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Einleitung

1.1 Hirntumore

1.1.1 Geschichte

Im Wintersemester 1862/63 pragte Rudolf Virchow (1821-1902) den Begriff des Glioms fiir Geschwiilste
,welche eine ndhere, histologische und genetische Bedeutung zum Nervensystem haben, ohne doch
nervos zu sein”. Das Gliom stellt eine Neoplasie dar, welche sich von den Stiitzzellen des Zentralen
Nervensystems, den sogenannten Gliazellen (Glia griechisch fiir Leim), ableitet. Dieser Begriff erfreute
sich Ende des 19. Jahrhunderts allgemeiner Beliebtheit und wurde rasch in den medizinischen Kontext

mit aufgenommen. Die maligne Form des Glioms stellt das Glioblastoma multiforme dar.

Abb. 1: Prof. Harvey Cushing (Quelle: Wikipedia)

Der Begriff Glioblastoma multiforme wurde von Percival Bailey (Neuropathologe/ Neurochirurg) und

Harvey Cushing (Neurochirurg) im Jahre 1926 gepragt (Abb. 1). Die beiden nahmen an, dass der Tumor
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von glialen Vorlduferzellen (Glioblasten) ausgeht und morphologisch sehr variabel sein kann
(multiforme). Es zeigte sich, mitunter auch auf die Beobachtungen von dem Neurochirurgen Dr. Walter
Dandy gestiitzt, dass diese Art von Tumor durch ein ausgepragtes infiltratives Wachstum
gekennzeichnet ist. Dieser operierte in den 1920er Jahren komatdse Patienten, die ein Glioblastom
(GBM) hatten, derart, dass er die komplette betroffene Hirnhélfte entfernte (Dandy 1928). Dennoch
entwickelte sich teilweise wenig spater auf der Gegenseite ebenfalls ein Glioblastom, an dem die

Patienten letztendlich verstarben.

Trotz dieses ernlchternden Ergebnisses wiesen die Beobachtungen von Cushing und Bailey jedoch
darauf hin, dass viele Patienten mit einem Gliom auch von einer inkompletten Tumorentfernung
profitierten und ein langeres Uberleben zeigten. Dariiber hinaus gelang es ihnen, auch basierend auf
histomorphologischen Unterschieden, die bis dato Gber 400 von Cushing operierten Gliome in 13

verschiedene Subtypen einzuteilen, welche mit der Prognose der Patienten korrelierten.

Die ,Histologische Ara“ der Gliomforschung war geboren. Diese Einteilung stellt die Grundlage der

heutigen neurochirurgischen und neuroonkologischen Behandlung sowie der Forschung dar.

1.1.2 Klassifikation der Hirntumore

Als Hirntumore werden Geschwiilste bezeichnet, welche sich innerhalb des Hirnparenchyms befinden.
Man kann diesen Begriff weiter einteilen in primare und sekundare Hirntumore. Primare Hirntumore
sind, gleichbedeutend den neuroepithelialen Tumoren, Neoplasien, welche sich auf dem Boden

hirneigener Zellen (de novo) entwickeln.

Zelltyp Tumortyp WHO

Gradierung

astrozytar pilozytisches Astrozytom I
subependymales Riesenzellastrozytom |
pilomyxoides Astrozytom Il
diffuses Astrozytom Il
pleomorphes Xanthoastrozytom Il
chordoides Gliom des dritten Ventrikels -1
anaplastisches Astrozytom [}

Glioblastoma multiforme \%
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Gliosarkom \%

oligodendroglial Oligodendrogliom Il

anaplastisches Oligodendrogliom 1]

Mischgliome Oligoastrozytom Il

anaplastisches Oligoastrozytom 1]

ependymal Subependymom I
myxopapillares Ependymom |
Ependymom I

anaplastisches Ependymom 1]

neuronal und Gangliozytom I
gemischt-neuronal | dysplastisches Gangliozytom des Kleinhirns I
desmoplastisch infantiles Astrozytom |
desmoplastisch infantiles Gangliogliom |
Gangliogliom |
anaplastisches Gangliogliom I
Neurozytom I
cerebelldres Liponeurozytom Il
rosettenformender glioneuronaler Tumor des vierten Ventrikels Il

papillérer glioneuronaler Tumor |

Pinealistumore Pineozytom I
papilldrer Tumor der Pinealisregion I

Pinealisparenchymtumor intermediarer Differenzierung Il

Pineoblastom \Y
embryonale Medulloblastom v
Tumore primitiv neuroektodermaler Tumor (PNET) v
atypischer teratoider/rhabdoider Tumor (AT/RT) \%

Plexus-Choroideus | Plexuspapillom I
Tumore atypisches Plexuspapillom Il

Plexuskarzinom \%

Tab.1 Primdre Hirntumore (entsprechend der Klassifikation der Hirntumore nach WHO 2007)

Daneben gibt es meningotheliale Tumore, mesenchymale Tumore, Keimzelltumore, melanozytare
Tumore und Tumore der Sellaregion. Sekundadre Hirntumore sind Neoplasien, welche nicht ihren
Ursprung in Strukturen des zentralen Nervensystems haben. Dazu gehoren unter anderem Metastasen

der Karzinome, Sarkome und Tumore des hamatopoetischen Systems.
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Die Klassifikation der Hirntumore wird entsprechend der World Health Organization (WHO) of the
Central Nervous System (CNS) (Louis et al. 2007) vorgenommen und basiert entitatsabhangig auf dem
Therapieansprechen bzw. der therapiefreien Prognose der Patienten. Dabei haben in der Regel
Patienten mit einem WHO Grad | Hirntumor eine bessere Prognose als Patienten mit einem WHO Grad

IV Tumor (hochster Tumorgrad).

In dieser Arbeit liegt der Hauptfokus auf den Astrozytomen, welche im Folgenden ndher beleuchtet

werden.

1.1.3 Histologie astrozytarer Tumore

1.1.3.1 Einfiihrung

Astrozytome sind die haufigsten primaren Hirntumore des Menschen. Prognostisch kann man sie in zwei
Gruppen einteilen. Zur ersten Gruppe gehoren das pilozytische Astrozytom, das subependymale
Riesenzellastrozytom sowie das pleomorphe Xanthoastrozytom. Diese Tumore zeigen ein eher
abgegrenztes, nicht infiltratives Wachstumsverhalten und kénnen durch eine vollstandige Exstirpation
kurativ behandelt werden. Demgegeniiber stehen die diffus infiltrierenden Gliome, wie das diffuse
Astrozytom (WHO Grad Il), das anaplastische Astrozytom (WHO Grad lll), sowie das Glioblastom und
dessen Variante das Gliosarkom (WHO Grad IV). Fir diese Tumore gibt es bisher keinen kurativen

Behandlungsansatz.
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1.1.3.2 Pilozytisches Astrozytom (WHO Grad I)

Das pilozytische Astrozytom ist ein Tumor, welcher haufig beim Kind auftritt und typischerweise im
Bereich des Cerebellums in Form einer Zyste mit einem Knoten zu finden ist. Histologisch ist dieser
Tumor charakterisiert durch ein biphasisches Wachstum und Zellen mit langen, haardhnlichen (piloiden)
Fortsatzen (Abb. 2). Die Kerne sind in der Regel eher monomorph und es finden sich im Allgemeinen nur
wenige Mitosefiguren. Klassischerweise sind vermehrte Rosenthalfasern zu beobachten, welche in Form
von deutlich eosinophilen und verbreiterten Fortsdtzen imponieren. Daneben sind girlandenférmige

Gefasse typisch.

Zur Bestatigung der Diagnose kann eine molekulargenetische Analyse durchgefiihrt werden, welche das
Fusionsgen BRAF KIAA1549 untersucht und haufig beim kindlichen pilozytischen Astrozytom in der

hinteren Schadelgrube positiv ist (Hasselblatt et al. 2011).

Abb. 2: Pilozytisches Astrozytom (Bild selbst angefertigt aus dem Patientenkollektiv der Neuropathologie).
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1.1.3.3 Subependymales Riesenzellastrozytom (WHO Grad 1)

Das subependymale Riesenzellastrozytom kommt in der Regel im Bereiche der Foramina Monroi vor,
wo es durch Liquorabflussstérungen symptomatisch wird. Typischerweise sind von dieser Erkrankung
Patienten mit einer tuberdsen Hirnsklerose betroffen. Histologisch zeigen sich groRe, eosinophile und

zytoplasmareiche Zellen (Abb. 3), welche eine variable Expression fiir das saure Gliafaserprotein (GFAP)

zeigen und zum Teil positiv flir neuronale Marker wie Synaptophysin oder Neurofilament sind.

Abb. 3: Subependymales Riesenzellastrozytom (Bild selbst angefertigt aus dem Patientenkollektiv der

Neuropathologie).
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1.1.3.4 Pleomorphes Xanthoastrozytom (WHO Grad Il)

Das pleomorphe Xanthoastrozytom ist typischerweise oberflachlich und im Bereiche der

Temporallappen lokalisiert. Radiographisch stellt es sich zumeist zystisch dar.

Histologische Merkmale dieser Entitat sind ein pleomorphes Bild der Tumorzellen mit zum Teil sehr
grofRen, teils multinukledren und unregelmaRig geformten Zellen (Abb. 4). Innerhalb des Zytoplasmas

finden sich teilweise Lipideinlagerungen (xanthomatés), welche ebenfalls namensgebend sind fiir diese

Neoplasie.

Abb. 4: Pleomorphes Xanthoastrozytom (Bild selbst angefertigt aus dem Patientenkollektiv der

Neuropathologie).
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1.1.3.5 Diffuses Astrozytom (WHO Grad Il)

Das diffuse Astrozytom (WHO Grad Il) ist, neben mikrozystischen Auflockerungen, charakterisiert durch
dysmorphe astrozytare Zellen, welche das Hirnparenchym diffus infiltrieren. Als weitere Untergruppen
werden das protoplasmatische, das fibrilldre und das gemistozytische Astrozytom unterschieden.
Nekrosen oder Gefalproliferate fehlen und lediglich sehr vereinzelte Mitosefiguren sind zu erkennen
(Abb. 5). Die Tumorzellen sind neben der Anfarbbarkeit fiir GFAP, einem glialen Intermediarfilament

Protein, haufig positiv fir TP53- oder Isocitratdehydrogenase (IDH) - Mutationen.

Abb. 5: Diffuses Astrozytom (WHO Grad II) (Bild selbst angefertigt aus dem Patientenkollektiv der

Neuropathologie).
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1.1.3.6 Anaplastisches Astrozytom (WHO Grad Ill)

Das anaplastische Astrozytom ist dem diffusen Astrozytom (WHO Grad Il) dhnlich, jedoch ist es in der

Regel zellreicher (dies ist allerdings kein diagnostisches Kriterium) und zeigt eine gesteigerte

Mitosefrequenz (Pfeil Abb. 6). Auch hier sind keine Nekrosen oder GefaRproliferate zu finden.

Abb. 6: Anaplastisches Astrozytom (WHO Grad Ill) (Bild selbst angefertigt aus dem Patientenkollektiv der

Neuropathologie).
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1.1.3.7 Gliosarkom (WHO Grad IV)

Das Gliosarkom ist eine Nebenform des Glioblastoma multiformes, welche ebenfalls Gefaproliferate
und/oder Nekrosen zeigt (Abb. 7). Typischerweise finden sich hier, neben GFAP - positiven astrozytaren

Arealen, GFAP - negative Komponenten, die ein eher zugférmiges Wachstumsmuster, entsprechend der

Sarkome in anderen Organsystemen, zeigen.

Abb. 7: Gliosarkom (WHO Grad IV) (HE) (Bild selbst angefertigt aus dem Patientenkollektiv der

Neuropathologie).

Abb. 8: Gliosarkom (WHO Grad 1V) (GFAP) (Bild selbst angefertigt aus dem Patientenkollektiv der
Neuropathologie).
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1.1.3.8 Glioblastoma multiforme (WHO Grad 1V)

Das Glioblastoma multiforme, welches heutzutage der Einfachheit halber nur als Glioblastom bezeichnet
wird, ist ein Tumor mit pradominanter GFAP-positiver astrozytdarer Komponente. Daneben werden als
diagnostische Kriterien das Vorhandensein von Gefal3proliferaten bzw. strichformige oder flachige

Nekrosen zu Rate gezogen (Abb. 9).

Gerade bei bereits bestrahlten Patienten mit Tumorrezidiv kann die Einordnung schwierig sein, da hier
eine gegebenenfalls iatrogen hervorgerufene morphologische Veranderung, in Form von verdickten
GefdalBwanden oder Nekrosen, nicht zur eventuellen Aufgradierung der Tumorentitdt herangezogen

werden darf.

Abb. 9: Glioblastom (WHO Grad IV) (Bild selbst angefertigt aus dem Patientenkollektiv der Neuropathologie).
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1.1.4 Glioblastoma multiforme (WHO Grad IV) allgemein

Innerhalb der astrozytdren Tumore stellt das Glioblastoma multiforme den haufigsten und den
prognostisch schlechtesten Subtyp dar. Das Glioblastom wird unterteilt in ein priméares und sekundares
Glioblastom. Das priméare Glioblastom betrifft vor allem Patienten im hoheren Lebensalter (median circa
65 Jahre) (Ohgaki and Kleihues 2013). Demgegeniiber entwickelt sich das sekundare Glioblastom
zumeist bei jlingeren Patienten (zwischen dem 40.und 50. Lebensjahr) im Sinne einer malignen

Progression aus einem initial niedergradigen diffusen Gliom.

Die Inzidenz in Europa liegt bei 3,55 Neuerkrankungen pro 100.000 Einwohner pro Jahr (Ohgaki and
Kleihues 2005, 2007). Von dieser Erkrankung sind haufiger Madnner betroffen (Verhaltnis Manner zu
Frauen entsprechend des Zircher Tumorregisters betragt 1,34:1). AuBerdem zeigt sich, dass weille
Personen, im Vergleich zur schwarzen Bevolkerung, ein hoheres Risiko haben, an diesem Tumor zu

erkranken (Thakkar et al. 2014).

Der bisher als einziger gesicherte atiologische Faktor fiir die Krankheitsentstehung sind ionisierende

Strahlen (Wingren et al. 2009). Ansonsten treten die Hirntumore tiberwiegend sporadisch auf.

Bei familidaren Tumorsyndromen, wie dem Li-Fraumeni-Syndrom, bei dem die Patienten eine Mutation
im p53 Gen besitzen, oder dem Turcot-Syndrom, mit Mutationen im Tumorsuppressorgen
Adenomatosis-polyposis-coli (APC)-Protein bzw. DNA Mismatch Reparaturproteinen hMLH1 und
hPMS2, findet sich ein gehauftes Auftreten von Glioblastomen, sodass hier eine genetische Ursache zur
Entstehung maligner Gliome angenommen wird. Daneben werden viele weitere Mutationen als
auslésender Faktor fiir die Gliom Entstehung diskutiert (Ohgaki 2004; Goodenberger and Jenkins 2012).
Auch Kinder konnen von dieser Krankheit betroffen sein, bei denen jedoch haufig ebenfalls eine

genetische Pradisposition vorhanden ist (Wu et al. 2014).

Das Glioblastoma multiforme ist ein haufig rasch progredienter Tumor, welcher in allen Bereichen des
Gehirns vorkommt. Je nach Lage der astrozytiren Neoplasie werden Patienten mit
Ausfallserscheinungen, epileptischen Anfdllen, Schmerz oder Hirndrucksymptomatik vorstellig. Die
mittlere Uberlebenszeit liegt derzeit, trotz multimodaler Therapien in Form von operativer
Tumorresektion, Bestrahlung und Chemotherapie bei 14,6 Monaten nach Diagnhosestellung, (Stupp et

al. 2005).

Radiographisch zeigt sich zumeist eine ringférmige Kontrastmittelaufnahme und eine zentral zystische

Formation. Das klassische Bild eines Schmetterlingsglioms stellt sich dar, wenn der Tumor, begriindet
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durch die Eigenschaft des diffusen Wachstums, tGiber den Balken (Corpus callosum) auch auf die andere

GroRhirnhemisphdre wachst.

Eine komplette Tumorresektion ist in der Regel nicht moglich. Als prognostisch glinstigere Faktoren
gelten ein jlingeres Alter bzw. das Vorliegen eines sekundaren Glioblastoms, frontale Lokalisation und
somit die Moglichkeit einer ausgedehnten Tumorresektion (Sanai and Berger 2008) bei Erstoperation,
eine oligodendrogliale Komponente (Kanno et al. 2012), eine Methylierung der DNA in Form eines
»glioma CpG island methylator phenotype” (gCIMP) (Noushmehr et al. 2010), eine Methylierung der
CpGs der 06-Methylguanin DNA Methyltransferase (MGMT) (Hegi et al. 2005), eine
Isocitratdehydrogenase (IDH) Mutation (Yan et al. 2009; Combs et al. 2011) und ein Karnofsky Index
Uber 70 (Chaudhry et al. 2013).

1.1.4.1 Genetik Glioblastom

Die genetischen Aberrationen sind, je nach Erkrankungsalter, vielfaltig und unterschiedlich haufig.
Besonders héaufig treten Deletionen im Tumorsuppressorgen p53 (Chromosom 17), im
Retinoblastomsuppressorgen RB1 (Chromosom 13), Deletionen in Chromosom 22 und vollstandigem
Verlust des langen Arms von Chromosom 10 mit Ausfall des teils als Tumorsuppressor fungierenden
PTEN (Phosphatase and Tensin homolog) auf (Mellinghoff et al. 2005; Ohgaki and Kleihues 2007).

Bei sekundaren Glioblastomen, die als Progredienz aus niedergradigen Astrozytomen verstanden
werden, sind hdufiger TP53 Aberrationen zu beobachten. Daneben finden sich hier nicht selten

Mutationen im IDH Gen (Parsons et al. 2008; Watanabe et al. 2009).

Primare Glioblastome, welche bei h6herem Lebensalter auftreten, zeigen gehaduft PTEN Deletionen und

EGFR Amplifikationen (Ohgaki 2004).

Bei den seltenen kindlichen Glioblastomen werden gehduft H3F3A Mutationen detektiert

(Schwartzentruber et al. 2012).
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1.14.1.1 06-Methylguanin DNA Methyltransferase (MGMT)

Die 06-Methylguanin DNA Methyltransferase ist ein Protein, welches im Zellkern lokalisiert ist und dort
der Reparatur alkylierter DNA dient. Alkylierte DNA ist ein Trigger zur Einleitung der Apoptose. Das
MGMT Protein ist in der Lage die Methylgruppe von 6-O-Methylguanosin auf sich zu lGbertragen um

Guanosin herzustellen. Dabei wird MGMT verbraucht, weshalb es streng genommen kein Enzym ist.

OCH; 0
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(1) )
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OH  OH OH  OH

Abb. 10: Demethylierungsschema MGMT.

Der Grad der Expression von MGMT scheint von der Methylierung bestimmter CpGs innerhalb des

MGMT Gens abhangig zu sein.

In 2005 konnten Hegi et al. erstmalig in einer klinischen Studie zeigen, dass Patienten mit einem
Glioblastom, welches ein Methylierungsprofil innerhalb des MGMT Gens aufwies, das mit einer
niedrigen bzw. fehlenden MGMT Expression vergesellschaftet ist, unter einer Temozolomid Therapie
eine deutlich bessere Prognose hatten, als Patienten bei denen der Tumor dieses Methylierungspattern
nicht zeigte (Hegi et al. 2005). Temozolomid ist ein Alkylanz, welches die DNA methyliert. Bei
exprimiertem MGMT koénnen diese chemotherapeutisch induzierten ,Fehler” repariert werden. Bei
einem methyliertem CpG Pattern, welches die Expression von MGMT blockiert bzw. herabsetzt, bleiben
diese Fehler bestehen und der programmierte Zelltod (Apoptose) der Krebszelle wird eingeleitet. In

Krebszellen mit funktionierendem MGMT Protein bleibt diese Form der Therapie weitgehend erfolglos.
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1.1.4.1.2 CD133 als diskutierter Glioblastom - assoziierter Marker

Um diesem aggressiven Tumor Einhalt zu gebieten, sind Gliom-Forscher auf der Suche nach weiteren
tumorspezifischen Proteinen, die gegebenenfalls zu einem besseren Verstandnis dieser Entitat und
moglicherweise zur Aufdeckung neuer tumoressentieller Pathways fiihren, welche unterdriickt oder
angreifbar gemacht werden kénnen. Im Verlauf der letzten Jahre sind eine enorme Anzahl an
verschiedenen Arbeiten publiziert worden mit immer neuen Proteinen, die einen spezifischen Einfluss

in der Glioblastom Entstehung einnehmen sollen. CD133 nimmt hier eine zentrale Rolle ein.

CD133 ist ein 5 Transmembran - Glykoprotein, auch bekannt unter dem Namen Prominin-1, das primar
im Bereich von Zellfortsatzen exprimiert wird. Die genaue physiologische Funktion dieses Proteins ist
unbekannt. Es wird unter anderem von hamatopoetischen Stammzellen (Horn et al. 1999) von
endothelialen Vorlauferzellen (Corbeil et al. 2000) und neuronalen Stammzellen (Sanai et al. 2005)
gebildet. Im Jahre 2004 publizierten Singh et al.,, dass bereits 100 CD133 - exprimierende
Hirntumorzellen, welche in Mause injiziert wurden, ausreichten, um einen Hirntumor zu generieren,
wogegen 100.000 Tumorzellen, die keine CD133 Expression zeigten, zu keiner Tumorbildung fihrten
(Singh et al. 2004). Mit dieser Studie flammte der Begriff der Krebsstammzelle (cancer stem cell (CSC))
in der Gliomforschung auf. Hierbei geht man davon aus, dass eine pluripotente Zelle mit malignen

Eigenschaften, den Ursprung fiir die Gliomgenese darstellt (Kreso and Dick 2014).

Unterstiitzend zu dieser Beobachtung fanden Soeda et al. heraus, dass CD133 positive Tumorzellen stark
mit dem Hypoxie induzierenden Faktor l1a (HIFla) assoziiert sind, bei applizierter Hypoxie
undifferenziert bleiben und somit ihre pluripotenten Stammzelleigenschaften behalten (Soeda et al.

2009).

1.14.13 ASPM (abnormal spindle like microcephaly associated protein)

ASPM ist ein Protein welches vom ASPM Gen auf Chromosom 1 im menschlichen Genom kodiert wird.
Es spielt eine wesentliche Rolle in der Ausbildung des Spindelapparates und somit regularer mitotischer
Aktivitat in neuronalen Vorlauferzellen (Gonzalez et al. 1990; Logan et al. 2011). Mutationen innerhalb
des ASPM Gens flihren zur autosomal rezessiven primaren Mikrozephalie (MCPH). Solche Personen
besitzen ein kleines, ansonsten jedoch makroskopisch regelrecht geformtes Gehirn und sind mental

leicht- bis mittelgradig retardiert (Pattison et al. 2000).
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ASPM ist hoch exprimiert in vielen Tumorzelllinien, darunter auch in malignen Gliomen (Pattison et al.
2000; Bikeye et al. 2010). In diesen Arbeiten wird gezeigt, dass ASPM kaum von nicht neoplastischen
Hirnzellen exprimiert wird, aber die Expression innerhalb von Astrozytomen direkt mit dem WHO Grad
korreliert. Zusatzlich hatte der ASPM knockdown ein erhéhtes Sterben von Gliomzellen in vitro zur Folge,
woraus die Autoren schlossen, dass es sich um ein ,attraktives therapeutisches Ziel fir die

Gliomtherapie” handeln kdnnte.

1.1.4.2 Therapie

1.14.21 Standardtherapien

Die Therapieoptionen sind je nach Tumorentitdt unterschiedlich und beinhalten die chirurgische

Resektion, Bestrahlung und Chemotherapie.

Bei Tumoren mit abgegrenztem Wachstum zum umgebenden Hirnparenchym wird in der Regel
versucht, unter einem kurativen Ansatz, die komplette Raumforderung zu entfernen. Je nach

Zugangsmoglichkeiten und Lage der Neoplasie ist dies mehr oder minder moglich.

Bei Tumoren mit einem infiltrativen Wachstum zeigt sich, dass ein initial ausgedehntes
neurochirurgisches ,Tumordebulking” (Pichlmeier et al. 2008; Sanai and Berger 2008) einen

prognostisch besseren Verlauf hat. Ein kurativer Ansatz ist hier in der Regel nicht méglich.

Die perkutane Bestrahlung ist von zentraler Bedeutung und bietet einen eindeutigen prognostischen
Vorteil (Scott et al. 2011). Bis zu einem Alter von 65-70 Jahren liegt die Standardstrahlendosis bei 54 bis

60 Gy (Greene-schloesser and Robbins 2012).

Zu den chemotherapeutischen Ansatzen werden neben dem oben erwdhnten Temozolomid noch
andere Regime angewendet mit Nitrosoharnstoffen, Vinkaalkaloiden und Cytosinarabinosiden (Perry et

al. 2007; Wolff 2010; Berges et al. 2014).

Um auf die GefalRproliferation einzuwirken, wird zum Teil Avastin verabreicht. Avastin ist ein Antikorper,
welcher den vascular endothelial growth factor (VEGF) bindet und somit eine VEGF Bindung an den
Rezeptor verhindert. Dies fuhrt daher in der Theorie zu verminderter GefaBproliferation bzw.
Neoangiogenese. Aufgrund neuerer Studien ist die Behandlung mit dieser Art von Medikament als
Antitumor - Therapie umstritten (lwamoto et al. 2009; Addeo et al. 2014), jedoch zeigen sich Vorteile

bei der Behandlung von Hirnddemen (Nagpal et al. 2011).
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1.1.4.2.2 Nicht - Standardtherapien

Aufgrund der eingeschrankten Wirksamkeit der standardisierten Behandlungsmethoden gibt es einen
hohen Bedarf an neuen Behandlungsansatzen, deren Wirksamkeit experimentell und in klinischen
Studien belegt werden muss. Die Liste dieser bisher nicht standardisierten experimentellen Therapien
bei Glioblastomen ist lang. Im Rahmen dieser Dissertation wurden onkolytische Viren als moglicher

Therapieansatz erforscht. Hierauf soll im Folgenden naher eingegangen werden.
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1.2 Onkolytische Viren

1.2.1 Geschichte

Seit langer Zeit werden onkolytische Effekte von Viren beobachtet. Im Jahre 1904 wurde diese
Beobachtung zum ersten Mal dokumentiert. Ein Arzt namens Dock bemerkte, dass es bei einer Patientin,
die an chronisch myeloischer Leukdmie (CML) erkrankt war, nach einer grippedhnlichen
Erkrankungsepisode, zu einer deutlichen Reduktion der Tumormasse und Absenkung der
Leukozytenzahl kam (Dock 1904; Kelly and Russell 2007). Eine weitere Beobachtung veroffentlichte
DePace, welcher feststellte, dass ein Uteruskrebs nach mehrmaligem verabreichen von
Tollwutimpfungen mit abgeschwéachten viralen Erregern, zu einer deutlichen Regression des Tumors
fihrte (DePace 1912).

Diese ldee blieb nicht unbeachtet und wurde im Laufe des letzten Jahrhunderts immer haufiger
aufgegriffen. Die nachfolgenden Beobachtungen bezogen sich auf Tollwutvirus, Varizella Zoster- und
Masern Viren. So veroffentlichten Bierman et al. einen Fall von einem 4 jdhrigen Jungen mit akuter
lymphatischer Leukdmie (ALL), der wahrend dieser Erkrankung Zeichen einer Windpockeninfektion
entwickelte (Bierman et al. 1953). Daraufhin kam es zu einer raschen Abnahme des Leber- und
Milzvolumens auf nahezu NormalgroRe, sowie zu einer Normalisierung der Leukozytenzahl. Nach
Abklingen der Windpocken Erkrankung kam es erneut zu einer Tumorprogression, an der das Kind
letztlich verstarb (Bierman et al. 1953; Kelly and Russell 2007). Erste therapeutische Versuche wurden
ab den 50er Jahren unternommen, bei denen man Patienten mit verschiedenen Tumoren gezielt mit
Viren, wie z.B. dem West Nil Virus (Southam and Moore 1951; Moore 1952) oder dem Adenovirus
(Zielinski and Jordan 1969), infizierte, um somit Tumorzellen zu attackieren und zur Regression zu

fuhren.

Der Erfolg blieb jedoch hinter den Erwartungen zurlick, sodass sich eine neue Art von viralem Ansatz
entwickelte, das ,selected virus”. Diese Art von Viren zeichnet sich dadurch aus, dass Genabschnitte in
ihrem Genom, die pathogen fiir die gesunden menschlichen Zellen sind, herauskloniert werden und nur
die Genabschnitte, die zur Vernichtung der Krebszellen beitragen, im Virus verbleiben. Die dadurch
gewonnene Selektivitdt vermindert jedoch meistens die zytotoxische Wirksamkeit, sodass eine erneute
Weiterentwicklung zur 3. Generation der generierten Viren angestrebt wurde: dem ,selected armed
virus“. Daflir wurden in das Virusgenom zusatzlich virenfremde Abschnitte hinein kloniert, welche in

Bezug auf Krebszellen die Selektivitat und die Aggressivitat beeinflussen sollen (Liu et al. 2007).
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In der onkolytischen Therapie wird nun versucht, die Viren mit Hilfe dieser Verfahren so spezifisch wie
moglich zu machen, um somit zur gezielten Zerstérung des Tumors zu fiihren und gesunde Zellen

unbeschadet zu lassen.

1.2.2 Therapeutischer Ansatz

In der Glioblastomtherapie sind bereits mehrere verschiedene Virenarten getestet worden, von denen
es bisher das HSV 1, Reovirus, Adenovirus, Masern Virus, Parvovirus, Poliovirus und das Newcastles

Disease Virus in die klinische Phase geschafft haben (Wollmann et al. 2012).

In diesen Experimenten gab es verschiedene Ansdtze. Es stellte sich die Frage nach der
Darreichungsform. Der Vorteil einer systemischen Gabe liegt in der zuséatzlichen Erfassung von
Metastasen im Korper, die allerdings bei Glioblastom Patienten eine untergeordnete Rolle spielen, da
sie relativ selten beobachtet werden. Der Nachteil dieses Therapieansatzes sind unkontrollierbare
systemische Reaktionen bzw. die Unsicherheit, ob das Virus auch dorthin gelangt, wo es wirken soll und
das Risiko einer generierten Immunantwort mit Bekampfung der Viren durch das Immunsystems bei

mehrmaliger Anwendung.

Eine lokale Darreichungsform ist invasiver, hat allerdings wenig bis keine systemischen Nebenwirkungen
zur Folge und gelangt auch sicher an den Ort an dem es der Operateur verabreicht. Zur Bekdmpfung von
Metastasen ist es weniger geeignet. Zu den Viren mit lokaler Darreichungsform zdhlen unter anderem

die Adenoviren, Herpes simplex Viren und das Varizella Zoster Virus.

Zu den systemisch verabreichten Viren gehoren vor allem die RNA Viren, wie z.B. das Vesikuldre

Stomatitis Virus (VSV) oder aber das Reovirus.

1.2.3 Klinisch getestete Viren in der GBM Therapie

Bis Ende des Jahres 2011 wurden 8 klinische Trials und 3 Case Reports publiziert, bei denen ca. 120
Patienten mit einem malignen Gliom einer onkolytischen Therapie unterzogen wurden. Zu den
verwendeten onkolytischen Viren gehoren die Varianten des Herpes simplex Virus 1 (HSV1) G207 und
1716, das Adenovirus ONYX-015, das Reovirus Reolysin und die Varianten des Newcastles Disease Virus

(NDV) HUJ und MTH-68 (Wollmann et al. 2012).
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Zusammenfassend zeigten sich innerhalb dieser Studien keine schwerwiegenden Virus-assoziierten
Komplikationen (Rampling et al. 2000; Markert et al. 2009, 2014; Wollmann et al. 2012). Es wurde nie
eine Dosis limitierende Toxizitdt oder maximal tolerierte Dosis erreicht. Im Allgemeinen blieben die
therapeutischen Ergebnisse jedoch erniichternd, obwohl es einzelne Falle gab, welche ein Ansprechen

auf die Therapie zeigten mit prognostisch glinstigerem Verlauf.

1.2.3.1 Adenovirus - ONYX 015 (CI-1042 bzw. H101)

Das ONYX 015 ist ein Selected Adenovirus, welches das erste therapeutische onkolytische Virus darstellt,

das im November 2005 offiziell fiir die Therapie in China zugelassen wurde (Garber 2006).

Dieses Virus ist in der Lage maligne nasopharyngeale Plattenepithelkarzinome, die sich mitunter auch
bis auf den Nacken ausbreiten kénnen, in Verbindung mit Chemotherapeutika, zu bekampfen, mit zum

Teil imposanten Ergebnissen (Khuri et al. 2000; Lamont et al. 2000).

Wie alle Adenoviren ist es ein doppelstrangiges bekapseltes DNA Virus mit einem Genom von 36kb
GroRe. Die viralen Gene von Adenoviren kann man in 2 Gruppen einteilen: (a) frihe Gene und (b)
strukturelle Gene. Dabei interagieren die Translationsprodukte der friihen Gene mit Mechanismen der
Zelle, die fur die Qualitatskontrolle bzw. Abwehrmechanismen der Zelle verantwortlich sind. E1A
interagiert mit dem zelluldren Retinoblastom Tumorsuppressor Protein (pRb) und p300, wodurch es die
Zellen forciert in die S Phase einzutreten. Das Protein E1B bindet an das p53 System und verhindert
somit die Apoptoseeinleitung. Die virale DNA Replikation wird durch E2 reguliert. Die Aufgabe von E3
Genprodukten liegt darin, antiviralen Mechanismen entgegenzuwirken. E4 Proteine inhibieren zellulare
DNA Reparaturmechanismen und den programmierten Zelltod (Apoptose) (Tatsis and Ertl 2004;
Weitzman 2005). Die Grundidee bei ONYX015 ist es eine Tumorspezifitdt Gber das p53 System zu
generieren (Bischoff et al. 1996).

Das p53 System bezeichnet unter anderem eine Kaskade ausgehend vom Protein 53, welches im
Rahmen der Interphase, nach der mitotischen Teilung, die korrekte Funktion und Verdopplung der DNA

Uberprift und im Falle von massiven Fehlern die Apoptose einleitet (Vousden and Prives 2009).

Krebszellen, die Verdanderungen in ihrem Genom haben und haufig immortalisiert sind, kdnnen folglich
nur dann existieren, wenn sie entweder das p53 System nicht mehr besitzen, direkt funktionsuntiichtig
gemacht haben oder alternative Wege besitzen, um mittels Mutationen eine gain of function zu

generieren, die fiir das Uberleben der Krebszelle von Vorteil ist (Muller and Vousden 2013).
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Das ONYX 015 besitzt eine loss of function Mutation im E1B Lokus, welche das Virus daran hindert in
Zellen, die ein funktionierendes p53 System besitzen, zu replizieren. Folglich kann dieses Virus nur Zellen
angreifen, bei denen dieses System ausgeschaltet wurde, wie es bei Krebszellen zu etwa 50% der Fall ist

(Soussi and Wiman 2007).

Die Wirkungen des Virus sind allerdings etwas komplizierter und stimmen nicht ganz mit der eigentlichen
Grundidee Uberein. So konnte in mehreren Arbeiten gezeigt werden, dass ONYX015 die Tumorzellen
unabhangig von ihrem p53 Status infiziert und in diesen repliziert (Rothmann et al. 1998; Turnell et al.
1999; Geoerger et al. 2002). Vielmehr wurde von O’Shea et al. gezeigt, dass eher der spate virale RNA

Export, als der p53 Verlust, die Tumorselektivitat dieses Virus bestimmt (O’Shea et al. 2004).

Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass das Virus nur in Verbindung mit Chemotherapeutika einen
Nutzen brachte, da es sich viel zu langsam im Tumor ausbreitete. Der Grund dafiir wurde in einer
Deletion im E3 Lokus gefunden, wodurch das Virus in seiner Ausbreitung stark gehemmt ist (Garber

2006).

1.2.3.2 Herpes simplex Virus 1 (HSV1)

Das HSV1 gehort zur Gruppe der Simplexviren der Herpesviridae. Es ist ein humanpathogenes
bekapseltes Virus und enthdlt eine lineare doppelstrangige DNA von 152 kb GroRe. Die

Durchseuchungsrate in Deutschland liegt bei ca. 82% (Hellenbrand et al. 2005).

Klassischerweise befallt HSV1 den Mund und Rachenraum und ist daher auch allgemeinhin als
Lippenherpes (Herpes labialis) bekannt. Seltener kommen schwerwiegende Verldufe mit HSV Sepsis

oder Herpesencephalitis vor (Berrington et al. 2009).

Nach erfolgter Erstinfektion verbleiben die Viren innerhalb der Ganglienzellen und treten in die
Latenzphase (Ruhezustand) ein, wo sie lebenslang verbleiben. Unter bestimmten Umstanden, wie z.B.
einer Immunsuppression, kann es zur Reaktivierung kommen mit erneutem Ausbruch der Erkrankung.
Die Therapie einer Herpes simplex Virus Erkrankung erfolgt mittels Virostatika, wie zum Beispiel
Aciclovir. Ziel dieser Behandlung ist es den Ausbruch aus der Latenzphase heraus bzw. eine weitere

Ausbreitung der viralen Infektion zu verhindern (De Clercq 2013).

In der Glioblastomtherapie wurden vornehmlich die HSV 1 Viren G207 und 1716 getestet.
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Diese Viren wurden attenuiert, um eine Selektivitat fir die entsprechenden Zellen zu generieren, sodass
,gesunde” korpereigene Zellen moglichst nicht infiziert werden im Gegensatz zu den Tumorzellen,
welche typischerweise bestimmte ,Pathways” ausschalten, um antitumorale Kontrollmechanismen zu
entkoppeln. Beide Viren besitzen jeweils auf beiden Kopien eine 1 kb Deletion im RL1 Gen, welches fir
die y34.5 codiert. Es wird angenommen, dass dadurch die Neurovirulenz deutlich herabgesetzt wird

(Brown et al. 1994, 1997).

Im Falle einer viralen Infektion mit dsRNA wird die Proteinkinase R (PKR) aktiviert und fuhrt zu einer
Phosphorylierung des eukaryotischen Initiationsfaktors 2 a (elF2a). Dadurch wird die Translation und
Expression weiterer Proteine tiber die klassische AUG Initiation gehemmt. Als Folge wird der nicht AUG
Initiationsweg aktiviert, welcher zur Expression von Hitze Schock Proteinen, Interferonen und
Aktivierung von NFkB fiihrt, wodurch die virale Infektion eingeddmmt werden soll. Uber Aktivierung des
Tumorsuppressors Proteinphosphatase 2 (PP2A) wird der Zellzyklus und Zellmetabolismus reguliert.
Durch Aktivierung des C - terminalen Teils der PKR kann des Weiteren die Apoptose der Zelle eingeleitet

werden (Garcia et al. 2006).

Wenn die virale y34.5 vorhanden und funktionstiichtig ist, fihrt dies hingegen zu einer Aktivierung der
zelluldren Proteinphosphatase 1 (PP1), welche eine Dephosphorylierung des elF2a zur Folge hat und
somit zu einer Translation und Expression viraler Proteine fiihrt und eine virale Replikation ermdglicht.
AulRerdem wird dadurch auch der nicht AUG Initiationsweg mit den oben genannten antiviralen

Mechanismen umgangen.

Eine weitere Funktion von y34.5 ist die Bindung des , proliferating cell nuclear antigens” (PCNA), um die
virale Replikation zu triggern. Zu Guter Letzt fihrt es zu einer Runterregulation der MHCII Expression
(Kanai et al. 2012). Durch die Inaktivierung von y34.5 repliziert das Virus nur in Zellen, bei denen der PKR

Signalweg verandert beziehungsweise gestort ist.

Zusatzlich zu dieser Mutation besitzt HSV1 G207 noch eine funktionsinaktivierende lacZ Insertion im
UL39 Gen, welches fiir die grofle Untereinheit der viralen Ribonukleotidreduktase kodiert. So kann das

Virus nur in sich teilenden Zellen replizieren (Markert et al. 2009).

Aufbauend auf G207 wurde eine weitere Generation, das HSV G47A, geschaffen, mit einer Deletion in
ICP47, was eine Hochregulation von MHC | mit daraus resultierender erhéhter Lymphozyteninfiltration
zur Folge hat (Todo et al. 2001). Zusatzlich kommt es zu einer Uberregulierung von US11, was wiederum
in einen schnelleren Replikationszyklus des Virus mit héheren Titern, bei gleichbleibender Attenuierung

gegenlber gesunden Zellen, resultiert.
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In mehreren klinischen Studien wurden diese HSV1 Viren getestet. Leider blieben jedoch einschlagige

onkolytische Erfolge aus (Markert et al. 2000).

1.2.3.3 Reovirus

Der Begriff Reovirus steht fiir respiratory enteric orphan, unter der Annahme, dass Viren dieser Gruppe
lediglich Atemwegserkrankungen (respiratory), Darmerkrankungen (enteric), oder keine Erkrankung

(orphan) zur Folge haben.

Das Reovirus ist ein unverhiilltes Virus mit doppelstrangiger RNA (dsRNA). Eine Infektion bewirkt eine
ausgepragte Aktivierung der PKR, wodurch die viralen Effekte in infizierten nicht tumorésen Zellen
deutlich herabgesetzt bzw. aufgehoben werden. In Tumorzellen mit aktivierter RAS Kaskade ist die
Wirkung von PKR aufgehoben (Strong et al. 1998). Dadurch kénnen die viralen Effekte ungehindert in

diesen Zellen auftreten mit daraus resultierender RAS abhangiger Tumorzell - Selektivitat.

In der Gliomtherapie zeigten diese Viren beeindruckende onkolytische Ergebnisse sowohl in vitro (Coffey
et al. 1998), als auch in vivo (Wilcox et al. 2001), welche den Weg fiir 2 klinische Studien ebneten. In
einer Studie wurden 12 Patienten mit malignen Gliomen 107, 102 oder 10° Plaque Forming Units (PFU)
des Reovirus verabreicht. Dabei zeigte zumindest ein Patient ein Uberleben von {iber 54 Monaten

(Forsyth et al. 2008).

1.2.3.4 Newcastles Disease Virus

Das Newcastles Disease Virus (NDV) ist ein avian Paramyxovirus mit ,,negative single stranded” (ss-) RNA
Genom. Das Virus ist in der Vogelwelt gefiirchtet und wird aufgrund der verheerenden Pathogenese als

,Vogelpest” bezeichnet. Beim Menschen sind bisher keine NDV bedingten Krankheiten bekannt.

Es wurden 5 verschiedene NDV Stdmme auf ihr onkolytisches Potential hin getestet (Sinkovics and
Horvath 2000; Zulkifli et al. 2009). Die zugrundeliegenden Mechanismen, wodurch die Tumorselektivitat
und Wirksamkeit erreicht wird, sind bis heute noch nicht eindeutig geklart. Vermutlich scheint sowohl
eine Hochregulation des RAS Systems (Lorence et al. 1994) im Tumor, wie auch eine TNF-a Ausschiittung
von mononukledren Zellen, mit antitumoralem Effekt des korpereigenen Immunsystems (Lorence et al.

1988), eine Rolle zu spielen.
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In der Glioblastomtherapie wurden bis 2012 vier klinische Studien durchgefiihrt, mit zum Teil
imposanten Ergebnissen. So prasentierten Csatary et al. Falle von Patienten mit Glioblastomen, die trotz
Standardtherapie, bestehend aus Tumorresektion, Bestrahlung und Temozolomidgabe (Temodal), eine
Tumorprogression zeigten (Csatary et al. 2004). Nach zusatzlicher kontinuierlicher Behandlung mit dem
Virusstamm NDV MTH-68/H kam es bei 4 von 14 Patienten zur Tumorremission (Uberlebenszeit bis
Publikation (mindestens 5-9 Jahre)). Insgesamt waren 7 von 14 Patienten bis zum Zeitpunkt der
Publikation am Leben, von denen bei drei Patienten, aufgrund der kurzen Behandlungsdauer (4 - 18
Monate), noch keine schlussfolgernden Aussagen moglich waren. Flinf Patienten verstarben an der

Hirntumorprogression und 2 Patienten sind an nicht-hirntumorassoziierten Erkrankung verstorben.

1.2.4 Weitere experimentell getestete onkolytische Viren in der GBM Therapie

1.2.4.1 Poliovirus

Das Poliovirus gehort zur Familie der Picornaviridae und ist ein , positive single stranded” (ss+) RNA Virus.
Eine Infektion mit diesem Virus fiihrt beim Menschen zur Poliomyelitis oder auch Kinderlahmung, einer
Erkrankung die insbesondere im Rickenmarksbereich die Motoneurone befdllt und zu
Lahmungserscheinungen bei den Betroffenen fiihrt. Die Neurotoxizitdt des Virus erfolgt Gber den
spezifischen Eintritt des Virus in die Zelle mittels Rezeptor CD155, sowie Uber das Vorhandensein einer

internal ribosomal entry site (IRES) (Semler 2004).
In vielen Glioblastomen gibt es eine erhohte Expression des CD155 Rezeptors (Merrill et al. 2004).

Als therapeutischen Ansatz modifizierten Gromeier et al. den Poliovirusstamm (Sabin) derart, dass sie
die Polio IRES Sequenz durch die eines nicht humanpathogenen Rhinovirus Typ 2 austauschten
(Gromeier et al. 1996). Dieses modifizierte Virus (PVS(RIPO)) zeigte sowohl in vitro, als auch in vivo
onkolytische Effekte ohne im Tiermodell neurotoxisch zu sein (Gromeier et al. 2000; Cello et al. 2008;

Goetz and Gromeier 2010). Die Phase | Studie ist momentan aktiv (NCT01491893).

1.2.4.2 Masernvirus

Das Masernvirus gehort zur Familie der Paramyxoviridae und ist ein ,,negative single stranded” (ss-) RNA

Virus. Dieses humanpathogene Virus kann neben den klassischen Symptomen wie Masernflecken, auch
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zur schwerwiegenden subakuten sklerosierenden Panencephalitis flihren, welche in der Regel todlich

verlauft.

Die onkolytische Spezifitdat wird Gber das Hamagglutinin H und das Fusionsprotein F erreicht. Durch
Mutationen im Hamagglutinin H, mittels des attenuierten Edmonston Stammes, besitzt dieser Virustyp
eine hohe Affinitat zum CD46 Rezeptor, welcher bei vielen Tumoren hochreguliert ist (Dorig et al. 1993;
Jurianz et al. 1999). Das F Protein ist daflir verantwortlich das verschiedene Zellen miteinander

fusionieren und sogenannte Synzytien bilden (Galanis et al. 2001) was spater zur Apoptose fiihrt.

2002 wurde ein Masernvirus kreiert, welches zur Expression des carcinoembryonalen Antigens (CEA)
flhrt, um die virale Aktivitat zu monitoren. Dieses Virus zeigte einige vielversprechende Ergebnisse in
der préklinischen Phase in Mausen und nicht-Menschenaffen (Allen et al. 2008), sodass es den Weg in
eine klinische Phase | Studie geschafft hat (NCT00390299). AuRerdem sind weitere Virenstamme
hergestellt worden, welche single-chain Antikorper gegen die haufig in Glioblastomen exprimierten

Proteine EGFRvIII oder Interleukin13 als Ligand fir den glioblastomspezifischen Rezeptor IL13Ra2.

1.2.4.3 Parvovirus

Das Parvovirus gehort zur Gruppe der Parvoviridae und ist ein unverhiilltes einstrangiges (ss) DNA Virus.
Mit Ausnahme von Parvovirus B19, das beim Menschen die Ringelrételn (Erythema infectiosum)
hervorruft, sind bisher keine weiteren humanpathogenen Wirkungen dieser Virusfamilie bekannt. Man

kann die Parvoviren in drei Gattungen einteilen:

1. Dependoviren: Diese Viren sind nicht in der Lage selbstédndig zu replizieren, sondern bendtigen
dazu Helferviren. Zu diesen Helferviren gehéren Adenoviren, Herpesviren oder Vacciniaviren.
Beim Fehlen dieser Helferviren treten die Dependoviren in einen Latenzzustand indem sie sich
ins Genom einbauen und ein Leben lang dort verbleiben.

2. Erythroviren: Diese Viren besitzen einen Tropismus zu den sich teilenden Vorlduferzellen der
Erythrozyten, den sogenannten Erythroblasten, da sie fiir ihre eigene Replikation auf die S-Phase
der Zelle im Mitosezyklus angewiesen sind. (z.B. Ringelrételn)

3. Autonome Parvoviren: Diese Viren sind ausschliesslich tierpathogen. (z.B. Katzenseuche)

Im Allgemeinen ist eine Grundvoraussetzung fiir die Replikation, dass die Tumorzellen mitotisch aktiv
sind. Des Weiteren scheint eine Stérung im PKR Mechanismus von Vorteil zu sein (Ventoso et al. 2010).
Das Parvovirus H1, welches vornehmlich Nagetiere befdllt und beim Menschen bisher keinerlei

Symptome verursacht hat, wurde ausgiebig in Tierversuchen auf die antigliomatése Wirkung hin
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getestet (Herrero Y Calle et al. 2004), mit guten Ergebnissen, sodass es momentan in Deutschland Einzug

in eine klinische Studie gehalten hat (Geletneky et al. 2010, 2012).

1.2.4.4 Vesikuldres Stomatitis Virus

Das Vesikuldare Stomatitis Virus gehort zur Gruppe der Rhabdoviridae und ist eng verwandt mit dem
Tollwutvirus. Es ist ein negatives einzelstrangiges (ss-) RNA Virus mit einem Genom welches fir finf
Proteine codiert: Das Glykoprotein (G), das Large-Protein (L, eine Polymerase), das Phosphoprotein (P),
das Matrixprotein (M) und das Nukleoprotein (N). Dabei ist das Glykoprotein fiir den Eintritt in die Zelle
verantwortlich und das Large Protein sowie das Phosphoprotein fiir die Virusreplikation bestimmend.

Das Matrixprotein umhiillt diese Komponenten.

Es gibt nur wenige humane VSV Infektionen, die meist nur geringe Symptome verursachen. Der Grund

dafiir liegt in der hohen Interferon Sensibilitat des Virus (Barber 2004).

Die onkolytische Wirkweise des Virus zielt auf die eingeschrankte Interferonantwort von Tumorzellen
ab. Es mussen keine p53 oder RAS Mutationen vorliegen, damit die Zellen infiziert und abgetotet
werden. Somit wird gerade bei sehr heterogenen Tumorzellpopulationen, wie die von Gliomen, eine
Infektion vieler verschiedener Tumorzellen erméglicht. Zudem wird durch diese Eigenschaften ebenfalls
eine systemische Gabe des Virus, zur Behandlung von Metastasen wie z.B. Lungen-, Darm- oder

Brustkrebs ermdoglicht.

In einigen Studien konnte gezeigt werden, dass VSV Tumorzellen infiziert und die nicht maligne
transformierten ,Normalzellen” nicht befallt (Wollmann et al. 2010). Dennoch wurde auch von toxischen
Nebenwirkungen in Tierexperimenten berichtet, weshalb mehrere Versuche unternommen wurden
dieses Virus zu attenuieren (Lun et al. 2006). Hierbei zeigte sich zwar ein onkolytischer Effekt in Gliom-
tragenden Mausen, jedoch konnten in dieser Studie keine Tiere mittels des VSVAMS51, im Gegensatz

zum oben genannten Reovirus, geheilt werden.

1.2.4.5 Varizella Zoster Virus

Das Varizella Zoster Virus (VZV oder HHV3) ist ein Alphaherpesvirus und gehort ebenfalls in die Gruppe

der humanen Herpesviren (HHV).
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Der Mensch ist bisher der einzige bekannte natiirliche Wirt fir das VZV. Bei Erstinfektion kommt es
typischerweise zu Windpocken. Diese heilen in der Regel innerhalb von 21 Tagen wieder ab. Die Viren
verbleiben jedoch in den Spinalganglien. Bei einer Reaktivierung, durch z.B. Immunsuppression, kommt
es zur Ausbildung des Zosters (Girtelrose), welcher, im Dermatom des virusbefallenen Spinalganglions,
zu einer schmerzhaften Bldaschenbildung fiihrt. Die Therapie der Wahl sind antivirale Therapeutika wie
Aciclovir oder Foscarnet, welche die Ausbreitung von VZV einddmmen (Dworkin et al. 2007). Die
Durchseuchungsrate fir Windpocken liegt bei Erwachsenen in der deutschen Bevdlkerung, gemalR

Robert Koch Institut, bei ca. 95%.

Das Virus ist membranumhdillt mit ikosaedrischem Kapsid und enthilt eine lineare doppelstrangige DNA
bestehend aus 124884 Basenpaaren (bp) (Davison and Scott 1986). Es existiert eine lange Region (UL)
(105.000 bp), eine kurze Region (US) (5.232 bp) sowie interne (IR) und terminale
Sequenzwiederholungen (TR). Es ist nahe verwandt mit den Herpes simplex Viren, da es mit diesen grof3e
Ubereinstimmungen im Genom gibt. Es wurden mindestens 71 Proteine Identifiziert (open reading
frames (ORF)), welche groRtenteils verschiedene Aufgaben bei der Replikation bzw. Infektion des Virus
erfiillen. Diese wurden unter anderem in verschiedenen Tiermodellen untersucht, die humane

Xenografts enthielten, um die primar humanpathogenen Eigenschaften zu testen (Zerboni et al. 2014).

Die Gene fir ORF62, ORF63, ORF64, ORF69, ORF70 und ORF71 liegen doppelt vor. Der origin of

replication (ori) liegt innerhalb der repetitiven Sequenz.

Das Genom kodiert flr Glykoproteine und Proteine, welche die DNA Replikation, das ,DNA packaging”,
DNA Metabolismus, sowie den Kapsid-Aufbau steuern. Das Kapsid ist vom sogenannten Tegument
eingeschlossen. AuBen wird es von einer Lipidmembran umschlossen, welche die Glykoproteine gB, gH

und gL birgt, die den sogenannten ,,minimalen Fusionskomplex” bilden (Zerboni et al. 2014).

Zwei dieser replikationsbeeinflussenden Enzyme sind die Proteinkinasen ORF47 und ORF66.

Eines der angenommenen Eintrittsrezeptoren bei Hautzellen ist das insuline degrading enzyme (IDE),
was jedoch bei der Infektion von T-Zellen keine Rolle zu spielen scheint (Li et al. 2010). Die Infektion der

T-Zellen hangt vorrangig von der Expression vom Glykoprotein | (gl) ab (Moffat et al. 2002).

Der Infektionspathomechanismus von VZV beginnt bei der Erstinfektion wie folgt. Die Viren werden (iber
die Atemluft aufgenommen und reichern sich innerhalb der Tonsillen an, wo sie mit den T-Lymphozyten
in Kontakt kommen und diese infizieren lber Glykoprotein E, Glykoprotein | und die Kinasen ORF47 und
ORF66 (Besser et al. 2003; Schaap et al. 2005). Dabei besitzen sie einen besonderen Tropismus zu T-

Gedachtnis - Zellen, welche auf Haut spezialisiert sind. Die T-Lymphozyten wandern durch den Korper
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und erreichen Haut und Spinalganglien. Im Bereiche der Haut ist VZV in der Lage besonders die

Epithelien der Haarfollikel zu infizieren, wo sie anschlieBend weiter replizieren.

Nach Infektion der Epithelien bzw. Reaktivierung der infizierten Spinalganglien erfolgt die weitere
Ausbreitung in die Haut, wofiir das Protein von ORF61 benétigt wird (Wang et al. 2013). Dieses besitzt
»,small ubiquitin like modifier” (SUMO) interagierende Motive (SIM), wodurch es zur Verstreuung von
promyelozytisch - leukdmischen Kernkoérperchen (PML-NBs) kommt (Wang et al. 2011). Des Weiteren
besitzt die zytoplasmatische Domane von Glykoprotein B ein Immunrezeptor tyrosinabhangiges
Inhibierungsmotiv, welches die Zell-Zell Fusion und somit die Bildung von Polykaryozyten reguliert
(Oliver et al. 2013). Innerhalb der infizierten Zelle bewirkt VZV eine Aktivierung bzw. Hochregulation von
STAT3, was gleichzeitig zur Hochregulation von Survivin, einem anti-apoptotischen Protein fihrt und die
Ausschittung von Interferon a und STAT1 runter reguliert bzw. inhibiert (Sen et al. 2012). Im Gegensatz
dazu zeigen die benachbarten nicht infizierten Zellen eine Hochregulation von Interferon a, zur

Hemmung der Ausbreitung tiber Zell-Zell Kontakt, und Interleukin 1a.

ORF63 reguliert unter anderem die ORF62 Expression (Hoover et al. 2006). Zusammen mit ORF4 spielen
diese Transkriptionsaktivatoren eine essentielle Rolle bei der Replikation, die aus noch nicht ganz

geklarten Griinden gewebespezifisch unterschiedlich zu sein scheint.

1.3 Ziel der Arbeit

In dieser Studie soll untersucht werden, ob VZV onkolytische Eigenschaften in Gliomzellen besitzt und

folglich einen weiteren moglichen Kandidaten fir die onkolytische Therapie bei Glioblastomen darstellt.
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2 Material und Methoden

2.1 Zellbiologische Methoden

2.1.1 Allgemeine Zellkultur

Samtliche Arbeitsschritte wurden unter semisterilen Bedingungen durchgefiihrt um Kontaminationen
mit Bakterien, Pilzen oder Viren zu vermeiden bzw. zu minimieren. Die zugegebenen Medien wurden
bei 4°C gelagert und vor Zugabe auf 37°C erwarmt, um starke Temperaturschwankungen innerhalb der

Zellkultur zu verhindern.

Als Zellkultur wurden in dieser Arbeit Primarkulturen aus Patientengewebe (siehe Abschnitt 2.1.2.)
generiert, mit der Bezeichnung TB (Tumorbank) und der entsprechenden Nummer. AuRerdem wurden
Experimente an Gliomzelllinien (U87, U251 und U373), einer Fibroblastenzelllinie (MRC5) und der
Melanomzelllinie (MeWo) (kduflich erworben von der Zellkulturbank American Type Culture Collection

(ATCC)), sowie an der humanen mesenchymalen Stammzelllinie (hMSC) (erworben von Lonza, Basel

Schweiz) durchgefiihrt (Tab. 2).

Gliom Primarkulturen i ini ini Nicht neoplastische
Zellkulturen
Glioblastom anaplastisches
Astrozytom

TB402 TB22 us7 MeWo TB397
TB402 CD133+ TB202 U251 MRC5

TB403 TB275 U373 hMSC

TB414 TB372

TB426 TB389

TB428

TB458

TB477

Tab. 2: Verwendete Zellkulturen.

Samtliche in dieser Arbeit verwendeten Zellkulturen wurden bei 37°C und 5% CO; im Brutschrank
kultiviert und mit dem dazugehérigen Medium versetzt. In Abhdngigkeit von Zellzahl und Verbrauch

wurde alle 3-5 Tage das Medium gewechselt.
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2.1.1.1 Splitten von Zellen

Um eine Stagnation im Zellzyklus zu verringern, wurden die Zellen bei einer Konfluenz von tber 90%
gesplittet. Die Zellen wurden daflir dreimal je 5min mit PBS (Dulbecco’s PBS (1x) Biochrom AG)
gewaschen und anschlieBend mit 1/5 der Mediummenge Trypsin (Invitrogen) versetzt. Nachdem sich
die Zellen nach ca. 5 min bei Raumtemperatur von der Oberflache gelost hatten, wurde neues mit
fetalem Rinderserum (FCS (Gibco, Invitrogen)) angereichertes Medium Dulbecco’s Modified Eagles's
Medium (DMEM) hinzugegeben, um die Trypsinwirkung mit Hilfe des im FCS enthaltenen Antitrypsins
zu inaktivieren. Weiterhin existierende Zellkonglomerate wurden durch mehrmalige Resuspension
weiter vereinzelt. Nachfolgend wurden die Zellen bei 4°C fir 5 min und 1600 U/min zentrifugiert und
der Uberstand verworfen. Nach Zugabe von frischem DMEM Medium - angereichert mit
hitzeinaktiviertem 10% FCS, nicht essentiellen Aminosduren (NEAA), 1% Gentamizin, 0.2% Amphotericin
B, 1% Penizillin/ Streptomyzin, 1% NaHCOs; und 1% Glutamin (Invitrogen) - wurden die Zellen

resuspendiert und auf die weiteren Zellkulturschalen verteilt.

2.1.1.2 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Um einen gewissen Standard zu erhalten und das Entartungsrisiko der primaren Zellkulturen zu
minimieren, wurden die Zellen amplifiziert und in kleinen Batches eingefroren, welche fiir die

Experimente verwendet wurden.

Daflir wurden lebende Zellen im jeweiligen Vollmedium nach Zugabe von 10% Dimethylsulfoxid (DMSO)
(Merck, Darmstadt) in einem Nunc Eppendorfréhrchen fir 24 Stunden bei -80°C eingefroren und
anschlieRend bis zur weiteren Verwendung in fllissigem Stickstoff bei -196°C gelagert. Zum Auftauen
wurden die Zellen bei 37°C in Vollmedium kultiviert. Nach Adhérenz der Zellen, wurde ein

Mediumwechsel durchgefihrt, um das zytotoxisch wirkende DMSO aus der Zellkultur zu entfernen.

2.1.1.3 Bestimmung der Zellzahl

Die Zellzahl wurde mittels einer Neubauer-Zahlkammer bestimmt. Hierflir wurden 50 pl Trypanblau

(Sigma Aldrich) versetzt, in PBS verdiinnt und in die Zdhlkammer pipettiert. Es wurden nur Trypanblau-
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negative, lebendige Zellen in den vier GroRquadraten ausgezahlt. AnschlieBend wurde die Zellzahl pro

ml mittels folgender Formel ermittelt:

gezahlte Zellzahl

Zellzahl / ml = x Verdiinnungsfaktor x 10*

2.1.2 Primarkultur

Die Gewebsproben der Primarkulturen entstammten aus der Tumorbank der Neurochirurgischen Klinik
und Poliklinik des Klinikums der Universitdt Miinchen, Campus Grofhadern. Die Diagnosen wurden
histologisch gesichert gemaR der WHO Kriterien (2007). Von allen Proben wurde eine schriftliche
Einwilligung von den Patienten zur Verwendung des nicht zur Diagnosestellung benétigten

Uberschiissigen Materials fiir wissenschaftliche Zwecke eingeholt.

Das Tumorgewebe wurde den Patienten im OP entnommen, anschlieend in Réhrchen tberfihrt und in
flissigem Stickstoff bei -196°C schockgefroren. Im Labor wurden mit Hilfe von sterilisierten Pinzetten
und Skalpellen unter der Zellkulturbank die makroskopisch sichtbaren GefaRRe entfernt. Anschlieend
wurde der Tumor in einen Homogenisator gegeben, mit der entsprechenden Menge Medium (20% FCS)
aufgefillt und die Zellen mit einem StoRel mechanisch vereinzelt. Das Zellhomogenisat wurde

nachfolgend auf die Zellkulturflaschen verteilt und bei 37°C und 5% CO, kultiviert.

2.1.3 Magnetic bead sorting (Magnetic activated cell sorting (MACS))

Magnetic bead sorting (MACS, Miltenyi, Biotec) wurde verwendet, um Zellen mit Expression von CD133

an der Zelloberflache, aus einem Zellgemisch zu isolieren.

Dazu wurde die entsprechende Zellsuspension der Priméarkultur (TB402) mit dem anti CD133 Antikorper
(clone 13A4, Merck) fiir 2h bei Raumtemperatur und anschlieBend fiir 1h mit sogenannten MicroBeads
inkubiert. Hierbei handelt es sich um etwa 50 Nanometer (nm) groRe Magnetpartikel, die am FC Teil von
Antikorpern gebunden sind. Diese Antikorper erkennen wiederum den FC Teil des CD133 Antikorpers
und kénnen somit indirekt Zellen, die CD133 an der Zelloberflache exprimieren, binden. Beim Durchfluss
des Zellgemisches durch eine Saule, die von einem starken Magnetfeld umgeben war, wurden die mit
den MicroBeads markierten Zellen vom Magnetfeld zurlickgehalten und nur MicroBead negative Zellen

konnten die Saule passieren. Anschlieend wurde die Sdule dreimal mit PBS gespllt, das Magnetfeld
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entfernt und die verbliebenen Zellen mittels Kulturmedium aus der Sdule gel6st und als CD133 positive

Population weiter kultiviert.

2.1.4 Markieren von Zellen mit Dil

Dil (DilC1s(3) — Indocarbocyanid) ist ein lipophiler Farbstoff, der sich innerhalb von Zellmembranen
einbaut und somit die duBere Zellmembran, sowie intrazellulare membranhaltige bzw. lipophile
Zellorganellen markiert. Daneben findet sich eine diffuse schwache Anfarbung innerhalb des
Zytoplasmas. GemaR Angaben des Herstellers ist in Verbindung mit diesem Farbstoff eine

geringgradige Zytotoxizitdt und Phototoxizitat beschrieben.

Fiir den Konfrontationsversuch (siehe 2.1.6) wurden hMSCs mittels Dil gefarbt, um diese Zellen von
den Gliomzellen bzw. MRC5 Zellen zu unterscheiden. Dafiir wurden 90% konfluierende hMSCs
zweimalig fur jeweils 5 min mit PBS gewaschen. Anschliefend wurden pro ml serumfreies DMEM 5pl
Dil (Invitrogen) hinzugegeben und gleichmaRig gemischt. Nachdem dieses Dil-Medium Gemisch fir 20
min auf die hMSCs gegeben wurde, wurden die nun Dil markierten hMSCs einmalig mit PBS und

anschlieRend 2 malig mit DMEM gewaschen und danach regular weiter kultiviert.

2.1.5 Zellspharoid

2.1.5.1 Spharoid Design

Spharoide sind kugelférmige Zellhaufen, die je nach GrolRe der Zellen aus etwa 3000 bis 6000 Zellen
bestehen kénnen, um stabil zu sein. Diese Gebilde finden zum Beispiel Anwendung bei der Simulation
eines dreidimensionalen Tumors oder bei Migrations- oder Konfrontationsassays. Zur Generierung
dieser Zellspharoide stehen verschiedene Techniken zur Verfligung. In dieser Arbeit wurde Giberwiegend

die Agar noble Methode und die hdangender Tropfen Methode verwendet.

2.15.1.1 Agar noble Methode

96-well Platten wurden mit 60l Agar noble (1% in PBS) befiillt und Giber Nacht bei 4°C gekihlt. Zellen

der Zellkultur wurden entsprechend Kapitel ,,2.1.1.1 Splitten von Zellen” vereinzelt und anschliefend in
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der Neubauer Zdhlkammer gezahlt. Pro well wurden 4000 Zellen zugegeben und so bewegt, dass die

Zellen moglichst gleichmaRig im well verteilt waren.
Nach 3 Tagen Kultivierung im Brutschrank bei 37°C und 5% CO; hatten sich Zellspharoide gebildet.

2.15.1.2 Hangender Tropfen Methode

Zellen der Zellkultur wurden entsprechend Kapitel ,2.1.1.1 Splitten von Zellen” vereinzelt und
anschlielend in der Neubauer Zahlkammer gezahlt. Die Zellzahl wurde so eingestellt, dass sich ca. 70
Zellen/ul Vollmedium befanden. AnschlieBend wurden ca. 60ul der Zellsuspension als Tropfen auf die
Innenseite des Deckels pipettiert und der Deckel anschlieRend umgedreht, sodass ein hdangender

Tropfen entstand. Hierin formten sich innerhalb von 3 Tagen stabile Sphéaroide.

2.1.5.2 Einbetten

Im Vorfeld wurden Cryo Tissue Tek Sockel generiert, indem Cryo Tissue Tek Medium auf Kork gegeben
und Uber flussigem Stickstoff gefroren wurde. Die Zellspharoide wurden mittels einer 100ul Pipette
angesaugt und auf einen bereits gefrorenen Cryo Tissue Tek Sockel liberfihrt. Anschliefend wurde eine
neue Schicht Cryo Tissue Tek dariiber gegeben und die Proben mittels Isopentan erneut tber fliissigem

Stickstoff gefroren.

2.1.5.3 Schneiden

Tissue Tek eingebettete Spharoide wurden in einem Kryotom bei-15°C etwa 20 um dick geschnitten und

auf einen Objekttrager Gberfihrt.

2.1.6 Konfrontationsassay

Fiir den Konfrontationsassay wurden zwei Spharoide unterschiedlicher Zell-Art in rdumliche Nahe

zueinander gebracht und die Migration der einzelnen Zellen analysiert.

Dazu wurden Zellspharoide gemald Kapitel 2.1.5 generiert. Die zwei stabilen dreidimensionalen Gebilde

deren Migrationsverhalten zueinander untersucht werden sollte, wurden mittels 200ul Pipette
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angesaugt und zusammen in ein well der Agar noble beschichteten 96 well Platte Gberfiihrt. Die
Spharoide wurden unter Standardzellkulturbedingungen kultiviert. Alle 4 Tage wurde ein

Mediumwechsel durchgefiihrt.

2.1.7 V2V Infektion in vitro

2.1.7.1 Hintergrund der verwendeten Viren

POKA VZV ist ein VZV Stamm der in den 70er Jahren von einem Patienten namens Oka in Japan isoliert
wurde (Ozaki and Asano 2016). Dieses Wildtyp Virus wurde in den darauffolgenden Jahren mehrfach

attenuiert, um ihn als Impfung einzusetzen (VOKA).

Das Virus repliziert und breitet sich innerhalb des menschlichen Kérpers und auch innerhalb einer in

vitro Zellkultur Gber Zell - Zell Kontakte aus.

In dieser Arbeit wurden sowohl das pOKA Virus, als auch 3 Mutante verwendet. VZV rOKA/
ORF63rev[T171] ist ein Abkémmling des Vakzinvirus vVOKA mit einer Punktmutation (T171A) im
Transkriptionsregulationsprotein IE63 (Baiker et al. 2004). Die VZV Mutante rOKA/47AC ist ebenfalls ein
Abkémmling von vOKA und enthilt eine trunkierte Form der viralen Serin/ Threonin Kinase ORF47
(Besser et al. 2003). Die letzte in dieser Arbeit verwendete VZV Mutante pOKA66S stammt vom pOKA

Virus ab und enthilt eine Deletion in der Serin/ Threonin Kinase ORF66 (Schaap-Nutt et al. 2006).

Alle in dieser Arbeit verwendeten Varizella Zoster Viren lagen in der Form, in der wir sie von Dr. Ann
Arbor (Stanford University, CA, USA) erhalten haben, in MeWos, einer humanen Melanomzelllinie,
replizierend vor. Um bei den Wachstumsexperimenten einen Nebeneffekt durch die Anwesenheit von
anderen Krebszellen so gering wie moglich zu machen, wurde das pOKA Virus auf MRC5 Zellen, einer
humanen Fibroblastenzelllinie, Gbertragen. Daflir wurden zu einer konfluenten MRC5 Zellkultur
infizierte MeWo Zellen gegeben. Nach 5 Tagen wurden diese trypsiniert und damit erneut konfluente
MRCS Zellen infiziert. Dieser Vorgang wurde dreimal wiederholt, um die Wahrscheinlichkeit der
Anwesenheit von infizierten MeWos zu minimieren. AnschlieRend wurden die VZV tragenden MRC 5

Zellen eingefroren.
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2.1.7.2 Ermittlung der Plaque Forming Units

Um die Anzahl der Plague Forming Units (PFU), also der Menge Virus zu bestimmen, die ein Plaque
innerhalb einer konfluenten MeWo Zellkultur hervorruft, zu ermitteln, wurden in jedes well einer 6 well
Platte MeWo Zellen ausgesat, die bis zu einer Konfluenz von 90% wuchsen. Anschliefend wurde zu den
wells eine aufsteigende Verdiinnung von VZV infizierten MRC5 Zellen hinzugegeben (1 — 1/10°). Das
Experiment wurde dreimal durchgefiihrt. Je nach Viruskonzentration bildeten sich unterschiedliche
Mengen an Plaques innerhalb der MeWo Zellkultur aus. Hierbei wurde der Verdiinnungsfaktor des Virus,
welcher gerade noch zur Ausbildung von Plaques fiihrte, mit der Anzahl der Plaques in dem
entsprechenden well multipliziert, um die Menge an PFUs des Virus zu ermitteln. Nach Abschluss der
Virusbehandlung wurde von den Zellkulturen das Medium abgesaugt und die Zellen fir 20 min mit
Crystal Violet Farbelosung (0.5g Crystal Violet, 27ml 37% Formaldehyd, 100ml 10x PBS, 10ml Methanol,
863ml dH,0) fixiert.

2.1.7.3 Replikationsgeschwindigkeitsanalyse

Die Zelllinie U251 und die priméaren Zellkulturen TB426 und TB402 wurden mit 250 PFU (Tag 0) der
verschiedenen Viren (pOKA, pOKA66s, rOKA47AC und rOKA/ Orf63rev[T171]) Gber maximal 7 Tage
inkubiert und an den Tagen zwei bis sieben tdglich ein Ansatz asserviert. Die Asservate wurden

anschlieRend auf konfluenten MeWo Zellen austitriert (siehe 2.1.7.2) und die Anzahl der PFUs ermittelt.

2.1.8 Immunzytochemie

Mit Hilfe der Immunzytochemie kann man die Expression von bestimmten Proteinen innerhalb einer
Zellkultur mit Hilfe von Antikérpern, die gegen diese Proteine gerichtet sind, untersuchen. Diese
Antikorper sind in der Regel an farbkatalysierende Enzyme oder Fluorochrome gebunden, sodass die
Antikorper indirekt visualisiert werden kénnen, was Riickschlisse auf das Vorhandensein und deren

Lokalisation, oder aber die Abwesenheit der zu untersuchenden Proteine erlaubt.

Immunzytochemische Untersuchungen wurden entweder an gemadss 2.1.5.3 generierten Spharoid
Schnitten, oder an mit Zellen bewachsenen Decklasern durchgefiihrt. Hierfiir wurden ca. 5000 Zellen in

500ul Vollmedium auf Deckglaser ausplattiert und diese fiir 2 Tage im Brutschrank kultiviert.
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2.1.8.1 Varizella Zoster Virus Farbung

Die Spharoidschnitte und Deckglas bewachsenen Zellen wurden fir 10 min mit eiskaltem 4%igem
Paraformaldehyd bei 4°C fixiert und anschliefend mit eiskaltem phosphate buffered saline (PBS)
gewaschen. Nachfolgend wurden die Zellen fiir 1h bei Raumtemperatur mit einer Losung aus PBS, 30%
Ziegenserum, und 0,3% Triton X — 100 blockiert, um unspezifische Bindung mit den Primar- bzw.
Sekundarantikdrpern zu reduzieren. Daraufhin wurden die Proben 3-mal fiir je 5 min in PBS gewaschen
und nachfolgend fir 8h bei 4°C mit dem priméaren Antikoérper (Varizella Zoster Serum, von einem
Patienten gewonnen) versetzt, der in einem Gemisch von PBS, 3% Ziegenserum und 0,3% Triton X-100

im Verhaltnis 1:1000 verdiinnt wurde.

Nach erneutem 3-maligem Waschen fir je 5 min in PBS wurden die Zellen mit dem sekundaren
Antikorper (Alexa 488 anti-human), entsprechend der zuvor erwdhnten Antikorperfarbelosung im
Verhaltnis 1:500 fur eine Stunde bei Raumtemperatur versetzt. Nachfolgend wurden die Zellen jeweils
flr 5 min einmal in PBS mit 4',6-diamidino-2-phenylindol (DAPI) (1:5000) und anschlieRend zweimal in

reinem PBS gewaschen.

Die Zellen wurden mit Vectashield mounting Medium eingedeckt, die Deckgldaser mit Klarlack fixiert und

unter Lichtabschluss bei 4°C gelagert. Die Proben wurden am Olympus Mikroskop ausgewertet.

2.1.8.2 CD133 und ASPM Fdrbung

Die hierfiir entsprechend 2.1.2 vorbereiteten Zellkulturen wurden fiir 10 min mit eiskaltem 4%igem
Paraformaldehyd bei 4°C fixiert und anschlieRend mit eiskaltem PBS gewaschen. Nachfolgend wurden
die Zellen fir 1h bei Raumtemperatur mit einer Losung aus PBS, 30% bovinem Serumalbumin, und
0,3% Triton X — 100 blockiert, um unspezifische Bindung mit den Primar- bzw. Sekundarantikérpern zu
reduzieren. Daraufhin wurden die Proben 3-mal fiir je 5 min in PBS gewaschen und fiir 2h bei
Raumtemperatur mit dem primaren Antikérper (AC133, Miltenyl (1:200) bzw. ASPM, Novus Biologicals
(1:250)) in einem Gemisch von PBS, 3% BSA und 0,3% Triton X-100 inkubiert. Daraufhin wurden die
Zellen 3-mal fir je 10 min gewaschen und mit einem sekundaren Antikorper (AC133 anti-Biotin-
Alexa488, ASPM Goat anti Rabbit Alexa488) in einer Verdiinnung von 1:500 mit der zuvor genannten
Antikorperfarbelosung versetzt. Anschliessend wurden die Zellen jeweils fiir 5 min einmal in PBS mit
4',6-diamidino-2-phenylindol (DAPI) (1:5000) und zweimalig je 5 min bei Raumtemperatur in reinem

PBS gewaschen.
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2.2 Westernblot

2.2.1 Protein Separation und Blot

Mit VZV infizierte U251 Zellen und Primarkulturen wurden mit Hilfe des Zelllysepuffers (50mM TrisHCI
(pH 7.4), 0.5% NP-40, 250ml NaCl, 5mM EDTA, 50mM NaF (Proteaseinhibitor)) 30min bei
Raumtemperatur lysiert und das Lysat anschlieRend bei —80°C gelagert. Vor dem Laden des Gels wurden
die Proteinkonzentration der Proben mittels Bradford Assay und Eppendorf Biophotometer auf eine

Konzentration von 30ug Protein je 20ul Ansatz eingestellt.

Der Lammli Puffer wurde mit 5% B-Mercaptoethanol versetzt und anschlieRend jeweils 12ul Lammli
Puffer Gemisch zur Probe hinzugegeben. Das Stoffgemisch wurde fiir 5 min bei 95°C erhitzt und
anschlieRend sofort auf Eis gekiihlt. AnschlieBend wurden 30ul der Proben in die kauflich erworbenen
Gele (SDS PAGE, Biorad) geladen und mittels Laufpuffer (3.03g Tris base, 14.4g Glyzin, 1.0g SDS gel6st in
1l H20) bei 110V fir 80 min separiert. Danach wurden die Proteine mit Transferpuffer TBS (20 %
Methanol, 192 mM Glyzin, 25 mM Tris-base, pH 8.3) bei 30V fir 90min auf eine PVDF Membran
geblottet, welche zuvor fiir 10 Sek in 100% Methanol aktiviert, darauffolgend fiir 2 min in Aqua Dest.

und erneut fiir 5 min in TB Puffer gewaschen wurde.

2.2.2 Signaldetektion

Die geblottete Membran wurde fir 5 min in TTBS (TBS + 0.05% Tween 20) auf einem Schittler
gewaschen und anschliefend fir 50 min in 5% nonfat milk (geldst in TTBS) geblockt, um unspezifische
Bindungen des primaren Antikorpers zu verhindern. Der primare Antikérper wurde in 0,25% nonfat milk

in TTBS Losung geldst und iber Nacht bei 4°C auf einem Ruttler inkubiert.

Nachfolgend wurde die Membran sechsmal fiir jeweils 5 min in TTBS gewaschen und mit dem
sekundaren Antikorper, gelost in 0,25% nonfat milk TTBS Losung, fiir 60min bei Raumtemperatur
inkubiert. Nach dem erneuten sechsmaligen Waschschritt in TTBS, fiir je 5 min, wurde die Membran mit
dem Chemolumineszenz-Reagenz-System (Pierce ECL Western Blotting 17 Substrate #32209, Thermo
Fisher Scientific) inkubiert, bevor die Banden der Membran mit Hilfe eines Films (Fuji Medical Xray) in

der Dunkelkammer entwickelt wurden.
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3 Ergebnisteil

3.1 Generierung von Primarkulturen

Die ausplattierten Primarkulturen von Glioblastomgewebe zeigten ein heterogenes Bild (siehe Abb. 11).
Hierbei fanden sich teils polymorphe Zellen (z.B. TB426, Abb. 11A) mit unregelmalig geformten

Zellkernen sowie Zellkulturen mit teils kleinzelligem (z.B. TB402, 11B) und teils balkenartigem

Wachstumsmuster (z.B. TB 389, 11C).

TB426 TB402

TB389

Abb. 11: Morphologie der Primdrkulturen. (A) zeigt TB426 mit einem pleomorphen Zellbild. (B) zeigt exemplarisch
TB402 welche eine kleinzellige Morphologie aufweist. In (C) ist die 3. morphologische Variante dargestellt mittels
TB389, die durch in Balkenstrukturen wachsende Tumorzellverbdnde gekennzeichnet ist (Crystal Violet Fédrbung,

Vergréflerung 10x).
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3.2 VZV Replikation in Gliomzelllinien und Primarkulturen

3.2.1 Zellshuttle fiir VZV Infektionen

Da VZV sowohl innerhalb des Korpers, als auch in vitro eine Zell assoziierte Replikation und Infektion der
benachbarten Zellen zeigt, wurde die aus nicht neoplastischen Zellen generierte Fibroblastenzelllinie
MRCS5 als virustragendes Zellshuttle flir die meisten nachfolgenden Experimente herangezogen, um
auszuschlieflen, dass die bis dato als Standard verwendete Melanomzelllinie MeWo, aufgrund ihres

tumoralen Verhaltens, Auswirkungen auf die Wachstumsversuche der Gliomkulturen hat.

Im Unterschied zur Melanomzelllinie MeWo (siehe Abb. 12A), welche nach VZV Infektion
klassischerweise eine Synzytienbildung (Sy) und Plaqueformation (P) aufweist, finden sich in der mit VZV
infizierten MRC5 Zellkultur (Abb. 12B) StralRen von infizierten Zellen, welche teils kontrahiert erscheinen
und im spéateren Verlauf ihre Adharenz zur Oberflache verlieren, was zu einer Plagueformation fiihrt.

Die Synzytienbildung steht, im Gegensatz zur MeWo Zelllinie, hier nicht im Vordergrund.

Abb. 12: Immunzytochemie VZV infizierter MeWo und MRC5 Zellen. (A) zeigt die mit pOKA VZV infizierte
Melanomzelllinie MeWo mit den fiir diese Infektion charakteristischen Features von Synzytienbildung (Sy) und
Plaquebildung (P) (VergréfSerung 10x). (Angepasst mit Erlaubnis von (Leske et al. 2012). In (B) wird die pOKA
Infektion von der Fibroblastenzelllinie MRC5 dargestellt, welche Flichen bzw. Strafsen von Infizierten Zellen zeigt,
bei Zell-Zellassoziierter Ausbreitung, und zum Teil zur sphdrischen Verdnderung der Zellen fiihrt (siehe rechter
unterer Bildquadrant). Hier findet sich keine eindeutige Synzytien- bzw. Plaquebildung (Vergréferung 4x).
Kernfédrbung DAPI (blau), VZV GlykoproteinE Alexa488 (griin).
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3.2.1.1 Virustiterbestimmung

Um eine Vergleichbarkeit der Virusreplikation zwischen den unterschiedlichen Zellkulturen zu
gewahrleisten, wurde eine Stocksolution mit VZV tragenden MRC5 Zellen angefertigt und die Menge an
Infektiosen Einheiten (PFU) bestimmt (Abb. 13). Dabei zeigte die Verdiinnungsreihe auf initial
konfluenten MeWo Zellen, bei einer Infektion mit 10* ml der Stocksolution, am dritten Tag nach
Infektion die Bildung von 6 Plagues, wohingegen hohere Konzentrationen eine nicht eindeutig
definierbare Anzahl an Plaques, bzw. geringere Konzentrationen zu keiner Plaquebildung gefihrt haben

(n=3). Somit entsprachen 1ml Stocksolution 6 x 10* PFU.

10" 10” 10°
10" 10° 10°

Abb. 13: Schematische Darstellung der Virustiter Bestimmung. 6 well Platte mit konfluenten MeWo Zellen (blau)

zeigen in Abhdngigkeit der pOKA VZV Konzentration eine Zytolyse (weif3), welcher bei einer Viruskonzentration von
10 zur Darstellung von 6 Plaques (am dritten Tag nach Infektion) fiihrt und somit einer Konzentration von 6 x 10*

Plaque Forming Units (PFU) entspricht.
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3.2.1.2 Zytolyseexperiment der Zellshuttle MRC5 und hMSCs nach wt pOKA VZV Infektion

MRCS5 + wt VZV

HMSCs

HMSCs + wt VZV

Abb. 14: Infektionsanalyse der Shuttlezellen: Semikonfluente MRC5 Fibroblasten, sowie humane mesenchymale
Stammzellen (hMSCs) zeigen keine morphologischen Auffilligkeiten am 1. Tag nach der pOKA wtVZV Applikation
(120 PFU). Nach 7 Tagen sind im Vergleich zur jeweils unbehandelten Kontrolle die Kerne zusammengezogen und

verdichtet, mit grofsen Defekten des Zellrasens (Crystal Violet Fdrbung, Vergréf3erung 4x).

Zur Bestatigung, dass wt pOKA VZV in den humanen Zellen (MRC5, HMSCs) repliziert, welche in den
nachfolgenden Experimenten als Virustrager zum Einsatz kamen, wurden diese Zellen 7 Tage lang im
Brutschrank kultiviert. Dafiir wurden semikonfluente Zellen tragende wells (siehe Abb. 14) mit 120PFU
VZV inkubiert. Als Kontrollzellen dienten unbehandelte, also VZV freie, Zellen vom gleichen Zelltyp (Abb.
14 Reihe 1 und 3). Sowohl MRC5 Zellen als auch hMSCs zeigten innerhalb von 7 Tagen eine deutliche
Morphologiednderung, mit Plagueformationen und vereinzelten Synzytien. Die Zellen sahen, im
Vergleich zur unbehandelten Kontrolle, kontrahiert und kaum noch vital aus (Abb. 14 rechts, Reihe 2

und 4).
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3.2.2 Morphologische Unterschiede zwischen verschiedenen mit wt pOKA VZV

infizierten Zellkulturen

Fir die Untersuchung der VZV Replikation in Gliom Zellkulturen wurden die aus Gewebe von malignen
diffusen Astrozytomen generierten Primarkulturen (anaplastische Atrozytome: TB22, TB202, TB275,
TB372, TB389 und Glioblastome:TB402, TB403, TB414, TB426, TB428, TB458, TB477) und die
Gliomzelllinien (U87, U251 und U373) jeweils mit 120 PFU der VZV tragenden MRC5 Zellen 2 Tage lang
im Brutschrank kultiviert. Als nicht gliomatdse Zellkultur wurden humanes Epilepsiegewebe (TB397),

MRC5, MeWo und hMSCs mit in den Versuch eingeschlossen.

Es zeigten sich - auch im Vergleich zu den MRC5 und den MeWo Zellen - deutlich unterschiedliche
Phanotypen zwischen den verschiedenen Zellkulturen. Samtliche aus Patientengewebe generierten
Primarkulturen der malignen diffusen Astrozytome und auch das Epilepsiegewebe (TB397), welches eine
langere Latenz als die Tumorzellkulturen besal} (Abb. 15B, TB426), waren permissiv fiir VZV und zeigten
nach VZV Infektion iberwiegend ein dahnliches Wachstumsmuster wie die hMSCs (Abb. 15A). Hier fand
sich kaum Synzytienbildung, sondern primar ein Zusammenziehen der Einzelzellen mit diinnen
fadenfoérmigen Zwischenzellverbindungen, weshalb wir dieses Muster als ,spinnennetzartigen

Phanotyp” bezeichneten.

Demgegeniiber standen die Gliomzelllinien (Abb. 15C und D, hier U373). Diese zeigten 2 Tage nach
Infektion, neben vereinzelter Synzytienbildung bzw. Plaqueformation, vor allem ein sphérisches
Zusammenziehen der Tumorzellen, mit ,,blumenkohlartigen Formationen®, sodass wir dieses Muster als

,blumenkohlartiges Wachstumsmuster” bezeichneten.
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Abb. 15: Immunzytochemischer Vergleich der viralen Ausbreitung VZV infizierter Zellkulturen.
Immunfluoreszenzanalyse der Zytomorphologie von pOKA VZV infizierten Primérkulturen und hMSCs. (A) zeigt eine
infizierte hMSC Zellkultur und in (B) ist die GBM-Primdrkultur TB426 exemplarisch dargestellt. Bei diesen Kulturen
finden sich fibrilldre/piloide Verbindungen zwischen den Zellen (,viral highways”) dhnlich einem Spinnennetz. (C)
und (D) zeigen den gleichen Ausschnitt der Gliomzelllinie U373, bei der die Zellen (wie in (D) verdeutlicht ist (ohne
DAPI)) eine sphdrische Phédnotypdnderung nach pOKA VZV Infektion zeigen. Daneben sind ganz vereinzelt
angedeutete Synzytienbildungen (Zentrum des Bildes) zu erkennen. Kerne (DAPI, blau), VZV Glykoprotein E (Alexa

488, griin) (VergréfSerung 10x).

3.3 Bestimmung der Aciclovir Konzentration zur Hemmung der

Varizella Zoster Replikation

In der Studie von Elion et al. 1977 wurde gezeigt, dass Aciclovir eine inhibierende Wirkung auf die VZV
Replikation hat (Elion et al. 1977). Zum Nachweis, dass die phanotypischen Veranderungen innerhalb

der Zellkulturen auf die VZV Infektion zurlickzufiihren sind, wurde in dieser Arbeit der VZV
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Replikationshemmer Aciclovir als Kontrollexperiment eingesetzt, um die zytomorphologischen und
zytotoxischen Wirkungen von VZV entsprechend zu inhibieren. Um zytotoxische Wirkungen von Aciclovir
so gering wie moglich zu halten, wurde die minimal benétige Konzentration von Aciclovir zur nahezu

vollstandigen Hemmung der Replikation von VZV in MRC5 Zellen getestet.

+ mock + 1ug/ml Aciclovir + 10 pg/ml Aciclovir + 50 pg/ml Aciclovir

MRC5+120
pfu wt VzVv
(Tag 5)

Abb. 16: Inhibitionsreihe der pOKA VZV Replikation in vitro mittels Aciclovir. Die mit 120 PFU behandelte
Fibroblastenzelllinie MRC5 wurde, entsprechend der Bilder von links nach rechts, mit (A) mock (PBS) bzw. in
aufsteigender Konzentration von (B) 1ug/ml, (C) 10ug/ml oder (D) 50ug/ml Aciclovir, gelést in PBS, behandelt.
Dabei zeigt sich ein dosisabhdngiger Verlust der kugelférmigen Zellen mit lediglich sehr vereinzelten Zellen (bei (C)
10ug/ml)- und vélligem Fehlen der kugelférmigen Zellen bei Behandlung mit 50ug/ml Aciclovir (Crystal Violet
Fdrbung, Vergréfserung 4x).

Es zeigte sich im Verdinnungsversuch (Abb. 16), dass 10ug/ml Aciclovir zur VZV infizierten (120 PFU)
Zellkultur hinzugefligt werden mussten, um die Bildung von viralen Plaques weitgehend zu verhindern.
Hier zeigten sich lediglich vereinzelte kugelformige Zellen. Geringere Aciclovir Konzentrationen zeigten
kaum einen replikationsinhibitorischen Effekt. Bei einer Aciclovirkonzentration von 50ug/ml wurden
keinerlei morphologisch veranderte Zellen, im Sinne einer viralen Infektion, beobachtet, entsprechend

einer vollstandigen Hemmung der Replikation von wt VZV.
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3.4 Vergleich des Replikationsverhaltens von wt pOKA zwischen den

Zellkulturen

Zur Analyse des Replikationsverhaltens der verwendeten VZV Stamme innerhalb der verschiedenen
Zellkulturen, wurden semikonfluente Zellen jeweils unbehandelt, mit Aciclovir (10ug/ml), mit VZV (120

PFU) oder mit VZV (120 PFU) und Aciclovir (10ug/ml) versetzt.

VZV* /I Acyclovirt VZV- /I Acyclovir
day 6

U373

MRCS

TB428

hMSC

Abb. 17: Zytolyse mittels VZV in vitro. Der Wachstumsvergleich zwischen der Gliomzelllinie U373 (A-D), den als
Shuttle verwendeten Zellen MRC5 (E-H) und hMSC (M-0) und der GBM Primdrkultur TB428 (I-L) zeigt bereits nach
6 Tagen eine Infektion mit ausgeprégter Zytolyse der Primdrkultur (J) und der Trdgerzelle hMSC (N). Die mit Aciclovir
behandelten Zellen (C, G, K, O) zeigen nahezu keine Virus - assoziierten morphologischen Verdnderungen, jedoch
scheint die Zellzahl im Vergleich zur unbehandelten Zellkultur Gruppe (D, H, L, P) etwas reduziert zu sein (Crystal

Violet Fdrbung, VergréfSerung 4x) (Angepasst mit Erlaubnis von (Leske et al. 2012)).
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Bei den Primarkultur-Daten (siehe Abb. 17, anhand von TB428 (I-L) demonstriert) und hMSCs (Abb. 17
M-P) zeigte sich zwischen 6 und 9 Tage nach VZV Infektion ein volliger Zelluntergang bzw. eine vollige
Zytolyse (Abb. 17 J, N), gefolgt von MRC5 Zellen (Abb. E-H), welche in diesem Experiment
durchschnittlich 11 Tage nach Infektion einen kompletten Zelluntergang zeigten. Gliomzelllinien (U87/
U251 (Daten nicht gezeigt), U373 (Abb. 17 A-D)) waren durchschnittlich nach 15 Tagen von einer
kompletten viralen Zytotoxizitdt betroffen. In unbehandelten Zellen (Daten nicht gezeigt) und Zellen,
welche lediglich mit Aciclovir versetzt wurden, (Abb. 17 D, H, L, P) fanden sich weder die in VZV
Infektionsassays beobachteten viralen Replikationsfoci, noch sonstige Unterschiede zwischen den
Gruppen. In Zellen, die mit VZV und Aciclovir behandelt wurden, wurde eine deutlich reduzierte bzw.
vollige Hemmung der viralen Plaquebildung beobachtet, jedoch war, im Vergleich zu den

Kontrollgruppen, die Zelldichte hier leicht reduziert.

3.5 Virusmutanten Experiment

Um weitere tumorspezifische Selektivitdt zu untersuchen, wurden die bereits vorhandenen VZV
Mutanten pOKA66s, rOKA47AC und rOKA/ ORF63rev[T171], welche im Labor von Ann Arvin generiert

wurden, in die Wachstumsanalysen aufgenommen und mit Wildtyp pOKA VZV verglichen.

3.5.1 Replikationsgeschwindigkeitsanalyse

Konfluente Zellkulturen von U251, TB402 und TB426 wurden mit 250 PFU der entsprechenden VZV
Varianten versehen und maximal 7 Tage inkubiert. Von den Ansadtzen der behandelten Zellkulturen
wurde taglich (von Tag 2 bis Tag 7) eine Probe asserviert. AnschlieBend wurden die Zell/ Virus Asservate
auf konfluenten MeWo Zellen austitriert. Dabei zeigte sich eine steigende Replikationsgeschwindigkeit
bis Tag 4 in allen untersuchten Zellkulturen (siehe Abb. 18). Innerhalb aller Zellkulturen stellte sich das
VZV rOKA/ ORF63rev[T171] als das Virus mit der héchsten Replikationsgeschwindigkeit heraus mit ca. %
Ilg hoherer Replikationsgeschwindigkeit im Vergleich zum Wildtyp Virus pOKA VZV. Das VZV pOKA66S
zeigte ahnliche Replikationsgeschwindigkeiten in allen getesteten Zellkulturen im Vergleich zum Wildtyp
Virus pOKA VZV, wohingegen die Replikationsgeschwindigkeit von rOKA47AC im Vergleich zum Wildtyp
um ca. 1/3 Ig reduziert war. Ab dem 5. Tage nahm die Replikationsgeschwindigkeit aller getesteten Viren

wieder deutlich ab.
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Abb. 18: Replikationsgeschwindigkeitsanalyse. Die Replikationsgeschwindigkeitsanalyse zeigt etwa 4 Tage nach
Infektion den gréfSten Titer, welcher anschlieffend wieder deutlich abnimmt. Der Vergleich zwischen den
verschiedenen VZV Viren innerhalb der verschiedenen Zellkulturen U251 (A), TB402 (B) und TB426 (C) zeigt, dass
die VZV Mutante rOKA/ ORF63rev[T171] in allen getesteten Zellkulturen eine etwa % Ig schnellere Replikation zeigt
als wt VzZV. Die VZV  Mutante pOKA66S zeigt hingegen zu wt VZV ein dhnliches
Replikationsgeschwindigkeitsverhalten, wohingegen rOKA47AC deutlich vermindert ist. Aufierdem ist die
Replikationsgeschwindigkeit aller Viren deutlich héher in der Gliomzelllinie U251 als in den Primdrkulturen,
wogegen zwischen diesen beiden kein grofser Unterschied in der Replikationsgeschwindigkeit besteht (Angepasst

mit Erlaubnis von (Leske et al. 2012)).

3.5.2 Expression viraler Proteine

Zum Nachweis der Expression viraler Proteine wurden Westernblot Analysen durchgefiihrt (Abb. 19).
Hier zeigte sich, 4 Tage nach Infektion der Gliomzelllinie U251, eine stabile Expression der immediate
early (IE), der early (E) und der late (L) VZV Proteine. Wohingegen sich bei den immediate early (IE)
Genen ORF4 und ORF63 eine homogene Proteinexpression fand, waren zwischen den VZV Mutanten
Unterschiede in der Expression der early (E) Gene zu beobachten. Die Serin / Threonin Kinase ORF47
war starker exprimiert in den Mutanten rOKA/ ORF63rev[T171] und pOKAG66S im Vergleich zum Wildtyp
Virus pOKA. Die Serin Threonin Kinase ORF66 fehlte vollstandig in pOKA66S aufgrund einer Stop
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Mutation innerhalb dieses ORFs. Die Mutante rOKA47AC exprimierte aufgrund ihrer Mutation eine
trunkierte Form des ORF47, welche in ein kleineres Fragment dieses Proteins resultierte (siehe
Sternchen Abb. 19). Zusatzlich schien bei diesem Virus die Expression des immediate early Gens ORF62,

sowie des Glykoproteins E als late Protein, im Vergleich zum Wildtyp pOKA, reduziert zu sein.

WT 66S T171 47AC
ORF 4 (IE)

ORF 63 (IE) 4l Sl SN St
ORF 62 (IE) e M i e

ORF 47 (E) r,.. — E

ORF 66 (E) —
ORFes(L) % B B

Abb. 19: VZV Proteinexpression. Im Westernblot zeigt sich nach 4-tdgiger Infektion der Gliomzelllinie U251 eine
homogene Expression der immediate early Gene ORF4 und ORF63 bei allen getesteten Viren. Bei der VZV Mutante
rOKA47AC ist das early Gene ORF47 trunkiert,wodurch das Protein ein geringeres Molekulargewicht (siehe
Sternchen) besitzt. Bei dieser Mutante ist auch die Expression von ORF62 und des late Gens ORF68 vermindert im
Vergleich zum Wildtyp VZV. Die VZV pOKA66S Mutante zeigt eine fehlende Expression von ORF66 und erhéhte
Expression der ORF47 Serin - Threonin Kinase, bei ansonsten regelrechter Proteinexpression. Die rOKA/
ORF63[T171] Mutante zeigt ebenfalls eine verstdrkte Expression dieser Kinase, bei ansonsten regelrechter

Proteinexpression (Angepasst mit Erlaubnis von (Leske et al. 2012)).

3.6 Virusreplikation im dreidimensionalen Modell

Fir die Behandlung eines Gliom-Patienten mit onkolytischen Viren ist der Nachweis einer effizienten

Virus Replikation innerhalb des dreidimensionalen Tumorgewebes essentiell.

Die dafiir generierten Tumorzellspharoide aus den Primarkulturen wurden mit 240 PFU inkubiert.

Bereits nach 4 Tagen zeigte sich eine Expression der viralen Proteine, sowohl an der Oberflache, als auch
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im Zentrum der Sphéaroide (Abb. 20). Daneben hatten alle VZV infizierten Spharoide gemein, dass die
Zellkerne nicht mehr regular geformt, sondern sich viel mehr amorph prasentierten, im Gegensatz zu

den nicht mit VZV behandelten Spharoiden (Abb. 20, hier TB402 NK exemplarisch dargestellt).

TB402 NK TB402 pOKA wt VZV
TB426 pOKA wt VZV TB372 pOKA wt VZV

Abb. 20: Kernmorphologiednderung VZV infizierter Zellen. Gefrierschnitte von Zellsphdroiden die aus
Primdrkulturen (TB402, TB426, TB372), generiert und mit wt pOKA Virus oder unbehandelt (TB402 NK) wurden. Im
Gegensatz zur Kontrolle (TB402 NK) stellen sich die Kerne (blau, DAPI) der pOKA wt VZV behandelten Sphdroide

aufgelockert, pords, sowie teilweise fragmentiert dar, (VergréfSerung 10x).

Zwischen den verschiedenen Primarkulturen zeigten sich dahingehend Unterschiede, dass sie sich
teilweise kohasiv (TB402, TB372) und teils eher diskohdasiv (TB426, TB372) prasentierten. MRC5 Zellen

hingegen stellten sich eher kohasiv dar.
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TB 402 MRCS VZV TB 426

TB 402 NK TB 389 B 372

Abb. 21: VZV Ausbreitung im 3D Modell. Gefrierschnitte von Zellsphdroiden die aus Primdrkulturen (TB402, TB426,
TB389, TB372), sowie der MRC5 Shuttle Zellkultur generiert und mit wt pOKA Virus oder unbehandelt (TB402 NK)
wurden. Im Gegensatz zur Kontrolle (TB402 NK) zeigt sich eine Expression von VZV Proteinen (griin) bis in das
Zentrum des Sphdroiden, , welche bei der nicht infizierten Kontrolle (TB 402 NK) fehlt (Vergr6ferung 10x)

(Angepasst mit Erlaubnis von (Leske et al. 2012)).

3.6.1 hMSC als Gliom attraktiertes Zellshuttle

Neben der Verwendung von tumorspezifischen Viren sind vereinzelte Viren dazu befahigt Zellshuttle zu
nutzen, welche z.B. einen natirlichen Tumorzelltropismus besitzen. Damit besteht eine hohere
peritumorale Aufenthaltswahrscheinlichkeit und gleichzeitig eine hohere Chance der viralen Infektion

des Tumorgewebes.

In 2006 prasentierten Schichor et al., dass hMSCs mit einem solchen Gliom-spezifischen Tropismus
ausgestattet sind (Schichor et al. 2006). Daher wurde in der nun vorliegenden Arbeit getestet, ob hMSCs

sich als Shuttle flir VZV eignen und ihren Tumorzelltropismus auch nach viraler Infektion behalten.

Um hMSCs eindeutig von Gliomzellen unterscheiden zu kdnnen, wurden sie in Zellkultur mit Dil markiert.

Dabei zeigte sich ein membranstandiges und lysosomales (dot like) Anfarbemuster der hMSCs (Abb. 21).
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AnschlieBend wurden hMSC Spharoide mittels Agar noble Methode generiert (Abb. 23, links

Durchlichtmikroskopie, rechts Fluoreszenzmikroskopie).

Sw L} HZLAE

Abb. 22: Dil markierte hMSCs in vitro. Die fiir die Konfrontationsexperimente verwendeten hMSCs lassen sich mit
Dil (rot) markieren und zeigen ein lysosomales Anfdrbemuster (Vergréfserung 40x in (A), (B); Vergréferung 10X in

(C), A, C Fluoreszenzmikroskopie, B Durchlichtmikroskopie).

Abb. 23: Dil markierte hMSCs im dreidimensionalen Modell (links Durchlichtmikroskopie, rechts

Fluoreszenzmikroskopie, VergréfSerung 10x).

3.6.1.1 V2V Infektion von hMSC Spharoiden

Nach Infektion der hMSC Sphéaroide mit 120 PFU stellten sich diese teils diskohasiv dar. In allen Fallen
war die Oberflaiche unregelmifig und aufgeraut (Abb. 23) im Vergleich zu den nicht infizierten

Spharoiden (siehe Abb. 23). AuRerdem war das Fluoreszenzsignal von Dil deutlich reduziert.
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Abb. 24: Morphologieéinderung der hMSC Shuttlezellsphéiroide nach VZV Infektion. Die aus hMSCs generierten
Sphdroide zeigen im 3D Modell die Dil Fidrbung. Nach VZV Infektion stellen sich die Sphdroide mit einer aufgerauten
Sphdroidoberfidche dar und zeigen einen Verlust der Dil Intensitdt (VergréfSerung 4x) im Vergleich zur nicht

infizierten Kontrolle (Abb. 23). (links Durchlichtmikroskopie, rechts Fluoreszenzmikroskopie).

3.6.1.2 Konfrontationsassay

Um die Migrationseigenschaften virusbeladener hMSCs zu Gliomzellen zu untersuchen, wurden die Dil
gefarbten und 2 Tage mit 120 PFU inkubierten hMSC Sphédroide mit unbehandelten
Tumorzellspharoiden bzw. unbehandelten MRC5 Sphéaroiden, als nicht gliomatdse Kontrolle, Co-
kultiviert (Abb. 24). Dabei zeigte sich im Zeitverlauf, dass bereits nach 4 Tagen die virusbeladenen hMSC
Zellen die GBM-Spharoide deutlich umwachsen (TB402) bzw. zum Teil vollstdndig umschlossen haben
(TB426 und TB477), wohingegen sie zu den nicht gliomatésen MRC5 Sphéaroiden nur einen sehr

bedingten Tropismus zeigten.
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MRC5

TB 402

TB 426

TB477

Abb. 25: Migrationseigenschaften der VZV infizierten hMSC Sphdroide. Die mit wt VZV infizierten hMSC Sphdroide
wurden mit Sphéroiden der Zellkulturen MRC5, TB402, TB426 und TB477 konfrontiert. Bei den 4 Tage konfrontierten
Zellen wird in den Fluoreszenzaufnahmen deutlich, dass die VZV infizierten hMSCs die aus Primdrkulturen
generierten Zellballen bereits deutlich umwachsen haben, wohingegen sich nur eine geringe Fusion mit dem
Zellsphdiroid aus den MRC5 Zellen zeigt. (jeweils links Durchlichtmikroskopie, rechts Fluoreszenzmikroskopie,

Vergréflerung 4x)

Auf den immunzytochemischen Schnitten (Abb. 26) zeigte sich nach 7 Tagen Co-Kultivierung, dass VZV
Proteine exprimierende (griin) und respektive VZV beladene hMSCs (Dil, rot) bis auf die
gegeniberliegende Seite der Tumorzellspharoide migrierten. Des Weiteren waren Dil ungefarbte Zellen
ebenfalls immunzytochemisch positiv fir VZV Proteine. Im Gegensatz dazu befanden sich im
Konfrontationsexperiment mit dem nicht gliomatésen MRC5 Spharoid (C) die VZV infizierten hMSCs (rot
und griin) lediglich auf der Konfrontationsseite. Hier zeigte sich kein eindeutiges Umwachsen des MRC5

Spharoids und somit lediglich eine geringe Migrationsaktivitat der VZV infizierten hMSCs.
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Abb. 26: Inmunfluoreszenzanalyse der Migration VZV infizierter h(MSC Sphdroide. (A) Kryoschnitte des unter Abb.
25 beschriebenen Konfrontationsassays an Tag 7. Die mit rot markierten hMSCs zeigen eine VZV Proteinexpression
(griin). Die nicht mit rot markierten Tumorzellen (TB426) sind vollstidndig von hMSCs umgeben, welche ebenfalls
VZV Proteine exprimieren (rot und griin) (Vergréferung 10x). (B) Zusdtzlich finden sich, in der VergréfSerung
verdeutlicht, Zellen, welche nicht rot markiert sind, jedoch immunreaktiv sind fiir VZV Proteine (griin)
(Vergréferung 40x). (C) Im Gegensatz dazu zeigt sich ein nur geringes Wachstum von VZV infizierten hMSCs um
den nicht-gliomatésen MRC5 Kontrollsphdroid (Vergréfierung 10x) (hMSC (rot, Dil), VZV Protein (griin), Kerne (blau,
DAPI)). (D) Eine isolierte Darstellung von Dil (rot) und DAPI (blau) zeigt eine weiterhin krdftige Anférbung der VZV
infizierten hMSCs (VergréfSerung 10x).(Angepasst mit Erlaubnis von (Leske et al. 2012)).

3.7 Tumorspezifische Marker

Um die Gliomspezifitat zu erhohen kénnen onkolytische Viren derart manipuliert werden, dass sie sich

gliomspezifische Rezeptoren, gliomspezifische Zellprozesse oder bestimmte Promoteraktivitdten zur

66



Ergebnisteil

Fusion bzw. Replikation zu eigen machen. Daher wurden die in der Literatur beschriebenen Marker

CD133 und ASPM an der vorliegenden Kohorte getestet.

Nach magnetic bead sorting fir CD133 positive Zellen stellten sich, nach einer Woche Kultivierung, nur

ein Teil der Zellen (ca. 10%) in der immunzytochemischen Farbung CD133 positiv dar (Abb. 26).

Abb. 27: Inmunzytochemie CD133 positiv gesorteter GBM-Primdrkultur TB402 (CD133 griin, Vergréf3erung 10x).

Des Weiteren wurden die Zellen auf ihre ASPM Expression hin untersucht. Immunzytochemisch fanden
sich keine eindeutig nachweisbaren Signale (Daten nicht gezeigt). Im Westernblot fanden sich jedoch
schwache Signale fiir ASPM mit unterschiedlich starker Expression zwischen den verschiedenen Gliom
Primarkulturen (Abb. 27). Hierbei stellten sich die Priméarkulturen TB402, TB275 und TB389 als
diejenigen mit dem starksten ASPM Signal, TB403, TB414 und TB426 als diejenigen mit einer moderaten-
und TB22 und TB477 als die Primarkulturen mit der geringsten bzw. nahezu fehlender Expression fir
ASPM heraus. Das nicht neoplastische Epilepsiegewebe (TB397) zeigte ebenfalls ein allenfalls sehr

schwaches Signal im Westernblot, welches vergleichbar war mit den Tumorkulturen TB22 und TB477.
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Abb. 28: Westernblotanalyse der ASPM Expression verschiedener Primdrkulturen. Zelllysate der verschiedenen
Primdrkulturen, 30ug Protein pro well elektrophoretisch aufgetrennt, zeigen eine unterschiedliche Intensitét des
mittels ASPM Antikérper und HRP detektierten Signals. Das Molekulargewicht von ASPM betrdgt 410kDa.

ProteinstandardgréfSen sind rechts in kDa dargestellt.
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4 Diskussion

Maligne Gliome besitzen eine sehr heterogene Biologie, welche ein Grund fir die schlechten

Behandlungsmaglichkeiten dieser Tumore sein kdnnte.

Die therapeutischen Moglichkeiten zielen zum Einen auf die Tumormassereduktion mittels chirurgischer
Operation, die DNA Destruktion durch Strahlentherapie und die chemotherapeutischen Malknahmen
ab, die sich moglichst auf tumorspezifische Eigenschaften beschrianken sollten, um den
,Normalhirnzellen” nicht zu schaden (Stupp et al. 2005). Es hat sich gezeigt, dass eine ausgedehnte
initiale Tumormassereduktion bei Monotherapie einen geringen prognostischen Benefit fiir den
Patienten liefert, trotz immer weiter verbesserter Technologien und Operationsschemata (Pichlmeier et
al. 2008; Sanai and Berger 2008). Einen groRen prognostischen Nutzen ziehen die Patienten aus der
Radiotherapie (Scott et al. 2011). Diese ist jedoch nur begrenzt moglich, da mit zunehmender
Strahlenbelastung das Risiko flir ein Hirnddem steigt (Greene-schloesser and Robbins 2012). Als
Chemotherapeutikum hat sich das Temozolomid bei Patienten mit Methylierungen im MGMT Gen
bewihrt, wodurch die Uberlebensrate durchschnittlich um 6 Monate gesteigert werden kann (Hegi et
al. 2005). Weitere chemotherapeutische Moglichkeiten sind die Chlorethyl-Cyclohexyl-Nitroso-Urea
(CCNU) Behandlung (Wolff 2010; Berges et al. 2014) oder Avastin Gabe, wobei letztgenannte, als
chemotherapeutische MaBnahme, momentan mehr und mehr in Verruf kommt, bei fragwiirdigem

prognostischen Nutzen (lwamoto et al. 2009; Addeo et al. 2014).

Die alternativen Therapiemethoden erlangen in schwer beherrschbaren Krankheiten eine Bedeutung

um ,unorthodoxe” Wege zu nutzen, welche diesen Erkrankungen Einhalt gebieten kénnten.

Im Bereich der Gliomtherapie ist eine dieser alternativen Behandlungsmoglichkeiten die Verwendung
von sogenannten onkolytischen Viren, welche die primdren Tumorzellen abtéten und ,,Normalzellen”

moglichst nicht schaden sollten.

Dennoch zeigten die bisher in der Glioblastomtherapie verwendeten onkolytischen Viren, bis auf wenige

Einzelfalle, keine nennenswerten Erfolge (Wollmann et al. 2012).

In dieser Arbeit wurde VZV als ein weiterer moglicher Kandidat fiir etwaige onkolytische

Therapieansatze bei Gliom Patienten untersucht.
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4.1 VZV infiziert Primarkulturen und Zelllinien maligner

Gliomgewebe

Grundvoraussetzung fiir die onkolytische Wirkung von Viren ist, dass das Virus die Tumorzellen infizieren
kann und im Verlauf deren Proliferation hemmt bzw. diese abtdtet. Des Weiteren sollte das Virus
gleichzeitig innerhalb der Tumorzelle replizieren, damit die Viruslast moglichst hoch gehalten wird, um

anschlieRend weitere Tumorzellen infizieren zu kdnnen.

In den in vitro Ergebnissen zeigte sich, dass samtliche Gliomzellen mit VZV infizierbar sind, basierend auf
morphologischen Unterschieden zwischen VZV- und unbehandelten Zellen. Diese dufRerten sich in Form
von ,viral Highways“, Morphologiedanderung der Zellkerne, den Verlust der Adharenz der infizierten
Zellen zur Zellkulturschale und der Expression viraler Proteine. Damit ist die Grundvoraussetzung fir die

Nutzung von VZV als onkolytisches Virus erfillt.

Es fanden sich morphologische Unterschiede zwischen Primarkulturen maligner diffuser Astrozytome
und Gliomzelllinien. Diese Beobachtung ist ein weiterer Hinweis dafiir, dass Zelllinien aufgrund
verschiedener Faktoren, wie z.B. hoher Passagezahlen oder verdandertem Tumormilieu, ihre
urspriinglichen tumorcharakteristischen Eigenschaften verlieren bzw. verdandern (Sandberg and Ernberg
2005). Daher erscheint die Nutzung von Zelllinien fir Grundlagenforschung mit therapeutischem Ansatz
zweifelhaft. Dennoch wurden auch diese Zellen von diesem Virus infiziert, mit gleichzeitiger Replikation

und stetiger Ausbreitung infizierter Zellen innerhalb der Zellkultur Gber Zell — Zell vermittelte Kontakte.

4.2 V2V infiziert Zellen im 3D Modell

Die Virusausbreitung innerhalb eines dreidimensionalen Gewebes ist malgeblich fiir den
therapeutischen Nutzen eines onkolytischen Virus. Eine langsame Ausbreitung kann zur Folge haben,
dass die Tumorzellen sich schneller teilen als das Virus sich ausbreiten kann. Dies kénnte insbesondere
in den attenuierten Stammen, welche in den bisherigen onkolytischen Herpesviridae verwendet wurden
(beispielsweise G207), mit ein Grund fir den marginalen therapeutischen Effekt bei diesen Patienten
sein, trotz vielversprechender Ergebnisse dieses Virus in vitro (Markert et al. 2009). Die Verwendung
attenuierter Viren fiir onkolytische Ansatze ist vor allem der Tatsache geschuldet, dass unkontrollierte
Ausbreitungen zu Herpes simplex Enzephalitiden, mit schwerwiegenden Folgen, bis hin zum Tod, fihren

konnen (Jouan et al. 2015). Allerdings wurde in den bisher durchgefiihrten Studien niemals die

70



Diskussion

Maximaldosis der injizierten Viren erreicht (Wollmann et al. 2012). Lediglich bei 2 Probanden zeigte sich
in der Studie von Markert et al. eine erh6hte Temperatur nach Virusgabe, welche gut kontrollierbar war

(Markert et al. 2009).

Auch fir VZV sind Enzephalitiden beschrieben worden, welche insbesondere bei &lteren und
immunsupprimierten Patienten auftreten (Granerod et al. 2010). Daher ist es ratsam im Falle von
unvorhergesehenen oder lebensbedrohlichen Nebenwirkungen eine therapeutische Handhabe zu
besitzen, um der viralen Ausbreitung entgegenzuwirken, die Viruslast zu minimieren und somit einem

weiteren Voranschreiten der unerwiinschten viralen Effekte einddammen zu kénnen.

In dieser Arbeit konnte zum einen gezeigt werden, dass der Effekt der viralen Ausbreitung innerhalb der
getesteten Primarkulturen und Zelllinien, unter Zuhilfenahme von Aciclovir, in vitro minimiert
beziehungsweise nahezu gestoppt werden konnte und somit eine gewisse Kontrollierbarkeit des
sogenannten ,viral spreads” moglich ist. AuRerdem zeigten die dreidimensionalen Tumormodelle in
Form von Tumorzellspharoiden, dass das Virus hier effizient genug ist auch Zellen, welche sich im

Zentrum des 3D Modells befinden, zu infizieren und zur Expression viraler Proteine anzutreiben.

Diese Ergebnisse reichen allerdings aus folgenden Griinden nicht aus, um dieses Virus bereits als
therapeutisch wirksam zu postulieren. Zum einen handelt es sich bei den Tumorzellspharoiden um
Gebilde, welche einen Durchmesser von ca. 500um besitzen, wohingegen Gliome mehrere cm grof
werden koénnen, sodass gegebenenfalls ein groleres Tumorvolumen eine andere Vvirale
Ausbreitungskinetik mit weniger infizierten Tumorzellen zeigen kdnnte. Zum Zweiten spiegelt ein
Glioblastom nicht nur ein Konglomerat von malignen Gliazellen wieder, sondern ist ein komplexes
Gebilde, das zusatzlich noch teilweise verdnderte GefalRe (Gilbertson and Rich 2007), eingebundene
Neurone, sowie mitunter auch nekrotische Anteile aufweist. Ob die virale Ausbreitung auch in diesem
Potpourri effizient genug ist, insbesondere mit Bezug auf hypoxische Zellbereiche und nekrotische
Areale, bleibt unklar. Der therapeutische Ansatz sieht vor die onkolytischen Viren nach operativer
Entfernung der Haupttumormasse mittels infizierter hMSCs in die Operationshohle einzubringen. Die
verbliebenen Tumorzellen, bzw. vereinzelte weiter entfernt gelegene maligne Zellen, sollen daraufhin
durch die infizierten hMSCs attraktiert, infiziert und gegebenenfalls abgetttet werden. Somit sind die
komplexen Tumorstrukturen innerhalb des GBMs, da operativ entfernt, moglicherweise von minderem
Belang. Des Weiteren konnte auch eine lokale Aktivierung des kérpereigenen Immunsystems einen
therapeutisch positiven Nebeneffekt bringen und im Rahmen der inflammatorischen Prozesse, wie
teilweise bei Patienten mit ,,graft versus tumor” beschrieben (Porter 2011), zu einer weiteren Reduktion
der Tumormasse fithren. Da VZV dazu befahigt ist innerhalb von neuronalen Zellen in einen Ruhezustand

zu treten und somit nicht vom korpereigenen Immunsystem eliminiert wird (Gilden et al. 1983), misste
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ein solcher Nebeneffekt auch nicht gleichbedeutend sein mit einer vélligen Inaktivierung oder gar einem

volligen Verlust des Virus.

Ein spekulativer weiterer Vorteil der neuronalen Latenz von VZV kénnte folgender hypothetischer
Mechanismus darstellen: Gliomzellen, die postoperativ in einen Ruhezustand eingetreten sind und
daher mit einer antitumoralen Therapie bis dato nicht erfasst wurden, kénnten zu einem spateren
Zeitpunkt wieder aktiv werden. Wenn sie nun aufgrund des erhéhten Stoffwechsels bzw. aufgrund ihres
infiltrativen Verhaltens zu einer Anderung des Milieus innerhalb des Gehirns fiihren bzw. gar
ortsstandige Neurone beeintrdchtigen, konnte dies gleichzeitig zum Aufkeimen der viralen Infektion
flhren, wie dies z.B. bei Patienten mit stressinduzierter Ausbildung eines Zosters bekannt ist (Mehta et
al. 2004; Harpaz et al. 2015). Dadurch kénnte wiederum die Tumorzellausbreitung, gegebenenfalls auch
in Zusammenhang mit dem korpereigenen Immunsystem, eingedammt werden bzw. vollig zum Erliegen

kommen.

4.3 VZV Mutante

Die Tatsache, dass auch die nicht neoplastische Primarkultur TB397 von Wildtyp pOKA VZV infiziert
wurde, legt nahe, dass dieses Virus einen potentiell entziindlich und gleichsam schadlichen Effekt fir
nicht-neoplastische Zellen des Gehirns in vivo haben kénnte. Zwar ist eine kontrollierte entziindliche
Reaktion, welche auch lokale nicht neoplastische Zellen mit einschliet, gegebenenfalls sinnvoll, da
somit auch diffus infiltrierte und somit resektions-ferner liegende Tumorzellen eher erreicht werden,
allerdings birgt es die Gefahr der unkontrollierten Entziindungsreaktion, welche per se zu
schwerwiegenden Enzephalitiden, insbesondere bei dlteren oder immunsupprimierten Patienten,
fihren konnte (De Broucker et al. 2012; Becerra et al. 2013). Ein Ansatz, um eine spezifische
Tumorselektivitdat zu erreichen, ist die Moglichkeit das Virus genetisch so zu verdandern, dass
Normalzellen moglichst nicht infiziert werden, jedoch die Virulenz gegeniiber den Tumorzellen aufrecht

erhalten bleibt (Singh et al. 2012).

In dieser Arbeit wurde die Replikationsgeschwindigkeit von verschiedenen Varizella Zoster Viren
untersucht, welche jeweils eine genetische Modifikation innerhalb von ORF47, ORF63 oder ORF66
besitzen, und mit dem Wildtyp Virus pOKA VZV verglichen. ORF47 codiert eine fir das Virus verzichtbare
Serin/ Threonin Kinase, welche physiologischerweise zu einer Phosphorylierung der regulatorischen
Proteine und der Glykoproteine fiihrt (Besser et al. 2003). AuRerdem wurde beschrieben, dass diese

Kinase das immediate early Protein IE62 bindet, welches am Virion-Aufbau beteiligt ist. Die Inaktivierung
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bzw. der Verlust von ORF47 ist assoziiert mit einer fehlenden Replikation in T-Zellen und in der Haut

(Zerboni et al. 2014).

Die Ergebnisse dieser Arbeit bestdtigten auch innerhalb des in vitro Experiments, dass hier die
Replikationsgeschwindigkeit dieser VZV rOKA47AC Virusmutante, die lediglich eine trunkierte und
inaktivierte Form des ORF47 kodierten Enzyms bildet (Besser et al. 2003), im Vergleich zu Wildtyp VZV
innerhalb der Gliomzellen deutlich reduziert ist und daher in Hinblick auf eine hohe Viruslast als

onkolytisches Virus in Gliomen eher ungeeignet erscheint.

Keinen eindeutigen Verlust der Replikationsgeschwindigkeit innerhalb von Gliomzellkulturen zeigte
hingegen die zweite Virusmutante, welche unter anderem ein Stopcodon in ORF66 besitzt. Auch bei
ORF66 handelt es sich um ein Gen, welches eine fur die virale Pathogenese verzichtbare Serin/ Threonin
Kinase kodiert. Diese ist fiir die Phosphorylierung von IE62 verantwortlich. Eine Deletion bzw. Mutation
des Kinasemotivs innerhalb von ORF66 filihrt ebenfalls zu einer Reduktion bzw. Inhibierung der

Replikation innerhalb der T-Zellen und in der Haut (Schaap et al. 2005).

Das letzte getestete genetisch verdnderte Virus besitzt eine Mutation im ORF63. ORF63 ist zusammen
mit ORF71 fir die Ausbildung von IE63 verantwortlich. IE63 stellt ein immediate early Gen dar, von dem
angenommen wird, dass das dadurch exprimierte Protein essentiell fiir T-Zell Infektionen ist. Es steuert
zum einen die Expression von |E62, zum anderen fiihrt es zur Transaktivierung des zelluldren
Elongationsfaktor EF1-a. Daneben spielt es eine Rolle in der Dephosphorylierung des eukaryotischen
Initiationsfaktors 2 und Downstream der Interferon a Kaskade (Baiker et al. 2004). Wenn Gene von IE62
und IE63 inaktiviert werden, ist die virale Replikation inhibiert. Eine Studie von Baiker et al. hat gezeigt,

dass diese Mutante eine schwéachere Expression in humanem Hautgewebe besitzt (Baiker et al. 2004).

Interessanterweise hatte diese Mutante innerhalb der Gliomzelllinie U251, sowie innerhalb der
Primarkulturen von Glioblastom Geweben, eine um 0,5lg erhohte Replikationsrate im Vergleich zum
Wildtyp VZV Virus. Im Gegensatz dazu wurde von Besser et al. beschrieben, dass dieses Virus eine
geringere Replikationsrate und Plaqueformation innerhalb der Melanomzelllinie MeWo zeigt (Besser et
al. 2003). Der Grund fir die gliomspezifische Erhéhung der Replikationsrate bleibt unklar. Jedoch ist,
aufgrund dieser Eigenschaften, diese VZV Mutante ein interessanter Kandidat fiir den onkolytisch/

therapeutischen Einsatz.
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4.4 Humane mesenchymale Stammazellen als Carrier fiir VZV

Neben den tumorselektiven Eigenschaften, welche durch genetische Manipulationen der Viren erreicht
werden konnen, wurde in dieser Arbeit der Einsatz von Shuttlezellen fiir die VZV basierte Therapie
untersucht. In Schichor et al. wurde beschrieben, dass humane mesenchymale Stammzellen (hMSCs)

einen intrinsischen Tropismus zu Gliomzellen zeigen (Schichor et al. 2006).

Sonabend et al. beschrieben, dass mit Adenoviren beladene mesenchymale Stammzellen in der Lage

sind diese Viren zu den Gliomzellen zu transferieren (Sonabend et al. 2008).

Diese Technik hat zum einen den Vorteil, dass bisher noch nicht ganzlich verstandene komplexe
Mechanismen, die fir den Tumorzelltropismus verantwortlich sind, fir den therapeutischen Aspekt
genutzt werden kénnen, um die Viren in die Ndhe von diffus infiltrierten Tumorzellen zu bringen und

deren Infektion und Absterben zu triggern.

Des Weiteren ist es denkbar, dass bei Minderexpression der entsprechenden Tragerzelle fir virale
Proteine eine humorale Antwort reduziert ist, wogegen bei zellfreiem Virus korperfremde Proteine
exponiert sind, was die antivirale Immunmaschinerie vermehrt antreiben kénnte. Dadurch ist die Chance
hoher, dass die infizierten Zellen und somit das onkolytische Virus die Gliomzellen erreichen, bevor sie

vom korpereigenen Immunsystem abgetdtet werden.

Es stellt sich die Frage, ob erstens eine mit VZV infizierte Tragerzelle zur Migration befahigt ist, ob
zweitens diese eine Tumorzell-gerichtete Migration zeigt und ob sie letztendlich permissiv ist, um die

erreichte Tumorzelle zu infizieren.

In dieser Arbeit wurde untersucht, ob diese Eigenschaften ebenfalls fir mit Wildtyp VZV infizierte hMSCs

zutreffen.

Hierbei zeigte sich, dass VZV tragende hMSCs einen deutlich hoheren Tropismus um Spharoide von
Primarkulturen maligner diffuser Astrozytome (Gliomspharoide), aufwiesen, als dies bei dem nicht
gliomatésen MRC5 Spharoid der Fall war. Im Gegensatz zum MRC5 Sphéaroid, bei dem die virale
Replikation lediglich in direkter Nachbarschaft zum VZV tragenden hMSC Sphéroid stattfand, zeigten die
virusinfizierten hMSCs eine nahezu vollstandige Migration um den Gliomspharoid herum bzw. hinein.
Ausserdem stellten sich Zellen dar, welche negativ fir Dil (rot) waren, jedoch auch eine
Immunreaktivitat gegen VZV Proteine (griin) aufwiesen. Diese Kombination lasst vermuten, dass eine
VZV Infektion von malignen Gliomzellen stattgefunden hat, was selbst an der dem hMSC Sphéaroiden

abgewandten Seite zu beobachten war.Es ist zwar nicht beweisend fir einen selektiven
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Tumorzelltropismus von VZV infizierten hMSCs, jedoch machte es eine Praferenz der hMSCs gegentiber

des nicht gliomatdsen Tumorzellspharoids in Form von der Fibroblastenzelllinie MRC5 deutlich.

Es ist jedoch anzumerken, dass diese Beobachtungen sich rein auf immunfluoreszenzbasierenden
Bildern berufen und nicht durch eine weitere Technik, wie zum Beispiel einer Polymerase
Kettenreaktions- (PCR) Analyse, bestadtigt wurden. Daher kann nicht mit letzter Sicherheit
ausgeschlossen werden, dass es sich bei einer Dil-negativen Zelle, welche virale Proteine exprimiert,
auch um eine VZV infizierte hMSC handeln kdnnte, bei der das Dil-Signal so stark abgeschwéacht war,
dass es von der Fluoreszenzkamera nicht mehr detektiert werden konnte. Des Weiteren ist es prinzipiell
denkbar, dass es auch zum Austausch viraler Proteine zwischen infizierten hMSCs und Gliomzellen
gekommen sein kdnnte, ohne dass ein Austausch von VZV DNA und somit eine Infektion der Zelle

stattgefunden hat.

4.5 hMSCs als Gliom unterstiitzende Zellen?

In mehreren Arbeiten wird diskutiert, ob neben der gliomspezifischen Migration der hMSCs, diese selbst
ein Potential zur Entartung und Gliomprogression besitzen (Rgsland et al. 2009; Crowder et al. 2013). In
diesem Fall ware ein solcher kombinierter Ansatz unter Zuhilfenahme von hMSCs fragwiirdig, da es das

Ziel dieser Therapie ist eine Tumorprogression zu verhindern.

Die Ergebnisse, die diesen Umstand belegen sollen, stlitzen sich primar auf in vitro Versuche, welche in
Langzeitstudien morphologische Veranderungen der hMSCs aufzeigen. AuRerdem wurde ein malignes
Potential aufgrund der Tatsache vermutet, dass sich hMSCs in GefdBwdnde einbauen kdnnen. Diese

Ergebnisse sind jedoch aus folgenden Griinden kritisch zu hinterfragen.

Zum einen ist bekannt, dass Zellen, welche lange in Zellkultur gehalten werden, eine genetische
Eigendynamik entwickeln und nach einiger Zeit, sowohl genetisch als auch morphologisch, nichts mehr
mit den entnommenen Ursprungszellen zu tun haben (Bork et al. 2010; Cassio 2013). Der Grund dafir
konnte mitunter an den &duBeren Bedingungen liegen. Die Zellen wachsen auf Polystyrol oder
Polyethylen und besitzen in der Regel lediglich einen zweidimensionalen Kontakt zu benachbarten
Zellen. Zusatzlich werden sie mit Nahrmedium versorgt, welches nicht der physiologischen Versorgung
entspricht. Biophysiologische Prozesse, wie z.B. das Vorhandensein von pulsierenden GefidlRen, fehlen.
Der Hauptgrund fiir eine unkontrollierte , Entartung der Zellen” diirfte sich jedoch auf die Tatsache
grinden, dass keine extrazelluldren Kontrollmechanismen in Zellkulturen vorhanden sind, welche
entartete Zellen erkennen und entsprechend abtoten, um eine entsprechende Tumorentstehung zu
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verhindern. Daher ist es nicht verwunderlich, dass auch humane mesenchymale Stammzellen, welche
per se ein pluripotentes Differenzierungspotential besitzen, in Zellkultur entarten kénnen (Serakinci et
al. 2014). Daneben konnten andere Studien, die maligne Transformation der hMSCs nicht bestatigen

(Tang et al. 2013) bzw. wurde diese Entdeckung teils widerlegt (Prockop 2010).

Zum Zweiten ist wissenschaftlich belegt, dass humane mesenchymale Stammzellen unter anderem auch
in der Formation von Blutgefdflen in Tumorgeweben involviert sind (Au et al. 2008). Es bleibt jedoch
unklar, ob sie einen neoplastischen Prozess triggern oder reaktiv innerhalb des Tumors zu finden sind
(Hong et al. 2014). Maligne Gliome sind in der Bildgebung kontrastmittelanreichernd (Hawighorst et al.
1996). Diese Tatsache griindet sich darauf, dass es in diesen Tumoren zur Neoangiogenese kommt,
welche zum Teil keine suffiziente Blut Hirnschranke ausbilden (Dubois et al. 2014). Daneben kommt es
immer wieder zu Mikroinfarkten, welche ebenfalls zum Absterben von Geweben und Endothelien
fliihren. Dass es aufgrund dieser Einblutungen zu Kompensationsmechanismen im Korper kommt,
welche zur Abdichtung von undichten Stellen im BlutgefaRsystem fiihren, ist daher naheliegend und
konnte ein Grund fiur das Einwachsen von hMSCs in Blutgefalle sein und ist im Umkehrschluss dazu nicht

notwendigerweise ein Argument fiir das maligne Potential von hMSCs.

4.6 CD133 als Tumorstammzellmarker?

Es ist nicht ausgeschlossen, dass pluripotenten Stammzellen auch Eigenschaften besitzen, welche die
Gliomprogression triggern koénnen. Gerade in Bezug auf die Stammzelltheorien, die mit der
Gliomentstehung assoziiert sind, sind Stammzellen diejenigen Zellvektoren, welche naher untersucht
werden missen. Es ist jedoch so, dass sich bislang die ,, Tumorstammzelle” innerhalb von Gliomzellen
nicht eindeutig definieren lie. Die in 2004 von Singh et al. veroffentlichte Studie, in der sie CD133
positive Zellen aus Hirntumoren isolierten und mit den Uber magnetic bead sorting isolierten CD133
negativen Zellen verglichen, warf die Hypothese auf, dass moglicherweise solche Stammzellen existieren
(Singh et al. 2004). In dieser Studie genlgte bereits die Implantation von 100 CD133 positiven Zellen in
Mause, um Tumore zu generieren, wohingegen 100.000 CD133 negative Zellen zu keiner Bildung von
Tumoren geflihrt haben. Da CD133 ein Stammzellmarker der hdmatopoetischen Zellreihe darstellt,
bekraftigte diese Studie den Gedanken der ,,cancer stem cells” (CSC), zu Deutsch , Krebsstammzellen”.
Dennoch lassen neuere Studien an den Ergebnissen dieser Studie zweifeln. Brescia et al. zeigten 2013,
dass CD133 nicht zwangsldufig an der duBeren Zellmembran exprimiert sein muss, sondern es zu
unterschiedlichen Zeiten ein Shuttling gibt zwischen der Zelloberflache und den Zellorganellen (Brescia

et al. 2013).
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Daher erscheint es zweifelhaft, dass die mittels magnetic bead sorting isolierten CD133 negativen Zellen,
welche eine fehlende Expression der Proteine an der Zelloberflache zeigten, wirklich CD133 negativ
waren. Auch im Rahmen dieser Studie fand sich eine rasche Abnahme der CD133 Expression von CD133
positiv gesorteten Zellen, von denen bereits nach 7 Tagen nur noch ca. 10% der Zellen ein CD133
positives Signal an der Zelloberflache zeigten. Folglich ist es ebenfalls verwunderlich, dass die von Singh
et al. Als CD133 negativ gesorteten Zellen zu keiner Tumorentstehung innerhalb der Mause gefiihrt
haben. Daher ist die These, dass CD133 der kausale Faktor fiir die Ergebnisse der Arbeit von Singh et al.

ist (Singh et al. 2004), stark umstritten.

4.7 Experimente mit Tierversuchen

Zur Evaluation von Techniken, welche gegebenenfalls Anwendung in der humanen Therapie finden, ist
es heutzutage Standard Tierversuche zu verwenden, um sowohl die Effizienz der Methode im lebenden
Organismus zu untersuchen, als auch auf moégliche Nebenwirkungen, die diese Technik mit sich bringt,

vorbereitet zu sein und in diesem Kontext die Methode neu zu evaluieren.

Die Evaluation onkolytischer Effekte durch VZV stellt jedoch in Tiermodellen eine besondere
Herausforderung dar, da VZV ein primar humanpathogenes Virus ist. Neben der Replikation in humanen
Zellen ist bisher lediglich eine solche in Zellen von Meerschweinchen beschrieben worden, welche hier
jedoch keine klassischen VZV assoziierten Krankheitssymptome zeigt und kein Absterben der Zellen

generiert (Arvin et al. 1987).

Ein mogliches Tierexperiment an Mausen mit Hilfe dieses Virus hdatte womaoglich zur Folge, dass Tiere,
welche ein humanes Tumorgewebe bzw. Tumorzellen appliziert bekommen haben, einer solch hohen
Viruslast ausgesetzt werden kénnten, dass der Tumor ganzlich verschwindet. Dabei bleibt jedoch unklar,
ob eine prozentual gemessen vergleichbare Viruslast im Menschen noch symptomfrei oder gar mit dem

Leben vereinbar ware.

Alternative Optionen, die zum Beispiel die Implantation von Tumorzellen sowie von nicht
neoplastischem Gewebe innerhalb eines Tieres beinhaltet sind denkbar, um Unterschiede im
Infektionsverhalten zwischen den 2 Gewebetypen zu untersuchen. Dennoch ist die Interpretation der
Ergebnisse bei diesem Ansatz fraglich, da die Implantation der Gewebe innerhalb der Tiere, sei es
operativ-, von der Lokalisation-, oder aber durch das Tier selbst bedingt, allein zu unterschiedlichen

Resultaten fuhren kann.
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AulRerdem ist ein fiir eine onkolytische Therapie vorgesehener Gliom Patient ein komplexes biologisches
System mit multiplen verschiedenartigen nicht - neoplastischen Gewebsanteilen. Die Wahl nur eines
nicht neoplastischen Gewebes als Simulation im Tiermodell als Nicht-Gliomzell - Kontrolle ist daher eher

zweifelhaft.

Des Weiteren spiegelt der Tiermodellansatz nicht den eigentlichen Mechanismus wieder, da die
Implantation von Tumorgewebe, welche der Applikation von Tumorzellen aus Zellkulturen Uberlegen ist
(Huszthy et al. 2008), mit sehr starken operativen oder interindividuell abhdngigen Unterschieden, auch

aufgrund von Einblutungen, konfundiert sein kdnnte.

Neben der Tatsache, dass diese invasiven Techniken ebenfalls einen Einfluss auf das Anwachsen der
Gewebe haben kénnen, ist es fir diese Art von Versuch unabldssig immunkompromittierte Tiere zu
verwenden, um keine Host versus Graft Reaktion und damit die Immun getriggerte Abtotung der
implantierten Zellen zu erzeugen. Dies entspricht ebenfalls nicht der Situation beim in der Regel
immunkompetenten Patienten. In den Tiermodellen wiirden daher weder das Immunsystem triggernde
und gleichzeitig tumorbekdmpfende Prozesse beobachtet werden koénnen, noch waéren
virusdezimierende Vorgadnge offensichtlich, welche andererseits die Virusindikation zur onkolytischen

Therapie in Frage stellten.

Aufbauend auf diesen Uberlegungen sind daher Tierexperimente weniger geeignet. Stattdessen sollten
Behandlungsuntersuchungen an Patienten mit einem malignen Gliom in Phase 1 Studien vorgenommen

werden.

4.8 ASPM als glioblastomspezifischer Marker?

Die durchgefiihrten Experimente zeigten, dass Primarkulturen maligner diffuser Astrozytome den fir
maligne Gliome als aufreguliert beschriebenen Marker ASPM teilweise exprimierten, wohingegen die
nicht neoplastische Primarkultur TB397 eine im Vergleich dazu sehr geringe bzw. keine Expression dieses
Markers zeigte. Die Bedeutung dessen bleibt jedoch offen, da auch zwischen den untersuchten Gliom -
Primarkulturen eine erhéhte Variabilitat der ASPM Expression vorhanden war. Inwiefern dieser Marker
daher fir die potentielle Therapie mit VZV dient, kann basierend auf den generierten Daten nicht sicher
abgeschatzt werden. Weitere nicht neoplastische ZNS Primarkulturen sollten getestet werden, um die
Beobachtung der Aufregulation in Tumorzellen bei gleichzeitigem Fehlen in nicht neoplastischem

Gewebe zu untermauern. Aullerdem muss im Falle einer VZV basierenden Behandlung untersucht

78



Diskussion

werden, ob allenfalls eine getriggerte Infektion von Zellen, die ASPM vermehrt exprimieren und sich von

Ganglien-, T- oder Epithelzellen unterscheiden, zu bisher nicht abschatzbaren Nebenwirkungen fihren.

4.9 Maoglicher therapeutischer Ansatz

Ein hypothetischer Ansatz der VZV basierenden Gliombehandlung ist in Abb. 29 schematisch dargestellt.
Vom Patienten werden hMSCs aus dem Knochenmark gewonnen und diese mit VZV infiziert.
AnschlieBend wird der Patient operiert und die Haupttumormasse neurochirurgisch entfernt. In die nun
vorhandene Operationshohle wird Flussigkeit, die die VZV infizierten hMSCs enthalt eingebracht. Nun
kénnten die nunmehr verbliebenen infizierten Zellen, welche weiterhin Migrationseigenschaften
besitzen, den verbliebenen Tumorzellen hinterherwachsen und diese allenfalls mit VZV infizieren, sodass

eine weitere Tumorproliferation eingedammt wird und die neoplastischen Zellen moglichst abgetotet

werden.

3. Inhibition durch Aciclovir ‘ ‘ 1A. Tumorexstirpation 1B Isolation von hMSCs aus
Knochenmark des Patienten

Knochenmark

Encephalitis

hMSCs

bei Zeichen

2. Tumorzelltropismus von
VZV infizierten hMSCs

VZV infizierte hMSCs

Abb. 29: Schematische Darstellung fiir einen hypothetischen therapeutischen Ansatz fiir die VZV basierte GBM Therapie.
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Im Falle einer Enzephalitis bei unkontrollierter VZV Infektion kdnnten Virostatika wie Aciclovir oder

Foscarnet die Virusausbreitung eindammen und somit eine VZV assoziierte Enzephalitis kontrollieren.

Inwiefern dies in der Praxis umsetzbar ist, wie grof} die Effizienz der Methode ist bzw. ob eine solche

antivirale Therapie die gewlinschten Ergebnisse erzielt, muss in klinischen Studien untersucht werden.
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5 Zusammenfassung

Trotz jahrzehntelanger intensiver Bemihungen und multimodaler Behandlung bleibt die Therapie und
Prognose von Patienten mit malignen Astrozytomen bis heute sehr schlecht. Daher konnten
gegebenenfalls alternative und unkonventionelle Therapieoptionen Moglichkeiten darstellen, die eine

deutliche Verbesserung der Lebenszeit und Lebensqualitdt mit sich bringen.

Eine dieser unkonventionellen Behandlungsmaoglichkeiten ist die Therapie mittels onkolytischer Viren.
Es wurden schon mehrere klinische Studien durchgefiihrt, die diesen Ansatz verfolgten. In diesen
Studien wurden Patienten mit genetisch verdanderten Viren infiziert, in der Hoffnung, dass aufgrund der
viralen Genmanipulation eine Selektivitat fir die Tumorzellen geschaffen wird und nicht neoplastische
Zellen verschont bleiben. Vereinzelte Berichte, bei denen sich eine deutliche Verlangerung der
Lebenszeit der behandelten Patienten zeigte wurden zwar publiziert, jedoch blieb der Erfolg bislang

hinter den Erwartungen zurtick.

In dieser Arbeit wurde das Varizella Zoster Virus, als weiterer moglicher Kandidat zur Behandlung von
malignen Astrozytomzellen in vitro untersucht. Das Ziel der Studie war die Untersuchung des Potentials

von VZV beziiglich der Infektion und Zytolyse von Gliomzellen in vitro.

In dieser Arbeit zeigten sich folgende Ergebnisse.

1. Mittels Wildtyp pOKA VZV wurden sowohl die Gliomzelllinien U87, U251 und U373, als auch
samtliche getestete Primarkulturen maligner diffuser Astrozytome infiziert und lysiert. Daneben
wurden ebenfalls Melanomzellen der Melanomzelllinie MeWo, sowie die nicht neoplastische
Zellkultur TB397, die Fibroblastenzelllinie MRC5 und humane mesenchymale Stammzellen
hMSC von VZV befallen. Die Dauer der Zytolyse bzw. die Morphologie nach Infektion war hierbei
jedoch unterschiedlich mit schnellem Absterben von hMSCs und Gliom Primarkulturen, welche
morphologisch ein ,spinnennetzartiges Muster” zeigten, im Gegensatz zur etwas verzogerten
Zytotoxizitait von Gliomzelllinien mit ,blumenkohlartigem” Wachstums- bzw. viralem

Ausbreitungsmuster.

2. Der Effekt der VZV Infektion bzw. der VZV Ausbreitung konnte mittels Aciclovirgabe

(Konzentration von 10ug/ml) gehemmt werden.
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3. Neben der 2-dimensionalen Zellkultur konnten auch 3-dimensionale Tumorzellspharoide mit
Wildtyp pOKA VZV infiziert werden. Auch hier zeigte sich, dass die Tumorzellen von aulien
infiziert werden konnten, die Tumorzellen untereinander permissiv waren und die
Geschwindigkeit der Replikation von VZV ausreichte, um auch das Zentrum des

Tumorzellkonglomerats zu infizieren.

4. Dil markierte humane mesenchymale Stammzellen, von denen gezeigt wurde, dass sie hinter
diffus infiltrierenden Gliomzellen hinterher wachsen kénnen, waren ebenfalls nach Wildtyp
pOKA VZV Infektion in der Lage im Konfrontationsassay um die Gliomsphadroide zu wachsen, was
beim Spharoid der MRC5 Fibroblastenzelllinie nicht beobachtet werden konnte. Des Weiteren
stellten sich VZV-Protein immunreaktive Zellen, die selbst kein detektierbares Dil Signal
besassen, fernab vom Ort des mit VZV infizierten hMSC Sphéroids dar. Diese Beobachtung lasst
vermuten, dass eine Infektion der Gliomzellen durch VZV infizierte hMSCs auch nach deren

Migration moglich ist.

5. Die Replikationsgeschwindigkeitsanalyse verschiedener VZV Mutante in Gliomkulturen zeigte,
dass das VZV rOKA/ ORF63rev[T171] die schnellste Replikation von allen getesteten Viren zeigte
und selbst das Wildtyp VZV pOKA um 0.5 Ig in der Replikationsgeschwindigkeit tbertraf.

Folglich ist VZV prinzipiell fir die Onkolyse von Gliomzellen geeignet. Mogliche Therapieansatze waren
die lokale Behandlung, eventuell unter Zuhilfenahme koérpereigener mesenchymaler Stammzellen,
welche z.B. mittels VZV rOKA/ ORF63rev[T171] infiziert wurden. Allerdings bleibt offen, ob hierfir eine
Tumorzellspezifitat vorhanden ist, welche das Risiko fiir eine VZV Enzephalitis minimiert. Der Umstand,
dass die nicht neoplastische Zelllinie TB397 von Wildtyp pOKA VZV infiziert werden konnte, zeigt, dass
moglicherweise nur attenuierte Viren und nicht das Wildtyp pOKA VZV geeignet sind fiir eine solche
Therapie. Zwar findet sich bei dem getesteten Wildtyp pOKA VZV eine Sensitivitat fiir Aciclovir, jedoch
kénnen die Folgen einer hohen intrazerebralen Viruslast basierend auf den hier vorliegenden
Ergebnissen nicht sicher abgeschatzt werden. Da dieses Virus lediglich humanpathogen ist, sind
Tierversuche diesbeziiglich nur bedingt aussagekraftig. Vielmehr missten Phase 1 Studien durchgefiihrt
werden um die Wirksamkeit und allenfalls die unerwiinschten Nebenwirkungen der VZV basierten
Gliomtherapie genauer zu untersuchen. Wenn diesbeziiglich mehr Sicherheit gewonnen werden kann,
konnte dieses Virus ein potentieller Kandidat fiir eine alternative maligne Astrozytom Therapie

darstellen.
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