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1 EINLEITUNG 

 
Erkenntnisse über die Entstehung von Tumoren und die Bekämpfung von Tumorerkrankun-

gen gehören zu den größten Herausforderungen medizinischer Grundlagen- und Therapiefor-

schung. 

Insbesondere das Auftreten von Tumorzellen, welche das Phänomen der Vielfachresistenz 

(engl: multidrug resistence) zeigen, stellen in der klinischen Onkologie ein großes Problem 

bei der Chemotherapie dar. 

Durch die Entwicklung der Gentherapie eröffnen sich hier neue Behandlungsperspektiven. 

Besonders viel versprechend ist der Einsatz von adenoviralen Vektoren, die selektiv in viel-

fachresistenten Tumorzellen replizieren können und in vitro die Tumorzellen durch virale 

Lyse zerstören. Auf Grund der Erkenntnisse, dass diese replikations-defizienten E1A-

deletierten adenoviralen Vektoren gerade in vielfachresistenten Zellen eine sehr effiziente 

adenovirale Replikation, Partikelbildung und Onkolyse durchführen können, ergeben sich bei 

der Behandlung von Krebserkrankungen völlig neue Therapiestrategien.  

Es hat sich gezeigt, dass vielfachresistente Tumorzellen häufig den sonst cytoplasmatisch 

lokalisierten humanen Transkriptionsfaktor YB-1 im Kern enthalten, der die virale Replikati-

on unabhängig von E1A induzieren kann.  

Um mit adenoviralen Vektoren gezielt bestimmte Tumorzellen zu erreichen, wurde in den 

Versuchen eine in der Gentherapie noch neue Methode - die Magnetofektion - verwendet. 

Dabei werden Adenovirusvektoren durch elektrostatische Wechselwirkungen an nanokristal-

line Eisenoxidpartikel gebunden, die dann unter dem Einfluss eines externen Magnetfeldes in 

den Zielzellen angereichert werden sollen. 

Das Ziel der vorliegenden Arbeit besteht darin, zu zeigen, dass unter Anwendung der Magne-

tofektion im Einflussgebiet des Magneten eine gezielte lokoregionäre, adenovirale Infektion 

von Tumorzellen erreicht werden kann und dass die gezielte Infektion auch in Tumorzellen 

möglich ist, welche sonst nur sehr schwer durch Adenoviren infizierbar sind. Weiterhin soll 

untersucht werden, ob mit Hilfe der Magnetofektion durch die zielgerichtete Infektion eine 

erhöhte adenovirale Replikation, Partikelbildung und Onkolyse von replikations-defizienten 

E1A-minus Adenoviren in vielfachresistenten Tumorzellen erzielt werden kann.  

Die Untersuchungen werden in der Zellkultur an vielfachresistenten (YB-1 kernpositiven) und 

an nicht resistenten (YB-1 kernnegativen) Tumorzelllinien durchgeführt und miteinander ver-

glichen. 
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2 SCHRIFTTUM 

 

 

2.1 Klassifizierung und Struktur der Adenoviren 

 

Adenoviren werden in zwei Genera unterteilt, die Mastadenoviren, die Säugetiere infizieren 

können, und die Aviadenoviren, die in verschiedenen Vogelarten endemisch sind (Shenk, 

1996). 

Es sind 47 verschiedene Serotypen beim Menschen bekannt (Ad1-Ad47), welche in 6 Grup-

pen gegliedert sind (A-F). Diese Eingruppierung sagt aus, ob die Virustypen in hohem, mittle-

rem oder geringem Ausmaß Tumoren in Nagetieren erzeugen können (Shenk, 1996; Madrow 

und Falke, 1997). 

Einige der humanen Adenovirustypen (Ad12, Ad18, Ad31), die zu dem hochonkogenen Sub-

genus A gezählt werden, können nach einer zwei- bis dreimonatigen Inkubationszeit bei 

Hamstern und anderen Nagetieren in 100 Prozent der Fälle mesenchymale Tumoren hervorru-

fen. Das Subgenus B (Ad3, Ad7, Ad11) gilt als schwach onkogen, die Inkubationszeit bis zur 

Tumorbildung beträgt bis zu zwei Jahre. Adenoviren der Subgenera C-F sind nicht onkogen. 

In vitro können jedoch alle Adenoviren (Subgenera A-F) Nagetierzellen transformieren 

(Madrow und Falke, 1996). Adenoviren eines bestimmten Subgenus weisen eine Basenhomo-

logie von über 50 Prozent auf (Shenk, 1996; Roberts et al., 1984). 

Primär infizieren Adenoviren Epithelzellen. Adenoviren sind pathogene Organismen und 

können abhängig vom Serotyp verschiedene Erkrankungen des Gastrointestinaltrakts, des 

Harnapparates (Eck und Wilson, 1996), des Respirationstrakts (Berns und Giraud 1995; Ragot 

et al., 1998) und der Konjunktiven verursachen (Madrow und Falke, 1997). Die Erkrankungen 

verlaufen meist mild und nur selten lebensbedrohlich. Nach der Primärinfektion führt die Vi-

rämie zu einer asymptomatischen Ausbreitung der Infektion in die Tonsillen oder die Nieren 

des Patienten und zur protrahierten Ausscheidung des Virus als Tröpfcheninfektion oder als 

oral-fäkale Schmierinfektionen über Monate bis Jahre (Evans 1958; Fox et al., 1969). 

Adenoviren sind unbehüllte Viren mit einem Durchmesser von 80 bis 100 nm. Ihr Genom 

besteht aus einer linearen, doppelsträngigen DNA mit einer Länge von ca. 36.000 bis 38.000 

Basenpaaren das mit Proteinen zu einer Core-Struktur komplexiert ist. An die beiden Enden 

des Genoms ist über einen Serinrest je ein terminales Protein kovalent gebunden (Russell, 

2000). Beide terminalen Protein-Komponenten können über nichtkovalente Wechselwirkun-
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gen miteinander interagieren und halten so das DNA-Genom in einem quasizirkulären Zu-

stand. 

 

 

Abbildung 1: Genomaufbau der Adenoviren (nach Modrow und Falke, 1997)  
Doppelsträngige, lineare DNA mit endständigen terminalen Proteinen, die kovalent an einen Serinrest gebunden 
sind; die Proteine halten das Genom in einen quasizirkulären Zustand.  

 

Das Capsid der Adenoviren ist ein Ikosaeder mit 20 Seitenflächen und 12 Ecken. Es besteht 

aus 252 Capsomeren, nämlich 240 Hexonen und 12 Pentonen. Jede Capsidseitenfläche wird 

von 12 Hexonproteinen gebildet. An den Ecken des Capsids sitzen die Pentonbasisproteine, 

welche mit antennenförmigen Fiberproteinen von der Oberfläche aufragen. Diese Proteine 

sind für die Bindung des Virus an die zu infizierende Zelle verantwortlich (Shenk, 1996; 

Horwitz, 1990; Chroboczek et al., 1995). 
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Abbildung 2: Aufbau eines Adenoviruspartikel (modifiziert nach Shenk, 1996)  
Im Inneren befindet sich das lineare DNA Genom mit den Coreproteinen; das Capsid wird aus den Strukturpro-
teinen gebildet 

 

 

2.2 Adenovirale Vektoren in der Gentherapie 

 

Unter Gentherapie versteht man das Einbringen von genetischem Material in die Zellen eines 

Individuums, mit dem Ziel, therapeutischen Nutzen für das Individuum zu erzielen (Minol, 

1996a). Viele erbliche und nichterbliche Krankheiten beruhen auf Defekten an den Erbanla-

gen. Bei der an einzelnen Körperzellen vorgenommenen Behandlung mit Genen, der so ge-

nannten somatischen Gentherapie, wird eine gesunde Erbanlage in die Zellen eines bestimm-

ten Organs eingeschleust. Ein in die Zielzellen eingebrachtes therapeutisches Gen führt zur 

Produktion des eigentlichen therapeutischen Agens, im Allgemeinen eines Proteins (Avery et 

al., 1995; Friedmann, 1997). Da die zugeführte Erbanlage nur in bestimmte Körperzellen ge-

langt, nicht aber in Keimbahnzellen, wird sie nicht an die Nachkommen vererbt. Anwen-

dungsmöglichkeiten der somatischen Gentherapie ergeben sich vor allem auf drei Gebieten, 

nämlich den klassischen Erbkrankheiten mit isoliertem Einzelgendefekt (z. B. Mukoviszido-

se), den erworbenen genetischen Erkrankungen (z. B. chronische Infektionskrankheiten) und 

den multifaktoriellen genetischen Erkrankungen (z. B. Tumoren, Herz- und Kreislauferkran-
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kungen); (Anderson, 1992; Dyer und Herrling, 2000; Graumann, 2000; Miller, 1992; Mulli-

gan, 1993). 

 

Um das genetische Material in die Zielzellen einzuschleusen, werden geeignete Vehikel, so 

genannte Genvektoren, benötigt. Der Gentransfer kann mit nichtviralen (z. B. nackte Plasmid-

DNA, DNA-Liposomenkomplexe), oder mit viralen (z. B. Retroviren, Adenoviren) Vektoren 

durchgeführt werden (Argyle, 1999; Romano et al., 1998). 

Adenovirale Vektoren haben im Vergleich zu anderen Transfersystemen den Vorteil eines 

hocheffizienten Gentransfers, da sie sowohl sich teilende als auch ruhende Zellen in praktisch 

jedem Gewebe infizieren können (Ragot et al., 1998). Adenoviren sind jedoch nicht in der 

Lage sich ohne die Hilfe der Wirtszelle zu replizieren. Nach dem Transfer ihres Genoms in 

die Zelle werden zelluläre Funktionen zur viralen Replikation genutzt. Wildtypviren können 

sich in den Wirtszellen vermehren und die infizierten Zellen zerstören. Beim Einsatz von A-

denoviren als Genvektoren wird daher sowohl die Replikationsfähigkeit als auch die Infektion 

weiterer Zellen im Wirtsorganismus unterbunden, indem die dafür notwendigen viralen Wild-

typgene deletiert und durch das therapeutische Gen ersetzt werden (Dyer und Herrling, 2000; 

Sebestyen und Wolff, 1999; Somia und Verma, 2000). Zur Herstellung von funktionsfähigen 

Viruspartikeln werden Helferzelllinien mit den für die Vermehrung notwendigen Wildtypge-

nen transfiziert. Die Übertragung findet z. B. in der humanen Helferzelllinie "293" statt. Diese 

aus Nieren menschlicher Embryonen isolierten Zellen enthalten die viralen E1-Gene im Ge-

nom integriert (Graham et al., 1977). Durch die konstitutive Expression der E1-Gene ist diese 

Zelllinie in der Lage, Adenoviren mit Deletionen in der für die Replikation essentiellen E1-

Region zu komplementieren. Dadurch entstehen in den Helferzellen komplette Viruspartikel, 

die zur einmaligen Infektion, jedoch nicht zur Vermehrung fähig sind (Somia und Verma, 

2000; Argyle, 1999).  

 

Für die Entwicklung replikationsdefizienter Vektoren werden Adenoviren der Serotypen 2 

und 5 des Subgenus C verwendet (Ragot et al., 1998). 

Bei adenoviralen Vektoren der 1. Generation wurde sowohl die für die Replikation essentielle 

E1-Region, welche für die unterschiedlichen E1A- und E1B-Proteine kodiert, als auch die E3- 

Region des Virus, die für die Replikation nicht notwendig ist, entfernt; dadurch wurde eine 

Aufnahmekapazität von 7 bis 8 kbp für therapeutische DNA geschaffen (Romano et al., 

1998). Bei Adenoviren der 2. Generation wurden zusätzlich Teile der E2-Region, deren Gene 

für die DNA-Replikation codieren, deletiert. Adenoviren der 3. Generation fehlt zudem noch 
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die E4-Region; die Deletion der E4-Region führt zu einem Defekt in der späten Proteinsyn-

these, aber nicht zu einer Replikationsinkompetenz (Russell, 2000; Trapnell, 1994; Hitt et al., 

1995).  

Adenovirusvektoren sind aufgrund ihrer einfachen Handhabung in der Zellkultur, durch die 

leichte Herstellung hoher Titer und ihres geringen Gefährdungspotentials sehr gut für den 

Transfer von Genen geeignet (Eck und Wilson, 1996; Russell, 2000). 

Die Genome der adenoviralen Vektoren integrieren nicht in das Genom der Wirtszelle und 

eignen sich daher nur bedingt für die Behandlung somatischer Erkrankungen bei denen eine 

Langzeitexpression erforderlich ist (Tripathy et al., 1996; Buscher et al., 1999). Adenoviren 

haben einen weiteren Nachteil: Sie sind hochantigen und führen zu einer unmittelbaren Im-

munantwort durch zytotoxische T- und B-Zellaktivierung (Yang et al., 1994; Eck und Wilson, 

1996) mit der Produktion von neutralisierenden Antikörpern (Schulick et al., 1997; Gil-

genkrantz et al., 1995) was möglicherweise eine wiederholte Applikation der Viren verhin-

dert. Zur Unterdrückung dieser Immunantwort wurden adenovirale Vektoren dementspre-

chend weiterentwickelt (Gorziglia et al., 1999; Quinones et al., 1996; Engelhardt et al., 1994; 

Russell, 2000). 

Adenovirale Vektoren eignen sich vor allem für Therapieverfahren, bei denen eine temporäre 

(transiente) Expression der transferierten Gene erreicht werden soll, während für die Behand-

lung von Erkrankungen, bei denen eine Langzeitexpression erforderlich ist, andere Vektorsys-

teme, wie z. B. Retroviren (integrieren in das Wirtszellgenom) besser geeignet sind (Tripathy 

et al., 1996; Romano et al., 1998). 

 

 

2.3 Replikation und Regulation der Genexpression 

 

Adenoviren benötigen 32 bis 36 Stunden für ihren Lebenszyklus. Die Bindung des Virus an 

die Zielzelle kommt durch eine Wechselwirkung der viralen Fiberproteine mit spezifischen 

Rezeptoren auf der Zelloberfläche, dem so genannten adenoviralen Coxsackie Rezeptor 

(CAR) zustande (Shenk, 1996). Nach Anlagerung des Viruspartikels kommt es zu einer wei-

teren Interaktion, diesmal zwischen den Pentonbasisproteinen und den zellulären Integrinen, 

die als sekundäre Rezeptoren wirken und die Internalisierung des Partikels in die Zelle ver-

mitteln. 

Nach Anlagerung an der Zelloberfläche wandert der Rezeptor mit dem gebundenen Viruspar-

tikel zu clathrinreichen Regionen in der Cytoplasmamembran, die endocytotische Vesikel 
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bilden und das Virus in das Cytoplasma aufnehmen (Wang et al., 1998). In diesen Vesikeln 

erfolgt eine Ansäuerung, das Vesikel löst sich auf und das Virus-Core wird unter Verlust der 

Pentonbasis- und der Fiberproteine ins Cytoplasma freigesetzt (Greber et al., 1996). Im An-

schluss bindet sich das virale Restpartikel an Mikrotubuli und wird zum Kern transportiert, 

die Capside bleiben im Cytoplasma zurück (Leopold et al., 2000). 

Im Zellkern erfolgt die Transkription der viralen Gene und die Neusynthese der DNA (Shenk, 

1996; Russell, 2000). 

Die Genexpression kann in vier Schritte eingeteilt werden, wobei der regulierte, korrekte Ab-

lauf eines jeden Schrittes für den nachfolgenden unerlässlich ist (Hitt et al., 1995): 

Beide DNA-Stränge codieren für Proteine. Das Genom besteht aus fünf codierenden Berei-

chen, von denen vier (E1 bis E4) früh während der Infektion aktiviert werden (early genes). 

Die Gruppe der spät exprimierten Gene (late genes) ist für die Synthese der viralen Struktur-

proteine verantwortlich (Shenk, 1996). 

 

 

 
 

Abbildung 3: Genomkarte von Adenovirus Typ 5 (modifiziert nach Robbins et al., 1998) 
Dargestellt sind die frühen Regionen (E) und die späte Region. Die doppelte fettgezeichnete Linie stellt die dop-
pelsträngige Ad5-DNA dar. 

 

 

2.3.1 Transkription der frühen Gene, Synthese der frühen Proteine 

 
Als erstes im Verlauf des viralen Infektionszyklus transkribiert die zelluläre RNA-Polymerase 

II die E1A- und E1B-Gene (immediate early genes). Die E1-Region enthält zwei aktive Tran-

skriptionseinheiten: Eine codiert für die E1A-, die andere für die E1B-Proteine. Diese beiden 

Proteine gemeinsam sind für die Transformation von Nagetierzellen verantwortlich. Von den 

E1A-Genen werden verschiedene mRNA-Transkripte gebildet, die für die beiden frühen For-
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men der E1A-Proteine codieren. Die E1A-Proteine wirken transaktivierend für die Induktion 

der Transkription der E1B-, E2A-, E2B-, E3- und E4-Gene (Jones und Shenk, 1979; Nevins, 

1981; Berk et al., 1979). Dabei bindet E1A nicht direkt an die DNA, sondern aktiviert zellulä-

re, transaktive Proteine (E2F- und E4F-Faktoren), die in Promotorbereichen der DNA gebun-

den sind. Die E1A-Proteine wirken nicht nur als Transaktivatoren, sondern auch als Trans-

repressoren, indem sie bei ruhenden Zellen die DNA-Synthese induzieren können. Dabei in-

teragieren die E1A-Proteine mit den zellulären Tumorsuppressoren RB105 und RB107 (Why-

te et al., 1988; Boulanger und Blair, 1991; Nevins, 1991; 1992). Die E1B-Genregion codiert 

für zwei Proteine (20 kD und 55 kD). Das größere E1B-Protein (55kD) ist zusammen mit dem 

E1A-Protein für die Zelltransformation von Nagetierzellen verantwortlich. Zudem hemmt es 

die Funktion des Tumor-Suppressor-Gens p53, das in Zellen mit Mutationen und DNA-

Schäden in hohen Konzentrationen vorhanden ist und verhindern soll, dass die defekte Erb-

substanz auf die Tochterzellen weitergegeben wird, indem sich die Zelle in einer Ruhephase 

befindet (Reichel et al., 1989; Marton et al., 1990; Wienzek et al., 2000; Yew und Berk, 1992; 

Obert et al., 1994; Saranow, 1982). Durch eine Kombination der Genfunktion von E1B (55 

kD) und E4orf6 (34 kD) wird die späte virale RNA-Translation beschleunigt, wo hingegen die 

zelluläre RNA-Translation gehemmt wird (Pildner et al., 1986; Leppard und Shenk, 1989; 

Babiss et al., 1985; Bridge und Ketner, 1990; Halbert et al., 1985). Die Expression von 

E1B(20 kD) unterdrückt durch Komplexbildung mit E1A die frühe Genexpression, die sonst 

kontinuierlich weiterlaufen würde und somit vor Fertigstellung neuer Virionen den Zelltod 

auslösen würde. Gleichzeitig schützt E1B (19 kD) die virale und zelluläre DNA vor dem Ab-

bau (Halbert et al., 1985).  

Die Expression der E2-Proteine ist von der transaktivierenden Aktivität der E1A-Proteine 

abhängig. Die E2-Region besteht aus zwei codierenden Bereichen, E2A und E2B. Während 

die E2A-Region ein Einzelstrang-DNA-bindendes Protein (DBP) codiert, dass sich bei der 

Replikation der viralen DNA an die Einzelstränge anlagert und verhindern soll, dass diese 

doppelsträngige Strukturen ausbilden können (Nevins und Winkler, 1980; Handa et al., 1983), 

werden in der E2B-Region zwei Proteine codiert: Das eine Protein ist das Vorläuferprotein 

(pTP) für das an die 5`-Enden des viralen Genoms gebundene terminale Protein (TP), das 

andere Protein ist die virale DNA-Polymerase (Kelly, 1984; Stillman, 1985). Die Produkte der 

E2-Gene sind für die Replikation der viralen DNA essentiell. 

Die E3-Region codiert für Proteine die dem Virus helfen, dem Abwehrmechanismus des Im-

munsystems zu entkommen. Die Lyse von Adenovirus infizierten Zellen durch cytotoxische 

T-Lymphozyten wird durch das E3-Genprodukt (19 kD) blockiert. Dies ist die Folge einer 
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intrazellulären Komplexbildung, die im endoplasmatischen Retikulum zwischen dem E3-

Protein (19 kD) und den MHC-Klasse-1-Histokompatibilitäts-Antigen stattfindet, wodurch 

der Transport von Klasse-1-Antigenen an die Zelloberfläche gestört wird. MHC-Klasse-I-

Moleküle sind bei der Präsentation von Antigenen nötig, um die cytotoxischen T- Lymphozy-

ten zu aktivieren. Zusätzlich spielen die E3-Proteine (14,7 kD, 10,4 kD) eine wichtige Rolle 

als Antagonisten der E1A-vermittelten Zunahme der Empfindlichkeit von infizierten Zellen 

gegenüber der durch den Tumornekrosefaktor (TNF) vermittelten Lyse (Shenk, 1996). 

Die E4-Region (34 kD), die für mindestens sieben Polypeptide codiert, reguliert zusammen 

mit dem E1B-Protein (55 kD) die Synthese der viralen Proteine und hemmt gleichzeitig die 

Proteinsynthese der Wirtszelle. Ein zweites von der E4orf6/7-Region codiertes Protein (19 

kD) spielt außerdem eine Rolle in der Regulation der Transkription der E2-Region. Es bindet 

an E2F-Faktoren und verstärkt die Bindung dieser Transaktivatoren an die viralen E2F-

abhängigen Promotoren, was zu einer höheren Transkriptionsrate führt (Hardy und Shenk, 

1989; Hardy et al., 1989; Huang und Hearing, 1989; Neill et al., 1990; Marton et al., 1990). 

Die E4-Genprodukte sind darüber hinaus an der Fertigstellung der Virionen beteiligt (Falgout 

und Ketner, 1987; Halbert et al., 1985; Weinberg und Ketner, 1985; Yoder und Berget, 1986). 

Obwohl die E4-Region für mindestens sieben Genprodukte codieren kann, sind neben den 

oben beschriebenen essentiellen Funktionen (E4orf6 = 34kD und E4orf6/7 = 19kD) die Auf-

gaben der anderen möglichen Genprodukte noch unklar (Trapnell und Pensiero, 1997; 

Braithwaite und Russell, 2001).  
 

 

2.3.2 DNA-Replikation 

 

Die E2-Region codiert für Proteine, die vor allem an der viralen Replikation beteiligt sind. 

Die Replikation des Genoms beginnt etwa sechs bis acht Stunden nach der Infektion und ist 

nach 24 Stunden beendet. Das adenovirale Genom ist eine lineare, doppelsträngige DNA, die 

kurze invertierte Nukleinsäurereiterationen (ITRs) von 100-165bp Länge an jedem Ende auf-

weist (Garon et al., 1972; Wolfson und Dressler, 1972). An die 5`-Enden der ITRs sind kova-

lent von E2-codierte Terminal Proteine (TP 80kD) gebunden, die als Primer zur Initiation der 

DNA-Synthese dienen (Kelly, 1984; Stillman, 1985). Die eigentliche Replikation des viralen 

Genoms erfolgt semikonservativ, ohne die Synthese von DNA in Okazaki-Fragmenten 

(Madrow und Falke, 1997). Dieser Prozess beginnt mit der Veresterung eines dCMP-

Moleküls (Cytosin) mit der OH-Gruppe eines Serins im terminalen Proteinvorläufers pTP 
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(80kD); (Challberg et al., 1980; Lichy et al., 1981). Der entstandene dCMP-pTP-Komplex hat 

eine hohe Affinität zu der viralen DNA-Polymerase und interagiert mit den TP-Komponenten 

(55kD), die kovalent an die 5´-Enden des Genoms gebunden sind. Der resultierende Komplex 

wirkt über die 3´-OH-Gruppe der Desoxyribose des dCMP als Primer für die Initiation der 

DNA-Synthese (Lichy et al., 1981; Tamoi und Stillman, 1982; Challberg et al., 1982). Dazu 

sind auch die zellulären Kernfaktoren NF-I, NF-II und die  DNA-Topoismerase nötig (Hay et 

al., 1999). Diese Initiation erfolgt kontinuierlich in 5`-3`Richtung durch die E2-

viruscodierende DNA-Polymerase durch Strang-Displacement. Dabei wird ein Elternstrang 

(mit dem kovalent gebundenen 55 kD-TP am 5`-Ende) aus dem Doppelstrang verdrängt. Der 

verdrängte DNA-Strang wird mit E2A-Proteinen komplexiert, die verhindern sollen, dass die 

einzelsträngige DNA durch zelluläre Nukleasen abgebaut wird (Lindenbaum et al., 1986; 

Field et al., 1984). Währenddessen wird am anderen Elternstrang die Anlagerung komplemen-

tärer Nucleotide bis zum Genomende fortgesetzt. Nach der ersten Syntheserunde liegt ein 

DNA- Einzelstrang, der mit E2A-Proteinen komplexiert ist und ein Doppelstrang vor. Der 

Doppelstrang besteht aus einem Strang, der aus dem ursprünglichen Virusgenom stammt, der 

Gegenstrang wird durch Neusynthese ergänzt (semi-konservative Replikation). Während die 

doppelsträngige Struktur den selben Verlauf wie oben beschrieben durchmachen kann, bilden 

die Enden des Einzelstranges, die komplementäre, invertierte Basenfolgen besitzen, eine 

"Pfannenstielstruktur" aus. Die invertierten terminalen Wiederholungssequenzen des ver-

drängten Stranges hybridisieren miteinander und bilden einen Doppelstrang aus. Das löst die 

Anlagerung neuer Initiationskomplexe bestehend aus dCMP-pTP/adenoviraler DNA-

Polymerase/NF-I/NF-II aus (Temperley und Hay, 1992). Im weiteren Verlauf wird der "Pfan-

nenstiel" aufgelöst, die an den Einzelstrang gebundenen Proteine lösen sich und der Einzel-

strang dient als Matrize für die kontinuierliche Synthese des Doppelstranges. Die Spaltung 

des terminalen Vorläuferproteins in das TP55kD, das mit dem adenoviralen Genom komple-

xiert ist, erfolgt erst, wenn die Replikation beendet ist, durch proteolytische Prozessierung des 

gebundenen TP80kD-Proteins (Rekosh et al., 1977). 
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Abbildung 4: Verlängerung und Bildung der Doppelstränge (nach Modrow und Falke, 1997). 
Für die Initiation der DNA-Synthese sind zelluläre Faktoren (NF-I, NF-II, DNA-Topoisomerase) und virale 
Faktoren (TP-dCMP, DNA-Polymerase, E2A-Protein) notwendig. 

 

 

2.3.3 Transkription der späten Gene, Synthese der späten Proteine 

 
Die Aktivierung des Promotors der späten Proteine erfolgt etwa acht Stunden nach der Infek-

tion der Zelle. Die späten Virusproteine sind fast ausnahmslos Strukturproteine, die für den 

Zusammenbau des Cores und des Capsids nötig sind. Nach der Genomvermehrung werden 

die meisten der frühen Gene nicht mehr transkribiert, dafür werden die späten Genombereiche 
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aktiviert. Der Proteinkomplex E1B55kD und E434kD fördert den Export der viralen mRNA-

Spezies für die viralen Strukturproteine ins Cytoplasma. Die zelluläre Proteinsynthese wird 

gestört (Spector und Samaniego, 1995; Minol, 1996a, Wilson, 1996, Trapnell und Pensiero, 

1997). 

 

 

2.3.4 Morphogenese  

 

Im Cytoplasma entstehen aus den Hexon-, Pentonbasis- und den Fiberproteinen die Capsome-

re. Hierzu sind Proteinfaltungskatalysoren nötig, die zum Teil vom Virus selbst codiert wer-

den und zum Teil aus der Zelle stammen. Für den Zusammenbau und die Reifung der Vironen 

sind Proteine der späten Phase, die von der L4-Region codiert werden, erforderlich. Eines 

dieser Proteine ist an der Bildung einer Gerüstsubstanz beteiligt (100 kD), kommt aber in den 

reifen Virionen nicht mehr vor. Ein anderes Protein besitzt proteolytische Aktivität (33 kD) 

und prozessiert die späten Polypeptide sowie das endständige Protein (TP80 kD); (Rekosh et 

al., 1977), was ebenfalls für die Virusreifung wichtig ist. Es entstehen 104-105 Viren pro Zel-

le. Während dieses Prozesses  blockieren virale Faktoren (E1B und E4) einerseits die Synthe-

se zellulärer Proteine durch die Repression sowohl des RNA-Transports vom Zellkern ins 

Zytoplasma als auch deren Translation. Andererseits verhindern sie, dass zelluläre Faktoren 

die Virusproduktion unterdrücken. Infolgedessen ist die Zelle schon zu Beginn der Expression 

der frühen adenoviralen Gene unterversorgt. 

Als Folge der Infektion stirbt die Zelle innerhalb von 30 bis 40 Stunden nach der Infektion ab, 

wobei die neusynthesierten Vironen freigesetzt werden (Pildner et al., 1986; Leppard und 

Shenk, 1989; Babiss et al., 1985; Bridge und Ketner, 1990; Halbert et al., 1985). 

 

 

2.4 Vielfachresistenz von Tumorzellen 

 

Die Chemoresistenz in Tumorzellen stellt ein großes Problem bei der Behandlung von malig-

nen Tumoren mit Zytostatika dar. 

Ein Grund, der die Wirksamkeit einer Chemotherapie limitiert, ist das Vorhandensein einer 

primären intrinsischen (ohne vorherigen Kontakt zu Zytostatika) oder das Auftreten einer se-

kundären erworbenen Chemoresistenz, die sich oftmals als Resistenz gegen unterschiedliche 
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Wirkstoffgruppen äußert. Dieses Phänomen der Vielfachresistenz prägte den Begriff mul-

tidrug resistance (MDR), (Dietel, 1991; Gottesman und Pastan, 1993).  

Viele Zytostatika sind Substrate für membranständige Proteine, die als auswärtsgerichtete 

Pumpe das Medikament aus der Zelle transportieren. Davon am längsten bekannt und am bes-

ten charakterisiert ist das durch das mdr1-Gen codierte P-170-Glykoprotein, dessen Überex-

pression häufig bei chemoresistenten malignen Tumoren nach der Chemotherapie und Be-

strahlung auftritt und mittlerweile als klassische MDR bezeichnet wird (Sukhai und Piquette-

Miller, 2ooo; Roninson, 1992; Ueda et al., 1987; Ohga et al., 1998). Das P-170-Glykoprotein 

ist ein membran-gebundenes, ATP-abhängiges Transportprotein mit einem Molekulargewicht 

von 170 kD. Es hat Medikamenten bindende Eigenschaften und funktioniert als eine Energie-

abhängige Pumpe, die chemisch unterschiedliche, klinisch wichtige Arzneimittel vom Zellin-

neren in den Extrazellulärraum befördert und sie damit wirkungslos macht (Sukhai und Pi-

quette-Miller, 2000; Dietel, 1990). Solche Arzneimittel, gegen die vielfachresistente Tumor-

zellen Resistenzen entwickeln, sind natürliche, hydrophobe Agentien mit Benzolringen, wie z. 

B. Doxorubicin, Daunomycin, Vincristin, Vinblastin, Cholchicin, Actinomycin D, Etoposid 

und noch viele mehr (Dietel, 1991). P-170-Glykoprotein ist nicht nur in Tumorzellen lokali-

siert, sondern auch in gesunden Zellen. Man findet hohe Konzentrationen in Organen mit 

Stoffwechselfunktionen, vor allem in der Nebenniere, in der Darmschleimhaut, in den Nieren 

sowie in anderen Organen und in der Blut-Hirnschranke (Dietel, 1991). Obwohl ihre physio-

logische Funktion noch nicht klar definiert ist, vermutet man, dass das P-170-Glykoprotein 

den Organismus hauptsächlich vor toxischen Substanzen schützen soll. 

Aus einer Überexpression in neoplastisch transformierten Zellen resultiert ein gesteigerter 

Zytostatikaefflux und damit eine Senkung der intrazellulären Zytostatikakonzentration. Das 

P-170-Glykoprotein wird durch Mitglieder der mdr-Supergenfamilie codiert. Sie umfassen 

beim Menschen zwei Gene, MDR1 und MDR2, bei Nagern drei Gene, nämlich mdr1a, mdr1b 

und mdr2. Mdr2- Gene sind nicht an der Mehrfachresistenz beteiligt (Shrenk, 1994). Untersu-

chungen haben gezeigt, dass die Expression des P-170-Glykoproteins unter anderem durch 

die Kernlokalisation des humanen Transkriptionsfaktors YB-1 reguliert wird. 

 

 

2.4.1 Das Y-Box-Protein YB-1 

 

YB-1 gehört zu einer Gruppe Nucleinsäure-bindender Proteine, die an einer invertierten 5`-

CCAAT-Sequenz, der so genannten Y-Box, binden (Wolffe, 1993). Sie können sowohl auf 
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der Ebene der Transkription als auch der Translation regulatorisch wirken (Ladomery und 

Sommerville, 1995; Wolffe, 1994; Wolffe, 1998). Zudem sind sie bei der Hemmung und Ak-

tivierung Wachstums- und Apoptose-assoziierter Gene involviert (Swamynathan et al., 1998). 

So interagiert YB-1 direkt mit p53 (Okamoto et al., 2000) und spielt eine wichtige Rolle bei 

der Fas-Genexpression (Lasham et al., 2000) sowie bei der Aktivierung von Topoisomerasen 

und Metalloproteinasen (Mertens et al., 1997; Shibao et al., 1999). Zudem ist YB-1 an der 

Regulation der mRNA Stabilität und an Reparaturvorgängen beteiligt (Chen et al., 2000). 

Weiterhin sind Y-Box-Proteine in die Regulation des humanen Poliomavirus (Raj et al., 1996; 

Safak et al., 1999) und des HIV Typ I (Ansari et al., 1999) involviert und üben eine "Enhan-

cer-Funktion" für das "long terminal repeat" des Rous Sarkoma Virus aus (Faber und Sealy, 

1990; Ozer et al., 1990). 

Durch verschiedene Stressreize, wie z. B. UV-Bestrahlung, Zytostatikaapplikation (Koike et 

al., 1997) und Hyperthermie (Stein et al., 2001) wird der sonst cytoplasmatisch lokalisierte 

humane Transkriptionsfaktor YB-1 vermehrt im Zellkern angehäuft (Ohga, 1997; Miyazaki et 

al., 1992; Shibahara et al., 2001). Die nucleäre Lokalisation ist Voraussetzung dafür, dass YB-

1 als Transkriptionsfaktor wirken kann und die Transkription der mdr1-/MDR1-Gene regu-

liert (Bargou et al., 1997). Dabei bindet YB-1 an die invertierten CCAAT-Elemente (y-Box) 

im MDR1/mdr1-Promotor und reguliert unter anderem dadurch die Expression der P-170-

Glykoproteine (Ueda et al., 1987). Dagegen wird YB-1 in normalen und nicht resistenten Zel-

len hauptsächlich nur im Zytoplasma gefunden (Bargou et al., 1997; Mechetner et al., 1997; 

Ohga et al., 1998). Neueste Untersuchungen zeigen, dass YB-1 durch den Zellzyklus reguliert 

wird und in der G1/S-Phase im Zellkern vorkommt (Jurchott et al., 2003). 

 

 

2.5 E1A-unabhängige adenovirale Replikation in vielfachresistenten Tumorzel-

len 

 

Für die Aktivierung sowohl der frühen wie auch der späten Gene spielt das 13S E1A-Protein 

eine entscheidende Rolle, da es die Transkription der E2, E3, E4-Gene induziert (Jones und 

Shenk, 1979). Für das Einleiten bzw. die Durchführung der Replikation werden die Produkte 

der E2-Gene benötigt, da sie für drei essentielle Proteine codieren. Die Transkription der E2-

Proteine wird durch zwei Promotoren gesteuert, den "Early E2F-abhängigen" (O`Connor und 

Hearing, 2000) und den "E2-late " Promotor (Swaminathan und Thimmapaya, 1995; Song 

und Young, 1997; Lu et al., 1996). Die E1A-Proteine interagieren mit den zellulären Tumor-



SCHRIFTTUM  15 

suppressoren der Rb-Klasse (Whyte et al., 1988). Dabei wird die Bindung von Rb/E2F ge-

spalten und der zelluläre Transkriptionsfaktor E2F freigesetzt. Die freien E2F-Faktoren kön-

nen sich dann an die entsprechenden Promotorbereiche von zellulären und viralen Genen bin-

den und die Transkription einleiten (Kovesdi et al., 1987; Nevins, 1992). Untersuchungen 

haben jedoch ergeben, dass bei höheren MOIs E1A-deletierte Adenoviren, welche die Bin-

dung von Rb/E2F nicht beeinflussen, trotzdem in der Lage sind in Tumorzellen effizient zu 

replizieren (Steinwaerder et al., 2000). Diese Form der Replikation wird in der Literatur als 

"E1A-like activity" bezeichnet. Eine mögliche Erklärung für das Phänomen lieferten Untersu-

chungen von Holm et al. (2002, 2004). Die Aktivierung der viralen Polymerase wird nicht 

über den "E2-early Promotor" (E2F-abhängig), sondern über den "E2-late Promotor" erzielt, 

der von dem Transkriptionsfaktor YB-1 abhängig ist, welcher die virale Replikation unabhän-

gig von E1A induzieren kann (Holm et al., 2002). Voraussetzung für die E1A-unabhängige 

adenovirale Replikation ist, dass der sonst cytoplasmatisch lokalisierte Transkriptionsfaktor 

YB-1 in vielfachresistenten Tumorzellen im Kern lokalisiert ist.  

Im Zellkern erfolgt die YB-1-vermittelte Transkription der E2-Proteine durch Aktivierung des 

"E2-late Promotors", der mehrere invertierte CCAAT-Sequenzen aufweist.  Die Kernlokalisa-

tion des Transkriptionsfaktors YB-1 ist für die Replikation von E1A-deletierten Adenoviren 

in vielfachresistenten Tumorzellen verantwortlich (Holm et al., 2004).  

In Tumorzellen, in denen YB-1 nicht im Kern lokalisiert ist, können Replikations-defiziente 

E1-minus Adenoviren nicht oder nur sehr schwach replizieren und somit keine Zelllyse 

durchführen. Dagegen führt die Infektion von E1A-deletierten Adenoviren in vielfachresisten-

ten Tumorzellen in vitro zur Viruspartikelbildung mit viraler Zelllysis (Holm et al., 2004).  

 

 

2.6 Magnetofektion 

 

Die Magnetofektion ist eine in der Gentherapie neue Methode, bei der Genvektoren mit mag-

netischen Nanopartikeln assoziiert werden und unter dem Einfluss eines Magnetfeldes den 

Gentransfer in ein bestimmtes Zielgebiet vermitteln sollen. 

Hierbei werden virale oder nicht-virale Genvektoren an Ferrofluide gebunden und mit Hilfe 

eines externen magnetischen Feldes in den Zielzellen angereichert (Florence und Halbert, 

1985; Alexiou et al, 2000). Bei den Ferrofluiden handelt es sich um eine wässrige Dispersion, 

sedimentationsstabiler, nanokristalliner magnetischer Partikel aus Eisenoxid mit einer Größe 

von 10 bis 1000 nm, die von einer polymeren Hülle umgeben sind. Diese Hüllsubstanz ist 
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einerseits für die Stabilität des kolloidalen Systems notwendig, andererseits weist sie die zur 

Bindung notwendigen ionischen Gruppen auf (Lubbe et al., 1996). Durch Anwendung eines 

starken Magnetfeldes, eines Eisen-Bor-Neodym-Permanentmagneten, können die Genvekto-

ren in einem Zielgebiet angereichert werden. Die nicht-viralen Genvektoren werden an poly-

kationisch oder auch an polyanionisch beschichtete superparamagnetische Eisenoxid-

Nanopartikel gebunden. Die magnetischen Nanopartikel werden mit einer Hülle aus Polyethy-

len (transMAGPEI) umgeben, um eine elektrostatische Bindung der Genvektoren zu ermögli-

chen. Virale Genvektoren können an polykationisch beschichtete Magnetpartikel gebunden 

werden. Die bisher erreichten Assoziationseffizienzen sind bis zu siebzig Prozent der einge-

setzten Virusdosis. Es kommt zu einer elektrostatischen Wechselwirkung zwischen den poly-

kationisch beschichteten Eisenoxid-Nanopartikeln und den anionisch geladenen Viren, die 

miteinander Komplexe bilden. Die Bindung erfolgt außerdem durch Salz-induzierte Kolloid-

Aggregation (Scherer et al., 2002). 

 

Abbildung 5: Herstellung von Magnetofektinen. Mit Polyethylen-beschichtete, magnetische Eisenoxid-
Nanopartikel werden mit Adenoviren inkubiert. Es kommt zu einer Komplexbildung der anionisch geladenen 
Adenoviren und den polykationisch beschichteten Magnetpartikeln durch elektrostatische Wechselwirkung. 
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Zum Nachweis der Transfereffizienz werden Reportergene verwendet. Reportergene sind 

Gene, deren Expression in den Zielzellen durch einfache bio- oder histochemische Methoden 

nachweisbar ist. Das Reportergen zeigt an, ob und in welchem Ausmaß in den zu untersu-

chenden Zellen eine Transfektion stattgefunden hat. Auf diese Weise kann die Effektivität der 

verwendeten Vektorsysteme (Lowy et al., 1978; Kingston 1997) unter dem Einfluss des Mag-

netfeldes untersucht werden. Reportergene werden nicht endogen in den zu untersuchenden 

Zellen exprimiert und können in entsprechenden Nachweisverfahren objektiv, quantitativ, 

schnell, sicher und reproduzierbar nachgewiesen werden. Als Reportergen-Systeme werden z. 

B. Luciferase, Green Fluorescent Protein (grün leuchtendes Protein) und ß-Galaktosidase ein-

gesetzt (Köhler et al., 2000; Groskreutz und Schenborn, 1997). Das in Bakterien der Gattung 

Escherichia coli vorkommende Enzym ß-Galaktosidase, das die Hydrolyse von ß-Gal-

Zuckern katalysiert, wird durch das E. coli-lacZ-Gen kodiert. 

Durch den Einbau dieses Gens in Vektoren, kann die ß-Galaktosidase in den Zielzellen 

exprimiert und als Indikator verwendet werden. Der Nachweis der ß-Galaktosidase-

Expression erfolgt durch Zugabe von X-Gal. X-Gal (5-Brom-4-Chlor-3-Indolyl-ß-D-

Galaktopyranosid) ist eine farblose Substanz, bei der eine chromophore Gruppe ß-1-4-

glykosidisch an Galaktose gebunden wird. Nach der Spaltung von X-Gal durch ß-

Galaktosidase erfolgt eine Blaufärbung (Minol, 1996a). Vektoren, die ß-Galaktosidase als 

Reportergen enthalten und mit Eisenoxidpartikel versehen werden, transfizieren nur die Zel-

len, die sich im Einflussgebiet des Magneten befinden. Blaufärbung zeigt die transfizierten 

Zellen an. 

 

Vorteile der Magnetofektion: 

 

Im Einflussbereich des Magnetfeldes kann 

eine gezielte lokoregionale Infektion er-

reicht werden: 

Die Infektion begrenzt sich auf einen be-

stimmten Bereich in der Zellkulturschale,  

d. h. die transferierten Genvektoren reichern 

sich nur in Zellen an, die sich im Einflussge-

biet des Magnetfeldes befinden. 

Kurze Inkubationszeit: 

 

Die Inkubationszeit von infizierten Zellen 

verringert sich von fünf bis sechs Stunden 

auf zwanzig Minuten. 
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Reduktion der eingesetzten Virusdosis: 

 

Es ist eine geringere Dosis nötig, um ein op-

timales Transfektionsergebnis zu erzielen. 

Verbesserung der Transfektionseffizienz: Unter dem Einfluss eines magnetischen Fel-

des kann man eine bis zu 500-fache Steige-

rung der Transfereffizienz bzw. der Gen-

expression erreichen (Scherer et al., 2002). 
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3 EIGENE UNTERSUCHUNGEN 

 

 

3.1 Zielvorstellung 

 

Für den Erfolg in der Gentherapie spielt ein effizienter Gentransfer eine wichtige Rolle.  

Der Transfer spezifischer Gene und deren Expression durch adenovirale Vektoren hat bis jetzt 

in vivo noch nicht zu dem erhofften Durchbruch in der Tumorbehandlung geführt. Die 

Hauptprobleme sind vor allem die geringe Transfektionseffizienz und die Schwierigkeit ge-

zielt Zielzellen zu infizieren. Eine in der Gentherapie erst neu eingesetzten Technologie - der 

Magnetofektion - eröffnet neue Perspektiven für eine gezielt lokoregionäre Applikation.  Bei 

dieser Technik werden  Eisenoxidpartikel an Vektoren gebunden und mit Hilfe eines externen 

Magnetfeldes in einem Zielgebiet angereichert. 

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, zu zeigen, dass durch den Einsatz onkolytischer adenovi-

raler Vektoren in Kombination mit der Magnetofektion eine gezielte Infektion von Tumorzel-

len im Wirkungsbereich des Magnetfeldes erreicht werden kann. Dadurch soll eine Erhöhung 

der adenoviralen Replikation und Partikelzahlbildung mit nachfolgender gezielter Lyse von 

bestimmten Tumorzellen erreicht werden kann. 

Der Nachweis der adenoviralen Replikation und der Partikelbildung bzw. Partikelzahl erfolgt 

durch Southern Blot und Plaque Assay. Die Onkolyse wird anhand des Virus-assoziierten 

cytopathogenen Effektes dargestellt.  

Die Untersuchungen werden in der Zellkultur an vielfachresistenten YB-1 kernpositiv und 

nicht resistenten YB-1 kernnegativen Tumorzellen durchgeführt und die Ergebnisse miteinan-

der verglichen. 

 

 

3.2 Material und Methoden 

 

3.2.1 Material 

3.2.1.1 Zellen 

• 293 (humane embryonale Nierenzellen) 
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• A549 (humane Lungenkarzinomzellen) 

• EPP85-181RDB (humane Pankreaskarzinomzellen) 

• EPG85-257RDB (humane Magenkarzinomzellen) 

• U2OS (humane Osteosarkomzellen) 

 

3.2.1.2 Virusstämme 

• Ad312 (E1A-deletiertes Adenovirus Serotyp 5) 

• AdLacZ (Adenovirus Serotyp 5, E1/E3 deletiert, enthält ß-Galaktosidase als Reporter-
gen)  

• Wildtyp Ad5 (Wildtyp-Adenovirus Serotyp 5) 

 

3.2.1.3 Puffer und Lösungen 

• 10 x SSC: 
1,5 M NaCl 
0,15 M Na-Citrat, pH 7,0 

• 20 x SSC:  
3M NaCl 
0,3 M Na-Citrat, pH 7,0 

• Antibiotika-Stocklösung für die Zellkultur: 
Penicillin: in H2O bidest. gelöst, bei 4°C lagern. 100 µg/ml Medium zusetzen. 
Streptomycin: in H2O bidest. gelöst, bei 4°C lagern. 25 µg/ml Medium zugeben. 
Penicillin/Streptomycin, der Fa. Biochrom KG Berlin 

• Cäsiumchlorid-Lösung zur Virusreinigung: 
1,33 M CsCl 
1,45 M CsCl 
5mM Hepes, pH 7,8 

• Denaturierungspuffer für Southern Blot: 
0,5 N NaOH 
1,5 M NaCl 

• Dulbeccos DMEM-Medium für die Zellkultur: 
3,7 g/l NaHCO3 
4,5 g/l D-Glucose 
1,028 g/l N-Acethyl 
L-ananyl-L-glutamine 
Na-Pyruvat,  
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Fa. Biochrom KG Berlin: 

• Ethidiumbromid: 
10 mg/ml Ethidiumbromid in H2O bidest. 
Zur Gelelektrophorese 1,2 µl Stocklösung in Agarosegel und Laufpuffer hinzufügen. 

• Fetales Kälberserum (FKS) für die Zellkultur: 
10% werden dem Anzuchtmedium der Zelllinien zugesetzt; 
Fetal Bovine Serum der Fa. Biochrom KG, Berlin 

• Glutaraldehyd 0,5% in PBS, pH 7,4, zum Fixieren der Zellen vor der X-Gal-Färbung 

• Glycerin 70% in sterilem H2O zum Konservieren der mit X-Gal gefärbten Zellen 

• HBS für die Magnetofektion: 
8 g/l NaCl 
0,27 g/l Na2HPO4 x 2 H2O 
0,37 g/l KCl 
1 g/l Dextrose 
in 1000 ml Hepes 

• Hepes-Puffer für die Viruspräperation: 
5 mM 4-(2-Hyhroxyethyl)-Piperazin-1-ethansulfonsäure, pH 7,8 

• Hybridisierungslösung: 
0,1% SDS 
0,2 x SSC 

• Kristallviolett-Lösung:  
15 g Kristallviolett 
85 ml Ethanol (100%) 
250 ml Formaldehyd 
mit H2O bidest. auf 1000 ml auffüllen 

• Leibowitz 15- Medium für die Zellkultur, der Fa. Biochrom KG Berlin 

• Magnetische Eisenoxid-Nanopartikel (fl-MAGPEI): 
Superparamagnetische Eisenoxidpartikel (Partikelgröße: 200 nm) mit einer Hülle aus 
PEI (Polyethylenimin; 800 kDa), der Fa. Chemicell, Berlin 

• Neutralisationspuffer für Southern Blot: 
0,5 M Tris HCl, pH 7,0/1,5 M NaCl 

• Optimem-Infektionsmedium für das Wachstum der Virus-Stammlösung: 
2,5% FBS 
5ml 200 mM Glutamin, Penizillin, Streptomycin 
2 ml 0,4 M L-Arginin 

• PBS (1x)-Dulbecco für die Zellkultur (Phosphate puffered saline), der Fa. Biochrom 
KG, Berlin  

• PBS (Phosphate Buffered Saline): 
140 mM NaCl 
2,7 mM KCl 
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6,5 mM Na2HPO4 
1,5 mM KH2PO4 
0,7 mM CaCl2 
0,5 mM MgCl2, pH 7,4 

• PBS 2+ für die Magnetofektion: 
68 mM CaCl2 
49 mM MgCl 
in 500 ml PBS 

• Plaque-Assay-Medium: 
2 x DMEM mit 5% FBS, Glutamin, Penicillin, Streptomycin, L-Arginin 

• Proteinase K für die DNA-Präparation: 
20 mg/ml in H20 bidest.; 30 min bei 37° C vorinkubieren; bei -20° C in Portionen la-
gern 

• Puffer B, der Fa. Roche, Mannheim 

• Qia-Auftragspuffer, für die DNA-Präparation: 
8 M Urea 
0,1 M NaH2PO4 
0,01 M Tris 
0,01 M Imidazol 
0,002 M 2-Mercaptoethanol 
0,05 M NaCl, pH 8,0 

• Qia-Elutionspuffer für die DNA-Präparation: 
8 M Urea 
0,002 M 2- Mercaptoethanol 
0,1-0,4 M Imidazol 

• Qia-Waschpuffer, für die DNA-Präparation: 
pH 6,3; s. Qia-Auftragspuffer 

• TBE-Puffer: 
1 M Tris 
0,83 M Borsäure 
10 mm EDTA 

• Tris-Puffer: 
10 mM Tris-HCl, pH 7,6-7,8 

• Trypanblau-Lösung 0,5%: 
0,9 g NaCl 
0,5 g Trypanblaufarbstoff 
in 100 ml H20 bidest. 

• Trypsin/EDTA-Solution für die Zellkultur:  
0,25% Trypsin 
0,02% EDTA 
in PBS w/o., der Fa. Biochrom KG, Berlin: 
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• Viral Preservation Medium: 
1 ml 1 M Tris, pH 8,0 
2 ml 5 M NaCl 
0,1g BSA 
d H2O ad 50 ml 
50 ml Glycerin 
steril filtrieren und bei 4° C lagern 

• X-Gal-Färbelösung: 
5,3 ml PBS, pH 7,4 
600 µl 10 x PBS/CN 
120 µl X-Gal-Stammlösung 

• X-Gal-Stammlösung: 
5mM K3Fe(CN)6 
5mM K4Fe(CN)6 
1 mM MgCl2 
in 200 ml PBS, pH 7,4 gelöst 
20 mg X-Gal/ml Dimethylformamid 
Aufbewahrung in einem dunklen Gefäß, bei -20° C 

 

3.2.1.4 Chemikalien 

• 32P-Nucleotid (Fa. ICN Biomedicals, Eschwede) 

• Agarose (Fa. peq Lab Biotechnologie, Erlangen) 

• Borsäure (Fa. Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim) 

• BSA (Fa. Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim) 

• Caesium-Chlorid, CsCl (Fa. Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim) 

• Calciumchlorid, CaCl2 (Fa. Merck, Darmstadt) 

• Daunoblastin (Fa. ICN Biomedicals, Eschwede) 

• DMF (Dimethylformamid) (Fa. Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim) 

• DMSO (Dimethylsulfoxid) (Fa. Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim) 

• DANN Molekulargewichtsmarker (Fa. Roche, Mannheim) 

• EDTA (Ethylendiamintetraessigsäure) (Fa. Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim) 

• Ethanol, absolut (Fa. Merck, Darmstadt) 

• Ethidiumbromid (Fa. Boeringer, Mannheim) 

• Exoklenow (Fa. Stratagene Europe, Amsterdam, Niederland) 
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• FKS (fetales Kalberserum) (Fa. Biochrom, Berlin) 

• Isopropanol (Fa. Merck, Darmstadt) 

• Formaldehyd (Fa. Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim) 

• Glutaraldehyd (Fa. Fluka Chemie, Buchs) 

• Glycerin (Fa. Fluka Chemie, Buchs) 

• Hepes (N-(2-Hydroxyethyl)-piperazin-N`-2-ethansulfonsäure) (Fa. Sigma-Aldrich 
Chemie, Steinheim) 

• Kaliumdihydrogenphosphat (Fa. Fluka Chemie, Buchs) 

• Kaliumferricyanid, K3(FeCN)6 (Fa. Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim) 

• Kaliumferrocyanid, K4(FeCN)6 (Fa. Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim) 

• Kb-ladder (Fa. peq Lab Biotechnologie, Erlangen) 

• Kristallviolett (Fa. Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim) 

• L-Arginin (Fa. Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim) 

• L-Glutamin (Fa. Biochrom, Berlin) 

• Magnesiumchlorid, MgCl2 (Fa. Merck, Darmstadt) 

• Natriumchlorid, NaCl  (Fa. Fluka Chemie, Buchs) 

• Natriumcitrat, C6H5Na3O7 (Fa. Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim) 

• Natriumhydrogenphosphat, Na2HPO4 (Fa. Merck, Darmstadt) 

• Natriumhydroxid, NaOH  (Fa. Fluka Chemie, Buchs) 

• Nucleotidtriphosphat (dCPT) (Fa. MBI Fermentas, St. Leon-Rot) 

• Penicillin (Fa. Biochrom, Berlin) 

• Primer für das E2A-Gen (Fa. MWG Biotech, Ebersberg) 

• Proteinase K (Fa. Qiagen, Hilden) 

• Random 9mer Primer (Fa. Stratagene Europe, Amsterdam, Niederland)  

• Restriktionsendonukleasen (Fa. MBI Fermentas, St. Leon-Rot) 

• Salzsäure, HCl (Fa. Merck, Darmstadt) 

• SDS (Dodecylsulfat, Na-Salz) (Fa. Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim) 

• Streptomycin (Fa. Biochrom, Berlin) 

• Tris (Fa. Merck, Darmstadt) 
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• Trypsin (Fa. Biochrom, Berlin) 

• Tryptanblau (Fa. Merck, Darmstadt) 

• X-Gal (5-Brom-4-Chlor-3-Indolyl-ß-D-Galaktopyranosid) (Fa. MBI Fermentas, St. 
Leon-Rot) 

 

3.2.1.5 Vorgefertigte Systeme 

• Qiagen Mini Kit 50 (Fa. Qiagen, Hilden) 

 

3.2.1.6 Geräte, Laborhilfsmittel und Verbrauchsmaterialien 

• Brutschränke für Zellkultur (Fa. Life Sciences International, Frankfurt) 

• Dialyseschläuche (Slide-A-Lyzer 10 K Dialysis Cassetten) (Fa. Pierce Chemical 
Company, Rockford, USA) 

• Eisen-Bor-Neodym-Permanentmagnete ("NeoDelta"; Reminenz: ca. 1080-1150 mT; 
Fa. IBS Magnet, Berlin): 1 Kunststoffplatte mit 6 runden (d = 15 mm; h = 5 mm) und 
eine Kunststoffplatte mit 6 rechteckigen Magneten (20 x 10 x 5mm)  

• Eismaschine (Fa. Ziegra, Isernhagen) 

• Elektrophoresekammer (Hoefer TM HE 33) (Fa. Amersham Biosciences Europe, Frei-
burg) 

• Gefrierschrank (-80°C) (Hera freeze) (Fa. Heraeus Holding, Hanau)  

• Hybridisierbrutschrank (7601) (Fa. GLF, Gesellschaft für Labortechnik, Burgwedel) 

• Laboruhr (Fa. Oregon scientific, Villingen) 

• Laborwaage (Explorer) (Fa. OHaus, Giessen) 

• Magnetrührer (Variomag) (Fa. H+P Labortechnik, München) 
• Megafuge (2,0 R) (Fa. Hereus Instruments, Hanau) 

• Micro SpinTM 625 Columns (Fa. Amersham Biosciences Europe, Freiburg) 

• Mikropipetten (Fa. Eppendorf, Hamburg) 

• Mikroskop (Axiovert 25) (Fa. Zeiss, Jena) 

• Mikrowellenherd (Fa. Siemens, München) 

• Neubauer-Zählkammer (Fa. Schubert & Weiß, Schwandorf) 

• Nylon-Membran (Fa. Bioscience Schleicher & Schuell, Dassel) 
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• Orbitalschüttler (Heidolph Duomax 2030) (Fa. Heidolph Instruments, Schwabach) 

• PCR-Thermocycler (Robo Cycler Gradient 40) (Fa. Stratagene Europe, Amsterdam, 
Niederland) 

• PhosphorImagerTM (Fa. Fujifilm, Düsseldorf) 

• Plexiglasringe (Ø 2 cm) (Fa. Weiß, München) 

• Röntgenfilme (HyperfilmTM ECLTM der Fa. Amersham Biosciences Europe, Freiburg) 

• Spektrophotometer DU-600 (Fa. Beckman, Krefeld) 

• Sterile Werkbank (Fa. Heraeus Instruments, Hanau) 

• StratalinkerR UV-Crosslinker (2400) (Fa. Stratagene Europe, Amsterdam, Niederland) 
• Stromgerät für die Elektrophorese (EC 105) (Fa. E-C Apparatus Corporation, St. Pe-

tersburg, Florida) 

• Thermomixer (Compact) (Fa. Eppendorf, Hamburg) 

• Turbo Blotter  Filterpapier (Fa. Bioscience Schleicher & Schuell, Dassel) 

• Ultrazentrifuge (Optima TM LE-80 K) (Fa. Beckman, Krefeld) 

• UV-Transilluminator (Fa. Biotech Fischer, Reiskirchen) 

• Vortexer MS 2 Minishaker IKAR (Fa. IKAR Werke, Stauffen) 

• Wasserbad (Fa. Memmert, Schwabach) 

• Zellkulturplastikwaren (Fa. TPP, Techno Plastic Products, Trasadingen, Schweiz): 
Zellkulturflaschen (25 cm2, 75 cm2) 
6-Lochplatten 
Petrischalen (5 cm) 
Schraubdeckelröhrchen (2 ml, 50 ml) 
Eppendorfröhrchen (1,5 ml) 
Zellschaber 
Pipettenspitzen (10, 100,500 µl) 

• Zentrifuge EBA 12 (Fa. Hettich, Tuttlingen) 
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3.2.2 Methoden 

3.2.2.1 Zellkultur 

 

Für die Untersuchungen verwendet man die vielfachresistenten EPG85-257RDB- und EPP85-

181RDB-Zelllinien. Die Zellen werden in L-15 Medium kultiviert, dem 10% FKS zugesetzt 

wird. 

Um die P-Glykoproteinexpression und somit die Kernlokalisation von YB-1 zu gewährleisten, 

erfolgt alle vier Wochen eine Behandlung der Zelllinien mit 100 ng/ml Daunoblastin. Als 

Kontrolle dienen die nicht resistenten Zelllinien U2OS und A549, die man in DMEM Medi-

um mit 10% FKS kultiviert. Beiden Medien wird L-Glutamin (200 µg/ml), Penicillin (100 

µg/ml) und Streptomycin (25 µg/ml) zugesetzt. In regelmäßigen Abständen werden die kon-

fluent gewachsenen Zellen einmal mit PBS gewaschen und durch Versetzen mit Trypsin von 

der Kulturflasche abgelöst. Die abgelösten Zellen werden dann in frischem Medium re-

suspendiert und je nach Bedarf in neue Flaschen verteilt. In feuchter Atmosphäre, bei 37°C 

und einem CO2 -Anteil von 5%, erfolgt die Inkubation der Zellen, die man zur Lagerung 

trypsiniert und drei Minuten bei 1.200 rpm zentrifugiert. Nach dem Absaugen des Überstan-

des  werden die Zellen in 4°C gekühltes Einfriermedium (10% FKS, 15% DMSO) portioniert, 

möglichst rasch bei -80°C für 24 Stunden tiefgefroren und anschließend in flüssigen Stick-

stoff (-196°C) verbracht. 

Zur Anzucht taut man die tief gefrorenen Zellen in einem 37°C warmen Wasserbad auf und 

zentrifugiert diese drei Minuten lang bei 1.200 rpm. Das Zellpellet wird dann im Anzuchtme-

dium mit 10% FKS, L-Glutamin, Penicillin und Streptomycin aufgenommen und in einer 

kleinen Gewebekulturflasche bis zum Erreichen eines Monolayers bei 37°C inkubiert. 

 

3.2.2.2 Verwendete Viren und Virusvermehrung 

 

Für die Versuche finden die rekombinanten Adenoviren Ad312 und AdLacZ Verwendung. 

Ad312 ist ein Replikations-inkompetentes Adenovirus, welches kein funktionelles E1A Gen-

produkt bilden kann (Nevins, 1981). AdLacZ ist ein E1/E3 deletiertes Adenovirus, welches ß-

Galaktosidase als Transgen expremiert. Die Vermehrung der verwendeten Viren wird in der 

293-Zellinie (Graham et al., 1977; Brough et al., 1996; Amalfitano et al., 1996) durchgeführt. 
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Die Zellen werden in DMEM Medium kultiviert, dem 10% FKS, L-Glutamin, Penicillin und 

Streptomycin zugesetzt ist.  

 

3.2.2.2.1 Infektion der 293-Zellen 

 

Die Infektion der subkonfluent gewachsenen 293-Zellen erfolgt mit 1-10 pfu/Zelle adenovira-

ler Vektoren im OPTIMEM-Infektionsmedium (enthält 2% FKS). Anschließend werden die 

Zellen für eine Stunde im Brutschrank bei 37°C inkubiert und alle 15 Minuten geschwenkt. 

Nach der Infektion wird das Infektionsmedium durch DMEM Erhaltungsmedium, das 10% 

FKS enthält, ersetzt.  

 

3.2.2.2.2 Isolierung der Viren aus den 293-Zellen 

 

Die infizierten Zellen werden ca. 36-48 Stunden bis zur Ablösung des Zellrasens (cpE 80-

100%) bei 37°C inkubiert. Danach wird die Virus-Zell-Suspension  in ein Zentrifugenröhr-

chen umgefüllt und bei 3.500 rpm für 15 Minuten zentrifugiert. Der Überstand wird verwor-

fen, das Pellet in 8ml OPTIMEM resuspendiert und in ein Gefrierröhrchen überführt. Die Vi-

rusernte erfolgt durch viermaliges Gefriertauen (-80°C, 37°C), wodurch intrazellulär liegende 

Virionen freigesetzt werden. 

 

3.2.2.2.3 Präparation der Viren 

 

• Cäsiumchlorid-Dichtegradienten-Zentrifugation 

 

Zur Beseitigung von noch bestehenden Verunreinigungen der Virionen wird ein Cäsi-

umchlorid-Dichtegradient (CsCl) hergestellt. Zentrifugiert man eine CsCl-Lösung lan-

ge genug bei ausreichend hoher Geschwindigkeit, so stellt sich am Boden des Zentri-

fugenröhrchens eine höhere Konzentration des schweren Salzes ein, während die Kon-

zentration nach oben hin abnimmt. Man erhält dadurch einen kontinuierlichen Dichte-

gradienten. 

Das Viruslysat wird bei 37°C aufgetaut und anschließend bei 3.500 rpm für 15 Minu-

ten zentrifugiert. In ein 50 ml Röhrchen werden 17 ml 1.33 molares CsCl und 9 ml 
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1.45 molares CsCl vom Röhrchenboden an luftblasenfrei unterschichtet, anschließend 

gibt man 10 ml Viruslysat vorsichtig zu. Nach zweistündiger Zentrifugation bei 

18.000 rpm wird die untere virushaltige Bande mit einer feinen Kanüle abgesaugt und 

mit Viral Preparation Medium 1:1 verdünnt, bevor die Dialyse erfolgt: 

 

 

• Dialyse 

 

Die Dialyse dient der schonenden Entfernung kleiner Moleküle, z. B. Salze und Phe-

nolreste, bei der Präparation der Viren.  

Die Virusverdünnung wird in ein "Slide" gespritzt und anschließend in einem Liter 

sterilen 10 mmolaren Trispuffer (pH 7.6-7.8) bei 4°C für 12-18 Stunden dialysiert, 

währenddessen rührt ein Magnetrührer den Puffer, den man nach zwei und dann nach 

vier Stunden wechselt. Bei -80°C erfolgt die Lagerung der Virusisolation bis zur Ver-

wendung. 

 

• Konzentrationsbestimmung durch DNA-Messung 

 

100µl CsCl gereinigte Viruslösung wird in 900µl 1xTE, pH 8.0 aufgelöst. Die Kon-

zentrationsbestimmung erfolgt über die Messung der Absorption bei 260 nm mit ei-

nem Photometer. 

Die Viruspartikelzahl pro ml wird unter Verwendung folgender Umwandlung be-

stimmt: 

 

 

 
 

A(260 nm) = 1.0 → Viruspartikel/ml = 1012 

also  1 : 1012  = A(260 nm) x (10) : X 

wobei X  = Viruspartikel pro ml und 10 = Virusverdünnung

Viruspartikel : pfu (plaque forming units) = 100 : 1 
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3.2.2.3 Zellzahlbestimmung mittels Vitalfärbung 

 
Die adhärenten Zellen werden mit PBS einmal gewaschen, trypsiniert, in frisches Medium 

resuspendiert und dann in ein Schraubdeckelröhrchen überführt. Anschließend mischt man 

20-30 µl der Zellsuspension mit dem gleichen Volumen einer 0.5% igen Trypanblau-Lösung 

und inkubiert zwei bis fünf Minuten bei 37°C. In der Zwischenzeit wird die Oberfläche der 

Neubauer-Zählkammer und das zugehörige Deckblatt mit 70% igem Ethanol gereinigt und die 

Zählkammer mit 9.8 µl der Zellsuspension befüllt. Unter dem Mikroskop erfolgt bei 100-

facher Vergrößerung die Auszählung aller nicht blau gefärbten (lebenden) Zellen aus den vier 

Großquadraten. Dabei werden die Zellen, die sich oben und links auf der Begrenzungslinie 

befinden mitgezählt, während man die unten und rechts auf der Begrenzung liegenden Zellen 

nicht berücksichtigt. 

 

Die Berechnung der Zellzahl wird folgendermaßen vorgenommen: 

 

r-

-

 

 

 

 

 

 

D

 

3

 

3

 

B

N

Z

Der Mittelwert aus den vier großen Quadraten ×2 (da zuvor mit Trypanblau 1:1 ve

dünnt wurde) ×104 = Anzahl der Zellen/ml 

Berechnung des Volumens für X Zellen: 

X Zellen ×1000µl : gezählte Zellen/ml = Volumen in µl in dem sich X Zellen befin

den. 
ie ausgezählten Zellen werden in 6-Loch-Platten ausgesät und bei 37°C inkubiert.   

.2.2.4 Nachweis der zielgerichteten Infektion durch Magnetofektion mit Hilfe eines 

LacZ-Adenovirus 

.2.2.4.1 Magnetofektion 

ei der Magnetofektion werden adenovirale Vektoren an superparamagnetische Eisenoxid-

anopartikel gebunden und dann unter Einfluss eines externen magnetischen Feldes in den 

ielzellen angereichert. Um die zielgerichtete Infektion zu prüfen, erfolgt der Nachweis der 
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mit dem adenoviralen Vektor AdLacZ (enthält ein LacZ-Gen) infizierten Tumorzellen durch 

x-Gal Färbung. 

Hierbei finden die mehrfachresistenten Zelllinien EPP85-181RDB, EPG85-257RDB und die 

nicht resistenten Zelllinien A549 sowie U2OS Verwendung, die man in 6-Loch-

Gewebekulturplatten aussät, bei 37°C im Brutschrank inkubiert und mit verschiedenen Virus-

konzentrationen infiziert. 

Die Virusverdünnung wird mit PBS2+, die Partikelverdünnung mit HBS auf jeweils 250 µl 

Volumen aufgefüllt. Anschließend werden Virusmix und Partikelmix (zusammen 500 µl) 

durch 20-maliges auf- und abpipettieren miteinander vermischt und 20 Minuten bei Raum-

temperatur inkubiert. Zwischenzeitlich saugt man das Medium der zu infizierenden Zellen ab 

und ersetzt es durch 1,75 ml frisches Medium. In der Folge werden die auf der Platte ausgesä-

ten Zellen (4 x 105 Zellen/Loch) mit der Virus-Partikelmischung (jeweils 250 µl pro Loch) 

infiziert und weitere 20 Minuten im Brutschrank bei 37°C inkubiert. Dabei befindet sich die 

6-Loch-Platte auf einem gleichgroßen Kunststoffträger, mit dem sechs Eisen-Bor-Neodym-

Permanentmagnete unterhalb der einzelnen Vertiefungen mittig angelegt werden. Es werden 

rechteckige (1 × 2 cm) und runde Magnete (Durchmesser: 1,5 cm) verwendet. Die Magneten-

platte wird dann wieder entfernt. 

Es folgt ein zweimaliges Absaugen und Wiederbefüllen mit Medium. Damit wird eine Wa-

schung der Zellen erreicht, die daraufhin im Brutschrank 24 Stunden bei 37°C inkubiert wer-

den. 

Beim Versuchsaufbau variieren Viruskonzentration (10, 50, 100 pfu/Zelle), sowie die mag-

netgestützte Inkubationszeit (20, 30, 45 Min.). Der Partikelgehalt (1 µg Eisenoxyd in 1µl ste-

rilem Wasser), variiert zwischen 5, 6, 10 und 12µl/4 x 105 Zellen. 

 

3.2.2.4.2 x-Gal Färbung 

 
Durch Insertion des lacZ-Gens von Escheria coli (E.coli), das für die ß-Galaktosidase kodiert, 

können die mit adenoviralen Vektoren infizierten Zellen identifiziert werden. Dazu werden 

die infizierten Zellen mit einer Lösung überschichtet, die das chromogene Substrat x-Gal ent-

hält. Bei dessen Umsetzung durch die ß-Galaktosidase entsteht ein blauer Farbstoff, der 

schwer löslich ist und nicht aus der Zelle diffundieren kann. 

Die Zellen werden einmal mit PBS (pH 7,4) gewaschen und anschließend für zehn Minuten in 

PBS mit 0,5%igem Glutaraldehyd bei 37°C im Brutschrank fixiert. Nach Zugabe einer frisch 

angesetzten PBS- Lösung, die 1mg/ml x-Gal (5-Brom-4-Chlor-3-Indolyl-ß-D-
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Galaktopyranosid) erfolgt eine Inkubation der Zellen für weitere sechs Stunden bei 37°C im 

Brutschrank. Nach Entfernen der x-Gal Lösung wird zur Asservation 70% iges Glycerin zu-

gesetzt. Die Zellinfektion wird durch Blaufärbung angezeigt und kann somit makroskopisch 

identifiziert werden. 

 

3.2.2.5 Nachweis der adenoviralen DNA-Replikation durch Southern-Blot 

 

Die Zelllinien EPP85-181RDB, EPG85-257RDB, A549 und U2OS werden in 6-Lochplatten 

ausgesät (2 x 105 Zellen/Loch) und jeweils mit 50 und 100 pfu/Zelle des E1A-deletierten ade-

noviralen Vektors Ad312 unter Verwendung der Magnetofektion (Methode wie oben be-

schrieben durchgeführt) infiziert. Die infizierten Zellkulturen inkubiert man 3 Tage bei 37°C 

im Brutschrank. 

Danach erfolgt die Isolierung der viralen DNA mit Hilfe des Qiagen DNA Mini Kits (50). 

Dabei wird die DNA über Ionenaustauscher-Säulen präpariert und von Proteinen und RNA 

gereinigt. 

 

3.2.2.5.1 Isolierung der viralen DNA 

 
Die infizierten Zellen in den 6-Lochplatten werden mit einem Zellschaber abgelöst und in ein 

50 ml Schraubdeckelröhrchen überführt. Durch anschließende 5-minütige Zentrifugation bei 

20°C und 2.000 rpm wird der Zellkulturüberstand mit den abgelösten Zellen pelletiert. Nach 

Absaugen des Überstandes resuspendiert man das Pellet in 200 µl PBS. Dann erfolgt die Zu-

gabe von 20 µl Proteinase-K-Lösung und 200 µl AL-Puffer, woraufhin die Mischung bei 

70°C für 15 Minuten im Thermomixer geschüttelt wird. Zum Ausfällen der DNA werden 200 

µl 100%iges Ethanol zu-pippetiert und über die Säule gegeben; anschließend wird bei 14.000 

rpm für 1 Minute zentrifugiert. Dabei bindet die DNA an der Matrix der Säule. Die aufgefan-

gene Flüssigkeit verwirft man. Nach dem Zusetzen von 500 µl AW1 (Waschpuffer) über die 

Säule wird nochmals bei 14.000 rpm 1 Minute zentrifugiert, dem schließt sich eine wiederhol-

te Waschung mit 500 µl AW2 und anschließender Zentrifugation bei 14.000 rpm für 3 Minu-

ten an. Das Eluat wird jeweils verworfen. Dann werden 50 µl AE-Puffer (Elutionspuffer) über 

die Säule gegeben und für eine Minute bei 8.000 rpm zentrifugiert; dieser Puffer löst die DNA 

und schwemmt sie aus. Dieser Schritt wird wiederholt und das DNA-haltige Eluat in Eppen-
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dorf-Tubes überführt. Die Konzentrationsbestimmung der erhaltenen DNA erfolgt photomet-

risch. 

 

3.2.2.5.2 Photometrische Konzentrationsbestimmung von Nukleinsäuren 

 
Über die Messung der optischen Dichte (OD) bei einer Wellenlänge von 260 nm lässt sich die 

Konzentration von Nukleinsäuren unter UV-Licht photometrisch bestimmen. Aus dem Ver-

hältnis der OD260nm und der OD280nm erhält man eine Aussage über die Reinheit der Nuk-

leinsäure. Eine Nukleinsäurelösung, die nicht mit Proteinen kontaminiert ist, weist einen Quo-

tienten von 1,8 bis 2,0 auf.  

Die DNA-Lösungen werden 2:100 in H2O verdünnt und gegen H2O als Referenz gemessen. 

Unter Berücksichtigung des Verdünnungsfaktors entspricht die OD260 von 1 einer Nuklein-

säuremenge von 50 µg/ml. 

 

3.2.2.5.3 Spaltung von DNA mit Restriktionsendonukleasen 

 
Zur Restriktionsenzymspaltung werden je 1 µl der Restriktionsnukleasen Xho I und Hind III 

zu 2 µg gereinigter viraler DNA aus den Tumorzellen gegeben. Man setzt 2µl Reaktionspuf-

fer zu und füllt mit H2O auf 20 µl Gesamtvolumen auf. Als Kontrolle werden 2µg 

293/293PMT-DNA und 2 µg Wildtyp-Adenovirus Ad5-DNA  jeweils mit 1µl XhoI, 1µl Hin-

dIII und 2µl Puffer versetzt und anschließend mit sterilem Wasser ebenfalls auf insgesamt 20 

µl aufgefüllt. Die Spaltungsansätze inkubiert man im Thermomixer bei 37°C für 12 Stunden. 

Nach erfolgter Restriktion wird die DNA durch Elektrophorese im 1%igen Agarosegel aufge-

trennt. Anschließend wird das Ethidiumbromidhaltige Gel mit den DNA-Proben unter UV-

Licht betrachtet. Die Kontrolle 293/293PMT dient zur Unterscheidung zwischen "input" und 

replizierendem Virus. Dabei findet eine von Nelson und Kay (1997) beschriebene Methylie-

rungsstrategie Anwendung, die eine Überprüfung des Replikationsverlaufs von E1A-

deletierten adenoviralen Vektoren ermöglicht. Dazu werden Methyl-markierte adenovirale 

Vektoren, durch Hinzufügen einer Methylgruppe in 293-Zellen, die das Methyltransferasegen 

(PMT) exprimieren, produziert. Die Methylierung beeinträchtigt weder die Vektorvermeh-

rung, noch die Transgenexpression, verhindert aber die Spaltung der adenoviralen DNA durch 

das Restriktionsenzym XhoI; die Methylierung hat jedoch keinen Einfluss auf andere Restrik-

tionsenzyme. Findet eine Replikation der adenoviralen DNA statt, kommt es zum Verlust der 

Methylierung und die Spaltung der adenoviralen DNA durch XhoI und das Auftreten einer 
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Bande bei 6.5 kb und 1.5 kb; dagegen zeigt die nicht gespaltene adenovirale DNA von 8.0 kb 

die nicht replizierende "input" Vektor DNA an (Nelson und Kay, 1997). 

 

3.2.2.5.4 DNA-Agarosegelelektrophorese 

 
Mit Hilfe der Agarosegelelektrophorese können DNA-Fragmente nach ihrer Größe voneinan-

der getrennt und identifiziert werden. Die Konzentration der Agarosegele beträgt 2%. Dazu 

kocht man 0,4 g Agarose in 40ml TBE-Laufpuffer (Tris-Borat-EDTA-Puffer) auf, bis eine 

klare Lösung entsteht. Nach Abkühlung auf ca. 60°C wird  1,2µl Ethidiumbromid zugesetzt 

und daraus mit Hilfe eines Kammes ein ca. 5 mm starkes Gel mit Taschen gegossen. Die 

Kammern des Gels werden mit jeweils 20 µl Probe (enthält 2µg DNA), der zuvor 4 µl Pro-

benpuffer zugesetzt wurde, beladen. Durch die Zugabe des Probenpuffers kann man die Dich-

te erhöhen, sodass die DNA-Lösung in die Geltasche sinkt. Mit Hilfe von bekannten DNA-

Größenmarkern, die parallel im Gel mitlaufen, können die Größen der DNA-Fragmente ermit-

telt werden. Die Auftrennung der DNA-Fragmente erfolgt während ca. 4 Stunden bei einer 

Stromspannung von 75 Volt. Anschließend photographiert man die Gele unter UV-Licht. 

 

3.2.2.5.5 Transfer der DNA (Southern Blotting) 

 
Das Gel mit der elektrophoretisch aufgetrennten DNA wird vor dem Transfer mit Hilfe eines 

Orbitalschüttlers für 30 Minuten in Denaturierungspuffer (0,5 N NaOH/1,5 M NaCl) leicht 

geschwenkt und anschließend mit sterilem H2O abgespült. Zum Neutralisieren der DNA in-

kubiert man das Gel 30 Minuten in Neutralisationpuffer (0.5 M Tris HCl pH 7,0/1,5 M NaCl). 

Beim Blotten wird unter Ausnutzung der Kapillarkräfte ein Hochsalzpuffer (10xSSC-Puffer = 

1,5 M NaCl/0,15 M NaCitrat, pH 7,0) durch das Gel und die Membran in einen Stapel von 

Papiertüchern gesogen. Dabei wandert die DNA mit und bleibt auf der Membran haften. 

Vor Aufbau des Transferstapels wird das vorbehandelte Gel für 30 Minuten in 20xSSC-Puffer 

inkubiert. Das "Blotsandwich" besteht aus Whatman-Filterpapieren ( mit 20xSSC-Puffer ge-

tränkt), den Gel, der Nylonmembran (die vorher kurz in H2O und dann 5 Minuten in 20xSSC-

Puffer gelegt wurde), mehreren Lagen trockenen Zellstoffpapier und einer Abdeckplatte. Der 

Transferstapel wird in einer Wanne mit 20xSSC getränkt. Nach 12 Stunden Transfer erfolgt 

eine kovalente Bindung der DNA an die Nylonmembran durch UV-Licht (UV-Stratalinker). 
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3.2.2.5.6 Herstellung einer E2A-Sonde 

 
Für die virale DNA Analyse stellt man eine mit 32P radioaktiv markierte E2A-cDNA-Sonde 

her. Die radioaktiv markierte cDNA-Sonde für den Nachweis des adenoviralen E2A-Gens 

wird durch PCR generiert (E2-late-Sonde: Position 22734 bp - 24235 bp). Dazu verwendet 

man Wildtyp Ad5-DNA und spezifische Primer für das E2A-Gen. Für die Amplifikation der 

cDNA werden die Primer 5`-TGGTGCCGC GCACACCCA-3` und 5`-

CCGGACAGGCCGCGTCA-3`eingesetzt. Die Amplifizierungsreaktion erfolgt in 30 Zyklen 

für 60 s bei 95°C, 60 s bei 55°C und 60 s bei 72°C. 

 

3.2.2.5.7 Hybridisierung  

 
Nach dem Transfer erfolgt der Nachweis spezifischer DNA durch Hybridisierung mit radioak-

tiv markierter DNA.  

Die Hybridisierungen werden in einem Glasrohr im temperierten Drehofen durchgeführt. Vor 

der Hybridisierung wird die Nylonmembran eine Stunde bei 58°C in 10 ml 

0,1%SDS/0,2xSSC vorbehandelt, um unspezifische Bindungsstellen zu blockieren (Prähybri-

disierung). 

Für die Herstellung einer markierten Sonde kocht man 25 µl DNA-Probe mit 10 µl Random-

Primer und 23 µl H2O für 3 Minuten im Wasserbad und zentrifugiert anschließend, wobei die 

DNA denaturiert und mit Zufallshexameren (random primers) hybridisiert wird, die als Pri-

mer für die DNA-Polymerase dienen. Die Markierung erfolgt über den Einbau radioaktiv 

markierter Nukleotide. Im Radioaktivbereich setzt man unter Einhaltung der vorgeschriebe-

nen Sicherheitsmaßnahmen 10µl dCPT - Primer-Puffer, 5µl Nucleotid 32P und 1µl Exoklenow 

(entfernt die normalen dCTPs und baut die radioaktiv markierten ein) zu und inkubiert 15 

Minuten bei 37°C im Thermomixer. Um nach der Markierung die markierte DNA von nicht 

eingebauten markierten Nucleotiden zu reinigen, verwendet man Micro-spin-columns. 

Dabei werden die markierten DNA-Proben zweimal über die Säule gegeben und 2 Minuten 

bei 2.500 rpm zentrifugiert, anschließend 2 Minuten im kochenden Wasserbad denaturiert und 

der Nylonmembran zugegeben. Die Hybridisierung erfolgt für eine Stunde bei 58°C. Nach 

Abgießen des Überstandes aus dem Hybridisierungsglasrohr wird die Nylonmembran 30 Mi-

nuten bei 58°C in 0,1%SDS/0,2xSSC gewaschen; die DNA bleibt an die Membran kovalent 

gebundenen, so dass nur die radioaktive Sonde im Waschwasser verbleibt.  
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3.2.2.5.8 Autoradiographie 

 
Nach dem Waschen wird die Membran auf einem Whatman Filterpapier kurz angetrocknet 

und in Haushaltsfolie eingewickelt. In einer Filmkassette mit Verstärkerfolie exponiert man 

die Membran für eine Dauer von einer Stunde. Als Produkte entstehen Lichtquanten die durch 

PhosphorImagerTM detektiert werden können. Die Daten können mit einem Computer erfasst 

und dann densitometrisch ausgewertet werden.  

 

3.2.2.6 Nachweis des virusvermittelten cytopathogenen Effekts (cpE) 

 

E1A-deletierte adenovirale Vektoren können in vielfachresistenten Tumorzellen eine sehr 

effiziente virale Replikation mit Partikelbildung und viraler Tumorlyse (cytopathogener Ef-

fekt) durchführen. 

Durch den Einsatz der Magnetofektion soll eine gezielte Infektion der Tumorzellen erreicht 

werden.  

EPP85-181RDB, EPG85-257RDB, A549 und U2OS Zellen werden in 6-Lochplatten ausgesät 

(2 x 105 Zellen/Loch) und bei 37°C im Brutschrank inkubiert, bis ein ca. 80% konfluent ge-

wachsener Zellrasen erreicht ist. 

Die resistenten Zelllinien EPP85-181RDB, EPG85-257RDB werden mit einer Infektionsdosis 

von 20, 30, 50 und 100 pfu/Zelle und die nicht resistenten Zelllinien A549, U2OS mit 50 und 

100 pfu/Zelle beimpft. Zur Infektion verwendet man den E1A-deletierten adenoviralen Vektor 

Ad312. 

 

Zum Vergleich werden die Versuchsreihen jeweils mit und ohne der vorstehend beschriebe-

nen Magnetofektion durchgeführt. Die infizierten Zellen inkubiert man solange bei 37°C im 

Brutschrank, bis ein Ablösen der Zellen (cytopathogener Effekt) sichtbar ist. 

Anschließend wäscht man die Zellen mit PBS und färbt diese 10 Minuten mit Kristallviolett-

Lösung (1ml Lösung/Loch). Nach Entfernen der Färbelösung erfolgt eine erneute Waschung 

mit PBS.  

Das Ergebnis wird makroskopisch beurteilt; die gefärbten Zellen erscheinen in einem kräfti-

gen violett.  
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3.2.2.7 Nachweis der Partikelbildung/Partikelzahl mittels Plaque Assay  

 

Um die Zahl der infektiösen Viren ("Plaque- bildende Einheiten"; pfu) pro ml Virussuspensi-

on zu ermitteln, titriert man die Viren mit dem Plaque Assay. 

Die Zelllinien EPP85-181RDB, EPG85-257RDB, A549 und U2OS werden in 6-Loch-Platten 

ausgesät (2 x 105 Zellen/Loch) und unter Verwendung der Magnetofektion mit 50 pfu des 

E1A-deletierten adenoviralen Vektors Ad312 infiziert. 

Nach 4-tägiger Inkubation bei 37°C im Brutschrank isoliert man die infizierten Zellen im In-

nen- (Einflussbereich des Magneten) und Außenbereich der 6-Loch-Platte getrennt voneinan-

der, um die Wirksamkeit der Magnetofektion zu prüfen. Dazu wird ein Plexiglasring, der dem 

Durchmesser des vorher verwendeten Magneten entspricht, in die Mitte des Loches gesetzt. 

Anschließend werden die infizierten Zellen einmal mit PBS gewaschen und trypsiniert. Nach 

ca. 5 Minuten überführt man die abgelösten Zellen in ein 2 ml Schraubdeckelröhrchen und 

versetzt diese mit Dulbeccos-Vollmedium. Es erfolgt ein dreimaliges Gefriertauen (-80°C, 

+37°C) der Virus-Zell-Suspension, bevor 15 Minuten bei 2.500 rpm zentrifugiert wird. Der 

Überstand, in dem das Virusmaterial enthalten ist, wird abgenommen und bis zur Weiterver-

wendung bei -80°C gelagert. 

Zur Titerbestimmung legt man eine logarithmische Verdünnungsreihe aus Virussuspension 

und OPTIMEM Infektionsmedium mit 2% FKS an und infiziert einen ca. 90% konfluenten 

293-Zellrasen mit 500 µl dieser Verdünnung. Alle Versuchsreihen werden dabei als Doppel-

bestimmung angesetzt. Danach werden die infizierten Zellen eine Stunde im Brutschrank bei 

37°C inkubiert und alle 10 Minuten vorsichtig geschwenkt. Anschließend überschichtet man 

den Zellrasen mit 8 ml eines auf 42°C vorgewärmten, agarhaltigen Mediums (1% autiklavier-

te Agarose/Plaque Assay Medium im Verhältnis 1:1) und inkubiert bei 37°C bis zum Auftre-

ten von Plaques. Nach ca. 10 Tagen können die Plaques ausgezählt und der Titer nach folgen-

der Formel berechnet werden: 

 

Titer (pfu/ml) = Plaquezahl x Verdünnungfaktor -1 x Volumen der Virusverdünnung -1
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3.3 Ergebnisse 

 

 

3.3.1 Überprüfung der zielgerichteten Infektion mit AdLacZ via X-Gal Färbung  

 

Die mit dem adenoviralen Vektor AdLacZ infizierten Tumorzellen werden via x-Gal Färbung 

nachgewiesen, um somit die zielgerichtete Infektion zu prüfen. Die Zelllinien EPP85-

181RDB, EPG85-257RDB, A549 und U2OS (4 x 105 Zellen/Kavität) werden mit Viruskon-

zentrationen von 10, 50 und 100 pfu/Zelle unter Verwendung der Magnetofektion infiziert. 

Zur Etablierung der Methode wird ein unterschiedlicher Magnetpartikelgehalt von 5, 6, 10 

und 12 µl/4 x 105 Zellen (1µg Eisenoxid/1µl) eingesetzt. Die infizierten Zellen werden unter 

dem Einfluss des Magnetfeldes 20, 30 und 45 Minuten inkubiert.  

Die verwendeten Zelllinien, die mit einer Virusdosis von 50 und 100 pfu/ Zelle infiziert wur-

den, zeigen alle eine makroskopisch sichtbare Blaufärbung, die sich auf den Einwirkungsbe-

reich des Magneten beschränkt; d. h. der an Eisenoxidpartikel gebundene adenovirale Vektor 

infiziert nur die Zellen, die sich im Einflussgebiet des Magneten befinden.  

Bei einer Infektionsdosis von 10 pfu/Zelle ist makroskopisch keine Infektion feststellbar. 

Um ein optimales Infektionsergebnis zu erreichen ist ein Eisenoxidpartikelgehalt von mindes-

tens 6 µl/4 x 105 Zellen notwendig; bei einer geringeren Konzentration ist makroskopisch 

keine Blaufärbung der infizierten Zellen feststellbar.  

Eine Inkubationszeit von 20, 30 und 45 Minuten unter dem Einfluss des Magneten führt zu 

einem gleich guten Infektionsergebnis. 
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Abbildung 6: Lokalisation der adenoviralen Infektion durch Magnetofektion. Die Zelllinien A549, U2OS, 
EPP85-181RDB und EPG85-257RDB werden in einer 6-Lochplatte ausgesät und mit 100 pfu AdLacZ/Zelle 
infiziert. Das Virus wird mit paramagnetischen Eisenoxid-Nanopartikeln assoziiert und unter Einfluss des Mag-
netfeldes eines Eisen-Bor-Neodym-Permanentmagneten 20 Minuten inkubiert. Dabei liegt die 6-Lochplatte auf 
einen gleichgroßen Kunststoffträger, mit dem sechs Magnete mittig unter der Platte angelegt werden. Bei den 
A549-Zellen erfolgt die Inkubation unter Anwendung eines rechteckigen Magneten, während bei den übrigen 
Zelllinien ein runder Magnet verwendet wird. Das Reportergen ist ß-Galactosidase. Blaufärbung zeigt die infi-
zierten Zellen an (links und rechts oben), die sich auf den Einflussbereich des Magnetfeldes beschränken. Der 
gleiche adenovirale Vektor AdLacZ ohne Eisenpartikel angewandt, führt zu makroskopisch nicht feststellbarer 
Infektion (links und rechts Mitte). Der untere Bereich der 6-Lochplatte (links und rechts) dient zur Kontrolle 
(enthält nur Zellen). 
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3.3.2 Southern-Blot-Analysen 

 

Für das Einleiten bzw. die Durchführung der Replikation werden die Produkte der E2-Gene 

benötigt. Zunächst werden die E2-Gene über den E2F-abhängigen E2-early-Promotor akti-

viert. Sobald YB-1 mit Hilfe des E1B-55kDa Proteins im Kern zur Verfügung steht erfolgt ein 

Umschalten zum E2-late-Promotor. E1A-deletierte Adenoviren können in vielfachresistenten 

Tumorzellen (enthalten häufig YB-1 im Kern) eine E1A-unabhängige Replikation durch Ak-

tivierung des E2-late Promotors durchführen. Durch die Magnetofektion soll eine Erhöhung 

der Replikationsrate erreicht werden. Die Überprüfung der viralen Replikation erfolgt mit der 

Southern Blot Analyse. Damit lässt sich der Grad der Replikation abschätzen.   

Die vielfachresistenten Tumorzellen EPP85-181RDB, RDB252 und die nicht resistenten 

A549-U2OS-Zellen werden unter Anwendung der Magnetofektion mit jeweils 50 und 100 

pfu/Zelle des E1A-deletierten Adenovirus Ad312 infiziert. 3 Tage nach der Infektion wird die 

DNA mit dem Qiagen DNA Mini Kit (50) aus den Tumorzellen isoliert. Anschließend werden 

2µg der  viralen DNA  mit den Restriktionsenzymen XhoI und HindIII gespalten. Nach Auf-

trennung der Fragmente im 2%igen Agarose-Gel und Transfer auf eine Nylonmembran wird 

mit einer 32P-radioaktiv markierten cDNA Sonde für das adenovirale E2A-Gen hybridisiert. 

Mit den Restriktionsendonukleasen XhoI und HindIII verdaute DNA des Wildtypvirus Ad5 

und 293/293PMT werden als Kontrolle mitgeführt.  

 

                      HindIII                             XhoI                  HindIII 

Ad5__________↓___________________↓____________↓______ 

                    18318 bp                           24796 bp         26328 bp                  

 

Abbildung 7: Schematische Darstellung der Schnittstellen von HindIII und XhoI. Die Restriktionsenzyme 
schneiden an Basenposition 18318 und 26328  bzw. 24796 bp. Die E2A-cDNA Sonde bindet zwischen den 
Schnittstellen von 24796 bp und 18318 bp. 
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Abbildung 8: Southern Blot-Hybridisierung  
Nach Hybridisierung mit einer 32P-markierten cDNA-Sonde für das E2A-Gen können bei den Virus-DNA-
Isolaten aus den A549-Zellen schwache Signale detektiert werden. Die Zelllinie A549 zeigt eine starke "Hin-
tergrundreplikation". Die virale DNA aus den EPP85-181RDB-Zellen und den Kontrollen zeigen starke Signale. 
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Abbildung 9: Southern Blot-Hybridisierung 
Nach Hybribisierung mit einer 32P-markieren E2A-cDNA-Sonde sind bei den viralen DNA-Fragmen
U2OS-Zellen keine Hybridisierungssignale zu detektieren. Starke Signale können bei der viralen DN
EPG85-257RDB und den Kontrollen festgestellt werden. 
Ad

E2A
Ad

E2A
ten aus den 
A aus 
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Bei den viralen DNA-Fragmenten aus den nicht resistenten U2OS-Zellen (YB-1 negativ) 

können nach Hybridisierung mit einer 32P-markieren E2A-cDNA Sonde keine Signale detek-

tiert werden; d. h. es hat keine Replikation stattgefunden. Ein schwaches Hybridisierungs-

signal ist bei den viralen DNA-Fragmenten aus den nicht resistenten A549-Zellen zu detektie-

ren. A549-Zellen zeigen eine hohe "Hintergrundreplikation". Starke Signale können bei den 

viralen DNA-Fragmenten aus den vielfachresistenten EPP85-181RDB- und EPG85-257RDB-

Zellen (YB-1 positiv) festgestellt werden. 

EPP85-181RDB-Zellen sind durch die geringe Expression des adenoviralen CAR-Rezeptors 

normalerweise gegenüber einer adenoviralen Infektion relativ resistent. Durch die Anwen-

dung der Magnetofektion kann eine Infektion der Zellen und adenovirale Replikation erreicht 

und somit eine E1A-unabhängige Replikation induziert werden. 

 

 

3.3.3 Virusvermittelter cytopathogener Effekt (cpE) 

 

Replikations-defiziente E1A-minus Adenoviren können in vielfachresistenten Tumorzellen 

eine Replikation, Partikelbildung und eine virale Tumorzelllyse durchführen. Mit Hilfe der 

Magnetofektion sollen gezielt infizierte Tumorzellen aufgelöst werden. 

Die vielfachresistenten Zelllinien EPP85-181RDB und EPG85-257RDB werden mit und  oh-

ne Magnetofektion mit verschiedenen Konzentrationen des E1A-deletierten adenoviralen 

Vektors Ad312 infiziert. Bis zum Auftreten eines cytopathogenen Effekts (Abkugelung, Lyse 

der Zelle) werden die Zellen im Brutschrank bei 37°C inkubiert. Anschließend werden die 

Zellen mit PBS gewaschen und mit Kristallviolett-Lösung gefärbt. Nach wiederholtem wa-

schen mit PBS erscheinen die gefärbten Zellen in violetter Farbe. 

 
 20 30 50 100 pfu/Zelle 

EPP85-
181RDB 

kein cpE kein cpE kein cpE cpE nach  
4 Tagen 

EPG85-
257RDB 

cpE nach  
4 Tagen 

cpE nach  
4 Tagen 

cpE nach  
3 Tagen 

cpE nach  
3 Tagen 

 

 

 

 

 
Tabelle 1: Darstellung des cytopathogenen Effekts nach Infektion der vielfachresistenten Tumorzellen EPP85-
181RDB und EPG85-257RDB mit unterschiedlichen Viruskonzentrationen unter dem Einfluss der Magnetofek-
tion. 
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EPP85-181RDB-Zellen 

 
Abbildung 10: Nachweis von cpE in EPP85-181RDB-Zellen. EPP85-181RDB-Zellen werden mit 100 pfu 
Ad312/ Zelle unter Anwendung der Magnetofektion infiziert. Es wird ein runder Magnet verwendet. Nach 4 
Tagen ist in der Mitte der Zellkulturplatte deutlich cpE sichtbar (links und rechts oben). Die mittleren Kavitäten 
(links und rechts) dienen der Kontrolle und enthalten nur Zellen. Zum Vergleich wird die Magnetofektion ohne 
Eisenpartikel (links unten) und ohne Virus (rechts unten) durchgeführt.  

 
EPP85-181RDB-Zellen  

 

 
Abbildung 11: Nachweis von cpE in EPP85-181RDB- Zellen. EPP85-181RDB-Zellen werden mit 100 pfu 
Ad312/Zelle und Eisenoxidpartikel unter dem Einfluss eines rechteckigen Magneten infiziert. Nach 4 Tagen ist 
makroskopisch cpE im Zentrum der Plattenkavität sichtbar (links und rechts Mitte). In den beiden oberen Kavi-
täten sind nur Zellen vorhanden. Im unteren Bereich der 6-Lochplatte werden bei der Magnetofektion keine 
Eisenpartikel (links unten) und kein Virus(rechts unten) verwendet. 

100 pfu Ad312/Zelle + Eisenoxidpartikel 

nur Zellmaterial

Links: 100 pfu Ad312/Zelle; rechts: nur Eisenpartikel   

nur Zellen

100 pfu Ad312/Zelle + Eisenoxidpartikel

Links: 100 pfu Ad312/Zelle; rechts: Eisenoxidpartikel 
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EPG85-257RDB-Zellen  

 

 

 
Abbildung 12: Nachweis von cpE in EPG85-257RDB-Zellen. EPG85-257RDB-Zellen werden mit 20 pfu-
Ad312/Zelle infiziert. Die Infektion erfolgt mit Hilfe der Magnetofektion unter dem Einfluss eines runden 
Magneten. Bereits 4 Tage nach der Infektion ist cpE feststellbar (links und rechts oben). Zur Kontrolle wird in 
der Mitte (links und rechts) die Magnetofektion ohne Magnetpartikel und ohne Virus angewendet. Unten links 
werden keine Eisenpartikel und unten rechts kein Virus bei der Magnetofektion eingesetzt. 

20 pfu Ad312/Zelle + Eisenoxidpartikel 

nur Zellen

Links: 20 pfu Ad312; rechts: nur Eisenoxidpartikel 

 

 

Die EPG85-257RDB-Zellen zeigen bereits bei einer Infektionsdosis von 20 pfu/Zelle einen 

deutlichen cytopathogenen Effekt 4 Tage nach der Infektion. Bei den EPP85-181RDB-Zellen 

wird erst bei einer Viruskonzentration von 100 pfu/Zelle nach 4 Tagen cpE sichtbar. Die infi-

zierten Zellen zeigen eine abgerundete Form und beginnen ihre Adhärenz zu verlieren.  

 

Zugleich werden die vielfachresistenten Zelllinien EPP85-181RDB und EPG85-257RDB oh-

ne Magnetofektion mit den selben Virusdosierungen infiziert, anschließend inkubiert und 

nach 4 Tagen mit Kristallviolett-Lösung gefärbt.  

 

 
 20 30 50 100 pfu/Zelle 

EPP85-
181RDB 

kein cpE kein cpE kein cpE kein cpE 

EPG85-
257RDB 

kein cpE kein cpE kein cpE kein cpE 

 

 

 

 
Tabelle 2: Darstellung des cytopathogener Effekts 4 Tage nach Infektion der vielfachresistenten EPP85-
181RDB-und EPG85-257RDB-Zellen mit verschiedenen Viruskonzentrationen ohne Verwendung der Magneto-
fektion. 
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Weder die EPP85-181RDB noch die EPG85-257RDB-Zellen weisen nach 4 Tagen einen ade-

noviralen cpE auf. EPP85-181RDB-Zellen sind resistent gegenüber einer normalen adenovi-

ralen Infektion. Hier kann gezeigt werden, dass diese Zelllinie mit Hilfe der Magnetofektion 

sehr gut infizierbar ist. 

 

Zum Vergleich werden die nicht resistenten Zelllinien A549 und U2OS jeweils mit einer Vi-

rusdosis von 50 und 100 pfu/Zelle infiziert. Die Versuche werden mit und ohne der Magneto-

fektion durchgeführt.  

 

 

 

 
Tabelle 3: Dargestellt wird der cytopathogene Effekt nach Infektion der resistenten Zelllinien A549 und U2OS 
mit und ohne Anwendung der Magnetofektion. Es werden Viruskonzentration von 50 und 100 pfu/Zelle verwen-
det. 
 

 

A549-Zellen    U2OS-Zellen 

 

  
 

100 pfu Ad312/Zelle 
+ Eisenoxidpartikel

 
 
 
 
 

nur Zellmaterial 
 
 
 
 

Links: 100 pfu 
Ad312/Zelle; rechts 

nur Eisenoxidpartikel

 

 

 50 100 pfu/Zelle 
A549 kein cpE kein cpE 
U2OS kein cpE kein cpE 

 

Abbildung 13: Kein Nachweis von cpE in A549- und U2OS-Zellen. A549- und U2OS-Zellen werden unter An-
wendung der Magnetofektion mit 100 pfu Ad312/Zelle infiziert (links und rechts oben). Die Zellen zeigen 
makroskopisch eine gleichmäßige, intensiv violette Färbung; cpE ist nicht sichtbar. In der Mitte der Platte (links 
und rechts) wird die Magnetofektion ohne Virus und ohne Eisenpartikel durchgeführt; die Kavität unten links 
enthält nur Virus und unten rechts nur Eisenpartikeln. 
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Bei den nicht resistenten A549 und U2OS-Zellen ist weder mit noch ohne Magnetofektion ein 

cpE feststellbar. 

 

Die Ergebnisse zeigen, dass der E1A-deletierte adenovirale Vektor Ad312 unter Anwendung 

der Magnetofektion in den vielfachresistenten Tumorzellen im Einflussgebiet des Magneten, 

einen cytopathogenen Effekt induziert. Im Gegensatz dazu entwickeln die nicht resistenten 

Tumorzellen, die mit Ad312 infiziert wurden kein Zeichen eines adenoviralen cytopathogenen 

Effekts.  

 

 

3.3.4 Auswertung des Plaque Assay 

 

In folgenden Versuchen soll die Effektivität der Magnetofektion auf die adenovirale Replika-

tion und die Partikelzahlbildung mit dem Plaque Assay untersucht werden.  

EPP85-181RDB-, EPG85-257RDB-, A549-und U2OS-Zellen werden unter Anwendung der 

Magnetofektion mit 50 pfu des E1A-deletierten Adenovirus Ad312 infiziert. Nach 4-tägiger 

Inkubation wird das Virus aus den infizierten Zellen im Innen- (Wirkungsbereich des Magnet-

feldes) und Außenbereich der 6-Loch-Platten-Kavität, getrennt voneinander isoliert. 

 

 
6-Loch-Platte 
 
 

 
Plexiglasring 

 
innen 

 
außen 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 14: Wirkungsbereich des Magnetfeldes in der Zellkulturschale. Das Virus Ad312 wird nach 4-tägiger 
Inkubation aus den Kavitäten der 6-Loch-Gewebekulturplatte isoliert. Die Isolierung erfolgt getrennt voneinan-
der aus der Mitte und dem Randbereich der Kavität; d. h. aus dem Einflussbereich des Magnetfeldes und aus 
dem Bereich ohne Magnetfeldeinwirkung. 
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Aus den Virusisolaten werden logarithmische Verdünnungsreihen angelegt und 293-Zellen 

damit infiziert. Nach 10-tägiger Inkubation der infizierten 293-Zellen werden die Plaques 

ausgezählt und der Virustiter errechnet.  

 
Virusisolat Virustiter 

A549 innen 104

 außen 104

U2OS innen 6x101

 außen 6x101

EPG85-257RDB innen 106

 außen 6×104

EPP85-181RDB  innen 106

 außen 6×104

 

Tabelle 4: Durchschnittliche Virustiter von 2 unabhängigen Versuchsreihen 
293-Zellen werden mit Verdünnungen der Virusisolate infiziert. Nach 10 Tagen werden die Plaques ausgezählt 
und der Virustiter wird berechnet. Aus 2 unabhängigen Versuchsreihen wird der durchschnittliche Virustiter 
gebildet. 

 

Titer Plaque Assay

A549 U2OS RDB257 RDB181
Platten

innen
außen

106

105

104

103

102

101

 

Abbildung 15: Virustiter nach Produktion auf 293-Zellen. Schematisch dargestellt sind die Titer der Virusisolate 
aus resistenten und nicht resistenten Tumorzellen nach einer Inkubation auf 293-Zellen. Die Viren wurden sepa-
rat aus dem Innen- und Außenbereich der infizierten Zellenkulturen isoliert, um die Effektivität der Magnetofek-
tion auf die Replikation und Viruspartikelbildung von Ad312 in vielfachresistenten Tumorzellen zu untersuchen. 
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Die Ergebnisse zeigen, dass der adenovirale Vektor Ad312 in den vielfachresistenten Tumor-

zelllinien EPG85-257RDB und EPP85-181RDB im Einflussgebiet des Magnetfeldes zu ei-

nem fast 20-fach höheren Titer repliziert als außerhalb des Magnetfeldes. Damit kann gezeigt 

werden, dass durch die Magnetofektion die Infektionsrate deutlich steigt und dadurch auch die 

Replikation bzw. die Partikelbildung in den vielfachresistenten Tumorzellen erhöht werden 

kann. 

Im Gegensatz dazu kann in den resistenten A549-und U2OS-Zellen keine Erhöhung der vira-

len Replikation durch die Magnetofektion festgestellt werden; Ad312 repliziert in den nicht 

resistenten Zellen mit Hilfe der Magnetofektion innerhalb und außerhalb des Magnetfeldes zu 

praktisch identischen Titern. Die Zelllinie A549 zeigt eine hohe "Hintergrundreplikation". 

Untersuchungen zur YB-1 Lokalisation wären angezeigt. 

 

 



DISKUSSION  49 

4 DISKUSSION 

 

Die Behandlung von Tumorerkrankungen hat bisher noch nicht zu dem gewünschten Erfolg 

geführt. Dabei stellen besonders gegen Zytostatika vielfachresistente Tumorzellen ein großes 

Problem  bei der Chemotherapie dar. Auch die bisher in klinischen Studien eingesetzten Stof-

fe, die als Inhibitoren der multidrug resistence bekannt sind und die Sensitivität von chemore-

sistenten Zellen steigern (Bradley et al., 1988; Shustik et al., 1995) konnten bisher die Erwar-

tungen nicht erfüllen. Hinzu kommen noch die wenigen Gentherapieversuche, die auf Grund 

der geringen Transfereffizienz in vivo nicht zu einem Durchbruch in der Krebsbehandlung 

geführt haben. Onkolytische Adenoviren stellen eine neue Therapieplattform in der Krebsbe-

handlung dar. Die Entdeckung, dass adenovirale Vektoren in vielfachresistenten Tumorzellen 

eine sehr effiziente Replikation durchführen eröffnet neue Perspektiven in der Behandlung 

von vielfachresistenten Tumorzellen. Insbesondere der in vorausgegangenen Studien beo-

bachtete synergistische Effekt der adenoviralen Onkolyse in Verbindung mit der Chemothe-

rapie zeigen in präklinischen Mausmodellen sehr positive Daten (Li et al., 2001; Yu et al., 

2001). 

Jedoch besteht weiterhin das Problem genügend Tumorzellen in vivo zu infizieren. Ein Grund 

besteht darin, dass viele Tumore den so genannten adenoviralen Rezeptor CAR nicht expri-

mieren (Lee et al., 2003; Fueyo et al., 2003). 

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, zu zeigen, dass eine Erhöhung der replikativen und onko-

lytischen Eigenschaften von E1A-deletierten Adenoviren in vielfachresistenten Tumorzellen 

mit Hilfe der Magnetofektion erreicht werden kann. Durch die Bindung von adenoviralen 

Vektoren an nanokristalline Eisenoxidpartikel können unter Einfluss eines Magnetfeldes ziel-

gerichtet bestimmte Tumorzellen infiziert werden; dieses Verfahren wurde in der Zellkultur 

an vielfachresistenten und nicht resistenten Tumorzellen angewandt. Um untersuchen zu kön-

nen, ob überhaupt und wo eine  Infektion stattfindet, kam das  Reportergen LacZ zum Einsatz. 

Dies ermöglicht den Nachweis der viralen Infektion via x-Gal Färbung. Um den Grad der 

adenoviralen Replikation abschätzen zu können wurde eine Southern Blot Analyse durchge-

führt. Dazu wurde eine radioaktiv markierte cDNA-Sonde für den Nachweis des adenoviralen 

E2A-Gens hergestellt. Anschließend wurde die Tumorzelllyse anhand des Virus-assoziierten 

cythopathogenen Effektes dargestellt. Weiterhin wurde mit dem Plaque Assay der Einfluss 

des Magnetfeldes auf die adenovirale Replikation und die Partikelbildung untersucht.  
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4.1 Diskussion der Magnetofektion  

 

Es konnte unter Beweis gestellt werden, dass unter Anwendung der Magnetofektion eine ge-

zielte adenovirale Infektion von Tumorzellen erreicht werden kann; d. h. es werden nur die 

Zellen im Einflussgebiet des Magneten infiziert. Für die Etablierung der Magnetofektion 

wurden verschiedene Virus- und Magnetpartikeldosierungen und unterschiedliche Inkubati-

onszeiten gewählt. Dabei wurde auf Vergleichsdaten in der Literatur zurückgegriffen (Scherer 

et al., 2002). Bereits eine Viruskonzentration von 50 pfu/Zelle des adenoviralen Vektors Ad-

LacZ führte zu einem hohen Anstieg der Reportergenprodukte in den infizierten Zellen; dies 

zeigte sich an der intensiven x-Gal Färbung der Zellen. Um ein optimales Infektionsergebnis 

zu erzielen, war im Gegensatz zu publizierten Daten von Scherer et al. (2002), die in ihren 

Studien eine Magnetpartikelkonzentration von 3 µg/3 x 105 Zellen einsetzten eine weitaus 

höhere Dosis von 6 µg/4 x 105 Zellen notwendig. Möglicherweise variieren die Eisenoxidpar-

tikel, die speziell für die Magnetofektion entwickelt werden und für die es noch keine stan-

dardisierten Herstellungsverfahren gibt, in den einzelnen Chargen. Die unterschiedlichen In-

kubationszeiten der infizierten Zellen unter der Einwirkung des Magneten zeigten ein gleich 

gutes Infektionsergebnis; d. h. mit Hilfe der Magnetofektion kann die Inkubationszeit von 

normalerweise 2 bis 4 Stunden auf 20 Minuten verkürzt werden.  

Die Transduktionseffizienz von adenoviralen Vektoren ist stark abhängig davon, ob die Ziel-

zellen den adenoviralen CAR-Rezeptor exprimieren. Viele Tumorzellen exprimieren nur we-

nig oder kein CAR (Dmitriev et al., 1998). Deshalb wurde die Wirkung der Magnetofektion 

auch an Zellen getestet, die vermutlich kein CAR produzieren (EPP85-181RDB-Zellen; 

Holm, persönliche Mitteilung). Die Zelllinie EPP85-181RDB ist im Gegensatz zu den ande-

ren verwendeten Zellen gegenüber einer adenoviralen Infektion resistent; d. h. es ist nur eine 

Infektion bei höheren Virusdosen und einer längeren Inkubationszeit möglich. In den durch-

geführten Versuchen konnte gezeigt werden, dass unter Einwirkung eines Magnetfeldes eine 

CAR unabhängige Infektion möglich ist.  

Der Einsatz der Magnetofektion eröffnet neue Perspektiven für eine gezielte lokoregionäre 

Tumortherapie. Für die Anwendung in der Zellkultur bietet die Magnetofektion 3 wichtige 

Vorteile: (1) Die Vektordosis kann erheblich reduziert werden; (2) die Inkubationszeit verrin-

gert sich; und (3) der Wirtszelltropismus kann deutlich erhöht werden.  

Aufgrund der sehr guten Ergebnisse in der Zellkultur ist die Magnetofektion eine viel ver-

sprechende Methode für die Therapie von Tumorerkrankungen. In Tiermodellversuchen 
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konnten bereits positive Ergebnisse verzeichnet werden (Scherer et al., 2002): Unter der Ein-

wirkung eines Magnetfeldes wurde die an Eisenoxidpartikel gebundene DNA in die Ohrvene 

von Schweinen injiziert und führte dort zu einer lokalen Genexpression. 

Wada et al. (2003) zeigten, dass es durch lokale Injektion von Magnetpartikeln in Zungenkar-

zinomen von Hamstern unter Einwirkung eines Magnetfeldes, wodurch eine Hyperthermie 

erzeugt wird, das Tumorwachstum gehemmt wird (Wada et al., 2003). 

Studien über die Stärke des Magnetfeldes in Bezug auf die Magnetofektine und somit die 

Charakterisierung des Wirkungsbereiches der Magnete in vivo liegen noch nicht vor. 

Eine Optimierung der Parameter könnte durch den Einsatz stärkerer Magnete wie z. B. Elekt-

romagnete erreicht werden. 

 

 

4.2 Diskussion der Nachweisverfahren 

 

Für alle Versuche wurden die vielfachresistenten Tumorzellen EPP85-181RDB und EPG85-

257RDB, in denen der humane Transkriptionsfaktor YB-1 im Kern lokalisiert ist, verwendet.  

Als Kontrolle dienten die nicht resistenten Tumorzellen A549 (enthalten YB-1 im Kern) und 

U2OS (YB-1 negativ). Die Infektion der Zellen erfolgte mit dem E1A-deletierten adenovira-

len Vektor Ad312 unter Einsatz der Magnetofektion. 

Mit der Southern-Blot-Analyse sollte die virale Replikation untersucht werden. Dazu wurde 3 

Tage nach der Infektion  die virale DNA isoliert und mit den Restriktionsenzymen XhoI und 

HindIII  gespalten. Nach Auftrennung der Fragmente im Agarose-Gel und Transfer auf eine 

Nylonmembran wurde mit einer 32P-radioaktiv markierten cDNA-Sonde für das adenovirale 

E2A-Gen hybridisiert. In den Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass E1A-deletierte 

Adenoviren in den vielfachresistenten Tumorzellen nahezu gleichstark replizieren wie das 

Wildtyp-Adenovirus. Bereits bei einer geringen Virusdosis von 50 pfu/Zelle konnten in der 

Southern Blot-Hybridisierung bei den adenoviralen DNA-Fragmenten aus den vielfachresis-

tenten EPP85-181RDB- und EPG85-257RDB-Zellen starke Signale detektiert werden; im 

Gegensatz dazu konnten bei den nicht resistenten U2OS-Zellen keine Hybridisierungssignale 

festgestellt werden; die nicht resistenten A549-Zellen zeigten schwache Signale. Die Auswahl 

der A549-Zellen für die Southern-Blot-Analyse erwies sich nicht als sehr günstig, da diese 

Zelllinie eine extrem hohe "Hintergrundreplikation" zeigte. Immunologische Untersuchungen 

wären angezeigt, um somit die Lokalisation von YB-1 zu bestimmen.  



DISKUSSION  52 

Mit Hilfe der Southern-Blot-Analysen konnte nachgewiesen werden, dass E1A-deletierte A-

denoviren in vielfachresistenten Tumorzellen, die YB-1 im Kern enthalten, eine E1A-

unabhängige Replikation durchführen können. Die Kernlokalisation des Transkriptionsfaktor 

YB-1 ist für die Replikation der Adenoviren in diesen Zellen offensichtlich verantwortlich. 

YB-1 übernimmt die Funktion der E1A-Region durch Aktivierung des E2-late-Promotors 

(Holm et al., 2002; 2004). Bei einer Vielzahl von vielfachresistenten Tumoren, wie z. B. 

Brustkrebs (Bargou et., al 1997), Osteosarkom (Oda et., al 1998) und Kolonkarzinomen (Shi-

bao et., al 1999) zeigt sich eine Lokalisation von YB-1 im Kern. Für die Therapie dieser Tu-

more könnten replikationsdefiziente adenovirale Vektoren in Zukunft zum Einsatz kommen.  

Anhand des Auftretens eines cytopathogenen Effektes sollte die virusvermittelte Tumorlyse 

nachgewiesen werden. Zur makroskopischen Darstellung wurden die infizierten Zellen mit 

Kristallviolett-Stammlösung  angefärbt. Um den Einfluss des Magnetfeldes zu untersuchen 

wurden die Versuche mit und ohne Magnetofektion durchgeführt.  

Die Untersuchungen zeigten, dass Replikations-defiziente E1A-minus Adenoviren unter An-

wendung der Magnetofektion in vielfachresistenten Tumorzellen im Einflussgebiet des Mag-

netfeldes eine gezielte Tumorlyse durchführen können. 

Die vielfachresistenten EPG85-257RDB-Zellen zeigten unter der Magnetofektion bereits bei 

einer sehr geringen Virusdosis von 20 pfu/Zelle 4 Tage nach der Infektion einen cytopathoge-

nen Effekt; bei den EPP85-181RDB-Zellen wurde erst ab einer Virusdosis von 100 pfu/Zelle 

cpE sichtbar. EPP85-181RDB-Zellen sind normalerweise resistent gegenüber einer normalen 

adenoviralen Infektion; d. h. eine Infektion ist erst möglich nach einem mehrstündigen Kon-

takt zwischen Virus und den zu infizierenden Zellen und entsprechend hohe Viruskonzentra-

tionen sind notwendig. In den Versuchen wurden die EPP85-181RDB-Zellen nach Anwen-

dung der Magnetofektion mit einer Virusverdünnung von 2ml (250 µl Virus-

Partikelmixverdünnung und 1,75 ml Medium) für nur 20 Minuten inkubiert. Damit konnte 

gezeigt werden, dass durch das Magnetfeld eine adenovirale Replikation in den EPP85-

181RDB-Zellen möglich ist.  

Ohne Magnetofektion konnte 4 Tage nach Infektion der vielfachresistenten Tumorzellen kein 

cpE festgestellt werden. Wie erwartet, war auch bei den nicht resistenten Zellen, auch mit der 

Magnetofektion, kein cpE sichtbar. Dies bedeutet, dass E1A-deletierte adenovirale Vektoren 

in der Lage sind vielfachresistente Tumorzellen selektiv zu eliminieren. 

Um die Effektivität der Magnetofektion auf die adenovirale Replikation und Partikelbildung 

von E1A-deletierten Adenoviren in vielfachresistenten Tumorzellen zu untersuchen, wurde 

ein Plaque Assay durchgeführt. Dazu wurden die verwendeten vielfachresistenten und zur 
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Kontrolle die nicht resistenten Tumorzellen unter Anwendung der Magnetofektion infiziert 

und das Virus aus dem Einflussgebiet und außerhalb des Magnetfeldes getrennt isoliert. Zur 

Titerbestimmung wurden logarithmische Verdünnungsreihen des isolierten Virus hergestellt 

und 293-Zellen, die eine E1A-unabhängige Replikation ermöglichen, damit infiziert. 

Die Ergebnisse zeigen, dass im Wirkungsbereich des Magnetfeldes die Replikationsrate in 

den vielfachresistenten Tumorzellen deutlich erhöht werden konnte. E1A-defiziente Adenovi-

ren replizierten in den vielfachresistenten Tumorzellen im Einflussgebiet des Magnetfeldes zu 

einem fast 20-fach höheren Titer als außerhalb des Magnetfeldes. Im Gegensatz dazu zeigten 

die nicht resistenten Tumorzellen praktisch identische Titer; die Magnetofektion brachte keine 

Verbesserung der viralen Replikation. Bei den nicht resistenten A549-Zellen war insgesamt 

ein verhältnismäßig hoher Virustiter zu erkennen, da diese Zelllinie eine extrem hohe "Hin-

tergrundreplikation" aufweist.  

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit erstmals, dass E1A-

deletierte Adenoviren unter Anwendung der Magnetofektion selektiv infizieren und in viel-

fachresistenten Tumorzellen eine sehr effiziente Replikation mit darauf folgender zielgerich-

teter Tumorlyse durchführen können. 

 

 

4.3 Schlussfolgerung und Ausblick 

 

Die in den letzten Jahren entwickelte Virustherapie ist eine neue und erfolgversprechende 

Therapiestrategie zur Bekämpfung von malignen Erkrankungen. So zeigt der bereits in klini-

scher Phase III befindliche adenovirale Vektor ONYX-015 (E1B-deletiert) vielversprechende 

Ergebnisse. Trotz der vielversprechenden Ergebnisse stellt ein effizienter adenoviraler Gen-

transfer einen limitierenden Faktor dar, welcher noch verbessert werden muss. Hindernisse 

dabei sind die niedrige Transfektionseffizienz und die Unfähigkeit, gezielt Targetzellen zu 

infizieren. Um das "Targeting" zu verbessern, ist es notwendig, neue Ansätze bzw. Strategien 

zu entwickeln. Dazu werden vor allem genetische (Austausch der adenoviralen Fiberproteine 

gegen Proteine anderer Serotypen, bzw. Zugabe von Fremdproteinen in die Fiber-Knob-

Domäne) und konjugierte basierende (z. B. biospezifische Fusionsproteine werden an einen 

Liganten gebunden) Strategien verfolgt, um auch Zielzellen zu erreichen, die den adenovira-

len CAR-Rezeptor nicht oder nur in geringen Mengen exprimieren. In Studien konnte bereits 

gezeigt werden, dass durch Modifizierung der adenoviralen Fiberproteine der adenovirale 
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Tropismus und somit der Gentransfer auch in Tumorzellen deutlich gesteigert werden kann 

(Koizumi et al., 2003).  

Möglicherweise bietet sich auch ein Weg durch die in der vorliegenden Arbeit eingesetzte 

Magnetofektion diese Barrieren zu überwinden. Die Verknüpfung der Technologie der 

Magnetofektion mit dem Einsatz von Replikations-spezifischen adenoviralen Vektoren stellt 

einen bisher noch nicht verfolgten Forschungsansatz in der Tumortherapie dar und könnte 

neue Perspektiven in der Behandlung von bösartigen Tumoren eröffnen. Es konnte in Studien 

bereits ein lokaler Gentransfer unter Anwendung der Magnetofektion an Ohrgefäßen von 

Schweinen erfolgreich durchgeführt werden (Scherer et al., 2002). 

Bevor jedoch diese Form der Gentherapie als Behandlung von malignen Tumorerkrankungen 

klinische Anwendung finden kann, ist in Zukunft neben der Entwicklung von verbesserten 

Vektoren eine Überprüfung des hier vorgestellten Versuchskonzeptes auf Effektivität zuerst 

im Tiermodell notwendig. Untersuchungen in einem Mausmodell mit einem verbesserten a-

denoviralen Vektor in Kombination mit der Magnetofektion werden zurzeit durchgeführt. 
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5 ZUSAMMENFASSUNG 

 

Untersuchungen zum Transfer von E1A-deletierten Adenoviren in vielfachresistenten 

Tumorzellen durch Magnetofektion 

 

Besonders Zytostatika-vielfachresistente Tumorzellen stellen bei der Chemotherapie ein gro-

ßes Problem dar. Mit der Entwicklung der Gentherapie ergibt sich eine neue erfolgverspre-

chende Perspektive für die Bekämpfung von malignen Tumorerkrankungen. Sehr viel ver-

sprechend ist die Entdeckung von E1A-deletierten Adenoviren, die in vielfachresistenten Tu-

morzellen, welche häufig den humanen Transkriptionsfaktor YB-1 im Kern enthalten, eine 

E1A-unabhängige adenovirale Replikation und virale Tumorzelllyse durchführen können. In 

der vorliegenden Arbeit sollte durch den Einsatz einer in der Gentherapie erst neuen Techno-

logie - der Magnetofektion - eine gezielte lokoregionäre Applikation dieser onkolytischen 

adenoviralen Vektoren  in die vielfachresisten Tumorzellen erreicht werden. Bei der Magne-

tofektion werden die adenoviralen Vektoren durch elektrostatische Wechselwirkungen an 

nanokristalline Eisenoxidpartikel gebunden und mit Hilfe eines externen magnetischen Feldes 

in den Zielzellen angereichert. Die Studien wurden in der Zellkultur an vielfachresistenten 

und nicht resistenten Tumorzellen durchgeführt.  

Zur Feststellung der zielgerichteten adenoviralen Infektion wurde das Reportergen LacZ ein-

gesetzt; mit Hilfe der x-Gal Färbung konnte durch Blaufärbung der infizierten Zellen nach-

gewiesen werden, dass im Einflussgebiet des Magnetfeldes eine effiziente Infektion stattge-

funden hat, sowohl in CAR-positiven wie auch in CAR-negativen vielfachresisten Tumorzel-

len. 

Um den Grad der adenoviralen Replikation abschätzen zu können, wurden Southern-Blot-

Analysen durchgeführt. Dabei zeigte sich, dass E1A-deletierte adenovirale Vektoren in den 

vielfachresistenten Tumorzellen eine sehr effiziente E1A-unabhängige Replikation durchfüh-

ren können. 

Weiterhin konnte der Nachweis der adenoviralen Replikation und der darauf folgenden Tu-

morzelllyse anhand des Virus-assoziierten cytopathogenen Effektes in den vielfachresistenten 

Tumorzellen mit der Kristallviolettfärbung erbracht werden. 

Die adenovirale Replikation und Partikelzahlbildung in vielfachresistenten Tumorzellen 

konnte anhand eines Plaque-Assay bestimmt werden. Dazu wurden E1A-deletierte Adenovi-

ren nach Infektion von resistenten und nicht resistenten Tumorzellen getrennt aus dem Ein-

flussbereich und außerhalb des Einflussbereiches des Magnetfeldes isoliert. Es zeigte sich, 
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dass die adenovirale Replikation/Partikelbildung im Wirkungsbereich des Magneten deutlich 

erhöht war. 

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass durch die Magnetofektion eine zielgerichtete ade-

novirale Infektion und eine Erhöhung der Transfereffizienz im Wirkungsbereich des Magnet-

feldes erreicht werden kann. Somit können E1A-deletierte Adenoviren im Einflussgebiet des 

Magneten vielfachresistente Tumorzellen, die YB-1 im Kern enthalten sehr effizient infizie-

ren und eine gezielte Tumorzelllyse durchführen. 
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6 SUMMARY 

 

Studies about transfer of E1A-deleted adenoviruses in multidrug resistant tumour cells 

by magnetofection 

 

Especially multidrug resistant cancer cells represent a major problem for effective cancer 

chemotherapy. The development of gene therapy is a new promising perspective for the fight 

against malignant tumour diseases.  

Very promising is the discovery of  E1A-defective adenovirus vectors, which perform an 

E1A-independent replication and viral cancer cell lysis in multidrug resistent cancer cells, in 

which YB-1 is predominantly localized in the nucleus. The present study indicates, that mag-

netofection - a new technology in gene therapy- offers new perspectives for target local appli-

cation of oncolytic adenoviral vectors in multidrug resistant tumour cells. With magnetofec-

tion adenoviral vectors are bound to ferric oxid nanoparticels by electrostatic interactions and 

an external magnetic field concentrates them in the target cells.  

The studies were carried out in tissue culture on multidrug resistant and drug sensitive cells. 

In order to investigate the target adenoviral infection the reporter gene LacZ was used. Effi-

cient viral infection of CAR-positiv and CAR-negativ multidrug resistent tumour cells in the 

magnetic field could be demonstrated through the blue colour of the infected cells by means 

of x-gal staining.  

Southern blot analysis as performed in order to estimate the adenoviral replication efficiency. 

The results show that E1A-deficient adenoviral vectors effictively replicated E1A independ-

ently in multidrug resistent cancer cells.  

Further more the adenoviral replication and host cell lysis could be identified causing an ade-

novirus mediated cythopatic effect in multidrug resistant tumour cells through crystal violet 

staining. 

Adenoviral replication and infectious virus particle formation in multidrug resistent cancer 

cells was determined by plaque assay; therefore the E1A-defective adenovirus were separatley 

isolated from inside and outside of the magnetic field after infection of multidrug resistent and 

chemosensitive cancer cells. The data demonstrated that adenoviral replication and the 

amount of infectious virus progency particles is clearly increased  in the influence of the mag-

netic field.  

The results of the studies show that by using magnetofection a target local adenoviral infec-

tion  and an increase of the transfer efficiency can be reached in the magnetic field. Therefore 
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in the magnetic field E1A-defective adenoviruses can effectively infect multidrug resistant 

cancer cells, which contain YB-1 in the nucleus and eliminate these target cells. 
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% Prozent 

: dividiert 

°C Grad Celsius 

µg Mikrogramm 

µl Mikroliter 

A. dest. Aqua destillata 

A549 humane Lungenkarzinomzellen 

Ad312 E1A-deletierter adenoviraler Vektor 

Ad5 Adenovirus Serotyp5 

AdLacZ Adenovirus mit integriertem ß-Galaktosidasegen 

ATP Adenosintriphosphat 

bp Basenpaare 

BSA Bovines Serum Albumin 

bzw. beziehungsweise 

ca. ungefähr 

cDNA komplementäre DNA 

cm Zentimeter 

CO2 Kohlendioxid 

cpE Cytopathogener Effekt 

CsCl Cäsiumchlorid 

d. h. das heißt 

dCMP Desoxy-Cytidinmonophosphat 

dCTP Desoxy-Cytidintriphosphat 

DMEM Dulbecco`s Zellkultur-Medium 

DMSO Dimethylsulfoxid 

DNA Desoxyribonucleinsäure 

E. coli Escherichia coli 

EPG85-257RDB humane Magenkarzinomzellen 

EPP85-181RDB humane Pankreaskarzinomzellen 

et al. und andere Autoren 

Fa. Firma 
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FKS Fetales Kälberserum 

HBS Hepes-gepufferte Saline 

ITR inverted terminal repeat 

kbp Kilobasenpaare 

kD Kilo-Dalton 

L15 Leibowitz Zellkultur-Medium 

lacZ ß-Galaktosidasegen 

MDR multidrug resistance (Vielfachresistenz) 

min Minute 

ml Milliliter 

mm Millimeter 

mmolar Millimolar 

MOI multiplicity of infectio 

mRNA messanger Ribonukleinsäure  

ng Nanogramm 

nm Nanometer 

OD optische Dichte 

PBS Phosphat-gepufferte Saline 

PCR Polymerase-Kettenreaktion 

PEI Polyethylenimin 

pfu Plaque-bildende Einheiten 

pH pH-Wert = negativ dekadischer Logarithmus der Wasserstoffio-
nenkonzentration 

RNA Ribonukleinsäure 

rpm rounds per minute 

SDS Sodiumdodecylsulfat 

sog. so genannte 

SSC Standard saline citrate 

ß-Gal ß-Galaktosidase 

ß-Gal ß-Galaktosidase 

TBE Tris Borat-EDTA 

TE Tris-EDTA 

TP terminales Protein 

U2OS humane Osteosarkomzellen 
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usw. und so weiter 

UV Ultraviolett 

x multipliziert 

x-gal 5-Chlor-4-Brom-3-Indolyl-ß-D-Galaktopyranosid 

YB-1 humaner Transkriptionsfaktor 

z. B. zum Beispiel 
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