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Zusammenfassung

Eine Erkrankung durch das humane Cytomegalovirus (hCMV) und ein Rezidiv des
Ausgangstumors sind zwei gravierende Komplikationen im Rahmen der Therapie von
Malignomen des hamatopoetischen Systems durch Knochenmarktransplantation
(KMT). Eine mogliche pathogenetische Interaktion zwischen hCMV-Infektion und
einem von einer Minimalen Residualen Leukamie (MRL) ausgehenden Rezidiv wurde
bislang in klinischen Verlaufsstudien nach KMT noch nicht systematisch untersucht.

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss von CMV auf ein Lymphom in einem
Modellsystem untersucht. Dazu erweiterten wir das etablierte Modell der murinen
CMV (mCMV) Infektion nach experimenteller syngener KMT mit dem Mausstamm
BALB/c als Spender und Empfanger durch ein B-Zell-Lymphom als weiteren
Parameter. Als Modell-Lymphom diente uns eine mit dem Reportergen /lacZ
transfizierte, ex tumore klonierte, in der Leber hochgradig tumorigene Variante (Klon
E12E) des von BALB/c abgeleiteten B-Zell-Lymphoms A20. Die Arbeiten flihrten zur
Erstbeschreibung einer anti-metastatischen Wirkung der mCMV-Infektion (Erlach at
al., 2002; J. Virol. 76: 2857-2870).

Im neu etablierten Tiermodell konnte erstmals gezeigt werden, dass eine CMV-
Infektion die Ansiedelung eines murinen B-Zell-Lymphoms in der Leber deutlich
verringert. Damit wurde die Entstehung einer letalen Tumorerkrankung, abhangig von
der Ausgangslast an Tumorzellen signifikant verzégert oder sogar ganz verhindert.
Die Suche nach Mechanismen, die diesen antitumoralen Effekt von mCMV
verursachen, fiuhrte zu folgenden Ergebnissen: Im Unterschied zu onkolytischen
Viren basiert die antitumorale Wirkung von mCMV nicht auf einer zytozidalen
Infektion der Lymphomzellen. Dartber hinaus zeigt mMCMV keine zytostatische oder
Apoptose-induzierende  Wirkung. Auflerdem sind die rekonstituierenden
Knochenmarkzellen als Effektoren fir den anti-Tumoreffekt auszuschlieRen. Direkte
zytotoxische, sowie systemische Effekte von TNF-alpha konnten als antitumorale
Mechanismen ausgeschlossen werden. Die intravendse Applikation von UV-
inaktiviertem Virus zeigte ebenfalls eine Inhibition des Lymphomwachstums, so dass
der antitumorale Effekt offenbar durch virale Strukturproteine (Virion-Proteine)
ausgelost wird.

Auf der Basis dieser Daten vermuten wir eine Inhibition der Extravasation
(transendotheliale Migration/Diapedese) der Tumorzellen aufgrund einer gestorten
Kommunikation zwischen Tumorzelle und sinusoidalem Endothel der Leber. Das
virale Hull-Glykoprotein B kann aufgrund seiner signalinduzierenden Wirkung als ein
guter Kandidat angesehen werden.
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Summary

Cytomegalovirus (CMV) infection and tumor relapse are major complications in the
therapy of hematopoietic malignancies by bone marrow transplantation (BMT). So far
there has been given little attention to a possible pathogenetic interplay between
CMV and lymphomas. Specifically, tumor relapse emanating from a minimum residual
leukaemia (MRL) has not yet been systematically examined in BMT patients with a
primary or reactivated CMV infection. For studying a possible influence of infection on
the risk of tumor relapse, the established model of murine cytomegalovirus (MCMV)
infection and experimental syngeneic BMT in the BALB/c mouse was extended by the
introduction of a liver-adapted, ex tumore isolated clonal variant E12E of the BALB/c-
derived B-cell ymphoma AZ20.

Notably, mCMYV infection was found to exert an antitumoral effect in that tumor growth
in the liver was retarded and lethality significantly delayed. First attempts to elucidate
the mechanism have ruled out a number of proposed possibilities. Specifically, the
effect was not immune-mediated, not mediated by cytokines, such as TNF-alpha, and
was not caused by cytopathogenic infection or by apoptosis of tumor cells (Erlach at
al. 2002. J. Virol. 76: 2857-2870).

Further studies have shown that a difference in the rate of tumor cell immigration into
liver tissue becomes apparent as early as 24 hours after intravenous infusion of the
tumor cells, and that the antitumoral effect can be elicited by intravenous application
of non-replicative virions, but not by preincubation of the tumor cells with virions.

It is proposed that CMV inhibits liver metastasis of lymphomas by the binding of
envelope glycoproteins, with gB being a candidate, to endothelial cells. Perturbation
of gene expression in endothelial cells is likely to interfere with tumor cell
extravasation at some step in the complex process that involves rolling, adhesion,

and transendothelial migration.
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EINLEITUNG 1

1 Einleitung

1.1 Cytomegaloviren in der Familie der Herpesviren

Die Cytomegaloviren (CMV) gehoéren aufgrund ihrer strukturellen und biologischen
Eigenschaften zur Familie der Herpesviridae. Bis heute konnten bei verschiedenen
Wirbeltierarten fast 100 unterschiedliche Herpesviren identifiziert werden. Die
verschiedenen Herpesviren rufen unterschiedliche Symptome bei der Infektion
hervor. Das Wort ,Herpes“ leitet sich von der ,kriechenden® Ausbreitung des
Hautausschlags bei Herpes-Simplex-Virusinfektionen beim Menschen ab (griechisch
herpein: kriechen).

Eine besondere Eigenschaft der Herpesviren ist die Ausbildung von Latenz. Die
Herpesviren haben die Fahigkeit lebenslang im Wirtsorganismus zu verbleiben, ohne
chronische Krankheitsbilder auszulésen. Dabei persistiert das Virus in Zellen des
Wirtes, ohne dass infektiose Viruspartikel gebildet werden. Das Virus ist flr das
Immunsystem des Wirtes in dieser Phase nicht erkennbar. Erst wenn eine
Reaktivierung stattfindet, wird wieder infektiéses Virus gebildet (Roizman et al.,
1996).

Aufgrund der Pathogenitat, des Zelltropismus und der Vermehrungseigenschaften
unterscheidet man drei Unterfamilien (van Regenmortel et al., 2000): Die
Alphaherpesvirinae haben ein breites Wirtsspektrum, besitzen einen kurzen
Replikationszyklus und etablieren Latenz in den Neuronen sensorischer Ganglien.
Wichtige Vertreter der Alphaherpesvirinae sind z. B. die bereits erwahnten Herpes-
Simplex-Viren Typ 1 und 2 (HSV-1; HSV-2), sowie das Varicella-Zoster-Virus (VZV).
Betaherpesvirinae sind streng speziesspezifisch. Dieser Unterfamilie wird die
Gattung Cytomegalovirus (CMV) zugeordnet (Stinski et al., 1990; Roizman, 1996).
Das CMV verdankt seine Namensgebung der Eigenschaft, dass mit CMV infizierte
Zellen sich stark vergroRern (Zytomegalie) (Weller et al.,, 1960). Die
Betaherpesvirinae besitzen die grolten herpesviralen Genome und haben einen
langsamen Vermehrungszyklus. Gammaherpesvirinae, wie beispielsweise das
Epstein Barr Virus (EBV), besitzen ein eingeschranktes Wirtsspektrum und sind B-
lymphotrop.

1.2 Struktur der Cytomegaloviren

Morphologisch sind die Cytomegaloviren den anderen Mitgliedern der Herpesfamilie
sehr ahnlich. Der Durchmesser der verschiedenen herpesviralen Virionen betragt



EINLEITUNG 2

120 bis 200 nm. Im Inneren des Viruspartikels befindet sich das Core (Kern), das
aus einem fibrillaren Proteingerlst besteht und das lineare, doppelstrangige DNA-
Genom enthalt. Die DNA ist umgeben von einem ikosaedrischen Kapsid. Das
Kapsid besteht aus 162 Kapsomeren (150 Hexameren und 12 Pentameren), denen
aullen eine Matrix aus Proteinen, das Tegument, angelagert ist. Das Tegument ist
eine amorphe Proteinmatrix, die Uberwiegend aus Phosphoproteinen besteht. Die
Virushille (envelope) ist eine Lipidmembran, die sich von der inneren Kernmembran
der Wirtszelle ableitet und viral kodierte Glykoproteine enthalt (Abb. 1).

Nukleokapsid
Tegument
Genom

- Membran

Glykoproteinkomplex |

— Glykoproteinkomplex I

Abbildung 1: Aufbau eines hCMV-Partikels nach M. Reschke e,

Im Inneren des Virions findet man ein Protein-Core, welches das lineare, doppelstrangige
DNA-Genom enthalt. Es ist von einem ikosaedrischen Kapsid umgeben, das aus mehreren
Virusstrukturproteinen besteht. Zwischen dem Kapsid und der von der inneren Kernmembran
abgeleiteten Hillmembran befindet sich das Tegument, das verschiedene regulatorisch
aktive Proteine enthalt. Die Virushille besteht aus einer Lipiddoppelschicht, in die sowohl
zellulare als auch virale Glykoproteine eingelagert sind. Die viralen Glykoproteine des hCMV
sind in definierten Komplexen auf der Virusoberfliche organisiert. Quelle:
www.virology.net/Big_Virology/ EM/VirusWeb2.jpg

Bei der humanen CMV-Infektion entstehen neben den intakten Virionen auch nicht
infektiose Viruspartikel. Diese als dense bodies bezeichneten Strukturen besitzen
keine virale DNA und kein Kapsid und bestehen hauptsachlich aus dem viralen
Tegumentprotein pp65. Murines CMV zeigt im Gegensatz zu dem humanen CMV
keine Bildung von dense bodies. Allerdings bildet es zusatzlich zu den
Monokapsiden auch Virionen mit mehreren Nukleokapsiden (Multi-Kapsid-Virionen)
(Chong & Mims, 1981).
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1.3 Replikation der Cytomegaloviren

Wie bei allen Herpesviren ist der Replikationszyklus des murinen und humanen CMV
streng reguliert und kaskadenartig organisiert.

Die Adsorption des Virions beginnt mit einer spezifischen Bindung von
Virushillproteinen an Rezeptormolekilen der Zelloberflache und fiihrt zur
Verschmelzung der Virus- und Wirtszellmembran (Abb. 2). Im Fall der
Cytomegaloviren ist bis heute nur der Rezeptor Heparan-Sulfat-Proteoglykan
bekannt, wobei ein zweiter Rezeptor vermutet wird (Albrecht et al., 1976; LaFemina
& Hayard, 1986; LaFemina & Hayard, 1983).

Abbildung 2: Zwei verschiedene Modelle zur Ausschleusung von Herpesviren aus der
infizierten Zelle.

(1) Adsorption und Aufnahme des Virus an der Zelloberflache. Das Virus verliert seine
aulRere Hulle und das Kapsid wird entlang der Mikrotubuli zum Zellkern transportiert. (2) Das
lineare Genom wird aus dem Kapsid freigesetzt und zirkularisiert. (3) Im Kern erfolgen die
Genexpression und die Replikation. Wahrend der L-Phase wird das lineare Genom wieder in
Kapside verpackt (4), die dann aus dem Kern austreten und eine duRere Hille erhalten. Bei
der single envelope Theorie (5) hat das Virus bereits bei seinem Austritt seine endglltige
Hulle erhalten, die lediglich im Golgi/ER noch modifiziert wird. Die double envelope Theorie
besagt, dass (4) das Virus seine im Kern erhaltene Hille wieder an der auleren
Kernmembran abstreift und nur die Kapside ins Zytosol (6) entlassen werden. Die endgiiltige
Hulle erhalt das Virus erst durch Knospung im Golgi-Apparat. Schlief3lich wir das fertige Virus
freigesetzt (6).
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Das Kapsid und das Tegument gelangen ins Zytoplasma. Das Kapsid wird an den
Mikrotubuli zum Kern transportiert. Dabei gelangt das Virusgenom durch Kernporen
ins Nukleoplasma, wo es zum Episom zirkularisiert wird und die kaskadenartig
regulierte Genexpression beginnt. Nun setzt die erste von drei Transkriptionsphasen,
die immediate early (IE)-Phase ein. In der Zelle kommt es zu Interaktionen von
zellularen Transkriptionsfaktoren mit dem CMV-Genom und damit zur Transkription
von |E-Genprodukten. Diese haben regulatorische Funktion fiir die koordinierte
Expression von early (E)- Phase-Genen. Die DNA-Synthese findet nach dem rolling
circle-Mechanismus statt und resultiert in der Bildung eines einzigen DNA-
Doppelstrangs, der mehrere Einheiten des viralen Genoms enthalt. Mit der DNA-
Replikation beginnt die late (L)-Phase. In dieser letzten Phase werden vor allem
Strukturproteine zur Bildung der Virionen und zum Zusammenbau der Viruspartikel
exprimiert. Kapsid, DNA und Tegumentproteine assemblieren mit der inneren
Kernmembran. Der Austrittsmechanismus des Kapsids aus dem Kern und der
Erwerb der Hullmembran werden noch kontrovers diskutiert.

Es existieren zwei Theorien: die single envelope und die double envelope Theorie.
Bei der single envelope Theorie wird davon ausgegangen, dass die auldere
Virushille beim Austritt aus dem Kern erworben wird, also der &auferen
Kernmembran entspricht, und wahrend der Ausschleusung des Virus aus der Zelle
nicht mehr abgegeben wird, sondern enthaltene Proteine bei der Wanderung durch
den Golgi-Apparat modifiziert werden. Diese Beobachtung beruht auf
Untersuchungen an dem HSV-1 (Enquist et al., 1998; Johnson et al., 1998; Roizman
et al., 1996; van Genderen et al., 1994). Die double envelope Theorie besagt, dass
das virale Kapsid beim Austritt aus dem Kern eine erste Hille erhalt, diese aber im
Zytoplasma wieder abstreift und das Kapsid erst bei der Wanderung durch das
Endoplasmatische Retikulum (ER) und den Golgi-Apparat seine endgultige Hdlle
erhalt. Diese double envelope Theorie wurde flir das Pseudorabies-Virus (Granzow
et al.,, 1997) (PrV), das Varicella-Zoster-Virus (VZV) (Zhu, 1995; Gershon et al.,
1994) und andere Herpesviren bestatigt (Skepper et al., 2001; Radsak et al., 1996;
Whealy et al., 1991).

1.4 Ubertragung und klinische Bedeutung des
humanen CMV

Das humane Cytomegalovirus (hCMV; auch HHV-5 genannt) ist ein weit verbreitetes
Virus. Die Verbreitung von hCMV ist abhangig vom Lebensalter, den
Lebensbedingungen und dem -umfeld, welche die CMV Ubertragung begiinstigen
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kénnen. Die haufigste Ubertragung erfolgt durch die Muttermilch auf das Kind. Bei
Kleinkindern kann es beim Spielen zur Ubertragung von hCMV durch Speichel- und
Korperflissigkeiten kommen. Auch die Benutzung von gemeinsamem Spielzeug
kann zur hCMV-Infektion flihren. Somit ist die Ansteckungsgefahr in Kindergarten
und -krippen sehr hoch (Reddehase, 2002). Im Erwachsenenalter wird hCMV auch
Uber sexuelle Kontakte weitergegeben. Neben diesen haufigen Ubertragungswegen
kann auch eine Infektion durch Organtransplantate oder Blutpraparate erfolgen.
Innerhalb der Gruppe der seronegativen Transplantatempfanger werden immerhin
60-90% der Patienten durch Organe seropositiver Spender infiziert (Britt & Alford,
1996; Ho, 1995).

In Mitteleuropa und Nordamerika betragt die Durchseuchungsrate 50-80%, in den
Entwicklungslandern bereits im Kindesalter meist 100% (Emery & Giriffith, 1990; Ho,
1995).

Ist ein Mensch mit hCMV infiziert, so breiten sich die Viren Uber den Blutstrom aus,
wobei wahrscheinlich mononukledre Phagozyten und zirkulierende Endothelzellen
Trager des Virus sind (Stoddard et al., 1994). Das hCMV infiziert Zellen der
Speicheldriise, Niere, Nebenniere, Leber, Milz, Lunge und des Knochenmarks (Britt
& Alford, 1996; Plachter et al., 1996). Den Zustand der Latenz etabliert hCMV in
Endothelzellen und in Vorlauferzellen des Monozyten-Makrophagen-Systems (Fish
et al.,, 1998; Hahn et al., 1998; Soderberg-Nauclér et al., 1997). Der genaue
Mechanismus der zur Latenz fihrt ist bisher nicht bekannt (Prosch et al., 1999;
Soderberg-Nauclér & Nelson, 1999).

Eine hCMV-Infektion in der Schwangerschaft kann zur diaplazentaren Ubertragung
des Virus fihren. Dies kann zu Schadigungen des Fétus oder zum Abort fihren. Bei
kongenital infizierten Neugeborenen werden vor allem Schadigungen des zentralen
Nervensystems, Hdrschaden, Hepatosplenomegalie und Thrombozytopenie
beobachtet (Boppana et al., 2001; Stagno et al., 1986).

Die Primarinfektion mit hCMV verlauft meist mit nur geringer Symptomatik (leichtes
Fieber, Schmerzen in den Speicheldrisen, Halsschmerzen). Bei 5-10% der
Patienten ist der Krankheitsverlauf etwas schwerer. Diese zeigen ein Mononukleose-
ahnliches Bild, sowie gelegentlich Lymphozytose, Splenomegalie oder eine milde
Hepatitis, mit passagerem Anstieg der Transaminasen. Nach einer Primarinfektion
mit hCMV wird das Virus im jeweiligen Wirt latent.

Bei immundefizienten oder immunsupprimierten Personen jedoch (z. B.
Transplantatempfanger, Tumor- und AIDS-Patienten) kommt es zu schweren
Verlaufsformen (Smith & Brennessel.,1994; Meyers, 1984). Die hCMV-Infektion
gehort zu den haufigsten opportunistischen Infektionen bei HIV-Patienten. Da die
meisten HIV-Infizierten bereits mit hCMV infiziert sind, handelt es sich vorwiegend
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um Reaktivierungen im Rahmen der eingeschrénkten T-Zell-Kontrolle. Bei einer
CD4-Zellzahl < 100/pl liegt das Risiko fir eine hCMV-Infektion Uber 20 % und
verdoppelt sich, wenn die CD4-Zellen unter 50/ul liegen. Die Klinischen
Manifestationen der hCMV-Infektion sind sehr unterschiedlich. Neben der
Chorioretinitis treten vor allem entziindliche Lasionen im Gastrointestinaltrakt,
Pneumonie, Enzephalitis, Polyradikulitis und kutane La&sionen auf. Bei stark
erniedrigten CD4-Zellen kann eine massive Virusreplikation in verschiedenen
Organen scheinbar asymptomatisch vorliegen, wobei nicht immer eine
entsprechende Klinik auftritt (Jacobson & Bredt, 2002; Harari et al., 2002).

1.5 Das Glykoprotein B von hCMV

Die viralen Glykoproteine des hCMV sind in definierten Komplexen auf der
Virusoberflache organisiert. Der Glykoproteinkomplex | besteht aus Homodimeren
des Glykoprotein B (gB), welche Uber intermolekulare Disulfidbriicken miteinander
verbunden sind (Eickmann et al., 1998).

Die Namensgebung eines viralen Proteins basiert auf der fortlaufenden
Nummerierung ihrer potentiellen Leserahmen auf dem Prototyp des Genoms. So
wird beispielsweise das gB auch als gpUL55 (bzw. ORF M55 bei mCMV)
bezeichnet; gp weist es als Glykoprotein aus, UL bezeichnet die Lokalisation des
Gens auf dem UL-Segment. Zudem wird die Nummer des Leserahmens auf diesem
Segment angegeben. Bevor nun die Struktur, die Synthese und die Eigenschaften,
des gB im Speziellen beschrieben werden, werden die Glykoproteinkomplexe Il und
[l kurz vorgestellt.

Der Glykoproteinkomplex Il besteht aus den Glykoproteinen M (gpUL100) und N
(gpUL73), die ebenfalls kovalent miteinander verknlpft sind (Kari & Gehrz, 1993;
Mach et al., 2000). Der Glykoproteinkomplex lll besteht aus den Glykoproteinen H, L
und O (gpUL75, gpUL115 und gpUL74) (Cranage et al., 1988; Huber & Compton,
1998; Huber & Compton, 1999; Kaye et al., 1992). Diesem Komplex wird eine
besondere Bedeutung bei der Fusion der Virushille mit der Plasmamembran der
Wirtszelle zugeschrieben (Milne et al., 1998).

Das Glykoprotein B stellt mit bis zu 50% des Gesamtproteingehaltes der Virushille
die haufigste Oberflachenkomponente des reifen Virions dar (Britt & Mach, 1996).
Das gB ist innerhalb der Herpesvirenfamilie ein  hochkonserviertes
Oberflachenprotein. Zwischen den gB-Proteinen von Herpesviren verschiedener
Subfamilien betragt die Aminosauresequenzhomologie etwa 40% (Chou &
Marousek, 1992), zwischen hCMV und mCMV sogar 45% (Rapp et al., 1992).
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Die Expression des gB-Gens erfolgt in zwei Abschnitten: Friih nach der Infektion
erscheint ein bicistronisches Transkript, wahrend in der L-Phase ein
monocistroisches Transkript gebildet wird (Kouzarides et al., 1987; Smuda et al.,
1997).

Das gB gehdért zu den Membranglykoproteinen Typ I. Der Carboxyterminus des
Molekiils ist zytoplasmatisch lokalisiert. Der Aminoterminus befindet sich dagegen im
Lumen des jeweiligen Zellkompartiments (Basgoz et al., 1992). Am Aminoterminus
des hCMV-gB befindet sich ein 24 Aminosaure- (AS-) langes Signalpeptid.
AuBerdem hat es 16 Cysteinreste und 16 potentielle N-Glykolisierungsstellen
(Eickmann et al., 1998).

Die Synthese des gB-Molekulls erfolgt zunachst am rauen Endoplasmatischen
Retikulum (ER) als Vorlauferprotein mit einer molekularen Masse von 102 kDa. Ein
hydrophober Abschnitt des Molekiils (Reschke et al., 1995) dient der Verankerung in
der Membran. Zunachst wird es kotranslational oligomerisiert und zu einer
mannosereichen Form N-glykosiliert. Anschlielend erfolgt die Passage durch den
Golgi-Apparat. Im Golgi werden einige der endstandigen Mannosereste entfernt und
durch komplexe Zucker ersetzt, so dass die Molekularmasse auf 160 kDa ansteigt
(Britt & Vugler, 1992; Gretch et al., 1988). Im Transgolgi-Netzwerk kommt es zur
proteolytischen Prozessierung des Molekils durch die zellulare Endoprotease Furin
(Vey et al, 1995), wodurch ein aminoterminales 90-110 kDa und ein
carboxyterminales 52-58 kDa Prozessierungsprodukt entstehen, die Uber
Disulfidbricken miteinander verbunden bleiben (Britt & Vugler, 1992; Farrar &
Greenaway, 1986). Letztlich wird das Moleklil vom Transgolgi entlang des
exozytotischen Weges an die Zelloberflache transportiert (Radsak et al., 1996) und
von dort in Vesikeln des tubularen Endosoms reinternalisiert.

Ein Teil des am ER synthetisierten gB folgt jedoch einem anderen Transportweg:
das gB erfahrt einen retrograden Transport in die innere Kernmembran (Radsak et
al.,, 1996). Man stellt sich vor, dass das Molekdl durch Diffusion in der
Membranebene konstitutiv in die innere Kernmembran gelangt. Dabei wird es
membrangebunden durch laterale Kandle an den Kernporenkomplexen vorbei
transportiert (Meyer & Radsak, 2000; Soullam & Worman, 1995; Smith & Blobel,
1993; Soullam & Worman, 1993). Eine folgende Interaktion mit einem Protein der
inneren Kernmembran oder des Nukleoplasmas fiihren zu einer Retention des gB im
Kernkompartiment. Die Lokalisation der viralen Glykoproteine im Kernkompartiment
ist fir den Prozess der Transportknospung durch die Kernmembranen ins
Zytoplasma notwendig.
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1.6 Das murine Tumor/CMV-Modell

Murines und humanes CMV zeigen viele Parallelen in Bezug auf ihre biologischen
Eigenschaften und ihre genetische Organisation.

Im immunkompetenten Organismus kommt es nach einer Infektion zur Latenz und
bei Immunsuppression zur Rekurrenz. Im immundefizienten Organismus werden,
wie bereits erwahnt, insbesondere Organe wie Lunge, Leber, Milz, Speicheldrise
und die Nebennieren durch die Infektion geschadigt. Zudem fiihrt CMV zu einer
funktionellen Schadigung des Knochenmarkstromas und inhibiert dadurch die
hamatopoetische Rekonstitution nach Knochenmarktransplantation (KMT) (Steffens
et al., 1998).

+/- mCMV
KMT LV
/ ; B-Lynflllphom-

BALB/c BALB/c zetlen
/f'k,—- -
S/ .\,—ﬁ-ﬁ“ Q =)
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Abbildung 3: Das murine CMV-Modell.

Aufgrund der hohen Ubereinstimmungen des Krankheitsbildes zwischen humaner
und muriner CMV-Infektion ist ein Maus-Modell zur Erforschung von CMV geeignet.
Dieses Modell dient in erster Linie zur Untersuchung von Fragestellungen, die beim
Menschen nicht zu beantworten sind.

Im bereits etablierten mCMV-Modell nach KMT wird das hamatopoetische System
der Rezipienten durch y-Ganzkdrperbestrahlung zerstort, die Tiere bekommen KM
von syngenen Spendertieren und werden dann optional mit mCMV infiziert
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(Reddehase et al., 1985). Dieses Modell wurde nun durch einen weiteren Parameter,
namlich die intravendse Applikation von Tumorzellen erweitert (Abb. 3). Bei den
Tumorzellen handelt es sich um die B-Lymphom-Zelllinie ,A20% die urspringlich
einer BALB/c-Maus entstammt (siehe Kapitel 2.1.10). Die Tumorzelllinie wurde
gewahlt, um der klinischen Situation bei Leukamie-Patienten mdglichst nahe zu
kommen.

Das Modellsystem diente nun dazu, zu untersuchen, ob die Virusinfektion das
Wachstum der Tumorzellen beeinflusst.

1.7 Die Knochenmarktransplantation und deren

Problematik

Die Knochenmarktransplantation (KMT) wird bei Patienten mit Leukdmien und
einigen anderen bésartigen Erkrankungen angewandt. Die Ubertragung von
Knochenmark (KM) nach Ganzkérperbestrahlung ist fir viele Leukamiepatienten die
einzige Chance, geheilt zu werden.

Voraussetzung fiir eine KMT ist das Erreichen einer Remission des Tumors durch
eine vorhergegangene zytostatische Therapie. Nach einer Vorbehandlung mit
Strahlen- und Chemotherapie (Konditionierung) gehen die Tumorzellen, aber auch
als Nebenwirkung die gesunde Blutbildung, zugrunde.

Bei der sich anschlieBenden Transplantation werden Stammzellen Ubertragen. Aus
Stammzellen kénnen sich alle Zellen des Blutes neu bilden. Diese Stammzellen
konnen aus Knochenmark und auch aus peripherem Blut nach entsprechender
Vorbehandlung des Patienten gewonnen werden. Im Idealfall entstehen dabei
vollstdndige Knochenmarkchimaren und der Patient ist geheilt. Ein zentrales
Problem besteht aber darin, dass eine geringe Anzahl an Leukamiezellen gegentiber
der hamatoablativen Behandlung resistent sein kann. Dadurch entsteht dann im
Empfanger eine ,Minimale residuale Leukamie* (MRL), verbunden mit dem Risiko
eines Leukamierezidivs, insbesondere in der Phase der Immundefizienz (Reddehase
et al., 1985). Diese Phase dauert von der hdmatoablativen Bestrahlung bis zur
vollstandigen Rekonstitution des Patienten, wenn das blutbildende System und das
Immunsystem wieder voll funktionstlchtig ist.

Bei der autologen KMT wird dem Patienten eigenes KM bzw. eigene
Blutstammzellen zurtickibertragen. Dazu wird das zuvor entnommene Zellmaterial
durch positive Selektion der Stammzellen (CD34%-Zellen) von mdglicherweise
enthaltenen Tumorzellen ,gereinigt‘. Eine autologe KMT behebt zwar die
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Immundefizienz besonders effizient, generiert aber auch nur eine schwache Graft
versus Leukemia (GvL) Immunantwort (Reddehase et al., 1986a; Reddehase et al.,
1986b) gegen den syngenen Tumor, der im Rezipienten keine ausreichende
antitumorale Abwehr induzieren konnte. T-Zell-vermittelte GvL-Reaktion gegen den
syngenen Tumor kann nur generiert werden, wenn im sich rekonstituierenden
Immunsystem keine Toleranz etabliert wird.

Bei der allogenen KMT erhalt der Rezipient KM oder Blutstammzellen von einem
Spender mit moglichst Ubereinstimmenden Gewebeantigenen. Am ehesten ist ein
solcher Spender unter den Geschwistern des Empfangers zu finden. Die
Wahrscheinlichkeit liegt hier bei etwa 30%.

Dem KMT-Empfanger werden die Stammzellen intravends injiziert. Nach 3 bis 6
Wochen beginnt die Produktion neuer Blutzellen.

.....
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Abbildung 4: Mogliche Wirkung einer CMV-Infektion nach KMT.

Bei der KMT koénnen weitere wesentliche Komplikationen auftreten: (1) Akute und
chronische Graft versus Host (GvH) Erkrankung, (2) Transplantatverlust (Graft
Failure) durch Host versus Graft (HvG) Reaktivitat oder durch funktionelle Defizienz
des Knochenmarkstromas im Transplantatempféanger und (3) opportunistische
Infektionen im Stadium der temporaren Immundefizienz (Abb. 4).
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zu (1): Die mit dem Transplantat Ubertragenen Immunzellen kénnen die Zellen im
Korper des Empfangers als fremd erkennen und angreifen. Diese Reaktion flhrt zur
»Graft-versus-Host-Disease (GvHD)“ (Transplantat-gegen-Wirt-Erkrankung) und
betrifft insbesondere Haut, Leber und Darm. Die GvHD tritt haufig nach allogener
KMT auf.

Um eine GvHD zu verhindern, werden Medikamente eingesetzt, welche die Funktion
des Immunsystems einschranken oder hemmen. Diese Behandlung fiihrt dazu, dass
nach allogener KMT beim Patienten das erhdhte Infektionsrisiko fur eine l&dngere Zeit
bestehen bleibt.

zu (2): In Vorarbeiten konnte gezeigt werden, dass CMV stromale Zellen im
Knochenmark infiziert und durch eine negative Regulation der Expression
essentieller Hamatopoetine das Engraftment von Spender-Knochenmark inhibiert.
Uber einen solchen Mechanismus eines viral induzierten, partiellen Graft Failure
sollten GvH und Graft versus Leukemia (GvL) Funktionen des Transplantats
geschwacht werden. Bei der GvL kdnnen Zellen des Transplantats nicht nur gegen
koérpereigene, gesunde Zellen vorgehen, sondern sich auch gegen im Korper
verbliebene Leukamiezellen richten. Dieser positive Effekt tragt dazu bei, dass
mdglicherweise noch verbliebene Leukdmiezellen im Korper zerstort werden.

Es ist aber auch nicht auszuschliel3en, dass eine starke antivirale Immunantwort zur
Tumorremission beitragen kénnte.

zu (3): Unter den infektionsbedingten Komplikationen nimmt die CMV-Erkrankung
trotz Verflgbarkeit einer antiviralen Chemotherapie immer noch eine bedeutende
Stellung ein. Die verschiedenen Komplikationen sind nicht voneinander unabhangig,
sondern es bestehen pathogenetische Wechselwirkungen, deren Natur allerdings
nur unzureichend beschrieben und verstanden ist. Uber eine mdgliche
Wechselwirkung zwischen CMV-Infektion und Leukamie-Rezidiv gibt es kaum
gesicherte Erkenntnisse.

Zur Beantwortung dieser offenen Fragen wollten wir deshalb das von uns bereits in

Vorarbeiten etablierte Modell der murinen CMV-Infektion nach experimenteller KMT
um den Parameter einer definierten residualen Tumorlast erweitern.

1.8 Remission oder Progression des Tumors

Zu einer Interferenz zwischen CMV und einer MRL nach KMT gibt es bisher nur
wenige Erkenntnisse in der Literatur. Es ist somit offen, ob
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1. CMV ein Tumorrezidiv fordert,
2. CMV die Tumorremission beglnstigt.

Ebenso bestand die Mdglichkeit, dass keine Wechselbeziehung besteht.
Aus Vorarbeiten im murinen Modellsystem einer mCMV-Infektion und nach
experimenteller KMT gab es fiir beide Alternativen gute Argumente.

Fur die Forderung eines Tumorrezidivs spricht, dass mCMV, im Kontext der
temporaren Immundefizienz nach KMT, Zellen des KM-Stromas infiziert und die
Expression wichtiger Hamatopoetine (1I-6, SCF, GM-CSF) negativ reguliert (Mayer et
al., 1997). Des Weiteren konnte in unserer Arbeitsgruppe gezeigt werden, dass
mCMV die Ansiedelung von KMZ inhibiert und es somit zu einer Aplasie des KM
kommen kann (Steffens et al., 1998). Ein von einer MRL ausgehendes Tumorrezidiv
sollte durch eine gestorte Rekonstitution beglinstigt werden, da die Immundefizenz
zu einem Ausfall einer antitumoralen Immunantwort fihrt. Auch die Induktion anti-
apoptotischer oder pro-mitotischer Zytokine kénnten Signale zur Entwicklung eines
Rezidivs sein.

Demgegenuber ist bekannt, dass CMV eine Vielzahl von Zelltypen wie Fibroblasten,
Endothelzellen, Myozyten, Hepatozyten, Enterozyten, Pneumozyten und diverse
Drisenepithelzellen (Plachter et al., 1996), aber auch Makrophagen und
Dendritische Zellen (Andrews et al., 2001; Hanson et al., 1999; Sinzger et al., 1996)
infiziert. Aus diesem Grund ware es denkbar, dass eine onkolytische Infektion der
Tumorzellen durch CMV eine Tumorremission beglnstigt. Ebenso kann die
Induktion anti-proliferativer oder pro-apoptotischer Zytokine nach CMV-Infektion zum
Rickgang des Tumors fihren (Rath et al., 1991; Terlikowski & Nowak, 2000;
Terlikowski et al., 2001). Von TNF-alpha weil} man, dass es zytotoxisch auf
Tumoren wirkt (Leibovich et al., 1987; Robertson et al., 1989) und aufgrund seiner
systemischen Wirkung auf Endothelien die Extravasation von Tumorzellen verhindert
(Frater-Schroder et al., 1987).

Eine weitere Mdoglichkeit zur Férderung einer Tumorremission besteht darin, dass
CMV die Genexpression der Tumorzelle beeinflusst. Man weil} bereits, dass das
Binden des Virus-Hullglykoproteins gB an seine zellularen Rezeptoren, wahrend des
Attachment- und Entry-Prozesses vielfaltige Signaltransduktionsprozesse auslost.
Es kommt zur Auf- und Abregulation zellularer, insbesondere IFN-responsiver Gene
(Simmen et al., 2001; Zhu et al.,, 1998). Schliellich kann eine antivirale
Immunantwort Uber ,Bystander-Aktivierung“ einen antitumoralen Effekt im
Immunsystem des infizierten Tieres hervorrufen.
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1.9 Tumorwachstum und Metastasenbildung

Kennzeichen maligner Tumoren sind ein teilweiser oder volliger Verlust der
Differenzierung der Zelle und das unkontrollierte, schnelle Wachstum. Fir das
erfolgreiche Wachstum einer Tumorkolonie ist deshalb die Neubildung von
Kapillaren entscheidend. So darf die Distanz zwischen einer Zelle und einem
Kapillargefal maximal etwa 150 ym betragen, um eine ausreichende Versorgung
mit Sauerstoff zu garantieren.

Alle Zellen bendtigen fur den Stoffwechsel Sauerstoff und Nahrstoffe, die Uber das
Blutgefal’system transportiert werden. Bei einer abnehmenden Sauerstoff-
konzentration beobachtet man eine Reduzierung der Zellproliferation (Bedford &
Mitchell, 1974; Bouck et al., 1996).

Des Weiteren besitzen Tumorzellen die Fahigkeit Gewebsgrenzen zu Uberwinden
und in das umgebende Gewebe einzudringen. Verantwortlich ist, neben der
veranderten Expression von Adhasionsmolekilen, die Fahigkeit, umliegende
Strukturen aufzulésen um eine erfolgreiche Invasion und Metastasierung zu
gewahrleisten.

1.9.1 Komponenten der metastatischen Kaskade

Fir die Bildung von Metastasen ist eine Abfolge von Schritten erforderlich, die als
metastatische Kaskade bezeichnet wird (Thomas, 1994):

(A) Ablbsen von Zellen des Primartumors, Durchwanderung des Interstitiums
und der Basalmembran;

(B) Verschleppung der Tumorzellen mit dem Blut- oder Lymphstrom bzw. der
Flissigkeit ser0ser Korperhohlen;

(C) Adhasion der Tumorzellen an Endothelien der Gefallwand bzw. an der
Serosa;

(D) Extravasation und Infiltration des umgebenden Gewebes;

(E) Zellproliferation, Migration und Anschluss an das ortliche Gefalisystem.

In der folgenden Abbildung sind die Phasen der Tumormetastasierung gezeigt.
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Abbildung 5: Phasen der Tumormetastasierung.

Bei der Erhaltung der strukturellen Integritdt der einzelnen Gewebe spielt die
Extrazelluldarmatrix (EZM) eine zentrale Rolle. Die Matrix beeinflusst die
grundlegenden zellularen Prozesse wie Proliferation, Differenzierung, Migration und
Adhasion (Alberts et al., 1997). Fir die Matrixerhaltung ist ein dynamisches
Gleichgewicht zwischen Synthese und Abbau der Matrixkomponenten erforderlich
(Matrisian, 1992). Durch die veranderte Zusammensetzung der EZM-Komponenten,
der Kollagenasen der Zelle und der Expression spezifischer Adhasionsrezeptoren
kommt es zu einer generellen Desorganisation des Zytoskeletts. Die EZM bildet
Basalmembranen von 50 bis 100 nm Dicke, die von den wandernden Tumorzellen
Uberwunden werden missen (Mignatti & Rifkin, 1993). Die EZM besteht aus
mehreren Komponenten:

e Kollagen (Hauptbestandteil der EZM, insbesondere Typ IV, aber auch bis zu
50% des Gesamtproteins der Zelle);

e Laminin (zweithaufigste Komponente der Basalmembran, vermittelt
Zelladhasion);

e Fibronektin;



EINLEITUNG 15

Entactin und Nidogen, Glykosaminoglykane und Elastische Fasern (Bryant-
Greenwood, 1998; Vogelmann et al., 1999).

1.9.2 Migration und Extravasation von Zellen

Zur Migration von Zellen kommt es bei vielen physiologischen Prozessen wie z. B.
bei der Entwicklung der Plazenta, dem Austritt von inflammatorischen Zellen aus
dem Gefallsystem oder bei der Organentwicklung.

Das infiltrative Wachstum eines malignen Tumors beruht auf der Migration einzelner
Tumorzellen in das umgebende Stroma. Die Interaktion von Zellen mit der EZM lauft
in vier Schritten ab (Eichbichler, 2001; Allavena et al., 1991):

Die

Anheftung;

Triggerung (Aktivierung der Oberflachenrezeptoren);

starke Adhasion (vermittelt durch aktivierte Integrine);

Migration / Invasion (durch lokale promigratorische Faktoren, darunter
Zytokine und Chemokine).

o0 oo

Modulation des metastatischen Potentials der Tumorzellen st

Wachstumsfaktoren unterworfen (Eichbichler, 2001; Teale et al., 1988). Zu den
wichtigsten Regulatoren gehoéren u. a.:

o

o

proteolytische Enzyme, z. B. Metalloproteinasen (MMP) (Liotta et al., 1979,
1980 und 1991; Nakajima et al., 1991) und die dazugehdrigen Inhibitoren
TIMP (Tissue Inhibitors of Metalloproteinases)

die EZM und ihre zellularen Rezeptoren (Selektine, Immunglobuline,
Integrine (Ruoslahti, 1991));

Wachstumsfaktoren, Zytokine und Hormone sowie ihre Rezeptoren (Allavena
et al, 1991), darunter Prostaglandine, aber auch humanes
Choriongonadotropin (Allavena et al., 1991).

1.10 Ziel der Arbeit

Die medizinische Bedeutung der hCMV-Infektion bei Knochenmarktransplantation
(KMT) flhrte zum Aufbau eines kliniknahen Tiermodells: der experimentellen KMT
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mit konkurrenter mCMV-Infektion. In einer Reihe von Projekten wurde anhand
dieses Modells die Pathogenese und Immunkontrolle der mCMV-Infektion als
Paradigma fir die hCMV-Infektion im spezifischen Kontext einer KMT untersucht
(Reddehase et al., 1985; Holtappels et al., 1998; Podlech et al., 1998; Steffens et al.,
1998a; Steffens et al., 1998b; Podlech et al., 2000). Die hCMV-Infektion ist aber bei
weitem nicht die einzige und auch nicht die gravierendste Komplikation bei der KMT.
Ein von residualen Tumorzellen (Minimal Residual Leukemia, MRL) ausgehendes
Rezidiv des Ausgangstumors ist ein weiteres zentrales Problem nach KMT. Uber
einen mdglichen Zusammenhang zwischen einer hCMV-Infektion und einem
Rezidiv-Risiko war zu Beginn dieser Dissertation nicht viel bekannt.

Ein erstes Ziel dieser Arbeit war, um diese Frage experimentell bearbeiten zu
konnen, in das bereits etablierte mCMV-KMT-Modell den Parameter einer
Leukdmie/eines Lymphoms einzubringen, um eine mdgliche Interferenz zwischen
CMV und Tumor zu studieren. So war es mdglich zu untersuchen, ob eine
Wechselwirkung besteht, und ob die CMV-Infektion ein Tumorrezidiv oder eher die
Tumorremission fordert.

Dazu sollte in das ausgewdhlte B-Zell-Lymphom A20 das Reportergen f-
Galaktosidase (lacZ-Gen) eingebracht werden und durch limiting dilution-Klonierung
ein hoch tumorigener Subklon fiir weitere Arbeiten im Mausmodell ausgewahlt
werden.

Je nachdem, ob nun die CMV-Infektion ein Rezidiv oder die Remission des Tumors
begiinstigen wirde, sollten im Rahmen dieser Doktorarbeit Ansatze aufgezeigt
werden, die einen Beitrag zur Aufklarung eines mdglichen Mechanismus leisten.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Allgemeine Laborgerate

Brutschrank B15
COs-Inkubatoren

Durchflusszytometer

Feuchte Kammern

Heizplatte/Magnetriihrer

Invertmikroskop

Kryostat

Mikrotom
Mikrowelle

Multikanalpipetten

Paraffinerhitzer

Pipetten

Praparative Zentrifuge
Schuttler
Stickstofftank

Sterile Werkbank

Tischzentrifugen

(Heraeus, Hanau)
(Heraeus, Hanau)

FACSort (Becton Dickinson,
Heidelberg)

Haushaltswarenbedarf Gerda (Schuch,
Langgons)

IKA Combimag RET (Janke & Kunkel,
Staufen)

Leitz DM IL (Leitz, Wetzlar)

Leica CM3050 (Leica Microsystems
Nussloch GmbH, Nussloch)

Mikrotom HM 355 (Microm, Walldorf)
Sharp, LM 16

Micronic (IBS integra Biosciences,
Fernwald)

HistoTAPplus (Leica, Bensheim)

(Eppendorf, Hamburg)
(Gilson, Villies Le Bel (F))

Sorvall, RC-5C plus
Hypo-Shaker (neo-Lab, Heidelberg)
Air Liquide Arpege 140

Heraeus Lamin Air HB 2472 und HV
2472 (Heraeus, Hanau)

Mikrozentrifuge 5417C (Eppendorf,
Hamburg)
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Ultrazentrifuge

Vollschutz-Kleintier-
Bestrahlungsanlage

Waagen

Wasserbad

Zahlmikroskop

2.1.2 Plastikwaren

Einfrierrohrchen

Einmal-Plastikpipetten

Einmal-Pipettenspitzen

Einmalspritzen

Einmalspritzen

Reaktionsgefalie

Einblock-Kassetten

Megafuge 2.0 (Heraeus, Hanau)

Labofuge 200 (Heraeus, Hanau)
centrifuge 5417 (Eppendorf, Hamburg)

Sorvall, COMBI plus

Typ OB 58-BA (Buchler,
Braunschweig)

BP 61 (Sartorius, Géttingen)
Kern 510 (Albstadt)

Memmert GmbH (Schwabach)

Nikon SE (Nikon, Dusseldorf)

1,8ml CryoTube Vials (Nalge Nunc
International, Denmark; Nr. 375418)

10ml (Greiner, Nurtingen; Nr. 607180)
25ml (Greiner, Nurtingen; Nr. 760180)
fur 1ml-Pipette

fir 200ul- und 100ul Pipetten

fur 10pl-Pipette

1ml (Braun, Melsungen; Nr. 916 140/6)
2ml (Braun, Melsungen; Nr. 0460 6027)

10ml (Braun, Melsungen; Nr. 0460
6108)

50ml (Becton Dickinson, Heidelberg; Nr.
308500)

1,5ml (Eppendorf, Hamburg; Nr. 0030
102.002)

2,0ml (Eppendorf, Hamburg; Nr. 0030
120.086)

Tissue Tek Il (Sakura Finetek BV,
Zoeterwoude, NL)
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Kantlen

Kivetten

24-Lochplatten

48-Lochplatten

Mikrotiterplatten

Zellkulturflaschen

Zellkulturschalen

Zentrifugenrohrchen

Zell-Nylonsieb

0,40x20mm (Braun, Melsungen)

Gene Pulser Kivetten, 4mm (Biorad,
Minchen; Nr.1652088)

0,45x12mm (Braun, Melsungen)

fur adharente Zellen (Falcon, Becton
Dickinson, Heidelberg; Nr. 35 3047)

fur Suspensionszellen (Greiner,
Nurtingen; Nr. 662102)

fur adharente Zellen (Falcon, Becton
Dickinson, Heidelberg; Nr. 35 3078)

96 Well-Flachbodenplatten (Greiner,
Nurtingen; Nr. 655180)

96 Well-Rundbodenplatten (Greiner,
Nurtingen; Nr. 650180)

25cm? (Falcon, Becton Dickinson,
Heidelberg; Nr. 35 3014)

75cm? (Falcon, Becton Dickinson,
Heidelberg; Nr. 35 3135)

60/15mm (Falcon, Becton Dickinson,
Heidelberg; Nr. 3004)

100/20mm (Falcon, Becton Dickinson,
Heidelberg; Nr. 3003)

150/25mm (Falcon, Becton Dickinson,
Heidelberg; Nr. 3025)

50ml Spitzboden (Falcon, Heidelberg;
Nr. 2070)

14ml Spitzboden (Falcon, Heidelberg;
Nr. 2096)

19

5ml Rundboden (Greiner, Nurtingen; Nr.

115261)

100um (Falcon, Becton Dickinson,
Heidelberg; Nr. 352360)
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2.1.3 Chemikalien fur die Zellkultur

Alle Chemikalien wurden, falls nicht anders vermerkt, in p. a. Qualitat bezogen.
Zum Ansetzen der Lésungen wurde ausschlielllich Wasser aus der Apotheke der
Universitat Mainz (Aqua ad iniectabilia, Braun Melsungen) eingesetzt.

Aqua ad iniectabilia
Bovines Serum Albumin (BSA)

N,N-Dimethylformamid (DMF)

Ethylen-Diamin-Tetra-Essigsaure (EDTA)

Fotales Kalberserum (FCS)
G418 Sulfate

L-Glutamin

HEPES

Kaliumchlorid (KCI)

Kaliumdihydrogenphosphat (KH,PQO,)

Kaliumferricyanid
Kaliumferrocyanid
Kanamycin

Magnesiumchlorid (MgCl, x2H,0)
2-Mercaptoethanol
Methylcellulose

Natriumchlorid (NaCl)

Na-EDTA
Natriumhydrogenphosphat
(Na,HPO4x2H,0)
Natriumhydroxid (NaOH)
Penicillin/Streptomycin
Proteinase K

Sucrose (Sacharose)
Trypanblau

TURK’s Lésung
Trypsin
Trypsin/EDTA

Braun, Melsungen
Serva, Heidelberg

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim

Roth, Karlsruhe

Biochrom, Berlin

Calbiochem, La Jolla (CA)
Biochrom, Berlin

Gibco, Eggenstein

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Fluka, Buchs SG, Schweiz
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Biochrom, Berlin
Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim

Merck, Darmstadt

Biochrom, Berlin

Merck, Darmstadt

Difco, Michigan (USA)
Biochrom, Berlin
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2.1.4 Chemikalien fur die Histologie

Aceton
Ammonium-Nickelsulfat-Hexahydrat

Bovines Serum Albumin (BSA)
DAB (3,3° Diaminobenzidin)

Eosin Y Lésung

Ethylen-Diamin-Tetra-Essigsaure (EDTA)
Formalin (37%ig)
Hamalaun nach Mayer

Isopropanol

Kaliumchlorid (KCI)
Kaliumdihydrogenphosphat (KH,PO,)
Kernechtrot-Aluminiumsulfat
Magnesiumchlorid (MgCl, x2H,0)
Methanol

Natrium-Azid (NaN3)

Natriumchlorid (NaCl)
Na-EDTA
Natriumhydrogenphosphat
(Na,HPO4x2H,0)
Natriumhydroxid (NaOH)
Neufuchsin-Kit

Paraffin, 56°C
Paraclear®

Paramount®

Proteinase K

Trichloressigsaure (TCA)
Trypsin

Riedel de Haén, Seelze

Fluka (Sigma-Aldrich), Buchs
(Schweiz) (#09885)

Serva, Heidelberg (#A7906)
Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt
Chroma-Gesellschaft, Kongen
(#2E010)

Apotheke der Universitat Mainz
Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt
Chroma-Gesellschaft, Kéngen
Roth, Karlsruhe

J. T. Baker, Holland
Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

DAKO, Glostrup (Danemark)
(#K968/K596)
Vogel-Histo-Comp, Giessen
Quartett GmbH, Berlin (Earth
Safe Industries Inc., NY)
Quartett GmbH, Berlin (Earth
Safe Industries Inc., NY)
Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim

Roth, Karlsruhe

Difco, Michigan (USA)
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Xylol Merck, Darmstadt
(#1.08685.2500)

2.1.5 Puffer und Kulturmedien fur die Zellkultur

Die Zellkultur-Medien wurden von der Firma Gibco-BRL, Eggenstein bezogen und
wurden wie folgt supplementiert (Endkonzentrationen sind durch eckige Klammern
gekennzeichnet):

MEM (Minimum Essential Medium)
(Nr. 21090-022)

L-Glutamin [2mM]
Penicillin [100U/ml]
Streptomycin [0,1mg/ml]
FCS [10% (viv)]

MEM 10x (Minimum Essential Medium)
(Nr. 21435-029)
Zehnfach konzentriertes MEM

RPMI 1640 (Rosewell Park Memorial Institute)
(Nr. 31870-025)

L-Glutamin [2mM]
Penicillin [100U/mlI]
Streptomycin [0,1mg/ml]
2-Mercaptoethanol [5x10™°M]
HEPES [10mM]
FCS [5% (viv)]
+/-G418 Sulfat [1mg/ml]

PBS-Puffer Dulbecco (Phosphate Buffered Saline)

8,0g NaCl [136mM]
0,29 KCI [26mM]
1,39 Na,HPO, x 2H,0 [BmM]
0,2g KH,PO, [1,5mM]
H.O ad 1l
pH 7,4

Der PBS-Puffer wurde von der Apotheke des Klinikums der Universitdt Mainz
bezogen (DPBS, Biowhittaker Europe, Vervies, Belgien).
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RBLB (Red Blood Lysing Buffer) wurde von Sigma (Katalog-Nr. R-7757) bezogen.
Dieser Puffer wurde zur Entfernung von Erythrozyten aus Organzellsuspensionen
benutzt.

Methylcellulosemedium
8,89 Methylcellulose

wurden in 360ml Aqua bidest. suspendiert, autoklaviert und Gber Nacht bei 4°C
geruhrt. Dann wurden folgende Substanzen zugegeben:

40ml MEM 10x [1x]
L-Glutamin [2mM]
Penicillin [100U/mlI]
Streptomycin [0,1mg/ml]
FCS [5% (v/v)]

Methylcellulosemedium vor Gebrauch mit NaHCO; (Stock 55g/l) auf pH 7,5
einstellen.

VSP (Virus-Standard-Puffer) mit 15%iger Sucrose

6,069 Tris [50mM]
3,739 KCI [1,2mM]
1,869 EDTA [5mM]
A. dest. ad 50 ml
pH 7,8 einstellen
7,59 Sucrose [15% (w/v)]

Den Virus-Standard-Puffer steril filtrieren.

X-Gal-Farbelésung
Fur ein X-Gal-Aliquot

25mg 5-Br-4-ClI-3-Indoyl-3-D- galacto-
pyranosid (C14H1sBrCINOg)

in 625ul DMF ansetzen und einfrieren (-20°C).
Fir die Gebrauchslésung werden
1 X-Gal-Aliquot (-20°C)

125ul 1molare Kaliumferricyanid-
I6sung (CsFeK3Npg) [41,2 mM]
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250l 0,5molare Kaliumferrocyanid-
[6sung (CeFeK4Nx3H,0) [52,8mM]
50ul 1molare MgCl,-Lésung [4,8 mM]
in 25mi PBS gelost

2.1.6 Puffer und Losungen fur die Histologie

AP-Puffer
7,99 Tris-HCI
299 NaCl
519 MgCl,

TBS-Puffer 10x (Tris buffered saline) Stammlésung

121g Tris-HCI
8,89 NaCl
Aqua dest.

TBS-Puffer 1x (Tris buffered saline) Gebrauchslésung

1:10 Verdinnung des 10x TBS-Puffers

BSA-TBS 10% (w/v) Stammldsung
10g (w/v) BSA
TBS(1x)
Lagerung bei —20°C.
BSA-TBS (1%ige) Gebrauchslésung
mit TBS 1:10 verdiinnen (Lagerung bei —20°C)
Citrat-Puffer

2,949 Tri-Na-Citrat-Dehydrat
Aqua dest.

[100mM]
[100mM]
[ 50mM]
ad 500ml
pH 9,5 einstellen

(1 M]

[1,5M]

ad 11

pH 7,4 einstellen

[10%]
ad 100ml

[10mM]
ad 1l
pH 6 einstellen
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20% (w/v) EDTA-L6sung (zur Entkalkung)

200g Na-EDTA [506 mM]
800ml Aqua dest.

unter stdndigem Ruhren erhitzen und mit 40%iger (w/v) NaOH einstellen (ca. 50ml)
bis der pH 7,4 ist, dann

Aqua dest. ad 1l
gepuffertes Formalin
9,07¢g KH,PO,4 [66 mM]
11,869 Na;HPO, [84 mM]
Aqua dest. ad 860ml
140ml Formalin (Stamm-

[6sung 37%)
pH 7,4 einstellen

5%ige TCA-L6sung (zur Entkalkung)

50g Trichloressigsaure [5%]
40ml Formalin (4%) [0,16%]
A. dest. ad 1l
Trypsin-Losung
8g NaCl [136 mM]
0,29 KCI [26 mM]
0,2g KH,PO,4 [1,5mM]
1,159 Na,HPO, [8,1mM]
1,259 EDTA [3,4mM]
Aqua dest. ad 11

anschlieRend Autoklavieren, nach dem Abkulhlen 1,25g/l Trypsin zugeben und pH
7,4 einstellen.

Eosin-Farbelésung
59 Eosin Y [7,2mM]
70% (v/v) Ethanol ad 1l
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2.1.7 AntikGrper

2.1.7.1 In der Histologie verwendete Antikorper, Kits und Seren

Spezifitit-Fluorochrom Isotyp Klon Quelle
Normalserum Kaninchen Ig polyklonal Life Technologies,
Nr. 16120099
Normalserum Ziege Ig polyklonal Life Technologies,
Nr. 16210064
Anti-CD45R/B220 Ratte IgG,, RA3-6B2 BDPharmingen,
(kappa) Nr. 553084
(alte Nr.01121 D)
Ziege Anti-Ratte-Biotin Ig polyklonal BDPharmingen,
Nr. 554014
(alte Nr.12112 D)
Kaninchen Anti- IgG polyklonal R&D Systems,
Maus/Mensch Aktive Nr. AF 835
Caspase 3
Ziege Anti-Kaninchen IgG-|IgG polyklonal Sigma,
Biotin Nr. B 8895
Maus Anti-PCNA 19G2a, « PC10 BDPharmingen,
Nr. 555 566
Ziege anti-Maus 1gG (Fab)-|Ig polyklonal Sigma Nr. B 0529
Biotin
Biotin/Avidin-Blocker - - DAKO,
(Biotin Blocking System) Nr. X 0590
Maus anti-mCMV-IE1 (pp89) |I1gG1 Croma 101 Prof. Jonjic, Rijeka,
Kroatien
Ziege anti-Maus-IgG Ig polyklonal Sigma, Nr. M 5899
APAAP-Maus-Komplex Maus-IgG1 AP1B9 Sigma, Nr. A 7827

(Alkalische Phoshatase anti-
Alkalische Phoshatase)

ABC-POD-Kit (PK-4000)

Vectastain PK-4000
von Vector
Laboratories Inc.

ABC-AP-Kit (AK-5000)

Vectastain AK-5000
von Vector
Laboratories Inc.

Neufuchsinsubstrat-Kit

DAKO, Nr. K 0596
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2.1.8 Versuchstiere

Die Versuchstiere wurden im Tierstall der Klinisch-theoretischen Institute der
Universitat Mainz unter SPF (Specified-Pathogen-Free) Bedingungen gezlichtet. Fur
die Versuche wurden ausschliefdlich weibliche Mause des murinen Inzuchtstammes
BALB/cJ verwendet.

Der BALB/cJ-Stamm mit dem Haplotyp H-2° (K%, D¢ L°) kodiert in MHC-Klasse |-
Loci fiir die Molekiile K¢, D? und L°.

Die Tierversuche wurden unter der Nummer 177-07/001-3 genehmigt
(Bezirksregierung Rheinhessen-Pfalz).

2.1.9 Das murine CMV

Die Infektion von Zellkulturen und Versuchstieren erfolgte mit dem Laborstamm des
murinen Cytomegalovirus (mCMV, Smith strain, ATCC VR-1399; alte Nr. VR-194),
mouse salivary gland virus) (Smith, M. G. 1954). Rawlinson sequenzierte das
gesamte mCMV Genom dieses Virusstammes (Rawlinson et al., 1996).

Die Vermehrung des Virus erfolgte auf murinen embryonalen Fibroblasten (siehe
Kap. 2.2.9).

2.1.10 Die B-Lymphom-Zelllinie A20

Die murine B-Lymphom-Zelllinie wurde von der American Type Culture Collection
(ATCC, TIB 208) bezogen und entstammt urspriinglich einer weiblichen BALB/c
Maus. Der Haplotyp ist H-2%, der Karyotyp ist diploid. Eine Chromosomenzéhlung
aus Metaphase-Praparaten ergab eine durchschnittiche Chromosomenanzahl von
37 (Bereich: 33-38).

Charakteristische Oberflachenmarker sind das Immunglobulin G (IgG), MHC | und II,
CD45R (B220), CD86 und CD95 (Fas).

Kulturmedium: RPMI mit 7,5% FCS
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2.2 Methoden

2.2.1 Allgemeine Methoden der Zellkultur

Um Zellen langfristig zu lagern, werden sie in fliissigem Stickstoff eingefroren. Hierzu
muss ein besonderes Einfriermedium verwendet werden.
Dieses setzt sich zusammen aus:

95% FCS (vIv)
5% DMSO (v/v)

DMSO verhindert durch seine hygroskopischen Eigenschaften die Bildung von
Eiskristallen, die die Zellen beim Einfrieren schadigen kdnnen.

Zum Einfrieren wurden die als Pellet vorliegenden Zellen mit kaltem Einfriermedium
auf eine Zellzahl von 1-5x10%ml eingestellt. Aliquots von 1ml wurden in sterile
Einfrierrdhrchen (berfihrt. Die Réhrchen wurden in Styropor-Boxen bei -70°C
eingefroren und am nachsten Tag zur Lagerung in die Dampfphase von fllissigem
Stickstoff Uberfiihrt.

Zum Auftauen wurden die eingefrorenen Zellen im 37°C-Wasserbad aufgetaut,
sofort in 50ml Kulturmedium verdinnt und anschlieBend durch Zentrifugieren
pelletiert, erneut in Kulturmedium aufgenommen und schlief3lich in Zellkulturplatten
ausgesat.

Um Kontaminationen durch Pilze und Bakterien zu verhindern wurden die
Zellkulturarbeiten an einer sterilen Werkbank durchgefiihrt. Verwendete Glaswaren
wurden vor Gebrauch sterilisiert.

Die Zellen wurden in CO,-Inkubatoren bei 37°C und 5% CO,-Gehalt in gesattigter

Wasserdampfatmosphare kultiviert. Dadurch wurden die auf physiologische Werte
eingestellten pH-Werte der CO,/Bicarbonat-gepufferten Medien aufrechterhalten.

2.2.2 Bestimmung der Zellzahl

Zur Bestimmung der Zellzahl wurden die Farbstoffe Trypanblau und TURK’s-Lésung
verwendet.
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Trypanblau ist ein Vitalfarbstoff und dient zur Bestimmung der Lebendzellzahl. Tote
Zellen nehmen Trypanblau sofort auf, das Zytoplasma farbt sich blau. Da die
Zellmembran lebender Zellen erst nach 5-10min permeabel wird, dringt der Farbstoff
entsprechend spater ein.

Die TURK’s-Lésung farbt alle Zellkerne blau und erméglicht so eine Unterscheidung
zwischen kernhaltigen Zellen (z. B. Leukozyten) und kernlosen Zellen (Erythrozyten).

Fur die Zellzahlbestimmung wurde ein Aliquot der Zellsuspension in einem
definierten Verhaltnis mit dem Farbstoff gemischt. Um einen Fehler bei der
Berechnung der Zellzahl méglichst gering zu halten, wurde die Verdinnung der
Zellsuspension so ausgewahlt, dass mindestens 60 Zellen/Grossquadrat gezahlt
wurden. In einer Neubauer-Zahlkammer (Kammertiefe 0,1mm) wurden alle Zellen,
die sich im Grossquadrat (geteilt in 25 Kleinquadrate) befanden, ausgezahlt. Fur
jede Zahlung wurden jeweils Zellen, die sich in zwei GroRRquadraten befanden,
ausgezahlt. Mit der folgenden Formel lasst sich die Zellzahl pro ml Zellsuspension
bestimmen:

N/n x V x 10* = Zellzahl/ml

N = Zahl der gezahlten Zellen (in allen GroRquadraten)
n = Zahl der ausgezahlten Groliquadrate

V = Verdlinnungsfaktor

10* = Kammerfaktor

2.2.3 Die LacZ-Farbung

Dieses Protokoll war urspringlich nur fir adharent wachsende Zellen optimiert. Da
es sich bei den A20/lacZ-Zellen jedoch um Suspensionszellen handelt, wurden die
Zellen vor jeder einzelnen Behandlung abzentrifugiert. Dazu wurden spezielle
Zentrifugeneinsatze flir Zellkulturplatten verwendet (Heareus, Megafuge 2.0, 550xg,
8min).

o Erstes Waschen der Zellen:

8,769 NaCl [150mM]
1,539 Natriumphosphat [15mM]
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in 100ml PBS l6sen, dann pH 7,3 einstellen

o Fixieren der Zellen:

5,41ml Formaldehyd (37%ig) [2% (vIv)]
0,8mi Glutaraldehyd (25%ig) [0,2% (viv)]
ad 100ml PBS

o Zweites Waschen der Zellen:

mit PBS

o Farbeldsung auf die Zellen geben (Zusammensetzung siehe Kap. 2.1.5)

Die Zellen wurden mit der Farbeldsung im Brutschrank bei 37°C und 5% CO,
inkubiert. Nach 12-24 Stunden konnten die Zellen auf ihre B-Gal-Expression (blau
gefarbte Zellen) untersucht werden. Die Zahl der blauen Zellen wurde dabei
geschatzt oder in der Neubauer-Zahlkammer genau bestimmt.

2.2.4 Antivirale Killerzellen

Die Gewinnung der polyklonalen zytolytischen T-Lymphozytenlinie erfolgte aus
Milzzellen von latent mCMV-infizierten BALB/c Mausen. Durch in vitro Propagieren
in IL-2-haltigem Medium und 2-woéchentliche Restimulation mit dem mCMV-IE-1-
Peptid YPHFMPTNL differenzieren sich die Memory-CTL zu reifen, zytolytisch
aktiven CTL, die im Tierversuch eingesetzt wurden (Reddehase et al., 1989).
Kulturmedium: MEM ALPHA MEDIUM mit 10% FCS und rh IL-2 (100U/ml)
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2.2.5 Generierung von A20/lacZ-Klonen der ersten Generation

Die von uns ausgewahlte A20-Tumorzelllinie entstammt urspringlich einer
weiblichen BALB/c-Maus. Somit besitzt die Zelllinie kein Y-Chromosom, anhand
dessen sie in einer weiblichen Empfangermaus hatte nachgewiesen werden kdénnen.
Um aber eine Elimination des Tumors oder auch eine minimale Residuale Leukamie
(MRL) nachweisen zu kénnen haben wir in die A20-Zellen einen Marker, namlich
das lacZ-Gen (p—Galaktosidase) eingeflhrt.

Nach Klonierung wurde der Vektor pcDNA3/lacZ durch Elektroporation in die A20-
Zellen transfiziert. Um eine stabile Transfektion zu erreichen wurde, daftr der Vektor
mit dem /acZ-Gen zuvor linearisiert. Anschlielend wurde eine limiting dilution
durchgefiihrt, mit welcher 113 Klone generiert werden konnten, die zwar alle das
lacZ-Gen enthielten (Nachweis mittels lacZ-spezifischer PCR), jedoch eine stark
unterschiedliche Expression des Reportergens in vitro zeigten (X-Gal-Farbung, siehe
2.2.3).

2.2.5.1 Herstellung des Vektors pcDNA3

Fur die Herstellung dieses Vektors wurde das Plasmid pcDNA3 (#V790-20,
Invitrogen, Leek, Holland) verwendet. Zuerst wurde durch einen Restriktionsverdau
mit Nru | an Position 209 und mit Xho | an Position 972 der mCMV major IE
promoter/enhancer entfernt (siehe Abb. 6).

Das lacZ-Gen wurde aus dem Plasmid lacZ/gpt (zur Verfigung gestellt von Martin
Messerle, Miinchen) mittels Restriktionsenzym-Verdau mit Hind Il geschnitten. Um
die Ligation von DNA-Fragmenten mit nicht kompatiblen Enden zu ermdglichen,
wurden mit der Klenow-Polymerase glatte Enden erzeugt. Das Klenow-Fragment
besitzt eine 5-3’-Polymeraseaktivitat und eine 3’-5’-Exonukleaseaktivitat. Hierdurch
wurde die Ligation von DNA-Fragmenten ermoglicht, die durch Restriktion mit
verschiedenen Enzymen inkompatible Ende erhalten hatten.
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Abbildung 6: Plasmid pcDNA3 der Firma Invitrogen ©,

Der CMV-Promotor/Enhancer wurde durch Schneiden mit den Restriktionsenzymen Nru |
(209) und mit Xho | (972) entfernt. An diese Stelle wurde anschlief’end ein Fragment,
welches aus dem RSV-Promotor und dem /acZ-Gen besteht, eingesetzt.

Anschlieliend wurde mit Xho | geschnitten. Das resultierende 4,5kb grolte Fragment
enthielt das /acZ-Gen, den RSV-Promotor und einen polyA-Schwanz. Dieses wurde
dann in den pcDNA3-Vektor ligiert.
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Abbildung 7: Klonierungsstrategie fiir das Plasmid pcDNA3//acZ.

2.2.5.2 Transfektion

Durch Elektroporation wurde in A20-Zellen der 13. Passage der Vektor pcDNA3/lacZ
eingebracht. Dies wurde folgendermalfien durchgefihrt:
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Am Tag vor der Transfektion wurden 5x10° A20-Zellen in 10ml-Petrischalen
ausplattiert. Am Tag der Transfektion wurden diese in 50ml Réhrchen gesammelt,
bei 150xg fur 10min zentrifugiert und mit PBS gewaschen. Das Zellpellet wurde dann
in 500yl RPMI 1640 (ohne Supplemente) aufgenommen und 20ug mit Xba |
linearisiertes pcDNA3/lacZ zugegeben.

Die Elektroporation wurde bei 400V und 960uF im Elektroporator durchgefiihrt
(Gene pulser system model 2, Bio-Rad, Minchen). Anschlielend wurden die
transfizierten Zellen in 2ml-Wells kultiviert.

Ab dem zweiten Tag nach Elektroporation wurden die Zellen allm&hlich (1:2 Splitt)
unter G418-Selektionsdruck gesetzt.

2.2.5.3 Klonierung der A20/lacZ-Varianten

Die A20/lacZ-Zellen wurden in der 24. Passage einer ,limiting dilution“ unterzogen.
Dazu wurden die Zellen in einer Konzentration von 1,5 Zellen/ml in Mikrotiterplatten
(96-Lochplatten) ausgesat. Dies entspricht 0,3 Zellen/Well (A, lamda = 0,3). In den
insgesamt 960 Wells wuchsen schlief3lich in 113 Wells Zellklone heran.

Anhand eines Beispiels soll nun erklart werden, wie die Nomenklatur der Klone
entstanden ist: Auf der Platte | sind insgesamt 13 Klone gewachsen, ein Klon ist z.
B. in der Spalte 4 und in der Reihe C gewachsen, somit hat dieser Klon die
Bezeichnung 14C bekommen (Platte I, 4. Spalte, Reihe C).

Im Anhang | (Kap. 6) befindet sich eine schematische Darstellung der Ergebnisse
dieser Limiting Dilution-Klonierung fur jeden einzelnen Klon. Auf den zehn 96-
Lochplatten sind die Wells, in welchen Klone gewachsen sind, grau markiert. Im
Anhang |l (Kap. 6) befinden sich die Ergebnisse zur B-Gal-Expression von jedem
Einzelklon.

Basierend auf der Poisson-Verteilung lag die  clone probability
(Klonierungswahrscheinlichkeit) bei 0,86 (F(1)/F(0) = 0,86):

F(O)=e™ und F(1)=xxF(0)
Nun ist es moglich, zu berechnen, wie oft es theoretisch vorkommt, dass ein
gewachsener Klon urspringlich nicht aus einer Zelle ,hochgewachsen® ist, sondern

z. B. aus 2 oder mehr Zellen entstanden ist.

F(1)=e™ und  F(2) =AXxF(1), usw.
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Die aus den 113 Wells angeziichteten Kulturen wurden schlieBlich, aufgrund der
geringen Wahrscheinlichkeit, dass es sich um biklonale (oder triklonale) Ereignisse
handelt, der Einfachheit halber alle als Einzelklone bezeichnet.

2.2.5.4 X-Gal-Farbung der Klone

Fur einen Teil der generierten lacZ-Klone wurde im Abstand von je 2 Wochen eine
X-Gal-Farbung durchgeflihrt. Die erste Farbung erfolgte beim ersten Split der ,neu”
herangewachsenen Klone. Die zweite LacZ-Farbung erfolgte nach 4 und die dritte
nach 6 Wochen. Dabei wurde der Anteil der Zellen eines Klons ausgezahlt, die blau
gefarbt waren. Eine Ubersicht der X-Gal-Farbungen gibt die folgende Tabelle.

Tab. 1: JlacZ-Expression der verschiedenen A20/lacZ-Klone zu diversen
Zeitpunkten nach limiting dilution. Es wurden 88 Klone untersucht.

Anzahl der Klone
X-Gal-Farbung nach nach nach
2 Wochen 4 Wochen 6 Wochen
negative Klone 13 14 4
Klone mit < 50 % positiven Zellen 60 21 42
Klone mit > 50 % positiven Zellen 15 43 22
100% positive Klone 0 10 20

Im Anhang Il (Kap. 6) sind alle Ergebnisse der lacZ-Farbung fur jeden einzelnen
Klon in einer Tabelle gezeigt.

Zusammenfassung der Ergebnissse fiir die drei lacZ-Farbungen:

1. Mit zunehmender Zeit nach limiting dilution nahm die Anzahl der 100% lacZ-
exprimierenden Klone zu.

2. Nach 6 Wochen limiting dilution war die Anzahl der negativen Klone geringer
als nach der 2. Woche.

3. Es existierten keine Klone, die anfangs negativ waren und dann mehr als
50% lacZ exprimierten (siehe Kapitel Anhang, Kapitel I1).

4. Drei Klone blieben stabil negativ.

5. Es zeigten sehr wenige Klone eine abnehmende Anzahl an /lacZ-
exprimierenden Zellen.
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Tab. 2: Prozentuale Verteilung der JlacZ-Expression der verschiedenen
A20/lacZ-Klone nach 6 Wochen.

stabile zunehmende abnehmende unterschiedliche
lacZ-Expression lacZ-Expression lacZ-Expression lacZ-Expression
16,9 % 49,2 % 3.1 % 30,8 %

Zusammenfassend kann man sagen,

dass der Anteil

der B-Galaktosidase-

exprimierenden Zellen eines Klones im untersuchten Zeitraum stabil war oder
zunahm.

2.2.6 Gewinnung von Knochenmarkzellen

Knochenmarkzellen (KMZ) wurden fur Transplantationen bendtigt.

Material:
o 5ml Spritze mit 0,40x20mm Kandle

o RPMI + 5%FCS
o RPMI (ohne Zusatze)
o 50ml Réhrchen (zum Auffangen der KMZ)
o Zell-Nylonsieb
Durchfiihrung:

Die Mause wurden durch zervikale Dislokation oder CO,—Begasung getétet und kurz
in 70%igen Alkohol zur Desinfektion getaucht. Die Hinterbeine wurden beidseitig
entfernt, indem der Femurknochen von der Hiftgelenkpfanne abgetrennt wurde.
Dann wurden Femur und Tibia freiprapariert. Nach dem Abschneiden der Epiphysen
wurden die Markhoéhlen der Knochen mit Hilfe einer feinen Kanille mit RPMI (+
5%FCS) durchspilt und das KM aufgefangen. Die gesammelten KMZ wurden
zweimal mit RPMI (ohne Zusatze) gewaschen (Zentrifugation: 8min bei 1800rpm,
681xg) und anschliellend Uber das Zell-Nylonsieb filtriert. Nach der Zellzahlung
wurden die KMZ fir die spatere Transplantation auf eine definierte Zellzahl in
Medium ohne Zusétze eingestellt. Die erwartete Zellzahl liegt bei 2-4x10” KMZ/Maus
(2x Femur + 2x Tibia).
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2.2.7 Gewinnung von Zellsuspensionen aus Organen

Material/Organ:
o Metallsieb

o 6¢cm Petrischale

o Pinzetten

o Zell-Nylonsieb

o RPMI +5%FCS
2.2.7.1 Leber
Durchfiihrung:

Die entnommenen Lebern wurden in 8ml RPMI tberfihrt. Dann wurden die Organe
auf dem Petrischalendeckel von fremdem Gewebe und von Blutresten mit Hilfe von
zwei Pinzetten befreit und in einem Metallsieb das dem Bodenteil einer Petrischale
(6cm) auflag, zerrieben. Das Sieb wurde anschliellend mit 10ml Medium gespult, der
Siebinhalt verworfen und die aufgefangene Zellsuspension pelletiert (5min bei
1800rpm, 681xg). Wenn notwendig, wurde eine Erythrozytenlyse durchgefiihrt. Die
Zellen wurden dann zweimal gewaschen. AnschlieRend wurden die Zellen in 2ml
Medium aufgenommen und Uber das Zell-Nylonsieb filtriert. Um einen mdglichen
Zellverlust gering zu halten, wurde das Nylonsieb nochmals mit 2ml Medium
nachgespult und danach die Zellzahl bestimmt.

2.2.7.2 Milz

Durchfiihrung:

Die entnommenen Milzen wurden in ein mit RPMI gefilltes 4ml Réhrchen Uberflhrt.
Dann wurden die Organe auf einem Metallsieb zerrieben, das dem Bodenteil einer
Petrischale (6cm) auflag. Das Sieb wurde anschlieend mit Medium gespllt, der
Siebinhalt verworfen und die aufgefangene Zellsuspension pelletiert (5min bei
1800rpm, 681xg). Zur Erythrozytenlyse wurde das Pellet in RBLB (1,5ml/Milz)
resuspendiert und 172min bei RT geschwenkt. Anschlielend wurden die Zellen
wieder abzentrifugiert und zweimal mit 4ml Medium gewaschen. Dann wurden die
Zellen in 2-4ml Medium aufgenommen, Uber Gaze filtriert und das Volumen der
Zellsuspension bestimmt. AnschlieRend wurden die Milzzellen in der Neubauer-
Zahlkammer gezahlt.

Die erwartete Zellzahl fir ein 8 Wochen altes unbehandeltes Tier liegt bei etwa
1x108 Zellen/Milz.
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2.2.8 Anlage von MEF zur mCMV-Produktion

Aufgrund ihrer guten Infizierbarkeit mit murinem Cytomegalovirus wurden murine
embryofetale Fibroblasten fir die Virusproduktion verwendet.

Material:
o steriler 300ml Erlenmeyerkolben mit Glaskugeln (< 1-2mm) und
magnetischer Rihrfisch fur den Magnetrihrer
steriles Metallsieb
steriles mit Gaze bespanntes Gefal
PBS (eisgekuhlt)
MEM + 5%FCS
Trypsin/EDTA-L&sung

o O O O O

Durchflihrung:

Einer trachtigen Maus wurden am 17. Tag der Schwangerschaft die Foten steril
entnommen und diese sofort in einer Petrischale auf Eis gestellt. Die inneren Organe
sowie die Augenanlagen der Embryonen wurden entfernt. Das verbliebene Gewebe
wurde mit einer Schere sehr klein geschnitten. AnschlieRend wurde der Zellbrei in
kaltem PBS aufgenommen, Uber ein Metallsieb gegeben und mit PBS nachgespiilt,
um die Erythrozyten zu entfernen. Dann wurde der Zellbrei mit Hilfe eines
Zellschabers in  einen Erlenmeyerkolben mit den Glasperlen und dem
Magnetrihrfisch Gberflhrt. Bevor das Volumen, auf 30ml, mit Trypsin/EDTA-L6sung
aufgeflllt wurde, wurde das Metallsieb mit dieser Lésung abgespilt, um den
Zellverlust moglichst gering zu halten.

Nach langsamem Ruhren fur 30min bei 37°C wurden noch zweimal je 30ml
Trypsin/EDTA-L6sung zugegeben und jeweils fur 30min bei 37°C weiter gerihrt.
Nach insgesamt 1%2h wurde der Uberstand abgenommen, erneut (iber ein Metallsieb
gegeben und das Filtrat abzentrifugiert (10min bei 1200rpm, 302xg). Der Uberstand
wurde verworfen. Anschliellend wurde das Pellet in Medium aufgenommen und die
Zellsuspension wurde zur Entfernung von Gewebestiicken Uber Gaze filtriert. Nach
Bestimmung der Zellzahl wurden die Zellen in einer Dichte von 3-5x10/30ml pro
Petrischale (& 15cm) ausgesat (1. Passage).

Am nachsten Tag wurde das Medium gewechselt, um alle nicht adharenten Zellen,
wie z. B. Erythrozyten zu entfernen.

Nachdem sich nach 2 bis 4 Tagen ein konfluenter Zellrasen gebildet hatte, wurden
die Zellen entweder eingefroren (Einfriermedium: 90%FCS + 10%DMSO) oder durch
Teilen in die zweite Passage Uberfihrt. Dazu wurde das Medium abgesaugt, 3mi
Trypsin/EDTA-L6sung zugegeben, dann wieder abgesaugt, wieder 1-2ml Trypsin



MATERIAL UND METHODEN 39

zugegeben und bei RT unter standiger Kontrolle abgewartet, bis sich die
Zellverbande zu I6sen begannen. AnschlieRend wurde die Zellsuspension in Medium
mit 5% FCS aufgenommen, weil Trypsin durch Proteaseinhibitoren im FCS
inaktiviert wird. Nach nochmaligem Waschen wurden die Zellsuspensionen je einer
Platte auf drei neue Schalen verteilt.

Grundsatzlich wurden die MEF zur mCMV-Produktion in der 3. Passage verwendet.

2.2.9 mCMV-Produktion und Virustiterbestimmung

Material:
o MEF der 3. Passage
Medium: MEM + 10%FCS
MEM (ohne Amphotericin)
Lésungen: 15% (w/v) Sucrose in VSP [15g Sucrose/100ml VSP]
Virus-Standard Puffer (VSP)
Methylcellulosemedium

o O O O O O

sterile Metallsiebe

Durchflihrung:

MEF der 3. Passage wurden mit 1-1,25x10° pfu mCMV pro Petrischale (& 14,5cm)
infiziert. Nach dem Absaugen des Mediums wurde das Virus in einem Volumen von
5ml zugegeben. Die Petrischalen wurden dann fir 30min bei RT inkubiert und alle
5min geschwenkt. Anschlielend wurden 15ml frisches Medium zupipettiert.

Nach 4-5 Tagen war der Zellrasen gut durchinfiziert und die Zellen kugelten sich ab
(ca. 50% der Zellen im Uberstand). Jetzt wurden Uberstand und Zellen in sterilen
500ml Zentrifugenbechern gesammelt. Dabei wurden noch adharente Zellen mit
einer Pipette oder mit einem Zellschaber abgelést. Es darf hierbei kein Trypsin
verwendet werden, um das Virus zu schonen.

Dann wurde bei 6370xg und 4°C fir 20min zentrifugiert (Beckmann J2-21, Rotor JA
10).

Ab jetzt erfolgten alle Aufarbeitungsschritte auf Eis. Die Uberstdnde wurden in
sterilen 250ml Zentrifugenbechern gesammelt. Um die Pellets in 10ml Medium zu
homogenisieren, wurde der Stempel des Dounce-Homogenisators 20mal auf und ab
bewegt. AnschlieRend wurde das Homogenat in ein 50ml Réhrchen tberfihrt und
wieder zentrifugiert (20min/3630xg/4°C). Der Uberstand wurde dann mit den bereits
gesammelten Uberstéanden vereinigt. Die aus Zelltrimmern bestehenden Pellets
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wurden verworfen. Eine anschlieRende 3-stiindige Zentrifugation bei 25930xg und
4°C (Beckmann J2-21, Rotor JA 14) folgte. Die Pellets wurden tber Nacht auf Eis
(Kdhlraum) gestellt.

Am nachsten Tag wurden die Pellets im verbliebenen Medium resuspendiert und auf
Eis nochmals auf die o. g. Art homogenisiert (wieder 20mal). Danach wurde das
Homogenat (5ml/Virus) vorsichtig auf ein kaltes 15%iges Sucrose/VSP-Kissen
gegeben (20ml Polyallomerréhrchen). Bei 22,5ml Sucrose/VSP und 2,5ml
Virussuspension entspricht dies einem Verhaltnis von Puffer zu Virus von 10:1. Dann
wurde fur 1h bei 52800xg und 4°C zentrifugiert (Ultrazentrifuge, Rotor SW 28). Der
Uberstand wurde dekantiert und verworfen, das Pellet mit 2-4ml Sucrose/VSP
Uberschichtet und 2-4h oder Uber Nacht auf Eis gestellt.

Dann wurde das Viruspellet mit einer Pasteurpipette flir 15min resuspendiert,
eventuell nochmals homogenisiert und in 20-100ul Aliquots bei -70°C eingefroren.

Gereinigtes Virus kann unverdiinnt bis zu dreimal aufgetaut werden, ohne dass der
Virustiter signifikant abnimmt. Virusverdiinnungen sollten nicht wieder eingefroren
werden.

Zur Virustiterbestimmung wurden MEF der 3. oder 4. Passage in 48-Loch-Platten
angelegt. Zur Verdinnung des Virusstocks wurden in Eppendorf-Reaktionsgefal’en
je 450ul Medium vorgelegt, 50ul Virusstock in das erste Reaktionsgefal® gegeben,
gut gemischt, davon 50yl in das zweite pipettiert usw. Es wurden 6-8
Verdinnungsstufen (1:10) hergestellt, wobei jedes Mal die Pipettenspitze
gewechselt wurde. Die gesamte Virustitration erfolgte auf Eis.

100ul jeder Verdinnungsstufe wurde in ein Well mit konfluenten MEF pipettiert —
jeweils als Duplikat bzw. Triplikat — aus dem bis auf einen kleinen Rest das Medium
abgesaugt worden war.

Anschlielend wurde 1h bei 37°C inkubiert, dann mit jeweils 0,5ml
Methylcellulosemedium Uberschichtet und nach 4 Tagen der Virustiter abgelesen:

1. Verdinnungsstufe: Plaquezahl x 10?

2. Verdunnungsstufe: Plaquezahl x 103

3. Verdiinnungsstufe: Plaquezahl x 10* = Titer/ml
usw.

Die Wiederholungen (Duplikate bzw. Triplikate) wurden dabei gemittelt. Die
errechneten Werte ergaben dann den Virustiter pro ml (Reddehase et al., 1985).
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2.2.10 Knochenmarktransplantation und Infektion

Mit dem murinen KMT-Modell kann man die Pathogenese einer mCMV-Infektion
experimentell untersuchen (Koszinowski et al., 1990; Reddehase et al., 1991). Dazu
wurde das hamatopoetische System der Inzuchtmause (BALB/cJ) durch Bestrahlung
zerstort. Zur anschlielenden Rekonstitution wurde dann Knochenmarkzellen von
Donortieren transplantiert. Wahlweise erfolgte zusatzliche eine Infektion mit mCMV.
(Smith strain, ATCC VR-194, mouse salivary gland virus) (Smith et al., 1954).

Material:
o 10ml, 2ml und 1ml Spritzen
o Kanilen
o RPMI + 5%FCS
o RPMI (ohne Zusatze) oder PBS
o mCMV gereinigt
Durchfiihrung:

Die Knochenmarkzellen (KMZ) von BALB/cJ-Donortieren wurden gewonnen, wie
unter 2.2.6 beschrieben und auf eine Zellzahl zwischen 1x10° und 1x10” (je nach
Versuch) pro 0,5ml RPMI (ohne Zusatze) eingestellt.

Die Rezipientenmause (BALB/cJ) wurden zur Immunsuppression in einer
Kleintierbestrahlungsanlage (Casium-Quelle: "*'Cs) mit einer Dosis von 6 Gy oder 7
Gy bestranhlt.

Anschliefiend wurden die KMZ den Mausen intravends (i. v.) in die Schwanzvene
injiziert.

Kurz vor der Infektion wurde der Virusstock in RPMI (ohne Zusatze) oder PBS auf
eine Konzentration von 1x10° pfu in 25ul pro Maus eingestellt. Bis zur Verwendung
wurde die Infektionslosung auf Eis gestellt. Den Mausen wurde das Virus nach der
KMT intraplantar in eine Hinterpfote injiziert.

2.2.11 Vorbereitung der Organe fur die histologischen Farbungen

Um die GroRRe der Tumorfoci in den infizierten und nicht infizierten Tieren in situ im
Zeitverlauf vergleichen zu kdnnen, wurde die Leber histologisch untersucht.

In einigen Versuchen wurden noch weitere Organe untersucht: Milz, Niere, Lunge,
Herz, Gehirn, Ovarien, Wirbelsaule, Retroperitoneumgewebe, Nebenniere,
Speicheldrise und Femur.
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2.2.11.1 Einbetten und Schneiden der Organe

Fur die histologischen Farbungen wurde die Einbettung in Paraffin gewahlt, da diese
eine sehr gute Strukturerhaltung der Gewebe ermoglicht. Nachdem die Organe
enthommen worden waren, wurden sie 18 Stunden in einer 4%igen wassrigen
Formalinlésung fixiert.

Anschlieend wurden die Organe, mit Ausnahme der Femora, fir 2h in
Leitungswasser gespllt. Dann wurden die Organe in einer aufsteigenden so
genannten Alkoholreihe (Isopropanol in verschiedenen Konzentrationen) dehydriert,
in Xylol inkubiert und in Paraffin eingebettet. Die einzelnen Inkubationsschritte sind
folgende:

Isopropanol, 20%, 45min
Isopropanol, 40%, 45min
Isopropanol, 60%, 45min
Isopropanol, 80%, 45min
Isopropanol, 90%, 45min

O O O O O

1. Isopropanol, 100%, 45min
2. Isopropanol, 100%, 45min
3. Isopropanol, 100%, 45min

1. Xylol, 1h
2. Xylol, 1h
3. Xylol, 1h

1. Paraffin, 55°C, 4h

2. Paraffin, 55°C, 8-16h

3. Paraffin, 55°C, 4h

in heissem Paraffin (50-70°C) einblocken

O O O O

Die Femora wurden nach der Fixierung zusatzlich noch zwei alternativen
Entkalkungsprozessen unterzogen. Zur Entkalkung wurden die Femora entweder in
EDTA oder in Trichloressigsdure (TCA) fur 24h bei RT inkubiert. Die EDTA-
behandelten Femora wurden dann fir 2h gewassert und ebenfalls in 0. g. Weise
behandelt und eingeblockt.

Die TCA-behandelten Femora wurden nach ihrer Entkalkung 4mal fur 1h in
96%igem Ethanol gespult (um Schrumpfungsartefakte zu reduzieren) und Uber die
Xylolreihe in Paraffin eingebettet (s. 0.). Es wurden zwei Entkalkungsarten gewahlt,
weil die EDTA-Behandlung gute Ergebnisse bei Nukleinsaure-Nachweisverfahren (in
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situ-Hybridisierung) liefert und andererseits die TCA-Behandlung fiir die
Immunhistologie zu optimalen Ergebnissen flhrt.

Zum Schneiden der Blockchen wurden diese bei —20°C eingefroren und am
Mikrotom geschnitten. Die Schnittdicke betrug 2um. Die Serienschnitte wurden
zuerst im Kaltwasserbad (20°C) aufgefangen und dann im Warmwasserbad (40°C)
gestreckt, um auf einen Objekttrager aufgezogen werden zu kénnen. Uber Nacht
wurden die Objekttrager im Brutschrank bei 37°C getrocknet.

2211.2 Entparaffinierung der Schnitte

Bevor die Schnitte einer Farbung unterzogen werden kénnen, miissen sie Paraffin-
frei gemacht werden.

Durchfiihrung:

1. Xylol, 5min
2. Xylol, 5min
3. Xylol, 5min

1. Isopropanol, 100%, 3min
2. Isopropanol, 100%, 3min
Isopropanol, 90%, 3min
Isopropanol, 70%, 3min
Isopropanol, 50%, 3min

O O O O O

o A. bidest., 2min

Nachdem die Schnitte entparaffiniert waren, wurden sie den verschiedenen
Farbungen zugefuhrt.

2.211.3 Kryostat-Histologie

Fir die Anfertigung von Kryostatschnitten musste das zu untersuchende Gewebe
zunachst als kleines Stlickchen mit wenigen mm Kantenlange in flissigem Stickstoff
schockgefroren werden. Die weitere Zwischenlagerung kann bei —80°C erfolgen.

Eine Fixierung des Gewebestiickchens vor dem Schneiden, wie bei der
Paraffinhistologie, erfolgt nicht. Direkt vor dem Schneiden wurden die Gewebe auf
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einen Halter mit einem speziellen ,Gewebeeinbettmedium fir Gefrierschnitte” fixiert.
Am Kryostat wurden Schnitte von 5um angefertigt und die Schnitte auf Objekttrager
aufgezogen und getrocknet. Anschlielend erfolgte die Fixierung der Schnitte fir
10min in einem eiskalten Aceton/Metanol-Gemisch (1:2). Nachdem die Schnitte
luftgetrocknet waren, erfolgte eine zweite Fixierung. Wurden die Schnitte nicht sofort
weiterverarbeitet, wurden sie trocken und luftdicht verpackt und bei —20°C gelagert.
Die Kryostatschnitte wurden fiir X-Gal-Farbungen verwendet.

2.2.12 Histologische Farbungen

2.2.121 Hamatoxylin/Eosin-Farbung

Mit der Hamatoxylin/Eosin- (HE-) Farbung lasst sich eine gute Ubersichtsfarbung
erzielen. Hier farben sich Kerne blau-violett, wahrend Zytoplasma und intrazellulare
Substanzen rosa erscheinen.

Durchflihrung:
o Hamalaun nach Mayer, 10min (je nach Organ)
o Spulenin Leitungswasser bis keine Farbwolken mehr abgehen
o Differenzieren in 2%HCI-Alkohol (2ml 25%iges HCI in 100ml 70%igem
Ethanol), 2sec
Blauen, 5min in Leitungswasser
Eosin-Farbelésung, 2sec
In Isopropanol (1mal 100%, 2mal 90%) schwenken, jeweils 2sec
Trocknen
3mal in Xylol schwenken
Eindecken mit Entellan

o O O O O O

22122 MCMV-IE1-Immunhistochemie

Die Immunhistochemie (IHC) ermdglicht den Nachweis von Antigenen im Schnitt
eines Organs auf einem Objekttrager. Dazu bendtigt man spezifische Antikdrper, die
an das Antigen binden.

Die mCMV-Immunhistochemie wurde mit der Avidin-Biotin-Peroxidase-Farbung
(sog. ABC-Peroxidase-Methode) durchgefiihrt, die ein hochsensitiver Nachweis flr
in situ-Antigene ist. Als Substrat dient Diaminobenzidin (DAB) in Verbindung mit
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Nickel, das zu einer Schwarzfarbung des Gewebes an der Stelle des Antigens flhrt.
Mit dieser Methode wurden die Organe auf das virale IE1-Protein (pp89) untersucht.

Durchfiihrung:

e}

Inkubation in Trypsin fir 15min bei 37°C
Spulen in A. bidest., 3mal 1min; danach

Methanol-H,O.-Block, 35min bei RT (30ml Methanol, 30ml PBS und 1ml
30%iges H,0,)

Spilen in TBS, 3mal 1min

Inkubation in NS Kaninchen, Verd. 1:10 in BSA-TBS (1%), 20min in feuchter
Kammer. Danach nur abschitten, nicht waschen.

Inkubation im 1. Ak: anti-mCMV (Croma 101), Verd. 1:500 in BSA-TBS (1%),
sowie 1:10 NS Kaninchen

Spulen in TBS, 3mal 1min

Inkubation im 2. Ak: Ziege a-Maus IgG-(Fab-)Biotin, Verd. 1:200 in BSA-TBS
(1%), 30min in feuchter Kammer

ABC anmischen (10ul Reagenz A und 10ul Reagenz B in 1ml BSA-TBS
(1%ig) und bei RT 30min inkubieren)

Spulen in TBS, 3mal 1min

ABC-Peroxidase-Inkubation, 30min in feuchter Kammer

Spulen in TBS, 3mal 10min

spezifische Farbung fir 10min

Dazu werden 10mg DAB und 75mg Nickelsulfat in 50ml Trispuffer (50mM)
geldst und filtriert. Anschlielend werden 17ul 30%iges H,0, zugegeben.

Anschlieliend Gegenfarbung mit Hamalaun, 3sec (Knochen: 10sec)

Dehydrieren in der ,aufsteigenden® Isopropanolreihe (1mal 50%, 1mal
70%,1mal 90%, 2mal 100%), jeweils 30sec

dann Trocknen, anschlieRend
3mal in Xylol schwenken

mit Entellan und einem Deckglaschen eindecken
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2.212.3 Doppelfarbung: B220 und mCMV-Immunhistochemie

Fur eine Doppelfarbung bendtigt man zwei Tage. Zu der bereits vorgestellten ABC-
Peroxidase-Methode kommt ein Farbeschritt mit der alkalischen Phosphatase hinzu.
Dieser ist im Vergleich zur ABC-Peroxidase-Methode weniger sensitiv. Bei der
Doppelfarbung wird das virale Protein pp89 rot (APAAP-Methode) und B220-Zellen
(ABC-Methode) schwarz gefarbt. Hiermit kann geklart werden, ob Tumorzellen in
vivo infiziert werden kénnen (Onkolyse).

Zur Detektion der B-Zellen mussten die Formalin-fixierten Paraffinschnitte durch
Erhitzen in der Mikrowelle vorbehandelt werden. Man vermutet, dass dabei die durch
die Fixierung maskierten und damit verloren gegangenen Konformationsepitope
renaturiert werden.

Durchflihrung:

o Demaskierung der Schnitte in der Mikrowelle in Citrat-Puffer: Hierzu wurden
die Schnitte in ein Mikrowellen-geeignetes Gefall gestellt und etwa 1min
sprudelnd gekocht (100% Leistung). Um Siedeverzug zu vermeiden, ist nach
Einsetzen der Blasenbildung mit reduzierter Mikrowellenleistung (30%
Leistung) weitergekocht worden.

o Spulenin A. bidest., 2mal 1min

o Inkubation in Methanol-H,O»-Block, 35min bei RT
(30ml Methanol, 30ml PBS und 1ml H,0,)

o Spllenin TBS, 2mal 1min
o Inkubation in Avidin-Biotin-Block #1: 20 bei RT, dann mit TBS waschen
o Inkubation in Avidin-Biotin-Block #2: 20 bei RT, dann mit TBS waschen

o Inkubation in NS Ziege, Verd. 1:10 in BSA-TBS (1%), 20min in feuchter
Kammer danach nur abschitten, nicht waschen

o Inkubation im 1. Ak: a—B220, Verd. 1:1000 in BSA-TBS (1%), O/N in feuchter
Kammer im Kihlschrank oder 1h bei RT in feuchter Kammer

o Spllenin TBS, 2mal 1min

o Inkubation im 2. Ak: a-Ratte-Biotin, Verd. 1:100 in BSA-TBS (1%), 30min in
feuchter Kammer

o ABC anmischen (10ul Reagenz A und 10ul Reagenz B in 1ml BSA-TBS
(1%ig) und bei RT 30min inkubieren)

o Spullenin TBS, 3mal 1min

o ABC-Peroxidase-Inkubation, 30min in feuchter Kammer
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Spllen in TBS, 3mal 10min

spezifische Farbung fur 10min

Dazu werden 10mg DAB und 75mg Nickelsulfat in 50ml Trispuffer (50mM)
gel6st und filtriert. Anschlielend werden 17ul 30%iges H,0, zugegeben,

kann Uber Nacht lufttrocknen, andernfalls mit TBS waschen

Inkubation in Methanol-H,O,-Block, 35min bei RT (60ml Methanol und 0,6ml
H205)

Spulen in A. bidest., 3mal 3min
Spulen in TBS, 2mal 1min

Inkubation in NS Kaninchen, Verd. 1:10 in BSA-TBS (1%), 20min in feuchter
Kammer

danach nur abschitten, nicht waschen

Inkubation im 1. Ak: anti-mCMV-IE1 (Croma 101), Verd. 1:500 in BSA-TBS
(1%), 1h in feuchter Kammer bei 37°C

Spllen in TBS, 2mal 1min

Inkubation im 2. Ak: Ziege a-Maus, Verd. 1:20 in BSA-TBS (1%), 30min in
feuchter Kammer

Spulen in TBS, 2mal 1min

Inkubation im APAAP-Komplex-Maus, Verd. 1:50 in BSA-TBS (1%), 30min in
feuchter Kammer

Spulen in TBS, 3mal 10min

Farbung mit dem Neufuchsin-Kit, 10-20min
e Je 1 Tropfen C und D mischen und fiir 3min inkubieren.
e Dann 1 Tropfen A mit 2ml Aqua dest. mischen und 1 Tropfen B
hinzugeben.
e AnschlieRend C/D und A/B miteinander mischen.
Gegenfarbung mit Hamalaun, 3sec (Knochen: 10sec)

Dehydrieren in der ,aufsteigenden® Isopropanolreihe (1mal 50%, 1mal
70%,1mal 90%, 2mal 100%), jeweils 30sec

Dann Trocknen, anschliel3end
3mal in Paraclear® schwenken

mit Paramount® und einem Deckglaschen eindecken
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22124 Aktive Caspase 3-Immunhistochemie

Apoptose, auch als programmierter Zelltod bezeichnet, ist ein essentieller
Mechanismus zur Aufrechterhaltung der Gewebehomoostase und steht damit der
Zellteilung als negativ regulierender Mechanismus gegenliber. Wahrend der
Apoptose aktiviert die Zelle ein internes Zerstérungsprogramm, dessen
charakteristische Merkmale Verdnderungen an der Plasmamembran, die
Kondensierung des Zellkernes, der Abbau der Kern-DNA, die Bildung apoptotischer
Korperchen, sowie die darauf folgende Phagozytose der Zellreste durch
Nachbarzellen ohne Entziindungsreaktion, sind.

Im vielzelligen Organismus ist die Apoptose ein natlrlicher Bestandteil der
Ontogenese und unter anderem an der Entwicklung der Organe beteiligt, auerdem
ist die Apoptose an der Beseitigung von gealterten, sowie infizierten oder mutierten
Zellen und somit Tumorzellen beteiligt. Die Apoptose flhrt zu einer effizienten
Elimination von unerwinschten Zellen.

Die Haupteffektoren der Apoptose sind Aspartat-spezifische Proteasen, die so
genannten Caspasen. Aktivierte Caspase-3 degradiert Apoptose-spezifische
Substrate in der Zelle und flhrt damit zum Abbau der Zelle in den spaten Schritten
der Apoptose. Letztlich steht die Aktive Caspase-3 am Ende mehrerer Kaskaden als
zentrales Enzym und degradiert gezielt spezifische zellulare Substrate und flhrt
damit zum Tod der Zelle. Somit wurde als Apoptose-Farbung die Aktive Caspase-3-
Immunhistochemie ausgewahit.

Durchfuhrung:

o Demaskierung der Schnitte in der Mikrowelle in Citrat-Puffer: Hierzu wurden
die Schnitte in ein Mikrowellen-geeignetes Gefall gestellt und etwa 1min
sprudelnd gekocht (100% Leistung). Um Siedeverzug zu vermeiden, ist nach
Einsetzen der Blasenbildung mit reduzierter Mikrowellenleistung (30%
Leistung) weitergekocht worden.

o Spulenin A. bidest., 2mal 1min

o Inkubation in Methanol-H,O»-Block, 35min bei RT
(30mI Methanol, 30ml PBS und 1ml H,0,)

o Spllenin TBS, 2mal 1min
o Inkubation in Avidin-Biotin-Block #1: 20 bei RT, dann mit TBS waschen
o Inkubation in Avidin-Biotin-Block #2: 20 bei RT, dann mit TBS waschen

o Inkubation in NS Ziege, Verd. 1:10 in BSA-TBS (1%), 20min in feuchter
Kammer danach nur abschutten, nicht waschen
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Inkubation im 1. Ak: a-aktive Caspase 3, Verd. 1:75 in BSA-TBS (1%), O/N in
feuchter Kammer im Kihlschrank oder 1h bei RT in feuchter Kammer

Spllen in TBS, 2mal 1min

Inkubation im 2. Ak: a-Kaninchen-Biotin, Verd. 1:500 in BSA-TBS (1%),
30min bei RT in feuchter Kammer

ABC anmischen (10ul Reagenz A und 10ul Reagenz B in 1ml BSA-TBS
(1%ig) und bei RT 30min inkubieren)

Spulen in TBS, 3mal 1min

ABC-Peroxidase-Inkubation, 30min in feuchter Kammer

Spulen in TBS, 3mal 10min

spezifische Farbung fir 10min

Dazu werden 10mg DAB in 50ml Trispuffer (50mM) gelést und filtriert.
Anschliellend werden 17ul 30%iges H,0, zugegeben.

Anschlieliend Gegenfarbung mit Hamalaun, 3sec (Knochen: 10sec)

Dehydrieren in der ,aufsteigenden“ Isopropanolreihe (1mal 50%, 1mal
Farbung mit der Peroxidase, 8-12min

Dann Trocknen, anschlieffend
3mal in Xylol schwenken

mit Entellan und einem Deckglaschen eindecken
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22125 PCNA-Immunhistochemie

Die Zellproliferation von Tumorzellen wurde mittels des PCNA- (proliferating cell
nuclear antigen-) Markers nachgewiesen. Die zeitliche Besonderheit der PCNA-
Expression in der Zelle macht es zu einem idealen Marker fiir die Zellproliferation.
PCNA wird wahrend der Phase G1 des Zellzyklus verstarkt exprimiert und ist
wahrend der S Phase reichlich vorhanden, erst in der G2/M Phase nimmt die
Expression ab (Kurki et al., 1988; Hall et al., 1990). Da die Halbwertzeit von PCNA
20 Stunden Ubersteigt, ist es moglich damit das Protein in Zellen nachzuweisen, die
nicht proliferieren.

Durchfiihrung:

o Demaskierung der Schnitte in der Mikrowelle in Citrat-Puffer: Hierzu wurden
die Schnitte in ein Mikrowellen-geeignetes Gefall gestellt und etwa 1min
sprudelnd gekocht (100% Leistung). Um Siedeverzug zu vermeiden, ist nach
Einsetzen der Blasenbildung mit reduzierter Mikrowellenleistung (30%
Leistung) weitergekocht worden.

o Spulenin A. bidest., 2mal 1min

o Inkubation in Methanol-H,O,-Block, 35min bei RT
(30mlI Methanol, 30ml PBS und 1ml H,0,)

o Spllenin TBS, 2mal 1min
o Inkubation in Avidin-Biotin-Block #1: 20 bei RT, dann mit TBS waschen
o Inkubation in Avidin-Biotin-Block #2: 20 bei RT, dann mit TBS waschen

o Inkubation in NS Ziege, Verd. 1:10 in BSA-TBS (1%), 20min in feuchter
Kammer danach nur abschiutten, nicht waschen

o Inkubation im 1. Ak: a-PCNA, Verd. 1:25 in BSA-TBS (1%), O/N in feuchter
Kammer im Kihlschrank oder 1h bei RT in feuchter Kammer

o Spllenin TBS, 2mal 1min

o Inkubation im 2. Ak: Ziege Ratte a-Maus IgG (Fab)-Biotin, Verd. 1:300 in
BSA-TBS (1%), 30min bei RT in feuchter Kammer

o ABC anmischen (10pyl Reagenz A und 10pl Reagenz B in 1ml BSA-TBS
(1%ig) und bei RT 30min inkubieren)

o Spllenin TBS, 3mal 1min

o ABC-Peroxidase-Inkubation, 30min in feuchter Kammer
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o Spulenin TBS, 3mal 10min

o spezifische Farbung fur 10min
Dazu werden 10mg DAB in 50ml Trispuffer (50mM) gel6ést und filtriert.
Anschlielend werden 17pl 30%iges H,0,zugegeben.

o AnschlielRend Gegenfarbung mit Hdmalaun, 3sec (Knochen: 10sec)

o Dehydrieren in der ,aufsteigenden Isopropanolreine (1mal 50%, 1mal
Farbung mit der Peroxidase, 8-12min

o Dann Trocknen, anschlieRend

o 3malin Xylol schwenken

o mit Entellan und einem Deckglaschen eindecken

22126 X-Gal-Farbung (Kryostatschnitte)

Die frisch angesetzte X-Gal-Farbeldsung (aus Kap. 2.2.3) wurde auf die Objekttrager
aufgetragen und in einer feuchten Kammer bei 37°C Uber Nacht inkubiert.

Am nachsten Morgen wurde mit Kernechtrotldsung (1g/l) gegengefarbt. Die
Inkubation der Schnitte erfolgte bei RT fir ca. 1h.

AnschlielRend erfolgte das Eindecken der Kryostatschnitte:

o Aufsteigende Isopropanolreihe (1mal 50%, 1mal 70%,1mal 90%, 2mal
100%), jeweils 30sec und trocknen

o Inkubation in Paraclear® fiir 5sec

o Eindecken mit Paramount®

2.2.13 Histomorphometrische Analyse der Tumorfoci

Die Auswertung der immunhistologischen B220-Farbungen erfolgte unter anderem
mit einem Stereomikroskop (Olympus SZX 12). Dazu wurde in der 3,5fachen
VergroRerung ein Bild des histologischen Leberpraparates mit einer digitalen
Videokamera (3x12 bit ,color view12“) aufgenommen. Die Auswertung der
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Leberflachen bzw. Tumorflachen, erfolgte mit der Flachenberechnung des Software-
Programms ,analySIS 3.0 (Software Imaging Systems GmbH, Minster).

Fir jede Leber wurde die Anzahl und GréRe der Tumorfoci in 100mm? Lebergewebe
bestimmt. Der prozentuale Anteil der Tumorflache im Verhaltnis zur Leberflache
wurde mittels folgender Formel berechnet:

Tumorflache/(Leberflache + Tumorflache) = relativer Tumoranteil in %

Die Tumorfoci wurden anhand ihrer Grolie in 10 Klassen eingeteilt, wobei die obere
Grenze der jeweiligen Grolenklasse sich zur nachst héheren Kategorie jeweils
verdoppelt (Logarithmus zur Basis 2), beginnend mit einer Flache von bis zu
0,05mm?. Ein Tumor dieser Flache entsprach ungefihr 400 Tumorzellen und war in
der hochsten VergrolRerung im Stereomikroskop Olympus SZX12 gerade noch
sichtbar.

In der folgenden Tabelle sind die einzelnen Klassen dargestellt. Mit dem
Flachenberechnungsprogramm wurde dann ermittelt, wie viele Foci in die jeweiligen
GrolRenklassen fallen und die Ergebnisse in Form eines Balkendiagramms
dargestellt (siehe Ergebnisteil Kap. 3.4.2).

Tab. 3: Einteilung der Tumoren in die Gré6Renklassen

Klasse 1 2 3 4 5
Tumorflache | <0.05 > 0.05 >0.1 >0.2 > 0.4
[mm?] <0.1 <02 <0.4 <08
Klasse 6 7 8 9 10
Tumorflache | > 0.8 >1.6 >32 > 6.4 >12.8
[mm?] <16 <3.2 <6.4 <128

Anhand der folgenden Abbildung soll verdeutlicht werden, wie die Tumorkolonien in
einem immunhistologischen Schnitt vermessen wurden. Grolde Tumoren im Schnitt
kénnen mittels der Software AnalySIS 3.0 am Binokular ausgemessen werden. Mit
dieser Methode sind Tumorkolonien ab einer GréRe von 0,2mm? verlasslich
messbar. Dies entspricht den Tumorkolonien ab Kategorie 1V.
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Abbildung 8: Vermessen der Tumorkolonien mit Binokular und Mikroskop.

(A) Bild eines immunhistologischen Schnittes, wie man es im Binokular sieht (IHC B220,
schwarz). (B) Markieren und Vermessen der Tumorkolonien (> Kategorie 3) mittels des
Softwareprogramms AnalySIS 3.0. (C) Bild eines immunhistologischen Schnittes, wie man es
im Mikroskop sieht (IHC B220, schwarz). Anhand der Kastchen (Netzmikrometer) wird die
Flache des Tumorfocuses abgeschatzt (hier 1 Kastchen = Kategorie 1). Mit dieser Methode
wurden Tumorkolonien gezahlt, die kleiner oder gleich Kategorie 4 sind.

AuRerdem wurde hiermit die Gesamtflache des untersuchten Schnittes bestimmt,
um nach der Zahlung der Tumorkolonien die Ergebnisse auf 100mm? eichen zu
koénnen.

Fir die meisten Versuche, insbesondere fiir die Kurzzeitversuche bis Tag 12 war es
ausreichend, die Kolonien mit dem Mikroskop zu messen und zu zahlen. Dazu
wurde die Flache mit einem speziellen Okular, in welches ein Netzmikrometer
eingelegt ist, bestimmt. Dabei ergibt sich im 10er Objektiv nach Eichung mit einem
Objektmikrometer (Zeiss, #474026) fir ein Kastchen eine Flache von 0,0145mm?.

In der Abbildung 8 (Teilbild C) ware die gemessene GroéfRe der Kolonie 1 Kastchen,
also Kategorie 1 (<3,5 Kéastchen entsprechen einer Flache von <0,05mm?).
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3 Ergebnisse

Bis heute gibt es nur wenige Untersuchungen Uber einen méglichen Zusammenhang
zwischen CMV-Infektion und Tumorrezidiven nach hamatoablativer Behandlung und
KMT (Fujiwara, 2000; Fujiwara, 2001; Erlach et al., 2002). Um diesen
Zusammenhang ndher untersuchen zu kdnnen, etablierten wir ein experimentelles
System in der BALB/c-Maus, basierend auf dem Modell einer mCMV-Infektion nach
syngener KMT (Reddehase et al., 1985; Holtappels et al., 1998; Podlech et al.,
1998; Steffens et al.,, 1998a; Steffens et al., 1998b; Podlech et al., 2000) und
anschlieRender Gabe von murinen B-Lymphomzellen.

3.1 Abhangigkeit der A20-Tumorletalitat im KMT-
Modell von der initialen Tumorzellzahl und
mCMV-Infektion

In einem ersten Versuch sollte der Einfluss einer unterschiedlichen Tumorlast
(Tumorload) auf das Uberleben der Tiere untersucht werden. Als Rezipiententiere
wurden weibliche acht bis neun Wochen alte, BALB/cJ-Mause verwendet. Diese
wurden morgens mit 6 Gy bestrahlt und erhielten etwa vier Stunden spéater 10° KMZ
und eine variierende Zahl von Tumorzellen. Die KM- und Tumorzellen wurden
gemischt und den Tieren zusammen intravends injiziert. Flinfzig Prozent der Tiere
wurden 1% Stunden nach KM- und Tumorgabe mit 10° pfu mCMV in die FuRsohle (i.
pl.) infiziert (Abb.9).

Bei den gewahlten Transplantationsbedingungen ist in Abwesenheit von Tumor die
Chance fiir das Uberleben der Tiere sehr gut. Die Infektion mit 10° pfu mCMV unter
diesen Versuchsbedingungen verursacht eine nur leichte CMV-Erkrankung in den
Tieren.
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Abbildung 9: Titration der Tumorzellen.

Fir die syngene KMT wurden Tiere des BALB/cJ-Stammes als Rezipienten und Donoren
verwendet. Die hamatoablative Behandlung der Tiere erfolgte mittels gamma-(y-)Bestrahlung
der Tiere (6 Gy/Tier). Tiere erhielten syngene KMZ (107/Tier) und 10" bis 10° Tumorzellen
des B-Zell-Lymphoms A20. Die Halfte der Rezipienten wurde mit mCMV infiziert, die andere
Halfte wurde nicht infiziert (Kontrollgruppe). Die zeitliche Abfolge des Versuchaufbaus ist
durch die Zahlen in den Kreisen angezeigt.

Zur Ermittlung von tumorbedingter Mortalitdt und Morbiditat wurden die Tiere taglich
auf Krankheitsanzeichen Uberpruft und die Zahl der gestorbenen Tiere festgehalten.
Krankheitsanzeichen sind ein struppiges Fell und das Zusammenkauern der Tiere.
Sie zeigen nahezu keine Aktivitdt mehr und magern ab. Vereinzelt zeigt sich auch
Ascites aufgrund einer Aussaat des Tumors in den Peritonealraum.

Die folgende Tabelle zeigt die Versuchsgruppen im einzelnen. Fur jede Tiergruppe
wurden 10 Mause verwendet:

Tab. 4: Einteilung der Versuchsgruppen

Bezeichnung der Gruppe | Anzahl der gegebenen Virus
A20-Tumorzellen

A 10’ %

B 10' 10° pfu

C 10° %

D 10° 10° pfu
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Bezeichnung der Gruppe | Anzahl der gegebenen Virus
A20-Tumorzellen

E 10° @

F 10° 10° pfu
G 10* )

H 10* 10° pfu
| 10° )

J 10° 10° pfu
K 10° @

L 10° 10° pfu

Die Ergebnisse fiir die Tiere, die 10* oder weniger A20-Zellen erhielten (Gruppen A-
H) wurden in zwei Bildern zusammengefasst (Abb. 10, letzte Spalte). In diesen
Gruppen konnte im gesamten Untersuchungszeitraum kaum Morbiditat und kein

einziger Todesfall registriert werden. In der nicht infizierten Gruppe, in der die Tiere
10° Tumorzellen erhalten hatten, verstarben 60% der Tiere innerhalb der ersten drei
Wochen, wahrend in der Vergleichsgruppe mit 10° A20-Zellen und zusatzlicher

mCMV-Infektion kein einziges Tier verstarb.

Der Versuch zeigte, dass unter den gewahlten Bedingungen mindestens 10° A20-

Zellen bendtigt werden, um in den Tieren ein letales Tumorwachstum innerhalb der

ersten 5 Wochen zu verursachen.
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Abbildung 10: Einfluss von verschiedenen A20-Zellzahlen auf das Uberleben in KM-
transplantierten Tieren.

Obere Reihe: nicht infizierte Tiere; untere Reihe: infizierte Tiere. Links: 10° Tumorzellen (i.v.);
Mitte: 10° Tumorzellen (i.v.); rechts: 10* (und Tiergruppen mit weniger als 10*) Tumorzellen
(i.v.). N = 10 Tiere/Gruppe.

AuRerdem zeigte sich, dass es in der Gruppe L, die zusatzlich noch mit mCMV
infiziert war, innerhalb der ersten 5 Wochen zu keinen Tumor-bedingten Todesfallen
kam. Unter den gewahlten Bedingungen verhinderte also die mCMV-Infektion eine
letale Tumorprogression.

Es war damit erstmals gezeigt, dass die mCMV-Infektion einen antitumoralen Effekt
hat.

3.2 Einfluss der KMT auf die A20-Tumorletalitat

In diesem Versuch wollten wir nun klaren, welchen Einfluss die KMT in infizierten
und nicht infizierten Tieren auf das Tumorwachstum hat.

Als Rezipienten wurden weibliche, acht bis neun Wochen alte BALB/cJ-Mause
verwendet. Diese wurden mit 6 Gy bestrahlt (Gruppen A-D) und erhielten ca. vier
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Stunden spater KMZ und Tumorzellen (Gruppen C+D) oder nur Tumorzellen
(Gruppe B). Wie im vorhergehenden Versuch wurden die KM- und Tumorzellen
gemischt und den Tieren zusammen intravends injiziert. AnschlieBend erfolgte die
Infektion der Tiere intraplantar (Gruppe D).

A B C D
Bestrahlung .............. 6 Gy .............................................. 6 Gy 6 Gy 6 Gy
A20 Zellen 108 106 10°
KMZ 10° 10°
mCMV 10°PFU

100

50

Letalitat [%]

Krankheitsanzeichen [%]

Zeit nach Behandlung [Wochen]

Abbildung 11: Pathogenitat der  A20 Zellen unter  verschiedenen
Versuchsbedingungen.

Die gepunktete Linie zeigt den Anteil der kranken Tiere, die durchgezogene Linie die
Letalitat. (A) hamatoablative Behandlung. (B) hamatoablative Behandlung und Tumorgabe.
(C) wie (B), und zusatzlich KMZ. (D) wie (C), und zusatzlich mCMV. (A)-(D): N = 10 Tiere

Die nur bestrahlten Tiere zeigten eine Letalitat von etwa 20% (Abb. 11A), bei
zusétzlicher Gabe von 10° A20-Zellen kommt es wéhrend der 2. und 3. Woche zu
einer Sterberate von 100% (Abb. 11B). Die Tumorzellen sind also in der Lage sich
im immundefizienten Tier erfolgreich anzusiedeln und innerhalb von 3 Wochen den
Tod aller Versuchstiere hervorzurufen. Werden diese Tiere allerdings durch KMZ
rekonstituiert (Abb. 11C), kommt es zu einer teilweisen Kontrolle des Tumors — nur
noch 60% der Tiere versterben. Zu einem vélligen Schutz der Tiere vor einer
Tumorerkrankung kommt es bei einer zusatzlichen mCMV-Infektion (Abb. 11D).
Dieser Versuch zeigte, dass eine KM-Rekonstitution bei einem Teil der Tiere in der
Lage war, die Tumorerkrankung zu verhindern.

3.3 Organtropismus der A20-Zellen

Um den Organtropismus der A20-Zellen zu studieren, wurden zehn 8-9 Wochen alte
weibliche BALB/cJ-Mause mit 6 Gy bestrahlt und mit 10° KMZ rekonstituiert.



ERGEBNISSE 59

Zusétzlich wurden 10° A20-Zellen i. v. gegeben. Folgende Organe wurden am 18.
Tag nach der Behandlung untersucht: das Gehirn, der Darm, die Speicheldriisen, die
Lungen, das Herz, die Milz, die Leber, die Ovarien und das Retroperitoneum mit
Nieren, Rickenmark, Wirbelsaule und Muskulatur. Die Gewebe wurden in Formalin
fixiert, in Paraffin eingebettet und mit Hamatoxylin/Eosin gefarbt (Abb. 12).

In folgenden Organen konnten keine Tumormetastasen nachgewiesen: im Gehirn, in
den Speicheldrisen, im Herz.

In folgenden Organen konnten wenige Metastasen nachgewiesen werden: in den
Lungen, in der Milz, in der Leber, in den Ovarien und im Darm.

Abbildung 12: Tumorbesiedelung verschiedener Organe.
Histologische Farbung mit Hamatoxylin/Eosin. (A) Querschnitt durch die untere
Lendenwirbelsaule mit Rickenmark. Pfeile zeigen einwandernde Tumorzellen ins KM. (B)
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Detailaufnahme des Tumors, der ins KM einbricht; es kommt zur Zerstérung des Knochens.
(C) Tumorzellen im Bereich der Rickenmuskulatur. (D) Tumorzellen, die in die Darmwand
infiltrieren. (E) Einbruch des Tumors in die grofen Gefalie. (F) Detailaufnahme von (E).

A20 = Tumorzellen, A = Aorta, D = Darmlumen, KM = Knochmark, M = Muskulatur, W =
Wirbelkérper. Der Balken entspricht 100um.

Am massivsten und sehr beeindruckend war die Tumorbesiedelung im
Retroperitoneum. Hier waren samtliche untersuchten Gewebeproben voll mit
Tumorzellen. Die Nierenlager waren ausgefiillt mit A20-Zellen. Die Tumorzellen
infiltrierten die Rickenmuskulatur, teilweise das Rickenmark durch die Foramina
und die Gefallwande der Aorta und Vena cava inferior. Beispielhaft zeigen die HE-
Bilder (Abb.12) den massiven Befund.

3.4 Klonierung des Leber-adaptierten A20-Subklons
E12E

Die A20-Tumorzelllinie entstammt urspriinglich einer weiblichen BALB/c-Maus.
Somit besitzt die Zelllinie kein Y-Chromosom, anhand dessen sie in einer weiblichen
Empfangermaus héatte nachgewiesen werden kénnen. Um aber eine Elimination des
Tumors oder auch eine minimale Residuale Leukamie (MRL) nachweisen zu kénnen
haben wir in die A20-Zellen einen Marker, ndmlich das lacZ-Gen (f—Galaktosidase)
eingeflhrt.

Dazu wurde zunachst ein Vektor, der das lacZ-Gen enthalt, kloniert. Die Herstellung
des Vektors pcDNA3/lacZ mit dem lacZ-Gen (B-Galaktosidase) ist im Kaptiel 2.2.5.1
dargestellt. Dieser wurde durch Elektroporation in die A20-Zellen transfiziert (Kap.
2.25.2).

Die lacZ-Expression der A20-lacZ-Zellen wurde mittels der X-Gal-Farbung Uberprift
(Kap. 2.1.5). Dabei zeigte sich, dass die transfizierten A20-Zellen zu 85% lacZ-
exprimierende Zellen (blaue Zellen) und zu 15% nicht lacZ-exprimierende Zellen
(keine blauen Zellen) hatten (Kap. 2.2.5.2).

Die A20-lacZ-Zellen wurden dann einer limiting-dilution-Klonierung unterzogen, um
Einzelklone zu erhalten, die méglichst zu 100% das /lacZ-Gen exprimieren sollten
(Kap. 2.2.5.3).

Die limiting-dilution-Klonierung fuhrte zu 113 Klonen, welche, jeder Klon flr sich,
unterschiedlich stark B-Galaktosidase exprimierten. Von allen Klonen zeigten 28%
eine stabile p-Gal-Expression, wahrend die restlichen Klone eine Variegitat in ihrer
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Expression zeigten (Kap. 2.2.5.4). Allerdings waren alle Klone — auch die Nicht-
Expressor-Zelllinien — in der lacZ-spezifischen PCR positiv.

Im Kapitel Material & Methoden sind alle Arbeitsschritte, die zu den A20/lacZ-Klonen
fUhrten, detailliert aufgefihrt.

Als nachstes erfolgte eine in vitro und in vivo Untersuchung von vier Klonen, die im
folgenden Kapitel beschrieben sind.

341 In vivo Untersuchung der A20/lacZ-Klone der ersten

Generation

Fur in vivo Experimente wurden vier Klone naher untersucht. Die Klone IVG6 und
VIIIE10 exprimierten p—Galaktosidase zu 100%, wobei diese tief dunkelblau nach X-
Gal-Farbung waren (in vitro-Versuche). Der Klon XG11 exprimierte ebenfalls 100%,
jedoch war sein Phanotyp nur schwach blau. Der Klon 1ID11 zeigte eine lacZ-
Expression von etwa 50% tief dunkelblaue Zellen und 50% nicht exprimierende
Zellen (Abb. 13).

Abbildung 13: lacZ-exprimierende Zellen des Klons IID11 nach X-Gal-Farbung.
Der Klon 1ID11 exprimiert zu 50% das lacZ-Gen (blaue Zellen).

Um die vier ausgewahlten A20/lacZ-Klone mit der A20-Parentalzelllinie vergleichen
zu kénnen, wurden diese im Tierversuch auf ihre Pathogenitat Gberprtft. Dabei sollte
untersucht werden, inwieweit die einzelnen Klone Unterschiede in ihrem Wachstum
zeigten oder zu einem unterschiedlichen Verlauf der Sterbekurve der Tiere flhrten.
Dazu wurden 8 bis 9 Wochen alte Mause des BALB/cJ-Stamms mit 6 Gy
immunsupprimiert und bekamen 10° Tumorzellen intravends injiziert. Die Tiere
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wurden dann Uber einen Zeitraum von 20 Wochen taglich kontrolliert und gestorbene
Tiere registriert (Abb. 14).

C VIII E10 IV G6 X G11 D11
O O
O O

o 4 8 12 16 ©0 4 8 12 16 0 4 8 12 16 0 4 8 12 16 0 4 8 12 16

Zeit nach Tumorgabe [Wochen]

Abbildung 14: Pathogenitat der lacZ-Subklone in vivo.

Die Wiurfelpiktogramme zeigen die Intensitat der p—Gal-Expression (weil® = keine Expression;
schwarz = starke Expression; schraffiert = schwache Expression) und die prozentuale
Verteilung der blauen Zellen in Kultur.

Die Tiere wurden immunsupprimiert (6 Gy) und bekamen 10° Tumorzellen injiziert (N = 10

Tiere/Gruppe).

Es zeigte sich, dass der Klon VIIIE10 innerhalb von 6 Wochen zum Tod aller Tiere
fuhrte, wahrend der Klon IVG6, der in vitro die gleiche B-Gal-Expression zeigte, nur
in 70% der Tiere letal wirkte. Obwohl beide Klone gleich stark p-Gal exprimierten,
waren sie fiir die Tiere unterschiedlich pathogen. Der schwach exprimierende Klon
XG11 war ebenfalls fur 70% der Tiere letal und der Verlauf der ,Sterbekurve® war
dem des Klons IVG11 dhnlich. Der Klon [ID11 war fur die Tiere starker pathogen.

Der Attenuierungsgrad der Klone korrelierte nicht mit der Reportergenexpression in
vitro. So zeigten die tief dunkelblau B—Gal-exprimierenden Klone VIIIE10 und IVG6
einmal eine schwache und einmal eine starke Attenuierung. AulRerdem konnte kein
signifikanter Unterschied zwischen dem stark-exprimierenden Klon IVG6 und dem
schwach-exprimierenden Klon XG11 detektiert werden.

3.4.2 Generierung der A20/lacZ-Klone zweiter Generation

Um die B-Gal-Expression der Klone VIIIE10, IVG6, XG11 und 1ID11 in vivo und nach
Reisolierung zu analysieren, wurden M&use mit 6 Gy bestrahlt und bekamen 10°
Tumorzellen der oben genannten Klone i. v. injiziert. Prafinal wurden einzelne Tiere
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seziert (Tag 24-48) und aus tumorhaltigen Leberstlicken Tumorzellen isoliert und
vermehrt.

Die Rekultivierung der Tumorzellen (ex tumore) aus Lebergewebe zeigte, dass die
Anzahl der B-Galaktosidase exprimierenden Zellen deutlich zuriickgegangen war.
Lediglich im Klon 1ID11 exprimierten 20% der Zellen das Reportergen. Die anderen
Klone zeigten eine Expression von maximal 1%. Nach neun Zellpassagen wurden
diese rekultivierten Tumorzellen (Klon [ID11) aus der Leber einer limiting dilution-
Klonierung unterzogen um Einzelklon-Zelllinien zu erhalten, die mdglicherweise zu
100% p-Galaktosidase exprimierten. In den insgesamt 960 Wells konnten 58 Klone
(siehe Anhang lll, Kap. 6) mit wiederum verschiedenen Expressionsstarken kultiviert
werden.

Die Klonbezeichnungen wurden folgendermalen erstellt: Ein Klon, der z. B. auf der
96-Lochplatte E in der Spalte 2 und der Reihe B gewachsen war, hiel® demzufolge
E2B (Platte E, 2. Reihe, Spalte B).

Im Anhang IV (Kap. 6) befinden sich die Ergebnisse zur B-Gal-Expression dieser
Klone. In einem Zeitraum von 6 Wochen wurden drei X-Gal-Farbungen im Abstand
von 2 Wochen durchgeflihrt. Hierfir wurde der prozentuale Anteil der Zellen
bestimmt, die sich blau farbten, also das Reportergen exprimierten. Grau
gekennzeichnete Klone wurden nicht untersucht.

Fur weitere Analysen wurden drei ,ex tumore“-Klone ausgewahlt. Der Klon E2B, der
keine Blaufarbung zeigte, und die Klone H11H und E12E, die zu 80% in der X-Gal-
Farbung positiv waren. Es stand uns kein Klon zur Verfigung, der zu 100% blaue
Zellen nach X-Gal-Farbung zeigte.

Tab. 5: LacZ-Expression der ex tumore-Klone

Klonbezeichnung LacZ-Expression
nach X-Gal-Farbung (in vitro)
H11H 80%
E12E 80%
E2B keine

Die 3 Klone (H11H, E12E und E2B) wurden dann im Tierversuch auf ihre
Tumorigenitat beurteilt. Die Tumorzellen (10° Zellen/Tier) wurden 6 Gy bestrahlten
Rezipienten appliziert. Bei der Sektion der Tiere fiel auf, dass sich die Tumorzellen
aller Klone vor allem in der Leber abgesiedelt hatten.

Zum Zeitpunkt der Sektion (nach 5 Wochen) wurden die Lebern der Tiere fotografiert
(Abb. 13). Im Vergleich der Lebern fiel auf, dass die Lebern der Tiere, die mit den
Tumorzellen des Klons H11H oder der Parentalzelllinie A20 inokuliert wurden,
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deutlich weniger Tumorherde aufwiesen, als die Tiere, die Tumorzellen der Klone
E12E oder E2B erhalten hatten. Die Tumorigenitat der Klone Kkorrelierte somit
wiederum nicht mit der Expression des Reportergens. Die Ergebnisse sind in den
zwei Abbildungen 15 und 16 dargestellt.

a0 €% —

#1
wo ]

E2B 9% —

Abbildung 15: Gesteigerte Tumorigenitit nach der in vivo Passage.

Tumorigenitat der ex tumore klonierten Klone im Vergleich zur A20-Zelle. Zellen zeigen die
B—Gal-Expression in vitro. Die Lebern wurden den Tieren nach 5 Wochen entnommen und
fotografiert.

Auch bei dieser Klonierung kam es zu einem Silencing der Reportergenexpression.
Es konnten in Kryostatschnitten aller 12 Lebern nach X-Gal-Farbung nur maximal
5% positive Tumorzellen nachgewiesen werden. Uberwiegend jedoch waren < 1%
der Zellen positiv. Auch ex fumore kultivierte Tumorzellen zeigten dieses Phdnomen.
Dieses Silencing war unabhangig vom Zellzyklus der Zellen und auch unabhangig
davon, ob die Zellen unter Selektionsdruck (G418) standen oder nicht.
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Abbildung 16: Tumorigenitit der ex tumore reisolierten Sublinien des Klons 1ID11 im
Vergleich mit der Parentalzelle A20.

Die Wiurfelpiktogramme zeigen die prozentuale Verteilung der blauen Zellen in Kultur.

Die Anzahl und die Gréfe der Tumorkolonien in der Leber wurden mittels einer fir das B-
Zell-Antigen B220 spezifischen IHC ermittelt. Die Rezipiententiere wurden durchnummeriert
(#1-12) und entsprechen der Nummerierung in Abb. 15. Der prozentuale Anteil
Tumorgewebe ist in der rechten oberen Ecke gezeigt.

Bei dieser Untersuchung fiel der Hepatotropismus der ex tumore reklonierten Klone
E2B und E12E auf. Wahrend sich die A20-Parentalzellen in verschiedenen Organen,
insbesondere aber retroperitoneal ansiedelten, fand man die Kolonien der A20/lacZ-
Klone vor allem in der Leber, nur vereinzelt in der Milz und selten in den Ovarien,
jedoch nie im Retroperitoneum (oder in anderen Organen, siehe Kap. 3.3).

Fur alle weiteren Untersuchungen wurde aufgrund der héchsten Tumorigenitat und
B-Galaktosidase Expressionsrate die Transfektande E12E ausgewahlt.
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3.5 Der antitumorale Effekt von mCMV unter KM-

Rekonstitution und Gabe antiviraler Killerzellen

Am Tag vor der KMT wurden die Rezipienten einer hamatoablativen Behandlung
durch y—Bestrahlung (7 Gy) unterzogen. In den Rezipienten kommt es bei einer KMT
mit einer suboptimalen Zahl an KMZ (10° Zellen/Tier) zu einer schlechten
Rekonstitution der Tiere. Infizierte man diese Tiere zusétzlich mit mCMV (10° pfu
mCMV, i. pl.), so fiihrte dies zu einer hohen Letalitat (Abb. 17, Teilbild A1). Diese
Tiere zeigten die typischen Symptome einer CMV-Erkrankung, die sich zwischen der
zweiten und vierten Woche in einer multiplen Organmanifestation auf3erte.
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Abbildung 17: Sterbekurven von Tieren, die eine suboptimale Zahl an KMZ zur
Rekonstitution erhielten.

Die weiblichen, 8 bis 9 Wochen alten BALB/cJ-Tiere (N = 25/Gruppe) wurden am Tag vor der
KMT mit 7 Gy bestrahlt. Am Tag der Transplantation erhielten sie 10° KMZ und 10° E12E-
Zellen. Die Infektion erfolgte mit 10° pfu mCMV (i. pl.).

Bei Tieren, die nur infiziert wurden (Abb. 17, Teilbild A1), kam es zu einer deutlich
friher beginnenden Sterbephase als bei nicht infizierten Tieren (Abb. 17, Teilbild
A2). Das Sterben der Tiere zwischen der 2. und 4. Woche ist durch die CMV-
Erkrankung zu erklaren. Diese Tiere, welche nur die E12E-Zellen injiziert bekamen,
verstarben fast alle innerhalb der 4. und 10. Woche am massiven Wachstum des
Tumors (Abb. 17, Teilbild A2).

Bei Tieren, die zusatzlich zur Tumorgabe infiziert wurden (Abb. 17, Teilbild A3), kam
es zwischen der 2. und 4. Woche ebenfalls zu einer erhéhten Virus-bedingten
Sterberate. Die Sterbephase miindete ab der 5. Woche in eine Plateauphase, die
etwa 5 Wochen andauerte. Ab der 9. Woche kam es dann wieder zu einer
~oterbephase” der Tiere. Tiere, die in dieser zweiten Phase verstarben, wurden
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seziert. Dabei zeigte sich, dass das Sterben durch ein massives Tumorwachstum
bedingt war.

Bemerkenswert ist nun, dass es durch die mCMV-Infektion zu einer zeitlichen
Verzégerung des Tumorwachstums um ca. 4 bis 5 Wochen kam (Vergleich von A2
und A3).

In einem weiteren Versuch (Abb. 18) wurden die Tiere einer prdemptiven antiviralen
Therapie unterzogen. Diese Tiere erhielten zusatzlich zytotoxische Lymphozyten
(CTL), die spezifisch fiir ein mCMV-Peptid (Sequenz "®®YPHFMPTNL'®) aus dem
IE1-Protein waren (Reddehase et al., 1989). Dazu wurden die Rezipienten am Tag
vor der KMT mit 7 Gy bestrahlt. Am Tag der Transplantation erhielten die
Rezipienten vormittags 2x10° KMZ zusammen mit 10° E12E-Zellen. Am Nachmittag
wurden dann 10° IE1-CTL injiziert. Die zeitliche Trennung der Knochenmark-
/Lymphomzellen-Gabe von der IE1-CTL-Gabe wurde vorgenommen, um die Tiere
nicht mit einem zu grofRen Injektionsvolumen zu belasten.

Die Ergebnisse zeigen, dass die Gabe von IE1-spezifischen CTL die mCMV-
Infektion nahezu verhindert (Teilbild B1). Erwartungsgemaf wurde das Wachstum
des E12E-Lymphoms nicht beeinflusst (Teilbild B2), da die CTL nicht gegen die
Tumorzellen gerichtet sind. Auch hier kam es nach Infektion zu einer Verzégerung
der Tumorentstehung (Vergleich von B2 und B3). Die friihe, Virus-bedingte Letalitat
blieb jedoch aus. Die CTL konnten zwar die schwere Symptomatik der mCMV-
Infektion verhindern, nicht aber den antitumoralen Effekt durch mCMV.
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Abbildung 18: Sterbekurven von Tieren, die einen adoptiven Transfer erhielten.

Die weiblichen, 8 bis 9 Wochen alten BALB/cJ-Tiere (N = 20/Gruppe) wurden am Tag vor der
KMT mit 7 Gy bestrahlt. Am Tag der Transplantation erhielten sie 2x10° KMZ, 10° E12E-
Zellen (vormittags) und 10° IE1-CTL (nachmittags). Die Infektion erfolgte mit 10° pfu mCMV

(i. pl.).
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Im nachsten Versuch wurden die Tiere mit einer sehr hohen Dosis an Knochenmark
rekonstituiert. Die Rezipienten wurden am Tag vor der Transplantation mit 7 Gy
bestrahlt und erhielten das KM (10" KMZ/Tier) zusammen mit den Tumorzellen (10°
E12E-Zellen/Tier). Eine Infektion erfolgte mit 10° pfu mCMV (i. pl.).
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Abbildung 19: Sterbekurven von Tieren, die mit 10" KMZ rekonstituiert wurden.

Die weiblichen, 8 bis 9 Wochen alten BALB/cJ-Tiere (N = 25/Gruppe) wurden am Tag vor der
KMT mit 7 Gy bestrahlt. Am Tag der Transplantation erhielten sie 10’ KMZ und 10° E12E-
Zellen. Die Infektion erfolgte mit 10° pfu mCMV (i. pl.).

Durch die Gabe dieser sehr hohen Zahl an KMZ (10/Tier) kam es in den infizierten
Tieren zu keiner mCMV-Erkrankung (Abb. 19, Teilbild C1). Dieser Schutz beruht auf
der antiviralen Aktivitat der CD8-Zellen, unabhangig davon, ob diese Zellen dem
Donor-KM oder einem zusétzlichen adoptiven Transfer entstammen.

Die Gabe von 10" KMZ beeinflusst dagegen das Tumorwachstum nur geringfiigig.
Der Beginn des Versterbens der Tiere tritt etwa eine Woche spater auf (im Vergleich
zu Abb. 17, A2) und es gibt in dieser Gruppe, etwas mehr Tiere, die Uberleben
(Langzeit-Uberlebende). Auch hier findet man eine zeitliche Verzégerung der Tumor-
bedingten Letalitat zwischen infizierter und nicht infizierter Gruppe von ca. 4 bis 5
Wochen.

Somit fuhrte eine 10-fache Steigerung der Anzahl transplantierter KMZ dazu, dass
das Tumorwachstum etwas spater einsetzte. Es wurde jedoch nicht vollstandig
verhindert.

Besonders beeindruckend ist der antitumorale Effekt von mCMV in
immunkompetenten Tieren. Diese Tiere wurden nicht hamatoablativ behandelt.
Jedes Tier erhielt 10° E12E-Zellen. Die Infektion erfolgte mit 10° pfu mCMV.



ERGEBNISSE 69

0 2 4 6 8 10 12 142160 2 4 6 8 10 12 14216 0 2 4 6 8 10 12 14 >16 [wks]

9
= D1 mCMV Infektion D2 E12E Lymphom D3 E12E & mCMV
GC) 100 00—
N o
O @ g0 SN
(0]
N 60 60 -'q-")
= ©
® 40 40 8
- — [
-GCJ 20 Ij 20 -.q__‘)
X 0p]
c Ve e e 0
o
S T T T
Virusphase Tumorphase kein Tumor-

wachstum

Abbildung 20: Sterbekurven von immunkompetenten Tieren.
Die Teilbilder zeigen den Anteil der kranken und verstorbenen Tiere (N =

10/Gruppe).

Es ist bekannt und wurde hier bestatigt, dass es in ,gesunden® Mausen zu keiner
CMV-Erkrankung kommt (Abb. 20, Teilbild D1). Es zeigte sich, dass die Tumorgabe
fur 70% dieser Tiere letal war (Teilbild D2). Mause, die mit dem Lymphom inokuliert
und mit mCMV infiziert wurden, entwickelten dagegen im gesamten
Beobachtungszeitraum von 52 Wochen keinen Tumor (Teilbild D3).

Reslmee:

Der antileukdmische Effekt von mCMV fihrte zu einer Verzdgerung der
Tumorerkrankung in rekonstituierten Rezipienten. In immunkompetenten Mausen
war der Schutz vor dem Tumor vollstandig.

Der antileukdmische Effekt von mCMV beruht nicht auf einer symptomatischen
mCMV-Erkrankung. Eine kurzfristige Anwesenheit des Virus scheint ausreichend zu
sein, zumindest temporar antitumoral zu wirken.
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3.6 Einfluss von mCMV auf das Wachstum der E12E-

Zellen in vitro

Um zu untersuchen, ob E12E-Zellen infizierbar sind, wurden zum einen
Zellkulturversuche (in vitro) durchgefiihrt und zum anderen erfolgte der in vivo
Nachweis immunhistologisch in Lebern von infizierten Tieren.

Fur den in vitro Nachweis wurden Wachstumskurven mit und ohne Zugabe von
mCMV aufgenommen. Dazu wurden die Zellen mit verschiedenen Konzentrationen
mCMYV inkubiert. Dabei entspricht 1 pfu mCMV etwa 500 viralen Genomen (150
Monokapsidvirionen und 100 Multi-Kapsid-Virionen) (Kurz et al., 1997). In einem
zusatzlichen Ansatz wurde das Virus mit UV-Licht inaktiviert, um einen moglichen
Einfluss von Virusoberflachenstrukturen (z. B. Glykoproteine) zu untersuchen (siehe
Abb. 21).
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Abbildung 21: Zellwachstumskurven von E12E in vitro.

E12E-Zellen wurden in 24-Well-Platten in einer Konzentration von 2x10° Zellen/ml ausgesét.
Nach 24 Stunden wurde erstmals die Zahl der Zellen bestimmt. Die folgenden Zellzahlungen
wurden in 12-Stunden-Intervallen durchgefiihrt. (&) Wachstumskurve in Abwesenheit von
mCMYV. Pfeile zeigen den Zeitpunkt der Infektion.

Die in vitro Experimente zeigten, dass die Zugabe von mCMV keinen Einfluss auf
das Wachstum der E12E-Zellen hatte. Es kam zu keinem direkten oder indirekten
zytopathischen Effekt, der die Proliferation der E12E-Zellen beeinflusste. Passend
zu diesem Versuch konnte in Immunfluoreszenzversuchen kein IE1-Protein (pp89)
im Zellkern von E12E-Zellen nachgewiesen werden (Nachweis von IE1 mit anti-IE1-
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Antikérpern  (Croma101) und einem Fluorescein-markierten anti-Maus-IgG-
Antikérper (Sigma, # A 7827) nach 2, 6, 12 und 24 Stunden Inkubation).

Der in vivo Nachweis erfolgte in Tieren, die mit Tumor und Virus inokuliert wurden.
Die Lebern dieser Tiere wurden mit einer immunhistologischen Doppelfarbung
untersucht. mCMV wurde mittels des |IE1-Proteins und die Tumorzellen wurden
anhand der B-Zell-Expression des B-Zell-Antigens CD45R/B220 nachgewiesen. Die
IE1-Farbung ist eine Kernfarbung, die in der hier gewahlten Kombination rot
erscheint. Die CD45R/B220 erscheint als eine Membranfarbung in schwarz (Abb.
22).

250m

Abbildung 22: Immunhistologische Analyse einer moglichen Wechselbeziehung
zwischen Lymphom und mCMV.

IHC-Doppelfarbung CD45R/B220 (schwarz) und IE1-Protein (rot). Lebergewebe (Tag 21) aus
der Maus #35 (Abb. 25).

In keiner der untersuchten Lebern konnte eine Tumorzelle nachgewiesen werden,
die eine Doppelfarbung zeigt. Somit ist eine Infektion der Tumorzellen (Onkolyse)
sowohl in vivo als auch in vitro auszuschliefl3en.

Reslmee:

Der Mechanismus des antitumoralen mCMV-Effektes beruht nicht auf Onkolyse.

3.7 Analyse von Apoptose und Proliferation der

E12E-Zellen in vivo

Ein moglicher Mechanismus fir den antitumoralen Effekt von mCMV kdénnte die
Induktion von Apoptose in den Tumorzellen sein. Eine weitere Uberlegung ist, dass
mCMYV in den Tumorzellen eine Zellarretierung (Zytostase) verursachen konnte, die
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letztlich ein verringertes Tumorwachstum in den infizierten Tieren zur Folge hatte.
Beide Punkte konnten bereits im Kapitel 3.6 durch Analyse von
Zellwachstumskurven in vitro widerlegt werden. Eine in situ Analyse stand noch aus.
Hierflir wurden Serienschnitte von Lebern KM-transplantierter Tiere, welche Tumor

und mCMYV erhalten hatten, angefertigt (Abb. 23). Eine mégliche Apoptose wurde mit
einer immunhistologischen Farbung spezifisch flr aktive Caspase-3 und
Zellproliferation mittels des PCNA- (proliferating cell nuclear antigen-) Marker
nachgewiesen. Die zeitliche Besonderheit der PCNA-Expression in der Zelle macht
es zu einem idealen Marker flr die Zellproliferation. PCNA wird namlich wahrend der
Phase G1 des Zellzyklus verstarkt exprimiert und ist wahrend der S Phase reichlich
vorhanden, erst in der G2/M Phase nimmt die Expression ab (Kurki et al., 1988; Hall
et al., 1990).
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Abbildung 23: Immunhistologische Analyse von Proliferation und Apoptose der
Lymphomzellen.

Alle IHC-Farbungen wurden in der Leber der Maus #35 (Abb. 25) durchgefiihrt.
Doppelfarbung IE1-Protein (rot) und CD45R/B220 (schwarz). IHC PCNA braun. Aktive
Caspase-3 braun. Pfeil zeigt eine Gruppe von apoptotischen Zellen, die jedoch weit von den
Tumorkolonien entfernt liegen.

Im Tumor sind alle Zellen PCNA positiv, auch die Tumorzellen, die infizierten
Hepatozyten raumlich sehr nahe liegen. Es konnten keine nicht proliferierenden
Tumorzellen nachgewiesen werden. Aulerdem waren alle Tumorzellen ,aktive
Caspase 3"-negativ und somit nicht apoptotisch.

Der antitumorale Effekt von mCMV beruht also weder auf Apoptose noch auf
Zytostase.
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3.8 Quantitative Analyse des in vivo Wachstums des

E12E-Lymphoms

In diesem Versuch sollte mit histo-morphometrischen Methoden (siehe Kap. 2.2.13)
versucht werden, die Lymphombesiedelung der Leber zu verschiedenen Zeitpunkten
bei infizierten und nicht infizierten Tieren zu messen.

Hierzu wurden die Rezipienten am Tag vor der KMT mit 7 Gy bestrahlt. Die KMT
wurde mit einer suboptimalen Zahl an KMZ durchgefiihrt (10%Tier) und die Tiere
optional mit mCMV infiziert (10°pfu/Tier i. pl.).

Zu den Zeitpunkten Tag 7, 14, 21 und 28 wurden dann pro Tiergruppe (+/- mCMV)
jeweils 5 Tiere seziert. Von den Lebern der Tiere wurden makroskopische
Aufnahmen gemacht (Abb. 24). Aullerdem wurden die Lebern immunhistologisch
untersucht, um das B-Zell-Lymphom E12E mittels des B-Zell-Markers CD45R/B220
nachzuweisen (Abb. 26).
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Abbildung 24: Lebermakroskopien nach Tumorgabe und +/-Infektion.

Erste und zweite Reihe: Lebern von Tieren 21 Tage nach Tumorgabe. Dritte und vierte
Reihe: Lebern von Tieren 28 Tage nach Tumorgabe. Die Lebern der Tiere nach 7 und 14
Tagen waren in beiden Gruppen unauffallig und sind daher hier nicht gezeigt.
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Die makroskopischen Leberaufnahmen zeigen in beeindruckender Weise den
Unterschied zwischen infizierten und nicht infizierten Tieren. — Die infizierten Tiere
zeigen nur eine geringe Tumorlast, wahrend die Lebern der nicht infizierten Tiere
stark vergréRert sind (Hepatomegalie) und viele Tumorfoci aufweisen.
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Abbildung 25: Quantitative Analyse des E12E-Wachstums in der Leber.

Zu den gezeigten Zeitpunkten wurde die Anzahl der Tumorkolonien mittels
Immunhistochemie CD45R/B220 und Histomorphometrie bestimmt. Pro Leber wurden 100
mm? ausgewertet. Die Rezipienten wurden durchnummeriert (#1-40). Die Prozentzahl in der
rechten oberen Ecke gibt den relativen Anteil an Tumorgewebe in der Leber an.

In den nicht infizierten Rezipienten (#1-20) kommt es bereits nach 7 Tagen zu
kleinsten Tumorkolonien (<0,05 mm?), die im Verlauf der néchsten drei Wochen
deutlich an Grélke zunahmen. Im Gegensatz dazu fand man in der infizierten
Tiergruppe am 7. Tag nur in einem von funf Tieren Tumorkolonien. Auch zu den
folgenden Zeitpunkten waren deutlich weniger Tumorkolonien als in den nicht
infizierten Tieren vorhanden.

Auch bereits ohne histomorphometrische Analyse zeigten histologische Aufnahmen
der Leber in beeindruckender Weise den antitumoralen Effekt von mCMV. Auch hier
wurde bereits zum Zeitpunkt Tag 7 der Unterschied zwischen infizierten und nicht
infizierten Tieren in der CD45R/B220-Immunhistologie deutlich (Abb. 26).

Anzahl Tumorfoci
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Abbildung 26: Wachstumskinetik von E12E in der Leber an reprasentativen Schnitten.
(A1-A4) Nicht infizierte Tiere. (B1-B4) Infizierte Tiere. Tumorkolonien wurden durch eine IHC
CD45R/B220 angefarbt. Pfeile zeigen die perivaskulare Ansiedelung der Tumorzellen (A1).
Gegenfarbung mit Hamalaun.

Zusammenfassend kann man sagen, dass mCMV zu einer deutlichen
Wachstumsverzégerung von E12E in der Leber fiihrt und dass dieser antitumorale
Effekt bereits zu einem sehr friilhen Zeitpunkt (Tag 7) deutlich wird.
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3.9 Untersuchung einer moglichen Antikorrelation
zwischen Tumorwachstum und der Anzahl
infizierter Hepatozyten

Grundsatzlich ware es moglich, dass eine hohe Virusreplikation in den Tieren zu
einem Tumorriickgang fuhren kénnte oder die Ansiedelung verhindern wirde. Um
diesen Sachverhalt zu untersuchen, wurde eine Korrelationsanalyse durchgefiihrt.
Hierzu wurde die Zahl infizierter Hepatozyten mit der Anwesenheit von Tumor in der
Leber korreliert. In dem gezeigten Versuch kam es in der infizierten Tiergruppe bei
der Halfte der Tiere zum Tumorwachstum in der Leber.

Ein hoher Grad an Leberinfektion konnte nun theoretisch das Tumorwachstum
verhindern, wahrend ein niedriger Grad das Tumorwachstum férdern kénnte.
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Abbildung 27: Korrelationsanalyse zwischen dem Grad der Infektion und dem
Tumorwachstum in der Leber.

Der Grad der Leberinfektion wurde mittels IHC fur das IE1-Protein bestimmt. Analysiert
wurden 100mm? Flache von Schnitten der Leber. Die Nummern entsprechen den Tieren aus
dem Versuch Abb. 25.

Die Infektion der Leber erreichte zum Zeitpunkt Tag 14 ihr Maximum mit einer hohen
Varianz (20 bis 10°infizierte Zellen/100mm?). Es gab Tiere (z. B. # 28) in denen trotz
starker Infektion, Tumor nachweisbar war. Andererseits auch Tiere (z. B. # 30), die
bei geringer Infektion Tumor-frei waren.



ERGEBNISSE 77

Reslmee:

Es besteht keine Korrelation zwischen dem Grad der Infektion und der Anwesenheit
von Tumor in der Leber.

3.10 Das Wachstum der E12E-Lymphomzellen ist
durch Tumor Nekrose Faktor- (TNF-) alpha nicht

beeinflussbar

Viele Tumorzellen sind fir den zytotoxischen Effekt von TNF-alpha empfanglich
(Jaatela et al., 1991). Es sollte untersucht werden, ob vielleicht die Sezernierung von
TNF-alpha Grundlage des antitumoralen mCMV-Effektes ist. TNF-alpha kdénnte
durch Makrophagen oder dendritische Zellen die sich am Infektionsort befinden,
produziert wurden.

Zur Klarung dieser Fragestellung, wurden zwei Versuche durchgefiihrt: Zum einen
ein in vitro Experiment, bei welchem E12E-Wachstumskurven unter verschiedenen
TNF-alpha-Konzentrationen aufgenommen wurden (Abb. 28), zum anderen ein in
vivo Experiment (Abb. 29). Sensitive Tumorzellen reagierten bereits in der
Anwesenheit von TNF-alpha im picomolaren Konzentrationsbereich.
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Abbildung 28: Zellwachstumskurven von E12E in vitro unter Zugabe von rmTNF-alpha.
E12E-Zellen wurden in 24-Well-Platten in einer Konzentration von 2x10° Zellen/ml ausgesét.
Nach 24 Stunden wurde erstmals die Zahl der Zellen bestimmt. Die folgenden Zellzahlungen
wurden in 12-Stunden-Intervallen durchgefiihrt. (&) Wachstumskurve in Abwesenheit von
rmTNF-alpha. Pfeile zeigen den Zeitpunkt der TNF-alpha-Zugabe. [pM] = TNF-alpha-
Konzentration.
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Der in vitro Versuch zeigte, dass murines rekombinantes (rm) TNF-alpha selbst bei
einer Konzentration von 500pM keinen Einfluss auf das Wachstum des E12E-
Lymphoms hatte.

Im Tierversuch sollte der in vivo Einfluss von TNF-alpha untersucht werden. Dazu
wurden die Tiere mit murinem rekombinantem TNF-alpha oder mit anti-TNF-alpha-
Antikérpern behandelt.

Sollte TNF-alpha den antitumoralen Effekt von mCMV vermitteln, so misste das
Tumorwachstum in den nicht infizierten Tieren deutlich eingeschrankt sein.
Umgekehrt sollte die Gabe von anti-TNF-alpha-Antikérpern in infizierten Tieren den
antitumoralen mCMV-Effekt aufheben (Abb. 29).
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Abbildung 29: Einfluss von TNF-alpha auf das E12E-Tumorwachstum in vivo.
Quantitative Analyse des E12E-Wachstums in der Leber. Zu den gezeigten Zeitpunkten
wurden die Tiere mit TNF-alpha bzw. anti-TNF-alpha behandelt. Anzahl und GréRe der
Tumoren wurde in 100 mm? Leber mittels IHC B220 bestimmt. Pro Gruppe wurden 5 Tiere
analysiert.

Um eine moglichst schnelle Aussage Uber einen etwaigen antitumoralen Effekt zu
bekommen, wurde ein ,Kurzzeitassay* entwickelt. In diesem Assay war eine Analyse
des Tumorwachstums bereits nach 7-12 Tagen moglich. Die Tiere bekamen in
diesem Versuchssystem keine KMZ transplantiert, sondern wurden lediglich
hamatoablativ behandelt und konnten optional mit mCMYV infiziert werden.
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Die Tiere wurden ein Tag vor der Tumorgabe mit 7 Gy bestrahlt. Jedes Tier erhielt
10° E12E-Zellen und anschlieRend wurde ein Teil der Tiere mit 10° pfu mCMV
infiziert. Die Mause der Virusgruppen, die zusatzlich 1ug TNF-alpha (in 500ul)
erhielten, bekamen dieses am Tag nach der Tumorgabe intravends injiziert. Die
Tiere, die infiziert wurden und zusatzlich Antikérper gegen TNF-alpha erhielten, um
den antitumoralen Effekt wieder aufzuheben, bekamen den Antikérper i. v. am Tag
der Tumorgabe sowie 2, 4 und 6 Tage danach. Die Dosis des Antikdrpers wurde so
gewahlt, dass mit jeder Gabe 40ng murines TNF-alpha neutralisiert werden konnten.

Auch im Tierversuch konnte kein antitumoraler Einfluss von TNF-alpha
nachgewiesen werden. Die einmalige Gabe von rmTNF-alpha flihrte zu keinem
Riickgang des Tumorwachstums. In Ubereinstimmung damit verhinderten anti-TNF-
alpha-Antikérper im infizierten Tier den antitumoralen mCMV-Effekt nicht.

Resumee:

TNF-alpha ist nicht fur den antitumoralen mCMV-Mechanismus verantwortlich.

3.11 Langfristige Beobachtung von Tieren mit

geringer initialer E12E-Tumorzelllast

Die bisherigen Versuche waren mit einer sehr hohen Tumorlast (10° Zellen i.v.)
durchgefiihrt worden. Die Infektion konnte zwar die Tumorprogression deutlich
verzdgern, aber nicht verhindern. Die histologischen Untersuchungen zeigten, dass
ein Teil der Tumorzellen der antitumoralen Wirkung des Virus entkam.

Im folgenden Versuch (Abb. 30) wurden den Tieren daher statt 10° E12E-Zellen nur
10° bzw. 10* Zellen i. v. appliziert. Die Tiere wurden am Tag vor der Transplantation
und Tumorgabe mit 7 Gy bestrahlt. Alle Rezipienten erhielten 2x10° KMZ. Die
Infektion erfolgte i. pl. mit 10° pfu mCMV.

Der Versuch wurde schlieBlich nach 42 Wochen beendet. Die Milzen der
Uberlebenden Tiere waren frei von Tumorzellen; es gelang nicht, Tumorzellen durch
Zellkultur zu reisolieren.

Die Analyse der Lebern derselben Tiere mittels PCR (Polymerase Chain Reaction)
auf die Prasenz des Reportergens /acZ war ebenfalls negativ (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 30: Einfluss einer verringerten Tumorlast auf das Versterben der Tiere.
Sterbekurve (rot) und Krankheitskurve (blau). Tiere wurden hamatoablativ (7 Gy) behandelt
und bekamen anschlieRend 10° Tumorzellen (i.v.) (links) oder 10* Tumorzellen (i.v.) (rechts)

injiziert. In weiteren Versuchsgruppen wurden die Tiere mit mCMV infiziert (untere Bilder). N
= 25/Gruppe.

Bei der Gabe einer geringeren Dosis (10* und 10° Zellen/Tier) kam es, verglichen mit
der hohen Tumorlast von 10° Zellen (vgl. Abb. 15), zu einer verzdgerten
Tumorentwicklung in den Tieren. Jedoch verstarben letztlich die Mehrheit der Tiere.
Die Infektion mit mCMV flhrte auch unter diesen Bedingungen zu einer deutlichen
Verlangsamung der Tumorprogression und, insbesondere bei der geringen
Tumorlast von 10* E12E-Zellen, auch zu einer signifikanten Senkung der Sterberate.

3.12 Minimale effektive Wirkdosis von mCMV

Die bisher gezeigten Daten waren alle mit einer Infektionsdosis von 10° pfu mCMV
durchgefiihrt worden. Der folgende Versuch sollte nun zeigen, wie weit man die
Dosis des Virus verringern kann, um noch einen antitumoralen Effekt zu erreichen.
Der Einfluss einer Virusdosis von 10 bis 10° pfu auf die Tumorentwicklung wurde in
hamatoablativ behandelten Tieren untersucht (Abb. 31).
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Abbildung 31: Einfluss der mCMV-Infektionsdosis auf das Tumorwachstum.
Tiere wurden hamatoablativ (7 Gy) behandelt und bekamen 10° Tumorzellen injiziert.
AnschlieRend wurden die Tiere mit verschiedenen Dosierungen mCMV behandelt.

Kontrolltiere erhielten kein Virus (&). N = 5/Gruppe. Die Sektion der Tiere erfolgte am 12.
Tag nach Infektion.

Dazu wurden die Tiere am Tag vor der Tumorgabe mit einer Bestrahlungsdosis von
7 Gy hamatoablativ behandelt. Allen Tieren wurde 10° E12E-Lymphomzellen
intravends appliziert. AnschlieRend erfolgte die intraplantare (i. pl.) Infektion mit
verschiedenen Dosierungen von mCMV.

Der Versuch zeigte, dass die Wirkung bei einer mCMV-Dosis von 10° pfu einsetzt.
Eine Infektion mit nur 10* pfu mCMV (i. pl.) fihrt in den Tieren bereits zu einem
deutlichen antitumoralen Effekt.

3.13 Zeitpunkt der Infektion

Es konnte im vorhergehenden Kapitel gezeigt werden, dass eine um das 10fache
niedrigere Infektionsdosis als die Standardinfektionsdosis (10° pfu/Tier) noch zu dem
antitumoralen Effekt fihrt.

Als nachstes wurde nun untersucht, inwieweit eine zeitliche Verschiebung des
Infektionszeitpunktes noch zu dem antitumoralen mCMV-Effekt fihrt. Dazu wurden
die Tiere mit y—Bestrahlung (7Gy) hamatoablativ behandelt und am Tag der
Tumorgabe (Tag 0), sowie an den Tagen 1, 2 und 3 nach Tumorgabe mit mCMV
infiziert (Abb. 32). Die Kontrolltiere wurden nicht infiziert.
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Abbildung 32: Einfluss des Zeitpunktes der mCMV-Infektion auf das Tumorwachstum.
Tiere wurden hamatoablativ (7 Gy) behandelt und bekamen 10° Tumorzellen injiziert. An den
Tagen 0, 1, 2 und 3 wurden die Tiere mit mCMYV infiziert. Kontrolltiere erhielten kein Virus
(). N = 5 Tiere/Gruppe. Die Sektion der Tiere erfolgte am 12. Tag nach Infektion.

Tiere, die an den Tagen 0, 1 und 2 nach Tumorgabe infiziert wurden, zeigten ein
deutlich verringertes Tumorwachstum im Vergleich zur Kontrollgruppe. Wurden die
Tiere erst an Tag 3 infiziert, war der antitumorale mCMV-Effekt bereits deutlich
verringert, aber immer noch signifikant, insbesondere im Vergleich der
histologischen Originaldaten (nicht gezeigt).

Reslmee:

Die Tumorbesiedelung der Leber wurde insbesondere dann reduziert, wenn die
Infektion innerhalb von 2 Tagen nach Gabe der Tumorzellen erfolgte. Eine Infektion
am 3. Tag nach Tumorgabe hatte bereits eine deutlich geringere antitumorale
Wirkung.
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3.14 Serum als Mediator des antitumoralen Effektes

Auf der Basis der bisherigen Erkenntnisse schien eine Inhibition der Extravasation
der Tumorzellen aufgrund einer gestérten Kommunikation zwischen Tumorzelle und
dem sinusoidalen Endothel der Leber am wahrscheinlichsten. Die transendotheliale
Migration/Diapedese kdénnte aufgrund veranderter Expression von
Adhasionsmolekilen/Selektinen und Integrinen verandert sein. Ebenso wére eine
funktionelle Defizienz der Tumorzellen z. B. durch eine reduzierte Expression der
Matrixmetalloproteinasen denkbar.

Als Induktoren kommen ein Virus-kodierter Faktor (,Virokin“) oder ein Virus-
induziertes, von stromalen Zellen am Infektionsort sezerniertes Zytokin in Betracht.
Anhand von E12E-Wachstumskurven wurde in Zellkultur getestet, ob Serum
infizierter Tiere auf Tumorzellen zytostatisch oder zytotoxisch wirkt.

In einem ersten Versuch wurde das Serum von drei Tiergruppen gewonnen. Das
Blut wurde den Tieren 24 Stunden nach Behandlung enthommen:

1. Tieren, die lediglich hamatoablativ behandelt wurden.

2. Tieren, die hamatoablativ behandelt wurden und Tumorzellen bekamen (10°
Zellen/Tier).

3. Tieren, die hamatoablativ behandelt wurden, Tumorzellen bekamen und
infiziert wurden (10° pfu/Tier).

Das Serum der Tiergruppen wurde in einer Konzentration von 4%, 2% und 1% dem
Zellkulturmedium zugegeben.

Grundsatzlich hemmte das Serum in einer Konzentration von mehr als 1% das
Tumorwachstum. Es konnte jedoch kein signifikanter Unterschied zwischen den
Seren bestrahlter, infizierter und nicht infizierter Tiere festgestellt werden
(Abb. 33).
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Abbildung 33: Zellwachstumskurven von E12E in vivo unter Zugabe von murinem
Serum.

E12E-Zellen wurden in 24-Well-Platten in einer Konzentration von 2x10° Zellen/ml ausgesét.
Nach 24 Stunden wurde erstmals die Zellzahl bestimmt. Die folgenden Zellzahlungen wurden
in 12-Stunden-Intervallen durchgefiihrt. Wachstumskurve in Abwesenheit von Mauseserum
(0%). Am Zeitpunkt 24h erfolgte die Zugabe von 4, 2 oder 1% Serum.

In einem weiteren Versuch konnte gezeigt werden, dass Hitze-inaktiviertes 10%iges
Mausserum (einstlindige Inkubation in 56°C-Waserbad) in Zellkultur das Wachstum
der E12E-Zellen nur geringfiigig beeintrachtigt und auf die Zellen nicht zytotoxisch
wirkt (Daten nicht gezeigt).

Als nachstes wurden denkbare Mechanismen in vivo Uberprift. Die Tiere wurden
hamatoablativ (7 Gy) behandelt und bekamen 10° Tumorzellen, die verschieden
vorbehandelt wurden, injiziert. Die folgende Abbildung zeigt die Ergebnisse im
einzelnen:
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Abbildung 34: Einfluss verschiedener Komponenten auf das Tumorwachstum.

Tiere wurden hamatoablativ (7 Gy) behandelt und bekamen 10 Tumorzellen, die
verschieden behandelt wurden, injiziert. (a) Vorinkubation der Tumorzellen mit UV-
inaktiviertem Virus (10 pfu-UV/Zelle). (b) Ubertragung von Serum infizierter Spender auf nicht
infizierte Rezipienten kurz nach Gabe der Tumorzellen. (c) Vorinkubation der Tumorzellen in
Serum infizierter Tiere. Kontrolltiere erhielten kein Virus (&) bzw. 10° pfu mCMV. N = 3
Tiere/Gruppe.

Eine einstiindige Vorinkubation der Tumorzellen mit UV-inaktiviertem Virus (10 pfu
mCMV"Y/Zelle) erfolgte bei Raumtemperatur (RT). AnschlieRend wurden die
Tumorzellen 3mal mit Medium (ohne Zusatze) gewaschen. Mit diesem
Versuchsansatz sollte geklart werden, ob die Signalgebung in die Tumorzelle oder
eine Absattigung von Rezeptoren auf der Tumorzelle dazu flhrt, dass die
Tumorzelle nicht mehr an das Endothel binden kann.

Ubertragung von Serum infizierter Spender auf nicht infizierte Rezipienten
(500ul/Tier i. v.) drei Stunden nach Gabe der Tumorzellen. Das Serum wurde zuvor
fur 30 Minuten mit UV-Licht behandelt, um eventuell vorhandenes Virus zu
inaktivieren. Ein Virokin oder Zytokin aus dem Serum koénnte die Expression
endothelialer Rezeptoren modulieren.

Einstiindige Vorinkubation der Tumorzellen in Serum infizierter Tiere (10°
Zellen/500ul Serum) mit der Idee, im Serum enthaltenes Virokin oder Zytokin wirde
die Expression von Adhasionsmolekilen auf den Tumorzellen modulieren.
Anschliefiend wurden die Tumorzellen 3mal mit Medium (ohne Zusatze) gewaschen.
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Keines der drei Protokolle hatte einen signifikanten Einfluss auf die Kolonisierung
der Leber durch das E12E-Lymphom. Der Versuch gab keinen positiven Hinweis auf
die Existenz des vermuteten Virokins oder Zytokins im Serum der Tiere. Ferner liegt
der Versuch nahe, dass der antitumorale Effekt nicht auf die Tumorzelle selbst
einwirkt.

3.15 Intraplantare Gabe von mCMV"Y

Mittels des nachsten Experimentes sollte die Frage geklart werden, ob fiir den
antitumoralen Mechanismus replikatives Virus nétig ist. Hierzu wurde das Virus
zuvor einer 30-mindtigen UV-Bestrahlung bei 254nm ausgesetzt, was zur
Schadigung der DNA flhrt. Es kdnnte sein, dass Proteine aus der mCMV-Hyille oder
andere virale Strukturproteine zu diesem Effekt fihren.
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Abbildung 35: Intraplantare Gabe von UV-inaktiviertem mCMV.

Tiere wurden hamatoablativ (7 Gy) behandelt und bekamen 10° Tumorzellen injiziert. Den
Versuchstieren wurde mit UV-inaktiviertes mCMV intraplantar appliziert. Kontrolltiere
erhielten kein Virus () bzw. nicht inaktiviertes mCMV (10°pfu/Tier). N = 5 Tiere/Gruppe. Die
Sectio der Tiere erfolgte am 12. Tag nach Tumorgabe.
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Die Abbildung zeigt die Entwicklung der E12E-Tumorkolonien in der Leber
y—bestrahlter (7 Gy) Rezipienten an Tag 12 nach Tumorgabe (10° Zellen/Tier i.v.)
und intraplantarer Infektion. Die Tiere wurden am Tag vor der Tumorgabe
hamatoablativ behandelt. Etwa zwei Stunden nachdem die Tiere die Tumorzellen
intravends injiziert bekamen, wurde den Tieren das UV-bestrahlte Virus oder das
unbehandelte mCMV appliziert. Die Applikation des replikativen und inaktivierten
Virus erfolgte intraplantar.

FUr einen antitumoralen Mechanismus von mCMV war unter den oben gewahlten
Bedingungen infektioses Virus erforderlich. Nach subkutaner Applikation zeigte UV-
inaktiviertes Virus auch nach Erhéhung der Dosis um den Faktor 10 keinen Effekt.

Reslmee:

UV-inaktiviertes Virus ist nach intraplantarer Applikation unwirksam.

3.16 Intravenése Gabe von mCMVYY

Wahrend UV-inaktiviertes Virus nach intraplantarer Applikation unwirksam war, sollte
nun geklart werden, ob die intravendse Gabe das Tumorwachstum beeinflusst.

Die Tiere wurden am Tag vor der Tumorgabe einer hamatoablativen Bestrahlung mit
einer Dosis von 7 Gy unterzogen. Jedes Tier erhielt 10° E12E-Zellen. Nach etwa 6
Stunden wurde Virus appliziert. Die Kontrollgruppe, die replikatives Virus erhielt,
bekam dieses intraplantar appliziert. UV-inaktiviertes Virus wurde dagegen
intravends verabreicht (Abb. 36).
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Abbildung 36: Die intravendése Gabe von UV-inaktiviertem mCMV fiihrt zu einem
antitumoralen Effekt.

Tiere wurden hamatoablativ (7 Gy) behandelt und bekamen 10°® Tumorzellen injiziert. Die
Versuchstiere wurden mit verschiedenen Dosierungen mCMV"Y (10* bis 10"pfu/Tier i.v.)
inokuliert. Kontrolltiere erhielten kein Virus (&) bzw. infektidses mCMV (10°pfu/Tier i. pl.). N =
5 Tiere/Gruppe. Die Sectio der Tiere erfolgte am 12. Tag nach Tumorgabe.

Wahrend UV-inaktiviertes Virus nach intraplantarer Gabe unwirksam war, konnte es
nach intravendser Applikation die Besiedelung der Leber durch E12E-Zellen
reduzieren. Allerdings kommt es erst bei einer Gabe von 10° bis 107 pfu i.v. zu
diesem antitumoralen Effekt.

Eine immunhistologische Untersuchung des Infektionsgrades der Leber zeigte, dass
die UV-Inaktivierung des Virus vollstéandig war, da die Lebern der Tiere alle frei von
Infektion waren. Es ist bekannt, dass schon 10 pfu mCMV i. v. ausreichend sind, um
eine deutliche Infektion in der Leber zu induzieren. Zudem sind flr einen
antitumoralen Effekt mindestens 10° pfu mCMV i. v. notwendig. Es ist daher
unwahrscheinlich, dass die Wirkung auf Restinfektiositat zurlickgefiihrt werden kann.

Reslmee:

Der antitumorale Effekt muss unter diesen Versuchsbedingungen durch virale
Strukturproteine (Virion-Proteinen) ausgeldost werden. Der Ort der antitumoralen
Wirkung liegt vermutlich am Endothel der Leber.
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4 Diskussion

Eine Infektion mit CMV und ein Tumorrezidiv sind zwei Hauptkomplikationen bei der
Therapie hamatopoetischer Tumoren durch KMT. Umso Uberraschender war die
Feststellung, dass bisher der Einfluss von CMV auf ein Tumorrezidiv kaum
untersucht worden ist. In einer Vielzahl von Studien findet man Untersuchungen zum
Tumorrezidiv oder zur rekurrenten CMV-Infektion, jedoch nicht zu einer moglichen
Interaktion zwischen beiden.

Einzig die Arbeitsgruppe um Fujiwara untersuchte in einer klinischen Studie anhand
der Uberlebensraten von Patienten mit einer T-Zell-Leukamie (akute lymphatische T-
Zell-Leukamie, ATLL) einen Zusammenhang. Dabei zeigte sich, dass die Patienten,
die an CMV erkrankten, langer Uberlebten (Fujiwara et al., 2000; Fujiwara et al.,
2001). Kam es bei diesen Patienten zu einem friilhen Zeitpunkt nach KMT zu einer
CMV-Reaktivierung, wurde die ATLL-Aktivitdt unterdrickt. Damit ging eine
temporare Remission der ATLL einher. Uber einen moglichen Mechanismus, der zu
diesem positiven Effekt flihrte, machten Fujiwara und Mitarbeiter keine Aussagen.
Sie diskutierten jedoch, dass die Genexpression von hCMV mit der Replikation von
HTLV-1 (human T lymphotropic virus type 1) interferieren kénnte. HTLV-1 ist in die
Entstehung von ATLL involviert. Es ist bereits seit etwa 10 Jahren bekannt, dass
Viren an der Atiologie von Leukamien beteiligt sein kénnen (zur Hausen, 1991).
HTLV-1 gelangt nach Infektion in CD4/CD25 positive T-Zellen (T-Lymphozyten), die
es auch in vitro infizieren kann. In diesen Zellen kann das Virus jahrelang
persistieren. Die persistent infizierten Lymphozyten werden durch das Virus nicht
lysiert. Sie sind jedoch in ihren Wachstumseigenschaften verandert und kénnen zu
Klonen auswachsen, die im Patienten auch nach vielen Jahren noch nachweisbar
sind (Etoh et al., 1997). Trotz der Veranderungen bleibt das infizierte Individuum
Uber Jahrzehnte hinweg symptomfrei und wird wahrend dieser Zeit als Carrier
bezeichnet. Letztendlich entsteht aus den persistent infizierten Zellen die ATLL.

Die Existenz einer Wechselbeziehung zwischen CMV und einem Lymphom war
Ausgangshypothese der vorliegenden Doktorarbeit. Dabei war jedoch véllig offen, ob
eine CMV-Infektion das Risiko eines Tumorrezidivs vermindern oder erhéhen wirde.
Um diese Frage in einem Versuchssystem bearbeiten zu kénnen, erweiterten wir
das in Vorarbeiten gut etablierte Modell der mCMV-Infektion nach experimenteller
syngener KMT mit dem Mausstamm BALB/c als Spender und Empfanger
(Reddehase et al., 1985; Holtappels et al., 1998; Podlech et al., 1998; Steffens et al.,
1998a; Steffens et al., 1998b; Podlech et al., 2000) durch ein B-Zell-Lymphom als
zusatzlichen Parameter. Als Modell-Lymphom diente eine von uns selektionierte, mit
dem Reportergen lacZ versehene Variante des B-Zell-Lymphoms A20. Der Klon
E12E entstand durch ex tumore Reklonierung eines A20-/lacZ Klons. E12E siedelt
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sich nach intravenéser Gabe bevorzugt in der Leber an und ist hochgradig
tumorigen.

In diesem Modellsystem wurden die Rezipienten zunachst einer Ganzkdrper-y-
Bestrahlung unterzogen, die fur die Tiere normalerweise letal ist. Durch die Gabe
von KMZ wurden die Blutbildung und damit auch das Immunsystem der Tiere wieder
rekonstituiert. Die Rezipienten erhielten KMZ von syngenen BALB/c-Spendertieren.
Gleichzeitig wurden den Rezipienten zusatzlich Tumorzellen intravends injiziert
(Erlach et al., 2002). Je nach Fragestellung erfolgte eine Infektion mit mCMV vor
oder nach Transplantation und Tumorgabe.

Wahl der Tumorzelle

Bei der Wahl des Tumors zur Erganzung des Modells wurden zwei wichtige Aspekte
bertcksichtigt. Zum einen ist eine minimale residuale Leukamie (Minimal Residual
Leukemia, MRL) Ausgangspunkt einer der gravierendsten Komplikationen bei der
KMT, ndmlich dem Rezidiv (Radich et al., 2000; Sievers & Radich, 2000). In der
klinischen Situation entsteht das Rezidiv aus residualen Tumorzellen (MRL), welche
die zytotoxische Therapie vor KMT Uberlebt haben. Um diesem Umstand gerecht zu
werden, mussten wir einen zum Rezipienten syngenen Tumor wahlen.

Zum anderen ist ein Malignom des hamatopoetischen Systems eine Erkrankung, die
immer haufiger durch eine KMT therapiert wird. Deshalb wahlten wir eine Leukamie
bzw. ein Lymphom als Modell. Wir entschieden uns fir die Zell-Linie A20 (Kim et al.,
1979), eine B-Zell Lymphomlinie aus der BALB/c Maus (Haplotyp H-2% Karyotyp
diploid, weiblich).

Tumorzellmarker

Wie bereits beschrieben kann nach hamatoablativer Behandlung von Leukamie-
patienten eine MRL entstehen, aus der sich ein Tumorrezidiv entwickeln kann. Im
Mausmodell besteht die Parallele zu dieser klinischen Situation im Einbringen der
Tumorzellen. Um nun das Schicksal dieser Tumorzellen verfolgen zu kénnen, war
ein spezifischer Marker zum Nachweis erforderlich. Da die von uns ausgewahlte
A20-Tumorzelllinie urspringlich einer weiblichen BALB/c-Maus entstammt, besitzt
sie kein Y-Chromosom, anhand dessen sie in einer weiblichen Empfangermaus
mittels PCR hatte nachgewiesen werden kdnnen. Aus diesem Grund wurde in die
A20-Zellen als Marker das lacZ-Gen eingeflihrt (Gorman et al., 1982; Price et al.,
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1987), um beispielsweise eine Elimination des Tumors oder auch eine MRL
verfolgen zu kénnen.

Der Vorteil des lacZ-Gens als Reportereinheit liegt in der Einfachheit und der
Vielfaltigkeit des Nachweises. Das lacZ-Gen-Produkt, die B—Galaktosidase, lasst
sich immunhistologisch in Gefrier- und Paraffinschnitten nachweisen. Dadurch wird
eine direkte Lokalisation der Tumorzellen im Gewebe ermdglicht (Sanes et al.,
1986). Des Weiteren kann man /lacZ-positive Zellen (aus der Zellkultur) mit einer (-
Gal-Vitalfarbung markieren und sie im FACS anschlieRend sortieren (Nolan et al.,
1988), ohne die Zellen dabei abzutéten. Molekularbiologisch Iasst sich eine fir das
lacZ-Markergen spezifische PCR durchflhren. Mittels dieser Reportergen-PCR kann
eine sehr geringe Anzahl von Tumorzellen nachgewiesen werden. Dadurch wird die
Unterscheidung, ob bestimmte Organe der Tiere frei von Tumor sind oder ob noch
residuale ,schlafende® Tumorzellen (Tumor Dormancy) in den Organen der Tiere
vorhanden sind, moglich.

Transfektion und Klonierung

Die Transfektion der lacZ-DNA erfolgte mittels Elektroporation in die A20-Zellen. Die
transfizierten Zellen wurden dann in G418-haltigem Medium Kkultiviert. Die lacZ-
Expression der transfizierten Zellen wurde mittels der X-Gal-Farbung Uberprift. Es
zeigte sich, dass 85% der Zellen das Reportergen exprimierten. Um Zellklone zu
erhalten, die moglichst eine 100%ige B-Gal-Expression aufweisen sollten, wurden
die A20-lacZ-Zellen einer limiting dilution-Klonierung unterzogen.

Aus dieser Klonierung gingen Klone hervor, deren Zellen entweder keine, eine
partielle oder eine 100%ige p-Gal-Expression zeigten. Es zeigte sich, dass 17% der
untersuchten Klone (15 von 88 Klonen) in Zellkultur eine stabile Expression
aufwiesen, die auch ohne Selektion stabil blieb. Dreiflig Prozent der A20-lacZ-Klone
zeigte Variegation in der Expression des Reportergens.

Das Phanomen der Variegitat wurde bereits von Montoliu et al. (2000) beschrieben,
der verschiedene Erkldrungsmdglichkeiten gibt. Zum einen kdénnte die Variegation
durch das natirlich vorkommende, stochastische Silencing von Genen in
Saugetierzellen erklart werden oder durch einen Genort im Zellgenom, dessen
Expression herunterreguliert wurde. Weiterhin kénnten regulatorische Elemente, die
fur die Expression des lacZ-Gens wichtig sind, verloren gegangen sein oder eine
Methylierung der Zell-DNA auftreten, welche die Variegation hervorruft.

Tatsachlich konnte mittels /acZ-PCR gezeigt werden, dass auch reine Non-
Expressor-Linien, die zu Beginn keine Blaufarbung zeigten, das lacZ-Gen trugen.
Interessanterweise kam es im Verlauf der Klonierung zu einer teilweisen Aufthebung
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dieses Gene Silencing: einzelne Non-Expressor-Klone exprimierten ab einem
bestimmten Zeitpunkt das Gen.

In vivo-Testung der A20-Subklone

Ein Teil der Klone wurde dann in vivo an immunsupprimierten Tieren getestet, um
mogliche Unterschiede in den Eigenschaften der Klone festzustellen und einen fur
unser Mausmodell geeigneten Klon auszuwahlen. Drei der ausgewahlten Klone
zeigten eine 100%ige in vitro-Expression. Unabhangig von der Expression der (-
Galaktosidase waren die A20-lacZ-Klone in ihrer in vivo Pathogenitat attenuiert -
allerdings in sehr unterschiedlichem Ausmalfl.

In einem folgenden Tierversuch wurden diese A20-/acZ-Linien auf ihre Tumorigenitat
und ihre B-Gal-Expression in vivo untersucht. Dazu wurden sie immunsupprimierten
Tieren intravenos appliziert.

Zu einem Zeitpunkt, an dem bereits groe Tumorfoci in den Lebern der Tiere
gebildet worden waren, wurden ihnen die Lebern enthommen. Aus einem kleinen
Teil der Leber wurden dann die Tumorzellen rekultiviert. Der andere Teil der Leber
wurde immunhistologisch untersucht. Durch keine der beiden Methoden konnte eine
Korrelation zwischen der Starke der pB-Gal-Expression bzw. dem Anteil der
exprimierenden Tumorzellen und der Tumorigenitdt der einzelnen Klone
nachgewiesen werden. Es kam zu einem sehr schnellen in vivo-Silencing des
Reportergens und einer Variegation der p-Gal-Expression in den Tumorzellen.
Lediglich der Klon 1ID11 zeigte mehr als 20% blaue Zellen in situ und bildete
zahlreiche Kolonien in der Leber.

Die von uns generierten Transfektanden unterschieden sich von analog generierten
T-Zelllymphom-Transfektanden anderer Arbeitsgruppen deutlich (Kruger et al.,
1999). Bei diesen war namlich gezeigt worden, dass sich das JacZ-Gen
hervorragend zur histochemischen und FACS-Visualisierung von Mikrometastasen
und somit zur Tumor Dormancy eignete.

Von diesen 1ID11-Tumorzellen aus Tumorfoci der Leber eines der Tiere erwarteten
wir eine hdéhere B-Gal-Expression und einen verbesserten Lebertropismus. Die
Tumorzellen wurden deshalb isoliert und anschlieRend ex tumore kloniert. Das
Resultat dieser ex tumore-Klonierung waren 58 Klone. Sie zeigten wiederum eine
unterschiedliche B-Gal-Expression. Mehr als ein Viertel der erhaltenen Klone zeigte
hier jedoch eine lacZ-Expression von 100%.
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Auch die ex tumore isolierten, nicht exprimierenden Zellen trugen das Reportergen,
was mit der PCR gezeigt werden konnte. Dem Ph&anomen des in vivo Silencing (bei
gleichzeitig stabiler Expression in Zellkultur) sind wir nicht weiter nachgegangen, da
wir uns damit von der eigentlichen Frage des Projektes zu weit entfernt hatten. Es
steht jedoch eine groRe Auswahl an transfizierten A20-Klonen fir weitere
tumorbiologische Analysen zur Verfiigung.

Im Folgenden wurden dann einige dieser verschieden stark p-Gal-exprimierenden ex
tumore-A20-lacZ-Zellklone im Tier untersucht. Es zeigte sich ein ausgepragter
Hepatotropismus in Ubereinstimmung mit der Rationale unseres Vorgehens.
Unterschiede bestanden jedoch in der Tumorigenitat der einzelnen Klone. Aulterdem
konnte gezeigt werden, dass Tumorigenitat und B-Gal-Expression nicht korreliert
waren.

Der Klon E12E wurde fir alle folgenden Untersuchungen ausgewahlt, da er
gleichzeitig die starkste B-Gal-Expression und die hochste Tumorigenitat von allen
Klonen aufwies.

Im Gegensatz zur Parentalzelllinie A20 wurde die Pathogenitdt des Leber-
infiltrierenden Klons E12E nicht signifikant durch die hamatopoetische Rekonstitution
beeinflusst. Das verringerte Tumorwachstum und die dadurch bedingte verringerte
Pathogenitat der A20-Zellen gegentber den E12E-Zellen ist im Zusammenhang mit
der Immunogenitat zu sehen. Ein Grund daflr, dass der Leber-adaptierte E12E-Klon
nur schwach immunogen zu sein scheint, ist sicherlich die Tatsache, dass die Leber
ein stark tolerogenes Organ ist (Bumgardner et al., 1998 und Knolle & Gerken,
2000). Die immunhistologische Analyse von Lebern, die Tumorfoci aufwiesen, zeigte
eine hohe Zahl infiltrierender T-Zellen, die jedoch keinen erkennbaren Einflul® auf die
Tumorentwicklung hatten. Eine funktionelle Analyse dieser ,Observer*-T-Zellen steht
noch aus.

Charakteristika des Tumorwachstums im KMT-Modell

Bei i. v. Gabe von A20-Zellen kam es in immunsupprimierten Tieren in vielen
Organen wie Lunge, Milz, Leber, Ovarien, Darm und vor allem der Bereich des
Retroperitoneums (Nieren, Ruckenmuskulatur und —mark) zur Tumorbildung. Im
Gehirn, der Speicheldrise und im Herz entwickelten sich keine Tumoren. Alle Tiere
verstarben innerhalb von 3 Wochen. In Abwesenheit einer Immunkontrolle erwies
sich das A20-Lymphom somit als hoch pathogen.
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Die Tumorzelldosis, die nétig war, um nach Rekonstitution durch KMT eine
Tumorbildung auszuldsen, lag bei 10° A20-Zellen. Schon eine 10fach geringere
Dosis fuhrte nicht zur Letalitat. Daraus ergibt sich, dass die Parentalzelle A20 stark
immunogen und nur wenig tumorigen zu sein scheint.

Die Situation stellte sich bei dem ausgewahlten A20-Subklon E12E véllig anders dar.
Zellen dieses Klons siedelten sich primar in der Leber der Tiere (Hepatotropismus)
an. Es kam nur zu sehr spaten Zeitpunkten nach Tumorgabe zu einer
Metastasierung des Tumors in die Bauchhdhle, die nicht mit der Metastasierung des
A20-Tumors vergleichbar ist. Aulterdem ist der A20/lacZ-Klon E12E viel starker
tumorigen als die Parentalzelllinie. Die Gabe von 10* E12E-Zellen fiihrte innerhalb
von 8 Wochen zu Tumoren bei etwa 5% der Tiere. In nicht infizierten BALB/c-
Rezipienten besiedelte E12E die Leber nach 7 Tagen, und progredierte innerhalb
eines Monats zu ausgedehnten Tumorkolonien. Im Vergleich mit der Parentalzelllinie
war das Tumorwachstum in der Leber also starker.

Einfluss einer mCMV-Infektion auf das Tumorwachstum des E12E-
Subklons

Die Tumorentwicklung nach Applikation von A20- oder E12E-Zellen wurde im
Vergleich von nicht infizierten mit infizierten Tieren analysiert. Die Gabe von A20-
oder E12E-Zellen mit paralleler mCMV-Infektion fihrte zu einer deutlichen
Verringerung der Tumorbesiedelung und einer deutlichen zeitlichen Verzégerung
des Tumorwachstums in der Leber. Diese Daten belegen eine bisher unbekannte
Funktion von CMV.

Wurden immunkompetente, gesunde Tiere, bei denen keine Bestrahlung erfolgte,
mit einer ca. 50% letalen Tumorzelldosis belastet, war eine anschlielende Infektion
dieser Tiere vollstéandig kurativ.

Anders verhielt es sich bei temporar immundefizienten KM-transplantierten Tieren:
hier kam es innerhalb der ersten Wochen zur Entwicklung einer massiven
Tumorerkrankung der Tiere und sie erlagen dem Tumor, bereits zwischen der 4. und
der 6. Woche. Wurden die Tiere parallel mit mCMV infiziert, so entwickelte sich der
Tumor interessanterweise erst nach einer Verzdgerung von ca. 4 bis 5 Wochen.
Diese Tiere starben erst zwischen der 8. und 10. Woche bei 10° E12E-Zellen nach 7
Gy Bestrahlung und KMT. Je weniger Tumorzellen gegeben wurden, desto
wahrscheinlicher war es, dass das Virus das Tumorwachstum verhindern konnte
bzw. das Ansiedeln der Tumorzellen in den Tieren inhibiert wurde. Die meisten der
Versuche wurden mit einer sehr hohen initialen Tumorzellzahl durchgefiihrt. Wurden
stattdessen nur wenig Tumorzellen (10* E12E/Tier) gegeben, war die Dauer bis zur
Entwicklung massiver Tumoren in der Leber deutlich langer. Etwa zwei Drittel der
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infizierten Tiere entwickelte wahrend des gesamten Untersuchungszeitraumes von
bis zu einem Jahr gar keinen Tumor.

Der antitumorale Effekt des Virus ist von der hamatopoetischen Rekonstitution durch
KMT unabhangig. Mit anderen Worten funktioniert der CMV-Effekt auch ohne KMT.
Bereits am siebten Tag nach hamatoablativer y—Bestrahlung war der beobachtete
Effekt in Rezipienten mit KM-Aplasie und Panleukozytopenie wirksam. Zu diesem
frihen Zeitpunkt waren schon zahlreiche kleinste Tumorkolonien in den nicht
infizierten Tieren sichtbar, die im Verlaufe der folgenden Tage deutlich progredierten.
Demgegenulber traten Tumoren in infizierten Tieren nur vereinzelt auf und waren
meistens erst ab der dritten Woche nachweisbar.

Unter den gewahlten Bedingungen (ohne KMT) war die mCMV-Infektion im
Organismus nicht mehr kontrollierbar und fuhrte innerhalb von 12 bis 18 Tagen zum
Tod der Tiere. Somit erwies sich die Auswertung zwischen den Tagen 10 und 12
nach Behandlung daher als ein guter Kompromiss, da die Tumorzellen bzw.
Tumorkolonien auch zu sehr friihen Zeitpunkten gut in immunhistochemisch
gefarbten Leberschnitten ausgezahlt werden kénnen.

TNF-a und andere Zytokine als mogliche Mediatoren des antitumoralen
Effektes

TNF-alpha gehért zur Klasse der Zytokine und wird vorwiegend von aktivierten
Monozyten und Makrophagen gebildet (Carswell et al.,, 1975). Es ist nicht
glykosyliert und besteht aus drei identischen Polypeptidketten von jeweils 157
Aminosauren. Zwischen den Aminosauren Cysteingg (beim Menschen, bei der Maus
Cystein;1) und Cysteinqg, befindet sich eine Disulfidricke. Jede Polypeptidkette hat
ein Molekulargewicht von 17,35 kDa (Beutler & Cerami, 1986).

Die Bedeutung von TNF-alpha innerhalb des Immunsystems ist in seiner zentralen
regulatorischen Rolle bei Entzindungs- und Immunreaktionen und in seiner
antitumoralen Wirkung zu sehen. Es wird zu einem sehr frlhen Zeitpunkt der
Entzindung gebildet und I6st eine verstarkte Freisetzung von Plasmaproteinen und
eine vermehrte Wanderung von Phagozyten und Lymphozyten ins Gewebe aus.
Dieses Zytokin wird therapeutisch eingesetzt, um Weichteilsarkome der Extremitaten
zu behandeln. Die Wirkung besteht in einer Schrumpfung der Tumoren, welche die
anschlieRende operative Entfernung beginstigt (Eggermont & Hagen, 2001).

Viele Zellen besitzen auf ihrer Oberflache TNF-Rezeptoren. Durch die Bindung von
TNF-alpha an diese Rezeptoren werden eine Reihe spezifischer
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Signaltransduktionsprozesse ausgelost, die je nach Zelltyp zu bestimmten
Zellantworten flihren. Eine davon ist die Beeintrachtigung des Tumorwachstums
durch die Veranderung der Bildung von Oberflachenproteinen u. a. von solchen, die
die Bindung an andere Zellen sowie die Produktion von Wachstumsfaktoren
bewirken. Hierzu zeigten Leibovich et al. (1987), dass TNF-alpha einerseits das
Tumorwachstum durch die Gefallneubildung (Neoangiogenese) fordert, andererseits
eine direkte zytotoxische Wirkung auf Tumorzellen hat. TNF-alpha schadigt auch die
Gefalke von Tumoren, so dass mikroskopisch kleine Thrombosen entstehen und
Immunzellen in den Tumor eindringen kénnen (Terlikowski et al., 1997).

Wir haben das Zytokin TNF-alpha auf seine Tumor-inhibierende Wirkung, die bereits
friher beschrieben wurde (Terlikowski et al., 2001; Terlikowski et al., 2002), getestet.
Dazu wurden immunsupprimierten Tieren E12E-Zellen i. v. appliziert. Optional
wurden die Rezipienten mit mCMV infiziert. Ein Teil der nicht infizierten Tiere erhielt
zusatzlich TNF-alpha, um die eventuell durch die mCMV-Infektion ausgeloste TNF-
alpha-Produktion zu imitieren. Andere Tiere, die infiziert wurden, bekamen zudem
noch Antikérper gegen TNF-alpha, um den antitumoralen Effekt wieder aufzuheben.
Beide Ansatze zeigten jedoch, dass TNF-alpha nicht fiir den antitumoralen Effekt
durch mCMYV verantwortlich ist.

Es ist bekannt, dass die mCMV-Infektion zu einer Erhéhung der Zytokine IL-1a., IL-6,
IL-12, TNF und IFN-y im Serum fihrt (Ruzek et al., 1997). Fur IL-12 konnte z. B. eine
antitumorale Wirkung gegen verschiedene Maustumoren des hamatopoetischen
Systems gezeigt werden (Gautam et al., 2000).

So konnten im Serum infizierter Tiere unseres Modells Faktoren enthalten sein, die
den  beobachteten  antitumoralen  Effekt  vermitteln.  Deshalb  wurde
immunsupprimierten Mausen, die Tumorzellen erhalten hatten, das entsprechende
Serum intravends injiziert. Es kam in diesen Tieren allerdings nicht zur Kontrolle des
Tumors.

Auch die Inkubation der E12E-Zellen in diesem Serum, bevor diese den Tieren
appliziert wurden, hatte keinen inhibierenden Einfluss auf das Tumorwachstum.
Letztlich hatte auch die Kultivierung von E12E-Zellen mit unterschiedlichen
Serumkonzentrationen aus infizierten Tieren keine negative Auswirkung auf ihr
Wachstum.

Daraus 14t sich schlieflen, dass von Bestandteilen des Serums keine antitumorale
Wirkung ausgeht.
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Einfluss von mCMV auf die E12E-Zellen

Es ist seit langem bekannt, dass Viren Tumorzellen infizieren und lysieren kdnnen.
Solche Viren nennt man onkolytische Viren. Beispiele flr derartige Viren oder
Virusvarianten sind: das Newcastle Disease Virus, das Vesikuldre Stomatitis Virus,
Parvoviren und Adenoviren.

Ein weiteres Beispiel fiir Anti-Krebs-Viren sind Reoviren. Sie replizieren sehr schnell
und sind fir den Menschen apathogen. Bekannt ist, dass Reoviren nur Zellen
infizieren, die Salinsauremolekile auf der Oberflache tragen. Der Virologe Patrick
Lee entdeckte, dass jedoch noch weitere Faktoren fir die Virusreplikation notwendig
sind: unter anderem das ras-Protein (Coffey et al., 1998). Dieses ras-Protein
blockiert ein 65kDa-Phosphoprotein, das sonst die Virussynthese in der Zelle
verhindern wirde. Ras ist ein bekanntes Onkogen, dessen Aktivierung zur
Proliferation von ruhenden Zellen flhrt, wodurch Tumore enstehen und das in
zahlreichen Krebsarten Uberexprimiert wird. Es zeigte sich, dass Reoviren ras-
exprimierende Zellen besonders gut infizieren. Nach der Gabe von humanen
Glioblastomzellen in immundefiziente Mause und dem anschliellenden Applikation
von Reoviren kam es in 65-80% der Mause zur Tumorremission (Coffey et al.,
1998).

Neben diesen potentiell ,onkolytischen Viren“ wird in verschiedenen Laboratorien
daran gearbeitet, auch andere Viren so zu verandern, dass sie Krebszellen
gegenuber Strahlen- oder Chemotherapie empfindlicher machen (Bischoff et al.,
1996; Pensini, 1998).

Eines dieser gentechnisch veranderten onkolytischen Viren ist das Adenovirus
~LONYX-015“. Um replizieren zu kdnnen, blockieren Adenoviren p53 in ihren
Wirtszellen. Durch eine Deaktivierung des Blockade-Gens, kann sich ONYX-015 nur
in Zellen vermehren, in denen p53 abgeschaltet ist — z. B. in Krebszellen. So zeigten
die Versuche in Nagetieren, dass ONYX-015 tatsachlich Krebszellen ausléscht,
ohne gesunde Zellen anzugreifen (Bischoff et al., 1996 und Heise et al., 1997).
Mittlerweile hat ONYX-015 die klinischen Testphasen | bis Il erfolgreich bestanden
(Heise et al., 1999; Khuri et al., 2000).

Die wichtigste Frage flir uns war nun, ob die A20-Parentalzelllinie oder die E12E-
Linie durch mCMV infizierbar ist. Es zeigte sich, dass in unserem Modellsystem
weder die A20-Parentalzelllinie noch die E12E-Zellen durch mCMV infiziert werden
konnten. Dies konnte in vivo und in vitro nachgewieen werden. Weder die Zugabe
von mCMV zu dem E12E-Lymphom in Zellkultur, noch die immunhistologische
Doppelfarbung fiir das IE1-Protein und das B-Zell-Antigen zeigten einen Hinweis
dafir, dass die Tumorzellen infizierbar sind. Ebenso konnte keine Korrelation
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zwischen dem Grad der Infektion eines Organs und der Tumorlast in den Tieren
gefunden werden.

Ferner wurde in Tumorzellen in direkter Nachbarschaft zu infizierten Hepatozyten
keine Apoptose ausgeldst. Die aktive proapoptotiche Caspase-3 war in diesen
Tumorzellen nicht nachweisbar. Gleichzeitig war auch die Proliferation der
betrachteten Tumorzellen nicht eingeschrankt, was durch immunhistologische
PCNA-Farbungen gezeigt werden konnte. Bestatigt wurde dies dadurch, dass in
vielen Tumorfoci Mitosestadien sich gerader teilender Zellen detektiert wurden.

Obwohl Cytomegaloviren viele verschiedene Zelltypen in vivo infizieren kénnen
(Ibanez et al., 1991; Sinzger et al., 1996; Plachter et al., 1996; Podlech et al., 1998;
Hanson et al., 1999 und Andrews et al., 2001), sind nicht alle Zelltypen von einer
mCMV-Infektion betroffen. Beispielsweise Lymphozyten werden nicht durch mCMV
infiziert (Podlech, persdnliche Mitteilung), und es sind bisher auch keine Falle
bekannt, in denen mCMV onkolytisch auf Tumorzellen wirkt. Der antitumorale Effekt
wird also nicht durch die mCMV-Infektion per se ausgeldst.

Um den Einfluss der CMV-Erkrankung auf den Tumor zu untersuchen, wurden
Mause nach Immunsuppression, Infektion und Tumorgabe einer praemptiven
antiviralen Therapie unterzogen. Sie erhielten zytotoxische T-Lymphozyten (CTL),
die spezifisch fir das mCMV-IE1-Peptid mit der Sequenz YPHFMPTNL sind
(Holtappels et al., 2002). Diese IE1-CTL verhinderten die mCMV-Erkrankung der
Tiere nahezu vollstdndig. Das Uberraschende Ergebnis, dass durch eine antivirale
mCMV-Therapie mittels |IE1-spezifischen CTL der antitumorale Mechanismus nicht
beeinflusst wird, lasst den Schluss zu, dass die Leberinfektion nicht der Grund fir
die Tumorinhibition ist. Diese interessante Beobachtung erlaubt eine deutliche
Unterscheidung und Trennung zwischen dem Anti-Tumor-Effekt und den
pathogenen Folgen der Gabe von infektiosem Virus, namlich der Infektion und
gegebenenfalls der Entziindungsreaktion.

Applikation von nicht-replikativem Virus

Die Inaktivierung des Virus durch UV-Licht und seine anschlieiende Gabe im
Tierversuch sollte aufklaren, inwieweit replikatives Virus flir den antitumoralen Effekt
notwendig ist. Die UV-Bestrahlung von Virus fihrt zu Schadigungen der Virus-DNA.
In der Folge ist das ,UV*“-Virus nicht mehr replikationsfahig. Die intraplantare Gabe
von mCMVY filhrte zu keinem antitumoralen Effekt, jedoch die intravendse
Applikation. Die Unwirksamkeit nach intraplantarer Gabe beruht mdéglicherweise
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darauf, dass inaktiviertes Virus nicht hdmatogen disseminiert und somit den Wirkort
Leber nicht erreichen kann. Infektidses Virus jedoch erreicht nach subkutaner
Infektion durch die Viramie die Leber. Der Anti-Tumoreffekt ist also tatsachlich
unabhangig von Infektion und Entziindung.

Gestorte Extravasation der Tumorzellen

Murines CMV wirkt bereits zu einem sehr frihen Zeitpunkt, am Tag 7 nach Infektion
und Tumorgabe, antitumoral. Aus diesem Grund vermuteten wir als
wahrscheinlichsten Mechanismus eine Inhibition der Extravasation
(transendotheliale Migration/Diapedese) der Tumorzellen aufgrund einer gestorten
Kommunikation zwischen Tumorzelle und sinusoidalem Endothel der Leber
(Nicolson et al., 1989; Honn & Tang, 1992; Chambers et al., 1995; Incardona et al.,
1995; Hangan et al., 1997; Yoon et al., 2003). Hierflir koénnte eine gestorte
Interaktion zwischen Tumorzelle und dem Endothel beim Prozess der Anheftung
oder Migration der Tumorzellen verantwortlich sein. Denkbar ware, dass das
Triggering oder die Adhasion durch eine veranderte Expression von
Adhasionsmolekilen/Selektinen und Integrinen, aber auch die frihe Angiogenese
beeintrachtigt sind. Den entscheidenden Hinweis dafiir zeigte das Experiment, in
welchem der antitumorale Effekt durch nicht replikatives Virus auslésbar war. Die
UV-Bestrahlung des Virus fuhrt nicht zu einer Zerstérung der Virionproteine, die
somit als Induktoren flir den antitumoralen Effekt verantwortlich sein kdnnten. So
wollen wir in Zukunft die zellularen und molekularen Mechanismen aufklaren, tUber
die das Virus die transendotheliale Zell-Migration inhibiert. Dies erfordert die
Identifizierung des viralen Liganden, der diesen Effekt induziert und die Aufklarung
der zu diesem Effekt fihrenden molekularen Prozesse der Endothelzelle auf das
virale Signal.

Die Bindung von CMV an die Zielzellen der Infektion erfolgt Uber die
Hullglykoproteine. Fir den Effekt konnten aber auch Tegument- und/oder
Kapsidproteine wichtig sein. Es ist jedoch naheliegender, dass eines der Virion-
Hullglykoproteine (gB, gO, GH, gM, gL, UL4-gp48) bzw. deren Komplexe gCl (gB),
gCll (gM)und gClll (gH, gL, gO) als Ausléser in Frage kommen. Mit Ausnahme von
gO und UL4-gp48 sind in hCMV alle Hullglykoproteine essentiell fir Infektiositat
(Hobom et al., 2000). Eine besonders wichtige Rolle spielt das Hiuillglykoprotein gB.
Das Gen M55 von mCMV kodiert fiir das Hiuillglykoprotein gB, das Homologon zu
UL55-gB von hCMV. Fir mCMV konnte dies bisher noch nicht gezeigt werden.
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Aufgrund der Homologie der beiden Viren ist aber ein &hnliches Resultat
anzunehmen (Chou & Marousek, 1992; Rapp et al., 1992).

Durch mCMV ausgeloster Shut the door-Mechanismus

Dieses Projekt besitzt noch weiterreichende Implikationen. Eventuell fihrt dieser
Mechanismus dazu, dass nach Virusdissemination in ein Zielorgan auch antivirale
Immunzellen an der Extravasation/Gewebeinfiltration und damit an der Auslbung
ihrer antiviralen Effektorfunktionen gehindert werden.

Es kénnte sich dabei um einen generellen Shut the door-Mechanismus des Virus
handeln. Somit wirde die antivirale Immunkontrolle in Zielorganen der Infektion
zumindest zeitweise aufgehalten werden.

Es stellt sich schlieBlich die Frage, ob der Effekt wirklich genereller Natur ist; ob er
also auch Leukamiezellen anderer Differenzierungslinien und vielleicht auch normale
Leukozyten betrifft.

Ausblick

Wir wollen andere Tumorzelllinien in unserem murinen Modellsystem untersuchen.
Als nachstes wollen wir ein T-Zell-Lymphom, welches wir von der Arbeitsgruppe von
Prof. V. Schirrmacher (DKFZ, Heidelberg) erhalten haben, analysieren. Diese Linie
wird uns erméglichen, zu testen, ob der virale Effekt nur am sinusoidalen Endothel
der Leber wirksam ist, oder ob auch die Extravasation von Tumorzellen an anderen
Endothelien inhibiert wird.

In einigen Arbeiten konnte gezeigt werden, dass die Bindung von hCMV-gB an
seinen zellularen (noch nicht endglltig identifizierten) Rezeptor zu einer
umfassenden Modulation der zellularen Transkription fihrt. Interessanterweise
waren Gene betroffen, die bekanntermalien auch durch Interferone stimuliert werden
(Interferon Stimulated Genes, ISGs) (Zhu et al., 1998; Boyle et al., 1999; Simmen et
al.,, 2001). Wenn ISG in den Effekt involviert sind, dann sollte dieser mit
rekombinanten IFN induziert werden konnen. Da wir aber erwarten, dass die
Stimulation Uber den alternativen Weg der gB Bindung erfolgt, sollten anti-IFN-Ak
den Effekt von UV-inaktiviertem Virus nicht inhibieren. Jedoch existieren derzeitig fir
mCMYV keine neutralisierenden anti-gB-Antikorper.
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Abbildung 37: Schematische Darstellung des Glykoprotein B von hCMV.

Genomische Anordnung des Glykoprotein B (HY = Hydrophobe Domane; ZYTO =
zytoplasmatische Doméane). Mégliche Modifikationen des gB (transmembranes, solubles +/-
gfp (green fluorescent protein)).

Die gB aller Herpesviren besitzen untereinander eine verschieden stark ausgepragte
Strukturhomologie. Es ist somit nicht auszuschlielen, dass das gB unterschiedlicher
Herpesviren den Effekt ausldésen kann. In Zukunft werden wir testen, ob hCMV (und
andere Herpesviren) ebenfalls den antitumoralen Effekt aufweisen. Sollte hCMV dies
tun, steht aus der Arbeitsgruppe von Theresa Compton (Universitdt Wisconsin)
gereinigtes, solubles gB zur Testung zur Verfiigung (siehe Abb. 37). Des Weiteren
konnte gfp (green fluorescent protein) als Reporteranteil an das |8sliche gB
gekoppelt werden und in Mause appliziert werden. Auflerdem kdnnten nicht
infektiose subvirale Partikel, so genannte Dense Bodies die gB in ihrer Hiille tragen,
zur Auslésung des Effektes eingesetzt werden (Arbeitsgruppe B. Plachter an
unserem Institut).

Solubles gB (gewonnen durch Uberexpression in Baculovirus-Systemen und
nachfolgender immunaffinitats-chromatographischer Reinigung) wirkt zwar in vitro
signalinduzierend; eine mdgliche antitumorale Wirksamkeit in unserem Modell ist
aber nicht eindeutig eruierbar, weil gB eventuell nur im Kontext mit einer Membran
den antitumoralen Effekt auszulésen vermag. So planen wir die Herstellung von
Herpesviren, deren gB durch mCMV-gB ausgetauscht werden soll. In Frage
kommen Austauschmutanten basierend auf dem a-Herpesvirus HSV und dem v-
Herpesvirus MHV-68 (Abb. 38). Jedoch dirfen HSV und MHV-68 selbst keinen
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antitumoralen Effekt besitzen. Das gB von MHV-68 zeigt 53,8% Homologie zum
mCMV-gB (Virgin et al., 1997; Rawlinson et al., 1996). Aus einer Kooperation steht
uns ein MHV-68 BAC-KIlon fir die Mutagenese zur Verfugung (Adler et al., 2000).

Shuttle Plasmid (9 kb)

gB-MHV-68,
bzw. gB-HSV

MHV-68-BAC (130kb)
oder HSV-BAC (152kb)

Abbildung 38: Klonierungsstrategie fiir das MHV-68-gB-BAC bzw. HSV-gB-BAC.
Erlauterungen zur Klonierung erfolgen lediglich fir das MHV-68-System: Klonierung von
MHV-86 ORF 8 (gB) mit ca. 2kb symmetrisch flankierenden Bereichen in Shuttle-Plasmid
pST76K_SR, gefolgt von einem Austausch des ORF 8 durch mCMV ORF M55 (gB).
AnschlieRende Transformation des Shuttle-Plasmids in DH 10B (recA negative E. coli), die
bereits stabil das MHV-68 Genom als BAC tragen. Homologe Rekombination, gefolgt von
Selektion auf rekombinante BAC-Plasmide. Isolierung der rekombinanten BAC DNA und
Transfektion in  BHK-21-Zellen. Letztlich Plaquereinigung, Virusproduktion und
Virusreinigung.

Vorrausetzung fur die Herstellung von herpesviralen gB-Austauschmutanten ist,
dass mCMV-gB die Morphogenese der rekombinanten MHV-68 Virionen unterstitzt.
Ein alternativer Ansatz ist deshalb die Herstellung von Rabies-Virus-Pseudotypen,
die in ihrer Hille mCMV-Glykoproteine tragen. Diese Virus-Pseudotypen wirden
dann selektiv mCMV gB, im Bedarfsfall auch andere mCMV Hiullglykoproteine, auf
ihrer Oberflache exprimieren.

Das Rabies Virus (RV) ist ein umhilltes Minus-Strang RNA-Virus, es gehdrt zur
Familie der Rhabdoviridae (Genus Lyssa-Virus).
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Abbildung 39: Generierung von RV-mCMV-gB-Pseudotypen.

Generierung eines Expressionsvektors fir das Hybridglykoprotein: in frame Klonierung eines
mCMV M55 PCR Fragments in einen T7/EMCV IRES Expressionsvektor, der bereits die
kodierenden Sequenzen fiir den zytoplasmatischen RV-G Anker enthalt. Transfektion des
Expressionsplasmids in VVT7-Zellen. Kontrolle der Oberflachenexpression von mCMV-gB
durch Immunfluoreszenz mit monoklonalen Ak gegen mCMV-gB. Generierung der
Pseudovirionen durch Trans-Komplementierung.

Die Rabies-Virus-Pseudotypen tragen anstelle ihres einzigen Glykoproteins G ein
Hybridmolekil aus dem HIV Env und der zytoplasmatischen Doméane von RV-G in
der Hille. Das RV-G ist fir ihre Morphogenese nicht essentiell (Mebatsion &
Conzelmann, 1996). In einer Kooperation mit Prof. Dr. K. Conzelmann koénnten wir
diese RV-mCMV-gB-Pseudotypen herstellen.
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6 Anhang

Anhang | zum Kapitel ,In vivo Untersuchung der A20/lacZ-Klone der ersten

Generation“ (Kap. 2.2.5.3 und 3.4.1).
Die grau markierten Wells zeigen einen Zellklon an, alle nicht grau markierten Wells

waren negativ.
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Anhang Il zum Kapitel ,/In vivo Untersuchung der A20/lacZ-Klone der ersten
Generation® (Kap. 3.4.1):

Die grau unterlegten Klone wurden nicht untersucht.

lacZ-Farbung | nach 2 Wochen

lacZ-Farbung Il nach 4 Wochen

lacZ Farbung lll nach 6 Wochen

Klon negativ | <50% | >50% [~ 100 %| [Klon negativ | <560% | >50% |~ 100 % | [Klon negativ | <50% | >50% | ~ 100 %
| A4 | A4 | A4
| A9 X | A9 X 1 A9 X
1 B2 1 B2 1 B2
ica ica ica
| C7 X | C7 X 1C7 X
1C9 X 1 C9 X 1C9 X
| D5 x | D5 x 1 D5 x
| E5 | E5 | E5
| E10 x | E10 x 1 E10 X
| G1 X | G1 X 161 x
1 G3 X | G3 x 1G3 X
1G10 X 1 G10 x 1G10 X
| Ho X | Ho X I H9 x
| negativ | <50% | >50% [~ 100 %] | negativ | <50% | >50% |~ 100 %] | negativ | <50% | >50% | ~ 100 %
(A1 (A1 (A1
(D11 x (D11 x (D11 X
[ E9 x [ E9 x =) X
HF12 NF12 N F12
[t G10 x [t G10 X [ G10 x
| negativ | <50% | >50% |~ 100 %] | negativ | <50% | >50% |~ 100 %] | negativ | <50% | >50% | ~ 100 %
[ A11 [ A11 [l A11
[mB10 X [ B10 X [ B10 X
[ c7 X [ c7 x [mc7 X
[ c12 X [ c12 X [ c12 X
[ D2 [ D2 [l D2
[ln D6 x [ln D6 x ln D6 X
[ E3 X [ E3 x [ E3 X
[ F1 [ F1 [ F1
[ F3 X [ F3 x [ F3 x
[l F4 X [l Fa X [l Fa X
[ F8 X [ F8 X [ F8 X
[ Fo X [ Fo X [l Fo X
[ G X [ Go x [ln o X
[ H5 [l H5 [l H5
[l H10 x [l H10 X [l H10 x
[ H11 [ H11 [ H11
negativ | <50% | >50% [~ 100 % negativ | <560% | >50% |~ 100 % negativ | <50% | >50% | ~ 100 %
IV B5 X IV B5 X IV B5 X
IV B12 X IV B12 X IV B12 X
Ivcs X v cs X Ivcs x
IV D4 IV D4 IV D4
IV E4 X IV E4 X IV E4 x
IV F1 x IV F1 x IV F1 x
IV G5 X IV G5 X IV G5 x
IVG6 X IVGe X IVG6 X
IV G7 X vV G7 X IVG7 X
IV H10 X IV H10 X IV H10 X
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lacZ-Farbung | nach 2 Wochen

lacZ-Farbung Il nach 4 Wochen

lacZ Farbung lll nach 6 Wochen

negativ | <50% | >50% | ~ 100 % negativ | <50% | >50% | ~ 100 % negativ | <50% | >50% | ~ 100 %
V B4 X V B4 X V B4 X
vV B7 Vv B7 Vv B7
V B9 X V B9 X V B9 X
V Cé X vV C6 X vV C6 X
V C11 X vV C11 X V C11 X
V D4 X vV D4 X vV D4 X
VvV D11 X VD11 X V D11 X
V E5 X V E5 X V E5 X
V F1 X V F1 X V F1 X
V F3 VF3 V F3
V Fé X V F6 X V F6 X
V F7 X V F7 X Vv F7 X
V F10 X V F10 X V F10 X
Vv G7 X VvV G7 X VvV G7 X
V G8 vV G8 VvV G8
negativ | <50% | >50% | ~ 100 % negativ | <50% | >50% | ~ 100 % negativ | <50% | >50% | ~ 100 %
VI D10 X VI D10 X VI D10 X
VI G6 X VI G6 X VI G6 X
negativ | <560% | >50% | ~ 100 % negativ [ <50% | >50% | ~ 100 % negativ | <60% | >50% | ~ 100 %
Vil B8 X VIl B8 X VIl B8 X
VIl D10 X VI D10 X VI D10 X
VII F6 X VII F6 X VII F6 X
VIl H10 VIl H10 VIl H10
negativ | <50% | >50% | ~ 100 % negativ | <50% | >50% | ~ 100 % negativ | <50% | >50% | ~ 100 %
VIl A6 X VIl A6 X Vil A6 X
Vil B10 X VIl B10 X Vil B10 X
Vil B12 Vil B12 X Vil B12 X
Vil C4 VIl C4 X VIl C4 X
VIIl C5 VIl C5 X VIl C5 X
VIl C6 X VALK X Vil C6 X
Vil C9 X Vil C9 X Vil C9 X
Vil C10 X VIl C10 X VIl C10 X
VIl D5 X VIl D5 X VIl D5 X
VIl D6 X VIl D6 X Vil D6 X
VIl D10 X Vill D10 X VIl D10 X
VIIIE10 X VIIIE10 X VIIIE10 X
VIl E11 X VIl E11 X VIl E11 X
VIl F7 X VIl F7 X Vil F7 X
VIl G6 X VIl G6 X VIl G6 X
VIl H11 X VIl H11 X VIl H11 X
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lacZ-Farbung | nach 2 Wochen

lacZ-Farbung Il nach 4 Wochen

lacZ Farbung lll nach 6 Wochen

negativ | <50% | >50% | ~ 100 % negativ | <50% | >50% | ~ 100 % negativ | <560% [ >50% | ~ 100 %
IX A9 IX A9 IX A9
IX B4 IX B4 IX B4
IX B10 IX B10 IX B10
IX B12 X IX B12 X IX B12 X
IX D4 X IX D4 X IX D4 X
IX D11 X IX D11 X IX D11 X
IX E8 X IX E8 X IX E8 X
IX E11 IX E11 IX E11
IX F5 X IX F5 X IX F5 X
IX F8 X IX F8 X IX F8 X
IX F9 X IX F9 X IX F9 X
IX F12 X IXF12 X IXF12 X
IX G4 X IX G4 X IX G4 X
IX H10 X IX H10 X IX H10 X
IX H11 IX H11 IX H11
negativ | <50% | >50% | ~ 100 % negativ | <560% | >50% | ~ 100 % negativ | <50% | >50% | ~ 100 %
X A6 X X A6 X X A6 X
X A10 X X A10 X X A10 X
X B7 X X B7 X X B7 X
X B9 X B9 X B9
X B12 X X B12 X X B12 X
X C4 X C4 X C4
X C10 X X C10 X X C10 X
X D9 X X D9 X X D9 X
X E4 X X E4 X X E4 X
X E6 X X E6 X X E6 X
X E10 X X E10 X X E10 X
X F4 X X F4 X X F4 X
X F5 X X F5 X X F5 X
X G4 X X G4 X X G4 X
X G10 X G10 X G10
XG11 X XG11 X XG11 X
X H5 X H5 X H5
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Anhang lll zum Kapitel ,Generierung der A20/lacZ-Klone zweiter Generation“ (Kap.
3.4.3).

Die grau markierten Wells zeigen einen Zellklon an, alle nicht grau markierten Wells
waren negativ.
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Anhang IV zum Kapitel ,Generierung der A20/lacZ-Klone zweiter Generation“ (Kap.
3.4.3):

Die grau unterlegten Klone wurden nicht untersucht.

lacZ-Farbung | nach 2 Wochen

lacZ-Farbung Il nach 4 Wochen

lacZ Farbung lll nach 6 Wochen

Klon |negativ|<50%|>50%|~ 100 % Klon |negativ|<50%|>50%|~ 100 % Klon | negativ |<50% |>50% | ~ 100 %
A1F X A1F A1F

A3G X A3G A3G

A5G X A5G X A5G X

B10G X B10G B10G

C3C X C3C X C3C

C3H X C3H C3H

D6C X D6C D6C X

D7H D7H D7H X

E12E X E12E X E12E X

E2B X E2B X E2B X

F5B X F5B X F5B X

F7A X F7A F7A X

H10D X H10D H10D X

H11H X H11H X H11H X
H3F X H3F H3F X

110E X 110E X 110E X

I19F X 19F X 19F X

J3B J3B X J3B X

J7E J7E X J7E X
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