen Therapie und der Immuntherapie
zielen in der Regel auf eine aktive Zerstorung der Tumorzellen, wahrend die
Methode der Korrektur auf genetischer Ebene eine kausale Therapie der Ursachen
darstellt.

Anteil an klin. Studien

(i) Korrektur genetischer Defekte in Tumorzellen (McCormick, 2001)
e Einschleusung von Tumor-Suppressorgenen 23 %
¢ Inhibierung von Onkogenaktivitaten ?

(ii)) Neue Strategien fiir eine medikamentose Therapie

e Einschleusung eines Suizidgens (Suizidtherapie) 8%

e Einsatz eines onkolytischen Virus (Virotherapie) ?

e Gezielte Hemmung der Tumorausbreitung durch Angiogenese- ?
und Metalloproteinase-Inhibitoren (Antiangiogenese)

e Schutz normaler Zellen vor der zytotoxischen Wirkung von 8 %

Chemotherapeutika (Chemoprotektion)

(iii) Verbesserung der Immuntherapie (Kap. 1/3) 54 %

e Unspezifische Aktivierung des Immunsystems
e Steigerung der Tumorimmunogenitat
e Tumorvakzinierung

Tab. 4: Aktuelle gentherapeutische Ansatze zur Krebsbekampfung und deren Anwendung in
klinischen Studien

2.2.1 Korrektur genetischer Defekte in Tumorzellen

Tumorzellen weisen durch einen Funktionsverlust von Tumor-Suppressorgenen (zum
Beispiel p53, p21) und/oder eine Uberaktivitat von tumorférdernden Onkogenen
(zum Beispiel ras, c-myc, bcl-2) ein verandertes Erbgut gegenuber normalen

Korperzellen auf. Das Ziel der sogenannten kausalen Therapie ist, diesen
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genetischen Defekt zu beheben. Bei einer Hyperaktivitat von Onkogenen kann die
Genexpression durch Hemmung der Proteinsynthese oder entsprechender
Transkriptionsfaktoren inhibiert werden. Diese Methode gilt als sehr viel-
versprechend, erfordert jedoch einen moglichst selektiven Gentransfer in den
Tumor (Tamm et al., 2001). Das Einschleusen eines Tumor-Suppressorgens, zum
Beispiel p53, zeigte in klinischen Studien bereits starke antitumorale Effekte. Da
dieses Gen in normalen Korperzellen ohnehin vorhanden ist, muss der Vektor dabei
keine absolute Tumorselektivitat aufweisen. Allerdings mussen fur eine effiziente
Therapie alle Tumorzellen getroffen werden. Dieses absolute Tumortargeting stellt

nach wie vor die grundsatzliche Problematik der Gentherapie dar.

2.2.2 Neue Strategien fiir eine medikamentose Therapie

Bei der Suizidtherapie werden Tumorzellen selektiv mit einem Suizidgen, zum
Beispiel die Herpes Simplex Virus Thymidinkinase (HSV-tk), transduziert und konnen
anschlieBend einen systemisch verabreichten, untoxischen Prodrug-Arzneistoff,
zum Beispiel Ganciclovir (Substrat) in ein toxisches Produkt metabolisieren, das die
Tumorzelle zerstort. Durch das Absterben der Zellen werden Immunzellen
angelockt und aktiviert, so dass auch gentherapeutisch nicht getroffene
Tumorzellen abgetotet werden konnen (immunologischer ,,Bystander‘“ Effekt). In
klinischen Studien konnte bisher jedoch noch keine zufriedenstellende

antitumorale Wirkung erzielt werden (McCormick, 2001).

Die Virotherapie stutzt sich auf tumorselektive Viren mit onkolytischer Wirkung.
Autonome Parvoviren, Reoviren, VSV, NDV und einige Masernviren sind bereits von
Natur aus in vitro und in vivo fur Tumorzellen selektiv, wahrend andere Viren
(Adeno-, Vaccinia- oder Herpesviren) erst dazu modifiziert werden mussen. Der
optimale Kandidat fur eine Virotherapie sollte eine selektive Replikation und
lytische Eigenschaften in Tumorzellen aufweisen, fur nicht entartete Zellen jedoch
nicht pathogen sein (Hawkins et al., 2002). Auch bei dieser Methode ist ein

immunologischer ,,Bystander“ Effekt zu erwarten.

Bei der Antiangiogenese-Therapie wird die Tumorausbreitung durch Hemmung der
GefaBneubildung oder des extrazellularen Matrixabbaus erschwert. Durch eine
gentherapeutische Umsetzung, die ein selektives Tumor-Targeting und eine

langfristige Proteinexpression gewahrleistet, erhofft man sich eine angenehmere
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Therapie mit effektiverer Wirkung als bei systemischer Gabe (Kerbel et al., 2002;
Egeblad et al., 2002).

Bei der Chemoprotektion sollen die Zellen des hamatopoetischen Systems, die
aufgrund ihrer stetigen Proliferation ahnliche Merkmale wie Tumorzellen
aufweisen, vor den zytotoxischen Effekten einer Chemotherapie gezielt geschutzt
werden, indem ihnen Zytostatikaresistenzgene eingeschleust werden. Dadurch
konnen hohere Dosen an Zytostatika ohne zusatzliche Nebenwirkungen eingesetzt
werden (Wadhwa et al., 2002).

Die kausale und zytotoxische Gentherapie von Krebs erfordert einen Vektor mit
hoher Selektivitat fur die Tumorzellen. Dies stellt generell das groBte Problem in
der Gentherapie dar. Die meisten aktuellen gentherapeutischen Ansatze in der
Krebsbehandlung zielen daher auf eine Immuntherapie, mit der auch Tumorzellen

erreicht werden konnen, die sonst nicht getroffen werden wirden.

3 Immuntherapie von Krebs

Bei Patienten mit Immunsuppression durch Infektionen oder Medikamente nach
Organtransplantationen besteht ein 3 bis 4 mal hoheres Risiko, an Krebs zu
erkranken, als bei gesunden Menschen. Es ist sogar eine deutliche Tendenz fur
bestimmte Krebsarten wie zum Beispiel das Kasposi Sarkom oder Hautkrebs
erkennbar (Penn, 2000). Dies deutet auf eine Korrelation von Krebs und
Immundefekten. Krebszellen haben verschiedene Uberlebensstrategien entwickelt,
um einer zerstorenden Immunantwort zu entkommen:

Ein aktiver Schutzmechanismus ist die Blockierung wichtiger Funktionen der
Immunabwehr durch die tumorale Sekretion immunsuppressiver Zytokine
(Abb. 3, links), wie TGF-B, IL-6, IL-10 oder VEGF, oder durch Expression des CD95
Liganden, der Lymphozyten letztlich in die Apoptose fuhrt.

Haufig umgehen Krebszellen eine antitumorale Abwehr auch passiv, indem sie
durch verschiedene Modifikationen fur Immunzellen unkenntlich geworden sind
oder kein , danger“ Signal vermitteln. Durch (i) den Verlust tumoraler Antigene
oder (ii) die Abnahme funktionstuchtiger MHC (major histocompatibility complex)

Molekule zur Antigenprasentation konnen Krebszellen die direkte Erkennung durch
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zytotoxische T Zellen (CTLs) verhindern. Die tumorspezifische CTL-Aktivierung kann

zudem (iii) durch eine verminderte Antigenprozessierung beeintrachtigt sein.

Wird bei der Antigenprasentation kein ,danger®“ Signal vermittelt, erhalten
Tumorantigen-spezifische CTLs ein autoreaktives Signal und gehen in einen anergen
Zustand uber (Abb. 3, rechts). Die dadurch entstehende Tumortoleranz (Cross-
tolerance) wird auch dadurch begingstigt, dass Krebszellen aus gesunden
Korperzellen entstanden sind und den T-Zellen somit viele korpereigene ,self*
Antigene prasentiert werden. Die Chance der Tumorantigenerkennung vom
korpereigenen Immunsystem wird durch das vom Tumor induzierte immun-

suppressive Milieu zusatzlich verringert.

kein
TAA
° o [y Q ,danger*
® o
o
(0]
immunsupprimierende
Zytokine Cross-presentation

TN
@

TAA-spezifische
T-Zelle

Cross-tolerance

Abb. 3: Uberlebensstrategien von Tumorzellen

Tumorzellen haben Strategien entwickelt, einer antitumoralen Immunantwort zu entkommen: Zum
einen durch die Sekretion immunsupprimierender Zytokine (links) als Schutzschild (angedeutet
durch die Wellenlinie), so dass bestimmte Immunantworten blockiert sind. Zum anderen nutzen sie
die fur eine starke Antitumorantwort benotigte cross-presentation von Antigenen fur sich, indem sie
durch Vermittlung eines dabei nicht ,,danger Signals tumorgefahrliche, fir Tumorantigen (TAA)
spezifische T-Zellen ausschalten und somit eine Tumortoleranz (cross-tolerance) induzieren. Die
TAA-spezifischen T-Zellen gehen dabei in einen anergen Zustand uber und bleiben fiir den Rest ihres
Daseins blockiert.

Insgesamt wird die Toleranz gegenuber den ,self“ oder ,,non-dangerous®“ Tumor-
antigenen als Hauptgrund des Versagens der immunologischen Krebsabwehr
angesehen, da bereits mehrere Tumor-assoziierten Antigene (TAAs) nachgewiesen
werden konnten und eine Tumorerkennung daher grundsatzlich moglich sein sollte
(Espinoza-Delgado, 2002; Perales et al., 2002).
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Mit der Immuntherapie sollen genau diese Immundefekte bewaltigt werden. Es gibt
verschiedene Ansatze, die dem Immunsystem helfen sollen, Krebszellen als ,,non-
self und ,dangerous“ zu erkennen: (i) die unspezifische Aktivierung des
Immunsystems, (ii) die Steigerung der Tumorimmunogenitat und (iii) die Impfung

mit TAAs, auch Tumorvakzinierung genannt.

3.1 Unspezifische Aktivierung des Immunsystems

Eine unspezifische Aktivierung des Immunsystems kann mit Zytokinen erreicht
werden. Zytokine sind korpereigene Peptide mit proinflammatorischen, immun-
regulatorischen, wachstumsregulierenden oder anderen steuernden Funktionen, die
von aktivierten T-Zellen oder anderen Zellen wahrend der naturlichen oder
spezifischen Immunantwort freigesetzt werden. Wahrend der Immunabwehr kommt
ihnen groBe Bedeutung durch die Vermittlung der Kommunikation zwischen den
einzelnen Zellen zu. Eine besondere Rolle in der Krebsimmunologie spielen die
Zytokine IL-2, IL-4, IL-6, IL-7, IL-12, IFN-a, IFN-y, GM-CSF und TNF-a (Chyczewska
et al., 1997). In Tab. 5 sind die naturliche Freisetzung und wichtige Funktionen

einiger krebsrelevanter Zytokine zusammengefasst.

Zytokin  Freisetzung Funktion

IL-2 aktivierte T Proliferation/Aktivierung von CTL/Th/NK/(B)

IL-4 aktivierte Th humorale Immunantwort (Th2); APC Differenzierung

IL-6 T-Zellen, M® Inflammatorisches Zytokin

IL-7 Stromazellen Proliferation von lymphoiden Stammzellen;
Differenzierung von B/T-Zellen

IL-12 APC Aktivierung von NK/LAK/CTL/Th1

IL-18 Makrophagen (M®) Proliferation/Aktivierung von CTL/Th1/NK/B

IFN-a. Leukozyten Proliferationshemmung (Tumor), Aktivierung LAK

IFN-y T-Zellen Aktivierung von NK und Makrophagen

GM-CSF T-Zellen APC Differenzierung und Reifung

TNF-a MO Proliferation/Aktivierung von LAK, Makrophagen

Apoptose unterstiitzend (Hemmung von bcl-2)

Tab.5: Freisetzende Zellen und Funktionen krebsrelevanter Zytokine
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Antitumorale Zytokine sind in der Regel in die T- oder NK-Zellproliferation und
Aktivierung (IL-2, IL-12), oder in die Stimulierung Antigenprasentierender Zellen
(APCs) involviert. Als das wirksamste antitumorale Zytokin erwies sich GM-CSF, das
die Differenzierung von Dendritischen Zellen (DC) kontrolliert. Dadurch wird
deutlich, dass die Antigenprasentation durch DC an T-Zellen in der Tumor-
bekampfung eine bedeutende Rolle spielt und bei Krebs wahrscheinlich unterdruckt
ist (O " Donnell et al., 1999).

DC erlangen deshalb in der Tumortherapie eine immer groBere Bedeutung.
Tumorzellen exprimieren TAAs, die den CD8+ T-Zellen direkt uber MHC-I
prasentiert werden konnten (direktes Priming). Allerdings konnte in vivo keine
MHC—Klasse 1 bezogene Antigenprasentation vom Tumor selbst nachgewiesen
werden, wahrend ein Antigentransfer auf APC erfolgreich stattgefunden hatte
(Huang et al., 1994). DC nehmen unter den APC eine Sonderrolle ein, da sie
befahigt sind, in der Peripherie viele Antigene aufzunehmen und nach Migration in
lymphatische Organe naive T-Zellen zu aktivieren. Sie konnen exogene Antigene,
die ublicherweise Uber MHC-Klasse II prasentiert werden, auch effizient uber
MHC-Klasse 1 prozessieren (cross-presentation), wenn durch Zelltod oder
Apoptose (zum Beispiel durch Virusinfektion induziert), nicht jedoch bei Nekrose,
ein Gefahrensignal vermittelt wird (Shedlock et al., 2000). Durch die MHC—Klasse 1
Antigenprasentation konnen naive CD8+ T-Zellen (CTL-Vorlaufer) ohne zwingende
Mitwirkung von CD4+ Helfer-T-Zellen direkt stimuliert werden (cross-priming)
(Wolkers et al., 2001). Chemokine, die DC anlocken konnen, wie zum Beispiel MDC
(Macrophage-derived chemokine) gewinnen deshalb in der Krebstherapie an
Attraktivitat. Durch eine proinflammatorische Umgebung kann das cross-priming

gefordert werden.

Um die antitumorale Wirkung zu erhohen, konnen Zytokine verschiedener
Wirkungsmechanismen kombiniert werden, zum Beispiel Chemokine zur Anlockung
und Zytokine zur Aktivierung von Effektorzellen. Bei einigen Zytokin-
Kombinationen (IL-2/IL-12; IL-12/TNF-a; GM-CSF/IL-6) konnte in der Tat eine
starkere Wirkung als bei einer Einzeltherapie des jeweiligen Zytokins beobachtet
werden (Addison et al., 1998; Lasek et al., 2000; Kinoshita et al., 2001).
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3.1.1 Immunmodulation

Die immunstimulierenden Proteine konnen entweder direkt appliziert oder ihre
Gene mit gentherapeutischen Mitteln in das Tumorgewebe eingeschleust werden.
Die direkte Injektion wird Immunmodulation genannt und kann systemisch oder
lokal erfolgen. Ein Vorteil der systemischen gegenuber der lokalen Administration
ist die potentiell bessere Erreichbarkeit schwer therapierbarer Metastasen.
Klinische Studien mit systemischer Applikation von IL-2 zeigen im Durchschnitt eine
Ansprechrate von etwa 20 % bei einer Lanzgzeitremission von 3 %. Allerdings sind
hohe Zytokindosen notig, die teilweise schwere toxische Nebenwirkungen
verursachen. Daher sollte der sytemischen eine Therapie mit lokaler Zytokin-

applikation vorgezogen werden (Parmiani et al., 2000; Heinzer et al., 1999).

3.1.2 Zytokin-orientierte Gentherapie

Eine moglichst selektive Zytokinanreicherung im Tumor kann durch einen gen-
therapeutischen Transfer bewerkstelligt werden. Dadurch ware auch eine zur
besseren Wirksamkeit hohere lokale Zytokindosis ohne groBere Nebenwirkungen gut
vertraglich. Als Vektoren eignen sich besonders tumorselektive Systeme, zum
Beispiel onkotrope Viren. Haben diese Viren zudem die Eigenschaft, Zellen zu
lysieren, wie zum Beispiel Parvoviren, wird das Immunsystem durch einen
»Bystander“ Effekt zusatzlich aktiviert: inflammatorische Botenstoffe werden
freigesetzt und DC phagozytieren apoptotische Tumorfragmente, wobei das cross-

priming gefordert wird.

Bei der adoptiven Immuntherapie werden Immunzellen mit spezifischer Anti-
Tumoraktivitat in vitro expandiert und rucktransferiert. IL-2 stimulierte Lympho-
zyten des Blutes, sogenannte Lymphokin-aktivierte Killerzellen (LAK) gehen haupt-
sachlich aus NK-Zellen hervor und zeichnen sich daher durch ein unspezifisches
Abtoten von Zellen aus. Im Gegensatz dazu weisen IL-2 stimulierte tumor-
infiltrierende Lymphozyten (TIL) des Tumorstromas eine gezielte Anreicherung im

Tumorgewebe und erhohte tumorzytotoxische Effekte auf (Heiss et al., 2001).

3.2 Steigerung der Tumorimmunogenitat

Der entgegengesetzte Ansatz zur Aktivierung des Immunsystems ist die Steigerung

der Immunogenitat des Tumors, die auch zu einer besseren Tumorerkennung durch
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CTLs fuhren soll. Tumorzellen werden dabei forciert, Zytokine oder Hitzeschock-
proteine (HSP) zu sezernieren, die eine lokale Inflammation hervorrufen.
Transduzierte co-stimulierende Molekile (B7, MHC) fur die Antigenprasentation
konnen die Tumorimmunogenitat direkt erhohen und ein direktes priming fordern.
In klinischen Versuchen konnten mit diesem Therapieansatz effektive antitumorale

Wirkungen nachgewiesen werden (Marchisone, 2000; Bodey et al., 2000).

3.3 Tumorvakzinierung

Im Prinzip stellen alle bisher beschriebenen immuntherapeutischen Methoden eine
Art Tumorvakzinierung dar. Unter der Tumorvakzinierung im engeren Sinn versteht
man jedoch die direkte Stimulierung gegen tumorspezifische Antigene, den TAAs.
Als Vakzine kommen bestrahlte Tumorzellen, Immunzellen, reine DNA oder Viren in

Frage.

Bei der Tumorzellvakzinierung werden modifizierte, autologe oder allogene
Tumorzellen vor ihrer Reimplantation mit einer inaktivierenden Dosis bestrahlt und
eventuell mit immunstimulierenden Adjuvantien versetzt. Ein Vorteil dieser
Methode ist, dass insbesondere bei autologen Tumorzellen alle relevanten
Tumorantigene prasentiert werden konnen, ohne dass die Antigenstruktur bekannt
sein muss. Ein Nachteil ist die Prasentation von ,,self*“ Antigenen, die zu verstarkter
Tumortoleranz oder umgekehrt zu einer Aktivierung einer Autoimmunitat fuhren

kann (Espinoza-Delgado, 2002).

Zur Vakzinierung mit DC werden selbige oder andere APCs mit Tumorantigenen
mittels Gentransfektion, Peptid-/Proteintransfer oder Fusion mit ganzen
Tumorzellen beladen. Diese Antigene konnen den T-Zellen im Gegensatz zu
phagozytierten Antigenen sowohl Uber MHC-Klasse I als auch MHC-Klasse II
prasentiert werden (Shedlock et al., 2000). DC-Vakzine sind aufgrund ihrer
Fahigkeiten zur Co-Stimulierung, cross-presentation und cross-priming die
vielversprechendsten Kandidaten. Bei Fusionierungen von DC mit Tumorzellen ist
die beste TAA-Quelle mit einer optimalen Antigenprasentation vereint (Espinoza-
Delgado, 2002).

Bei der Vakzinierung mit DNA wird eine TAA-kodierende Plasmid DNA mit der

gene-gun Methode in die Haut appliziert, von dort angesiedelten DC (unter
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anderem Langerhans Zellen) phagozytiert und eine humorale und zellulare
Immunantwort ausgelost. DC spielen damit wieder die zentrale Rolle. (Shedlock et
al., 2000).

Vakzinierung mit Viren: Bei Krebsarten, die mit einer viralen Infektion assoziiert
sind, wie zum Beispiel das Zervixkarzinom und HPV (Humanes Papillomvirus), ist
eine praventive Impfung mit stark immunogenen, leeren Viruspartikeln,
sogenannten VLPs (virus-like particles), moglich, die im Korper eine protektive
Immunantwort generieren (Gissmann, 2001). Bei bereits etablierten Tumoren
eignen sich TAA-kodierende rekombinante Viren, die DC oder deren benachbarte
Zellen infizieren konnen. Die Verwendung eines immunogenen Virus, wie zum
Beispiel das Vacciniavirus, fordert die antitumorale Wirksamkeit durch Stimulierung

des gesamten Immunsystems (Schutz et al., 2001).

In der Abb. 4 sind die wichtigen immuntherapeutischen Strategien, die Aktivierung
des Immunsystems (3.1), die Steigerung der Tumorimmunogenitat (3.2) und die

Tumorvakzinierung (3.3) in einem vereinfachten Wirkungsmodell dargestellt.

@ Prol1ferat1on
TAA-spezifische
T-Zelle

@ﬂ:’ “\ _danger* cross- prlmlng

direktes priming

Steigerung der TAAs
Tumorimmunogenitat

zytotox15che Lyse

Cross-presentation

Tumorvakzinierung

Aktivierung des Immunsystems

Abb. 4: Inmuntherapeutische Strategien und ihre Angriffspunkte

Die Steigerung der Tumorimmunogenitat (links) fordert das direkte priming spezifischer T-Zellen,
die sofort zu aktiven Killerzellen proliferieren. Bei der Tumorvakzinierung (rechts), bei der die TAAs
und die DC die wichtigste Rolle spielen, wird vor allem die cross-presentation und das cross-priming
gefordert. Daflir ist ein ,danger“ Signal erforderlich. Die geprimte TAA-spezifische T-Zelle
proliferiert zu zytotoxischen Killerzellen. Eine Aktivierung des Immunsystems kann vielerlei Ansatze
besitzen.
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4 Autonome Parvoviren als gentherapeutische Vektoren bei Krebs

Parvoviren, kleine (lat. parvus) einzelstrangige DNA-Viren ohne Virushulle, wurden
erstmals in den 60er Jahren in Tumorgewebe entdeckt und daher zunachst als
onkogen eingestuft. Sehr bald stellte sich jedoch heraus, dass Parvoviren den
gegenteiligen Effekt aufweisen und in der Lage sind, Entstehung und Wachstum von
Tumoren zu verhindern, was als onkosuppressiver Effekt bezeichnet wird (Toolan
et al., 1968). Ihr spezifisches Vorkommen in neoplastischen Zellen ist mit dem
parvoviralen Lebenszyklus zu erklaren, der von zellularen Faktoren abhangt, die
insbesondere in Tumorzellen gewahrleistet sind. Diese parvovirale Eigenschaft kann
als Onkotropismus angesehen werden (Rommelaere & Cornelis, 1991).

Der onkotrope und onkosuppressive Charakter der Parvoviren macht diese fur die
Nutzung als gentherapeutische Vektoren bei Krebs interessant. Die bevorzugte
Expression parvoviraler Gene in transformierten Zellen ermoglicht somit einen
zielgerichteten Gentransfer in Krebszellen. Ein weiterer Vorteil der Parvoviren ist
dabei ihre geringe Pathogenitat in normalen und der ausgepragte zytopathische

Effekt in transformierten Zellen (Cornelis, et al., 1988; Dupressoir, et al., 1989).

4.1 Taxonomie der Autonomen Parvoviren

Autonome Parvoviren gehoren den Parvovirinae (Parvoviren der Vertebraten) der
Familie der Parvoviridae an. Zu den Parvovirinae zahlen auch die Helfervirus-
abhangigen Dependoviren, die fur ihren Infektionszyklus zum Beispiel Adeno- oder
Herpesviren benotigen oder sich sonst in das Wirtszellgenom integrieren (Berns,
1996). Vertreter dieser Gruppe sind die Adeno-assoziierten Viren (AAV). Autonome
Parvoviren konnen sich dagegen ohne Helferviren selbstandig replizieren. Eine
Integration autonomer Parvoviren in das Wirtszellgenom konnte bisher nicht
festgestellt werden (Richards et al., 1979).

Die Gattung der Erythroviren zeichnet sich durch einen ausgepragten Tropismus
fur erythroide Vorlauferzellen aus. Der bekannteste Vertreter dieser Gruppe ist
B19, das als einziger Virus der Parvoviridae als humanpathogen gilt. Bei Infektion
im Menschen, vor allem bei Kindern, kann es Ringelroteln (Erythema infectiosum)
oder verschiedene hamatologische Funktionsstorungen auslosen (Kishore et al.,
2000).
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Die Gattung der Parvoviren (PV) kann anhand ihres Wirtsspektrums und
Kapsidstruktur in mehrere Untergruppen eingeteilt werden (Cotmore et al., 1987).
Dazu zahlen unter anderem die Nagerviren MVM (Minute Virus of Mice), MPV
(Mouse PV), H1, RV (beides Rattenviren), KRV (Kilham Rat PV) und Lulll
(unbekannte Herkunft), das Hundevirus CPV (Canine PV), das Katzenvirus FPV
(Feline PV), das Rindervirus BPV (Bovine PV), das Nerzvirus ADV (Aleutian Mink

Disease Virus) und das Schweinevirus PPV (Porcine PV).

Fur gentherapeutische Zwecke werden vor allem die beiden nah verwandten
autonomen Parvoviren MVMp und H1 in Betracht gezogen. Da sich diese Arbeit
insbesondere auf MVMp stutzte, soll im weiteren naher auf dieses Virus

eingegangen werden.

Das Rattenvirus H1 kann neben Hamsterzellen auch menschliche Zellen infizieren
und stellt aufgrund seiner Apathogenitat im Menschen und den bereits erwahnten
Vorziugen (Onkosuppression, Onkolyse) eine vielversprechende Basis fur einen

gentherapeutischen Vektor dar (Rommelaere et al., 2001).

MVMp, der fast apathogene Prototyp von MVM, ist vor allem fir Fibroblasten
infektios, das nah verwandte Virus MVMi, der immunsuppressive MVM Typ, dagegen
fur Zellen des hamatopoetischen Systems (Kimsey et al., 1986; Segovia et al.,
1991). Damit zeigen beide MVM-Stamme trotz ihrer nahen Verwandtschaft (nur 175
Nukleotide sind verschieden; Sahli et al., 1985) einen unterschiedlichen Tropismus.
Als Ursache dafur wurde die Involvierung der parvoviralen Proteine VP2 und NST1
diskutiert (Maxwell et al., 1995; Rubio et al., 2001). MVMp ist das am besten
charakterisierte Parvovirus. Es wird daher bereits in praklinischen Studien, die in

der Regel im Mausmodell stattfinden, eingesetzt.

4.2 Aufbau der Viruspartikel

Die parvoviralen Viruspartikel besitzen ein aus 60 Kapsidproteinen bestehendes,
hullenloses, ikosaedrisches Kapsid mit einem Durchmesser von 18-26 nm (Abb. 5),
das ein einzelstrangiges DNA-Genom aus etwa 5149 nt (MVMp) bzw. 5176 nt (H1)
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enthalt (Siegl et al., 1985; Agbandje-McKenna et
al., 1998). Das Kapsid setzt sich aus den Struktur-
proteinen VP1 (83 kDa), VP2 (64 kDa) und VP3 (61
kDa) zusammen, wobei VP2 bei einem Verhaltnis
von 5:1 zu VP1 den Hauptanteil des Kapsids be-
stimmt. Fur infektiose Viruskapside werden sowohl

VP1 als auch VP2 Kapsidproteine benotigt (Tullis et

al., 1993). In einem spaten Stadium der Infektion
entsteht VP3 durch proteolytische Spaltung aus Abb. 5: Struktur des MVMp
Parvovirus mit fiktivem Kapsid
VP2 (Tattersall et al., 1976; Santaren et al.1993). (Agbandje-McKenna, University
Florid
An der AuBenseite der infektiosen Viruspartikel ist of Florida)
jeweils ein NS1-Molekul lokalisiert, das wahrscheinlich erst nach Infektion einer

neuen Wirtszelle abgespalten wird (Cotmore et al., 1989).

Das parvovirale Genom, einzelstrangige DNA meist negativer Polaritat (d.h.
komplementar zu den Transkripten), wird auf beiden Seiten von zwei Palindromen
abgegrenzt. Durch die komplementare Sequenz biegt sich das Genomende wie eine
Haarnadel zuriick (Abb. 6). Die Palindrome enthalten cis-aktive Sequenzen, die zur

Replikation und Verpackung der DNA benotigt werden (Astell et al., 1996).

Yol T

1 2 3 4 5 x103nt

i \V7/ VP1
[ VP2
Abb. 6: Schematische Darstellung der Genomorganisation autonomer Nagerparvoviren

Das einzelstrangige Genom wird auf beiden Seiten von palindromischen Sequenzen flankiert.
Unterhalb des Genoms sind seine Translationsprodukte (mRNAs) angefiihrt. Der jeweilige
Transkriptionsstart der beiden Promotoren P4 und P38 ist durch eine Flagge gekennzeichnet. Die NS
und VP kodierenden Bereiche in den drei Leserahmen sind durch farblich markierte Rechtecke (dem
jeweiligen Leserahmen entsprechend) gekennzeichnet. Die RNA Introns und Palindrome entsprechen
nicht genau der Skala.

Die parvovirale Genexpression wird durch die beiden Promotoren P4 (fur NS1 und
NS2) und P38 (fur VP1 und VP2) gesteuert. Die Aktivitat des P4 Promotors, der die
Expression der Nicht-Strukturproteine NS1 und NS2 reguliert, ist streng S-Phase
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abhangig (Deleu et al., 1999). Durch Onkogene kann er zusatzlich stimuliert
werden. Dadurch lassen sich die teilweise hohen Produktionen an NS1 Protein in
transformierten gegenuber nicht transformierten Zellen erklaren (Rommelaere et
al., 2001). Der Promotor P38 wird durch NS1 transaktiviert (Doerig et al., 1988).
Bevor also Kapside produziert werden konnen, die fur eine Virusproduktion benotigt
werden, muss zunachst NS1 synthetisiert werden, was wiederum vom Zellzyklus des

Wirts abhangt. Somit ist die Transkription gut kontrolliert.

4.3 Parvoviraler Lebenszyklus

Es wird angenommen, dass die Parvoviren (MVMp) an einen sialylsaurehaltigen
Membran-assoziierten Rezeptor binden, der fur die Nagerparvoviren noch unbe-
kannt ist, und anschlieBend Uber einen endosomalen Transport in die Zelle
aufgenommen werden (Parker et al., 2000). Kurzlich konnte gezeigt werden, dass
auch die Kompartimente des spaten Endosoms und das Proteasom flr die Infektion
des MVMp Virus benotigt werden. Moglicherweise spielt der Ubiquitin-Proteasom-
Signalweg eine wichtige Rolle fur die Dekapsidierung eintretender Viren oder fur
die nukleare Translokalisation des viralen Genoms (Ros et al., 2002). Diese
Beobachtungen stehen groBtenteils im Einklang mit Kenntnissen Uuber den
Infektionszyklus anderer Parvoviren. Fur viele Parvoviren konnte bisher ein
membranstandiger Rezeptor identifiziert werden: der Transferrinrezeptor fur CPV
und FPV (Hund und Katze), ein Glycolipid fur B19 Parvovirus, ein sialysiertes
Glycoprotein an Erytrozytenmembranen fur BPV, und ein Heparansulfat-
Proteoglycan- oder sialylsaurehaltiger Rezeptor fur AAV. Eine Kompartiment-
Azidifizierung, sowie ein Mikrotubulus-abhangiger Transport sind auch bei der CPV
und AAV Infektion als essentiell zu betrachten (Ros et al., 2002).

Aus dem perinuklearen Bereich gelangt die virale DNA in den Nukleus, wahrend die
Kapside im Zytoplasma zuruckzubleiben scheinen (Zadori et al., 2001). Im Nukleus
wird die einzelstrangige DNA zu einem Doppelstrang konvertiert. Dieser Schritt ist
zumindest bei MVMp von dem S-Phase-spezifischen Faktor cyclin A (in Assoziation
mit der Kinase cdk2) abhangig (Bashir et al., 2000). Die Konversion stellt die
Vorstufe fur die virale Transkription und Genomamplifikation dar. Sie ist auch der
einzige Schritt, der nur von zellularen Faktoren ohne Mithilfe des viralen Genoms

oder viraler Proteine abhangt. Autonome Parvoviren sind zudem nicht in der Lage,
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die dabei benotigte S-Phase zu induzieren und konnen daher nur proliferierende
Zellen infizieren (Cotmore et al., 1987). Dies stellt einen zusatzlichen
Sicherheitsfaktor bei einer gentherapeutischen Anwendung der autonomen
Parvoviren dar, da normale, ruhende Korperzellen unbeschadigt bleiben. In den
meisten permissiven Zellen bewirkt eine parvovirale Infektion die Lyse der Zelle.
Der genaue Mechanismus dabei ist nicht bekannt. Eine Schlusselrolle spielt jedoch
das virale Protein NS1 (Rayet et al., 1998). In Abb. 7 ist der parvovirale

Infektionszyklus schematisch dargestellt.

Adsorption/ Endozytose

endosomaler
Transport

@ @ @ @ : Infektion

o g
@ o @ .-@Frelsetzung

neuer Viren

Translokalisierung
zum Nukleus

Dekapsi-
dierung

Zell-Lyse
Konversion
(S-Phase-spezifisch)

@\/ N/‘

Verpackung neu synthe-

tisierter viraler DNA virale Genexpression

Genamplifikation

Abb. 7: Der lytische Infektionszyklus autonomer Parvoviren

4.4 Parvovirale DNA-Replikation

Die parvovirale DNA-Replikation (Abb. 8) erfolgt im Nukleus infizierter Zellen durch
einen modifizierten rollenden Haarnadelmechanismus (rolling hairpin mechanism;
Astell et al., 1985). Dabei sind die terminalen Palindrome und internen
Replikationssequenzen am 5" Ende von Bedeutung (Cotmore et al., 1994; Brunstein

et al., 1997). Die einzelstrangige input-DNA muss zunachst in einem S-Phase-
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Abb. 8: Vereinfachte Darstellung der parvoviralen Replikation nach dem rollenden Haarnadel-
mechanismus

abhangigen Schritt zu einem Doppelstrang (monomere Form) konvertiert werden
(Konversion, Schritt 1). Das linke Palindrom (am 3' Ende) fungiert dabei als Primer
fur die zelleigene Polymerase. Die monomere doppelstrangige DNA dient als
Matrize fur die virale mRNA-Synthese, so dass die fruhen viralen Gene NS1 und NS2
synthetisiert werden und fur die weiteren Replikationsschritte, fur die NS1
essentiell ist, zur Verfugung stehen konnen (Rommelaere & Cornelis, 1991).

Durch eine fortschreitende Einzelstrang-Verdrangungssynthese entsteht aus der
monomeren Form eine dimere Form. Das rechte Palindrom am 5" Ende wird dabei
zunachst aufgerollt (Schritt 2) und als Matrize fur die Neustrangsynthese
verwendet. Unter Mitwirkung von NS1 wird es schlieBlich wieder zur urspringlichen
Form rearrangiert (Rekonfiguration, Schritt 3). Die neugebildete Haarnadel dient

nun wieder als Matrize zur Strangsynthese bis eine dimere Form entsteht
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(Schritt 4). Durch kontinuierliche Replikation kann sich diese auch zu tetrameren
oder hoheren Formen fortsetzen (Cotmore et al., 1995).

Die Palindrome, die die Dimerbricke bilden, konnen uber eine kreuzformige
Struktur wieder in ihre palindromische Form rekonfiguriert werden. Durch eine
NS1-abhangige, strang- und sequenzspezifische Spaltung kommt es zur Auflosung
der Brickenbildung und Teilung des Komplexes in zwei Molekile (Resolution,
Schritt 5; Cotmore et al., 1994). Das eine Genom wird im Zyklus wieder verwendet,
das andere dient als Matrize zur Verpackung einzelstrangiger DNA in leere Kapside.
Das Kapsid bindet an das 3'-Palindrom und durch fortlaufende Replikation wird die
einzelstrangige DNA in Form einer Verdrangungssynthese in die Kapsel geschoben
(Verpackung, Schritt 6; Willwand et al., 1991; Hardt et al., 1983).

Nach parvoviraler Infektion kann ein langerer Verbleib der Zelle in der S-Phase bei
gleichzeitig stark beeintrachtigter zellularer DNA-Synthese beobachtet werden
(Hardt et al., 1983). Beide Effekte beglinstigen die parvovirale DNA Replikation und

die Bildung von Nachkommenviren.

4.5 Parvovirale Proteine

NS1 ist ein multifunktionelles Phosphoprotein (83 kDa) mit einer Kern-
lokalisationssequenz (Cotmore & Tattersall, 1986; Nuesch & Tattersall, 1993). Ver-
schiedene Funktionen des NS1 sind essentiell fur die virale Replikation und
Transkription. Es besitzt Aktivitaten als Helikase, ATPase und sequenzspezifische
Endonuklease und kann sich spezifisch an Sequenzen im viralen Genom binden
(Wilson et al., 1991; Nuesch et al., 1995; Christensen et al., 1997). NS1 fungiert als
Transaktivator des P38 Promotors und stimuliert somit die Synthese der
Kapsidproteine (Rhode et al., 1985). Zusatzlich konnen auch zellulare Promotoren
aktiviert werden (Vanacker et al., 1996). NS1 spielt auBerdem eine bedeutende
Rolle bei der Virus-vermittelten Zytotoxizitat (Rayet et al., 1999; Legendre et al.,
1992; Li & Rhode, 1990).

NS2 liegt aufgrund unterschiedlichen Splicings in drei verschiedenen phosphory-
lierten oder nicht phosphorylierten Isoformen vor, die alle hauptsachlich im Zyto-
plasma lokalisiert sind und sich in ihrer Funktion nicht erkennbar unterscheiden

(Cotmore & Tattersall, 1990). Die Funktionen des 25 kDa grofen NS2 sind weniger
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gut untersucht. Bekannt sind eine Beteiligung des Proteins bei der DNA-Replikation,
Proteinexpression, dem Aufbau neuer Kapside und der Freisetzung von neu produ-
zierten Viren (Naeger et al., 1993; Cotmore et al., 1997; Eichwald et al., 2002).

Somit ist NS2 essentiell fur eine produktive Infektion.

Die Strukturproteine VP1 und VP2 besitzen eine Kernlokalisationssequenz und
werden im Nukleus zum Viruskapsid assoziiert. VP2 ist fur die Kapsidierung neu
synthetisierter Virus DNA verantwortlich, VP1 wird allerdings fur die Infektiositat
benotigt (Tullis et al., 1993). Erst wahrend der Infektion, nach dem Zelleintritt,
werden in permissiven Zellen VP1-spezifische Epitope nach auBen prasentiert und
initiieren somit den Transfer des viralen Genoms in den Zellkern (Cotmore et al.,
1999; Lombardo et al., 2002). Der Zelltropismus wird eher durch VP2 bestimmt
(Maxwell et al., 1995; Lombardo et al., 2002).

4.6 Herstellung rekombinanter Parvoviren

Allein die Tatsache, dass Parvoviren aus Tumorgewebe isoliert wurden, zeigt, dass
die naturlichen Viren dem Anspruch einer effektiven Krebsbekampfung nicht
genugen. Durch die Konstruktion rekombinanter Derivate kann jedoch, unter
Beibehaltung des Onkotropismus und der onkosuppressiven Eigenschaften der
Wildtyp Viren, eine starkere antitumorale Aktivitat erzielt werden.

Da die Vektorproduktion bei einer Verlangerung des Genoms um mehr als 5 %
ineffizient wird, muss das Transgen im Austausch gegen einen Teil des viralen
Genoms integriert werden (Kestler et al., 1999). Durch eine Deletion im VP-
kodierenden Bereich ist es moglich, alle fur die Regulation von DNA-Replikation und
Genexpression benotigten Sequenzen zu bewahren. Dadurch bleiben diesen
Vektoren auch der Onkotropsimus, der hauptsachlich durch den Onkogen- und
Zellzyklus-abhangigen P4 Promotor determiniert wird, und die NS1-induzierte
Onkolyse erhalten (Kestler et al., 1999). Akzeptable Virustiter und eine hohe und
fur Tumorzellen praferenzielle Transgenexpression und Vektoramplifikation
konnten bereits bestatigt werden (Dupont et al., 2000; Haag et al., 2000; Kestler
et al., 1999). In Abb. 9 ist der Vektoraufbau der rekombinanten Parvoviren am

Beispiel des MVMp Virus schematisch dargestellt.
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Abb. 9: Schematische Darstellung rekombinanter MVMp Vektoren

In der VP-kodierenden Sequenz wurde durch eine Deletion von 800 nt (fir MVMp die Nukleotide 2788
bis 3636) Platz fir ein Transgen geschaffen. Eine multiple Klonierungsstelle am VP2-Translations-
initiationskodon (nicht eingezeichnet) erleichtert die Klonierung des Transgens in den ,leeren“
Vektor. Die replizierenden und P38-transaktivierenden Aktivitaten des NS1 Proteins sind durch Pfeile
markiert.

Durch die Deletion der VP-kodierenden Gene sind die rekombinanten Viren nicht
mehr zur Neuproduktion von Nachkommenviren befahigt. Es ist daher nur eine
transiente Transgenexpression zu erwarten. Zur Virusproduktion muss neben dem
viralen Plasmid ein VP-kodierendes Helferplasmid zugefiigt werden, um die
Verpackung der rekombinanten Viren zu gewahrleisten. Durch Rekombination
zwischen homologen Genom- und VP- Sequenzen konnen daher replikationsfahige
Revertanten entstehen, die bei einer gentherapeutischen Anwendung ein
potentielles Risiko darstellen. Durch Senkung der Homologie konnte die
Wildtypkontamination jedoch stark reduziert werden (Wrzesinski et al., 2003;
Dupont et al., 2000).

4.7 Therapieverstarkende Transgene

In die entwickelten parvoviralen Vektoren konnen Gene der verschiedensten
krebstherapeutischen Ansatze (siehe Kap. 2.2) als Transgene eingebaut werden,
sofern sie die Vektorkapazitat nicht uberschreiten. In dieser Arbeit wurden die
Gene des Zytokins IL-2 (Interleukin 2) und der Chemokine MDC (Macrophage-
derived chemokine) und IP-10 (IFN-j-inducible protein 10) zur Aktivierung des

Immunsystems verwendet.

IL-2. Das Zytokin IL-2 fordert die klonale Expansion aktivierter T-Zellen und
stimuliert in selbigen die Synthese anderer Zytokine, darunter IFN-y und IL-4.
Ferner unterstutzt es die Proliferation von B- und NK-Zellen, die Antikorpersekre-

tion und die zytotoxische Aktivitat von NK-Zellen. Es wurde auch eine verstarkende
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Wirkung auf das Wachstum und die Zytotoxizitat von Monozyten beschrieben. Bei
hohen systemischen IL-2 Spiegeln konnen toxische Effekte beobachtet werden,
unter anderem Hypotension und hepatische Dysfunktion (Gaffen et al., 1998). IL-2

besitzt ausgepragte antitumorale Effekte (Parmiani et al., 1997).

MDC. Das erst kirzlich identifizierte CC-Chemokin MDC ist ein Chemoattraktant fur
unreife DCs, Typ II-polarisierte T-Zellen, Monozyten und aktivierte NK-Zellen. Da
eine sehr ausgepragte Anlockung der DCs nachgewiesen werden konnte, wird eine
Anwendung dieses Chemokins in der Tumortherapie diskutiert (Mantovani et al.,
2000). Vor kurzem wurde zum ersten Mal ein antitumoraler Effekt des MDC
beschrieben (Guo et al., 2002).

IP-10. Das CXC-Chemokin IP-10 wird durch IFN-y stark induziert und bewirkt die
Chemotaxis aktivierter T-Zellen. Es wird auch eine Verstarkung der Migration und
Zytotoxizitat von NK-Zellen diskutiert (Neville et al., 1997). Zusatzlich besitzt es
antiangiogenetische Eigenschaften und ist daher fur die Krebstherapie von
besonderem Interesse. In praklinischen Versuchen konnte bereits eine antitumorale
Aktivitat des IP-10 nachgewiesen werden (Luster et al., 1993), unter anderem auch
durch einen parvoviralen Gentransfer (Giese et al., 2002). IP-10 scheint ferner eine
essentielle Rolle bei der Generierung einer protektiven Tumorimmunitat zu spielen
(Pertl et al., 2001).
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5 Zielsetzung der Arbeit

Rekombinante autonome Parvoviren sind eine vielversprechende Alternative zu
verschiedenen anderen viralen Vektoren in der Tumor-Gentherapie. Die genaue

Analyse dieser Vektoren stellt eine herausfordernde Aufgabe dar.

Ziel der vorliegenden Arbeit war zum einen die funktionelle Charakterisierung
rekombinanter parvoviraler Vektoren in vitro im Hinblick auf einen Einsatz in der
Gentherapie. Dazu sollte die Ubereinstimmung rekombinanter und Wildtyp Viren
bezuglich ihrer Stabilitat und einiger Schritte des viralen Lebenszyklus, im
einzelnen die Virusabsorption, Replikation, Genexpression und Zytotoxizitat,

untersucht werden.

Ein zweites Ziel lag in der Bewertung der Effizienz gentherapeutischer Versuche
mit Parvoviren in vivo. Daflir wurden sowohl die durch Parvoviren induzierte

Immunantwort, als auch antitumorale Effekte rekombinanter Parvoviren analysiert.

Zur Analyse der Immunantwort wurden als erste Orientierung Wildtyp Viren
eingesetzt, da diese aufgrund ihrer Replikationsfahigkeiten eine starkere und damit
besser zu untersuchende Immunreaktion als rekombinante Viren auslosen. Als
Modell wurden dazu die gut charakterisierten C57Bl/6 Mause verwendet. Bei der
humoralen Immunantwort sollte zum einen untersucht werden, welches
Antikorperprofil durch die Viren induziert wurde, und zum anderen, ob entwickelte
antivirale Antikorper eine Virus neutralisierende Aktivitat aufweisen und ob dies
eine Konsequenz fur eine in der Gentherapie benotigte wiederholte Virusgabe
hatte. Fur die zellulare Immunantwort war von Bedeutung, welche viralen Proteine

immunogen wirken und ob diese eine spezifische CTL Antwort hervorrufen.

Zur Untersuchung antitumoraler Effekte wurden drei verschiedene rekombinante
Parvoviren verwendet, die in Zielzellen ein immunologisch wirksames Zytokingen
zur Expression bringen konnen: MVMp/IL-2, MVMp/MDC und MVMp/IP-10. Das gut
studierte Transgen IL-2 sollte dabei als positive Kontrolle dienen, wahrend das
Hauptinteresse auf der antitumoralen Aktivitat des relativ unbekannten Chemokins

MDC und dessen Kombination mit transduziertem IL-2 lag. Als weitere Kom-
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binationsgruppe sollten IL-2 und IP-10 transduzierende rekombinante Viren getestet
werden. Die Idee dabei war, die Lyse nicht infizierter Tumorzellen durch die
Anlockung von Effektorzellen durch die Chemokine MDC und IP-10 und die
Stimulierung dieser durch IL-2 zu erzielen (veranschaulicht in Abb. 10). MDC schien
insbesondere durch seine Fahigkeit zur Anlockung unreifer DC fur die Etablierung

einer protektiven Anti-Tumorimmunitat interessant.

Infektion von virale Zytotoxizitat IP-10 @
Tumorzellen Aktivierung von/zu

Killerzellen

Lyse anderer Tumorzellen

Anti-Tumorimmunitat
durch Gedachtnis T-Zellen

Anlockung von @
Effektorzellen @

Abb. 10: Theoretisches Modell der antitumoralen Kombinationstherapie von MVMp/IL-2 mit
MVMp/MDC oder MVMp/IP-10

Als Modell dienten die wenig immunogenen, MHC—Klasse 1 positiven Nieren-
karzinomzellen RENCA oder die starker immunogenen, MHC—Klasse I positiven
Mastozytomellen P815. Fiir eine erste Beurteilung der Wirkung sollten ex-vivo
Versuche, bei denen die Tumorzellen vor Injektion in die Versuchstiere in vitro mit

Parvoviren infiziert wurden, durchgefuhrt werden.

Die Ergebnisse sollen dazu beitragen, rekombinante Parvoviren detailierter zu
charakterisieren und ihre Wirksamkeit im gentherapeutischen Einsatz zu
uberprufen, um dadurch Ansatze fur eine Optimierung des Vektorsystems erkennen

zu konnen.
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II Ergebnisse

1 Effizienzvergleich von rekombinanten und Wildtyp Parvoviren

Rekombinante Parvoviren werden fur eine Anwendung in der Gentherapie von Krebs
entwickelt. Da bei ihrer Konstruktion alle wichtigen Elemente fur die DNA
Amplifikation und Proteinexpression bewahrt wurden (Kap. 1/4.6), sollten Wildtyp
und rekombinante Viren gleiche Eigenschaften aufweisen. Dies wurde im Detail
uberpriuft, um die rekombinanten Viren besser charakterisieren zu konnen. Im
Hinblick darauf wurden rekombinante Viren mit dem entsprechenden Wildtyp Virus
in verschiedenen Stufen des viralen Infektionszyklusses verglichen. Naher
untersucht wurden dabei Virusaufnahme, Replikationsverhalten, Proteinexpression
und die virale Zytotoxizitat. Verschiedene Virusproduktionen wurden auch in Bezug
auf Stabilitat und Infektiositat uberpruft. In Abb. 11 sind wichtige Faktoren fur eine

effiziente parvovirale Infektion veranschaulicht.

@ Virusproduktion

Virusaufnahme

?

= pH7 _/
intrazelluldrer Endosom po
Transport ! Proteasom
‘I
< pH 5
Nukleus
Lysosom
Virusreplikation

Zytotoxizitit Proteinexpression

— —
—-— -~

Abb. 11: Wichtige Faktoren fiir eine effiziente parvovirale Infektion
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1.1 Einfliisse auf die Qualitat rekombinanter Virusproduktionen

Rekombinante Viren werden durch Co-Transfektion von zwei Plasmiden, die das
rekombinante virale Genom bzw. die Kapsidproteinsequenz beinhalten, hergestellt.
Ein wichtiger Schritt wahrend der Virusproduktion ist die Aufreinigung und
Abtrennung leerer Kapside, die kein Genom enthalten, wozu sich Dichtegradient-
Zentrifugationen eignen. Bereits langer bekannt sind CsCl-Gradienten, seit kurzer
Zeit werden in unserem Labor aber auch lodixanol-Gradienten erprobt. Um den
EinfluB beider Gradienten auf die Infektiositat der dabei produzierten Viren zu
bestimmen, wurden zeitgleich zwei rekombinante Virus-Stocks (MVMp/IL-2) mit
genau identischen Ausgangsmaterialien produziert, aber unterschiedlich
aufgereinigt: der eine Stock mit einem lodixanol-Gradient (A), der andere mit
einem CsCl-Gradient und anschlieBender Dialyse (B). Die Aufreinigung stellt
zugleich eine Konzentrierung der Virussuspension dar. Um den Grad der
Aufkonzentrierung je Gradient zu bestimmen, wurde von beiden Stocks je ein
Aliquot der rohen und der aufgereinigten Suspension zeitgleich mit einer NS1 und
IL-2 Sonde titriert (Tab. 6).

. Titer des Titer der konz.  Konzen- Genom-
Gradient Sonde  Rohextrakts Suspension trierung  titer
(ru/ml) (ru/ml) (g/ml)
A lodixanol  NS1 2,8x10’ 3,8x10® 13 x 8x10"
IL-2 3,7x107 4,7x108 13 x
B CsCl NS1 3,2x107 4,0x10’ 1,3 x 6x10"
IL-2 3,8x10’ 4,8x10’ 1,3 x

Tab. 6: EinfluB des lodixanol- und CsCl-Gradienten auf die Infektiositat

Von den parallel produzierten MVMp/IL-2 Virus-Stocks A und B wurde der infektiose Titer auf A9
Zellen mit dem Filter-Hybridisierungstest und je einer NS1 und IL-2 Sonde bestimmt und in
replication units (ru)/ml angegeben. Es wurden sowohl die Rohextrakte als auch die aufgereinigten
Virussuspensionen titriert. Fur den Genomtiter (g/ml) wurde die Genomanzahl jedes konzentrierten
Virus-Stocks mit der Dot-Blot-Methode berechnet.

Die effektivere Methode ist eindeutig der lodixanol-Gradient, da mit ihm im
Vergleich zum CsCl-Gradient eine etwa 10-fach hohere Ausbeute und
Konzentrierung erhalten wurde: unter gleichen Produktionsbedingungen konnten
mit dem lodixanol-Gradient stets Titer im 10® Bereich erhalten werden, wahrend

mit CsCl-Gradienten nur Titer im 10’ Bereich mdglich waren. Dies deutet auf eine
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Beeintrachtigung der viralen Infektiositat durch CsCl hin, da mit
Hamagglutinations-Nachweisen nie eine inhomogene Verteilung des Virus im
Gradienten festgestellt wurde und man daher eine schlechtere Auftrennung nach
Dichte im Gegensatz zum lodixanol-Gradienten ausschliessen kann. Eine gute
Kontrolle fiir die Aquivalenz beider Produktionen stellen die infektiosen Titer der
Rohextrakte und die Genomtiter beider Stocks A und B dar, die in beiden Fallen

etwa gleich hoch sind.

Dauer und Art der Lagerung der produzierten Viren haben ebenfalls einen EinfluB
auf die Infektiositat. Zusatzlich zu den bisher verwendeten Stocks A und B wurde
auch noch von zwei weiteren rekombinanten Virus-Stocks C und D jeweils direkt
nach der Produktion und erneut ein Jahr spater nach Lagerung bei 4°C der
infektiose Titer und der Genomtiter bestimmt (Tab. 7).

In allen Fallen war die Infektiositat nach einjahriger Aufbewahrung gesunken, meist
um etwa das 10-fache. Der Genomtiter dagegen blieb konstant; ein vollstandiger

Abbau der DNA in dieser Zeit ware jedoch auch nicht zu erwarten.

Virus-Stock Infektioser Titer (ru/ml) Genomtiter
nach Produktion nach einem Jahr (g/ml)
A MVMp/IL-2 (iodixanol) 4x10° 3x107 7x10"
B MVMp/IL-2 (cscy 4x10’ 2x10° 6x10""
C  MVMP/IL-2 (odixanol) 1x10° 4x10’ 9x10"
D MVMp/MDC (odixanoly 3x10° 3x107 1x10"

Tab. 7: Vergleich der infektiosen Titer nach einem Jahr Lagerung bei 4°C

Der infektiose Titer von verschiedenen rekombinanten Virusproduktionen (A bis D) wurde auf A9
Zellen mit dem Filter-Hybridisierungstest und einer NS1 Sonde direkt nach der Produktion und ein
Jahr spater bestimmt und in replication units (ru)/ml angegeben. Fir den Genomtiter wurde die
Genomanzahl (g/ml) jedes Virus-Stocks mit der Dot-Blot-Methode berechnet. Sofern nicht anders
angegeben, wurde der lodixanol-Gradient zur Virusaufreinigung verwendet.

Unterschiedliche Lagerungstemperaturen von -20°C und -80°C konnten den
teilweisen Verlust der Infektiositat bei einjahrig gelagerten Virus-Stocks nicht
verhindern. Wie in Tab. 8 ersichtlich, waren die infektiosen Titer nach tief-
gefrorener Lagerung (-20°C/ —80°C) zwar leicht hoher als nach ublicher Lagerung
bei 4°C, aber dennoch niedriger als ein Jahr zuvor. Diese Konservierung an

Infektiositat gegenuber der Lagerung bei 4°C kann aber leicht wieder durch
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mehrmaliges Auftauen und Einfrieren der Virussuspension verloren gehen. Es ist
daher ratsam, die Lagerungstemperatur den entsprechenden Verwendungszwecken

anzupassen, um optimale Titer einsetzen zu konnen.

Virus-Stock Infektioser Titer (ru/ml)
nach Produktion nach Lagerung bei
4°C -20°C -80°C
A MVMp/IL-2 (odixanol) 4x10° 3x10’ 6x10’ 5x10’
B MVMp/IL-2 sy 4x10’ 2x10° 5x10° 5x10°

Tab. 8: Vergleich der infektiosen Titer nach einem Jahr unterschiedlicher Lagerung

Die Virus-Stocks A und B wurden unter Verwendung gleicher Ausgangsmaterialien und gleichen
Produktionsbedingungen hergestellt. Der Virus-Stock A wurde mit einem lodixanol-Gradient
aufgereinigt, der Stock B dagegen mit einem CsCl-Gradient. Beide Stocks wurden ein Jahr lang bei
verschiedenen Temperaturen gelagert. |hr infektiose Titer wurde sowohl sofort nach der
Produktion, als auch nach einjahriger Lagerung auf A9 Zellen mit dem Filter-Hybridisierungstest und
einer NS1 Sonde bestimmt und in replication units (ru)/ml angegeben.

Zusammenfassung:

Sowohl die Produktionsmethode, als auch die Lagerung der Viren konnen die virale
Infektiositat stark beeinflussen. lodixanol Gradienten fihren zu einer hoheren
Ausbeute infektioser Viren als CsCl Gradienten. Eine langere Lagerung vermindert
in der Regel die Infektiositat eines Virus-Stocks. Ein rekombinanter Virus-Stock
sollte daher am besten direkt und gezielt fur eine bestimmte Anwendung
hergestellt werden. Dadurch kann das anfanglich hohere Infektivitatspotenzial der

Virusproduktionen ausgenutzt und ein Qualitatsverlust vermieden werden.

1.2 Geringere Infektiositat rekombinanter im Vergleich zu Wildtyp Viren

Wie bereits erwahnt, werden rekombinante Viren uber Co-Transfektion,
Wildtypviren dagegen uber Infektion hergestellt. Entscheidend ist letztendlich die
Infektiositat des produzierten Virus-Stocks.

Um die Effizienz der Produktion von rekombinanten und Wildtyp Parvoviren zu
bestimmen, wurden verschiedene Virusproduktionen jeweils in ihrem Genomtiter
und infektiosen Titer in den Standardzellen A9 verglichen (Tab. 9). Dadurch konnte
der in den Virussuspensionen enthaltene Anteil an nicht zur Infektion fuhrender

Viruspartikel bestimmt werden, da mit dem Genomtiter (GT) alle viralen Genome
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erfasst werden. Der infektiose Titer wurde jeweils Uber die Replikationsfahigkeit
der Viren bestimmt (replication units (ru)/ml), da der fur die Wildtypviren ubliche

Plaquetest fur rekombinante Viren nicht angewendet werden kann.

Virus-Stock Infektioser Titer (IT) Genomtiter (GT) Anteil infektioser

(ru/ml) (g/ml) Virionen in %
rekombinante Viren:

MVMp/IL-2 1x108 1x10" 0,010
MVMp/IL-2 1x108 9x10"! 0,011
MVMp/IL-2 3x108 3x10" 0,010
MVMp/MDC 3x108 1x10" 0,030
MVMp/A800 3x10’ 2x10" 0,001

MW:  0,0125

Wildtyp Viren: (SEM)  (0,0047)
MVMp 5x10° 3x10" 0,167
MVMp 6x10° 1x10" 0,060
MVMp 4x10" 7x10" 0,571
MVMp 4x10" 1x10" 0,400

MW:  0,2995

(SEM)  (0,1151)

Tab. 9: Infektioser Titer und Genomtiter verschiedener Virusproduktionen im Vergleich

Der infektiose Titer (IT) von rekombinanten und Wildtyp Virusproduktionen wurde auf A9 Zellen mit
dem Filter-Hybridisierungstest und einer NS1 Sonde bestimmt und in replication units (ru)
angegeben. Fur den Genomtiter (GT) wurde die Genomanzahl (g) jedes Virus-Stocks mit der Dot-
Blot-Methode berechnet. Das Verhaltnis beider errechnet sich aus dem Quotient von infektiosem
Titer (IT) und Genomtiter (GT). Davon wurden jeweils fir rekombinante und Wildtyp Viren
Mittelwert (MW) und der Standardfehler des Mittelwerts (SEM) berechnet. Ein Teil dieses Versuches
wurde in Zusammenarbeit mit Stephanie Bolz durchgefiihrt.

In jedem Fall war der Genomtiter (GT) hoher als der infektiose Titer (IT). Bei
rekombinanten Viren (0,01 %) betrug der Anteil infektioser Virionen jedoch deutlich
weniger als bei Wildtyp Viren (0,3 %), im Schnitt etwa 30 mal. Rekombinante Virus-
Stocks weisen somit eine geringere Infektiositat als Wildtyp Virus-Stocks auf. Dies
ist allerdings auch von der rekombinanten Virusart abhangig, da seit mehreren
Jahren beobachtet werden konnte, dass manche rekombinante Virusproduktionen
trotz Anwendung des gleichen Protokolls hohere Titer ergeben als andere. Die
rekombinanten Viren MVMp/IL-2 und MVMp/MDC wiesen nach Produktion zum
Beispiel stets hohere infektiose Titer auf als MVMp/EGFP oder MVMp/A800 Viren.

Durch die Deletion der 800 Basenpaare in der VP-kodierenden Sequenz oder den
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Einbau verschiedener Transgene kann die Infektiositat der neu entstandenen
rekombinanten Viren daher unterschiedlich beeintrachtigt sein. Dies konnte auf
unterschiedliche DNA-Faltungen oder Anderungen in der Virusstruktur
zuruckgefuhrt werden. Eine Rolle konnte auch eine ineffiziente Verpackung

rekombinanter Genome spielen.

1.3 Lineare Absorption der Viren an die meisten Zelllinien

Fur eine effiziente Infektion tragt die zu infizierende Zelle maBgeblich bei. Somit
ist der Tropismus entscheidend fur den therapeutischen Einsatz rekombinanter
Viren. In der Tat sind Viren auf viele Funktionen der Zelle angewiesen und eine
Infektion kann daher mit demselben Virus-Stock in verschiedenen Zellen
unterschiedlich sein. Den ersten wichtigen Schritt stellt die Virusaufnahme in die
Zelle dar. Dabei wird von einem Rezeptor-vermittelten Eintritt ausgegangen (Linser
etal., 1977).

Mehrere Zelllinien wurden auf ihre Fahigkeit, Viren zu binden oder aufzunehmen,
getestet. Sie wurden mit MVMp Wildtyp und rekombinantem MVMp/IL-2 Virus
verschiedener moi (multiplicity of infection: ru/Zelle) infiziert und bereits zwei
Stunden spater geerntet. Durch Vakuum wurden die Zellen auf NC Filter
aufgebracht und nach Fixierung mit einer NS1-Sonde hybridisiert (Zellularer Dot-
Blot). Somit wurde jedes aufgenommene Virus radioaktiv markiert. Die radioaktive
Ladung (cpm: counts per minute) wurde mit einem Szintillationszahler detektiert
(Abb. 12).

In der Regel konnte sowohl mit Wildtyp als auch mit rekombinanten Viren mit
zunehmender moi ein linearer Anstieg an Radioaktivitat, und damit auch an zellular
assoziierten Viren, festgestellt werden. Die Standardzellen A9 und NBK, sowie die
Tumormodelle RENCA, B78/H1, H5V und P815 sollten daher uber ausreichend viele
Rezeptoren verfugen, die die Viren zum Zelleintritt nutzen konnen. Dies gilt

mindestens bis moi 20, fur Wildtyp Viren sogar mindestens bis moi 100 ru/Zelle.

Bei gleicher moi konnte mit den rekombinanten MVMp/IL-2 Viren stets eine hohere
Ladung an Radioaktivitat in den Zellen festgestellt werden als mit MVMp Wildtyp
Viren. Da die Versuchsmethode nicht sehr sensitiv ist, sind jedoch sehr hohe

Schwankungen zu beobachten und eine genaue quantitative Aussage kann
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Abb. 12: Moi-abhanigige virale Absorption an verschiedene Zellen

Die Standardzellen A9 und NBK und die Tumormodelle RENCA, B78/H1, H5V und P815 (jeweils 2x10°)
wurden mit rekombinantem MVMp/IL-2 (orange) und MVMp Wildtyp Virus (blau) mit unter-
schiedlicher moi (ru/Zelle) infiziert und bereits 2 h nach Infektion geerntet. Die fixierten Zellen
wurden schliesslich mit einer NS1-Sonde hybridisiert (Zellularer Dot-Blot) und die Radioaktivitat
(cpm) mit einem Szintillationszahler detektiert.

insbesondere bei niedriger moi nicht getroffen werden. Das erhaltene Ergebnis
bestatigt die in Kap. 1.2 getroffene Aussage, dass rekombinante Virus-Stocks
weniger infektios sind als Wildtyp Virus-Stocks, da fur die gleiche infektiose Ladung
(moi) mit rekombinanten Viren insgesamt mehr Virionen eingesetzt werden mussen
als mit Wildtyp Viren. Eine weitere SchluBfolgerung ist, dass die nicht infektiosen
Virionen trotzdem an die Zelle absorbieren konnen. lhre Kapsidstruktur, oder
zumindest die fur die Rezeptorinteraktion wichtigen Strukturen, sind also intakt

geblieben.

1.4 Unterschiede in der Amplifikation rekombinanter und Wildtyp Viren

Nach der Virusaufnahme erfolgen Dekapsidierung und ein wahrscheinlich endoso-
maler Transport der Genome zum Nukleus, wahrend Kapsidteile wahrscheinlich

nicht in den Kern eindringen (Zadori et al., 2001). Von entscheidender Bedeutung
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ist, wieviele Genome den Kern letztendlich erreichen und sich dort replizieren. Der
Grund dafur ist, dass von parvoviralen Genomen, die sich amplifizieren konnen,
eine starkere Transgenexpression erwartet wird als von nicht amplifizierfahigen
(Hanson et al., 1991).

In denselben Zelllinien, die fur die Virusassoziation getestet wurden (A9, NBK,
RENCA, B78, P815, H5V), wurde gepriuft, wie effektiv sich Wildtyp und
rekombinante Viren jeweils amplifizieren konnen. Dieser Versuch fand zeitgleich
mit dem in Kap. 1.3 beschriebenen Versuch unter Verwendung gleicher Materialien
und gleichen Versuchsbedingungen statt. Die mit verschiedener moi infizierten
Zellen wurden allerdings erst 30 Stunden nach Infektion geerntet und wie in Kap.
1.3 beschrieben aufbereitet. Somit konnten die 30 h Werte mit den 2 h Werten
verglichen werden (Abb. 13 bis 17).

In fast allen Zellen wurde nach 30 h mehr Radioaktivitat und damit mehr virale
Genome detektiert als 2 h nach Infektion. Daher hat bei beiden Viren in der Regel
Amplifikation stattgefunden. Als Beispiel sei die Amplifikation in NBK Zellen
angefuhrt (Abb. 13).

700000 NBK: MVMp Wildtyp NBK: rek. MVMp/IL-2
60000 -
600000 1
e 500000 1 50000 -
400000 | gwt-2n £ 40000 |
& 300000 Q- 30000 | mrec-2h
1 mwt-30h O Hreo-30h
200000 - 20000 -
100000 1 10000 -
01 0l
1 5 10 20 50 100 . .
moi 1 5 10 2 o

Abb. 13: Amplifikation von MVMp und MVMp/IL-2 in NBK Zellen

Je 2x10° NBK Zellen wurden mit MVMp Wildtyp (wt) und rekombinantem MVMp/IL-2 (rec) mit
verschiedener moi (ru/Zelle) infiziert und nach 2 und 30 h geerntet. Mittels eines zellularen Dot-
Blots wurden sie mit einer NS1-Sonde hybridisiert und die Radioaktivitat (cpm) in einem
Szintillationszahler gemessen.

In allen Zellen auBer H5V (Abb. 16) war nach 30 h jedoch mehr virale Wildtyp DNA
detektierbar als rekombinante DNA. Dies deutete auf eine starkere Amplifikation
des Wildtyp Virus hin, die vom rekombinanten Virus auch nach 55 h Inkubationszeit
nicht eingeholt werden konnte. In Abb. 14 sind die 30 h Werte in den Zellen A9,
NBK, B78 und P815 zum Vergleich der Amplifikation von MVMp Wildtyp und
rekombinanten MVMp/IL-2 Viren dargestellt.
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Abb. 14: Vergleich der Amplifikation von MVMp und MVMp/IL-2 Virus in verschiedenen Zellen

Je 2x10° Zellen wurden mit MVMp Wildtyp (wt, blau) und rekombinantem MVMp/IL-2 (rec, orange)
mit verschiedener moi (ru/Zelle) infiziert und nach 30 h geerntet. Mittels eines zellularen Dot-Blots
wurden sie mit einer NS1-Sonde hybridisiert und die Radioaktivitat (cpm) in einem
Szintillationszahler gemessen.

Vergleichbare Resultate konnten auch mit H1 Viren (H1 Wildtyp und
rekombinantem hH1/IL-2 Virus) und ihren entsprechenden Standardzellen NBK und
293T, sowie den Tumorzellen HeLa beobachtet werden (Abb. 15).
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Abb. 15: Vergleich der Amplifikation von H1 und hH1/IL-2 Virus in verschiedenen Zellen

Je 2x10° Zellen wurden mit H1 Wildtyp (wt, blau) und rekombinantem hH1/IL-2 (rec, orange) mit
verschiedener moi (ru/Zelle) infiziert und nach 30 h geerntet. Mittels eines zellularen Dot-Blots
wurden sie mit einer NS1-Sonde hybridisiert und die Radioaktivitat (cpm) in einem
Szintillationszahler gemessen.
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Wie bereits erwahnt, gibt es auch Ausnahmen, zum Beispiel H5V. In diesem Fall
konnte keine eindeutige Zunahme der viralen Genome von 2 zu 30 h festgestellt
werden. Ebenso amplifizierten Wildtyp Viren nicht besser als rekombinante Viren
(Abb. 16). Die beim rekombinanten im Vergleich zum Wildtyp Virus verstarkte
Radioaktivitat nach 30 h konnte auf Reste des eingebrachten Virus zuruckzufiihren
sein, da rekombinante Virus-Stocks bei gleichem Replikationstiter mehr virale
Partikel enthalten als Wildtyp-Stocks (Kap. 1.2). Insgesamt kann von einer sehr

geringen parvoviralen Amplifikation in H5V Zellen ausgegangen werden.
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Abb. 16: Geringe Amplifikation in H5V Zellen

Je 2x10° Zellen wurden mit MVMp Wildtyp (wt) und rekombinantem MVMp/IL-2 (rec) mit
verschiedener moi (ru/Zelle) infiziert und nach 2 und 30 h geerntet. Mittels eines zellularen Dot-
Blots wurden sie mit einer NS1-Sonde hybridisiert und die Radioaktivitat (cpm) in einem
Szintillationszahler gemessen.

Eine Besonderheit stellen auch die RENCA Zellen dar. Die Wildtyp-Amplifikation
verhielt sich zwar genau so, wie bei den anderen Zellen, aber die rekombinante
Virus-Amplifikation unterschied sich in RENCA Zellen insofern, dass nach 30 h

weniger Genome detektiert wurden als nach 2 h (Abb. 17).
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Abb. 17: Geringe Amplifikation rekombinanter Viren in RENCA Zellen

Je 2x10° Zellen wurden mit MVMp Wildtyp (wt) und rekombinantem MVMp/IL-2 (rec) mit
verschiedener moi (ru/Zelle) infiziert und nach 2 und 30 h geerntet. Mittels eines zellularen Dot-
Blots wurden sie mit einer NS1-Sonde hybridisiert und die Radioaktivitat (cpm) in einem
Szintillationszahler gemessen.
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Zum einen spricht dies fur eine geringe Amplifikation des rekombinanten
MVMp/IL-2 Virus in RENCA Zellen. Zum anderen konnte auch ein vermehrter Abbau
der rekombinanten Viren in diesen Zellen erfolgen, so dass weniger rekombinante
Genome zur Amplifikation gelangen. Fur den Wildtyp Virus scheint dies weniger
ausgepragt zu sein. Die Virusstruktur der rekombinanten Viren konnte daher im
Vergleich zu Wildtyp Viren derart verandert sein, dass zum Beispiel abbauende
Enzyme der endoplasmatischen oder lysosomalen Kompartimente das Virus leichter

deaktivieren konnen.

1.5 Gleich hohe Expression viraler Proteine

Es stellt sich nun die Frage, ob sich der Unterschied in der Amplifikationsfahigkeit
von Wildtyp und rekombinanten Viren auch in der Proteinexpression
wiederspiegelt. Fur H1 Viren wurde bereits gezeigt, dass H1 Wildtyp und
rekombinante hH1/A800 und hH1/IL-2 Viren nach Infektion eine gleich hohe
Proteinexpression aufweisen (Haag et al., 2000). Dies sollte nun auch fur MVMp
Viren uberpruft werden.

NBK, A9 und RENCA Zellen wurden mit MVMp Wildtyp und rekombinanten Viren
(moi 3 ru/Zelle) infiziert und nach 48 h geerntet. Die Zellextrakte wiesen eine
gleiche Menge an NS1 Protein auf (Abb. 18). Damit wurde das mit H1 Viren bereits

erhaltene Ergebnis bestatigt.
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Abb. 18: Gleiche NS1 Expression nach

NBK s S s Infektion
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A9 ‘” infiziert und nach 48 h geerntet.

Jeweils gleiche Mengen an Zellextrakt
wurden im Western Blot auf NS1
Proteine analysiert. Der Versuch wurde

RENCA —— in Zusammenarbeit mit A. Dege durch-
gefuhrt.
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Es scheint, dass fur die Proteinexpression keine hohe Amplifikation notwendig ist.
Das System kann bereits mit wenigen DNA Matrizen abgesattigt sein, so dass ein
unterschiedliches Amplifikationspotenzial von rekombinanten und Wildtyp Viren fur
die Expression von Proteinen unerheblich ist. Dies spricht fir eine Anwendung
rekombinanter Viren in der Gentherapie, da die NS1 und damit auch die Transgen
Expression einen ganz entscheidenden Faktor darstellen und in der Regel hohe

Transgenspiegel erwunscht sind.

1.6 Wildtyp-Parvoviren sind zytotoxischer als rekombinante Parvoviren

Ein groBer Vorteil der Parvoviren gegenuber anderen fur die Krebstherapie
entwickelten viralen Vektoren sind ihre zytotoxischen Eigenschaften in permissiven
Tumorzellen.

In verschiedenen Tumorzellen wurde das zytotoxische Potenzial von Wildtyp und
rekombinanten Viren miteinander verglichen, indem 3 Tage nach Infektion der
Anteil vitaler Zellen mit verschiedenen Methoden (Kap. 1V/5.4) bestimmt wurde.
Die Standardzellen A9 und NBK, sowie 293T sind sehr empfindlich fur die Virus-
vermittelten zytopathischen Effekte und damit fur einen zytotoxischen Vergleich
von Wildtyp und rekombinanten Viren geeignet.

A9 Zellen wurden somit mit MVMp Wildtyp und rekombinanten MVMp/IL-2 Viren
verschiedener moi infiziert. Als Kontrolle dienten nicht infizierte Zellen (mock).
Nach 3 Tagen Inkubation bei 37°C wurde dem Zellmedium Alamar Blue®, ein
Indikator fur die zellulare Atmungsaktivitat, zugegeben. Vitale, atmende Zellen

erzeugten einen messbaren Farbumschlag, der in % umgerechnet wurde (Abb. 19).

moi 1 Abb. 19: Zytotoxizitdt von MVMp und
b moi 3 moi 10 MVMp/IL-2 Viren in A9 Zellen

] Je 3x10° A9 Zellen wurden in eine 96-
Lochplatte ausgesat und mit MVMp Wild-
typ und rekombinanten MVMp/IL-2 Viren
in moi 1, 3 und 10 ru/Zelle infiziert. Nach
3 Tagen wurde dem Zellkulturmedium 10
moi 3 pl des Reagenz Alamar Blue® zugegeben

moi 10 und der Farbumschlag nach 3 Stunden In-
kubation bei 37°C mit dualer Wellenlange
540:620 nm gemessen. Das Uberleben der
Zellen wurde in % angegeben.

moi 1

Zell-Uberleben in %
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Mit zunehmender moi nahm das Absterben der Zellen durch Virus zu. Dabei wies
das MVMp Wildtyp Virus eindeutig starkere zytopathische Effekte auf als das
rekombinante MVMp/IL-2 Virus. Dies konnte auch mit NBK Zellen und anderen
Nachweismethoden (MTT-Test, LDH-Test) festgestellt werden. Auch fur H1 Viren
traf diese Tatsache zu, wie in NBK, 293T und Hela Zellen beobachtet werden
konnte (unveroffentlichte Ergebnisse). Die groBere Zytotoxizitat von Wildtyp Viren
war vollig unerwartet, da dem viralen Protein NS1 bisher die fast alleinige
Hauptrolle bei der parvoviralen Zytotoxizitat zugeschrieben wurde und beide Virus-
praparationen die gleiche NS1 Expression zeigten (Kap. 1.5). Daraus wird deutlich,
dass bei der viralen Zytotoxizitat noch andere Faktoren eine bedeutende Rolle

spielen mussen.

Ein Unterschied beider Praparationen ist zum Beispiel die Herstellungsweise von
Wildtyp (Infektion) und rekombinanten Viren (Co-Transfektion). Um einen
eventuellen EinfluB davon auf die Zytotoxizitat bestimmen zu konnen, wurde ein
MVMp Wildtyp Virus-Stock durch Transfektion eines infektiosen MVMp Klons in 293T
Zellen in ahnlicher Weise wie rekombinante Viren produziert (MVMp/Tr, Kap.
IV/6.3). Abweichend vom Protokoll wurde das Virus jedoch bereits 30 h nach
Transfektion geerntet, um eine Infektion mit neu produzierten Wildtyp Viren
moglichst auszuschlieBen. Der Titer war dementsprechend auch deutlich niedriger
als sonst {iblich (10° anstatt 10”8 ru/ml).

Die Bestimmung des Zytotoxizitatspotenzials dieses neuen Wildtyp-Stocks MVMp/Tr
erfolgte auf gleiche Weise wie bereits oben geschildert in A9 Zellen und Alamar
Blue® Detektion nach 3 Tagen Inkubation (Abb. 20). Als Kontrollen dienten zwei
rekombinante Virus-Stocks MVMp/IL-2 und MVMp/MDC, sowie ein uber Infektion
hergestellter MVMp Wildtyp Virus-Stock und nicht infizierte Zellen (mock).

Ein weiterer Unterschied zwischen rekombinanten und Wildtyp Viren ist die
Fahigkeit des Wildtyp Virus, Nachkommenviren zu bilden, die wahrend der
dreitagigen Inkubation erneut Zellen infizieren und lysieren konnen. Um letzteres
zu unterbinden, wurde einem Teil MVMp infizierter Zellkulturen nach 24 h
Neuraminidase (Neur.) oder neutralisierende Antikorper (Ak) im UberschuB
zugegeben (Abb. 20). Neuraminidase spaltet die an vielen Zellrezeptoren

gebundene Neuraminsaure ab und verhindert dadurch die virale Aufnahme, wie fur
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CPV (Canine (Hund) Parvovirus) bereits nachgewiesen wurde (Barbis et al., 1992).
Neutralisierende Antikorper binden an freigesetzte, neu gebildete Virionen und

blockieren somit eine erneute Infektion.
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Abb. 20: EinfluB von Neuraminidase und neutralisierenden Antikorpern auf die Zytotoxizitat des
Wildtyp Virus

Je 3x10°® A9 Zellen wurden in eine 96-Lochplatte ausgesit und mit den Wildtyp Viren MVMp und
MVMp/Tr, sowie den rekombinanten Viren MVMp/IL-2 und MVMp/MDC Viren mit moi 3 und 10
ru/Zelle infiziert. Nach 24 h wurde dem Medium einiger MVMp-infizierten Zellen entweder 0,1 u/ml
Neuraminidase (Neur.) oder neutralisierende Antikorper (Ak) im UberschuB zugegeben. Nach 3
Tagen wurde dem Zellkulturmedium 10 pl des Reagenz Alamar Blue® zugegeben und der
Farbumschlag nach 3 Stunden Inkubation bei 37°C bei der dualen Wellenlange von 540 zu 620 nm
gemessen. Das Uberleben der Zellen wurde jeweils mit dem von nicht infizierten Zellen (mock) ins
Verhaltnis gesetzt.

Die unterschiedliche Produktionsweise von Wildtyp und rekombinanten Parvoviren
scheint nicht die Ursache fur deren unterschiedliches zytotoxisches Potenzial zu
sein, da MVMp und MVMp/Tr Viren das Uberleben von A9 Zellen gleich
beeinflussten. Dagegen war durch die nachtragliche Zugabe von Neuraminidase
oder neutralisierenden Antikorpern die Zytotoxizitat des MVMp Wildtyp Virus stark
vermindert und entsprach nun etwa der von rekombinanten Viren. Dieser geringe
zytotoxische Effekt ist somit wahrscheinlich auf die Wirkung von NS1
zuruckzufuhren, wahrend die Fahigkeit, Nachkommenviren bilden zu konnen,

moglicherweise einen zusatzlichen Effekt auf die virale Zytotoxizitat ausubt.

Zusammenfassung:
Anhand der Ergebnisse zeigen rekombinante Viren eine geringere Infektiositat,
Amplifikation und Zytotoxizitat als Wildtyp Viren. Daher scheinen sie zunachst

weniger effizient als Wildtyp Viren zu sein. Fur die Gentherapie ist jedoch der
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Transgen Transfer von entscheidender Bedeutung. Da rekombinante Viren aber eine
den Wildtyp Viren aquivalente Proteinexpression aufweisen, wird ihre gen-
therapeutische Verwendung in der Tumortherapie gerechtfertigt. Durch weitere
Forschung kann versucht werden, die bestehenden Mangel der rekombinanten Viren
bezuglich der Eigenschaften der Wildtyp Viren zu kompensieren und die Vektoren
weiter zu optimieren. Fur spatere Anwendungen rekombinanter Viren im groBeren
MaBstab waren auch Verbesserungen im Produktionsverfahren gunstig, zum Beispiel
durch eine Verpackungs-Zelllinie oder eine chromatographische Aufreinigung,
damit auf einfache und schnelle Weise hohe Ausbeuten an infektiosen Viren

erhalten werden konnen.

2 Das Tumormodell Mastozytom P815

Neben einer grundlichen Charakterisierung der Viren in vitro ist auch eine
Uberpriifung ihrer Effektivitit in vivo notwendig. Dafiir werden geeignete
Tumormodelle benotigt. Das Tumormodell sollte bereits gut charakterisiert sein,
damit Vergleiche mit anderen Viren oder gentherapeutischen Vektoren moglich
sind. Ein solches stellt unter anderem die Mastozytom Zelllinie P815 dar. Dieses
Modell bietet zudem den weiteren Vorteil, dass einige Tumor-assoziierten Antigene
(TAAs) davon bereits identifiziert wurden, was bei spateren Untersuchungen von
Nutzen sein konnte, zum Beispiel bei der Analyse antitumoraler zytotoxischer
T-Zellen.

2.1 Effiziente Infektion von P815 Zellen mit MVMp Wildtyp

Um die Empfindlichkeit dieser Zellen fur MVMp Wildtyp zu bestimmen, wurde ein
Proliferationstest durchgefuhrt, der indirekt die Zytotoxizitat des Virus wieder-
spiegelt. P815 Zellen wurden mit MVMp und MVMi Wildtyp Viren (siehe Kap. 1/4.1)
verschiedener moi infiziert. MVMi infizierte Zellen dienten dabei neben nicht
infizierten Zellen (mock) als Kontrolle, da die lytische Aktivitat der MVMi Viren in
P815 Zellen bereits bekannt war. Von Tag 2 bis 5 wurde taglich die Anzahl vitaler
Zellen durch Farbung der Zellsuspension mit dem Farbstoff Trypanblau bestimmt,

der nur tote Zellen durch die poros gewordene Membran blau markiert (Abb. 21).
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Nicht infizierte Zellen vermehrten sich rasch, wahrend alle MVMi infizierte Zellen
abstarben. Das Wachstum MVMp infizierter Zellkulturen war gegenuber nicht

infizierten Zellkulturen deutlich verlangsamt.

Da die sonst benutzten Methoden zur Bestimmung der Zytotoxizitat (MTT-Test,
LDH-Test, Alamar Blue) fur P815 Zellen nicht oder nicht sehr gut anwendbar waren,
wurde zur Bestatigung des oben erhaltenen Ergebnisses ein Klonbildungstest
durchgefuhrt. P815 Zellen wurden mit MVMp (moi 3 und 10 ru/Zelle) infiziert und
verschiedene Verdunnungen davon in weichem Agar-Medium aufgenommen (Soft-
Agar-Klonbildungstest). Dieses Agar-Medium fixiert die in Suspension wachsenden
P815 Zellen an einen Ort und verhindert somit eine Zelldiffusion, so dass aus jeder
Zelle zahlbare Klone entstehen konnen. Die Klonbildung wurde beobachtet und bei

geeigneter GroBe (nach etwa 1-2 Wochen) ausgezahlt (Abb. 22).

Abb. 22: Reduzierte Klonbildung MVMp-
infizierter P815 Zellen
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Die Klonbildung MVMp infizierter Zellen war gegenuber nicht infizierten Zellen
deutlich reduziert. Dies lasst auf zytotoxische Effekte des Virus schlieBen, der das
Wachstum permissiver Zellen verhinderte. Eine hohere moi von 10 ru/Zelle brachte
gegenuber der moi von 3 ru/Zelle keine weitere Steigerung des Effektes, so dass
bereits mit geringerer moi die maximale Zellzahl mit Virus infiziert wurde. Das
bedeutet, dass etwa 30 % der Zellen gegenuiber einer zytotoxischen Infektion mit
MVMp resistent sind. Dies wurde auch das retardierte Zellwachstum als maximalen
Effekt in Abb. 21 erklaren, da die 30 % resistenten Zellen fur die stetige Zunahme
der Zellanzahl verantwortlich sind. Trotz dieses kleinen Verlustanteiles von 30 %
stellen P815 Zellen jedoch eine sehr empfindliche Zelllinie bezuglich einer
Infektion mit MVMp oder MVMi Viren dar.

2.2 Keine Transgenexpression von rekombinanten Viren in P815 Zellen

Um die zytotoxischen Effekte rekombinanter Viren im Vergleich zu Wildtyp Viren in
P815 Zellen zu bestimmen, wurde ein Klonbildungstest in gleicher Weise wie oben
beschrieben mit rekombinantem MVMp/MDC und MVMp Wildtyp Virus (moi 10
ru/Zelle) durchgefuhrt (Abb. 23).
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mock MVMp/MDC MVMp

Abb. 23: Soft-Agar-Klonbildungstest MVMp/MDC und MVMp infizierter P815 Zellen

Je 6x10° Zellen wurden in einem Gesamtvolumen von 300 pl mit MVMp/MDC und MVMp Wildtyp Viren
(moi 10 ru/Zelle) infiziert und verschiedene Verdiunnungen davon in weichem Agar-Medium
ausgesat. Nach 1 bis 2 Wochen, wenn genigend Zellklone gewachsen waren, wurden diese mit
Kristallviolett angefarbt und ausgezahlt. Die Zellklonbildung ist in % angegeben. Der Versuch wurde
in Zusammenarbeit mit A. Dege durchgefiihrt.

MVMp infizierte P815 Zellen ergaben das gleiche Resultat wie in dem Versuch zuvor
(Abb. 22). Zellen, die mit rekombinantem MVMp/MDC Virus infiziert worden waren,

unterschieden sich dagegen nicht von nicht infizierten Zellen der mock Gruppe.
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Rekombinante Viren sind daher nicht zytotoxisch in P815 Zellen. Da in mehreren
Zellen das zytotoxische Potenzial rekombinanter Viren wesentlich geringer war als

das von Wildtyp Viren (Kap. 1.6), konnte dies zunachst nachvollzogen werden.

Eine Uberraschung stellte die Infektion von P815 Zellen mit rekombinantem
MVMp/EGFP Virus dar, da sogar bei einer moi von 10 ru/Zelle nach 3 Tagen fast
keine grun fluoreszierenden Zellen detektiert werden konnten. Dieses Ergebnis
konnte auch in einem IL-2 ELISA von MVMp/IL-2 infizierten P815 Zellkulturen
reproduziert werden. In Abb. 24 ist die IL-2 Produktion MVMp/IL-2 infizierter P815
Zellen nach 3 Tagen im Vergleich zu RENCA Zellen dargestellt.

3 Abb. 24: IL-2 Produktion in MVMp/IL-2
infizierten RENCA und P815 Zellen

Je 10° RENCA und P815 Zellen wurden in
eine 96-Lochplatte ausgesat, mit rekom-
binanten MVMp/IL-2 Viren in moi 1 und 10
ru/Zelle infiziert. Die IL-2 Konzentration
im Uberstand wurde 3 Tage nach Infektion
mit einem IL-2-ELISA bestimmt. Die IL-2
0 Konzentration ist in pg angegeben und auf
RENCA P815 10° Zellen berechnet.

H moi 1
21 0moi 10

IL-2 Produktion (ug)
von 10° Zellen

Eine weitere Bestatigung, dass rekombinante Viren in P815 Zellen eine auBerst
geringe Transgenexpression aufweisen, lieferte die NS1 Bestimmung mittels einer
Western Blot Analyse. Analog zu dem in Kap. 1.5 beschriebenen Versuch wurden
P815 Zellen mit MVMp Wildtyp und rekombinantem MVMp/MDC Virus mit einer moi
von 3 ru/Zelle infiziert und nach 48 h analysiert (Abb. 25).

@)
\§ & Abb. 25: NS1 Expression nach Infektion mit
§Q $ ol MVMp Wildtyp und rekombinantem MVMp/
S S & MDC Virus
1x10® P815 Zellen wurden mit einer moi von 3
- ru/Zelle infiziert und nach 48 h geerntet.
Jeweils gleiche Mengen an Zellextrakten

wurden im Western Blot auf NS1 Proteine
analysiert. Der Versuch wurde in Zusammen-

Western Blot: NS arbeit mit A. Dege durchgefiihrt.

Im Gegensatz zu den Zelllinien NBK, A9 und RENCA, bei denen eine gleich hohe NS1

Expression von Wildtyp und rekombinanten Viren vorlag (Kap. 1.5), war die NS1-
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Expression von MVMp/MDC infizierten P815 Zellen deutlich geringer als bei
Infektion mit Wildtyp Viren.

Die Versuche zeigen, dass die virale Proteinexpression nach Infektion von P815
Zellen mit drei verschiedenen rekombinanten Viren auferst gering ist, und
bestatigen sich gegenseitig. Dadurch erklart sich auch die nicht vorhandene
Zytotoxizitat der rekombinanten Viren in diesem Modell. Aufgrund dieser
Ergebnisse konnen P815 Zellen nicht fur Effizienzbestimmungen rekombinanter

Viren in vivo verwendet werden.

2.3 Tumorsuppressive Wirkung des MVMp Wildtyp Virus in vivo

Da MVMp Wildtyp starke tumorsuppressive Effekte in vitro zeigte, war es
interessant, inwieweit diese Effekte auch in vivo erhalten werden konnen. Zur
Orientierung wurde zunachst mit ex vivo Versuchen begonnen, in denen P815
Zellen bereits in vitro, noch vor der Injektion in die Mause, mit Virus infiziert

wurden.

In einem ersten Versuch wurden P815 Zellen mit MVMp Wildtyp und rekombinanten
Viren (MVMp/IL-2, MVMp/MDC und beide in Kombination) mit einer Gesamt-moi von
10 ru/Zelle infiziert und in Mause subkutan implantiert. Jede Gruppe umfasste 5
Tiere.

Die Gruppen der mit rekombinanten Viren vorbehandelten Tumore unterschieden
sich nicht von der nicht infizierten Kontrollgruppe (mock). Anhand der in vitro
Ergebnisse (Kap. 2.2) war dies auch zu erwarten. Beide Gruppen werden daher im

folgenden als zusammengehorig behandelt (mock/rekombinante Gruppe).

Erfolgreich war dagegen die mit MVMp behandelte Gruppe, bei der sich entweder
Tumore erst gar nicht gebildet hatten oder kleine Tumore nach spatestens 14
Tagen wieder regressierten. Die Vorbehandlung der Zellen mit MVMp Virus war
damit sehr effektiv (Tab. 10/ Versuch 1). Allerdings waren auch in der
mock/rekombinanten Gruppe am Ende 20 % der Tiere tumorfrei geblieben (Tab.
10/ Versuch 1). Dies ist wahrscheinlich dadurch zu begrunden, dass P815 Zellen

immunogen sind und vom Immunsystems des Wirts abgestoBen werden konnen. Die
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vollstandige Tumoreliminierung im Versuch wurde wahrscheinlich auch durch die

geringe Inokulationsmenge von 2x10° Tumorzellen begiinstigt.

Anteil tumorfreier Mause in % Resistenz gegen

Versuch 1 Versuch 2 Challenge in %
mock / rek. Viren 20 0 100
MVMp Wildtyp 100 80 100

Tab. 10: Antitumorale Effekte von MVMp Wildtyp Viren in P815 Tumorzellen ex vivo

Versuch 1: P815 Zellen wurden mit MVMp Wildtyp und rekombinanten Viren (MVMp/IL-2, MVMp/
MDC, jeweils mit moi 10 ru/Zelle; sowie mit beiden Viren in Kombination jeweils mit moi 5
ru/Zelle) oder mock infiziert und pro DBA/2 Maus 2x10° Zellen subkutan implantiert. Das
Tumorwachstum wurde beobachtet und die Anzahl der tumorfreien Mause in % angegeben. Letztere
bekamen nach 2 und 6 Monaten ein Challenge mit naiven P815 Zellen (9x10° bzw. 1x10°).

Versuch 2: P815 Zellen wurden mit MVMp Wildtyp Viren (moi 1 und 10 ru/Zelle) oder mock infiziert
und pro DBA/2 Maus 1x10° Zellen subkutan implantiert. Die Auswertung erfolgte analog zu Versuch
1. In beiden Versuchen betrug der Gruppenumfang jeweils 5 Tiere.

Alle tumorfreien Mause erhielten nach 2 Monaten ein sogenanntes Challenge, d.h.
eine zweite Injektion mit einer groBeren Menge (9x10°) an naiven P815
Tumorzellen. In allen Fallen konnten die naiven Tumorzellen vom Immunsystem der
Mause eliminiert werden. Es muss sich daher ein tumorspezifisches
immunologisches Gedachtnis nach der ersten Injektion infizierter Tumorzellen
gebildet haben. Erneut 6 Monate spater erfolgte ein zweites Challenge mit naiven
P815 Zellen (1x10°) und wiederum blieben alle Mduse tumorfrei, so dass von einem

langerfristigen immunologischen Gedachtnis ausgegangen werden kann.

Der Versuch wurde mit einer 5 x groBeren Menge an P815 Zellen als im Versuch 1
wiederholt. Aufgrund ihrer Wirkungslosigkeit wurden rekombinante Viren in diesem
Modell nicht weiter verwendet. Vor der Implantation in Mause wurden die Zellen
daher nur noch mit MVMp Wildtyp Viren (moi 1 und 10) oder mock infiziert. Jede
Gruppe umfasste wiederum 5 Mause.

Alle Tiere der mock Gruppe entwickelten Tumore, so dass die Tumorzelldosis
diesmal tumorigen war. Dagegen bekam nur je eine Maus der moi 1 und moi 10
MVMp Gruppe einen Tumor. Es blieben somit 80 % der Mause tumorfrei, unabhangig
von der jeweils eingesetzten moi (Tab. 10/ Versuch 2). Wiederum war dabei ein
immunologisches Gedachtnis gebildet worden, da ein Challenge mit der gleichen

Menge an naiven P815 Zellen nicht zu einem Tumorwachstum fuhrte.
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Da das MVMp Wildtyp Virus in den ex vivo Versuchen einen ausgepragten
antitumoralen Effekt zeigte, sollte seine Wirkung auch in vivo getestet werden.
Jede Maus erhielt daher eine tumorigene Menge an naiven P815 Zellen. Nachdem
die Tumore etabliert waren, wurden jeder Maus insgesamt 2x10% pfu MVMp Wildtyp
Viren, auf drei Tage verteilt, direkt in den Tumor oder in dessen direkte Umgebung
injiziert (Abb. 26).

800 - Abb. 26 Antitumoraler Effekt des
MVMp Virus auf etablierte P815
Tumore in vivo

Je 6x10° naive P815 Zellen wurden
subkutan in DBA/2 Mause injiziert.
Jede Maus erhielt insgesamt 2x10°
pfu MVMp Wildtyp Viren, die auf
drei Tage verteilt (Tag 3,7 und 9)
direkt in den etablierten Tumor
0 4= w w w w oder in dessen direkte Umgebung
0 f 5 f f 10 15 20 injiziert wurden. Das Tumorvolumen
wurde regelmaRig gemessen.
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Injektion von 2x108 pfu MVMp insgesamt

Der starke antitumorale Effekt des MVMp Wildtyp Virus in den ex vivo Versuchen
konnte im in vivo Versuch nicht erzielt werden. Zwar war tendenziell ein
geringeres Tumorvolumen bei den mit MVMp behandelten Tumoren zu beobachten,
vor allem gegen Ende des Versuches, aber der Unterschied war nicht signifikant.
War im ex vivo Versuch bereits eine geringe Menge an Virus (moi 1) ausreichend fur
eine Eliminierung der Tumorzellen, so konnte beim in vivo Versuch ein Vielfaches

an Virus das Tumorwachstum nur gering reduzieren.

Diese Pilotversuche zeigen, dass eine Therapie in vivo sehr viel schwieriger und
problemreicher ist als eine ex vivo Infektion unter Standardbedingungen und hohen
Ausbeuten. Sogar bei einem sehr empfindlichen Modell wie den P815 Zellen wird in
vivo sehr viel mehr Virus benotigt als fur einen ex vivo Versuch. Dafur gibt es
verschiedene Griinde. Zum einen werden durch die lokale Virusinjektion weniger
Tumorzellen infiziert. Das Tumorgewebe ist meist heterogen und kann viele
schlecht infizierbare nicht-Tumorzellen (zum Beispiel Bindegewebszellen)
enthalten, in denen das Virus wahrscheinlich abgefangen wird und wirkungslos
bleibt. Zum anderen konnte das Virus durch korperliche Abwehrmechanismen

inaktiviert oder Uber die Blutbahn abtransportiert werden. Eine weitere Moglichkeit
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ist, dass das Virus die Tumorzelle durch eine erschwerte Diffusion im dichten
Zellgewebe nicht erreicht.

Fur in vivo Versuche mussen diese vorliegenden Bedingungen daher von Beginn an
berucksichtigt werden. Von Vorteil ware, das Targeting der Viren zu verbessern,
zum Beispiel Uber chemotaktische Signale oder Liganden auf der Virushulle, die das

Virus zur Tumorzelle leiten oder den Kontakt dazu erleichtern.

Trotz des geringen Effektes in vivo bleibt das Mastozytom Modell P815 fur eine
Therapie mit MVMp Wildtyp Viren interessant. Es konnte fur Tumorvakzinierungs-
versuche verwendet werden. Durch die virale Lyse der Zellen durch MVMp Wildtyp
Viren konnen Tumorantigene freigesetzt und in vitro von Dendritischen Zellen
aufgenommen werden, im Sinne einer adoptiven Therapie, so dass die cross-

presentation und Aktivierung tumorspezifischer T-Killerzellen gefordert ware.

3 Das renale Adenokarzinom RENCA als murines Tumormodell

Da P815 Zellen nicht fur rekombinante, auf MVMp-basierende Viren empfanglich
waren, musste ein anderes oft angewandtes Modell gefunden werden, das
tumorigen, moglichst wenig immunogen, trotzdem aber MHC—Klasse 1 positiv, und
naturlich mit den gewunschten Parvoviren infizierbar ist.

Einige verfugbare Zelllinien (RENCA, B78/H1, TS/A und H5V) wurden auf ihre
Infizierbarkeit mit rekombinantem MVMp/IL-2 Virus getestet und mit der Standard-
Zelllinie A9 verglichen. Produziertes IL-2 wurde nach 3 Tagen aus dem
Zellkulturuberstand mit einem IL-2 ELISA detektiert (Abb. 27).

Alle tumorigenen Zelllinien produzierten deutlich weniger Transgen (IL-2) als die
Standardzellen A9. A9 Zellen wurden bisher noch nicht als Tumormodell charakte-
risiert. Von den anderen etablierten Tumormodellen stellten die RENCA und
B78/H1 Zellen die besseren Produzenten dar. Da B78/H1 MHC—Klasse I negativ ist,
fiel die Wahl auf die verfugbaren RENCA Zellen, die einem renalen Adenokarzinom

einer Maus entstammen.
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Abb. 27: IL-2 Produktion verschiedener Zelllinien nach Infektion mit MVMp/IL-2 Viren

Je 5x10° A9, RENCA, B78/H1, TS/A und H5V Zellen wurden in eine 96-Lochplatte ausgesit und mit
rekombinanten MVMp/ IL-2 Viren (moi 10 ru/Zelle) infiziert. 3 Tage nach Infektion wurde die IL-2
Konzentration des Zellkulturmediums mit einem IL-2 ELISA bestimmt und auf 10° Zellen berechnet.

3.1 RENCA ist MHC—Klasse I positiv

Da fur die Tierversuche neben den Chemokin-Transgenen MDC und IP-10 das T-Zell-
aktivierende Cytokin IL-2 als Transgen verwendet werden sollte, war besonders
wichtig, dass die Zelllinie tatsachlich MHC—Klasse I positiv ist.

Unbehandelte RENCA Zellen wurden mit den spezifischen anti-MHC—Klasse I
Antikdrpern anti-H2-K® und anti-H2-L? inkubiert, die wiederum mit FITC-markierten
anti-Maus Antikorpern detektiert wurden. Als Kontrolle dienten P815 Zellen, die
den gleichen Hintergrund (H29) haben. Eine FACS-Analyse bestitigte, dass beide
Zelllinien MHC—Klasse 1 positiv sind, da sich die spezifischen Fluoreszenzen jeweils

deutlich vom Hintergrund (mock) abhoben (Abb. 28).

=8 P815: =1 RENCA:
27 anti-H2-L¢ 2™ ]
Sz Sz anti-H2-Ld
mock mock ,
=8 7 ‘.'-‘H'-n'*}'-.
L ‘h“\
= s h‘-_l_ e T T
107 10! 10¢ 10° 107 10! 102 10*
anti-MHC—FITC anti MHC-FITC

Abb. 28: Nachweis von MHC—Klasse I Molekiilen in RENCA und P815 Zellen

Je 5x10° unbehandelte RENCA oder P815 Zellen wurden mit 50 pl anti-MHC—Klasse 1 Antikorpern
(anti-H2-L¢ oder anti-H2-K%) 20 min im Dunkeln auf Eis inkubiert. Nach dem Waschen des
Zellsediments wurde es mit 50ul eines goat-anti-mouse-FITC Antikorpers erneut fur 20 min im
Dunkeln auf Eis inkubiert. Nach erneutem Waschen wurden die Zellen in 500ul FACS-Medium
aufgenommen und die Fluoreszenz des FITC in einem DurchfluBzytometer (FACS) detektiert. Die
Kontrolle (mock) besteht aus Zellen, die nur mit dem zweiten Antikorper (goat-anti-mouse-FITC)
inkubiert wurden und somit die Hintergrundfluoreszenz anzeigen.
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3.2 Charakterisierung der parvoviralen Infektion in RENCA in vitro

Fur eine genaue Charakterisierung der parvoviralen Infektion in RENCA Zellen
wurden in vitro die Wildtyp Virusproduktion, Transgenexpression und zytotoxische

Eigenschaften von Parvoviren in diesen Zellen naher untersucht.

3.2.1 MVMp Wildtyp Virusproduktion

Die Fahigkeit einer Zelle, nach Infektion neue Nachkommenviren zu produzieren,
ist unter anderem ein Indiz fur eine gute Genamplifikation bzw. Genexpression.
Viele Zellen mit hoher Genexpression sind auch gute Virus-Produzenten, zum
Beispiel A9, NBK und 293T Zellen. Es gibt jedoch auch Ausnahmen. In diesen Fallen
weisen Zellen trotz ihres Unvermogens, Nachkommenviren zu bilden, eine gute
Transgenexpression oder Zell-Lyse auf, wie zum Beispiel HeLa und Glioma 261
Zellen. Die Fahigkeit einer Zelle, Wildtypviren neu zu produzieren, ist also
letztendlich nicht fur ihre Infizierbarkeit entscheidend, aber dennoch ein wichtiges

Indiz.

Daher wurde die MVMp Wildtyp Virusproduktion in RENCA Zellen bestimmt. Als Kon-
trolle dienten A9 Zellen, die als gute Produzenten bekannt sind. Die Zellen wurden
mit MVMp infiziert, pro Tag jeweils eine Gruppe eingefroren und die gewonnenen

Virussuspensionen auf A9 Zellen mittels Plaque-Assay titriert (Abb. 29).
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Abb. 29: MVMp Wildtyp Virusproduktion in RENCA und A9 Zellen

Je 2x10° RENCA und A9 Zellen wurden in 6 cm Schalen ausgesat und mit moi 0,1, 1 und 10 pfu/Zelle
infiziert. Nach 2 h und dann taglich wurden die Zellen jeweils geerntet und eingefroren. Nach drei
Frier-Tau-Zyklen wurden die fragmentierten Zellreste durch Zentrifugation abgetrennt und die
gewonnenen Virussuspensionen mittels Plaque-Assay auf A9 Zellen titriert.

Mit dieser Methode werden nur infektiose Viren erfasst, allerdings kann nicht

zwischen Input und neu produzierten Viren unterschieden werden. Nach 2 h konnte
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in allen Fallen ein Abfall an infektiosen Viren in der Zelle festgestellt werden,
wenn man vom theoretischen Input (Tag 0) ausgeht. Das liegt an der beginnenden
Dekapsidierung der Viren nach ihrem Eintritt in die Zelle, da nackte virale DNA
allein nicht infektios ist. Nach einem Tag waren dann die ersten neugebildeten

Viren detektierbar.

Die Wildtyp Produktion in A9 Zellen (200 Viren pro Zelle) entsprach den
Erwartungen, wahrend RENCA Zellen im Vergleich dazu etwa 1000 mal weniger
Nachkommenviren produzierten (0,2 Viren pro Zelle). Bei beiden Zellen konnte
eine gleiche Kinetik beobachtet werden. Das AusmaB war bei RENCA Zellen jedoch
deutlich geringer, bei keiner moi wurde hier das anfangliche Virus-Inokulum (Tag 0)
uberschritten. All dies deutet darauf hin, dass in RENCA Zellen keine erneute
Infektion von benachbarten Zellen erfolgte, da wahrscheinlich nur wenige
Nachkommenviren gebildet wurden, die entweder in der Zelle blieben oder eine
Reinfektion auf andere Weise verhindert war. Die Abnahme an infektiosen Wildtyp
Viren ab dem Tag 2 ware dadurch zu erklaren, dass in der Zelle verbleibende Viren

abgebaut werden.

3.2.2 Zytotoxizitat

Wie bereits erwahnt sind die zytotoxischen Eigenschaften der Parvoviren von
groBer Bedeutung fur eine Krebstherapie. Viruspermissive Tumorzellen waren daher
optimal fur sogenannte praklinische Versuche in immunkompetenten Mausen. Es
wurden verschiedene Methoden angewandt, um das zytotoxische Potenzial von

Parvoviren in RENCA Zellen zu definieren.

Zunachst wurde mit MVMp Wildtyp Virus die in diesen Zellen maximal mogliche
Virus-vermittelte Zytotoxizitat bestimmt. RENCA Zellen wurden mit MVMp
verschiedener moi infiziert und ihr Wachstum taglich mit nicht infizierten Zellen
verglichen (Proliferationstest, Abb. 30/A). In einem Parallelversuch wurde die
Klonbildungsfahigkeit der gleichen Zellen nach Infektion untersucht (Klon-
bildungstest, Abb. 30/B).
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A: Proliferationstest B: Klonbildungstest
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Abb. 30: Zytotoxizitdat des MVMp Wildtyp Virus in RENCA Zellen

A) Proliferationstest: Je 4x10° Zellen wurden mit moi 1, 10 und 20 pfu/Zelle infiziert und das
Wachstum mit nicht infizierten Zellen (mock) verglichen. Taglich wurde die Anzahl vitaler Zellen
mittels Trypanblau-Farbung bestimmt.

B) Klonbildungstest: Je 6x10°> Zellen wurden mit moi 2, 5, 10 und 20 pfu/Zelle infiziert und in
verschiedenen Zellverdiinnungen wieder ausgesat. Die Klonbildung wurde beobachtet und die Klone
bei geeigneter GroBe, nach etwa 1-2 Wochen, mit Kristallviolett angefarbt, ausgezahlt und mit der
Negativkontrolle (mock) ins Verhaltnis gesetzt. Beide Versuche erfolgten parallel unter Verwendung
gleicher Zellen und Virusverdunnungen.

In beiden Versuchen war eine moi-abhangige Zytotoxizitat des Wildtyp Virus zu
beobachten. Bei einer niedrigen moi (1 oder 2) war der Effekt sehr gering und
unterschied sich nicht signifikant von dem der mock-Gruppe. Ein signifikanter
Unterschied lag dagegen bei moi 10 vor. Dies wurde zwar noch von moi 20
ubertroffen, allerdings kann bei hoherer moi keine direkte Proportionalitat
zwischen Virus-Input und Infektions-Output erwartet werden. Zudem ist es
grundsatzlich gunstiger nur minimal benotigte Virusmengen einzusetzen. Daher
wurde fur alle tierexperimentellen Versuche und Vorversuche mit RENCA Zellen
eine moi von 10 (ru oder pfu pro Zelle) eingesetzt. Im Vergleich zu den sensitiven
A9 Zellen, die bei moi 10 vollstandig absterben, bzw. keine Klone mehr bilden, ist

die Zytotoxizitat in den RENCA Zellen jedoch sehr gering.

Da in anderen sensitiven Zellen (A9, NBK) bereits festgestellt wurde, dass Wildtyp
Viren zytotoxischer sind als rekombinante Viren (Kap. 1.6), war dies auch in den
RENCA Zellen zu erwarten. Fur einen Vergleich von Wildtyp und rekombinanten
Viren in diesen Zellen wurde ein Zytotoxizitatstest mit einer Alamar Blue®

Indikatorlosung durchgefiihrt (Abb. 31).
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Abb. 31: Zytotoxizitdt des MVMp Wildtyp und rekombinanten MVMp/IL-2 Virus im Vergleich

Je 3x10° A9 und RENCA Zellen wurden in eine 96-Lochplatte ausgesit und mit MVMp und MVMp/IL-2
Viren in moi 1 und 10 ru/Zelle infiziert Nach Nach 3 Tagen wurden 10 pl des Reagenz Alamar Blue®
dem Zellkulturmedium zugegeben und der Farbumschlag nach 3 Stunden Inkubation (bei 37°C) bei
der der dualen Wellenlinge von 540 zu 620 nm gemessen. Das Uberleben der Zellen wurde jeweils
mit dem von nicht infizierten Zellen (mock) ins Verhaltnis gesetzt.

Wie bereits erwartet war die Zytotoxizitat nach Infektion mit rekombinantem
MVMp/IL-2 Virus geringer als mit Wildtyp Virus. Da aber die RENCA Zellen sowieso
schon resistenter sind als zum Beispiel A9 Zellen, konnten kaum Unterschiede
zwischen den zytotoxischen Effekten von Wildtyp und rekombinanten Viren
festgestellt werden. Diese Beobachtung trifft meist auch fur andere Tumormodelle
(zum Beispiel B78/H1, H5V) zu. Bisher sind nur wenige murine Tumormodelle
bekannt, die fur die Zytotoxizitat rekombinanter MVMp Viren empfanglich sind, wie
zum Beispiel vor kurzem bei den Glioma Gl 261 Zellen entdeckt wurde

(unveroffentlichte Ergebnisse von M. Enderlin).

3.2.3 Transgenexpression

Fur die Anwendung rekombinanter Parvoviren in der Krebsgentherapie ist eine gute
Transgenexpression absolut erforderlich. Wie bereits in Abb. 27 zu sehen war,
zeigten RENCA Zellen im Vergleich zu anderen Tumormodellen, die zur Zeit der
Untersuchungen bekannt und verfuigbar waren, eine gute Expression des Transgens.
Eine wichtige Frage ist aber auch, wann die Produktion den Hohepunkt erreicht und

ob das sezernierte Protein in dem Zellmedium stabil ist.

Da fur die Tierversuche MVMp/IL-2 und MVMp/MDC die wichtigsten rekombinanten
Viren darstellten, wurde eine Kinetik der Transgenexpression in RENCA Zellen fur

moi 10 durchgefuhrt. Fur die Bestimmung der Proteinproduktion wurde taglich der
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Uberstand einer Kultur abgenommen und durch frisches Medium ersetzt. Fiir die
Stabilitatsprifung und Bestimmung der akkumulierten Gesamtmenge an Protein pro
Tag wurde taglich eine nach der Infektion noch unberuhrte Kultur analysiert
(Abb. 32).
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Abb. 32: Transgenexpression MVMp/IL-2 und MVMp/MDC infizierter RENCA Zellen

In 6-Lochplatten wurden je 5x10* RENCA Zellen mit rekombinanten MVMp/IL-2 oder MVMp/MDC
Viren mit moi 10 ru/Zelle infiziert. Fir die Bestimmung der Proteinproduktion pro Tag wurde taglich
der Uberstand derselben Kultur abgenommen und durch frisches Medium ersetzt (,taglich“). Der
Uberstand wurde zentrifugiert und in Aliquots bei —70°C eingefroren. Fiir die Stabilitatspriifung und
Bestimmung der taglich akkumulierten Gesamtmenge an Protein wurde an jedem Tag der Uberstand
einer seit der Infektion unberiihrten Kultur auf gleiche Weise bearbeitet (,,akkumuliert“). Nach
Versuchsende wurde mit den eingefrorenen Uberstinden ein IL-2 bzw. MDC ELISA durchgefiihrt und
die jeweilige Proteinkonzentration pro 10® Zellen berechnet.

Fur beide ELISA ergab sich in etwa das gleiche Muster, das schon fur andere
Zellmodelle im Labor erhalten wurde: die Transgenproduktion war von Tag 2 bis 4
am starksten und erreichte ein Maximum am Tag 3 (IL-2: 1,27 ug , MDC: 0,37 ug).
Danach nahm die Produktion stetig ab und war nach einer Woche kaum noch
detektierbar. Trotz Verwendung gleicher moi fuhrten beide Viren in den gleichen
Zellen zu unterschiedlichen Transgenkonzentrationen. Dies kann auf den ELISA
zuruckgefuhrt werden, da verschiedene spezifische Erstantikorper (fur IL-2 und
MDC) verwendet wurden und generell hohe Schwankungen bei dieser Methode zu
erwarten sind, die durch Standardisierungen im gleichen System ausgeglichen
werden sollen. Zudem handelte es sich bei dem IL-2 ELISA um einen kommerziell
kauflichen ELISA (Pharmingen), wahrend ein spezifischer MDC ELISA noch nicht zur
Verfugung stand und von dem Kooperationslabor in Mailand (Istituto di Ricerche
Farmacologiche Mario Negri, Milano, Italy), die dieses Chemokin entdeckten,
durchgefuhrt wurde.

Das Zytokin IL-2 war im Zellkulturuberstand sehr stabil, da die akkumulierte Menge

nicht abgenommen hatte.
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Das Chemokin MDC ist zumindest fur einige Tage im Zellkulturmedium stabil,

lediglich am Tag 7 war ein Abfall der Konzentration im Uberstand zu beobachten.

Fur die Bestimmung der prozentualen Transgenexpression in RENCA Zellen eignet
sich die Methode der Durchflusszytometrie, kurz FACS (Fluorescence Activated Cell
Sorting) genannt, die eine quantitative Analyse (Dichte, Fluoreszenz, GroBRe) von
Partikeln, zum Beispiel Zellen, im Flussigkeitsstrom ermoglicht. Somit lasst sich der
tatsachliche Anteil grun fluoreszierender Zellen von der mit MVMp/EGFP
(Transgen EGFP: enhanced green fluorescent protein) infizierten Zellkultur genau
bestimmen.

RENCA und als Kontrolle A9 Zellen wurden mit MVMp/EGFP Virus infiziert und nach
2 und 3 Tagen mit der FACS auf EGFP-positive Zellen analysiert (Tab. 11).

RENCA A9
moi 2 Tage 3 Tage 2 Tage 3 Tage
1 2,9 2,9 19,6 45,0
5 5,8 5,3 46,7 63,4
10 6,2 8,4 52,9 76,0
20 8,4 9,7 59,9 79,2

Tab. 11: EGFP Expression in MVMp/EGFP-infizierten RENCA und A9 Zellen

Je 1x10° RENCA und A9 Zellen wurden in 6-Lochplatten ausgesat und mit MVMp/EGFP Virus in moi 1,
5, 10 und 20 ru/Zelle infiziert. 2 und 3 Tage nach Infektion wurde der Anteil fluoreszierender Zellen
im Vergleich zu nicht infizierten Zellen mittels FACS Analyse bestimmt und in % angegeben. Die
Prozentwerte beziehen sich jeweils auf die gesamte Zellpopulation und nicht nur auf die anfangs
infizierte Zellanzahl.

Mit zunehmender moi konnte jeweils ein hoherer Anteil EGFP fluoreszierender
Zellen in der gesamten Zellpopulation beobachtet werden. Fur RENCA Zellen betrug
er bei moi 10 6,2 % (2 Tage nach Infektion) bzw. 8,4 % (3 Tage nach Infektion). Bei
A9 Zellen konnten dagegen bei gleicher moi etwa 10 mal mehr grin fluoreszierende
Zellen nachgewiesen werden: 52,9 % (2 Tage nach Infektion) bzw. 76,0 % (3 Tage
nach Infektion). Dadurch wird erneut deutlich, dass die RENCA Zellen im Vergleich

zu A9 Zellen ein relativ resistentes Modell darstellen.
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3.3 Antitumorale Effekte rekombinanter Parvoviren im syngenen Tumor-
modell RENCA - Balb/c Maus

Die Effizienz zweier rekombinanter H1 Viren im menschlichen Tumormodell
HelLa/Nacktmaus wurde bereits getestet: hH1/IL-2 (Haag et al., 2000) und
hH1/MCP-3 (Wetzel et al., 2001). Es zeigte sich, dass die Therapie der humanen
Zervixkarzinomzellen mit diesen Parvoviren erfolgreich war und die antitumorale
Wirkung des Wildtyp Virus H1 durch Vermittlung eines immunstimulierenden
Transgens (IL-2 oder MCP-3) erheblich gesteigert werden konnte. Da Nacktmause
nahezu T-Zell-defizient sind, sollte die Effizienz nun in einem dem Menschen besser
angepassten System untersucht und auch der Einfluss der Immunantwort analysiert
werden. Es wurde daher mit immunkompetenten Mausen und einem dazu syngenen
Tumormodell gearbeitet.

Aufgrund der Vorversuche (Kap. 3.2) und der zu Beginn des Kap. 3 aufgelisteten
Grunde (tumorigenes, kaum immunogenes, MHC-Klasse I positives und infizierbares
Modell), konnte das RENCA/Balb/c Mausmodell zu diesem Zeitpunkt als am besten
dafur geeignet angesehen werden. Es kann auBerdem zur Studie einer
Kombinationstherapie von Zytokin- und Chemokin-transduzierenden Parvoviren
verwendet werden, da es ein relativ virusresistentes Modell ist und der zyto-
toxische Effekt der Parvoviren in den RENCA Tumorzellen geringer ist als zum
Beispiel in HeLa Zellen. Somit kommt dem Transgen beim direkten antitumoralen
Effekt eine groRere Bedeutung zu, wahrend das Parvovirus selbst hauptsachlich die

Vorarbeit leistet und fur eine hohe Transgenexpression am Wirkungsort sorgen soll.

3.3.1 Antitumorale Effekte von MVMp/IL-2 und MVMp/MDC Viren

Um einen Vergleich zu den vorhergehenden Versuchen mit hH1/IL-2 (Haag et al.,
2000) zu haben, wurde das dazu aquivalente Virus MVMp/IL-2 verwendet, das
Mausezellen infizieren kann. Es sollte auch getestet werden, ob eine Kombination
mit MVMp/MDC Virus, dessen tumorsuppressiven Effekte noch unbekannt waren,
die antitumorale Wirkung des MVMp/IL-2 Virus noch steigern kann.

Um moglichst viele der weniger gut infizierbaren RENCA Zellen mit Virus zu treffen,
wurde zunachst mit ex vivo Versuchen begonnen, bei denen die Zellen in vitro mit
Virus infiziert (moi 10) und erst danach in die Maus implantiert wurden. Als

Kontrolle dienten nicht infizierte (mock) und MVMp-infizierte Zellen. Es wurden
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mehrere Tierexperimente durchgefuihrt, wobei ein reprasentativer Versuch in
Abb. 33 dargestellt ist.
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2 MVMp wt
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Abb. 33: Antitumorale Effekte rekombinanter MVMp/IL-2 und MVMp/MDC Viren im Tumormodell
RENCA- Balb/c Maus

RENCA Zellen wurden mit MVMp/IL-2, MVMp/MDC, beide in Kombination und MVMp Wildtyp Viren in
einer gesamt-moi von 20 ru/Zelle infiziert (in vitro) und davon jeweils 2x10° Zellen pro Balb/c Maus
subkutan implantiert. Um die Kombinationsgruppe (moi 10+10) zu kontrollieren, wurden bei beiden
Einzelgruppen (je moi 10) jeweils MVMp/A800 Viren (moi 10) hinzugefiigt, wahrend die Wildtyp
Virus Gruppe von vornherein eine moi von 20 erhielt. Jede Gruppe umfasste 8 Mause. Das
Tumorvolumen wurde regelmaBig gemessen und in mm?® angegeben.

Beide rekombinanten Viren, MVMp/IL-2 und MVMp/MDC, zeigten antitumorale
Effekte im Tumormodell RENCA- Balb/c Maus. Dieser Effekt ist hauptsachlich auf
das transduzierte Transgen (IL-2 oder MDC) zuruckzufiihren, da sich die Wildtyp
Gruppe nicht signifikant von der mock Gruppe unterschied. Die antitumorale
Wirkung des MVMp/IL-2 Virus war stets starker als die des MVMp/MDC Virus. Die
Kombination beider Viren fihrte jedoch nicht zu einem deutlich langsameren
Tumorwachstum als nur die Infektion mit MVMp/IL-2 allein. Somit konnte durch

eine Kombination keine starkere Tumorsuppression bewirkt werden.

Das MVMp/IL-2 Virus bewirkte einen fruhen antitumoralen Effekt, indem die
Tumorbildung stark verzogert war (signifikant fur 8 Tage, Abb. 34). Sobald
allerdings Tumore gebildet worden waren, wuchsen sie in gleichem MaBe wie in

den Kontrollgruppen (Abb. 35).
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Abb. 34: Verzogerte Tumorbildung durch MVMp/IL-2 Viren

Versuchsbeschreibung siehe Abb. 33. Im Diagramm ist der zeitliche Ablauf der Tumorentstehung
dargestellt und die Anzahl der Mause, die einen sichtbaren Tumor unter der Haut trugen, in %
angegeben. Nach 50 Tagen erhielten beide ohne Tumor gebliebenen Mause ein Challenge mit
jeweils 2x10° naiven RENCA Zellen.
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Abb. 35: Verzogertes Tumorwachstum durch MVMp/MDC Viren

Versuchsbeschreibung siehe Abb. 33. Im Diagramm ist das Tumorwachstum dargestellt. , Tag 0
entspricht jeweils dem Tag jeder einzelnen Maus, an dem zum ersten Mal ein Tumor detektiert
wurde. Dabei wurde der tatsachliche Tag der Tumorentstehung nicht berlicksichtigt. Die einzelnen
Werte wurden dann wieder in Gruppen zusammengefasst. Das Tumorwachstum der Mause kann
somit direkt miteinander verglichen werden.

Das MVMp/MDC Virus vermittelte dagegen eine spater eintretende antitumorale
Wirkung, da zunachst zur gleichen Zeit sichtbare Tumore entstanden wie in den
Kontrollen (Abb. 34), die dann aber verlangsamt wuchsen (signifikant fur die
Zeitpunkte 3 und 4, Abb. 35).
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In der Kombinationsgruppe waren sowohl die spater eintretende Tumorbildung
(durch MVMp/IL-2) als auch ein verlangsamtes Tumorwachstum (durch MVMp/MDC)

zu beobachten, so dass der Versuch in sich bestatigt wurde.

Wie in Abb. 34 zu sehen ist, blieben zwei Tiere ohne Tumor, eine Maus der
IL-2- und eine Maus der Kombinations-Gruppe, was bei einer GruppengroBe von 8
Tieren jeweils 12 % entspricht. An beiden Mausen wurde nach 50 Tagen ein
Challenge vorgenommen, wobei naive RENCA Zellen in gleicher Menge wie beim
ersten Mal verwendet wurden. Unbehandelte Mause dienten als Kontrolle. Die
Kontrollmause, sowie die Maus der IL-2 Gruppe enwickelten in kurzer Zeit einen
Tumor, wahrend die Maus der Kombinationsgruppe uberraschenderweise tumorfrei
blieb. Diese Maus uberlebte auch noch 2 weitere Challenges, die 5 und 9 Monate
nach dem ersten Challenge mit jeweils derselben Anzahl an naiven RENCA Zellen
durchgefuhrt wurden. Um feststellen zu konnen, ob die fast ein Jahr andauernde
antitumorale Immunitat auch tumorspezifisch war, wurde ein weiteres Challenge
mit einer anderen Tumorart (Mammakarzinom TS/A) der gleichen Abstammung
(Balb/c Maus) vorgenommen. Tatsachlich bildete sich in Kirze ein Tumor, so dass
die in dieser Maus entwickelte Immunitat tumorspezifisch und wahrscheinlich auf
die Behandlung der Tumorzellen mit den rekombinanten Viren MVMp/IL-2 und
MVMP/MDC in Kombination zuruckzufuhren war. Diese eine Maus ist jedoch nicht
reprasentativ fur die ganze Gruppe. Deshalb wurden Versuche unternommen,
dieses Ergebnis mit mehreren Tieren zu erhalten, indem insgesamt hohere Dosen an
Virus verabreicht wurden. Allerdings fuhrten diese Bemuhungen zu keinem Erfolg,
da die Tiere stets Tumore entwickelten und die Versuche damit bereits an der

ersten Hirde scheiterten.

3.3.2 Nachweis der IL-2 Aktivitat im Tumor in vivo
In einem weiteren Versuch wurde die Aktivitat der MVMp/IL-2 und MVMp/MDC Viren
auch direkt im Tumor uberprift. 3 Tage nach Injektion einer groBeren Anzahl an

infizierten RENCA Zellen (jeweils moi 10 ru/Zelle) wurden die Tumorzellen isoliert
und mittels RT-PCR (Reverse Transcriptase Polymerasekettenreaktion) auf wichtige

Mediatoren der Immunabwehr analysiert (Abb. 36).
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Abb. 36: RT-PCR von ex vivo infizierten RENCA Tumoren in Balb/c Mausen

RENCA Zellen wurden in vitro mit MVMp/A800, MVMp/IL-2, MVMp/MDC (je moi 10 ru/Zelle), mit den
beiden letzteren Viren in Kombination (je moi 5 ru/Zelle) oder mock infiziert und davon jeweils
7x10° Zellen pro Balb/c Maus subkutan injiziert. Nach 3 Tagen wurde die weiBlich sichtbare
Tumorzellanhaufung isoliert und die RNA extrahiert. Diese wurde in cDNA umgeschrieben und dann
in mehreren PCR Reaktionen eingesetzt. Dabei wurden Marker fur (A) das Housekeeping Gene HPRT,
(B) die in den Viren entaltenen Gene NS1, MDC und IL-2, sowie (C) T- und NK-Zellaktivitat und (D)
Makrophagenaktivitat anzeigende Mediatoren verwendet. Die letzte Spalte (—) stellt eine
ausschlieBlich Wasser entaltende Probe zur Kontrolle der PCR dar.

Bei keiner PCR konnte ein Signal mit der methodischen Kontrolle (,,—%), die
ausschlieBlich Wasser enthielt, detektiert werden, so dass eine Kontamination der
Proben und ein falsch-positives Ergebnis ausgeschlossen werden kann. Die PCR aller
Proben mit einem Marker fur das in allen Zellen enthaltene Housekeeping Gene
HPRT (Hypoxanthin-Guanin Phosphoribosyl Transferase) kontrollierte, ob von den
Proben gleiche Mengen an RNA flir den Versuchsansatz eingesetzt wurden (A). Da
alle Banden eine ahnliche Intensitat aufwiesen, kann davon ausgegangen werden.
Die viralen Kontrollen, Marker fiir NS1, IL-2 oder MDC Gene (B), zeigten ebenfalls
das erwartete Muster und bestatigten einen korrekten Versuchsablauf: bei allen mit

Virus infizierten Zellen konnten NS1 Transkripte in geicher Menge nachgewiesen
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werden, IL-2 und MDC Transkripte dagegen nur bei MVMp/IL-2 oder MVMp/MDC

infizierten Zellen.

Bei MVMp/IL-2 infizierten Tumorzellen konnte eine starke Aktivierung von T-Zellen
beobachtet werden. Im Vergleich zu mock oder MVMp/A800 infizierten Zellen
wurden bei IL-2 transduzierten Tumorzellen mehr Transkripte sowohl von den
direkt zytotoxischen Mediatoren Granzym B und Perforin, als auch von dem
vielseitig agierenden IFN-y detektiert, was auf eine IL-2 induzierte Aktivierung der
immunologischen Mediatoren schlieBen lasst (C; ++: starke Aktivierung, +: maBige

Aktivierung).

In MVMp/MDC infizierten Tumorzellen konnte keine spezifische Aktivierung der
untersuchten Effektorzellen festgestellt werden. Bei den Transkripten fur iNOS und
cox-2 war kein Unterschied zwischen infizierten und unbehandelten Tumorzellen
festzustellen. Man kann daher annehmen, dass keine spezifische Aktivierung von

Makrophagen durch die virale Therapie stattgefunden hat.

3.3.3 Antitumorale Effekte von MVMp/IL-2 und MVMp/IP-10 Viren

Es wurde noch eine weitere Kombination von Zytokin- und Chemokin-
transduzierenden Viren auf ihre Effizienz hin untersucht. Das Chemokin IP-10
besitzt ebenso wie IL-2 einen starken antitumoralen Effekt, der im
Hamangiosarkom Modell H5V durch Therapie mit dem rekombinanten MVMp/IP-10
Virus bestatigt werden konnte (Giese et al., 2002). Somit stellte sich die Frage, ob
die antitumorale Wirkung der Viren MVMp/IL-2 und MVMp/IP-10 durch eine
Kombination von beiden potenziert werden kann.

Es wurde wiederum ein ex vivo Versuch durchgefuihrt, bei dem RENCA Zellen mit
beiden Viren unter Verwendung einer Gesamt-moi von 10 infiziert und Mausen
implantiert wurden (Abb. 37).

Wie erwartet zeigten beide Viren antitumorale Effekte. MVMp/IL-2 Viren
verzogerten die Tumorentstehung, wahrend MVMp/IP-10 Viren, ahnlich wie
MVMp/MDC Viren im zuvor beschriebenen Versuch, das Wachstum der fruhzeitig
gebildeten Tumore verringerten. Eine Kombination beider Viren fuhrte aber wider

Erwarten nicht zu einer Verstarkung des antitumoralen Einzeleffektes beider Viren.
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Dies konnte spater auch im Hamangiosarkom-Modell H5V bestatigt werden (Giese,

unveroffentlichte Ergebnisse).
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Abb. 37:Antitumorale Effekte rekombinanter MVMp/IL-2 und MVMp/IP-10 Viren im Tumormodell
RENCA- Balb/c Maus

RENCA Zellen wurden jeweils mit MVMp/IL-2 und MVMp/IP-10 in moi 10 ru/Zelle, sowie beide in
Kombination mit einer jeweiligen moi von 5 in vitro infiziert. Davon wurden pro Balb/c Maus 2x10°
Zellen subkutan implantiert. Jede Gruppe umfasste 5 Mause. Das Tumorvolumen wurde regelmaRig
gemessen und in mm® angegeben.

4 Die Immunogenitat des MVMp Wildtyp Virus in C57Bl/6 Mausen

Bei einem Einsatz der Parvoviren in der Gentherapie muss neben der Effizienz auch
die Sicherheit der Therapie gewahrleistet sein. Dabei spielen korpereigene Abwehr-
reaktionen gegen das Virus eine bedeutende Rolle. Zum einen kann die
therapeutische Wirkung durch eine antivirale Immunantwort inhibiert werden, zum
anderen kann die virale Stimulierung des Immunsystems toxische Effekte im
Patienten bewirken. Daher ist eine Studie der immunologischen Reaktionen auf die

Viren unerlasslich.

Meine Arbeit beschrankte sich auf die Analyse der Immunogenitat des MVMp
Wildtyp Virus in C57Bl/6 Mausen, die aufgrund von vielen Tumormodellen gut
charakterisiert sind und auch schon fir gentherapeutische Versuche mit Parvoviren
verwendet wurden (Giese et al., 2001; Wetzel, 2000). Es wurden zunachst nur
Wildtyp Viren verwendet, da diese im Vergleich zu rekombinanten Viren zur Zeit in

groBeren Mengen und dabei geringerem Aufwand produziert werden konnen. Ziel
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ist jedoch, auch die Immunantwort auf eine Infektion mit rekombinanten
Parvoviren zu analysieren, wobei die Ergebnisse der Studie mit Wildtyp Viren

berucksichtigt werden konnen.

4.1 Zellulare Immunantwort auf eine Infektion mit MVMp Wildtyp Virus

Uber die zelluldre Immunantwort auf eine parvovirale Infektion ist noch nichts
bekannt, daher war deren Untersuchung von besonderem Interesse. Sie kann uber
die Ermittlung der fur Virus spezifischen zytotoxischen T- oder NK-Zellaktivitat
bestimmt werden. Eine seit langem dafiir etablierte Methode ist der >'Chrom-
Freisetzungstest, mit dem eine antigenspezifische T-Zellaktivitat nachgewiesen
werden kann. Um den Versuch gut kontrollieren zu konnen, wurde die Methode
zunachst fur das Vacciniavirus (VV) standardisiert, das flur seine starke
Immunogenitat bekannt ist und bei dem eine spezifische T-Zellzytotoxizitat

erwartet werden kann.

4.1.1 Etablierung einer Positivkontrolle mit Vacciniavirus

Vacciniaviren sind in der Lage, ein breites Spektrum an Zellen zu infizieren. Auch
die im Experiment zu verwendenden Zielzellen MC57G, sogenannte Standardzellen
fur den T-Zellzytotoxizitatstest, waren fur eine Infektion mit Vacciniaviren
empfanglich. Nach Infektion zeigten sie deutliche morphologische Veranderungen,
die sich bereits nach wenigen Stunden durch ein leichtes Abrunden der Zellen
abzeichneten. Nach etwa 20 h war ein verstarktes Abschwemmen und schlieBlich
die Lyse der Zellen zu beobachten.

Fur den zytotoxischen T-Zelltest wurde eine Maus mit Vacciniavirus immunisiert
und ihre Milzzellen mit bestrahlten, Vacciniavirus-infizierten MC57G Zellen in vitro
erneut stimuliert. Die dabei entwickelte antivirale T-Zellaktivitat wurde in einem
*IChrom-Freisetzungstest mit  Vacciniavirus-infizierten  Zielzellen  (MC57G)
bestimmt. Da die Infektion dieser Zellen mit Vacciniaviren aus zelltoxischen
Grunden nicht langer als 20 h dauern sollte, wurden dafur zwei Infektions-
zeitspannen (8 und 16 h) getestet (Abb. 38).
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Abb. 38: Zytotoxische Aktivitat von Milzzellen einer Vacciniavirus immunisierten Maus

Eine Maus wurde mit 2x10” pfu Vacciniavirus i.p. immunisiert und ihre Milzzellen nach 6 Tagen mit
bestrahlten Vacciniavirus-infizierten MC57G Zellen fur 6 weitere Tage in vitro stimuliert. Ein
>'Chrom-Freisetzungstest wurde mit MC57G Targetzellen, die zuvor 8 oder 16 h mit Vacciniaviren
(moi 5) infiziert wurden, durchgefiihrt. Die spezifische Lyse von Zielzellen (mock oder infiziert) ist
in % angegeben (abziiglich spontaner >'Chrom-Freisetzung). Es wurden verschiedene Effektor- zu
Zielzellzahl-Verhaltnisse untersucht.

Wie erwartet konnte eine spezifische T-Zellaktivitat in Vacciniavirus immunisierten
Mausen nachgewiesen werden, da die stimulierten Milzzellen mehr Vacciniavirus
infizierte (spezifische Lyse) als nicht infizierte (unspezifische Lyse) Zielzellen
lysierten. Dabei fuhrte eine 16-stiindige Infektion der Zielzellen mit Vacciniavirus,
wahrscheinlich aufgrund einer besseren Antigenprasentation, zu einer hoheren
spezifische Lyse. Vacciniavirus konnte somit als Positivkontrolle fur den

zytotoxischen T-Zelltest verwendet werden.

4.1.2 Untersuchung der CTL-Aktivitat MVMp-infizierter Mause

Zur Bestimmung der zytotoxischen T-Zellantwort auf eine Infektion von C57Bl/6
Mausen mit MVMp Parvovirus wurde nach der gleichen Methode verfahren, die fur
die Etablierung der Positivkontrolle verwendet wurde. Da die Prasentation der
viralen Antigene fur das Gelingen des Versuches sehr wichtig ist, wurden mehrere
Moglichkeiten der Antigenvermittlung ausgetestet: die Infektion mit MVMp Wildtyp
Virus, die Transfektion eines rekombinanten MVMp/EGFP Plasmids und die Infektion
mit rekombinanten Vacciniaviren, die die Gene der parvoviralen Proteine NS1 (VV-
NS1), NS2 (VV-NS2), VP1 (VV-VP1) und VP2 (VV-VP2) tragen. In einem Western Blot
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wurde die jeweilige Expression in MC57G Zellen unter Einhaltung der Versuchs-

bedingungen fur den zytotoxischen T-Zelltest bestimmt (Abb. 39).
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Abb. 39: Expression parvoviraler Proteine in MC57G Zellen

Je 1x10® MC57G Zellen wurden 24 h vor der Infektion mit MVMp Wildtyp Virus (moi 10 pfu/Zelle),
den rekombinanten Vacciniaviren VV-NS1, VV-NS2, VV-VP1 und VV-VP2 (moi 5 pfu/Zelle), sowie vor
der Transfektion mit MVMp/EGFP Virus ausgesat. Die Infektionsdauer und moi richtete sich nach den
Versuchsbedingungen, die fur die Vorbereitung der Stimulatorzellen verwendet wurden. Jeweils
gleiche Mengen an Zellextrakten wurden im Western Blot auf die parvoviralen Proteine NS1, NS2,
VP1 und VP2 analysiert.

Nach Infektion von MC57G Zellen (24 h) mit MVMp Wildtyp Viren (moi 10) konnte
nur eine schwache NS1 Bande detektiert werden. Dies verdeutlichte, dass diese
Zellen fur das Virus kaum empfanglich sind, was auch durch eine FACS-Analyse von
MVMp/EGFP infizierten MC57G Zellen bestatigt werden konnte (nur 2,5 % EGFP
positive Zellen). Effektiver war dagegen eine Lipofektamin-Transfektion des
MVMp/EGFP Plasmids, wobei 20 % der Zellen eine EGFP Fluoreszenz zeigten. In
diesem Fall konnte eine starkere NS1 Bande nachgewiesen werden. Die starkste
Proteinexpression lag jedoch nach Infektion mit den rekombinanten Vacciniaviren
VV-NS1, VV-NS2, VV-VP1 und VV-VP2 vor.

Um sicherzugehen, dass die viralen Antigene den murinen Milzzellen wahrend der
in vitro Stimulierungsphase des zytotoxischen T-Zellversuches erfolgreich prasen-

tiert werden, wurden die Stimulatorzellen auf allen eben beschriebenen und
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ausgetesteten Wegen mit Antigen beladen. Als Zielzellen agierende MC57G Zellen
wurden vor ihrer radioaktiven Markierung mit >'Chrom entweder mit MVMp Wildtyp
Virus, den rekombinanten Vacciniaviren VV-NS1, VV-NS2, VV-VP1/VV-VP2 oder
mock infiziert und in dem zytotoxischen T-Zell-Test eingesetzt. Neben der
Immunisierung mit Vacciniavirus (VV-VV) wurde das Experiment zudem durch eine
allogene Stimulierung (allo) kontrolliert. Alle Milzzellen der C57Bl/6 Mause
(immunisiert mit MVMp oder VV) wurden jeweils mit den Milzzellen einer Balb/6é
Maus (anderer MHC Haplotyp als C57Bl/6 Mause) stimuliert und sollten spezifische
CTLs aktivieren. Somit konnte gepruft werden, ob alle Milzzellkulturen allogen

stimulierbar waren.

Wie erwartet zeigten alle positiven Kontrollen eine spezifische T-Zellaktivitat,
wobei die spezifische Lyse bei den allogen stimulierten Milzzellen mit 50 % deutlich
hoher lag als bei den Vacciniavirus immunisierten Effektorzellen (10-20 %;
Abb. 40).
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Abb. 40: Zytotoxizitdt allogen und Vacciniavirus stimulierter T-Zellen

Mause wurden mit 2x10’ pfu Vacciniavirus (VV) oder 10® pfu MVMp s.c. immunisiert, ihre Milzzellen
nach 10 Tagen mit bestrahlten Vacciniavirus-infizierten MC57G Zellen oder allogenen Milzzellen
einer Balb/c Maus (Haplotyp H2°) fiir 6 weitere Tage in vitro stimuliert und in einem *'Chrom-
Freisetzungstest analysiert. Vaccinia-immunisierte Effektorzellen wurden mit Vacciniavirus (VV-VV)
und mock (VV-mock) infizierten Targetzellen, allogen-stimulierte Effektorzellen (allo) dagegen mit
allogenen P815 Targetzellen fir 6 h inkubiert. Die spezifische Lyse von Zielzellen (mock oder
infiziert) ist in % angegeben (abziiglich spontaner °'Chrom-Freisetzung). Es wurden verschiedene
Effektor- zu Zielzellzahl-Verhaltnisse untersucht.
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Dies konnte in mehreren Versuchen repliziert werden. Es kann zudem die Aussage
getroffen werden, dass durch eine Infektion mit MVMp die allgemeine T-Zell-
aktivitat nicht beeintrachtigt wird, da nach allogener Stimulierung von Milzzellen
naiver und MVMp-infizierter Mause etwa gleich hohe spezifische allogene Lysen
erzielt werden konnten. Im Gegensatz dazu war die allgemeine allogene
Stimulierbarkeit nach Infektion mit Vacciniaviren geringfligig reduziert. Bei allen
Effektor- zu Zielzellverhaltnissen lag die spezifische Lyse der Effektorzellen von

Vaccinia-infizierten Mausen etwas unter der von naiven Mausen.

Dagegen konnte Uberraschenderweise in keinem Fall der unterschiedlich
stimulierten Milzzellen aus MVMp immunisierten Mausen eine fur Parvovirus
spezifische Lyse nachgewiesen werden. In einigen wenigen Proben konnte Lyse, die
sich vom Hintergrund abhob, detektiert werden. Allerdings handelte es sich dabei
stets um eine unspezifische Lyse, da auch Zielzellen lysiert wurden, die nicht mit
viralem Antigen beladen waren. Das hochste Signal uberhaupt konnte nach
Stimulierung der Effektorzellen mit MVMp/EGFP transfizierten Stimulatorzellen und

Inkubation mit VV-NS1 infizierten Zielzellen erhalten werden (Abb. 41).
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Abb. 41: NS1-spezifische Zytotoxizitat MVMp/EGFP stimulierter T-Zellen

Mause wurden mit 10® pfu MVMp s.c. immunisiert und Ihre Milzzellen nach 10 Tagen mit bestrahlten
MVMp/EGFP-transfizierten MC57G Zellen fiir 6 weitere Tage in vitro stimuliert. In einem 'Chrom-
Freisetzungstest wurde die spezifische Lyse von VV-NS1 infizierten Zielzellen im Vergleich zu
unbehandelten (mock) Zellen analysiert. Die spezifische Lyse von Zielzellen (mock oder infiziert) ist
in % angegeben (abziiglich spontaner >'Chrom-Freisetzung). Es wurden verschiedene Effektor- zu
Zielzellzahl-Verhaltnisse untersucht.
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Lediglich bei einem Effektor- zu Zielzellverhaltnis von 100 konnte ein signifikanter
Unterschied in der Lyse von antigenbeladenen und unbehandelten Zielzellen
festgestellt werden. Da aber bei den daran angrenzenden Verdunnungen 200 und 50
die antigentragenden Zielzellen nicht spezifisch lysiert wurden, muss hierbei
insgesamt von einer unspezifischen Lyse ausgegangen werden.

Die mikroskopische Analyse der Lymphozyten nach der in vitro Stimulierung zeigte
zudem viele blastische (aktivierte) Lymphozyten in allogen- oder Vacciniavirus-

stimulierten Zellkulturen, aber nur vereinzelte nach Stimulierung mit MVMp.

Aktivierte T-Zellen produzieren bei Stimulierung IFN-y. Daher wurden die IFN-y
Konzentrationen aus dem Uberstand derselben in vitro stimulierten Zellkulturen,
die fur den Zytotoxizitatstest verwendet wurden, mittels spezifischem ELISA
bestimmt (Abb. 42).
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Abb. 42: IFN-y Produktion MVMp und Vakzinia Virus stimulierter Milzzellkulturen

Mause wurden mit 10® pfu MVMp oder 2x10’ pfu Vacciniavirus s.c. immunisiert und lhre Milzzellen
nach 10 Tagen mit bestrahlten MVMp/EGFP transfizierten bzw. Vacciniavirus infizierten MC57G
Zellen fur 6 weitere Tage in vitro stimuliert. Als Kontrolle wurden auch Milzzellen naiver Mause auf
selbige Weise stimuliert. In einem spezifischen ELISA wurde jeweils die INF-y Konzentration des
Zellkulturmediums bestimmt. Der ELISA wurde von N. Giese (DKFZ, Heidelberg) durchgefiihrt.

Milzzellen von Vacciniavirus-immunisierten Mausen produzierten signifikant hohere
IFN-y Spiegel nach Stimulierung mit Vacciniavirus in vitro als Milzellen von naiven
Mausen. Dies lasst auf eine Vacciniavirus-spezifische T-Zellaktivitat schliefen. Im
Gegensatz dazu konnte bei MVMp-infizierten und naiven Mausen nach Stimulierung

mit MVMp in vitro kein Unterschied in der IFN-y Produktion festgestellt werden.
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Somit konnte in MVMp immunisierten Kulturen keine spezifische T-Zellaktivierung

gegen MVMp-Antigene nachgewiesen werden.

Da keine spezifische anti-parvovirale T-Zellaktivitat detektiert werden konnte,
stellt sich die Frage, ob die Immunisierung der Mause erfolgreich gewesen war.
Daher wurden die Lymphknoten zweier Mause gleicher Herkunft und Alters wie die
Mause, die fur den zytotoxischen T-Zelltest vorgesehen waren, 3 Tage nach
Infektion mit derselben Menge an MVMp auf virale Transkription (mittels der RT-
PCR Methode) untersucht (Abb. 43). Nach Laborerfahrung eignen sich Lymphknoten
sehr gut fur einen Nachweis von Viren, vielleicht auch wegen ihrer kleinen,
kompakten GroBe (N. Giese, unveroffentlichte Daten).

Wie erwartet konnte in den Lymphknoten der MVMp-immunisierten Mause eine
virale Transkription nachgewiesen werden, wahrend dies nicht fur die naive Maus

zutraf.

NS1

+ + -

Abb. 43: RT-PCR der Lymphknoten MVMp-infizierter Mause

Zwei Miuse wurden mit je 10 pfu MVMp s.c. immunisiert (+) und ihre Lymphknoten 3 Tage spater
auf virale Transkripte mit der RT-PCR Methode analysiert. Eine naive Maus () diente als Kontrolle.
Als Primer wurden Sequenzen vom housekeeping gene B-Aktin und NS1 verwendet.

Insgesamt gesehen konnte sowohl im >'Chrom-Freisetzungstest als auch im INF-y
ELISA keine MVMp-spezifische zytotoxische T-Zellantwort nach Immunisierung von
C57Bl/6 Mausen mit MVMp Wildtyp Virus in vivo und nach Restimulierung in vitro
detektiert werden. Dieses Ergebnis gewinnt an Aussagekraft durch den Nachweis
viraler Transkripte in vivo und der zweifach nachgewiesenen Generierung

Vacciniavirus-spezifischer zytotoxischer T-Zellen.

4.2 Humorale Immunantwort auf eine Infektion mit MVMp

Uber die humorale Immunantwort ist bereits seit lingerem bekannt, dass
Antikorper gegen das parvovirale Kapsid und das Protein NS1 gebildet werden. Es

wurden auch schon neutralisierende Aktivitaten der Anti-Kapsid-Antikorper
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beschrieben. Eine genaue Typisierung der antiviralen Antikorper, sowie der Einfluss
der Infektion mit Parvoviren auf das gesamtkorperliche Immunglobulin Profil wurde

dagegen noch nicht untersucht und in dieser Arbeit vorgenommen.

4.2.1 Bildung von IgG2a und IgG3 Antikorpern als Zeichen einer Th1-Antwort

Zur Bestimmung der durch MVMp Infektion veranderten Konzentrationsverhaltnisse
der Immunglobuline (Ig) im Blut wurde Serum von infizierten und unbehandelten
Mausen analysiert. Da die einzelnen Antikorperspiegel von Maus zu Maus stark
variierten, wurde von jeder Maus jeweils das Verhaltnis der Ig Titer zu einem
Zeitpunkt vor und nach der Infektion (Ig nach/ 18 vor) gebildet. Bei einem gleich-
bleibendem Ig Niveau, was man bei unbehandelten Mausen erwarten wurde, ergibt
sich somit ein Verhaltnis von 1, wahrend ein groBeres Verhaltnis (>1) eine Zunahme
des Ig Spiegels nach der Infektion bedeutet. Die Seren wurden jeweils in
spezifischen ELISAs auf die Ig Subtypen IgM, IgG1, I1gG2a/c, IgG3 sowie Gesamt-IgG
untersucht (Abb. 44).

114 W anti-MVMp Serum

B mock Serum

Verhaltnis der Immunglobulintiter

IgM IgG 1gG1 lgG2a/c 1gG3

Abb. 44: Unterschiede im Gesamtkorper Ig Profil der Mause durch Infektion mit MVMp Viren

Von naiven C57Bl/6 Mausen wurde vor Versuchsbeginn Serum durch retrobulbare Blutentnahme aus
dem Auge gewonnen. 14 Tage nach Infektion (s.c.) mit 10® pfu MVMp Wildtyp Viren wurde erneut
Blut durch Herzpunktion gewonnen. Mit spezifischen ELISAs wurden die Seren auf die Ig Subtypen
IgM, 1gG1, 1gG2c, IgG3 und Gesamt-IgG untersucht. Die ,nachher” und ,vorher® Ig Titer jedes
Serumpaars wurden jeweils miteinander ins Verhaltnis gesetzt. ). 1gG2c ist ein Allel in C57Bl6
Mausen, das dem IgG2a anderer Mause (H29, zum Beispiel Balb/c) entspricht.

In allen Mausen konnte nach Infektion mit MVMp eine starkere Zunahme aller

getesteten Ig festgestellt werden als in unbehandelten Mausen. In letzteren war
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uberraschenderweise auch ein Ig Anstieg nachzuweisen, der wahrscheinlich auf das

Wachstum der etwa 8 Wochen alten Mause zuruckzuzfiihren ist.

Die grofite Vervielfaltigung konnte bei den beiden Subtypen IgG2c (10x), das dem
IlgG2a anderer Mause (H2%) entspricht, und 1gG3 (5x) beobachtet werden. Beide
werden mit Th1-Immunantworten in Verbindung gebracht. Bei ihrem Gegenspieler
IgG1 (Th2-Immunantwort) war deshalb auch nur ein geringer Anstieg detektierbar,
der im Gegensatz zu allen anderen nicht signifikant war. Daraus lasst sich
vermuten, dass eine Infektion mit MVMp Parvovirus eine Verschiebung des
Immunglobulin Profils zugunsten der Th1 reprasentierenden Subtypen IgG2a/c und
IgG3 verursachte. In der Analyse des Gesamt-IgG spiegelt sich dies nur geringfugig
wieder, da sowohl IgG2a (24 %) als auch 1gG3 (2 %) nur in geringen Mengen im

Serum vorliegen.

Um das erhaltene Ergebnis, dass MVMp eine allgemeine Th1-Immunantwort hervor-
ruft, zu bestatigen, wurde der Versuch mit Typ I IFN-Rezeptor defizienten C57Bl/6
Mausen (IFNAR-/-) wiederholt. Als Kontrolle dienten herkommliche C57Bl/6 Mause,
die auch schon zuvor verwendet wurden. Sie erhielten eine hohe Dosis an MVMp
Virus (10° pfu s.c.), um zusatzlich eine Aussage iiber zytotoxische Effekte durch das
Virus treffen zu konnen. Bei IFNAR-/- Mausen ist die Wirkung von IFN-a und IFN-j,
durch den fehlenden Rezeptor blockiert. Beide Interferone besitzen bedeutende
antivirale Funktionen und schutzen den Wirt vor Virusinfektionen. Bei einem
Wirkungsverlust kann sich eine Viramie etablieren. Ein Nebeneffekt ist die
Beeintrachtigung der Aktivitat von IFN-y in IFNAR-/- Mausen, das ein Stimulator fur

eine Th1 Immunantwort darstellt.

In den IFNAR-/- Mausen konnte jedoch weder eine pathologische Viramie, noch
eine verminderte allgemeine Th1-Antwort festgestellt werden. Die Tiere
uberlebten die 14 Tage Infektion ohne auffallige Verhaltensmuster. Die Gesamt-Ig
Konzentrationen im Blut waren identisch zu denen normaler Mause und stimmten
mit den Werten des vorhergehenden Versuch uberein, indem IgG2c etwa 10-fach,
IgG3 6-fach und IgM 2- bis3-fach gegenuber Seren nicht infizierter Tiere erhoht

war.

73



ERGEBNISSE

4.2.2 Bildung von Antikorpern gegen NS1 und das virale Kapsid

Da nach Infektion mit MVMp ein Konzentrationsanstieg aller in Kap. 4.2.1
getesteten Immunglobuline beobachtet werden konnte, war es wahrscheinlich, dass
auch antivirale Antikorper derselben Ig Isotypen gebildet werden. Dies wurde in
einem MVMp Kapsid ELISA Uberpruft (Abb. 45).

Wie erwartet konnten spezifische MVMp Kapsid Antikorper aller getesteten Ig
Isotypen IgM, 1gG, IgG1, IgG2a/c und IgG3 nachgewiesen werden.
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Abb. 45: Anti-MVMp Kapsid Antikorper verschiedener Ig Isotypen

C57Bl/6 Mause wurden mit 10® pfu MVMp Wildtyp Virus infiziert und 14 Tage spater Serum durch
Herzpunktion nach Totung gewonnen. Die Seren wurden in einem MVMp Kapsid ELISA auf die
Produktion antiviraler Antikorper und deren Zuordnung zu verschiedenen Ig Isotypen (IgM, IgG1,
IgG2c und 1gG3) untersucht. Das in C57Bl6 Mausen vorkommende Allel 1gG2¢ entspricht dem IgG2a
anderer Mause (H2¢, zum Beispiel Balb/c).

Es wurden auch die Seren der IFNAR-/- Mause (Kap. 4.2.1) auf ihre antiviralen
Antikorpertiter getestet (Abb. 46).

Die IFNAR-/- Mause waren gegenuber den normalen Mausen nicht in ihrer viralen
Antikorperproduktion beeintrachtigt. Bei fast allen Ig Subtypen konnten keine
unterschiedlichen Titer festgestellt werden. Entgegen den Erwartungen
produzierten IFNAR-/- Mause sogar deutlich mehr MVMp spezifische 1gG2c
Antikorper als normale C57Bl/6 Mause. Der t-Test ergab fur diese Werte ein

Konfidenzintervall von mindestens 90 %.
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Abb. 46: Anti-MVMp Kapsid Antikorper verschiedener Ig Isotypen in IFNAR-/- Mausen

Je 5 C57Bl/6 und IFNAR-/- Mause wurden mit 10° pfu MVMp Wildtyp Virus infiziert und 14 Tage
spater Serum durch Herzpunktion nach Totung gewonnen. Die Seren wurden in einem MVMp Kapsid
ELISA auf die Produktion antiviraler Antikorper und deren Zuordnung zu verschiedenen Ig Isotypen
(IgM, 1gG1, IgG2c und IgG3) untersucht.

Weiterhin wurde analysiert, ob auch Antikorper gegen bestimmte virale Proteine
(NS1, NS2, VP1) gebildet wurden. Dies konnte sehr einfach in einer Immunfluores-
zenz getestet werden, indem mit leeren MVMp Kapsiden oder rekombinanten
Vacciniaviren (VV-NS1, VV-NS2, VV-VP1) infizierte A9 Zellen mit Serum inkubiert
wurden. Die gebundenen antiviralen Serum-Antikorper wurden anschlieBend mit
anti-Maus-FITC Antikorper markiert und in einem Fluoreszenzmikroskop detektiert
(Abb. 47).

In den Seren MVMp-infizierter Mause konnten unabhangig vom Administrationsweg
spezifische antivirale Antikorper fur virale Kapside, NS1 und VP1 detektiert
werden, dagegen aber keine NS2 Antikorper. Mit der Immunfluoreszenz ist die
Lokalisation der jeweiligen Proteine in A9 Zellen deutlich zu erkennen: NS1 und
VP1 besitzen eine Kernlokalisierungssequenz, wahrend Kapsidteile im Zellplasma
verbleiben. Anti-Kapsid Antikorper wurden stets zu 100 % entwickelt, NS1
Antikorper dagegen nicht immer. Mit einer sensitiveren NS1 ELISA Methode konnte
festgestellt werden, dass 22 von 24 Serumproben, also 92 %, NS1 spezifische Anti-
korper aufwiesen. Dies konnte in mehreren Versuchen bestatigt werden. VP1
Antikorper konnten in allen 12 Seren eines Versuches nachgewiesen werden. Es ist
jedoch nicht auszuschlieffen, dass vereinzelte Fallen, ahnlich wie bei NS1, ohne

VP1 Antikorperbildung auftreten.
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Abb. 47: Immunfluoreszenz zur Detektion antiviraler Antikorper

C57Bl/6 Mause wurden mit 10® pfu MVMp Wildtyp Virus s.c., i.p., i.v. oder i.n. infiziert und 14 Tage
spater Serum durch Herzpunktion nach Totung gewonnen. A9 Zellen wurden mit leeren MVMp
Kapsiden oder mit den rekombinanten Vacciniaviren VV-NS1, VV-NS2 oder VV-VP1 infiziert und nach
6 h mit Serum inkubiert. Die gebundenen antiviralen Serum-Antikorper konnten nun mit anti-Maus-
FITC Antikorper detektiert werden.

4.2.3 Virus neutralisierende Aktivitat der antiviralen Antikorper

Eine wichtige Fragestellung im Hinblick auf eine virale Therapie ist, ob die auf eine
Infektion gebildeten antiviralen Antikorper eine Virus neutralisierende Aktivitat
besitzen. Da Parvoviren in permissiven Zellen (zum Beispiel A9) zytotoxisch sind,
konnte diese Eigenschaft fur einen Neutralisationstest verwendet werden.

Virus wurde vor der Infektion von A9 Zellen mit Serum von MVMp oder mock
infizierten Mausen inkubiert und das Uberleben der Zellen 3 Tage spater mit dem
Reagenz Alamar Blue® bestimmt. Daraus liel sich die neutralisierende Aktivitat
ableiten (Abb. 48).

Tatsachlich konnte Serum von MVMp infizierten Mausen das MVMp Virus
neutralisieren, da eine Inkubation mit Virus und anschliefende Infektion zu 100 %
Uberleben der Zellen fiihrte. Erst bei hoheren Serumverdiinnungen (1:200) nahm
die neutralisierende Aktivitat ab und ein zunehmendes Absterben der Zellen war zu

beobachten. Im Gegensatz dazu konnte Serum von nicht infizierten Mausen (mock
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Serum) das Virus nicht neutralisieren (0 %), da die Zellen ebenso wie MVMp

infizierte Zellen (ohne Serumeinwirkung) abstarben.
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Abb. 48: Bestimmung der Virus neutralisierenden Aktivitat antiviraler Antikorper

C57Bl/6 Mause wurden mit 10® pfu MVMp Wildtyp Virus infiziert und 14 Tage spater Serum durch
Herzpunktion nach Totung gewonnen. MVMp Wildtyp Virus wurde vor der Infektion von A9 Zellen
(moi 10) mit verschiedenen Serumverdinnungen fur 1 h inkubiert. Nach 3 Tagen wurde dem
Zellkulturmedium jeweils 10 pl des Reagenz Alamar Blue® zugegeben und der Farbumschlag nach 3
Stunden Inkubation (bei 37°C) bei der dualen Wellenlange von 540 zu 620 nm gemessen. Die
neutralisierende Aktivitit (in %) errechnet sich aus dem Verhiltnis des Uberlebens von infizierten zu
nicht infizierten Zellen (Maximum), wobei das minimale Signal des bei MVMp Infektion Uberlebenden
Anteils jeweils abgezogen wurde.

Das neutralisierende Potenzial der antiviralen Antikorper konnte in einem weiteren
Versuch bestatigt werden. In diesem wurde das rekombinante MVMp/EGFP Virus
mit Serum inkubiert, bevor A9 Zellen infiziert wurden. Nach 3 Tagen wurde die
EGFP Expression in einem Fluoreszenzmikroskop uUberprift (Abb. 49). Serum MVMp
infizierter Mause inhibierte die Transgenexpression des MVMp/EGFP Virus in A9
Zellen. Im Gegensatz dazu konnte keine Beeinflussung der EGFP Expression durch

Serum von naiven Kontrolltieren beobachtet werden.

Abb. 49: Inhibierung der Transgenexpression (EGFP)
durch neutralisierende Antikorper

C57Bl/6 Mause wurden mit 10® pfu MVMp Wildtyp Virus
infiziert und 14 Tage spater Serum durch Herzpunktion
nach Totung gewonnen. Rekombinantes MVMp/EGFP
Virus wurde vor der Infektion von A9 Zellen (moi 10) mit
der Serumverdiinnung 1:100 fir 1 h inkubiert. Als
Kontrolle diente Serum von nicht infizierten Mausen.
Nach 3 Tagen wurde die EGFP Expression im Fluores-
zenzmikroskop uberpriift.

Serum MVMp
infizierter Mause

Kontrollserum
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4.2.4 Einfluss des Infektionsweges auf die Antikorperbildung

Von weiterem Interesse war, welchen EinfluB unterschiedliche Applikationswege
des Virus auf die antivirale Antikorperbildung ausuben. In einem weiteren Versuch
wurden daher C57Bl/6 Mause mit MVMp Virus subkutan, intraperitoneal, intravenos
oder intranasal infiziert. 15 Tage spater wurden die antiviralen IgG Titer aus dem
Serum in einem MVMp Kapsid und einem NS1 ELISA bestimmt und miteinander
verglichen (Abb. 50).
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Abb. 50: EinfluB des Infektionsweges auf die antiviralen IgG Antikorpertiter

C57Bl/6 Mause wurden mit 10® pfu MVMp Wildtyp Virus jeweils unterschiedlich infiziert: subkutan,
intraperitoneal, intravenos und intranasal. Jede Gruppe umfasste 3 Tiere. Nach 15 Tagen wurde
Serum durch retrobulbare Blutentnahme aus dem Auge gewonnen. Die Seren wurden in einem MVMp
Kapsid und einem NS1 ELISA auf die Produktion antiviraler 1gG Antikorper untersucht

Die hochsten 1gG Antikorpertiter wurden nach intravenoser Virusinjektion erhalten.
Dies galt sowohl fur NS1 als auch fur Kapsid Antikorper. Etwa gleich hohe Titer
waren dagegen nach subkutaner und intraperitonealer Virusinfektion zu
beobachten. Die geringste antivirale Antikorpermenge wurde nach intranasaler
Virusadministration nachgewiesen. Allerdings kann in diesem Fall nicht ausge-
schlossen werden, dass ein Teil der applizierten Virusmenge durch eine orale

Aufnahme der Maus verlorenging.
Die Seren sollten ebenfalls auf ihre Virus neutralisierende Aktivitat gepruft werden.

Dafur wurde analog zu Kap. 4.2.3 Serum mit Virus vor der Infektion von A9 Zellen
inkubiert (Abb. 51).
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Abb. 51: Virus neutralisierende Aktivitat antiviraler Antikorper nach unterschiedlichen Infek-
tionswegen

Je 3 C57Bl/6 Mause wurden mit 10® pfu MVMp Wildtyp Virus jeweils unterschiedlich infiziert (s.c.,
i.p., i.v., i.n.) und nach 15 Tagen Serum durch retrobulbare Blutentnahme aus dem Auge gewonnen.
MVMp Wildtyp Virus wurde vor der Infektion von A9 Zellen (moi 10) mit verschiedenen Serum-
verdinnungen fur 1 h inkubiert. Nach 3 Tagen wurde dem Zellkulturmedium jeweils 10 pl des
Reagenz Alamar Blue® zugegeben und der Farbumschlag nach 3 Stunden Inkubation (bei 37°C) bei
der dualen Wellenlange von 540 zu 620 nm gemessen. Die neutralisierende Aktivitat (in %) errechnet
sich aus dem Verhiltnis des Uberlebens von infizierten zu nicht infizierten Zellen (Maximum), wobei
das minimale Signal des bei MVMp Infektion uberlebenden Anteils jeweils abgezogen wurde.

Alle Seren wirkten virusneutralisierend. Da die intranasale Infektion den geringsten
Antikorpertiter erzeugte, war auch nicht uberraschend, dass das neutralisierende
Potenzial in diesem Fall am niedrigsten war. Bei den anderen Gruppen war kein
signifikanter Unterschied nachzuweisen. Tendenziell aber konnte eine dem
jeweiligen Antikorpertiter entsprechende neutralisierende Aktivitat der einzelnen

Gruppen beobachtet werden.

4.2.5 Persistenz der antiviralen Antikorper

Da antivirale Antikorper, vor allem wenn sie neutralisierende Aktivitat besitzen, bei
einer langerfristigen Therapie hinderlich sein konnen, wurde auch die Persistenz
der antiviralen IgG Antikorper in den Mausen bis zu einem Zeitraum von 6 Monaten
uberpruft (Abb. 52).

Bei subkutaner (s.c.) und intraperitonealer (i.p.) Administration konnte bereits
nach 2 Monaten eine deutliche Abnahme der antiviralen Antikorper im Serum
beobachtet werden. Dieser Pegel anderte sich nach insgesamt 6 Monaten nur
unmerklich. Gegensatzlich dazu verhielt es sich bei intravenoser (i.v.) oder

intranasaler (i.n.) Applikation. Bei i.v. Administration wurden nicht nur die
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hochsten Antikorpertiter erreicht, sondern auch die am langsten bzw. hochsten
persistierenden. Nach 6 Monaten allerdings sind die Titer auf einen gleich hohen
Wert gesunken wie nach s.c. oder i.p. Gabe. Die anfangs niedrigen antiviralen IgG
Konzentrationen nach i.n. Verabreichung konnten (i) durch eine orale Virus-
aufnahme, (ii) durch eine langere Anlaufzeit, bis das Virus geeignete Zellen fur
seine Replikation findet, oder (iii) durch ein langeres Verborgenbleiben vor dem

abwehrenden Immunsystem erklart werden.
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Abb. 52: Persistenz antiviraler IgG Antikorpertiter nach unterschiedlichen Infektionswegen

Je 3 C57Bl/6 Mause wurden mit 10® pfu MVMp Wildtyp Virus jeweils unterschiedlich infiziert (s.c.,
i.p., i.v., i.n.) und nach 15 Tagen und 65 Tagen Serum durch retrobulbare Blutentnahme aus dem
Auge, sowie nach 180 Tagen (ca 6 Monate) durch Herzpunktion nach Totung gewonnen. Die Seren
wurden in einem MVMp Kapsid ELISA auf die Produktion antiviraler Antikorper untersucht.

4.3 Modell fiir eine readministrative Therapie

Wie bereits erwahnt konnen antivirale und neutralisierende Antikorper bei einer
langeren oder wiederholten Therapie ein Problem darstellen. Ob dies bei einer
parvoviralen Therapie tatsachlich der Fall ist, sollte in einem entsprechenden

Modell getestet werden.

4.3.1 Inhibierung der viralen Genexpression nach wiederholter Virusgabe

In einem Modell fur eine readministrative parvovirale Therapie erhielten Mause in
einem Abstand von 10 Tagen zwei Virusinjektionen derselben Menge, aber an

unterschiedlichen Orten (linke und rechte Flanke). Als Kontrolle dienten Mause, die
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jeweils nur eine der beiden Virusinjektionen erhielten oder gar keine. Die
Replikationsfahigkeit der Viren wurde sowohl in tumorfreien als auch in B78/H1
Melanom-tragenden Mausen mittels RT-PCR untersucht. Dafur eignen sich nach
Laborerfahrung sowohl Tumorgewebe, als auch Lymphozyten aus dem Lymphknoten
(N. Giese, unveroffentlichte Daten). Eine PCR mit dem Housekeeping Gene 3-Aktin
kontrollierte, ob die RNA-Aufbereitung erfolgreich war und ob gleiche Mengen cDNA
fur die PCR eingesetzt wurden. Neben viraler mRNA wurde auch die virale DNA im
Gewebe analysiert. In Abb. 53 ist eine RT-PCR Anaylse aus den Lymphknoten

tumortragender Mause dargestellt.

Kontrolle 1. Injektion zwei Injektionen Kontrolle 2. Injektion
MVMp 0 | MVMp | 0 1. Injektion
MVMp MVMp o} 2. Injektion
+ + 4 ++ ++ +4+ | -4+ -4 -4

B-Aktin

Virus-DNA

Virus-mRNA

Abb. 53: RT-PCR Analyse der Lymphknoten im readministrativen Modell

B78/H1 Melanom-tragende C57Bl/6 Miuse wurden zundchst mit 10® pfu MVMp Wildtyp Virus
intratumoral auf der rechten Flanke (blau) und 10 Tage spater mit der gleichen Menge auf der
linken Flanke (rot) infiziert. Als Kontrollen erhielten Tiere jeweils nur eine Virusinjektion oder gar
keine (0). 3 Tage nach erster oder zweiter Infektion wurden die Tiere getotet und die ableitenden
Lymphknoten jeweils mittels RT-PCR auf das Housekeeping Gene B-Aktin, virale DNA und virale
Transkripte (mRNA) analysiert.

Die PCR mit dem Housekeeping Gene B-Aktin lieB auf den Einsatz gleicher Mengen
cDNA aller Proben schlieBen, da die Banden gleich hohe Intensitaten aufwiesen. Die
Kontrollen fur die erste und zweite Injektion bestatigten einen korrekten
Versuchsablauf, da sowohl Virus DNA, als auch virale Transkripte (mRNA)
nachweisbar waren.

Die interessante Gruppe war naturlich die mit beiden Virusinjektionen. In diesem
Fall konnte keine virale Transkription detektiert werden. Die trotzdem vorhandene
Virus DNA konnte auch von der ersten Injektion herruhren. Das gleiche Ergebnis
konnte auch in den Tumorgeweben und den Lymphknoten tumorfreier Mause

erhalten weden.
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4.3.2 Keine Kreuzreaktivitat von anti-MVMp Antikorpern mit H1 Viren

Die eben belegte Inhibierung der Transkription nach wiederholter MVMp Applikation

ist wahrscheinlich auf eine neutralisierende Aktivitat antiviraler Antikorper
zuruckzufuhren. Als Umgehung dieses Problems kann versucht werden, die fur die
Neutralisierung zuganglichen Strukturen der Viruskapsel geringfligig zu modifizieren
(Dr. J.M. Almendral, Madrid; laufendes Projekt einer EU-Kooperation). Eine andere
Moglichkeit bietet die Pseudotypisierung des viralen MVMp Genoms mit dem Kapsid
des dem MVMp nahe verwandten H1 Virus.

Dieser Pseudotyp MVMp(H1) wurde in unserem Labor bereits entwickelt und auf
seine Infizierbarkeit getestet (Wrzesinski et al., 2003). Bevor jedoch ein in vivo
Versuch begonnen werden konnte, musste zunachst geprift werden, ob die in
MVMp-immunisierten Mausen gebildeten Antikorper eine H1 Virus neutralisierende
Aktivitat aufwiesen.

In einem Versuch wurde daher H1 Virus mit Serum inkubiert, bevor NBK Zellen damit
infiziert wurden. Das Uberleben der Zellen wurde nach 3 Tagen mit dem Alamar Blue®

Reagenz bestimmt und die neutralisierende Aktivitat berechnet (Abb. 54).

neutralisierende Aktivitat in %
8

40 1 =k anti-H1 Serum
- anti-MVMp Serum
2 —e— Kontrollserum
ol B — i B = ———
10 100 1000 10000 100000
Serumverdiinnung

Abb. 54: Keine Kreuzreaktivitat des H1 Virus mit anti-MVMp Antikorpern

C57Bl/6 Mause wurden mit 10® pfu MVMp Wildtyp Virus infiziert und 14 Tage spater Serum durch
Herzpunktion nach Totung gewonnen. H1 Wildtyp Virus wurde vor der Infektion von NBK Zellen (moi
10) mit verschiedenen Verdinnungen von anti-MVMp und anti-H1 Serum als Positivkontrolle
(Kaninchen) fur 1 h inkubiert. Nach 3 Tagen wurde dem Zellkulturmedium jeweils 10 pl des Reagenz
Alamar Blue® zugegeben und der Farbumschlag nach 3 Stunden Inkubation (bei 37°C) bei der dualen
Wellenlange von 540 zu 620 nm gemessen. Die neutralisierende Aktivitat (in %) errechnet sich aus
dem Verhiltnis des Uberlebens von infizierten zu nicht infizierten Zellen (Maximum), wobei das
minimale Signal des bei MVMp Infektion Uberlebenden Anteils jeweils abgezogen wurde.

82



ERGEBNISSE

Anti-MVMp Serum zeigte keine Kreuzreaktivitat mit den verwandten H1 Viren, da
alle Zellen aufgrund der viralen Infektion in gleichem Male wie mit Kontrollserum
starben und die neutralisierende Aktivitat 0 % betrug. Im Gegensatz dazu konnte
ein in Kaninchen produziertes anti-H1 Serum das Virus zu 100 % neutralisieren und

diente damit als positive Kontrolle des Versuches.

4.3.3 Umgehung der neutralisierenden Immunantwort bei viraler Zweit-
applikation durch Pseudotypisierung

Da, wie gerade festgestellt, die anti-MVMp Antikorper mit H1 Viren nicht kreuz-
reagieren konnen, ist bei einer notwendigen Zweitapplikation mit dem gleichen
Virus zumindest theoretisch eine Umgehung der neutralisierenden Immunantwort
durch eine Pseudotypisierung denkbar. In einem in vivo Modell, das dem in Kap.
4.3.1 beschriebenem Versuch angepasst wurde, sollte dies getestet werden.

B78/H1 Melanom-tragende Mause erhielten in einem Abstand von 10 Tagen zwei
Virusinjektionen, zuerst MVMp Wildtyp Virus auf der rechten Flanke, spater, auf der
linken, entweder das normale, rekombinante MVMp/EGFP Virus oder den Pseudotyp
MVMp/EGFP(H1) mit einer H1 Hulle. In einem Vorversuch wurde sichergestellt, dass
B78/H1 Zellen mit dem Pseudotyp infizierbar sind. Als Kontrolle dienten wiederum
Mause, die jeweils keine oder nur eine der beiden Virusinjektionen erhielten.
AnschlieBend wurden wiederum Tumorgewebe und ableitende Lymphknoten auf
das Housekeeping Gene B-Aktin, virale DNA und Transkription (mRNA) mittels RT-
PCR analysiert (Abb. 55).

Kontrolle 1. Injektion wiederholte Injektionen Kontrolle 2. Injektion
MVMp o ‘ MVMp ‘ o 1. Injektion
MVMp/EGFP Pseudotyp MVMp/EGFP Pseudotyp o 2. Injektion

+ + + ++ ++ +4+|++ ++ ++ -+ -+ -+ -4 - -

B-Aktin

Virus-DNA

Virus-mRNA

Abb. 55: RT-PCR Analyse des Tumorgewebes bei Zweitapplikation eines Pseudotyps

B78/H1 Melanom-tragende C57Bl/6 Mausen wurden zundchst mit 10® pfu MVMp Wildtyp Virus
intratumoral auf der rechten Flanke (blau) und 10 Tage spater auf der linken mit 5x10” ru
MVMp/EGFP (violett) oder MVMp/EGFP(H1) (Pseudotyp, rot) Virus. Als Kontrollen erhielten Tiere
jeweils nur eine der Virusinjektionen oder gar keine (0). 3 Tage nach erster oder zweiter Infektion
wurden die Tiere getotet und die Tumorgewebe jeweils mittels RT-PCR auf das Housekeeping Gene
B-Aktin, virale DNA und virale Transkripte (mRNA) analysiert.

83



ERGEBNISSE

Wie bereits im vorhergehenden Versuch (Kap. 4.3.1) konnte in allen Proben B-Aktin
und in den Kontrollen fur die Virusinjektionen virale DNA und Transkripte
nachgewiesen werden. Auch die fehlende mRNA Produktion nach viraler
Zweitapplikation konnte bestatigt werden. Allerdings scheint in einem Fall die

Infektion eines Tieres nicht funktioniert zu haben.

Von Interesse war die Gruppe, die nach der MVMp Injektion mit dem Pseudotyp
MVMp/EGFP(H1) infiziert wurde. In der Tat konnte in diesem Fall wie erwartet eine
virale Transkription detektiert werden. Somit scheint es, dass eine neutralisierende
Immunantwort bei einer erneuten Therapie in kurzerem Zeitabstand durch
Pseudotypisierung des viralen Genoms umgangen werden kann. Dies ist in Abb. 56

schematisch dargestellt.
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Abb. 56: Modell fiir eine Therapie mit wiederholter Virusgabe
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III Diskussion

1 Charakterisierung parvoviraler Vektoren

Im Hinblick auf einen erfolgreichen Einsatz in der Gentherapie wurde bei der
Herstellung rekombinanter Parvoviren darauf geachtet, dass alle genomischen
Sequenzen, die fur die DNA-Replikation, die Genexpression oder die Zytotoxizitat
der Viren essentiell oder zumindest von groBer Bedeutung sind, im Genom der
rekombinanten Viren erhalten bleiben (Kap. 1/4.6). Der Einbau eines Transgens
wurde daher durch eine Deletion im Kapsidprotein-kodierenden Bereich des
Wildtyp Virus ermoglicht. Die fehlende Fahigkeit rekombinanter Viren, Kapsid-
proteine (VP) zu synthetisieren, ist deshalb der einzige Unterschied zu den Wildtyp
Viren, weshalb von beiden nahezu gleiche Merkmale erwartet werden wiurden.
Inwieweit die Eigenschaften rekombinanter Viren mit denen des Wildtyp Virus

tatsachlich ubereinstimmen, soll nun diskutiert werden.

1.1 Geringe Infektiositat rekombinanter Viren

Bei gleicher viraler Partikelzahl war bei Stocks rekombinanter Viren eine geringere
Infektiositat als bei Wildtyp Viren zu beobachten (Kap. 11/1.2). Dies spiegelte sich
auch nach Messung von intrazellularer viraler DNA wieder, indem nach der Infektion
von Zellen mit einer gleichen infektiosen Virusmenge beider Viren mehr
rekombinante als Wildtyp Virus DNA nachgewiesen wurde (Kap. 1I/1.3). Die
Infektiositat der Viren wurde dabei jeweils anhand ihrer Replikationsfahigkeit
bestimmt. Demzufolge zeigen rekombinante Viren eine geringere Replikation als

die gleiche Anzahl an Wildtyp Viren.

Nach Transfektion einer gleichen Menge infektioser Wildtyp und VP-deletierter
rekombinanter DNA Klone konnten jedoch gleich viel monomere und dimere
Replikationsformen festgestellt werden (Kestler et al., 1999). Daher ist eine

gleiche Replikationsfahigkeit rekombinanter und Wildtyp Viren anzunehmen.
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Es liegt deshalb nahe, dass bei rekombinanten Viren ein geringerer Anteil an
Genomen zur Replikation gelangt als bei Wildtyp Viren. Eine Erklarung daftir ware
eine unvollstandige Verpackung rekombinanter Viren, wodurch die virale DNA von
zellularen DNasen angegriffen und abgebaut werden konnte. Dies ist jedoch
auszuschlieBen, da kurzlich gezeigt werden konnte, dass bei Inkubation von
rekombinanten und Wildtyp Viren mit DNase das Genom in beiden Fallen vor einer
enzymatischen Degradierung geschutzt blieb (unveroffentlichte Ergebnisse, in

Zusammenarbeit mit S. Bolz).

Anhand der durchgefuhrten Versuche kann nicht genau zugeordnet werden,
welcher Schritt im viralen Lebenszyklus nach der Assoziation der Viren mit den
Zellen dafur verantwortlich ist, dass weniger rekombinante Genome zur Replikation
gelangen. Vorstellbar sind eine Beeintrachtigung der Virusinternalisierung in die
Zelle, des intrazellularen Transports, der Dekapsidierung, der Translokalisierung

zum Nukleus oder der zur Replikation benotigten Konversion zum Doppelstrang.

Eine Moglichkeit ware, dass der Einbau eines Transgens in das parvovirale Genom
geringfiigige Anderungen der Virusstruktur bewirkt, die zu Stérungen bei einem
oder mehreren Infektionsschritten fuhren konnen. Ein Beispiel dafur liefert der
unterschiedliche Tropismus der nah verwandten MVMp und MVMi Viren (Kap. 1/4.1).
Lediglich zwei Aminosaure-Austausche bewirken, dass die DNA des MVMp Virus bei
restriktiver Infektion im Gegensatz zu MVMi Virus wahrscheinlich ineffizient
dekapsidiert wird und somit nicht konvertieren und replizieren kann (Ball-Goodrich
et al., 1992; Previsani et al., 1997). Oft beeinflussen bereits geringe Variationen in
den Virussequenzen die virale Rezeptorinteraktion, wie bei HIV, Polio-, Herpes- und
Arenaviren festgestellt werden konnte (Smelt et al., 2001). Bei wiederholter
Injektion eines rekombinanten AAV mit anderer Promotor- oder Transgen-Sequenz
in ein Rattengehirn konnte im Gegensatz zur zweimaligen Gabe des gleichen
Vektors keine oder nur eine geringe Neutralisierung des rekombinanten Virus
beobachtet werden (Mastakov et al., 2002). Dies laBt einen Einflub des viralen
Genoms auf die auBere Viruskapsidstruktur vermuten, so dass unterschiedliche
Sequenzen verschiedene epitope Strukturen mit unterschiedlichen Antikorper-

reaktionen erzeugen konnen.
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Fur das Hundeparvovirus CPV konnte festgestellt werden, dass eine 11 Nukleotide
betragende genomische Sequenz 60 Bindungsstellen mit der Innenseite des
Viruskapsids besitzt (Chapman & Rossmann, 1995). Dadurch wird eine Auswirkung
der genomischen DNA Sequenz auf bestimmte virale Prozesse, zum Beispiel

wahrend der viralen Replikation oder Transkription, vermutet.

Es ist daher vorstellbar, dass bei rekombinanten Parvoviren je nach Transgen
unterschiedliche Einflusse auf die Virusstruktur und damit auch auf die virale
Infektiositat vorliegen. Wir haben auch feststellen konnen, dass mit bestimmten
rekombinanten Vektoren tendenziell hohere infektiose Titer erreicht werden

konnten als mit anderen (unveroffentlichte Laborergebnisse).

Die Beeintrachtigung der Infektiositat durch unterschiedliche Virusstrukturen, zum
Beispiel von rekombinanten und Wildtyp Parvoviren, kann von Zelle zu Zelle
verschieden stark ausgepragt sein. Einen Extremfall diesbezlglich stellen die P815
Zellen dar. In ihnen konnte ein drastischer Unterschied der Infektiositat
rekombinanter und Wildtyp Viren festgestellt werden, indem sie fur MVMp Wildtyp
Viren permissiv waren, nicht dagegen fur die rekombinanten Derivate (Kap. I1/2).
Mit beiden Viren war jedoch eine vergleichbare moi-abhangige Assoziation mit
diesen Zellen zu beobachten (Kap. 1I/1.3). Unklar bleibt, ob die Zellinternalisation
oder der intrazellulare Transportweg der rekombinanten Viren in P815 Zellen
beeintrachtigt ist. P815 Zellen konnten daher zu einer genauen Studie des frihen
parvoviralen Infektionsmechanismus dienen. Ein Grund fur die geringere
Infektiositat rekombinanter Viren in diesen Zellen konnte eine ungenugende
Externalisierung des VP1 spezifischen Epitops darstellen, das nach viralem
Zelleintritt fur den Transport der Virionen zum Zellkern erforderlich ist (siehe
auch 1.3).

1.2 Unterschiede in Amplifikation bei gleicher Proteinexpression

In den permissiven Zellen A9 und NBK konnte trotz gleicher NS1 Proteinexpression
von rekombinanten und Wildtyp Viren ein groBer Unterschied in der viralen
Amplifikation beobachtet werden (Kap. 1I/1.4 und 11/1.5). Dies erscheint zunachst

widerspruchlich, da beide Vorgange dieselbe konvertierte monomere Form als DNA
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Matrize benutzen. Eine weitere Fragestellung ist, warum ein Unterschied in der
viralen Amplifikation nach Infektion mit rekombinanten und Wildtyp Viren
nachgewiesen werden konnte, wahrend nach Transfektion nicht (Kestler et al.,
1999).

Anhand der Methode, mit der die Versuche durchgefuihrt wurden (Zellularer Dot-
Blot), kann nicht zwischen den einzelnen Formen des Replikationszyklus
unterschieden werden. Neueste Ergebnisse mit der Southern Blot Methode zeigen,
dass auch nach Infektion von A9 Zellen mit rekombinanten und Wildtyp Viren
gleiche Mengen an monomeren und dimeren Replikationsformen erhalten werden
(unveroffentlichte Ergebnisse, in Zusammenarbeit mit S. Bolz). Dies bestatigt die
Ergebnisse von Kestler et al. (1999), dass rekombinante und Wildtyp Viren nach

Transfektion ein gleiches Replikationsverhalten aufweisen.

Der Unterschied in der Amplifikation, der mit der in dieser Arbeit verwendeten
Methode (Zellularer Dot-Blot) erhalten wurde, ist daher wahrscheinlich auf die
grole Menge neu synthetisierter und verpackter einzelstrangiger DNA bei Wildtyp
Viren zuruckzufuhren. Bei rekombinanten Viren ist dieser Schritt blockiert, da
durch die Deletion der Kapsidproteine keine Kapside gebildet werden konnen, die

neue Genome verpacken (Rhode et al., 1976; Tullis et al., 1993).

1.3 Geringe Zytotoxizitat rekombinanter Viren

Das virale Protein NS1 galt bisher als der bedeutendste Mediator der parvoviralen
Zytotoxizitat in transformierten Zellen (Li & Rhode, 1990; Legendre et al., 1992).
Wichtige Einflusse auf die Zytotoxizitat wurden auch dem Protein NS2
zugeschrieben (Brandenburger et al., 1990; Legrand et al., 1993). Da in den
rekombinanten Viren das NS-kodierende Gen mit seinem P4 Promotor bewahrt
wurden, wurde angenommen, dass rekombinante und Wildtyp Viren aufgrund der
gleichen Menge an produzierten NS1 Proteinen auch ahnlich hohe zytotoxische
Effekte besitzen. Dies konnte jedoch in keinem der im Rahmen dieser Studie
durchgefuhrten Versuche bestatigt werden. Rekombinante Viren zeigten bei
gleicher Menge an NS1 Proteinen durchweg ein geringeres zytotoxisches Potenzial

in permissiven Zellen als Wildtyp Viren (Kap. 11/1.6). Demzufolge mussen mehrere
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Eigenschaften, in denen sich rekombinante von Wildtyp Viren unterscheiden, fur
die virale Zytotoxizitat von Bedeutung sein. Die unterschiedliche Produktionsweise
beider Viren (uber Infektion fur Wildtyp und Co-Transfektion fur rekombinante

Viren) stellte sich dabei als unwichtig heraus (Kap. 11/1.6).

Der grofite Unterschied zwischen rekombinanten und Wildtyp Viren besteht wie
erwahnt in der Deletion der Kapsidproteine (VP). Diese konnten daher die virale
Zytotoxizitat mitbestimmen. Moglich ware jedoch auch die Beteiligung eines
weiteren in dieser Region kodierenden Proteins, dessen Funktion bisher
groBtenteils unbekannt ist (Zadori et al., 2002). Es wird ein besonderer Einfluf
dieses Proteins auf die Freisetzung von PPV Nachkommenviren diskutiert, bei der
auch die Lyse der Zelle eine wichtige Rolle spielt. Zadori et al. (2002) vermuten

eine direkte Wirkung dieses Proteins auf die zellulare Plasmamembran.

Sehr wahrscheinlich ist das VP1 Protein, bei dem ein sekretorisches Phospholipase
A; (sPLA;) Motif in der VP1 spezifischen Region nachgewiesen werden konnte, in die
virale Zytotoxizitat involviert (Zadori et al., 2001). Die katalytische Seite der sPLA;
ist normalerweise innerhalb des Viruskapsids lokalisiert. Wahrend des endosomalen
Transport des Virus wird sie jedoch nach auBen befordert und ist unter anderem
beim Transport vom spaten Endosom oder Lysosom zum Nukleus beteiligt (Zadori et
al., 2001). In permissiven Zellen werden wahrend der Virusproduktion grofRe

Mengen an VP1 Proteinen gebildet, die zytotoxisch wirken konnten.

In mehreren Fallen konnte in der Tat ein EinfluB der PLA; Aktivitat auf die zellulare
Zytotoxizitat festgestellt werden, unter anderem bei NK Zellen (Whalen et al.,
1999) und Makrophagen (Shin et al., 1999). Der Zusammenhang der parvoviralen
PLA; Aktivitat und des Virus-vermittelten zytotoxischen Effekts wird im Moment in
unserer Forschungsgruppe analysiert. Vorlaufige Ergebnisse lassen auf einen
Zusammenhang der PLA; Aktivitat und Zell-Lyse in A9 Zellen schlieBen, weil
parallel zur einsetzenden Lyse verstarkt Arachidonsauren als Umsetzungsprodukte
der Phospholipasen in den Zellkulturiiberstand freigesetzt werden. Die Involvierung
der parvoviralen Phospholipase wird dabei vermutet, konnte jedoch experimentell
noch nicht bestatigt werden. Die Arachidonsaurefreisetzung kann zudem durch

zytosolische PLA Inhibitoren blockiert werden. Einen Hinweis fur die Assoziation der
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PLA; Aktivitat und die Zytotoxizitat liefert auch das Versuchsergebnis mit einer
geringer zytotoxischen MVMp Mutante, die eine reduzierte Freisetzung von
Arachidonsauren in das Zellkulturmedium aufwies (unveroffentlichte Ergebnisse, J.

Peters).

Ein weiterer Unterschied rekombinanter und Wildtyp Viren besteht darin, dass
Wildtyp Viren im Gegensatz zu rekombinanten Viren zur Bildung von infektiosen
Nachkommenviren befahigt sind. Da die Zytotoxizitat erst 2 bis 3 Tage nach
Infektion deutlich wird, konnten eine Zweitinfektion durch neugebildete Nach-
kommenviren oder leere Kapside durchaus eine Rolle spielen. In der Tat wurde bei
einer Infektion von A9 Zellen mit MVMp Wildtyp Viren und anschliefender Zugabe
von neutralisierenden Antikorpern bzw. Neuraminidase im UberschuB eine mit
rekombinanten Viren vergleichbare geringere Zytotoxizitat festgestellt (Kap.
I1/1.6). Dieser geringe zytotoxische Effekt ist daher wahrscheinlich auf die NS-
Proteine zuruckzufuhren, die in rekombinanten und Wildtyp Viren in gleichen
Mengen gebildet werden. Die Fahigkeit, Nachkommenviren oder Kapside zu
produzieren, scheint daher bei der parvoviralen Zytotoxizitat ein wichtige Rolle zu

spielen.

Da die VP-kodierende Sequenz in das Genom rekombinanter Viren aus
Kapazitatsgrunden nicht wieder integriert werden kann, muss auf andere Weise
versucht werden, die Zytotoxizitat dieser Viren zu verstarken und der von Wildtyp
Viren anzugleichen. Dies konnte durch den Einbau einer starker zytotoxischen
Mutante von NS1 erzielt werden (Corbau et al., 2000; Daeffler et al., 2002).

2. Wirksamkeit gentherapeutischer Versuche mit Parvoviren

Wie dargestellt besitzen rekombinante Viren im Vergleich zu Wildtyp Viren bei
gleichem Replikationstiter zwar eine geringere Zytotoxizitat, andererseits aber
eine gleich hohe Amplifikation und Proteinexpression. Damit sind ihnen die
Eigenschaften, die fur eine gentherapeutische Anwendung am wichtigsten sind,
erhalten geblieben. Durch die Fahigkeit zur autonomen Replikation wird zum einen
der onkotrope Charakter dieser Vektoren gewahrleistet (Dinsart et al., 1996) und

zum anderen die Transgenexpression begunstigt (Hanson et al., 1991). Ein Problem
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konnte die geringere Infektiositat rekombinanter Parvoviren darstellen. Bei
gleicher infektioser Viruszahl rekombinanter und Wildtyp Viren enthalten
rekombinante Viren mehr Viruspartikel als Wildtyp Viren (siehe 1.1). Durch die
hohere Partikelzahl rekombinanter Viren kann eine starkere Immunantwort

ausgelost werden als fur Wildtyp Viren.

2.1 Die anti-parvovirale Immunantwort

Nach Infektion mit MVMp Wildtyp Virus konnte eine ausgepragte humorale Immun-
antwort in C57Bl/6 Mausen nachgewiesen werden (Kap. 11/4.2). Dabei wurden
unabhangig vom Applikationsweg Antikorper unterschiedlicher Isotypen gegen
virale Kapside und die nativen Proteine NS1 und VP1 gebildet. Ahnliche Ergebnisse
wurden mit dem nah verwandten helferabhangigen Parvovirus AAV beschrieben: in
C57Bl/6 Mausen konnten ebenfalls unabhangig vom Applikationsweg AAV-
spezifische IgM, 1gG1, 1gG2a und IgG3 Antikorper nachgewiesen werden (Brockstedt
et al., 1999; Chirmule et al., 2000).

In dieser Arbeit wurde nur die Immunantwort auf MVMp Wildtyp Virus getestet.
Eine Fortfuhrung der Versuche mit rekombinanten Viren ist in Planung. Da auch
Antikorper gegen die viralen Proteine NS1 und VP1 detektiert werden konnten, ist
eine Antikorperbildung gegen korperfremde Transgene, die von rekombinanten
Viren transduziert werden, nicht auszuschlieBen. Bei AAV und MVMi konnten zum
Beispiel Transgenspezifische anti-Ovalbumin Antikorper festgestellt werden
(Brockstedt et al., 1999; Palmer et al., 2002).

2.1.1 Entwicklung einer Virus-neutralisierenden humoralen Immunantwort

Bei den gebildeten anti-parvoviralen Antikorpern konnte eine Virus-neutralisieren-
de Aktivitat festgestellt werden, weshalb die Transgenexpression inhibiert war
(Kap. II/ 4.2.3). Dies stellt ein Problem fur die Effizienz einer zweiten Gabe
desselben Virus dar. Bei AAV konnte eine vollstandige Blockierung der Transduktion
nach wiederholter Virusgabe beobachtet werden, die wahrscheinlich auf
neutralisierende Antikorper zurtuickzufuihren ist (Halbert et al., 2000). Auch bei den
autonomen Parvoviren konnte eine Inhibierung der Genexpression nach der zweiten

Virusgabe nachgewiesen werden. Durch Pseudotypisierung des MVMp Genoms in das
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Kapsid des H1 Virus lief sich dieses Problem jedoch beheben (Kap. 11/4.4).
Theoretisch stehen noch mehr Parvoviren zur Pseudotypisierung des MVMP Genoms
zur Verfugung, zum Beispiel RV, FPV und Lulll, bei denen keine gegenseitige
Neutralisierung nachgewiesen werden konnte (Siegl, 1976). Die Umgehung der
neutralisierenden Immunantwort durch eine voriubergehende Unterdruckung der
Immunantwort, wie fur AAV Viren erfolgreich festgestellt werden konnte (Halbert
et al., 1998), wurde bei einer Tumorimmuntherapie allerdings wenig Sinn machen.
Ein anderer Ansatzpunkt ist, wie bereits erwéahnt, die Anderung der Virusstruktur,
zum Beispiel durch Austausch des Promotors oder der Transgene, die eine Anderung
der auBeren antigenen Epitope bewirkt (Mastakov et al., 2002). Kurzlich wurde
entdeckt, dass bereits der Austausch einer Aminosaure im Kapsid des MVMi Virus
geniigte, um einer neutralisierenden Immunantwort zu entgehen (Lopez-Bueno &
Almendral, 2002).

Die Persistenz der Antikorper kann auch eine Rolle fur die Effizienz einer
Readministration spielen. Fur AAV konnte beobachtet werden, dass eine
wiederholte Administration nach 2 oder 4 Wochen ins Gehirn die Transgen-
expression stark reduzierte, nach 3 Monaten diese jedoch nicht mehr beeintrachtig-
te (Mastakov et al., 2002). Eine andere Arbeitsgruppe stellte trotz
neutralisierenden Antikorpern keinen Verlust der Effizienz bei einer wiederholten
Gabe von AAV nach 2 oder 4 Monaten ins Gehirn fest (Lo et al., 1999).
Wahrscheinlich begiinstigte in beiden Fallen der Gentransfer in das Gehirn diese
Ergebnisse, da die Immunantwort aufgrund der Blut-Hirnschranke im Zentral-
nervensystem eingeschrankt ist. Dennoch sollte getestet werden, ob auch im Fall
des MVMp Parvovirus eine wiederholte Virusgabe nach einem groBeren Intervall als

2 Wochen ohne Wirkungsverlust moglich ist.

Serologische Untersuchungen ergaben, dass nur ein geringer Prozentsatz der
Bevolkerung (maximal 5 %) seropositiv fur Nagerparvoviren ist (Siegl et al., 1984).
Dies stellt einen entscheidenden Vorteil der autonomen Parvoviren gegenuber
humaninfektiosen Viren, zum Beispiel AAV, Adeno- oder Herpesviren dar, gegen die
einige Menschen bereits immun sind. Von 50 menschlichen Serumproben (USA)
wiesen zum Beispiel 80 % AAV-spezifische Antikorper und 18 % AAV-neutralisierende

Antikorper auf (Moskalenko et al., 2000). Dabei konnen je nach Volkerpopulation
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Schwankungen in der Verbreitung AAV-spezifischer Antikorper auftreten. Im
Gegensatz zu den anderen Viren wird bei einer Gentherapie mit Nagerparvoviren
die Effizienz nicht bereits zu Therapiebeginn durch eine neutralisierende

Immunantwort beeintrachtigt.

2.1.2 Induktion einer Tumortherapie forderlichen Th1-Immunantwort

Bezuglich des Immunglobulinprofils insgesamt konnte nach Infektion mit MVMp
Virus ein Anstieg von Gesamt IgG2c, dem IgG2a Analogon in C57Bl/6 Mausen (Martin
et al., 1998), und IgG3 Antikorpern festgestellt werden (Kap. 11/4.2.1). Generell
wurde bei viralen Infektionen unabhangig vom Mausstamm und der Infektionsdauer
eine Pravalenz des IgG2a Isotyps unter den antiviralen Antikorpern beobachtet
(Coutelier et al., 1987). Auch bei einigen Parvoviren wurde dieses Phanomen
beschrieben, darunter CPV (Nicholas et al., 1987) und MVMi (Palmer et al., 2002).
Diese Bevorzugung eines bestimmten Isotyps wird jedoch nicht einzelnen
Eigenschaften der viralen Antigene zugeschrieben, sondern Mechanismen, die durch
den ProzeB der Virusinfektion selbst gesteuert werden (Coutelier et al., 1988).
Dadurch konnen virale Einflusse auf das gesamte Immunglobulinprofil, also sowohl
auf spezifische als auch unspezifische Antikorper, erklart werden. Ein Vergleich der
Immunisierung von Mausen mit infektiosen und UV-inaktivierten Viren bestatigte,
dass nicht die viralen Antigene, sondern der InfektionsprozeB fur die
unterschiedliche Gewichtung der Isotypen (uberwiegend IgG2a fur infektiose bzw.

IgG1 fur UV-inaktivierte Viren) verantwortlich ist (Markine-Goriaynoff et al., 2000).

Obwohl die Produktion von IgG2a und IgG3 Antikorpern durch IFN-y stimuliert wird
(Snapper et al., 1992), konnte in Typ I IFN Rezeptor defizienten (IFNAR-/-) Mausen,
in denen auch der IFN-y Signalweg beeintrachtigt ist (Takaoka et al., 2000), keine
verringerte Konzentration dieser Subtypen im Serum festgestellt werden. Dies
konnte auch von anderen Arbeitsgruppen beobachtet werden, indem nach Infektion
IFN-y defizienter Mause mit verschiedenen Viren zumindest partiell eine IFN-y
unabhangige lgG2a Produktion nachgewiesen wurde (Markine-Goriaynoff et al.,
2000). Vereinzelt konnte nach viraler Infektion sogar eine erhohte antivirale
Antikorperbildung und eine gleichbleibende spezifische CTL Antwort erhalten
werden (Graham et al., 1993; Mo et al., 1997). Daher ist es denkbar, dass die 1gG2a
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und 1gG3 Antikorper nach parvoviraler Infektion entweder unabhangig von IFN-y
produziert oder die Effekte des IFN-y in IFNAR-/- Mausen durch andere
Mechanismen kompensiert werden. Eine weitere Erklarung fur ein gleiches
Antikorperprofil in normalen und IFNAR-/- Mausen nach MVMp Infektion bestiinde
darin, dass in den mutierten Mausen die IFN-a/p Signalkaskade fur die antiparvo-
virale IFN-y Antwort keine Rolle spielt. Eine Bekraftigung dieser These liefert die
kiurzliche Beobachtung, dass das Fehlen des Typ I IFN Rezeptors in menschlichen
Fibrosarkomzellen, die zuvor mit unterschiedlichen Dosen an IFN-y inkubiert
worden waren, die fruhe antivirale IFN-y Antwort gegen Enzephalomyokarditis

Viren nicht signifikant beeintrachtigte (Costa-Pereira et al., 2002).

Die Induktion von 1gG2c und IgG3 Antikorpern nach Infektion mit MVMp deutet auf
eine Immunantwort des Th1 Typs hin (Snapper & Mond, 1993; Germann et al.,
1995). Im Allgemeinen wird eine Th1-Immunantwort von intrazellularen Erregern
ausgelost. Demnach kontrollieren Th1 Zellen die Abwehr vieler pathogener
Mikroorganismen  wie  Viren, Bakterien, Protozoen und Pilze. Das
Komplementsystem spielt dabei eine wichtige Rolle (Jankovic et al., 2001). Eine
favorisierte Th1 Immunantwort wurde bisher bei den Parvoviren KRV (Chung et al.,
2000), RV (Ball-Goodrich et al., 2002), CPV (Nicholas et al., 2002) und PPV (Lo-Man
et al., 1998) beschrieben.

Unter diesem Gesichtspunkt kann ein parvoviraler Vektor in der Krebstherapie ein
immunologisches Adjuvans darstellen, da Th1-beglinstigende Zytokine die

antitumorale Immunitat verstarken (Dredge et al., 2002).

Th1 Zellen unterstutzen unter anderem die zellulare Immunitat. Verwunderlich ist,
dass trotz der wahrscheinlichen Induktion einer Th1-Immunantwort durch MVMp,
keine Virus spezifischen CTLs (zytotoxische Killerzellen) in C57Bl/6 Mausen
nachgewiesen werden konnten (Kap. I11/4.1). Das heift aber nicht, dass eine
zellulare Immunantwort grundsatzlich nicht etabliert wird, zumal bei den
Parvoviren B19 (Tolfvenstam et al., 2001) und KRV (Chung et al., 2000) antivirale
CTLs festgestellt werden konnten. Moglicherweise konnte unter anderen

Bedingungen eine MVMp spezifische T-Zellantwort detektiert werden, zum Beispiel
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durch eine intravenose Immunisierung mit Virus, da dieser Infektionsweg die
hochsten Antikorpertiter hervorrief (Kap. 11/4.2.4) und man daher auch eine
starkere CTL-Antwort vermuten konnte. Eine weitere Moglichkeit ware, dass das
Mausmodell fur eine MVMp Infektion zu restriktiv ist und die Verwendung eines
anderen Mausstamms andere Ergebnisse aufweisen konnte. Es konnte zum Beispiel
gezeigt werden, dass die Infektion von MVMi in C57Bl/6 Mausen asymptomatisch
verlief, wahrend das gleiche Virus in zwei anderen Mausstammen (DBA/2 und
Balb/c) eine lethale Infektion verursachte (Brownstein et al., 1991). Auch bei der
Infektion mit dem Mauseparvovirus MPV konnte ein EinfluB des Stammes und des
Alters der Mause festgestellt werden (Besselsen et al., 2000). Ein weiteres Beispiel
liefert eine AAV spezifische Antikorperbildung, die in C57Bl/6 Mausen hochstens

halb so hoch war wie in Balb/c Mausen (Chirmule et al., 2000).

Das Auftreten einer antiviralen zellularen Immunantwort nach Infektion mit MVMp
Virus kann zwar nicht ausgeschlossen werden, aber es kann angenommen werden,
dass sie sehr gering ist. Auch bei dem Schweineparvovirus PPV wurde kurzlich nur
eine geringe antivirale CTL Aktivitat nachgewiesen, die nach langer Infektionsdauer
(80 Tage) am starksten war und in vitro nicht weiter induziert werden konnte
(Ladekjaer-Mikkelsen et al., 2002). Als hauptsachlicher Schutzmechanismus des
Wirts gegenuber einer akuten parvoviralen Infektion kann daher die Antikorper-

bildung angesehen werden.

Die geringe spezifische T-Zellantwort kann auch dadurch begrindet werden, dass
manche Parvoviren einen oder mehrere Mechanismen entwickelt haben, um einer
vollstandigen Eliminierung durch das Immunsystem zu entgehen. Tatsachlich konnte
bereits gezeigt werden, dass die humorale Immunitat allein zur Elimination von
Rattenparvoviren nicht genuigte, was die Autoren eine Involvierung der spezifischen
T-Zellantwort dabei vermuten lieB. (Gaertner et al., 1995; Jacoby et al., 2000).
Dass Parvoviren einer absoluten Beseitigung wiederstehen konnen, zeigt auch
»Aleutian Disease“, eine persistierende Infektion mit ADV Parvoviren in Nerzen, die
vor allem auf eine standig aktivierte antivirale Immunabwehr zuruckzufiihren ist.
Dabei sind hauptsachlich Antikorper und Immunkomplexe involviert (Ingram & Cho,
1984).
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Auch in MVMp infizierten Mausen kann eine persistierende Virusinfektion aufgrund
der langen Prasenz von antiviralen Antikorpern (mindestens 6 Monate) angenom-
men werden (Kap. 1I/4.2.5). Es konnte daher sein, dass auch in spaten Infektions-
stadien virale Genexpression oder Virusproduktion zu einem gewissen Mab
stattfinden.

Verschiedene Mechanismen sind denkbar, die Parvoviren entwickelt haben, um im
Wirt lange persistieren zu konnen. Es wurde festgestellt, dass Parvoviren die
Synthese von Interferonen, die die erste antivirale Abwehr der Zelle darstellen,
blockieren konnen. Dies konnte fur IFN-B und die Viren MVM, H1, und AAV
nachgewiesen werden (Schlehofer et al., 1992; unveroffentlichte Ergebnisse, L.
Daeffler). Diese Tatsache konnte auch erklaren, warum keine Unterschiede in der
Agilitat normaler C57Bl/6 und IFNAR-/- Mause nach MVMp Infektion beobachtet
werden konnten. Nach MVMp Infektion kann in Mausen lediglich eine
asymptomatische Infektion beobachtet werden, weshalb MVMp in Mausen als
apathogen betrachtet wird (Kimsey et al., 1986). Dabei spielen Interferone keine
Rolle, da trotz fehlender Interferon Induktion in IFNAR-/- Mausen keine Lethalitat

der Tiere festzustellen war (Kap. 11/4.2.1).

Bei einigen Nagerparvoviren (zum Beispiel ADV, KRV, MVMp) konnen folglich
kontroverse Virus-induzierte Reaktionen festgestellt werden. Auf der einen Seite
scheinen sie das Immunsystem uber eine Th1-Immunantwort zu stimulieren, auf der
anderen Seite verstehen sie es jedoch auch, der Immunabwehr, und zwar
hautpsachlich Virus-spezifischen CTLs, zu entgehen. Um beide Beobachtungen zu
vereinen, ware vorstellbar, dass Parvoviren das zellulare Immunsystem aktivieren,
ohne dabei die Immunantwort gegen sich selbst richten zu lassen. Dadurch lieRe
sich auch die im *'Cr-Freisetzungstest detektierte Antigen-unspezifische Lyse von
MC57G Targetzellen durch Milzzellen MVMp infizierter Mause erklaren (Kap.
11/4.1.2).

Starke Th1 Antworten sind oft mit Autoimmunreaktionen verbunden (Druet et al.,
1996). Einige Autoimmunkrankheiten konnen tatsachlich mit Parvoviren assoziiert
werden, zum Beispiel die rheumatoide Arthritis mit B19 (Takahashi et al., 1998)
und Typ I Diabetes mit KRV Parvovirus (1998; Chung et al., 2000). Die AbstoBung
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von Tumortransplantaten und allo- bzw. syngenen Hauttransplantaten wird durch
das Parvovirus MPV gefordert (McKisic et al., 1996; McKisic et al., 1998). Es waren
dabei auch jeweils T-Zellen, insbesondere des Th1 Typs, involviert, die nicht
spezifisch gegen das Virus gerichtet waren. Dies deutet auf eine Virus-induzierte
Storung des immunologischen Gleichgewichts hin. Es konnte festgestellt werden,
dass die bei Autoimmunreaktionen vorliegenden Bedingungen die Regression von
Tumoren begunstigen (Sioud, 2002). Daher konnte die Eigenschaft der Parvoviren,
Autoimmunantworten zu unterstutzen, eine wichtige Rolle bei ihrer antitumoralen

Aktivitat spielen.

2.2 Das Gelingen der parvoviralen Gentherapie im Tumormodell

Schon die ersten praklinischen Versuche mit IL-2 und MCP-3 transduzierenden
rekombinanten H1 Viren in dem permissiven HelLa/Nacktmausmodell demonstrier-
ten eine erfolgreiche antitumorale Gentherapie mit rekombinanten Parvoviren
(Haag et al., 2000; Wetzel et al., 2001). Dieser Erfolg liel sich auch in
immunkompetenten Mausen mit MVMp/IP-10 Viren im H5V Hamangiosarkom (Giese
et al., 2002) und mit MVMp/MCP-3 Viren im B78/H1 Melanom Tumormodell erzielen
(Wetzel, 2000). Mit diesen Versuchen wurde somit bereits gezeigt, dass
rekombinante parvovirale Vektoren effiziente Ubertrager von Zytokinen bzw.
Chemokinen sind und dadurch in der Regel eine starkere antitumorale Aktivitat

besitzen als ihre Wildtyp Viren.

Die Resultate dieser Arbeit (Kap. I1/3.3) bestatigen ebenfalls die generelle
Durchfuihrbarkeit einer parvoviralen Tumortherapie, wenn auch die erlangten
antitumoralen Effekte geringer waren als mit MVMp/MCP-3 Viren im
Melanommodell, in dem unter gleichen ex vivo Versuchsbedingungen eine
vollstandige Tumorregression erreicht werden konnte. Dadurch wird deutlich, wie
stark sowohl das Tumormodell, als auch die verwendeten Transgene das Gelingen
der Therapie beeinflussen konnen. Ein Testversuch zeigte zum Beispiel keine
antitumoralen Effekte der MVMp/MCP-3 Viren im RENCA/Balb/c Mausmodell,
obwohl bei der MVMp-Infektion von RENCA und B78/H1 Zellen in vitro keine
Unterschiede in der Infizierbarkeit festgestellt werden konnten (Wetzel,

unveroffentlichte Ergebnisse). Vor kurzem konnte beobachtet werden, dass RENCA
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Zellen eine Immunsuppression induzierten, obwohl die Zellen selbst nicht direkt
immunsuppressiv wirkten (Banat et al., 2001). Dabei wird nicht die Sekretion
immunsuppressiver Substanzen, sondern die Induktion der Anergie und der Autolyse
von Lymphozyten durch RENCA Tumore als Ursache diskutiert. RENCA Zellen
reduzieren somit drastisch die T-Zellaktivitat. Dies konnte auch fruher schon
festgestellt werden (Gregorian & Battisto, 1990). Aufgrund der hervorgerufenen
Immunsuppression sind RENCA Tumore wahrscheinlich schwieriger zu therapieren
als Melanomtumore. Dies erklart auch die limitierten antitumoralen Effekte in

diesem Tumormodell.

Durch Verbesserung der Antigenprasentation konnte der RENCA-vermittelten
Immunsuppression dagegen vorgebeugt werden (Banat et al., 2001). Dies zeigt,
dass oft der erste Kontakt des Immunsystems mit dem Tumor fur eine antitumorale
Immunantwort ausschlaggebend ist. Die gezielte Immunstimulation stellt daher

einen vielversprechenden Ansatz in der Tumortherapie dar.

2.3 Kein synergistischer Effekt der IL-2 / Chemokin Kombinations-
therapien

Da die parvovirale Infektion von RENCA Zellen in vitro nur sehr geringe zytotoxische
Effekte bewirkt, eignete sich das RENCA/Balb/c Mausmodell zur Studie der
Transgene. Im Blickpunkt standen dabei die antitumoralen Effekte des neu
entdeckten Chemokins MDC und die Kombinationstherapie mit dem bewahrten
Zytokin IL-2. MDC, das unreife DCs effektiv anzulocken vermag, konnte die
Tumorantigenprasentation unterstutzen und dadurch die antitumorale Immunitat
erhohen. Dies konnte auch in einer ersten Studie belegt werden, indem die
Transduktion von MDC in einen 3LL Lungentumor meistens zur vollstandigen
Regression des Tumors fuhrte und eine tumorprotektive Immunitat induzierte (Guo
et al., 2002). Auch im RENCA Tumormodell war ein antitumoraler Effekt des MDC

zu beobachten, der jedoch nicht zur Eliminierung des Tumors fuhrte.

Die immunologische Wirkung des MDC unterscheidet sich wahrscheinlich von der
des IL-2, daher ware ein synergistischer antitumoraler Effekt bei der Transduktion
beider Proteine MDC und IL-2 in den Tumor denkbar. MDC konnte dabei als

,<immunzell-Anlocker® und IL-2 als ,Aktivator“ fungieren. Mit beiden Transgenen
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IL-2 und MDC wurden antitumorale Wirkungen nachgewiesen, die Kombinations-
therapie blieb jedoch ohne zusatzlichen Effekt (Kap. 11/3.3.1). Eine Erklarung
konnte eine Hemmung der Wirkung eines der Modulatoren durch das andere
darstellen. MDC wird mit Th2 Antworten in Verbindung gebracht, wahrend IL-2 Th1
Antworten induziert. Es wurde ferner festgestellt, dass besonders Th1 Zellen eine
bestimmte Dipeptidylpeptidase exprimieren, die das MDC Protein am Ende spalten
und somit eine Interaktion dieser kirzeren Proteinfragmente mit dem bisher einzig
identifizierten CCR4 Rezeptor unterbinden konnen (Mantovani et al., 2000). Dass
die durch MDC geforderte Th2 Antwort durch eine Th1 Umgebung negativ reguliert
werden konnte, bestatigt auch die Inhibierung der konstitutiven MDC Produktion
durch das Th1 Zytokin IFN-y (Bonecchi et al., 1998).

Ebenfalls zu keinem starkeren Effekt als eine Einzeltherapie fuhrte die Kombination
der beiden antitumoralen und Th1 induzierenden Transgene IL-2 und IP-10. Auch in
einigen anderen Fallen konnten in vielversprechenden Kombinationstherapien keine
synergistische Wirkungen erzielt werden, so zum Beispiel bei gleichzeitiger
Transduktion von IL-12/IL-2 oder IL-12/GM-CSF in murine TS/A Tumore (Puisieux et
al., 1998). In beiden Fallen fuhrte die Kombinationstherapie nicht zu einer
Wirkungsverstarkung gegenuber den jeweiligen Einzeltherapien. Da jedoch beide
Zytokinkombinationen in anderen Versuchen auch synergistische Effekte zeigten
(Addison et al., 1998; Wang et al., 2001), hat das Tumormodell wahrscheinlich
einen groBen Einfluf auf die Wirkung einer Kombinationstherapie. Ein Beispiel
dafur ist auch die unterschiedliche Wirkung derselben Kombinationstherapie
(IL-2/Lymphotaktin) in zwei ahnlichen Brustkrebsmodellen, in denen je nach Modell
unterschiedlich ausgepragte antitumorale Effekte erhalten werden konnten
(Emtage et al., 1999). Somit konnte auch das eher immunsuppressive RENCA/
Balb/c Maus Tumormodell die Ursache dafur sein, dass bei den Kombinations-
therapien des MVMp/IL-2 mit MVMp/MDC oder MVMp/IP-10 kein synergistischer

antitumoraler Effekt zu beobachten war.

2.4 Moglichkeiten der Vakzinierung mit Parvoviren

Neben der immunmodulierenden Tumortherapie durch Zytokin oder Chemokin

transduzierende rekombinante Parvoviren, konnen Tumor-assoziierte Antigen-
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exprimierende Parvoviren auch fur Tumorvakzinierungsstrategien angewandt
werden. Dafur sprechen verschiedene Grinde. Zum einen sind Parvoviren mit
zytotoxischen Eigenschaften ausgestattet, die nicht nur das Absterben der
Tumorzellen bewirken, sondern dabei auch das fur die Aktivierung von
tumorspezifischen CTLs wichtige ,,danger signal*“ vermitteln, zum Beispiel in Form
von Hitzeschockproteinen (HSP) (Mohler et al., 2003). HSP vermogen das
Immunsystem auf vielfaltige Weise zu stimulieren, unter anderem auch DC, und
sind daher fur die Tumortherapie von besonderem Interesse (Srivastava & Amato,
2001). Bei einer Tumorzellvakzinierung konnte daher durch Infektion der
Tumorzellen mit Parvoviren die cross presentation aufgrund von vermittelten
w,danger* Signalen gefordert werden. Eine parvoviral induzierte Th1 Immunantwort

konnte darin unterstitzend wirken.

Bei einer Applikation in vivo wurden entsprechende Vektoren, zum Beispiel MVMi,
nicht nur Tumorzellen, sondern gunstigerweise auch Zellen der lymphatischen
Organe mit TAAs transduzieren. Die Vakzinierung konnte jedoch auch im Sinne
einer adoptiven Therapie verlaufen, indem Tumor- oder Immunzellen ex vivo mit
viralen Vektoren beladen werden. Der Vorteil dabei ware die bei in vitro
Infektionen von Zellen vorliegende groBere Infektionseffizienz gegenuber in vivo
Infektionen. Fur die Vakzinierung konnten rekombinante Viren, die
immunstimulierende oder zytotoxische Gene tragen, wie zum Beispiel Apoptin

(Olijslagers et al., 2001), unterstutzend eingesetzt werden.

In einigen Versuchen konnte bereits die Generierung einer protektiven Anti-
Tumorimmunitat durch Vakzinierung mit rekombinanten Parvoviren nachgewiesen
werden. Die ex vivo Infektion muriner K1735 Melanomzellen mit MVMp/IL-2
verhinderte zum Beispiel die Bildung spater implantierter, unbehandelter K1735
Zellen zu 70 % (Clément et al., 2002). Die MVMp/MCP-3 Infektion (ex vivo) anderer
Melanomzellen (B78/H1) erzeugte in mindestens 50 % der Falle eine antitumorale
Immunitat (Wetzel, 2000). Bei wiederholter Administration von MVMp/IP-10 Virus in
vivo konnte die Metastasenbildung deutlich unterdriickt werden (Giese et al.,
2002). Generell konnte beobachtet werden, dass immunstimulierende
rekombinante Parvoviren eine starkere antitumorale Protektion bewirken als

Wildtyp Viren. Nur in ausgewahlten Tumormodellen ist bereits die Vakzinierung mit
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Wildtyp Viren fur eine dauerhafte antitumorale Immunitat ausreichend, wie zum
Beispiel im P815/DBA/2 Modell (Kap. 11/2.3).

Mit Parvoviren werden zur Zeit auch weitere Vakzinationsziele verfolgt. Durch den
Einbau spezieller Transgene, zum Beispiel bakterieller oder viraler
Oberflachenproteine, kann eine protektive Immunantwort gegen eine
Infektionskrankheit erhalten werden, zum Beispiel gegen den bakteriellen Erreger
der Lyme-Borreliose (Palmer et al., 2002). Eine weitere Moglichkeit bietet sich mit
parvoviralen virus-like particles (VLPs), die immunogene Epitope infektioser
Erreger enthalten und nach Vakzinierung vor einer lethalen Infektion, zum Beispiel
durch das lymphozytare Choriomeningitis Virus, schutzen konnen (Casal et al.,
1999).

Insgesamt zeigen diese ersten Ergebnisse der Vakzinierungsversuche eine
vielversprechende Perspektive fur die zukunftige Anwendung von Parvoviren in der

Tumortherapie.
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IV Material und Methoden

1 Material

1.1 Plasmide

Im folgenden sind die in dieser Arbeit verwendeten Plasmide unter Angabe des
laborinternen Codes, der ublichen Bezeichnung und der jeweiligen Referenz bzw.
des Herstellers aufgelistet.

Code: Bezeichnung: Referenz:

# 245 H1/pBk-CMV-VP Kestler et al., 1999

# 325 MVMp/A800 Kestler et al., 1999

# 364 MVMp/CMV-VP Kornfeld, Diplomarbeit 1997

# 366 MVMp/GFP Kornfeld, Diplomarbeit 1997

# 372 MVMp (pd BMVp) Kestler et al., 1999

# 381 MVMp/IL-2 Haag, nicht veroffentlicht

# 383 MVMp/MDC Stroh-Dege, nicht veroffentlicht
# 393 MVMp/IP-10 (crg-2) Giese et al., 2002

# 404 MVMp/EGFP Stroh-Dege, nicht veroffentlicht

1.2 Zelllinien

293T humane Nierenzelllinie, transformiert mit SV40 T-Antigen und Ad5
NBK (NB-324K) humane, fotale Nierenzelllinie, transformiert mit SV40 T-Antigen
Hela humane Zervixkarzinomzelllinie

A9 murine Bindegewebszelllinie, abstammend von L929

RENCA murine Nierenadenokarzinomzelllinie

TS/A murine Mammaadenokarzinomzelllinie

B78/H1 murine Melanomzelllinie

H5V murine Endotheliomzelllinie

P815 murine Mastozytomzelllinie

MC57G murine Fibrosarkomzelllinie

RMA murine T-Lymphomzelllinie

1.3 Zellkulturmedien

Als Zellkulturmedien wurden je nach Zellart und Anwendung DMEM (Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium, Sigma), MEM (Minimum Essential Medium Eagle, Sigma),
o-MEM (Minimum Essential Medium Eagle Alpha Modification, Sigma) oder RPMI
(RPMI 1640 Medium, Sigma) verwendet. Das Serum-reduzierte Medium Opti-MEM 1
(Modifikation von Eagle’s Minimum Essential Medium, Invitrogen) wurde bei
Transfektionen eingesetzt.

103



MATERIAL UND METHODEN

Alle Komplettmedien enthielten 5 oder 10 % fotales Kalberserum (FCS, Invitrogen),
2 mM-L-Glutamin (Invitrogen) und 100 pg/ml Penicillin/Streptomycin (Invitrogen).
DMEM-Komplettmedium wurde fur die Zellen 293T, HelLa, RENCA, TS/A, B78/H1,
H5V und P815, MEM-Komplettmedium fur die Zellen NB-324K und A9, und RPMI-
Komplettmedium fir die Zellen RMA verwendet.

Besondere Medienzusdtze wurden benotigt fiir:
MC57G: 1 mM-Natriumpyruvat MEM (Gibco) = MEM-Komplettmedium/plus

Milzzellen: 0,5 % B-ME-Stocklosung = a-MEM-Komplettmedium/plus
(fur die in vitro Stimulierung von Milzzellen)

0,5 % B-ME-Stocklosung
(fur den zytotoxischen T-Zelltest)

= RPMI-Komplettmedium/plus

1.4 Chemikalien

Sauren, Basen, anorganische und organische Losungen stammen von den Firmen
Amersham, Merck, Roth, Serva oder Sigma in der jeweils hochsten Reinheitsstufe.

1.5 Puffer und Losungen
ACK-Lysepuffer 10 x Elektrodenpuffer

150 mM-NH.CL 30 g Tris
10 mM-KHCO3 144 g Glycin

0,1 mM Na,EDTA 50 ml 20 % SDS
pH7,2-7,4 1000 ml H,0; pH 8,64
sterilfiltrieren, Lagerung bei RT

2x HBSS
R-Mercaptoethanol (ME) Stocklosung 280 mM NaCl
10 pl B-ME-Losung (Sigma) 50 mM HEPES
50 ml RPMI Medium (Sigma) 12 mM D-Glucose
sterilfiltrieren, Lagerung bei 4°C 10 mM KCL

1,5 mM Na;HPO4
Blocklosung pH 7,6
10 % Milchpulver
0,2 % Tween 20 Hybridisierungspuffer
in PBS 3 x SSC

Coating Puffer

10x NaHCOs: 2,93 g /100 ml H,0
10x Na;C0O3: 1,59 g /100 ml H;0
jeweils 1 ml ad 10 ml H,O (pH 9,6)
Lagerung bei 4°C bis zu 1 Monat

Denaturierungspuffer
1,5 M NaCl
0,5 M NaOH
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1 % SDS
5 mM EDTA
10 x Denhardt’s

Ladepuffer
0,25 % Bromphenolblau

0,25 % Xylencyanol
50 % Glycerin

1 mM EDTA

1x TAE ad 100 ml H,0
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LB-Medium

1 % Bacto-tryptone
0,5 % Hefeextrakt
0,5 % NaCl

in H0, pH 7

MEM 2x komplett
77 % MEM 2x
17 % FCS

2 % L-Glutamin (200 mM)
2 % Antibiotika (100 mg/ml)

2 % Nystatin

Neutralisierungspuffer
1,5 M NaCl
0,5 M Tris/HCL (pH 7,2)
1 mM EDTA

Neutralrot-Farbelosung
0,33 % in H,0

PBS 2x

273,8 mM NaCl
5,4 mM KCl
9,8 mM KH,PO4
3,6 mM K;HPO4
pH 7

2x Proteinase Puffer
20 mM Tris-HCL (pH 8=)
20 mM EDTA

1 % SDS

Protein-Ladepuffer 2x

100 mM Tris/HCL (pH 6,8)
286 mM R-Mercaptoethanol

20 % Glycerin
2 % SDS
0,6 % Bromphenolblau

Sammelgel
14,2 ml H,0

3,0 ml 30 % Acrylamid

2,5 ml 0,5 M-Tris

100 pl 20 % SDS

200 pl 10 % Ammoniumpersulfat
20 pl TEMED

TAE-Puffer

40 mM Tris/Acetat
1 mM EDTA

pH 8

TE-Puffer
10 mM Tris/HCL (pH 8)
1 mM EDTA

Transferpuffer

6,055 g Tris

28,5 g Glycin

5 ml 20 % SDS

200 ml Methanol

in 1000 ml H,0, Lagerung bei 4°C

Trenngel
15,9 ml H,0

13,3 ml 30 % Acrylamid

10,0 ml 1,5 M-Tris (pH 8,8)
0,2 ml 20 % SDS
0,4 ml 10 % Ammoniumpersulfat
16 ul TEMED

VTE (Virus-TE)
50 mM Tris/HCL (pH 8,7)
0,5 mM EDTA

Waschlosung 1
3 x SSC
1 % SDS

Waschlosung 2
0,3 x SSC
1 % SDS
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2 Molekularbiologische Methoden

2.1 Kultivierung und Kryokonservierung von Bakterien

E. coli Bakterien wurden in LB-Medium oder auf Agarplatten mit selektivem
Antibiotikum-Zusatz bei 37°C kultiviert. Suspensionskulturen wurden auf einem
Bakterienschuttler uUber Nacht bei ca 200 rpm geschuttelt. Unter diesen
Bedingungen befanden sich die Bakterien am nachsten Morgen in der stationaren
Phase. Zur Kryokonservierung (Glycerolstock) wurden 850 ul der Bakterienkultur
mit 150 pl sterilem Glycerol (100%) versetzt und bei —80°C gelagert.

2.2 Praparation von Plasmid-DNA aus E. coli

2.2.1 Minipraparation zur Isolierung von Plasmid-DNA

5 ml LB-Medium, versetzt mit selektiven Antibiotika, wurden mit Bakterienkolonien
von einer Agarplatte angeimpft und uber Nacht unter Schutteln kultiviert. Die
Extraktion der Plasmid-DNA aus den Bakterien erfolgte mit dem ,,Plasmid Mini Kit“
von QIAGEN nach Angaben des Herstellers. Die gewonnene DNA wurde in 50 pl TE-
Puffer aufgenommen und die Konzentration photometrisch bestimmt.

2.2.2 Maxipraparation zur Isolierung von Plasmid-DNA

Eine Vorkultur von 6 ml LB-Medium, versetzt mit selektiven Antibiotika, wurde mit
Bakterien aus einem Glycerolstock angeimpft und fur 8 h unter Schutteln inkubiert.
Je 1,5 ml davon wurden zu je 250 ml frischem LB-Medium, ebenfalls mit selektiven
Antibiotika versetzt, zugegeben und uUber Nacht unter Schutteln kultiviert. Nach 14
bis 16 h, nachdem die stationare Phase der Bakterien erreicht war, erfolgte die
Extraktion der Plasmid-DNA, basierend auf dem Prinzip der alkalischen Lyse, mit
dem ,,Plasmid Maxi Kit“ von QIAGEN nach Angaben des Herstellers. Die gewonnene
DNA wurde in 1 ml TE-Puffer aufgenommen und die Konzentration photometrisch
bestimmt. Als Endkontrolle wurde das Plasmid einer spezifischen Restriktions-
hydrolyse (siehe 2.4.2) unterzogen und schliesslich bei —20°C aufbewahrt.

2.3 Isolierung von Nukleinsauren aus Gewebe

2.3.1 Extraktion von DNA

Die Extraktion von viraler DNA aus Gewebe und Organen erfolgte mit dem QlAamp
Tissue Kit (QUIAGEN) nach Angaben des Herstellers. Die uber eine Saule
aufgereinigte DNA wurde bei —20°C aufbewahrt.

2.3.2 Extraktion von RNA

Zur lIsolierung von RNA wurde das entsprechende Gewebe mit 1 ml des Reagenz
TRIzol® (Invitrogen), das Phenol und Guanidinisothiocyanat enthalt, lysiert und in
Matrix-Rohrchen (Lysing Matrix D®, Qbiogene) unter hoher Zentrifugationsgeschwin-
digkeit (3 x 20 sec, speed 5; FastPrep®, Qbiogene) homogenisiert. Um eine Degra-
dation der RNA zu vermeiden, wurden die Proben zwischen den Zentrifugations-
schritten auf Eis abgekuhlt. Zur Trennung der RNA von den ubrigen
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Zellbestandteilen wurde 200 pl Chloroform je ml zugegeben, gut vermischt und zur
Phasentrennung 3 min stehen gelassen. Nach Zentrifugation (13 rpm, 4°C, 15 min)
wurde die obere RNA-haltige wassrige Phase vorsichtig abgenommen, zur
Prazipitation mit gleichem Anteil Isopropanol vermischt und 10 min inkubieren
lassen. Das Pellet (13 rpm, 4°C, 10 min) wurde mit 1 ml 75% Ethanol gewaschen,
kurz getrocknet und in 200 pyl 1 mM-EDTA resuspendiert. Bei von der NormgroBe
abweichenden Pellets wurde die Losungsmittelmenge an die PelletgroRe angepasst.
Zur Bestimmung der Konzentration wurde die RNA in 1 mM-EDTA 1:10 verdunnt und
in einer Mikrokuvette photometrisch bei 260 nm gemessen (siehe 2.4.1). Die
Lagerung erfolgte bei —80°C und wahrend der Vearbeitung immer auf Eis.

2.4 Analyse von Nukleinsauren

2.4.1 Photometrische Bestimmung der Konzentration und Reinheit

Nukleinsauren zeigen aufgrund der in ihnen enthaltenen Basen ein Absorptions-
maximum bei 260 nm im ultravioletten Bereich, Proteine dagegen absorbieren
hauptsachlich bei 280 nm. Bei 260 nm entspricht eine Absorption von 1 bei einer
Schichtdicke von 1 cm jeweils einer Konzentration von 50 pg/ml dsDNA, 33 pg/ml
ssDNA und 40 pg/ml RNA. Das Verhaltnis zwischen den gemessenen Absorptionen
bei 260 und 280 nm gibt AufschluB Uber eine eventuelle Verunreinigung der DNA-
oder RNA-Probe mit Proteinen. Bei reinen Nukleinsaure-Losungen liegt der Quotient
beider Werte (Az60/260) ZWischen 1,8 und 2.0.

2.4.2 Restriktionshydrolyse

DNA kann mit Restriktionsenzymen (Invitrogen, Roche, New England Biolabs)
spezifisch gespalten werden. Diese Eigenschaft nutzt man zur Kontrolle von
Plasmiden oder zur Isolierung bestimmter DNA-Fragmente. Zu analytischen
Zwecken wurde 1 pg DNA mit 5 Enzymeinheiten unter den vom Hersteller
angegebenen Reaktionsbedingungen und einer Inkubation von mind. 1 h umgesetzt.
Die gespaltenen DNA Fragmente wurden in einer Agarosegelelektrophorese
voneinander getrennt und sichtbar gemacht (siehe 2.4.3). In der Tab. 12 ist
angegeben, mit welchem Enzym jedes Plasmid analytisch uberpruft wurde und
welche Fragmente die Restriktionshydrolyse jeweils ergibt.

Code Plasmid Enzym Fragmente

# 325 MVMp / A800 Nco I 1638, 4781

# 381 MVMp / IL-2 Eco 47 1II 829, 6106

# 383 MVMp / MDC Bgl II 651, 6044

# 393 MVMp / IP-10 (crg-2) EcoR1 575, 1714, 4874
# 366 MVMp / GFP Spel 3079, 4071

# 404 MVMp / EGFP Nco I 963, 1638, 4587
# 364 MVMp / CMV-VP Spel 976, 1675, 4997
# 245 H1 / pBk-VP AfLIIT 1031, 2924, 3032

Tab. 12: Plasmidiiberpriifende Restriktionshydrolysen
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2.4.3 Agarosegelelektrophorese

Die negativ geladene DNA lasst sich in einem Agarosegel (Agarose NA, Pharmacia)
durch Elektrophorese nach GroRe auftrennen. Die Proben wurden mit Ladepuffer
versetzt, um das Einfullen in die Geltaschen zu erleichtern und den Verlauf des
Geles verfolgen zu konnen. In der Regel wurden die Proben in 1%-igen
Agarosegelen, die 1 pg/ml Ethidiumbromid (Sigma) enthielten, in 1x TAE-Puffer bei
einer Stromstarke von 12 mA pro cm Gel aufgetrennt. Die Auftrennung sehr kleiner
Fragmente (zum Beispiel PCR-Produkte) erfolgte in 2%-igen Agarosegelen.
Ethidiumbromid lagert sich in die a-Helix der DNA ein und macht sie somit unter
UV-Licht sichtbar. Die Banden wurden mit einer Polaroidkamera (Image master
VDS®, Pharmacia) fotografisch festgehalten.

2.4.4 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Zu praparativen Zwecken wurde ein groBerer Ansatz mit Restriktionsenzymen
verdaut und soviel wie moglich in eine Geltasche aufgtragen. Nach Beendigung des
Gels wurde das gewunschte Fragment auf einer Leuchtplatte mit etwas weniger
schadlichem langerwelligen UV-Licht (366 nm) mit einem Skalpell so knapp wie
moglich aus dem Gel ausgeschnitten. Die Aufreinigung der DNA unter Abtrennung
der Agarose erfolgte mit dem Qiaquick Gel Extraktionskit® (Quiagen) nach Angaben
des Herstellers.

2.4.5 Abschatzung der DNA-Konzentration durch Gelelektrophorese

Die Konzentration einer DNA-Probe kann auch im Agarosegel abgeschatzt werden.
Dazu wurd ein Marker bekannter Konzentration und FragmentgroBe in
verschiedenen Verdunnungen, ebenso wie die Probe, auf das Gel geladen. Am Ende
wurden Banden gleicher Intensitat miteinander verglichen. Der DNA-Gehalt der
Probe errechnet sich aus dem Produkt der Gesamtmarkermenge (ng) und der
Basenlange der entsprechenden Bande, geteilt durch die Summe aller Marker-
fragmente. Die eingesetzten Verdunnungen mussen ebenfalls berucksichtigt
werden.

2.5 Nachweis von Nukleinsauren

2.5.1 Hybridisierung mit radioaktiv markierten DNA Sonden

Virale DNA kann unter anderem durch Hybridisierung mit Virus-spezifischen Sonden
nachgewiesen werden. Es wurde eine fur alle Viren verwendbare NS Sonde, sowie
Virus-spezifische IL-2 und GFP Transgensonden hergestellt. MDC eignete sich
aufgrund seiner kleinen GroBe nicht als Sonde. Fur jede Sonde wurde 50 pg
geeignetes Plasmid mit entsprechenden Enzymen (siehe Abb. 57) hydrolysiert, die
Fragmente im Agarosegel aufgetrennt und die Sonden-DNA daraus isoliert (siehe
2.4.4). Die Sondenkonzentration wurde wie in 2.4.5 beschrieben gemessen.

Die DNA-Sonden wurden mit dem Megaprime™ DNA labelling system (Amersham)
mit Zufallsoligomeren, Nukleotiden, radioaktivem *2P-dCTP und Klenow-Enzym nach
Angaben des Herstellers radioaktiv markiert. Pro Ansatz betrug die Strahlendosis
50 pCi. Nach 1 h Inkubation wurde das Volumen eines Ansatzes um 150 pl TE-Puffer
vergroBert. Nichtinkorporierte Nukleotide wurden uber eine Sephadex G 50
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MVMp NS1: Transgen:
L
= B “—>
NS: 1638 nt (Nco I) IL-2: 549 nt (BamH1/ Mlu I)

GFP: 731 nt (Not 1)

Abb. 57: Darstellung der als Sonde genutzten viralen Fragmente

Die virale NS-Sonde (1638 nt) liegt im NS-kodierenden Bereich zwischen den beiden Nco 1
Schnittstellen (nt 259 und 1897). Sie ist bei allen MVMp-Viren anwendbar. Bei den beiden Transgen-
Sonden IL-2 (549 nt) und GFP handelt es sich um die gleichen Fragmente, die auch fir die
Klonierung in den MVMp/A800 Vektor verwendet wurden. Sie sind spezifisch fiir die rekombinanten
Viren MVMp/IL-2 bzw. MVMp/GFP oder MVMp/EGFP.

(Pharmacia) Saule abgetrennt, indem sie aufgrund ihrer kleinen GroBe gut in die
Sephadex-Poren eindringen konnen und spater als die Sonden-DNA eluiert werden.
Die Inkorporationsrate radioaktiver Nukleotide in die Sonde wurde in einem
Cerenkov-Counter® (Bioscan) bestimmt und die Sonde nach 10 miniitiger
Denaturierung bei 95°C fur eine Hybridisierung eingesetzt.

Zum Nachweis viraler DNA wurden entweder Virus-infizierte Zellen oder blanke
Virus-DNA auf Nitrocellulose Membranen (Schleicher & Schuell) oder Nylon-
membranen (Hybond™-N, Amersham) durch einfaches Auflegen oder Vakuum-Sog
transferiert. Nach 6 min Denaturierung im Denaturierungspuffer und 10 min
Neutralisierung im Neutralisierungspuffer wurde die DNA auf den Membranen durch
2 h Backen bei 80°C fixiert. Um ein unspezifisches Hybridisieren der Sonde zu
vermeiden, wurde die auf den Membranen fixierte DNA mit 0,2 ng gescherter
aufgekochter Heringssperma-DNA (Roche) pro ml Hybridisierungslosung fur mind.
1 h bei 65°C inkubiert. AnschliefRend wurde die denaturierte, radioaktiv markierte
spezifische Sonde zu den Filtern in der Hybridisierungslosung gegeben und u.N. bei
65°C inkubieren lassen. Uberschiissige markierte Sonden-DNA wurde durch
mehrmaliges Waschen (2x 30 min Waschlosung 1 und 1x 30 min Waschlosung 2)
entfernt. Nach dem Trocknen wurden die radioaktiven Filter in Haushaltsfolie
eingeschlagen und fur die Exposition eines Rontgenfilms (X-Omat AR, BioMax MS,
Kodak) bei —80°C verwendet. Je nach Signalstarke wurde einige Stunden bis Tage
exponiert. Jeder schwarze Punkt wurde als positives Signal gewertet.

2.5.2 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR= Polymerase Chain Reaktion) ist ein Verfahren
zur selektiven Anreicherung von DNA-Fragmenten definierter Lange und Sequenz
aus einem Gemisch von Nukleinsaure-Molekilen. Zwei ausgewahlte Oligonukleotide
(MWG AG Biotech), auch Primer genannt, legen die auBere Begrenzung der zu
amplifizierenden Nukleotidsequenz fest. Nach Hitzedenaturierung des zu
analysierenden DNA-Gemisches bei 95°C hybridisieren die Primer mit der
Zielsequenz bei der Annealing-Temperatur, die etwa 5°C unter der Temperatur Ty
liegt. Ty ist die Temperatur, bei der 50% der Primerstrange denaturiert sind, sie ist
von der Basenzusammensetzung und Lange der Primer abhangig ist und errechnet
sich nach folgender Formel: Ty= (A+T)*2°C + (G+C)*4°C
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Fur jede Reaktion wurde etwa 1 pg an Nukleinsauren eingesetzt. Das Reaktions-
gemisch (50 pl) beinhaltete neben der thermostabilen Tag DNA Polymerase (1 unit,
Invitrogen), die den Komplementarstrang synthetisiert, PCR-Puffer (Invitrogen),
MgCl; (50 mM, Invitrogen), einzelne Nukleotide (2,5 mM; Sigma) und Primer
(0,2 pM). Die Angaben der Hersteller wurden dabei bericksichtigt. Um
unspezifische Primer Bindungen zu vermeiden, wurde eine Hot-Start PCR imitiert,
indem die Proben direkt nach dem Pipettieren kurz auf 95°C erhitzt wurden. Es
wurden jeweils 36 Zyklen durchlaufen. In Tab. 13 sind alle in der Arbeit
verwendeten Primer unter Angabe der Annealing-Temperatur und Lange der
Fragmentprodukte aufgelistet. Die Primersequenzen (sense und anti-sense) sind
jeweils in 5’ -3’ Richtung angegeben.

Annealing- PCR-Produkt-  5'3' Primersequenzen

Primer .. .
Temp. (°C) lange (nt) (sense / anti-sense)
: ATG TTT GAG ACC TTC AAC AC
B-Aktin 52 489 CAC GTC ACA CTT CAT GAT GG
GTT GGA TAC AGG CCAGACTITGIT G
HPRT >8 167 GAT TCA ACT TGC GCT CAT CTT AGG C
NS 60 764 CTG AAT GGA AAA GAT ATC GGA TGG AAT AG
(MVMp) CAG CTC TTT AAG TGT AGT TTT AAT AGA AAC TTC
NS/VP * 60 414 spliced ACG CTC ACC ATT CAC GAC ACC GAA A
511 unspliced  ATC ATA GGC CTC GTC GTGCTC TTT G
ACA GCT ACA ACT GGA GCATT
IL-2 58 307 TGC TGT CTC ATC AGC ATATT
CTA CAG ACT GCA CTC CTG GTT
MDC 26 267 GGC TCA GCT TAT TGAGAATCA T
ACT CAA ACA CGC TAC AAG A
Granzym B 58 253 ATC CAG GAT AAG AAA CTC G
Perforin 58 486 GGT GGA GTG GAG GTT TTT GTA CC
CAG AAT GCA AGC AGA AGC ACA AG
AAC GCT ACA CACTGC ATCTTG G
IFN-y 60 237 GAC TTC AAA GAG TCT GAG G
CAA GGC TGT GAG AAG GAA ACC
Fasl 50 924 CCC ATG ATA AAG AAT AGT AGA
ATT CAC CAT CACACAACACT
CTLA-4 23 438 GGG GCA TTT TCA CAT AGA CC
iNOS 60 828 CAT GGC TTG CCC CTG GAA GTT TCT CTT CAA AG
GCA GCA TCC CCT CTG ATG GTG CCA TCG
COX-2 53 309 TTA TGG TGA AAC TCT GGA CA

AGT ATG AGT CTG CTG GTT TG

Tab. 13: Verwendete Primer unter Angabe der Annealing-Temperatur und der Lange des PCR-
Produkts

* NS/VP Primer startet in NS1 Sequenz (nt 1997) und endet in VP Sequenz (nt 2508) und ist daher
nur fur MVMp Wildtyp Viren verwendbar. Die Fragmentsequenz beinhaltet ein Intron. Dadurch kann
zwischen viraler DNA (mit Intron, unspliced, 511 nt) und viraler mRNA (ohne Intron, spliced, am
haufigsten 414 nt) unterschieden werden.

2.5.3 Reverse Transkriptase Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR)

Die RT-PCR ist ein spezielles PCR Verfahren zum Nachweis von RNA Molekilen. Die
RNA wurde dabei zunachst durch ein Enzym, die Reverse Transkriptase (RT), in
komplementare cDNA umgeschrieben. Weil die RNA Probe mit DNA verunreinigt
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sein kann, wurde die Probe (1 pg/10 pl) vor der RT-Reaktion einem DNase-Verdau
(1u DNase/pl) nach Angaben des Herstellers (Invitrogen oder Promega) unterzogen
und anschlieBend kurz erhitzt, um entstandene RNA-Doppelstrange zu vereinzeln (5
min 70°C, 5 min 4°C, 5 min 25 °C). Das Reaktionsgemisch (10 pl) fur die Konversion
in cDNA (RT-Reaktion) beinhaltete 1unit RT (Promega), Reaktionspuffer (Promega),
Oligonukleotide als Zufalls-Primer (1 pl, Invitrogen), Nukleotide (2,5 mM, Sigma)
und RNasin (0,5 pl, Promega). Die Angaben der Hersteller wurden dabei
berucksichtigt. Diese 10 pl wurden der inzwischen 15 pl betragenden RNA Probe
zugegeben und inkubiert (60 min 37°C, 5 min 90°C, 15 min 4 °C°). Die fertige cDNA
wurde mit TE nach Bedarf (1:2 bis 1:10) verdunnt und bei 4°C oder —20°C gelagert.
Fur PCR-Reaktionen (siehe 2.5.2) wurden in der Regel 10 pl cDNA eingesetzt.

3 Biochemische Methoden

3.1 Isolierung von Proteinen aus Saugetierzellen

Zum Nachweis parvoviraler Proteine (NS und VP) wurden in der Regel 1x10° Zellen
je 10 cm Kulturschale mit Virus infiziert (moi 3) und nach unterschiedlichen
Zeitpunkten, meistens 30 oder 48 h, lysiert. Die Zellen wurden dabei durch
Trypsinierung geerntet, mit PBS gewaschen und pelletiert. Jedes Zellpellet wurde
nach Abnahme des Uberstands in der restlichen Flissigkeit (1-2 Tropfen)
resuspendiert und in ein Eppendorf GefaB uberfuhrt. In das Zentrifugenrohrchen
wurden 250 pl Protein-Ladepuffer 2x gegeben, um ubrige Zellen darin zu losen. Die
viskos werdende Flussigkeit wurde moglichst schnell in das Eppendorf Gefal
transferiert und kurz mit den Zellen gemischt. Die Suspension wurde stets auf Eis
gekuhlt und bei —20°C gelagert. Die Proteine wurden im Western Blot analysiert.

Zum Nachweis von Transgenproteinen, die in den Uberstand sezerniert werden,
wurden 5x10* Zellen in 6-Lochplatten ausgesit und mit Virus (moi 10) infiziert. Der
Uberstand der Zellen wurde an jedem Tag (Tag 1 bis 7) abgenommen, zentrifugiert
und in 1 ml Aliquots eingefroren (—80°C). Fur die tagliche Transgenproduktion
wurde der abgenommene Uberstand jeweils durch neues Medium ersetzt. Die
Proteine wurden im ELISA (3.2.4) analysiert.

3.2 Proteinanalyse

3.2.1 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Zur Auftrennung von Proteinen nach ihrem Molekulargewicht wurde jeweils das dis-
kontinuierliche SDS-Polyacrylamid Gel nach Laemmli verwendet (Laemmli, 1970).
Das Sammelgel enthielt dabei 5 %, das Trenngel 10 % Polyacrylamid. Nach dem
Einspannen des Gels in eine Gelkammer und Einbettung in Elektrodenpuffer wurden
die Proben in die Geltaschen geladen. Vor dem Auftragen wurden die Proben kurz
auf 95°C erhitzt. Die Elektrophorese erfolgte U.N. bei einer Stromstarke von 10 mA
pro Gel. Als Protein-Molekular-gewichtsstandard diente der Rainbow™-Marker
(Amersham).
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3.2.2 Western Blot Analyse

Der Transfer der auf dem SDS- Polyacrylamid Gel aufgetrennten Proteine auf eine
Nitrocellulose Membran (Hybond™-ECL™, Amersham) erfolgte in Transferpuffer mit
einer Trans-Blot Apparatur (BioRad) nach dem Semi-Dry-Verfahren. Das Gel wurde
entweder 2 h bei 400 mA / 60-70 V, oder u.N. bei 100 mA / 60-70 V geblottet. Zur
Sattigung unspezifischer Bindungsstellen wurde die Membran 30 min bei RT in
Blocklosung geschwenkt. AnschlieBend wurde der Erstantikorper in Blocklosung
verdunnt zugegeben (SP7 fur NS1, 1:2000; SP4 fur NS2, 1:1000; VP 1:2000) und u.N.
bei 4°C inkubieren lassen. Die Membran wurde 2 mal 30 min mit PBS/ 0,5 % Tween
20 gewaschen und der Peroxidase-gekoppelter Zweitantikorper (goat-anti-rabbit-
peroxidase) in Blocklosung 1:10000 verdunnt zugegeben. Die Inkubation erfolgte fur
1 h bei RT. Die Membran wurde wieder gut gewaschen und eine ECL (enhanced-
chemiluminescence) Reaktion (ECL-Kit, Amersham) durchgefuhrt. Durch
unterschiedlich lange Expositionszeiten der Membran auf einem Rontgenfilm (X-
Omat AR, BioMax MS, Kodak) konnten die Proteinbanden mit verschiedener
Intensitat sichtbar gemacht werden.

3.2.3 Coomassie Farbung

Die direkte Detektion aller im SDS-Polyacrylamid Gel aufgetrennten Proteine
erfolgte mit der Coomassie-Farbung. Der Farbstoff Roti®-Blue (Roth) bindet dabei
sehr spezifisch an Proteine und kaum an die Polyacrylamid-Gelmatrix. Das Gel
wurde 2-15 h bei RT in Farbelosung (20 % Roti®-Blue, 20 % Methanol in H;0)
geschwenkt und kurz in 25 % methanolhaltigem Wasser gewaschen. Das Gel wurde
anschlieBend auf einem Geltrockner unter Vakuum bei 80°C getrocknet.

3.2.4 Protein-Bestimmung (IL-2 und MDC) mittels ELISA

Die Bestimmung der quantitativen Transgenproduktion (IL-2 und MDC) rekombinan-
ter Viren erfolgte mit spezifischen Sandwich ELISAs (enzyme-linked immunosorbent
assay), IL-2 mit dem kommerziell erwerblichen Kit human IL-2 Set OptEIA™
(Pharmingen) unter Angaben des Herstellers, und MDC mit einem im Labor von
Prof. Dr. Mantovani (Istituto di Ricerche Farmacologiche Mario Negri, Milan,
Italien) eigens entwickelten MDC-ELISA. Die Proteine wurden wie in 3.1
beschrieben gewonnen. Es wurden verschiedene Probenverdunnungen und ein
Standard in Duplikaten eingesetzt. Das Hintergrundsignal wurde mit reinem Proben-
verdunnungspuffer (Assay Diluent) bestimmt.

Fur den IL-2 ELISA erfolgte die Detektion im letzten Schritt abweichend von den
Angaben des Herstellers mit ABTS (2,2'-Azino-bis(3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonic
acid, Sigma). Die bei —20°C aufbewahrte Losung (150 mg ABTS in 500 ml 0,1 M-
Citronensaure, pH 4,35) wurde vor ihrer Anwendung 1:100 mit 3 % H,0, versetzt.
Die ABTS-Reaktion erfolgte unter Licht-Ausschluf und wurde in 10-minutigem
Abstand bei der Wellenlange von 405 nm gemessen, bis sich beim IL-2 Standard
eine Sattigung abzeichnete. Die Auswertung der Standardkurve und Probenwerte
erfolgte mit der SoftMax Pro® Software (Molecular Devices). Die erhaltenen Werte
wurden schlieBlich auf die Produktion (in pg) je 10° Zellen umgerechnet.
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3.2.4 EGFP-Messung mittels Durchflusszytometrie (FACS)

Die Bestimmung der prozentualen Expression des fluoreszierenden EGFP in Zellen
erfolgte mit der Durchflusszytometrie (FACS, Fluorescence Activated Cell Sorting),
die eine quantitative Analyse von Partikeln (Dichte, Fluoreszenz, GroBe) im
Fliissigkeitsstrom ermoglicht. Fiir die Analyse wurden jeweils mindestens 10° Zellen
trypsiniert, gewaschen (PBS), pelletiert (1200 rpm, 5 min) und je nach Zellanzahl in
0,5 bis 1 ml FACS-Medium (2 % FCS in filtriertem PBS) aufgenommen. Die Messungen
wurden mit dem Durchflusszytometer FACSort (Becton Dickinson) durchgefuhrt. Als
Kontrolle dienten jeweils nicht infizierte Zellen. Zur Analyse wurde das Cell
Quest™ Programm verwendet.

4 Immunologische Methoden

4.1 Nachweis exprimierter Oberflachenantigene mittels FACS-Analyse

Zum Nachweis der MHC—Klasse I Expression auf Zellen wurde ebenfalls die FACS-
Analyse (siehe auch 3.2.4) angewandt. 5x10°> Zellen wurden mit 50pl anti-
MHC—Klasse 1 Antikorper (anti-H2-L¢ oder anti-H2-K¢ fiir die Zellen RENCA und
P815, jeweils 1:2 verdunnt eingesetzt, erhalten von W. Osen, DKFZ) 20 min im
Dunkeln auf Eis inkubiert. Nach Zentrifugation (1200 rpm, 5 min, 4°C) der Zellen
wurden diese mit 4 ml PBS gewaschen und mit 50 pl eines zweiten Antikorpers
(goat-anti-mouse-FITC, 1:100, Dianova) unter den gleichen Bedingungen wie zuvor
inkubiert. Der FITC-konjugierte Zweitantikorper dient zur Markierung der ersten
Antikorper. Die Zellen wurden nach der Inkubation erneut gewaschen und in 500ul
FACS-Medium (2 % FCS in filtriertem PBS) aufgenommen. Die Fluoreszenz des FITC
kann nun in einer FACS-Analyse detektiert werden. Als Kontrolle dienten Zellen,
die nur mit dem zweiten Antikorper (goat-anti-mouse-FITC) inkubiert wurden und
somit die Hintergrundfluoreszenz anzeigen.

4.2 Bestimmung der zytotoxischen Aktivitat von T-Lymphozyten

Zum Nachweis der zytotoxischen Aktivitdt von T-Lymphozyten wurde der >'Chrom-
Freisetzungstest verwendet. Bei diesem Test werden Milzzellen, unter denen viele
T-Lymphozyten sind, von immunisierten Mausen in vitro mit Antigen stimuliert, so
dass Antigen-spezifische T-Lymphozyten aktiviert werden und proliferieren.
Antigen-beladene Zielzellen (Targets) werden mit radioaktivem >'Chrom
inkubiert, das von den Zellen aufgenommen wird. Die aktivierten T-Lymphozyten
werden schlieBlich mit den radioaktiv beladenen Targets inkubiert. Die Antigen-
spezifischen T-Zellen lysieren dabei die Targetzellen spezifisch. Durch die Zell-
Lyse wird radioaktives >'Chrom freigesetzt, das gemessen werden kann und die
Aktivitat Antigen-spezifischer, zytotoxischer T-Zellen bestimmt. Der Test muss
stets gut kontrolliert werden.

4.2.1 Immunisierung von Mausen

C57Bl/6 Mause wurden mit 10® pfu MVMp s.c. immunisiert. Als Kontrolle wurden
parallel C57Bl/6 Mause der gleichen Herkunft und Alters mit 2x10’ pfu
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Vacciniaviren i.p. immunisiert (Sigal et al., 1998). Nach 10 Tagen wurden jeweils
die Milzzellen fiir den *'Chrom-Freisetzungstest isoliert (siehe 4.2.2).

4.2.2 Anlegen von Milzzellkulturen

Zur Isolierung der Milzzellen immunisierter Mause wurde selbigen die Milz unter
sterilen Bedingungen enthommen und in eine sterile 6 cm Schale mit 5 ml 37°C
warmem o-MEM-Komplettmedium/plus uberfuhrt. Das Milzgewebe wurde mit dem
Kolben einer sterilen 10 ml-Spritze vorsichtig zerkleinert und die Zellen moglichst
vereinzelt, ohne sie dabei zu zerstoren. Die Zellsuspension wurde in ein 15 ml
Rohrchen uberfuhrt, gut durchmischt und 2 min sedimentieren lassen. 90 % des
Uberstandes wurden vorsichtig in ein neues Rohrchen transferiert. Das Zellpellet
wurde nach Zentrifugation (900 rpm, 8 min, RT) zur Beseitigung roter Blutzellen in
3 ml ACK-Lysepuffer resuspendiert und 5 min bei 37°C inkubiert. Nach dem
Waschen der Zellen mit Medium wurden sie in 5 ml a-MEM-Komplettmedium/plus
aufgenommen. 10 pl der Zellsuspension wurden mit 45 pl Trypanblau und 45 pl
0,2 % Essigsaure in PBS versetzt und in einer Neubauer Zahlkammer ausgezahlt. Die
Essigsaure bewirkt dabei die Lyse eventuell verbliebener Erythrozyten.

4.2.3 In vitro Stimulierung von Milzzellkulturen mit Antigen

Zur Stimulierung der Milzzellen in vitro wurden 2x10” Milzzellen (Effektorzellen) je
9 ml a-MEM-Komplettmedium/plus in 25 cm? Zellkulturflaschen ausgesat. Spater
wurden die Stimulatorzellen (siehe unten) in 1 ml Medium zugegeben und die
Effektor-Stimulator-Zell-suspension 6 Tage bei 37°C und 7,5 % CO; in vertikal
stehenden Zellkulturflaschen inkubiert.

Vorbereitung der Antigen-prasentierenden Stimulatorzellen:

Diesem Schritt kommt groBe Bedeutung zu, da fur eine Aktivierung von T-Zellen
eine gute Antigenprasentation wahrend der Inkubation essentiell ist. Grundsatzlich
wird zwischen einer allogenen und einer syngenen Stimulierung unterschieden. Die
allogene Stimulierung, zum Beispiel von zwei MHC Haplotypen (H-2¢ und H-2°)
zweier verschiedener Mausstamme (Balb/c und C57Bl/6), dient als positive
Kontrolle, mit der maximale zytotoxische T-Zelleffekte erwartet werden konnen.
Eine allogene Stimulierung konnte auch mit allogenen MHC-tragenden Tumorzellen
erfolgen.

Fur die allogene Stimulierung wurden stets Milzzellen einer nicht immunisierten
Maus mit unterschiedlichem Haplotyp verwendet, in der Regel Balb/c gegen
C57Bl/6 Maus und umgekehrt. Die Milzzellen wurden analog wie oben beschrieben
aufbereitet und gezahlt. 1x10” Zellen wurden mit y-Strahlen (3300 rad) behandelt
und in 1 ml frischem o-MEM-Komplettmedium/plus aufgenommen. Durch die
Bestrahlung bleiben die Zellen zur Antigenprasentation befahigt, konnen sich
jedoch nicht mehr weiter vermehren.

Fur die Stimulierung gegen bestimmte Antigene, zum Beispiel virale Antigene oder
TAAs, muss ein syngenes Modell verwendet werden. Oft werden als Stimulatoren
Zell-linien verwendet, die stabil mit dem Antigen transfiziert sind.

Fur die Prasentation viraler Antigene stand dies nicht zur Verfugung, daher wurden
geeignete Stimulatorzellen kurz vor ihrer Verwendung mit Virus infiziert oder mit
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DNA transfiziert. Die Stimulatorzellen mussen MHC—Klasse 1 positiv sein und sich zur
Antigenprasentation eignen. Es wurden dafiir MC57G Zellen (H2") eingesetzt, die
von der American Type Culture Collection (ATCC) Tumorzellbank bezogen wurden.
Laut ATCC ist die Verwendug dieser Zellen in zytotoxischen T-Zelltests sehr weit
verbreitet und gut studiert. Mit diesen Zellen konnte auch eine Vacciniavirus-
spezifische T-Zellantwort nachgewiesen werden (Sigal et al., 1998).

Um eine gute Prasentation viraler Antigene in MC57G Zellen zu gewahrleisten,
wurden verschiedene Wege der Antigenbeladung gewahlt:

1) Transfektion von MC57G Zellen mit rekombinantem MVMp/EGFP Plasmid

2) Transfektion von MC57G Zellen mit NS1-exprimierendem Plasmid

3) Infektion von MC57G Zellen mit MVMp Wildtyp Viren (moi 10 pfu/Zelle)

4) Infektion von MC57G Zellen mit rekombinanten NS-exprimierenden
Vacciniaviren (moi 2 pfu/Zelle)

5) Infektion von MC57G Zellen mit rekombinanten VP-exprimierenden
Vacciniaviren (moi 2 pfu/Zelle)

6) Kontrolle: Infektion von MC57G Zellen mit Vaccinia Wildtypviren (moi 2
pfulZelle)

Die Trypsin-empfindlichen MC57G Zellen wurden mit 1,5 mM EDTA/PBS (pH 7)
trypsiniert und jeweils 1x10° Zellen in 10 ml MEM-Komplettmedium/plus pro 10 cm
Schale ausgesat. Die Transfektion mit DNA erfolgte etwa 36 h spater, die Infektion
mit Viren mit angegebener moi etwa 40 h spater.

Zu 1) und 2). Die Transfektion des NS1/NS2-exprimierenden MVMp/EGFP Plasmids
und des NS1-exprimierenden pP4-NS1-P4-GFP Plasmids (Corbau et al., 2000)
erfolgte mit Lipofektamin 2000 (Invitrogen) nach Angaben des Herstellers. 20 pg
Plasmid und 60 pl Lipofektamin 2000 wurden in 4 ml Opti-MEM I (Invitrogen) fur 20
min bei RT prainkubiert, ehe die Mischung auf die Zellen gegeben wurde. Die
Inkubation mit den Zellen erfolgte 5 h bei 37°C. AnschlieRend wurde der Uberstand
durch 10 ml MEM-Komplettmedium/plus ersetzt. Die Zellen wurden 24 h nach der
Transfektion geerntet. Anhand der EGFP- bzw. GFP-Expression konnte die
Transfektionseffizienz im Fluoreszenzmikroskop abgeschatzt werden.

Zu 4). Hierbei wurden die Zellen sowohl mit rekombinanten VV-NS1, als auch
VV-NS2 Vacciniaviren, jeweils mit einer moi von 1 pfu/Zelle, infiziert. Die Zellen
wurden ebenfalls mit VV-T7 Virus (moi 5 pfu/Zelle) Uberinfiziert (siehe 6.8).

Zu 5). Analog zu 4) wurden die Zellen hier sowohl mit rekombinanten VV-VP1, als
auch VV-VP2 Vacciniaviren, jeweils mit einer moi von 1 pfu/Zelle, infiziert. Die
Zellen wurden ebenfalls mit VV-T7 Virus (moi 5 pfu/Zelle) uberinfiziert.

Die behandelten Stimulatorzellen wurden 24 h nach Transfektion, bzw. 20 h nach
Infektion vorsichtig mit 1,5 mM EDTA/PBS trypsiniert und gezihlt. 4x10° Zellen
wurden jeweils mit y-Strahlen (4000 rad fur MC57G Zellen) behandelt, in 1 ml
frischem o-MEM-Komplettmedium/plus aufgenommen und den ausgesaten Effektor-
zellen zugegeben.
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Stimulierungsvarianten:

Zur spezifischen in vitro Stimulierung von anti-MVMp Effektorzellen wurden jeweils
Milzzellen MVMp-immunisierter Mause mit den bestrahlten, auf verschiedene Weise
mit Virusantigenen beladenen MC57G Zellen (1-5) inkubiert. Zur spezifischen in
vitro Stimulierung von anti-Vacciniavirus Effektorzellen als Kontrolle wurden die
Milzzellen Vacciniavirus-immunisierter Mause mit bestrahlten, Vacciniavirus-
infizierten MC57G Zellen (6) inkubiert. Als positive Kontrolle wurden beide
Effektorzellarten (von MVMp- und Vacciniavirus-immunisierten Mausen) jeweils
allogen mit bestrahlten Milzzellen einer nicht infizierten Balb/c Maus stimuliert.
Als negative Kontrolle wurden beide Effektorzellarten jeweils mit bestrahlten
Milzzellen einer syngenen, nicht infizierten C57Bl/6 Maus stimuliert.

4.2.4 Praparierung der Effektorzellen

Die fur 6 Tage stimulierten Effektorzellen wurden zentrifugiert (900 rpm, 8 min,
RT), in 5 ml RPMI-Komplettmedium/plus aufgenommen und gezahlt. Fur ein
Effektor:Zielzellverhaltnis von 200:1 wurde die Zellsuspension der Konzentration
1x10” Zellen/ml angeglichen. In jedes Loch der 3. Reihe einer U-férmigen 96-Loch-
Gewebekulturplatte (Greiner) wurden 200 ul Effektorzellen pipettiert. Eine 1:2
Verdunnungsreihe der Effektorzellen erfolgte von Reihe 3 bis 8. Der Hintergrund
(spontane °'Cr-Freisetzung der Zielzellen) wurde durch Effektorzellfreies Medium
(100 pU) in der 2. Reihe bestimmt. Fur die maximale Lyse der Zielzellen wurden
100 pl 2 % Triton-X in H,0 in die 1. Reihe gegeben.

4.2.5 Praparierung der Zielzellen

Bei den Zielzellen muss erneut eine gute Antigenprasentation gewahrleistet sein.
Als Zellen dienten daher wiederum die oft als Targets verwendeten MC57G Zellen.
Die Antigenbeladung der MC57G Zellen fand in Anlehnung an Jooss et al. (1998)
statt.

40 h vor der Infektion wurden je 1x10° Zielzellen pro 10 cm Schale ausgesit. Die
Infektion erfolgte mit VV-NS1, VV-NS2, VV-VP1/VV-VP2 in Kombination, MVMp oder
Vaccinia Wildtypviren. In jedem Fall wurde eine moi von 5 pfu/Zelle verwendet,
auBer bei MVMp (moi 10 pfu/Zelle). Bei den rekombinanten Viren wurde mit VV-T7
Virus (moi 5 pfu/Zelle) uberinfiziert. Nach 6 Stunden Infektion wurde mit dem
Trypsinieren (1,5 mM-EDTA/PBS) der Zellen begonnen.

Als weitere Zielzellen dienten nicht infizierte P815 Zellen fur allo-Balb/c
stimulierte C57Bl/6-Effektorzellen, nicht infizierte RMA oder MC57G Zellen fur allo-
C57Bl/6 stimulierte Balb/c-Effektorzellen, und nicht infizierte MC57G Zellen als
Kontrolle fur die spezifische Lyse Antigentragender Zellen. Sie wurden parallel zu
den anderen infizierten Zellen trypsiniert und gezahlt.

Jeweils 10° Zellen wurden in ein 15 ml Rohrchen iiberfiihrt, zentrifugiert (900 rpm,
8 min, RT) und in 200 pl RPMI-Komplettmedium/plus aufgenommen. AnschlieBend
wurden jeder Target-Zellsuspension 50 pCi *'Cr zugegeben, vorsichtig geschiittelt
und fur maximal 60 min bei 37°C inkubiert. Die Zellen wurden 3 mal mit 8 ml RPMI-
Komplettmedium/plus gewaschen und auf 5x10* Zellen/ml angeglichen. Von dieser
Zielzellsuspension wurden in jedes Loch der mit Effektorzellen vorbereiteten
Gewebekulturplatte (4.2.4) 100 pl pipettiert und 6 h bei 37°C und 7,5 % CO;
inkubiert. AnschlieBend wurde die Platte kurz zentrifugiert (1000 rpm, 1 min) und
von allen Léchern 50 pl Uberstand auf eine Luma Platte (LumaPlate™-96, Canberra
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Packard) transferiert und getrocknet. Die Messung des Isotopes >'Cr erfolgte in
einem Szintillations und Lumineszenz Counter (Microbeta Trilux 1450, PerkinElmer
Wallac). Die spezifische Lyse errechnete sich wie folgt:

experimentelle Lyse — spontane °'Cr-Freisetzung
spezifische Lyse = * 100 %
maximale Lyse — spontane >'Cr-Freisetzung

4.3 Antikorpernachweis in Maus-Sera

4.3.1 Gewinnung von Blut-Serum

Bei lebendigen Mausen wurde Blut durch retrobulbare Blutentnahme mit einer
Pasteurpipette aus dem Auge gewonnen. Diese Art der Blutentnahme, die unter
Leitung eines Tierpflegers stattfand, konnte maximal 3 mal durchgefuhrt werden.
Bei toten Mausen wurde Blut durch Herzpunktion gewonnen. Das Blut wurde in
einem kleinen EppendorfgefaB 2 Stunden bei RT gerinnen lassen. Damit das
geronnene Blut absedimentieren konnte, wurde das Blut U.N. bei 4°C inkubiert. Am
Tag darauf wurde das Sediment abzentrifugiert (4000 rpm, 10 min, 4°C) und das
gewonnene Serum bei 4°C zur sofortigen Verwendung, oder bei —20°C zur spateren
Verwendung gelagert.

4.3.2 Bestimmung unspezifischer Serum-Immunglobuline

Zur Bestimmung unspezifischer Serum-Immunglobuline der Isotypen IgM, 1gG, 1gG1,
lgG2a und IgG3 wurde die Sandwich-ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay)
Methode angewandt. Es wurde dabei jeweils die Serum-Immunglobulin-
Konzentration in Mausen vor und nach viraler Infektion, als auch von infizierten und
nicht infizierten Mausen miteinander verglichen. In der Regel wurden Mause dazu
mit 10® pfu MVMp Virus infiziert.

96-Loch MaxiSorp™ Platten (Nunc) wurden mit dem nachzuweisenden Antigen
(gereinigte anti-lIg Antikorper) in Coating Puffer (50 pl) U.N. bei 4°C beschichtet.
Der Coating Puffer wurde durch 3-maliges Waschen mit ELISA-Waschlosung (0,05 %
Tween 20 in PBS) entfernt. Durch Inkubation (1 h bei RT oder langer bis zu einer
Woche bei 4°C) von jeweils 400 ul Probenverdinnungslosung (Assay Diluent) pro
Loch wurden unspezifische Bindungen blockiert.

Die Blocklosung wurde durch 3-maliges Waschen entfernt und die Probenlosungen
bzw. der Standard in 50 pl Probenverdunnungslosung aufgetragen. Die Proben-
vorbereitung erfolgte dazu in einer 96-Loch-V-Platte, damit alle Proben mit einer
12-Kanalpipette ziigig auf die MaxiSorp™ Platten gegeben werden konnten. Proben
und Standard wurden stets in Duplikaten bestimmt. Fur den Standard wurde eine
1:2 Verdunnungsreihe angefertigt, wobei die Startkonzentration in der Regel
2 pg/ml betrug. Die Probenlosungen stellten eine Startverdunnung des Serums von
1:100 und eine anschlieBende 1:2 oder 1:4 Verdunnungsreihe dar. Zur Bestimmung
des Hintergrunds dienten zwei Blindproben (blanks) mit reiner Probenverdunnungs-
losung. Wenn moglich wurden die Randlocher der Platte nicht zur Analyse benutzt.
Die Proben- und Standardlosungen wurden 2 h bei 37°C inkubiert.

Als nachstes wurde die Platte grundlich gewaschen (5 mal unter Verwendung eines
Schuttlers), 50 pl der Detektionsantikorper (in Probenverdinnungslosung verdunnt)
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zugegeben und fur 1 h bei 37°C inkubieren lassen. Nach erneutem grindlichen
Waschen erfolgte die Detektion mit ABTS (2,2'-Azino-bis(3-ethylbenzthiazoline-6-
sulfonic acid). Die bei —20°C aufbewahrte ABTS-Losung (150 mg ABTS in 500 ml
0,1 M-Citronensaure, pH 4,35) wurde vor ihrer Anwendung 1:100 mit 3 % H;0;
versetzt. Die ABTS-Reaktion erfolgte unter Licht-AusschluB und wurde in 10-
minutigem Abstand bei der Wellenlange von 405 nm gemessen, bis sich beim
Standard eine Sattigung abzeichnete. Die Auswertung der Standardkurve und der
Probenwerte erfolgte mit der SoftMax Pro® Software (Molecular Devices). In
Tab. 14 sind die zur Bestimmung der einzelnen murinen Serum-Immunglobulin-
Isotypen verwendeten Antikorper unter Angabe ihrer Herkunft, Modifikation und
eingesetzter Konzentration aufgelistet.

Ig- Ak

Funktion Herkunft Modifikation Konz. Firma
Isotyp o-Maus
IgM Besch. IgM Ziege gereinigt 1 mg/ml KPL
Det. IgM Ratte Biotin 1:1000 Pharmingen
STD IgM Maus gereinigt 2 ug/ml Serotec
IgG Besch. IgG Ziege gereinigt 1 mg/ml KPL
Det. IgG Ziege HRP 1:700 Biosource
STD IgG Maus gereinigt 2 ug/ml Serotec
IgG1 Besch. 1gG1 Ratte gereinigt 0,5 mg/ml Pharmingen
Det. 1gG1 Ratte HRP 1:1000 Pharmingen
STD 1gG1 Maus gereinigt 8 pg/ml Serotec
IgG2a  Besch. IgG Ziege gereinigt 1 mg/ml KPL
Det. lgG2c* Ziege HRP 1:4000 South Biot.
STD lgG2a Maus gereinigt 10 pg/ml Serotec
IgG3 Besch. 1gG3 Ratte gereinigt 0,5 mg/ml Pharmingen
Det. 1gG3 Ziege HRP 1:1000 South Biot.
STD 1gG3 Maus gereinigt 2 ug/ml Serotec

Tab. 14: Auflistung der fiir Serum-Immunglobulin-ELISAs verwendeten Antikorper

* Da C57Bl/6 Mause anstelle des IgG2a ein anderes Gen, den neuen Isotyp IgG2c, besitzen, konnte
aufgrund einer geringen Kreuzreaktivitat innerhalb der Ig-Isotypen kein herkommlicher I1gG2a Detek-
tionsantikorper verwendet werden (Martin et al., 1998). Anstelle dessen wurden spezifische anti-
Maus 1gG2c Antikorper (Southern Biotech, South Biot.) verwendet.

Konz.: Konzentration; Besch.: Beschichtung; Det: Detektion; STD: Standard

4.3.3 Nachweis antiviraler Antikorper verschiedener Isotypen

Der Nachweis antiviraler Antikorper in MVMp-immunisierten Mauseseren gegen
MVMp Kapside und das NS1 Protein erfolgte mit der spezifischen Sandwich-ELISA
(enzyme-linked immunosorbent assay) Methode. 96-Loch MaxiSorp™ Platten (Nunc)
wurden entweder mit leeren MVMp Kapsiden oder mit aufgereinigtem, nativem NS1
Protein (siehe unten) beschichtet. Dafur wurde die Konzentration (mg/ml) der
MVMp-Kapside und des NS1 Proteins spektrophometrisch durch Messung der
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Absorption bei 280 nm und Multiplikation dieses Wertes mit dem Faktor 0,83
bestimmt. Die Beschichtung eines jeden Loches erfolgte mit 1 ug Protein.

Der methodische Ablauf erfolgte wie in 4.3.2 beschrieben. Fur die Bestimmung
antiviraler IgG-Antikorper wurde mit einer Serumverdiunnung von 1:400, fur alle
anderen Ig-lsotypen dagegen mit einer Serumverdunnung von 1:100 begonnen, an
die sich jeweils eine 1:3 Verdunnungsreihe anschloB. Die Verdinnung des arbitraren
Standards (siehe unten) erfolgte gleichermaBen. Fur die Detektion wurden die
Detektionsantikorper verwendet, die in Tab. 14 beschrieben sind. Als Kontrollen
diente Serum von nicht infizierten Mausen.

Definierung eines arbitraren Standards:

Eine Serumprobe (eigene Bezeichnung: #35-TV12) mit durchschnittlicher antiviraler
Antikorperkonzentration wurde als reprasentativer Standard festgelegt. Fur jeden
Ig-Isotyp wurde eine Standardkurve mit dieser Serumprobe erstellt, die 2 maximale
und 2 minimale Werte enthalt. Als positive Antikorperreaktion wurde ein Signal,
das oberhalb des Mittelwerts (MW) der Blindproben (blanks) plus 3x die Blind-
proben-Standardabweichung (STABW) lag, gewertet. Aus genau diesem Wert (MW +
3x STABW) wurde die Serumkonzentration anhand der diesem Punkt entsprechen-
den Serumverdunnung arbitrar definiert. Ein Beispiel ist in Abb. 58 angefuhrt.

1,4 4

121 —+—Standardkurve

—— positiver Schwellenwert
1,0
0,8 4

0,6 -

Absorption

abgeschatzte Standard-

041 konzentration: 150 ku

positiver Schwellenwert:
021 MW + 3x STABW

0,0 -t Tt L T
100 1000 10000 100000 1000000

Serumverdunnung 150000

Abb. 58: Beispiel fiir die Definierung eines arbitraren Standards

Gewinnung leerer MVMp Kapside fiir den ELISA:

Die verwendeten leeren MVMp Kapside wurden als Nebenprodukt wahrend einer
rekombinanten Virusproduktion gewonnen. Die Virussuspension wurde dabei uber
einen CsCl-Gradienten aufgereinigt und einzelne Fraktionen des Gradienten mit
einem Hamagglutinationstest (6.5) analysiert. Die Fraktionen, die anhand der
Dichte und der Hamagglutinationsreaktion fast ausschlieBlich leere Kapside
enthalten konnen wurden vereinigt und die Proteinkonzentration wie zuvor
beschrieben bestimmt.

Gewinnung nativer NS1 Proteine fiir den ELISA:

Das Material fur die Gewinnung nativer NS1 Proteine wurde von Dr. J. Nuesch
erhalten. Die Produktion und Aufreinigung des NS1 ist in Nuesch et al. (1995) genau
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beschrieben und wurde in dieser Weise durchgefiihrt. Die mit Ni**-NTA Agarose-
Saulen aufgereinigten NS1 Proteine wurden mittels diskontinuierlicher SDS-PAGE
Elektrophorese (3.2.1) und anschlieBender Coomassie Farbung (3.2.3) analysiert.

4.3.4 Nachweis antiviraler Antikorper mittels Immunfluoreszenz

Im ELISA konnten nur anit-MVMp Kapsid- und anit-NS1 Antikorper nachgewiesen
werden. Zum Nachweis von Antikorpern gegen weitere virale Proteine (NS2 und
VP1) wurde die Methode der Immunfluoreszenz angewandt. Jeweils 5000 A9 Zellen
wurden in 50 pl MEM-Komplettmedium auf 10-Loch-Objekttrager, sogenannte
Spotslides, ausgesat und nach 1 bis 2 Tagen, sobald die Zellen gut an der
Glasoberflache angeheftet waren, infiziert. Es wurde jeweils nur eine der zwei
Zellreihen der Spotslides infiziert, die andere Reihe diente als negative Kontrolle.
Die Infektion erfolgte fur 6 h mit den rekombinanten Vacciniaviren VV-NS1, VV-NS2,
VV-VP1 zusammen mit VV-T7 (siehe 6.8), oder aber mit leeren Kapsiden anstelle
des Proteins VP2, das spontan Kapside bilden kann. Die moi betrug 10 pfu/Zelle.
AnschlieBend wurden die Zellen nach Abnahme des Zellkulturmediums mit 50 pl
3 %-Paraformaldehyd maximal 30 min bei RT fixiert und mit Triton X-100
permeabilisiert. Die Zellen wurden gut mit PBS gewaschen und bis zur Immun-
fluoreszenzfarbung bei 4°C feucht gelagert. Die bisherigen Schritte wurden
freundlicherweise von Dr. J. Nuesch ausgefuhrt.

Zur Blockierung unspezifischer Bindungen wurden die Zellen 1 h mit jeweils 20 pl
20 % Ziegenserum (Dianova) in PBS bei RT inkubiert. Die Mauseseren wurden 1:40 in
20 pl 2 % Ziegenserum (in PBS) verdunnt und mit den Zellen nach Abnahme des
Zellkulturuber-standes ebenfalls 1 h mit den Zellen bei RT inkubiert. Als Kontrolle
diente jeweils eine Inkubation mit anti-NS1, -NS2, -VP1 und -Kapsid-Antikorpern.
Der darauf folgende Waschschritt musste sorgfaltig durchgeflihrt werden, um
einerseits eine niedrige Hintergrundfluoreszens und andererseits ein Ablosen der
Zellen zu vermeiden. Dabei wurde PBS auf die Zellen getropft und gleichzeitig
seitlich wieder abgesaugt. Jedes Loch wurde somit mindestens mit 3x5 Tropfen PBS
gewaschen.

Der FITC-markierte Zweitantikorper (Dianova) wurde 1:100 in 20 pyl 2 % Ziegen-
serum verdunnt und 1 h mit den Zellen und den daran gebundenen Antikorpern bei
RT im Dunkeln inkubiert. Da die als Kontrolle verwendeten anti-NS1, -NS2 und -VP1
Antikorper aus dem Kaninchen stammen, musste dafur ein anti-Kaninchen-FITC
Antikorper verwendet werden, wahrend die anderen Proben mit einem anti-Maus-
FITC Antikorper inkubiert wurden. Wiederum mussten die Zellen gut und vorsichtig
mit PBS gewaschen werden. Um ein Austrocknen der Zellen zu verhindern, wurden
sie mit Mounting-Medium (Alexis) und einem Glasplattchen bedeckt und konnten
nun im Fluoreszenzmikroskop analysiert werden. Die fertig gefarbten Objekttrager
konnen bei RT im Dunkeln fur langere Zeit aufbewahrt werden. Die
Fluoreszenzintensitat kann jedoch mit de Zeit verblassen.

4.3.5 Bestimmung der neutralisierenden Aktivitat antiviraler Antikorper

Zur Bestimmung der Virus-neutralisierenden Aktivitat von antiviralen Antikorpern
wurde der EinfluB einer Inkubation von Viren mit Antikorpern vor der Infektion auf
die Virus-induzierte Lyse oder die virale Transgenexpression analysiert. Es wurden
jeweils 3000 A9 oder 4000 NBK Zellen in 96-Lochplatten ausgesat. Je nach Versuch
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sollten die Zellen mit MVMp oder H1 Wildtyp Viren, oder mit rekombinanten
MVMp/EGFP Viren infiziert werden. Vor der Infektion wurde eine einer moi von 10
ru/Zelle entsprechenden Virusmenge mit verschiedenen Serumverdunnungen 1 h
unter stetigem Schwenken bei RT inkubiert.

Bei mit Wildtyp Virus infizierten Zellen wurde nach 3 Tagen ein Zytotoxizitatstest
mit dem Reagenz Alamar Blue (Serotec) durchgefuhrt. Als Kontrolle dienten nicht
infizierte und normal infizierte Zellen ohne vorheriger Inkubation mit Serum. Die
virus-neutralisierende Aktivitat der Antikorper wurde wie folgt bestimmt:
(Uberleben infizierter Zellen mit Antikorperinkubation - Uberleben virusinfizierter
Zellen) / (Uberleben nicht infizierter Zellen - Uberleben virusinfizierter Zellen)
* 100 %.

Bei mit MVMp/EGFP infizierten Zellen wurde nach 3 Tagen die EGFP Expression im
Fluoreszenzmikroskop analysiert. Als Kontrolle dienten wiederum nicht infizierte
und normal infizierte Zellen ohne vorheriger Inkubation mit Serum.

5. Zellbiologische Methoden

5.1 Kultivierung von Zellen

Etablierte Saugetierzellen wurden als adharente Monolayerkulturen in Schalen oder
Suspensionskulturen in Flaschen bei 37°C, 5% CO; und 90 % Luftfeuchtigkeit
kultiviert. Je nach Wachstumsverhalten der Zellen wurden sie 2-3 mal pro Woche
im Verhaltnis 1:5 bis 1:20 verdunnt. Dabei wurden adharente Zellen mit Trypsin
(Invitrogen) oder mit schonenderem 1,5 mM-EDTA in PBS (Dulbecco, pH 7) von der
Schalenoberflache abgelost und in frisches Komplettmedium ausgesat. Allen
Komplettmedien wurde 5% oder 10% fotales Kalberserum (FCS, Invitrogen), sowie 2
mM-L-Glutamin (Invitrogen) und 100 pg/ml Penicillin/Streptomycin (Invitrogen)
zugesetzt. In den Tab. 15 und 16 ist der Verwendungszweck der einzelnen Zell-
linien, sowie ihr jeweiliges Komplettmedium aufgelistet.

murine Zelllinien:

Zelllinie  Medium/Zusatze Verwendungszweck in dieser Arbeit

A9 MEM, 5% FCS Standardzelle, Produktion und Titration von MVMp
RENCA DMEM, 10% FCS  Tumormodell in Balb/c Mausen
TS/A DMEM, 10% FCS  Tumormodell in Balb/c Mausen
B78/H1 DMEM, 10% FCS  Tumormodell in C57Bl/6 Mausen
H5V DMEM, 10% FCS  Tumormodell in C57Bl/6 Mausen
P815 DMEM, 10% FCS  Tumormodell in DBA/2 Mausen, Targetzelle

MEM, 10% FCS,
1% Natriumpyruvat

RMA RPMI, 10% FCS  Targetzelle (C57Bl/6 Mause)

MC57G Stimulator- und Targetzelle (C57Bl/6 Mause)

Tab. 15: Verwendungszweck und Komplettmedien muriner Zelllinien
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humane Zelllinien:

Zelllinie  Medium/Zusatze Verwendungszweck in dieser Arbeit

293T DMEM, 10% FCS  Produktion rek. Viren mittels Co-Transfektion
NBK MEM, 5% FCS  Standardzelle fur H1, Titration von MVMp und H1
HelLa DMEM, 10% FCS  sensitives Tumormodell fur H1 Viren

Tab. 16: Verwendungszweck und Komplettmedien humaner Zelllinien

5.2 Kryokonservierung und Auftauen von Zellen

Zellen konnen in fliissigem Stickstoff iiber Jahre gelagert werden. Uber kiirzere Zeit
(1-2 Jahre) konnen Zellen auch bei —-80°C gelagert werden. Eine erfolgreiche
Kryokonservierung ist abhangig von einer moglichst langsamen Kuhlung auf die
Lagertemperatur und von dem Zusatz einer der Kristallisierung vorbeugenden
Schutzsubstanz, Dimethylsulfoxid (DMSO, Sigma). Etwa 5x10° Zellen wurden
zentrifugiert, in 1 ml Einfriermedium (10 % DMSO in FCS) aufgenommen und in ein
Kryorohrchen uberfihrt. Um eine langsame Abkuhlung zu gewahrleisten, fand das
Einfrieren in einem mit Isopropanol gefullten Behalter, eine sogenannte
Einfrierbox, statt. Eingefrorene Zellen wurden dagegen sehr schnell im Wasserbad
bei 37°C aufgetaut und in vorgewarmtes Medium aufgenommen.

5.3 Bestimmung der Anzahl vitaler Zellen druch Trypanblaufarbung

Ein Aliquot der zu zahlenden Zellsuspension wurde 1:2 mit einer 0,4 % Trypanblau-
Losung (Sigma) vermischt und nach kurzer Inkubation in einer Neubauer
Zahlkammer (Roth) unter dem Mikroskop ausgezahlt. Lebende Zellen mit intakter
Membran werden im Gegensatz zu absterbenden oder toten Zellen nicht blau
angefarbt. Die Zellkonzentration pro ml ergibt sich aus der mittleren Anzahl der
Zellen der vier GroBquadrate x 10*, die Verdiinnung mit Trypanblau muss zudem
berucksichtigt werden.

5.4 Methoden zur Bestimmung zytopathischer Effekte

Es gibt verschiedene Moglichkeiten, um zytopathische Effekte (zum Beispiel durch
Virus induziert) auf Zellkulturen zu bestimmen. Zum einen konnen metabolische
Prozesse lebender Zellen nachgewiesen werden, zum Beispiel mit den Reagenzien
Alamar-Blue und MTT. Auf der anderen Seite konnen einige Farbstoffe speziell nur
lebende Zellen markieren, wie zum Beispiel Kristallviolett oder Neutralrot, andere
dagegen nur tote Zellen, wie zum Beispiel Trypanblau. Tote Zellen konnen zum
Beispiel auch durch ihre LDH-Freisetzung nachgewiesen werden.

Die zytotoxischen Zelltests wurden aus rationellen Grunden in 96-Lochplatten
durchgefuhrt. In jede Vertiefung wurden dabei 3000 Zellen der Zelllinien A9,
RENCA oder B78/H1 oder 4000 NBK Zellen ausgesat. Die zytotoxische Bestimmung
virusinfizierter Zellen erfolgte 3 Tage nach Infektion. Als Kontrolle dienten nicht
infizierte Zellen.
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5.4.1 Farbung mit Alamar-Blue

Alamar-Blue ist ein wasserlosliches Reagenz, das dem dem Zellkulturmedium direkt
zugegeben werden kann und von atmenden Zellen reduziert wird, wobei ein
Farbumschlag von blau nach rosa entsteht. Es ist daher ein Indikator fur zellulare,
metabolische Prozesse, die bei einem toxischen Zelleffekt beeintrachtigt sein
konnen. Die Wasserloslichkeit dieses Reagenzes stellt einen groBen Vorteil
gegenuber anderen zytotoxischen Zellkulturmethoden dar. Nach der Behandlung ist
zum Beispiel eine weitere Beobachtung der Zellen moglich, zumal Alamar Blue
selbst keine toxische Wirkung auf Zellen besitzt.

Pro Vertiefung wurden 10 pl der Alamar-Blue Losung (Serotec) dem Zellkultur-
medium zugegeben und 3 Stunden bei 37°C inkubiert. Je nach Zelle konnte die
Inkubationsphase auch langer dauern. Die Messung der Absorption erfolgte durch
duale Wellenlangenmessung bei 540 und 620 nm.

5.4.2 Farbung mit MTT

MTT, 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide, ist ebenso wie
Alamar-Blue ein Indikator fur zellulare, metabolische Prozesse. Nur lebende Zellen
mit normaler mitochondrialer Funktion konnen aus MTT ein unlosliches, blau
gefarbtes Formazan Prazipitat bilden. Dieser Farbstoff ist nur in organischen
Losemitteln loslich.

Pro Vertiefung wurden 10ul einer MTT-Losung (5 mg/ml in PBS, Sigma) zugegeben
und 3 Stunden bei 37°C inkubiert. Die Platte wurde zentrifugiert (1000 rpm, 5 min)
und der Uberstand vorsichtig abgenommen. Alle Zellen wurden in 100 pl
Isopropanol resuspendiert und gewartet, bis der Farbstoff homogen verteilt war.
Die Absorption wurde bei der Wellenlange von 595 nm gemessen.

5.4.3 Messung der LDH Aktivitat

LDH (Lactat-Dehydrogenase) wird von toten Zellen freigesetzt und kann auBerhalb
der Zellen im Zellkulturmedium durch eine Redoxreaktion mit Farbumschlag
nachgewiesen werden. Fur diesen Test wurde das Kit CytoTox96® (Promega) nach
Angaben des Herstellers verwendet.

5.4.4 Farbung mit Neutralrot

Der schwach kationische Farbstoff Neutralrot bindet an anionische Vakuolen oder
Granula in der Zelle und akkumuliert somit in den Vakuolen oder Lysosomen.
Sobald die Zelle stirbt, kann der Farbstoff nicht mehr in der Zelle gehalten werden.
Die Farbung mit Neutralrot-Losung (Merck) wurde bei der Plaque-Test Methode
(6.6.2) angewandt.

5.4.5 Farbung mit Kristallviolett nach McCoy

Der Farbstoff Kristallviolett farbt ebenfalls nur vitale Zellen an. Diese Methode
eignet sich unter anderem zum Anfarben von Zellklonen.

Die Zellen wurden nach Abnahme des Zellkultur-Uberstandes zunichst mit einer
eiskalter Essigsaure-Ethanol-Mischung (Verhaltnis 1:3) fur 20 min bei 4°C fixiert.
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Daran schloss sich eine Inkubation mit Ethanol fur weitere 20 min bei RT. Die
Zellkulturschalen mussten nun grundlich mit Wasser gespult werden, um die
Farbung von Zellen mit dem ethanol-loslichen Kristallviolett zu ermoglichen. Nun
wurde die Kristallviolett-Losung im Uberschuss zugegeben und mind. 1 h bei RT mit
den Zellen inkubiert. Nach Abnahme der Kristallviolett-Losung wurde die Schale
erneut gewaschen. Vitale Zellen waren nun violett gefarbt und Zellklone konnten
gezahlt werden. Der Farbstoff konnte aber auch mit Methanol gelost und die
Absorption bei 595 nm gemessen werden.

5.4.6 Klonbildungstest

Je 6x10° Zellen wurden in 6 cm Schalen ausgesét und mit Virus mit entsprechender
moi in einem Inokulum von 400 pyl MEM fur 1 h infiziert. Nach 6 weiteren Stunden
wurden die Zellen trypsiniert, zweimal 1:10 verdunnt (insgesamt nun 1:100
verdunnt) und davon wiederum 100, 200 oder 400 Zellen je 6 cm Schale in
Triplikaten ausgesat. Die Zellklonbildung wurde im Mikroskop beobachtet. Bei
geeigneter Klongrofe nach 1 bis 2 Wochen wurde das Medium vorsichtig abgesaugt
und eine Kristallviolettfarbung nach McCoy durchgefiihrt (5.4.5).

5.4.7 Soft-Agar-Klonbildungstest

Der Soft-Agar-Klonbildungstest ist eine Variation des Klonbildungstests fur nicht
adhirente Zellen in Suspension, wie zum Beispiel P815 Zellen. Je 6x10° Zellen
wurden in einem Gesamtvolumen von 300 pl MEM in einem Rohrchen fur 1 h
infiziert. In dieser Zeit wurden 6 cm Schalchen mit einem zahlbaren Raster an der
Unterseite mit 7 ml 0,56 %-Agarmischung (45 % 1,25 %-Agar in H,0, 55 % MEM 2x
komplett) beschichtet. Die infizierten Zellen wurden auf 2000, 5000 und 10000
Zellen/ml verdunnt und jeweils 1 ml Zellsuspension mit 2 ml 0,56 %-Agarmischung
vermischt. Dabei war es vorteilhafter, erst den Anteil an MEM 2x komplett mit den
Zellen zu vermischen, ehe der 43°C heiBe Agar vorsichtig zugegeben wurde. Jeweils
3 ml der neuen Zellmischung wurden auf den Agar-beschichteten Schalen verteilt.
Die Zellklonbildung wurde im Mikroskop verfolgt und auch im Mikroskop unter
Zuhilfe-nahme der Raster gezahlt.

5.5 Infektion von Zellen

Die Infektion von Zellen mit Virus erfolgte stets in MEM Medium ohne weiteren
Zusatze. Dabei wurde beachtet, dass das Virus ausreichend verdunnt wurde, um
groBere Einflusse der Virusaufbewahrungslosungen (lodixanol, CsCl) auf die Zellen
und die Infektion zu vermeiden. Fur 10 cm Schalen wurde ein Inokulum von 1 ml
verwendet, fur 6 cm Schalen ein Inokulum von 400 pl. Bei davon abweichenden
Schalen wurde, wenn moglich, die Menge an Inokulum anhand der standardisierten
Werte der SchalengroBe angepasst. Zur Infektion wurden die Schalen mit dem
Virusinokulum alle 10 min geschwenkt, um alle Zellen gleich gut mit Virus zu
benetzen. Nach einer Stunde wurde das Inokulum abgenommen und durch
gewohnliches Komplettmedium ersetzt. 96-Lochplatten mit 100 pl Zellsuspensionen
wurden jeweils mit 10 oder 20 pl infiziert, ohne dabei den Zellkulturuberstand
abzunehmen. Allerdings konnte in allen Fallen eine ausreichend lange
Inkubationszeit des Virus gewahrleistet werden, meist 2-3 Tage.
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6 Virologische Methoden

6.1 Produktion von Wildtyp Viren durch Infektion

MVMp Wildtyp Viren wurden in A9 Zellen produziert. Nahezu konfluente 10 cm
Schalen wurden mit einer moi von 0,001 pfu infiziert und nach 4 h auf neue Schalen
1:8 gesplittet. Die Ernte der Nachkommenviren erfolgte bei Beginn deutlich
sichtbarer Zytolyse, in der Regel nach 3-5 Tagen. Die Zellen wurden mit
Zellschabern gelost und die Zell- und Mediumsuspensionen zentrifugiert. Das
Zellpellet wurde in 10 ml VTE aufgenommen. Nach dreimaligen Frier-Tau-Zyklen
(=20°C / RT) wurde das Zellpellet in weitere 10 ml VTE resuspendiert. Nach
erneuten dreimaligen Frier-Tau-Zyklen wurden die virushaltigen VTE-Losungen als
Rohextrakt vereinigt und bei 4°C aufbewahrt.

6.2 Produktion rekombinanter Viren durch Transfektion

Rekombinante Viren wurden in 293T Zellen durch Co-Transfektion mittels CaPO4-
Prazipitation hergestellt (Abb. 59).
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Zellkulturmedium  pipettiert.
Die Schale wurde dabei schrag
gehalten und die Prazipitate
gleichmabBig verteilt.

Abb. 59: Produktionsschema rekombinanter Viren

Die Ernte der produzierten rekombinanten Viren erfolgte am Tag 3 bevor die Zellen
abstarben. Analog zur Produktion der Wildtyp Viren wurden die Zellen mit
Zellschabern gelost und die Zell- und Mediumsuspensionen zentrifugiert. Das
Zellpellet wurde ebenfalls in 10 ml VTE aufgenommen. Nach dreimaligen Frier-Tau-
Zyklen wurde das Zellpellet in weiteren 10 ml VTE resuspendiert. Nach erneuten
dreimaligen Frier-Tau-Zyklen wurden die virushaltigen VTE-Losungen (20 ml
insgesamt) als Rohextrakt vereinigt bei 4°C aufbewahrt.
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6.3 Produktion von Wildtyp Viren durch Transfektion (MVMp/Tr)

Die Produktion von Wildtyp Viren mit ahnlicher Methode, wie sie bei den
rekombinanten Viren angewandt wird, erfolgte uber Transfektion eines infektiosen
MVMp Klons (# 372) mittels CaPO4-Prazipitation wie zuvor beschrieben (6.2). Der
Verpackungshelfer wurde allerdings nicht dabei benotigt. Um eine Zweitinfektion
und dadurch uber Infektion hergestellte Wildtyp Viren zu vermeiden, erfolgte die
Virus Ernte bereits 30 h nach Transfektion. Im weiteren wurde wie bei einer
normalen Virusproduktion (siehe 6.1 oder 6.2) vorgegangen. Die produzierten Viren
wurden mit MVMp/Tr bezeichnet.

6.4 Aufreinigung und Konzentrierung von Viren nach ihrer Produktion

Die Aufreinigung der nach Ernte und Frier-Tau-Zyklen erhaltenen viralen
Rohextrakte, efolgte entweder mit CsCl- oder lodixanol-Dichtegradientzentrifuga-
tionen. Unter anderem konnten dabei auch leere Kapside abgetrennt werden.

6.4.1 CsCl-Dichtegradient

In ein Zentrifugenrohrchen (Beckmann) wurden 5 ml CsCl-Losung der Dichte 1,4
g/cm® zundchst mit 1 ml 1 M-Saccharose in VTE und dann mit 5 ml des
Virusrohextraktes uberschichtet. Fur 20 ml wurden daher 4 Zentrifugenrohrchen
benotigt. Die Zentrifugation erfolgte fur 20 h bei 39000 rpm und 10°C. Die
Gradientflussigkeit wurde anschlieBend von unten her fraktioniert und die Dichte
der einzelnen Fraktionen durch Refraktionsmessung von 5 pl Fraktionslosung
bestimmt. Die gemessenen Werte wurden anhand der Formel p = [(10,5416 x n) -
13,059] kg/l in die Dichte umgerechnet. Infektiose Viren sind im Dichtebereich 1,38
- 1,42 g/cm’ zu erwarten. Zur genauen Bestimmung der Fraktionen, die infektiose
Viren enthalten, wurde auch ein Hamagglutinationstest (6.5) durchgefuihrt. Alle
infektiose Viren enthaltende Fraktionen wurden schlieBlich vereint und gegen VTE
dialysiert, da die Viren in CsCl nicht aufbewahrt werden konnen.

6.4.2 lodixanol-Dichtegradient

In ein 40 ml groBes Zentrifugenrohrchen (Beckmann) wurden 20 ml Virusrohextrakt
schrittweise mit 7 ml einer 15 %-, 5 ml einer 25 %-, 4 ml einer 40 %- und 4 ml einer
60 %-lodixanollosung (OptiPrep®, Sigma) unterschichtet. Als Verdunnungsmedium
des lodixanols diente speziell hergestelltes PBS, das 1 mM MgCl, und 2,5 mM KCl
enthielt. Zur besseren Unterscheidung der einzelnen Schichten wurden der 60 %-
und 25 %-Phase jeweils 0,01 pg/ml Phenolrot zugesetzt. Die 15 %-Schicht enthielt
auBerdem 1 M-NaCl, um eine Partikelaggregation zu unterbinden. Die fertig
verschweisten Gradienten wurden 4 h bei 40000 rpm und 4°C zentrifugiert.
Aufgrund ihrer Dichte akkumulieren DNA-haltige Viruspartikel in der farblosen 40 %-
Phase, die von aufBen mit einer Kanule abgezogen wurde. Zellreste und leere
Kapside sind in der leichteren 25 %-Phase zu finden. Die aufgereinigte
Virussuspension musste nicht dialysiert werden und wurde bei 4°C aufbewahrt.
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6.4.3 Viruskonzentrierung durch Filtration

Zur Herstellung hoch konzentrierter Viruslosungen, wurden aufgereinigte Virus-
suspensionen, vor allem lodixanol-haltige, mit PBS (Dulbecco) ausreichend verdunnt
und mit Vivasein (Vivascience) Filtereinheiten filtriert. Die Filterrohrchen wurden zur
Sterilisation U.N. in 70 % Ethanol eingelegt und vor der Zugabe der Viruslosung mit
PBS gewaschen. Die Viruslosung wurde nach und nach zugegeben dazwischen und
am Ende mit PBS gewaschen, bis das gewunschte Volumen erreicht war. Die immer
konzentrierter werdenden Flussigkeit wurde hin und wieder resuspendiert. Die nun
in PBS vorliegenden Viren wurden moglichst bald in den Versuchen eingesetzt.

6.5 Hamagglutinationstest

Die Hamagglutination beruht auf der Eigenschaft mancher Parvoviren, an
Erythrozyten bestimmter Tiere, zum Beispiel Meerschweinchen, zu binden und
diese zu vernetzen. In GefaBen mit V-formigen Bodenvertiefungen konnen die
Erythrozyten daher nicht sedimentieren und das Medium erscheint milchig-trub. Fur
den Test wurden 1:2 Verdunnungsreihen (in 25 pl PBS) virushaltiger Losungen mit
2 %- Meerschweinchenerythrozyten (25 pl, in PBS) einige Stunden bei 4°C inkubiert.
Der Kehrwert der Verdiinnung des ersten erkennbaren Sediments in der Vertiefung
wurde als Titer gewertet.

6.6 Titration von Viren

Viren konnen nach verschiedenen Kriterien titriert werden. Haufig verwendet
werden der Replikationstiter (6.6.1), Transgenexpressionstiter, Lysetiter (6.6.2)
und Genomtiter (6.6.3). Im Gegensatz zum Viruspartikeltiter konnen die anderen
drei als infektiose Titer bezeichnet werden.

6.6.1 Bestimmung des Replikationstiters mittels Filter-Hybridisierungstest

Der Filter-Hybridisierungstest, mit dem der Replikationstiter (RT in ru/ml)
bestimmt wird, ist die Standard-Titrationsmethode fur rekombinante Viren. Fur
MVMp Viren wurden jeweils 2,5x10° A9 Zellen/ 6 cm Schale, fiir H1 Viren jeweils
5x10° NBK Zellen/ 6 cm Schale ausgesat. 24 h spiter wurden die Zellen jeweils mit
verschiedenen Verdiinnungsstufen (in der Regel 10 bis 10°) der Viren in 400 pl
MEM Medium infiziert (siehe 5.5). Nach 48 h wurden die Zellen wie folgt geerntet.
Die Zellen wurden mit 4 ml PBS gewaschen und nach dem Absaugen des Mediums 30
mm runde Nitrocellulose-Filter (Schleicher& Schull) luftblasenfrei auf den Zellrasen
aufgelegt. Die Filter wurden mit 100 pl PBS befeuchtet. Die Zellen wurden immer
stets feucht gehalten. Die Filter wurden vorsichtig wieder von der Schale gelost
und einem Denaturierungs- und Neutralisierungsschritt (siehe 2.5.1) unterzogen.
AnschlieBend folgte die Hybridisierung der gebackenen Filter mit spezifischer
Sonde (siehe 2.5.1). Nach Entwicklung des Filmes, der zur Bestimmung
rekombinanter Viren 3 - 4 Tage bei —80°C inkubiert wurde, wurde jeder schwarze
Punkt als infizierte Zelle gewertet. Der Umrechnungsfaktor, der das Inokulum und
die kleinere FiltergroBe im Verhaltnis zur Schale berucksichtigt, betrug 7,5. Der
Titer errechnete sich wie folgt: RT (ru/ml) = gezahlte Punkte * 7,5 * entsprechende
Verdiinnung.
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6.6.2 Bestimmung des Lysetiters mittels Plaque-Test

Der Plaque-Test, mit dem der Lysetiter (LT in pfu/ml) bestimmt wird, ist die
Standard-Titrationsmethode fur Wildtyp Viren. Hierbei werden die zytopathischen
Effekte der Viren fur ihre Quantifizierung genutzt. Wahrend der langeren
Inkubation der Zellen mit Virus werden infektiose Nachkommenviren gebildet, die
die benachbarten Zellen infizieren und lysieren konnen. Dadurch entstehen Locher
im Zellrasen, sogenannte Plaques, die bei einer Farbung der Zellen mit Neutralrot
(siehe 5.4.4) nicht mitangefarbt werden. Rekombinante Viren konnen aufgrund
ihrer Unfahigkeit, Nachkommenviren zu bilden, mit dieser Methode nicht
nachgewiesen werden.

Analog zu 6.6.1 wurden jeweils 2,5x10° A9 Zellen/ 6 cm Schale fiir MVMp Wildtyp
Viren und jeweils 5x10° NBK Zellen/ 6 cm Schale fiir H1 Viren ausgesét. 24 h spater
wurden die Zellen jeweils mit verschiedenen Verdunnungsstufen der Viren in 400 pl
MEM Medium infiziert (siehe 5.5). Nach 1 h Inkubation wurde das Virusinokulum
abgenommen und die Zellen mit eine Agar-Mischung (7_ml fur A9 Zellen: 3 Teile
2 %-Agar, 4 Teile MEM 2x komplett; 8 ml fur NBK Zellen: 3 Teile 1,7 %-Agar, 5 Teile
MEM 2x komplett) Uberschichtet. Das MEM 2x komplett Medium wurde dabei auf
37°C und der Agar auf 48°C erwarmt und erst vor dem Uberschichten gemischt.
Nach dem Erstarren des Agar-Uberzugmediums wurden die Zellen 6 Tage bei 37°C
inkubiert. Am sechsten Tag erfolgte die erneute Uberschichtung der alten
Agarschicht mit 3 ml Neutralrot-Farbemedium (22,5 ml 2xPBS, 3 ml Neutralrot-
Losung, beide auf 37°C erwarmt und 22,5 ml 2 %-Agar, auf 48°C temperiert; beide
Mischungen erst kurz vor dem Uberschichten mischen). Nach weiterer Inkubation
bei 37°C uU.N. konnten die Schalen ausgewertet werden. Dazu wurde der Agar-
Uberzug vorsichtig entfert und die nicht gefarbten Plaques gezahlt. Der Lysetiter
errechnete sich wie folgt: LT (pfu/ml) = 2,5 * Plaques * Verdinnung

6.6.3 Bestimmung des Genomtiters mittels Dot-Blot

Der Genomtiter (GT in g/) wurde mit der Dot-Blot Methode bestimmt. Hierbei
werden alle DNA-haltigen Virionen erfasst, unabhangig von ihrer Infektiositat. 10 pl
Virusprobe wurden mit 190 yl DMEM und 5 u DNase 1 (Promega, Invitrogen) 1 h bei
37°C inkubiert. Eine Positivkontrolle, die die Funktionstuchtigkeit der DNase
anzeigen soll, wurde mit 5 ng DNA angesetzt. Alle Proben wurden in Duplikaten
angesetzt. Nach dieser Stunde Inkubation wurden 200 pl 2x Proteinase Puffer und
100 pg Proteinase K (Quiagen) zugegeben und fur weitere 2 h bei 37°C inkubiert.
Zur Phenol-Chloroform-Extraktion wurden 400 pl Phenol/Chloroform (1:1)
zugegeben und mit der Probe gut geschuttelt. Nach Zentrifugation (13000 rpm,
5 min, RT) wurde die wassrige obere Phase vorsichtig abgenommen. Die
niedermolekulare DNA wurde durch 0,1x Volumen 3 M-NaOAc/ 40 pg Glykogen
(Roche)/ 2x Volumen Ethanol 100 % 30 min bei —80°C gefallt. Nach Zentrifugation
(13000 rpm, 30 min, 4°C) wurde die DNA mit 1 ml Ethanol 70 % gewaschen und
erneut zentrifugiert (13000, 5 min, 4°C). Die DNA wurde in 300 pl 0,4 M-NaOH/ 10
mM EDTA aufgenommen. Davon wurden 27 pl und 2,7 pl in ein neues Eppendorf
Rohrchen uberfuhrt und mit 0,4 M-NaOH/ 10 mM EDTA Mischung auf ein Volumen
von 300 pl aufgefullt. Die drei Volumina bilden nun eine 1:10 Verdunnungsreihe der
DNA (270: 10%/ 27: 10/ 2,7: 10™). In die Dot-Blot Apparatur wurde eine PBS-
befeuchtete Nitrocellulose Membran (Hybond™-ECL™, Amersham) angepasst, die
Apparatur geschlossen und Vakuum angelegt. Die Proben wurden 5 min auf 100°C
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erhitzt und jeweils in die Vertiefungen pipettiert. Eine 1:2 Standardverdunnungs-
reihe mit 80 ng bis 0,15 ng Plasmid-DNA wurde vorbereitet und ebenfalls auf die
Nylonmembran transferiert. Der Blot wurde durch UV-cross-Linking fixiert und die
Membran hybridisiert (siehe 2.5.1). Die Dot-Blot Apparatur wurde U.N. in 1N-HNO;
eingelegt und dann gewaschen. Die Auswertung erfolgte grob Uber Abschatzung der
Spot-Intensitaten auf einem Rontgenfilm und genau Uber Messung mittels Phosphor-
Imager Platte. Anhand der Standardreihe wurde die Konzentration der Proben
bestimmt und in die Titereinheit Genome/ml (g/ml) umgerechnet. 1 ng des
Standards (MVMp/MDC Plasmid) entsprach dabei 1,36x10® Genome. Beriicksichtigt
werden mussten die Verdunnung der Probe (siehe oben) und dass das Plasmid aus
ds DNA, das Virus dagegen aus ss DNA besteht.

6.7 Zellularer Dot-Blot

Die Zellulare Dot-Blot Methode stellt eine Dot-Blot Methode in groBerem MaBstab
dar (25 mm? Dots). Es wurden jeweils 2x10° Zellen ausgesdt und mit der
gewunschten moi und Virus infiziert (siehe 5.5). Die Zell Absorption wurde 2 h nach
Infektion, die Amplifikation 30, 48 oder 65 h nach Infektion getestet.

25 mm? Nitrocellulosefilter (Schleicher & Schiill) wurden mit PBS befeuchtet,
beschriftet, in die Dots der groBen Dot-Blot Kammer gelegt und ein Vakuum
angelegt. Die Filter wurden mit einer Metall-Umrandung befestigt, um ein
Auslaufen zu verhindern. Die Zellen wurden trypsiniert, in die Metallrohrchen auf
die Filter gegeben und die Schale gut gewaschen. Die Filter wurden wie in 2.5.1
beschrieben de- und renaturiert und hybridisiert. Die Auswertung erfolgte durch
Fliissig-Szintillationsmessung mit 4 ml Ready Safe™ (Beckman Coulter) je Filter in
einem Schraubverschlussrohrchen.

6.8 Infektion mit rekombinanten Vacciniaviren

Die rekombinanten NS1- (Nuesch et al., 1992), NS2- (Nuesch et al., 2003), VP1-
(Nuesch, nicht veroffentlicht), oder VP2- (Nuesch, nicht veroffentlicht),
exprimierenden Vacciniaviren wurden von Dr. J. Nuesch (DKFZ) zur Verfugung
gestellt. In dieser Arbeit wurden sie vereinfacht als VV-NS1, VV-NS2, VV-VP1 oder
VV-VP2 bezeichnet.

Da die Transgenexpression der rekombinanten Vacciniaviren von einem T7
Promotor kontrolliert wird, ist eine Doppelinfektion mit einem T7 RNA Polymerase-
exprimierenden, rekombinanten TF7-3 Vacciniavirus notig (Furst et al., 1986). Das
rekombinante TF7-3 Virus wird in dieser Arbeit vereinfacht als VV-T7 bezeichnet.

Ein Vorteil der Vacciniaviren ist, dass sie keine Spezies- oder Gewebespezifitat
zeigen. Alle Saugetierzellen sind fur eine Infektion dieser Viren empfanglich. Die
Expressionsrate ist zudem sehr hoch.
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7. Tierexperimentelle Methoden

7.1 Versuchstiere

Balb/c, C57Bl/6 und DBA/2 Mause wurden von der Firma Charles River bezogen.
IFNAR-/- Mause mit C57Bl/6 Hintergrund stammten von Dr. R. Zawatzky aus eigener
Zucht (DKFZ). Die 4 - 6 Wochen alten Weibchen wurden in Gruppen von maximal 5
Tieren in Isolatoren bei 21-24°C, 40- 60 % Luftfeuchtigkeit und 12 - 15 Luftwechseln
pro Stunde gehalten. Die Versuchsbehandlung der Tiere erfolgte jeweils in S2
Werkbanken. Die Totung der Tiere erfolgte durch CO,.

7.2 Tumor- und Organentnahme

Nach der Totung des Tieres wurde Blut durch Herzpunktion gewonnen (siehe 4.3.1).
Im AnschluB daran wurden die Organe (Leber, Lunge, Thymus, Herz, Niere, Milz,
Darm, Lymphknoten und Tumor in dieser Reihenfolge) mit einer Schere oder Messer
abgetrennt, in ein 2 ml Eppendorf GefaB uberfuhrt und in flussigem Stickstoff
schockgefroren. Die Lagerung der Organe erfolgte bei —80°C.

7.3 Immunisierung von Mausen

Die Immunisierung von Mausen erfolgte mit 108-10° pfu/ml MVMp oder 2x10” pfu/ml
Vaccinia Wildtyp Viren in 100 pl frischem PBS (Dulbecco). Die Immunisierungswege
umfassten die subkutane, intraperitoneale, intranasale (nur 20 pl) und intravenose
(unter Hilfe der Tierpfleger) Virusinjektion. Die Immunisierungsdauer betrug fur 14
oder 15 Tage fur die Analyse der humoralen, und 10 Tage fur die Analyse der
zellularen Immunantwort. Fur RT-PCR Reaktionen erfolgte die Immunisierung 3 - 5
Tage. Die zweite Virusgabe im Readministrationsmodell erfolgte 10 Tage nach der
ersten Virusgabe.

7.4 Injektion in vitro infizierter Tumorzellen (ex vivo Versuche)

Mindestens 24 h vor Versuchsbeginn wurden die zu infizierenden Tumorzellen in
10 cm Schalen ausgesat. Die in vitro Infektion dieser Zellen mit Virus (moi 10
ru/ml) erfolgte in 2 ml fur 1 h, danach in 8 ml. Die Zellen wurden 4 h infiziert und
dann fur die Injektion in Mause vorbereitet. Nach Trypsinierung und mehrmaligem
Waschen der Zellen mit MEM Medium ohne weiteren Zusatzen wurden die Zellen
gezahlt und auf die zu injizierende Menge eingestellt. Es wurden jeweils 2x10°
RENCA Zellen pro Balb/c Maus oder 2-10x10° P815 Zellen pro DBA/2 Maus subkutan
in die rechte Flanke injiziert. Die Injektion erfolgte in MEM Medium, das Volumen
betrug 100 pl. Unmittelbar vor der Injektion wurden die Zellen resuspendiert. Im
Anschluss wurde die Zellsuspension erneut gezahlt und somit ruckblickend
uberprift. Eine gleiche Menge an Zellen wurde in vitro ausgesat und bezuglich ihrer
Vitalitat, Transgenexpression oder einer Kontamination beobachtet. Zur
statistischen Untersuchung des Tumorwachstums wurde der Wilcoxon-Rank-Sum-
Test verwendet.
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7.5 Injektion etablierter Tumore (in vivo Versuche)

Es wurden 6x10° P815 Zellen subkutan in die rechte Flanke injiziert. An den Tagen
3, 7 und 9 erhielten die M&use intratumorale Injetktionen mit insgesamt 2x10®
pfu/ml MVMp Viren.

7.6 Bestimmung des Tumorvolumens

Zur Erfassung des Tumorvolumens wurde 2 - 3 mal wochentlich die Lange, Breite
und Hohe der Tumore mit einer elektronischen Schieblehre gemessen. Das
Tumorvolumen errechnete sich demnach wie folgt:

Tumorvolumen V = /6 * Lange * Breite * Hohe

Die Tiere wurden bei einem Tumorvolumen von 1,5 - 2,0 cm?, nekrotischen
Tumoren oder sonstigen Leiden getotet.
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