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1 Einleitung

1.1 Biologie des Pankreas

1.1.1 Anatomie des Pankreas

Das Pankreas ist ein Zentralorgan bei der Verdauung und Regulation des Blutzuckers. Es liegt
unterhalb der Leber und ist direkt mit dem Zwolffingerdarm (Duodenum) verbunden (vgl.
Abbildung 1A). Das Pankreasist in zwel Organe unterteilt: die Bauchspeicheldriise, dieseist die
wichtigste Verdauungsdrise, und das Inselorgan, eine endokrine Driise, die entscheidend an der
Regulation des Blutzuckers beteiligt ist (Rauber and Kopsch, 1987).

A Endokrines Pankr eas (I nselor gan)

Die endokrinen Zellen des Pankreas sind zu grof3en Inseln im exokrinen Gewebe angehauft
(Inselorgan). Diese Inseln bestehen vor allem ausdrel Zellarten, die mit den Buchstaben A, B und
D bezeichnet werden (vgl. Abbildung 1B). A-Zellen produzieren Glucagon, welchesbel niedriger
Blutzuckerkonzentration ausgeschiittet wird. Es stimuliert den Abbau von Glykogen in der Leber
zu Glukose und bewirkt damit die Erhohung des Blutzuckerspiegels. Dieser Wirkung steht das
von den B-Zellen gebildete Insulin entgegen. Es wird bel hoher Blutzuckerkonzentration
ausgeschuttet und fuhrt zur Erniedrigung des Blutzuckerspiegel s und dem Aufbau von Glykogen
in der Leber (Rauber and Kopsch, 1987; Schmidt and Thews, 1990). Die restlichen Zellen des
Inselorgans sind D-Zellen, die das Hormon Somatostatin produzieren. Dieses wirkt inhibierend
auf die Sekretion von Insulin und Glucagon sowie von V erdauungsséften im exokrinen Pankreas
(Rauber and Kopsch, 1987; Schmidt and Thews, 1990).

Die haufigste mit dem endokrinen Pankreas assoziierte Erkrankung ist Diabetes mellitus (Classen
et al., 1994). Hierbei reicht das produzierte Insulin nicht mehr aus, um die
Blutzuckerkonzentration auf einem normalen Wert zu halten. Als Folge steigt der Glukosegehalt
im Blut (Hyperglykémie) so hoch, dass Glukose nicht mehr komplett in den Nieren resorbiert
werden kann und mit dem Harn ausgeschieden wird (Glykosurie). Die osmotische Wirkung der
Glukose in den Nieren verursacht eine vermehrte Harnausscheidung (Polyurie) mit starkem
Verlust von Natrium-, Kalium- und Chloridionen. Sowohl Diabetes mellitus als auch die sehr viel
seltenere Uberproduktion von Insulin kann zum Tode fiihren (Schmidt and Thews, 1990).
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In seltenen Fallen kénnen B-Zellen zu einem, in der Regel gutartigen, Tumor entarten
(Insulinom). Noch seltener sind Tumoren der A-Zellen (Glucagonom) (Classen et al., 1994).
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Abbildung 1. Lage und Funktion des Pankreas

(A) Anatomie des Verdauungstrakts mit Pankreas. (B) Querschnitt durch das Pankreas: Darstellung der
l&ppchenartigen Struktur und anatomischen Nachbarschaft von exokrinem (Acini, Ducti) und endokrinem
Pankreas (Inselorgan bestehend aus A-, B-, D-Zellen) eingebettet im Gewebe des exokrinen Pankreas
(Bauchspeicheldriise). Vom Inselorgan produzierte Hormone (Insulin, Glucagon, Somatostatin) werden Uber
Kapillaren in das Blut abgegeben. Das Verdauungssekret der acindren Zellen wird tUber Kandle (Ducti) in das
Duodenum geleitet ( aus (Bernabé, 1998; Schwegler, 1998) verandert).

B Exokrines Pankreas (Bauschspeicheldr iise)

Im exokrinen Teil des Pankreas (Bauchspeicheldriise) wird der Bauchspeichel produziert, der
zum einen sehr reich an akalisch wirkenden Bikarbonaten ist, aber auch eine Vielzahl Eiweil3-,
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Kohlenhydrat- und Fett-abbauender Enzyme enthalt. Wahrend das Bikarbonat den sauren pH-
Wert des vom Magen kommenden Verdauungsbreis neutralisiert, zerkleinern die im
Bauchspeichel vorhandenen Enzyme die Nahrstoffe; z.B. spaltet das Trypsin Proteine, die
a-Amylase bestimmte Polysaccharide und die Lipase Fette in Untereinheiten, die resorbiert
werden konnen. Kleine Zellanhaufungen im Pankreas (Acini) produzieren den Bauchspeichel, der
Uber Kande (Ducti) in den Zwolffingerdarm (Duodenum) geleitet wird (Rauber and Kopsch,
1987; Schmidt and Thews, 1990).

Zu den haufigsten Erkrankungen des exokrinen Pankreas gehort die Entziindung (Pankreatitis).
Diese kann entweder plotzlich durch eine Verstopfung der Ducti z.B. durch Gallensteine
entstehen (akute Pankreatitis) oder langsam fortschreitend, meist durch Alkoholabusus
verursacht, auftreten (chronische Pankreztitis) (Classen et a., 1994).

1.1.2 Neoplastische Veranderungen des exokrinen Pankreas

Die héaufigste neoplastische Veranderung ist das Adenokarzinom des Pankreas. Als
Adenokarzinom wird ein maligner Tumor, der vom epithelialen Gewebe einer Driise ausgeht,
bezeichnet. Es entsteht aus den Gangepithelien als ductales Karzinom, in ca. 10 % der Félle auch
von Zellen der Acini (acindres Karzinom). Die Inzidenz des Pankreaskarzinoms|liegt bei 10 Féllen
auf 100.000 Menschen. Esist jedoch die vierthaufigste Todesursache mannlicher (nach Lungen-,
Kolon- und Prostatakarzinom) und funfthaufigste Todesursache weiblicher Karzinompatienten
(nach Brust-, Lungen-, Kolon- und Urogenitalkarzinom), wobel alle Altersgruppen, mit einer
Haufung im 7. und 8. Lebengahrzehnt, betroffen sind (Classen et al., 1994). Die Diagnoseist sehr
schwierig, da Symptome erst relativ spét in der Tumorgenese auftreten. Dies hat zur Folge, dass
die 5-Jahres-L ebenserwartung der Patienten bei Einsatz einer Therapie bei weniger als5 % liegt
(Garabrant et al., 1998). Damit besteht fir das Pankreaskarzinom von alen Krebsarten die
schlechteste Prognose. Selbst wenn der Tumor bel erster Diagnosestellung nur eine Gréfe von
2 cm besitzt, Uberleben trotz intensiver medizinischer Behandlung durchschnittlich etwanur 37 %
der Patienten die nachsten funf Jahre (Poston et al., 1991).

1.1.3 Genetische Veranderungen wahrend der Tumor genese

Grund fr die Entstehung von Tumoren ist die genetische V erénderung mehrerer zellulérer Proto-
Onkogene, Tumorsuppressorgene oder DNA-Reparaturgene (Slebos et al., 1998). Eines der
ersten durch Mutation von Proto-Onkogenen im Pankreas nachgewiesenen Onkogene ist K-ras
(Barinaga, 1998). In seiner natlirlichen Funktion vermittelt K-ras eine Signal Gibertragung von in
der Cytoplasmamembran verankerten Rezeptoren fur Wachstumsfaktoren an Proteine der
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Signaltransduktionskette (z.B. raf). Dadurch wird die Zelle zur Teilung stimuliert (vgl. Abbildung
2B). Ras-Proteine binden einen der zelluldren Energietrager (GTP) wodurch sie aktiviert werden
und Wachstumssignale weiterleiten. Durch ihre GTPase-Aktivitét wird das gebundene GTP nach
einer gewissen Zeitspanne zu GDP hydrolisiert, wobel Ras in einen inaktiven Zustand Ubergeht.
In einer normalen Zelle wechseln ras-Proteine zwischen dem aktiven (GTP gebundenen) und
inaktiven (GDP gebundenen) Zustand. Durch Mutationen im K-ras Proto-Onkogen kann das
Protein in einem permanent aktiven Zustand vorliegen und die Zelle zur ungehemmten Teilung
anregen (Barinaga, 1998). Zwischen 80 und 100 % der Pankreaskarzinome haben aktivierende
Punktmutationen im Kodon 12 des K-ras-Gens (Almogueraet al., 1988; Hruban et al., 1993). Es
ist zwar noch nicht bekannt, warum K-ras-Mutationen so haufig bei Pankreaskarzinomen und vor
dlem in Kodon 12 auftreten, doch scheint dies in der Regel ein sehr frihes Ereignis in der
Tumorgenese zu sein (DiGiuseppe et al., 1994; Moskaluk et al., 1997).

Apoptose
@ 4 Transkription von
i WAF-1/CIP-1
“smeas % P2 1

p21WAF-1/CI P-1

& ©

© P (ras
p21WAF-1/CIP-1@' m 4;3}
p21WAF-1/CI P—l@.
€
p2]1WAF-1/CIP-L P21 VWAF-UCIPL
Apoptose

Abbildung 2: Haufig mutierte Gene in Pankreaskar zinomen

(A) p53 und Smad4 in einer gesunden Zellen stimulieren die Transkription des Zellzyklusinhibitors p21WARVCIPL,
Das gebildete p21"AFY*1 hemmt Cdk-Komplexe und verlangsamt damit den Zellzyklus. (B) p53 kann an zwei
Checkpoints im Zellzyklus die Apoptose einleiten. Ras stimuliert Uber andere Signalproteine die
ZdlIteilungsaktivitat und p16™*wirkt auf die Cyclin-abhangige Kinasen (Cdk) 6 und 8, was eine V erlangsamung
des Zellzyklus zur Folge hat.
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Damit ein Tumorsuppressorgen durch Mutation zur Tumorgenese beitragen kann, missen in der
Regel beide Kopien (Allele) in einer Zelle inaktiviert worden sein. Das am besten untersuchte
Tumorsuppressorgen ist p53 (Barinaga, 1998). Es ist ein nukledres Protein, das mit anderen
nuklegren Faktoren Komplexe bilden kann. Durch sequenzspezifisches Binden an Promotoren
kann p53 die Transkription der entsprechenden Gene stimulieren und durch sequenz-
unspezifisches Binden reprimieren. Es spielt eine wichtige Rolle bel der Kontrolle des Zellzyklus
als auch beim programmierten Zelltod (Apoptose) (Kern et al., 1991; Levine, 1992; Levine,
1997).

Der Zdlzyklus ist sehr genau durch spezifische Proteine (Cycline) reguliert, die mit Cyclin
abhangigen Kinasen (cyclin dependent kinases, Cdks) Komplexe bilden. Diese Komplexe
vermitteln den Ubergang der Zelle in die jeweils néchste Phase des ZdlIzyklus. Die Wirkung der
Cyclin-Cdk Komplexe wird auf der anderen Seite durch die Cdk-Inhibitoren (z.B. p16™*,
p21WAFYCIPY) gehemmit. Falls die Cyclin-Cdk-Komplexe nicht geghemmt werden, kann die Zelle
permanent neue DNA synthetisieren und den Zellzyklus beenden (Alison and Sarraf, 1997).

Bei vorheriger Schédigung der DNA einer gesunden Zelle akkumuliert p53 und verhindert Gber
andere Signal-vermittelnde Proteine (z.B. p21VAFY“P1y den Ubergang der Zelle von der G1- in
die S-Phase (G1-/S-Checkpoint). Damit kann sich die Zelle nicht mehr weiter teilen. Ist die
Schadigung der DNA so stark, dass sie nicht mehr von der Zelle repariert werden kann, leitet pS3
in einer normalen Zelle den programmierten Zelltod (Apoptose) ein (vgl. Abbildung 2B). Selbst
wenn in Krebszellen p53 gebildet wird, ist das vorhandene p53 haufig inaktiv, wodurch sich die
Zdle auch bei DNA-Schéadigung und trotz vermehrter Produktion von p53 weiter teilt (Slebos et
al., 1998). In verschiedenen Studien konnte nachgewiesen werden, dass 50-75 % aller
Pankreaskarzinome M utationen oder Deletionen in beiden Allelen des p53-Gens zeigen, so dass
zwar Protein gebildet werden kann, dieses aber nicht funktionell ist. Dies hat zur Folge, dassdie
Konzentration von p53 in der Zelle dramatisch zunimmt (Hall and Lane, 1994). Unter normalen
Bedingungen ist p53 in der Zelle durch immunhistochemische Methoden nicht nachweisbar, bei
inaktiven p53 kann jedoch eine Anhaufung im Tumor gezeigt werden (DiGiuseppe et a., 1994).
Allerdings werden mit dieser Methode nur Mutationen nachgewiesen, bel denen noch ein Protein
gebildet wird. Mutationen, die die Synthese des Proteins unterbinden (vorzeitiges Stop-Kodon,
L eserastermutation) werden mit der Immunhistochemie nicht erfasst, so dass die Préavalenz von
p53-Mutationen wahrscheinlich noch héher ist, as durch immunhistochemische Methoden
gezeigt (Sarkar and Dugan, 1998).

In gesunden Zellen wirkt p16™*“® als Cdk-Inhibitor auf die Cyclin abhédngige Kinasen 4 und 6
(Cdk4 und Cdk6). Sowohl Cdk4 als auch 6 induzieren den Ubergang der Zelle von der G1- zur
S-Phase (vgl. Abbildung 2B) (Alison and Sarraf, 1997; Slebos et al., 1998). Ein nicht
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funktionelles p16'™*“* kann Cdk4 and Cdk6 nicht mehr binden, wodurch diese permanent aktiv
sind und dadurch nicht mehr auf Signale, die das Wachstum kontrollieren, reagieren (Slebos et
al., 1998). Veranderungen im p16™ “-Gen konnen damit direkt zum immortalisierten Phanotyp
einer Krebszelle beitragen (Hara et a., 1996; Zindy et al., 1997). In 80 % der untersuchten
Pankreaskarzinome wurden V erdnderungen durch Deletionen oder Mutationen in beiden Allelen
des p16™*“2Gens gefunden (Caldas et al., 1994). Ein anderer Mechanismus, der hier eine Rolle
zu spielen scheint, ist die Modifikation der Promoterregion von p16™% durch Methylierung,
wodurch die Aktivitét des Promotors auf ein nicht nachwei sbares Mal3 gesenkt wird (Herman et
al., 1995). Interessanterweise ist die Promotor-Methylierung reversibel und stellt damit eine
Moglichkeit fir eine neue Strategie der Behandlung dar (Slebos et al., 1998).

Ein erst vor wenigen Jahren entdecktes Gen, das in 50 % der pankreatischen Karzinomen
deletiert oder mutiert ist, ist Smad4/DPC4 (small mothers against decapentaplegic/deleted in
pancreatic carcinomas locus 4). Unter normalen Bedingungen Ubertragt das Protein
zellwachstumshemmende Signale, die von Angehdrigen der TGF( (transforming growth factor
Beta)-Proteinfamilie an die Zelle gegeben werden (Grau et al., 1997). Generell werden
freigesetzte Proteine, die eine proliferative oder zellwachstumshemmende Wirkung auf Zielzellen
ausiiben (z.B. TGFpB) als Cytokine bezeichnet. Smad4/DPC4 aktiviert die Transkription von
p21WAFLCiPL (ygl, Abbildung 2A), welches wiederum inhibierend auf mehrere Cyclin-Cdk-
Komplexe wirkt und damit das Fortschreiten der Zelle im Zellzyklus stoppt (vgl. Abbildung 2B)
(Grau et d., 1997). Das Smad4/DPC4-Gen kann damit auch al's Tumorsuppressorgen bezeichnet
werden. Neueren Ergebnissen zur Folge scheint Smad4 auch in der Lage zu sein Apoptose
einzuleiten (Atfi et a., 1997). In einer Krebszelle sind haufig nicht gentigend funktionelle Smad4-
Mol ekiile vorhanden, wodurch die Hemmung der Zellteilungsaktivitéat durch TGF tber Signal-
transduzierende Smagd4-Molekiile nicht mehr existiert und die Zelle sich ungehemmt weiterteilt
(Hunt et al., 1998).

Neben den typischen mit Pankreaskrebs assoziierten genetischen Veranderungen (K-ras, p53,
p16™N 2 Smad4) gibt esweniger haufig auftretende V erénderungen in anderen Genen. So finden
schinca 20 % - 50 % der Tumoren erh6hte Konzentrationen von ErbB (erythroblastosis)-2,
einem verdnderten Rezeptor fir Wachstumsfaktoren (Slebos et al., 1998) und in 10 % der
Tumoren eine Amplifizierung des AKT2-Gens (Day et al., 1996; Dugan et al., 1997), dessen
Produkt an der Ubertragung von Signalen innerhalb der Zelle beteiligt ist (Franke et al., 1995).

1.2 Therapeutische Konzepte fir Tumorerkrankungen
Die Gentherapie stellt eine moderne Mdglichkeit zur Therapie dar, um bisher kaum oder nicht

heilbare Krankheiten zu behandeln. Dazu gehdren Krankheiten, die sich auf den Defekt in einem
Gen zuruckfuhren lassen (monogenetische Defekte) wie zum Beispiel Hamophilie (Fallaux and
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Hoeben, 1996), Hypercholesterindmie (Tzeng et al., 1996), das schwere kombinierte
Immundeffizienzsyndrom (severe combined immune deficiency, SCID) (Bordignon, 1998) und
cystische Fibrose (Rosenecker et al., 1998). Zur Zeit ist es jedoch nicht moglich, effizient ein
defektes Gen gegen ein intaktes auszutauschen (gene replacement). Daher zielen die derzeitigen
Strategien daraufhin das therapeutische Gen zusétzlich in die Zelle einzubringen (gene adding).
Voraussetzung hierfUr ist, dass die zusétzliche Kopie des Gens fur ein Genprodukt kodiert, das
dominant gegenliber dem schadhaften ist.

Sehr viel Augenmerk wird auch zur Zeit auf die gentherapeutische Behandlung von HIV
(Humanes Immundefizienz Virus)-Infektionen (Morgan, 1999) und vor allem auf
Krebserkrankungen aller Art (Haber and Fearon, 1998; Kohler et al., 1998) gelegt. Sehr weit
fortgeschritten ist die Therapie von verschiedensten Tumorarten. Solche Therapien wurden
bereits in klinischen Studien geprift. Eine ideale Therapie hat sich aber bisher noch nicht
herauskristallisiert (Davis et al., 1996). Ein Grund hierflr ist, dass die molekularen
Verédnderungen in einer Zelle, die letztendlich zur Tumorgenese fihren, mehrere und sehr
unterschiedliche Gene betreffen kdnnen. Dies beeinflusst das Verhaten der entarteten Zelle auf
unterschiedliche Weise und prégt damit die Effizienz des gewahlten Therapiekonzepts. Alle
bisherigen Konzepte haben jedoch die Gemeinsamkeit, dass am Anfang stets zwel grundlegende
Fragen zu beantworten sind. Die Frage nach dem geeigneten Transportmittel fir den Gentransfer
(Vektor) und die Frage nach dem therapeutischen Konzept (Rabkin et a., 1997).

A Antisense-Nukleinsiuren

Die Regulation der Expression von Genen durch komplementéres Paaren von sense- und
antisense-Nukleinsaurestrangen ist ein Mechanismus, um die Genexpression zu regulieren
(Mercola and Cohen, 1995). Antisense-DNA oder -RNA bindet sequenzspezifisch an
komplementére Ziel-RNA-Molekile und bildet dabei DNA-RNA-Hybrid- oder RNA-RNA-
Doppelstrange. DNA-RNA-Strange sind Substrat fur die nukledre RNase H, welche die
Hybridstrange abbaut (Kashiharaet al., 1998). RNA-RNA-Doppel strange hingegen sind Substrat
fur ein anderes zelluldres Enzym, die Adenosin-Desaminase, welches in beiden RNA-Stréngen
Adenosin zu Inosin modifiziert. Dadurch wird die RNA unleserlich fir die Trandation (Rossi,
1995). Eine weitere Hemmung der Genexpression kann durch sterische Hinderung der
Trandation auftreten, doch spielt diese eine eher untergeordnete Rolle, da Ribosomen eine
helikale Entwindungsaktivitdt besitzen (vgl. Abbildung 3A) (Mercola and Cohen, 1995; Rossi,
1995).

Angewendet wird die Antisense-Technologie z.B. um die Expression von Onkogenen so weit zu
vermindern, dass die Zelle sich nicht mehr teilt (Mercola and Cohen, 1995).
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Abbildung 3: Gentherapie mittels antisense-Nukleinsduren und Ribozymen

(A) Inaktivierung einer Ziel-RNA durch Bildung eines RNA-RNA-Doppel stranges mit der antisense-RNA: der
RNA-RNA-Duplex hemmt Ribosomen bei der Tranglation und ist Substrat fir die Adenosin-Desaminase (ADA).
ADA modifiziert Adenosin ( A) zu Inosin ( | ), wodurch die RNA inaktiviert wird. (B) Konservierte Sequenz
eines hammerhead-Ribozyms nach Haseloff und Gerlach (Haseloff and Gerlach, 1988): Das Ribozym bindet
sequenzspezifisch mit Helix | und 111 an die Substrat-RNA. Helix |1 formt eine charakteristische Sekundérstruktur

(hammerhead), die die spezifische Spaltung katalysiert.

B Ribozyme

Ribozyme sind einzelstrangige RNA-Mol ekiile, die eine sequenzspezifische endo-RNase-Aktivitét
zeigen. Sie sind relativ klein, mit typischerweise 40 bis 50 Nukleotiden, von denen ca. 30
hochkonserviert sind und die Spaltung bewirken. Zwel variable Bereiche flankieren die katalytisch
aktive Kernregion und lagern sich sequenzspezifisch an das zu spaltende RNA-Molekdl
(Substrat) an. Dadurch wird das katalytische Zentrum genau zur Zielregion dirigiert und spaltet
dort die Ziel-RNA (vgl. Abbildung 3B) (Kashani-Sabet and Scanlon, 1995).

Bisher wird diese Technik in préklinischen Studien zur Hemmung von ras-Onkogenen in
Pankreaskarzinomen (Li et a., 1996; Ohta et a., 1994; Tsuchida et al., 1998) und in klinischen
Studien zur Behandlung von HIV -1nfektionen angewandt (Brower et al., 1998; Wong-Staal et al.,
1998).

C Das|Immunsystem stimulierende Gene

Die meisten Tumoren exprimieren Tumor-spezifische Antigene. Diese Tumorantigene kdnnen
entweder durch Mutation und/oder durch eine Uberexpression von bestehenden Proto-
Onkogenen oder ,, normaler* Gene gebildet werden. Dazu gehtren unter anderen dieregelméaliig
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in Colon- und Adenokarzinomen auftretenden Tumor-assoziierten Antigene CEA (carcino-
embryogenic antigen), MAGE (melanoma antigen encoding gene) und MUC1 (mucin 1) (Kim
et a., 1990; Nash and Said, 1986; O'Rourke et a., 1997). Trotz dieser spezifischen Antigene ist
der Tumor in der Regel weitgehend unsichtbar fir das Immunsystem und kann wachsen und
Metastasen bilden. Um das Immunsystem so zu stimulieren, dass es Tumorgewebe erkennt und
zerstort, gibt es die Moglichkeit Gene fir Immunzellen-aktivierende Botenmolekile
(immunstimulatorische Cytokine) einzuschleusen (Baskar, 1996; Plautz et al., 1993).

Neben der Stimulierung von Immunzellen durch Cytokine sind fur eine wirksame
Antigenerkennung und damit eine effektive T-Zellaktivierung zusétzliche sekundére Signale, die
von Hilfsmolekilen (z.B. B7-Molekile) vermittelt werden, notwendig (Chen et al., 1992; Plautz
et a., 1993; Townsend and Allison, 1993). Durch Transfer dieser costimulatorischen Molekile
werden Tumorzellen leichter von cytotoxischen T-Zellen erkannt, wodurch diese aktiviert werden
und sich vermehren. Erst dadurch kdnnen T-Zellen wirksam Tumorzellen bekdmpfen (vgl.
Abbildung 4A und B) (Cavallo et a., 1995; Nabel et al., 1995; Plautz et a., 1993). Jedoch
entkommen viele Tumoren den Angriffen des Immunsystems, in dem sie keine Antigen-
prasentierenden MHC-1-Molekile bilden oder die Prozessierung von Antigenen fehlerhaft ist
(Rees and Mian, 1999). Weiterhin besteht auch die Mdglichkeit, dass Tumorzellen durch eine
fehlerhafte Signal kaskade dem apoptotischen ZelItod entkommen oder durch Uberexpression von
FasL, den vorzeitigen Tod der angreifenden T-Zelle induzieren (Ungefroren et al., 1999).

A

Proliferierende T-Zelle B T-Zelle

Tumorzelle T-Zelle \

ohne
Aktivierung

Ruhige T-Zelle

Tumor zelle

Abbildung 4: M echanismen der T-Zéll-Stimulierung

(A) Aktivierung einer T-Zelle: Ein T-Zelle, die eine Tumorzelle erkennt und einen entsprechenden Stimulus
bekommt, wird aktiviert und beginnt sich zu vermehren. Eine nicht-stimulierte Zelle teilt sich nicht. (B)
Schematische Darstellung der Wechselwirkung zwischen Tumorzelle und einer T-Zelle: Der T-Zellrezeptor
erkennt das von der Tumorzelle auf eéinem MHC-I-Molekil prasentierte Antigen und wird durch freigesetzte
Cytokine oder costimulatorische Molekile auf der Tumorzelle stimuliert.
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D Zdlzyklusregulatorgene

Allen neoplastischen Veranderung von Geweben geht eine Inaktivierung von
Zellzyklusregulatorgenen (z.B. p16™“%) bzw. Tumorsuppressorgenen (z.B. p53) und eine
Aktivierung von Proto-Onkogenen (z.B. ras) zu Onkogenen voraus (vgl. Abbildung 2B) (Alison
and Sarraf, 1997). Inaktivierte Tumorsuppressorgene oder Zellzyklusregulatorgene kdnnen
haufig durch das Einbringen einer intakten Kopie in die Zelle korrigiert werden (Skuse and
Ludlow, 1995). Das Produkt des zu transferierenden Gens muss zentral in den Zellzyklus
eingreifen, wodurch entweder die unkontrollierte Teilung der Zelle gestoppt oder der
programmierte Zelltod (Apoptose) eingeleitet wird (Bartkova et al., 1997).

Da in ca 50 % aller Tumoren das Gen fir p53 mutiert ist, versuchen verschiedene
gentherapeutische Ansétze, durch Einschleusen einer normalen (Wildtyp) Kopie die Tumorzellen
zur Apoptose zu stimulieren oder zumindest ihr Wachstum zu stoppen (Bellamy, 1997; Nielsen
and Maneval, 1998; Stecle et a., 1998). Der Transfer des p53-Gens fuhrte in klinischen Studien
zur Behandlung von non-small cell lung cancer (NSCLC) tellweise zur Stabilisierung oder
Reduktion des Tumors (Swisher et a., 1999).

E Suizidgene

Im Zuge der konventionellen Chemotherapie von Krebs wird versucht Drogen zu finden, die den
Tumor stark schadigen, aber mdglichst geringe Nebenwirkungen auf das normal e Gewebe zeigen.
Die gentherapeutische Anwendung von Suizid- oder ,, Sengitivitéts-, Genen zielt darauf ab,
Proteine in Tumorzellen zu produzieren, welche eine relativ harmlose Prodroge in eine hoch-
toxische Form Uberfihren konnen (vgl. Abbildung 5A) (Connors, 1995; Plautz et a., 1991;
Schmidt-Wolf and Schmidt-Wolf, 1996). Dadurch kénnen Tumorzellen selektiv gegentiber der
Droge empfindlich gemacht werden, auch wenn das Medikament dem Patienten systemisch
verabreicht wird (Schmidt-Wolf and Schmidt-Wolf, 1996).

Suizidgene wirken weitgehend unabhangig von den exprimierten Onkogenen in der Tumorzelle.
Daher sind sie fur die meisten Tumoren einsetzbar. Die derzeitige Vektortechnologie erlaubt
bisher noch keinen hundertprozentigen Gentransfer in ein Gewebe. Um dennoch einen Tumor
komplett eliminieren zu kdnnen, ist es wichtig, die Wirkung des Suizidsystem nicht nur auf die
Zéelle, die gerade das Suizidgen exprimiert, zu beschranken, sondern auch auf umgebende, nicht
exprimierende Tumorzellen auszudehnen. Dieses Phdnomen wird ,, bystander effect” benannt. Es
wird durch aktive Metaboliten hervorgerufen, die aus der aktivierenden Zelle entweichen und
benachbarte Zellen schadigen kdnnen (vgl. Abbildung 5B) (Dilber and Smith, 1997).
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Das am besten untersuchte und am haufigsten in praklinischen und klinischen Studien angewandte
Systemist die Aktivierung von Ganciclovir durch die Thymidinkinase des Herpes Simplex Virus
(HSVtK). Urspringlich wurde Ganciclovir (GCV) asantivirale Droge bei Infektionen mit Herpes
Simplex eingesetzt.

A

—>

Suicidgen

>
m—
Enzymatische

Aktivierung
inaktive Droge aktiver Metabolit

—
HSVtk / Y
GCcv
Bystander Effect auf
benachbarte Tumorzellen

Aktive
Prodroge s eapoliten

Ifosfamid

Bystander Effect auf
benachbarte Zellen und
entfernte Tumorzellen

Abbildung 5: Funktionsweise eines Suizidsystems

(A) Prinzip eines Suizidsystems: Vom eingebrachte Suizidgen wird in der Zelle ein Enzym synthetisiert, das
inaktive Prodrogen zu aktiven Metaboliten aktiviert. (B) Bystander effect verschiedener Suizidsysteme: Durch die
Thymidinkinase des Herpes smplex-Virus (HSVtk) aktiviertes Ganciclovir (GCV) wird nur an unmittelbar
benachbarte Zellen weitergegeben, wahrend Ifosfamid, das durch das Enzym Cytochrom P450 2B1 (CY P2B1)
aktiviert wurde, zusétzlich weiter entfernte Zellen trifft (nach (Waxman et a., 1999)).
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Enzym Ursprung Prodroge aktiver M echanismus Bystander
M etabolit Effect
Herpessimplex | Virus Ganciclovir GCV- Termination Uber
Thymidin- (GCV) Triphosphat der gap junctions
kinase (HSV1K) Replikation
Cytosin Bakterium | 5-Fluorocytosin 5-Fluorouracil Hemmung der | diffundierende
Desaminase Pilz Nukleotid- Metaboliten
synthese
E. coli Bakterium | CB1954 5-(Aziridin-1-yl)- | DNA- diffundierende
Nitroreduktase 4-hydroxyamino- | Alkylierung Metaboliten
(ntr) 2-nitrobenzamid
(AHN)
CYP2B1 Sauger Ifosfamid (IFO) Phosphoramid- DNA- diffundierende
Cyclophosphamid | mustard Alkylierung Metaboliten
(CPA) Acrolein

Tabelle 1: Ubersicht der wichtigsten Suizidsysteme
Verwendete Abkirzungen: HSVtk, Herpes simplex Virus Thymidinkinase; GCV, Ganciclovir, CYP2B1,
Cytochrom P450 2B1; CPA, Cyclophosphamid; IFO, Ifosfamid

In der Antitumortherapie wird durch die Ubertragene HSVtk GCV monophosphoryliert und durch
zdlulére Kinasen zum Triphosphat phosphoryliert. Das Triphosphat wird as Substrat wahrend
der Replikation in den wachsenden DNA-Strang eingebaut und bewirkt durch das fehlende 3'-
OH-Ende einen Abbruch der DNA-Synthese und den Zelltod (vgl. Tabelle 1) (Field et a., 1983;
Smith et al., 1982). Ruhende oder sich nur sehr langsam teilende Tumorzellen werden von dieser
Therapie nicht angegriffen (Connors, 1995).

Eine andere Mdglichkeit stellt die Verwendung der von Escherichia coli (E. coli) oder Hefen
stammenden Cytosin-Desaminasein Verbindung mit 5-Fluorocytosin dar. Das Enzym desaminiert
5-Fluorocytosin zu 5-Fluorouracil, welches die Thymidilat-Synthase wahrend der
Nukleotidsynthese hemmt (vgl. Tabelle 1) (Stryer, 1990). Bei ausreichender Schadigung kann
diesletal fur die Zelle sein (Connors, 1995). Das in der konventionellen Chemotherapie bereits
etablierte 5-Fluorouracil (Stryer, 1990) wurde in mehreren in vitro und in vivo Tumormodel len
(Laneta., 1996; Nishiyamaet al., 1982; Ohwadaet al., 1996; Rowley et al., 1996) und wenigen
klinischen Studien getested (FDA, 1999).

Ein recht neuartiges, allerdings noch nicht fir den klinischen Einsatz zugel assenes Medikament
ist CB1954, welches durch eine bakterielle Nitroreduktase zu einer toxisch wirkenden
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Verbindung (5-(Aziridin-1-yl)-4-hydroxyamino-2-nitrobenzamid, AHN) aktiviert wird (vgl.
Tabelle 1) (Bailey and Hart, 1997; Bailey et a., 1996). AHN besitzt zwei funktionelle Gruppen,
die eine Alkylierung von Nukleinsduren bewirken (Connors, 1995). Bisher wurde esin wenigen
préklinischen Studien getestet (Bailey et a., 1996; Bridgewater et al., 1997; Green et a., 1997).

Zu einem é&hnlichen System gehtren Isoformen der Cytochrom P450 Enzymfamilie. Diese
katalysieren unter normalen Bedingungen eine Vielzahl von Reaktionen im menschlichen Korper
(Detoxifizierung, Steroidstoffwechsel, Stoffwechsel von Fremdverbindungen). Obwohl es eine
sehr grole Anzahl von verschiedenen Isoformen gibt, zeigen sie zum Teil keine sehr hohe
Substratspezifitét. Die von der Ratte stammende Isoform 2B1 (CY P2B1) ist hauptsichlich am
Steroidstoffwechsel beteiligt (He et al., 1995), spielt aber auch eine wichtige Rolle bei der
Umsetzung von Oxazaphosphorinen (z.B. Ifosfamid (IFO) oder Cyclophosphamid (CPA)), die
bereits in der konventionellen Chemotherapie von Tumoren angewandt werden (vgl. Tabelle 1)
(Yu and Waxman, 1996). Das Enzym CY P2B1 hydroxyliert IFO/CPA am C4-Atom, wodurch
das instabile 4-OH-IFO bzw. 4-OH-CPA (t,, = 17min (Wright et al., 1995)) entsteht. Die
hydroxylierte Verbindung z.B. 4-OH-IFO stellt die aktivierte, frei diffundierbare Transportform
der Oxazaphosphorine dar. Beim spontanen Zerfall von 4-OH-IFO entstehen die zwei
hochreaktiven Verbindungen Acrolein und Phosphoramidmustard (vgl. Abbildung 6A). Das
monofunktionelle Acrolein akyliert vor allem Proteine oder DNA am O6-Atom von Guaninen,
wahrend Phosphoramidmustard, das zwei funktionelle Gruppen besitzt, DNA vor alem am N7-
Atom von Guaninen akyliert. Dabei treten zum Tell kovalente intermolekulare Verbindungen
(interstrand cross links) zwischen zwei DNA-Stréngen auf (vgl. Abbildung 6B) (Lawley and
Phillips, 1996). Im Vergleich zu Phosphoramidmustard ist die therapeutische Wirkung von
Acrolein gering. Die notwendige Aktivierung des Cytostatikums findet bei der konventionellen
Therapie vor alem in der Leber statt (Yu and Waxman, 1996). Dabei verbreiten sich die
kurzlebigen Metaboliten im ganzen Korper, wobel sie zum Tumor, aber auch in gesunde Organe
gelangen und dort Nebenwirkungen wie z.B. eine Toxizitédt in der Blase (Urotoxizitét)
verursachen konnen (Fleming, 1997; Wagner, 1994).
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Abbildung 6: Funktionsweise von CYP2B1 und Phosphoramidmustard.

(A) CYP2B1 hydroxyliert Ifosfamid, wodurch eine instabile Verbindung entsteht, die in die aktiven Metaboliten
(Iso-)Phosphoramidmustard und Acrolein zerfdlt. (B) (1so-)Phosphoramidmustard hat zwei funktionelle Gruppen,
die vor allem mit N7-Atomen von Guaninen kovalente Bindungen eingehen. Dadurch kann es zu
Kreuzverbindungen zwischen zwei DNA-Stréngen (interstrand crosslinks) kommen (Lawley and Phillips, 1996).

Wichtig fur die Wirkung eines Suizidsystem ist ein potenter bystander effect. HSVtk/GCV zeigt
einen bystander effect. Allerdings sind die phosphorylierten GCV-Molekiile zu grofl3um durch die
ZdImembran diffundieren zu kbnnen. Daher miissen die toxischen Metaboliten Uber direkte Zell-
Zdll-Verbindungen (gap junctions) weitergegeben werden. (Cirenel et al., 1998; Duflot-Dancer
et a., 1998; Yang et al., 1998). Ein anderer, alerdings weniger bedeutender Mechanismus des
bystander effects ist die Weitergabe der toxischen Metaboliten durch Vesikel, die nach dem
programmierten Zelltod (Apoptose) entstehen und von anderen Zellen aufgenommen
(phagocytiert) werden (Freeman et al., 1993). Interessanterweise tritt jedoch in manchen
Tiermodellen ein bystander effect auf, der nicht nur Tumorzellen in unmittelbarer N&he des
Aktivierungsorts betrifft, sondern auch Tumoren in anderen Bereichen des Korpers (distant
bystander effect). Verantwortlich dafir scheint das Immunsystem zu sein (Kianmanesh et al.,
1997). Andere Suizidsysteme, die membrangéngige alkylierende Metaboliten erzeugen (z.B.
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CY P2BY/IFO), sind unabhangig von gap junctions. Die Metaboliten konnen frei diffundieren und
S0 in das umgebende Tumorgewebe eindringen (vgl. Abbildung 5B).

1.3 Transportsysteme fir DNA

Genauso wichtig wie die Frage nach dem therapeutischen Gen ist die Auswahl eines geeigneten
Transportsystems. Ein ideales Gentransfersystem sollte folgende Eigenschaften besitzen: Schutz
und effizienter Transport der DNA indie Zielzelle, geringe Toxizitét und Immunogenitét, auchin
grof3en Mengen leicht produzierbar. Zwar gibt es das ideae Transfersystem noch nicht, jedoch
erfullen manche Vektorsysteme einzelne Kriterien schon recht gut.

1.3.1 Nicht-virale Transfervehikel

A Liposomen

Liposomen bestehen aus amphiphilen Verbindungen, d.h. ein Ende ist hydrophil, bedingt durch
eine kationische Komponente, wahrend das andere Ende eine lipophile Kohlenwasserstoffkette
enthdt. Sie bilden mit DNA Komplexe und schiitzen sie vor Degradation (Gao and Huang,
1995). Durch die kationische Komponente binden Liposomen an negativ geladene
Zellmembranen, verschmelzen mit diesen direkt oder werden Uber Endocytose aufgenommen.
Kritisch beim Liposomen-vermittelten Transfer von DNA in Zellen (Lipofektion) ist die
Freisetzung der DNA aus dem Vesikel in das Cytoplasma. Geschieht dies nicht rechtzeitig,
besteht die Moglichkeit, dass das Vesikel mit einem Endosom verschmilzt und der daraus
resultierende pH-Abfall die Degradation der DNA bewirkt (Gao and Huang, 1995). Ist die DNA
ins Cytoplasma freigesetzt worden, gelangt ein Teil in den Nukleus, wo esin der Regel zu einer
voriibergehenden (transienten) Expression kommt. Fur eine Langzeittherapie mifite daher die
Behandlung wiederholt werden (Gao and Huang, 1995). Im Gegensatz zu vielen anderen
biologischen Transfermethoden sind Liposomen jedoch nicht immunogen. Inzwischen ist die
Technik so weit entwickelt, dass Liposomen in klinischen Versuchen verwendet werden. Sowohl
ex vivo als auch in vivo war ein mef3barer und therapeutisch wirksamer Gentransfer bei der
Behandlung von cystischer Fibrose a's auch von Melanomen nachweisbar (Middleton and Alton,
1998; Nabel et al., 1993).
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B Zelen
i Autologe Zellen

Zdlen sind das bisher am haufigsten verwendete Vehikel zum Transport von neuen Genen in den
Korper eines Patienten. Bei den ersten verwendeten Zellen handelte es sich um Tumor-
infiltrierende Lymphozyten (TILs). Diese Zellen wandern typischerweise in das Tumorgewebe
ein, akkumulieren dort und setzen Cytokine frei. Durch die genetische Veranderung von TILsist
es moglich, das gewiinschte Gen und dessen Genprodukt in den Tumor einzuschleusen.

Bel den ersten dahingehenden Untersuchungen wurden TIL s aus dem Serum von Krebspatienten
gewonnen und so verandert, dass sie ein zusétzliches Gen exprimieren. Anschlief3end wurden
diese autologen Zellen den Patienten wieder reinfundiert. Das erste mit dieser Methode
Ubertragene Gen war das Markergen fur eine Resistenz gegeniiber dem Toxin Neomycin. Die
Anayse der TILs zeigte, dass abgesehen von dem zusitzlichen Genprodukt keine Anderungen bei
der Produktion der zelluldren Proteine vorlag (Kasid et a., 1990). In weiteren Experimenten
wurden statt dem Markergen therapeutische, immunstimulatorische Gene in TILs eingebracht.
Damit konnte die Produktion von Cytokinen wie z.B. von TNFa oder Interleukinen, in den Zellen
messbar erhdht werden (Hwu et al., 1993; Kaiser et al., 1996; Tan et al., 1996). Die Menge an
synthetisierten TNF« in den autologen TILs war verglichen mit der TNFo-Produktion einer im
Labor etablierten und gentechnisch veradnderten Zielllinie jedoch 30fach geringer (Hwu et al.,
1993).

Inzwischen werden auch andere Zelltypen fir den Transport von (Fremd-)Genen in den
Organismus genutzt. Die bisher etablierten Techniken setzen jedoch voraus, dass bei der
Verwendung von autologen Zellen diese relativ leicht aus dem Korper isoliert und ex vivo
manipuliert werden kdnnen. Um eine haufige Wiederholung der Therapie zu vermeiden, werden
as Ziel fur die Expresson von neuen Genen bevorzugt Zellen gewéhlt, die eine lange
L ebensdauer erwarten lassen. Dazu gehdren somatische Stammzellen, die ein nahezu unendliches
Teilungspotenzial besitzen (Y anez and Porter, 1998). Sie werden entweder aus der Haut (Palmer
et a., 1989) oder sehr viel haufiger aus dem Blut der Patienten isoliert (von Kalle et al., 1998).
Im Falle der aus dem Blut gewonnen (hamatopoetischen) Stammzellen verteilen sie sich nach
Reinfusion und produzieren das Genprodukt in allen Bereichen des Kérpers (Brenner et al.,
1995). Auf diese Art konnten bereits Gene zur Kompensierung von monogenetischen Defekten
wiez.B. Adeonsin-Desaminase-Defizienz oder Res stenzgene gegen Cytostatika (z.B. multi-drug
resistance, mdr) in den Kérper gebracht werden (Hesdorffer et al., 1994; Williams and Moritz,
1994). Eine Tumorbehandlung mit gentechnisch veradnderten Zellen beschrankte sich bisher auf
leicht zugéangliche Tumoren (z.B. Melanome) und den Transfer von immunstimulatorischen
Genen. Dabel wurde ein Teil des Tumorgewebes entfernt und ex vivo so verandert, dass die
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Tumorzellen ein Cytokin exprimieren. Um eine unkontrollierte Vermehrung der reinfundierten
Tumorzellen in den Patienten zu vermeiden, wurden sie vorher bestrahlt. Diese Tumorzellen
verteilten sich im ganzen Kérper und stimulierten die systemische Immunantwort gegen
Tumorgewebe (Abdel-Wahab et al., 1997) .

ii Allogene Zellen

Die meisten Ansédtze eines zellvermittelten Gentransfers wurden mit autologen Zellen
durchgefiihrt. Dadurch ist zwar die Gefahr einer nachteiligen Immunreaktion minimal, jedoch
erfordert diese Methode einen hohen technischen und medizinischen Standard. Das hat zur Folge,
dass die Therapie immer langfristig vorbereitet werden muss und damit nur einem begrenzten
Personenkreis zuganglich ist.

Weniger aufwendig ist der Einsatz von Zellen, die von der gleichen Spezies, aber nicht vom
gleichen Individuum stammen (allogene Zellen). Diese kdnnen bereits Wochen oder Monate im
voraus fur eine Behandlung vorbereitet, optimiert und bis zum Tag der Anwendung gelagert
werden. Die Verwendung von alogenen Zellen setzt jedoch voraus, dass diese zumindest den
gleichen HLA-Typ wie der Empféngerorganismus haben, d.h. die Zellen missen die zur gleichen
Gruppe gehdrenden Oberflachenproteine, die fir die Antigenprasentation verantwortlich sind,
tragen (Guarini et a., 1995). Mit dieser Methode wurde unter anderem versucht durch eine
Expression des Cytokins IL-2 in allogenen Krebszellen eine Immunisierung gegen verschiedene
Krebsarten, wie z.B. gegen Melanome (Guarini et a., 1995) oder Nierenzellkarzinome (Schendel
et a., 1993) zu erreichen. Unter Umstanden kdnnen jedoch allogene Zellen eine unerwiinschte
Immunreaktion herbeifiihren, die gegen die Antigene der fremden Zelle gerichtet ist (Bordignon
et a., 1999).

iii Zellen in einer immunopr otektiven Umgebung

Um nicht-autologe Zellen vor den Angriffen des zelluléren Immunsystems (T-Zellen, Natirliche
Killerzellen) zu schitzen und um einer entziindlichen Reaktion des Patienten vorzubeugen,
konnen Zellen vor dem Immunsystem geschitzt werden. Dazu werden sie in Kapseln mit einer
definierten Porengrofie eingebettet und am gewiinschten Ort im Korper platziert. Die pordse
Kapselwand gewahrleistet einen Stoffaustausch mit dem umgebenden Gewebe, verhindert jedoch
ein Eindringen oder Freisetzen von Zellen (Chang, 1997; Chang and Prakash, 1998).

Kapseln aus Alginat, die Insulin produzierende Zellen des endokrinen Pankreas enthielten,
wurden bereits in Diabetespatienten implantiert. Die enkapsulierten Zellen waren Gber Monate
lebensféhig und produzierten Insulin. Dabei reichte die Menge an Insulin aus um die Patienten
Uber einen Zeitraum von neun Monaten unabhangig von exogenem Insulin zu machen (Soon-
Shiong et a., 1994).
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Als Beigpiele, bei denen gentechnisch verénderte Zellen in einer immunoprotektiven Umgebung
wirkungsvoll in vitro und in Tiermodellen einen therapeutischen Effekt zeigten, sind die
Produktion von Hormonen zur Behandlung von Zwergwtichsigkeit, von neurotrophen Faktoren
fur amylotrophe Lateralsklerose, von B-Endorphin zur Schmerzstillung, von Faktor XI fur
Hamophilie B und von Nervenwachstumfaktoren zum Schutz von Neuronen zu nennen (Chang
and Prakash, 1998).

1.4 Virale Transfervehikel

1.4.1 Adenovirale Vektorsysteme

Adenoviren besitzen ein doppel strangiges Genom von 36 kb, dasfiir die viralen Proteine kodiert.
Das Kapsid von Adenoviren kann maximal 105 % des viralen Genoms aufnehmen. Damit kdnnen
nur 1,8 bis 2 kb zusétzliche DNA untergebracht werden ohne virale Sequenzen deletieren zu
missen (Hitt et al., 1997; Kozarsky and Wilson, 1993). Dadie Sequenzen in der Regel essentiell
fur die Virusreplikation sind, missen bei einer Deletion von Teillen des Genoms die
entsprechenden Genprodukte in trans zur Verfiigung gestellt werden. Diese kdnnen bel kleinen
Deletionen durch eine Verpackungszelllinie oder bel groferen Sequenzverlusten durch einen
wildtyp Helfervirus ersetzt werden (Hitt et al., 1997). Die Produktion von Adenoviren endet
immer mit der Lyse der Zelle und der Freisetzung der reifen Virionen. Solche Adenovirae
Vektoren (ADV's) erreichen einen Titer von ca. 108 bis 10 pro Milliliter. ADVs infizieren ein
weites Spektrum an sich teilenden und ruhenden Zellen (Kozarsky and Wilson, 1993). Nach der
Infektion einer Zielzelle gelangt das Nukleocapsid in den Zellkern wo die extrachromosomale
Transkription und Replikation abléuft. ADVs konnen, bedingt durch Deletion essentieller
Sequenzen, sich nicht mehr vermehren oder die Zelle verlassen. Trotzdem bewirken die in der
Zelle produzierten viralen Fremd-Proteine hdufig eine Reaktion des Immunsystems im
Wirtsorganismus. Eine damit verbundene entziindliche Reaktion kann mit unangenehmen
Nebenwirkungen verbunden sein. Dabei wird die infizierte Zelle in der Regel durch das
Immunsystem eliminiert und ein immunologisches Gedachtnis gegen die viralen Antigene im
Korper aufgebaut (Hitt et a., 1997). Da Adenovirale Vektoren nicht in das Wirtsgenom
integrieren, also auch nicht an Tochterzellen weitergeben werden, sinkt innerhalb von Wochen die
Expression des Ubertragenen Gens. Eine erneute Infektion kann jedoch, bedingt durch das
stimulierte Immunsystem, ineffektiv sein (Hitt et al., 1997). Auf der anderen Seite ist mit dem
extrachromosomalen Zustand von ADV's das Risiko einer nachteiligen Veranderung der Zelle
durch eine zufélige Integration der viralen DNA in das Genom der Zelle minimiert (Channon and
George, 1997).
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1.4.2 Adenoassoziierte Vektor systeme

Adenoassoziierte Viren (AAVs) sind kleine lineare Einzelstrang-DNA-Viren, welche zur Familie
der Parvoviren gehdren. AAVs kdnnen ausschliefdich in der Anwesenheit von Helferviren wie
Adenoviren oder Herpesviren replizieren. Jedoch gibt es inzwischen auch ein
Verpackungssystem, bei dem die nétigen Helferfunktionen mit einem Plasmid in die Zelle
eingebracht werden konnen (Collaco et al., 1999). Bel Deletion aller AAV-Sequenzen bisauf die
minimal-notwendigen cis-aktiven Bereiche konnen AAVsbiszu 4,5 kb Fremd-DNA inihr Kapsid
aufnehmen. Daswildtyp Virus (wt) scheint eine Préferenz fir eine ortsspezifische I ntegration auf
Chromosom 19 zu besitzen, wo es haufig unter Bildung von Konkatemeren und anderen
Rearrangements integriert (Giraud et a., 1995; Linden and Berns, 1997; Muzyczka, 1994,
Samulski, 1993). AAV-Vektoren, denen das virale Protein rep78 fehlt integrieren rein zufdligin
das Wirtsgenom (Linden and Berns, 1997). Da der Grofdeil des Genoms bei AAV-Vektoren
deletiert ist, verursacht der Vektor keine oder nur eine geringe Immunantwort (Pearson et al.,
1998). AAVs besitzen ein weites Infektionsspektrum, wobei sie sowohl proliferierende als auch
ruhende Zdllen infizieren kdnnen. Das grofdte Problem bel AAVs st jedoch die Erzeugung von
ausreichenden Mengen an Helfervirus freien AAV-Vektoren fur die klinische Anwendung
(Grimm and Kleinschmidt, 1999).

1.4.3 Herpesvirale Vektorsysteme

Herpesviren sind DNA-Viren mit eéinem Genom zwischen ca. 100 - 250 kb. Sie kdnnen
lebendang extrachromosomal im Nukleus als zirkulére DNA persistieren, jedoch sind sie sehr
divers beziiglich Genomgrof3e, Zelltropismus und Pathogenese, sowie in ihrem unterschiedlichen
Potenzial therapeutische Gene zu Ubertragen (Efstathiou and Minson, 1995). Herpesvirae
V ektorsysteme basieren vor alem auf dem Herpes Simplex Virus (HSV) oder Epstein-Barr Virus
(EBV). Im Fdle von HSV ist es mdglich, durch Deletion nicht essentieller Sequenzen und
Ausnutzung der gesamten Verpackungskapazitdt der Kapside bis zu 40 kb zu Ubertragen
(Glorioso et al., 1997). Bis jetzt sind herpesvirale Vektoren jedoch noch nicht ausreichend
charakterisiert um sie in klinischen Studien anwenden zu kdnnen. Die am meisten Erfolg
versprechende Anwendung liegt bel der Infektion von ruhenden Zellen, wie z.B. Neuronen mit
HSV und/oder unter Ausnutzung des Gewebetropismus (bei HSV: Neuronen, bei EBV: B-
Zdlen) (Glorioso et al., 1997). Im weiteren kann die cytolytische Aktivitét der herpesviralen
Vektoren bei der Replikation zur Therapie von verschiedenen Tumorerkrankungen angewendet
werden (Aghi et al., 1999; Chase et al., 1998). Herpesviren haben spezielle Strategien entwickelt
um der Immunantwort zu entkommen. HSV z.B. produziert sehr frith im viralen Lebenszyklus
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(immediate early) ein Protein (ICP47), das die Antigenpresentation durch major
histocompatibility complex (MHC)-I-Molekile inhibiert und damit die infizierte Zelle fir
cytotoxische T-Zellen weitgehend unsichtbar macht (Glorioso et al., 1997).

1.4.4 Retrovirale Vektorsysteme

A Retroviren

Retroviren besitzen umhiillte Nukleokapside mit einem Durchmesser von 80-130 nm. Ein
Retrovirus, wie das Murine Leukamie Virus (ML V) besteht aus zwei identischen einzelstréngigen
RNA-Molekilen, mit einer Grél3e von 8,2 kb (Uckert and Walther, 1994; Webster and Granoff,
1994) und einer zentral lokalisierten Nukleoprotein-Struktur (core), die von einer Membran mit
virden Glykoproteinen und zellul&ren Membranproteinen umhtllt wird. Retrovirale Partikel
(Virionen) infizieren Zielzellen durch spezifische I nteraktion der viralen Glykoproteine mit einem
zelluldren Membranprotein, das as Rezeptor dient (Uckert and Walther, 1994). Nach dem
Eindringen des Virions in die Zelle, wird die Membranhtille entfernt (uncoating) und der virale
corein das Cytoplasmaentlassen. Hier werden die beiden Kopien der viralen RNA as Matrizefur
die Reverse Transkription verwendet um eine doppel stréngige DNA-Kopie zu synthetisieren (vgl.
Abbildung 8A). Die lineare DNA wird in den Nukleus geschleust und in eine zirkuldre Form
Uberfihrt um dort durch die virale Integrase in die Wirts-DNA eingebaut zu werden (Uckert and
Walther, 1994). Die integrierte doppelstrangige DNA des Retrovirus wird as Provirus
bezeichnet. Dieseswird wie alle anderen Wirtszellgene exprimiert und stabil an jede Tochterzelle
weitergegeben (Uckert and Walther, 1994).
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Abbildung 7: Struktur einesretroviralen Virions
Diese schematische Darstellung zeigt die relative Lage der einzelnen viralen Komponenten (aus (Giinzburg and
Salmons, 1997) veréndert)

Die RNA von MLV codiert fur drei Gene: 1.) das gruppen-spezifischen Antigen (gag) der
inneren Strukturproteine, 2.) das Polymerase Gen (pol) fir die reverse Transkriptase (RT)
Protease (PR) und Integrase (IN) sowie 3.) das Hullproteingen (envelope, env), das fir das
Transmembranprotein (TM) und das Glykoprotein (surface, SU) der Virushille codiert (vgl.
Abbildung 8B). Die gag- und pol-Proteine werden al s Polyproteinvorlaufer von den Transkripten
genomischer Lange translatiert. Durch proteolytische Prozessierung werden diese
Vorlauferproteine Stick fur Stick in die reifen gag-Proteine (matrix MA, capsid CA,
nucleocapsid NC) und pol-Proteine (RT, IN) gespalten. Dies ist ein autokatalytischer Prozess,
bei dem die Proteasedomane (PR) des Vorlauferproteins beteiligt ist.
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Abbildung 8: Struktur und Proteinsynthese von MLV

(A) Struktur desMLV-Genomsvor und nach der reversen Transkription: Die Reverse Transkriptase startet an der
Primerbindestelle (PBS) und schreibt die RNA in doppel strangige DNA um. Wahrend der reversen Transkription
wird die U3-Region in den 5-L TR kopiert und die U5-Region in den 3-LTR. Das resultierende virale Genom
besteht aus doppelstrangiger DNA mit zwei identischen LTRs. (B) Transkription des integrierten Provirus,
Trandation der Polyproteine und Prozessierung: Beginnend vom 5'-Ende der R-Region startet die Transkription
unter Bildung einer genomischen RNA. Ein Teil der RNA-Molekile wird zwischen Spleissdonor (SD) und
Spleissakzeptor (SA) zur subgenomischen RNA verkirzt. Das nach der Trandlation resultierende gag-pol
Polyprotein wird durch die Proteasedoméne (PR) in seine einzelnen Polypeptide gespalten. Das env-Polyprotein
wird erstim fertigen Virion nach einer Reifespaltung in die SU und TM-Doméne prozessiert. Weitere verwendete
Abkirzungen: ¥ (Verpackungssignal); R (direct repeat), gag (gruppenspezifisches Antigen), pol (Polymerase),

env (envelope) (aus (Ginzburg and Salmons, 1997))
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Wahrend die viralen Gene gag und pol von einer genomischen RNA codiert werden, wird das
env-Gen von ener gespleissten subgenomischen RNA trandatiert (vgl. Abbildung 8B). Durch
eine spezifische Interaktion zwischen der NC-Doméne des gag-Polyproteins und einer Region der
genomischen RNA (P-Region), wird ein Tell der synthetisierten ungespleissten RNA alsvirales
Genom in Viruspartikel verpackt. Diereifen Viruspartikel (vgl. Abbildung 7) knospen (budding)
aus der zellularen Membran unter Einlagerung von Hllproteinen (Uckert and Walther, 1994).

Das Provirus enthdlt zwel lange terminale Repetitionen (LTRs), deren Sequenzen bei der
Regulation und Expression des viralen Genoms beteiligt sind. Ein LTR wird in drei Regionen
unterteilt (U3, R, U5) (Fields and Knipe, 1991). Die U3-Region besitzt neben cis-aktiven
Elementen fur die reverse Transkription essentielle Bereiche fur die Integration und die
transkriptionell aktiven Regulatorelemente des Virus. Die R-Region wird im Falle von MLV
durch den Startpunkt der Transkription sowie die Polyadenylierungsstelle definiert und ist auf der
RNA bei allen Retroviren terminal redundant. Die U5-Region enthdt die essentiellen Sequenzen
fur die Integration und den Startpunkt der reversen Transkription (Primer-Bindestelle, PBS). Die
L TRszeigen auf der genomischen RNA die Struktur R-USim5-LTR bzw. U3-Rim 3-LTR. Bei
der reversen Transkription kommt es zu Rearrangements, bei denen die US-Region des5-LTRs
inden 3-LTR und die U3-Region des 3-LTRsin den 5-L TR kopiert wird. Dadurch entsteht ein
DNA-Virus mit zwei identischen LTRs ( vgl. Abbildung 8A) (Fields and Knipe, 1991).

B Retrovirale Vektoren

Retrovirale Vektoren sind Abkdmmlinge von replikationskompetenten wildtyp Retroviren, bei
denen ein Teil des Genoms (gag, pol, env) durch andere Gene, die in eine Zelle eingeschleust
werden sollen, ersetzt wurde. Aus diesem Grund bestehen aleretrovirale Vektorsysteme aus 1.)
einem replikationsunféhigen rekombinanten retroviralen Vektor, der die cis-aktiven viraen
Sequenzen (beide LTRs, PBS fur die reverse Transkription, das Verpackungssignal ¥) enthalt
und 2.) einer Zelle, die die retroviralen Funktionen (Strukturproteine) trans-komplementiert
(Verpackungszelle). Diese beiden Komponenten erlauben die Produktion von rekombinanten
Virus-Vektor Partikeln, diein der Lage sind Zielzellen zu infizieren (Uckert and Walther, 1994).

Bel den einfachsten retroviralen Vektoren wurden die Strukturproteine (gag, pol, env) deletiert
und durch ein oder zwei Fremdgene ersetzt. Dabel stehen beide Gene unter der transkriptionellen
Kontrolle des viralen Promotorsim 5-LTR. Das erste Gen wird von Transkripten genomischer
Lange (analog zum gag-pol-env-Transkript) und das zweite Gen as gespleisstes Transkript
(analog dem env-Transkript) exprimiert (vgl. Abbildung 9A). Das zweite Gen kann aber auch von
einem internen heterologen Promotor entweder in sense- (vgl. Abbildung 9B i) oder in antisense-
Orientierung (vgl. Abbildung 9B ii) anstelle der gag-, pol- und env-Gene exprimiert werden.
Doppel-Kopie (double copy) retrovirale V ektoren tragen haufig ein Gen, das mit einem Promotor
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in der U3- oder R-Region des 3-LTR inseriert ist. Nach Verpackung der RNA des
Vektorgenoms und der Infektion von Zellen mit diesen Partikeln wird durch reverse
Transkription doppelstrangige DNA synthetisiert, wodurch das entsprechende Gen verdoppelt
wird, so dassim 5-LTR ein zweite Kopie vorliegt (vgl. Abbildung 9C).

Abbildung 9: Grundtypen verwendeter retroviraler Vektoren (RVs)

(A) Einfacher Vektor: trégt an Stelle von gag, pol und env ein oder zwei heterologe Gene (graues Viereck). Beide
Gene stehen unter der Kontrolle des viralen Promotorsim LTR. (B) Das zweite Gen kann von einem internen
heterologen Promotor exprimiert werden. Diese Expressionskassette kann in sense oder antisense integriert sein.
Das Einklonieren von heterologen Sequenzen in die U3- oder R-Region des 3-L TR kann zu folgenden Vektoren
fuhren: (C) Doppel-Kopie (double copy) RVs: Ein Gen mit Promotor wird wéhrend der Reversen Transkription
(RT) inden 5-LTR dupliziert. (D) Selbst-inaktivierender (SIN) RVs: Die Deletion der U3-Region bewirkt, dass
nach der RT der 5-L TR keine Promotoraktivitdt hat. Das heterologe Gen wird ausschlief3lich vom heterologen
Promotor exprimiert. (E) Promotorkonversion (ProCon) RVs. Die U3-Region des 3-LTR wird gegen einen
heterologen Promotor ersetzt, der nach der RT ein promotorloses heterologes Gen treibt. (F) Internal ribosomal
entry site (IRES) RVs: Eine Expression von mehreren Genen von einem Promotor aus kann durch eine IRES
bewirkt werden.
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Anstatt eine komplette Expressionskassette in den 3-L TR zu inserieren, kann die U3-Region im
3-LTR deletiert werden. Bei diesen selbst-inaktivierenden Vektoren (SIN) ist nach der reversen
Transkription der virale Promotor nicht mehr vorhanden, so dass ausschlief3dlich der heterologe
Promotor vor dem inserierten Gen aktiv ist (vgl. Abbildung 9D). Retrovirale ProCon-V ektoren
(Promotorkonversionsvektoren) (vgl. Abbildung 9E) tragen zur gerichteten Expression anstelle
der kompletten U3-Region, die normalerweiseim 3-L TR vorliegt, heterologe Promotoren. Nach
Infektion und reverser Transkription wird der heterologe Promotor inden 5'-L TR dupliziert. Dies
ist dann der einzige Promotor, von dem aus die Ubertragenen Gene exprimiert werden konnen.
Durch Verwendung spezifischer heterologer Promotoren kann die Expression gezielt auf
bestimmte Zelltypen ausgerichtet werden. IRES-(internal ribosomal entry site) Vektoren (vgl.
Abbildung 9F) tragen zwel Gene, die vom viralen Promotor als einzelnes Transkript exprimiert
werden. Beide Gene werden von diesem Transkript trandatiert. Dabel wird die Trandation des
zweiten Gens durch eine IRES ermoglicht (Glnzburg and Salmons, 1997). Die dargestellten
Vektoren entsprechen den verwendeten Grundtypen. Natirlich sind auch verschiedene
Kombinationen der einzelnen Vektoren denkbar.

Retrovirale Vektoren integrieren in das Genom der Wirtszelle. Die Wirtszelle gibt den V ektor mit
dem rekombinanten Gen an alle Tochterzellen weiter. Dadurch ist eine langzeitliche Expression
gewdhrleistet. Retrovirale Vektoren Ubertragen zwar die genetische Information fur das
heterologe Gen, aber keine viralen Gene, die exprimiert werden konnen. Daher sind sie fir das
Immunsystem kaum erkennbar. Virionen, die von murinen Zellen produziert wurden, werden
jedoch durch einen anderen Abwehrmechanismus im Korper, dem Komplementsystem,
inaktiviert. Auch aus diesem Grund sind neuere Verpackungszelllinien humanen Ursprungs.

C Verpackungssysteme

Replikationsdefiziente retrovirale Vektoren besitzen keine viralen Strukturgene (gag, pol, env)
und sind daher nicht in der Lage sich alleine zu vermehren. Zur Produktion von viralen Partikeln,
die zur Verpackung der retroviralen Vektoren notwendig sind, missen die viralen
Strukturproteineintranszur Verfigung gestellt werden. Eine Zelle, diein der Lageist dieviralen
Funktionen zu transkomplementieren, wird als Verpackungszelle bezeichnet. Im Gegensatz zur
Produktion von Adenoviren und adenoassoziierten Viren endet bei Retroviren die Fertigstellung
von viralen Partikeln nicht mit der Lyse der Zelle, sondern die Zelle setzt kontinuierlich neue
Viren frei, ohne dabel wesentlich in ihren sonstigen Stoffwechsel vorgangen beeintréchtigt zu sein
(Gunzburg and Salmons, 1997).
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Abbildung 10: Entwicklung der Verpackungszelllinien fur Retrovirale Vektoren (RV)

(A) 1. Generation: Lediglich das Verpackungsignal (¥) des Helfervirus wurde mutiert. Durch ein
Rekombinationsereignis (gepunktete Linie) entsteht wieder ein replikationskompetentes Retrovirus (RCV). (B) 2.
Generation: Zusétzlich zum mutierten Verpackungssignal wurde der 3-LTR entfernt und durch ein heterologes
Polyadenylierungssignal ersetzt. Zur Produktion eines RCV sind zwel Rekombinationserei gnisse notwendig. (C)
3. Generation: Die viralen Gene liegen auf zwei getrennten Plasmiden mit heterologem Polyadenylierungssignal
und teilweise heterologem Promotor (Pr). Fir einen RCV sind mindestens drei Rekombinationserreignisse
notwendig.

Paradlel zur Entwicklung von effizienten Vektoren wurden die Verpackungssysteme immer
sicherer gemacht. Bel retroviralen Vektorsystemen, bestehend aus retroviralem Vektor und
Verpackungszelle, der ersten Generation gab es stets einen Anteil an replikationskompetenten
Viren (replication competent viruses, RCV) (Cone and Mulligan, 1984). RCV s entstehen durch
homologe Rekombination zwischen den viralen Sequenzen in der Verpackungszelle und dem
retroviralen Vektor, wodurch ein Retrovirus mit allen fir die Vermehrung essentiellen Sequenzen
entsteht (vgl. Abbildung 10A). In infizierten Organismen konnen sie eine Virédmie und eine
ungewollte Genexpression bewirken (Vile and Russdll, 1995). Die Wahrscheinlichkeit eines
Auftretens von RCVs ist umso grof3er je langer die homologen Bereiche zwischen retroviralem
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Vektor und den Verpackungssequenzen sind und je weniger Rekombinationen notwendig sind.
Aus diesem Grund versuchte man, die homologen Bereiche so weit wie mdglich zu deletieren
bzw. durch analoge heterologe Sequenzen zu ersetzen (Vile and Russell, 1995). Bei dieser
zweiten Generation waren zwei homologe Rekombinationen nétig um einen RCV zu
produzieren. Dadurch war die Haufigkeit eines Auftretens von RCV s deutlich verringert, jedoch
noch nicht komplett eliminiert (vgl. Abb. 10B) (Miller and Buttimore, 1986). Unter weiterer
Beachtung des Sicherheitsaspekts wurden Verpackungszellen der dritten Generation entwickelt.
Als weitere Sicherheitsmal3nahme wurden die Gene fir gag-pol und env auf zwei separaten
Plasmiden in die Zelle eingebracht. Bei dieser Generation von Verpackungszellen konnten nur
drei Rekombinationsereignisse einen RCV entstehen lassen (vgl. Abb. 10C). Dies gilt aber s so
unwahrscheinlich, dass mit RCVs nicht zu rechnen ist (Giinzburg and Salmons, 1997; Vile and
Russdll, 1995). In bisherigen Untersuchungen mit Vektorsystemen der 3. Generation wurden
auch noch keine RCV's nachgewiesen (Forestell et al., 1997).
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1.5 Ziesetzung der Arbeit

Das Syntheseprodukt des CYP2B1-Gens katalysiert die Umsetzung von Ifosfamid in seine
cytostatisch wirkenden Spaltprodukte Phosphoramidmustard und Acrolein. Die Expression von
CYP2BL1 findet in vivo fast ausschliefdlich in der Leber statt. Durch Transfer von rekombinanten
CY P2B1-exprimierenden Zellen in den Tumor sollte es moglich sein, Ifosfamid direkt im Tumor
zu aktivieren und damit eine hohe lokale Konzentration an aktiviertem Ifosfamid im Tumor mit
geminderten Nebenwirkungen zu erreichen.

Um dies zu erreichen sollen im Rahmen dieser Doktorarbeit die Mdglichkeiten einer in vitro-
Manipulation von geeigneten Zellen und einer anschlief3enden Aktivierung von IFO durch das
exprimierte CY P2B1 untersucht werden. Dabel soll die Wirkung von CY P2B1 mittel s geeigneter
molekularbiologischer und biochemischer Methoden nachgewiesen werden. Besonderes
Augenmerk soll daher auf die Untersuchung der Wirksamkeit von durch CY P2B1 aktiviertes IFO
auf verschiedene Zielzelltypen gelegt werden. Dabel soll untersucht werden, wie stark sich der
cytotoxische Effekt auf die CYP2B1-exprimierenden Zellen sowie auf benachbarte nicht
CYP2B1-exprimierende Zellen auswirkt und wie weit bestimmte zelluléare Strukturen (gap
junctions), die bel anderen Suizidsystemen eine entscheidende Rolle spielen, auch fur das
CY P2B1-System wichtig sind. DaZellen auf verschiedenen Wegen sterben kénnen und dies einen
entscheidenden Einflul® auf das Verhaten eines Tumors bei einer Therapie haben kann, soll
weiterhin der Mechanismus, der zum Zelltod fuhrt, analysiert werden.

Als erste Strategie zum sicheren Gentransfer in Menschen soll das CYP2B1-Gen durch
Expression inin vitro manipulierten Zellen in das Tumorgewebe eingebracht werden. Um diese
Maoglichkeit zu testen wird es notwendig sein, eine Kollaboration mit einer Arbeitsgruppe, die
bereits ein etabliertes, aber immundefizientes Tiermodell fur pankreatische Tumoren besitzt,
aufzubauen und gemeinsam eine Strategie zum Einschleusen der Zellen in den Organismus zu
entwickeln. Da nicht-autologe Zellen durch verschiedene Mechanismen des
Empfangerorganismus sehr schnell eliminiert werden, soll eine Méglichkeit gefunden werden, um
die Ubertragenen Zellen effizient davor zu schitzen ohne die Wirksamkeit der CYP2B1
vermittelten IFO-Toxizitét zu reduzieren. Hier bietet sich eine Kooperation mit der Firma
Bavarian Nordic an, die eine neuartige Enkapsulierungsstrategie entwickelt hat. Im Falle eines
positiven Ergebnis bel den praklinischen Versuchen am Tiermodell soll in Kooperation mit
medizinischen Einrichtungen die Moglichkeit der Applikation solcher Kapseln in das humane
Pankreas an einem Grofitiermodel| Gberprift werden. Nach Demonstration der Sicherheit von
enkapsulierten CYP2B1-exprimierenden in Verbindung mit IFO soll in Kooperation mit
klinischen und industriellen Einrichtungen die Wirksamkeit in einer klinischen Studie der Phase |
demonstriert werden.
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Der Nachteil der zelluléaren Therapie liegt darin, dass die Aktivierung von IFO nicht in den
Tumorzellen selbst, sondern durch Fremdzellen erfolgt. Dies kann eine Minderung der Effizienz
und nur geringe Auswirkung auf mégliche Metastasen bedeuten. Um die Wirkung von CYP2B1
/IFO weiter zu verbessern, soll Uberprift werden, ob retrovirale Vektoren in der Lage sind, das
CYP2B1-Gen in pankreatische Tumorzellen einzuschleusen und damit gegentiber 1FO
empfindlich zu machen. Um die Wirksamkeit dieser durch Retroviren vermittelten Gentherapiein
Vvivo testen zu konnen soll ein geeignetes immunkompetentes Tiermodell, das weitgehend die
Situation im humanen Patienten widerspiegelt, etabliert werden. Mit diesem soll die Mdglichkeit
einer durch CYP2B1 transduzierende retrovirale Vektoren vermittelte Sensitivierung des
Tumorgewebes Uberpiift werden. Diese Voruntersuchungen sollen als ?proof-of-concept” fir
weitere Arbeiten auf diesem Sektor dienen.
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2 Material und Methoden

2.1 Materialen

2.1.1 Chemikalien und Verbrauchsmittel

Acrylamid/Bisacrylamid (29:1) Biorad
Agarose (Elektrophoresegrad) Gibco
6-Aminohexanonsaure Sigma
Aminopterin Sigma
Ammoniumpersulfat Sigma
Ampizillin Sigma
Annexin V-Apoptose-Kit Trevigen
(mit 100 x Annexin V, 10 x Bindepuffer, 10 x Propidiumiodidl6sung)
Bisbenzamid (Hoechst 33258) Sigma
Blenitrat Sigma
Bromphenolblau Sigma
Bovines Serum Albumin (BSA) Sigma

BSA Sigma
Casiumchlorid Gibco
CellPhect Transfektionskit Pharmacia
Chloroform Sigma
Cyclophosphamid AstaMedica
Desoxynukleosidtriphosphate Promega
Dicumarol Sigma
Diethylether Sigma
Di-Kalium-Hydrogenphosphat Sigma
Dimethylsulfoxid Sigma
DMSO Sigma
2-Dodecenylsuccinylsaure Elisabeth Grobel
DTT Sigma
Ectochrome 400-Filme Kodak
Ethidiumbromid Sigma
Ethanol Sigma
Fastread 10, Einmal objekttréger Madaus Diagnostik
Ficoll Sigma
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Gaze

Giemsa

Glutaraldehyd

Glycerol

Glyzidether

Glyzin
4-Hydroxy-Ifosfamid
Hypoxanthin

Ifosfamid

| sopropanol
Kalium-Di-Hydrogenphosphat
Lipofectamin
Magnesiumsulfat
Medicon

Methalnadic Anhydrid
Methanol

MOPS

Mycophenol sdure
Natriumacetat
Natriumcarbonat
Natriumzitrat « 5%, H,O
Natriumchlorid
Natriumhydroxid
Osmiumtetroxid
7-Pentoxyresorufin
Phenol

PMSF

1,2-Propylenoxid
Qiaguick-Kit

Qiagen Tissue Kit
Qiagen Maxi Kit
Qiaspin Nucleotide Removal Kit
Ready-To-Go-DNA-labelling-Kit
Resorufin
Rubidiumchlorid

SDS

Sephadex

Silikonfett

Sucrose

TEMED

Becton Dickenson

Sigma
Sigma
Sigma

Elisabeth Grobel

Sigma

AstaMedica

Sigma

AstaMedica

Merck
Sigma
Gibco
Merck
Consul™

Elisabeth Grobel

Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma

Elisabeth Grobel

Sigma
Roth
Sigma

Elisabeth Grobel

Qiagen
Qiagen
Qiagen
Qiagen
Pharmacia
Sigma
Sigma
Sigma
Pharmacia
Beckmann
Merck
Sigma
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Thymidin Sigma
Toluidinblau Sigma
TRIS Merck
TRIS Base Merck
2,4,6-Tris(dimethylaminomethyl)phenol Elisabeth Grobel
Trypanblau Sigma
Tween Ameresco
Uranylacetat Sigma
Vistra Blocking Agent Amersham
Xanthin Sigma
X-Ga Loewe
Xylencyanol Sigma
Zeozin Invitrogen
2.1.2 Medien und Zusatze

Alleinfuttermittel fir Mause und Ratten Tagga
Ampizillin Sigma
Bacto-Agar Difco
Bacto-Trypton Difco
Dulbecco’s Modified Eagles Medium (DM EM) Gibco
Fotales Kélberserum Gibco
Glucose Merck
Kanamycin Sigma
L-Glutamin Gibco
Polybren Sigma
Hefeextract Gibco
Penizillin/Streptomycin Gibco
Phleomycin ICN
Genitizin Gibco
Gentamycin Gibco
RPMI 1640 Medium Gibco
Zeozin Invitrogen
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2.1.3 Antikor per

Kaninchen 1gG anti-CY P2B6 (A143) Gentest
Kaninchen 1gG anti-Ziege konjugiert mit Peroxidase (A5420) Amersham
Ziege 1gG anti-CYP2B1 (210112) Gentest (Daichi)
Ziege 1gG anti-Kaninchen konjugiert mit alkalischer Phosphatase (A143)

Gentest

2.1.4 Oligonukleotide

A  Seguenzierprimer

Name

5'-3'-Sequenz

2B1seql

CGA AGC TGC ATG AAG

2B1seq2

TCCTGG ATG CCA ATG

CAseql

GCG GCT GCGAGTTTGACCTT

CAseqg2

CTGTCACCT CTG CCT GTCAC

CMVseql

GGC GTACTT GGC ATATGA

GKseql

GGG TGA CCA CTT GGT ATT GA

GKseg2

AAC CACAGG CCCTCT CAGGA

lucsegl

TTGCGCGGAGGAGTTGTGTT

ZEOseql

AGGTCGTGT CCACGAACTT

polyA-1

AGG GCA CAGTCG AGG CTG AT

TTCTCT AGG CGC CGG AA

GCCTGGTTG CTG ACT AA

ATT TAG GTG ACACTATAG

TCG GCT CACAGG TCT

AGG GTCCCGGAGTTT CCT AC
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B PCR-Primer
Name 5'-3'-Sequenz
2Bcons CCT TCT GCG CAT GGA GAA GGA GAA
2Bcons-c CTGTGGGTCATG GAGAGCTG
CMV22 TATGCCGCGGACGCGTTGACATTGATTA
CMVpk1l GGC AAG GCT TGA CCG ACA AT
CYP2B1pkl | CCG GAT CAC CGA GCT GAG AA

2.1.5 Enzyme

B-Glucoronidase/Arylsulfatase

CIP (alkalische Phosphatase vom Kalb)
T4-DNA-Polymerase

Proteinase K

Restriktionsenzyme

T4-DNA-Ligase
Tag-Polymerase

2.1.6 Nukleinsduren und Plasmide

1kb-L eiter

100bp-Leiter

pcDNA3

pCMVegfp

pPLXSN

pLXSNegfp

pLXPCMTVegip (PLESN3MP)
pSVzeo

pSW1

PTFR

Boehringer Mannheim

Boehringer Mannheim

New England Biolabs

Boehringer Mannheim

New England Biolabs, Gibco,
Boehringer Mannheim

Boehringer Mannheim

Perkin EImer

Boehringer Mannheim
Gibco

Invitrogen

(Walter et a., 2000)
Clonetech

(Kleinet a., 1997)

Klein, nicht veroffentlicht
Clonetech

(Kedzie et a., 1991)

L 6hr, nicht veroffentlicht
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2.1.7 Bakterien

Escherichia coli DH5¢:. F, endAl, hsdR17(rk’, mk®), supE44, thi-1, lambda,
recAl, gyrA96, reAl, ®80dlacZ M15 (Hanahan, 1983)

Escherichia coli DH10b F-, mer B, mrr, hsd520(r;-, mg-), recA13, supE44, aral4,
gaK2,lacY 1, proA2, rpsL20 (5m"), xyl5, lambda, leu, mtl
1

2.1.8 Zdllinien

293

Diese humanen embryonalen Nierenzellen tragen das 5'-Ende des Adenovirus 5 und produzieren
das Adenovirus-spezifische Antigen E1A (Graham et al., 1977).

2GP19Talf8P

Die auf 293 Zellen (Graham et al., 1977) beruhende Verpackungszelllinie tragt die
Expressionsplasmide fur die viralen Gene gag-pol (pGagPol Gpt, (Markowitz et al., 1988)) und
env (pALF, (Cosset et a., 1995)) im Genom integriert und exprimiert diese stabil.

A20
A20 Zellen sind nicht adhdrent wachsende B-Zellen, die aus einem Lymphom einer Balb/C Maus
stammen (Kim et d., 1979).

CrFK

CrFK Zellen entstammen dem kortikalen Nierenanteil einer 10-12 Wochen alten weiblichen
Hauskatze (Felis catus). Die Zellen haben eine epitheldhnliche M orphol ogie und durchschnittlich
38 Chromosomen (Crandell et al., 1973).

FlyA

Die parentalen Zellen (HT1080) entstammen einem humanen Fibrosarkom. In sie wurden die
Expressionsplasmide fur amphotropes env (pALF) und gag-pol (pGagPol-Gpt) transfiziert.
(Cosset et al., 1995)

MiaPaca-2
MiaPaca-2 Zellen entstammen einem undifferenziertem humanen pankreatischen Karzinom. Sie
zeigen in hohem Ausmal? Aneuploidie und haben die Tendenz tibereinander zu wachsen (Yunis



2 Material und Methoden Seite 36

et a., 1977). Sie besitzt Mutationen in den Genen p53, ras, Smad4 und p16 (Chen et al., 1997,
Furuwatari et al., 1998; Grau et al., 1997; Seufferlein et a., 1999)

NIH3T3
Die kontaktinhibierte Mausfibroblastenzelllinie wurde aus M ause-Embryo-Kulturen gewonnen
(Jainchill et a., 1969)

PA317

Diese Zdllinie wurde etabliert, indem die Mausfibroblastenzelllinie NIH3T3 mit dem Plasmid
PAMS3, das ein MLV-Genom mit Deletionen in der ¥-Region und in der Enhancerregion des
5LTR tragt, transfiziert wurde. Weiterhin wurde die 3'LTR Region durch das
Polyadenylierungssignal des SV40 Virus ersetzt (Miller and Buttimore, 1986).

PACA-44

Diese Zdlllinie wurde aus dem ductalen Gewebe eines humanen exocrinen pankreatischen Tumors
etabliert. Die Zdllinieist nur moderat oder schwach differenziert. Sie enthélt Mutationen im ras-
und p53-Gen (Lohr et al., 1994).

PALSG/S

Es handelt sich hierbel um PA317-Z€llen, die den Vektor pLXSNegfp (Klein et a., 1997) stabil
integriert haben. Sie produzieren gfp und neoR transduzierende ML V-V ektoren mit einem Titer
von >1 x 10° pfu/ml.

PANO2

Die Zdllinie PANO2 wurde aus einem in C57Black/6 Mausen mit 3-Methyl-cholanthrene
induzierten ductalen pankreatischen Tumor gewonnen. Sie zeichnet sich durch einen hohen
Dedifferenzierungsgrad und eine weitreichende Resistenz gegeniiber den meisten Cytostatika
einschliefdlich Cyclophosphamid (CPA) aus (Corbett et al., 1984).

PANC1

Die Z€llinie PANC1 wurde aus dem ductalen Gewebe eines humanen pankreatischen Karzinoms
etabliert. Die epithelioide Zdlllinie besitzt 63 Chromosomen, hat eine Verdopplungszeit von ca.
52 h und besitzt die typischen Merkmale einer transformierten Zelllinie (Lieber et a., 1975). Se
besitzt Mutationen in den Genen p53, ras, pl6 aber nicht in Smad4 (Chen et al., 1997,
Furuwatari et al., 1998; Grau et al., 1997; Seufferlein et a., 1999)

Rin5

Diese Zdlllinie entstammt endokrinen Tumorzellen einer Albinoratte des NEDH Stammes. Der
Tumor wurde durch Bestrahlung des endocrinen Pankreasgewebes induziert (Insulinom). Er
bestand vor alem aus Granula-reichen B-Zellen, die Insulin produzierten (Chick et al., 1977,
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Gazdar, 1980 #518).

Vero

Vero-Zellen wurden 1962 aus der Niere eines erwachsenen afrikanischen ?green monkey”

(Cercopithecus aethiops) von Y asamuraund Kawakita etabliert (Vanderzant and Splittstoesser,
1996). Sie sind hypodiploid und fir eine Vielzahl an human-pathogenen Viren z.B. Influenza
empfanglich (Pugachev et a., 1997).

2.1.9 Mause

C57BL/6JOlaHsd-M duse (Harlan Winkelmann)

Eine Maus dieses immunokompetenten Inzuchtstamms ist der Ursprung der pankreatischen
Tumorzelllinie PANO2. DaC57Black/6 Mause syngen mit PANO2-Zellen sind, eignensiesich as
immunkompetentes Tiermodell fur Pankreaskarzinome (Artzt, 1972).

Nacktmause, CD1® nu/nu (Charles River)

Nacktmause bilden, verursacht durch einen genetischen Defekt, nur einen rudimentéren Thymus.
Dieshat zur Folge, dass nur sehr wenigereife T-Zellen produziert werden. Der genetische Defekt
ist eng verbunden mit der Haarproduktion, wodurch die Mé&use auch kein Fell besitzen (Holub et
a., 1975).

C.B.17/IcrHsd-scid-bg-M ause (Harlan Winkelmann)

Diese Méause tragen die SCID-Mutation, wel che zu einer schweren kombinierten Immunkrankheit
(,, severe combined immune deficiency”) fuhrt. Durch diese Krankheit ist die Differenzierung der
T- und B-Zellen stark gestort, was dazu fihrt, dass kaum Lymphozyten vorhanden sind (Bosma
et al., 1983). Zusdtzlich zur SCID-Mutation tragen die verwendeten Mé&use noch die beige-
Mutation. Diese bewirkt eine Dysfunktion bei der Bildung von Lysosomen. Dadurch wird unter
anderem die Freisetzung von proteolytischen Enzymen der Natirlichen Killer- (NK-) Zellen
unterbunden (Spicer et a., 1981).
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2.2 Methoden

2.2.1 Mause

A Haltung von M &usen

Die Mause wurden mit Alleinfuttermittel (Tagga) gefittert. Sowohl das Futter als auch das H,O
wurden den Tieren ad libidum zur Verfligung gestellt. Fir die Scid/bg- und die Nacktmause
wurden das Futter und das H,O vorher autoklaviert.

B Etablierungvon Tumoren

| njektionsmedium 50 Einheiten/ml Penizllin
50 pg/ml Streptomycin
in DMEM

phosphate buffered saline (PBS) 0,21 g/l KH,PO,
9,0 g/l NaCl
0,726 g/l NaH,PO,*7H,0O
in H,O

Zur Etablierung wurden Tumorzellen aus einer subkonfluenten Flasche trypsiniert (vgl. 2.2.2 B
Passagieren von Zellen) und mit Normalmedium auf 10 ml aufgeftillt. Die Zellen wurden bel 450
x g fur 5 min bei Raumtemperatur pelletiert. Um Reste des immunogen wirkenden fetal calf
serum (FCS) zu entfernen, wurden die Zellen zweimal mit 10 ml phosphate buffered saline (PBS)
gewaschen und erneut pelletiert. Nach dem Resuspendieren wurden sie gezahlt (vgl. 2.2.3 G
Zahlen von Zéellen), die gewiinschte Anzahl in ein neues Gefal? tberfihrt und dieses auf 10 ml mit
PBS (vgl. 2.2.2 B Passagieren von Zellen) aufgefllt. Nach Abzentrifugation der Zellen wurden
diesein 0,2 ml Injektionsmedium pro Injektion in einer 1 ml-Insulinspritze aufgenommen.

Die Maus wurde mit Diethylether ca. 20-30 sec betaubt und die Einstichstelle mit
Desinfektionsmittel benetzt. Die Zellen in der Spritze wurden durch mehrmaliges Invertieren
gemischt, die Nadel (23G x 1.1/4") 1 cm subcutan an der Flanke vorgeschoben und 0,2 ml
ZdIsuspension eingespritzt. Die Tumoren entwickelten sich je nach Maus-und Zelltyp nach 2 bis
6 Wochen.
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C Rekultivierung von Tumoren

Bel der Rekultiverung von Tumoren werden Tumorzellen isoliert und kdnnen in vitro analysiert
und modifiziert werden.

NM/PenSrep 100 Einheiten/ml Penizllin
100 pg/ml Streptomycin
in Normalmedium (vgl. 2.2.2 A)

Zur Rekultivierung der Tumorzellen wurde die Maus durch zervikale Dislokation get6tet, das
Tumorgewebe entnommen, kurzzeitig bis zur weiteren Aufbereitung in NM/PenStrep aufbewahrt
und anschlief3end mit einem scharfen Skalpell zerkleinert. Anschlief3end wurden die Tumorstiicke
in ein Medicon (50 um Porengrof3e) dberfihrt, dieses in einer Medimachine (DAKO) 10 s
zerkleinert und anschlieRend das zerkleinerte Tumorgewebe in eine 25 cm? Flasche mit
NM/PenStrep tberfihrt. Am néchsten Tag wurden die Zellen mit PBS (vgl. 2.2.2 Kultivierung
eukaryontischer Zellen) gewaschen und frisches Medium zugegeben.

2.2.2 Kultivierung eukaryontischer Zellen

A Kultivierung

Normalmedium 95 % Dulbecco’'s modified Eagles's
minimal medium (DMEM, (Dulbecco and
Freeman, 1959)) mit GlutaMAX™
5 % Fotales Kalberserum

A20-Medium 90 % RPMI 1640 (Moore et al., 1967)
10 % Fotales Kélberserum
0,05 mM 2-Mer captoethanol

Alle verwendeten Zdllinien wurden bel 37 °C inkubiert. Die Luft enthielt 5 % CO, und war mit
Wasserdampf geséttigt. Alle Zelllinien auf3er A20-Zellen wurden in Normalmedium kultiviert. Bei
den Z€llinien 2GP19T bzw. 2GP19Talf8P wurde alle vier Wochen ein Medium mit HM X- bzw.
mit HM X- alternierend mit Phleomycinsel ektion verwendet. Das Medium fir PA317 besass eine
zugesetzte HAT-Selektion (vgl. 2.2.3 D Selektionsmethoden).
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Be alen Zdllinien wurden Komponenten des bovine Komplementsystems im FCS durch
Erwdrmung auf 56 °C tber 30 min inaktiviert.

B Passagieren von Zellen

Unter Passagieren versteht man das Loslosen der Zellen vom Zellkulturgef&3 und die
Uberfiihrung in ein neues.

Trypsin/EDTA 8,0 g/l NaCl
0,4 g/l KCl
0,35 g/l NaHCO,
0,726 g/l NaH,PO,*7H,0
1,0 g/l D-Glukose
0,29/l EDTA
0,5 g/l Trypsin
0,005 g/l Phenolrot
in H,O

Um Trypsin-Inhibitoren im N&hrmedium zu entfernen wurden die Zellen in PBS gewaschen und
anschlief3end mit einem geringen Volumen Trypsin/EDTA entsprechend der Flaschengrofie (3 ml,
175 cm? 2 ml, 75 cm? 1 ml, 25 cm?) Uberschichtet und bei 37 °C wenige Minuten inkubiert.
Nach Abrunden und Abldsen der Zellen vom Flaschenboden wurde ein Aliquot der Suspension
in eine neue Flasche mit frischem vorgewarmten Medium Uberfuhrt. Bei Zellen, die sich nur sehr
schlecht 16sen, wurde der Vorgang des Abldsens beschleunigt, indem zweimal mit PBS
gewaschen und nach Einwirkung des Trypsins mit der Hand gegen die Flasche geklopft wurde.

C Einfrieren von Zdllen

Mit dem Einfrieren von Zellen bei -80 °C oder in fllissigem Stickstoff ist es moglich diese Uber
Jahre hinweg lebensfahig zu erhalten. Um eine zerstorerische Kristallbildung in den Zellen beim
Einfrieren zu vermeiden, wird dem Gefriermedium Dimethylsulfoxid (DM SO) zugesetzt.

Gefriermedium 75 % DMEM
20% FCS
5 % Dimethylsulfoxid (DM SO)

Die Zellen wurden trypsiniert (vgl. 2.2.2 D Passagieren von Zellen ) und das Volumen mit
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Medium auf 10 ml aufgefdllt. Nach einer Zentrifugation bei 461 x g fir 5 min wurde das
Zellpellet in 2 ml PBS (vgl. 2.2.2 D Passagieren von Zellen) resuspendiert und die Zellen erneut
pelletiert. Das gewonnene Pellet wurde in Gefriermedium aufgenommen und in ein Gefriergefal
Uberfuhrt. Es wurde versucht dabei ein Zelldichte von ca. 107 Zellen pro Milliliter zu erreichen.
Die Zellen wurden 30 min auf Eis abgekihlt und anschlief3end in einer auf 4 °C vorgekuhlten
Styroporschachtel auf -80 °C gestellt. Die Einlagerung erfolgte am néchsten Tag bei -80 °C oder
in flissigem Stickstoff.

D Auftauen von Zdlen

Zum Auftauen wurden die Zellen in der Hand moglichst schnell erwérmt. Die Zellen wurden in
ein neues Gefal Uberfuhrt, das VVolumen mit PBS auf 10 ml aufgefillt und bel 461 x g Uber 5min
pelletiert. Das Pellet wurde in 10 ml PBS resuspendiert und erneut abzentrifugiert, anschlief3end
in Nadhrmedium aufgenommen und in eine Flasche mit vorgewdrmten Medium gegeben. Die
Zentrifugationsschritte wurden durchgefihrt um das DM SO aus dem Medium zu entfernen.

E Transfektion von Zellen

Die Transfektion ist eine Methode um auf chemisch-physikalischem Weg heterologe DNA in
eukaryonte Zellen einzuschleusen.

i Kalziumphosphat-K opr &zipitation

Die K& ziumphosphat-K oprazipitation ist eine sehr haufig verwendete und effiziente M ethode zur
Einschleusung von DNA in Eukaryontenzellen. Die DNA wird mit einer Kalziumchloridl6sung
gemischt. Gibt man dazu noch eine Lésung, die Phosphat enthdt, falt Kalziumphosphat as
Prézipitat (Niederschlag) aus. Die DNA, die auch Phosphatgruppen besitzt, féllt bel dieser
Methode mit aus und wird mit dem Kalziumphosphat Uber Endocytose in die Zellen
aufgenommen.

Puffer A 0,5M CacCl,
0,1 M HEPES
pH 7,0
in H,O
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Puffer B 0,28 M NaCl
0,05 M Hepes
0,75 mM NaH,PO,
0,75 mM Na,HPO,
pH 7,0
in H,O

Am Tag vor der Transfektion wurden 5 x 10° Zellenin 3 ml Normalmedium in einer 3 cm-Schale
ausgesat. Damit sich der fur die Transfektion optimale pH-Wert einstellt, wurde das Medium drel
Stunden vor der Transfektion gewechselt und die Schale wieder in den Inkubator gestellt. 10 pg
Plasmid-DNA fir die Herstellung stabil transfizierter Populationen bzw. 2 pg fir transiente
Expressionsstudien wurden mit Wasser in einem Polystyrol-Gefal3 auf 240 pl aufgefillt. Nach
Zugabe von 120 Wl Puffer A und anschlief3endem Mischen folgte eine Inkubation Gber 10 min bei
Raumtemperatur. Darauf wurden 240 yl von Puffer B zugegeben und durch kurzes Vortexen
gemischt. Nach 15 min bei Raumtemperatur wurde die L 6sung tropfenwel se und gleichméal3ig auf
dem Medium der Zéellen verteilt.

Nach 18 Stunden wurde, je nach dem Ziel des Experimentes, mit den Zellen unterschiedlich
verfahren: fUr eine transiente Transfektion wurde das M edium gewechselt und fir 48 Stunden auf
den Zellen belassen. Danach wurden die Zellen analysiert. Zur Herstellung von stabilen Zelllinien
wurden die Zellen 1:20, 1:50 und 1:100 verdinnt, der Rest in eine T175 Flasche Uberfihrt und
nach 24 Stunden das Medium durch Selektionsmedium ersetzt. Nach 10-14 Tagen wurden
entweder einzelne Klone isoliert und weiterkultiviert oder eine Population gewonnen. Bel alen
Transfektionen wurde jeweils eine Negativkontrolle ohne Plasmid-DNA mit angesetzt (M ock-
Transfektion).

ii Lipofektion

Bel dieser Methode wird die DNA nicht wie bei der Transfektion durch Endocytose sondern
durch Membranfusionin die Zelle eingebracht. Die DNA komplexiert spontan mit dem Lipofectin
in der Losung und gelangt in Form von kleinen Vesikeln (Liposomen) auf die Membran der
Zélen. Die beiden Membranen von Liposom und Zelle fusionieren, wobel die DNA in das
Cytoplasma der Zelle entlassen wird (Felgner et al., 1987).

Am Tag vor der eigentlichen Lipofektion wurden 5 x 10° Zellen in eine 10 cm Petrischale
eingesét. Dadurch wurde ein Konfluenz von ca. 70 % erreicht. 2 ug DNA wurden mit 100 pl
Serum-freien Medium versetzt. Parallel dazu wurden 5 pl Lipofectin (DOTMA/DOPE (1:1)) zu
100 pl serumfreien Medium pipettiert. Beide Losungen wurden vereinigt und fur 30 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Anschlief3end wurden 300 pl serumfreies Medium zugefiigt. Der
gesamte Ansatz wurde Uber den zweimal mit PBS gewaschenen Zellen verteilt und fir 5 Stunden
be 37 °C inkubiert. Danach wurde das Lipofektionsmedium gegen 2 ml Normamedium
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ausgetauscht. Am néchsten Tag wurden die Zellen trypsiniert und je nach Ziel des Experimentes
unterschiedlich verfahren (vgl. Kalziumphosphat-K oprézipitation).

F Infektionen

Dielnfektionim urspringlichen Sinnist der Befall einer Zelledurch ein Virus, der anschlief3enden
Expression der viralen Gene in der Zelle und die Produktion neuer Viren. Im engeren
molekularbiologischen Sinn stellt die Infektion eine Alternative zum DNA-Transfer mittels
Transfektion dar. Es handelt sich hierbei alerdings um eine Methode unter Verwendung
biologischer Mechanismen, bei denen Gene mit Hilfe einesmodifizierten Virus (Vektor) in Zellen
eingeschleust werden. Es wurden zwei Arten von Infektionen durchgefihrt. Bel beiden wurde
jewells eine Mock-Infektion mitgefihrt. Das bei der Infektion eingesetzte Polybrenist ein positiv
geladenes Makromolekil, das as Adapter fungiert und so den negativ geladenen Viren die
Adhasion an der ebenfalls negativ geladenen Zellmembran erleichtert (Hornsby and Salmons,
1994).

i Mediumtransfer

Bel der Infektion mittels Mediumtransfer wird das konditionierte Medium von retroviralen
Vektoren produzierenden Zellen auf Zielzellen Ubertragen. Der ibertragene virale Vektor kann
dann die Zidzdlen infizieren.

Polybren-Stamml6sung 8 mg/ml (w/v) Polybren
in H,O

24 Stunden vor dem Experiment wurden pro 10 cm Schale 5 x 10° Zielzellen ausgesét und in
Normalmedium (vgl. 2.2.2 A Kultivierung) inkubiert. Parallel dazu wurden 1 x 10°
vektorproduzierende Zellen in eine 3 cm Schale mit 3 ml Normalmedium ausgesét.

2 ml des vektorhaltigen Uberstandes wurden direkt vor dem Transfer abgenommen und, um eine
Ubertragung von vektorproduzierender Zellen zu vermeiden, mit einem Spritzen-Filteraufsatz
gefiltert (Millipore, Porengréfe 0,45 um). Danach wurden aus einer Polybren-Stammldsung 2 i

zum Viruslberstand zugegeben. Sollte ein moglichst hoher Titer erreicht werden, bei dem die
Anzahl der produzierenden Zellen beliebig war, wurde zur Infektion der Uberstand eines stark
konfluenten Zellrasens genommen. Sechs Stunden nach dem Mediumtransfer wurden 6 ml
Normal medium zugegeben und damit die Konzentration des toxischen Polybrens erniedrigt. Am
néchsten Tag wurden die Zellen trypsiniert und je nach erwartetem Titer 1:20 und 1:100 bzw.
1:50 und 1:250 verdinnt und nach einem weiteren Tag in Selektionsmedium gegeben.
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ii Titerbestimmung

Mit der Titerbestimmung werden die Infektionsereignisse nach Infektion von Ziel zellen bestimmit.
Als Zielzellen fur eine Titerbestimmung wurden in der Regel NIH3T3 Zellen verwendet. Da der
virushaltige Uberstand erst ein Tag nach dem Aussihen auf die Zellen gegeben wurde und die
Zidzdlen in der Zeit durchschnittlich eine Zellteilung machen, hat sich die Zellzahl verdoppelt.
Daher muss mit zwei mulipliziert werden. Die Berechnung wurde wie folgt durchgefhrt:

Fir eine stabile Infektion mit Salektion:

Kolonien/Platte x Verdinnungsfaktor x 2

= Kolonien/ml Medium (cfu/ml)
Gesamtvolumen der Infektion (ml)

Fur eine transiente Infektion mit einem gfp (green fluorescent protein) tragenden Virus wurden
die Zellen mit einem FACS (fluorescence activated cell sorter, vgl. 2.2.4 Durchflusscytometrie)
analysiert. Hierbei wurde der Titer wie folgt errechnet:

Prozentsatz der X Anzahl der X2
gfp-positiven Zellen  ausgeséten Zellen

= Infizierte Zellen/ml Medium (cellgml)
Gesamtvolumen der Infektion (ml)

G_Sdektionsmethoden

i HAT (Hypoxanthin-Aminopterin-Thymidin)-Selektion (Littlefield, 1964)

Eukaryontische Zellen sind normalerweise nicht sensitiv gegenlber Aminopterin, einem der
Bestandteile des HAT (Hypoxanthin-Aminopterin-Thymidin)-Mediums, das die Thymidylat-
Synthetase und somit die de novo Synthese von Thymidin-Monophosphat hemmt. Bel Hemmung
der de novo Synthese von Thymidin-Monophosphat gewinnt die Zelleim ,, salvage-pathway” mit
Hilfe der Thymidinkinase Thymidin-Monophosphate aus bereits synthetisierten Purinen und
Pyrimidinen, diein der Zelle unter anderem auch durch den Abbau von Nukleinsauren gewonnen
werden. Zellen hingegen, die keine oder eine inaktive Thymidinkinase (tk) tragen, sind gegen
Aminopterin sensitiv. Werden tk® Zellen mit tk oder Herpes Simplex Virus (HSV)-tk
Expressionsplsamide transfiziert, tberleben nur die Zellen die HAT-Selektion, die aufgrund der
Aufnahme eines funktionellen Thymidinkinasegens das Enzym Thymidinkinase synthetisieren und
so den Thymidin ,, salvage pathway” bestreiten kdnnen (vgl. Abbildung 11). Da Aminopterin
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auch die Purinsynthese hemmt, enthdt das HAT-Medium neben Thymidin auch Hypoxanthin, das
als Quelle fur die Purinbiosynthese fungiert.

1000x HAT-Medium 750 pg/ml (w/v) Hypoxanthin
50 pg/ml (w/v) Aminopterin
250 pg/ml (w/v) Thymidin
in Normalmedium

Diese Selektion wurde ausschliefdlich fir PA317-Zellen verwendet. Da diese Zéllen eine stabile
Population darstellen, wurde die Selektion nur alle 10 Passagen fir zwel Wochen durchgefhrt.
Hypoxanthin

Aminopterin #

de novo Synthese J— >
von Purin-Basen Iip

AMP, GMP
Y A
Y A
Y A
dCMP ::: Nucleinsauren

%

%ﬂ?ﬂﬁnﬁr;sm P UMP —P dUMP TP dTMP

Aminopterin Ttk

Thymidin
Abbildung 11: Prinzip der HAT-Selektion
AMP, Adeninmonophosphat; GMP, Guaninmonophosphat; IMP, Inosinmonophosphat; dCMP,
Desosxycytidinmonophosphat; dUMP, Desoxyuridinmonophosphat; tk, Thymidinkinase; TMP,
Thymidinmonophosphat; UMP, Uridinmonophosphat; XGPT, Xanthin-Guanin-Phosphoribosyl-Transferase

ii G418-Selektion

Eukaryontische Zellen sind sensitiv fir das Aminoglycosid-Antibiotikum G418, das die
Proteinsynthese durch Bindung an die 80S-Untereinheit eukaryontischer Ribosomen inhibiert.
Zdlen, die das prokaryontische neoR-Gen fur die Neomycin-Phosphotransferase 1l (NPT 1)
erhalten haben, sind resistent gegentiber dem Neomycin-Analogon G418 (Southern and Berg,
1982). NPT |1 phosphoryliert G418, das damit inaktiviert wird (Colbere-Garapin et a., 1981,
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Colbere-Garapin et al., 1981).

G418-Medium 400 pg/ml (wiv) G418
in Normalmedium (vgl. 2.2.2 A)

Zur Selektion wurde das Medium von den Zellen entfernt und gegen G418-Medium ersetzt. Eine
100 %ige G418 Resistenz stellte sich je nach Zelltyp nach ungeféhr 7-14 Tagen Selektion ein
(Southern and Berg, 1982).

iii HM X (Hypoxanthin-Mycophenolsaur e-Xanthin)-Selektion

Im HMX-Medium koénnen nur Zellen mit dem bakteriellen Gen fur Xanthin-Guanin-
Phosphoribosyltransferase (XGPT) Uberleben (Mulligan and Berg, 1981). Bel der de novo
Synthese von Purin-Nukleotiden wird Inosinmonophosphat (IMP) durch die
Inosinmonophosphat-Dehydrogenase (IMP-DH) zu Xanthinmonophosphat (XMP) dehydriert
(vgl. Abbildung 12). Im daran anschlief3enden Schritt katalysiert das Enzym Xanthylat-Aminase
(XTA) die Bildung von Guanosinmonophosphat (GMP) aus XMP. Mycophenolsiure ist ein
Inhibitor der IMP-DH. Den damit behandelten Zellen geht das Zwischenprodukt XMP fir die
GMP-Synthese verloren. Das bakterielle Enzym Xanthin-Guanin-Phosphoribosyl-Transferase
(XGPT) ertffnet den Zellen eine zweiten Weg zur XMP-Synthese aus Xanthin (, salvage
pathway”). Werden zusétzlich zu Mycophenolsaure Xanthin, sowie dessen Vorstufe
Hypoxanthin, zugegeben, konnen Zellen, die das Gen fur XGPT exprimieren, Uberleben
(Ibelgaufts, 1990).

de novo
Purinbiosynthese

or 4]

Hypoxanthin ———» IMP ———————— > AMP ¢
IMP-DH —— Mycophenolsiiure ¢
XGPT
Xanthin ———» XMP T GMP —>» —>» —>» | Nucleinsiuren

Abbildung 12: Prinzip der HM X-Selektion

AMP, Adenosinmonophosphat; GM P, Guanosinmonophosphat; | M P, Inosinmonophosphat; HGPT, Hypoxanthin-
Guanin-Phosphoribosyl-Transferase; IMP-DH Inosinmonophosphat-Dehydrogenase, XMP,
Xanthinmonophosphat; XGPT, bakterielle Xanthin-Guanin-Phosphoribosyl-Transferase; XTA, Xanthylat-
Aminase, nach (Ibelgaufts, 1990) verandert.
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1000 x HMX-Medium 15 pg/ml (w/v) Hypoxanthin
25 pg/ml (w/v) Mycophenolsiure
250 pg/ml (w/v) Xanthin
in Normalmedium

Die HM X-Selektion wurde ausschliefdich bei der Verpackungszelllinie 2GP19Talf8P verwendet.
Es wurde analog zur HAT-Selektion verfahren.

iv Zeozin™/Phleomycin-Selektion

Die von Srreptomyces verticillus isolierten Aminoglycoside Zeozin™ und Phleomycin gehdren
zur Bleomycin-Familie von Antibiotika. Die mit Cu** chelatierte Form ist inaktiv. Gelangt das
Antibiotikum aber indie Zelle, wird Cu?* zu Cu* reduziert und durch Sulfhydrylgruppeninnerhalb
der Zelle entfernt. Durch den Verlust des Kupfers, wird Zeozin™ und Phleomycin aktiviert,
bindet DNA, spaltet sie und verursacht den Zelltod (Sleigh, 1976).

Das in Eukaryonten und Prokaryonten aktive Protein des Resistenzgens (Sh ble) bindet
stochiometrisch an Zeozin™ bzw. Phleomycin und hemmt deren Wirkung. Die Resistenz zu
diesem Antibiotikum wurde urspriinglich in Bakterien auf Transposon Tn5 gefunden.

Phleomycin-Medium 50 mg/l (w/v) Phleomycin
in Normalmedium

Zeozin™-Medium 100 mg/l (wiv) Zeozin
in Normalmedium

Da die beiden Aminoglycoside die DNA veradndern und dadurch vor allem die

Replikationsmaschinerie der Zelle hemmen, war esnétig, die Zellen sténdig in der Teilungsphase
zu kultivieren.

H Isolierung von Klonen

Zur Isolierung und Charakterisierung von einzelnen Zellklonen mussen diese einzeln von der
Zdlkulturschale trypsiniert werden. Dazu wurden die im Selektionsmedium gewachsenen
Kolonien zweima mit PBS gewaschen, mit einem sterilen, auf der Unterseite gefetteten
Klonierungszylinder aus Edelstahl (Durchmesser 1 cm) umgeben und mit Trypsin vom
Plattenboden geldst. Die Zellsuspension im Zylinder wurde danach mit einer automatischen
Pipette aufgesaugt und auf eine 24-Lochplatte Uberfiihrt. Der Selektionsdruck wurde weiterhin
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aufrecht erhalten.

| Féarbemethoden

i Mycoplasmenfarbung

Eine Mycoplasmakontamination kann die Virusproduktion in V erpackungszellen reduzieren, aber
auch die Infektion und Transfektion von Zellen behindern. Mycoplasmen sind intrazellulére
Parasiten, die durch Anféarbung von DNA im Cytoplasma nachweisbar sind.

Methanol/Eisessig 25 % (viv) Methanol
75 % (v/v) Eisessig

Bisbenzamidl6sung 50 pg/l (wiv) Bisbenzamid
in PBS

Am Tag vor der Farbung wurden 1 - 5 x 10° Zellen auf einer 6 cm Platte ausgesét. Zur Farbung
wurde das Medium abgenommen und die Zellen 10 min mit Methanol/Eisessig fixiert. Der
Uberstand wurde abgenommen und die fixierten Zellen an der Luft getrocknet. Zum Farben
wurden 3 ml Bisbenzamidlosung auf die Zellen gegeben und die Zellen 10 min bei
Raumtemperatur im Dunklen inkubiert. Nach dem Entfernen der FarbelGsung wurden die Zellen
dreimal mit Leitungswasser gewaschen und die Schale mit den Zellen im Fluoreszenzmikroskop
(Olympus 1X70, NU-Filter) bei 360 - 370 nm Anregung, 400 nm Tellerspiegel und Emission
420 nm gepruft. Bei einer Mycoplasmenkontamination erscheint zusétzlich zum Zellkern auch das
Cytoplasma blau fluoreszierend. Mycoplasmen-positive Zellen wurden verworfen und frische
Zéellen aufgetaut.

ii  Giemsafarbung

Bel der Giemsaféarbung werden fixierte und luftgetrocknete Zellen in situ angeférbt. Die Zellen
nehmen dabel eine violette bis blaue Farbe an.

Giemsa-L6sung 12,5 % (v/v) Giemsa
in H,O

Die Zellen wurden zweimal mit eiskaltem PBS gewaschen und firr 30 min mit Methanol/Eisessig
(vgl. 2.2.3 F Mycoplasmenfarbung) bei Raumtemperatur fixiert. Die Fixierflissigkeit wurde
entfernt und der Zellrasen mit handwarmer Giemsa-L 6sung gefarbt. Nach einer Stundewurde die
Flissigkeit entfernt, die Zellen zweimal mit H,O gewaschen und Uber Nacht getrocknet.
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iii Trypanblaufarbung

Die Trypanblauférbung ist eine Methode mit der die Vitalitdt von Zellen in Suspension bestimmt
werden kann. Tote oder absterbende Zellen haben keine intakte Zellwand mehr, wodurch der
Farbstoff in die Zellen eindringen kann und die Zelle im Lichtmikroskop blau erscheint. Bel einer
Zahlung von Zellen kénnen somit tote Zellen ausgeschlossen werden.

Trypanblau 0,4 % (w/v) Trypanblau
in PBS

Das gel 6ste Trypanblau wurde vor der Verwendung einmal filtriert (0,2 um Porengrof3e). 100 pl

von trypsinierten und resuspendierten Zellen wurden mit dem gleichen Volumen einer
Trypanblaul6sung gemischt. Die Zellen wurden eine Minute bei Raumtemperatur inkubiert und
anschlief3end im Lichtmikroskop anaysiert. Tote Zellen erscheinen dabei blau, vitale Zellen weil3,
Da der Farbstoff selbst cytotoxisch wirkt, muf3 die Inkubationszeit exakt eingehalten werden.

J Zahlen von Zdllen

Die Zellen wurden trypsiniert (vgl. 2.2.2 B Passagieren von Zellen) und das Trypsin durch
Zugabe von serumhaltigen Medium inaktiviert. Ein kleines Aliquot der Zellsuspension wurde auf
ein Einmalobjekitréger gegeben und die Zellzahl in einem definierten Feld ausgezéhlt. Die
Zellzahl multipliziert mit dem Faktor 10" ergab die Anzahl der Zellen in 1 ml Suspension.

2.2.3 Methoden zum Nachweis von Cytochrom P450 2B1 (CYP2B1) Aktivitat

Hepatische Cytochrom P450-Enzyme zeigen keine sehr hohe Substratspezifitét, sondern
katalysieren den Metabolismus einer Vielzahl lipophiler, korpereigener oder -fremder
Verbindungen. Fir die von der Ratte stammende Isoform 2B1 konnte gezeigt werden, dass diese
unterschiedliche Verbindungen hydroxylieren kann. Dazu gehdren endogene Hormone (Heet al .,
1995), Medikamente wie Ifosfamid (Weber and Waxman, 1993) oder andere synthetische
Verbindungen wie 7-Pentoxyresorufin (Donato et al., 1993).



2 Material und Methoden Seite 50

A Resorufin-Test

Diese Methode ist spezifisch fur die Cytochrom-P450-Isoformen 2B1 und 1A1. Die
Alkoxyresorufin-O-Desalkylase Aktivitét dieser |soformen dealkyliert 7-Pentoxyresorufin zu dem
durch Fluoreszenz nachweisbaren Resorufin. Zugesetztes Dicumarol verhinderte die
Inaktivierung durch das zelleigene Enzym Diaphorase. Um sicher zu sein, dass nach der
Umsetzung samtliche Resorufinkonjugate hydrolisiert werden, wird der Ansatz mit
B-Glucoronidase/Arylsulfatase inkubiert (Donato et a., 1993).

Excitationsg o, Emissiongg
~ 4
~a _~
CYP2B1

7-Pentoxyresorufin ————> RE S ORUFIN

Diaphorase
/} B-Glucuronidase
Dicumarol

Inaktiv Konjugate

Abbildung 13: Prinzip des Resor ufintests

Ldsung | 0,015 mM 7-Pentoxyresorufin
0,01 mM Dicumarol
in DMEM

Ldsung 11 75 Fishman Einheiten
B-Glucuronidase/600 Roy Einheiten
Arylsulfatase
0,1 M NaAc, pH 4,5
in H,O

Die 7-Pentoxyresor ufin- und die Dicumar ol stockl 6sung wurden in DMSO bzw. in PBSangesetzt.
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Die zu untersuchenden Zellen wurden in eine 3 cm Schale ausgesét, so dass am néchsten Tag der
ZdlIrasen konfluent war. Das M edium wurde abgenommen, die Zellen einmal mit PBS gewaschen
und mit 500 pl Losung | Uberschichtet. Nach einer 30 mindtigen Inkubation bei 37 °C wurden
375 pl in ein Eppendorfgeféld tberfihrt. Dazu wurden 125 pl LAsung |1 gegeben und zusammen
3 hbei 37 °C unter stdndigem Schiitteln inkubiert. Durch Zugabe von 1 ml 100 %igen Methanol
wurden die Proteine gefdlt und anschlief3end bel 5.500 x g bei Raumtemperatur Gber 10 min
pelletiert. Vom Uberstand wurde die Fluoreszenz bei einer Anregungswellenldnge von 530 nm
und einer Emission bei 590 nm gemessen.

Zur Quantifizierung wurde eine Standardkurve mit Resorufin in 375 pl Losung | und 125 pl
Losung |1 hergestellt.

B Cytotoxizitatstest

Cytochrom P450 2B1 hydroxyliert Ifosfamid am C4-Atom (vgl. Abbildung 6). Durch diese
Aktivierung entsteht nach einem spontanen Zerfall der Verbindung unter anderem cytotoxisches
Phosphoramidmustard. Die Produktion von 4-Hydroxyifosfamid kann somit indirekt durch
Absterben bzw. Wachstumsinhibition der exprimierenden Zellen nachgewiesen werden. Die
Wachstumsinhibition wurde bei allen Cytotoxizitdts- und Kokultivierungsexperimenten als
Uberlebensrate angegeben. Diese ist definiert als Quotient zwischen der Zellzahl mit IFO-
Behandlung zu der Zellzahl ohne IFO-Behandlung angegeben.

Zdlzahl , o x 100%

Uberlebensrate = -------=-=mmmmmmmmmmmmeeee
Zdizahl _r
IfosfamidstammiSsung 200 mM Ifosfamid (Holoxan®)
in DMEM

Am ersten Tag des Experiments wurden entweder 4 x 10* (CrFK) bzw. 1 x 10° (pankreatische
Zdllinien, NIH3T3) in einer 3-cm-Schale ausgesdt. Am néchsten Tag wurde Ifosfamid aus einer
Stamml 6sung zugegeben und mit dem Uberstand vermischt. Nach fiinf weiteren Tagen wurde das
Experiment ausgewertet. Dazu wurden die Zellen entweder gezéhlt oder mit Giemsa (vgl. 2.2.3
F Farbemethoden) geférbt. Fir die Experimente mit CrFK-Zellen wurde dazu eine Lebend-Tot-
Unterscheidung durch eine Trypanblaufarbung vorgenommen. Dadie toten Zellen im Uberstand
schwammen und beim Trypsinieren mit entfernt wurden, gab es keinen Unterschied in der Anzahl
der lebenden Zellen im Vergleich mit Experimenten ohne Férbung. Aus diesem Grund wurde bel
den weiteren Cytotoxizitétsexperimenten auf eine Trypanblauférbung verzichtet.
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C Kokultivierung von CYP2B1-exprimierenden Zdlen

Die Kokultivierung ist eine Méglichkeit um die Wirkung der zu untersuchenden Zellen auf
Nachbarzellen (Reporterzellen) beobachten zu kénnen. Beide Zelltypen werden zusammen
ausgesdt und teilen das gleiche Medium. Freiwerdendes aktiviertes Ifosfamid beeinflusst somit
auch die Reporterzellen.

i Kokultivierung mit p-Galactosidase exprimierenden Zellen

4 x 10* Cytochrom P450 2B1 exprimierende Zellen und die gleiche Anzahl an p-Galactosidase
exprimierenden Reporterzellen (CKIx2 bzw. RINIx2) wurden zusammen in einer 3 cm-Schale
ausgesdt. Am néchsten Tag wurde wie beim Cytotoxizitéatstest (vgl. 2.2.3 B Cytotoxizitétstest)
beschrieben, Ifosfamid zugegeben und am siebten Tag die Zellschicht mit X-gal geféarbt (vgl.
2.2.10 D Farbung von -Galactosidase exprimierenden Zellen (Cepko et al., 1993)).

il Kokultivierung mit egfp exprimierenden Zellen

1 x 10° egfp-exprimierende pankreatische Tumorzellen (PANC1) wurden mit der gleichen Anzahl
einer gemischten Population, die aus CY P2B1 produzierenden und unveranderten CrFK-Zellen
bestand, in einer 6 cm-Schale ausgesét (vgl. Tabelle 2 und Abbildung 4). Am néchsten Tag wurde
Ifosfamid zu einer Endkonzentration von 0,5 mM zugegeben. Am siebten Tag wurden die Zellen
gezéhlt und der Anteil der egfp-exprimierenden Subpopulation mittels FACS (vgl. 2.2.4
Durchflusscytometrie) bestimmit.

# Gruppe PANCgfpl csalll-1 CrFKwt
(CYP2B1) (wt)

1 PANCgfpl 2x10°

2 csalll-1 2x10°

3 CrFKwt 2x10°

4 100 % 10° 10°

5 90 % 10° 9x 10 1x 10

6 50 % 10° 5x10* 5x 10

7 10 % 10° 1x10* 9x 10*

8 0% 10° 10°

Tabelle 2: Zusammensetzung der gemischten Population von CYP2B1-exprimierenden CrFK-Zellen
(C8I11-1) oder CrFKwt-Zellen und egfp positiven pankreatischen Tumor zellen
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Abbildung 14: Pipettier schema fur den Kokultivierungsver such mit PANCgfpl-Zellen

Fur die acht verschiedenen Gruppen des Kokultiverungsexperiments mit PANCgfpl-Zellen wurden
nacheinander in je zwei Zellkulturschalen Normalmedium, PANCgfpl-, C8I11-1- und CrFKwt-Zellen aus
unterschiedlichen Zellsuspensionsverdiinnungen in eine 6 cm-Schal e pipettiert. Am néchsten Tag wurde eine
der paarweise ausgelegten Schalen mit 0,5 mM IFO behandelt und am 7. Tag sowohl die verbleibende
Gesamtzellzahl a's auch der Anteil der PANCgfpl-Zellen bestimmt.
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iii Transwell System

Mit dem transwell system ist es mdglich frel diffundierbare Metaboliten, die von Zellen
abgegeben werden nachzuweisen. Zwel Zelltypen teilen dabei das gleiche Medium, sind aber
durch eine Membran mit 0,45 pm Poren getrennt, die zwar einen Stoffaustausch erméglicht, aber
die Aushildung von einem direktem Zell-Zell-K ontakt unterbindet.

CYP2B1 Zellen
Reporterzellen
—‘ IV Zellkulturgefan
T—Filter

Abbildung 15: Prinzip des Transwell System

2 x 10* Zellen (Reporterzellen) wurden in einer 3 cm-Schale in Normalmedium ausgesét, darauf ein Transwell
gegeben und im Transwell die CYP2B1 produzierenden Zellen kultiviert. Am néchsten Tag wurde Ifosfamid in
unterschiedlicher Konzentration zugegeben und nach finf weiteren Tage die Reporterzellen gezahlt (vgl. 2.2.3 G
Zahlen von Zellen)

Zur Untersuchung wurden 2 x 10* Reporterzellenin ein 3 cm-Zellkulturgefal? und in das dartiber
eingesetzte Transwell die gleiche Anzahl an CYP2B1-exprimierenden Zellen ausgesdt. Am
zweiten Tag wurde IFO zu gleichen Tellen in das Transwell und in das darunter liegende Gefal?
gegeben und am siebten Tag die Reporterzellen mit 0,5 ml Trypsin losgelést, 1,5 ml
Normalmedium zugegeben, vereinzelt und anschliefRend gezéhlt (vgl. 2.2.2 JZ&hlen von Zellen).

iv Nachweis einer IFO-Aktivierung durch verkapselte Zellen

Fur einen Nachweis von toxischen Metaboliten nach einer Aktivierung durch enkapsulierte
CY P2B1-exprimierende Zellen wurden jeweils 1 x 10° CrFK-Zellen a's Reporterzellen in 2 ml
Normamedium in sechs 3 cm Zellkulturschalen ausgesét. Am darauffolgenden Tag wurde in
jedes der Zellkulturgefdlde ein Transwell eingesetzt. In jeweils zwei der Transwells wurden
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entweder 100 Kapseln, 5 x 10° 22P1G-Zellen in 2 ml Normalmedium oder nur 2 ml
Normamedium ausgelegt. Das dritte Schalenpaar erhielt 2 ml Normamedium. Nach dem
Auslegen wurde in jeweils eine Schale eines Paares | FO mit einer Endkonzentration von 0,5 mM
zugegeben. Am siebten Tag wurden die Transwells entfernt, die CrFK-Reporterzellen mit 0,5 ml
Trypsin abgelost und mit 1,5 ml Normalmedium gemischt. Von der Zellsuspension wurde ein
Aliquot auf ein Hematocytometer pipettiert und die Zellzahl bestimmt (vgl. 2.2.3 G Zahlen von
Zéllen).

A B

CrFK —. _— CrFK Transwell Transwell
+ 100 Kapseln + 100 Kapseln
1 4 1 4 + Ifosfamid
CrFK | . CrFK Transwell | | Transwell
+ 22P1G-Zellen +22P1G Zellen
2 5 2 5 +Ifosfamid
Transwell
CrFK —| | CrFK +Medium | | —— Transwell
3 + MCdlllm
@ 66 g 6 @ + Hfosfamid

Abbildung 16: Nachweis einer | FO-Aktivierung durch verkapselte 22P1G-Zellen

Am ersten Tag des Versuchs wurden 1 x 10° CrFK-Zellen in jeweils eines von sechs 3 cm Zellkulturschalen
ausgelegt (A). Am darauffolgenden Tag wurde in alle Schalen ein Transwell gesetzt und anschlief3end auf jeweils
zwei der Transwells 100 Kapseln bzw. 5 x 10° 22P1G-Zellen in Normalmedium oder 2 ml Normalmedium
pipettiert. Jeweils ein Ansatz jedes Paares erhielt |FO mit einer Endkonzentration von 0,5 mM zu gleichen Teilen
in das Transwell und in die darunterliegende Schale pipettiert (B).

2.2.4 Durchflusscytometrie (fluorescence activated cell sorting = FACYS)

Die Durchflusscytometrie ist eine Methode um einzelne Zellen auf ihre GréRe,
Oberflachenbeschaffenheit und die Expression von bestimmten Genen untersuchen zu kénnen.
Proteine auf der Zellmembran kénnen durch fluoreszierende Antikorper markiert und damit
sichtbar gemacht werden. Noch einfacher ist der direkte Nachweis fluoreszierender Proteine wie
egfp (enhanced green fluorescence protein).

PBSFCS 95 % PBS
5% FCS

Die zu anaysierenden Zellen wurden trypsiniert (vgl. 2.2.2 B Passagieren von Zellen) und mit
Normamedium auf 10 ml aufgefillt. Nach einer Zentrifugation fir 5 min bel Raumtemperatur
und 400 x g wurde der Uberstand verworfen und die Zellen in 0,5 - 1 ml PBS/FCS gut
resuspendiert. Um verklumpte Zellen zu entfernen, wurde die Suspension durch eine Gaze grob
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gefiltert. Zur Analyse wurde das FACScalibur (Becton Dickinson) verwendet. Dabei wurde fir
egfp-Analysen ein Filter fir die Emission mit 530 nm (Becton Dickenson BP530/30) Wellenlange

verwendet (Parks et al., 1984).

2.2.5 Molekularbiologische M ethoden

A Isolierung genomischer DNA mit Hilfe von Guanidiniumisothiocyanat (, Guano*)

Die ,Guano’-Methode kann zur gleichzeitigen Gewinnung von DNA und RNA angewendet
werden. Ein weiterer Vortell ist, dass bel dieser Methode die DNA-Ausbeute hoch ist und die
DNA bei der Praparation nur wenig durch Scherkréfte degradiert wird.

Guanidiniumi sothiocyanat
(, Guano*)

Casiumchlorid-L6sung

TE-Puffer

DS

NaAc

Proteinase K

6 M Guanidiumisothiocyanat

5 mM Natriumztrat

0,1 M -Mercaptoethanol

0,5 % (w/v) Natrium-N-Laurylsarcosyl
in H,O

5,7 M CsCl
0,1 M EDTA
in H,O

10 mM Tris/HCI pH 7,2
1 mM EDTA
in H,O

20 % (wiv) SDS
in H,O

3 M Natriumacetat pH 5,2
in H,O

10 mg/ml (w/v) Proteinase K
in H,O

Die adharenten Zellen von zwel konfluenten T175 Flaschen wurden mit eiskaltem PBS
gewaschen, mit einem Zellschaber in 7 ml ,Guano* vom Boden abgekratzt und auf 3 mi
vorgelegtes Casiumchlorid in ein Zentrifugationsrohrchen pipettiert. Nach Ultrazentrifugation bei
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110.000 x g in einem Ausschwingrotor (SW41, Beckmann) bel 20 °C wurde Uberschiissiges
Guano/Casiumchlorid entfernt, die viskose DNA, die sich tberhalb des Casiumchloridkissen
befindet, im doppelten V olumen H,O aufgenommen und das Gefald mehrfach invertiert. Die DNA
wurde durch Zugabe des doppelten Volumens Ethanol ausgeféllt, mit einem sterilen Glashaken
»herausgefischt” und an der Luft getrocknet. Die kristalline DNA wurde in 4 ml TE-Puffer mit
100 Wl 20 % SDS und 40 ul Proteinase K resuspendiert und Uber Nacht bei 37 °C geschuittelt,
danach phenolisiert und die DNA Uber Nacht bei -20 °C mit Ethanol gefdllt. Nach Pelletierung
der DNA bei 8000 x g, 4 °C und 20 min wurde das Pellet unter Vakuum getrocknet und in 1 mM
EDTA Uber Nacht bei 4 °C unter standiger Bewegung resuspendiert. Die DNA-Konzentration
wurde durch OD-Messung im Photometer bestimmt (OD.,). Die Qualitét der gewonnenen DNA
wurde sowohl photometrisch (OD,,,/OD.g,) asauch durch Agarosegel elektrophorese (vgl. 2.2.5
A Restriktionsverdau) bestimmt.

B Analyse von DNA

i Restriktionsverdau

Beim Restriktionsverdau wird unter Verwendung von sequenzspezifisch DNA schneidenden
Enzymen (Restriktionsendonukleasen) die zu untersuchende DNA in Fragmente gespalten. Durch
geschickte Wahl der Enzyme kann aufgrund des erhaltenen Fragmentmusters der Zustand und die
Korrektheit der DNA beurteilt werden. Dadie einzelnen Enzyme meist nur in einem bestimmten
lonenmilieu optimal arbeiten, mul3 zu jedem Enzym ein entsprechender Puffer verwendet werden.
Zumeist wurden Enzyme und die dazugehorigen Puffer der Firma New England Biolabs
verwendet. Teilweise wurden jedoch auch die Enyzme der Firmen Gibco und Promega
verwendet.

In der Regel wurden pro Mikrogramm DNA mindestens 5 U Enzym eingesetzt. Die fir eine
optimale Enzymaktivitdt erforderlichen Pufferbedingungen wurden durch Verwendung des
jeweiligen von der Firmamitgelieferten 10-fach konzentrierten Reaktionspuffers eingestellt. Zur
ausreichenden V erdiinnung des Glycerinsim Enzym-L agerpuffer wurde der Reaktionsansatz mit
H,O auf mindestens das 10fache Volumen des eingesetzten Enzyms aufgefullt. Die fur die
meisten der verwendeten Restriktionsendonukleasen optimale Temperatur betrug 37 °C und in
einigen besonderen Fallen auch 25 °C oder 50 °C. Der Lange der Inkubation richtete sich zum
einen nach der Aktivitét, zum anderen nach der Menge des eingesetzten Enzyms und der DNA
und betrug 2 bis 14 Stunden.
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ii Gelanalyse

Die Phosphatgruppen im Riickgrat der DNA sind negativ geladen und wandern im elektrischen
Feld zur Anode. Der Bewegung der DNA-Molekile wirkt bei der Elektrophorese die Matrix des
Gels entgegen. Dabei werden grof3e Molekiile stérker gebremst als kleine, was eine Auftrennung
der DNA-Molekiile nach ihrer Grof3e zur Folge hat. Die DNA im Gel kann durch Férbung mit
Ethidiumbromid sichtbar gemacht werden. Ethidiumbromid ist eine fluoreszierende Substanz, die
in die DNA interkaliert und durch UV-Strahlung mit einer Wellenlange von 320 nm zur
Fluoreszenz angeregt wird.

50 x TAE-Puffer 2M Tris
1 mM Natriumacetat
0,1 mM EDTA, pH 8,1
in H,O

Ladepuffer 40 % (w/v) Sucrose
0,1 % (w/v) Xylencyanol
0,1 % (w/v) Bromphenolblau
in H,O

Ethidiumbromid 1 mg/l (W)
in 1x TAE

Die DNA Gelelektrophorese wurde mit horizontalen 0,8 - 1,2 % Agarosegelen in 1 x TAE
durchgefiihrt. Die Gele wurden bei Raumtemperatur mit einer Spannung von ca. 20 - 90 Volt
gefahren anschlieRend fur 20 min mit Ethidiumbromid gefarbt und mit einem
Bildverarbeitungssystem (EagleEyell, Stratagene) photographiert.

C Polymer ase-K ettenr eaktion (polymerase chain reaction, PCR)

Die PCR igt ein in vitro-Verfahren zur selektiven Anreicherung von Nukleinsaure-Bereichen
definierter Lange und definierter Sequenz aus el nem Gemisch von Nukleinsduremol ekiilen. Dabei
wird die Eigenschaft von DNA-Polymerasen genutzt, durch Einbau von freien Nukleotide einen
Einzelstrang zum Doppelstrang polymerisieren zu konnen, sofern ein kurzer, doppel strangiger
Bereich asPrimer zur Verfligung steht. Durch den Einsatz thermostabiler Polymerasen bleibt die
Enzymaktivitét auch bei mehrfachen Denaturierungsschritten Gber 90 °C weitgehend erhalten.

Fur die CYP2B1 spezifische PCRs wurde ein Mastermix (Boehringer Mannheim) verwendet Er
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enthielt PCR-Puffer, dNTPs und tag-Polymerase. Zu 50 Jl des Mastermixes wurden 1 il der
Stockldsungen der Primer (40 uM ) zugegeben. Als template wurde 2 pg chromosomaler DNA
eingesetzt, als Positivkontrolle 10 pg des Plasmids pc3/2B1. Anschlieffend wurden die
Reaktionen mit H,O aufgefillt. Als Negativkontrollen wurden Reaktionen mit jeweils nur einem
Primer, bzw. ohne Template angesetzt. Das Zyklusprofil war:

5min 94 °C, 35 xZyklen 1min94°C
1 min60 °C
2min72°C hold 4°C

Nach Beendigung der PCR wurden 10 pl der Proben auf einem Agarosegel analysiert (vgl. 2.2.4
B Gelanalyse)

2.2.6 Klonierungsmethoden

A Préparation von DNA-Fragmenten

i Restriktionsverdau und Gelektr ophorese

Fur einen praparativen Verdau wurden abhéngig von der Grofe des gewiinschten Fragments 5-10
pg Plasmid DNA eingesetzt. Eswurden ausschliefdlich Restriktionspuffer der FirmaNew England
Biolabs, Promegaoder Gibco in einer 1:10 Verdinnung eingesetzt. Die I nkubation erfolgte Giber
Nacht und wurde durch Zugabe des Ladepuffers(vgl. 2.2.4 B Analyse von DNA) abgestoppt. Da
mehr als 1 pug DNA in einer normalen Geltasche zur Uberladung des Gels und damit zu
unsauberen Banden fuhren, wurden bel préaperativen Gelen mehrere Zéhne des Taschenkamms
vor dem Giel2en des Gels mit einem diinnen Klebeband tberklebt, so dass eine grof3ere Geltasche
entstand. Die Auftrennung der DNA erfolgte in horizontalen 0,8 % - 1,2 % Agarosegelenin 1 X
TAE (vgl. 2.2.4 B Analyse von DNA), je nach Grof3e des Fragments Uber 1-3 Stunden bel einer
Spannung von 80 V.

ii  DNA-Extraktion aus Agarose-Gelen (Qiaquick Gel extraction, Qiagen)
Mit der DNA-Extraktion kann ein gewlnschtes Fragment nach der elektrophoretischen
Auftrennung wieder aus dem Gel gewonnen werden und steht damit zur weiteren Verwendung

zur Verfligung.

Zur Extraktion von DNA aus Agarosegelen wurde das Gelstiick mit der gewlinschte Bande mit
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einem Skalpell ausgeschnitten, gewogen und mit dem dreifachen Volumen von Puffer QX
(Qiagen) versetzt. Bei 50 °C und stdndigem Schiitteln wurde die Agarose innerhalb von 10 min
aufgel 6st. Nach Zugabe und Mischen mit dem gleichen Volumen I sopropanol wurde die Ldsung
auf eine Qiaquick-Saule gegeben und die Losung bei einer Zentrifugation von 20.000 x g durch
den Filter gedrickt. Die an der Matrix der Saule gebundene DNA wurde zuerst durch
Zentrifugation mit 750 W Puffer QX und anschlief3end mit 500 Wl Puffer PE (Qiagen) gewaschen.
Danach wurden etwaige Pufferreste durch einen zusétzlichen Zentrifugationschritt abgetrennt.
Auf die Saule wurden 50 pl H,O gegeben, eine Minute bei Raumtemperatur inkubiert und
anschlief3end die DNA bei einer weiteren Zentrifugation in ein frisches Gefél3 eluiert. Die eluierte
DNA wurde stets auf Reinheit und Konzentration auf einem Agarosegel Uberpruft.

B Aufreinigung von DNA-Fragmenten

i Phenolextraktion

Zur Erhohung der Effizienz enzymatischer Modifikationen von DNA wurden etwaige
Proteinreste durch eine Phenolextraktion entfernt.

Dazu wurde der Restriktionsansatz mit H,O auf 100 Wl aufgefillt und das gleiche Volumen
wassergeséttigtes Phenol zugegeben. Nach einer Zentrifugation in einer Eppendorfzentrifuge bel
22.000 x g wurde die Wasserphase in ein neues Gefal Uberfihrt und eine erneute Phenolisierung
durchgefuihrt. Zur Entfernung etwaiger Phenolreste wurde die verbleibende wassrige Phase mit
Chloroform/Isoamylalkohol (24:1) versetzt, gut gemischt und wieder zentrifugiert (s.0.). Die
DNA in der wassrigen Phasen wurde unter Zugabe von /10 Volumen NaAc (vgl. 2.25 A
Isolierung genomischer DNA mit Hilfe von Guanidiniumsiothiocyanat (, Guano*)) und 2,5
Volumen Ethanol gefdlt, in einer Eppendorfzentrifuge bei 22.000 x g abzentrifugiert, das
verbleibende Pellet mit 70 %igem Ethanol gewaschen und in einem Rotationsverdampfer
getrocknet.

ii Aufreinigung mit dem Nucleotide Removal Kit (Qiagen)

Alternativ zur Phenolextraktion wurde der schneller durchzufiihrende Nucleotide Removal Kit
der Firma Qiagen verwendet.

Zur DNA-L6sung wurde das zehnfache Volumen des mitgelieferten Puffers PN gegeben, gut
gemischt, auf eine mitgelieferte Sduletransferiert und 1 min bel 4.000 x g zentrifugiert. Dieandie
Saule adsorbierte DNA wurde mit 750 pl Puffer PE und einer einminitigen Zentrifugation bel
4.000 x g gewaschen. Anschlief3end wurde der durchzentrifugierte Puffer entfernt und die Saule
zum Trocknen 1 min bel 22.000 g zentrifugiert. Zum Eluieren der DNA wurde die Saule auf ein
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frisches Gefal3 gesetzt und 100 pl H,O oder TE-Puffer auf die Mitte der Saule gegeben, Nach 1
min bei Raumtemperatur wurde die DNA bel 22.000 x g 1 min eluiert.

C Enzymatische M odifikationen von DNA-Enden

Mit Hilfe von eukaryonten und bakteriellen Enzymen ist es moglich die Enden von DNA-
Fragmenten so zu modifizieren, dass sie flreinander passend sind und in einer vorbestimmten
Weise miteinander rekombiniert werden kénnen.

i ,Blunt end” Reaktion

Wenn Enden an DNA-Fragmenten fUr eine Ligation nicht kompatibel waren, wurden sie durch
eine 5-3-Polymerisations- beziehungsweise 3'-5-Exonukleasereaktion glatt (blunt ended) und
somit ligierbar gemacht. Da die Polymerase des Bakteriophagen T4 neben der
Polymeraseaktivitét eine 3'-Exonukleaseaktivitét besitzt, war es moglich beide Reaktionen bei
gleichen Bedingungen in einem Ansatz durchzufihren.

Dazu wurde die DNA in 1x DNA-Polymerase-Puffer gelst und 1 mM dNTPs, 1,5 pg BSA und
5 U T4 DNA Polymerase zugesetzt. Der Ansatz wurde 20 min bei 12 °C inkubiert und
anschlief3end die T4-Polymerase 10 min bel 75 °C inaktiviert. Die DNA wurde mit 2,5 Volumen
Ethanol und /10 Volumen NaAc (vgl. 2.2.4 A Isolierung genomischer DNA) geféllt, einmal mit
70 %igen Ethanol gewaschen und das Pellet im Rotationsverdampfer getrocknet.

ii  Dephosphorylierung des Vektors

Um die Ruckligationshaufigkeit eines Vektors zu minimieren, wurde dieser in der Regel
dephosphoryliert. Ohne die 5'-Phosphatgruppen an den Enden der DNA kann der Vektor nicht
mit sich selber ligieren (rtckligieren). Ein Fragment, das jedoch noch die beiden
5'-Phosphatgruppen besitzt, kann an eine dephosphorylierte DNA ligiert werden. Damit wird ein
DNA-Strang kovalent gebunden, wobel beim anderen Strang (mit der fehlenden Phosphatgruppe)
ein Einzelstrangbruch (,, nick”) bestehen bleibt.

Zur Dephosphorylierung wurde das DNA-Pellet in 26 Wl H,O gel6st mit 3 Wl 10 x Puffer fur
alkalische Phosphatase gelost und 1 pl (1 U) Kalberdarmphosphatase zugegeben. Der Ansatz
wurde zur Dephosphorylierung von Einzel strangiiberhangen (,, sticky ends’) fir 15min bei 37 °C
und zur Dephosphorylierung von glatten Enden (,, blunt ends’) die gleiche Zeit bel 56 °C
inkubiert. Danach wurde erneute 1 U K& berdarmphosphatase zugegeben und der Ansatz wie
oben beschrieben bel 37 °C und 56 °C je 15 min inkubiert. Nach der Inaktivierung des Enzyms
flr eine Stunde bei 65 °C wurde der Ansatz mit Ladepuffer versetzt und die modifizierten DNA-
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Fragmente auf einem 0,8 %igen Agarosegel aufgetrennt und eluiert (vgl. 2.2.6 A Pr&paration von
DNA-Fragmenten).

iii Ligation

Bel der Ligation wird ein 5'-Phosphatende der DNA durch das Enzym Ligase kovalent an ein
freies 3-OH-Ende der DNA gebunden. Diese Reaktion kann entweder intra- oder intermolekul ar
ablaufen (Ibelgaufts, 1990).

10 x Ligationspuffer 660 mM Tris/HCI, pH 7,5
50 mM MqgCl,
10 mM Dithiothreitol
10 mM ATP
in H,O

Nach der Konzentrationsbestimmung der DNA Fragmente wurden die Fragmente in einem
molaren Verhdtnis Insert zu Vektor fir , sticky end” Reaktionen von 2:1 und fur ,, blunt end”
Reaktionen von 5:1 eingesetzt. Als Reaktionspuffer diente der 10 x Ligationspuffer. Fur eine
Reaktion wurden ca. 30 bis 50 ng DNA und 1 U T4-Ligase eingesetzt. Die Ligation wurde bei
14 °C fir 12 - 16 h durchgefuhrt. Flr jede Ligation wurde ein zweiter Ansatz, der nur den
Vektor, aber nicht das Insert enthielt parallel mit angesetzt (Ruckligationskontrolle).

2.2.7 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsduren

A Photometrische Bestimmung

Diese Methode beruht auf der Lichtabsorption der Basen der Nukleinsauren im kurzwelligen
UV-Bereich, mit einem Maximum bei 260 nm.

Die zu messende DNA-Préparation wurde 1:40 verdinnt und 80 pl in eine Quarzkivette
Uberfiihrt. In einem Photometer (Genequant, Pharmacia) wurde die optische Dichte (OD) bei 260
nm gemessen. Da die Absorption proportional zur DNA-Konzentration ist, kann ausgehend von
der OD die Konzentration berechnet werden.
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Zusammenhang zwischen OD und Nukleinsdurekonzentration (Umrechnungsfaktor):
1 OD,, = 50 pg/ml DNA
1 OD,, = 40 pg/ml RNA
1 OD,4, = 30 pg/ml Oligonukleotide

Berechung der Nukleinsdurekonzentration

C (Mg/ml) = OD 4, x Verdunnung x Umrechnungsfaktor

Das Absorptionsmaximum von Proteinen liegt bel 280 nm und beruht vor alem auf dem Gehalt
an Tyrosin- und Tryptophan-Resten. Der Quotient der bei 260 nm und 280 nm gemessenen
optischen Dichten (OD,,,/OD,g,) gibt Aufschlufd Uber die Reinheit einer DNA-Préperation. Bei
sehr reinen DNA-L 6sungen liegt der Quotient Uber 1,8. Niedrigere Werte sind ein Indiz fur die
Anwesenheit von Proteinen und Verunreinigungen mit Phenol. Wertefir DNA, diegrofier als2,0
sind, kdnnen ein Hinweis auf die Anwesenheit von RNA sein oder zeigen an, dal3 die DNA
denaturiert ist.

B Konzentrationsabschatzung im Agar osegel

Bel geringen zur Verfligung stehenden DNA-Mengen wurde e ne K onzentrationsabschétizung im
Agarosegel (vgl. 2.2.5 B Analyse von DNA) durchgefiihrt. Bel jedem Gel wurde routineméldig
eine definierte Menge eines Langenstandards (1 kb-ladder, 500 ng/10 pl) mitgefthrt. Nach
Farbung mit Ethidiumbromid konnten die Fluoreszenzaktivitéten der Proben mit denen des
Grolenstandards verglichen und so die DNA-Menge der Proben im verwendeten Volumen
bestimmt werden.

2.2.8 Doppelstrang-Sequenzierung von Plasmiden

Fur die Sequenzierung von DNA gibt es zwel methodisch unterschiedliche Verfahren, die nach
ihren Entdeckern als Maxam-Gilbert-Technik (Maxam and Gilbert, 1977) oder Sanger-V erfahren
(Sanger et d., 1977) bezeichnet werden. Alle Sequenzierungen wurden nach einer modifizierten
Methode des Sanger-V erfahrens durchgefiihrt.
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A Aufreinigung der DNA

Dadie Sequenzierreaktion empfindlich gegentiber Verunreinigungen durch Salze und Proteineist,
werden diese vorher durch eine modifizierte Ethanol prézipitation entfernt.

Ethanol/MgCl, 70 % Ethanol
0,5 mM MgCl,
in H,O

Zur Vorbereitung der DNA wurden ca. 2-3 pg in 20 gl mit 80 pl Ethanol/MgCl , gut gemischt
und in ein 0,5 ml Eppendorfreaktionsgefal tberfuhrt. Die DNA wurde 25 min bei 22.000 x g
abzentrifugiert und der Uberstand komplett abgenommen. Um letzte Reste von Ethanol zu
entfernen wurde das 0,5 ml Gefal mit der Offnung nach unten in ein Gefa’ mit 1,5 ml Volumen
geklemmt, 2 min bel 440 x g trockenzentrifugiert und das Pellet in 10 pl H,O aufgenommen.

B Sequenzierreaktion (, cycle-sequencing’)

Fur die Reaktion wurde der ABI-DNA BigDye SEQ.KIT (Premix und TSR) verwendet. Die
Sequenzierreaktion beruht auf einer modifizierten Methode nach Sanger (Sanger et al., 1977).
Dabei werden in einem Ansatz fur jedes Nukleotid eine bestimmte Menge an
Didesoxynukleotiden (ddNTPs) eingesetzt, so dal3 pro polymerisiertem Strang an einer statistisch
zufalligen Position ein ddN'TP eingebaut wird. Durch das fehlende 3'-Hydroxylende an der Ribose
des ddNTPs kommt es hier bei der Polymerisation zum Kettenabbruch (Termination). Um
unterscheiden zu kénnen an welchem Nukleotid es zum Abbruch kam, ist jedes der vier ddNTPs
mit einem anderen Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt (A mit dichloroR6G, C mit dichloroROX, G
mit dichloroR110 und T mit dichloroTAMRA). Zur Optimierung der Polymerisation wurde eine
mutierte tag-DNA-Polymerase verwendet. Diese besitzt keine 5'-3'-Exonukleaseaktivitét und hat
eine hohere Akzeptanz gegentiber ddNTPs. Im Sequenziergerdt werden die unterschiedlich
langen synthetisierten Fragmente der Groél3e nach aufgetrennt und entsprechend dem Farbstoff am
terminalen ddNTP einer Base zugeordnet.

Auf Eis wurden folgende Komponenten zusammenpipettiert: 4 pl Premix (ddNTPs, dNTPs,
AmpliTag DNA Polymerase, MgCl,, TrisHCI, pH 9,0), Primer (4 pmol), 0,3 - 0,5 pg DNA-
Matrize und H,O ad 10 gl Gesamtvolumen. Die PCR wurde mit einem Zyklusprofil von 30 s bei
96 °C, 5shbei 50 °C und 4 min bel 60 °C gefahren. Nach 25 Zyklen wurde die Reaktion bis zur
Entnahme aus dem Thermocycler auf 4 °C gekdhit.
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C Aufreinigung der Sequenzierreaktion

Die PCR Reaktion wurde in ein 0,5 ml Sequenziergeféald tberfuhrt und mit 80 pl Ethanol/MgCl,
(vgl. 2.2.8 A Aufreinigung der DNA) gemischt und bel Raumtemperatur 25 min bel 22.000 x g
zentrifugiert. Die pelletierte DNA wurde getrocknet, indem das 0,5 ml Gefal mit der Offnung
nach unten in ein 1,5 ml Gefal3 geklemmt wurde und trockenzentrifugiert wurde (vgl. 2.2.7 A
Aufreinigung der DNA). Das Pellet wurde in 20 pl TSR (Perkin EImer) gelost, die DNA 2 min
bel 95 °C denaturiert, auf Eis abgekihlt und bis zur elektrophoretischen Auftrennung bei 4 °C
aufbewahrt.

D Elektrophorese der Sequenzierreaktion

Zur Auftrennung wurde ein Kapillarsequenziergerdt (310 Genetic Anayzer, ABI Prism)
verwendet. Die negativ geladenen DNA-Fragmente werden el ektrophoreti sch aufgetrennt, wobei
se an einem, die Fluoreszenzfarbstoffe anregenden Laser vorbeiwandern und durch einen
Photomultiplier detektiert werden.

2.2.9 Mikrobiologische Techniken

Typischerweise dienen Bakterien zur Vermehrung neu hergestellter DNA-Fragmente. Damit alle
im Nahrmedium wachsenden Bakterien die gewiinschte DNA, in der Regel in Plasmidform,
enthalten, sind auf den Plasmiden Resistenzproteine gegen Antibiotika kodiert. Dadurch kénnen
nur Bakterien, die das richtige Plasmid aufgenommen haben (transformierte Bakterien) im
Antibiotika-haltigen Selektionsmedium Uberleben.

A Transformation von DNA in kompetente Zdllen

Damit Bakterien in der Lage sind reine DNA aus dem umgebenden Medium aufzunehmen
(Kompetenz), missen sie durch eine spezielle Behandlung vorbereitet werden. Dabei ist zu
unterscheiden mit welcher Methode die DNA in die Bakterien eingebracht werden soll.

i Rubidium-Chlorid Methode (Hanahan, 1983)

Bivalente Kationen (Ca?*, Rb*") bewirken, dald Bakterien in einen Zustand kommen, in dem sie
DNA vom umgebenden Medium aufnehmen kénnen (Sambrook et al., 1989).
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Transformationspuffer | 100 mM RbCl,
50 mM MgCl,4H,0
30 mM Kaliumacetat
10 mM CaCl,
15 % Glycerin
in H,O

Transformationspuffer 11 10 mM MOPS, pH 6,8
10 mM RbCl,
75 mM CaCl,
15 % Glycerin
in H,O

L-Broth 10 g/l NaCl
10 g/l Trypton
5 g/l Hefeextract
NaOH, pH 7,5
in H,O

100 ml L-Broth wurden mit 100 pl einer frischen Ubernachtkultur angeimpft, bei 37 °C und
240 Upm bis zu einer ODgy, = 0,5 geschiittelt. Die Kultur wurde 15 min auf Eis abgekuhlt, auf
zwei vorgekuhlte 50 ml Zentrifugenrohrchen aufgeteilt und 5 min bei 0 °C mit 600 x gim SS-34
Rotor abzentrifugiert. Die Bakterienpellets wurden vorsichtig in je 16,5 ml eiskaltem
Transformationspuffer | resuspendiert und 30 min bis 2 h auf Eis inkubiert. Danach wurde
nochmals unter den gleichen Bedingungen wie oben zentrifugiert und das Pellet vorsichtig in je
4 ml Transformationspuffer 11 aufgenommen. Die Suspension wurde fir 15 min auf Eis gestellt,
anschlief3end aliquotiert und sofort in fllissigem Stickstoff eingefroren. Die Lagerung erfolgte bel
-80 °C. Jede Prparation wurde anschlieffend durch eine Transformation mit 1 ng Plasmid DNA
getestet.

il Hitzeschock-Transformation (Cohen et al., 1972)
Bel der Hitzeschock-Transformation wird die Kompetenz der Bakterien, die vorher mit

zweiwertigen lonen behandelt wurden, durch leichtes Erwérmen noch erhéht (Sambrook et al.,
1989).
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SOC-Medium 2 % Bactotrypton
0,5 % Hefeextrakt
10 mM NaCl
2,5 mM KCI
10 mM MgO,,
20 mM Glukose
in H,O

Ein Aliquot kompetenter Zellen wurde 10 min auf Eis aufgetaut, resuspendiert und in en
vorgekuhltes Eppendorfreaktionsgeféld pipettiert. Dazu wurden 15 pl des Ligationsansatzes
gegeben, kurz mit der Pipette gemischt und auf Eis 30 min inkubiert. Zur Erhéhung der
Transformationseffizienz wurden die Bakterien 45 sec im Wasserbad bei 42 °C ,, geschockt” und
anschlief3end 2 min auf Eis gestellt. Damit die Bakterien die neu erworbene Antibiotikaresi stenz
zur Expression bringen und in die logarhitmische Wachstumsphase gehen konnten, wurden sie
mit 1000 pl SOC versetzt und bei 37°C fur 1h bei 240 Upm geschittelt. 50 yl und 500 pl des
Ansatzes wurden auf Selektionsplatten (vgl. 2.2.8 A Transformation von DNA in kompetente
Zéellen) ausgestrichen und Gber Nacht bei 37 °C inkubiert.

Als Kontrolle wurde stets der Ligationsansatz, der nur den Vektor ohne Insert enthielt
transformiert. Weitere Kontrollen, die bei Bedarf zur Anwendung kamen waren 1 ng
Plasmid-DNA zur Uberpriifung der Kompetenz sowie ein Ligationsansatz ohne Ligase zum
Nachweis von ungeschnittene DNA.

iii Aufreinigung und Elektroporation

Die Elektroporation wurde urspringlich zum Einschleusen von DNA in eukaryonte Zellen
entwickelt (Neumann et al., 1982). Inzwischen ist sie die effizienteste Transformationsmethode
fur Bakterien. Durch ein eektrisches Feld werden kurzzeitig Lasionen in der Membran der
Bakterienzelle erzeugt, durch die die DNA passiv aufgenommen werden kann (1bel gaufts, 1990).

@ Butanolprézipitation

Zur Verbesserung der Transformationseffizienz und um lonen, die bel der Elektroporation den
elektrischen Widerstand der Bakterien-DNA-Suspension erniedrigen wirden, zu entfernen,
wurde die DNA nach der Ligation (vgl. 2.2.6 C Enzymatische Modifikationen von DNA) mit
Hilfe der Butanolprézipitation von Proteinen und Salzen gereinigt.

Dazu wurde der Ligationsansatz mit H,0 auf 50 pl aufgeftllt, mit dem zehnfachen Volumen
Butanol versetzt und zehn Sekunden gevortext. Anschlief3end wurde die ausgefallenen DNA 10
minbei 22.000 x g in einer Eppendorfzentrifuge pelletiert, der Uberstand verworfen, das Pellet im
Rotationsverdampfer getrocknet und in 30 Wl H,O gelést. Davon wurden 15 pl fir die
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Transformation eingesetzt.
@ Elektroporation

Fur die Elektroporation wurden ausschlief3lich Bakterien vom Stamm DH10B (,, Elektromax”,
Gibco) eingesetzt. Zur Vorbereitung der Elektroporation wurden die Reaktionskiivetten (Biorad)
auf Eisvorgekihlt. 15 pl des Ligationsansatzes wurden mit 25 il Bakterien gemischt, 5 min auf
Eis inkubiert und in einem ,, Gene Zapper” mit ,, Pulse Controller” (Biorad) elektroporiert
(Kapazitét 25 yF, Widerstand 200 , 1,8 kV). Die optimale Zeitkonstante lag zwischen 4,4 msec
und 4,7 msec. Nach dem Elektroschock wurden die Zellen schnellstmoglich in SOC (vgl. 2.2.9 A
Hitzeschock-Transformation) aufgenommen, 1 h bei 37 °C mit 240 Upm geschiittelt und 100 p
auf einer Agarplatte mit entsprechendem Antibiotikum (Selektionsplatte) ausgestrichen. Die
Kontrollen wurden analog zur Heatschock-Transformation gemacht.

iv Herstellung von Selektionsplatten

In der Regel ist auf dem Plasmid, das Bakterien bel der Transformation aufnehmen ein
Resistenzgen fur ein Antibiotikum. Mit der Aufnahme des Plasmids und Expression des
Resistenzgens wird das Bakterium resistent gegen das Antibiotikum und kann auf
Selektionsplatten, die das entsprechende Antibiotikum enthalten, Kolonien bilden. Im Gegensatz
dazu sterben untransformierte Bakterien ab.

Zu L-Broth wurde 1,5 % Bacto-Agar zugesetzt und autoklaviert. Nachdem das Medium auf 42
°C abgekihlt war, konnte das entsprechende Antibiotikum zugegeben und die Platten gegossen
werden. Eine Abkuhlung auf 42 °C ist stets n6tig, da Antibiotika sehr hitzesensitiv sind. Die
Antibiotikakonzentration in den Platten lag bei 50 pg/ml fir Ampizillin, 30 pg/ml fur Kanamycin.
Nach dem Erhérten der Platten wurden diese bei 4 °C lichtgeschitzt bis zur Verwendung

gelagert.

B Schndlpréparation von Plasmid DNA (Minipr ap)

Diese Methode wird verwendet um schnell analytische Mengen (wenige Mikrogramm) einer neu
klonierten DNA aus Bakterien isolieren und analysieren zu konnen. Dabei werden die Bakterien
durch Einwirkung von SDS in einem alkalischen Milieu lysiert, wobei die chromosomale DNA
mit der Zellmembran verbunden bleibt und sich Plasmid-DNA 16st. Die chromosomale DNA und
anderen Zellfragmente kdnnen durch eine Zentrifugation von der Plasmid-DNA getrennt werden.
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Puffer 1 50 mM Tris/HCI pH 8,0
10 MM EDTA
100 pg/ml RNase A
in H,O

Puffer 2 0,2 M NaOH
1% DS
in H,O

Puffer 3 3 M Kaliumacetat, pH 5,5
in H,O

3 ml L-Broth wurden mit Bakterien von einer Selektionsplatte angeimpft und Gber Nacht bei 37
°C und 240 Upm geschittelt. 1,5 ml wurden in Eppendorfréhrchen 2 min bel 1.800 x g
zentrifugiert, der Uberstand abdekantiert und das Pellet in 0,3 ml Puffer 1 resuspendiert. Zur Lyse
der Bakterien wurden 0,3 ml Puffer 2 zugegeben und vorsichtig durch mehrfaches Invertieren
gemischt. Nach 5 min Inkubation bei Raumtemperatur wurden zum Féllen zellularer Proteine
0,3 ml Puffer 3 zugegeben, durch mehrmaliges Invertieren gemischt und 15 min auf Eis gestellt.
Bel der anschlief3enden Zentrifugation bei 22.000 x g wurden Zellfragmente, chromosomale DNA
und die geféllten Proteine pelletiert wahrend die episomale DNA im Uberstand gelost blieb.
Dieser wurde in ein neues Gefal? tberfuhrt und die Plasmid-DNA mit 650 Wl 1sopropanol bei
Raumtemperatur gefdlt. Die DNA wurde bei Raumtemperatur bel 22.000 x g 15 min
abzentrifugiert, zweima mit 70 % Ethanol gewaschen, in der ,, speed vac” getrocknet und in 50
M H,O oder TE-Puffer (vgl. 2.2.5 A Isolierung genomischer DNA) gel6st. Fir einen Testverdau
wurden 5 pl eingesetzt.

C GrofRpréparation von Plasmid DNA mit dem Qiagen Kit (M axiprap)

Diese Methode wird verwendet um grofRere DNA-Mengen mit minimalen Verunreinigungen zu
erhalten. Nach akalischer Lyse (vgl. 2.2.9 B Schndllpréparation von Plasmid DNA (Miniprép))
wird die DNA auf eine mitgelieferte Saule aufgetragen. Im lonenmilieu von Puffer QBT bindet
die DNA, nicht aber Proteine oder RNA an die Matrix der Saule. Puffer QC entfernt
Kontaminationen (RNA) durch Aufbrechen unspezifischer Bindungen, die Zugabe von Ethanol
dient zum Ldsen unspezifischer hydrophober Wechselwirkungen. Puffer QF éndert die DNA-
Bindungskapazitét der Saule, die DNA |6st sich und wird ausgewaschen.
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Puffer QBT 750 mM NaCl
50 mM MOPSpH 7,0
15 % | sopropanol
0,15 % Triton X-100
in H,O

Puffer QC 1,0 M NaCl
50 mM MOPS, pH 7.0
15% | sopropanol
in H,O

Puffer QF 1,25 M NaCl
50 mM Trig/HCI, pH 8.5
15 % | sopropanol
in H,O

200 ml L-broth mit einem geeigneten Antibiotikum (Ampizillin 50 pg/ml, Kanamycin 30 pg/ml)
wurden mit Bakterien angeimpft und Uber Nacht bel 37 °C und 225 Upm inkubiert. Nach
Abnahme von 10 ml der Suspension zum Einfrieren wurden die Bakterien in den restlichen 190
ml bei 6.500 x g und 4 °C fir 5 min pelletiert. Das Pellet wurde in 10 ml Puffer 1 (vgl. 2.2.9 B
Schnellpréparation von Plasmid DNA) resuspendiert und anschlief3end die Bakterien unter
Zugabe von 10 ml Puffer 2 (vgl. 2.2.9 B Schnellpraparation von Plasmid DNA) unter mehrfachen
Invertieren 5 min bei Raumtemperatur lysiert. Die Ldsung wurde mit Puffer 3 (vgl. 2.2.9 B
Schnellpréparation von Plasmid DNA) auf Eis fur 15 min inkubiert und Zellfragmente bei 4 °C
und 30.000 x g fiir 30 min abzentrifugiert. Der Uberstand mit der Plasmid-DNA wurde daraufhin
durch eine Gaze auf eine mit 10 ml QBT-Puffer equilibrierte Saule zur weiteren Reinigung
aufgetragen. Die Séule wurde zweima mit je 30 ml Puffer QC nachgewaschen und die DNA mit
15 ml Puffer QF eluiert. Die DNA wurde unter Zugabe von 11 ml Isopropanol 5 min bei
Raumtemperatur gefalt und anschlief3end bei 4 °C fur 30 min bei 15.000 x g pelletiert. Nach dem
Waschen mit 15 ml eiskaltem 70 %igem Ethanol wurde das DNA-Pellet im Rotationsverdampfer
getrocknet und anschlief?end in 200 Wl TE (vgl. 2.2.5 A Isolierung genomischer DNA) gel 6st.
Von der gewonnenen DNA wurde die Konzentration mittels einer OD-Messung (vgl. 2.2.7
K onzentrationsbestimmung von Nukleinsduren) bestimmt und die Qualitét durch das Verhdtnis
von OD,s- zu OD,-Messung sowie mittels einer charakterisierenden Restriktionsanalyse
verifiziert. FUr eine gut préparierte DNA lag die OD,,,/OD,g,-Ratio zwischen 1,6 und 1,8.
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D Einfrieren und Auftauen von Bakterien

Durch das Einfrieren von Bakterien konnen sie Uber Jahre in einem lebensféhigen Zustand
erhalten und zu jedem beliebigen Zeitpunkt wieder vermehrt und analysiert werden.

Einfriermedium L-broth (vgl. 2.2.9 A Transformation von
DNA in kompetente Zellen)
10 % DMSO

Zur Langzeitlagerung von Bakterien wurden 10 ml einer Bakteriensuspension bei 6600 x g fir
5 min abzentrifugiert und in 1,8 ml Einfriermedium aufgenommen. Die Suspension wurde Uber
Nacht bei -20 °C eingefroren und anschlief3end bei -80 °C eingel agert.

Zum Auftauen wurde das Gefald moglichst schnell in der Hand erwarmt und der fllssige Inhalt

zur Verdinnung des DM SO in L-Broth (vgl. 2.2.8 A Transformation von DNA in kompetente
Zdlen) Nahrmedium tberfuhrt.

2.2.10 Proteinchemische Analysen

A Western Blot

Der Western Blot dient zum spezifischen Nachweis von Proteinen mittels Antikorper und einer
daran anschliefRenden Farbreaktion. Die verwendete Western Blot-Methode wurde stets zum
Nachweis von CY P2B1 durchgefiihrt.

i Extraktion von Membranproteinen

CYP2B1 ist ein membransténdiges Protein. Daher wurde zur Proteinisolierung eine Methode
herangezogen, bei der Membranproteine angereichert werden. Durch starke Scherkréfte wurden
die Zellen fragmentiert, die Proteine in ihrer Konformation allerdings nicht verdndert. Um die
Degradation von Proteinen durch intrazelluldre Proteasen zu hemmen, wurde dem
Extraktionspuffer der Proteaseinhibitor (PM SF) zugesetzt.

PMSF-Sockl 6sung 100 mM PMSF
in Isopropanol
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Extraktionspuffer 10 mM Tris/HCI pH 8,0
0,1 mM DTT
1 mM PMSF
in H,O

Da PMSF inwassriger Losung instabil ist, wurde der Extraktionspuffer erst unmittelbar vor der
Verwendung angesetzt.

2 x Probenpuffer 120 mM Tris/HCI pH 6,8
4% (wiv) SDS
20,23 % (w/v) Glycerol
0,016 % (w/v) Bromphenolblau
1,47 M -Mer captoethanol
in H,O

1 x 10" Zellen wurden einmal mit PBS gewaschen und trypsiniert. Die gel 6sten Zellen wurden bel
450 x g pelletiert, der Uberstand entfernt und die Zellen in PBS gewaschen. Nach dem Waschen
wurde das Zellpellet in 4,5 ml Extraktionspuffer aufgenommen und durch mehrfaches Aufziehen
in der Pipette resuspendiert. Daraufhin wurde die Zellsuspension in einen 8,5 ml Glaskolben
(douncer) Uberfuhrt und mit einem exakt in den Glaskolben passenden Glasstab 20 x geschert
(gedounct). Die Zellen wurden daraufhin in ein neues Gefal3 Uberfuihrt. Zellreste im douncer
wurden mit 2 ml Extraktionspuffer abgespuilt und mit den restlichen Zellen vereint. Anschlief3end
wurden gréRRere Zellfragmente und Zellkerne bei 3.500 x g fir 30 min pelletiert. Der Uberstand
wurde in einen SW41-Rotor (Beckman) Uberfihrt und Membranproteine 45 min bei 130.000 x g
pelletiert. Nach der Zentrifugation wurde der Uberstand entfernt, die inneren Wande des
Zentrifugationsgefalles mit einem Papiertuch ausgewischt und das Pellet in 2 x Probenpuffer
aufgenommen. Je nach Proteingehalts des Pellets variierte das Volumen des 2 x Probenpuffers
zwischen 50 und 200 . Zum Denaturieren wurden die Proben unmittelbar vor dem Auftrag auf
das Gel fur 5 min auf 95 °C erhitzt und anschlief3end sofort auf Eis abgeschreckt.

ii Denaturierende Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Bel der denaturierenden Gelelektrophorese werden Proteine ausschliefdich nach ihrer Grofie
aufgetrennt. Im Gegensatz dazu nehmen bei der nicht-denaturierenden Gelelektrophorese auch
Gesamtladung und Konformation des Proteins, sowie chemische Modifikationen Einflufd auf das
Laufverhatenim Gel. Damit diese Faktoren keine oder nur eine geringe Rolle spielen, werden die
Proteine durch Zugabe eines Detergenz (z.B. SDS) denaturiert. Die amphiphilen SDS-Molekile
lagern sich im konstantem Verhdtnis zur Grofe des Proteins mit ihrem lipophilen Schwanz an
hydrophobe Bereiche des Proteins, wodurch hydrophobe Wechselwirkungen innerhalb des
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Proteins aufgehoben werden und das Protein gestreckt wird. Gleichzeitig werden die positiven
L adungen des Proteins durch den Uberschuss an negativen Ladungen des SDS aufgehoben. Die
Proteine liegen nun als gestreckte Polypeptidkette mit starker negativer Ladung vor. Da die
Proteine unterschiedlich grof3 sind, wandern sie unterschiedlich schnell durch die Poren der
Polyacrylamidmatrix im Gel zur Anode; die Auftrennung erfolgt nach der Proteingrdf3e. Die
Gelelektrophorese erfolgte nach dem Laemmli-System, bei dem die Proteine in einer
Sammelschicht (stacking gel) konzentriert werden und von dort aus in das eigentlich Trenngel
(resolving gel) einwandern.

Sammelgdl (stacking gel) 4 % (v/v) Acrylamid/Bisacrylamid (29:1)
0,125 M Tris/HCI pH 6,8
1 % (wiv) DS
0,1 % (v/iv) TEMED
0,05 % (w/v) (NH,),S,Oq4
in H,O

Trenngel (resolving gel) 12 % (v/v) Acrylamid/Bisacrlyamid (29:1)
0,375 M TrigHCI pH 8.8
0,5 % (wiv) SDS
0,05 % (v/v) TEMED
0,05 % (w/v) (NH,),S,Oq
in H,O

10 x Laemmli-Puffer 0,25 M Tris Base
1,92 M Glyzin
1 % (wiv) DS
in H,O

Die Gelkammer (Hoefer, S600) wurde entsprechend den Anweisungen des Herstellers in der
Giesapparatur fixiert, ca. 30 ml Trenngel bis 3 cm unter den oberen Rand der Glasplatte eingefullt
und mit Isopropanol Uberschichtet. Nach 30 min wurde das Isopropanol abgegossen und der
Kamm eingesteckt. Anschlief3end wurde die Gelkammer mit Sammelgel bis zum Rand aufgefuillt.
Sobald das Gel auspolymerisiert war, wurde die Gelkammer in die Laufapparatur eingespannt und
das untere Pufferreservoir ca. 10 cm hoch mit 1 x Laemmli-Puffer gefillt. Fir einen
gleichmédigen und konstanten Stromflufd wurden die Luftblasen am unteren Ende des Gels
entfernt und das obere Pufferreservoir soweit gefillt, dass die Taschen wenige Millimeter
Uberdeckt waren. Nach dem Laden der Proben wurde das obere Reservoir ganz gefillt und die
Gelektrophorese gestartet. Diese erfolgte bei 1500 Vh, wobei eine Spannung von 150 V nicht
Uberschritten wurde.
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iii Spezifischer Proteinnachweis mittels Antikor per
@ Proteintransfer auf eine Hybond-N-Membran

Nach der elektrophoretischen Auftrennung, missen die Proteine vor der Immunreaktion
immobilisiert werden. Das geschieht durch einen Transfer auf eine hoch affine Membran mittels
einer angelegten Spannung, die durch das Gel verléuft. Die negativ geladenen Proteine werden
zur Anode gezogen, bleiben aber an der dazwischen liegenden Membran haften.

Anodenpuffer 1 0,3 M Trig/HCI pH 10,7
20 % (v/v) Methanol
in H,O

Anodenpuffer 2 25 mM Trig/HCI pH 10,3
20 % (v/v) Methanol
in H,O

Kathodenpuffer 25 mM Tris-base pH 9,4
40 mM 6-Aminohexanonsaure
20 % (v/v) Methanol
in H,O

10 x TBST 100 mM Tris/HCI pH 8,0
1,5 M NaCl
0,5 % (v/v) Tween 20
in H,O

Zum Proteintransfer wurden aus Whatman-Papier 8 Stlicke und aus einer Hybond-N-Membran
ein Stuck mit der Grof3e des Gels exakt herausgeschnitten. Zwei Stiicke Whatmanpapier wurden
in Anodenpuffer 1 getrankt und luftblasenfrel auf die Anode gelegt, darauf folgten zwei in
Anodenpuffer 2 getrénkte Whatmanpapiere (vg. Abbildung 17). Die Hybond-N-Membran wurde
vor dem Auflegen 15 sec in Methanol getrénkt, kurz in H,O gewaschen und 10 min in H,O bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach dem Auflegen des Gels wurden 4 Whatman-Papiere aufgel egt,
die zuvor in Kathodenpuffer getrénkt worden waren. Nach dem Auflegen der Kathode erfolgte
der Transfer Gber 60 min bel einer Stromstarke von 2.5 mA/cm? und einer maximalen Spannung
von25V.
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@® Blocken

Beim Blocken werden freie Bindestellen auf der Hybond-N-Membran abgeséttigt, so dass der
Antikorper nicht unspezifisch gebunden werden kann.

Blocking-Ldsung 1 % (w/v) Vistra Blocking Agent
g
2 % (w/v) Bovines Serum Albumin
in1xTBST

Nach dem Proteintransfer wurde die Membran kurz in 1 x TBST gespult und anschlief3end bei
Raumtemperatur 1 Stunde in Blocking-L6sung unter leichtem Schwenken inkubiert. Alternativ
wurde zum Blocken PBS mit 5 % Milchpulver verwendet.

Kathode
. T 4xWHATMANKATHODE
§ o mwm - - -~ -~ -~ ——-— "
.'53§ GEL
Enij HYBOND MEMBRAN
83
= TINIINIINIINIINIZNIINIINIINEINIIN 2x WHATMAN ANODE 2
—.D.DD.D.D.D D= ==. 2x WHATMAN ANODE 1
Anode

Abbildung 17: Aufbau eines Wester nblots

@® |mmunreaktion

Bel der Immunreaktion wird die Membran mit einem spezifischen Antikorper inkubiert. Um den
gebundenen Antikorper sichtbar zu machen, wird ein zweiter Antikorper hinzugegeben, der an
das konservierte Ende des ersten bindet. Dabel ist der zweite Antikdrper mit eéinem Enzym
(alkalischer Phosphatase) gekoppelt, das ein Substrat in einen leicht nachweisbaren Farbstoff
umsetzt.
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alternativ

alternativ

alternativ

Die Blocking-Losung wurde gegen 30 ml des 1. Antikorper ersetzt und Uber Nacht in einem
Rollinkubator bei 4 °C oder 1 h bei Raumtemperatur inkubiert. Anschlief3end wurde der 1.
Antikorper entfernt und der Blot in der Rohre funfmal 5 min mit 50 ml Waschlésung |
gewaschen. Anschlief3end wurden der zweite Antikorper zugegeben und erneut tber Nacht bel 4
°C oder 1 h bei Raumtemperatur inkubiert.

@ Detektion mittels Enhanced Chemifluorescence (ECF) und Enhanced Chemiluminescence

(ECL)

Bel der Farbreaktion wird dem gewaschenen Blot ein Substrat zugesetzt, das durch die alkalische
Phosphatase bzw. Peroxidase des zweiten Antikérpers in ein durch Fluoreszenz oder

1. Antikor per

(Kaninchen-anti-CYP2B1)

(Ziege-anti-CYP2B1)

2. Antikor per
(Ziege-anti-Kaninchen

(Kaninchen-anti-Ziege)

Waschl6sung |

1:500 (Antikor per stock)
1 % (w/v) BSA
in1xTBST

1:500 (Antikor per stock)
0,5 % (w/v) Milchpulver
in PBS

1:500 (Antikor per stock)
in1xTBST

1:500 (Antikor per stock)
0,5 % (w/v) Milchpulver
in PBS

1 % (w/v) BSA

in1xTBST

0,5 % (w/v) Milchpulver
in PBS

L umineszenz nachweisbares Produkt umgesetzt wird.

10 x TBST (3 %)

100 mM Tris/HCI pH 8,0

1,5 M NaCl
3 % (v/v) Tween 20
in H,O
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10x TBS 100 mM Tris/HCI pH 8,0
1,5 M NaCl
in H,O

Waschlésung |1 0,5 % (v/v) Tweeen 20
in PBS

Der 2. Antikorper wurde entfernt und die Membran in einer Plastikschale unter leichtem
Schwenken finfmal 5 min mit 1 x TBST (0,3 %) und anschlief3end zweima 5 minin 1 x TBS
gewaschen. Alternativ wurde der zweite Antikdrper mit 4 Waschschritten (je 10 min in
Waschldsung 1) entfernt. Durch die erh6hte Tween-K onzentration wurden Reste der alkalischen
Phosphatase entfernt.

Zum eigentlichen Nachweis mittels ECF (enhanced chemifluorescence) wurde die Membran mit
der Unterseite auf eine Overheadfolie gelegt und 1 ml des ECF-Substrats (Amersham) auf die
Glasplatte des M ef3geréts (Storm, Molecular Dynamics) gegeben. Daraufhin wurde die Membran
mit der Proteinseite auf das ECF-Substrat gelegt und Luftblasen entfernt. Sobald das ECF-
Substrat gleichmal3ig verteilt war, wurde das Programm (blue fluorescence) mit einer Auflésung
von 200 pm gestartet.

Beim Nachweis mittels ECL (enhanced chemiluminescence) wurden 0,1 ml/cm? Substrat
(Solution A + Solution B (1:40), Amersham) gemischt und auf den Blot gegeben. Nach einer
5minttigen Inkubation im Dunklen bei Raumtemperatur wurde das ECL-Substrat entfernt, der
Blot in eine Klarsichtfolie eingeschlagen und gegen einen Rontgenfilm exponiert.

B Unspezifischer Proteinnachweis nach Commassie

Coomassie Brilliant Blau G250 reagiert mit Proteinen, wahrscheinlich mit Arginin-Resten, und
bildet Komplexe, die im Gel as blaue Farbung auftreten. Eine Anféarbung der Gelmatrix kann
durch einen anschlief}enden Entférbeschritt reduziert werden (Ibelgaufts, 1990). Mit dieser
Methode |&% sich der aufgetragene Gesamtproteingehalt und die Effizienz des Proteintransfer auf
die Membran abschétzen.

Coomassi e-Farbel Gsung 45,4 % (v/v) Methanol
9,1 % (v/v) Eisessig
0,1 % (w/v) Commassie Brilliant Blue
in H,O
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Entféarber 45,4 % (v/v) Methanol
9,1 % (v/v) Eisessig
in H,O

Unmittelbar nach dem Blot wurde das SDS-Gel in Coomassie-Féarbelsung gelegt und 1 h bei
Raumtemperatur geférbt. Anschlief3end wurde die Farbel 6sung gegen Entférber ausgetauscht und
bei 4 °C Uber Nacht inkubiert. Zur Dokumentation wurde das Gel auf ein Whatman-Papier gelegt
und bel 80 °C unter Vakuum getrocknet.

C Proteinbestimmung nach Lowry (Biorad)

Bel der Bestimmung von Proteinkonzentrationen nach Lowry (Hartree, 1972; Lowry et al., 1951)
wird Folin-Ciol calteu-Phenol -Reagenz (Phosphor-Wol fram/M ol ybdansdure-K omplex) verwendet.
Dieser Farbstoff reagiert mit Proteinen, wobei sich durch Resaktion mit Tyrosin-Resten eine blaue
Verfarbung ergibt. Die damit verbundene Extinktion kann photometrisch bestimmt und mit der
einer Eichproteinldsung verglichen werden. (Ibelgaufts, 1990).

Reagenz A 98 % (v/v) Reagenz A
2% (v/v) Reagenz S

Die Proteinbestimmung von Zellextrakten wurde in Mikrotiterplatten vorgenommen. Als
Standard wurde bovines Serumalbumin (BSA) in Extraktionspuffer (vgl. 2.2.10 A Western Blot)
in verschiedenen Konzentrationen (0,2 mg/ml (w/v), 0,4 mg/ml (w/v), 0,8 mg/ml (w/v), 1,2
mg/ml (w/v), 1,6 mg/ml (w/v), 2 mg/ml (w/v)) eingesetzt. Daraus wurde bei jedem Versuch eine
neue Standardkurve erstellt. 5 pl des Standards und der Proben wurden doppelt in je eine
Vertiefung der Mikrotiterplatte pipettiert. Zu jeder Probe wurden 25 yl Reagenz A’ und
anschlief3end 200 YWl Reagenz B zugegeben und fir 15 min bel Raumtemperatur inkubiert. Die
Absorption wurde bei 590 nm gemessen.

D Farbung von B-Galactosidase exprimierenden Zellen (Cepko et al., 1993)

Mit dieser Methode ist es moglich die Expression des -Galactosidase-Reportergens in situ
nachzuweisen. Das Genprodukt kann durch die Entstehung eines blauen, wasserunléslichen
I ndigofarbstoffs nach der enzymatischen Hydrolyse von X-Gal (5-Brom-4-Chlor-3-Indolyl-p-D-
Galactosid), einem Substratanalogon von Lactose, nachgewiesen werden. Die Methode ist sehr
sengitiv und erlaubt es, sogar einzelne Enzymmolekiile in einer Zelle nachzuweisen (1belgaufts,
1990).
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PFA 2 % (wiv) Paraformaldehyd
in PBS

Farbeldsung 20 mM K;Fe(CN)q
20 MM K,Fe(CN)s3H,0
2 mM MgCl,
1 mg/ml (wiv) X-Gal
in H,O

X-Gal-Stamml 6sung 40 mg/ml (w/v) X-Gal
in Dimethylformamid

Adhéasionszellen wurden zweimal mit eiskaltem PBS gewaschen und anschlief3end fir 20 minin
PFA fixiert. Nach Fixierung wurde das Paraf ormal dehyd abgenommen und die Zellen dreimal mit
PBS gewaschen, wobel beim zweiten Waschschritt das PBS 10 min auf den Zellen gelassen
wurde. Das X-Gal wurde von einer Stammlésung zur Farbeldsung zugegeben und bis zur
weiteren Verwendung bei -20 °C im Dunklen aufbewahrt. Die fixierten Zellen wurden mit eéinem
Minimum an frisch angesetzter Féarbel 6sung Uberschichtet und fir 24 h bei 37 °C auf den Zdllen
gelassen und daraufhin gegen PBS ausgetauscht.

2.2.11 Nachweis von Zellmembranveranderungen mittels Annexin
V/Propidiumiodid

Annexin V erlaubt die Identifikation von Veranderungen der Zelloberfléche, die wahrend der
Apoptose auftreten. Wahrend der friihen Phase der Apoptose klappt Phosphatidylserin, welches
bel einer vitalen Zelle ausschliefdich an der inneren Schicht der Cytoplasmamembran liegt, zur
aufleren Schicht. Dieser Vorgang scheint fur die Erkennung der Zelle durch Macrophagen und
die anschlief3ende Entfernung nach dem Zelltod wichtig zu sein (Martin et al., 1995). Das Binden
von Annexin V ist abhéngig von Kazium und reversibel (Kaetzel and Dedman, 1995). Nach
Schétzungen bindet ein Annexin V-Molekll ungefahr 50 Phospholipidmonomere (Swairjo et al.,
1995). Die Translokation der Phosphatidylserinmolekile tritt allerdings nicht nur bei
apoptotischen, sondern auch bei nekrotischen Zellen auf. Ein wesentlicher Unterschied zwischen
diesen beiden Formen eines Zelltodes liegt darin, dass in der frihen Phase der Apoptose die
Zdlmembran intakt bleibt, aber schon im ersten Moment der Nekrose die Zellmembran ihre
Integritat verliert und durchlassig wird. Aus diesem Grund wurden alle Annexin V-
Untersuchungen durch zusétzliche Analysen mit Propidiumiodid erganzt. Nekrotische und spét
apoptotische Zellen férben sich sowohl fur AnnexinV asauch fur Propidiumiodid (Vermesetal.,



2 Material und Methoden Seite 80

1995). Durch Kopplung von Annexin V mit dem griin fluoreszierenden Fluoresce n-isothiocyanat
(FITC) kann es von dem rot fluoreszierenden Propidiumiodid unterschieden werden.

P4
g AnnexinV Apoptose Binden von Annexin ¥V
A
- Nekrose G G*" cyw
m‘ -
Zytoplasma-
N g NS UNOVINIY
normale Zelle apoptotische/nekrotische
Zelle

? Phosphatidylserin

Abbildung 18: Prinzip des Annexin V-Bindens

Waéhrend der Apoptose oder Nekrose klappt Phosphatidylserin von der inneren Schicht der Cytoplasmamembran
nach aul3en. In Gegenwart von Kalziumionen kann Annexin V an das exponierte Phosphatidylserin binden (aus
dem Trevigen-Katalog, verandert).

Farbel 6sung 1 % (v/v) 100 x Annexin V
(Trevigen) 10 % (v/v) 10 x Bindepuffer
10 % (v/v) PropidiumiodidlGsung
in H,O

Zur Anféarbung wurde die zu untersuchenden Zellen (1 x10%/chamber slide bzw. 1 x 10°/3 cm-
Schale) ausgesédt und am darauffolgenden Tag mit IFO bzw. 400H-1FO behandelt. Nach Ablauf
einer bestimmten Zeitperiode wurden die Zellen geférbt. Fir eine in situ-Anayse in chamber
slides (Lab-Tek 11, 15434, Nalge Nunc International) wurde der Uberstand vorsichtig
abgenommen, die Zellen zweimal mit 0,5 ml 1x Bindepuffer gewaschen und anschlief3end mit der
Férbel 6sung tiberschichtet. Nach 15 min Inkubation bei Raumtemperatur im Dunklen wurden die
Zdlen im UV-Mikroskop (Olympus, IX 70) oder im konfokalen Lasermikroskop (TCS-NT,
Leica) untersucht. Fir eine FACS-Anayse (vgl. 2.2.4 Durchflusscytometrie (fluorescence
activated cell sorting = FACS) wurde der Uberstand aus den 3 cm-Schalen in ein
Zentrifugationsgefalk uberfuhrt, die Zellen mit 1 ml PBS gewaschen und dieses zum Uberstand
dazugegeben. Nach dem Waschen wurden die Zellen mit 0,5 ml Trypsin/EDTA iberschichtet und
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unmittelbar nach dem Abldsen vom Boden zum Uberstand zugegeben. Bei einer Zentrifugation
Uber 5 min bel 250 x g und Raumtemperatur wurden die trypsinierten Zellen und die Zellen, die
nicht mehr am Boden hafteten, zusammen pelletiert und der Uberstand verworfen. Die Zellen des
Pellets wurden in 5 ml PBS resuspendiert und erneut abzentrifugiert (5 min, 250 x g,
Raumtemperatur). Nach dem Aufnehmen der Zellenin 1 ml 1 x Bindepuffer und wurdensieinein
Eppendorfreaktionsgefald tberfihrt. Die Zellen wurden erneut pelletiert (5 min, 250 x g,
Raumtemperatur), das Pellet in 70 W Féarbelésung aufgenommen und 15 min im Dunklen
inkubiert. Unmittelbar vor der FACS-Analyse wurde 1 ml 1 x Bindepuffer zugegeben und die
Zéellen durch eine Gaze filtriert.

normale Zelle apoptotische Zelle  nekrotische Zelle
Annexin V
Farbung - + +
Propidium-
iodid Farbung
- - +

Abbildung 19: Ubersicht zur Annexin V/Propidiumiodid-Anfarbbarkeit von Zellen
Annexin V férbt apoptotische und nekrotische Zellen an. Durch Zugabe von Propidiumiodid kdnnen nekrotische
Zellen ausgeschl ossen werden. Normale Zellen lassen sich weder mit Annexin V noch Propidiumiodid anférben.

2.2.12 Elektronenmikroskopie

Bei Lichtmikroskopen ist die Auflésung limitiert durch die minimale Wellenl&nge des sichtbaren
Lichts. Im Gegensatz dazu ist die Wellenléange von Elektronen noch weit geringer, was eine
deutlich hohere Auflésung zulésst. Da Elektronen durch Luft gebremst oder gestreut werden,
erfolgt die Elektronenmikroskopie normalerweise unter Hochvakuum. Damit jedoch bei der
Darstellung von Praparaten keine Artefakte auftreten, ist es notwendig die Zellen fur die Ansicht
im Elektronenmikroskop entsprechend vorzubereiten.
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A Behandlung der Zellen in vitro

Bel Untersuchungen zur Morphologie von Zellen wurden auch stets unbehandelte Zellen, bzw.
Zéellen, die vorher mit Staurosporin behandelt wurden, mitgefthrt. Staurosporin ist ein Inhibitor
der Proteinase C und induziert Apoptose (Chiang et al., 1998).

4-Hydroper oxy-Ifosfamid 3 mM 4-Hydroperoxy-1fosfamid
in PBS

Staurosporin-Stamml dsung 0,1 mg/ml
in DMSO

2 x 10° Zellen wurden in einer 10 cm-Schale ausgesit. Am néchsten Tag wurde zu den Zellen
aktiviertes Ifosfamid (4-Hydroperoxy-Ifosfamid) mit einer Endkonzentration von 100 pM
zugegeben. Zwei Tage spéter wurde zur Kontrolle zu unbehandelten Zellen Staurosporin mit
einer Endkonzentration von 1 pM zugegeben und am Tag darauf die Zellen fixiert. Bei alen
weiteren Wasch-, Fixierungs-, Einbettungs- und Kontrastierungsschritten wurde jewells das
Medium der Zellen gewechselt, wobel sie bei 250 x g pelletiert und anschlief3end im neuen
Medium resuspendiert wurden.

B Chemische Fixierung

i Fixierung von Proteinen

Das Wesentliche der Wirkungsweise von Aldehyden zur Fixierung besteht in der Reaktion mit
Aminogruppen von Proteinen und Aminolipiden, wobei die gréfte Bedeutung die
Quervernetzung von Proteinen hat. Im Vergleich zu Formadehyd fuhrt Glutaraldehyd (as
Dialdehyd) zu einer besseren Strukturerhaltung. Weiterhin besteht eine Reaktivitat von
Glutaraldehyd gegentiber zyklischen Aminosauren und Sulfhydrilgruppen.

Sorensenpuffer pH 7,38 0,02 M KH,PO,
0,08 M K,HPO,
in H,O
Glutaraldehyd 2,5 % Glutaraldehyd

in Sorensenpuffer pH 7,38

Die Zellen wurden trypsiniert (vgl. 2.2.2 B Passagieren von Zellen), das Zellpellet in PBS
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gewaschen und die Zellen erneut pelletiert. Nach dem zweiten PBS-Waschschritt wurden die
Zdlen in Glutaraldehyd resuspendiert, fur 2 bis 4 Stunden bei 4 °C inkubiert und danach das
Glutaraldehyd gegen Sorensenpuffer ausgetauscht, in dem sie bis zur Einbettung bel 4 °C gelagert
wurden. Unmittelbar vor der Einbettung wurden die Zellen dreimal mit SOrensenpuffer
gewaschen.

ii Fixierungvon Lipiden

Osmiumtetroxid war das erste fur die Elektronenmikroskopie gebrauchte Fixans. Der
Hauptmechanismus besteht in der Reaktion mit ungeséttigten Fettséuren, wobei unter Reduktion
von OsO, die ungeséttigete Kohlenstoff-Kohlenstoff-Verbindung geséttigt wird. Reduzierte
Osmiumatome sind fir die schwarze Farbung des Praparates und fur den groften Tell des
elektromikroskopischen Kontrasts verantwortlich.

Osmiumoxid-Lésung 1 % (w/v) OsO,
in 0,1 M Sorensenpuffer pH 7,38

Das ZdIpellet wurde in Osmiumoxid-Ldsung resuspendiert und 1-2 h bei Raumtemperatur und
leichtem Schitteln inkubiert, bisdie Zellen komplett vom Osmium schwarz durchdrungen waren.
Daraufhin wurde nicht gebundenes OsO, durch dreimaliges Waschen der Zellen mit H,O entfernt
und die Zellen anschlief3end mit einer aufsteigenden Alkoholreihe entwéssert.

C Dehydration mittels Alkohol

Biologisches Material in hydratisiertem Zustand kann normalerweise nicht im
Elektronenmikroskop untersucht werden. Um Schrumpfungs- und Deformationsartefakte zu
vermeiden ist eine Entwéassung des Préparates erforderlich. Der Vorteil von Ethanol gegeniiber
dem ebenfalls verwendeten Aceton liegt in der Beibehaltung des reduzierten Zustands des
Osmiums. Wichtig ist aulRerdem, dass das Dehydrationsmittel mit dem Einbettungsmittel (hier
EPON-Harz) mischbar ist.

Zur Dehydration wurden die Zellen jeweils zweimal 10 minin 50 %igen, 70 % igen, 80 %igen, 96
%igen und 100 %igen Alkohol bei leichtem Schitteln inkubiert.

D Einbettung

Fur die Transmissionselektronenmikroskopie braucht man sehr dinne Praparate, die in Form
ultradiinner Schnitte (<100 nm) herstellt werden kénnen, wenn zuvor das fixierte Objekt in ein
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Kunstharz eingebettet wurde. Eines der am haufigsten verwendeten Harze ist das EPON-Harz.

Harz (EPON) 47,8 % (vIv) Glyzidether
28,7 % (v/v) Methylnadic Anhydrid
21,5 % (v/v) 2-Dodecenylsuccinylsiure
1,9 % (viv) 2,4,6-Tris(dimethylamino-
methyl) phenol

Zum Ansetzen des EPON-Harzes wurden 47,8 % (viv) Glyzidether, 28,7 % (v/v) Methylnadic
Anhydrid und 21,5 % (v/v) 2-Dodecenylsuccinylsdure in einem vorgewarmten Mef3kolben
abgemessen und in ein neues Gefal Uberfuhrt. Nach mehrfachen Invertieren des Gefalies wurde
anschlief?end 1,96 % (v/v) 2,4,6-Tris(dimethylmamino-methyl)phenol zugegeben und noch
einmal durch haufiges Invertieren gemischt. Ungebrauchtes EPON-Harzwurde bis zur néchsten
Verwendung bei -20 °C gelagert.

PO/EPON (1:1) 50 % (v/v) 1,2-Propylenoxid
50 % (v/v) EPON

PO/EPON (1:3) 25 % (v/v) 1,2-Propylenoxid
75 % (v/v) EPON

Der Alkohol der entwasserten Zellen wurde durch 1,2 Propylenoxid ersetzt und die Zellen
zweima 10 min darin inkubiert. Anschlief3end wurden die Zellen jeweils 1 h in PO/EPON (1:1)
inkubiert, mit 1800 x g pelletiert und der letzte Schritt mit PO/EPON (1:3) wiederholt. Danach
wurde die Mischung gegen reines EPON ausgetauscht und Uber Nacht bei Raumtemperatur
inkubiert. Anschlief3end wurde das EPON-Harz gegen neues ersetzt und bei 60 °C fur 48 h
gehartet.

E Semidiinnschnitte

Semidunnschnitte und Ultradiinnschnitte aus, in Kunststoff eingebettetem Material, erfolgten
unter Verwendung eines Ultramikrotoms. Zum Finden einer geeigneten Stelle fur die
elektronenmikroskopische Analyse der Zellen wurden zuerst Semidinnschnitte angefertigt und
gefarbt.

Toluidin-Stamml 6sung 6,25 mg/ml (w/v) Na,CO,
1,25 mg/ml Toluidinblau
in H,O
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12,5 g/l NaCO, wurden unter Rihren bel 50 °C in H,O geltst. Anschlief3end wurden 2,5 g/l
Touluidinblau zugegeben, fir 1 bis 2 Stunden bei 40 °C gerthrt und nach dem Abkihlen durch
einen Papierfilter filtriert. Unmittelbar vor dem Gebrauch wurde die Lésung noch einmal
filtriert und 1:1 (v/v) mit H,O verdunnt.

Der erhartete Harzblock wurde aus dem Eppendorf-Reaktionsgeféld herausgel st und mit einer
Sage fur den Objekttréger eckig zurechtgeschnitten. Anschlief3end wurde er mit einem
Objekttréger in eine Schneidevorrichtung (Reichert Ultracut S, Leica) eingespannt und mit einem
Glasmesser Semidinnschnitte (ca. 0,5 pm Schnittdicke) hergestellt. Zur Farbung wurde der
Semidinnschnitt mit einer Pinzette vom Messer entfernt und auf einen H,O-Tropfen gelegt. Nach
einer Minute wurde der Schnitt mit einem am Ende gerundeten Glasstab fir 20 sec auf einen
Tropfen Touluidinblau-Ldsung gelegt. Danach wurde der Schnitt auf einen mit H,O benetzen
Objekttréger Uberfuhrt und dieser auf einer Heizplatte bei 60 °C erwérmt. Sobald das H,O
verdunstet war, wurde der am Objekttrager festklebende Schnitt mit ein paar Tropfen Wasser
gesplilt, auf der Heizplatte getrocknet und im Lichtmikroskop analysiert.

F Ultradiinnschnitte

Von einem Bereich im Harzblock mit einer hohen Zelldichte wurden Ultradiinnschnitte
hergestellt. Dazu wurde das Glasmesser gegen ein Diamantmesser (Diatome) ausgetauscht und
das Becken vor dem Messer mit H,O geflillt. Anschlief3end wurden Serienschnitte mit einer
Stérke von 60 - 70 nm hergestellt, wobei die Schnittdicke anhand der Interferenzfarben beurteilt
wurde. Die auf dem Wasser schwimmenden Schnitte wurden durch die Chloroformdémpfe von
einem getrankten Papierstreifen gestreckt und anschlief3end mit einem Glasstab auf ein Trégernetz
aus Kupfer (200 Mesh, 3,05 mm, Gristine Gropl, G2450C) Uberfihrt, wo sie tber Nacht bei
Raumtemperatur trockneten. Die Herstellung der Semidinn- und Ultradiinnschnitte erfolgte am
Institut fur Histologie (Veterindrmedizinische Universitét, Wien).

G Kontrastierung

Eine sehr effiziente und haufig verwendete Methode ist die Doppelkontrastierung mit
Uranylacetat und Bleizitrat. Mit ihr wird der durch reduzierte Osmiumionen hervorgerufene
Kontrast noch weiter verstérkt.
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Uranylacetat 2 % (w/v) Uranylacetat
in Methanol

Das Uranylacetat wurde unmittelbar vor dem Gebrauch gefiltert (0,2 um Porengrofie).

Bleizitratl6sung (Reynolds) 26,6 g/l (wiv) Pb(NO,),
42,62 g/l (w/v) Natriumztrat « 5% H,O
0,16 M NaOH
in H,O

Das Pb(NO,), sowie das Natriumztrat wurden in 80 % (v/v) des gewtinschten Endvolumes in
H,O gelost. Das NaOH wurde als eine 1 M Lésung zugegeben. Anschlief3end wurden die Salze
inner halb von 30 min durch wieder holtes kréaftiges Schitteln gel st und die Losung mit H,O auf
das gewtinschte Endvolumen aufgefillt. Die Lésung war bei 4 °C 2 Wochen haltbar und wurde
unmittelbar vor dem Gebrauch filtriert (0,2 pum Porengr6l3e).

Zur Kontrastierung wurde das Kupfernetz mit dem Schnitt 7 min auf einen Tropfen Uranylacetat
gelegt. Anschlief3end wurde das Kupfernetz mit einer Pinzette dreimal 10 secin H,O geschwenkt,
ca. 10 min luftgetrocknet und anschlief3end fir 5 %2 min mit dem Schnitt nach unten auf einen
Tropfen Blezitratlosung Ubertragen. Daraufhin wurde das Netz wiederum dreimal in H,O
geschwenkt, auf einem Papierstreifen vorsichtig abgestreift und Gber Nacht an der Luft
getrocknet.

H Transmisssionsalektronenmikropische Analyse

Elektronen, die auf Atome treffen, werden an diesen gestreut, wobel die Grof3e des Streuwinkels
vom Element abhangt. Trifft ein Elektronenstrahl auf einen Bereich, der eine starke Streuung
verursacht bedeutet diese, dass der Elektronenstrahl nach dem Objekt nicht direkt auf die
Bildebene trifft und somit der entsprechende Bereich auf der Bildebene dunkel erscheint. Ein
hoher Kontrast wird daher mit stark streuenden Elementen, wie Osmium, Blei oder Uran erreicht.

Die Schnitte wurden mit einem Elektronenmikroskop (EM900, Zeiss) analysiert. Dadie Zellen
dicht im Harz gepackt waren, war es moglich mehrere hundert Zellen pro Schnitt zu analysieren.
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2.2.13 Kapseln

Kapseln oder microspheres sind aus Polymeren bestehende kugelférmige feste Korper, die
entweder chemische Verbindungen aufnehmen oder Zellen umschlief3en kdnnen. Neben Protein-
und Alginatkapseln gibt es auch Zellulosesulfatkapseln. Diese zeichnen sich durch hohe
mechanische Stabilitét, variierbare Porengrdf3e und hohes Fassungsumen aus. Sie ermdglichenim
Organismus einen Stoffaustauch der umschlossenen Zellen mit dem umgebenden Gewebe,
schiitzen aber vor einer Eliminierung der Zellen durch das zellulére Immunsystem (Dautzenberg
et a., 1999).

Natriumzellulosesulfat-Kapseln entstehen bei der Polymerisationsreaktion von
Natriumzellulosesulfat mit Polydimethyldiallylammoniumchlorid. Werden vor der Polymerisation
dem Natriumzellulosesulfat Zellen beigemengt, werden diese bel der Polymerisation in die
Kapseln eingeschlossen. Alle verwendeten Kapseln wurden von der Firma Bavarian Nordic
bezogen.

2.2.14 EDV technische M ethoden

A Klonierungsstrategien

Alle Klonierungsstrategien und Restriktionsmuster wurden mit Unterstiitzung des Programms
Clone Manager (Version 4 und 5, Scientific and Educational Software Incorporation) erstellt.

B Primer-Suche

Geeignete primer fir Sequenzierung und PCR wurden mit dem Programm Primer Designer
(Version 3 und 4, Scientific and Educational Software Incorporation) bestimmit.

C Auswertung von Sequenzen

Alle vergleichenden Sequenzauswertungen wurden mit dem Programm Align Plus (Version 3,
Scientific and Educational Software Incorporation) durchgeftihrt.



2 Material und Methoden Seite 88

D Darstelung von experimentellen Daten

Numerische Daten wurden mit dem Programm Graph Pad Prism (Version 2.0 und 3.0, Graph Pad
Software Incorporation) ausgewertet und graphisch dargestel|t.



3 Ergebnisse Seite 89

3 Ergebnisse

3.1 Konstruktion CYP2B1-exprimierender Zellen

Die Familie der Cytochrom P450-Enzyme enthdlt Isoformen, die cytostatisch wirkende
Medikamente der konventionellen Krebstherapie aktivieren und damit fur ihre Wirksamkeit
Grundvoraussetzung sind. Die Isoform CYP2B1 ist einer der Hauptkatalysatoren fir die
Aktivierung von Oxazaphosphorinen, wie Cyclophosphamid (CPA) oder Ifosfamid (IFO), die
bereits seit mehr als 30 bzw. 10 Jahren in der konventionellen Chemotherapi e angewandt werden
(Kokron, 1974). Allerdings wird CY P2B1 fast ausschliefdlich in der Leber produziert. Bis die
aktivierten Oxazaphosphorine nach dem Durchlauf der Leber auf den Tumor treffen, verteillensie
sch auch in alen anderen Organen. Um eine Aktivierung von Oxazaphosphorinen dhnlichwiein
der Leber direkt im Tumor zu erreichen, besteht die Mdglichkeit, Zellen gentechnisch so zu
veradndern, dass sie CY P2B1 produzieren. Werden diese Zellen in den Tumor oder dessen Nahe
platziert, ist eine hohere lokal begrenzte Konzentration von aktiven Metaboliten zu erwarten.

3.1.1 Klonierung eines nicht-viralen CYP2B1-Expressionsvektors

Zur Expression von CYP2B1 wurde ein Vektor hergestellt, bei dem die CY P2B1-cDNA unter
der Kontrolle des friihen Promotors des Cytomegalie-Virus (CMV) steht und durch das
Polyadenylierungssignal des bovine growth hormons (BGH) begrenzt wird (vgl. Abbildung 20).
Dazu wurde ein 1,6 kb grof3es Fragment des Xhol/Xbal geschnittenen Vektors pSW1 (Kedzie et
al., 1991), das die komplette cDNA des CY P2B1-Gens enthielt, zwischen CMV -Promotor und
Polyadenylierungssignal des Vektors pcDNA3 einkloniert (vgl. Abbildung 20 und 66). Das
neukonstruierte Plasmid pc3/2B1 wurde sowohl durch Restriktionsanalyse sowie durch
Sequenzierung der flankierenden Bereiche verifiziert.

CYP2Bl1 pSW1
ﬁ\\ //h
\\ //
ﬁ CMV H pA h pcDNA3

Abbildung 20: Konstruktion des Plasmids pc3/2B1
Die cDNA von CYP2B1 wurde aus dem Vektor pSW1 herausgeschnitten und zwischen CMV-Promotor und
Polyadenylierungssignal des Vektors pcDNA3 (Invitrogen) einkloniert (vgl. auch Abbildung 66).
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3.1.2 Herstellung von stabil CYP2B1-exprimierenden Zellklonen

Die hier gezeigten Experimente wurden mit Katzennierenzellen (Crandell Feline Kidney Cells,
CrFK (Crandell et a., 1973)) begonnen, dasie leicht zu kultivieren und transfizieren sind, sowie
eine hohe Expression mit den eingesetzten Konstrukten zeigen. Zum funktionellen Nachweis der
CY P2B1-Expressionskassette wurden 10 pg des CY P2B 1-Expressionsplasmids pc3/2B1 mittels
Kalziumphosphatprézipitation in CrFK-Zellen transfiziert (vgl. 2.2.2 E Transfektion von Zellen).
Da der Vektor zusétzlich ein Gen fir eine Neomycinresistenz enthalt, war es moglich auf eine
Integration des Vektors in das zellulére Genom zu selektionieren. 7 Klone wurden gepickt und
soweit expandiert, dass geniigend Zellen zum Einfrieren und fir weitere Untersuchungen zur
Verfligung standen.

A Nachweisder Kontinuitéat der CY P2B1-Expressionskassette mittels PCR

Die Integration des nicht-viralen Vektors pc3/2B1 erfolgt Uber eine nicht-homologe
Rekombination, wobel sich der Vektor theoretisch an jeder Stelle 6ffnen kann und an einem
zuféligen Locusin das zelluldre Genom integriert wird. Dabei ist es moglich, dass beim Offnen
des Plasmids wahrend der Integration die CY P2B1-Expressionskassette unterbrochen wird und
die Zellen trotz Neomycin-Res stenz kein funktionelles CY P2B1 produzieren kbnnen. Ausdiesem
Grund wurde das Vorhandensein der CY P2B1-Expressionskassette in den einzelnen Zellklonen
mittels Polymerasekettenreaktion (PCR) nachgewiesen. Dazu wurde chromosomale DNA aus
den zu untersuchenden Zellen isoliert (vgl. 2.2.5 A Isolierung genomischer DNA mit Hilfe von
Guanidiniumisothiocyanat (,, Guano*)) und 2 pg fir eine PCR-Reaktion eingesetzt (vgl. 2.2.5C
Polymerase-K ettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR)). Zum Nachweis der CY P2B1-
Kassette in CrFK-Klonen wurden die Primer CMV pk1 und CY P2B1pk1 verwendet. Der forward
Primer CMVpkl bindet am 5-Ende des CMV-Promotors, wahrend der reverse Primer
CYP2B1pkl am 3-Ende der CYP2B1-cDNA bindet (vgl. Abbildung 21 A).Von den beiden
getesteten Klonen C8II1-1 und C8I11-2 zeigten beide eine spezifische Bande der erwarteten
Grole von 2,3 kb (vgl. Abbildung 21 B, Spuren 4 und 5) . Diese Bande befand sich im
Agarosegel auf der gleichen Hohe wie die Bande, die nach der PCR mit dem Plasmid pc3/2B1
auftrat (vgl. Abbildung 21 B, Spur 2). Weder eine Reaktion mit chromosomaler DNA von
unverénderten Zellen (CrFKwt, vgl. Abbildung 21 B, Spur 3) noch eine PCR-Reaktion bel der
einer der beiden Primer (vgl. Abbildung 21 B Spur 6 und 7) fehlte, ergab ein Signal.

Damit ist die PCR spezifisch fur die CMV-CY P2B1-Expressionskassette. In beiden Klonen
(C8I11-1 und C8I11-2) existierte eine intakte CMV-CY P2B 1-Expressionskassette.
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Abbildung 21: Nachweis der Kontinuitéat der CYP2B1-Expressionskassettein CrFK-Zellklonen

(A) Die Primer CMVpkl und CYP2B1pkl binden am 5'-Ende des CMV-Promotors bzw. am 3-Ende des
CYP2B1-Gen, so dass ein PCR-Amplifikat von 2336 bp entsteht. (B) Von den stabil transfizierten Klonen und
den parentalen CrFKwt-Zellen wurde von zwei Klonen chromosomale DNA isoliert und 2 pg fur eine PCR
eingesetzt. Weiterhin wurden in einem Reaktionsansatz 10 pg des Plasmids pc3/2B1 (10 pg pc3/2B1) eingesetzt
und um eine moégliche K ontamination auszuschlief3en, wurde DNA aus CrFKwt-Zellen untersucht (CrFKwt). Ein
falsches annealing der Primer wurde durch Ansétze mit nur jeweils einem primer untersucht (ohne CY P2B1pk1,
ohne CMV pk1).

B Nachweis des CYP2B1-Proteins mittels Western Blot

Um die Fahigkeit des CMV-CYP2B1-Konstrukts zur CYP2B1-Expression zu untersuchen,
wurde dasV orhandensein des CY P2B1-Proteins exemplarisch in den beiden CrFK-Klonen C8l11-
1 und C8I11-2 mittels Western Blot (vgl. 2.2.10 A Western Blot) analysiert. Die Cytochrome der
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P450-Superfamilie sind in der Membran des Endoplasmatischen Retikulums (ER) und der
Mitochondrien lokalisiert (Da et a., 1998). Aus diesem Grund wurde zur Isolierung eine
Protei nextraktionsmethode gewahlt, bel der Membranproteine angereichert werden. Die Proteine
wurden durch eine denaturierenden Gelelektrophorese (SDS-PAGE) aufgetrennt, auf eine
Nylonmembran geblottet und mit einem anti-CY P2B6-Antikorper detektiert. Obwohl dieser
Antikorper als anti-CY P2B6-Antikorper deklariert ist, wurde er urspringlich gegen
aufgereinigtes CYP2B1-Antigen erzeugt und bindet daher auch spezifisch an CYP2B1 (vgl.
Katalog der Firma GENTEST). Zusétzlich zu den zu untersuchenden Proben wurden
L ebermikrosomen (L eberzellfragmente) mit definiertem CY P2B1-Gehalt verwendet (vgl. 2.2.10
Western Blot).

Abbildung 22: CYP2B1-Nachweisin zwei stabil transfizierten CrFK-Klonen.

Von CrFKwt-Zellen sowie von den Klonen C8l11-1 und C8I11-2 wurden Membranproteine extrahiert und mittels
SDS-PAGE aufgetrennt. Zusétzlich wurden 25 fmol, 50 fmol bzw. 100 fmol CYP2B1 in Form von
L ebermikrosomen mit definierten CY P2B1-Gehalt aufgetragen. Der spezifische Nachweis erfolgte mit einem anti-
CYP2B6-Primérantikorper und mit einem mit alkalischer Phosphatase gekoppelten anti-Kaninchen
Sekundérantikdrper. Neben der spezifischen CY P2B1-Bande traten auch unspezifische Banden (*) bei den
Extrakten aus CrFK-Zellen auf.

Der Western Bot zeigte, dass die stabil transfizierten Klone C8l11-1 und C8II1-2 ein Protein
produzieren (vgl. Abbildung 22, Spuren 5 und 6), das auf gleicher Hohe mit microsomalen
CYP2B1 (vgl. Abbildung 22, Spuren 1 - 3) lauft und der zu erwartenden CY P2B1-Grole von 52
kD (Agrawal and Shapiro, 1996) entspricht. Diese Bande trat nur bei den transfizierten Klonen
C8I11-1 und C8I11-2 und nicht bei den CrFKwt-Proteinextrakten auf (vgl. Abbildung 22, Spuren
4 - 6). Beim Vergleich der beiden transfizierten Klone C8I11-1 und C8l11-2 ergab die Bande beim
Klon C8I1I-1 im Vergleich zu den unspezifischen Banden ein stérkeres Signal, was auf mehr
CYP2B1-Protein in den Zellen hinweist (vgl. Abbildung 22, Spuren 5 und 6).

Wie gezeigt wird in beiden CrFK-Klonen (C8III-1 und C8I11-2) die CYP2B1-Isoform
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synthetisiert. Im weiteren soll nun die Funktionalitét dieses Enzyms analysiert werden.

C Nachweis der biochemischen Aktivitat von exprimierten CYP2B1

Verschiedene Isoformen der Cytochrom-P450 Enzymfamilie katalysieren eine Vielzahl von
biochemischen Reaktionen. Die Isoform CY P2B1 zeigt unter anderem eine Alkoxyresorufin-O-
Dealkylase-Aktivitét, die die Verbindung 7-Pentoxyresorufin zum fluoreszierenden Resorufin
dealkyliert (Donato et al., 1993). Die Menge an produziertem Resorufin innerhalb eines
definierten Zeitintervalls spiegelt die enzymatische Aktivitdt der CY P2B1-exprimierenden Zellen
wieder (vgl. 2.2.3 Resorufin-Test). Diese Alkoxyresorufin-O-Dealkylase-Aktivitét ist spezifisch
fur die Isoformen 2B1 und 1A1 (Donato et al., 1993) (vgl. Abbildung 23). Zum Nachweis von
funktionellem CY P2B1 wurden 2 x 10°der zu untersuchenden Zellen ausgesit und mit Medium,
das 7-Pentoxyresorufin enthdlt, tberschichtet. Die CY P2B1 produzierenden Zellen dealkylieren
das in die Zellen eingedrungene 7-Pentoxyresorufin zu Resorufin, welches wiederum in das
Medium gelangt (vgl. 2.2.3 A Resorufin-Test). Dasinnerhalb einer halbstiindigen I nkubationszeit
produzierte und in das Medium abgegebene Resorufin spiegelt die katalytische Aktivitdt des
zelluldren CY P2B1 wieder.

.. 530nm 590 nm .7
Anregung Emission

CYP2BI1
7-Pentoxyresorufin————> RESORUFIN

Abbildung 23: Prinzip des Resor ufintests

7-Pentoxyresorufin wird durch die Alkyoxy-O-Dealkylase-Aktivitét von CYP2B1 dealkyliert. Dabel entsteht
Resorufin, das sich durch seine Fluoreszenz nachweisen 183t. Die Intensitédt der Fluoreszenz ist dabei proportional
zum produzierten Resorufin.

Zur Messung der Fluoreszenz wurde bel einer Dreifachbestimmung der Zelltberstand von den
Zdlen abgenommen, die Fluoreszenz bestimmt und anhand einer Resorufinstandardkurve die
Menge des produzierten Resorufin im Uberstand berechnet.

Bel der Untersuchung der beiden Zellklone C8I11-1 und C8l11-2 zeigten beide eine Produktion
von Resorufin, wobei C8l11-1 deutlich mehr Resorufin produzierte als der Klon C8I11-2 (vgl.
Abbildung 24 B). Parallel wurde auch der Proteingehalt von 2 x10° CrFK - Zellen bestimmt (0,28
mg) (vgl. 2.2.10 C Proteinbestimmung nach Lowry (Biorad)) und mit der 7-Pentoxyresorufin-
Dealkylaseaktivitét in kultivierten Leberzellen verglichen. Dabel zeigte sich, dass die katalytische
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Aktivitét von C8l11-1-Zellen (535 pmol/mg) der 3fachen Aktivitét von kultivierten Hepatozyten
(180 pmol/mg) (Donato et al., 1992) entspricht.

A B
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Abbildung 24: Alkoxyr esor ufin-O-Dealkylase-Aktivitét von CY P2B1-exprimierenden CrFK-Zellklonen
(A) Standardkurve von definierten Resorufinmengen (B) Produziertes Resorufin in den Zellklonen: 2 x 10° Zellen
der Klone C8II1-1 und C8II1-2 wurden in Anwesenheit von 7-Pentoxyresorufin inkubiert. Durch CYP2B1
produziertes Resorufin wurde durch Fluoreszenz (Anregung bei 530 nm, Emission bei 590 nm) nachgewiesen.

Zusammenfassend |&% sich sagen, dass die Zellen des Klons C8l11-1 eine starkere enzymatische
CYP2B1-Aktivitét zeigen, as die Zellen des Klons C8l11-2. Dies kann auf die Menge des
gebildeten CY P2B1-Proteins zuriickgefuhrt werden. Bereits beim immunol ogischen Nachweis
zeigte der Klon C8l11-1 eine deutlich stérkere CY P2B1-Bande as Klon C8I11-2 (vgl. Abbildung
22, Spuren 5 und 6). Die enzymatische Aktivitét bezogen auf den Gesamtproteingehalt ist dreimal
mal so hoch wie bei kultivierten Hepatozyten (Donato et a., 1993).

3.2 Nachweisder CY P2B1-abhéngigen Aktivierung von Oxazaphosphorinen in vitro

Neben der Dealkylierung von 7-Pentoxyresorufin kann CY P2B1 Cytostatikawie Ifosfamid (1FO)
(vgl. 1.2 E Suizidgene) oder Cyclophosphamid (CPA) aktivieren. CYP2B1 aktiviert beide
Verbindungen zu einer metastabilen 4-Hydroxyform, die spontan mit einer Halbwertszeit (t,,,)
von wenigen Minuten in vitro in die aktiven Metaboliten (Iso-)Phosphoramidmustard und
Acrolein zerféllt (Niemeyer et al., 1989). Die entstehenden Zerfallsprodukte
(Iso-)Phosphoramidmustard und Acrolein akylieren DNA und Proteine. Besonders das
(Iso-)Phosphoramidmustard wirkt cytostatisch/cytotoxisch, wodurch entweder die
Teilungsaktivitét der Zelle verlangsamt wird oder diese abstirbt (Davidoff and Mendelow, 1993;
Powers and Sladek, 1983; Sladek, 1972).
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Abbildung 25: Aktivierung von Oxazaphosphorinen durch CYP2B1

CYP2B1 hydroxyliert CPA bzw. IFO, wodurch eine aktive instabile Verbindung entsteht, die spontan in die
Metaboliten (Iso-)Phosphoramidmustard und Acrolein zerféllt. Diese aktiven Metaboliten bewirken eine
Alkylierung von DNA und Proteinen.

Werden CY P2B1-exprimierende Zellen in Gegenwart von Oxazaphosphorine kultiviert, ist zu
erwarten, dass sie die Oxazaphosphorine aktivieren und sich die dabel entstehenden toxischen
Metaboliten negativ auf das Zellwachstum auswirken. Dieser Effekt, der fur die antitumorigen
Wirkung verantwortlich ist, sollte nun im weiteren analysiert werden.

3.2.1 Suizideffekte bei CrFK-Zellen

Um dies zu Uberprifen, wurden 4 x 10° Zellen der CrFK-Zellklone C8I11-1 und C8I11-2 ausgesat
und in Gegenwart von 1 mM CPA oder 2 mM IFO 6 Tage kultiviert. Anschlief3end wurden die
adharent wachsenden Zellen fixiert und mit dem Farbstoff Giemsa der Zellrasen angefarbt (vgl.
2.2.3 B Cytotoxizitétstest). Die Konzentration der beiden Drogen war so hoch gewahlt, dass bei
einer CYP2B1 abhangigen Umsetzung geniigend Metaboliten entstehen um eine hohe Toxizitét
fur die Zellen zu erreichen (Chen et al., 1996).

Ohne Behandlung mit CPA oder IFO wuchsen die Zellklone C8I11-1 und C8I11-2 zu konfluenten
Zdlrasen (vgl. Abbildung 26; ohne), die nach Anfarbung mit Giemsadunkel sichtbar wurden. Im
Gegensatz zeigten beide Zellklone in Gegenwart von 1 mM CPA oder 2 mM IFO eine deutliche
Hemmung des Wachstums (vgl. Abbildung 26; 1 mM CPA und 2 mM IFO). Dies deutet darauf
hin, dass sowohl CPA als auch IFO durch das in den Zellen exprimierte CY P2B1 zu toxischen
Metaboliten umgesetzt wird, welche das Wachstum der Zellen hemmen.
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Abbildung 26: Cytotoxizitatseffekte auf pc3/2B1 transfizierte Zellen nach 1FO- oder CPA-Behandlung
4 x 10* Zellen der Klone C8I11-1 und C8I11-2 wurden ausgesat und entweder ohne Drogen oder mit 1 mM CPA
bzw. 2 mM IFO kultiviert. Nach sieben Tagen wurden der Zellrasen fixiert und mit Giemsa angeféarbt.

Um Aufschlul3 Gber die Wirkung bei unterschiedlichen Konzentrationen zu gewinnen, wurden
Zdlen desKlons C8l11-1 ausgesét und bei verschiedenen | FO-K onzentrationen (O mM, 0,25 mM,
0,5 mM, 1 mM, 2 mM und 5 mM) inkubiert (vgl. Abbildung 27). Nach der Anférbung des
ZdIrasens mit Giemsa zeigte sich, dass ohne IFO sowohl C8l11-1-Zellen als auch die parentalen
CrFKwt- Zellen zu einem konfluenten Zellrasen wuchsen (vgl. Abbildung 27, 0 mM/IFO).
Konzentrationen von 0,25 mM bis 2 mM reduzierten das Wachstum von C8l11-1-Zellen auf ein
Minimum, wirkten sich aber kaum auf das Wachstum der parentalen Zellen (CrFKwt) aus (vgl.
Abbildung 27, 0,25 bis2 mM/IFO). Bel einer Konzentration von 5 mM war auch das Wachstum
der parentalen CrFK-Zellen stark reduziert, was auf einen unspezifischen cytotoxischen Effekt
durch Zerfall der nicht aktivierten Droge zurtickzufiihrenist (vgl. Abbildung 27, 5 mM/IFO). Das
bedeutet, dass CY P2B1-exprimierende Zellen bel physiologisch erreichbaren Konzentrationen (<
1 mM) verglichen mit den parentalen CrFK-Zellen deutlich empfindlicher gegentiber IFO sind.
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Abbildung 27: Cytotoxische Wirkung von IFO auf CYP2B1l-exprimierende (C8lII1-1) und parentale
Katzennierenzellen (CrFKwt)

Die Zellen wurden in der Gegenwart von verschiedenen |FO-Konzentrationen im Medium kultiviert und nach 7
Tagen mit Giemsa angeféarbt.

Zur Quantifizierung des durch IFO verursachten cytotoxischen Effekt, wurden in einem
nachfolgenden Experiment die Zellen am letzten Versuchstag trypsiniert, tote Zellen mit
Trypanblau (vgl. 2.2.2 | Farbemethoden) ausgeschlossen und die lebenden Zellen gezahlt. Dabei
zeigte sich, dass die Zahl der C8l11-1- Zellen schon bei 0,25 mM nur noch 13,5 % bzw. bei 0,5
mM lediglich 7 % der Zellzahl in den unbehandelten Schalen betrug (vgl. Abbildung 28 A, C8II1-
1). Im Gegensatz dazu sank die Uberlebensrate (Quotient zwischen unbehandelten und
behandelten Zellen) bei den CrFKwt-Zellen auf lediglich 84 % (0,25 mM 1FO) bzw. 70 % (0,5
mM [FO) (vgl. Abbildung 28 A, CrFKwt. Bei Dosen von 1 bis 2 mM verringerte sich die
Uberlebensrate der C8I11-1-Zellen kaum noch (5 % bzw. 4 %), wobei bei den CrFKwt-Zellen die
Uberlebensrate mit 47 % bzw. 42 % weiter zuriickging. (vgl. Abbildung 28 A). Dies bedeutet,
dass das intrazelluldre Vorhandensein von CYP2B1 CrFKwt-Zellen gegentiber IFO mef3bar
empfindlicher macht. Trotz eines unspezifischen Effekts, vor alem bei hohen Dosen IFO in
CrFKwt-Zellen bringt die Expression des heterologen CYP2B1 einen hodheren
Cytotoxizitétseffekt bereits ab 0,5 mM, wo der unspezifische Effekt in den CrFKwt-Zellen noch
sehr gering ist (70 %).
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Abbildung 28: Cytotoxische Wirkung von IFO auf CYP2B1l-exprimierende (C8I11-1) und parentale
Katzennierenzellen (CrFKwt)

Die Zellen wurden in der Gegenwart von verschiedenen IFO- Konzentrationen im Medium kultiviert und nach 7
Tagen trypsiniert, tote Zellen mit Trypanblau ausgeschlossen und die lebenden gezéhit. (A) Uberlebensrate
(Quotient zwischen unbehandelten und behandelten Zellen) von C8I11-1- und CrFKwt-Zellen. (B) Bestimmung
der 1C5, von Klon C8l11-1 und C8I11-2. Alle Mefpunkte reprasentieren drei unabhangige Experimente mit
zugehdriger Standardabweichung.

Um die 50%ige Wachstums-inhibierende Konzentration 1C,, (50 % growth inhibitory
concentration) zu bestimmen, wurden die C8I11-1- und die C8I11-2-Zellen in Gegenwart niedriger
|FO-Konzentrationen (0 mM, 0,05 mM, 0,1 mM, 0,25 mM, 0,5 mM und 1 mM) 6 Tage lang
kultiviert und am Ende des Experiments die Zellzahl bestimmt (vgl.2.2.2 J Z&hlen von Zellen).
Beim Klon C8IlI-1 lag die IC;, bei 0,05 mM IFO und beim Klon C8IlI-2, der bereits in
vorherigen Experimenten (vgl. Abbildung 22 und 24) eine niedrigere CY P2B1-Aktivitét besal?,
bel 0,1 mM. Im Vergleich dazu betrug die | C,,-Konzentration der CrFKwt-Zellen 1 mM (vgl.
Abbildung 28 B).

CrFEKwt cslll-1 cslll-2
|Cy/mM 1 0,05 0,1

Tabelle 3: IC;, der getesteten CrFK-Klone
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3.2.2 Wirkung auf benachbarte nicht CYP2B1-exprimierende Zellen (, bystander
effect”)

IFO und CPA werden in der konventionellen Chemotherapie durch Cytochrome, die fast
ausschliefdich in der Leber exprimiert werden, aktiviert. Um Tumore in anderen Organen zu
erreichen, mussen diese Medikamente nach ihrer Aktivierung in der Leberzelle diese wieder
verlassen kénnen. Im Falle der hier verwendeten CY P2B1 produzierenden Zellen bedeutet dies,
dass die aktive Form von CPA und IFO (4-OH-IFO bzw. 4-OH-CPA) aus Zellen wieder
freigesetzt wird, um auf unveranderte, nicht CY P2B1- exprimierende Zellen zu wirken. Dieses
Phanomen wird als bystander effect bezeichnet.

A Wirkung auf Zellen gleichen Ur sprungs

Um die Wirkung von IFO, das vorher durch CYP2B1 aktiviert wurde, auf benachbarte, nicht
CY P2B1 produzierende Zellen zu untersuchen, wurden C8l11-1-Zellen bzw. CrFKwt-Zellen mit
Reporterzellen (CKIx2) des gleichen Zdlltyps kokultiviert. Die CKIx2-Zellen sind eine stabile
Population von CrFK-Zellen, die mit dem [3-Gal aktosidase transduzierenden retroviralen MLV -
Vektor pLXlacZ (vgl. Abbildung 69) infiziert wurden und nun konstitutiv [3-Galaktosidase
produzieren (Andrea Fleuchaus, personliche Mitteilung). Wird die Mischpopulation mit X-Gal
gefarbt, nehmen ausschliefdlich die Reporterzellen (CKIx2) eine blaue Farbe an. Auf diese Weise
|&l3t sich ein toxischer Effekt auf die Reporterzellen nachweisen. Die C8I11-1- bzw. die CrFKwt-
Zdlen konnen nicht angeféarbt werden und erscheinen daher weif3. Zur Untersuchung des
bystander effect wurden 2 x 10 CKIx2-Zellen mit 2 x 10* C8Ill-1- bzw. CrFKwt-Zellen
gemeinsam in eine 3 cm-Schale ausgesét, am nachsten Tag mit verschiedenen
Endkonzentrationen IFO (0 mM, 0,25 mM, 0,5 mM, 1 mM, 2 mM und 5 mM) behandelt und
nach weiteren 6 Tagen die Zellen mit Paraformaldehyd fixiert und mit X-Gal geférbt (vgl. 2.2.3
C Kokultivierung von CY P2B1-exprimierenden Zellen).
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Abbildung 29: Bystander Effect auf B-Galaktosidase exprimierende CrFK-Reporterzellen (CKIx2)
C8l11-1- bzw CrFKwt-Zellen wurden mit der gleichen Anzahl von stabil -Galaktosidase exprimierenden CrFK -
Zellen (CKIx2) ausgesét und in der Gegenwart von verschiedenen | FO-K onzentrationen kultiviert. Nach 7 Tagen
wurden die Zellen mit Paraformal dehyd fixiert und mit X-Gal angeférbt: (A) Makroskopische Aufnahmebzw. (B)
Mikroskopische Aufnahme (200x) der Zellen.

Ohne zugesetztes IFO wuchsen CKIx2-Zellen mit C8I11-1- bzw. CrFKwt-Zellen zu gleichen
Tellen gemischt und ausgesét, innerhalb des Untersuchungszeitraums zu einer konfluenten
Mischpopulation (vgl. Abbildung 29 A, CrFKwt + CKIx2 und C8I11-1 + CKIx2, 0 mM/IFO).
Nach Zugabe von X-Gal férbte sich etwa die Halfte der Zellen blau, was darauf schlief3en 18/,
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dass beide Zdltypen ahnlich schnell proliferierten. Bei Kokultivierung mit C8I11-1-Zellen in
Gegenwart von unterschiedlichen |FO-K onzentrationen (0,25 mM, 0,5 mM, 1 mM, 2 mM und 5
mM) waren deutlich weniger CKIx2-Zellen angeférbt (vgl. Abbildung 29 A C8III-1 + CKIx2,
0,25 bis 2 mM/IFO). Im Vergleich war die Zahl der CKIx2-Zellen, die mit CrFKwt-Zellen
zusammen kultiviert wurden, bis zu einer Konzentration von 2 mM [IFO nicht wesentlich
reduziert (vgl. Abbildung 29 A, CrFKwt + CKIx2 0,25 bis 2,0 mM/IFO). Be 5 mM war die
toxische Wirkung von | FO auch ohne Aktivierung so stark, dass sich der Zellrasen kaum anférbte
(sehe Abbildung 29 A, 5 mM/IFO). Um auszuschlief3en, dass die alkylierende Wirkung der
aktiven Metaboliten von IFO nur die (-Galaktosidase-Expression reduziert, wurde die
Zellpopulation zusétzlich mikroskopisch analysiert. Es zeigte sich, dass die Anzahl der blau
angefarbten Zellen mit der Farbintensitét der Gesamtpopulation korrelierte (vgl. Abbildung 29 B).
Insgesamt zei gt dieses Experiment, dassvon den CY P2B1-exprimierenden Zellen mit der Zugabe
von IFO ein toxischer Effekt auf benachbarte Zellen auftritt.

B Bystander Effect auf endokrine pankreatische Tumor zdllinien

Um auszuschlief3en, dass der bystander effect ein zelltyp-spezifisches Phéanomen ist, wurden
pankreatische Tumorzelllinien (RinS), die zuvor mit dem [-Galaktosidase transduzierenden
Vektor pLXlacZ stabil infiziert worden waren (RINIx2-Zellen) (Andrea Fleuchaus, personliche
Mitteilung) als Reporterzellen verwendet. In einem Kokultivierungsexperiment wurden 2 x 10*
RINIx2-Zellen mit der gleichen Anzahl C8I1I-1- bzw. CrFKwt-Zellen in eine 3 cm-Schale
zusammen ausgesét (vgl. Abbildung 30) und im weiteren wie oben beschrieben behandelt.

Bel diesem Experiment zeigte sich ein ahnliches Bild wie bel der Kokultivierung mit CKIx2-
Zédllen: die Population von RINIx2-Zellen wurde durch IFO stérker reduziert, wenn sich CY P2B1
produzierende Zellen mit im Zellkulturgefald befanden (vgl. Abbildung 30 A). Eine deutliche
Hemmung auf RINIx2-Zellen trat jedoch erst ab 1 mM IFO auf. Bei niedrigeren Konzentrationen
war weder makroskopisch (vgl. Abbildung 30 A) noch mikroskopisch (vgl. Abbildung 30 B) eine
Reduktion der RINIx2-Population zu beobachten.

Insgesamt scheinen CY P2B1-exprimierende Zellen auch auf RIN5-Zellen in der Gegenwart von
IFO einen bystander effect austiben zu kdnnen. Im Vergleich zu dem Kokultivierungsexperiment
mit CKIx2-Zellen, bei dem bereitsbei 0,25 mM 1FO eine deutliche Hemmung des Zellwachstums
in der Gegenwart von CY P2B1-exprimierenden Zellen auftrat, war der bystander effect auf
RINIx2-Zellen, der erst ab 1 mM sichtbar wird, jedoch schwécher ausgepragt.
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Abbildung 30: Bystander Effect auf B-Galaktosidase exprimierende RIN5-Reporter zellen

2 x 10*C8ll1-1- bzw CrFKwt-Zellen wurde mit der gleichen Anzahl von stabil B-Galaktosidase exprimierenden
RIN5-Zellen (RINIx2) ausgesét und in der Gegenwart von verschiedenen | FO-Konzentrationen (O mM, 0,25 mM,
0,5mM, 1 mM, 2 mM, 5 mM) kultiviert. Nach 7 Tagen wurden die Zellen mit Paraformaldehyd fixiert und mit
X-Gal angeférbt. (A) Makroskopische Aufnahme bzw. (B) mikroskopische Aufnahme (200x) der Zellen.



3 Ergebnisse Seite 103

i Quantifizierung des bystander effect auf exocrine Pankreaskar zinomzellen

Bel den bisher beschriebenen Experimenten zur Untersuchung des bystander effects wurden die
Zdlen, die CYP2Bl-exprimieren, und die Reporterzellen zu gleichen Teilen gemischt und
anschlief3end die Mischpopulation mit unterschiedlichen 1FO-Konzentrationen behandelt. Um
Aufschluf? Gber die Stérke des bystander effekt bel unterschiedlichen Mischungsverhdtnissen
zwischen Reporter- und CYP2B1-exprimierenden Zellen zu bekommen, wurde ein CrFK-
Zdlgemisch mit unterschiedlichen Anteilen von C8I11-1- und CrFKwt-Zellen mit der gleichen
Anzahl von PANC1-Z€llen ausgesét (vgl. Tabelle 2 und 4). Zur Unterscheidung der CrFK- und
der PANC1-Zellen wurden die PANC1-Zéllen zuvor stabil mit dem Plasmid pCMVegfp
transfiziert. Das Plasmid pCMV egfp tragt das egfp (enhanced green fluorescent protein)-Gen
unter der Kontrolle des konstitutiven Promotors des Cytomegalie-Virus (CMV) und wird
begrenzt durch das bovine growth hormone (BGH)-Polyadenylierungssignal (vgl. Abbildung 71).
Weiterhin tragt das Plasmid eine Neomycinres stenzkassette (neoR), die eine Selektion auf Zellen
mit dem integrierten Plasmid erméglicht. Die egfp-exprimierenden Zellen lassen sich leicht durch
ihr griines L euchten unter UV -Licht im Fluoreszenzmikroskop (vgl. Abbildung 31 A und B) oder
im FACS (vgl. Abbildung 31 C) sichtbar machen.

# Gruppe PANCgfpl c8lli-1 CrFKwt
1 PANCgfpl 100 %

2 c8lli-1 100 %

3 CrFKwt 100 %
4 50 % 50 % 50 %

5 45 % 50 % 45% 5%

6 25% 50 % 25% 25%
7 5% 50 % 5% 45 %
8 0% 50 % 50 %

Tabelle 4: Zusammensetzung der gemischten Population von CYP2B1-exprimierenden CrFK-Zellen und
egfp-positiven PANC1-Zellen (PANCgfpl)

1 x 10° pankreatische Zellen wurden mit der gleichen Anzahl an Zellen einer gemischten CriFK -
Population aus C8II1-1- und CrFKwt-Zellen in eine 6 cm Schale ausgesdt. Die ausgesite
Gesamtpopulationen enthielt unterschiedliche Mengen an CY P2B1-exprimierenden C8lI11-1-
Zdlen (0 %, 5 %, 25 %, 45 % und 50 %) (vgl. Tabelle 4, #4 bis #8). Als Kontrollen wurden
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jeweils 1 x 10° Zellen der Einzelpopulationen PANCgfpl, C8l11-1 und CrFKwt ausgesit (vgl.
Tabelle 4, #1 bis#3).

PANCgfpl: C8I1I-1

PANCgfpl  C8Il11-1 CrFK wt 50 % : 50 %
R ) :
ohne IFO |

mit IFO (s

C PANCgfpl: C8Il1-1

50 % : 50 %
-IFO

1000

800
N

SSC-H

0 200 40 600 800 1000
FSCH

Gesamtpopulation egfp (-) egfp (+)
(CrFK) (PANCgfpl)

Abbildung 31: Kokultivierung von pankreatischen Tumorzellen in unterschiedlichen Verhéltnissen mit
CYP2B1l-exprimierenden CrFK-Zellen

(A) Mikroskopische Bilder der Einzelpopulationen mit 0,5 mM und ohne IFO, bei PANCgfpl-Zellen in Weil3-
und unter UV-Licht. (B) Mikroskopische Bilder einer Mischpopulation (50 % C8l11-1, 50 % PANCgfpl) mit und
ohne IFO in Weil3- und unter UV-Licht. (C) Exemplarische FACS-Analyse der gleichen Mischpopulation ohne
IFO: links: Darstellung der Gesamtpopulation mit forward scatter (FSC-H) und sideward scatter (SSC-H); rechts:
mit Grin- (FL1-H) und Rot—FL2-H) Fluoreszenz. Egfp-positive Zellen befinden sich in Region 2 (R2), egfp-
negative Zellen befinden sich in Region 3 (R3).
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In den vorangegangenen Suizid- und Kokultivierungsexperimenten wurde ersichtlich, dass eine
IFO-Konzentration, die zwischen 0,5 und 1 mM liegt, auf der einen Seite eine CYP2B1-
exprimierende Population stark schadigt, jedoch die parentalen Zellen im Wachstum nur wenig
beeinflusst (vgl. Abbildung 28 A). Weiterhin entsprechen 0,5 und 1 mM auch Konzentrationen,
diebei einer konventionellen Chemotherapie im Patientenserum erreicht werden kénnen (Y u and
Waxman, 1996). Daher wurden die Zellen in den definierten Mischungsverhdtnissen (vgl. Tabelle
4) ausgesat und am folgenden Tag mit 0,5 mM IFO behandelt. Nach 6 Tagen wurden die Zellen
in jeder Zellkulturschale gezéhlt und der Antell der egfp-exprimierenden Zellen mittels einer
FACS-Anayse bestimmt (vgl. Abbildung 31 C). Daraus lief3 sich der cytotoxische Effekt auf die
CrFK- und die PANCgfpl-Zellen berechnen.

A B
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PANCgfpl C8I11-1  CrFKwt 50 % 45 % 25 % 50 0%

Abbildung 32: Toxische Wirkung von IFO auf Einzelpopulationen oder eine Mischkultur bestehend aus
CrFKwt, C8I11-1 und PANCgfpl-Z€llen.

(A) Uberlebensrate von PANCgfp1-, CrFKwt- und C8l11-1-Reinkulturen nach Behandlung mit 0,5 mM IFO. (B)
Uberlebensrate von egfp-positiven PANCgfpl-Zellen und egfp-negativen CrFKwt/C8I1I-1-Zellen bei
unterschiedlichen Mischungsverhaltnissen (vgl. Tabelle 4) nach Behandlung mit IFO.

Die Daten reprasentieren den Mittelwert von drei unabh&ngigen Experimenten mit zugehdriger
Standardabweichung.

Die unverdnderten CrFK-Zellen (CrFKwt) wurden in diesem Experiment verwendet um zu
gewdhrleisten, dass in jeder Gruppe (vgl. Tabelle 4, #4 bis #8) unabhéngig vom Anteil der
CY P2B1-exprimierenden Zellen (C8l11-1) die gleiche Zellzahl von 2 x 10° Zellen ausgesét wurde.
Damit sollten Probleme durch variierende Zellzahlen beim Aussden und deren Einfluss auf die
Gesamtwachstumsrate vermieden werden.
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Wurden die Einzelpopulationen in Gegenwart von 0,5 mM [FO kultiviert, reduzierte sich die
Uberlebensrate (Quotient aus der Zellzahl des IFO-behandelten Ansatzes und der Zellzahl des
unbehandelten Ansatzes) der CrFKwt-Zellen auf 81 %, der PANCgfpl-Zellen auf 69 % und der
C8l11-1-Zellen auf 6 % (vgl. Abbildung 32 A). Die Erniedrigung der Uberlebensrate der nicht
CYP2B1-exprimierenden Zellen (PANCgfpl und CrFKwt) 183t sich auf eine unspezifische
Toxizitét von IFO zurtickfuhren (vgl. 4.1.2 A Suizideffekte).

In einer Mischkultur hing die Uberlebensrate sowohl der CrFKwit/C8l11-1-Population al's auch der
PANCgfpl-Population vom Anteil der CY P2B1-exprimierenden Zellen ab (vgl.Abbildung 32 B).
Ohne C8lI1-1-Zellen lag die Uberlebensrate der CrFKwt/C8l11-1-Population bei 84 % und der
PANCgfpl-Zellen bel 79 % (vgl. Abbildung 32 B, 0 %). Dies spiegelt unter Berticksichtigung der
biologischen Variabilitét das Ergebnis mit den Einzel populationen (vgl. Abbildung 32 A) wieder.

Exprimierten 50 % der ausgesiten Zellen CYP2B1 lag die Uberlebensrate fiir die PANCgfpl-
Zéllen bei 19 % und die der CrFKwt/C8l11-1-Population bei 7 % (vgl. Abbildung 32 B, 50
%).Waren 45 % der ausgesdten Zellen CYP2B1 positiv, ergab sich ein énliches Bild (9 % fur
CrFKwt/C8l11-1-, 14 % fiir PANCgfp1-Zellen) (vgl. Abbildung 32 B, 45 %). Bei 25 % CY P2B1
positiver Zellen in der Population lag die Uberlebensrate bei 19 % der gemischten CriK-
Population bzw. 28 % der PANCgfpl-Population und bei 5 % Anteil CYP2B1 positiver Zellen
bel 64 % (CrFKwt/C8l11-1-Zellen) bzw 62 % (PANCgfpl-Zellen) (vgl. Abbildung 32 B, 25 %
und 5 %).

Somit war das Wachstum der pankreatischen Tumorzellen, selbst wenn nur 25 % der ausgeséten
Zdlen CYP2B1-exprimierten, auf ein Viertel reduziert. Auch hthere Anteile an CYP2B1-
exprimierenden Zellen (45 % und 50 %) konnten den Wachstums-hemmenden Effekt kaum
verbessern. Dies kann daran liegen, dass die restlichen 20-25 % der Tumorzellen wahrend der
Entstehung des aktiven 40H-1FOs durch verminderte Zellteilungsaktivitdt oder andere Griinde
(vgl. 4.1.2 Bystander Effect) nicht sehr empfanglich fir den bystander effect der C8I11-1-Zellen
waren.

ii Bystander Effect auf A20-Suspensionszellen

Durch CYP2B1 aktiviertes IFO hemmt das Wachstum von alen bisher untersuchten Zellarten
sowohl bel Aktivierung innerhab der Zelle, as auch durch den bystander effect. Um den
Zeitverlauf der Hemmung durch den bystander effect zu verfolgen, wurden A20-Zdllen (vgl.
2.1.8 Zdllinien) mit CrFKwt oder C8IlI-1-Zellen zusammen ausgesdét. Da A20-Zellen in
Suspension wachsen, verbleiben sie im Uberstand der Zellkulturschale und bauen keine feste
Verbindung (z.B. gap junctions) mit den adharenten CrFK-Zellen auf. 2 x 10* Zellen von beiden
ZdItypen wurden zusammen in einer 3 cm-Schale mit 3 ml Normamedium ausgesét und am
néchsten Tag IFO mit unterschiedlichen Endkonzentrationen (O mM, 0,25 mM, 0,5 mM, 1 mM
und 2 mM) zugegeben. Alle zwei Tage wurde ein Aliquot der Zellen im Uberstand entnommen
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und die lebenden Zellen nach Ausschluf3 der toten mittels Trypanblauférbung, gezahlt.

Wurden A20-Zellen mit C8l11-1-Zellen ohne IFO kokultiviert, erreichten sie bis zum sechsten
Tag eine Zelldichte von 5,3 x 10° Zellen pro 3 ml Medium (vgl. Abbildung 33 A, /0 mM). Bel
einer Konzentration von 0,25 mM |FO schien die Proliferation etwas verzogert ( /0,25 mM).
Bel Konzentrationen Uber 0,25 mM nahm die Zellzahl nur sehr langsam zu, so dass am sechsten
Tag maximal 8,1 x 10° Zellen pro 3 ml Medium im Uberstand vorhanden waren (vgl. Abbildung
33 A, ®/0,5 mM bis 2 mM). Die Zdllen, die mit CrFKwt-Zellen kultiviert wurden, zeigten
keine Unterschiede im Wachstum bei |FO-Konzentrationen bis 0,5 mM (vgl. Abbildung 22 B,

/0 bis 0,5 mM). Lediglich bei den beiden héchsten Konzentrationen 1 und 2 mM IFO
reduzierte eine CY P2B1-unabhangige Wirkung der Prodroge die Zellzahl am 6. Tag um die
Halfte auf ca. 2 x 10° Zellen (vgl. Abbildung 33 B, @/1 mM und 2 mM).

Die Wachstumskurven zeigen, dass unmittelbar (bis Tag 3) nach der Zugabe von IFO die Zellen
im Wachstum gehemmt werden und die Hemmung Uber den ganzen Untersuchungszeitraum
weitgehend erhalten bleibt (cytostatische Wirkung). Diese Wirkung von IFO-Zugabe hing zum
einen von der Anwesenheit CYP2B1-exprimierender Zellen ab und nahm zum zweiten mit
steigender Konzentration zugegebenen |FOs zu.
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Abbildung 33: Bystander Effekt auf A20-Suspensionszellen bei unter schiedlichen | FO-K onzentrationen
A20-Suspensionszellen wurden in der Gegenwart von verschiedenen 1FO-Konzentrationen entweder mit (A)
C8lIl-1- oder (B) CrFKwt-Zellen kokultiviert. Alle zwei Tage wurde ein Aliquot der im Uberstand
schwimmenden A20-Zellen entnommen, tote Zellen mit einer Trypanblauférbung ausgeschlossen und die Zellzahl
bestimmt. Die Daten geben ein représentatives Experiment von zwei durchgefiihrten wieder.
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iii Nachweisvon fre diffundierbaren aktiven Metaboliten (, Transwell System™)

Wie bereits erwdhnt ist der bystander effect ein wichtiges Kriterium fir eine effiziente
Antitumortherapie durch das CY P2B1/IFO-System. Die Kokultivierung von Suspensionszellen
mit adhérenten Zellen deutet dabei auf einen Mechanismus hin, fur den kein direkter Zell-Zell-
Kontakt notwendig ist. Allerdings lagen bei den bisherigen Kokultivierungsexperimenten A20-
Zelen direkt auf den CYP2B1l-exprimierenden Zellen, so dass hier unter Umstdnden ein
bystander effect Uber ausgebildete Zell-Zell-Verbindungen hétte auftreten kdnnen. Durch die
Verwendung eines transwell system ist es dagegen moglich zwel verschiedene Zelltypen im
gleichen Medium zu kultivieren, aber jeden direkten Kontakt auszuschlief3en. Ein méglicher
Effekt, den die beiden Zellpopul ationen aufeinander zeigen, muf3 daher von Stoffen herriihren, die
durch die permeable Membran mit 0,45 pum Porengréf3e diffundieren konnen.

Zum Nachweis von diffundierbaren Metaboliten wurden 4 x 10* PANC1-Zellen, eine humane
pankrestische Adenokarzinomzelllinie (vgl. 2.1.8 Zelllinien), als Reporterzellen in 2 ml Medium
in eine Zellkulturschale und die gleiche Anzahl C8I11-1- bzw. CrFKwt-Zellen in jeweils 2 ml
Medium in das dartberliegende transwell gesét (vgl. Abbildung 34 A) . Am néchsten Tag wurde
IFO mit Endkonzentrationen zwischen 0 bis5 mM zugegeben und die Reporterzellenam 7. Tag
des Experimentes trypsiniert und gezéhlt (vgl. 2.2.3 C Kokultivierung von CYP2B1-
exprimierenden Zellen). Dabei wurde keine Trypanblaufarbung durchgeftihrt, davorangegangene
Experimente zeigten, dass bel adhérenten Zellen mindestens 95 % der am Boden haftenden Zellen
vital sind und die toten Zellen bereits beim Waschen vor dem Trypsinieren entfernt werden.

Die PANC1-Reporterzellen, die mit CYP2B1-exprimierenden Zellen (C8I11-1) zusammen
kultiviert wurden, aber durch eine Membran réumlich getrennt waren, zeigten bereits bei 0,25
mM IFO eine Reduktion der Uberlebensrate (Quotient zwischen der Anzahl behandelter zu
unbehandelter Zellen in Prozent) auf 59 %, bei 0,5 mM auf 40 % und bei 1 mM auf 36 % (vgl.
Abbildung 34 B, ). Im Gegensatz dazu zeigten die PANC1-Zellen, die mit CrFKwt-Zellen
kokultiviert wurden, bei 0,25 mM (97 % Uberlebensrate), bei 0,5 mM (84 % Uberlebensrate)
bzw. bei 1 mM (100 % Uberlebensrate) einen geringen toxischen Effekt (vgl. Abbildung 34 B,

). Bel IFO-Konzentrationen tber 1 mM traten auch bei den PANC1-Zellen, die mit CrFKwt-
Zdllen kokultiviert wurden, toxische Effekte auf. Bei 2 mM war die Uberlebensrate durch diesen
unspezifischen Effekt bereits auf 64 % reduziert und bei 5 mM lag sie bei 6 %. Die
Uberlebensrate der mit C8I11-1-Zellen gemeinsam kultivierten PANC1-Zellen lag bei 2 mM IFO
bei 18 % und sank weiter auf 5 % Uberlebensrate bei 5 mM IFO.
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Abbildung 34: Nachweisvon frei diffundierbaren Metaboliten mittels eines Transwell System

(A) Prinzip des transwell system: 4 x 10° PANC1-Zellen wurden in 2 ml Medium in eine 3 cm Schale ausgesét,
ein Transwell eingesetzt und in das transwell die gleiche Anzahl von CrFKwt- () bzw. C8IlI-1-Zellen ( )
gegeben. Die pankreatischen und nicht-pankreatischen Zellen teilen das gleiche Medium, jedoch ist ein direkter
Zell-Z€ll-K ontakt durch eine Membran mit 0,45 pum Porengréfie ausgeschl ossen. Am néchsten Tag wurde | FO mit
einer Endkonzentration von 0 mM bis5 mM zugegeben und am siebten Tag die PANC1-Zellen abtrypsiniert und
gezéhit. (B) Effekt von diffundierenden Metaboliten auf Reporterzellen (PANC1). Die Werte représentieren zwei
unabhéngige Experimente mit zugehdriger Standardabweichung.

Insgesamt zeigten die PANC1-Zellen bei Konzentrationen bis 2 mM eine deutlich hohere
Sengitivitét gegenuber 1FO, wenn sie zusammen mit CY P2B1-exprimierenden Zellen kultiviert
wurden. Dabei korrelierte die toxische Wirkung des durch CYP2B1 aktivierten IFO mit der
eingesetzten Konzentration der Prodroge, die zugegeben wurde.

3.2.3 Nachweis des Wirkmechanismus von aktiviertem |fosfamid

Zédllen, die durch IFO oder andere toxische Metaboliten ausreichend geschadigt werden, konnen
entweder im Zellzyklus arretiert werden oder durch zwei unterschiedliche Mechanismen sterben.
Apoptose stellt einen Mechanismus dar, bei der die Zelle durch gezielte Expression bestimmter
Gene einem genetisch vorprogrammierten Verlauf zum Zelltod folgt (Cohen, 1993). Im
Gegensatz dazu wird die Nekrose durch eine Schadigung der Zelle ausgel 6st, der kein gezieltes
Programm zur Selbstzerstérung folgt (Kolenko et al., 1999). Beide Mechanismen lassen sich
durch genetische, biochemische und morphologische Kennzeichen voneinander abgrenzen
(Cohen, 1993; Matteucci et a., 1999,Wyllie, 1980).
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A Nachweis von Veranderungen der Zellmembran und der zellularen Beschaffenheit

Eine sterbende Zelle, die einem apoptotischen oder nekrotischen Mechanismus folgt, zeigt
Verénderungen der Zellmembran auf. Charakteristisch fir eine vitale oder friih apoptotische Zelle
ist eine intakte Membran, die das Eindringen bestimmter Farbstoffe (z.B. Propidiumiodid) in die
Zéelle verhindert. Nekrotische Zellen haben keine geschlossene Cytoplasmamembran mehr, so
dass Farbstoffe in die Zelle gelangen kénnen und sie anférben. Sowohl apoptotische a's auch
nekrotische Zellen haben jedoch gemeinsam, dass sich die Verteilung von Phosphatidylserin, das
normalerweise nur an der Innenseite der Cytoplasmamembran vorkommt, &ndert. In sterbenden
Zéellen (apoptotisch oder nekrotisch) liegt Phosphatidylserin auch an der Auf3enseite vor und kann
daher mit Proteinen wie Annexin V wechselwirken. Dabei kann mit Fluorescein-1sothiocyanat
(FITC) gekoppeltes Annexin V kann durch seine griine Fluoreszenz auf den gebundenen Zellen
nachgewiesen werden (siehe Abbildung 35 A und B) (Vermeset al., 1995).

Zum Nachweis zelluldrer Verdnderungen wurden urspriinglich adhérent wachsende Vero bzw.
CrFK-Zdlen auf Objekttragern (chamber dides) kultiviert und mit 400H-IFO, einer schon
aktivierten Form von | FO behandelt. Am Ende des Experiments wurden die noch lebenden Zellen
insitu mit Annexin V und Propidiumiodid gefarbt. UV -lichtmikroskopische Aufnahmen wurden
jedoch durch die nur schwache Fluoreszenz von FITC-Annexin V bei den meisten markierten
Zdlen und der geringen Lichtempfindlichkeit eines Dualpass-Filters fur die FITC- als auch die
Propidiumiodid-Fluoresenz erschwert. Eine hohere Sensitivat konnte mittels konfokaler
Lasermikroskopie erreicht werden, jedoch waren hier nur Aufnahmen einzelner Zellen méglich
und kein reprasentatives Gesamtbild zu gewinnen (vgl. Abbildung 35 A und B). Die dritte
MOoglichkeit bestand darin, die Annexin markierten Zellen mittels fluorescence activated cell
sorting (FACYS) zu erfassen und gleichzeitig zu quantifizieren. Da Vero-Zellen sich nach ersten
Vorversuchen fur diese Methode nicht eigneten, wurde die FACS-Anayse ausschliefdich mit
CrFKwt bzw. C8I11-1-Zellen durchgefiihrt. 1 x 10° CrFKwt-Zellen wurden in einer 3 cm Schale
ausgesat, am néchsten Tag mit 100 uM 400H-IFO behandelt, an jedem der 6 folgenden Tagen
mit Annexin V/Propidiumiodid geféarbt (vgl. 2.2.11 Nachweis von Zellmembranveranderungen
mittels Annexin V/Propidiumiodid) und anschlieRend mittels FACS (vgl. 2.2.4
Durchflusscytometrie (fluorescence activated cell sorting = FACS) anaysiert.
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A

Abbildung 35: Konfokale Lasermikroskopie Staurosporin behandelter und Annexin V/Propidiumiodid
geféarbter Vero-Zellen

Staurosporin behandelte Vero-Zellen wurden mit Annexin V/Propidiumiodid geférbt. (A) Apoptotische Zellen
férben sich ausschliefflich grin wahrend sich (B) nekrotische (spét apoptotische) zusétzlich mit Propiumiodid
anférben lassen.

Bei den mit 100 uM 400H-IFO behandelten CrFK-Zellen (vgl. Abbildung 36 C rechts) nahm
der Anteil der mit Propidiumiodid anférbbaren Zellen (nekrotisch/spét apoptotisch) im
Vergleich mit den unbehandelten Zellen (vgl. Abbildung 36 A rechts) zu. Im Gegensatz
dazu kam es zu keiner VergrofRerung der Subpopulation, die sich ausschliefdlich mit
Annexin'V anféarben &3t (apoptotische Population) (vgl. Abbildung 36 C rechts). Wurde
eine niedrigere Konzentration von 400H-IFO (10 uM) eingesetzt, traten zwar deutlich
weniger geschadigte Zellen auf, jedoch zeigten sie alle eine Doppel farbung mit Annexin
und Propidiumiodid bei der FACS-Analyse (Daten nicht gezeigt). Das gleiche Ergebnis
wurde auch sichtbar, wenn CY P2B1-exprimierende C8l1I-1-Zellen mit 0,5 mM |IFO
behandelt wurden (vgl. Abbildung 36 D rechts). Die Doppelfarbung von 400H-IFO
bzw. IFO behandelten Zellen deutet daraufhin, dass der dadurch verursachte Zelltod
einem nicht apoptotischen Mechanismus folgt. Um dies weiter zu untersuchen wurden
die gleichen Zellen mit 1 pM Staurosporin, einem Proteinkinase C-Inhibitor und
Apoptose-Induktor behandelt und analysiert (vgl. Abbildung 36 B rechts). Bei diesen
Zellen trat neben der mit Propidiumiodid anfarbbaren Population (nekrotisch/spét
apoptotisch) noch eine nur mit Annexin V anférbbare Population (apoptotisch) auf, die
deutlich auf einen apoptotischen Mechanismus hinweist (vgl. Abbildung 36 B rechts).
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Abbildung 36: FACS-Analyse Annexin V/Propidiumiodid geférbter CrFK-Zellen
Unbehandelte (A), Staurosporin- (B) und 400H-IFO-behandelte (C) CrFK-Zellen bzw. IFO behandelte C8I11-1-
Zéllen (D) wurden mittels FACS untersucht. Dabei wurden folgende Daten gemessen: forward scatter, sideward

scatter, griine und rote Fluoreszenz (vgl. Bild A).
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Gleichzeitig mit der Analyse von Grun- und Rotfluoreszenz wurde wahrend der FACS-
Analyse der forward scatter und der sideward scatter der Zellen bestimmt. Der forward
scatter reflektiert die ZellgrofRe, wahrend der sideward scatter die Auspragung
intrazellul&rer Kompartimente (Granulositét) angibt. Die unbehandelten CrFK-Zellen
zeigten eine homogene Population innerhal b einer gewissen Abweichung (vgl. Abbildung
36 A links). Wurden CrFKwt- bzw. C8I11-1-Zellen mit 400H-I1FO bzw. IFO behandelt,
so nahm die Abweichung fir forward scatter und sideward scatter deutlich zu (vgl.
Abbildung 36 B linksund C links). Zusétzlich nahm auch der Mittelwert fir den forward
und sideward scatter zu. Dies bedeutet, dass die Zellen sich durch die Behandlung
vergrofiert hatten und eine hthere Granulositét besal3en. Jedoch zeigte mit Staurosporin
behandelte Kontrollgruppe zeigte auch nach der Behandlung eine gut umgrenzte
Population, bei der sowohl der mittlere forward als auch der sideward scatter
abgenommen hatten (vgl. Abbildung 36 B links). Sie unterscheidet sich damit deutlich
von der 400H-IFO bzw. IFO behandelten Zellpopulationen.

Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Zellen nach Behandlung mit 400H-IFO
durch Nekrose sterben. CY P2B1-exprimierende Zellen, die mit 0,5 mM IFO behandelt
wurden, weisen das gleiche Bild auf. Dadie FACS-Analysen ab dem ersten Tag nach der
Drogenbehandlung durchgefiihrt wurden und auch hier kein verstarktes Auftreten einer
apoptotischen Population nachgewiesen werden konnte, kann ausgeschlossen werden,
dassdie Zellen primér apoptotisch sind und erst spater nekrotisch wurden. Die Zunahme
des mittleren forward scatter, als Mal3 fur die ZellgrofRe, erhdhte sich sowohl bel
Behandlung mit 400H-I1FO, als auch bei Behandlung von CY P2B1-exprimierenden
Zellen mit 0,5 mM IFO. Auch diese Zunahme des Zellvolumens spricht fir einen
nekrotischen Mechanismus.

B Morphologische Verander ungen von | FO behandelten Zdllen

Neben dem Nachweis der Apoptose mittels biochemischer Methoden besitzt die
Untersuchung sterbender Zellen mittel s Elektronenmikroskopie die hdchste Aussagekraft.
Besonders bei nicht eindeutig klassifizierbaren Mechanismen von A poptose und Nekrose
ist die elektronenmikroskopische Untersuchung vielen anderen Nachweissystemen, die
meist nur einzelne Parameter der Zelle untersuchen, Uberlegen. Zur Verifizierung der
Ergebnisse wurden CrFKwit-Zellen und Vero-Zellen mit 4O0H-I1FO bzw. C8l11-1-Z€llen
mit 0,5 mM IFO behandelt. Anschlief3end wurde die Morphologie der Zellen
elektronenmikroskopisch untersucht (vgl. 2.2.12 Elektronemikrokopie). Als Kontrollen
wurden unbehandelte bzw. mit Staurosporin behandelte Zellen analysiert.
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3300 x
Abbildung 37: Elektronenmikr oskopische Aufnahmen von CrFK-Zéellen

CrFK-Zellen wurden mit 400H-1FO behandelt, fixiert und elektronenmikroskopisch analysiert (C, D). Als
Kontrollen wurden unbehandelte (A) bzw. Staurosporin behandelte Zellen (B) untersucht. Verwendete

Abkirzungen: AB, apoptotic body; ER, Endoplasmatisches Retikulum; Mt, Mitochondrien; Mv, Microvilli; Nu,
Nukleus; Va, Vakuolen.
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Unbehandelte Zellen zeigten typische intrazellulére Strukturen wie Nukleus mit
amorphen Chromatin, Endoplasmatisches Retikulum (ER), Mitochondrien und Microvilli
(vgl. Abbildung 37 A und Abbildung 38 A).

Abbildung 38: Elektronenmikroskopische Aufnahmen von Vero-Zellen

Vero-Zellen wurden mit 400H-IFO behandelt, fixiert und elektronenmikroskopisch analysiert (C, D). Als
Kontrollen wurden unbehandelte (A) bzw. Staurosporin behandelte Zellen (B) untersucht. Verwendete
Abkurzungen: AB, apoptotic body; Ch, Chromatin; dER dilatiertes Endoplasmatisches Retikulum; ER,
Endoplasmatischen Retikulum; Mt, Mitochondrien; Mv, Microvilli; Nu, Nukleus; Va, Vakuolen.



3 Ergebnisse Seite 116

Staurosporin behandelte Zellen wiesen eine deutlich unterschiedliche Morphologie auf.
Am auffélligsten war, dass bei einem Grofdteil der Zellen das Chromatin stark
kondensiert an der Innenseite der Nukleusmembran sichtbar wurde. Weiterhin besal3en
diese Zellen keine Microvilli mehr und formten kleine subzelluldre Abschniirungen, die
als apoptotic bodies bezei chnet werden (vgl. Abbildung 37 B und Abbildung 38 B). Die
meisten mit 400H-IFO oder IFO/CYP2B1 behandelten Zellen zeigten keine
wesentlichen Veranderungen ihrer Morphologie (nicht gezeigt). Sie sahen wie normale
unbehandelte Zellen aus. Nur ein Teil der Zellen wies Veranderungen auf, wobel eine
starke bis sehr starke intrazellulére V akuolisierung und damit verbundene Schwellung der
Zelle auftrat, die als weil3e Bereiche im Cytoplasma sichtbar wurden. Manche der
betroffenen Zellen besal3en ein dilatiertes ER, einen gelappten Nukleus oder nukleére
Abschniirungen die als nukledre Vesikel (micronucleisation) sichtbar wurden (vgl.
Abbildung 37 C,D, Abbildung 38 C,D und Abbildung 39 A). Teilwiese hatte sich der
Nukleus, besondersin stark vakuolisierten Zellen komplett aufgel 6st (vgl. Abbildung 38
D und Abbildung 39 B). Um auszuschlief3en, dass es sich hierbei um ein
zelltypspezifisches Phanomen handelt wurden parallel auch 4-OOH-IFO behandelte
Vero-Zellen analysiert. Diese wiesen jedoch die gleichen Charakteristika wie CrFK-
Zellen auf. Wurde IFO asinaktive Prodroge zu CY P2B1-exprimierenden CrFK-Zellen
gegeben traten die gleichen Merkmale (nuklegre Vesikel bzw. aufgel dster Nukleus) auf,
wie bel den Zellen, die mit der schon aktiven Droge (4O0H-IFO) behandelt wurden.

3000 x 3000 x

Abbildung 39: Elektronenmikroskopische Aufnahmen von C8l11-1-Zellen nach endogener | FO-Aktivierung
C8l11-1-Zellen wurden mit 0,5 mM 1FO behandelt, fixiert und elektronenmikroskopisch analysiert.
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Insgesamt zeigten die meisten der behandelten Zellen keine auffalligen V eranderungen,
jedoch deuten die Veranderungen, die sichtbar wurden, auf einen nekrotischen
Mechanismus hin. Keine der untersuchten Zellen wies typische Anzeichen einer
Apoptose auf. Der nekrotische Zelltod war dabei unabhangig vom verwendeten Zelltyp
und dem Ort der IFO-Aktivierung. Dieses Ergebnis korreliert mit den Daten, die aus der
Annexin V/Propidiumiodid-Anfarbung und anschlieffenden FACS-Analyse gewonnen
wurden.

3.2.4 Zellvermittelte Therapie von Pankreastumoren in vivo
Dader bystander effect von CY P2B1-exprimierenden Zellen stark genug ist, umin vitro
pankreatische Tumorzellen (PANCL) inihrem Wachstum zu hemmen (vgl. Abbildung 32

und 34), stellte sich die Frage, ob eine intratumorale Aktivierung von Ifosfamid auch
durch implantierte Zellen in vivo einen therapeuti schen Nutzen hat.

A Enkapsulierung von CYP2B1-exprimierenden Zellen

Wenn einzelne Zellen oder eine Zellsuspension fir eine in vivo-Anwendung gebraucht
werden, besteht die Gefahr, dass sie sich von ihrem Zielort weg in andere Organe
verteilen. Dadurch wére in diesem Fall nicht mehr mit einer lokal beschrénkten, sondern
mit einer systemischen IFO-Aktivierung zu rechnen. Weiterhin besteht das Risiko, dass
die Zellen, wenn sie nicht autologen Ursprungs sind, eine ungewol lte Immunantwort im
Organismus hervorrufen. Diese kann zum einen mit unerwinschten Nebenwirkungen
und/oder mit einem schnellem Abtéten der injizierten Zellen verbunden sein.

Um dem vorzubeugen, wurden die C8II1-1-Zellen (vgl. 3.1.2 Herstellung von stabil
CY P2B1-exprimierenden Zellklonen) von der Firma Bavarian Nordic (Martinsried) in
Kapseln aus Zellulosesulfat verpackt (vgl. 2.2.13 Kapseln). Die Kapseln besitzen einen
Durchmesser von ca. 0,5 mm und haben eine porése Membran, die zwar den Austausch
mit dem umgebenden Medium gewéhrleistet, aber ein Eindringen oder Austreten von
Zéellen verhindert. Damit bietet die Kapsel Schutz vor mechanischen Einfllissen und einer
zelluldren Immunantwort, wobei ein Austausch von Molekilen unter 200 kD erhalten
bleibt (vgl. Abbildung 40 A). Die Kapseln entstehen bei der Polymerisation von
Natriumzellulosesulfat mit Polydimethyldiallylammoniumchlorid (vgl. Abbildung 40 B).
Dabei werden die vorher in Natriumzellulosesulfat resuspendierten Zellen von einer
inerten Membran umschlossen (vgl. Abbildung 40 C). Durch diesen Prozef3 wird eine
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lange Haltbarkeit gewdahrleistet, wobel die enkapsulierten Zellen bei Lagerung im
Normamedium (vgl. 2.2.2 Kultivierung eukaryontischer Zellen) eine mehrwdchige
Halbwertszeit besitzen (Dautzenberg et a., 1999). Eine Kapsel umschlieft ca. 1- 3x 10*
Zellen (Muller et a., 1999).

A B

Zdlen mit
| fosfamid Na-Zellulosesulfat

CY PZBl
ﬁ A
s -

Aktiviertes
| fosfamid

Portionierung
und L agerung bei
-80°C

>

Polydimethyl-
diallylammoniumchlorid

Abbildung 40: Verkapselung von Zellen

(A) Prinzip der zellvermittelten intratumoralen Aktivierung von Ifosfamid: Kapseln mit CY P2B1 produzierenden
Zellen werden in das Tumorgewebe implantiert und aktivieren dort IFO zu toxischen Metaboliten. (B)
Schematische Darstellung des Verkapselungsprozesses. Die zu verkapselnden Zellen werden trypsiniert, die
Zellsuspension mit Natriumzellulosesulfat gemischt und Uber eine Dise in eine Ldsung mit
Polydimethyldiallylammoniumchlorid gespritzt. Beim Zusammentreffen der beiden Flissigkeiten kommt es zur
Polymerisation und Bildung von Kapseln. (C) Histologischer Schnitt durch eine Kapsel (Vergroferung 100 X,
angefertigt am Institut fUr Histologie, VMU Wien). Obwohl die Kapselform sphéroid ist, erscheint die abgebildete
Kapsel durch den Schneideprozel} etwas eingedriickt.
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B Behandlung von xenotransplantierten pankreatische Tumoren in Nacktméausen

Der therapeutische Nutzen des CY P2B1/IFO-Systems konnte bereits in zahlreichen in
vitro-Experimenten nachgewiesen werden. Um die Wirkung in vivo zu untersuchen,
wurde in enger Kollaboration mit der Universitétsklinik in Rostock der therapeutische
Nutzen an einem Tiermodell fir pankreatische Adenokarzinome untersucht (Lohr et al.,
1998). Fur dieses Experiment wurden die getesteten C8I11-1-Zellen zur Verflgung
gestellt. Vor der Verwendung wurden sie von der Firma Bavarian Nordic enkapsuliert
(Dautzenberg et al., 1999).

Inje}(tion der Kapseln Untersuchung von
(intratumoral) Maus und Tumor

Ifosfamid (intraperitoneal)
MESNAF iintraven(‘is)

¢ ¢‘.’.W h
%@ ochen

CYP2B1

W

PACA 44

™,
>

Abbildung 41: Behandlung von Nacktmausen mit enkapsulierten Zellen

Pankreatische Tumorzellen (PACA44) wurden subkutan in die Flanke von Nacktmausen injiziert, aus denen sich
innerhalb von 7 bis 10 Tagen ein Tumor mit 1 cm Durchmesser entwickelte. In jeden Tumor wurden 40 Kapseln
mit CY P2B1-exprimierenden Zellen injiziert und die Méuse in den folgenden Wochen mit IFO und MESNA
behandelt. Anschlieflend wurden die Mé&use getétet und analysiert.

Humane exokrine pankreatische Tumorzellen (PACA44-Zellen) wurden subkutan in die
Flanke von Nacktméausen injiziert (vgl. Abbildung 41). An dieser Stelle bildeten sich
Tumoren, die nach 7 bis 10 Tagen einen Durchmesser von 1 cm besal3en. In den Tumor
wurden 40 Kapseln mit je 1-3 x10* C8llI-1-Zellen injiziert und in den zwei
darauffolgenden Wochen die Méuse alle drel Tage mit 100 mg/kg 1FO behandelt. Nach
Ablauf der zwei Wochen wurden die Mause getotet und der Tumor analysiert (Lohr et
al., 1998).

Bei der Bewertung des therapeutischen Effekts der zellvermittelten Aktivierung von IFO
wurde die Grofe des Tumors und das Allgemeinbefinden der Mause beurteilt. Ein
Schrumpfen der Tumormasse, wurde al s therapeutischer Effekt gewertet. Es zeigte sich,
dass bei allen Gruppen von Méausen, die IFO erhielten, etwa 30 % der Tiere einen
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Tumorriickgang aufwiesen (vgl. Abbildung 42). Wurde die IFO-Behandlung mit
verkapselten CY P2B1-exprimierenden Zellen kombiniert, konnte der Anteil der Méuse
mit einem Tumorriickgang auf 38 % gesteigert werden. Zusétzlich zeigten 19 % der
M&use ein kompl ettes V erschwinden des Tumors, so dass nach der Behandlung nur noch
Narbengewebe Ubrig blieb (siehe Abbildung 43 B). Weitere 19 % der mit IFO und
verkapselten Zellen behandelten Mause zeigten ausgedehnte nekrotische Regionen im
Tumor, was auf ein Absterben der Tumorzellen hindeutet (vgl. Abbildung 42). Wurden
die M&use tberhaupt nicht behandelt, so wuchs der Tumor weiter (vgl. Abbildung 43 A).

ohne | fosfamid

ohne Zdlen| 10 %

Zéelen

Verkapselte Zellen

mit | fosfamid

ohne Zdllen 30 % \
Zellen 27 9% |
Verkapselte Zellen 38 % 19 % 19

O 10 20 30 40 50 60 70 80
Anteil der responder in %

Mause mit Tumorrtickgang

. Mause mit Tumor verlust

. Mause mit >30 % necr otischem Tumor gewebe

Abbildung 42: Ubersicht (iber die verwendeten Gruppen

Die Nacktmause wurden mit verkapselten und unverkapselten CY P2B1-exprimierenden Zellen behandelt. Eine
dritte Gruppe erhielt keine Zellen. In jeder der drei Gruppen wurde einem Teil der Mause systemisch 100 mg/kg
IFO verabreicht (Lohr et al., 1998).
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Das Experiment zeigt, dass eine konventionelle | FO-Behandlung in etwa 30 % der Félle
zu eilnem therapeuti schen Effekt mit einem partiellen Riickgang des Tumorsfihrt. Dieser
therapeutische Effekt kann jedoch durch Injektion von verkapselten CYP2B1-
exprimierenden Zellen deutlich gesteigert werden. Alle mit Kapseln und 1FO therapierten
Méuse zeigten eine Tumorreduktion und bei 19 % der Versuchstiere verschwand der
Tumor komplett.

A B

unbchandelt CYP2BI-Kapseln + 1FO

Abbildung 43: Behandlung von pankreatischen Tumoren mit CYP2B1-Kapseln

(A) Nacktmaus aus einer Kontrollgruppe ohne Behandlung. Der urspriingliche Tumor mit 1 cm Durchmesser
vergréferte sich weiter. (B) Maus, die sowohl CYP2B1-Kapseln als auch eine systemische |FO-Behandlung
erhielt. Der urspringliche Tumor verschwand komplett, so dass nur noch Narbengewebe Ubrig blieb.

3.3 Zdlvermittelte intratumorale | FO-Aktivierung beim Menschen

Da es moglich war, erfolgreich pankreatische Tumoren in Mausen durch eine
zellvermittelte Aktivierung zu bekampfen, sollte diese Methode auf Patienten mit
Pankreaskarzinomen Ubertragen werden.

3.3.1 Herstellung humaner 1FO-aktivierender Zellen

Fir die vorgesehene klinische Anwendung war es notwendig, dass die verwendeten
Zellen wichtige Kriterien erfillen. Dazu gehorte das Fehlen von pathogenen
Krankheitserregern und einer moglichst geringen Tumorigenitét in immundefizienten
Méausen (z.B. Scid/bg). Weiterhin sollten sie humanen Ursprungs sein, damit sie durch
das menschliche Komplementsystem nicht angegriffen werden. Gegeniber nicht-



3 Ergebnisse Seite 122

humanen Zellen (z.B. CrFK-Zellen) haben humane Zellen weiterhin den grof3en Vorteil,
dass sie keine potentiell pathogenen animalen Retroviren (z.B. RD114) produzieren
(Baumann et al., 1998). Unter diesen Voraussetzungen schienen die von Q-One
(Glasgow) zertifizierten humanen embryonischen Nieren (293)-Zellen am ehesten
geeignet. Ahnlich wie CrFK-Zellen lassen sie sich leicht transfizieren, kultivieren und
weisen eine hohe Expressionsrate auf. 293-Zellen wurden unter GLP (good laboratory
practice)-Bedingungen transfiziert und expandiert. Das Testen der veranderten Zellen
erfolgte jedoch unter normalen L aborbedingungen.

Die 293-Zellen wurden mit dem CY P2B1-Expressionsplasmid pc3/2B1 transfiziert und
anschliefRend auf Neomycin selektiert. Einzelne Neomycin-resistente Klone wurden
isoliert und fir die Charakterisierung expandiert. Obwohl ein Grofieil der Zellklone
charakterisiert wurde, soll im weiteren nur jewells eine kleine reprasentative Gruppe an
Zellklonen dargestellt werden.

3.3.2 Identifizierung von Klonen mit intakter CYP2B1-Expressionskassette

Um die Kontinuitét der CMV-CY P2B1-Kassette in 293-Zellen nach Transfektion mit
dem Plasmid pc3/2B 1 nachzuwei sen wurde aus 80 gepickten Zellklonen die DNA isoliert
und eine dhnliche PCR wie bei den CrFK-Klonen durchgefiihrt. Hierbel wurden die
Primer CMV 22 und 2Bcons-c verwendet, die ein Produkt von 1982 bp definieren (vgl.
Abbildung 44 A). Paralel wurde eine PCR mit beiden Primern und 10 pg pc3/2B1-
Plasmid-DNA durchgefuhrt. Zum Ausschluss einer DNA-Amplifizierung, die durch
falsches annealing einer der beiden Primer zustande kommt, wurden zwei
Reaktionsansdtze mit 10 pg Plasmid-DNA durchgefiihrt, wobei allerdings jeweils einer
der beiden Primer fehlte. Das V orhandensein von kontaminierender Plasmid-DNA wurde
in einem PCR-Ansatz mit 293wt-DNA untersucht. Um Inhibitoren in den einzelnen
Reaktionsansdtzen auszuschlief3en, wurden ale Ansdtze mit chromosomaler DNA
zusétzlich in Gegenwart von 10 pg Plasmid-DNA durchgefiihrt.

Die DNA-Préparationen aller Klone (vgl. Abbildung 44 B, Spuren 2 - 8), aul3er Klon 80
(vgl. Abbildung 44 B, Spur 9) und 293wt-Zellen zeigten ein spezifisches Signal der
erwarteten Grofde von 1982 bp. Die PCR mit 293wt-DNA ergab keine spezifische Bande
(vgl. Abbildung 44 B, Spur 10). Das Vorhandensein von Inhibitoren im PCR-Ansatz mit
chromosomaler DNA von Klon 80 bzw. 293wt-Zellen konnte durch das Auftreten einer
spezifischen Bande nach Zugabe von 10 pg Plasmid-DNA ausgeschlossen werden (vgl.
Abbildung 44 B, Spuren 17 - 26).
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Abbildung 44: Nachweis der CYP2B1-Kassette in 293-Zellklonen mittels PCR

(A) Die Primer CMV 22 und 2Bcons-c binden im CMV-Promotor bzw. im CY P2B1-Gen, so dass ein Amplifikat
von 1982 bp entsteht. (B) Von den stabil transfizierten Klonen und den parentalen 293wt-Zellen wurde von 8
Klonen chromosomale DNA isoliert (vgl. 2.2.5 A Isolierung genomischer DNA) und 2 pg fir eéine PCR eingesetzt
(vgl. 2.2.5 C Polymerase-K ettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR) eingesetzt. Weiterhin wurden 10 pg
desPlasmids pc3/2B1 (Spuren 12 und 26, pc3/2B1) und DNA von 293wt-Zellen (Spur 10, 293wt) untersucht. Ein
falsches annealing der Primer wurde durch Ansétze mit 10 pg pc3/2B1, aber nur jeweils einem primer untersucht
(Spur 13, ohne 2Bcons-c und Spur 16, ohne CMV22). Um etwaige Inhibitoren im Reaktionsansatz
auszuschlief3en, wurde eine PCR mit DNA der einzelnen Klone und von 293wt-Zellen in Anwesenheit von 10 pg
pc3/2B1 (Spuren 17 - 25, Klon 22P1Gx + pc3/2B1, 293wt + pc3/2B1) durchgefihrt.
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Alle Reaktionsansdtze ohne DNA oder mit nur einem Primer fielen negativ aus (vgl.
Abbildung 44 B, Spuren 11, 13, 16 und 27). Dadurch kann ein fal sch-positives Ergebnis
durch kontaminierende DNA bzw. ein falsches annealing von einem der Primer
ausgeschlossen werden.

Damit ist diese PCR in 293-Zellen spezifisch fur die CMV-CY P2B1-Expressi onskassette
ist. Alle Klone aul3er Klon 80 enthalten eine intakte CMV-CY P2B 1-Expressionskassette.

3.3.3 Messung der CYP2B1-Aktivitat in isolierten 293-Zellklonen

Bei der Bestimmung der enzymatischen CY P2B1-Aktivitét wurden, wie bel den CrFK-
Klonen 2 x 10° Zellen ausgesét und mit Medium, das 7-Pentoxyresorufin enthélt,
Uberschichtet. Nach einer halben Stunde wurde das Medium abgenommen und die

Menge an produziertem Resorufin im Uberstand in einem Fluorometer gemessen (vgl.
2.2.3 A Resorufin-Test).
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Abbildung 45: Alkoxyr esor ufin-O-Dealkylase-Aktivitéat von CY P2B1-exprimierenden 293-Zellklonen
Produziertes Resorufin der 293-Zellklone: 2 x 10° Zellen der Klone 22P1G bis 22P87G wurden in der
Anwesenheit von 7-Pentoxyresorufin inkubiert. Produziertes Resorufin wurde durch seine Fluoreszenz (Anregung
bel 530 nm, Emission bei 590 nm) nachgewiesen und mit dem Gesamtproteingehalt korreliert. Die Balken
représentieren den Mittelwert mit Standardabweichung von drei Messungen.
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Die Zellen des 22P1G-Klons hatten mit 4750 pmol/mg Protein die hochste
Resorufinproduktion (vgl. Abbildung 45). Zellen des Klons 22P48G produzierten 4530
pmol/mg Protein und damit fast genauso viel wie die Zellen des 22P1G-Klones. Alle
anderen Klone besal3en eine deutlich geringere Aktivitét. Zellen des Klons 22P80G und
parental e 293wt-Zeigen konnten kein 7-Pentoxyresorufin umsetzen (vgl. Abbildung 45).
Diesist in Ubereinstimmug mit den PCR-Daten, da bei Klon 22P80G auch keine CMV-
CY P2B1-Expressionskassette nachweisbar war (vgl.Abbildung 44, Spur 9). Die
spezifische Resorufinproduktion von 22P1G-Zellen (4750 pmol/mg Protein bel 0,32 mg
Protein/2 x 10° Zellen) entspricht damit der 26fachen spezifischen Aktivitat von
kultivierten Hepatozyten (180 pmol/mg (Donato et a., 1992)).
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Abbildung 46: Western Blot Analyse von 22P1G und C8l11-1-Zellen

Es wurden Membranproteinextrakte der beiden mit dem Plasmid pc3/2B1 transfizierten Klone C8I11-1 (Spur 8,
Parental zellen CrFKwt) und 22P1G (Spur 6, Parental zellen 293) hergestellt und der parentalen Zellen (Spuren 5
und 7) hergestellt. Gleiche Mengen der einzelnen Zellextrakte wurden in einer 12 %igen SDS-PAGE aufgetrennt.
Nach dem Proteintransfer auf eine Nylonmembran wurde die Membran mit einem polyklonalen anti-CY P2B6-
Antikérper und einem polyklonalen alkalische Phosphatase-konjugierten anti-Kaninchen-Zweitantikorper
inkubiert. Die Detektion erfolgte mittels enhanced chemifluorescence (ECF).

Insgesamt scheinen die getesteten 293-Klone eine hohere enzymatische Aktivitét pro
Zelle als die getesteten CrFK-Klone zu haben (vgl. 22P1G: 4750 pmol/mg, C8I11-1 535
pmol/mg), was moglicherweise auf die sehr hohe CMV -Promotoraktivitét in 293-Zellen
zurtckzufUhrenist (Wilkinson and Akrigg, 1992). Zum Vergleich wurde von den beiden
Zellklonen (22P1G und C8II1-1) ein Membranproteinextrakt hergestellt und mittels
Immunaoblot das CY P2B1-Protein nachgewiesen (vgl. Abbildung 46). Dabei schien die
CY P2B1-Bande der 22P1G-Z€llen etwas stérker alsdie Bande der C8I11-1-Zellen zu sein
(vgl. Abbildung 46, Spuren 6 und 8). Jedoch kann ausgeschlossen werden, dass die
Menge an CY P2B1-Protein des 22P1G-Klons auf dem Immunoblot der Sfachen Menge
an CY P2B1-Protein des C8l11-1-Klons entspricht. Ein 9faches Verhéltnistrat jedoch bel
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der Menge an produziertem Resorufin zwischen 22P1G- und C8l11-1-Zellen auf (vgl.
Abbildung 24 und Abbildung 45). Man kann daher annehmen, dass die enzymatische
CYP2B1-Aktivitéat nur zum Tell von der Menge an intrazellulér vorhandenen CY P2B1
abhangt.

3.3.4 Nachweisder Integration von pc3/2B1in 22P1G-Zellen

Der 293-Zellklon 22P1G zeigte im Resorufintest die stérkste enzymatische CY P2B1-
Aktivitdt. Um zu untersuchen ob dies ausschliefdlich auf die Promotoraktivitét oder
eventuell auch auf eine mehrfache Integration von pc3/2B1 nach der Transfektion
zurtickzufUhren ist, wurde chromosomale DNA von 22P1G-Zellen isoliert. Die DNA
wurde entweder mit Xbal, Aflll1 oder mit Xbal/AflI11 geschnitten und elektrophoretisch
aufgetrennt. Weiterhin wurde 293wt-DNA mit 60 pg pc3/2B1 gemischt, mit Xbal, Afll1]
oder Xbal/Afllll geschnitten und mit der 22P1G-DNA aufgetragen (vgl. Abbildung 47
A). Nach der Immobilisierung der DNA wurde mit einer gegen CYP2B1 (Afll11/Xbal-
Fragment von pc3/2B1, vgl. Abbildung 47 B) gerichteten Sonde hybridisiert. Diese
Analyse wurde von der Firma Bavarian Nordic durchgefihrt.
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Abbildung 47: Bestimmung der Anzahl integrierter pc3/2B1-K opien mittels Southern Blot Analyse

(A) Von den 22P1G-Z€llen wurde chromosomale DNA isoliert, mit Xbal oder mit Afl111 bzw. mit Xbal und AflI11
geschnitten. 20 pg der DNA wurden elektrophoretisch aufgetrennt und nach dem Blotten mit einer gegen
CY P2B1 gerichteten Sonde hybridisiert. Weiterhin wurde geschnittene DNA von 293wt-Zellen, die vorher mit 60
pg pc3/2B1 gemischt wurde, aufgetragen (B) Genkarte von pc3/2B1 mit eingezeichneter Sonde sowie den
Schnittstellen fur die Enzyme AflI1 bzw. Xbal. Im unteren Teil sie die Fragmente nach einem Xbal- (A+A"),
Afllll- (B+B') bzw. kombinierten Xbal/AflllI-Verdau (C) eingezeichnet. Eine komplette CMV-CY P2B1-
Expressionskassette einschliefdlich Polyadenylierungssignal umfafit 2,6 kb.

(mit freundlicher Genehmigung von Frank Heinemann, Bavarian Nordic).

Bei einem Xbal-Verdau wird pc3/2B1 unmittelbar stromabwérts des CY P2B1-Gens
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geschnitten, so dass bei einer Hybridisierung von genomischer DNA gegen CMV-
CYP2B1, je nach der Offnungsstelle und Integration des Plasmids, bei intakter CMV-
CY P2B1-K assette eine Bande mit mindestens 2,3 kb auftreten muf3. (vgl. Abbildung 47
A, A undA* sowie Abbildung 47 Fragmente A+A") auftreten. In Spur 1 (vgl. Abbildung
47 A) sient man zwei Banden, die diese Voraussetzungen erfiillen, wobel die kleinere
Bande eine starkere Signalintensitét besitzt. Dies deutet darauf hin, dass diese Bande
hochstwahrscheinlich zwel Integrationsereignisse reprasentiert, so dass insgesamt drei
Kopien des Plasmids pc3/2B1 im Genom von 22P1G-Zellen vorliegen. Bestétigt wird
diesbeim Afll11-Verdau, bel dem die obere Bande stérker hervortritt (vgl. Abbildung 47
A, Spur 2). Bei einem kombinierten Afllll/Xbal-Verdau wird die CMV-CY P2B1-
Kassette (ohne Polyadenylierungssignal) mit 2,3 kb exakt herausgeschnitten (vgl.
Abbildung 47 B). Dabei diesem Verdau keinerlel kleinere oder grof3ere Banden auftraten
(vgl. Abbildung 47 A, Spur 3), ist anzunehmen, dass bei keinem der
Integrationsereignisse des Plasmids pc3/2B1 in der CMV-CY P2B1-Kassette Deletionen
oder Insertionen auftraten und wahrscheinlich drei intakte Kopien vorliegen.

Somit scheint beim 293-Zellklon 22P1G nach der Transfektion des Plasmids pc3/2B1,
die CYP2B1-cDNA mit dem CMV-Promoter dreimal in das Genom integriert zu haben.

3.3.5 Cytostatische und cytotoxische Wirkung von | FO auf 22P1G-Z€llen

CY P2B1 kann verschiedene Substrate wie Oxazaphosphorine, 7-Pentoxyresorufin oder
Hormone enzymatisch umsetzen. Diese Vielsaitigkeit scheint auf unterschiedlichen
aktiven Zentren oder voneinander abgrenzbaren Bereichen des CYP2B1-Proteins zu
beruhen (Heet al., 1995). Daher konnte nicht ausgeschlossen werden, dassdie CY P2B1-
Zellen trotz einer sehr guten 7-Pentoxyresorufin-Dealkylase-Aktivitét ineffizient IFO
umzusetzen. Um die Aktivierung von IFO zu untersuchen, wurde das
Wachstumsverhaten von 22P1G-Zellen in Gegenwart von IFO untersucht. In einem
ersten Experiment wurden 1 x10° 22P1G-Zellen in eine 3 cm Schale ausgesét, am
néchsten Tag mit unterschiedlichen IFO-Konzentrationen (0 mM, 0,25 mM, 0,5 mM,
1mM, 2 mM und 5 mM) behandelt und am siebten Tag gezahlt (vgl. Abbildung 48 A).
Bei 0,25 mM traten dabei deutliche toxische Effekt (1,4 % Uberlebensrate) auf, die sich
bei 0,5 MM weiter steigerten (0,5 % Uberlebensrate) und bei Konzentrationen tiber 0,5
mM dazu flhrten, dass keine 22P1G-Zelle mehr am Leben war. Im Vergleich dazu waren
die parentalen 293wt-Zellen deutlich unempfindlicher (73 % Uberlebensrate bei 0,25
mM bzw.58 % bei 0,5 mM ). Auch bei hheren Konzentrationen als 0,5 mM war noch
ein Teil der 293wt-Zellen am Leben (43 % Uberlebensrate bei 1 mM, 32 % bei 2 mM
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und 7 % bei 5 mM). Damit ist anzunehmen, dass die | C;, von 22P1G-Zellen welit unter
der niedrigsten eingesetzten Konzentration von 0,25 mM lag, wohingegen die I1Cg, von
293wt-Zellen sich zwischen 0,5 und 1 mM IFO befand (vgl. Abbildung 48 A).
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Abbildung 48: Wachstumsverlauf von 22P1G-Zellen bei ver schiedenen | FO-K onzentrationen

(A) 4 x10* 22P1G- bzw. 293wt-Zellen wurden in einer 3-cm-Schale ausgesét. Am néchsten Tag wurde |FO mit
einer Endkonzentrationen zwischen O und 5mM (0 mM, 0,25 mM, 0,5 mM, 1 mM, 2 mM und 5mM) zugegeben.
Nach weiteren fiinf Tagen wurden die Zellen trypsiniert, die Zellzahl bestimmt und die Uberlebensrate (Quotient
zwischen unbehandelten und behandelten Zellen) von 22P1G- und 293wt-Zellen berechnet. (B) 4 x 10* 22P1G-
Zéellen wurden in einer 3 cm-Schale ausgesdt. Am 7. Tag wurde |FO mit Endkonzentrationen von 0 mM, 0,001
mM, 0,005 mM, 0,01 mM, 0,05 mM, 0,1 mM und 0,5 mM zugegeben. Zwei Tage nach Zugabe von |FO und
danach alle vier Tage wurden die Zellen gezadhit und passagiert. Tote Zellen wurden mittels Trypanblauférbung
ausgeschlossen und unter Einberechnung der V erdiinnungen wéahrend der Passagen die absolute Zellzahl an jedem
Zeitpunkt berechnet.

Da IFO-Konzentrationen tber 0,5 mM absolut letal fur 22P1G-Zellen sind, sollte im
weiteren Verlauf geklart werden, wie sich das Wachstum von 22P1G-Zellen bel
niedrigeren Konzentrationen verhalt.

Dazu wurden 4 x 10° Zellen in eine 3 cm-Schale ausgesét und 4. Tage kultiviert. Am 5.
Tag wurde IFO mit Endkonzentrationen von 0 bis 0,5 mM (0 mM, 0,001 mM, 0,005
mM, 0,01 mM, 0,05 mM, 0,1 mM und 0,5 mM) zugegeben. In regelmaikigen Abstanden
wurden die Zellen gezéhlt und konfluent gewachsene Zellschichten trypsiniert und
passagiert. Tote Zellen wurden beim Zahlen mittels Trypanblauférbung ausgeschl ossen.
Unter Einberechnung der einzelnen Verdinnungsschritte wahrend der Passagen wurde
die Gesamtzellzahl an jedem Untersuchungstag bestimmit.

Unbehandelte 22P1G-Zellen wuchsen bei diesem Experiment exponentiell (vgl.
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Abbildung 48 B), so dass am Ende des Experiments eine theoretische Zellzahl von 10°
erreicht wurde. Bei sehr niedrigen Konzentrationen von 0,001 mM () und 0,005 mM
() IFO traten keine Unterschiede zur unbehandelten Kontrolle auf, obwohl bei einer
Konzentration von 0,01 mM ( ) bereits ab Tag 21 toxische Effekte auftraten.
Konzentrationen ab 0,05 mM (@) inhibierten das Zellwachstum nahezu kompl ett, so dass
die Zellzahl vorlaufig stagnierte und nach einigen Tagen (2 d bei 0,5 mM, 5d bei 0,1
mM und 13 d bel 0,05 mM) die Zellzahl deutlich abnahm.

Insgesamt scheint die 1Cy, von 22P1G-Zellen deutlich unter 0,25 mM IFO zu liegen,
obwohl sich die | Cg, bel 293wt-Zellen zwischen 0,5 und 1 mM befindet. Die Behandlung
mit 1FO [0st zunachst einen Zellarrest aus, wodurch die Zellzahl Uber mehrere Tage
konstant bleibt (cytostatische Wirkung). Danach nimmt die Zellzahl rapide ab, was auf
eine cytotoxische Wirkung von IFO hinweist. Die Arretierung der Zellen sowie der
Beginn des Zédllsterbens héngt dabei von der |FO-Konzentration im Medium ab.

A Nachweisder CYP2B1-Aktivitat in Kapsaeln

Noch wichtiger alsdie suizide Wirkung von IFO ist ein potenter bystander effect fir eine
zellvermittelte IFO-Aktivierung. Fur die spdtere Anwendung in der klinischen Studie war
es weiterhin wichtig, nicht nur einen bystander effect von adhérenten 22P1G-Zellen zu
demonstrieren, sondern auch eine Freisetzung der kurzlebigen, aktivierten Metaboliten
aus Kapseln, die die 22P1G-Zellen umschlief3en, zu haben.

Unter Benutzung eines transwell system (vgl. Abbildung 15) kann die toxische Wirkung
freigesetzter Metaboliten auf Reporterzellen nachgewiesen werden. Dazu wurden in
einem transwell system die verkapselten Zellen in das transwell gegeben und in der
dazugehdrigen Zellkulturschale CrFK-Zellen as Reporterzellen ausgesit. Weiterhin
wurden die CrFK-Zellen statt mit Kapseln, entweder zusammen mit unverkapselten
22P1G-Zéellen oder ohne Zellen kultiviert. Die Uberlebensrate wurde as Quotient von
| FO -behandelten und -unbehandelten Reporterzellen errechnet.

Die CrFK -Reporterzellen zeigten eine Reduktion der Uberlebensrate auf 50 %, wenn sie
in Anwesenheit von verkapselten CY P2B1 produzierenden Zellen kultiviert wurden (vgl.
Abbildung 30). Zusammen mit unverkapselten Zellen betrug die Uberlebensrate 64 %
und ohne CY P2B1-exprimierende Zellen 95 %.
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Abbildung 49: Nachweis von toxischen Metaboliten nach Aktivierung durch verkapselte CYP2B1-
exprimierende Zellen

CrFK-Zellen wurden al's Reporterzellen zusammen mit verkapselten und unverkapselten 22P1G-Zellen oder ohne
weitere Zellen mit oder ohne 0,5 mM [FO kultiviert. Am Ende des Experimentes wurden die Reporterzellen
gezahlt und der Quotient von IFO-behandelten zu unbehandelten Reporterzellen (Uberlebensrate) berechnet.

Mit diesem Experiment wurde gezeigt, dass eine |FO-Aktivierung auch durch verkapselte
Zellen stattfinden kann und der bystander effect auch nach einer Verkapselung der Zellen
mit Zellulosesulfat erhalten bleibt.

B Injektion von enkapsulierten Zelen in das por cine Pankr eas

Zum Einsatz beim Menschen stellte sich die Frage, wie die Kapseln am besten in den
Pankreastumor implantiert werden kdnnen. Bei humanen Patienten ist der Pankreastumor
nur sehr schwer zu erreichen. Eine M églichkeit um verkapselte Zellen in das Pankreas zu
applizieren, war die Instillation Uber einen intra-arteriellen Katheter. Diese Technik
wurde in enger Zusammenarbeit der Universitétsklinik in Rostock und der Abteilung fr
Biomedizinische Forschung im Allgemeinen Krankenhaus in Wien (AKH) am
Schweinemodell etabliert. Unter Darstellung der GefélRe mittels Kontrastmittel
(angiographischer Kontrolle) wurde der Katheter in die punktierte Arterie des
Oberschenkels (Arteria femuralis) eingefiihrt und Uber die Aorta bisin die Hauptarterie
des Pankreas vorgeschoben (vgl. Abbildung 50 A und B). Dort wurden die Kapseln
supraselektiv ausschlieldlich in pankreatische Gefal3e entlassen. Wéhrend der
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Implantation der Kapseln konnten keine schweren Nebenwirkungen, wie z.B. Schock
festgestellt werden.

LagedesKatheters A. gastroepiploica dextra
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Abbildung 50: Instillation von Kapseln in das por cine Pankr eas

(A) Schematische Darstellung des dreischenkligen porcinen Pankreas (blau) mit benachbartem Duodenum
(Zwolffingerdarm) und schwarz hervorgehobenen Gefélien. Die L age des Katheters (griin) und die angenommene
Route der entlassenen Kapseln (rot) sowie die Schnittebene einer computertomografischen Anayse (vgl. (C))
(braun) ist hervorgehoben. (B) Angiographiewahrend einer Instillation von Kapseln in das porcine Pankreas. Die
Route der applizierten (stark vergréRerten) Kapseln ist durch dunkle Kreise angedeutet. (C)
Computertomografische Aufnahme nach Instillation von Eisen gefillten Kapseln in das porcine Pankreas (vgl.
Schnittebenein (A)). Helle Bereiche bei Pankreas, Duodenum und Arterie zeigen eine Akkumulation von Eisen-
haltigen Kapseln
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Ein Teil der implantierten Kapseln enthielt entweder Eisen oder fluoreszierende
Farbstoffe. Auf Grund dieser Markierung konnten die Kapseln zum Teil im explantierten
Pankreas in Kollaboration mit dem Institut fir Rontgenologie mittels
Computertomographie (vgl. Abbildung 50 C) oder histologisch am Institut fir Pathologie
der Veterindrmedizinischen Universitdt Wien nachgewiesen werden. Die Kapseln
verbreiteten sich ausgehend von dem Ort der Freisetzung mit dem Blutstrom in die
kleineren Gefal3e des Pankreas und des Duodenums (vgl. Abbildung 50 C). Damit folgten
die Kapseln exakt der durch die porcine Gefél3struktur vorgegebenen Route (vgl.
Abbildung 50 A). Im Gegensatz zum Schwein versorgt das pankreatische Hauptgefald
beim Menschen ausschliefdlich das Pankreas, aber nicht das Duodenum. Durch diesen
anatomischen Vorteil ist eine Instillation der Kapseln ausschliefdlich in das Pankreas
maoglich. Dies |&3t auch erwarten, dass eine anschlief3ende IFO-Aktivierung durch
verkapselte CYP2B1-exprimierende Zellen sich ausschliefdlich auf das Pankreas
beschrankt.

Unmittelbar nach der Kapselimplantierung im Schwein traten histologisch kleine
Entziindungsherde neben den Gefal3en (Perivaskulére Granulomatose) oder kurzzeitige
Geféaverschltisse (Thrombus) auf. Insgesamt gab esjedoch bei allen Tieren wéhrend der
anschlief3enden Beobachtungszeit keine auffalligen klinischen Symptome, wie Ischdmie
(mangelnde Blutversorgung) oder Enziindung (Pankretitis) des Pankreas.

Damit scheint die intraarterielle Instillation von Kapseln eine sehr selektive und sichere
Methode zu sein um die verkapselten Zellen in das Pankreas zu implantieren. Die
ermutigenden praklinischen Daten und die M 6glichkeit einer selektiven, mikroinvasiven
und sicheren Methode der Kapselimplantation fihrte zum Start einer klinischen Studie
der Phase I/1l zur moglichen Therapie von pankreatischen Adenokarzinomen bei
Patienten (L6hr et al., 1999) (vgl. 4.1.6 Klinische Studie).
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3.4 Retrovirusvermittelte |FO-Aktivierung

3.4.1 Eigenschaften einer Retrovirus vermittelten Aktivierungin vitro

Nach den bisherigen Ergebnissen und den inzwischen von der klinischen Studie
gewonnenen Daten (vgl. 4.1.6 Klinische Studie) scheint die zellvermittelte Aktivierung
von IFO eine Verbesserung der herkdmmlichen Chemotherapie von soliden Tumoren
mittels IFO darzustellen. Jedoch ist der Bereich, in dem die zellulare CYP2B1-
vermittelte Aktivierung von IFO einen Effekt ausiiben kann, relativ eng auf den Ort der
Implantation begrenzt. Hinzu kommt, dass die toxische Wirkung ausschlief3ich auf dem
bystander effect beruht.

Ifostamid

" aktiviertes
Ifosfamid

Abbildung 51: Virus ver mittelte CYP2B1-Aktivierung nach I mplantation einer Ver packungszelle
Verpackungszellen, die in den Tumor eingebracht werden, setzen retrovirale Vektoren frei. Diese infizieren
umgebende Tumorzellen und bauen die CY P2B1-Expressionskassette in das Genom der Tumorzelle ein. Dasin
den Tumorzellen exprimierte CY P2B1 aktiviert IFO zu toxischen Metaboliten. Dadurch wird die exprimierende
Tumorzelle und durch den bystander effect das umliegende nicht infizierte Tumorgewebe geschédigt.

Eine durch Gentherapie vermittelte Aktivierung von Ifosfamid bedeutet, dass eine
CY P2B1-Expressionskassette durch einen Vektor, in diesem Fall ein Retrovirus, in die
Tumorzelle geschleust und dort exprimiert wird. Dadurch entstehen die toxischen
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Metaboliten direkt in der Tumorzelle. Diese Strategie hat auch den Vortell, dass mit
Retroviren infizierte Tumorzellen, die metastasieren, das CYP2B1-Gen an alle
Tochterzellen weitergeben und damit auch Metastasen durch eine systemische IFO-
Behandlung sehr spezifisch eliminiert werden konnen.

A Bestimmung der Infizierbarkeit von pankreatischen Tumor zellen

Grundvoraussetzung fur einen durch Retroviren vermittelten Gentransfer ist die
Infizierbarkeit der Zielzelle. Um die Infizierbarkeit von pankreatischen Tumorzellen in
vitro zu testen, wurden sie mit dem Virustberstand einer Verpackungszelllinie
uberschichtet. Die Verpackungszelllinie beruht auf PA317-Zellen, die stabil das Plasmid
pLXSNegfp (vgl. Abbildung 68) integriert hatten und permanent egfp-transduzierende
Murine Leukdmie Virus (MLV)-Vektoren (LXSNegfp, (Klein et a., 1997)) produzieren
und in das Medium abgeben. Der retrovirale Vektor LXSNegfp enthdt die essentiellen
cis-aktiven Elemente fir die Verpackung, reverse Transkription und Integration von
MLV. Dabel bilden die Langen Terminalen Repetitionen (long terminal repeats, LTRS)
die Begrenzung fur die zu transduzierenden Gene. Zu diesen gehéren das egfp-Gen und
eine eukaryonte Kassette fur die Expression des Neomycin-Phosphotransferasegens
(neoR), das eine Resistenz gegentiber Neomycin und seinen Analoga vermittelt.

Zur Uberprifung der Infizierbarkeit wurden 4 x 10* der Zielzellen in 2 ml
Normalmedium in eine 3 cm Schale ausgelegt. Am folgenden Tag wurden die Zellen mit
0,5 ml Virustiberstand von 5 x 10° LX SNegfp produzierenden Zellen, die am Tag zuvor
ausgel egt wurden, tberschichtet und 48 h spater mittels FACS-Analyse der Anteil der mit
LXSNegfp transduzierten Zellen bestimmt (vgl. 2.2.4 Durchflusscytometrie). Als
Zielzellen wurden verschiedene pankreatische Tumorzelllinien (human: MiaPaca2,
PANC1, PACA44, Ratte: RIN5, murin: PANO2) sowie leicht infizierbare
Mausfibroblasten (NIH3T3) verwendet (vgl. 2.1.8 Z€lllinien). Es zeigte sich, dass alle
pankreatischen Tumorzellen infizierbar waren (vgl. Abbildung 52). Dies entspricht dem
erwartetem Ergebnis, da PA317-Zellen amphotrope MLV -V ektoren produzieren (Miller
and Buttimore, 1986). Allerdings war der Anteil der infizierten Zellen im Vergleich zu
NIH3T3-Zellen geringer. Der hochste Titer von allen pankresatischen Zelllinien wurde bel
PACA44-Z¢ellen mit 39 % egfp-positiven Zellen erreicht. Darauf folgten RINS (17 %),
PANO2 (8 %), MiaPaca (6 %) und PANC1-Zellen (3 %). Im Vergleich dazu waren 90 %
der NIH3T3-Zellen nach der Infektion transduziert. Insgesamt war jedoch keine Tendenz
fur eine effiziente Infizierbarkeit entweder muriner oder humaner Zellen zu erkennen.
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Abbildung 52: Infizierbarkeit von pankreatische Tumor zellen

Pankreatische Zelllinien und Mausfibroblasten (NIH3T3) wurden mit dem Uberstand einer LXSNegfp
produzierenden Verpackungszelllinie (PALSG) infiziert und der Anteil der egfp-positiven Zellen nach der
Infektion mittels FACS-Analyse ermittelt. Die dargestellten Daten représentieren den Mittelwert aus zwei
Experimente.

Dieses Experiment zeigt, dass alle getesteten Zielzellen mit MLV-Vektoren, die von
PA317-Z€llen produziert wurden, infiziert werden konnen, jedoch ist die Infizierbarkeit
im Vergleich zu den leicht infizierbaren Mausfibroblasten (NIH3T3) deutlich geringer.

B Konstruktion eines CYP2B1 transduzierenden Vektors

Ausgangspunkt fur die Klonierung eines CYP2B1 transduzierenden MLV-Vektors
(LCSN) war das Plasmid pLXSNegfp (vgl. Abbildung 70). Zur Herstellung des V ektors
PLCSN (vgl. Abbildung 53) wurde das egfp-Gen des Plasmids pL X SNegfp entfernt und
der verbleibende Vektor mit dem CY P2B1-Gen des Plasmids pc3/2B1 ligiert (vgl. 10.1.2
Konstruktion von pLCSN). Der resultierende Vector LCSN enthélt das CY P2B1-Gen
unter der Kontrolle des konstitutiven MLV-Promotors im 5-LTR und das neoR-Gen
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unter der Kontrolle des SV40-Promotors (vgl. Abbildung 34).

xsvegp A

— U3 |RUS egfp SV40-neo U3 |R|U5S—

pLCSN
— U3 |RU5 CYP2B1 SV40-neo U3 |RU5—

Abbildung 53: Herstellung des Vektors L CSN
Das egfp-Gen des Plasmids pLXSNegfp wurde herausgeschnitten und durch das CYP2B1-Gen ersetzt. Das
resultierende Plasmid pLCSN enthélt den retroviralen Vektor LCSN.

C Hestdlung L CSN produzierender Verpackungszdllinien

Zur Produktion von retroviralen Vektoren muss die Plasmid-DNA in geeignete
Verpackungszellen eingebracht und dort transkribiert werden. Um ein moglichst weites
Infektionsspektrum der MLV-Vektoren zu erhaten, kamen als Verpackungszellen nur
solchein Frage, die amphotropes env-Protein produzieren. Unter diesen V oraussetzungen
standen die Verpackungszelllinien PA317 (Miller and Buttimore, 1986), FIlyA (Cosset et
al., 1995) und 2GP19Taf8P (Renate Renz, personliche Mitteilung) zur Verfigung.
PA317-Zellen sind eine haufig verwendete V erpackungszelllinie der zweiten Generation,
wahrend FIyA und 2GP19Talf8P bereits zur dritten Generation (vgl. 1.4.4 C
Verpackungssysteme) gehoren. Alle drei Zelllinien wurden mit dem Plasmid pLCSN
transfiziert und durch Neomycin-Selektion stabil Virus-produzierende Populationen
etabliert. Mit dem virushaltigen Uberstand dieser Zellen wurden NIH3T3-Zelleniinfiziert
(vgl. 2.2.2 F Infektionen) und nach der Infektion die Anzahl der Neomycin-resistenten
Zellklone bestimmt (vgl. 2.2.2 G Selektionsmethoden).
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Abbildung 54: Virusproduktion ver schiedener Verpackungszelllinien

Die Verpackungszelllinien 2GP19Talf8P, FlyA und PA317 wurden mit dem Plasmid pLCSN transfiziert. Nach
Etablierung stabil Virus-produzierender Populationen (ALFcypl + 11, Flycypl, Pacypl) wurde der Uberstand auf
NIH3T3-Zellen Ubertragen und der Virustiter Gber die anzahl Neomycin-resistenter Zellen durch Koloniebildung
(colony forming units, cfu) bestimmt.

Alle drei verwendeten Verpackungszelllinien produzierten infektioses Virus, das auf
NIH3T3-Zellen eine Neomycinresistenz Ubertrug (vgl. Abbildung 54). Allerdings zeigten
sich deutliche Unterschiede zwischen den verwendeten Zellen. Den hdchsten Titer
zeigten die beiden auf 2GP19Talf8P-Zellen beruhenden LCSN produzierenden
Populationen AL Fcypl und ALFcypl! (1,8 x 10* bzw. 5 x 10*cfu/ml, vgl. Abbildung 54).
Die Population, die auf FlyA-Zellen beruht, Flycypl und die auf PA317-Zellen
beruhende Zellen PAcypl zeigten im Vergleich einen deutlich geringeren Titer (5 x 10°
bzw. 63 cfu /ml). Die Titer der FlyA- und der PA317-Zellen lagen damit unter den
Werten (10° bis 10’ cfu/ml), die bereits von anderen Gruppen gemessen wurden (Cosset
et a., 1995; Miller and Buttimore, 1986).

Da die beiden auf 2GP19Talf8P-Zellen beruhenden Populationen den hdchsten Titer
aufwiesen, wurden sie fur die weiteren Experimente herangezogen.

D Etablierung eines,High Producers’

Um fur nachfolgende Experimente einen Klon mit hoher Virusproduktion zur Verfligung
zu haben, wurden von den mit dem Plasmid pLCSN transfizierten 2GP19Talf8P-Zellen
zusétzliche Neomycin-resistente Klone isoliert und auf ihre Virusproduktion untersucht
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(vgl. Abbildung 55). Obwohl alle Klone resistent gegentiber Neomycin waren, traten
erhebliche Unterschiede bei der Virusproduktion auf. Den héchsten Titer zeigte Klon 23
(9,8 x 10* cfu/ml), gefolgt von Klon 20 (8,4 x 10* cfu/ml) nach Infektion von NIH3T3-
Zellen. Die Klone 9, 12, 15, 16 und 17 zeigten eine schwache bis mittelstarke
Virusproduktion. Bei den Klonen 10 und 18 wurde keine Virusproduktion beobachtet.

Somit besalen ALFcyp23-Zellen die hochste Virusproduktion von allen pLCSN
transfizierten 2GP19Talf8P-Klonen (vgl. Abbildung 55).

1x10° 7
9x10% T
8 x 10%
7 x 10* 7
6 x 10* 7

5x 10*

Titer incfu/ ml

4 x 10*
3 x 10*
2 x10%

1x10*
0

Abbildung 55: Titer einzelner LCSN produzierender 2GP19T alf8P-Zellklone
2GP19Taf8P-Zellen wurden mit dem Plasmid pLCSN transfiziert. Von stabilen Klonen wurde der Uberstand auf
NIH3T3-Zellen Ubertragen und der Antell infizierter Zellen bestimmt (colony forming units, cfu).

E Toxizitat von Ifosfamid auf pankreatische Tumor zellen nach endogener Aktivierung

Far die zellvermittelte Aktivierung von IFO wurden einzelne Zellklone verwendet, in
denen das CYP2B1-Gen stark exprimiert wurde (vgl. 3.1.2 Herstellung von stabil
CYP2B1-exprimierenden Zellklonen und 3.3.3 Messung der CYP2B1-Aktivitét in
isolierten 293-Zellklonen). Bei einer Virus-vermittelten Ubertragung des CY P2B1-Gens
auf Tumorzellen entsteht dagegen eine heterogene Population von infizierten Zellen mit
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unterschiedlich starker CYP2B1-Expression. Zur Untersuchung, wie eine IFO-
Behandlung auf eine LCSN transduzierte Zellpopul ation wirkt, wurde diese Situation in
vitro simuliert. Dazu wurden mehrere Zelllinien (PANO2, PANC1, MiaPaca2, PACA44,
NIH3T3) mit dem Uberstand der LCSN-produzierenden Zelllinie ALFcyp23
Uberschichtet und, um Unterschiede in der Infektionseffizienz auszugleichen, die
infizierten Zellpopulation auf Neomycin selektiert. Die stabil infizierten Populationen,
sowie die nicht infizierten parentalen Zellen wurden in Gegenwart von 1 mM IFO

kultiviert und die Uberlebensrate der Zellen ermittelt (vgl. Abbildung 56).
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Abbildung 56: Verstarkung der IFO-Toxizitéat durch endogene CY P2B1-Expression

Verschiedene pankreatische Zelllinien und eine nicht-pankreatische Zelllinie wurden mit dem Uberstand der
Zdllinie ALFcyp23 Uberschichtet und nach der Infektion in Gegenwart von Neomycin kultiviert. Stabil
Neomycin-resistente Zellpopulationen (PANcypl, PANCcypl, MIAcypl, PACAcypl, NIHcypl) wurden mit 1 mM
IFO behandelt und die Verstarkung der IFO-Toxizitét als Quotient der Uberl ebensraten von parentalen (PANO2,
PANC1, MiaPaca, PACA44, NIH3T3) und CY P2B1-exprimierenden Zellen gemessen. Zum Vergleich wurde der
Verstérkungsfaktor von C8l11-1- und 22P1G-Zellen angegeben.

Alle infizierten Zelllinien zeigten nach IFO-Behandlung eine verstérkte Toxizitét
gegenuber IFO. Allerdings traten zwischen den verschiedenen Populationen deutliche
Unterschiede auf. Die Populationen MIAcypl (2,2fache Verstéarkung der |FO-Toxizitét,
Stammzelllinie MiaPaca), PANcypl (2,2fache Verstarkung, Stammzelllinie PANO2),
PANCcypl (1,6fache Verstéarkung, Stammzelllinie PANC1) und PACAcypl (1,1fache
Verstarkung, Stammzelllinie PACA44) zeigten eine abnehmende Sensitivitéat gegentiber
IFO. Die hochste cytotoxische Verstarkung bei 1 mM IFO wurde in NIHcypl-Zellen
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gemessen (11,4fache Verstérkung, Stammzelllinie NIH3T3). Selbst bei dem CY P2B1-
exprimierenden Zellklon C8I11-1 wurdebei 1 mM IFO nur eine 9,1fache Verstarkung der
Toxizitdt durch eine CYP2B1-Expression erreicht. Am stérksten jedoch war die
Verstarkung der IFO-Toxizitéat in den auch in der klinischen Studie verwendeten 22P1G-
Zellen. Hier konnte sie fir 1 mM nicht mehr berechnet werden, da es unter diesen
Bedingungen keine lebenden 22P1G-Zellen mehr gab (Nenner im Bruch = 0). Bei einer
Konzentration von 0,5 mM IFO jedoch lag die Verstérkung bei einem Faktor von 1009.

Zusammenfassend kann man sagen, dass die Expression von CYP2B1 die Sensitivitét
von Tumorzellen gegentber IFO im Vergleich zu den parentalen Zellen erhoht.
Allerdings ist diese Erh6hung der Sensitivitét gegentiber IFO in den pankreatischen
Tumorzellen im Vergleich mit NIHcypl-Zellen, die auf der Mausfibroblastenzelllinie
NIH3T3 beruhen deutlich geringer. Auch gegentiber den beiden Zellklonen C8I11-1 und
22P1G, die von Katzennierenzellen (CrFK) bzw.humanen embryonischen Nierenzellen
(293) abstammen und das CY P2B1-Gen unter der Kontrolle des starken CMV -Promoters
besitzen, zeigen die pankreatischen Zellen nur eine schwache Sensitivitétssteigerung. Ein
naheliegender Grund ist eine geringere Aktivitét des MLV-Promotors in den
pankreatischen Zelllinien im Vergleich mit murinen NIH3T3-Zellen bzw. des CMV-
Promotersin CrFK- und 293-Zellen. Dies soll nun im weiteren untersucht werden.

F Semiquantitative Bessimmung der ML V-Promotor aktivitat in infizierten Zelllinien

Da zwischen den mit dem LCSN-Vektor infizierten Zellpopulationen deutliche
Sensitivitatsunterschiede gegentiber IFO auftraten, wurde untersucht, wie stark die vom
MLV -Promotor getriebene Expression in den einzelnen Zelllinien ist. Um Aufschluf3
Uber die Stérke des MLV-Promotors, der sowohl das egfp-Gen im Vektor LXSNegfp as
auch das CYP2B1-Gen im Vektor LCSN treibt, zu bekommen, wurden die Zelllinien
NIH3T3, PANO2, MiaPaca, PANC1 und PACA44 mit dem Uberstand der den
retroviralen Vektor LXSNegfp produzierenden Zelllinie PALSG inifziert und nach 48
Stunden die mittlere Fluoreszenzintensitét (MFI) des exprimierten egfp in den egfp-
positiven infizierten Zielzellpopul ationen mittels FACS-Analyse bestimmit.

Alle pankreatischen Zelllinien zeigten eine MFI, die zwischen 187 (PANO02) und 134
(MiaPaca) lag (vgl. Abbildung 57). Im Vergleich dazu wiesen NIH3T3-Zellen eine
deutlich stéarkere MFI von 707 auf. Das bedeutet, das in alen pankreatischen Zelllinien
zur Zeit der Messung 4mal (PANO2) bis 5,3mal (MiaPaca) weniger egfp-Protein in den
Zellen vorlag asin den infizierten Mausfibroblasten (vgl. Abbildung 57).
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Abbildung 57: Mittlere Fluoreszenzintensitat (MFI) LXSNegfp infizierter Zelllinien

Verschiedene Zelllinien (NIH3T3, PANO2, MiaPaca, PANC1, PACA44) wurden mit dem Uberstand einer
L X SNegfp produzierenden Zelllinie (PAL SG) Uberschichtet und die mittlere Fluoreszenzintensitét (MFI) der egfp-
positiven Zellen nach der Infektion mittels FACS-Analyse gemessen. Die Daten zeigen den Mittelwert aus zwei
Experimenten.

Zusammenfassend kann man sagen, dass die niedrige MFI der pankreatischen Zelllinien
im Vergleich mit NIH3T3-Zellen héchstwahrscheinlich auch den Gehalt an CYP2B1-
Protein in den LCSN infizierten Zellpopulationen reflektiert. Ein mogliche Ursache fir
den niedrigen egfp-Proteingehalt in den Zellen ist eine deutlich schwachere Aktivitét des
murinen MLV-Promotors in humanen (PANC1, PACA44, MiaPaca) und murinen
(PANO2) pankreatischen Tumorzellen im Vergleich mit Mausfibroblasten (NIH3T3).
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G Nachweisdes CYP2B1-Proteinsin infizierten Zdllinien

Zum Nachweis des CYP2B1-Proteins und zur Bestérkung der Korrelation zwischen der MFI
LXSNegfp infizierter Zellen (PANC1, PANO2, PACA44) und dem CY P2B1-Gehalt der LCSN
infizierten pankreatischen Tumorzellen (PANCcypl, PANcypl, PACAcypl), wurden
Membranproteinextrakte hergestellt und 20 pg Gesamtmembranprotein mittels einer 10 %igen
SDS-PAGE aufgetrennt. Die Proteine wurden auf eine Nylonmembran transferiert und das
CYP2B1-Protein mit einem polyklonalen anti-CYP2B1-Antikorpers und eines sekundéren
Peroxidase gekoppelten anti-Ziege-Antikorpers detektiert.
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Abbildung 58: Western Blot Analysevon CYP2B1in LCSN infizierten Zédllinien

20 pg Membranproteinextrakt von LCSN stabil infizierten Zellpopulationen (NIHcypl, PACAcypl, PANCcypl,
PANcypl) sowie parentalen Zelllinien (NIH3T3, PACA44, PANC1, PAN02) wurden Uber eine 10 %ige SDS
PAGE aufgetrennt und auf eine Nylonmembran geblottet. Zum Vergleich wurden 100 fmol CYP2B1 bzw. 20 g
Membranproteinextrakt aus 22P1G-Zellen und deren parentale Zellen 293 mit aufgetragen. Die Membran wurde
mit einem anti-CY P2B1-Antikorper (Daichi) und einem Peroxidase gekoppelten anti-Ziege-Zweitantikorper
unkubiert und CY P2B1 mittels enzyme based chemiluminscence (ECL) detektiert.

Alle untersuchten LCSN infizierten Zelllinien (vgl. Abbildung 58, Spuren 4, 6, 8, 10 und 12)
zeigten auf der Hohe der Positivkontrolle eine Bande (CY P2B1), die bel den parentalen Zelllinien
nicht zu sehen war (vgl. Abbildung 58, Spuren 3, 5, 7, 9 und 11). Die CYP2B1-Bande der
NIHcypl-Z€ellen (Spur 6) war jedoch deutlich stérker als die der drei pankreatischen Zelllinien
(PACAcypl (Spur 8), PANCcypl (Spur 10), PANcypl (Spur 12)). Damit korreliert die IFO-
Toxizitét in den LCSN infizierten Zellen, sowie die MFI LXSNegfp infizierter Zellen mit dem
Vorhandensein von intrazelluldrem CY P2B1-Protein in LCSN infizierten Zellen.

Insgesamt zeigte der Nachweis des CY P2B1-Proteins in den LCSN-infizierten Zelllinien, dass
zwar der LCSN-Vektor funktionell ist, jedoch die CYP2B1-Expression in den pankresatischen
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Tumorzelllinien weniger effizient ist dsin Mausfibroblasten. Dadie Aktivitét auch in den murinen
Tumorzelllinien (PANO2) gering ist, liegt der Schlul? nahe, dass die Aktivitdt des MLV-
Promoters weniger von der Spezies sondern vom Gewebetyp abhangt.

H Kombination von endogener und exogener | FO-Aktivierung

Zur Untersuchung, ob ein additiver therapeutischer Effekt durch intrazellulére IFO-Aktivierung
(endogene Aktivierung) in Kombination mit einem bystander effect (exogene Aktivierung)
erreicht werden kann, wurden 2 x 10* Reporterzellen (PANC1 bzw. PANCcypl) und auf das
dartiberliegendetranswell 2 x 10* C8l11-1 bzw. CrFKwt-Zellen ausgesét (2.2.3 C Kokultivierung
von CYP2B1-exprimierenden Zellen) . Am folgenden Tag wurde IFO (0 mM, 0,5 mM, 1 mM
und 2 mM) zugegeben und am siebten Tag ausschliefdich die Zahl der Reporterzellen (PANC1
bzw. PANcypl) bestimmt.

1254 —— PANC1+CrFKwt
—— PANC1+C8llI-1
—¥— PANCcypl+CrFKwt

—e— PANCcypl+C8l1I-1

100
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Abbildung 59: Additiver therapeutischer Effekt nach retroviralem Gentransfer

Reporterzellen (PANC1 oder PANCcypl) wurden getrennt durch eine transwell-Membran mit C8I11-1 bzw.
CrFKwt-Zéellen in Gegenwart von 0, 0,5, 1 oder 2 mM |FO kultiviert. Zur Bestimmung der Zellzahl wurden die
Zellen trypsiniert und gezahlt. Angegeben ist die Uberlebensrate als Quotient zwischen IFO-behandelten und -
unbehandelten Zellen.

Bel diesem Kokultivierungsexperiment zeigten ale Ansétze, in denen zumindest eine
Zéellpopulation (im transwell oder der Schale) CY P2B1-exprimierte, nach Zugabe von IFO einen
deutlichen toxischen Effekt (vgl. Abbildung 59, ). Dabel war die IFO-Wirkung bei den
Gruppen, in denen IFO entweder exogen (PANC1 + C8ll1-1) oder endogen (PANCcypl +
CrFKwi) aktiviert wurde, ahnlich stark ausgepréagt (37 % versus 47 % bei 0,5 mM, 52 % versus
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47 % bel 1 mM und 24 % versus 17 % bei 2 mM) (vgl. Abbildung 59, und ). FanddielFO-
Aktivierung sowohl endogen als auch exogen statt (vgl. Abbildung 59, ), trat bei allen IFO-
Konzentrationen ein additiver toxischer Effekt auf (29 % bei 0,5 mM, 14 % bei 1 mM und 9 %
bei 2 mM), der besonders deutlich bei 1 mM IFO sichtbar wurde. Somit wurde im Vergleich zu
einer ausschlieflich endogenen Aktivierung (PANCcypl + CrFKwt, ), die mit einer
Verdopplung der IFO-Toxizitét verbunden war, die IFO-Toxizitét bei Kombination von
endogener und exogener Aktivierung (PANCcypl + C8I11-1, ) um den Faktor 7 verstarkt. Bei
dem bereits vorher beschriebenen Experiment zur Untersuchung einer IFO-Toxizitdt nach
endogener CY P2B1-vermittelter Aktivierung (vgl. Abbildung 56) wurde fir PANCcypl-Zellen
eine 1,6fache Verstdrkung gemessen. Dieses Ergebnis konnte unter Berlicksichtigung der
biologischen Variahilitét in diesem dhnlichen Experiment (vgl. Abbildung 59) mit einem Faktor
von 2 bestétigt werden.

Dies zeigt, dass eine zusétzliche endogene CY P2B-vermittelte IFO-Aktivierung das bisherige
Konzept einer zellvermittelten Therapie mit exogener IFO-Aktivierung zumindest in vitro
verbessern kann (vgl. Tabelle 5).

Kombination PANC1 + PANC1 + PANCcypl + PANCcypl +
CrFKwt calll-1 CrFKwt calll-1
Merkmal keine bystander effect | intrazelluldre bystander effect
Aktivierung |FO- +
Aktivierung intrazelluléare
|FO-Aktivierung
| Ce/mM 2 05<I1Cgxp<1 05<1Cy<1 <05

Tabelle 51C,, von PANC1-Zélllen bei intrazellulérer 1FO-Aktivierung, bystander effect oder bei
Kombination von beidem.

3.4.2 Wirksamkeit der Retrovirus vermittelten Aktivierung von IFO in vivo

A Etablierung eines geeigneten Tiermodells

Verschiedene murine Modelle fir Pankreaskarzinome wurden an jeweils zwel Mausen (Scid/bg
oder C57Black/6) exemplarisch getestet. Dazu wurden 5 x 10° Zellen (PANO2 oder PACA44)
subkutan in die rechte Flanke injiziert und der Verlauf des Tumorwachstum, sowie das
Allgemeinbefinden der Maus beurteilt. Erreichte der Primartumor einen Durchmesser von 10 mm
oder zeigte die Maus Anomalien in ihrem Verhalten, wurde sie getttet, seziert und
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makroskopisch untersucht.

Scid/bg-Mause besitzen kein funktionelles Immunsystem und zeigen daher auch keine
AbstofRungsreaktion nach Transplantation fremder Zellen. Sind diestransformierte Zellen, fiihren
sein der Regel zur Bildung eines Tumors. Die Zellen kénnen dabei von einer anderen Spezies
(Xenograft) oder von einem anderen Mausstamm (Allograft) ssammen. Eine andere M églichkeit
ist die Ubertragung von Zdllen, die vom gleichen Individuum oder der gleichen Maudlinie
abstammen (Syngraft). Daes sich hierbei um ,, eigenes* Gewebe handelt, wird das Gewebe auch
nicht von immunkompetenten Tieren abgestofen.

Modell | Mausdlinie Zdllinie Typ des Charakteristika
Modells
1 Scid/bg PACA44 Xenograft schnelles Wachstum des
(immun- Primértumors, nicht invasiv,
defizient) keine sichtbaren Metastasen
2 Scid/bg PANO2 Allograft unauffélliges Wachstum des
(immun- Primértumors, sehr invasiv,
defizient) sofort metastasierend
3 C57Black/6 PANO2 Syngraft langsames Wachstum des
(immun- Primértumors, spéter invasiv und
kompetent) metastasierend

Tabelle 6: Ubersicht zu den getesteten Tiermodellen

AlsTréger fir pankreatische Tumoren standen Scid/bg und C57Black/6-Mé&use zur Verfligung. Zur Induktion von
Tumoren in Scid/bg-M&usen wurden entweder humane PACA44-Zellen (Xenograft) oder murine PANO2-Zellen
(Allograft) verwendet. PANO2-Zellen bildeten in C57Black/6-Mause einen syngenen Tumor (Syngraft). Zur
Beurteilung des Tumorwachstums wurden 5 x 10°-Zellen subkutan in die rechte Flanke injiziert und die
Tumorentwicklung in den darauffolgenden Tagen beobachtet. Sobald der Tumor eine GréfRe von 10 mm
Durchmesser erreichte oder die Maus Anomalien in ihrem Verhalten zeigte, wurde sie getdtet, seziert und
makroskopisch untersucht.

Ein Beispidl fur ein xenogenes Mode ist die Injektion von humanen PACA44-Zdllen in Scid/bg-
Mause. Ein derartiges Transplantationsexperiment fihrte zur schnellen Bildung eines
Primértumors. Dieser war von der Konsistenz her weich und bel der Sektion leicht vom
umgebenden Gewebe zu trennen. Bei genauerer makroskopischer Untersuchung der einzelnen
Organe konnten keine Metastasen festgestellt werden (vgl. Tabelle 6, Modell 1). Murine und
damit allogene PANO2-Zellen bildeten in Scid/bg-Méausen im Gegensatz einen langsam
wachsenden Primértumor. Schon bel einem Tumordurchmesser von ca. 2-3 mm verhielten sich
die M&use untypisch. Die anschlief3ende Sektion zeigte, dass der Priméartumor in das umgebenden
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Gewebe eingedrungen und untrennbar mit ihm verwachsen war. Bei der anschlief3enden
makroskopischen Untersuchung konnten in fast alen Organen Metastasen festgestellt werden
(vgl. Tabelle 6, Modell 2). Ein Syngraft von PANO02-Zéllen auf C57Black/6-Mausen induzierte
einen méaldig wachsenden Primértumor, der invasiv in das anliegenden Gewebe einwuchs. Bis zu
einer Grofee von 10 mm zeigten die Méause kein wesentliches symptomatisches Verhalten.
Allerdings erwies sich dieser Tumor bei der anschlief3enden Sektion auch als metastasierend (vgl.
Tabelle6, Modell 3). Dadieses syngene Tumormodell der klinischen Situation am meisten dhnelt,
wurde es fur weitere Untersuchungen gewahlt.

B Wachstumschar akteristik von PAN02-Tumoren in C57Black/6-M ausen

Um nach der Injektion von PANO2-Zellen in C57/Black6-Mausen die Tumorentwicklung zu
charakterisieren, wurden bei jeweils zwei C57Black/6-Mausen 2,5 x 10°, 1 x 10° oder 5 x 10°
PANO2-Z€llen subkutan in die rechte Flanke injiziert und das Tumorwachstum beobachtet. In
regelmafdigen Abstéanden wurde der Tumor abgetastet und der mittlere Durchmesser bestimmt
(vgl. Abbildung 60).

13- T
1] -=-2,5x 10° PANO2-Zellen

. —+—1 x 10° PAN02-Zéllen
o —~—5x 10° PANO2-Z€ellen /

Tumordurchmesser / mm

O 5 10 15 20 25 30 3H 40 45 50 5 60
Zeit/ Tage
Abbildung 60: Tumorwachstum in C57Black/6-M dusen nach Injektion von PANO2-Zellen

2,5x 10°% 1 x 10° bzw. 5 x 10° PAN02-Zellen wurden subkutan in die rechte Flanke von je 2 C57Black/6-Mausen
injiziert. Das Tumorwachstum wurde in regelmaiBigen Abstdnden durch Abtasten der Tumoren bestimmt.
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An adlen Injektionsstellen kam es zur Tumorbildung. Jedoch war der Zeitpunkt bis zum ersten
tastbaren Tumor deutlich abhangig von der Anzahl der injizierten Zellen. Sobald aber ein
Priméartumor eine Grof3e von 1 bis 2 mm Uberschritten hatte, entwickelte er sich unabhéngig von
der injizierten Zellzahl mit der gleichen Geschwindigkeit. Bei Injektion von 5x 10° Zellen war der
Tumor bereits unmittelbar nach der Injektion tastbar und hatte nach ca. 25 Tagen einen mittleren
Durchmesser von 5 mm (). Bei 1 x 10° Zellen war der Tumor nach dem 20. Tag tastbar und
erreichte nach ca. 43 Tagen einen Durchmesser von 5 mm (). Die Inokulation von 2,5 x 10°
Zdlen( ) erzeugte einen tastbaren Primartumor nach 40 Tagen, wobel das Experiment nach dem
56. Tag abgebrochen wurde. Zu diesem Zeitpunkt hatte der Tumor einen mittleren Durchmesser
von 2,5 mm.

Fur die weiteren Experimente erschien die Injektion von 5 x 10° Zellen am sinnvollsten, da
dadurch eine flexible Planung und Gestaltung der weiteren Experimente méglich war.

C Virusver mittelte Aktivierung von Ifosfamid in C57Black/6-M ausen

Inin vitro-Experimenten konnte bereits gezei gt werden, dass eine Population von PANO2-Zellen,
die nach einer Infektion mit dem retroviralen Vektor LCSN CYP2B1-exprimiert (PANcypl),
nach Zugabe von |FO eine geringere Uberlebensrate besitzt als die parentale Zdlllinie (vgl. 3.4.1
E Toxizitét von Ifosfamid auf pankreatische Tumorzellen nach endogener Aktivierung).

Um die Wirkung von IFO auf CY P2B1-exprimierende Tumorzellen in vivo zu untersuchen,
wurden 5 x 10° PANcypl-Zélenin die rechte und die linke Flanke von jeweils 5 Mausen injiziert.
In funf weitere Méause wurden je die gleiche Anzahl an parentalen (PANO2) oder LCSN
infizierten PANO2-Zellen (PANcypl) inokuliert. Weiterhin wurden PANO2-Zellen, die vorher
stabil mit Vektor LXSN infiziert wurden (PANIxsnl) wie beschrieben inokuliert. Der Vektor
LXSN ist identisch zum Vektor LCSN, besitzt jedoch kein CYP2B1 Gen. Alle drei Tage wurde
der mittlere Tumordurchmesser durch Abtasten der Tumoren in der Flanke gemessen (vgl.
Abbildung 61). Sobald der Tumor einen durchschnittlichen Durchmesser von knapp 1 mm besal3
(vgl. Abbildung 61, t=0) wurde den Mausen IFO (100 mg/kg) und as uroprotektives
Medikament MESNA (50 mg/kg) in 0,2 ml PBS jeden dritten Tag intraperitoneal verabreicht.
Parallel wurde jeder Maus zeitgleich 0,2 ml PBS injiziert.
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Abbildung 61: Wachstumskinetik CY P2B1-exprimierender PANO2-Tumoren nach |FO-Therapie
5x 10° LCSN (PANCcypl) oder LXSN (PANIxsnl) stabil infizierte bzw. parentale PAN02-Zellen wurden subkutan
in dielinke und rechte Flanke von C57Black/6-Mausen injiziert. Bei einem Tumordurchmesser von knapp 1 mm
wurde eine Halfte der M&use mit PBS und die andere Halfte mit IFO/MESNA therapiert. Alledrel Tagewurde der

Durchmesser der Tumoren bestimmt und gegen die Zeit aufgetragen. Das mittlere Tumorwachstum wurde mittels
eines Computerprogramms (Graph Pad Prism 3.0) berechnet.

Die Tumoren wuchsen zunehmend invasiv, weswegen es teilweise unmdglich war, den Tumor
exakt abzutasten. Aus diesem Grund wurden nur klar abgrenzbare Tumoren in die Messung
aufgenommmen. Flhrte ein invasives Tumorwachstum zu ungenauen Messungen, wurde die
zuletzt bestimmte Tumorgroéfe auch fir die weiteren Untersuchungstage angenommen.Genauso
wurde auch mit den Tumoren verfahren, wenn die Maus, aufgrund wesentlicher Beeintréchtigung
der Gesundheit euthanasiert werden musste. Mit dieser Methode erhdlt man zwar nur eine
Anndherung an die wirkliche Situation, jedoch scheint seim Vergleich mit anderen Modellen der
Wirklichkeit am ehesten zu entsprechen (vgl. Diskussion: 4.2.3. Wirkung einer Retrovirus-
vermittelten CY P2B1/IFO-Behandlung in vivo). Am Ende des Experiments wurden alle Mause
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getttet. Mit den gewonnenen Daten wurde mit einem Computerprogramm (Graph Pad Prism 3.0)
die durchschnittliche Steigung der Tumorwachstumskurven errechnet.

Alle Méuse entwickelten in den Bereichen, in denen die Tumorzellen injiziert wurden, Tumoren,
die mit zunehmenden Durchmesser die Haut durchdrangen und mit dem umliegenden Gewebe
verwuchsen (vgl. Abbildung 61). Teilweise traten in Tumoren mit einem Durchmesser von mehr
als 2 mm nekrotische Tumorbereiche auf, die wahrscheinlich auf eine mangelnde Nahrstoff- und
Sauerstoffversorgung des Tumorgewebes zurlckzufiihren waren. Die Tumoren der PBS-
behandelten Kontrollgruppe wiesen eine mittlere Wachstumsrate von 0,123 mm/d fir PANO2-
Zdlen (), von 0,16 mm/d fir PANIxsnl-Zellen () und von 0,149 mm/d bei PANcypl-Zellen
() auf. In der IFO/MESNA behandelten Gruppe lag das Wachstum bei 0,057 mm/d fur die
PANO2-Tumoren (@), bei 0,131 fur PANIxsnl-Tumoren () und bei 0,033 mm/d fir die
PANcypl-Tumoren () (vgl. Tabelle 7).

PANIxsnl PANcypl PANO2
mit PBS 0,16 mm/d 0,149 mm/d 0,123 mm/d
mit IFO 0,131 mm/d 0,033 mm/d 0,057 mm/d
Verhaltnis 2,1
PBSIFO

Tabelle 7: Tumorwachstum von PANO2, PANIxsnl und PANcypl-Tumoren nach PBS- und IFO/M ESNA-
Behandlung

Dieses Experiment zeigt, dass Zellen, die vorher in vitro infiziert wurden (PANIxsnl und
PANcypl) ohne IFO-Behandlung schneller Tumoren bildeten als die parentalen Zellen (PANO2)
(vgl. Abbildung 61, und ). Durch Zugabe von IFO konnte das Wachstum von allen
Tumoren verlangsamt werden. Jedoch war der therapeutische Effekt bel PANIxsnl-Tumoren nur
sehr gering (1,2fache Verlangsamung des Tumorwachstums). Bei den parentalen Zellen
(PANQ?2) trat eine 2,1fache Verlangsamung auf. Am grof3ten war der therapeutische Effekt bei
den CYP2B1-exprimierenden PANcypl-Tumoren. In diesem Fall war die
Wachstumsverlangsamung 4,5fach. Auch waren die gesundheitlichen Beeintréchtigungen der
Maéause in der PANcypl/IFO-Gruppe am geringsten, so dass die erste Maus erst am vorletzen
Mef3punkt getotet werden musste. Zu diesem Zeitpunkt waren in den anderen Gruppen schon
mindestens zwei M&use euthanasiert worden.

Sowohl die PANIxsnl- as auch die PANcypl-Zelen wurden vor der Injektion in die Mause in
vitro infiziert und selektioniert. Es ist daher mdglich, dass sie durch die in vitro Selektion sich
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verédnderten, so dass sie bei einer in vivo-IFO-Behandlung sich anders verhalten, als die nicht
transduzierten und selektionierten PANO2-Zellen. Zur Bewertung der intratumoralen CYP2B1
abhangigen IFO-Aktivierung sollten daher in erste Linie die mit dem leeren Vektor infizierten
Zdlen (PANIxsnl) mit den CY P2B1 transduzierten PANO2-Zellen (PANcypl) verglichen werden
(vgl. Tabelle 7 und Abbildung 61, und ).

Insgesamt scheint eine |FO-Behandlung, wahrscheinlich nach Aktivierung der Prodroge in der
Leber, das Tumorwachstums zu reduzieren, jedoch kann durch eine intratumorale CYP2B1-
Expression das Tumorwachstum auf weniger as en Viertel der Wachstumsgeschwindigkeit
unbehandelter Tumoren gesenkt werden. Somit kann zwar die therapierte Maus nicht komplett
geheilt werden, jedoch wird das Tumorwachstum gebremst und somit die Uberlebenszeit
verlangert.
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4 Diskussion

4.1 Zdltherapeutische Behandlung

4.1.1 Etablierungund Analyse CYP2B1 produzierender Zellklone

Zur gentherapeutischen Behandlung von Tumoren kommt die Verwendung von
immunstimulatorischen, tumorsupressiven, Ribozym-, antisense- oder Suizidgenen in Frage. Mit
einer antitumorigenen Stimulierung des Immunsystems sollen nicht immunogene Tumorzellen
gegeniber diesem sichtbar gemacht werden. In klinischen Studien konnte bereits demonstriert
werden, das die Aktivierung des Immunsystem gegen bestimmte Tumorantigene einen
therapeutische Vorteil bringen kann, jedoch entwickeln Tumorzellen haufig Abwehrmechanismen,
wie z.B durch eine unzureichende Antigenprasentation oder eine Hemmung der durch T-Zellen
induzierten Apoptose (Irmler et a., 1997; Kataoka et al., 1998).

Tumorsupressorgene kénnen nur eingesetzt werden, wenn das betreffende Gen in den
Tumorzellen auch mutiert ist. Es wurde fir das sehr haufig mutierte pS3 in vielen praklinischen
und Kklinischen Studien ein therapeutischer Effekt nach dem Einbringen von wildtyp p53
beobachtet (Pearson et al., 1998; Swisher et a., 1999), jedoch gibt es auch Studien, in denen
keine Wirkung von p53 beobachtet wurde (Vinyals et al., 1999). Abgesehen davon ist noch
fraglich wie stark der bystander effect einer p53-vermittelten Therapie ist (Rizk et al., 1999).
Manche Untersuchungen beschreiben einen bystander effect, der durch freigesetzte anti-
proliferative Proteine oder durch eine Hemmung der Vaskulaisierung im Tumor induziert wird
(Frank et al., 1998; Bouvet et a., 1998). Jedoch scheint dieser Effekt nur schwach zu sein, so
dass das p53-Gen in fast jeder Tumorzelle exprimiert werden muf3.

Antisense- und Ribozymgene, z.B. gegen ras, kdnnen sich nur gegen einzelne Onkogene richten.
Sie werden vor allem eingesetzt, wenn Genprodukte in Folge einer Mutation Uberproduziert
werden (Phylactou et al., 1998). Daesbei dieser Therapie keinen bystander effect gibt, mussjede
Zdllen das antisense- bzw. Ribozymkonstrukt erhalten.

Suizidgene, besonders das Gen der Thymidinkinase des Herpes simplex Virus (HSVtk) werden
neben den immunstimmulatorischen Genen am haufigsten fur die gentherapeutische
Krebshbehandlung herangezogen. Ihr Mechanismusist weitgehend unabhangig von den mutierten
Genen und ist bei den meisten Tumorarten wirksam. Jedoch gibt es auch hier
Resi stenzmechanismen, die eine cytotoxische Wirkung verringern oder verhindern kénnen. Einer
der haufigsten Resistenzmechanismen ist eine Hochregulierug der Expression des multidrug
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resistance (mdr)1-Gens. Das Genprodukt (P-Protein) vermittelt den aktiven Export einer
Vielzahl von cytotoxischen Drogen aus der Zelle (Fine, 1988; Hesdorffer et al., 1994; Roninson
et a., 1986). Bel vielen Suizidsystemen ist bereits ein bystander effect beschrieben worden. Das
bedeutet, dass das Suizidgen nicht in jede Tumorzelle eingebracht werden muss. Jedoch besteht
beim HSVtk-Systems z.B. eine Abhangigkeit des bystander effects von interzelluléren gap
junctions, die vor allem aus Connexin bestehen. Eine verminderte Expression von Connexin
unterdriickt den interzelluldren Austausch von aktivierten Metaboliten und damit eine Wirkung
auf nicht HSVtk-exprimierende Zellen (Yang et a., 1998). Falsein Suizidgen aus zum Menschen
entfernt verwandten Organismen isoliert wurde, besteht die Méglichkeit einer Immunreaktion
gegen das Genprodukt, wodurch die exprimierende Zellen unter Umstanden eliminiert wird,
bevor sie die aktivierte Droge an das umgebende Tumorgewebe abegeben kann. Dieses Risiko
besteht vor allem bel der von Pilzen oder E.coli ssammenden Cytosindeaminase, der viralen
HSVtk sowie der bakteriellen Nitroreduktase (Waxman et al., 1999).

Im Rahmen dieser Arbeit wurde als Suizidgen die von der Ratte stammende cDNA des
Cytochrom P450 2B1 (CY P2B1)-Gens verwendet. Obwohl es mehrere hundert zur Cytochrom
P450-Familie gehdrende | sozyme gibt, kdnnen nur die humanen Isoformen 2C5, 2C11, sowiedie
Enzymsubfamilien 2B und 3A Oxazaphosphorine aktivieren (vgl. Abbildung 62). Die Isoformen
2C5 und 2C11 haben eine hohe Umsetzungsrate bei niedrigen Konzentrationen der Droge, jedoch
ist die enzymatische Umsetzungsrate schnell geséttigt (Chang et al., 1993). Bel hoheren
Konzentrationen, wiesiebei einer systemischen |FO-Behandlung auftreten, sind vor allem die 3A
und 2B-Isoformen fur die Hydroxylierung und damit verbundene Aktivierung der Droge
verantwortlich (Chang et a., 1993). Dabei ist das humane CY P3A4 besonders wirksam bei der
Umsetzung von IFO (Walker et al., 1994), jedoch tritt zur gewtinschten Hydroxylierung eine
starke unerwtinschte N-Dechloroethylierung auf, dessen Produkt Chloroacetaldehyd bei hoher
Konzentration Schadigungen des Nervensystems oder der Nieren hervorrufen kann (Yu et al.,
1999). Im Gegensatz dazu ist die enzymatische Aktivitdt von CYP2B1 fast nur auf der
Umsetzung der zum therapeutisch wirksamen Phosphoramidmustard fihrenden Hydroxylierung
konzentriert (Yu et al., 1999). Ahnlich verhalt es sich mit der humanen Isoform CY P2B6, die
alerdings zu Beginn dieser Arbeit nicht so gut charakterisiert war wie das von der Ratte
stammende CY P2B1 und daher auch nicht verwendet wurde (Code et a., 1997; Jounaidi et al.,
1998).
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Bevor aus dem hydroxylierten Oxazaphosphorin das therapeutisch wirksame
Phosphoramidmustard entstehen kann (vgl. Abbildung 62), besteht jedoch die M églichkeit, dass
die hydroxylierte Form in der Leberzelle durch die Aldehydoxidase inaktiviert wird. Auch die
Zwischenform Aldophosphamid kann durch die hepatischen Enzyme Alkohol- oder
Aldehyddehydrogenase inaktiviert werden (Fleming, 1997). Acrolein, das as Nebenprodukt von
Phosphoramidmustard entsteht, hat kaum einen therapeutischen Nutzen und ist in hoher
Konzentration hauptsachlich fir unerwiinschte Nebenwirkungen wie blutgeflllte Blasenbildung
(hdmorrhagische Cystis) und eine Schadigung der Blase (Urotoxizitdt) verantwortlich.
Phosphoramidmustard verursacht durch Alkylierung der DNA und die damit verbundenen
Bildung von interstrand cross links die cytostatische Wirkung auf den Tumor. Jedoch kann
Phosphoramidmustard bei hohen systemischen Konzentrationen auch toxisch auf das
hématopoetische System und die Ovarien wirken. Durch eine tumorspezifische CYP2B1-
Expression wird die intratumorale Konzentration der aktiven Metaboliten erhéht. Gleichzeitig
wird eine unerwtnschte Inaktivierung oder Metabolisierung durch hepatozelluldre Enzyme
reduziert und die damit verbundenen systemischen Nebenwirkungen verringert.

Um eine optimale Expression des therapeutischen Gens zu erhalten, wurde es in einen
Expressionsvektor mit dem starken, konstitutiven enhancer/friihen Promotor des Cytomegalie-
Virus einkloniert (Boshart et al., 1985; Jeang et a., 1984). Dieser Promotor ist einer der
stérksten Promotoren, diein eukaryonten Zellen getestet wurden (Martin-Gallardo et al., 1988).
Die CYP2B1-Expressionkassette enthalt stromabwarts von der CYP2B1-cDNA ein
Polyadenylierungssignal des bovine growth hormone (bGH)-Gens. In vorherigen Studien konnte
bereits gezeigt werden, dass sich damit die Expression eines Gens um das dreifache steigern 1803t
und es in dieser Funktion dem Polyadenylierungssigna des simian virus (SV) 40 Uberlegen ist
(Pfarr et a., 1986).

Die am haufigsten verwendete Methode zum Transfer von therapeutische Genen ist die
Verwendung von ex vivo gentechnisch verénderten Zellen, die nach dem Einschleusen nicht nur
die gewlnschte genetische Information in den Kérper bringen, sondern zusétzlich auch die
Maschinerie zur Expression dieser Gene. Mit dieser Methode kann sehr effizient das Gen an den
Wirkungsort Ubertragen werden, ohne mit dem Risiko einer ungewollten Expression in den
falschen Zellen verbunden zu sein.

Der klonierte CY P2B1-Expressionsvektor wurde daher in CrFK- und in 293-Zédllen transfiziert.
Urspriinglich wurden die Experimente mit CrFK-Zellen begonnen, da diese generell eine hohe
Expression zeigen. Fur die geplante Anwendung beim Menschen wurden die Experimente mit
293-Zéellen durchgeftihrt. Diese humanen embryonischen Nierenzellen sind durch Einbringen eines
Fragments des Adenovirus (ADV) Typ 5 mit der frih im viralen Lebenszyklus exprimierten
Region E1 transformiert worden (Graham et al., 1977; Graham et al., 1974) und lassen sich
dadurch in vitro vermehren. 293-Zellen sind humanen Ursprungs und werden daher nicht durch
das humane Komplementsystem erkannt und angegriffen. Zusétzlich wurde die verwendete
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Charge von der Firma Q-One (Glasgow) asfrel von human-pathogenen Organismen zertifiziert.
Beim Transfer dieser allogenen Zellen in den Patienten besteht auch im Gegensatz zu xenogenem
Gewebe (Xenograft) keine Gefahr einer Frei setzung von animalischen endogenen Retroviren, die
im neuen Organismus unter Umstanden pathologisch werden kdénnen (White and Nicholson,
1999). Von Bedeutung ist weiterhin die hohe Aktivitét des CMV-Promotors in 293-Zellen
(Wilkinson and Akrigg, 1992). Um die Klone mit besonders hoher CY P2B1-Expressionisolieren
zu koénnen, wurden die mit dem CY P2B1-Expressionvektor transfizierten CrFK- und 293-Zellen
mittels Neomycin selektiert und einzelne Klone isoliert. Die PCR zum Nachweis der CMV-
CY P2B1-Expressionskassette erbrachte in den beiden untersuchten CrFK-Klonen sowie in fast
allen 293-Klonen ein spezifisches Signal, das das V orhandensein der Expressionskassette anzeigt.
Die Funktionalitét der CMV-CY P2B1-Expressionskassette konnte bei den beiden CrFK-Klonen
durch den Nachweis des CY P2B1-Proteins mittels Western Blot-Analyse gezeigt werden. Das
produzierte Protein zeigte das gleiche Laufverhaten wie das CY P2B1-Protein, dasin Form von
L ebermikrosomen aufgetragen wurde. Die CY P2B1-Synthese des Klons C8l11-1 war hoher a's
beim Klon C8IlI-2. Mit einem weiteren Nachweissystem konnte as Ersatz fur eine IFO-
Hydroxylierung die CYP2B1 vermittelte Dealkylierung von 7-Pentoxyresorufin zu Resorufin
bestimmt werden. Dabei konnte das Ergebnis der Western Blot Analyse bestétigt werden. Die
Umsetzungsrate war beim Klon C8lI11-1 (535 pmol/mg Protein) 31mal hoher alsbeim Klon C8l11-
2. Noch hoher als beim Klon C8l1I-1 war die Resorufin-O-Dealkylase-Aktivitét bei den
Zdlklonen, die auf 293-Zellen beruhen. Da die Resorufinproduktion nicht nur die Préasenz des
synthetisierten Proteins, sondern gleichzeitig auch dessen Funktionalitét demonstriert, wurde bel
den 293-Zellen zur Reihenuntersuchung kein Western Blot, sondern nur der Resorufintest
durchgefiihrt. Alle 293-Klone, diedie CMV-CY P2B1-Express onskassette PCR enthielten, waren
in der Lage, 7-Pentoxyresorufin zu dealkylieren. Dabei hatte der 293-Klon 22P1G die héchste
enzymatische Aktivitat (4750 pmol/mg Protein) was der 26fachen Aktivitét von kultivierten
Hepatozyten entsprach (Donato et a., 1992). Diese starke Aktivitét [a3t sich zum Teil auf die
hohe Aktivitdt des CMV-Promotorsin 293-Zellen zurtickfthren, wobei jedoch das Vorliegen von
mehreren Kopien der CMV-CY P2B1-Expressionskassette auch einen Einfluf3 auf die Expression
nehmen kann. Eine Southern Blot-Analyse ergab, dass die CMV-CY P2B1-Expressionskassette
dreima in das Genom integriert vorliegt, wobel weiterfihrende Untersuchungen der Firma
Bavarian Nordic zeigten, dass es sich nur um zwei Integratiosstellen handelte, wobei die CMV -
CY P2B1-Expressionskassette an einem Locus in Tandemformation vorliert (Frank Heinemann,
personliche Mitteilung). Somit liegen insgesamt drei funktionelle CMV-CYP2B1-
Expressionskassetten vor. Interesannterweise jedoch scheint die enzymatische Aktivitét der
Zdlen nicht unbedingt mit dem Gehalt von CYP2B1 in der Zelle zu korrelieren. So war zwar die
Resorufin-O-Dealkylasesktivitét von 22P1G-Zellen neunmal hdher, asbei C8l111-1-Zellen obwohl
bel einem vergleichenden Western Blot die 22P1G-Bande nur geringfiigig starker war as bei
C8I11-1-Zellen. Es scheinen daher andere Faktoren wie z.B. die Aktivitét der Cytochrom P450-
Reduktase (vgl. Abbildung 65) eine entscheidende Rolle fur die CYP2B1-Aktivitét zu spielen
(Huang et a., 2000; Jounaidi and Waxman, 2000; Waxman et al., 1999).
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4.1.2 Umsetzung von Oxazaphosphorinen durch CYP2B1

A Suizideffekte

Der erste Nachweis der Umsetzung von Oxazaphosphorinen erfolgte durch Kultivierung von
C8I11-1 und C8I11-2-Z€llen in Gegenwart von 1 mM Cyclophosphamid bzw. 2 mM Ifosfamid.
Diese Konzentrationen wurden bereits als ausreichend toxisch, aber nur gering toxisch ohne
Aktivierung beschrieben (Chen et al., 1996). Bel dieser Konzentration trat ein starker
cytotoxischer Effekt bei den CY P2B1-exprimierenden Zellklone C8l11-1 und C8I11-2 auf. Erstin
spateren Experimenten stellte sich heraus, dal3 im Gegensatzt zu publizierten Daten diese |FO-
Konzentration auch ohne Aktivierung toxisch wirkt. Um diese Moglichkeit zu untersuchen,
wurden die C8l11-1-Zellen im Vergleich mit CrFKwt-Zellen bei verschiedenen IFO-
Konzentrationen kultiviert. Bei einer einfachen Giemsa-Anfarbung der am Ende des Experimentes
verbleibenden Zellen trat bei den CY P2B1-exprimierenden Zellen ab 0,25 mM ein sichtbarer
toxischer Effekt auf, bei CrFKwt-Zellen jedoch erst bel 5 mM. Da die Farbung von Zellen nicht
quantitativ ist, wurde das Experiment wiederholt und die Zellen am Ende des Experiments
gezahlt. Bei dieser Quantifizierung wurde deutlich, dass IFO vor alem bei Konzentrationen Uber
1 mM auch ohne CY P2B1-Expression einen geringen cytotoxischen Effekt hat. Dieses Phéanomen
beruht evtl. auf der langsamen Hydrolyse von IFO, welche z.B. von anorganischem Phosphat
katalysiert wird und bei der alkylierendes Chloroethylamin entsteht (Gilard et a., 1999; Penketh
et a., 2000; Sanderson and Shield, 1996). Dennoch wurde deutlich, dass durch eine CY P2B1-
Expression, die Empfindlichkeit der Zellen gegentiber IFO deutlich gesteigert werden kann. Die
50 %ige Wachstumsinhibitorische Konzentration (1Cs,), lag fur C8l11-1-Zellen bei 0,05 mM IFO,
wahrend siefur die parentalen CrFKwt-Zellen bei cal mM lag. Insgesamt war das Verhdtnisvon
unspezifischer zu CY P2B1 vermittelter Toxizitdt am grofdten bel Konzentrationen zwischen 0,25
mM und 0,5 mM IFO. Interessanterweise ist dies genau die Konzentration, die nach einer
systemischen IFO-Infusion im Blutplasmaerreicht wird (0,1 - 0,5 mM (Y u and Waxman, 1996)).
Ahnliche Ergebnisse wurden bereits bei der Untersuchung von Glioma-, Gliosarcoma- und
Brusttumorzellen erlangt. Auch hier wurden die CY P2B1-exprimierenden Zellen deutlich starker
durch Oxazaphosphorine geschédigt als lacZ-exprimierende Kontrollzellen (Chen et a., 1996;
Chen and Waxman, 1995; Wei et al., 1994).
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Eigenschaft Wertung Referenz
Aktivierung CPA wird besser durch CY P2B-Isoformen aktiviert s | (Chang et al., 1993)
IFO
Alternative Aktivierung von IFO durch CY P3A-Isoformen erzeugt | (Chang et al., 1993)
Umsetzung neurotoxisches Chloroacetaldehyd

Aktiver Metabolit

(Iso-)Phosphoramidmustard

(Brock et al., 1988)

Transportform im
Blut

40H-IFO bzw. 40H-CPA

(Brock et al., 1988)

Nebenwirkungen

geringere hdmatopoetische Toxizitdt und

geringere Herztoxizitét von IFO gegeniiber CPA
Urotoxizitat von IFO kann durch MESNAR reduziert
werden

(Brock et al., 1988)

konzentration

40H-IFO" 1,5 uM

Resistenz Resistenzen durch IFO treten seltener auf als bei CPA (Brade et al., 1986)

Wirksamkeit therapeutischer Nutzen von IFO beim (Loehrer et al., 1985)
Pankreaskarzinom bereits demonstriert

Stabilitét IFO wird im Koérper langsamer eliminiert als CPA und | (Sanderson and Shield,
steht lénger zur Aktivierung bereit 1996; Brock et a., 1988)

Selektivitat aktiviertes IFO (40H-IFO) hat hohere krebstoxische (Brock et al., 1988)
Selektivitdt als CPA

Stabilitét IFO-Pulver bei Raumtemperatur: >5 Jahre (Gilard et al., 1997)
IFO bei 37°C,pH 7: 20 h (Kaijser et a., 1991)
IFO in Serum (invivo): 7-15h (Allen et al., 1976)
4-OH-CPA in Serum bei 37 °C (invitro): 17 min (Wright et al., 1995)
(IFO verhdlt sich dhnlich)

Mutagenitét I sophosphoramidmustard ist weniger mutagen als (Struck et al., 1983)
Phosphoramidmustard

maximale CPA:0,1-05mM (Yu and Waxman, 1996)

Serum- IFO%: 0,2 mM (Kurowski and Wagner,

1993)

Tabelle 8: Charakteristika einer |FO- bzw. CPA-Anwendung
bei einer systemischen Dosis von 1,5 g/ m? K érperoberflache

CPA wurde bei diesen Experimenten nicht getestet, da IFO hinsichtlich der geplanten
Anwendung bei Pankreaskarzinomen wesentliche V orteile gegentiber seinem Isomer CPA besitzt
(vgl. Tabelle 8). Diein vivo-Eliminierung von IFO ist langsamer alsvon CPA. Dadurch steht die
Prodroge langer zur Aktivierung im Korper des Patienten zur Verfligung (Sanderson and Shield,
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1996). Weiterhin zeigt IFO eine starkere Antitumoraktivitét als CPA und ist haufig bei Tumoren,
diebereits Resi stenzen gegeniiber anderen Cytostatika entwickelt haben, wirksamer (Bradeet al.,
1986). Gleichzeitig besitzt die hydroxylierte Form von IFO (40H-IFO) die hdchste cytotoxische
Spezifitét von alen Oxazaphosphorinen, d.h. das beste Verhdltnis von Tumortoxizitét zu
unerwiinschten Nebenwirkungen (Brock et al., 1988). Bei der Behandlung des sonst kaum
chemotherapierbaren Pankreaskarzinoms zeigten klinische Studien, dass IFO neben 5-
Fluorouracil und Gemzar das einzige Cytostatikum ist, das einen therapeutischen Effekt in
klinischen Studien aufwies (Loehrer et al., 1985). Nachteilig ist, dass die Aktivierung von CPA
durch CYP2BL1 effizienter ist s die von IFO (Yu and Waxman, 1996).

B Bystander effect

i Bystander effect auf Zellen gleichen Ursprungs

Neben der Wirkung von IFO auf CY P2B1-exprimierenden Zellen wurde auch die Wirkung auf
Nachbarzellen, diekein CY P2B1-exprimierten (bystander effect) untersucht. Bei Kokultivierung
von CYP2Bl-exprimierenden CrFK-Zellen mit nicht CYP2B1-exprimierenden CrFK-Zellen
(Reporterzellen) in Gegenwart von IFO, zeigten zusétzlich zu den CY P2B1-exprimierenden
Zdlen auch die Reporterzellen schon bei IFO-Konzentrationen ab 0,25 mM eine Reduktion der
Zdlzahl. Im Gegensatz dazu waren die Reporterzellen bel einer Kokultivierung mit CrFKwit-
Zdlen bis1 mM IFO kaum im Zellwachstum beeinflusst. Ein ahnliches Ergebnis, dass bereits bel
niedrigen |FO-Konzentrationen ein inhibierender Effekt auf benachbarte Reporterzellen auftritt,
ergab bereits die Untersuchung des bystander effects auf Gliosarkom-Zellen nach einer CY P2B1
vermittelten Aktivierung (Chen and Waxman, 1995). Dies deutet daraufhin, dass von den
CYP2B1-exprimierenden Zellen Faktoren an die Reporterzellen abgegeben werden, die das
Zdlwachstum hemmen oder Zellen derart schadigen, so dali’ diese absterben. In Frage kommen
dabel zelluldre Botenmolekile oder aktive Metaboliten, die nach der IFO-Hydroxylierung
entstehen. Proteine, die sich unter Umstanden negativ auf die Zellpopulation auswirken kdnnen,
sind z.B transforming growth factor (TGF)P, tumor necrosis factor (TNF)e oder der Fas-
Ligand, die entweder die Zellproliferation bremsen bzw. den Zelltod durch Apoptose einleiten
(Atfi et al., 1997; Liu et al., 1997; Nagata, 1998). Beim HSVtk/GCV-Suizidsystems scheint z.B.
Fas und der Fas-Ligand eine wichtige Rolle beim Zdlltod zu spielen (Wei et al., 1999).

ii Bystander effect auf pankreatische Tumor zellen

Um die Frage zu beantworten, ob diese Interaktion nur zwischen Zellen des gleichen Typs
stattfinden kann, wurden an Stelle von CrFK -Zellen als Reporterzellen zun&chst Ratteninsulinoma
(RINS)-Z€ellen gewahlt. Auch hier trat ein bystander effect auf die RINS-Reporterzellen auf.
Allerdings schien hier der Effekt schwéacher zu sein, daer nur bei IFO-Konzentrationen tber 0,5
mM zu beobachten war. Daraus 183 sich schlief3en, dass der bystander effect kein zelltyp-
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spezifisches Phdnomen ist, sondern sich auch auf andere Zellen Ubertragen 183t. Jedoch wurde
auch deutlich, dass die Wirksamkeit des bystander effects je nach Zelltyp unterschiedlich stark
ausgepragt sein kann. Diese Ubertragung des bystander effect auf Zellen, die von einem anderen
Gewebe abstammen, wurde bisher noch nicht beschrieben. Dadurch wird die Ubertragung von
zellwachstumshemmenden Molekile von CYP2Bl-exprimierenden Zellen auf beliebige
Tumorzellen erméglicht. Im Rahmen dieser Arbeit sollte die Wirksamkeit einer CY P2BV/IFO-
Behandlung auf pankreatische Tumorzellen untersucht werden. Dazu wurden humane
Tumorzellen des exokrinen Pankreas bel einem varrierenden Anteil an kokultivierten CYP2B1-
exprimierenden Zellen (C8I11-1) untersucht. Damit es bel unterschiedlich schnellem Wachstum
der Zellpopulationen nicht zu unterschiedlichen Verhdtnissen zwischen PANC1- und CrFK-
Zdlen kommt, wurde die C8I11-1-Population mit CrFKwt-Zellen so angereichert, dass immer
gleich viele pankreatische wie K atzennierenzellen ausgesét wurden (vgl. Tabelle 2 und 4). Damit
wurden Variationen, die durch eine sterische Hinderung bei ungleichméliiger Verteilung der
Zd Itypen oder eine unterschiedliche Konzentration sezernierter Wachstumsfaktoren verursacht
werden, minimiert. In Anwesenheit von IFO zeigten die pankreatischen Zellen eine reduzierte
Uberlebensrate, die mit zunehmenden Anteil an CY P2B1-exprimierenden Zellen in der CrFK-
Population anstieg (vgl. Abbildung 32). Dabei wurde maximal eine 86 %ige Hemmung im
Vergleich mit der nicht IFO behandelten Kontrollgruppe erreicht, wenn CY P2B1-exprimierende
Zdlen zu gleichen Teilen mit pankreatischen Tumorzellen ausgesit wurden. Dies zeigt, dass
humane exokrine pankreatische Tumorzellen nach einer Aktivierung durch andere benachbarte
Zellen effektiv im Wachstum gehindert werden konnen. Allerdings demonstriert dieses
Experiment auch, dass der bystander effect nicht ausreicht um eine Tumorzellpopulation,
zumindest unter den beschriebenen Bedingungen in vitro komplett zu eliminieren. Die Wirkung
von aktiviertem IFO 183 sich vor alem auf eine DNA-Alkylierung und damit verbundene Bildung
von DNA interstrand cross links zurtickfiihren. Obwohl auch diese Mutationen anscheinend
durch Exzission repariert werden konnen, sind sie doch die DNA-Modifikation, die am haufigsten
zum Absterben der Zelle fuhrt (Ferguson and Pearson, 1996). Dabei sind vor allem
proliferierende Zellen betroffen, die durch die kovalent verbundenen DNA-Straénge in ihrer
Replikation gehemmt werden. Zellen, die sich nur langsam teilen oder ruhen, sind von einer IFO-
Behandlung deutlich weniger betroffen. In diesem Fall muss aktiviertes IFO so lange auf die
Zelen einwirken kdnnen bzw. die durch IFO verursachten Schaden nicht repariert werden, bisdie
Zdlen den néchsten Zellzyklus durchlaufen. Um eine ausreichende DNA-Schadigung zu
erreichen, konnte der therapeutische Effekt von metabolisiertem oder zerfallenem IFO durch
Zugabe von neuem IFO kompensiert werden. Dies war nicht der Fall in den hier beschriebenen
Experimenten, wo nur einmal am Beginn IFO zugesetzt wurde. Eine andere Moglichkeit wére,
die Aktivierung der CYP2B1-produzierende Zellen Uber einen léangeren Zeitraum
aufrechtzuhalten, in dem das gleichzeitige Absterben der | FO-aktivierenden Zellen durch Zugabe
frischer IFO-aktivierender Zellen oder durch den Einbau von geeigneten Resi stenzmechanismen
gegeniiber aktivem IFO kompensiert wird (vgl. Abbildung 65).
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4.1.3 Mechanismus des bystander effects

Bel Kokultivierung von A20-Suspensionszellen mit CYP2B1-exprimierenden C8I11-1-Zellen
wurde nach IFO-Gabe trotz fehlender gap junctions ein bystander effekt von aktivierten IFO
beobachtet. Demnach scheint, im Gegensatz zu anderen Suizidsystemen wie z.B. HSVtk/GCV,
eine Zell-Zell-Verbindung z.B. Uber gap junctions (Yang et al., 1998) zur Vermittlung eines
bystander effects nicht notwendig. Um den bystander effect weiter zu analysieren, wurden
CYP2B1-exprimierende CrFK- mit PANC1-Zellen as Reporterzellen kokultiviert, wobei die
beiden Populationen durch eine Membran getrennt waren. Diese Membran ermdglichte einen
Austausch von niedermolekularen Molekllen, vermied jedoch einen Aufbau von direkten gap
junctions. Dabei zeigte sich, dass der bystander effect unabhangig von einem direkten Zell-
Zellkontakt ist. Die nach der IFO-Aktivierung frel werdenden Metaboliten kénnen die Zelle
verlassen, durch das Medium diffundieren und wieder in eine Reporterzelle gelangen. Dieses
Ergebnis stimmt auch mit Erkenntnissen Uberein, die Chen et al., 1995 an einem
Gliosarkomamode in vitro gewonnen haben (Chen and Waxman, 1995).

4.1.4 Mechanismusdes Zelltod

Die Untersuchung der Wirkung von IFO auf CY P2B1-exprimierende 22P1G-Zellen ergab, dass
bel einer Endpunktbestimmung der Zellzahl die CY P2B1-exprimierenden 22P1G-Zellen eine1C,,
deutlich unter 0,25 mM IFO besitzen mussen wahrend die I1C,, der parentalen 293-Zellen
zwischen 0,5 und 1 mM IFO lag. Die niedrige |C, der 22P1G-Zellen |83 sich zum einen auf die
hohe CY P2B1-Aktivitét und eventuell auf einen empfindlicheren Zelltyp zurtickfuhren. Bel einer
dynamischen Messung des Zellwachstums wurden die Zellen ab einer bestimmten IFO-
Konzentration zuerst in ihrem Wachstum gehemmt wobel die Zellzahl stagnierte. Erst nach einer
Periode konstanter Zellzahl, die von der Konzentration des zugegebenen | FOs abhing, begannen
die Zellen zu sterben. Bei der Untersuchung des bystander effects auf A20-Zellen zeigte sich,
dass diese durch die Zugabe von IFO in ihrer Teilungsaktivitdt verlangsamt werden. Andere
haben gezeigt, dass die CYP2BL/CPA vermittelte Aktivierung in einem Brusttumormodel sich
vor alem auf Zellen auswirkt, die gerade die S-Phase durchliefen und sie in der G2/M-Phase des
Zdlzyklus arretierte (Davidoff and Mendelow, 1993). Die betroffenen Zellen konnten damit nicht
mehr in die G1/GO-Phase tibergehen (Chen et a., 1996; Davidoff and Mendelow, 1993). Dies
scheint ein @nlicher Mechanismus, wie beim haufigsten verwendeten Suizidsystem HSVtk/GCV
zu sein. Bei diesem werden die Zellen in der S-Phase durch GCV in der Proliferation gehemmt
und am G2/M-checkpoint irreversibel arretiert werden, bis sie durch Apoptose sterben (Halloran
and Fenton, 1998). Auf Grund dieser Ahnlichkeiten zwischen dem HSVtk/GCV- und dem
CY P2B1/IFO-System wurde auch der durch IFO hervorgerufene Zelltod naher untersucht.

Der Mechanismus, durch den eine Tumorzelle letztendlich zu Grunde geht, kann einen
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entscheidenden Einfluss auf das Ansprechen der Therapie sowie deren Verlauf haben. Man
unterschiedet, neben kleinen Unterformen, zwischen Nekrose und Apoptose, dem
programmierten Zelltod. Apoptose ist der Mechanismus, durch den sich der Korper unter
normaen Umstanden Uberfllissig gewordener Zellen entledigt, die wahrend der Organogenese
sowie wahrend des Erhalts und des Umbaus von Organen auftreten. Apoptotische Zellen senden
Signaleaus (z.B. invertiertes Phosphatidylserin), die,, reinigende” Macrophagen anziehen, durch
die sie schliefdlich phagozytiert und degradiert werden (Melcher et a., 1999). Obwohl die
Macrophagen die aufgenommenen Antigene gegentiber T-Zellen prasentieren, erfolgt unter
physiologischen Bedingungen keine Immunantwort, da weitere Signale von
immunstimulatorischen Molekilen fehlen, oder immunhemmende Stoffe (z.B. IL-10) sezerniert
werden (Melcher et a., 1999). Im Gegensatz dazu verliert die nekrotische Zelle ihre Integritét
und entl&a3t ihre Antigene in das umgebende Gewebe. Durch diesen pathol ogischen Tod werden
Antigen-prasentierende Zellen nach der Aufnahme des Zelldebris aktiviert und sezernieren
immunstimulatorische Botenstoffe, die wiederum cytotoxische T-Zellen anlocken und aktivieren.
Diese entziindliche Reaktion des Immunsystems auf die pathologische Situation kann die
Immuntoleranz des Tumorgewebes brechen (Melcher et al., 1999), jedoch bedeutet sie fir den
Patienten unter Umstanden unerwiinschte Nebenwirkungen, wie z.B. Fieber (Galucci et d.,
1999).

Zur Diagnose von Apoptose werden hauptséchlich drei Methoden verwendet:
Elektronenmikroskopie (Cohen, 1993), in situ-Markierung von entstehenden DNA-Fragmenten
mittel sterminaler Desoxyribonucleotidyltransferase (TUNEL-Farbung) (Gavrieli et d., 1992) und
Nachweisvon 170 bis 180 bp-Oligomeren durch Spaltung der DNA zwischen den Nukleosomen
(DNA-laddering) (Gavrieli et al., 1992). Wahrend die Elektronenmikroskopie eine
ausgezeichnete Diagnose der zellularen Morphologie erlaubt und damit eine sehr hohe
Aussagekraft besitzt, werden bei der TUNEL-Farbung nicht nur apoptotische Zellen, sondern
haufig auch nekrotische Zellen angefarbt (Grasl-Kraupp et al., 1995; Nishizaki et a., 1999;
Stahelin et al., 1998; Yasuda et a., 1995). Das DNA-laddering besitzt dhnlich wie die
Elektronenmikroskopie eine sehr hohe Aussagekraft, jedoch ist die Methode unter Umsténden
sehr unempfindlich und nur rein qualitativ (Ueda and Shah, 1994). Aus diesem Grund wurde zur
Untersuchung des zum Zelltod fuihrenden Mechanismus auf eine TUNEL-Farbung und ein
Nachweis des DNA laddering verzichtet. Als Ergénzung zur Elektronenmikroskopie wurde
stattdessen eine Doppelfarbung von Zellen mit Annexin V und Propidiumiod durchgeftihrt.
AnnexinV bindet an dasinvertierte Phosphatidylserin sterbender Zellen, wobei nekrotische Zellen
durch zusétzliche Anfarbung mit Propidiumiodid von den apoptotischen Zellen unterschieden
werden konnen (Vermes et a., 1995).

Die Annexin V/Propidiumiodid Anfarbung von CrFK- und Vero-Zellen ergab, dass nach einer
Behandlung mit aktiviertem IFO in der behandelten Population verstarkt nekrotische (Annexin Vv
und Propidiumiodid positive) Zellen sichtbar werden, jedoch in der apoptotischen Subpopulation
(Annexin V positiv und Propidiumiodid negativ), die schon vor Behandlung mit aktiviertem IFO
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festzustellen war, kaum Veranderungen auftraten. Durch Messungen, die bereits am Tag nach
Drogenzugabe begannen und an jedem Tag fortgesetzt wurden, konnte ausgeschl ossen werden,
dass es sich bei der nekrotischen Population um urspriinglich apoptotische Zellen handelte, die
nach einiger Zeit (sekundér) nekrotisch wurden. Im Vergleich dazu nahm bei den Zellen, die mit
Staurosporin, einem Apoptose-Induktor, behandelt wurden, die apoptotische Population am
néchsten Tag deutlich zu. Ein weiterer Hinweis ergibt sich ausder Analyse der Zellbeschaffenheit
wahrend der FACS-Analyse mittels forward und sideward scatter. Dabel ist der forward scatter
ein Mal3 fur die Grofie der jeweils gemessenen Zelle (Scherer et al., 1999) wahrend der sideward
scatter das Ausmald an intrazelluldren Strukturen (Granulositét) wiederspiegelt (Zucker et a.,
1988). Dem gemessenen Werten zufolge, nimmt das Volumen und die Granulositét der
behandelten Zellen zu. Die Zunahme des Volumens ist ein weiterer Hinwelis fur einen
nekrotischen Mechanismus. Diese Annahme wird weiterhin bestarkt durch die
elektronenmikroskopische Analyse. Wahrend die meisten Staurosporin behandelten Zellen die
typischen morphologischen Anzeichen einer Apoptose aufwiesen, besal3en die meisten mit
aktiviertem oder nicht aktivierten IFO behandelten, aber dann CY P2B1-exprimierenden Zellen
zumeist nur geringfiigige Veranderungen, wie eine nukledre Lappung, Mikronukleusation oder
intrazellulare V esikelbildung. Diewenigen Zellen, die deutlich verandert waren, besal3en vermehrt
Vakuolen oder ein dilatiertes ER. Es muss jedoch erwéhnt werden, dass kaum eine typisch
nekrotische Zelle, vor oder in direkter Lyse, gefunden wurde. Ein moglicher Grund ist die sehr
fragile Wand spét nekrotischer Zellen, die wéhrend der Préparation leicht zerfallt und daher nur
noch Debris zurtickbleibt. Dieser Debris wurde z.B. wahrend der FACS-Analyse sichtbar. Auch
wenn das Endstadium einer Nekrose nicht elektronenmikroskopisch erfasst wurde, deuten alle
beobachteten Merkmale (kein Propidiumiodidausschlul’, vergrof3ertes Zellvolumen, dilatiertes
ER, keine DNA-K ondensation, keine apoptotic bodies) auf einen nekrotischen Mechanismus hin.
Einschrénkend muss erwéahnt werden, dass manche Autoren einen Unterschied zwischen Nekrose
in vivo oder in vitro machen. So ist ein nicht-apoptotischer Zelltod in vitro, der z.B. durch
Gefrieren und Auftauen einer Zelle induziert wurde, nicht unbedingt vergleichbar mit einer
pathol ogischen Nekrose, wie siein vivo auftritt. In diesem Fall handelt es sich lediglich um eine
einfache Zelllyse. Diese hétte auch in vivo keine verstérkte |mmunreaktion zur Folge (Melcher et
al., 1999). Esist jedoch unwahrscheinlich, dass die mit 4-OOH-IFO oder IFO behandelten Zellen
nur zelllytisch sterben, da der Mechanismus, der zum Absterben der Zelle fuhrt komplex zu sein
scheint. Die Zelle wird erst in der G2/M-Phase arretiert (Davidoff and Mendelow, 1993) und
stirbt anschlief3end nach mehreren Tagen nekrotisch (vgl. Abbildung 63).

Der nekrotische Zelltod steht damit im deutlichen Gegensatz zu den meisten bisher publizierten
Arbeiten Uber einen durch Oxazaphosphorine induzierten apoptotischen Zelltod (Davidoff and
Mendelow, 1993; Meyn et a., 1994), jedoch wurde in einem murinen Melanomamodell mit
Oxazaphosphorinbehandlung ein &hnlicher nekrotischer Mechanismus, wie in dieser Arbeit
beschrieben, beobachtet (Kuwashima, 1996).
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Abbildung 63: Verhalten einer Tumor zelle ohne und mit | FO-Behandlung
(A) Unbehandelte Tumorzellen proliferieren ungehemmt wahrend (B) Oxazaphosphorin behandelte Zellen
arretiert werden und schlief3dlich durch Nekrose sterben.

Bel den in Rostock durchgefuhrten Untersuchungen an Nacktmausen wurden verkapselte
CY P2B1-exprimierende Zellen in subkutanen Tumoren aus pankreatische Tumorzellen injiziert
und die Mause anschlieffend systemisch mit IFO behandelt (vgl. 3.1.4 Zellvermittelte Therapie
von Pankreastumoren in vivo). Es wurden dabel neben der Tumorgroéf3e auch andere Parameter
wie Histologie des Tumorgewebes und die Zellteilungsaktivitat bestimmt. Dabei wurde
ersichtlich, dass die mit Kapseln und IFO behandelten Tumoren eine Reduktion des Antells
proliferierender Zellen im Tumorgewebe aufwiesen und teilweise ausgedehnte nekrotische
Regionen im Tumor auftraten (Lohr et al., 1998). Diese in vivo-Daten dhneln den hier bereits
beschriebenen in vitro-Ergebnissen eines Zellarrest mit anschlieRender Nekrose. Bei den in
Rostock durchgefuihrten Experimenten wurden zur Untersuchung des Zelltodmechanismus
Zelkerne isoliert und der DNA-Gehalt bestimmt. Das Ergebnis bestétigte, dass in den
behandelten Tumoren sich ein geringerer Anteil der Zellen in der S bzw. G2/M-Phase in
Vergleich mit unbehandelten Tumoren befindet. Bei der FACS-Analyse von Tumorzellen zur
Bestimmung des DNA-Gehaltsbesal3 ein Teil der von IFO-behandelten Tumoren abstammenden
Zellen einen geringeren DNA-Gehalt alsin normaen Zellen vorliegt (sub-G1-peak, (Lohr et al.,
1998)). Diesein der Publikation als apoptotisch beschriebene Popul ation spiegelt eventuell dieim
Rahmen dieser Doktorarbeit festgestellten nukledren Vesikel wieder, die nach einer IFO-
Behandlung haufig elektronenmikroskopisch sichtbar wurden. Firr eine DNA-Gehaltbestimmung
mittels FACS-Analyse, wie siein der Publikation beschrieben wurde (Lohr et a., 1998), wird von
den zu untersuchenden Zellen die Cytoplasmamembran entfernt, so daf3 letztendlich nur noch die
Zdlkerne anaysiert werden. Ohne Cytoplasmamembran werden aber nukleére Vesikel nicht mehr
zu einer Zelle zusammengefasst und treten als einzelne Partikel mit subzelluléren DNA-Gehalt
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auf. Diese subnukledre Partikel kénnen den Anschein apoptotischer Zellen oder apoptotic bodies
geben.

Das Tumorsuppressorprotein p53 kann in Zellen mit DNA-Schadigungen, wie sie z.B. durch
alkylierende Substanzen verursacht werden, Apoptose induzieren. Die Tatsache, dass
Oxazaphosphorin behandelte Tumoren durch Zellarrest und Nekrose zugrunde gehen, erklart
auch, dass bei manchen Tumorbehandlungen mit Oxazaphosphorinen keine K orrelation zwischen
dem Ausgang der Therapie und dem p53-Status in den Tumorzellen festgestel It werden konnte
(Hengstler et al., 1999). Abgesehen davon besitzen die meisten pankreatischen Tumorzellen
Mutationen im p53-Gen (vgl. 1.1.3 Genetische Veranderungen wahrend der Tumorgenese).
Damit haben diese Zellen nicht mehr die Moglichkeit Uber eine p53-vermittelte Apoptose zu
sterben. Entweder sterben dann diese Zellen durch eine p53-unabhéngige A poptose oder gehen
nekrotisch zu Grunde.

Merkmal Apoptose Nekrose

Nucleus * nukledre DNA-Kondensation
* DNA-laddering

Membran * extrazelluldre Knospung von * Membranlyse
umhllten Cytoplasmabereichen
* Translokation von Phosphatidylserin * Translokation von Phosphatidylserin

* Ausschluss von Farbstoffen * durchlassig fur Propidiumiodid
Cytoplasma * Reduktion * Anschwellen

» Kondensation
Organellen * Ribosomen l6sen sich vom rauhen ER | « ER und Golgi sind geschwollen
Veranderungen * Expression von pro-apoptotischen * evtl. Expression von Stressproteinen

des Stoffwechsels Genen
« aktive Proteinsynthese
* Aktivierung von Proteasen

Cytoskelett * zerstort * intakt
Entziindung * unwahrscheinlich  wahrscheinlich
(in vivo)

Tabelle 9: Charakteristika des apoptotischen und des nekrotischen Zelltod
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4.1.5 Verkapselung von Zellen

Die Verwendung von autologen Zellen fur eine Therapie hat Vorteile wie z.B. ein fehlendes
Risiko einer AbstolRungsreaktion oder einer Ubertragung von pathogenen Organismen. Jedoch ist
es sehr aufwendig, wenn nicht sogar unmaoglich, fir jeden einzelen Patienten autologe Zellen zu
isolieren, in der gewlnschten Weise zu manipulieren und zu reinfundieren. Um die mit allogenen
Zéelltransplantaten verbundenen Probleme zu umgehen und um eine ungewiinschte Ausbreitung
der implantierten Zellen im Korper des Patienten zu vermeiden, wurden Zellen in
Zelulosesulfatkapseln verpackt. Diese Kapseln besitzen Poren, die einen Austausch von
Molekilen bis 200 kD ermoglichen, aber ein Freiwerden der umschlossenen Zellen bzw. ein
Eindringen von Immunzellen verhindern (Dautzenberg et a., 1999). Anstatt aus Zellulosesulfat
kann bei Kapseln die Wand auch aus Proteinen oder Alginat bestehen. Proteinkapseln werden
jedoch in erster Linie zur kontrollierten Freisetzung von synthetischen Faktoren verwendet
(Newton and Razzo, 1975). Dagegen werden Alginatkapseln auch zur Verkapselung von Zellen
verwendet, doch haben sie eine geringere mechanische Stabilitét und ein schlechteres Wanddicke-
Nutzvolumen-Verhdltnis (Dautzenberg et a., 1999). In mehreren Studien zum Verhalten der
Zdlulosesulfatkapselnin vivo, bzw. des Empfangerorgani smus wurde Uberzeugend demonstriert,
dass das Kapselmaterial von den umschlossenen Zellen sehr gut toleriert wird und die Kapseln
ohne wesentliche pathologische Veranderungen in immunkompetente Organismen implantiert
werden konnen (L6hr et al., 1998; Kroger et al., 1999).

In den hier durchgefihrten in vitro-Analysen konnten verkapselte 22P1G-Zellen IFO aufnehmen,
aktivieren und die aktiven Metaboliten wieder an das umgebenden Medium abgeben. Der dabel
entstehende bystander effect war vergleichbar mit dem unverkapselter Zellen.

In der in Rostock durchgefuhrten préklinischen Studie, bei der Nacktméause mit subkutanen
Tumoren bestehend aus humanen pankreatischen Tumorzellen mit verkapselten Zellen behandelt
wurden, konnte der zusétzliche therapeutische Nutzen durch verkapselte, CYP2B1-
exprimierende Zellen gegentiber einer Monotherapie mit IFO gezeigt werden. Es stellte sich
durch den Einsatz der verkapselten Zellen und systemischer IFO-Gabe bei einem Tell der Méuse
ein kompletter Tumorverlust, ausgedehnte intratumorale Nekrosen und eine Hemmung der
Zdlteilungsaktivitét ein. Ohne Kapseln trat bei 30 % der Versuchstiere nach IFO-Gabe eine
partielle Tumorreduktion statt. Ungeféhr das gleiche Ergebnis ergab die Kombination von nicht
verkapselten CY P2B1-exprimierenden Zellen mit IFO. Hier ist anzunehmen, dass die einzelnen
Zdlen, da sie nicht in Kapseln zusammengefasst waren, sich von der Injektionsstelle weg im
K orper verteilten oder diefelinen Zellen durch das murine Komplementsystem eliminiert wurden.
Damit war die lokale IFO-Aktivierung verhindert und nur noch die Wirkung nach einer
hepatozelluldren IFO-Aktivierung vorhanden. In einer aktuellen Studie zur Wirkung von
CYP2B1/CPA beim Brustkrebsin zwei immunkompetenten Modellen wurden auch verkapselte
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CYP2B1l-exprimierende Zellen verwendet. In diesem Fall wurde kein wesentlicher
Antitumoreffekt ausschliefdich mit CPA ersichtlich, wahrend in Kombination mit implantierten
Kapsealn eine deutliche V erlangsamung des Tumorwachstums auftrat (Kammertoenset a., 2000).
Die ist ein weiterer Beleg fur die Bedeutung einer intratumoralen Aktivierung von
Oxazaphosphorinen.

Fur die Anwendung beim Menschen musste ein Weg gefunden werden, wie die Kapseln in das
Pankreasimplantiert werden kénnen. Im Gegensatz zum Nacktmausmodell, bei dem die Tumoren
subkutan wuchsen und damit leicht zugéanglich waren, ist das humane Pankreasin der Bauchhohle
umgeben und verwachsen mit anderen Organen und nur sehr schwer zuganglich. Neben der sehr
aufwendigen Bauchoffnung (Laparoskopie) standen die beiden weniger invasiven Applikation
einer direkten Injektion der Kapseln durch die Bauchdecke in das Pankreas sowie eine intra-
arterielle Implantation mittels eines Katheters zur Auswahl. Ein chirugischer Eingriff, auch wenn
es nur eine intratumorale Injektion ist, birgt immer das Risiko, dass Tumorzellen verschleppt
werden und in anderen Teilen des Korpers Metastasen bilden. Nur bei der intra-arteriellen
Injektion existiert dieses Risiko nicht. Daflr besteht hier das Risiko, dass Kapseln, die in die
pankreatischen Gefél3e entlassen werden, eine ungewollte mangel nde Blutversorgung (Ischamie)
mit anschlieffendem Absterben des Gewebes verursachen. In den durchgefihrten Experimenten
an einem porcinen Model konnte jedoch gezeigt werden, dass auf3er kleinen Entziindungsherden
(Perivasculére Granulomatose) oder geringfugigen Geféverschltissen (Thromben), keine
aufféligen klinischen Symptome, wie eine mangelnde Blutversorgung im Pankreas auftraten.
Unter Umsténden kann eine reduzierte Blutversorgung sogar einen positiven Effekt haben, da
dadurch die Néhr- und Sauerstoffversorgung des Tumorgewebes unterbrochen wird und die
Zellen absterben (Beaujeux et al., 1996).

4.1.6 Klinische Studie

Ausgehend von den positiven Ergebnissen bei den praklinischen Vorversuchen wurde an der
Universitétsklinik in Rostock eine klinische Studie der Phase I/11 durchgefihrt. Ziel war es,
etwaige nachteilige Nebenwirkungen der Therapie fur den Patienten festzustellen und, falls
moglich zu eliminieren. Bei dieser Studie wurden 14 Patienten mit inoperablem
Pankreaskarzinom mit der vorher am porcinen Modell etablierten Methode der Verabreichung
Uber einen Katheter behandelt. Hier wurden menschliche Zellen verwendet um Probleme der
Eliminierung und der Xenotransplantation auszuschlief3en. Die verwendeten 293-Zellen wurden
zuvor von der Firma Q-One auf das Fehlen von gefahrlichen Krankheitserregern untersucht und
entsprechend zertifiziert. Sie wurden unter good laboratory practice (GL P)-Bedingungen mit
einer CYP2B1-Expressionkassette transfiziert und der Klon mit der héchsten Expression
(22P1G-Zéllen, vgl. 3.1.2 Herstellung von stabil CY P2B1-exprimierenden Zellklonen) unter good
manufacturing practice (GMP)-Bedingungen expandiert und verkapselt (Q-One). Jeder Patient
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erhielt 300 Kapseln mit 22P1G-Zellen. Nach der Implantation der enkapsulierten Zellen wurden
die Patienten in zwei Serien mit jeweils drei IFO-Infusionen (1g IFO pro 1 m?K érperoberflache)
an drei aufeinanderfolgenden Tagen behandelt (vgl. Abbildung 64). Nach der Behandlungsphase
wurden die Patienten mindestens noch bis zur 20. Woche in regelmél3igen Absténden beobachtet
(L6hr et a., 1999).

Alle behandelten Patienten vertrugen die Instillation der Kapseln ohne wesentliche
Nebenwirkungen. Nach der |FO-Behandlung zeigten 2 Patienten einen partiellen Riickgang des
Tumors um mindestens 50 %, zwei weitere einen Riickgang um 25 % bis 50% und 10 Patienten
eine Stabilisierung der Krankheit. Patienten mit &hnlich weit fortgeschrittenem Pankreaskarzinom
haben unter normalen Umstanden eine durchschnittliche L ebenserwartung von ca. 20 Wochen.
Im Vergleich dazu konnte bel dieser klinischen Studie, die vor allem der Untersuchung der
Sicherheit der Therapie galt, die durchschnittliche Lebenserwartung der Patienten mit dieser
Methode auf mehr as 41 Wochen verlangert werden (L6hr et al., 2000). Die erfolgreichsten
konventionellen Chemotherapien mit Gemzar, |FO oder 5-Fluorouracil/Leucovorin zeigen zwar
eine therapeutische Reaktion in bis zu 11 % (Casper et a., 1994), 22 % (Loehrer et a., 1985)
bzw. 7 % (DeCaprio et a., 1991) der Patienten, jedoch wird bei keiner der Therapien selbst bei
friherer Erkennung der Krankheit eine mittlere L ebenserwartung von 27 Wochen tberschritten.
Eine kombinierte Therapie von CYP2B1-exprimierenden Zellen mit IFO scheint daher einer
konventionellen Chemotherapie Uberlegen zu sein. Dies wird auch deutlich, wenn man die
Uberlebensrate nach einem Jahr betrachtet. Eine retrospektive Studie, die an Patienten mit
vergleichbaren Krankheitsgrad an der Universitétsklinik in Rostock durchgefiihrt wurde, ergab
eine 1 Jahresuberlebensrate von 11 %. Bel der derzeit effektivsten konventionellen
Chemotherapie mit Gemzar sind es 18 % (Burris et a., 1997). In dieser Studie Uberlebten 36 %
der Patienten die folgenden 12 Monate nach Diagnosestellung. Das entspricht immerhin einer
Verdreifachung gegenuber der historischen Gruppe unbehandelter Patienten bzw. eine
V erdoppel ung gegentiber Patienten, die mit der bisher besten konventionellen Chemotherapie fir
inoperable Pankreaskarzinome mit Gemzar behandelt wurden (Burriset al., 1997). Allerdingswar
bel dieser Studie keine parallel gefiihrte Kontrollgruppe vorhanden, so dass nicht ausgeschlossen
werden kann, dass diese neue Art der Behandlung beim Patienten eher psychologisch fundierte
Heilungserfolge bewirkt hat. Weiterhin muss erwadhnt werden, dass zur Zeit die erfolgreichste
Therapie des Pankreaskarzinoms eine Operation ist, bei der das Pankreas, der Zwdlffingerdarm
(Duodenum) und der untere Teil des Magens entfernt wird (Whipple-Operation). Nur etwa 10 %
der Patienten konnen operiert werden. Dieser Eingriff ist allerdings so schwer, dass sich die
Patienten haufig von der Operation nicht mehr komplett erholen und ca 5 % noch innerhalb des
ersten Monats nach der Operation sterben (Hunstad and Norton, 1995). Erholt sich ein Patient
von der Operation kann er bei sténdiger Einnahme von Medikamenten und starker
Beeintréchtigung der Lebensqualitét mit einer mittleren Lebenserwartung von 22 Monaten
rechnen (Z'Graggen et a., 1998). Im Gegensatz dazu ist die intraarterielle Kapsalingtillation
ambulant und sehr gut auch bei inoperablen Karzinomen, wie sie in der therapierten
Patientengruppe vorlagen, vertraglich durchfihrbar. Den Patienten hétte alternativ nur eine
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chemotherapeutische Behandlung zur Verfligung gestanden. Inzwischen wurde eine Phase 11
Studie gestartet, in der diese Therapiemdglichkeit in mehreren medizinischen Zentren (Minchen,
Rostock, Mannheim, Berlin, Bern) weiter getestet wird.

Voruntersuchung Behandlung Beobachtung

1. Ifosfamid- 2. I[fosfamid-
behandlung  behandlung

w w
-

Behandlungswoche -2 -1[@1 2 3 4 5 6 7 8 9 20

Implantierung
verkapselter
Zellen

Abbildung 64: Schematische Dar stellung des Protokolls zur Behandlungsphase 1/11

Nach einer 14-tégigen Voruntersuchungsphase wurden je 300 Kapseln mit 22P1G-Zellen in 14 Patienten mit
inoperablen Pankreaskarzinom verabreicht. In der ersten und vierten Woche nach Implantation der Kapseln
wurden die Patienten an drei aufeinanderfolgenden Tagen mit einer niedrigen Dosis IFO (1 g / 1 m?
Korperoberfléache) behandelt und anschlief3end bis zur 20. Woche in regelméfigen Abstanden untersucht (LShr
et a., 1999).

Ein sehr wichtiges Problem ist, dass zwar der Priméartumor in der Regel flr das pathologische
Befinden des Patienten verantwortlich ist und dass die Patienten am Primartumor in diesem Fall
sterben. Daher muss der Primértumor als erstes bekdmpft werden. Allerdings sind
metastasierende Zellen nur schwer zu erreichen und manifestieren sich in der Regel nach
Verschwinden des Priméartumors. Esmuss also ganz klar gesagt werden, dass diese zellvermittelte
Therapie zwar in der Lage ist die Lebenserwartung der Patienten zu erhohen, aber nach
bisherigen Ergebnissen keine komplette Heilung bewirken kann. Die Wahrscheinlichkeit kann
jedoch erhéht werden, wenn die Neoplasie moglichst frihzeitig behandelt wird und auch
Metastasen mit einer lokalen IFO-Aktivierung erreicht werden. Um mit einer Gentherapie auch
Metastasen zu erreichen, muss eine Anwendung von Suizidgenen entweder durch eine
Kombination mit immunstimulatorischen Genen oder durch einen Transfer des therapeutischen
Gensin metastasierende Zellen mittels (retro)viraler Vektoren verbessert werden. Dieser Schritt
ist aber sehr viel schwieriger und bendtigt eine angemessene V orbereitungsphase um sémtliche
Effizienz- und die Sicherheitskriterien erfillen zu kénnen.
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4.2 1FO-Behandlung mit retroviralem CYP2B1-Gentransfer

Fur eine effiziente in vivo-Gentherapie, zielen die vorhandenen viralen und nicht-viralen
Transfermethoden darauf ab, moglichst effizient, selektiv und sicher das gewlinschte Gen in
Zielzellen zu exprimieren. Virale Vektoren sind in der Regel nicht-viralen Transfermethoden z.B.
Liposomen in ihrer Effizienz Gene zu Ubertragen, tberlegen (Schofield and Caskey, 1995). Zu
den wichtigsten relevanten Virusgruppen gehoren Adenoviren (ADV), Adenoassoziierte Viren
(AAV) und Retroviren (RV).

ADV-Vektoren haben den grof3en Vorteil, dass sie hochkonzentriert hergestellt werden konnen,
eine hohe Verpackungskapazitét fir Fremd-DNA besitzen und wie AAV-Vektoren die meisten
ruhenden und proliferierende Zellen effizient in vivo infizieren (Glnzburg and Salmons, 1995).
Auf der anderen Seite sind ADV s toxisch und stark immunogen (McClane et a., 1997), so dass
eine Infektion mit diesen Viren, das Immunsystem gegen die viraen Antigene aktiviert und
sowohl freie Viren, as auch infizierte Zellen bekdmpft. Dadurch ist die virale Halbwertszeit im
Korper nur gering. Die Dauer der Genexpression wird zusétzlich durch den episomalen Zustand
des ADV-Genoms in der Zelle reduziert. Da die meisten verwendeten ADV-Vektoren nicht
replikationsfahig sind, wird die ADV-Vektor-DNA bel vermehrter Zellteilung ausgedinnt. Eine
kontinuierliche Produktion von ADV-V ektoren in vivo ist auch ausgeschlossen, da die Synthese
neuer Viren immer mit der Lyse der Verpackungszelle endet. Einzige Ausnahme sind selektiv
replizierende ADV-Vektoren, die durch Deletion des E1B-Gens sich nur in Tumorzellen mit
nicht-funktionellem p53-Protein vermehren konnen und dabei das Tumorgewebe lysieren
(onkolytische Vektoren) (Harada and Berk, 1999; Rothmann et al., 1998). AAV-Vektoren
benttigen zur Replikation einen lytischen Helfervirus (Adenovirus oder Herpesvirus) oder deren
Iytisch wirkenden Helferfunktionen. Dadurch ist auch die Langzeit- in vivo Produktion
V erwendung von replikationsfahigen AAV-V ektoren zumindest derzeit nicht moglich. Bei AAV-
Vektoren werden ohne Aufkonzentration in der Regel Titer erreicht, die ca. zwel bis drei
Zehnerpotenzen unter denen von Adenoviren liegen. Eine Zeitlang schien es, dass wildtyp AAV
gpezifisch an einen bestimmten nicht kodierenden Locus auf Chromosom 19 integriert und damit
dieser Vektortyp moglicherweise einen entscheidenden Vortell gegeniiber anderen zuféllig
integrierenden Vektorsystemen hat (Linden and Berns, 1997; Samulski, 1993), jedoch zeigten
weitere Untersuchungen, dass fir die zielgerichtete Integration auf jeden Fall virale Funktionen
in trans vorhanden sein missen, die auf den AAV-Vektoren aus Platzgrinden in der Regel
fehlen. Haufig wird auch die Expression des Ubertragenen Gens durch Rearrangements und
Konkatemerbildung des Virus unterbrochen bzw. fehlkontrolliert (Giraud et a., 1995). Noch
etwas niedriger sind die Titer RV-V ektorsystemen. Jedoch ist es moglich Verpackungszel len fir
retrovirale Vektoren herzustellen und zu implantieren. Diese produzieren permanent retrovirae
Vektoren und setzen diese kontinuierlich frel ohne wesentlich in ihren Stoffwechselfunktionen
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gehemmt zu sein. Weiterhin infizieren C-Typ-Retroviren, zu denen auch MLV gehort, nur sich
teilende Zellen. Auf der einen Seite ist dies ein Nachteil, da sich langsam teilende oder ruhende
Tumorzellen nur schlecht infiziert werden kénnen, auf der anderen Seite bedeutet dies jedoch
auch, dass gesundes, mei st runendes Gewebe nicht infiziert wird. Dies erhoht die Sicherheit eines
viralen Suizidgentransfersin Tumorzellen. Retroviren integrieren stabil colinear in das Genom der
infizierten Zelle und werden bei jeder Zellteilung an die Tochterzellen weitergegeben. Die
Integration in das zellulére Genom birgt das geringe Risiko einer Insertionsmutagenese und einer
damit verbundenen Aktivierung von Onkogenen oder | naktivierung von Tumorsuppressorgenen
(Varmus, 1983). Eine solches Phanomen gibt es z.B. bei GR-Mé&usen, die mit dem Mouse
Mammary Tumour virus (MMTYV) infiziert wurden (Nusse et a., 1985), jedoch ist eine solche
Transformation von gesunden Zellen durch eine Insertionsmutagenese bisher nicht beim
Menschen beschrieben worden (Gunzburg and Salmons, 2000).

4.2.1 Retroviraler Gentransfer in Tumor zellen

Alle getesteten pankreatische Tumorzellen lief3en sich in den durchgefiihrten Infektionsstudien
infizieren, jedoch war die Effizienz deutlich geringer als bel Mausfibroblasten. Fir die Studien
wurden Vektoren mit amphotropen env-Protein (vgl. 1.4.4 Retrovirale Vektorsysteme)
verwendet (Cosset et al., 1995; Miller and Buttimore, 1986). Dieses Protein bindet mit dem
surface-Bereich an den auf Saugetierzellen nahezu ubiquitdren Rezeptor Pit-2 (Ram-1) (Miller
and Chen, 1996). Ein Grund fUr dietrotz ubiquitéren Rezeptors niedrigere Transduktionseffizienz
kann ein ineffizientes Binden des Retroviralen Vektors sein, das eventuell durch eine niedrigere
Rezeptordichte auf der Oberfldche der Tumorzelle bedingt wird (Kurre et a., 1999). Um die
Effizienz einer in vivo Therapie zu steigern, kann in der Verpackungszelle zusétzlich das G-
Protein desVesicular Stomatitis Virus exprimiert werden. Beim Zusammenbau der Virionen wird
esmitindieVirushille eingefugt, stabilisiert dadurch die auf3ere Hille des Kapsids und erweitert
sein Infektionsspektrum (Yee et al., 1994).

Nach dem Eindringen kann MLV als Vertreter der C-Typ-Retroviren nur in der M-Phase des
Zdlzyklus seine Erbsubstanz in das Wirtsgenom einbauen. Zudem betrégt die Halbwertszeit eines
MLV-Vektorsim Cytoplasma nur ungefahr 6,8 Stunden (Lieber et a., 2000). Daher ist bei den
sich langsamer as Mausfibroblasten teilenden Tumorzellen mdglich, dass das Virus im
Cytoplasma degradiert wird, bevor es in der ndchsten M-Phase integrieren kann (Roe et al.,
1993). Problematisch kann dies besonders bel einer einmaligen Injektion von retroviralen
Vektoren sein. Im Falle einer kontinuierlichen Freisetzung der Viren, z.B. aus implantierten
verkapselten, virus-produzierenden Zellen, sollten im Tumorbereich permanent gentigend Viren
vorhanden sein um eine sich teillende Zelle zu infizieren. Ein andere Mdglichkeit zur Infektion sich
nicht oder nur sehr langsam tellender Zellen, ist der Einsatz von lentiviraen Vektoren, z.B.
basierend auf dem Humanen Immundefizienzvirus (HIV), die durch zusétzliche akzessorische



4 Diskussion Seite 172

Proteine auch ruhende Zellen infizieren kdnnen (Uchida et &., 1998).

Ein Infektion unter suboptimalen Bedingungen bedingt durch Mucus bzw. sich nur langsam
teilende Zellen kann unter Umsténden kompensiert werden, in dem das Verhdtnis von Virus- zu
Zdlzahl (multiplicity of infection, moi) erhoht wird. Dies wurde durch Austesten verschiedener
Verpackungszelllinien und anschlief3ender I solierung einzelner Klone mit hoher Virusproduktion
erreicht. Unter den durchgefiihrten Bedingungen war die Virusproduktion durch PA317 und
FlyA-Zdlen geringer als mit den auf 2GP19Talf8P-Zellen beruhenden. Allerdings waren die bei
PA317- und den FlyA-Zellen erreichten Titer deutlich geringer alsin der Literatur (107 cfu/ml)
beschrieben wurde (Cosset et d., 1995; Miller and Buttimore, 1986). Dies kann z.B. durch eine
hohe Passagenzahl der verwendeten V erpackungszellen oder Unterschiede im Vergleich mit der
publizierten Methode zur Titerbestimmung (siehe unten) bedingt sein. So hat Cosset et a., nur
die Virusproduktion von Klonen gemessenen, bei denen vorher Reverse Transkriptase-Aktivitét
gemessen wurde. Abgesehen davon wurde der Titer mittel s Verdiinnungsstufen bestimmt, die bel
der hier durchgefihrten, vor alem zwischen 2GP19Taf8P-, FlyA- und PA317-Zellen
vergleichenden Studie nicht notwendig war. Bel Verwendung von Verdinnungsstufen kann
jedoch eine Limitierung der Anzahl infizierbarer Zellen bei hoher MOI ausgeschl ossen werden.
Weiterhin werden die Infektion inhibierende Faktoren z.B. freies env-Protein oder Proteoglykane
verdunnt (Nihrane et a., 1997, Le Doux, 1996 #16).

Von den isolierten auf 2GP19Talf8P beruhenden Klonen zeigten nur sechs der getesteten Klone
eine Virusproduktion. Die transfizierten Plasmide, die den viralen Vektor enthalten, integrieren
zufdlig in das Wirtsgenom der Verpackungszelle. Dabel ist es moglich, dass zwar die Neomycin-
Resistenzkassette intakt bleibt, jedoch essentielle virale cis-aktive Elemente zerstort wurden.
Dadurch werden zwar noch die viralen Hull- und Kapsidproteine von den 2GP19Taf8P-Zellen
produziert, jedoch wird die synthetisierte RNA nicht verpackt. Auf der anderen Seite besteht die
MOoglichkeit, dass die Expression des Vektors vom Integrationsort beeinflusst wird. Eine
Integration in der Nahe eines zelluldren enhancer oder silencer kann unter Umsténden dievirale
Promotoraktivitét verstarken oder erniedrigen. Der Klon ALFcyp23 basiert auf 2GP19Talf8P-
Zéllen, in die das Plasmid pLCSN transfiziert wurde. Der Titer, der mit dem Klon ALFcyp23
erreicht wurde, liegt auch unter den Titern, die bereits fir andere MLV -V erpackungssysteme
beschrieben wurde (Cosset et a ., 1995; Miller and Rosman, 1989). Alsmdgliche Griinde sind die
gleichen zu nennen, wie sie bereits weiter oben beschrieben wurden.
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4.2.2 Wirkung einer intrazelluléaren |FO-Aktivierung

Fur die Untersuchung der IFO-Wirkung auf pankreatische Zdlllinien, die CY P2B1-exprimieren,
wurden stabil LCSN (vgl. Abbildung 53) infizierte Zellen in Gegenwart von 1 mM 1FO kultiviert.
Diese Konzentration erschien als sehr interessant, da sie auch unter Umstanden im Serum von
Patienten erreicht werden kann und zum zweiten haben die Ergebnisse bel der Untersuchung des
bystander effect mit Hilfe einestranswell system (vgl. 2.2.3 C transwell system) gezeigt, dass bei
1 mM kaum Toxizitét fur die pankreatischen Zellen, die mit parentalen CrFK-Zellen kokultiviert
wurden, bestand jedoch ein deutlicher cytotoxischer Effekt auf die pankreatischen Zellen auftrat,
wenn sie in Gegenwart von CB8III-1-Zellen wuchsen. Die stabil mit dem CYP2B1-
transduzierenden Vektor LCSN infizierten Zellen zeigten bei diesem Experiment eine erhohte
Sensitivitat gegeniiber IFO, so dass die Uberlebensrate im Vergleich zu den parentalen Zellen
sank. Auf der anderen Seite war diese Verstéarkung der Toxizitét durch eine intrazellulére IFO-
Aktivierung bei den pankreatischen Zelllinien nur sehr gering (Faktor 1,1fach PACAcypl bis
2,2fach bel PANcypl in Abbildung 56). Im Vergleich mit den Zellklonen 22P1G, C8lI1I-1 und
NIHcypl-Population waren die Cytotoxizitétseffekte auf die pankreatischen Zelllinien bel 1 mM
IFO geringer (vgl. Abbildung 56). Grund hierfir ist wahrscheinlich die geringere Produktion des
CYP2B1-Proteins in den pankreatischen Zellen im Vergleich mit NIHcypl- und 22P1G-Zdllen
(vgl. Abbildung 58). Dafirr kann eventuell eine geringere Promotoraktivitét des MLV-LTRsin
pankresatischen Zellen alsin NIH3T3-Zéellen urséchlich sein, bzw. eine stérkere Promotoraktivitét
des CMV-Promotorsin CrFK- und 293-Z€llen. Ein Hinweisfur eine unterschiedliche Expression
wurde in den einzelnen pankreatischen Zellen bel der Messung der mean fluorescence intensity
(MFI) in LXSNegfp infizierten Zellen ersichtlich. NIH3T3-Zellen, die die hdchste MFI aufwiesen,
zeigten auch von alen untersuchten Populationen das stérkste Signal beim Western Blot bzw.
hochste IFO-Sensitivitdt nach retroviralem CYP2B1-Gentransfer im Vergleich zu den
pankreatischen Zelllinien. Ahnlich wie die CY P2B1-vermittelte Toxizitatsverstarkung war auch
diein der FACS-Analyse gemessene MFl war bel allen pankreatischen Zelllinien ungefahr gleich
hoch. Die schwache Promotoraktivitét ist damit eine mogliche Erklarung fur die geringe
CYP2B1-vermittelte Verstarkung der |FO-Toxizitét. Abgesehen davon kénnen jedoch auch die
MRNA- oder Proteinstabilitét einen Einfluf3 nehmen (Hargrove and Schmidt, 1989; Saini et al.,
1990).

Eine andere Moglichkeit fiir die unterschiedliche Uberlebensrate der verschiedenen Ze ltypen
kann die Ausbildung von Resistenzen sein. Obwohl bereits gezeigt wurde, dass die Expression
des mdr1-Gens keinen Resistenzmechanismus fur eine Oxazaphosphorinbehandlung darstellt,
scheint eine verstérkte Synthese der Glutathion-S-Transferase bzw. der Aldehyd-Dehydrogenase
die Zelle vor der cytotoxischen Wirkung von Phosphoramidmustard zu schitzen (Chen and
Waxman, 1995; Lewis et al., 1988; Robson et al., 1987). Eine andere Mdoglichkeit sind
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unterschiedlich ausgepragte Reparaturmechanismen der einzelnen Zelltypen. Die durch
Phosphoramidmustard induzierten interstrand cross links gehtren zu den DNA-V eranderungen,
die am haufigsten zum Tod der Zelle fuhren, jedoch wird ein Grofdeil der DNA-V erénderungen
wahrscheinlich durch Exzissionsreparatur korrigiert (Lawley and Phillips, 1996; Murnane and
Byfield, 1981; Sanderson and Shield, 1996). Noch héufiger ist die Korrektur von Acrolein
induzierten Alkylierungen, die durch die O6-Methylguanin-DNA-Methyltransferase repariert
werden (Lawley and Phillips, 1996; Sanderson and Shield, 1996). So kann eine unterschiedliche
Ausprégung der Reparaturfahigkeit einer Zelle auch Einfluss auf die Empfindlichkeit gegentiber
IFO nehmen. Bei anderen Cytostatika, die durch Induktion von Apoptose zum Tod der Zelle
fhren, scheint haufig auch der Zustand der Gene firr p53 oder p21 einen entscheidenden Einfluss
auf die Empfindlichkeit der Zelle zu haben (Wéller, 1998). DalFO in vitro jedoch eine Nekrose
induziert ist ein Einfluss von p21 und p53 auf eine Empfindlichkeit gegeniiber aktiviertem IFO
unwahrscheinlich. Cytochrom P450-Enzyme miissen vor ihrer Reaktion durch die Cytochrom
P450-Reduktase (CYP-RED) in einen reduzierten Zustand Uberfiihrt werden. Unter gewissen
Umsténden ist denkbar, dass in Tumorzellen die CY P-RED-Aktivitét vermindert ist, so dass
CYP2B1 nicht mehr in der Lage ist, IFO zu aktivieren und die Tumorzelle gegentiber einer
CY P2BL/IFO-Therapie unempfindlich wird. In diesem Fall kann jedoch eine Koexpression von
CY P-RED in den Tumorzellen die IFO-Aktivierung steigern und damit den cytotoxischen Effekt
verstérken (Chen et al., 1997; Waxman et al., 1999). Ein andere Moglichkeit zur Verstérkung des
cytotoxischen Effekts kann durch Kombination von intrazellularer (mittels CYP2B1-
Transduktion) und extrazelluldrer (mittels bystander effect) IFO-Aktivierung erfolgen. Diese
Verstarkung konnte durch den zusétzlichen cytotoxischen Effekt durch Koaktivierung von IFO
durch PANCcypl- und benachbarte C8I11-1-Zellen nachgewiesen werden (vgl. Abbildung 59).
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4.2.3 Wirkung einer Retrovirus vermittelte CYP2B1/I FO-Behandlung in vivo

Um die Wirksamkeit dieses Retrovirus vermittelten CY P2B1-Gentransfersin vivo demonstrieren
zu konnen, wurden im Rahmen dieser Arbeit drei Modelle auf ihre Anwendbarkeit und
Aussagekraft hin untersucht: (i) humane PACA44-Zéellen erzeugten in immundefizienten Scid/bg-
Maéausen schnell wachsende Primértumoren, die nicht zur Metastasierung neigten. (ii) Im
Gegensatz dazu entwickelten PANO2-Zellen in Scid/bg-M&usen fast keinen Primértumor, jedoch
innerhalb weniger Tage letale Metastasen. (iii) Das Modell, das der Situation im Menschen am
meisten ahnelt, sind PANO2-Zéellen, die in syngenen immunkompetenten C57Black/6-Mausen
ductale pankreatische Tumoren erzeugen. Bei diessm Modell entwickeln die Mé&use deutliche
Priméartumoren, die mit zunehmder Grof3e invasiv wachsen und im weiteren Verlauf
metastasieren.

@]

/

TumorgroBe

Zeit

Abbildung 66: M odellberechnungen zur Bestimmung der theoretischen Tumor gr 83e nach dem Tod einer
Maus

Gezeigt wird der die idealisierte exponentielle Zunahme des Tumordurchmessers innerhalb des
Untersuchungszeitraums, sowie die Steigungen am Beginn des Tumorwachstums A, des terminalen
Tumorwachstums B. Fur die durchgefiihrten Experimente (vgl. Abbildung ?7??) wurde eine Modellkalkulation D
verwendet, bei dem die letzte noch exakt messbare Tumorgrofie als konstant angesehen wurde.

Dieses invasive Wachstum von Tumoren aus PANO2-Zellen in C57Black/6-Mausen erwies sich
bel der Bestimmung des Tumorwachstums als problematisch. Manche Tumoren wuchsen so
invasiv, dass sie nicht mehr genau vermessen werden konnten. Um dennoch eine Anndherung zur
Charakteristik des Tumorwachstums zu haben, standen mehrere Mdglichkeiten zu Auswahl (vgl.
Abbildung 66). Bei einem Tumor, der am Anfang des Versuchs sich einer genauen Messung
entzog und bel Annahme, dass das urspringliche Tumorwachstum konstant blieb, wird
wahrscheinlich die TumorgrofRe am Ende des Experimentes unterschétzt (vgl. Abbildung 66,
Punkt A). Ahnlichist diesauch bei einer einfachen rechnerischen Mittelung der Steigung tiber den
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ganzen Zeitraum (Punkt B). Da das Tumorwachstum nicht immer linear verlauft, ist es auf der
anderen Seite moglich, dass die zuletzt angenommene Steigung (C) eventuell nicht représentativ
sind und damit das Ergebnis verfalscht wird. Aus diesem Grund wurde der zuletzt gemessene
Tumordurchmesser auch fr die restlichen Untersuchungstage a s konstant angenommen (D). Bel
einer vergleichenden Berechnung zeigte sich, das die Unterschiede beim Ergebnis zwischen der
Berechnungsmethode (B, Mittelung der Steigung) und (D, feste Endgréf3e) nur minimal waren.

Fur die erste Untersuchung der Wirkung einer intrazelluldren Aktivierung in vivo wurden LCSN
préinfizierte CY P2B1-exprimierende PANO2-Zellen (PANcypl) in C57Black/6-Mause injiziert.
An jeder Injektionsstelle entwickelte sich innerhalb weniger Tage ein Tumor. Bei diesem Model
ist jede einzelne Tumorzelle beim Beginn der IFO-Behandlung mit dem Vektor LCSN ex vivo
infiziert worden. Zwar handelt es sich hierbei um eine gemischte Population, wie sie wahrend
einer in vivo-Infektion auch angenommen werden kann, jedoch ist bel einer in vivo-Infektion
selbst bel optimalen Bedingungen nie eine 100 %ige Durchinfektion des gesamten Tumorgewebes
zu erwarten. Es handelte sich hierbei um einen optimierten Versuchsansatz. Unter diesen
Bedingungen konnte die Tumorwachstumsgeschwindigkeit durch Zugabe von |FO auf ein Viertel
gesenkt werden. Im Vergleich dazu reduzierte eine IFO-Therapie, die ausschliefdich auf einer
hepatozelluléren IFO-Aktivierung beruht, die Tumorwachstumsgeschwindigkeit auf ca. die Hélfte
(parentale PANO2-Zellen). Bel ex vivo préinfizierten Zellen, die jedoch mit dem Leervektor ohne
CYP2Blinfiziert wurden, trat nur eine mariginale Reduktion des Tumorwachstums auf (1,2fache
Reduktion). Fir PANIxsnl- und PANcypl-Zellen war diein vitro-Vorbehandlung identisch. Um
die Wirkung eine IFO-Toxizitét nach zelluldrer CY P2B1-abhangiger Aktivierung zu verurteilen,
sollte daher das Tumorwachstum von PANcypl-Zelen vor allem mit dem von PANIxsnl-Zellen
verglichen werden. Ein Grund fir das schnellere Tumorwachstum in Abwesenheit von IFO der
beiden ex vivo préainfizierten Zelllinien (PANcypl und PANIxsnl) im Vergleich mit den parentalen
Zdlen (PANO2) kann eventuell darauf zuriickgefiihrt werden, dass MLV-Vektoren nur sich
teilende Zellen infizieren und mit einer Selektion auf eine stabile Integration des MLV-Vektor in
vitro auch sich schnell teilende Zellen angereichert werden. Diese sich schneller teilenden Zellen
induzieren eventudl in vivo schneller wachsende Tumoren.

Dieeinzige Gruppevon Versuchtieren, mit biszuletzt mef3baren Tumoren, waren die Muse, die
mit CY P2B1/IFO behandelt wurden. In allen anderen Gruppen wuchsen die Tumoren so invasiv
oder Mause musste vorzeitig getttet werden, so dass die Tumorgréfie nicht mehr genau ermittelt
werden konnte. Es ist daher zu erwarten, dass mit einer exakteren Tumorgrof3envermessung in
den Gruppen, in denen bereits vorzeitig Tumoren nicht gemessen werden konnten, die Zunahme
die Tumordurchmessers noch schneller gewesen ware, was wiederum den Unterschied zu den
CY P2B1-exprimierenden Tumoren noch mehr hervorgehoben hétte.
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Trotz des partiellen Erfolgs von intratumoraler IFO-Aktivierung in den PANcypl-Tumoren
wurde keine Maus kompl ett geheilt. Verglichen mit der Studiein Rostock, in der PACA44-Zellen
in Nacktmause injiziert wurden und immerhin 19 % der M&use ein komplettes V erschwinden der
Tumoren aufwiesen und bei allen anderen Mé&usen zumindest eine partielle Tumorreduktion zu
sehen war, ist dieses Ergebnis deutlich schlechter. Grund hierfur ist wahrscheinlich die geringe
Aktivitét des MLV-Promotors in den verwendeten pankreatischen Zelllinien (PANcypl-Zellen)
im Vergleich zu der starken Aktivitét des CMV-Promotors in 293-Zellen (22P1G-Z€llen) (vgl.
Abbildung 58). Man kann versuchen die schwache Expression unter Verwendung geeigneter
retroviraler Vektorsystem (z.B. ProCon-Vektoren) in Verbindung mit starken, evtl.
gewebespezfischen Promotoren zu verbessern und damit die Umsetzung von IFO zu steigern.
Eine andere Mdglichkeit fir das unzureichende Ansprechen des syngenen Models auf die
Therapie ist das komplett andere Modellsystem. So bilden PANO2-Zellen im Vergleich mit
PACA44-Z€dllen relativ langsam wachsende Tumoren, die eine hohere Zelldichte und Festigkeit
as Tumoren aus PACA44-Z€ellen besitzen. Wie auch die meisten humanen pankreatischen
Karzinome sind PANO2-Zellen gegen eine Vielzahl von antitumorigen wirkenden Medikamenten
(Cytostatika) einschliefdlich CPA resistent (Priebe et al., 1992). So kann ein Grund fir das
schlechte Ansprechen der IFO-Therapie eine partielle Kreuzresi stenz zwischen CPA und IFO sein
(Brade et al., 1986). Auf der anderen Seite war bei den vorher durchgefiihrten in vitro-
Cytotoxizitétsexperimenten mit préinfizierten pankreatischen Tumorzellen das Verhalten der
PACA44- und PANO2-Zellen anders. PACA44-Zellen zeigten bei CYP2B1-vermittelter
Aktivierung kaum einen zusétzlichen cytotoxischen Effekt, wahrend PANO2-Zellen den héchsten
additiven cytotoxischen Effekt aller getesteten pankreatischen Zelllinien nach einer intrazel luldren
|FO-Aktivierung aufwiesen. Um die Therapie in vivo zu verbessern kann die Kombination einer
endogenen Aktivierung mit einer durch enkapsulierte Zellen vermittelten (extrazellularen) IFO-
Aktivierung untersucht werden. In vitro-Experimente mit humanen pankreatischen Tumorzellen
haben einen additiven therapeutischen Effekt bel intra- und extrazelluldrer |FO-Aktivierung
bestétigt. Dieser mag dadurch zustande kommen, dass (i) eine Subpopulation |FO-sensitiver
Zdlen keine nennenswerte intrazel lulére | FO-Aktivierung haben und dadurch auf extrazelluléres
aktivierte IFO angewiesen sind (bystander effect), bzw. (ii) dass Zellen extrazelluldres 40H-1FO
schlechter aufnehmen und dann die intrazelluldre Aktivierung entscheidend fir einen toxischen
Effekt wird.

Die Aktivierung von IFO erfolgt durch eine Hydroxylierung, die mit einem Elektronentransfer
von CYP2B1 auf die Prodroge verbunden ist. CYP2B1 erhélt die Elektronen von einer auch in
der ER-Membran |okalisierten Cytochrome P450-Reduktase (CY P-RED), die unter Umstanden
der limitierende Faktor bei der Aktivierung von Oxazaphosphorinen sein kann. Sollte in den
PANO2-Tumoren die Expression CYP-RED ein limitierender Faktor sein, kann das
entsprechende Gen kotransduziert werden (Waxman et al., 1999). Eine andere Méglichkeit ist die
intrazellulére Expression des Somatostatin-Rezeptors, wodurch die Tumorzelle gegeniiber der
antiproliferativen Wirkung des pankreatischen Somatostatins empfindlich wird (Rochaix et al.,
1999). Vielversprechend ist weiterhin eine Stimulation des Immunsystems durch Expression des
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heat shock protein 70 (HSP70), wodurch nekrotisches Gewebe leichter as pathologisch durch
das zellulédre Immunsystem erkannt und unter Umsténden die Tumortoleranz im Koérper
gebrochen werden kann (Melcher et al., 1999).
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5 Zusammenfassung

Trotz standiger Verbesserung der konventionellen Therapiemoglichkeiten zur Behandlung des
humanen Pankreaskarzinoms rangiert diese relativ seltene Erkrankung auf Platz vier der Krebs
verursachtenTodesfélle. Bisherige Behandlungsméglichkeiten sind die Resektion, die allerdings
nur bei ca 10 % der Patienten moglich ist, eine Strahlen- oder Chemotherapie. Bel einer
konventionellen Chemotherapie mit Ifosfamid wird dieses Cytostatikum fast ausschliefdlichin der
Leber aktiviert und mufl3 damit Uber den Blutkreidauf an den Wirkort (Tumor) gelangen.
Waéhrend dieses Transports reagiert ein Teil des kurzlebigen aktivierten IFOs mit gesundem
Gewebe, wodurch die antitumorigene Wirkung verringert wird und Nebenwirkungen auftreten
koénnen. Daher wére es sinnvoll eine direkte Aktivierung von IFO im Tumorgewebe zu bewirken
um damit die antitumorigen Wirkung zu steigern bzw. die Nebenwirkungen zu reduzieren.

Die zellvermittelte IFO-Aktivierung durch das hepatische Enzym Cytochrom P450 2B1
(CYP2B1) wurde in Klone verschiedener Zelllinien, die stabil die CYP2B1-cDNA von einem
nicht-viralen Vektor exprimieren, untersucht. Die Présenz und Funktion des CY P2B1-Proteins
konnte mittels Western-Blot und eines enzymatischen Nachweissystems demonstriert werden.
Durch Zugabe von IFO konnte eine Population CYP2B1-exprimierender Zellen in ihrem
Wachstum in vitro stark gehemmt werden. Diese cytotoxische Wirkung betraf auch umgebenden
nicht CY P2B1-exprimierende Zellen (bystander effect). Unter Vermeidung eines direkten Zell-
Zell-Kontakts konnten als Ursache fir die toxische Wirkung frei diffundierbare Metaboliten
nachgewiesen werden. Ein Teil der Zellen, die von der toxischen Wirkung betroffen waren,
zeigten im spéteren Verlauf morphologische Veranderungen, die sich deutlich von denen
apoptotischer Zellen unterschieden und damit der Nekrose zuzuordnen sind.

In Zusammenarbeit mit der Universitét Rostock wurden CY P2B1-exprimierende Zellen, die
zuvor in Zellulosesulfatkapsel n verpackt wurden, in humane Pankreastumoren von Nacktmausen
implantiert und dadurch eine deutliche V erstérkung eines antitumoral en Effekts nach systemischer
Chemotherapie mit IFO im Vergleich zur konventionellen Chemotherapie nachgewiesen.
Zusammen mit der Universitdt Rostock und dem Allgemeinen Krankenhaus Wien wurde eine
Methode zur mikroinvasiven intraarteriellen Instillation verkapselter Zellen in das humane
Pankreas an einem porcinen Modell etabliert. Diese Ergebnisse waren Basis fur eine klinische
Studie der Phase |, in der verkapselte CY P2B1-exprimierende Zellen in das humane Pankreas
implantiert wurden und anschlief3end die Patienten systemisch mit IFO behandelt wurden. Dabei
konnte die mittlere Uberlebensrate im Vergleich zu retrospektiven Daten einer vergleichbaren
Kontrollgruppe fast verdoppelt werden. Gleichzeitig wurde die Einjahresiiberlebensrate im
Vergleich mit unbehandelten Patienten verdreifacht bzw. gegentiber Patienten, die das derzeit
wirkungsvollste Chemotherapeutikum fir pankreatische Karzinome - Gemzar - erhielten,
verdoppelt.
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Zur Verbesserung der intratumoralen IFO-Aktivierung wurden CY P2B1-transduzierende
retrovirale Vektoren basierend auf dem murinen Leukamievirus (MLV), hergestellt.
Pankreatische Tumorzellen zeigten nach Infektion mit diesen Viren im Vergleich zu leicht
infizierbaren Mausfibroblasten eine geringere | nfektionseffizienz und eine niedrigere Aktivitét des
MLV-Promotors. Denoch konnte fiur CYP2B1-transduzierte pankreatische
Tumorzellpopulationen, eine CYP2B1-vermittelte erhthte Sensitivitét gegenuber IFO
nachgewiesen werden. Um die Wirkung dieser schwachen intrazelluldren IFO-Aktivierung in
Tumorzellen in vivo untersuchen zu konnen, wurden mehrere murine Pankreastumormodelle
etabliert. In einem syngenem Tumormodell wurden schliefdlich parentale oder CYP2B1-
transduzierte pankreatische Tumorzellen in immunkompetente Méause injiziert und daraus
subkutane Tumoren etabliert. Bel der anschlief3enden 1FO-Behandlung wuchsen CYP2B1-
transduzierte Tumoren langsamer als Tumoren, die aus nicht-CY P2B1-exprimierenden Zellen
entstanden.

Es wurde somit ein System fur eine zellvermittelte Gentherapie fir pankreatische Tumoren
etabliert und in vitro, in vivo und in einer klinischen Studie in Zusammenarbeit mit anderen
Gruppen untersucht. Um die Wirksamkeit weiter zu verbessern wurde die Moglichkeit einer
Gentherapie mittels einer zusitzlichen Ubertragung des Suizidgens durch retrovirale Vektoren
getestet. Obwohl dieser Ansatz durch eine bessere Suizidgenexpression in pankreatischen
Tumoren mittels geeigneter Promotoren noch weiter optimiert werden muss, konnte das ?proof
of concept” mit dieser Arbeit etabliert werden.
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American tissue culture collection
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fluorescence activated cell sorting
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MAGE melanoma antigen encoding gene
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PCR polymerase chain reaction
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PO Propylenoxid
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TNFo tumor necrosis factor o

TBS TRIS buffered saline

TBST TRIS bufferd saline with Tween

TRIS Tris(hydroxymethyl)aminomethan

Triton X-100 t-Octyl phenoxypolyethoxyethanol

Tween 20 Polyoxyethylen(20)-sorbitanmonol aurat

UN uber Nacht

Upm Umdrehungen pro Minute

uv ultraviolett

vgl. vergleiche

Vh Voltstunden

X-Gal 5-Brom-4-chlor-3-indoyl-f3-D-gal actopyranosid
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9 Anhang
9.1 Klonierung von CYP2B1 in Expressionsvektoren
9.1.1 Konstruktion von pc3/2B1

Um das Gen fur das Cytochrom 2B1 (CY P2B1) in den eukaryonten Expressionsvektor pcDNA3
(Invitrogen) zu klonieren, wurde dieser mit Xhol und Xbal geschnitten. Das Fragment mit dem
Gen fur CYP2B1 (1598 bp) wurde mit Xhol und Xbal aus dem Vektor pSW1 (zur Verfigung
gestellt von Jim Halpert) entfernt und mit dem geschnittenen, dephosphorilierten Vektor (5434
bp) ligiert. Dieligierte DNA in DH10B (Elektromax) Bakterien elektroporiert und auf Ampizillin
selektiert. Die neue klonierte DNA wurde mit Testverdaus Uberprift und Klonierungsiibergange
sequenziert. Das enstandene Plasmid pc3/2B1 enthdlt die CY P2B1-cDNA, wel che stromaufwaérts
vom kongtitutiven CMV -Promotor und stromabwarts vom bGH-Polyadenylierungssignal flankiert
wird. Das Plasmid enthdlt weiterhin eine Neomyzinresistenzkassette zur Selektion von
eukaryonten Zellen und zur Vermehrung in Prokaryonten den bakteriellen Replikationsursprung
des Plasmids pUC19 sowie ein Ampizillinresistenzgen.

9.1.2 Konstruktion von pLCSN

Zum Einklonieren von CYP2B1 in den retroviralen Expressionsvektor pLXSN wurde
pLXSNegfp mit EcoRI und Hpal geschnitten (5866 bp) und damit das egfp-Gen entfernt. Das
CY P2B1-Fragment (1561 bp) wurde mit ECoRI und Smal herausgeschnitten und mit dem Vektor
(5866 bp) ligiert. Die flankierenden Bereiche um die beiden Ligationstellen wurden zusétzlich
sequenziert. Das resultierende Plasmid pLCSN enthélt den auf MLV basierenden retroviralen
Vektor LCSN, in dem die CYP2B1-cDNA durch den Promotor im 5-LTR reguliert wird.
Stromabwaérts vom CY P2B1-Gen sitzt proximal eine Neomyzinres stenzkassette und distal der 3'-
LTR. Neben dem retroviralen Vektor besitzt das Plasmid pLCSN den prokaryonten
Replikationsursprung des pBR322-Plasmids und ein Ampizillinresistenzgen mit Bereichen von
Transposon Tnbs.
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Abbildung 67: Klonierung von pc3/2B1
Zur Klonierung von pc3/2B1 wurde das Plasmid pcDNA3 mit Xhol/Xbal (5434 bp) und das Plasmid pSW1 mit

den gleichen Enzymen (1598 bp) geschnitten. Beide Fragmente wurden ligiert und die Richtigkeit mittels
Restriktionsanalyse und Sequenzierung bestétigt. Das enstandene Plasmid pc3/2B1 enthélt die CY P2B1-cDNA
(CYP2B1), welche stromaufwérts vom konstitutiven CMV-Promotor (CMV) und stromabwérts vom bGH-
Polyadenylierungssignal (poly A) flankiert wird. Das Plasmid enthalt weiterhin eine Neomyzinresistenzkassette
(SV40pr + neo) zur Selektion von eukaryonten Zellen auf Neomyzin und zur Vermehrung in Prokaryonten den
bakteriellen Replkationsursprung des Plasmid pUC19 (pUC19) sowie ein Ampizillinresistenzgen (amp).
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Abbildung 68: Klonierung von pL CSN

Das Plasmid pLCSN wurde kloniert indem pc3/2B1 mit EcoRI/Smal (1561 bp) bzw. pL X SNegfp mit EcoRI/Hpal
(5866 bp) geschnitten wurden. Die beiden Fragmente wurden ligiert und die Richtigkeit der Klonierung mittels
Restriktionsanalyse und Sequenzierung bestétigt. Das resultierende Plasmid pLCSN enthdt den auf MLV
basierenden retroviralen Vektor LCSN, in dem die CYP2B1-cDNA (CY P2B1) durch den Promotor im 5-LTR
reguliert wird. Stromabwaérts vom CY P2B1-Gen sitzt proximal eine Neomyzinresistenzkassette (SV40 pr + neo)
und distal der 3-LTR. Neben dem retroviralen Vektor besitzt das Plasmid pLCSN noch den prokaryonten
Replikationsursprung des Plasmid pBR322 und eine prokaryonte Ampizillinresi stenzkassette (amp).



9 Anhang Seite 219

9.2 Waeitere verwendete Plasmide
9.2.1 pLXlacz

Das Plasmid pL XlacZ beinhaltet einen retroviralen Vektor mit -Galaktos dasegen, das vom 5'-
LTR aus reguliert wird, einer Neomyzinresistenzkassette und dem Replikationsursprung des
Plasmid pBR322. Im Plasmidriickgrat besitzt es ein Fragment des Polyomavirus. Es wurde zur
Herstellung der Zelllinien CKIx2 und RINIX2 (vgl. 2.2.3 C Methoden zum Nachweis von
Zytochrom P450 2B1 (CY P2B1) Aktivitat) verwendet.

Xmnl, 11095 Sacll, 151
Scal, 10978 { : Ascl, 616

BstEIl, 1327

SexAl, 1455
f,m, sLe 2 BeGi, 1oz
PspOMI, 95@36 |
Apal, 9566 04 psi
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Accl 1, 9213.. Vg 10000
"Polyoma Early 2000
pLXlacZ

11492 bp

Bsml, 77007
SanDlI, 7656

i=3fil,5250
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" HindIIl, 5320

Bglll, 5640
Abbildung 69: Struktur von pLXlacZ
pLXlacZ enthdlt den retroviralen Vektor L XlacZ mit zwel identischen LTRs (LTR), dem Verpackungssignal (psi)
einer Neomyzinresistenzkassette (SV40 pr + neo) und dem Replikationsursprung des pBR322-Plasmids. Im
Vektorrickgrat ist ein Fragment des Polyomavirus, eine prokaryonte Ampizillinresi stenzkassette (amp) und ein
zweiter Replikationsursprung (ori) vorhanden.

9.2.2 pLXSN und pL XSNegfp

PLXSN (vgl. Abbildung 70) und pLXSNegfp (vgl. Abbildung 68) enthalten einen retroviralen
Vektor mit zwel identischen LTRs von MLV. Das Plasmid pLXSNegfp besitzt zusétzlich noch
ein egfp-Gen, das stromabwarts vom Verpackungssigna (psi) sitzt und vom 5-L TR aus gesteuert
wird. Beide Vektoren enthalten eine Neomyzinresistenzkassette und im Plasmidriickgrat einen
prokaryonten Replikationsursprung und eine Kassette fur eine Ampizillinresistenz in
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Prokaryonten.
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Abbildung 70: Struktur von pLXSN

Das Plasmid pLXSN enthdt den retroviralen Vektor LXSN mit zwei identischen LTRs (LTR), dem
Verpackungssignal (psi) und eine Neomyzinresistenzkassette (SV40pr + neo). Im Plasmidriickgrat befindet sich
weiterhin ein prokaryonter Replikationsursprung (ori) und eine prokaryonte Ampizillinresi stenzkassette (amp).

9.2.3 pCMVegfp

Das Plasmid pCMVegfp ist ein eukaryonter Expressionsvektor fur das egfp-Gen. Durch den
konstitutiven CMV-Promotor wird das egfp-Gen in allen Zelltypen exprimiert. Es beinhaltet eine
Neomyzinresi stenzkassette, sowie zur Vermehrung in Prokaryonten einen Replikationsursprung
und ein Ampizillinresistenzgen. Diese Plasmids wurde zur Herstellung der stabil egfp-
exprimierenden pankreatischen Zelllinien PANCgfpl in PANC1-Zéllen transfiziert.
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Abbildung 71: Struktur von pCM Vegfp

Das Plasmid pCMV egfp enthélt ein egfp-Gen (egfp), das von einem CMV-Promotor (CMV) reguliert und von
einem bGH-Polyadenylierungssignal (poly A) stromabwarts begrenzt wird. Zusétzlich befinden sich noch eine
eukaryonte Neomyzinresistenzkassette (SV40pr + neo), eine prokaryonte Ampizillinresi stenzkassette (amp) sowie
ein prokaryonter Replikationsursprung des pUC19-Plasmids (pUC19) auf dem Plasmid pCMV egfp.
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