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1. Einleitung

1.1. Listeria monocytogenes

1.1.1. Morphologie und Wachstum

Listeria monocytogenes ist ein grampositives, enteroinvasives und peritrich begeil3eltes
Stabchenbakterium, das weder Sporen noch Kapseln bildet und wie Salmonella enterica spp.,
Salmonella thyphimurium, Mykobakterium spp., Chlamydia spp. und Coxiella burnetii zu den
fakultativ intrazelluldren Keimen zéhlt. Die peritriche Begeil3elung ermdglicht eine aktive
Beweglichkeit, die bei Temperaturen unter 25°C besonders ausgepragt ist (Jones und
Seelinger, 1992). Listerien sind fakultativ-anaerob und vermehren sich auch noch bei
extremen pH-Werten und hohen NaCl-Konzentrationen (Cole et al., 1990). Anhand der
Agglutination mit 15 O-Antigenen und 5 H-Antigenen werden 16 Serovare von Listeria spp.
unterschieden (Jones und Seeliger, 1992; Farber und Pterkin, 1991).

Tabelle 1: Ubersicht Serovare Listeria spp.

Spezies Serovare
L.monocytogenes | 1/2 a, 1/2 b, 1/2 ¢, 3a, 4a, 4ab, 4c, 4d, 4e, 7
L.innocua 3, 4ab, 6a, 6b, unbenannt
L.ivanovii 5
L.sedligeri 1/2a,1/2b,1/2c, 4b, 4c, 4d, 6b
L.welshimeri 1/2 a, 4c, 6a, 6b, unbenannt
L.grayi

1.1.2. Infektionsweg und Ausbreitung

Eine Infektion mit Listerien wird Listeriose genannt.

Der Mensch infiziert sich dabel Uberwiegend durch orale Aufnahme kontaminierter
Milchprodukte (Bille, 1990). Da sich die Bakterien bis zu Temperaturen von 5-10 °C
vermehren konnen, kann es in kontaminierten, gekihlten Lebensmitteln zur weiteren
Keimanreicherung kommen. Nach oraler Zufuhr der Bakterien, gelangen diese Uber M-Zellen
der Peyerschen-Plagues in das Intestinalepithel und in die Enterozyten (Marco et al., 1992).
Nach primarer Vermehrung in Makrophagen erfolgt dann die Ausbreitung Uber das
lymphatische System zu Milz und Leber (Conlan, 1999). Im immunologisch kompetenten
Organismus wird der grofte Anteil der Listerien durch die Kupfferschen Sternzellen
eliminiert (Conlan et a., 1994). Ein Tell der Bakterien infiziert die Hepatozyten mit
nachfolgender Apoptoseinduktion und Freisetzung chemotaktischer Stoffe, die neutrophile
Granulozyten anlocken. Ob damit eine vollstandige Listerienelimination erreicht wird, hangt
vom Verhdtnis zwischen Erregervirulenz und der Uberwiegend T-zelluldren
immunologischen Abwehrlage ab. Bleiben Listerien im Korper zuriick, so kdnnen sie sich
entweder frei oder intrazelluldr vermehren und Uber Blut- und Lymphwege zu einer
systemischen Infektion fuhren.

Nach dem Eintritt der Listerien in die Zellen, erfolgt die rasche Aufnahme in Phagosomen,
die mit Lysosomen zu Phagolysosomen fusionieren. Dieser Weg der Fremdkorperelimination
greift nicht bei Listerien, da es trotz der Ansduerung im Phagolysosom nicht zum Absterben
der Bakterien kommt, sondern zu einer Aktivierung des Listeriolysin O (LLO). Dadurch
,befreien” sich die Listerien aus dem Phagolysosom, gelangen ins Zytoplasma der Wirtszelle
und beschreiten einen intrazelluldren Replikationsweg. Hierbel erfolgt eine Polymerisation
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von Aktinfilamenten an einem Pol der Bakterien, so dass innerhalb von ca. 2 h ein
Aktinschweif entsteht mit dem die aktive Beweglichkeit im Zytoplasma mdglich ist (Cossart,
1998). Gelangt das sich so bewegende Bakterium mit der Zellmembran in Kontakt, bildet sich
eine pseudopodiumartige Vorwolbung aus, Uber die das Bakterium in die Nachbarzelle
eindringen kann (Chakraborty, 1999). Dort ist es zunéchst von 2 Phospholipidmembranen
umgeben, die durch einen weiteren Virulenzfaktor, der Lecithinase, lysiert werden.

— Phagosom LLo

Lecithinase

Abbildung 1: Schematische Darstellung des Infektionsprozesses von Listeria monocytogenes
1.1.3. Das Virulenzgencluster

Das fur die Virulenz von Listeria monocytogenes %2 a unentbehrliche Gencluster umfasst ca.
10 kb und setzt sich aus dem plcA-prfA-Operon und dem Lecithinase-Operon sowie einem
Einzelgen (hly) zusammen. Da dieses Virulenzgencluster in apathogenen Varianten wie z.B.
Listeria innocua nicht gefunden wird, geht man davon aus, dass der Urtyp Listeria
monocytogenes Y2 a diese Gene im Verlauf der Entwicklungsgeschichte Uber eine
Bakteriophageninfektion erhalten hat (Chakraborty et a., 2000).

Die Transkription der Virulenzgene steht unter der Kontrolle des positiven Regulationsfaktors
PrfA, der durch das prf-Gen codiert wird. Das Lecithinase-Operon umfasst die Gene mpl,
actA und plcB sowie 3 weitere Leseraster (ORF-X-ORF-2).

Gen prfh plch hhy mpl acth pleB
. > -
Genprodultt | - PLPLO + + listeriohysin + metalloprotense +  Acth lecithinase
Prif
(-} Inhbition
l/ [+ Aktrmerng
+ inlA inlB
- >

Internalind Internalinb
Abbildung 2: Schematische Darstellung des Virulenzgenclusters und der Bedeutung des PrfA
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1.1.4. Virulenzgene von L. spp.

inlA und inlB

Diese beiden Gene des inlAB-Operons codieren fur die Internaline A und B, die an der
Adhasion und Invasion der Listerien in die Wirtszelle beteiligt sind (Lingnau et al., 1995;
Gaillard et al., 1991). Dabei unterliegen sie einer schwachen Regulation durch PrfA und
temperaturabhangigen Mechanismen (Lingnau et al., 1996). Der Wirtszellrezeptor epithelialer
Zellen fur Internalin A ist E-Cadherin, ein transmembranes Glykoprotein das an der
calciumabhangigen Zell-Zell-Interaktion beteiligt ist und auch auf Enterozyten vorhanden ist
(Lecuit et al., 1999). Es gehort in die Familie der Cadherine, die gewebsspezifisch gebildet
werden, so z.B. E-Cadherin von epithelialen Zellen und N-Cadherin von neuronalen Zellen
(Cossart, 1998). Die einzugehende Bindung ist so wirtsspezifisch, das der Austausch einer
Aminosaure die Wechselwirkung verhindert.

Internalin B, das sowohl zellwandassoziiert, als auch in sekretorischer Form vorkommt hat
ebenfalls Bedeutung fur die Listerieninvasivitét in verschiedene Zellarten, wobei humane
mikrovaskul dre Gehirnendothelien unabhangig von inlB invadiert werden (Greiffenberg et al.,
2000). Der zellulare Rezeptor fur Internalin B ist eine Tyrosinkinase (Shen et al., 2000).
Neben diesen beiden Internalinen sind noch weitere Formen (InlC, InIC2, InID, InlE, InlF,
InIG und InlH) beschrieben worden (Engelbrecht et al., 1996). Listerien denen das InlGHE
Cluster fehlt zeigen eine deutlich reduzierte Virulenz.

hly-Gen

Dieses Gen codiert fur das sezernierte Listeriolysin O, das sowohl unter der Kontrolle des
prfA-Promotors as auch ohne ihn transkribiert werden kann. Listeriolysin O ist en
Hamolysin (Guillard et al., 1986), das der Familie der sulfhydrylaktivierten porenbildenden
Zytolysine (wie z.B. Streptolysin) angehort (Smyth und Duncan, 1978). Durch diesen Faktor
konnen Listerien nach Aufnahme in die Wirtszelle das Phagolysosom verlassen.

Die Transkription erfolgt temperatur- und pH-abhangig und ist bei 37°C und einem pH von
5,5 besonders effektiv (Leimeister-Wachter et al., 1992; Farber und Pterkin, 1991). Weitere
Funktionen sind die Apoptoseinduktion (Guzman et al., 1996) und die Expression von
Zelladhasionsmolekilen in infizierten Endothelzellen (Drevets, 1997; Krull et a., 1997).

plcA

Das Produkt des plcA-Gens ist die phosphatidylinositol spezifische Phospholipase C (PI-PLC)
diein der Lage ist, sowohl Phosphoinositol als auch Phosphoinositolglykane zu hydrolysieren
und damit das Phagolysosom aufzulsen (Camilli et al., 1991, Ireton et al., 1996). Listerien
ohne PI-PLC-Aktivitét sind avirulent. Wortmannin, ein Inhibitor der PI-PLC kann Wirtszellen
vor einer Listerieninfektion schiitzen.

plcB

Dieses Gen codiert fur die phosphatidylcholinspezifische Phospholipase C (Lecithinase) und
ist mit mpl und actA im Lecithinase-Operon zusammengefasst. Die Lecithinase |6st die nach
interzellulérer Listerienwanderung vorhanden Doppelmembranen auf (Vazquez-Boland et al.,
1992).

mpl

Das mpl-Gen ist das erste Gen des Lecithinase-Operons. Das codierte Protein ist eine
Metalloprotease, die zur Aktivierung der Lecithinase fuhrt (Coffey et a., 2000). Mutanten mit
Veranderungen innerhalb dieses Gens zeigen geringere Virulenz und produzieren eine andere
Form der Lecithinase.
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actA

Nach Eindringen des Bakteriums in das Zytosol beginnt die Expression des actA-Gens und
nachfolgend die Polymerisation zelluldren G-Aktins, wodurch an einem Bakterienpol ein
Aktinschweif entsteht. Dieser Aktinschweif ermdglicht die intrazytoplasmatische Bewegung
und ist auch an der Invasion der Listerie in die Zelle beteiligt. Dabei hangt die
Geschwindigkeit der intrazellul&ren Bewegung von der Aktivitét der Aktinpolymerisation ab
(Theriot et al., 1992). Mutanten mit Defekten innerhalb dieses Gens bilden keine Lecithinase
und die Aktinpolymerisation bleibt aus (Kocks et a., 1992).

Durch Plasmidexpression von ActA in apathogenen L. innocua konnten diese zur
Aktinpolymerisation und intrazelluldren Beweglichkeit befahigt werden (Kocks et al., 1995).
Auch die Inkubation von Streptokokkus pneumoniae mit einem Hybridprotein das ActA
enthielt, fuhrte zu dieser Fahigkeit (Smith et al., 1995). Zur Bindung und Akkumulation von
Aktin sind neben ActA weitere Zytoskelettproteine notwendig, wie z.B. a-Aktin,
Tropomyosin, Profilin und VASP. Profilin und VASP befinden sich jeweils am proximalen
Ende des Aktinschwelifs. In vitro Studien zeigten, dass VASP eine Verbindung zwischen
ActA und dem Zytoskelett herstellt (Chakraborty et al., 1995), wobei VASP zunéchst Profilin
bindet bevor es mit ActA eine Verbindung eingeht.

prfA

Das Produkt dieses Gens sorgt fur die Transkriptionsaktivierung weiterer Gene wie z.B. hly,
plcA, mpl und plcB (Mengaud et al., 1991; Chakraborty, 1992). Dabel unterliegt es selber der
Kontrolle durch einen Promotor im Bereich zwischen plcA und prfA und durch den plcA-
Promotor. Dieslegt nahe, dass prfA seine eigene Bildung reguliert.

1ap

Ein weiterer Faktor mit Bedeutung fur die Invasivitdt der Listerien in Fibroblasten und
Makrophagen ist das vom iap-Gen codierte P60-Protein, das PrfA-unabhangig exprimiert
wird. Dieses Protein hat Murein-Hydrolaseaktivitét und kommt sowohl zellwandassoziiert as
auch in sekretorischer Form vor.

Tabelle 2: Ubersicht der Virulenzgene und deren Funktion

Gen (Genprodukt) Funktion Folge des Funktionsverlust
actA  (Aktin) Aktinpolymerisation Fehlende Beweglichkeit
iap (Hydrolase) Invasion Reduzierte Invasivitét
inlA/inlB(Internalin) Zytoadhasion und Invasion | Reduzierte Invasivitét

mpl (Metalloprotease) | Aktivierung Lecithinase | Apathogene Variante

hly (Listeriolysin O) | Auflésung Phagolysosom | Apathogene Varianten

pilcA  (PI-PLC) Auflésung Phagolysosom | Apathogene Varianten

plcB (Lecithinase) Interzelluldre Wanderung | Keine Infektionsausbreitung

prfA Promotor Keine Virulenzgenexpression
1.1.5. Listeriose

Die Inkubationszeit variiert zwischen einigen Tagen und mehreren Wochen (Schuchat et al.,
1991), wobei der klinische Verlauf wesentlich vom immunologischen Zustand des
Organismus abhangt. Man unterscheidet:

a) Infektion bei Gesunden
Diese Art der Infektion verlauft entweder asymptomatisch oder mild in Form eines grippalen
Infektes.
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b) opportunistische Infektion bei Immungeschwéchten

Risikogruppen sind @tere Menschen, Patienten mit AIDS, Diabetes mellitus, chronischen
Herz-, Lungen-, oder Nierenerkrankungen, einer iatrogenen Immunsuppression oder einer
Alkoholabhangigkeit (Schwartz et al., 1988). Der Verlauf ist schwerwiegend. Neben
Fokalinfektionen wie z.B. Osteomyelitis, Pleuritis, Pneumonie, Peritonitis oder Cholezystitis
kann es bel Patienten mit geschadigten Herzklappen zu einer Endokarditis kommen.
Weiterhin droht bei hdmatogener Streuung eine Sepsis oder ZNS-Listeriose.

c) Perinatale Listeriose

Diese Infektion ist moglich, wenn die Mutter wahrend der Schwangerschaft an einer
Listeriose erkrankt. In zeitlicher Abhéngigkeit unterscheidet man ,early-onset” und , late-
onset” -diseasses.

Beim early-onset infizieren sich die Kinder entweder diaplazentar bei Bakteriamie der
Schwangeren oder durch vaginal aszendierende Keime. Neben einer erh6hten Frih- bzw.
Fehlgeburtsrate konnen schon wenige Tage nach der Geburt Krankheitssymptome wie z.B.
Hautl&sionen, Pneumonie oder Sepsis auftreten. Die Granulomatosis infantosepticaist ein fur
diese Verlaufsform typisches Krankheitshild.

Die Meningitis ist die Hauptverlaufsform des late-onset, der frihestens eine Woche postpartal
auftritt. Ursachlich soll eine Infektion bei Passage des Geburtskanals bzw. eine nosokomiae
Infektion vorliegen (McLauchlin, 1990).

Beide Verlaufsformen unterscheiden sich in der Letalitét, die beim early-onset mit 15-50 %
deutlich hoher als beim late-onset liegt (Farber und Peterkin, 1991).

d) Reaktivierung von Listerien

Es gibt Beobachtungen, die auf die Mdglichkeit der Persistenz und Reaktivierung der
Listerien im Wirtsorganismus hinweisen (McLauchlin et a., 1991; Sauders et a., 2001). Die
rekurrente humane Listeriose wird dabel fast immer durch den gleichen Listerienstamm wie
bei der Primarinfektion ausgel 0st.

1.1.6. ZNS-Listeriose

Die hamatogene Streuung der Bakterien in das ZNS kann zu verschiedenen Erscheinungs-
bildern fuhren. In 90% der Félle bildet sich eine Meningitis bzw. Meningoenzephalitis aus
(Nau et al., 1990; Niemann und Lorber, 1980). Weiterhin ist eine Hirnstammenzephalitis
maoglich, die einen zweiphasigen Verlauf zeigt. In der ersten Phase treten uncharakteristische
Beschwerden wie Doppelbilder, Ubelkeit, Erbrechen und Kopfschmerzen auf. In der zweiten
Phase kommt es zu Herdsymptomen wie z.B. Dysarthrie oder Fazialisparese.

Im Tierversuch zeigt sich, dass bevorzugt Axone und Nervenzellkorper der Spinalganglien
invadiert werden, wobei sich die Listerien retrograd oder antegrad im Zellsoma bewegen
(Dons et a., 1999). In Zellkultur konnte die Invasivitéat der Listerien durch Koinkubation von
Neuronen mit listerieninfizierten Makrophagen erhdht werden, da die interzellulare
Ausbreitung der Bakterien Uber die actA abhangigen Aktinpolymerisation mdglich wurde
(Dramsi et al., 1998).

1.1.7. Therapie
Mittel der Wahl sind Ampicillin und Aminoglykosidantibiotika. Trotz antibiotischer Therapie

liegt die Gesamtmortalitét bel symptomatischer Listeriose um 20 % (Rouquette und Berche,
1996). Eine Mdglichkeit zur Impfprophylaxe besteht zurzeit noch nicht.
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1.2 DaslInfluenzavirusTyp A

Das Virus gehort mit den Influenzaviren Typ B und C in die Familie der Orthomyxoviridae,
die ein einstrangiges, segmentiertes RNA-Genom mit Negativstrangpolaritét besitzen. Sie
haben einen Durchmesser von ca. 120nm und kommen im Gegensatz zu Typ B und C bel
Mensch und Tier vor (Zambon, 1999).

1.2.1. Aufbau

ENF

,-T-

Polymerase-
leomples

M2~
T Lipidhille

Polymeraselomplex+ERib nnukle npmtem

“‘J vRNA

FPEL1" |
PE2 NP

Abbildung 3 : Schematische Zeichnung des Influenza-A-Virus und des viralen RNA-Polymerase-
komplexes

Das Genom des Influenzavirus Typ A umfasst 8 Segmente mit etwa 13600 Basen. Jedes
Segment ist mit basischen, argininreichen Nukleoproteinen (NP) assoziiert und bildet damit
eines der 8 Nukleokapside. Nachfolgend wird die Bedeutung der einzelnen Segmente bzw.
deren Genprodukte dargestellt und in Tabelle 2 kurz zusammengefasst:

Polymer aseeinheiten PA, PB1, PB2 (Segment1-3)

Die Polymeraseeinheiten bilden den Komplex der virden RNA-Polymerase. Sie
synthetiseren aus viraler (-)RNA (,vRNA®) komplementére (+)RNA (,cRNA®), die
wiederum als Matrize zur Synthese neuer VRNA dient (Y oung und Content, 1971; Hay et al.,
1982). Weiterhin entsteht aus der (-)vRNA die (+)mRNA, die von der Wirtszelle translatiert
wird und damit zur Synthese der viralen Proteine in der Zelle fuhrt (Hay et al., 1977; Plotch et
al., 1981).

PB2 erkennt 5 cap-Strukturen zelluldrer mRNAs und spaltet durch eine Endonuklease-
aktivitat 9-15 Nukleotide von diesem Ende ab. Die entstandene Oligonukleotidsequenz dient
der viralen RNA-Polymerase as Primer fir die Synthese viraler mRNA. Da dadurch der
Zellstoffwechsel auf die Virusvermehrung umgestellt wird, erfolgt eine Hemmung der
zelleigenen Transkription und Trandation. Fur die Replikation des viralen Genoms spielt PB2
eine untergeordnete Rolle (Nakagawa et al., 1995).
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PB1 hat die eigentliche katalytische Funktion des Komplexes. Sie fuihrt zu einer Elongation
der Uber die Wirtsoligonukleotide geprimten mRNA und zur Synthese von (-)vRNA und
(+)cRNA.

PA ist an der VRNA-Synthese und der Umschaltung von Replikation auf Transkription
beteiligt (Honda und Ishihama, 1997).

Hamagglutinin (HA) (Segment 4)

Das Hamagglutinin ist ein heterotrimeres, glykosiliertes Oberflachenprotein, das mit
endstandigen Sialinsauren von Wirtszellrezeptoren interagiert. Da Sialinsduren ubiquitér
vorkommen, kann das Hamagglutinin an fast alle Korperzellen binden und so auch unter
anderem Erythrozyten zur Agglutination bringen. Jedes Hamagglutininmonomer besteht aus
den Untereinheiten HA; und HA,, die durch proteolytische Spaltung aus dem
Vorlaufermolekil HA, hervorgehen. Diese Spaltung ist essentiell fur die Anheftung an
Wirtszelloberflachen und damit fur die Pathogenitdt des Virus (Sega et al., 1992). Bei
humanpathogenen Stdmmen erfolgt diese Spaltung extrazelluléar durch serinhaltige Wirts-
Endoproteasen wie z.B. Trypsin, Plasmin oder Kallikrein (Klenk et a., 1975). Auch
bakterielle Proteasen wie Streptokinase oder Staphylokinase spalten Hamagglutinin durch
eine Aktivierung von Plasminogen (Scheiblauer et al., 1992), wodurch das Auftreten einer
sekundéren, bakteriellen Pneumonie im Verlauf einer Virusgrippe begiinstigt wird.

Die Untereinheit HA; ist als Oberflachenprotein ein wesentliches B-Zellepitop und damit an
der Ausl6sung der humoralen Immunantwort beteiligt.

Nukleoprotein (NP) (Segment 5)

Das Nukleoprotein bildet mit der VRNA die Ribonukleoproteine und schiitzt sie so vor
zelluldren Nukleasen. Pro Nukleoproteinuntereinheit werden ca. 20 Nukleotide der VRNA
bzw. cRNA, jedoch nicht der virdlen mRNA gebunden (Compans et al., 1972; Hay et a.,
1977; Tchatalbachev et a., 2001). Weiterhin dient das Nukleoprotein der Umschaltung von
MRNA- auf cRNA-Synthese, indem es die neugebildete RNA bindet und mit der viralen
RNA-Polymerase interagiert (Biswas et al., 1998).

Durch eine Affinitét des Nukleoproteins zum M-Protein kann wahrend der Virusreifung eine
Anheftung der Ribonukleoproteine an die Innenseite der Wirtszellmembran erfolgen. Dort
kommt es dann zur Bildung der Virushille unter Einlagerung viraler Oberflachenproteine.
Die immunologische Bedeutung des Nukleoproteins liegt in der Auslésung einer
zytotoxischen T-Zell-Antwort des Wirtes (Yewdell et al., 1989) und der Hemmung von
Chemotaxis und Superoxidproduktion polymorphkerniger Granulozyten (Cooper et a., 1996).

Neuraminidase (NA) (Segment 6)

Die Neuraminidase |6st neuraminsdure- bzw. sialinsaurehaltige Wirtszellrezeptoren auf und
verhindert so bel der Freisetzung neu gebildeter Viruspartikel eine Interaktion des
Hamagglutinins mit der Zelloberflache. Es schaltet weiterhin sialinsdurehaltige Inhibitoren
des viralen Transportes in Epithelzellen im Mukus der Atemwege aus und beginstigt so die
Infektion (Brown, 2000).

Neben Hamagglutinin ist die Neuraminidase eines der wesentlichen Oberflachenantigene des
Influenzavirus gegen das im Rahmen der immunologischen Antwort Antikorper gebildet
werden.

Matrixproteine 1 und 2 (M 1/2) (Segment 7)

M 1 ist das haufigste Strukturprotein im Viruspartikel. Es kann sich mit verschiedenen
Bestandteilen des Virus wie z.B. Ribonukleoprotein, RNA, NS2 Proteinen und den viralen
Lipidmembranen zusammenlagern (Brown, 2000). Durch die Interaktion mit Ribonukleo-
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proteinen, die aus dem Phagosom freigesetzt werden (uncoating), vermittelt M1 deren
Transport in den WirtszelInukleus (Bui et al., 1996).

M2 ist ein tetramerer lonenkanal, der als Protonenpumpe an der Ansduerung der Zelle
wahrend des uncoating beteiligt ist.

Nichtstrukturproteine (NS1 und NS2) (Segment 8)

NS1 fuhrt in den Wirtszellen zu einer Inhibition der interferonvermittelten |mmunantwort auf
virde Infektionen (Garcia-Sastre et al., 1998), indem es die Aktivierung einer durch
Interferon (INF) induzierbaren dsRNA-abhéngigen Proteinkinase verhindert. Weiterhin
hemmt NS1 die Polyadenylierung und den nukledren Transport von mRNA der Wirtszelle als
auch bestimmter viraler mMRNA"s durch Bindung des poly(A)-Endes der mRNA.

NS2 ist an M1 gebunden und spielt eine wichtige Rolle beim Export der Ribonukleoproteine
aus dem Zellkern in das Zytoplasma (O Neill et al., 1998).

Tabelle 3: Die RNA-Genomsegmente und die Proteine, fir die sie codieren am Beispiel des Influenza-
A-Stamms A/PR/8/34

Segment | Lange Protein Funktion
(bp)
1 2341 basischesProtein2  (PB2) | Komponente des Nukleokapsids und des
Polymerasekompl exes
2 2341 basischesProtein1  (PB1) | Komponente des Nukleokapsids und des
Polymerasekompl exes
3 2233 saures Protein (PA) | Komponente des Nukleokapsids und des
Polymerasekompl exes
4 1778 Hamagglutinin (HA) | Adsorption an die Wirtszelle
5 1565 Nukleoprotein (NP) | Hauptkomponente des Nukleokapsids,
Kerntrangportsignal
6 1413 Neuraminidase (NA) | Abspaltung endsténdiger Neuramin-
sdurereste; Freisetzung Viruspartikel
7 1027 Matrixprotein 1 (M1) | Morphogenese des Virus
Matrixprotein 2 (M2) |lonenkanal, wichtig fur die Freisetzung des
Nukleokapsids aus dem Endosom
8 890 Nichtstrukturprotein 1 (NS1) |reguliert Export gespleif3ter mRNA
Nichtstrukturprotein 2 (NS2) | regulatorisches Protein

Aus Segment 7 und 8 ergeben sich je 2 Proteine durch partielles Spleif3en.
1.2.2. Einteilung der Influenzaviren

Die Einteilung der Influenzaviren in Typ A, B und C erfolgt anhand molekularer
Eigenschaften und serologischer Charakteristika der Nukleoproteine und der M-Proteine.
Influenza A und B-Viren besitzen 8 Genomsegmente, der Typ C nur 7. Die terminalen
Nukleotidsequenzen jedes RNA-Segments sind dabel gleich, was fir einen gemeinsamen
Ursprung der Virussubtypen spricht (Nakajima et al., 1997). Des Weiteren wird Influenza A
durch Abweichungen in Hamagglutinin und Neuraminidase unterschieden (Webster et a.,
1982). Fur die Neuraminidase sind zurzeit 9 und fir Hamagglutinin 15 Varianten bekannt
(Ludwig et a., 1999), wobei bei Erkrankungen des Menschen bislang nur drel
Hamagglutininsubtypen (H1, H2, H3) und zwei Neuraminidasesubtypen (N1 und N2)
gefunden wurden (Zambon, 1999). Fir eine vollstandige Bezeichnung der Viren werden die
Wirtsquelle, der geographische Isolationsort, die Stammnummer, das Jahr der ersten Isolation
sowie die Subtypen von Hamagglutinin  und Neuraminidase angegeben (z.B.
A/swine/lowa/15/30/ (H1N1)). Erfolgt die Isolation aus dem Menschen entfdllt die
Wirtsangabe. Akkumulierte Daten humaner Infektionen zeigen, dass seit 1977 vor alem die
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Subtypen HIN1 und H3N2 immer wieder zu Infektionen jiingerer Menschen fiihrten. Altere
Menschen sind durch eine Immunitét nach vorausgegangenem Kontakt mit H1 seltener
betroffen. Dieser Mechanismus des wiederholten Auftretens bekannter Subtypen wird als
antigenetic recycling bezeichnet (Potter, 1998).

1.2.3. Replikation der Orthomyxoviridae (Abb.4)

a) friihe Phase

Das Virus bindet tber Hamagglutinin an N-Acetylneuraminsauren verschiedener Wirtszell-
rezeptoren und wird durch rezeptorvermittelter Endozytose in die Wirtszelle aufgenommen.
Das entstandene Endosom verschmilzt mit einem Lysosom zum Phagolysosom. Dadurch
sinkt der pH-Wert ab und zusammen mit dem Protoneneinstrom durch M1 andert sich die
Konformation des Hamagglutinins und die Ribonukleoproteine [6sen sich von M1. Durch die
Aktivierung des HA,-Fusionsproteins fusionieren Virushille und Endosomenhiille, so dass
die Ribonukleoproteine in das Zytoplasma freigesetzt werden (Brown, 2000). Von dort
gelangen sie unter Beteiligung zweier Kerntransportsignale (K-736 PKR und MKRKRNS)
(Jones et al., 1986; Mukaigawa und Nayak, 1991) in den Zellkern, wo sich Transkription und
Replikation anschlief3en.

Fir diese beiden Schritte im viralen Reproduktionszyklus ist die virale RNA-Polymerase das
essentielle Enzym. Sie bildet auf der Basis der (-) Strang-vRNA eine komplementére
(+)Strang-cRNA, die as Matrize fur neue VRNA und mRNA dient.

Zur Initiation der Transkription entfernt PB2 von 5 Cap-Strukturen zelluldrer mRNAS eine
kurze Nukleotidsequenz, die as Primer fur die Synthese viraler mRNA genutzt wird. Durch
PB1 erfolgt die mRNA-Synthese entlang der vVRNA-Matrize bis zum poly-A-Ende. Das NS1-
Protein und das Nukleoprotein gehdren zu den viralen Proteinen, die in der frihen
I nfektionsphase gebildet werden und dann aus dem Zytoplasmain den Zellkern gelangen. Das
Nukleoprotein bildet wiederum Ribonukleoproteine und sorgt fir eine Umschaltung von
MRNA auf VRNA-Synthese. Dadurch formieren sich in der Zelle schon virale Proteine
wahrend das virale Genom noch repliziert wird.

b) spéte Phase

Typische Spétphaseproteine sind Hamagglutinin, Neuraminidase und M1. M1 verbindet sich
mit neu gebildeten VRNASs und reguliert so die Transkription herab. Uber NS2-Protein werden
VRNAs gebunden und aus dem Kern ins Zytoplasma transportiert.

Die Virusausschleusung erfolgt anschliefiend durch Knospung an der Wirtszellmembran.
Dabel mussen alle 8 Segmente des viralen Genoms verpackt werden, damit das entstehende
Virus seine replikativen und infektidsen Fahigkeiten erhalt.

Die vollstéandige Replikation der Influenzaviren ist auf epitheliale Zellen beschrankt. Sie kann
in Kultur auf Zelllinien renalen Ursprungs erfolgen, wie z.B. Madin Darby canine kidney
(MDCK) (Brown, 2000).
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Abbildung 4 : Replikationszyklus des Influenzavirus

1.2.4.Genetische Variabilitét der Influenzaviren

Influenza Typ A hat immer wieder zu Pandemien durch neue Virussubtypen gefuhrt (Tab. 4).
Die erste Virusisolation erfolgte durch Smith, Andrewes und Laidlaw 1933, die das Vorliegen
unterschiedlicher  Viruskapsidproteine erstmals zeigen konnten. Die wesentlichen
Mechanismen, die diese Variabilitét begiinstigen, sind der antigenic shift und der antigenic
drift.

Tabelle 4: Ubersicht iiber die wichtigsten humanpathogenen I nfluenza-A-Subtypen

Jahr Subtyp | Herkunft

1890 H2N2 |?

1900 H2N8 |?
1918/1919 , spanische Grippe" HIN1 |Ente
1967 , asiatische Grippe® H2N2 |Ente
1968 ,Hong-Kong-Grippe* |H3N2 | Ente
1977 HIN1 |?

1997 H5 Geflugel

a) Antigenic Shift (Reassortant) (Abb. 5)

Grundlage ist das segmentierte Genom des Influenzavirus Typ A. Da die einzelnen Segmente
unabhéangig voneinander replizieren, kann es bel einer Doppelinfektion einer Wirtszelle mit
zwei verschiedenen Influenza-Typ-A-Viren im Replikationszyklus zu ener neuen
Kombination der Segmente kommen. Betrifft dieser Genaustausch das Hamagglutinin, die
Neuraminidase oder beide Oberfl&chenproteine, so entstehen Virusnachkommen mit neuer,
unbekannter Antigenstruktur, die vom Immunsystem des Wirtes nicht erkannt werden
konnen. Dadurch breitet sich das Virus besonders schnell aus.
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b) Antigenic drift

Weitere Variationen des Hamagglutinin und der Neuraminidase beruhen auf Punktmutationen
der RNA-Segmente 4 und/oder 5. Diese entstehen durch die hohe Fehlerrate der RNA-
abhangigen RNA-Polymerase, die aufgrund fehlender Regulationsmechanismen mit einer
Haufigkeit von 10 ~° , falsche Basen® wahrend der Replikation einbaut (Yewdell et a., 1979).
Die Einzelmutationen in einem Gen addieren sich und fihren zu Abénderungen der
Aminosduresequenz des jeweiligen Proteins. Im Wirt erfolgt die Selektion derjenigen
Varianten, die nicht vom Immunsystem , neutralisiert werden. Bedeutungslose Mutationen
ohne Selektionsvorteil setzen sich nicht durch.

1.2.5. Neurovirulenz des Influenzavirus

Die Neurovirulenz des Influenzavirus wurde insbesondere in Tiermodellen untersucht. Eine
Influenza-Enzephalopathie kann bei adulten Mausen durch direkte intrazerebrale
Virusinokulation induziert werden, bei neugeborenen Mausen entsteht sie meist im Rahmen
einer Infektgeneralisation (Wagner, 1955). Die neurovirulenten Varianten A/INWS/33 (NWYS)
(Stuart-Harris, 1939) und A/WSN/33 (WSN) (Francis und Moore, 1940) kénnen in das
Méausegehirn eindringen, replizieren und eine schwere Enzephalopathie auslésen. Nach
direkter intrazerebraler Inokulation von WSN in M&usen konnten virale Antigene in der
Substantia nigra und dem Hippocampus nachgewiesen werden. Diese Lokalisation kann mit
dem Auftreten eines postenzephalitischen Parkinsonismus in Zusammenhang stehen
(Takahashi et a., 1995). Der Virulenzfaktor fir neurovirulentes Verhalten ist die
Neuraminidase (Sugiura und Ueda, 1980). Sie versetzt vorher inerte Zellen in die Lage
Hamagglutinin zu spalten und zu aktivieren (Nakajima und Sugiura, 1980). Weiterhin finden
sich bel neurovirulenten Varianten Veranderungen im RNA-Segment 7, die als Folge einer
erhohten Expression von Nichtstrukturprotein  (NS) interpretiert werden, das die
Splicevorgange der Segmente 7 und 8 herunterreguliert (Sugiura und Ueda, 1980; Bradshaw
et a., 1990)

Die Bedeutung neurovirulenter Stamme des Influenzavirus fur den Menschen ist nicht geklart.
In einem Teil der Félle konnte eine zerebrale Manifestation im Rahmen der Infektion
nachgewiesen werden (Kilbourne, 1987; Sugaya, 2000), nur selten wurde das Virus aus
Hirngewebe (Murphy und Hawkes, 1970) oder Liquor (Thraenhart et a., 1975) isoliert.
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1.2.6. Klinische Symptomatik einer Influenzainfektion

Nach erfolgter Tropfcheninfektion betragt die Inkubationszeit 1-5 Tage. In 80 % der Féle
verlauft die Infektion asymptomatisch bzw. unter dem Bild einer milden Erkaltungskrankheit.
Bel symptomatischem Verlauf kommt es zum pl6tzlichen Einsetzen von Fieber bis 41°C,
Kéltegefuhl, Schittelfrost, Laryngo-Tracheobronchitis mit trockenem Husten, Rhinitis,
Pharyngitis, Konjunktivitis, Myalgien und allgemeinem Krankheitsgefihl.

Komplikationen stellen sich vor allem bei dteren Patienten (> 65 Jahre), Kindern,
Immunsupprimierten sowie Patienten mit kardiopulmonalen oder renalen Vorerkrankungen
ein. Es kann zur interstitiellen, oft hamorrhagischen Pneumonie, einer Myokarditis oder
sekunddren Pneumonie durch bakterielle Superinfektion kommen. Diese bakterielle
Superinfektion erfolgt meist durch Staphylokokken bzw. Streptokokken, da diese Proteasen
besitzen, die Hamagglutinin aktivieren und so die Infektion erleichtern. Auch Hamophilus
influenzae wird oft als Begleitkeim nachgewiesen, so dass friher davon ausgegangen wurde,
dass dieses Bakterium der eigentliche Auslser der Influenza sai. In 20 % der Félle treten im
Rahmen der Influenza Enzephal opathien auf (Sugaya, 2000).

1.2.7. Immunabwehr

Das Eindringen des Virus in die Wirtszellen wird vor allem durch das sekretorische
Immunglobulin A, das mit den Viren Antigen-Antikorperkomplexe bildet und Hamagglutinin
bindet (Mazanec und Huang, 1996) sowie durch weitere Faktoren der unspezifischen
Immunabwehr erschwert. Zusétzlich fihren aktivierte Komplementfaktoren zu einer Lyse der
Viren. Wird eine Zelle mit dem Influenzavirus infiziert, so bildet diese Interferon alpha und
beta. Diese Glykoproteine schitzen benachbarte Zellen vor einer Infektion und fihren in
befallenen Zellen zur Apoptose. Die wichtigste Rolle bel der Viruselimination haben jedoch
zytotoxische T-Zellen, die digenigen Zellen lysieren, in denen Influenza repliziert (Suss,
1979). Die im Rahmen einer B-zelluldren Antwort gebildeten Antikorper persistieren
lebenslang und schiitzen vor einer Reinfektion mit dem gleichen Virussubtyp.

1.2.8. Antivirale Therapie

Amantadin und Rimantadin (Hirsch et al., 1996) verhindern die pH-Senkung im Endosom
Uber eine Inhibition des Protonenkanals (M2) und unterbinden so die Aktivierung des
Hamagglutinins. Des Weiteren wird durch Bindung der Ribonukleoproteine deren Transport
in den Nukleus verhindert.

Neuraminidasehemmstoffe wie Zanamivir und Oseltamavir (Calfee und Hayden, 1998; Dunn
und Goa, 1999) verhindern die Freisetzung neuer Viren und reduzieren die Virusausbreitung.

1.2.9. Impfprophylaxe

Alle Impfstoffe (Ganzvirus-, Spaltvirus- und Subunit- (enthalten nur gereinigtes HA und NA)
Impfstoffe) sind Totimpfstoffe, die die Antigene von 3 bzw. 4 verschiedenen
Influenzastdmmen enthalten. Die jeweils aktuelle Zusammensetzung wird von der WHO
festgelegt. Die Schutzdauer betrégt ca. 1 Jahr, bedingt durch die hohe genetische Variabilitét
des Virus.

1.2.10. Reverse Genetik von Influenzaviren

Grundprinzip der reversen Genetik ist es, aus RNA rekombinante DNA zu erhalten, die der
Transkription und anschlief3enden Trandation dient. Bel Negativstrangviren ist dies
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unerldsslich, da die unverpackte genomische RNA nicht transfiziert und damit auch nicht
exprimiert werden kann.

Das erste fur Influenzaviren beschriebene revers genetische System basierte auf einem T7-
RNA-Polymerase Transkriptionssystem, dass ein Gen fur die Chloramphenicolacetyltrans-
ferase (CAT) in negativer Polaritédt unter der Kontrolle eines T7 Promotors und unter
Anwendung eines Helfervirus (A/WSN/33) zur Expression bringt (Luytjes et a., 1989).
Ausgehend von diesem System erfolgten verschiedene Waeiterentwicklungen, die unter
anderem auch zu einem nichtinfektiosen Transkriptionssystem basierend auf der zelluléren
RNA-Polymerase | (Pleschka et a., 1996) gefuhrt haben. Dieses Transfektionssystem wurde
in der vorliegenden Arbeit angewendet und soll hier néher beschrieben:

Das Prinzip ist die Transfektion einer Wirtszelle mit 5 Plasmiden in Abwesenheit eines
Helfervirus. Vier der verwendeten Plasmide (pHMG-NP, pHMG-PB1, pHMG-PB2 und
pHMG-PA), die fur das Nukleoprotein und den Polymerasekomplex codieren, stehen dabei
unter der Kontrolle des Hydroxymethylglutaryl-Coenzym A- Reduktase (HMG) Promotors
der Maus (Gautier et a., 1989). Das funfte Plasmid enthélt das Fremdgen in Negativpolaritét,
flankiert von nichtkodierenden Regionen des Segments 5 und im Gegensatz zu den anderen
Plasmiden unter der Kontrolle des humanen RNA pol | Promotors (Neumann et al., 1994,
Neumann und Hobom, 1995). Dieser Promotor ist in menschlichen Zellen vor alem fir die
Synthese ribosomaler RNA zustandig und zeigt starke Speziesabhangigkeit.

Pleschka et a. beschrieb die Transfektion von 293 T-Zellen zur Expression von CAT bzw.
GFP (Abb. 6) zu erzielen. Die Negativstrang-RNA des pPoll-CAT/GFP Plasmids wird
intrazelluldr in aktive Ribonukleoproteine eingebettet und anschliefiend durch die virale
RNA-Polymerase in mRNA transkribiert. Gleichzeitig kommt es zur Bildung komplementarer
CcRNA die wiederum als Template der RNA-Polymerase fur die Bildung neuer vVRNAS dient,
die in entstehende Virionen eingebaut werden konnen. Die Expression der
Polymeraseproteine (PA, PB1, PB2) und des Nukleoproteins das as Kerntransportsignal fur
einen Transport der eingebrachten RNA in den Zellkern sorgt, sind essentiell fur die
stattfindende Fremdgenexpression. Mittels GFP, einem griin fluoreszierenden Reporterprotein
der Quallenart Aequorea victoria kann in lebenden Zellen der Transfektionserfolg optisch
dargestellt und so die Transfektionsrate bestimmen werden (Chalfie et al., 1994). GFP
bendtigt keine weiteren Kofaktoren oder Substrate und ist fr die exprimierenden Zellen nicht
toxisch (Misteli und Spector, 1997).

Im 5 Plasmid-System kommt es nicht zur Entstehung infektioser Uberstande oder infektitser
Virionen, da kein Helfervirus angewendet wird und damit wesentliche Virulenzfaktoren
fehlen. Weiterhin werden durch den Verzicht auf die Superinfektion mit Helfervirus stérende
EinflUsse auf Transkription und Translation des Fremdgens vermindert.

Neben den nicht infektiosen Transfersystemen gibt es auch plasmidbasierende
Transfektionssysteme, die zur Entstehung infektitser influenzadhnlicher Partikel fuhren
(Neumann et a., 2000; Hoffmann et al. 2000).
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Abbildung 6: Plasmidbasiertes reverses Influenzamodel| zur Expression von GFP

1.3. Glioblastoma multiforme

Das Glioblastom ist der haufigste Tumor des Zentralnervensystems und betrifft vor allem
Menschen im Alter von 40-70 Jahren. In Deutschland erkranken jahrlich ca. 4000 bis 5000
Menschen an diesem Tumor. Laut WHO-K lassifikation handelt es sich um einen 1V°-Tumor,
der sich durch ein sehr rasches und invasives Wachstum sowie hohe Rezidivneigung
auszeichnet. Das Glioblastom entsteht meist in frontalen oder parietalen Grofhirnpartien,
sowie in der Bakenregion. In 5% der Félle ist auch ein multilokuldres Wachstum
nachzuwei sen.

Histopathol ogisch finden sich Zellpolymorphien, hohe Mitoseraten, Gefa3proliferationen und
Nekrosezonen, wobei die Uberrepréasentation pathologischer Geféale dazu filhren kann, dass
sich manche Glioblastome unter dem Bild einer intrakraniellen Blutung manifestieren.

Zur Entstehung des Glioblastoms werden zwel Wege beschrieben, zum einem de novo
(priméres Glioblastom) aus bis dahin unverdndertem Hirngewebe, zum anderen Uber
Malignisierung eines niedergradigen Astrozytoms oder Oligodendroglioms (sekundares
Glioblastom) (Mdller et a., 1977; Recht et a., 1992). Morphologisch bestehen zwischen
diesen beiden Typen keine Unterschiede. Eine Metastasierung Uber den Liquorweg tritt selten
auf, noch seltener entstehen Fernmetastasen in Lunge oder Pleura.

Fir die Genese des Glioblastoms wird angenommen, dass die Summe unterschiedlicher
molekularer und zellulérer Verdnderungen schliefdlich Uber eine Transformation von
Vorlauferzellen zur Entstehung des Glioblastoms fuhrt. Dazu gehoren z.B.: Aktivierung von
Onkogenen und deren Uberexpression (gain of function Mutationen), Inaktivierung von
Tumorsuppressorgenen  (loss  of  function  Mutationen), Veranderungen  des
Tumorsuppressorgens p53 bei sekundéren Glioblastomen (Weber et a., 1996), Verlust der
Heterozygotie auf Chromosom 19 und dadurch Inaktivierung weiterer Tumorsuppressorgene
(Nakamura et al., 2000), Amplifikation der Rezeptoren fur epidermal growth factor (EGF)
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sowie platelet derived growth factor (PDGF) (Bigner et al., 1990), Verlust der Homozygotie
auf Chromosom 10 (Leon et al., 1994) oder auch homozygote Deletionen pl6 (Nakamura et
al., 2000).

Als Erklarung fir die sehr starke GefaRproliferation wird unter anderem eine Uberexpression
des , vascular endothelial growth factor* (VEGF) und seines Rezeptors diskutiert (Cheng et
a., 1996). Die haufig im Tumor vorkommende Hypoxie beglinstigt die Sekretion von VEGF
und damit das Entstehen pathol ogischer Gefalie.

Die Fahigkeit zur massiven Invasion in benachbartes priméar noch gesundes Gewebe erlangt
das Glioblastom durch die Sekretion verschiedener Proteasen (Pilkington, 1994), deren
Aktivitdt wesentliche Bedeutung fur die Prognose besitzt.

Bei der klinischen Untersuchung finden sich Hirndruckzeichen wie Ubelkeit, Erbrechen,
Stauungspapille oder Kopfschmerz, zum Teil kommt es auch zu foka neurologischen
Symptomen oder epileptischen Anféllen. Zur Diagnostik werden bildgebende Verfahren wie
MRT und CT eingesetzt. Die endglltige Diagnose erfolgt durch die histopathologische
Beurteilung von Biopsien bzw. operativen Resektaten.

Die chirurgische Tumorentfernung stellt die wichtigste Mal3nahme zur Therapie dar. Ziel ist
dabel die moglichst vollstandige Tumorentfernung ohne Beeintréachtigung eloquenter
Hirnareale, wobei die Radikaitéd des Eingriffs mit einer besseren Prognose korreliert
(Lacroix et al., 2001).

Adjuvante Therapiemdglichkeiten sind die Strahlen- und Chemotherapie, wobel
Chemotherapeutika wie z.B. BCNU, Vincristin oder Purinanaloga meist nach einer
vorausgegangenen Bestrahlung verabreicht werden.

In den letzten Jahren wurden neue systemische Chemotherapie-Strategien z.B. mittels
Temodal (Friedman et al., 2000) entwickelt, aber auch lokale Chemotherapeutika wie z.B.
Gliadel-Wafer, die in die Tumorhohle eingebracht werden und sich dort langsam aufl dsen.

Die Prognose der Patienten mit Glioblastoma multiforme ist trotz dieser intensiven
Bemihungen und der multimodalen adjuvanten Therapie weiterhin schlecht. Die mittlere
Uberlebensdauer betragt 12 Monate. Giinstige prognostische Faktoren sind: Patientenalter
unter 40 Jahre, hoher Karnofsky-Index (70-100) und eine inhomogene Histologie mit
Nachweis niedergradiger Areale.

Es lassen sich in seltenen Fallen so genannte ,, Langzeitiiberlebende” mit einer Uberlebenszeit
nach Diagnosestellung von mehr as 5 Jahren finden (Chandeler et a., 1993). Allerdings
haben sich in dieser Personengruppe bisher keine gemeinsamen histologischen Kriterien oder
Chromosomenaberrationen finden lassen, die das Eingruppieren in , Langzeittiberleber schon
bei der Erstoperation erlauben wirde (Kraus et al., 2000).

Bedingt durch die schlechte Prognose wurden weitere, meist im experimentellen Stadium
befindliche Therapieoptionen entwickelt, von denen bis heute noch keine einen Durchbruch in
der Behandlung des Glioblastoms erzielen konnte. Zu diesen neueren Therapieansitzen
zahlen die Immuntherapie, die Therapie mit speziellen Antikérpern, Einflussnahme auf die
Angiogenese des Tumors, Behandlung mit Boswelliasauren (Winking et al., 2000) und die in
der vorliegenden Studie néher untersuchte Suizidgentherapie.
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1.4. Suizidgentherapie

Die Suizidgentherapie beruht darauf, nichthumane Gene in Tumorzellen einzuschleusen, die
fur ein Enzym codieren. Nach Aufnahme des Gens in die Zielzelle und Expression des
»fremden Enzyms* wird in den Tumorzellen ein fir den Menschen nichtgiftiges Prodrug in
eine aktive, toxische Form umgewandelt, was in die Zerstérung, ,den Suizid“, der Zelle
miindet. Tabelle 1 gibt einen Uberblick Uber die in der vorliegenden Arbeit verwendeten
Suizidgene.

Tabelle 5: Uberblick tiber Suizidgene und ihre Genprodukte

Suizidgen +| Suizidenzym Prodrug toxischer Metabolit | Beschreiber
Quellorganismus

HSV-TK Thymidinkinase | Ganciclovir Ganciclovir- Moolten et al.
Herpesvirus Triphosphat 1990

CD Cytosindeaminase | 5-Fluorcytosin 5-Fluoruracil Ahmad und

E.coli Pritchard , 1972
DeoD Purinnukleosid- Methylpurindesoxy- | 6-Methylpurin Sorscher et al.
E.coli phosphorylase ribosid 1994

Die Suizidgene sollten so beschaffen sein, dass sie wenn méglich nicht humanen Ursprungs
sind, oder die entstehenden Enzyme nur in geringer Quantitdt in gesunden, humanen Zellen
enthalten sind, um eine systemische Nebenwirkung auf die Zellen des Wirtsorganismus zu
vermeiden. Weiterhin sollten durch diese Therapie Tumorzellen selektiv abgetttet werden,
wahrend die gesunden, umgebenden Gehirnzellen unbeschadet bleiben. Hierzu bieten sich
zwel Ansétze an:

1) Einsatz retroviraler Vektoren, die bevorzugt in sich rasch teilende Tumorzellen integrieren
und zur Expression von Suizidgenen fiuhren, wahrend umgebende, postmitotische
Gehirnzellen nicht tangiert werden.

2) Ausnutzung von Unterschieden in der Transkriptionsraten zwischen gesunden und
tumorosen Zellen. Die Uberexpression eines bestimmten Promotors innerhalb maligner Zellen
kann z.B. die Umsetzung der Suizidgene bewirken.

Die Therapie mit Suizidgenen bietet theoretisch Vorteile gegeniber konventionellen
Therapieformen. So muss beispielsweise nur ein Teil der Zellen das gewiinschte Genprodukt
exprimieren, um auch umliegende nicht transduzierte Zellen abzutéten. Diese Erscheinung
wird Bystander-Effekt genannt.
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Abbildung 7 : Grundprinzip der Suizidgentherapie

1.4.1. Herpes simplex Thymidinkinase (HSV-TK) E.C. 2.7.1.21

Die Thymidinkinase stammt aus Herpes-Simplex-Virus Typ | (HSV), ist aber auch in
humanen Zellen zu finden. Das Substrat (Prodrug) ist Ganciclovir (GCV), ein Derivat des
Acyclovir, das in den 70er Jahren zur Therapie von HSV-Infektionen entwickelt wurde
(Nishiyama und Rapp, 1979; Field et al., 1983). Haupteinsatzgebiet fur die Verwendung des
Ganciclovir ist heute die Infektion mit Cytomegalieviren (CMV), die vor alem bei
immundefizienten Patienten und Immunsupprimierten auftreten kann. Die Thymidinkinase
bewirkt eine Umwandlung des Ganciclovir in Ganciclovir-Monophosphat, dass anschlief3end
durch zelluld&re Enzyme in die hochtoxische Triphosphatform Uberfuhrt wird. Dieses
Triphosphat kann die DNA-Polymerase inhibieren, die DNA-Kette unterbrechen und damit
Uberwiegend Zellen in der S-Phase des Teilungszyklus toten (Mar et a., 1985). Die Spezifitét
fur Ganciclovir ist bei der Herpes-Simplex-Virus Thymidinkinase sehr viel hoher as bei der
humanen Thymidinkinase (Roizman und Sears, 1996), so dass Ganciclovir gegeniber
nichtsuizidgenexprimierenden Zellen in Dosen von 1-15 pg/ml nicht toxisch ist.

Die Thymidinkinase gehort bel der Gentherapie zu den Modellenzymen dieser Strategie und
wurde bereits in zahlreichen Experimenten und sogar in klinischen Studien verwendet (Sturtz
et al., 1997; Aghi et al., 1998; Klatzmann et al., 1998; Shand et al., 1999; Nestler et a., 2004).

1.4.1.1. Ganciclovir (Cymeven®)

Haupteinsatzgebiet ist eine schwere oder lebensbedrohliche CMV-Infektion. Ganciclovir
hemmt als Nukleosidanalogon die virdle DNA-Polymerase und damit die DNA-Synthese der
Zytomegalieviren. Die Verabreichung sollte durch Injektion oder Infusion erfolgen, da die
orale Bioverfugbarkeit gering ist.

Als Nebenwirkungen bei der Anwendung von GCV sind vorwiegend Neutropenien, Magen-
Darm-Stérungen, Krampfe und Leberenzymverdnderungen zu beachten. Wechselwirkungen
koénnen vor alem bei gleichzeitiger Gabe von Amphotericin B, Flucytosin, Vincristin und
Vinblastin auftreten. GCV sollte nicht bei Schwangeren, Kindern oder Patienten mit bereits
bestehender Neutropenie angewendet werden.

1.4.2. Cytosindeaminase (CD) E.C. 3.5.4.1.

Die Cytosindeaminase ist in einigen Bakterien und Pilzen zu finden. Die am haufigsten
verwendete Cytosindeaminase stammt aus E. coli (Danielsen et al., 1992). Dieses Enzym
wandelt das nicht toxische Prodrug 5-Fluorcytosin (5-FC) in das toxische 5-Fluoruracil (5-
FU) um, das als Chemotherapeutikum bekannt ist und insbesondere bel Kolonkarzinomen
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Verwendung findet. 5-Fluoruracil wird zu 5-Fluoruridin, seinem 5 -Triphosphat und 5-
Fluoro-2"-deoxyuridin-5"-Monophosphat metabolisiert und fihrt zu Veranderungen in der
DNA- und RNA-Synthese. Menschliche Zellen setzen das 5-FC nur langsam um, so dass
keine nennenswerte systemische Toxizitat besteht. 5-FC wird z.B. bei Candidainfektionen
eingesetzt.

1.4.2.1. 5-Fluorcytosin (Ancotil®)

5-FC ist ein Fungistatikum, das bel generalisierten Candidainfektionen angewendet wird. Die
Wirkung ist auf Pilze beschrankt, die das Enzym Cytosindeaminase bilden, und somit den
toxischen Metaboliten bilden. Die Verabreichung erfolgt durch Infusion um ausreichende
Wirkstoffspiegel zu erzielen.

Bei der Anwendung von 5-FC kodnnen Nebenwirkungen wie Magen-Darm-Stérungen,
alergische Reaktionen, Panzytopenien, Leberenzymveranderungen und Nephrotoxizitét
auftreten. Diese Nebenwirkungen kdnnen durch gleichzeitige Anwendung von Zytostatika
verstarkt werden.

1.4.3. Purinnukleosidphosphorylase (PNP) E.C. 2.4.2.1

Die Purinnukleosidphosphorylase ist ein Produkt des DeoD-Gens aus E. coli (Sorscher et al.,
1994). Das Enzym kommt nicht nur in Bakterien vor, sondern auch in humanen Zellen wie
z.B. Erythrozyten und lymphatischem Gewebe. Ein genetischer Defekt der humanen
Purinnukleosidphosphorylase fuihrt zu Verdnderungen sowohl der T- als auch der B-
zelluléren Abwehr, so dass Betroffene schon kurz nach der Geburt an schwersten Infektionen
erkranken (Markert, 1991).

Die Purinnukleosidphosphorylase aus E. coli unterscheidet sich in ihrem Bindungsverhalten
deutlich von der humanen Variante (Bzowska et al., 1990) und auch die be der
Suizidgentherapie eingesetzten Prodrugs besitzen nur eine geringe Affinité zur humanen
Purinnukleosidphosphorylase (Mao et al., 1997), so dass die Prodrugumsetzung hauptséchlich
in transduzierten Zellen erfolgt.

Das Enzym besitzt eine Reihe von Substraten, die sich in der Effektivitdt der Umsetzung und
ihrer Aktivitat unterscheiden (Secrist et al., 1999). Ein wesentliches Substrat ist das 6-
Methylpurindesoxyribosid (6-MPdR), das durch die Purinnukleosidphosphorylase zu 6-
Methylpurin (6-MP), einem Zytostatikum der Gruppe der Purinanaloga umgesetzt wird. Dies
beeinflusst die zelluld&re DNA- und RNA-Synthese und damit auch die Proteinsynthese
(Parker et al., 1998). Da sowohl sich teilende a's auch ruhende Zellen die Proteinsynthese fir
ihr Uberleben benttigen, werden beide Zellpopulationen geschadigt.

1.4.4. Bystander-Effekt

Dieser Effekt bezeichnet den Sachverhalt, dass auch Zellen zu Grunde gehen, die nicht
transduziert wurden. Dies ist von wesentlicher Bedeutung, da die gentherapeutische
Transduktionsrate und damit die Expressionsrate der Suizidgene oftmals auf einen geringen
Prozentsatz (ca. 5%) der Zielzellen beschrankt ist.

Uber die moglichen Ursachen fir diesen Effekt existieren einige Hypothesen, die bisher nicht
verifiziert werden konnten:

(1) Benachbarte Zellen kénnen Molekile mit geringem Molekulargewicht durch gap-
junctions, die aus Connexinen gebildet werden, austauschen, wodurch das aktivierte Prodrug
von der transduzierten Zelle auf eine benachbarte Zelle Ubergeht, und diese dann abtotet (Bi et
al., 1993). Voraussetzung ist allerdings ein enger Zell-Zell-Kontakt.

30



Die wesentlichen Connexine sind das Connexin-26 und Connexin-43. Werden sie stark
exprimiert, so kann der Bystander-Effekt vor allem in Systemen die auf Thymidinkinase/
Ganciclovir basieren, verstarkt werden (Estin et al., 1999).

(2) Kommt es in der Zelle zu einer Umwandlung von Ganciclovir in seine Triphosphatform,
so wird die Apoptose der Zelle induziert (Beltinger et a., 1999). Das Triphosphat kann dann
in apoptotische Vesikel verpackt und von nicht transduzierten Zellen via Phagozytose
aufgenommen werden. Damit sterben auch diese Zellen ab (Freeman et a., 1993).

(3) Der aktive Metabolit konnte frei von einer Zelle zur néchsten diffundieren und damit zum
Absterben der Zellen fuihren. Dies ist sowohl fur 5-Fluoruracil (Huber et al., 1994; Domin et
al., 1993) als auch 6-Methylpurin beschrieben worden (Hughes et al., 1998).

Am genauesten untersucht ist der Bystander-Effekt fur die Thymidinkinase (Chen et al., 1995;
Nicholas et a., 2003). L&sst man Tumorzellen in hoher Dichte in vitro wachsen und
transduziert HSV-TK, so werden nicht nur die Zellen, die Thymidinkinase exprimieren durch
die Umsetzung des Ganciclovir abgetttet, sondern auch thymidinkinasenegative Zellen.
Gleiches gilt fur die Anwendung in vivo (Freeman et al., 1992). Dieser Effekt tritt bereits bei
einer Transduktionsrate von 10 % auf (Freeman et al., 1993).

Fir die Cytosindeaminase wird ebenfalls ein Bystander-Effekt beschrieben. Hier scheinen nur
2 % der Zellen effektiv transduziert sein zu mussen, damit auch die nicht erreichten Zellen
abgetttet werden (Huber et al., 1994).

Den starksten Bystander-Effekt zeigt das Purinnukleosidphosphorylase-System. Wird PNP in
nur 1/100 bis 1/1000 der Zellen exprimiert, so konnen alle Zellen einer Population abgetttet
werden (Gadi et a., 2000). Dabei wird das Prodrug von den transduzierten Zellen umgesetzt
und das Produkt in das umgebende Medium abgegeben, ohne seine Aktivitdt zu verlieren
(Hughes et ., 1998).

1.4.5. Vektoren fur Suizidgentherapie

Die fur gentherapeutische Zwecke derzeit eingesetzten Vektoren lassen sich in nichtinfektitse
und infektitse untergliedern.

Nichtinfekti6se V ektoren:

- Direkte Injektion von DNA in Zellen

Diesist die direkteste Form des Transfers von genetischem Material in eine Zelle. Dabel muss
berlicksichtigt werden, dass nicht alle Gewebstypen erreicht werden und keine
Tumorsealektivitét besteht. Mit dieser Methode konnten z.B. Mause gegen Influenza Typ A
immunisiert werden (Ulmer et al., 1993).

- “Gene gun*“

Diese Methode wurde urspringlich fur Pflanzen entwickelt. Mit DNA-Vektor beschichtete
Wolfram- oder Goldpartikel werden dabei mittels des,, Gene gun® in das gewtinschte Gewebe
eingebracht (Yang et a., 1990). Die Energie zum Einbringen der DNA stammt entweder aus
explosiven Ladungen, komprimierten Gasen oder aus einem elektrischen Feld. Am
einfachsten l&sst sich diese Methode auf Korperoberflachen realisieren.

- Calciumphosphatvermittelte Transfektion

Bis zur Einfuhrung des liposomalen Gentransfers war dies die Standardmethode, um DNA in
Saugerzellen einzubringen. Dafur wird gereinigte DNA mit Calciumchlorid in Anwesenheit
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von Phosphat gemischt und die so entstandenen Prézipitate werden dann von den Zielzellen
durch Endocytose aufgenommen (Graham und Van der Eb, 1973). Die Transfektion ist sehr
effizient, kann jedoch nicht in vivo angewandt werden.

- Liposomaler Gentransfer

Polykationische Lipide werden mit Plasmid-DNA gemischt und formen dabei liposomale
Partikel (Mizellen), die sich an der Zellmembran der entsprechenden Zellen anlagern und
aufgenommen werden. Wesentliche Vorteile sind die hohe Transfektionseffizienz in vitro, die
Maoglichkeit der in vivo Anwendung, leichte Herstellung, die Stabilitdt und die fehlende
Beschrankung auf bestimmte Zellarten. Des Weiteren sind die geformten Komplexe nicht
toxisch oder immunogen, was eine wiederholte Applikation erlaubt (Nabel et a., 1992
Stewart et a., 1992).

- Liganden/DNA-Konjugate

Hier bilden sich Komplexe aus Plasmid-DNA und Polylysinen. An die Polylysinanteile
konnen verschiedene Liganden gebunden werden, die mit Zellrezeptoren interagieren. Kommt
es zu einer Rezeptorbindung des Liganden, so wird dieser und damit gleichzeitig der
Fremdgen-Plasmidkomplex via Endozytose in die Zelle aufgenommen. Durch die Endozytose
befindet sich der Komplex zunédchst noch in eéinem Phagosom, so dass noch weitere Schritte
und Verdnderungen notwendig sind, bis das Fremdgen zur Expression kommen kann. Die
Methode ist durch die Rezeptorbindung ein Weg hin zu einer gezielteren Therapie bestimmter
Zéellpopulationen.

Infektiose Vektoren:

Die derzeit am haufigsten verwendeten Vektoren sind viralen Ursprungs. Dabei handelt es
sich vor allem um Retroviren, Adenoviren und adenoassoziierte Viren.

Der wesentliche Vortell viraler Vektoren ist, dass in vitro und in vivo ein hoher Prozentsatz
an Zielzellen erreicht werden kann (Culver et a., 1992; La Salle et a., 1993; Mitani et al.,
1994). Nachteilig ist die mogliche Integration der genomischen Information des Vektors in
die DNA der Wirtszelle. Hierdurch besteht die Mdglichkeit der Vektorrekombination, was
theoretisch in die Induktion eines Zweitmalignoms oder |euké&mischer/lymphatischer
Aberrationen minden kann (Gunter et a., 1993). Des Weiteren kdnnen Rekombinationen
entstehen, die dann z.B. zur Bildung von infektitsen Viren fihren. Diese konnten sich in vivo
weiter replizieren und eine Infektion des Wirtes hervorrufen. Ebenfalls nachteilig ist die
Moglichkeit der Induktion einer Autoimmunkrankheit durch die ausgeloste T-zellulére
Immunantwort (Yang et a., 1994).

Fir den Gentransfer in das ZNS werden vor allem die auf Herpes-Simplex-Viren basierenden
und die adenoviralen Vektoren eingesetzt (Hermens und Verhaagen, 1998). Wesentliche
Probleme bei deren Einsatz sind immunol ogische Hindernisse und das Problem der gezielten,
tumorspezifischen Therapie.

- Retroviren

Es handelt sich um behtillte, einstréngige RNA-Viren, deren Genom eine Grof3e von ca. 7-10
kb hat. Wesentliche Proteine des Virus sind die reverse Transkriptase, die virale Protease und
die Integrase. Unter der Wirkung der reversen Transkriptase wird in der infizierten Zelle auf
der Basis der RNA eine doppelstréngige DNA gebildet, die dann wiederum als Template fir
die Synthese viraler RNA dient. Die Integrase sorgt fur den nukledren Transport und ist
wesentlich an der Integration des viralen Genoms in das der Wirtszelle beteiligt.
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-Adenoviren

Diese Viren, die bem Menschen eine groRe Anzahl von Infektionen wie z.B.
Keratokonjunktivitis, Gastroenteritis und respiratorische Infekte hervorrufen kdnnen sind
unbehtillt und besitzen ein Doppelstrang DNA-Genom von 36 kb. Sie sind in der Lage, eine
grofle Anzahl verschiedener Zellen zu infizieren und zwar sowohl sich teilende as auch
ruhende Zellen.

-Adenoassoziierte Vektoren

Sie gehoren in die Familie der Parvoviren, haben ein lineares einstrangiges DNA-Genom
(Rose et d., 1969) und filhren beim Menschen zu keinen Erkrankungen. Ahnlich den
Retroviren integrieren sie ihr Genom, dieses wird jedoch reproduzierbar auf dem
menschlichen Chromosom 19 eingefiigt (Kotin und Berns, 1989). Adenoassoziierte Viren
werden als defekte Viren bezeichnet, da sie fir eine produktive Infektion Funktionen von
Helferviren, wie z.B. Adeno- oder Herpesviren, benétigen. Fehlen diese Helferfunktionen, so
wird die Zelle zwar infiziert, doch das integrierte Genom ruht in der Zelle (Iatente Infektion).

-Herpes Simplex Virus Vektoren

Hierbei handelt es sich um ein umhidilltes Virus mit Doppelstrang-DNA-Genom (152 kb), das
in der Lage ist, viele verschiedene Zellarten zu infizieren, wobel die Infektion entweder
lytisch mit Zelluntergang oder latent ablauft. Diese Latenz, die vor alem in Neuronen
beobachtet wird, beglnstigt eine stabile, langere Expression im ZNS (Carpenter und Stevens,
1996).

-weitere RNA-Viren

Einige Besonderheiten dieser Gruppe von Viren machen sie fur die gentherapeutische
Anwendung interessant. Sie haben ein relativ kleines Genom (7-19 kb), was die Bildung von
cDNA-Klonen erleichtert, sie amplifizieren und transkribieren ihr Genom ausschliefdich im
Zytoplasma der Zelle, wobei keine DNA-Aquivalente entstehen und damit keine Integration
in das Wirtszellgenom erfolgt. Des Weiteren ist die Genexpression im Zytoplasma nur
vorubergehend, so dass diese Vektoren sich fir eine Kurzzeittherapie, wie z.B. eine
Suizidgentherapie eignen.

Man unterscheidet:

- Positivstrang RNA-Viren (z.B. Picornaviren)

Die , nackte", unbehillte RNA sorgt fir eine suffiziente Infektion entsprechender Zellen,
wobei das Genom intrazelluldr nur als MRNA erkannt wird und deswegen direkt in virale
Proteine trandlatiert wird.

- Negativstrang RNA-Viren (z.B. Influenzavirus)

Im Gegensatz zu den Positivstrang-Viren ist die , nackte® RNA als solche, wenn siein eine
Zelle eingebracht wird, nicht infektios. Um biologische Aktivitdt zu erlangen muss sie
zusammen mit ihrer eigenen RNA-abhangigen RNA-Polymerase Ribonukleoproteine bilden.
Erst diese Ribonukleoproteine dienen als Template zur weiteren Synthese von cRNA und
VRNA bzw. mRNA.
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1.5. Problemstellung

In der vorliegenden Arbeit wurde zum einen ein bakterieller Vektor, ndmlich Listeria
monocytogenes verwendet, zum anderen ein auf Influenza basierendes liposomales und damit
nichtinfektidses V ektorsystem.

Ziel der Arbeit war die experimentelle Charakterisierung und Beschreibung dieser zwei
Gentherapie-V ektorsysteme.

1. Listeriamonocytogenes
Etablierung und Optimierung eines Gentransferprotokolls mittels der apathogenen
Variante Listeria innogua und des Plasmids pSOG3012 in Zellkulturen von priméren
Glioblastomzellen.

2. Influenza-&hnliches System
Klonierung dreier Suizidgenvektoren, Etablierung eines auf dem 5-Plasmid-System
basierenden  Transfektionsprotokolls und  experimenteller  Vergleich  von
Transduktionsraten und Therapieerfolg der drei Suizidenzymsysteme in Zellkultur.



2. Materialien
Gerdte :

Zell- und Bakterienkultur:
- 37 °C CO,-begasbarer Brutschrank (Heraeus, Hanau)
- 37 °C Bakterienbrutschrank (Heraeus, Hanau)
- Hera Safe Sterilbank (Heraeus, Hanau)
- Schittelinkubator (37 °C)
- Pipettboy Hirschmann
- Absaugpumpe

Zentrifugen:
- Beckman J 21-B Kuhlzentrifuge (Fullerton, CA, USA)
- Biofuge haemo (Heraeus, Hanau)
- Biofuge R15 (Heraeus, Hanau)
- Biofuge R15 B(Heraeus, Hanau)

optische Geréte:
- Inverses Zellkulturmikroskop Leica DMIL (Leitz, Wetzlar)
- LeicaMikroskop DMRB mit Fluoreszenz- und MPS 28 Fotoeinrichtung
(Leitz, Wetzlar)
- ASA 400 Filme (Fa.Kodak)

Molekularbiologie:
- Uno-Thermoblock(PCR) (Biometra, Géttingen )
- TI 1 Transluminator (Biometra, Gottingen)
- Gelelektrophoresekammer (Biometra, Gottingen)
- Gene Pulser zur Elektroporation (BioRad, Richmond CA, USA)
- Gene Quant DNA/RNA Calculator (Amersham Pharmacia, Freiburg)

Waagen:
- 1R12 MP (Sartorius, Goettingen)
- AT201 (Mettler Toledo, Giessen)

Sonstiges:
- Microplate Autoreader EL 310 Bio-Tec Instruments
- Vortexgerat (Heidolph, Nurnberg)
- Magnetrihrer MR 3001 (Heidol ph, Nirnberg)
- Kuhlschrank +4 °C (Bosch)
- Kihltruhen —20° C (Liebherr und Siemens)
- Universaimikrowellengerét (Privileg)
- Eppendorfpipetten (0,5-10 pl ; 10 —100 pl ; 100 —1000 pl)
- Peacock-Computer Pentium | 200 MHz
- Drucker : HP Deskjet und Fujiutsu
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- Chemikalien:

Chemikalie Erl&uterung Bezug
Agarose Gibco BRL (Karlsruhe)
Alamar blue Zé€llproliferationsindikator Serotec (Eching)

Alkalische Phosphatase

Enzym

Boehringer (Mannheim)

Ancotil 5-Fluorcytosin (10 pg/ul) ICN Pharmaceuticals
Antimykotikum (Frankfurt)

Aqua dest. Baxter SA (Lessines, B)

Borsaure Merck (Darmstadt)

Cymeven Ganciclovir-Trockenpulver Hoffmann-La Roche
(Sug/ul) (Basel, CH)

Dimethylformamid SIGMA

(St. LouisMO, USA)

DMEM Dulbecco’s modified Eagle Gibco BRL (Karlsruhe)
Medium
DMSO Dimethylsulfoxid Merck (Darmstadt)
dNTP's Desoxyribonukleotide fur PCR | SIGMA
(St.LouisMO, USA)
EDTA Dinatriumethylendiamintetra- SIGMA
acetat (St.LouisMO, USA)
EGTA Ethylen-Glycol-Tetraacetat SIGMA
(St.LouisMO, USA)
Ethanol SIGMA
(St.LouisMO, USA)
Ethidiumbromid (EtBr) Roth (Karlsruhe)
FCS Fotales Kaberserum fur die Gibco BRL (Karlsruhe)
Zellkultur
Glutaraldehyd Fixationsl6sung SIGMA
(St.LouisMO, USA)
Glyceringelatine Zum Eindecken von Merck (Darmstadt)
Deckgléschen
HEPES N-2 [Hydroxyethyl]piperazin-N"- | SSGMA
2-Ethansulfonsdure (St.LouisMO, USA)
| sopropanol n-Propanol Merck (Darmstadt)
Kaliumhydrogenphosphat Merck (Darmstadt)
KOH pH 8,0 Kalilauge Merck (Darmstadt)
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Chemikalie Erl&uterung Bezug
Lysozym Enzym SIGMA
(St. LouisMO, USA)
MgCl, Magnesiumchlorid Merck (Darmstadt)
Moviol 4-88 Zum Eindecken von Merck (Darmstadt)
Deckglaschen
NaCl Natriumchlorid Merck (Darmstadt)
(Kochsalz)
Natriumhydrogenphosphat- Merck (Darmstadt)
Dihydrat
NaOH Natronlauge Merck (Darmstadt)
Paraformaldehyd Fixationslsung SIGMA
(St. LouisMO, USA)
PIPES Piperazin-1,4-bis-(2- SIGMA
ethansulfonsaure); Puffer (St. LouisMO, USA)
10 x Taq Polymerase Perkin Elmer
Puffer Norwalk, CT, USA
SMMP Bakterienmedium SIGMA
(St.LouisMO, USA)
Taq Polymerase DNA Polymerase Perkin Elmer
Norwalk, CT, USA
Tris Pufferldsung SIGMA
(St.LouisMO, USA)
1 X Trypsin/EDTA Far Zelkultur PAA Laboratories
(Linz, Austria)
x-Gal Farbel 6sung fir (3-Galaktosidase | SIGMA
(St. LouisMO, USA)
-Antibiotika:

- Ampicillin (50 ug/ul)

- Erythromycin (5 ug/ul)
- Gentamycin (50 ug/ul)

Gibco BRL (Karlsruhe)

SIGMA (St. Louis MO, USA)

Gibco BRL (Karlsruhe)

- Penicillin/Streptomycin (10 ug/iul) ICN Pharmaceuticals ( Frankfurt)
SIGMA (St. LouisMO, USA)

- Tetracyclin (10 pg/ul)

- Molekulargewichtsmarker (MGM):
(Bezug: Sigma St. LouisMO, USA)

- Lambda DNA Bstel Digest : 8.454, 7.242, 6.369, 5.686, 4.822, 4.324, 3.675, 2.323

- 1kb DNA-Leiter

- Restriktionsenzyme :

Mit Ausnahme von Mun | ( Gibco BRL, Karlsruhe) Bezug von New England Biolabs

(Beverly, MA, USA)

1.929, 1.371, 1.264, 702, 224, 117 bp

: 1.000, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300, 200, 100 bp
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Bezeichnung | Erkennungssequenz | Puffer
I nkubationstemperatur

..GGTCTC(N)1//... |NEB 3 oder NEB 4

Bsal ..CCAGAG(N)5//... |50°C
..CGTCTC(N)V/... |NEB3

BsmBI |..GCAGAG(N)5/... |55°C
..GI/AATTC... NEB 1-4

EcoRI |..C TTAAI/.. 37°C
AIIAGCTT... NEB 2

Hind Il |..T TCGAAI/... 37°C
..CIIAATT G... React 1 Puffer

Mun | .G TTAA/IC... 37°C
..GC//GGCC GC... INEB3

Not | ..CG CCGG//ICG... |37°C
..C TGCA/IG... NEB 3

Pst | ..GI/ACGT C... 37°C
..GIITCGA C... NEB 1

Sa | ..C AGCT//G... 37°C
..TIICTAG A... NEB 2

Xbal ..A GATCI/IT... 37°C
..CIITCGA G... NEB 2

Xhol ..G AGCTI/IC... 37°C
..GAANN//NNTC... |NEB 2

Xmn | ..CTTNN//NNAG... |37°C

-KITS:

Agarose DNA Gel Extraction Kit (Boehringer, Mannheim)
GFX Plasmid Mini PrapKit (Amersham Pharmacia)

High Pure PCR-Purification Kit (Boehringer, Mannheim)
Lipofektamin Plus Transfection Kit (Gibco BRL, Karlsruhe)
Rapid DNA Ligation Kit (Boehringer, Mannheim)

Qiaprep Spin Mini Prepkit (Qiagen, Hilden)

Qiaprep Midi Prepkit (Qiagen, Hilden)

- Medien/ Puffer und L6sungen :

SOB-Medium : 2%

2,5mM KCl

Bactotrypton (Gibco BRL, Karlsruhe)
0,5 % Bacto Y east Extract (Gibco BRL, Karlsruhe)

10 mM MgCl, (Hexahydrat)

10 mM MgSO, (Heptahydrat) (SIGMA, St. Louis MO, USA)

10 mM NaCl

ad 1000 ml Aqua dest.

Durch die Zugabe von 1 M KOH auf einen pH von 6,7-7,0 einstellen.

Will man SOC-Medium herstellen, so werden zusétzlich zu dem oben

genannten Ansatz 20 mM Glucose hinzugefugt.
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LB-Medium (Luria-Bertani): 10,0 g Bactotrypton
(Gibco BRL, Karlsruhe) 10,0 g NaCl
5,0 g Hefeextrakt
ad 1000 ml Aqua dest.

2YT-Medium : 16,0 g Select Pepton 140 (Gibco BRL, Karlsruhe)
(Gibco BRL, Karlsruhe) 10,0 g Hefeextrakt (Gibco BRL, Karlsruhe)
5,0 g NaCl

ad 1000 ml Aqua.dest

BHI-Medium : 37 g Brain-Heart-Infusion
(Difco) ad 1000 ml Aqua.dest

DM 3 Regenerationsplatten (fir Listerien):

200 ml 5 %-iger Agar, 500 ml 1 M Succinat, 100 ml Pepton 140, 60 ml 10 %-iges Hefe-
Extrakt, 100 ml 3,5 %-iges K,HPO, und 1,5 %-iges KH,PO,, 10 ml 50 %-ige Glukose, 20
ml 1 M MgCl, und 5 %-iges BSA ; ale Lésungen in Aqua dest.

Alle Ldsungen mit Ausnahme des BSA werden auf 50 °C erwéarmt, gemischt und dann
mit Erythromycin in einer Endkonzentration von 5 pg/ml versetzt.

Zellkulturmedium: 500 ml DMEM
50 ml Fetales Kéberserum (FCS)
(komplementinaktiviert durch 30 min Inkubation bei 56 °C)
5 ml Penicillin/Streptomycin

- Puffer :

TB: 15 mM CaCl,+2H,0
250 mM KCI
15-20 ml 1M KOH
55 mM MnCl; x 4H,0
10 mM PIPES Disodium salt
ad 1000 ml Aqua dest.
pH 6,9 einstellen und steril filtrieren

0,5M EDTA pH8,0 186,1 g Dinatriumethylendiamintetraacetat in 800 ml Aqua.dest
durch Zugabe von KOH auf pH8, 0 einstellen
Aquadest. ad 1000 ml
Sterilfiltration

5x TBE: 54 gTris
27,5 g Borsaure
20 ml EDTA 0,5M pH 8,0
ad 1000 ml Aqua dest.

PBS : 7,1 g Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat
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1,3 g Kaliumhydrogenphosphat
36 g Natriumchlorid
in 500 ml Aqua dest. Auflésen

sonstige L ésungen:

0,125 % Glutaraldehyd : 125 ml Glutaraldehyd
ad 1000 ml 0,15M PBS
Lagerung bel +4°C

2 % Paraformaldehyd :  313pl 0,5M EGTA in Aquabidest. (pH 8,0)
2ml IM MgCI2 in Aqua bidest.
1M NaOH (pH-Justierung)
20 g Paraformaldehyd
32,4 g PIPES Disodium salt
ad 1000 ml Aqua dest.
pH 6,9; bei +4°C lagern

Waschl 6sung: 1 ml IM MgCI2 in Aquabidest. ad 500 ml PBS
Férbel 6sung: 50 mg X-Gal gelost in 1,5 ml N,N-Dimethylformamid
Lagerung bei —20°C
Mixer-Lésung: 0,16 g K3Fe(CN)6
0,21 g K4Fe(CN)6

41 pl IM MgCI2 in Agqua bidest.
10 pl 0,01 % Natrium-Desoxycholat in Aqua bidest.
20 pl Triton X-100

- Bakterienstdmme :

Escherichia coli DH10 R (Gibco BRL, Karlsruhe)

Genotyp:  F',mcrAA-(mrr-hsdRMS-mcrBC),p80dlacZAM15,AlacX174,deoR recAl,paraD139(ara,leu)7697,
gaU,gaK, A" rpsL,endA1,nupG

Escherichiacoli XL-1 blue (Stratagene Europe, Amsterdam NL)

'Genotyp: recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl lac [F proAB lacl® Z AM15 Tnl10(Tet")]

Listeria-Typ-Stamme

Listeria monocytogenes EGD Serotyp %2a
Listeriainnocua ATCC 330091 Serotyp 6b

Mutante die im Rahmen der Arbeit erstellt wurde: Listeria monocytogenes pCS1(LacZ)
- Zélen:

Die kommerziell erhdtlichen Linien stammen aus der American Type Cell Culture(ATCC)-
Collection (Manasses, VA, USA)
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U87-MG, U373, A172 humane Glioblastomzelllinien
293 T: priméare humane embryonale Nierenepithelien, transformiert mit Adenovirus 5
DNA

Glioblastomkulturen aus Op-Préparaten der neurochirurgischen Klinik
- Plasmide:

pcDNA3.1+ Invitrogen Europe CH Groningen, NL. Kontrolle durch CMV-Promotor und
Ampicillinresistenz. Enthat SV40-Signal.

pCMV 3 Clontech Laboratories Inc., Palo Alto, CA, USA. Enthélt das Gen fur die (3
Galaktosidase(LacZ) von E.coli unter der Kontrolle eines CMV-Promotors und eine
Ampicillinresistenz.

poll
(Mit freundlicher Genehmigung aus dem Institut fur Virologie der Justus-Liebig-Universitét
in Giessen ; Herr PD Dr. Stephan Pleschka)

pSOG3012

(Mit freundlicher Genehmigung aus dem Institut fir medizinische Mikrobiologie der Justus-
Liebig-Universitét, Giessen ; Frau Dr. Sonja Otten)
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3. Methoden
3.1. Zelkultur kommerzieller Zellinien (A172, U87, U373, 293T)

Die Zellen werden in 15 ccm Kulturfléschchen bei 37 °C in feuchter Atmosphére mit Zusatz
von 5% CO, kultiviert und in regelmalligen zeitlichen Abstdnden bei Konfluenz des
Zellrasens folgendermalien geteilt:

M edium absaugen

2 ml Trypsin hinzugeben und Flaschchen kurz schwenken

1,5 ml des Trypsins entfernen

10 min inkubieren

4,5 ml Zellkulturmedium hinzugeben und resuspendieren

Je nach gewtinschtem Tellungsverhédtnis Zellsuspension entnehmen und diesen

Anteil durch frisches Medium ersetzen

oA~ wWNE

Bei fehlender Konfluenz des Zellrasens wird nur das verbrauchte Medium abgesaugt und
durch frisches ersetzt.

3.2. Zelkultur von OP-Praparaten

Wadhrend der operativen Entfernung eines Glioblastoms kdnnen neben histologischen
Préparaten Tumorbiopsien zur Anziichtung von Zellkulturen entnommen werden.

Das Material wird in 10 ml Medium/Trypsin im Verhdltnis 1:1 aufgenommen und wie folgt
weiterbehandelt:

Zerkleinerung des Biopsates (z.B. durch Sieben)

Uberfiihrung in €in 15 ml Greiner-Rohrchen

Zentrifugation 1000 rpm 5 min

Uberstand absaugen und durch frisches Medium ersetzen

Resuspendieren

weiter wie unter Punkt 3-5 beschrieben

erneute Zentrifugation 1000 rpm 5 min

Uberstand absaugen und durch 5 ml Medium ersetzen

Resuspendieren und in ein 15 ccm Zellkulturfl&schchen dGberfihren

©COoNOUAWDNE

Nachdem diese Primérkultur angewachsen ist, kann in der Zelkultur wie unter 3.1
beschrieben verfahren werden.

3.3. Zdhlkammer

Um die Zellen in entsprechender Dichte z.B. in 24- oder 6- Lochplatten aussden zu kénnen
muss zundchst deren Anzahl ermittelt werden. Dazu wird durch Trypsinisieren eine
Einzelzellsuspension hergestellt. Der je nach Teilungsverhdtnis entnommene Anteil wird
alerdings nicht verworfen sondern in ein 15 ml Greiner-Rohrchen gefillt. Daraus entnimmt
man nach kurzer Resuspendierung 10 pl und befillt damit eine vorbereitete Neubauer
Zahlkammer. Diese wird unter ein Zellkulturmikroskop gelegt und folgendermal3en
ausgezahlt: Es werden 4 Quadranten zu 16 Feldern ausgezéhlt woraus sich die Summe N
ergibt.

Zéellzahl/ml= N/4 x 10
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3.4. Zytotoxizitatsversuche

1. Die Einzellzellsuspension wird auf 5 x 10* Zellen/ml eingestellt und je ein ml in eine
Vertiefung einer 24 well Platte pipettiert.

2. Inkubation bis zur Semikonfluenz bel 37 °C

3. Medium absaugen und durch frisches ersetzen

4. Testsubstanzen in ansteigenden Konzentrationen hinzupipettieren
Je ein Well pro Reihe untherapiert (Kontrolle)

5. Inkubation bei 37 °C bis in den unbehandelten Kontrollwells vollstandige Konfluenz
vorhanden ist

6. Auswertung mit Alamar-Blue-Assay (3.5.)

3.5. Alamar-Blue-Assay

Funktionsprinzip des Alamar-Blue-Assays.

Alamar blue ist ein nicht toxischer Indikator fir den Zellmetabolismus. Die wahrend des
Zellstoffwechsels freiwerdenden Protonen fihren zu einer Reduktion des Alamar-Blue und
damit sowohl zu einem Farbumschlag von blau nach rosa als auch zu einer Anderung des
Fluoreszenzverhaltens. Die Zellen missen den Indikator aktiv aufnehmen und umsetzen. Das
bedeutet, dass tote, nicht proliferierende Zellen ihn nicht aufnehmen und der Indikator in
seiner ursprunglichen blauen Farbe bestehen bleibt.

Die Absorption bei 630 nm kann als Mal3 der Stoffwechselaktivitdt herangezogen werden.
(maximaler Absorptionswert, der 100 % stoffwechselinaktiven Zellen entsprechen wirde:
0,265). Je hoher die Absorption desto mehr Zellen sind abgestorben.

Vorgehen:
1. Medium von der 24 Wellplatte absaugen
2. 1 ml/Wédll frisches Medium hinzufligen
3. 100 pl/ Well Alamar-Blue
4. Inkubation bel 37 °C
Inkubationsdauer abhéngig vom Zellmetabolismus ca. 16 — 24 h
2 x 100 pl/Well in eine 96 well Platte unter Schonung des Zellrasens tberfihren
Messung der Absorption bei 635 nm

o o

3.6. Molekularbiologie
3.6.1. PCR

Folgende Gene wurden mittels PCR amplifiziert:

Gen Template

GFP | pEGFP-N1
PNP | E.coli DeoD

TK |HSV 108
CD |Chromosomale DNA E.coli
K12

Die PCR-Primer (MWG Ebersberg) fur eine Klonierung in das Plasmid pCMV 3 (Listerien)
enthalten Schnittstellen fir die Restriktionsendonuklease Not |. Durch diese Not |
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Schnittstelle wird es moglich, nach einem Restiktionsverdau Sticky-Ends zu erhalten, die eine
Ligation in das Plasmid ermdglichen.

PNPfw atttctcattgcggecgeatggctaccecacacatt
PNP bw  cccatcggtageggeegcttactctttatcgeeccage

CD fw gtttgcaactgcggecgeatgtcgaataacgcttta
CD bw ataagctgtageggecgctcaacgtttgtaatcy

TK fw  ccgattgactgcggeegeatggcttegtaccectge
TK bw tgcttcggtagcggecgctcaagttagecteececate

GFPfw  gtttgcaaatgcggecgcatgtcgaataacgattta
GFPbw  gatctagagtcgeggecgctttacttgtaaagctegte

Fir die Ligation in pcDNA3.1+ (Influenza) befindet sich im Vorwértsstrang eine Schnittstelle
fur die Endonuklease Hind 111 und im Rickwartsstrang eine fir Xbal.

GFPfw catgttcatttgcggecgcatggtgagcaagggega
GFP bw gatctagagtcgcggecgctttacttgtacagctcg

PNP fw ggcaaagcttcgttegtctcaggecagcasaagcagggtgacasagacataatggctaccccacacattaatgeag
PNP bw gacgtctagacgtctcctattagtagaaacaagggtgttttttattattactctttatcgeccagcagaacgg

CD fw cttcaagcttggtctcaggecagcasaagcagggtgacasagacataatgtcgaataacgctttacaaac
CD bw caaatctagaggtctcctattagtagaaacaagggtattttttattatcaacgtttgtaatcgatggettc

TK fw ctctaagcttegtctcaggecagcasaagcagggtgacasagacataatggettcgtacceectgecate
TK bw ctactctagacgtctcctattagtagaaacaagggtgttttttattatcagttagectcceccatcte

Dazu werden Reaktionsansétze von 50 pl Volumen wie folgt pipettiert:
1 pul Template
0,5 pl Primer forward
0,5 pl Primer backward
2 M dNTP's
5 pl 10 x Puffer
0,25 pl Tag DNA-Polymerase
40,50 pl H,O

Die DNA wird nach Erwarmung des Thermocyclers auf 95 °C (2 min) in Zyklen bestehend
aus drei Schritten amplifiziert. Die Denaturierung der DNA erfolgt 45 Sekunden lang bei
95°C, die Anlagerung der Primer Uber 45 Sekunden bei 55°C und fir die Vervielfatigung der
DNA wurde die Temperatur des Reaktionsgemisches 1 Minute lang bei 72 °C gehalten. Diese
Zyklen werden 30ma wiederholt, um eine entsprechende Menge DNA zu erhalten.
Abschlief3end erfolgen eine Inkubation bei 72 °C fur 15 Minuten und Kihlung auf 4°C.

3.6.2. Agarosegelelektrophorese

Dies ist ein Verfahren mit dem sich DNA-Molekile in einem elektrischen Feld auftrennen
lassen. Die DNA ist durch die Phosphatgruppen in ihrem Desoxyribose-Phosphat-Rickgrat
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negativ geladen und wandert dadurch im elektrischen Feld zur Anode. Dabel wird die
Wanderungsgeschwindigkeit von Faktoren wie z.B. der Molekllgrofe, der angelegten
Spannung und der Agarosekonzentration im Gel bestimmit.

Durchfuhrung:
1. Herstellung eines 1%-igen Agarosegels:
a) Zu 500 mg Agarose 50 ml TBE-Puffer geben
b) Unter stdndigem Rihren aufkochen lassen
c) 5Sul EtBr hinzugeben
d) Etwas Abkuhlen lassen, in die Gelkammer fillen und abbinden lassen

2. Das Gel mit 1XTBE-Puffer bedecken

3. 5pl desjeweiligen PCR-Produktes mit 2ul loading buffer vermischen

4. Geltaschen mit den PCR-Produkten bzw. kommerzieller ,,DNA-Leiter* befillen
5. Anlage der Spannung (40mA)

Die DNA im Gel wird mittels Fluoreszenz nachgewiesen, die durch das im Doppelstrang
interkalierende EtBr hervorgerufen wird. Die Grof3e der Amplifikat-DNA im Gel wird durch
Vergleich der Bande mit einer kommerziell erhdtlichen , DNA-Leiter ermittelt.

3.6.3. Aufreinigung der Amplifikate

PCR-Produkte mit der dem Gen entsprechenden Bandenldange werden mit dem High Pure
PCR Purifikation Kit aufgereinigt. Dieses basiert darauf, dass sich Nukleinsduren in
Anwesenheit eines Salzes spezifisch an ene Glasfasermatrix binden. Nach einem
Waschvorgang sind sie dann von Verunreinigungen (z.B. Salzen, Proteinen, Nukleotiden)
befreit und konnten extrahiert werden. Da erst Fragmente ab einer Lange von 100 bp
gebunden werden, entfernt die Methode auch Primer und deren Dimere.

3.6.4. Restriktionsverdau der Amplifikate und Plasmide

Vor einer Ligation erfolgt der Verdau des jeweiligen Amplifikates und des zugehdrigen
Plasmids mit entsprechenden Restriktionsendonukleasen, so dass idealerweise Sticky-Ends
entstehen.  Restriktionsenzyme spalten  Doppelstrang-DNA  durch  Hydrolyse von
Phosphodiesterbindung. Dies erfolgt innerhalb einer bestimmten palindromalen
Erkennungssequenz und bendtigt keine Energie in Form von ATP.

Der Verdau erfolgte gemal3 den Angaben des Herstellers.

3.6.5. Agarosegel el ektrophorese des Restriktionsverdaus

1. Herstellung Agarosegel wie unter 3.6.2 beschrieben

2. Uberfuihrung in Gelkammer und Einfllen von TBE-Puffer

3. kompletten Restriktionsverdau mit 10 pl 6x loadingsolution mischen und in Geltasche
fullen

4. Anlegen der Spannung

Es folgt die Identifikation des gewinschten Fragmentes anhand der ,,DNA-Leiter* im UV-
Fluoreszenzlicht. Die entsprechende Bande wird mit einem scharfen Skalpell aus dem Gel
ausgeschnitten und aufgereinigt (3.6.6.)



3.6.6. Aufreinigung der DNA aus Agarosegelen

Diese erfolgt unter Verwendung des Agarose Gel DNA Extraction Kit nach den Angaben des
Herstellers.

3.6.7. Behandlung gedffneter Plasmid-, Backbones* mit Alkalischer Phosphatase

Unter Verwendung von akalischer Phosphatase aus Rinderdarm (calf intestinal akaline
phosphatase, CIP) werden Phosphatgruppen vom 5 -Ende der DNA abgetrennt und 5°-OH-
Gruppen zurtickgelassen. Dadurch wird verhindert, dass sich die gedffneten Plasmide bei der
folgenden Ligation ohne Fremdgeninsertion Uber die sticky-ends schlief3en.

Durchfuhrung:
1. 50 pl des gedffneten Plasmids mit 6 pl 10 x Puffer und 4 pl Alkalischer Phosphatase
versetzen und mischen
2. 1hbei 37 °Cinkubieren
3. Reinigung mit High Pure PCR Kit nach Angaben des Herstellers zur Inaktivierung der
Alkalischen Phosphatase
4. Elution der Plasmid-DNA in 100 pl Elutionspuffer

3.6.8. Ligation

Die Ligation der Amplifikate in die jewelligen getffneten Plasmide erfolgt unter der
Anwendung des Rapid DNA Ligation Kits entsprechend den Angaben des Herstellers.

3.7. Klonierungsstrategie Listerien

a) Verdau pCMYV 3-Produkte und pSOG3012:
Die Fremdgene werden mit den Restriktionsenzymen Sal | und EcoRI aus pCMVR3
entfernt und Uber die gleichlautenden stickyends von Munl und Xhol in pSOG3012
inseriert
b) Gelelektrophorese (3.6.5.)
¢) Behandlung des Plasmids mit Alkalischer Phosphatase (3.6.7.)
d) Ligationin pSOG3012 (3.6.8.)
€) Herstellung kompetenter E.coli fur Hitzeschocktransformation
Dies erfolgt nach dem Protokoll von Inoue et al., (1990).
Zu 10 ml SOB-Medium 10 ul Bakterien aus Glycerinkonserve geben
Inkubation Uber Nacht bel 37 °C ( ca. 14 h) im Rundrittler
5 ml der UNK in 245 ml SOB-Medium (1:50) geben
Inkubation im 18 °C Wasserbad bis OD600 von 0,6 erreicht wird
10 min auf Eis stellen
Zentrifugation 2500 rpm 10 min und 4 °C
Uberstand wird unter Schonung des Pellet entfernt
Pellet in 80 ml eisgekiihltem TB resuspendieren und fur 10 Minuten auf Eis stellen
Zentrifugation wie unter Punkt 6
. Uberstand entfernen, Pellet in 18,6 ml eisgekilhitem TB resuspendieren und 1,4 mi
DM SO hinzugeben
11. 10 min auf Eisinkubieren
12. Aliquotierung zu je 100 pl, in flussigen Stickstoff geben und bei —80 °C lagern
f) Hitzeschocktransformation in E.coli DH10M3

HOooNoUuh~wWNE
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Sie stellt eine weitere Mdglichkeit dar, DNA-Molekile bzw. Plasmide in Bakterien zu
etablieren und erfolgt nach dem Protokoll von Hannahan et al., (1991).

Durchfuhrung:

Zum Ligationsansatz werden 100 ul kompetenter Bakterien gegeben
30 min auf Eisinkubieren

90 sec in ein 42 °C Wasserbad geben

2 min auf Eisinkubieren

400 pul SOC-Medium hinzugeben, resuspendieren

1-3 him 37 °C- RundrUttler inkubieren

oUuArWNE

Die durch Hitzeschock transformierten Bakterien werden nach der Rekultivierung auf LB
Agarplatten (+ 100 pg/ml Ampicillin) ausgestrichen und Uber Nacht bel 37 °C inkubiert.
Dadurch, dass die jeweiligen Plasmide eine Resistenz fur Ampicillin besitzen, erfolgt eine
Selektion plasmidtragender transformierter Bakterien gegeniber solchen, die das Plasmid
nicht enthalten.

g) Plasmidisolation aus transformierten E.coli (Mini-Prep)

Der Mini-Prep dient der Suche nach dem bzw. den Plasmiden die das gewlinschte, inserierte
Fremdgen enthalten.

Dazu pickt man von den Uber Nacht bewachsenen Agarplatten pro Plasmid 8-12 Klone mit
sterilen Zahnstochern und gibt diese in je 3ml ampicillinhaltiges (1ug/ml) LB-Medium.
Anschlief3end Inkubation Uber Nacht im Rundrittler bei 180 rpm und 37 °C.

Am néchsten Tag erfolgen die Plasmidextraktion und die Bestimmung der erhaltenen DNA-
Menge.

h) Identifikation positiver Klone durch Restriktionsverdau

Die Identifikation der gesuchten Plasmide, die das richtige Insert in der richtigen Orientierung
besitzen, erfolgt durch einen Kontrollverdau mit entsprechenden Restriktionsenzymen. Diese
sind so ausgewahlt, dass sie innerhalb des Plasmids asymmetrisch schneiden, also einmal im
Insert selbst und dann noch mindestens ein weiteres Mal im ,, Restplasmid”. Dadurch wird es
madglich eine Aussage Uber die Orientierung des Inserts innerhalb des Plasmids zu bekommen.

Folgender Ansatz wurde gewahlt:
7 ul Plasmid
2 ul NEB Puffer
1 pl Restriktionsenzym
10 pl Aqua dest.

Inkubation 2 h bei 37 °C ( bzw. der fir das Enzym vom Hersteller empfohlenen Temperatur)

Zu den 20 pl Ansdtzen werden jeweils 5 pl loading solution pipettiert und gut vermischt. Je
10 pl werden auf das Gel aufgetragen und die Elektrophorese gestartet. Anhand der
erhaltenen DNA-Banden ist der Rickschluss moglich, ob das Plasmid das gewtinschte Insert
enthalt oder nicht. Die endgultige Kontrolle erfolgt durch Sequenzierung des entsprechenden
Plasmidabschnittes.
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1) Glyzerinkulturen

Von den Klonen die im Restriktionsverdau die gewlinschten DNA-Banden zeigten wurden
Glycerindauerkulturen wie folgt angelegt:

1. Zujel ml der Bakterienkultur 500 pl Glyzerin geben

2. kurz vortexen

3. bei =20 °C einfrieren

J) Plasmidisolation in hoherer Quantitdt (Midi-Prep)

Der Midi-Prep dient der Herstellung der gewiinschten Plasmide in hdheren Konzentrationen.
Nach Anlage einer Ubernachtkultur mit 10 pl der Glyzerinkonserve, diein 50 ml LB-Medium
gegeben und anschlielend bei 37 °C im Rundrittler inkubiert werden erfolgt die
Plasmidextraktion nach den Angaben des Herstellers.

k) Protoplastentransformation

Die Herstellung der Protoplasten sowie deren Transformation mit dem neuen Plasmid erfolgte

nach dem Protokoll von Winscher et a., (1991). Es wurden Protoplasten von L.

monocytogenes und L. innocua angefertigt und beide Stémme transformiert.

UNK anlegen mit 20 ml BHI-Medium und 10 pl L. monocytogenes EGD

Inkubation bel 37 °C

300 pl der UNK zu 29,7 ml BHI-Medium geben

Inkubation bel 37 °C im Rundrittler bis OD 600 von 0,6-0,8

25 ml des Ansatzes in ein weiteres Gefal tberfiihren und 10 min bei 5000 rpm und

Raumtemperatur zentrifugieren

Uberstand verwerfen, Pellet mit 25 ml Aqua dest. resuspendieren und wie unter Punkt

5 zentrifugieren

Uberstand verwerfen und Pellet mit 2,5 ml SMMP resuspendieren

250 pl Lysozymldsung (100 ml Lysozym/ml 2xSMM) hinzugeben

Inkubation bei 37 °C fur 12-22 h

0. optische Kontrolle unter dem Mikroskop: Haben die Bakterien eine sphéroide Form so
erfolgt eine Zentrifugation wie unter Punkt 5

11. Uberstand entfernen, Pellet mit 10 ml SMMP resuspendieren und erneute

Zentrifugation
12. Uberstand entfernen, Pellet in 2,5 ml SMMP aufnehmen
13. Aliquots zu je 300 pl in flUssigen Stickstoff geben und bei — 80 °C einfrieren

S A

o

B © N

Transformation der Listerien:

Protoplasten-Aliquot auftauen

Plasmid und 2 ml Fusogen hinzugeben

1 min schwenken und 1 min bei Raumtemperatur inkubieren
7 ml SMMP hinzugeben und 5 mal Uber Kopf invertieren
Zentrifugation 500 rpm, 20 min bel Raumtemperatur
Uberstand entfernen, Pellet mit 1 ml SMMP resuspendieren
Inkubation im 30 °C Wasserbad fur 3 h

Je 333 ul auf DM 3 Regenerationsplatten ausplattieren

4-8 Tage bel 30 °C inkubieren

©COoNOUA~WDNE

Die Identifikation positiver Transformanten erfolgt nach Plasmidisolation durch
Kontrollverdau, PCR oder Sequenzierung. Die Klone, die das korrekte Plasmid enthalten
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werden in BHI-Medium (+ 5 pg Erythromycin/ml) kultiviert und als Glycerinkonserven
eingefroren.

|) Fremdgen-Expression durch transformierte Listerien

Die Zdlkultur wird mit Fremdgen-Plasmid-tragenden Listerien infiziert. Die Infektion mit
dem nicht plasmidtragenden Listerienwildtyp dient als Negativkontrolle der Versuchsreihe.
Durch die Zugabe der Antibiotika wird eine Unterbrechung des Infektionszyklus erreicht. Die
erste Gentamycingabe ca. 3-4 h nach der Infektion totet die noch extrazellulér vorhandenen
Listerien unter Schonung der fur die Genexpression wichtigen intrazelluléren Listerien ab.
Nach zweitagiger Inkubation werden diese dann durch die Zugabe von Tetracyclin und
Gentamycin abgetotet. Dadurch sistiert die intrazelluldre Vermehrung und die eingebrachten
Plasmide werden freigesetzt. Die Information des darauf codierten Fremdgens kann nun
falschlicherweise von der Wirtszelle transkribiert werden, was in eine Fremdgenexpression
mindet. Diese kann z.B. mittels R-Galaktosidasefarbung gezeigt werden, wenn lacZ
eingeschleuld wurde.

1. Jewellige Zellreshe (Anzahl je nach Proliferationsverhalten) in 24 Wellplatten
(enthalten pro Well je ein Deckgléschen) ausplattieren und 24 h bei 37 °C inkubieren

2. Listerien-UNK anlegen: Zu 20 ml BHI-Medium 10 pl der jeweiligen Glyzerin-
dauerkulturen (plasmidtragende Listerien und Wildtyplisterien) geben

3. In das BHI-Medium der plasmidtragenden Listerien noch Erythromycin (5ug/ml)

geben, da diese durch das Plasmid eine Resistenz besitzen.

UNK bei 37 °C im Rundriittler inkubieren

Am Folgetag je 200 pl der UNK zu je 9,8 ml erythromycinhaltigem (Transfektanten)

bzw. erythromycinfreien (Wildtyp) BHI-Medium geben und bis zu einer ODggy VON

0,9-1,1, was einer Bakteriendichte von 1 x 10° /ul entspricht, im 37 °C Rundriittler

inkubieren

Je 1 ml von den Kulturen entfernen und dies bei 8000 rpm fir 2 min zentrifugieren

Uberstand entfernen und 1 ml antibiotikumfreies Zellkulturmedium zufiigen

Kurz vortexen und wie unter Punkt 6 zentrifugieren

Uberstand entfernen und Pellet mit 1ml antibiotikumfreien Zellkulturmedium

resuspendieren

10. Medium von den Zellen entfernen und durch 1ml/ Well antibiotikumfreies Medium
ersetzen

11. In jedes Well werden 8 ul der unter Punkt 9 erhaltenen Bakteriensuspension gegeben

12. Platte kurz schwenken um eine gleichméilige Verteilung zu erhalten

13. Zellen bei 37 °C fur 5 hinkubieren

14. bakterienhaltiges Medium absaugen und durch Iml /Well Zellkulturmedium mit 50
pHg/ml Gentamycin ersetzen

15. 2 Tage bei 37 °C inkubieren

16. Mediumwechsel, nun unter Zugabe von Gentamycin (50 pg/ml) und Tetracyclin
(10ug/ml)

17. 24 h bei 37 °C inkubieren

18. 3-Galaktosidase-Nachwei sfarbung

- Medium von den Zellen entfernen und je 1ml/Well 0,125 %-iges Glutaraldehyd
dazugeben

- 5 min bel Raumtemperatur inkubieren

- Absaugen und durch 1 ml/Well 2%-iges Paraformaldehyd ersetzen

- 4 mininkubieren, absaugen und 1 ml/Well Waschldsung zugeben

- 5mininkubieren

oA
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- Farbeltsung herstellen, indem pro Well 7,5 pl X-Gal-Lésung mit 292,5 ul Mixer-
Losung im Verhdltnis 1:40 vermischt werden

- Waschldsung entfernen und je 300 pl/ Well der Farbel 6sung aufbringen

- Uber Nacht bei 37 °C inkubieren

- Férbel6sung absaugen und 1 ml PBS/Well hinzugeben

- Deckglaschen entnehmen und mit 5 pl Glyzeringelatine auf Objekttragern fixieren

19. Auswertung

- lichtmikroskopische Auszéhlung LacZ-positiver Zellen in 5 von 30 Gesichtsfeldern
(Transfektionseffizienz)

- lichtmikroskopische Erfassung, der nach Infektion noch vorhandene Gesamtzellzahl
(Rickschluss auf Zellverlust)

o Beplikati it -
| Kokultivierumgs- | pliationszelt | Fremdgen X |
zeit 4 intrazellulir expressionszeit
Prozedere Infektion Centarnyrin Centamycin LacZ-Lssay
Tetraryelin
Zeit Tag 0 Stunds 4 Tag 1 Tag3

Abbildung 8 : Schematische Darstellung des zeitlichen Verlaufs des Transfektionsversuchs

3.8. Klonierungsstrategie Influenza

a) PCR (GFP, CD, TK und PNP)
Die verwendeten Primer enthalten Schnittstellen fir die Restriktionsendonukleasen Hindl 11
und Xbal, um eine Ligation in das Plasmid pcDNA3.1+ zu ermdglichen. Weiter siehe
3.6.1.

b) Restriktionsverdau PCR-Produkte und pcDNA3.1+

30 pl PCR-Produkt bzw. Plasmid
5ul NEB
1 pl Hindlll
1 pl Xbal

13 ul Aqua dest.

50 pl Ansatz fur 2 h bei 37 °C inkubieren.

c) Gelelektrophorese (3.6.5.)

d) Behandlung des Plasmids mit Alkalischer Phosphatase (3.6.7.)
€) Ligation GFP, CD, TK und PNPin pcDNA3.1+ (3.6.8.)

f) Lipofektamintransfektion (pcDNAS3.1 + Produkte)

Sie dient neben der Sequenzierung as Uberpriifung der entsprechenden Genexpression und
erfolgt unter Verwendung des Lipofektamin Plus Kits.

1. Zdlenin 24-Wéllplatte aussden und Uber Nacht bel 37 °C inkubieren (1.4. und 3.8.1.)
2. In Reaktionsgefal? 1 wird zu 2,5 pg Plasmid-DNA 7,5 ug Plus-Reagenz und 300 pl
Medium (DMEM ohne Antibiotika und FCS) gegeben
In Reaktionsgefél’ 2 gibt man zu 900 pl Medium (DMEM ohne Antibiotikum und
FCS) 16,5 ul Lipofektamin
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7.

8.
0.
10.
11.
12.

13.

Reaktionsgefald 1 und 2 fur 15 min bei Raumtemperatur inkubieren.

600 pl aus Gefal? 2 in Geféld 1 geben und kurz mischen

Inkubation wie unter Punkt 3 beschrieben

Medium von den Zellen entfernen und durch 100 pl/Well DMEM ohne Antibiotikum
und FCS ersetzen

Je 100 pl aus Gefal3 1 tropfenweise Uber den Zellrasen der entsprechenden Wells
verteilen

Je 100 ul aus Gefal3 2 auf den Zellrasen der Kontrollreihe (ohne Plasmid) geben

Platte kurz schwenken und 1h bei 37 °C inkubieren

Pro Well 800 pl Zellkulturmedium hinzufiigen

Inkubation bei 37 °C

Therapie

Nach 24stundiger Inkubation, schlief3t sich ein Mediumwechsel unter Zugabe der
jeweiligen Prodrugs an, die in folgenden K onzentrationen verwendet wurden:

Prodrug Konzentration in pg/mi

Ganciclovir |0 5 10 (20 |30 |50 |-- |-
Ancotil 0 10 |25 |50 |75 |100 |-- |[--
6-MPdR 0 5 10 |20 |25 |30 |35 |40

Auswertung mittels Alamar-Blue-Assay (3.5).

0) Restriktionsverdau pcDNA3.1+(GFP, CD, TK oder PNP) und poll

Die Fremdgene werden mit dem Restriktionsenzym Bsal aus pcDNA3.1+ entfernt und
Uber die gleichlautenden sticky-ends von BsmBlI in poll inseriert.

30 pl Plasmid (pcDNA3.1+Produkte bzw. poll)
5pul NEB 111
1l Bsal bzw. BsmBI

14 pl H,0

Inkubation bei 55 °C fur 2 h.

h) Gelelektrophorese (3.6.5.)

i) Behandlung des gedffneten poll mit Alkalischer Phosphatase (3.6.7.)
J) Ligation der Genein poll (3.6.8.)

K) Herstellung elektrokompetenter E.coli

1.

NoOAWN

Ubernachtkultur (UNK) anlegen: zu 10 ml 2Y T-Medium ohne Ampicillin E.coli XL 1
geben

Inkubation tber Nacht bei 37 °C

1 Liter 2Y T-Medium ohne Ampicillin mit UNK 1:100 animpfen

Inkubation bei 37 °C bis optische Dichte von 0,5-0,8 bei 595 nm erreicht ist
Inkubation auf Eisfir 30 min

Zentrifugation 10000 rpm 10 min und 4°C

Uberstand abgiefRen und Pellet mit der Halfte des V olumens des Gesamtansatzes 1mM
HEPES Puffer pH 7 resuspendieren
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8. Zentrifugation 10000 rpm 10 minund 4 °C

9. Uberstand abgief?en und mit einem Viertel des Volumens des Gesamtansatzes an 1mM
HEPES Puffer resuspendieren

10. Zentrifugation wie unter Punkt 6

11. Uberstand entfernen und 50 ml 10% Glycerin (10 ml Glycerin + 90 ml Wasser)
dazugeben, resuspendieren

12. Zentrifugation wie unter Punkt 6

13. 2,5-3 ml 10 % Glyzerin dazugeben, resuspendieren und 100 ul Portionen aliquotieren

14. Aliquots in flussigen Stickstoff geben und bei —80 °C einfrieren.

|) Transformation durch Elektroporation

Bei diesem Verfahren werden kompetente Bakterien einem elektrischen Feld mit hoher
Spannung ausgesetzt, so dass sich in ihrer Zellmembran Poren ausbilden durch die dann
Plasmide bzw. andere DNA-Molekile passiv in das Innere der Bakterien gelangen kdnnen.
Nach kurzer Zeit verschlief3en sich diese Poren und die eingedrungenen DNA-Molekile
verbleiben im Bakterium.

1. Zu 100 pl elektrokompetenter Bakterien 10 ul des jeweiligen Plasmids geben und in
eine Kivette Uberfuhren

In Elektroporationsgerat einsetzen

Impuls: 2,5 kV, 25 uF und 200 Ohm fir 4,5msec ausldsen

1ml SOC-Medium dazugeben

30-60 min im 37 °C Wasserbad inkubieren (dabel bildet sich die auf dem Plasmid
kodierte Ampicillinresistenz aus)

Bakterien auf LB-Agarplatten (+ 100 pg/ml Ampicillin) ausstreichen

Inkubation tber Nacht bei 37 °C

arpwODN

No

|) Plasmidisolation mit Mini-Prep (siehe Klonierungsstrategie Listerien)
m) Kontrollverdau mit EcoRI und Pst |

n) Anlage von Glyzerinkonserven

0) Plasmidisolation mit Midi-Prep (siehe Klonierungsstrategie Listerien)
p) Transfektion

Die Methodik basiert auf der Vertffentlichung von Pleschka et al., 1996. Die Suizidgene TK,
PNP, CD oder das Reportergen GFP liegen in Negativpolaritét vor und stehen unter der
Kontrolle eines humanen Promotors, der RNA-abhéngigen-RNA-Polymerase | (poll), die 4
»Helferplasmide*(HP) HMG-NP/PA/PB1/PB2 haben dagegen Plusstrangpolaritét. Die
durchgefiihrte GFP-Transfektion dient der optischen Kontrolle des Transfektionserfolgs. Dazu
wird in das nicht therapierte Well der GFP-Reihe ein Deckglaschen eingelegt, das nach
erfolgter Transfektion entnommen und unter dem Fluoreszenzmikroskop betrachtet wird. Eine
weitere Kontrolle erhdlt man durch die Leertransfektion, die nur Lipofektamin und die
Helferplasmide enthdlt. Damit kdnnen madgliche zytotoxische Effekte des Prodrugs aufgezeigt
werden. Zunachst erfolgte eine Transfektion in 293T-Zellen. Diese exprimieren das T-Zell-
Antigen des Simian Virus (SV40), wodurch einige Viren wie z.B. Influenza, effektiver
replizieren und eine hohere Transfektionseffizienz moglich ist (Lewis und Manley, 1985).
Auch fir Plasmid-DNA ist dieser Effekt beschrieben worden (Dean et al., 1999).

52



=

Aussaat der Zellen (3.4.) auf 24-Well Platten und Inkubation fir 24 h bei 37°C

Herstellung eines , Transfektionsmix® aus den 4 Helferplasmiden, indem die Plasmide
HMG-PA/PB1/PB2/ und NP im Verhdtnis 1:1:1:2 in ein Reaktionsgefal} pipettiert,
kurz gemischt und auf Eis inkubiert werden
Transfektionsansétize:

Gefal 1 2 3 4

Medium (ohne FCS und | 400 400 400 1200
Antibiotikum) in pl

Transfektionsmix inpl | 1,8 1,8 18 | -

Plasmid in pl 0,7Aqua |0,7 poll-|07pollTK/| -----

dest. GFP CD/PNP
Plus-Reagenz in pl 10 10 L
Lipofektamin | ----- | --—-- | - 225

GefaR 1: Leertransfektion, Gefal 2: Transfektionskontrolle GFP,
Gefdl? 3: Transfektionskontrolle Therapieerfolg, Gefal3 4. Lipofektamin

Alle Ansétze kurz mischen und 15 min bei Raumtemperatur inkubieren

Je 400 ul aus Gefald 4 in Gefélie 1/2/3 geben, mischen und wieder fur 15 min inkubiert
Wahrend der Inkubation Medium von den Zellen entfernen und 100 ul/ Well FCS und
antibiotikumfreies Medium vorlegen

je 100 pl des entsprechenden Ansatzes auf den Zellrasen pipettieren, Platte kurz
schwenken und 1 h bei 37 °C inkubieren

O O O O Leertransfeltion
O O O O Transfektionsansatz 1

O O O O GFP-Transfektion
O O O O Transfektinnsansatz 2

(v (O (O ()| TKICDPNP-Transfektion
O O O O Transfektionsansatz 3

Abbildung 9: Schematische Darstellung der 24 Well-Platte mit Zuordnung der
Transfektionsansédtze

7. 800 ul Zelkulturmedium pro Well hinzufiigen und bei 37 °C 24 h inkubieren
8.

Therapie
Nach 24stindiger Inkubation, schlief?t sich ein Mediumwechsel unter Zugabe der
jeweiligen Prodrugs an, die in folgenden Konzentrationen verwendet wurden:

Prodrug Konzentration in pg/ml
Ganciclovir |0 5 10 |20 |30 |50 |-- |-
Ancotil 0O |10 |25 |50 |75 [100 [-- |--
6-MPdR |0 |5 |10 |20 [25 |30 |35 |40

Alamar-blue-Assay (3.5.)
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4. Ergebnisse
4.1. Listeriensystem

Um zu zeigen, dass mit dem Vektor Listeria monocytogenes Fremdgenexpression in
Glioblastomen moglich ist, haben wir in der vorliegenden Studie das Reportergen LacZ
verwendet (Everest et al., 1995; Go et a., 1996). Dieses Gen stammt aus E.coli-Bakterien und
kodiert fUr das Enzym (3-Galaktosidase. Zellen, die LacZ exprimieren erscheinen nach X-Gal-
Farbung intensiv blau (Abb.10), zeigen so den Transfektionserfolg an und erlauben z.B. die
Bestimmung der Transfektionsrate. Kommt es nur zu einer schwach-bléulichen Farbung, die
nicht das gesamte Zytoplasma betrifft oder bleiben die Zellen farblos, so gilt das Ergebnis als
negativ.

1& <
G d ai
L . : ‘
6 |
- ~ |
U87-LacZz U373-LacZ

Abbildung 10 : LacZ-Expression in zwei unterschiedlichen Glioblastomlinien

In einem Vorversuch wurde das System zunéachst an 293 T-Zellen untersucht, um Aufschluss
Uber die Expressionskinetik zu erhalten (Diagramm 1 und 2).

LacZ-Expressionsassay 293T 1 Tag p.i.

12000

% 10000 Infektionszeit 1h
"5 8000 —g— Infektionszeit 2h
,% 6000 Infektionszeit 3h
§ 4000 —@— Infektionszeit 4h
;E§ 2000 Vii; —e— Infektionszeit 5h
e >

< 0 : ‘ :

2u 4ul 6 ul 8gul

Volumen Bakteriensuspension auf 1 ml

Medium

Diagramm 1: Expression des LacZ-Gens in 293 T-Zellen in Abhéngigkeit von Bakterienkonzentration
und Kokultivierungszeit bei 1-tagiger Antibiotikatherapie (Gentamycin+Tetracyclin)

Wie Diagramm 1 zeigt, erhdt man unter zunehmender Bakterienkonzentration und auch
Kokultivierungszeit eine ansteigende Zahl LacZ-positiver Zellen. Die hdchste Anzahl wird
nach einer Infektionszeit von 4 h und bel einer Bakteriendosis von 8 pl erzielt. Der



Ausgangswert der Gesamtzellzahl pro Well betrug 50.000, so dass ein Ergebnis mit ca. 5000
LacZ-positiven Zellen fir eine Transfektionseffizienz von ca. 10% spricht.

LacZ-Expressionsassay 293T 2 Tage p.i.

12000

] »
< 10000 Infektionszeit 1h
N
s 8000 —5— Infektionszeit 2h
o
< 6000 /\/:///0 Infektionszeit 3h
Q . .
& 4000 = —e— Infektionszeit 4h
% 2000 k./ / —e— Infektionszeit 5h
< 5 .
< 0 ; ; ;

2u 4ul 6 ul 8gul

Volumen Bakteriensuspension auf 1 ml

Medium

Diagramm 2: Expression des LacZ-Gens in 293T-Zellen in Abhangigkeit von Bakterienkonzentration
und Kokultivierungszeit bei 2-t&giger Antibiotikatherapie (Gentamycin-Tetracyclin)

Unter Verdopplung der Fremdgenexpressionszeit von einem auf zwel Tage, zeigt sich eine
hohere Transfektionsrate. Bei alen Versuchsreihen kommt es mit zunehmender
Bakterienkonzentration und verlangerten Kokultivierungszeiten zu einer Zunahme LacZ
positiver Zellen und damit der Transfektionseffizienz. Bel einer Infektionszeit von 5 h und
Verwendung von 8 pl Bakteriensuspension erhd8lt man mit ca 20 % die hochste
Transfektionseffizienz.

Nun wurden 10 intraoperativ gewonnene Glioblastom-Zelllinien untersucht, daneben auch 2
Meningeome, 2 niedriggradige Gliome und Zellen einer Meningomyelozele. Es wurden zwel
Negativkontrollen mitgefihrt, namlich Wildtyplisterien (ohne Plasmid) und der apathogene
Stamm L. innocua mit pSOG3012-LacZ. Dabei wurde ein Bakteriensuspensionsvolumen von
8 ul, eine Kokultivierungszeit von 5 h und eine Fremdgenexpressionszeit von 2 Tagen p.i.
eingesetzt.

In der folgenden Tabelle sind die Ergebnisse dargestellt. Dabei wurde nicht nur die LacZ-
positiven Zellen ausgezahlt, sondern auch die Zahl unspezifisch blauer Zellen ermittelt.
Ebenso wurde der prozentuale Zellverlust jeder Zellreihe unter Verwendung der
verschiedenen Listeriensubtypen festgestellt.
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Tabelle 6: Ubersicht Uber die aufgetretenen Zellverluste und Anzahl an spezifischen und
unspezifischen LacZ-positiven Zellen nach Listerieninfektion

L.innocua pCS1 L.m. pCS1 L.m. Wildtyp
AW INIPIAMOIDNRPAODNP z
<
o o ~ w (&) ~ © o o = ()]
N & & &
(o)) (o]
o o = (] o o w (0] H
o| © Re) =
o © o
o | O N (0] (0] = a (o] o o (O8] (o] H
~N ||| o o g | o W
o | S| o | = w
o | O )] ~ Ea (o] (o] (] o o o (o] =
&1 o . &g
(o2] =
o | O [(e] w = N (] o N ul (o]
PR I8 B3 ~ ~ & 6__7
- B n o
o
- O8] W (] o o W (0] H ﬁ
o (] (@] (] (] ~ o
S| w S| w o 3
]
o = N [0} o o N (o]
o|lolg| o o | N 3
o o o (] (o]
glele|°o|8| 3
N (o))
o o o (0] = (o)) (6] © o o o (o] %
S| tn B N
r T (o]
[0} N
N N ~ (6] (o))
olo|o|n IR gle|lelelal ¢
- ~
o | O o ~ o N = (o] o o o H
O | 7 = o =
N B Q| @
= =
o
3
N N o (] o o o O H (]
w &o © =
w o
o [l w (] o o o (0]
2 8 S & <
N} EN © Q
=]
«Q
o o o [(e] o o o (o]
3 e | 8
° @
o | O o B - (o] o (] o o o (o]
O | iy © w iy éi
o B 23
O =
N
oIS
(]

Zdlverlust in %

Anzahl unspezifischer LacZ positiver Zellen

Anzahl LacZ-positiver Zellen

Expressionsrate Restzellen in %/oo: LacZ positive Zellen/ Ausgangszellzahl x (100-Zellverlust)%

ApODdDE

56



Es zeigt sich, dass eindeutig LacZ-positive Zellen nur nach Infektion mit Listeria
monocytogenes EGD vorkommen, die das Plasmid pCS1 enthalten. In den Negativkontrollen
finden sich nur unspezifisch geféarbte Zellen.

Es treten sehr hohe Zellverluste auf, mit bis zu 99 %. Dies erfolgt unabhangig vom
verwendeten Listeriensubtyp. Nur bel einigen wenigen Zellreithen (U87, #101 und #113) zeigt
sich eine reduzierte Verlustrate unter der Anwendung von L.innocua.

Beim ersten Mediumwechsel vor der Listerieninfektion trat noch kein Zellverlust auf. Dies
konnte durch Zentrifugation des Uberstandes und mikroskopische Kontrolle bestétigt werden.
Erst nach Uberfiihrung in FCS-freies und antibiotikumfreies Medium sowie folgender
Listerieninfektion konnte mikroskopisch eine Abldsung der Zellen beobachtet werden.

Durch die Verwendung von 24 Weéllplatten bei alen untersuchten Zelllinien wurde
sichergestellt, dass die gleichen Wachstumsbedingungen (gleiches Verteilungs- und Medium-
volumen sowie gleiche Anheftungsflache) gegeben sind. Unterschiede bestanden nur in der
jeweiligen Ausgangszellzahl.

Weiterhin hat sich gezeigt, dass auch andere Zellen als Glioblastome durch Listerien infiziert
und damit LacZ exprimieren konnen.

Es folgt eine detaillierte Aufstellung der Ergebnisse bei der Untersuchung der Glioblastom-
Zellkulturen.

300000 4

250000

200000

Zellzahl/ m Zelizahl vor Infektion
Well 150000

W Zellzahl nach Infektion L.m.w ild

W Zelizahl nach Infektion L.m.pCS1

100000

O Zellzahl nach Infektion L.innocua

50000

04
#62 #76 #5 #33 #54 #89 UB7 #15 #70 #72

Zelllinie

Diagramm 3. Zellverluste nach Listerieninfektion von 10 Glioblastomen in Abhéngigkeit von
verschiedenen Listerienvarianten

Die Ausgangszellzahl variiert in Abhangigkeit von der EinzelzellgrofRe und der verwendeten
Plattenart fur die Kultur (6-Well bzw. 24-Well). Alle Ergebnisse beziehen sich auf die
jeweilige Ausgangszellzahl, um die Ergebnisse untereinander vergleichen zu kdnnen. Es zeigt
sich, dass die Verwendung der Variante L. innocua weniger Zellverluste mit sich bringt,
selbst wenn diese fir eine apathogene Listerienvariante noch sehr hoch sind. Bel Listeria
monocytogenes EGD gibt es keine grofden Differenzen im Vergleich des Wildtyps zur
plasmidtragenden Variante. Die kommerziell erhédltlichen U87-Zellen erleiden mit ca. 60 %
den geringsten Zellverlust.
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Diagramm 4. LacZ-Expression in 10 Glioblastomen nach Listerieninfektion

Im Diagramm 4 stellen die rosa bzw. hellblauen Saulen die unspezifisch LacZ positiven
Zellen dar und die roten bzw. dunkelblauen die eindeutig LacZ positiven. Das linke
Balkenpaar (rosa/rot) je Zellreihe entspricht der Infektion mit Wildtyplisterien und das rechte
(hellblauw/blau) der Infektion mit plasmidtragenden Listerien.

Es zeigt sich, dass zweifelsfrei LacZ-positive Zellen nur nach Infektion mit plasmidtragenden
Listerien nachzuweisen sind. Auffalig ist jedoch die bel den intraoperativ gewonnenen
Priméarkulturen vorhandene hohe Anzahl an unspezifisch LacZ positiven Zellen.

Die Transfektionseffizienz ist bei alen untersuchten GBM’s sehr niedrig (0-33 Yy). Die
besten Resultate bezogen auf die Restzellzahl finden sich bei den Primérkulturen #62, #33
und #54.

4.2. Ergebnisse der PCR der Suizidgene

DA Leiter  PNP (ca 700 bp)

Abbildung 11: PNP in der Gelelektrophorese
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DN A-Leiter CD (cal200bg)
TK

(1130bg)

DHA-Leiter Pritmetwrollen

Abbildung 12: links: CD in der Gelelektrophorese; rechts: TK in der Gelelektrophorese

Die aus der PCR gewonnenen Amplifikate wurden anschlief3end aufgereinigt und sequenziert.
Nach sicherer Identifikation des gewilnschten Gens erfolgten die weiteren
Klonierungsschritte.

4.3. Ergebnisse der GFP-Transfektion in Glioblastome mit dem reversen Influenzamodell

Die Expression von GFP in Glioblastomen, die mittels eines Fluoreszenzmikroskops sichtbar
gemacht werden kann, zeigt die Funktionsfahigkeit und damit den Transfektionserfolg des
reversen Influenzamodells auf. Die Zellen gelten ads GFP-positiv, wenn sie im
Fluoreszenzlicht intensiv grin aufleuchten (siehe Abbildungen 13 und 14). Kommt es nur zu
einer schwachen Griinférbung oder fehlt sie, gelten die Zellen als GFP-negativ und zeigen
damit, dass keine Fremdgenexpression stattfindet. Eine Negativkontrolle, die zur Transfektion
alle Plasmide mit Ausnahme des Reportergens enthélt schlief3t aus, dass irgendein Bestandteil
des , Transfektionsmixes* das Ergebnis verfalscht.

Abbildung 13: GFP-Expression in U87-Zellen
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Abbildung 14: GFP-Expression in 293T-Zellen
4.3.1. Optimierung des Transfektionsprotokolls
Zunéchst wurde die optimale Inkubationszeit nach Transfektion bestimmt. Daftr wurde ein

Transfektionsversuch mit poll-GFP unter Verwendung zweier Glioblastomlinien (U87 und
#33) durchgefihrt (Diagramm 7)

80

g
< 70
S 60
2 50
) ug7
g g #33
] —m—
& 30
9 20
e
S 10 ./////,//l_—__¥
c
< 0 ‘ \.\'\-
Tag 1 Tag 2 Tag 3 Tag 4 Tag 7

Inkubationszeit

Diagramm 5: GFP-Expression in U87 und #33 nach Transfektion mit poll-GFP und 4 Helferplasmiden
in Abhéangigkeit von der Inkubationszeit

Am 1.Tag nach der Transfektion kann in keiner der Zelllinien eine GFP-Expression
nachgewiesen werden. Dies éndert sich am 2.Tag an dem in der Zelllinie U87 67 GFP-
positive Zellen nachzuweisen sind und in #33 11 positive Zellen. Nach langerer
Inkubationszeit kommt es wieder zu einer Abnahme der positiven Zellen biszum 7. Tag.

Fir die folgenden Versuche wurde dementsprechend eine Inkubationszeit von 48 h gewahit.

4.4, Ergebnisse Suizidgentherapie pcDNA3.1-TK

Diese Transfektion in die Zelllinien 293T, U373 und A172 mit nachfolgender GCV-
Behandlung dient der Uberprifung der Funktionsfahigkeit des Plasmids und damit des
enthaltenen Fremdgens. Eine Negativkontrolle wurde mittels des Transfektionsreagenz
Lipofektamin durchgefuhrt.

a) 293T
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0,24

0,2
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0,12
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Absorption (630nm)

Lipofektamin
/‘_’_‘/‘ A —a— Lipo.+pcDNA3.1TK
[
0 5 10 20 30 50
pg/m pg/mt - pg/m pg/ml pg/ml pg/ml

Konzentration GCV

Diagramm 6: Alamar-blue Absorption nach Transfektion pcDNA3.1-TK in 293T und Therapie mit

GCV

Im Vergleich zur Negativkontrolle zeigt sich ein Ansprechen auf die Therapie mit GCV ab
einer Konzentration von 5 pg/ml. Mit steigender Dosis kommt pes zu einem Anstieg der

gemessenen Absorption.

b) A172
0,24
= 02 A —a
£ / ~a
& 0,16
[92] ’
e / Lipofektamin
- 0,12
Q / —aA— Lipo.+pcDNA3.1TK
= 0,08
5 L
2 0,04
<
0 : ‘ ‘
0 5 10 20 30 50
pg/m pg/ml pg/m pg/ml pg/ml pg/ml
Konzentration GCV

Diagramm 7: Alamar-blue Absorption nach Transfektion pcDNA3.1-TK in A172 und Therapie mit

GCV

Mit einer Gabe von 5ug/ml GCV kann hier ein maximaler Effekt erzielt werden.

c) U373
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Diagramm 8: Alamar-blue Absorption nach Transfektion pcDNA3.1-TK in U373 und Therapie mit
GCV

Die Therapie mit GCV fiuhrt bei Dosen von 5 pg/ml zum deutlichen Anstieg der
Absorptionskurve.

Zusammenfassend zeigen die Kontrollen nur geringe Veranderungen der Absorptionswerte
nach Zugabe des GCV an. Das spricht fir eine geringe zytotoxische Nebenwirkung in dem
von uns angewandten Dosisbereich.

4.5. Ergebnisse Suizidgentherapie pcDNA3.1-CD

Dies dient der Verifikation der Funktionsfahigkeit des Plasmids und des enthaltenen Gens fir
das Suizidenzym.

a) 293T
0,24
E 02
S A, a—
] 0,16
~ / Lipofektamin
c 0,12 X
2 —a— Lipo.+pcDNA3.1CD
o 0,08
3
o 0,04
<
0 ‘ : : : ‘
0 10 25 50 75 100
ug/m pg/m pg/ml opg/ml pg/ml pg/ml
Konzentration 5-FC

Diagramm 9: Alamar-blue Absorption nach Transfektion pcDNA-CD in 293T und 5-FC-Therapie fir
4 Tage

Ab 10 pg/ml 5-FC kommt es zum Anstieg der Absorptionswerte nach Transfektion mit CD.
Allerdings wird dies auch in der Kontrollreihe beobachtet, wobei der Anstieg im Bereich von
10-75 pg/ml gering ist und bel der verwendeten Maximalkonzentration von 100 pg/ml
deutliche Progredienz zeigt.
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Ab 10 pg/ml 5-FC deutliche Zunahme der Absorptionswerte bel konstant niedrigen Werten
der Kontrollreihe.

b) U373
0,24
T 02
c
S 0,16
e Lipofektamin
- 0,12
2 —&— Lipo.+pcDNA3.1CD
5 0,08 /‘/‘/’\ /
(]
2 0,04 y v —
<
0 : ‘ ‘ ‘ ‘
0 10 25 50 75 100
pg/ml - pg/mi pg/m pg/ml pg/ml pg/ml
Konzentration 5-FC

Diagramm 10: Alamar-blue Absorption nach Transfektion pcDNA-CD in U373 und 5-FC-Therapie
far 5 Tage

Geringer Effekt ab einer Konzentration von 10 pg/ml.

c) Al72
0,24
€ 02
5
@ 0,16
~ Lipofektamin
c 0,12
2 —a— Lipo.+pcDNA3.1CD
2 0,08
o A ‘—/"
2 004 ] A—da—*&
<
0 : : : : :
0 10 25 50 75 100
pg/m pg/ml pg/ml pg/ml pg/m o pg/ml
Konzentration 5-FC

Diagramm 11: Alamar-blue Absorption nach Transfektion pcDNA-CD in A172 und 5-FC-Therapie
far 5 Tage

Hier zeigen sich keine Unterschiede im gemessenen Absorptionsverhaten unter
Dosissteigerung des 5-FC. Dies spricht fir einen fehlenden Effekt.
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4.6. Ergebnisse Suizidgentherapie mit pol-PNP/TK und CD

In der nachfolgenden Ubersichtstabelle sind die Zelllinien, die Transfektionsrate und der
erzielte therapeutische Effekt gegenlibergestellt. Dabei zeigt sich, dass unter Anwendung von
poll-PNP/6-MPdR in 5 von 11 Zelllinien ein sehr guter Effekt erzielt wird, wahrend dies bei
poll-TK/GCV und poll-CD/5-FC nur in 1 Zelllinien (293T) von 7 der Fall ist.

293 T-Zellen haben dabel die hdchste Transfektionsrate und sind die einzige Zelllinie bei der
durch ale 3 Plasmid/Prodrug-K ombinationen ein sehr guter Effekt festzustellen ist.

Zdllinie | Transfektionsrate | Therapeutischer | Therapeutischer | Therapeutischer
in % Effekt (PNP) Effekt (TK) Effekt (CD)

203T 10 ++ ++ ++

Al172 0,5 ++ + +

us7 0,5 ++ - +

U373 0,5 / + -

#5 <0,1 - / /

#15 0,1 + / /

#33 0,5 ++ - +

#54 <0,1 / - -

#89 1 ++ / /

#137 0,15 + / /

#138 <0,1 - / /

#141 <0,1 - / /

#147 <0,1 - / /

#211 <0,1 / - -

#215 <0,1 / - -

Tabelle 7 : Uberblick tiber die Ergebnisse der Transfektion mit poll-PNP/TK/CD
++ = sehr guter therapeutischer Effekt

+ = maliger therapeutischer Effekt

- = Kkein therapeutischer Effekt

/= nicht getestet

In den folgenden Diagrammen werden die Ergebnisse der unterschiedlichen Zellreihen noch
mal detailliert graphisch dargestellt und erlautert. Dabel wird bei einigen Bezug auf die
Auswirkung der Inkubationszeit bis zur Ergebnisermittiung, also der Inkubation post
infectionem (p.i.) genommen.



a) Ergebnisse Suizidgentherapie poll-PNP/6-MPdR
1. guter Effekt der Therapie (293T, A172, U87, #33, #89)

Die 293T-Zellen dienen a's Propagierungszelllinie der Influenzaviren. Um die grundsétzliche
Moglichkeit der geplanten Versuche zu zeigen, wurden zunachst die Experimente mit diesen
Zéellen durchgefhrt.

HP: nur Helferplasmide transfiziert
HP-pollGFP: Transfektionskontrolle und Negativkontrolle
HP-polIPNP: Positivkontrolle

0,24
E 02
&
g 0,16 HP
S 012 HP+POIIGFP
3 0,08 —a— HP+POIIPNP
o
2 0,04 —A——A
< A A a——A—A &

0 : : : : : ‘ :
0 5 10 20 25 30 35 40

ug/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/mi
Konzentration 6-MPdR

Diagramm 8: Alamar-blue Absorption nach 3-tégiger Prodrugtherapie und Transfektion von poll-PNP
in 293T-Zellen

Das Ausgangsniveau liegt ohne Therapie um den Wert von 0,02, das heif3t dass keine Zelle
abstirbt. Dieser Wert bleibt auch bel den beiden Kontrollreihen auf diesem konstant niedrigen
Niveau. Nur in der Reihe der mit PNP transfizierten Zellen zeigen sich mit steigender
Konzentration des Prodrugs Verdnderungen der Absorptionswerte. Ab einer Konzentration
von 10 pg/ml beginnt sich en diskreter zytotoxischer Effekt abzubilden. Die
Transfektionsrate lag bei ca. 10 %.

Im néchsten Versuch (Diagramm 9) wurde die Inkubationszeit p.i. unter Zugabe von 6-MPdR
von 3 auf 6 Tage verlangert.

0,24

e 02 /- A, ‘ '
o
3 016 / HP
5 012 HP+PolIGFP
2 008 / —a&— HP+PolIPNP
2 0,04 /
< P

0 5 10 20 25 30 35 40

pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/mi

Konzentration 6-MPdR

Diagramm 9: Alamar-blue Absorption nach 6-tégiger Prodrugtherapie und Transfektion von poll-PNP
in 293T-Zellen
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Durch eine Verlangerung der Behandlungszeit mit 6-MPdR kann bel 293 T-Zellen schon ab
einer Konzentration von 5 pug/ml ein deutlicher zytotoxischer Effekt erreicht werden. Die
weitere Dosissteigerung fuhrt nur zu geringflgigen Veranderungen der Absorption. Die
beiden Kontrollreihen bleiben von der Therapie mit 6-MPdR unberthrt.
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S 0,16 HP
e
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Diagramm 10: Alamar-blue Absorption nach 3-tégiger Prodrugtherapie und Transfektion von poll-
PNPin #33

Nach 3-tdgiger Behandlung lasst sich zwar durch die Expression von GFP en
Transfektionserfolg zeigen, ein therapeutischer Effekt findet sich aber nicht.

0,24

T 02
S
] 0,16 /A HP
§ 012 HP+PolIGFP
2 008 // —a— HP+POIIPNP
3 /\ /
%]
a 0,04
< R A/‘ \/
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pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml

Konzentration 6-MPdR

Diagramm 11: Alamar-blue Absorption nach 8-tagiger Prodrugtherapie und Transfektion poll-PNP in
#33

#33 zeigt nach 8 Tagen Therapie mit 6MPdR ab einer Konzentration von 10 pg/ml ein
Ansprechen auf die Behandlung. Mit steigender Dosis kommt es zu einer Zunahme der
Absorption. Die Kontrollreihen bleiben bei Werten um 0,02 negativ, und entsprechen dem
Ausgangswert ohne Therapie. Transfektionsrate ca. 0,5 %.

Nachdem sich gezeigt hat, dass in Abhéngigkeit vom Duplikationsintervall der jeweiligen

Zé€lllinie verschiedene Inkubationszeiten notwendig sind, wurden die weiteren Versuche mit
einer Inkubationszeit p.i. zwischen 5 und 8 Tagen durchgefhrt.
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Absorption (630nm)
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Diagramm 12: Alamar-blue Absorption nach 5-tagiger Prodrugtherapie und Transfektion poll-PNP in

Al172

Nach einer Inkubationszeit von 5 Tagen unter Wirkung des 6MPdR stellt sich ein
zytotoxischer Effekt ein, der in diesem Fall ab einer Konzentration von 10pg/ml beginnt und
mit steigender Dosis zunimmt. Transfektionsrate ca. 0,5 %.

Absorption (630nm)
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Diagramm 13: Alamar-blue Absorption nach 5-tégiger Prodrugtherapie und Transfektion poll-PNP in

us7

Beginn des therapeutischen Effekts ab einer Prodrugkonzentration von 20 pg/ml, bei
niedrigem Verlauf der Kontrollrethen. Die Wirkung ist zunéchst schwach und nimmt ab einer
Konzentration von 30 pug/ml deutlich zu. Transfektionsrate ca. 0,5 %.

Absorption (630nm)
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Diagramm 14: Alamar-blue Absorption nach 8-t&giger Prodrugtherapie und Transfektion poll-PNP in

#39
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Maximaler zytotoxischer Effekt mit Absorptionswerten um 0,2 ab einer Konzentration von 5
ug/ml. Die Kontrollen bleiben auf niedrigem Niveau mit Ausnahme der mit GFP
transfizierten Zellen, bel denen es bel einer Konzentration von 30 pug/ml zu einer leichten
Nebenwirkung des Prodrugs kommt. Diese Zellreihe gehdrt in die Gruppe der rasch
proliferativen Kulturen. Transfektionsrate ca. 1%.

2. marginaer Effekt der Therapie (#15, #137)
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Diagramm 15: Alamar-blue Absorption nach 7-tégiger Prodrugtherapie und Transfektion poll-PNP in
#15
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Diagramm 16: Alamar-blue Absorption nach 7-tagiger Prodrugtherapie und Transfektion poll-PNP in
#137

Sowohl bei #15 als auch bel #137 zeigt sich ab einer Konzentration von 25 pg/ml ein im
Verhdltnis zu den Kontrollreihen sichtbarer Effekt, der nicht sehr ausgeprégt ist.
Transfektionsrate ca. 0,1 bzw. 0,15 %.

3. kein therapeutischer Effekt

Bei den Zdllinien #5, #138, #141 und #147 zeichnet sich unter Prodruggabe bei einer
Transfektionsrate von < 0,1 % kein therapeutischer Effekt ab.
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b) Ergebnisse Suizidgentherapie poll-TK/GCV

1. guter Effekt der Therapie (293T)
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c
g 016 /
S HP
c 012
2 / HP+PoIlIGFP
5 0,08 —
o N —&— HP+PoIITK
2 0,04
<

0

0 pg/m 5 pg/m 10 pg/ml 20 pg/ml 30 pg/ml 50 pg/ml

Konzentration GCV

Diagramm 17: Alamar-blue Absorption nach Transfektion poll-TK in 293T und 4-t&giger GCV-
Therapie

Deutlicher Effekt bel einer GCV-Konzentration von 5 pg/ml. In beiden Kontrollreihen

Zunahme der Absorptionswerte bei 50 pg/ml, als Ausdruck der GCV-Nebenwirkung. Die
Transfektionsrate liegt bei 10 %.

2. marginaler Effekt der Therapie (A172, U373 und #89)
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Diagramm 18: Alamar-blue Absorption nach Transfektion poll-TK in A172 und 7-tdgiger GCV-
Therapie

Ab einer GCV-Konzentration von 5 pg/ml kommt es zu einem Anstieg der Absorptionswerte,
alerdings nicht nur in den TK-transfizierten Zellen, sondern auch in beiden Kontrollreihen,
wenn auch diese Werte hinter denjenigen der TK-transfizierten zurtickbleiben.
Transfektionsrate ca. 0,5%.
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Diagramm 19: Alamar-blue Absorption nach Transfektion poll-TK in U373 und 8-tadgiger GCV-
Therapie

Ab einer GCV-Konzentration von 30 pg/ml Zunahme der Absorptionswerte allerdings auch
bei beiden Kontrollrethen. Transfektionsrate ca. 0,5%.
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Diagramm 20: Alamar-blue Absorption nach Transfektion poll-TK in #89 und 7-tdgiger GCV-
Therapie

Ab 20 pg/ml GCV Anstieg der Absorptionswerte sowohl bei den TK-transfizierten Zellen as
auch in den Kontrollreihen. Transfektionsrate ca. 1%.

3. kein Effekt der Therapie

In den 4 Zelllinien U87, #54, #211 und #215 bleibt ein therapeutischer Effekt aus, wobei die
Transfektionsrate bei U87 0,5 % und bei #54, #211 sowie # 215 bel <0,1 % betragt.
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4. Versuche mit Steigerung der Prodrugdosis bei #33
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Diagramm 21: Alamar-blue Absorption nach Transfektion poll-TK in #33 und 5-tdgiger GCV-
Therapie in doppelter Dosierung

Auch unter Dosissteigerung zeigt sich ab einer Konzentration von 25 pg/ml ein Anstieg der
Absorptionswerte auch in den Kontrollreihen. Transfektionsrate 0,5%.

¢) Ergebnisse Suizidgentherapie poll-CD/5-FC
1. guter Effekt der Therapie (293T)
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Diagramm 22: Alamar-blue Absorption nach Transfektion poll-CD in 293T und 4-tégiger 5-FC-
Therapie

Ab einer Konzentration von 10 pg/ml deutlicher Anstieg der Absorptionswerte bei den CD-
transfizierten Zellen. In den Kontrollrethen kaum Veradnderungen. Transfektionsrate 10%.
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2. marginaler Effekt der Therapie (U87, A172)
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Diagramm 23: Alamar-blue Absorption nach Transfektion poll-CD in U87 und 7-tégiger 5-FC-
Therapie
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Diagramm 24 : Alamar-blue Absorption nach Transfektion poll-CD in A172 und 7-tégiger 5-FC-
Therapie

Kein deutlicher Effekt erzielt in U87 und A172. Anstieg der Absorptionswerte bei allen
Zdlreihen in Abhangigkeit von der Prodrugkonzentration. Transfektionsrate 0,5%.

3. kein Effekt der Therapie
Auch hier zeigen wieder 4 Zedllinien und zwar U373, #54, #211 und #215 keinen

therapeutischen Effekt. Die Transfektionsrate lag dabel bel U373 bei 0,5 % und bei den
Zélllinien #54, #211 und #215 <0,1%.
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4. Dosissteigerung 5-FC nach Transfektion von poll-CD in #33

0,24
’é‘ 0,2
§ 0,16 A—-—‘/A HP
£ 012 A HP+PollGFP
3 0,08 = —a&— HP+PolICD
5] /
2 0,04
<
0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0 25 50 100 150 200
pg/mi pg/mi pg/mi pg/ml pug/ml ug/ml
Konzentration 5-FC

Diagramm 25: Alamar-blue Absorption nach Transfektion poll-CD in #33 und 5-tégiger 5-FC-
Therapiein erhdhter Dosierung

Geringer marginaler Effekt im Dosisbereich zwischen 25 und 100 pg/ml.
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5. Diskussion
5.1. Diskussion der Listerienmethodik

In der vorliegenden Studie wurde Listeria monocytogenes als Genvektor eingesetzt. Das
Bakterium trégt das Plasmid pSOG3012, das als Reportergen das LacZ-Gen enthdlt. Das
Plasmid besitzt zwecks Selektion eine Resistenz gegen Erythromycin und eine Multiple-
Cloning-Site, in die Fremdgene Uber entsprechende Restriktionsenzyme einkloniert werden
konnen. Mit dem LacZ-Gen ist es moglich, den Transfektionserfolg der Zielzellen durch
Anférbung im LacZ-Assay nachzuweisen.

Bisher existieren nur wenige Vertffentlichungen tber die Verwendung von Listerien oder
anderen intrazelluldren Bakterien als Fremdgenvektor fir humane Zellen (z.B. Caco2-, Hela-
und COS1-Zéllen) (Grillot-Courvalin et a., 2002; Hense et al., 2001).

Nachfolgend werden einige Probleme der Methodik vorgestellt und die in dieser Studie
verwendeten L dsungsansétze diskutiert.

5.1.1. Zdlkultur:

a) Zellzahl: Da die verschiedenen Zelllinien ein unterschiedliches Proliferationsverhalten
aufweisen, ist es wichtig dies bei der Zellaussaat zu berticksichtigen. Die Ausgangszellzahl
wie auch die Kokultivierungszeit p.i. wurden daher an die jeweilige Zelllinie angepasst.

b) ZellgroRe: Bei jeder Zelllinie zeigen sich Unterschiede in der Grof3e der Einzelzellen. Da
zum Infektionszeitpunkt eine Semikonfluenz angestrebt wird, wirken Zellkulturen mit grof3en
Einzelzellen sehr viel dichter, wodurch auch der Eindruck eines deutlicheren Zell-Zéll-
Kontakts erweckt wird. Da sich Listerien von Zelle zu Zelle fortbewegen ist dies ein weiterer
madglicher Grund fur unterschiedliche Ergebnisse in verschiedenen Zelllinien.

c) Bakterienkonzentration: Die Listerien wurden so kultiviert, dass bei einer ODgy von 1,0
eine Bakteriendichte von 1 x 10%pl erreicht wird, was im Verhdltnis zu der verwendeten
Zellzahl bedeutete, dass jede Zelle von ca. 160 Listerien infiziert werden kann. Dadurch
wurde eine konstante Infektionsdosis sichergestellt. Die Entscheidung fur die Verwendung
dieser Infektionsdosis resultiert aus den Vorversuchen mit 293 T-Zellen (siehe Diagramm 1
und 2).

Francis und Thomas beschreiben, dass eine geringere Anzahl Listerien pro Zelle effektiver
sel, da geringere zytotoxische Effekte auftreten (Francis and Thomas, 1996). Hier bietet sich
ein Ansatzpunkt fir eine Effizienzsteigerung in zukiinftigen Untersuchungen.

d) Kokultivierungszeit nach Infektion: Mit zunehmender Kokultivierungszeit steigt die
Transfektionsrate, wie in 293T-Zellen gezeigt. Aus diesem Vorversuch heraus wurde die
Kokultivierungszeit auf 5 h festgelegt, wie auch von Moors et al. (1999) beschrieben. Die
Bakterien befinden sich nach 5 h in der logarithmischen Wachstumsphase, was zu einer
optimierten Invasion fuhren soll.

e) Zdelverluste: Ein wesentliches Problem der Methodik ist der massive Zellverlust, der fast
unabhangig von Listeriensubtyp und Zelllinie auftritt (siehe Tabelle 5). Selbst unter
Anwendung der apathogenen Variante L. innocua treten mit wenigen Ausnahmen Zellverluste
von uber 70 % auf. Eine Ausnahme stellt die kommerzielle Zelllinie U87 dar, bel deren
Anwendung ein deutlich geringerer Zellverlust, bei akzeptabler Transfektionsrate zu sehenist.
Als mogliche Ursachen fir den immensen Zellverlust kdnnen postuliert werden:

- dielInfektion mit Listerien (Francis and Thomas, 1996 ; Gaillard et al., 1987, Guzman

et al., 1995)
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- die Antibiotikatherapie: Die Anwendung der Antibiotika macht zum einen viele
Medienwechsdl notwendig, die das Milieu, in dem sich die Zellen befinden verandern
zum anderen ist es moglich, dass die Antibiotika Eigeneffekte auf die Zellen austiben.
Wesentlich ist auch der Zeitpunkt der Antibiotikumgabe. Wird es zu friih gegeben, so
totet man sehr viele Listerien ab und reduziert damit die gewiinschte Infektionsdosis.
Wartet man zu lange, so kann die Infektion nicht mehr wirkungsvoll unterbrochen
werden und die Listerieninvasion/-replikation schadigt die Zelle.

- haufige Medienwechseln mit Waschvorgéngen und mechanisch bedingtem Zellverlust

- Fixation und Waschvorgange der LacZ-Nachweisférbung: Die zur Auswertung
verwendete LacZ-Farbung bewirkt durch zahlreiche Spilvorgange und Fixationen
weitere Zellverluste. Bislang wird diesbeziiglich alerdings die LacZ-Expression bzw.
Farbung als unproblematisch beschrieben (Garcia-Cabrera et al., 1996).

Den oben genannten Problemen wurde in dieser Arbeit durch auf die einzelne Zelllinie
abgestimmte Transfektionsprotokolle begegnet. Eine zukiinftige Optimierung des Protokolls
beinhaltet das Auffangen der nach den jeweiligen methodischen Schritten abgel 6sten Zellen
mit anschlief}ender Z&hlung bzw. Féarbung.

5.2. Diskussion der Ergebnisse der Transfektionsversuche mit dem Vektor Listeria
monocytogenes

In der vorliegenden Studie konnte gezeigt werden, dass die Transfektionsrate in
verschiedenen Zelllinien variiert. So zeigen 293T-Zellen in 10-20 % der Zellen eine LacZ-
Expression, wahrend 8 von 10 Glioblastomlinien eine Transfektionseffizienz von weniger as
3 %y aufweisen. Dieser Unterschied scheint nicht nur durch das Proliferationsverhaten der
Zellen und den Zell-Zell-Kontakt bedingt zu sein, da in diesen Punkten einige Glioblastome
den 293T-Zdllen sehr ahnlich sind. Eine grofle Bedeutung konnte die Expression von E-
Cadherin auf der Zelloberflache haben, da auch innerhalb dieser Zellgruppe Unterschiede in
der Listerieninvasion und damit der Transfektionseffizienz bestehen (Grillot-Courvalin et al.,
2002). 293T-Zellen exprimieren darUber hinaus das SV40-T-Zell-Onkogen, das die
Listerieninvasion verbessert (Velge et al., 1994).

Andere Studien zeigen Transfektionsraten zwischen 0,3 und 10 % (Hense et al., 2001; Grillot-
Courvalin et a., 2002), allerdings bei Anwendung diverser epithelialer Zellen. Vergleicht man
Transfektionsverfahren wie Kalziumprazipitation (Hense et a., 2001) oder liposomale
Vektoren (Zerrougi et a., 1996) mit der Listerieninfektion, so liegt die Transfektionsrate bei
der Listerieninfektion jewells unter derjenigen der genannten Alternativen. Zerrougi et al.
beschreibt sogar eine Transfektion liposomaler Vektoren mit einer Effizienz von 33-36 % in
kommerziellen Glioblastomlinien (C6, U118-MG).

Die LacZ-Expression findet ausschliefdlich in Zellen statt, die mit L.m.pCS1(LacZ) infiziert
wurden. Dies zeigt zum einen, dass keine eigenen zelluléren oder bakteriellen Faktoren zur
positiven Farbung fuhren, zum anderen dass Listerien bestimmte Pathogenitdtsmechanismen
besitzen muissen, um eukaryote Zelle zu invadieren (Gaillard et al., 1996) und eine
Fremdgenexpression zu bewirken.

Weiterhin zeigen die Versuche eine Zeitabhangigkeit der Transfektionseffizienz. Wird die
Gabe von Tetrazyklin einen Tag verzogert (2 Tage Fremdgenexpressionszeit), so steigt die
Transfektionseffizienz um den Faktor 2. Dies konnte daflr sprechen, dass die intrazelluléren
Listerien eine gewisse Zeit bendtigen, um zu replizieren, das Fremdgen zu exprimieren und
benachbarte, primar nicht infizierte Zellen durch Zell-Zellwanderung zu erreichen. Diese
Beobachtung deckt sich mit Aussagen der Autoren Grillot-Courvalin et al. sowie Hense et a.,
die zeigen konnten, dass zu geringe Inkubationszeiten keine LacZ-Expression ermoglichen.
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Die aufgezeigten Unterschiede in der Transfektionseffizienz legen nahe, dass das biologische
Verhalten der Glioblastome untereinander nicht gleich ist. So zeigen Glioblastome mit hoher
Proliferation und guter Zelladhésion eine deutlich hohere Transfektionsrate as Zellkulturen
die nur sehr langsam wachsen und seltener passagiert werden missen. Gliome von
geringerem Malignitétsgrad und damit verbundener geringerer Wachstumsrate zeigen
ebenfalls eine deutlich geringere Transfektionseffizienz.

5.3. Diskussion der Listerienstrategie

Listerien bieten as Genvektor einige Vorteile, da das Plasmidgenom nicht in das
Wirtszellgenom integriert wird und die Zellen nur transient veradndert werden. Hingegen
fUhren einige virale Vektoren, insbesondere retrovirale Vektoren zu einer Integration der
Fremd-DNA in das Wirtszellgenom mit bleibenden Folgen fur diese Zelle (Hermens et al.,
1998).

Weiterhin haben Listerien ein aulRerst grof3es Wirtzellspektrum, das sich nicht nur auf
epitheliale Zellen, die E-Cadherin exprimieren beschrankt, sondern z.B. auch auf gliale Zellen
ausdehnt (Peters und Hewicker-Trautwein, 1994).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass mit dem Vektor Listeria monocytogenes in
verschiedenen ZNS-Tumorlinien eine Fremdgenexpression moglich ist und dass gerade in
hochgradig malignen Geweben wie den Glioblastomen die Mdglichkeiten zur effektiven
Expression besser sind asin niedriggradig veranderten Geweben. Neben LacZ kdnnten somit
z.B. Suizidgene in Hirntumore eingeschleust werden und eine Gentherapie ermdglicht
werden.

Die Transfektionseffizienz ist auch unter Berticksichtigung der aufgetretenen Zellverluste
noch sehr gering. So gibt es einige virale Transfektionsmodelle, die z.B. Transfektionsraten
von 45 bzw. 35 % (Rainova et al., 1996; Ram et al., 1993) aufweisen. Dies zeigt, dass im
Rahmen weiterer Experimente eine Optimierung angestrebt werden muss.

5.4. Diskussion der Methodik des reversen Influenzamodells

In dieser Arbeit wurde mittels reverser Influenzagenetik eine Fremdgenexpression durch
influenzadhnliche Partikel erzielt. Dies wurde erstmals von Luytjes et al., 1989 gezeigt und
konnte bisher in verschiedensten Modellen reproduziert werden (Zhang und Air, 1994;
Hwang JSet a., 2000).

Die bisang am weitesten verbreiteten, und zum Teil in klinischen Studien verwendeten
Vektoren sind retrovirale und adenovirale Vektoren (Stone et a., 2000). Auf RNA basierende
virdle Vektoren (Hewson, 2000), fanden bislang selten Verwendung, um eine
Fremdgenexpression in humanen Zellen zu erzielen. Dabel besitzen sie wesentliche Vorteile
in der Anwendung wie zum Beispiel die fehlende Integration des Genoms in das
Wirtszellgenom, das gerade bei Retroviren ein erhebliches Problem darstellen kann.

In der vorliegenden Studie wurde ein auf 5 Plasmiden basierendes reverses Influenzasystem
(Pleschka et a., 1999) verwendet, mit dem das Reportergen GFP und die Suizidgene PNP,
TK und CD in 293 T-Zellen und mehreren Glioblastomlinien untersucht wurde.

Nachfolgend sollen einige Probleme bel der Etablierung der Methodik diskutiert werden:

a) Inkubationszeit: Da die verschiedenen Glioblastomlinien ein unterschiedliches Wachstum
aufzeigen, ist es sehr schwer eine gemeinsame Inkubationszeit nach erfolgter Transfektion
festzulegen. Wird zu lange inkubiert, so konnen die Zellen durch Nahrstoffmangel absterben
oder Uberlebende Zellen Uberwuchern die transfizierte Zellpopulation, was zur Verfaschung
der Ergebnisse fuhrt. Zu &hnlichen Ergebnissen kommen auch Betz et a. be der
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Untersuchung von Gen-Transfektion in Keratinozyten (Betz et al., 1992) und Nguyen et al.
bei der Transfektion von Hepatozyten (Nguyen et al., 2003)

b) Medienwechsel: Nach erfolgter Transfektion und Prodruggabe sollten Medienwechsel
unterbleiben (Secrist et al., 1999), da durch diesen Wechsel entstandene toxische Metaboliten
der Prodrugs, die fir den Bystander Effekt zusténdig sind, entfernt werden. Diesist jedoch bei
rasch proliferierenden Zellen zum Teil nur schwer einzuhaten, da durch den schnellen
Zellmetabolismus sehr  viele Nahrstoffe benétigt  werden, gleichzeitig aber die
Fremdgenexpression auch eine gewisse Inkubationszeit beansprucht.

5.5. Diskussion der Ergebnisse der Transfektion von pcDNA3.1+ (TK/CD)

Die FErgebnisse der pcDNA-Vorversuche belegen die Funktionsféhigkeit der
Suizidgenstrategie und helfen die Nebenwirkungsrate der Prodrugs im angewendeten
K onzentrationsbereich abzuschétzen.

Eine Transfektion mit pcDNA3.1+TK hat im direkten Vergleich der untersuchten Zelllinien
einen besseren therapeutischen Effekt wie pcDNA3.1+CD. Da die Transfektionsraten in
beiden Systemen ahnlich sind, kénnen die festgestellten Unterschiede durch das Suizidgen
selbst bzw. durch sein Prodrug bedingt sein. Diese Beobachtung wird auch von anderen
Autoren (Trinh et al., 1995 und Zhang et al., 1998) beschreiben. Sie konnten aufzeigen, das
bei CD/5-FC hohere Prodrugkonzentrationen notwendig sind, um den gleichen
therapeutischen Effekt wie bei TK/GCV zu erhalten und das obwohl der Bystander-Effekt fur
TK geringer ist als der von CD. Mégliche Grinde dafir kénnten zum einen Unterschiede in
der Aufnahme des Prodrugs in die Zelle sein oder zum anderen zeitliche Differenzen beim
Umsatz des Prodrugs. Bislang existiert keine Literatur die sich mit diesen méglichen
Ursachen ndher auseinandersetzt.

In dem von uns verwendeten Dosisbereich der Prodrugs traten keine wesentlichen
Nebenwirkungen im Sinne von Zytotoxizitéat auf.

In einem anderen lipofektaminabhangigen Transfektionsmodell (Sturtz et a, 1997) konnte
ebenfalls in 5 von 7 Glioblastomen ein therapeutischer Effekt erreicht werden, wobei jedoch
nur 2 einen guten Bystander-Effekt aufwiesen. Wie in unserer Arbeit zeigte sich ene
Abhangigkeit der Ergebnisse von Replikationszeit und Transfektionsrate, die in diesem
Modell bel <1 % lag.

5.6. Diskussion der Ergebnisse der Suizidgentherapie mit dem reversen Influenzamodell

Die Kontrolle mittels GFP-Expression ermdglicht Ruckschlisse auf die Transfektions-
effizienz des Systems, und auf den Bystander-Effekt. In der vorliegenden Studie wurden
Transfektionsraten von <0,1 - 10 % erzielt. 293 T-Zellen haben dabei mit 10 % der Zellen die
hochste Transfektionsrate, vermutlich aufgrund der Expression des SV40-Antigens und der
raschen Proliferation. Moéglich wére auch, dass bereits die epitheliale Herkunft der 293 T-
Zellen wesentlichen Einfluss auf das Transfektionsergebnis in  einem reversen
Influenzamodell hat. In den Glioblastomen werden deutlich geringere Transfektionraten (0,1
bis 1 %) in Abhangigkeit vom jeweiligen Wachstumsverhaten erzielt. Je hoher die
Proliferationsrate, desto hoher ist die Transfektionseffizienz. Wie auch von anderen Autoren
beschrieben (Kofler et al., 1998) ist die Transfektionsrate bei priméaren, intraoperativ
gewonnenen Glioblastomlinien im Vergleich zu den an die Zellkultur adaptierten
kommerziellen Linien geringer.
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5.6.1. poll-PNP/6-MPdR

Unter der Anwendung von poll-PNP as Transfektionsvektor akzentuiert sich die
Zeitabhangigkeit des Therapieerfolgs von der Inkubationszeit nach Transfektion. So lassen
sich bei den humanen Nierenepithelien 293T, den Glioblastomen #33 und A172 Unterschiede
im therapeutischen Effekt nach verschieden langen Inkubationszeiten nachweisen. Auch die
Proliferationszeit der jeweiligen Zelllinie beeinflusst das Therapieergebnis. Zellen mit rascher
Proliferation werden besser transfiziert und erlauben damit einen besseren therapeutischen
Effekt aslangsam wachsende Zellen.

Die meisten Glioblastomlinien wurden fir eine Dauer von 5-8 Tagen dem Prodrug 6-MPdR
ausgesetzt. Mit Hilfe der beiden Kontrollreithen, konnte nachgewiesen werden, dass 6-MPdR
keine zytotoxischen Effekte in dem von uns verwendeten Dosierungsbereich bis 40 pg/ml
besitzt. Dies beschreiben auch andere Autoren (Lockett et al., 1997; Secrist et al., 1999). Im
Vergleich des Prodrugs zu seiner umgewandelten Form, 6-Methylpurin verhdlt sich die
zytotoxische Dosis wie 160:1 (Secrist et a., 1999), gleichbedeutend mit einer grofen
therapeutischen Breite des 6-MPdR. Dies macht es zu einem gunstigen Stoff fur die
Anwendung sowohl in vitro als auch in vivo. Erst ab einer Konzentration von >80 pug/ml kann
mit zunehmender Inkubationsdauer der behandelten Zellen eine Zunahme der Zytotoxizitat
festgestellt werden (Puhlmann et al., 1999).

Die Zdllinien, die im 6-MPdR-System therapiert werden konnen, sprechen ab einer
Prodrugkonzentration von 5-10 pg/ml an. Dies deckt sich mit Ergebnissen aus einem Foamy-
viralen Vektorsystem, bei dem es bereits ab einer Prodrugkonzentration von deutlich unter 5
pug/ml und einer Inkubation von 5 Tagen zum Zelltod kommt (Nestler et al., 1997). Weitere
Autoren (Puhlmann et al., 1999) beschreiben eine wenigstens 3-tagige Inkubation nach
Transfektion bis zur Auswertung. Grundsétzlich geben die Mehrzahl der Autoren individuelle
Inkubationszeiten an, die sich auch in der vorliegenden Studie bewéhrt haben.

Trotz der doch geringen Transfektionseffizienz in den meisten Glioblastomlinien kann in
einigen ein therapeutischer Effekt beobachtet werden. Dies spricht fur das Vorhandensein, des
fr PNP beschriebenen Bystander-Effekts (Gadi et al., 2000). Dabel gentigen offensichtlich
weniger as 1% transfizierter Zellen, um zum Tod der umliegenden Zellen zu fihren
(Sorscher et al., 1994) und ein direkter Zellkontakt untereinander ist nicht notwendig (Hughes
et a., 1998). Dies konnte nicht nur fur die Anwendung von PNP in vitro sondern auch in vivo
gezeigt werden (Gadi et a., 2000). Der Effekt ist umso hoher, je mehr Zellen transfiziert sind
und PNP exprimieren (Parker et al., 1997).

5.6.2. polI-TK/GCV

Wie auch von anderen Autoren (Beck et a., 1995) beschrieben kann bei einer Verdopplung
der Inkubationszeit bereits ab einer GCV-Dosis von 5 pg/ml ein therapeutischer Effekt
nachgewiesen werden. Neben der Zeitabhéngigkeit beschreiben diese auch noch ene
Abhangigkeit der Transfektionsrate von der jeweiligen Zellart, die in mesenchymalen bzw.
epithelialen Zellen hoher ist. Auch in unseren Untersuchungen zeigten sich deutliche
Unterschiede der Transfektionsrate bei verschiedenen Zelllinien.

Der Unterschied zwischen den epithelialen Zellen 293T und den Glioblastomlinien kann
durch ein unterschiedliches Expressionsverhalten von Connexin 43, das Uber die Bildung von
gap-junctions wesentlich am Bystander-Effekt des TK/GCV-Systems beteiligt ist, bedingt
sein (Sorocenau et al., 2001). Je hoher die Malignitét eines glialen Tumors, desto geringer die
Expression von Connexin-43 und damit auch der Bystander-Effekt (Sorocenau et a., 2001
und Zhang et al., 2003). Werden mehr gap-junctions ausgebildet, so haben die Zellen einen
intensiveren Kontakt untereinander und die aus dem GCV gebildete aktive Triphosphatform
kann von einer Zelle zur néchsten gelangen (Grignet-Debus et al., 2000).
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Gerade glidle Zellen expremieren TK nur kurz, was bei zu spéter Prodruggabe zu einem
geringeren Therapieeffekt fihren kann (Hadaczek et a., 2005). Die in unseren
Untersuchungen beibehaltene Zeit zwischen Transfektion und Beginn der Behandlung kdnnte
daher mit 24 h bereits zu lange gewesen sein.

Ab einer GCV-Konzentration von 20 pg/ml kommt es auch in den Kontrollrethen zu
zytotoxischen Nebenwirkungen des GCV. Ahnliche Schwellendosen fiir das Auftreten der
zytotoxischen Nebenwirkungen wurden auch von anderen Autoren beschrieben (Sturtz et al.,
1997; Aghi et a., 1998). Mdglicherweise tragt das Influenzavektormodell zu solchen Effekten
mit bei, da bei Transfektion mit pcDNA3.1 diese weniger ausgepragt sind.

Im Rahmen weiterer Versuche ist es notwendig diese moglichen EinfluRfaktoren zu
prézisieren und RickschlUsse fir eine erfolgreiche Transfektion zu gewinnen.

Es gibt verschiedene Methoden, die die Effektivitét eines TK/GCV-Systems erhthen sollen,
so z.B. die gleichzeitig stattfindende Behandlung mit einem Topoisomerase-Inhibitor
Topotecan (Wildner et a., 1999), eine vorausgehende Behandlung der zu transfizierenden
Zellen mit einer Protease (Kuriyama et a., 2001) oder die gleichzeitige Expression von TNF-
alpha und nachfolgende Bestrahlung (Niranjan et al., 2000). Aber auch diesbeziglich besteht
noch weiterer Forschungsbedarf um ein effizientes System zu etablieren und eine Anwendung
in vivo zu ermdglichen.

5.6.3. poll-CD/5-FC

Mit dem in dieser Studie verwendeten Transfektionssystem lasst sich nur in wenigen
Zdllinien ein therapeutischer Effekt erzilen. Andere Transfektionsmodelle zeigen
deutlichere therapeutische Effekte (Sheng-Qing et a., 2003). Eine mdgliche Ursacheist die zu
geringe Transfektionsrate, die selbst unter der Annahme des Bystander-Effekts zu gering ist,
um einen Effekt zu bewirken. Darliberhinaus konnte gerade fur Gliome eine von Linie zu
Linie stark schwankende Empfindlichkeit gegeniiber 5-FU festgestellt werden (Miller et al.,
2002). Vergleicht man die Sensitivitdt von Gliomen zu derjenigen epithelider Zellen, so
werden in der Literatur gleiche Ansprechraten beschrieben (Miller et al., 2002). Dies lief3 sich
in unseren Untersuchungen nicht bestétigen, vielmehr zeigte sich ein dominanter Effekt in
epithelialen 293 T Zellen. Hier konnten Einflusse seitens des verwendeten
Transfektionssystems eine Rolle spielen.

Im CD/5-FC-System spielt der Zellkontakt im Gegensatz zum TK/GCV-System eine
untergeordnete Rolle, da dass umgesetzte 5-FU frei Uber Zellmembranen diffundieren kann
(Huber et a., 1994 und Trinh et al., 1995). Dafir muss genigend 5-FC durch die
Cytosinpermease in die Zellen aufgenommen und durch die Cytosindeaminase zu 5-FU
umgesetzt werden, wobei ein schneller Efflux des 5-FC zu einem limitierenden Faktor werden
kann (Haberkorn er a., 1996). Von Nestler et al. wurde auch postuliert, dass CD zu einem
relativ langsamen Zelltod fihrt, so dass eine zu kurze Inkubationszeit nach Therapie den
Effekt verringern kann. In den vorliegenden Versuchen ergab eine langere Inkubationszeit
jedoch nicht zwingend eine erhdhte Therapieeffizienz.

Ab einer Prodrugkonzentration von 50 pg/ml zeigen sich in den Kontrollrethen der
Glioblastome zytotoxische Nebenwirkungen, was sich mit den Ergebnissen von Aghi et a.,
1998 deckt. Andere Autoren (Rogulski et al., 1997) beschreiben selbst bei Konzentrationen
von 80 pg/ml keine Reduktion der Zellvitalitét. Damit ist die Datenlage im Gegensatz zu TK
und PNP deutlich inkonstanter.

Es existieren einige Protokolle die auf gentechnischem Weg die Effizienz des CD/5FC-
Systems steigern konnen (Aghi et al., 1998; Uckert et al., 1998; Chang et al., 2000 und
Adachi et al., 2000). Unter anderem ist die Doppeltransfektion von CD und TK
vielversprechend, da die Zellen sensitiver auf die Prodrugs reagieren und Konzentrationen
von 1 pg/ml (5-FC) bzw. 0,1 pg/ml (GCV) ausreichen um z.B. in 9L-Glioblastomen
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therapeutische Effekte zu erzielen (Aghi et al., 1998). Es wird postuliert, dass durch die
Anwesenheit von 5-FU eine verstarkte Phosphorylisation des GCV erfolgt und damit eine
erhohte Wirksamkeit entstent. Auch in vivo konnte der Nutzen eines solchen
Doppeltransfektionsmodells nachgewiesen werden (Uckert et al., 1998).

5.7. Ausblick

a) Listerien

Eine Anwendung im Menschen, die nach den vorgelegten Ergebnissen denkbar scheint,
erfordert aus medizinischer und ethischer Sicht weitere Vorarbeiten. Es miissten apathogene
Listerienvarianten ohne Verlust der Invasionsfahigkeit und Transfektionseffizienz eingesetzt
werden, um eine systemische Infektion des Wirtes zu verhindern. Listerien missen spezifisch
die hochproliferativen Zellen eines Tumors erreichen, ohne benachbarte, gesunde Zellen in
Mitleidenschaft zu ziehen.

Die Anwendung von Listerien im Rahmen der Suizidgentherapie wére von deutlichem
Vorteil, da sich Listerien durch die Z€ell-Zell-Wanderung aktiv im Tumor ausbreiten kénnen
und damit mehr Zellen erreichen als bisher bekannte Vektorsysteme, die meist nur die Zellen
beeinflussen kdnnen die sie auch transfizieren. Eine erhdhte Transfektionsrate wirde sich mit
dem auftretenden Bystander-Effekt in seiner Wirkung summieren und theoretisch eine
suffiziente Therapie ermoglichen.

Im Hinblick auf eine angestrebte Anwendung im Bereich der Glioblastom-Gentherapie sollte
weiterhin eine Neuroselektivitét der Listerien angestrebt werden, um systemische Infektionen
des Wirtes zu vermeiden.

b) Influenza

Fur Influenza sind ausgehend von der reversen Genetik weitere Schritte notwendig, um eine
Anwendung zur Tumortherapie in vivo, z.B. im Tiermodell, zu ermdglichen. Basierend auf
den Erkenntnissen wére es sinnvoll ein replikationsinkompetentes Influenzavirus zu
konstruieren, das genau einmal infiziert und repliziert. In einer geeigneten Zellkultur kénnen
damit Viren gewonnen werden, die dann in den Tumor eingebracht werden und nach
einmaliger Replikation des Virus unter Fremdgenexpression kann mit der Prodrugtherapie
begonnen werden. Problematisch wére wiederum der Applikationsweg unter Vermeidung
systemischer Wirkungen oder immunologischer Inaktivierungen. Weiterhin misste eine
Spezifitat fur hochproliferatives Tumorgewebe oder Zellrezeptoren vorliegen, um eine
gezielte Therapie zu ermdglichen. Auch die jewellige Gabe der Prodrugs kann sich
problematisch gestalten, da diese in ausreichend hoher Konzentration Uber die Blut-Hirn-
Schranke gelangen miissen.

6. Zusammenfassung

Im Rahmen der vorliegenden Studie konnte gezeigt werden, dass Listeria monocytogenes als
Vektor for den Gentransfer in Glioblastome einsetzbar ist. Eine Fremdgenexpression von
Indikatorgenen wie z.B. lacZ ist moglich und der Transfer von Suizidgenen denkbar. Stark
proliferierende Zellen wie 293 T zeigen eine deutlich héhere Transfektionsrate wie langsam
wachsende Zellen. Apathogenen Listerien wie Listeria inoccua konnen keine
Fremdgenexpression in Glioblastomen hervorrufen.

Gegenstand welterer Untersuchungen sind die Optimierung der Transfektionsrate, die
Verringerung des Zelverlustes im Modellsystem und die Suizidgentherapie im
Zellkulturmodell.
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Des Weiteren konnte nachgewiesen werden, dass es mit einem reversen influenzaghnlichen
Transfektionsmodell méglich ist, in Glioblastomen Fremdgenexpression zu induzieren. Die
Transfektionsrate hangt stark vom Proliferationsverhaten der jeweiligen Zelllinie ab.

PNP zeigte bei den getesteten Glioblastomen den deutlichsten therapeutischen Effekt. Daran
beteiligt ist ein stark ausgepragter Bystander-Effekt. Die Suizidenzyme TK und CD konnten
bei gleicher Transfektionsrate seltener einen therapeutischen Effekt hervorrufen.

Auch in diesem Modell sind Optimierungen und die Untersuchung einer grof3en Zahl von
Glioblastomen Gegenstand weiterfihrender Untersuchungen.

Ausgehend von unseren Ergebnissen ist die Entwicklung eines apathogenen Influenzavirus
zur einmaligen Infektion denkbar, dariber hinaus eignen sich die untersuchten Suizidgene zur
Verwendung im Listerien-System.

Wir folgern daher, dass:

1) Listeria monocytogene als Vektor fur die Fremdgenexpression (lacZ) in
Glioblastomen und Gliomen verwendet werden kann.

2) Die Infektion mit apathogenen Listerien wie Listeria inoccua zu keiner
Fremdgenexpression in Glioblastomen fihrt.

3) Schnell wachsende Zellen wie 293T-Zellen eine héhere Transfektionsrate nach
Listerieninfektion zeigen

4) Ein auf die Verwendung von 5 Plasmiden basierendes reverses genetisches
System ebenfals zur Expression von Fremdgenen wie Suizidgenen fuhren
kann.

5 Im Vergleich zu CD und TK, das PNP/6-MPdR-System den besten
therapeutischen Effekt in Zellkultur zeigt, basierend auf einen deutlich
besseren Bystander-Effekt.

6) Transfektionsraten in Glioblastomen deutlich geringer sind as in epithelialen
Zellen wie 293T

Conclusion:

In this study we demonstrated that Listeria monocytogenes can be a vector for gene transfer in
glioblastoma. Thusit is possible to express foreign genes like indicator-gens (lacZ) or suicide
genes. In high prolifarting cells (293T) the rate of transfection is significant higher than in
slow growing cells. Apathogen Listerias like Listeria inoccua are not able to cause such an
expression.

In further studies we have to optimize the efficacy of transfection, to reduce the loss of cells
and to try suicide gene therapy in cultured cells.

Further more we showed that foreign gene expression in glioblastoma can a so be achieved by
a reverse genetic influenca system. The efficacy of transfection depends on the proliferation
of the cells.

PNP showed the best therapeutical effect in the tested glioblastomas based on a very good
bystander effect. The suicide genes TK and CD showed significant lower effects.

In further studies we have to modify the transfection modell to optimize the results and we
have to test a higher amount of different glioblastomas.

Based on our results its possible to develope a apathogen influenca virus for single infection
and to use the described suicide genesin alisteria based transfection system.
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Overall we conclude:

1) Listeria monocytogenes can be used as a vector for foreign gene expression
(lacZ) in glioblastoma and glioma
2) Apathogen Listeria inoccuarinfection can't cause gene expression in

glioblastoma
3) Listeria mediated gene expression is more effective in high proliferating cells
like 293 T-cells

4) A reverse genetic system based on the use of 5 plasmids can also cause
expression of foreign genes like suicide genes.

5) In comparison to CD and TK, the expression of PNP followed by the
application of 6-MPdR showed the best therapeutical effect in cell culture
based on a good bystander effect.

6) Efficacy of transfection in glioblastoma is poor compared to epithelial cells
like 293T
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