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Einleitung

1. EINLEITUNG
1.1 Krebs

Krebs stellt eine Erkrankung mit hoher Inzidenz dar, von der jeder zweite bis dritte
Mann und jede dritte Frau im Laufe ihres Lebens betroffen sind. Laut WHO starben
allein im Jahr 2008 ca. 7,6 Millionen Menschen weltweit an Tumorerkrankungen'.
Somit ist Krebs die zweithaufigste Todesursache nach den Herz-Kreislauf-
Krankheiten in den westlichen Industrielandern®. Die Krebsentstehung ist ein
mehrstufiger Prozess und beruht auf genetischen und epigenetischen
Veranderungen in den betroffenen Zellen, die vor allem mit Fortschreiten des
Lebensalters gehduft auftreten konnen®. Das bewirkt eine gestérte zellulare
Regulation, die abnorme Proliferation, Invasion und Migration der betroffenen Zellen
verursacht.

Die zunehmende Inzidenz der Krebserkrankungen, sowie die eingeschrankten
Behandlungsmaoglichkeiten bestimmen die groRe Bedeutung einer effizienten
Therapie und den Bedarf an neuen Therapieoptionen.

Chirurgie, Strahlentherapie und Chemotherapie gelten als etablierte Formen der
onkologischen Therapie®. Bei der Chirurgie wird das betroffene Tumorgewebe
reseziert und entfernt. Dadurch wird ein weiteres Wachsen des Tumors unterbunden.
Das fuhrt jedoch nicht immer zu Heilung der Erkrankung. Bei der chirurgischen
Intervention konnen bereits existierende, distante Metastasen oftmals nicht
behandelt werden. Deshalb besteht das Risiko, dass trotz Operation maligne Zellen
im Korper verbleiben, die zu Rezidiven oder Metastasierung des Tumors fuhren
konnen.

Die Strahlentherapie ist ein Verfahren, bei dem durch ionisierende Strahlung gezielt
entartete Zellen geschadigt oder zerstort werden. Nachteile hierbei sind die
eingeschrankte Anwendbarkeit bei nur bestimmten Tumorarten, sowie die
Mitschadigung von gesundem Gewebe und die Resistenzbildung der Tumorzellen
gegen die Strahlentherapie. Eine weitere, klinisch etablierte Therapieform zur
Tumorbehandlung ist die Chemotherapie. Hierbei werden dem Patienten Arzneistoffe
(Zytostatika) appliziert, die Uber verschiedene Mechanismen (RNA- und DNA-
Synthese, Proteinsynthese, Zellteilung, etc.) in schnell proliferierenden Zellen ihre

Toxizitat entfalten. Die Probleme bei der Anwendung der Chemotherapie leiten sich
8
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aus der Tatsache ab, dass auch gesundes Gewebe geschadigt werden kann und
auch Resistenzmechanismen in den Tumoren aktiviert werden, die die
Chemotherapie ineffektiv machen. Zur Optimierung der Behandlungsstrategien fur
die Tumortherapie wurden in den letzten Jahren neben den klassischen Therapien
auch verschiedene neue Therapieverfahren, wie z.B. die Gentherapie entwickelt.

1.2 Grundlagen der Gentherapie und Tumorgentherapie

Die Gentherapie nutzt den Transfer von sogenannten Fremdgenen in die Zielzellen®.
Hierbei stellen Nukleinsauren, wie die DNA oder RNA das aktive pharmakologische
Agens dar. Fur die Gentherapie sind Tumorerkrankungen von besonders gro3em
Interesse, da sie eine hohe Inzidenz besitzen. Die in den letzten Jahrzehnten
gewonnenen Erkenntnisse zu den molekularen Mechanismen der Tumorentstehung,
sowie die ldentifikation von Genen, die ursachlich in das Geschehen des malignen
Wachstums involviert sind, ermdglichen es auf molekularer Ebene Angriffspunkte fur
eine Tumorbehandlung zu definieren und zu nutzen. In diesem Zusammenhang stellt
die Tumorgentherapie eine Therapieform dar, die unter Nutzung gentechnischer
Methoden in derartige molekulare Mechanismen eingreift. Dabei sind die
therapeutischen Strategien entweder auf das Einbringen von Genkonstrukten
gerichtet, die fur therapeutisch wirksame Proteine oder Enzyme kodieren oder die
direkt und gezielt in die Regulation (Transkription, Translation, Signaling) jener
Prozesse eingreifen, die fur die Tumorentstehung, Progression und Invasion
verantwortlich sind. Obwohl die Intention der Gentherapie im ursprunglichsten Sinne
des Wortes die Therapie ,kranker® Gene vor allem bei genetisch bedingten
Erbkrankheiten (z.B. Immundefizienzen, Mukoviszidose, Hamophilie) zum Ziel hat, ist
das groRe Potenzial dieser Therapieform fur die Behandlung von
Tumorerkrankungen schnell erkannt worden®. Von ca. 1700 bisher publizierten
gentherapeutischen klinischen Studien (Stand 2011) wurden 64,5% im Bereich der
Onkologie durchgefuhrt (s. Abb.1).

Die Gentherapie beruht auf dem Transfer von Genen in somatische Zellen, deren
Expression durch zahlreiche Mechanismen auf molekularer Ebene wie z.B. Korrektur
von genetischen Defekten oder Beseitigung von Mutationen therapeutisch wirken
sollte.
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® Tumorerkrankungen (64,5%)

m Kardiovaskulare Erkrankungen (8,5%)

m Monogenetische Erkrankungen (8,3%)
Infektionskrankheiten (8%)

m Neurologische Erkrankungen (1,8%)

m Augenkrankheiten (1,2%)

mandere (2,5%)

u Gen-Konstruktion (2,9%)

m gesunde Freiwillige (2,3%)

Abb.1: Prozentuale Verteilung der klinischen Gentherapiestudien sortiert nach der behandelten
Krankheit (nach Journal of Gene Medicine, Stand 2011) .

Fir den Gentransfer werden in der Gentherapie virale und nicht-virale Systeme
genutzt (s. Tab.1)%. Virale Vektoren wurden aus RNA- (retrovirale Vektoren) oder
DNA-Viren (adenovirale oder HSV-Vektoren) entwickelt. Sie zeichnen sich durch
hohe Aufnahmekapazitaten fir Transgensequenzen sowie gute Transfereffizienzen
aus. lhr Einsatz ist jedoch noch immer mit Risiken verbunden, wie klinische
Gentherapiestudien wiederholt gezeigt haben®. Nicht-virale Vektoren nutzen
entweder nackte DNA-Vektoren, vorrangig als Plasmide oder verwenden als
Transportvehikel liposomale Systeme, wie z.B. Lipoplexe oder Liposomen. lhre
Transfereffizienzen sind geringer, als die viraler Vektoren. Die klinische Anwendung
nicht-viraler Systeme ist mit geringeren bis keine Risiken fur den Patienten
verbunden®. Es werden verschiedene Tumorgentherapie-Strategien verfolgt, deren
Ziel zum grol3en Teil die Vernichtung des Tumors durch direkte Zerstorung der
Tumorzellen oder die Einflussnahme auf das Tumorwachstum sind (s. Tab.2)'%".
Aus diesem Grunde werden auch verschiedene therapeutisch relevante Gene
untersucht, die in unterschiedlichen Phasen der praklinischen und klinischen
Erprobung sind. Dazu gehodren z.B. Gene, die fur immunstimulatorische Molekile
oder Tumorantigene kodieren, sowie Gene, die fur Prodrug-aktivierende bakterielle
bzw. virale Enzyme (Suizidgene), oder fur bakterielle Toxingene kodieren (s. Abb.2).

10
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Tab.1: Ubersicht iiber in der Gentherapie angewendeten Vektoren und
Gentransfertechniken

Nicht-virale Virale Vektoren Transfermethoden
Vektoren
nackte DNA RNA-Virus basiert Physikalische
Plasmide, Retroviren, Lentiviren Nadelinjektion, Elektroporation
Minicircle ) ) Ultraschall, Ballistischer
antisense Oligo- | DNA-Virus basiert Transfer (Gene Gun), Jet-
n}ilRt(ll\le:}Idﬁl;-{NA Adenoviren, Injektion
> S | Adenoassoziierte-Viren Chemische
Ribozyme, R Lthemische

(AAV), Vaccinia-Viren
Aptamere

Onkolytische Viren

ONYX-015, Reovirus, Herpes
Simplex Virus | (HSV 1)

Kalzium-Phosphat-
Prazipitation, Kationische
Lipide (Lipoplexe, Liposomen)
Kationische Polymere (PEI),
Protein- und Peptid-Carrier

m Antigen (19,7%)

m Zytokine (18,3%)

m Tumor-Supressor-Gene (10,2%)

m Wachstumsfaktoren (7,5%)

= Suizidgene (7%)
Immunabwehr-Gene (6,9%)
Rezeptoren (6,4%)
Replikationsinhibitoren (4,3%)
Marker-Gene (2,9%)
unbekannt (3,3%)
andere (13,4%)

Abb.2: Verteilung der durchgefiihrten klinischen Gentherapiestudien auf dem Gebiet der

Onkologie beziiglich des untersuchten Gens (nach Journal of Gene Medicine, Stand 201 1)7.

Eine wichtige Voraussetzung zu Vermeidung von unerwunschten Nebenwirkungen

der Gentherapie, ahnlich wie bei den klassischen onkologischen Verfahren, ist die

Selektivitat der Tumorzelltoxizitat bzw. der Wachstumshemmung. Im Rahmen der

Tumorgentherapie werden am haufigsten

Suizidgene eingesetzt, die in den

uberwiegenden Fallen fur virale oder bakterielle Enzyme kodieren. Diese, wie z.B.

11
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die Herpes Simplex Virus Thymidinkinase (HSV-tk), die bakterielle
Cytosindeaminase (CD), das Cytochrom P-450 2B1 etc. werden in der Regel von
den humanen Zellen nicht exprimiert'>'®. Die Funktion der Enzyme besteht in der
Aktivierung von nicht-toxischen Prodrugs, die dann in toxische Metaboliten
umgewandelt werden und dadurch zytotoxisch wirken. Derartige Suizidgene werden
bereits seit langerer Zeit klinisch angewendet, wo sie auch antitumorale Wirkungen

zeigen konnten.

Tab.2: Strategien in der Tumorgentherapie.

Gensubstitution Gensuppression Additive Geninsertion
-Ersatz mutierter - Antisense -Immunogentherapie:
Tumorsuppressor- | Technologie z.B. Zytokingene (IL-2, IL-12, IFNs,
gene: z.B. p53, z.B. Oligonukleotide | GM-CSF, G-CSF, TNF-a), MHC-I-
RB-1 BCL-2, B-Raf Gene, Gene kostimulatorischer

Molekile z.B. B7-1, B7-2 Gene
immunogener Antigene, z.B. CEA,
-RNAi-Technologie | PSA,gp100

z.B. siRNA, shRNA
-Suizidgentherapie:

-Ribozyme Toxingene Suizidgene fur Gene-
z.B. gegen mdr1, Directed
mrp-1

-Enzyme/ Prodrug Therapy
(HSV-tk, CD)

-Proapoptotische Gentherapie

-Antiangiogene Gentherapie (z.B.
VEGF)

1.3 Bakterielle Toxine fiir die Therapie von Tumoren

Eine attraktive Alternative zu den Enzym-basierten Suizidgenen stellen Gene dar, die
fir bakterielle Toxine kodieren'. Die Verwendung bakterieller Toxine, wie z.B.
Diphtherietoxin A (DT), Pseudomonas Exotoxin (PE) oder Streptolysin O (SLO) fur
die Tumorgentherapie hat in den letzten Jahren an Bedeutung gewonnen. Sie
vermitteln hohe therapeutische Effizienz und konnen vor allem auch bei sonst

Therapie-resistenten Tumoren eingesetzt werden.

12



Einleitung

In einer Vielzahl experimenteller und klinischer Studien wurden vor allem das
Diphtherietoxin aus Corynebacterium diphtheriae, Pseudomonas-Exotoxin aus
Pseudomonas aeruginosa und das Streptolysin O Toxin aus Streptococcus

t"91® Die ersten zwei Toxine entfalten eine sehr effektive

pyogenes verwende
Toxizitat Uber die Inhibition der Proteinbiosynthese durch die Blockierung des
Elongationsfaktors-2 mittels enzymatischer ADP-Ribosylierung. Das ist bereits fur die
Tumortherapie in verschiedenen Modellen (Prostata-, Pankreas-, Ovarial-,
Bronchialkarzinom, Melanom, Glioblastom etc.) genutzt worden. Fur ein effizientes
Tumortargeting wurden diese Toxine an Liganden in Form von Fusionsproteinen
gebunden, deren Rezeptoren vor allem auf Tumorzellen Uberexprimiert sind™.
Daruber hinaus sind retrovirale Vektoren zur Expression des DT bereits erfolgreich
eingesetzt worden'’. Hierbei wurden fiir die tumorselektive Expression

tumorspezifische Promotoren verwendet'®

. Eine weitere Option der Nutzung besteht
darin, Toxine einzusetzen, deren eigene Zielstruktur Rezeptoren sind, die auf
Tumorzellen exponiert werden und dort signifikant Uberexprimiert sind. Diese
Ausgangssituation schafft so von vornherein eine Tumorspezifitdt und macht die
Internalisierung des Toxins fur eine Entfaltung der toxischen Wirkung uberflissig.

Zu dieser Toxin-Gruppe gehort das Streptolysin O. Das SLO bindet spezifisch an
Cholesterol-Molekule auf der AuRenseite der Zellmembran. Dadurch entstehen bis
zu 30 nm grof3e Membranporen, die eine Durchlassigkeit der Zellmembran bewirken.
In vitro Experimente zeigten, dass die SLO-Expression nach Gentransfer mit
Adenoviren zum Absterben der Tumorzellen und zu einer Hemmung des
Tumorwachstums fuhrt. Diese lokale antitumorale Wirkung des Toxins konnte nach
Injektion der SLO-exprimierenden Adenoviren direkt in den Tumor bestatigt werden.
Nachteil dieses viel versprechenden Ansatzes ist allerdings die mangelnde Spezifitat
und dementsprechend die Notwendigkeit zur Entwicklung eines sicheren
Zielmechanismus.

Ein weiteres Beispiel fur ein alternatives Suizidgen stellt das Clostridium perfringens
Enterotoxin (CPE) dar. Vorteil dieses Gentherapiesystems im Vergleich zum SLO-
System ist die Eigenschaft des CPE selektiv an die CPE-Rezeptoren Claudin-3 und
-4 zu binden, die in einigen epithelialen Tumoren Uberexprimiert sind. Dadurch kann

eine hohere Therapiespezifitat erreicht werden.
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Tab.3: Wirkung und therapeutischer Ansatz bakterieller Toxine.

Toxin Wirkung Therapeutische
Anwendung
Diphtherietoxin A | Inhibition der Proteinbiosynthese durch die | Prostatakarzinom
Blockierung des  Elongationsfaktors-2
mittels enzymatischer ADP-Ribosylierung

Pseudomonas- Inhibition der Proteinbiosynthese durch die | B-Zell-Neoplasien
Exotoxin Blockierung des  Elongationsfaktors-2
mittels enzymatischer ADP-Ribosylierung

Streptolysin O Erhdhung der Membrandurchlassigkeit | Mammakarzinom,
durch Entstehung von  Poren in der | Prostatakarzinom
Zellwand Uber Cholesterol-Bindung

Clostridium Zellschadigung nach Entstehung von | Ovarialkarzinom,
perfringens Membran-Poren-Komplexen in  Folge | Mammakarzinom
Enterotoxin spezifischer Bindung des CPE an Claudin-

4 und -3.

1.4 Das Clostridium perfringens Enterotoxin

Clostridium perfringens (C. perfringens) ist ein grampositives, anaerobes,
unbegeileltes Endosporen-bildendes Stabchen. Es ist ubiquitar verbreitet und
kommt v.a. im Boden, Wasser, Staub, Lebensmitteln sowie im Darm von
Saugetieren vor. Von funf C. perfringens Stammen sind nur Typ A und Typ C
humanpathogen. C. perfringens vom Typ A produziert das C. perfringens
Enterotoxin, welches bei der Ausbildung von Sporen, vornehmlich distal im
Dunndarm sezerniert wird. C. perfringens ist durch das CPE einer der Ausloser fur
Lebensmittelvergiftungen und besitzt neben diesem Enterotoxin noch weitere 13
Toxine, die unter anderem fur die Symptome bei Wundinfektionen wie Gasbrand
verantwortlich sind'®. Das CPE wird in der Mutterzelle bei der Sporulation gebildet
und bei der Lyse der Zelle in die Umgebung abgegeben®. Bei der Aufnahme nicht
genugend erhitzter Speisen konnen die Sporen in den Darm gelangen und dort
auskeimen. Bei der Sporulation setzen sie dann das Toxin frei und dieses fuhrt
aufgrund seiner Wirkung zu Diarrhd und krampfartigen Schmerzen. Das CPE
besteht aus einer Polypeptidkette aus 319 Aminosauren und hat ein
Molekulargewicht von 35 kDa. Im Dunndarm interagiert das toxische Protein mit

seinen Rezeptoren, die an der Aulenseite der Membran epithelialer Zellen sitzen. Es
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ist nachgewiesen, dass das Anheften mehrerer Toxinmoleklle zur Ausbildung von
Porenkomplexen (155-200 kDa) und damit zu einer erhdohten Permeabilitat der
Membran fiihrt?"?. Durch diese Schadigung kommt es zu Zelllyse und somit zu
einem Kollaps der Zelle?®. Bereits kleine Mengen des Toxins kdnnen ausreichen, um
eine Zellschadigung einzuleiten. Durch die Membranporen kénnen auch Ca®*-lonen
einstromen, was dann einerseits durch den Zusammenbruch des kolloid-
osmotischen Gleichgewichtes und andererseits durch Aktivierung verschiedener
Signalkaskadenwege den Tod der Zelle auslst®.

1.5 Claudine als spezifische Rezeptoren der CPE-Wirkung Als Rezeptoren fur
CPE wurden Claudin-3 (alternativ als Rvp.1, rat ventral prostate, genannt) und
Claudin-4 (alternativ CPE-R, Clostridium perfringens Enterotoxin-Rezeptor, genannt)
identifiziert?”. Die Vertreter der Claudin-Familie sind kleine Transmembran-Proteine.
Sie verfugen Uuber vier Transmembran-Domanen sowie zwei extrazellulare
Schleifen?®. Claudine sind der wichtigste Bestandteil der in Epithelien vorkommenden
Zellverbindungen, der sog. , Tight-Junctions® (s. Abb.3).

Clliated cell Four types of TJ proteins

. Mucous layer » occludin 4span
o | woncatea cen > tricellulin 4span
W@" S ‘1’\ » claudins (-1 to -24) 4span

—~ Goblet - Paracellular > JAM ('A to -C) 1span
pathway

Tight junction
protein complex

5%
Bl

°wl P

Claudin

Lipid bllayer
Abb.3: Claudine als Bausteine der , Tight-Junctions“ (nach Fromm et al. 2009)”°. Die ,Tight-
Junctions”  gewabhrleisten die ,Undurchlassigkeit® der Epithelien. Die Claudine fungieren als
wichtigster Bestandteil der ,Tight-dunctions®.

Die "Tight-dunctions" befinden sich im apikalen Bereich von Epithelzellen und stellen

den engen Kontakt zwischen den Membranen benachbarter Zellen her. Diese
15
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Kontakte bilden eine Diffusionsbarriere, die den parazellularen Transport von
Molekulen Uber das Epithel kontrolliert. Die Expression der Claudine wurde in

verschiedenen Geweben untersucht®®®'

. Es ist gezeigt worden, dass jeder der 24
bekannten Subtypen spezifische Expressionsmuster besitzt. Es gibt Claudine, die
ubiquitdar zu finden sind, wie z.B. Claudin-1, und andere, die sehr spezifisch
exprimiert werden, entweder raumlich, wie Claudin-16, oder zeitlich, wie Claudin-6,
das z.B. bei Mausen nur wahrend der Embryogenese exprimiert wird. Darlber
hinaus konnten fur Claudine auch tumorspezifische Expressionsmuster identifiziert
werden wie z.B. fir die Claudine-3 und -4*. Von allen bis jetzt bekannten Claudinen
fungieren jedoch nur Claudin-3 and -4 als Rezeptoren fur das CPE, wobei Claudin-4
eine signifikant hohere Bindungsaffinitat zum Toxin aufweist. Die beiden Proteine
zeigen eine deutliche Sequenzhomologie. CPE bindet mit seinem C-Terminus an die
zweite extrazellulare Schleife der Claudine-3 und -4, was den ersten Schritt der CPE-

vermittelten Zytotoxizitat darstellt (s. Abb.4) 2,

Small
CPE/claudin CH-1 CH-2
complex

Claudin-1 CPE
occludin

Claudin-3/-4

Abb.4: CPE-Wirkmechanismus (nach Mitchel & Koval 2010)33. Das CPE bindet mit seinem C-
Terminus an Claudin-3 bzw. -4. Das fuhrt zur Entstehung von Membran-Poren-Komplexen und zum
Zusammenbruch des kolloid-osmotischen Gleichgewichts von beiden Seiten der Zellmembran.

In mehreren Expressionsstudien konnte gezeigt werden, dass Claudin-3 und -4 in
bestimmten epithelialen Tumoren (Karzinomen) deutlich (iberexprimiert sind***°. Vor
allem fir Claudin-4 ist eine Uberexpression im Pankreas-, Kolon-, Magen- und
Ovarialkarzinom nachgewiesen worden'. Fiir die Behandlung Chemotherapie-
resistenter, aber Claudin-3 oder bzw. und -4 exprimierender Tumore stellt das CPE
daher einen attraktiven Kandidaten fur die Tumorgentherapie dar. In einer Vielzahl

von Studien ist belegt worden, dass durch Gabe von rekombinatem CPE sowohl in
16
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vitro, als auch ein zytotoxischer Effekt auf Claudin-4-positive Pankreas-, Brust- und
Ovarialkarzinomzellen erzielt wird, der mit einer Tumorreduktion oder Elimination

einher geht*®*4,

1.6 Die Nutzung des CPE in der Tumortherapie

Einige epitheliale Tumorarten, mit sehr hoher Pravalenz in den westlichen

Industrielandern wie das Mamma- und das Kolonkarzinom, exprimieren Claudin-3

und -4 Uber. Da die Bindung des CPE an seine Rezeptoren hoch spezifisch ist, wird

dem Clostridium perfringens Enterotoxin ein groRes Potential bei der Therapie

Claudin-3 und -4 positiver Tumoren zugeschrieben. Samtliche in vitro sowie Studien

untersuchten neben der zytotoxischen Aktivitat des rekombinanten CPE-Proteins

auch die Wirksamkeit des CPE als Fusionsprotein fur spezifisches Tumortargeting.

Eine Fusionierung mit dem TNF-a zeigte vielversprechende Ergebnisse bei der

Therapie des Ovarialkarzinoms®®. Bei der Anwendung des rekombinanten CPE

konnten folgende Vorteile gezeigt werden:

* Es sind bisher keine endogenen Inhibitoren fur CPE bekannt, die mit seiner
Wirkung interferieren konnten.

* CPE besitzt einen spezifischen Wirkmechanismus und ein geringes Potential fur
eine Resistenz-Entstehung (wie z.B. Apoptose-Resistenz oder Multidrug-
Resistenz).

* Das Toxin entfaltet einen Rezeptor-spezifischen, Dosis-abhangigen, schnellen

und starken therapeutischen Effekt.

Das ermdoglicht die Anwendung des Enterotoxins bei Therapie-resistenten Tumoren.
FUr den Ansatz des CPE mussten jedoch einige Nachteile berlcksichtig werden.
Das Toxin kann auch fur normales, Claudin-3 und -4 exprimierendes Gewebe toxisch
sein. Derartige Nebenwirkungen wurden z.B. nach der i.p.-Injektion von
rekombinantem CPE in therapeutischen tierexperimentellen Untersuchungen
beobachtet*®. AuRerdem ist das CPE bei einer exogenen Applikation nicht in der
Lage, effektiv in einen massiven Tumor einzudringen. Das Toxin kann daher nur eine
raumlich begrenzte Wirkung entfalten. Daruber hinaus ist fur die nachhaltige toxische
Aktivitat am Tumor durch einen vermehrten Abbau und Verbrauch die wiederholte
Gabe von rekombinantem CPE notwendig, was ein wesentliches Problem bei der
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Verwendung des rekombinanten Proteins darstellt.

Die Vorteile der selektiven Wirkung des CPE-Toxins konnten in der
Tumorbekampfung besser genutzt werden, indem CPE-exprimierende Vektoren im
Rahmen einer Tumorgentherapie verwendet werden. Mittels Gentransfer kann das
CPE gezielt in den Tumor eingebracht und somit "vor Ort* zur Expression gebracht
werden. Durch solche lokale Verlangerung der Toxin-Verfugbarkeit und Erhéhung
der Konzentration kann einerseits eine bessere antitumorale Wirkung erreicht und
andererseits die Toxizitat fur normales Claudin-3 und -4 exprimierendes Gewebe

deutlich reduziert werden.

Aus diesen Grunden beschaftigt sich die vorliegende Arbeit mit der Prifung einer
Clostridium perfringens Enterotoxins basierten Gentherapie bei soliden Claudin-3

und -4 Uberexprimierenden epithelialen Tumoren.
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2. Zielstellung

Das Ziel der Arbeit war, die Realisierbarkeit und das Potential der Gentherapie
mittels Clostridium Perfringens Enterotoxin (CPE) als einen vollkommen neuen
Ansatz fur antitumorale Suizidgentherapie zu evaluieren. Hierzu sollte im Rahmen
dieser Arbeit ein geeignetes in vitro Modell humaner Tumorzelllinien etabliert werden,
mit dem die zellularen antitumoralen Effekte des CPE untersucht und die zellularen
Mechanismen der CPE-Zytotoxizitat analysiert werden. Das therapeutische Potential
der CPE-Gentherapie sollte im Xenotransplantat-Tiermodell geprift werden. Bisher
ist bekannt, dass das CPE eine hochspezifische und starke toxische Wirkung auf
Claudin-3 und Claudin-4 Uberexprimierender Tumoren entfaltet, wozu solide
epitheliale Tumorentitaten wie Kolon-, Mamma-, Pankreas-, Ovarialkarzinom etc.
gehdren *°. Aus diesem Grund stellt das CPE einen attraktiven Kandidaten fiir die
selektive lokale Therapie dieser Tumoren dar. Es kann aufgrund seiner hohen
Spezifitat und starken zytotoxischen Wirksamkeit als ein neuartiges therapeutisches
Gen fur eine Suizidgentherapie zur Elimination von residualer Disease,
Tumorrezidiven, Metastasen etc. angewendet werden. Im Gegensatz zur externen
Applikation des rekombinanten CPE-Proteins ermdglicht das Gentherapiekonzept die
CPE-Expression direkt in den Tumorzellen und sollte somit zur Verbesserung der
antitumoralen Wirksamkeit des Toxins und zur effizienteren Eliminierung von
Claudin-3 und 4-positiven Tumoren beitragen.

Schwerpunkte der vorliegenden Arbeit sollte die Klonierung verschiedener CPE-
cDNA Varianten in einen geeigneten effizienten Expressionsvektor, der Gentransfer
in ausgewahlte humane Tumorzelllinien, die Evaluation der biologischen Aktivitat des
exprimierten CPE auf den Zelllinien, die in vitro Untersuchung des zellularen CPE-
Wirkmechanismus und tierexperimentelle Untersuchungen zum therapeutischen

Potential der nicht-viralen CPE-Gentherapie im Xenotransplantat-Tumormodell sein.
Zum Erreichen der gestellten Ziele sollten folgende Schwerpunkte bearbeitet werden:

1. Charakterisierung humaner Tumorzelllinien zur Auswahl von geeigneten in vitro
Modellen: Bestimmung des Claudin-3 und Claudin-4 Expressionsniveaus in
humanen Tumorzelllinien auf mMRNA- und Proteinebene, Untersuchung der Zelllinien
hinsichtlich ihrer Sensitivitat gegenuber rekombinantem CPE und Bestimmung sowie

Optimierung der Transfektionseffizienz der Zelllinien.
19



Zielstellung

2. Klonierung vier verschiedener CPE-cDNA Varianten in den eukaryotischen
Expressionsvektor pCpG-mcs G2.

3. Nachweis der CPE-Expression auf mRNA- und Proteinebene sowie der
intrazellularen Lokalisation in den ausgewahlten Tumorzelllinien nach Transfektion

der generierten CPE-tragenden Konstrukten.

4. Analyse der zytotoxischen Wirkung der CPE-Expression nach Transfektion in den

ausgewahlten Tumorzelllinien.

5. Untersuchung des zellularen zytotoxischen Mechanismus des CPE-vermittelten
antitumoralen Effektes.

6. Untersuchung der CPE-Expression und seiner antitumoralen Wirksamkeit im

Xenotransplantat-Tumormodell nach nicht-viralem Gentransfer.
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3. MATERIALIEN UND METHODEN

3.1 Materialien
3.1.1 Chemikalien und Puffer
Agarose

Ampicillin
Bacto-Agar

BSA

BSA-Standard
Chloroform
CL-Xposure-Film
Mini Protease Inhibitor Cocktail
Coomassie Plus Protein Assay
DMSO

DNase

DTT

EDTA

Essigsaure

Ethanol

Glycerol

Glycin

Glukose
Hefeextrakt
Isopropanol

LDS Sample-Puffer
Kaliumchlorid
Luminol Natriumsalz
Metafectene
Methanol
Magnesiumchlorid
MES-Laufpuffer
MTT

Natriumchlorid

Nitrocellulose HybondTM-C extra

Invitrogen,Karlsruhe,DE
Boehringer,Mannheim,DE
DIFCO,Heidelberg,DE
Serva,Heidelberg,DE
Pierce,Rockford,USA

Carl Roth,Karlsruhe,DE
Pierce,Rockford,USA

Roche Diagnostics,Mannheim,DE
Pierce,Rockford,USA

Carl Roth,Karlsruhe,DE

Roche Diagnostics,Mannheim,DE
Sigma-Aldrich, Taufkirchen,DE
Carl Roth,Karlsruhe,DE

Carl Roth,Karlsruhe,DE

Carl Roth,Karlsruhe,DE
Serva,Heidelberg,DE
CarlRoth,Karlsruhe,DE
MerckAG,Darmstadt,DE
DIFCO,Heidelberg,DE

Carl Roth,Karlsruhe,DE
Invitrogen,Karlsruhe,DE

Carl Roth,Karlsruhe,DE
Sigma-Aldrich, Taufkirchen,DE
Biontex,Martinsried,DE

Carl Roth,Karlsruhe,DE
Sigma-Aldrich, Taufkirchen,DE
Invitrogen,Karlsruhe,DE
Sigma-Aldrich, Taufkirchen,DE
CarlRoth,Karlsruhe,DE
Amersheim Biosciences,Bucks,UK
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Novex Bis-Tris Gel 10%
Novex Bis-Tris Gel 4-12%
Orange G

PBS

Salzsaure

SDS ultra pure

Spectra TM Multicolor Board Range
Tris

Trizol Reagenz
Trockenmilchpulver
Trypan-Blau
Trypsin-EDTA

Trypton

Tween 20
Wasserstoffperoxid
Zeocin

Verpackungsfolie Saran

Wasser ultra pure

3.1.2 Materialien fiir die Zellkultur
DMEM

Fetales Klabserum (FKS)

RPMI

Zellkulturflaschen ( T75, T25)
Zellkulturplatten (6-,12-, 24-, 96-Wells)

Invitrogen,Karlsruhe,DE
Invitrogen,Karlsruhe,DE
Chemapol,Prag,CZE

PAA Laboratories,Colbe,DE

Carl Roth,Karlsruhe,DE

Carl Roth,Karlsruhe,DE
Fermentas,Leon Rot,DE

Carl Roth,Karlsruhe,DE
Invitrogen,Karlsruhe,DE

Premier International Food,Links,UK
Invitrogen,Karlsruhe,DE

PAA Laboratories,Colbe,DE

Carl Roth,Karlsruhe,DE

Carl Roth,Karlsruhe,DE

Carl Roth,Karlsruhe,DE
Invivogen,San Diego,USA

Dow Chemical Company,Horgen,CH

Invitrogen,Karlsruhe,DE

PAA Laboratories,Colbe,DE
PAA Laboratories,Colbe,DE
PAA Laboratories,Cdlbe,DE
PAA Laboratories,Colbe,DE
BD Biosciences,Heidelberg,DE

3.1.3 Materialien fiir PCR und real time RT-PCR

DNA Molecular Weight Marker VIII
dNTPs

MgCl, (25 mM)
Moleculargewichts-Marker fur DNA

MuLV Reverse Transkriptase
PCR Puffer lI

Roche Diagnostics,Mannheim,DE
Applied Biosystems,Weiterstadt,DE
Applied Biosystems,Weiterstadt,DE

Fermentas,Sankt Leon Rot,DE
Applied Biosystems,Weiterstadt,DE
Applied Biosystems,Weiterstadt,DE
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Primer

Pwo Master
Random Hexamers
RNase Inhibitor
Taqg-Polymerase
Wasser, PCR grade

Invitek,Berlin,DE

Roche Diagnostics,Mannheim, DE
Applied Biosystems,Weiterstadt,DE
Applied Biosystems,Weiterstadt,DE
Invitek,Berlin,DE

Roche Diagnostics,Mannheim,DE

3.1.4 Materialien fiir Restriktionsspaltungen und Ligation

Apa |

BamH |

BamH I-Puffer

Bgl Il

Hind IlI

Kpn I-Puffer
One-Phor-All-Puffer

R-Puffer

Stu |

Stu I-Puffer
Tango-Puffer

T 4 Ligase

T 4 Ligase-Puffer

3.1.5 Kits

Apo-One Kit (Caspase 3, 7)
Apoptose Assay Kit

Cytotoxity Detection Kit

Caspase-1 color Assay Kit
CL-XPosure Film

GFP Fusion Topo TA Expression Kit
Jetstar 2.0 Plasmid Maxi Kit
Invisorb Spin DNA Extraction Kit
Invisorb Spin Plasmid Mini Kit

Fermentas,Sankt Leon-Rot,DE

New England Biolabs,Ipswich,USA
New England Biolabs,Ipswich,USA
Fermentas,Sankt Leon-Rot,DE

Roche Diagnostics,Mannheim,DE
Fermentas,SanktLeon-Rot,DE
AmershamPharmacia,Buckinghamshire,
UK

Fermentas,Sankt Leon-Rot,DE
AmershamPharmacia,Little Chalfont,UK
AmershamPharmacia,Little Chalfont,UK
Fermentas,Sankt Leon-Rot,DE
Fermentas,Sankt Leon-Rot,DE

Fermentas, Sankt Leon-Rot,DE

Promega,Madison,USA
Calbiochem,San Diego,USA
Roche Diagnostics,Mannheim,DE
Biovision,Mountain View,USA
Thermo Fischer Scientific,Bonn,DE
Invitrogen,San Diego,USA
Genomed,L6hne,DE
Invitek,Berlin,DE

Invitek,Berlin,DE
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LightCycler DNA Master HybProbe
LightCycler DNA Master SYBR Greenl
LightCycler FastStart DNA
LightCycler h-G6PDH

Housekeeping Gene Set

QIAquick PCR Purification Kit

RNA 6000 Nano Assay Kit

3.1.6 Vektoren und Zelllinien
E.coli-G115

HCT116

MCF-7

Panc-1
pcDNAS3.1/CT-GFP-Topo
pCpG-mcs-G2

SKMel-5

3.1.7 Antikérper
a-Claudin-3,Kaninchen,lgG
a-Claudin-4,Kaninchen,lgG
a-CPE,Kaninchen,lgG
o-GAPDH,Ziege,IgG
B-Tubulin,Maus,lgG
a-Kaninchen,Ziege,lgG-HRP

a-Ziege,Kaninchen,lgG

a-Maus,Ziege,|lgM-HRP

3.1.8 Geréte

The Belly Dancer

Brutschrank

Countess automated cell counter

Elektriphorese-Kammer: Horizon 58

Roche Diagnostics,Mannheim,DE
Roche Diagnostics,Mannheim,DE
Roche Diagnostics,Mannheim,DE
Roche Diagnostics,Mannheim,DE
Roche Diagnostics,Mannheim,DE
Quiagen,Hilden,DE

Agilent Technologies,Santa Clara,USA

Invivogen,San Diego,USA
ATCC,Wesel,DE
ATCC,Wesel,DE
ATCC,Wesel,DE
Invitrogen,Karlsruhe,DE
Invivogen,San Diego,USA
ATCC,Wesel,DE

Abcam,Cambridge, UK
Abcam,Cambridge, UK
Biogenesis,Poole,UK

Santa Cruz Biotechnology,Santa Cruz, USA
Becton Dickinson,San Jose,USA
Promega,Madison,USA

Santa Cruz Biotechnology,Santa Cruz,
USA

Sigma-Aldrich, Taufkirchen,DE

Stovall Life Science,Greensboro,USA
Rudolf Hasse KG,Berlin,DE
Invitrogen,Karlsruhe,DE

GIBCO BRL,Karlsruhe,DE
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Elektrophorese Power supply ST606T
FACScalibur

Fluoreszenzmikroskop AxioObserver.Z1
Kryomikrotom

Kudhlzentrifuge 5804 R

Light cycler 480

NanoDrop TM2000
SDS-Page-Kammer

Semi-Dry-Transfer cell

Spectrafluor plus

T3000 Thermocycler
Thermomixer Comfort

Tischzentrifuge

3.1.9 Tiermodelle

NMR:nu/na Mause/weiblich

GIBCO BRL,Karlsruhe,DE

Becton Dickinson,San Jose,USA
Zeiss,Jena,DE

Leica,Wetzlar,DE
Eppendorf,Hamburg,DE

Roche Diagnostics,Mannheim,DE
Thermo Fisher Scientific, Wilmington,USA
Invitrogen,Karlsruhe,DE

BioRad Laboratories Inc.,Munchen,DE

Tecan,Berlin,DE

Biometra,Gottingen,DE
Eppendorf,Hamburg,DE
Eppendorf,Hamburg,DE

Epo GmbH,Berlin,DE
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3.2 Methoden

3.2.1 Zelllinien und Zellkultivierung

In der Arbeit wurden die vier humanen Tumorzelllinien (HCT116, MCF-7, Panc-1 und
SKMel-5) zur Untersuchung der zytotoxischen Wirksamkeit des CPE und fur den
Gentransfer CPE-exprimierender Vektoren verwendet (Tab. 4). lhre genetische
Identitat wurde von der Firma DSMZ (Braunschweig) gepruft. Bei der Kultivierung der
Tumorzellen wurden die zwei verschiedene Medien, RPMI und DMEM mit 10% FKS

verwendet. Die Zellkulturen wurden im Brutschrank bei 37°C, 5% CO- kultiviert.

Tab.4: Bezeichnung, Herkunft und Kulturbedingungen der in der Arbeit
verwendeten humanen Tumorzelllinien

Zelllinie Herkunft Kultivierungsmedium
MCF-7 Mammakarzinom RPMI +10% FKS
HCT116 Kolonkarzinom RPMI +10% FKS
Panc1 Pankreaskarzinom DMEM +10% FKS
SK Mel-5 Melanom RPMI +10% FKS

3.2.2 Vektorkonstruktion und Klonierung CPE exprimierender Konstrukte
Das Ziel der Klonierung war, unterschiedliche CPE-tragende Konstrukte zu
generieren. Mittels “Codon Usage”-Optimierung, Einbau der Kozak-Konsensus
Sequenz, sowie Einfuhrung eines Signalpeptids (SS) bei der bakteriellen wildtyp
CPE-cDNA sollte die Expression des Clostridium perfringens Enterotoxins (CPE)
verbessert werden. Durch Insertion verschiedener CPE-cDNA Varianten (wtCPE,
wWtCPESS, optCPE und optCPESS) wurden die CPE exprimierenden pCpG-basierten
Vektoren (s. Abb. 3A) konstruiert. Nach Spaltung des pCpG-Vektors mit Hilfe der
Restriktionsenzyme Bgl Il und Stu | wurde jeweils eine der vier CPE-cDNAs
einkloniert (s. Abb.3B).
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Abb.3: Der pCpG-mcs G2 Expressionsvektor (A) (Quelle: www.invivogen.com) und die vier
CPE-Varianten (B). Mit Hilfe der Restriktionsendonukleasen Bgl Il und Stu | wurde der Vektor im
MCS-Bereich gespalten. Jede der CPE-cDNA-Varianten, die Schnittstellen fur die Restriktionsenzyme
BamH | und Stu | besitzt, wurde jeweils in den Vektor einkloniert.

Es sind dadurch folgende Konstrukte entstanden:
* Der pCpG-wtCPE Vektor mit der bakteriellen wildtyp CPE-cDNA
* Der pCpG-wtCPESS Vektor mit der bakteriellen wildtyp CPE-cDNA plus
Signhalsequenz
* Der pCpG-optCPE Vektor mit der Translations-optimierten CPE-cDNA
* Der pCpG-optCPESS Vektor mit der Translations-optimierten CPE-cDNA
plus Signalsequenz .

Die Kozak-Sequenz, die jede CPE-Variante besitzt, spielt eine wichtige Rolle bei der
Translation von Proteinen in den eukaryotischen Zellen. Sie erleichtert die Initiation
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der Translation. Die eingefugte Signalsequenz der Immunglobulin Kappa-Kette
ermoglicht den kotranslationalen Transport der Proteine in das Endoplasmatische
Retikulum (ER) und damit ihre anschlielfende Sekretion aus der Zelle. Das ist von
grolRer Bedeutung bei dem CPE, da seine spezifische Rezeptoren, Claudin-3 und -4
extrazellular sitzen. Die SS wurde jeweils einmal beim wildtyp und beim optimierten
CPE-Gen integriert.

Die “Codon Usage” ist wichtig fur die Optimierung der Translation. Selten
verwendete Codons konnen die Translation verhindern, wahrend haufig genutzte
Codons sie verbessern konnen. Damit die humanen Tumorzellen das artfremde
bakterielle Gen (WtCPE) schnell und effizient fur die Translation ablesen kdnnen
wurde die cDNA gentechnisch verandert. Das Ergebnis ist eine angepasste cDNA-
Sequenz (optCPE), die dem “Codon Usage™Repertoire des Menschen weitgehend
entspricht.

3.2.2.1 Primer-Design und PCR
Die Primer-Paare fur die Amplifikation des wtCPE-, optCPE-, wtCPESS- und
optCPESS-Gens (Tab. 5) wurden mit Hilfe des Programms “Clone Manager
Professional Suite” konstruiert und von der Firma BioTeZ (Berlin) synthetisiert.
Die PCR wurde unter der Verwendung der synthetisierten Primer in Thermocycler
durchgefuhrt.
PCR-Ansatz:

Pwo-Master 25 uL

fw-Primer (10 uM) 2 pL

rev-Primer (10 yM) 2 pL

Template DNA  1-2 pL (10-20 ng)

Tag-Polymerase 0,5 yL (2,5 U)

ddH,O ad 50 pL

Fir die PCR wurde die Kombination von DNA-Polymerasen Pwo und Taq (1:1)
verwendet. Fur die PCR-Amplifikation wurde die “Touchdown®-PCR durchgefuhrt.
Dabei wird die “Annealing“-Temperatur der Primer schrittweise um 1-2°C pro Zyklus
reduziert, bis eine Temperatur erreicht wird, die der berechneten Schmelztemperatur

der Primer entspricht oder etwas darunter liegt. Die “Touchdown“-PCR erhoht die
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Spezifitat der ersten Primer-Template-Hybridisierung und somit die Spezifitdt der
PCR-Reaktion.
Tab.5: Fur Amplifikation des CPE-Gens verwendete PCR-Primer.

Primer Primer- Sequenz (5'— 3’)
Lange (bp)

wtCPE fw 31 CAGGATCCACCATGCTTAGTAACAATTTAAA
wtCPE rev 31 CAGAATTCTTAAAATTTTTGAAATAAT AATG
wtCPE SS fw 27 AGGCCTACCATGGAGACAGACACACTC
wtCPE SS rev 30 CTGGATCCTTAAAATTTTTGAAATAATATT
optCPE fw 27 AGGCCTACCATGCTGAGCAACAACCTC
optCPE rev 30 GGATCCTCAGAACTTCTGAAAGAGGATGCT
optCPE SS fw 27 AGGCCTACCATGGAGACAGACACACTC
optCPE SS rev 30 GGATCCTCAGAACTTCTGAAAGAGGATGCT

3.2.2.2 DNA-Gelelektrophorese

Mittels der DNA-Gelelektrophorese wurden DNA-Molekule nach GroRe getrennt. Die
gespaltenen Konstrukte wurden mit dem Fluoreszenzfarbstoff Ethidiumbromid
versetzt, dann auf 1%-TAE-Agarose-Gel aufgetragen und bei 100V getrennt. Nach
Auftrennung der Banden erfolgte Detektion der DNA-Fragmente mit Hilfe von UV-
Licht.

TAE-Puffer (50 x): Tris 242 g
Eisessig 57,1 mL
0,5MEDTA (H,O) 100 mL
ddH-0 ad 1L

3.2.2.3 Extraktion von DNA-Fragmenten aus Agarose-Gel

Die unter UV-Licht identifizierten spezifischen Banden wurden aus dem Agarose-Gel
herausgeschnitten. AnschlieBend wurde die DNA mittels Invisorb spin DNA
Extraktion Kits nach der Vorschrift des Herstellers isoliert und fur die weitere

Klonierung verwendet.

29




Materialien und Methoden

3.2.2.4 Restriktionsverdau

Der Restriktionsverdau mit spezifischen Restriktionsendonukleasen diente zur
Spaltung der Konstrukte bei der Klonierung sowie zur Validierung derselben (s.
3.2.5.1). Bei Doppelverdau wurde der One-Phor-All-Puffer bzw. ein anderer (z.B.
Tango-Puffer), nach Empfehlung des Herstellers fur beide Enzyme geeigneter Puffer,

verwendet.

Restriktionsansatz : Enzyme 1L
DNA 2-10 ug
10 x Puffer DNA 2 yL
ad ddH,O 20 pL

Nach Zusammenpipettieren erfolge die Inkubation fur 1 Stunde bei 37°C. Dann
wurden die gespaltenen DNA-Fragmente (Vektor wund ‘Insert’) mittels

Gelelektrophorese (s. 3.2.2.2) aufgetrennt und unter UV-Licht sichtbar gemacht.

3.2.2.5 Ligation

Nach dem Restriktionsverdau des pCpG-Vektors mit den Endonukleasen Bgl Il und
Stu | entstanden zwei Enden, die kompatibel mit denen des “Inserts” sind. Dies
ermoglichte die Ligation und somit die Klonierung.

Ligationsansatz: Vektor-DNA
“Insert”-DNA
10 x Ligase-Puffer 2 yL
T4-DNA-Ligase 1uL (1 U)
ddH,O ad 20 yL

Die Ligationsreaktion wurde bei 14° C Uuber Nacht inkubiert.

3.2.3 Transformation

Als Transformation wird der Vorgang bezeichnet, bei dem Plasmid-DNA in Bakterien
eingebracht wird. In dieser Arbeit erfolgte die Transformation in GT115 E. coli-
Zellen. Zu 50 pL einer Bakteriensuspension wurden 1,5 yL vom Ligationsansatz
zugegeben. Danach wurde die Reaktion zunachst fur 30 Minuten auf Eis inkubiert
und dann wurde ein Hitzeschock fur 30 Sekunden bei 42°C durchgefuhrt. Der
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Transformationsansatz wurde auf Eis fur 5 Minuten stehen gelassen und danach
erfolgte die Zugabe von 250 yL SOC-Medium, sowie Inkubation auf dem Schuttler
bei 300 rpm fur 1 Stunde bei 37°C. 50 pL und 150 pL der Transformationslosung
wurden auf Low-Salt-LB-Agarplatten (enthaltend das Antibiotikum Zeocin mit 0,1
mg/mL) ausplattiert und Uber Nacht bei 37°C inkubiert.

LB-Agarplatten: 15 g Bacto-Agar
1 L LB-Medium

Low-Salt-L B-Medium: 10 g Trypton/Pepton
5 g Hefeextrakt
5 g NaCl
ddH,O ad 1L

SOC- Medium: 2% Trypton/Pepton
0,5% Hefeextrakt
0,4% Glukose
10 mM NacCl
2,5 mM KCI
5 mM MgCI2

5 mM MgSO,

Mit Hilfe des Antibiotikums wurden positiv transformierte Bakterien selektiert. Auf der
Agarplatte gewachsene Kolonien wurden isoliert und in Eppendorf Réhrchen mit
Low-Salt-LB-Medium und Zeocin fur die Minipraparation (Miniprep) gegeben.

3.2.4 Minipréparation von Plasmid-DNA (Miniprep)

In der Arbeit durchgefuhrte Isolierung der Plasmid-DNA basiert auf dem Prinzip der
alkalischen Lyse von Birnboim*®. Die Minipréparation wurde nach dem Protokoll des
Herstellers durchgefuhrt. Hierzu wurden die Bakterienkolonien einen Tag vorher
isoliert und in 5 mL Low-Salt-LB-Medium mit Antibiotikum (Zeocin) in ein Eppendorf-
Rohrchen transferiert. Danach wurden die Proben bei 37°C Uber Nacht geschuttelt.
Am nachsten Tag wurde die Plasmid-DNA isoliert und in DNase freiem H,O
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aufgenommen. Zur Validierung der Klonierung erfolgte stets nach dem Miniprep eine

Kontrollspaltung mit entsprechenden Restriktionsenzymen (s. 3.2.5.1).

3.2.5 Vektorvalidierung
3.2.5.1 Kontrollverdau
Alle  Konstrukte wurden zur Uberprifung der Klonierung mit den
Restriktionsendonukleasen Hind Ill, Stu I, BamH | und Apa | gespalten (s. 3.2.2.4).
Der Kontrollverdau lieferte eine Aussage daruber, ob das “Insert” erfolgreich in den
Vektor eingebracht wurde. Zum Ausschluss von Punktmutationen etc. erfolgte bei

jeder erfolgreichen Klonierung zusatzlich eine Sequenzierung (s. 3.2.5.2).

3.2.5.2 Sequenzierung

Zur Validierung der entstandenen CPE-tragenden Konstrukte wurde eine
Sequenzierung von der Firma Invitek (Berlin) durchgefihrt. Alle dazu verwendeten
Primer (s. Tab.6) wurden von derselben Firma synthetisiert.

Tab.6: Sequenzierungsprimer.

Primer Primer-Lange (bp) Sequenz (5'— 3’)
wtCPE fw 18 GTG GCA CTATGA ACC CTG
wtCPE rev 22 GCA ATAGCATCA CAAATTTCAG
optCPE fw 22 TGC TAG ATG ATC TAG CAT TGT A
optCPE rev 22 GAAAGCATTTTTTTACTG CATT

3.2.6 Plasmidpréaparation (Maxiprep)

Die positiven Klone wurden nach Transfektion zu Maxipraparation (Maxiprep)
angesetzt. Hierzu wurde 1 mL von der Miniprep-Kultur zu 500 mL Low-Salt-LB-
Medium dazu pipettiert und wiederum bei 37°C, 100 rpm Uber Nacht inkubiert. Im
Anschluss wurde die Plasmid-DNA aus der Probe aufgereinigt und in DNAse freiem
H2O suspendiert. Abschlieend wurde die Konzentration der Maxiprep-Probe mittels
NanoDrop ermittelt und bei -20°C gelagert.
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3.2.7 Transfektion der Zellen und Transfektionseffizienzen

Zur Transfektion wurde zunachst eine Zellzahlung der vitalen Tumorzellen mittels
Countess Zellzahl- und Vitalitats-MeRgerats vorgenommen. Die bereits
suspendierten Zellen wurden mit Tryptanblau im Verhaltnis 1:1 verdunnt und
anschlielfend gezahlt. Nach der Zellzahlbestimmung wurden die Zellen in eine 6-,
24- oder 96-Well-Platte eingesat (Tab.7) und im Brutschrank fur 24 Stunden
inkubiert.

Tab.7 : Verwendete Zellzahlen in den verschiedenen Plattenformaten.

Platte Zellen/ Well Kulturmedium
ML/ Well
96- Well 20.000 100
24- Well 100.000 500
6- Well 200.000 2000

Fir die in vitro Experimente wurden die entsprechenden optimalen
Transfereffizienzen fur jede Tumorzelllinie mit Hilfe des GFP-Proteins ermittelt. Diese
sind in der Tabelle 8 zusammengestellt. Bezuglich der optimalen
Transfektionsbedingungen wurde fur die Transfektion der Zelllinien entweder Fugene
HD oder Metafectene verwendet (Tab.8).

Transfektion mit Fugene HD
Es wurde ein Transfektionskomplex aus 100 yL DMEM (ohne FKS), 2-3 pyL Plasmid-
DNA und 3-6 pL Fugene HD hergestellt. Danach wurde das Gemisch 15 Minuten bei

RT stehen gelassen. Wahrend dessen wurde das Medium in der Platte erneuert..
Nach kurzem Vortexen der Transfektionsmischung wurden jeweils 25 pL von dem
Gesamtvolumen in jedes Well der Platte transferiert. Dann erfolgte 24 Stunden-
Inkubation bei 37°C, 5% COs,.
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Tab.8: Transfektionseffizienzen der ausgewahlten Tumorzelllinien.

Zelllinie Transfektionsreagenz | Transfektionseffizienz
in %

MCF-7 Fugene HD 77,9

HCT116 Fugene HD 75,4

Panc-1 Fugene HD 38,1

SKMel-5 Metafectene 34,7

Transfektion mit Metafectene

Fir die Transfektion mit Metafectene wurden zwei verschiedene LOsungen
vorbereitet:
* LdAsung A: besteht aus 30 pL Transfektionsmedium und 1 pg Plasmid-DNA

* L&sung B: besteht aus 20 pL Transfektionsmedium und 3 pL Metafectene
Dann wurde die Losung A zu L6sung B hinzugefugt. Die Mischung wurde 20 Minuten
bei RT inkubiert. Der entstandene Transfektionskomplex wurde vorsichtig gemischt.
Abschlielliend wurden 50 pL von dem Transfektionsgemisch auf die Zellen gegeben.

3.2.8 RNA-Isolierung

Die RNA-Isolierung wurde nach der Methode von Chomczynski und Sacchi
durchgefiihrt’’. Dabei wurden die mit Trizol geernteten Zellen 5 Minuten bei RT
inkubiert und mit 200 uL Chlorophorm versetzt. AnschlieRend wurden die Proben ca.
30 Sekunden per Hand geschuttelt, wieder 3 Minuten bei RT inkubiert und 15
Minuten bei 11.200 rpm, 4°C zentrifugiert. Trizol ist eine Mischung aus Phenol und
Guanidiniumisothiocyanat, dessen Zugabe auf die Zellen die Lyse bewirkt. Nach
Zugabe von Chlorophorm und Zentrifugation wurden 3 Phasen aufgetrennt, wobei
sich die RNA in der obersten Phase befindet. 500 pyL von der obersten Phase wurden
in ein neues Eppendorf-Gefaly uberfuhrt und der gesamte Schritt ab der
Chlorophorm-Zugabe wiederholt. Danach wurde die RNA gefallt. 500 pL Isopropanol
wurden zur wassrigen Phase dazu pipettiert und nach kurzem Vortexen 10 Minuten
bei RT stehen gelassen. Die darauf folgende Zentrifugation erfolgte bei 13.000 rpm,
4°C fir 10 Minuten. Dann wurde der Uberstand entfernt. Das Pellet wurde mit 1 mL

75% Ethanol gewaschen. AnschlieRend erfolgte erneut Vortexen und Zentrifugation
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fir 5 Minuten bei 1.300 rpm, 4°C. Nach Entfernen des Uberstandes wurde das
entstandene Pellet fur 10-20 Minuten bei RT getrocknet. Zum Vermeiden von DNA-
Kontamination der RNA-Probe wurde RNase freie DNase dazu gegeben, was den
Abbau der nach der Isolierung der verbliebenen DNA ermoglichte.

Reaktionsansatz : RNA X ML
DNase 5uL
DNase-Puffer (10 x) 10 L

ddHZO, RNase-free ad 100 pL

DNAse-Puffer (10 x): 400 mM Tris-HCI, pH 8
100 mM NacCl
60 mM MgCI2

10 mM CaCl,

Nach Zusammenpipettieren wurden die Proben bei 37°C fur 10 Minuten stehen
gelassen und anschlielfend mit RNAse freiem Wasser auf 500 yL aufgefullt. Dann
erfolgte Zugabe von 250 pyL Chlorophorm und Zentrifugation fur 15 min bei 11.200
rom. Zum Abschluss erfolgten das Fallen mit Isopropanol und das Waschen mit 75%
Ethanol. Unmittelbar nach der Suspendierung des Pellets wurde die RNA-

Konzentration mittels NanoDrop vermessen.

3.2.9 Real time qRT-PCR fir Claudin- und CPE-Expressionsanalyse

3.2.9.1 Reverse Transkription (RT)

Die Evaluation der Genexpression auf mRNA-Ebene wurde mittels real time qRT-
PCR durchgefuhrt. Zunachst wurde die mRNA des untersuchten Gens mit Hilfe einer
Reverse Transkriptase in cDNA umgeschrieben und gleichzeitig amplifiziert (Reverse
Transkription). Im nachsten Schritt erfolgte die real time qPCR. Dabei wurden die

cDNA-Kopien mittels Fluoreszenz-basierten Detektion quantifiziert.
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Reverse Transkription
Ansatz: MgCl, (25 mM) 4uL

PCR Puffer Il (10x) 2uL
dNTPs (jeweils 10mM)  je 2pL
Random Hexamers (50uM) 1L
RNase Inhibitor 1uL

MuLV-reverse Transkriptase 1uL
RNA-Probe (50ng RNA) 3uL
ddH,O ad 20uL

3.2.9.2.Real time qPCR

Die spezifischen Primer fur die quantitative Polymerase-Kettenreaktion wurden mit
Hilfe des Programms “Clone Manager® und TIB Molbiol konstruiert und von Invitek
synthetisiert. Die real time qPCR wurde im LightCycler 480 durchgefuhrt.

SYBR Green System

Zur Quantifizierung der Expression von Claudin-3, Caludin-4 und der vier CPE-
Varianten (WtCPE,wtCPESS, optCPE und optCPESS) wurde die Detektion mit
SYBR-Green angewendet. Der Farbstoff bindet an doppelstrangige DNA (dsDNA).
Dadurch wird das Fluoreszenzvermogen der dsDNA proportional verstarkt. Die

Menge an DNA-Kopien korreliert mit der Starke des Fluoreszenzsignals.

Programm: 1. Denaturierung 95°C 30s
2. Denaturierung 95°C 5s
3. Annealing 57/63°C S5s
4. Elongation 72°C 10s
45 Zyklen
Schmelzkurve 1.95°C
2.40°C — 95°C (2°C/s)
5 . Abklhlen 10°C
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Tab.9: Primer flir real time qPCR.
Claudin-3 und-4

Primer Primer-Lange (bp) Sequenz (5'— 3’)

Claudin- 3 fw 20 CTGCTCTGCTGCTCGTGTCC
Claudn-3 rev 25 TTAGACGTAGTCCTTGCGGTCGTA(
Claudn-4 fw 20 CCTCTGCCAGACCCATATAA
Claudn-4 rev 20 CACCGTGAGTCAGGAGATAA

CPE-Varianten

Primer Primer-Lange (bp) Sequenz (5'— 3’)
wtCPE fw 23 GAAATCCTTGATTTAGCTGCTGC
wtCPE rev 23 AAGCTTTTGAGTCCAAGGGTATG
optCPE fw 20 GCTAAGGAGGTGTTCCTCAT
optCPE rev 20 GTGGCGTAGACCTTGTAGTA

Zur Objektivierung der Quantifizierung von Claudin-3 und -4, sowie der vier CPE-
Varianten wurde ihre Expression zu der Expression des G-6-Phosphat-

Dehydrogenase-Gens (G-6-PDH, sog. “house keeping“-Gen) relativiert.

FRET- System
Die Quantifizierung des G-6-PDH-Gens wurde mit Hilfe des FRET-Systems

(fluorescence resonance energy transfer) mit dem Kit von Roche Diagnostics, nach
der Vorschrift des Herstellers durchgefuhrt.

Programm: 1. Denaturierung 95°C 30s
2. Denaturierung 95°C 10s
3. Annealing 62°C 10s
4. Elongation 72°C 30s
45 Zyklen
5. Abkuhlen 10°C

3.2.10 Proteinisolierung und -quantifizierung
FUr die Praparation der Proteine aus Zelllysaten wurden die Zellpellets in 20-35 pl

RIPA-Lysispuffer aufgenommen und 30 Minuten auf Eis inkubiert. Anschliel3end
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wurden die Lysate 30 Minuten bei 14.000 rpm, 4°C zentrifugiert. Nach der Lyse und
der Zentrifugation befanden sich die Proteine in den Uberstanden. Dann wurden die
Uberstande in neue Eppendorf-Rohrchen transferiert und anschlieRend mit PBS fir
die Proteinquantifizierung 1:10 verdunnt.

RIPA-Lysispuffer: 1% NP-40
1% Natriumdeoxycholat
0,1% SDS
150 mM NaCl
5mM EDTA
50 mM Tris pH 7.2
1 Tablette Complete Mini Protease Inhibitor/10 mL RIPA

Bei der Proteinquatifizierung wurde die Methode nach Bradford mit dem Farbstoff

Coomasie-Blau angewendet*®

. Er reagiert mit den Aminogruppen der Proteine und
es entsteht ein gefarbter Komplex, der sein Absorptionsmaximum bei 595 nm hat.
Als Eichkurve dienten verschiedene Verdinnungen vom BSA im Bereich von 1:75
bis 1:2.000, sowie nur reines PBS (negative Kontrolle), die in eine 96-Well Platte
pipettiert wurden. Nachdem die Proteinproben mit PBS 1:10 verdunnt wurden,
wurden 300 yL Coomassie Plus Protein Assay Reagent zu den Standards bzw. zu
den verdunnten Proben gegeben und die Extinktionsbestimmung bei 595 nm mit

Hilfe des Plattenreaders durchgefuhrt.

3.2.11 Western-Blot

Western Blot ist ein Verfahren, der zum qualitativen und quantitativen Nachweis von
Proteinen dient. Dabei werden sie entsprechend ihrer Grof3e (Molekulargewicht)
mittels Elektrophorese aufgetrennt. Anschlieliend werden die Proteine auf eine
Tragermembran Ubertragen (Blotting). Danach konnen sie mit Hilfe spezifischer
Antikorper detektiert und mittels Chemolumineszenz sichtbar gemacht werden.

Western-Blot Ansatz: Protein 50 ug
LDS (Puffer) 7,5 uL
DTT (1M) 3 uL
PBS ad 30 pL
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Nach der elektrophoretischen Trennung der Proteine wurden sie auf
Nitrocellulosemembran mittels “Semidry-Transfer-System” Ubertragen. Dann wurden
die Membranen mit Blocking-Losung (aus Milchpulver, BSA und TBST) behandelt.
Dann erfolgte die Inkubation mit dem primaren Antikorper bei 4°C uber Nacht und
der erste Waschschritt mit TBST (5x5 Minuten). Danach wurde mit dem sekundaren
Antikorper (HRP gekoppelt) fur 1 Stunde bei RT inkubiert und 5x5 Minuten mit TBST
gewaschen. Im Anschluss wurde es detektiert. Die Nitrocellulosemembran wurde mit
einer ECL-LOsung fur 2 Minuten inkubiert. Die Lumineszenzreaktion mittels Luminol

ermoglichte die nachfolgenden Belichtung auf einem CL-Xposure Film.

Verwendete Lésungen:

Laufpuffer: 1 x MES-Puffer

Transferpuffer: 25 mM Tris
250 mM Gilycin
0,1% SDS
20% Methanol
ddH,O ad 1L

Blockierungspuffer- TBST

5% Trockenmilchpulver
1% BSA

1BS: 50 mM Tris
150 mM NaCl
ddH20 ad 900 mL, pH 7,5 mit HCI einstellen

TBST: TBS
0,05% Tween20

ECL-Lbsung: 4 mL Lésung A (250 pg/mLLuminol in 0,1M Tris/HCI pH 8,6)
400 pyL Losung B (1,1 mg/mL para-Hydroxycoumarinsaure in
DMSO)
1,2 uL 35% H,0O,
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Antikérper fiir Western-Blot und Immunhistochemie:

primér: a-Claudin-3 (Kaninchen) 1:2.000 in TBST+5%BSA
a-Claudin-4 (Kaninchen) 1:2.000 in TBST+5%BSA
a-CPE (Kaninchen) 1:5.000 in TBST+5%BSA
a-3-Tubulin (Maus) 1:500 in TBST+5%BSA

sekundér: a-Kaninchen (Ziege) IgG-HRP 1:10.000 in TBST
a-Ziege (Kaninchen) IgG-HRP 1:10.000 in TBST
a-Maus (Ziege) IgM-HRP 1:10.000 in TBST

3.2.12 Immunfluoreszenz

50.000 Zellen wurden in 4-Well-chamber slides eingesat. Nach 24h erfolgte der
Gentransfer des optCPE exprimierenden Vektors. Die Zellen wurden 12, 24 und 48
Stunden nach dem Gentransfer mit PBS gewaschen,15 Minuten bei RT mit 0,04%
Glutaraldehyd fixiert, 10 Minuten mit 0,5% Triton X-100 in PBS permeabilisiert und
anschlielend 1 Minute mit 5% BSA in PBS bei RT blockiert. Dann erfolgte die
Zugabe des Kaninchen-Anti-CPE-Antikorpers und Inkubation bei RT fur 3 Stunden.
Danach wurden die Tumorzellen mit TBST gewaschen und mit dem sekundaren
Alexa 488-Anti-Kaninchen-lgG-Antikorper 1 Stunde bei RT inkubiert. Mittels Alexa 55
(Invitrogen) und DAPI (Sigma) wurden das Zytoplasma bzw. die Zellkerne gefarbt.
Die Evaluation der Immunfluoreszenz erfolgte mit Hilfe des Fluoreszenzmikroskops
Zeiss AxioObserver.Z1.

3.2.13 Immunhistochemie

Fir die Detektion des CPE im transfizierten Tumorgewebe wurden am Kryomikrotom
Kryoschnitte mit Dicke von 7um angefertigt. Diese wurden 15 Minuten in 0,04%-
Glutaraldehyd fixiert und dann mit PBS bei RT gewaschen. Anschlieend erfolgte
Blockierung fur 20 Minuten mit 1%-H202 und wiederum Waschen mit PBS fur 10

Minuten. Danach wurde der Kaninchen anti-CPE-Antikorper zugegeben, 2 Stunden
bei RT inkubiert und mit PBS gewaschen.

Der HRP-gekoppelte Ziege anti-Kaninchen-Antikorper wurde auf die Kryoschnitte
gegeben. Nach 1 Stunde Inkubation bei RT wurde mit PBS gewaschen. Dann
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wurden die Praparate 2 Minuten bei RT mit Diaminobenzidin inkubiert und nochmals
gewaschen. Danach erfolgte Gegenfarbung fur 1 Minute mit Hamalaun-Losung,
Spulung mit Wasser, sowie Eindeckung mit Glycergel. Die fertigen Praparate wurden
unter dem Lichtmikroskop untersucht.

3.2.14 Hématoxylin (HE) Férbung

Aus dem Tierexperiment entstandene Tumorschnitte wurden zur weiteren Aufklarung
des CPE-Wirkmechanismus mit HE gefarbt. Das Hamatoxylin ist ein farbloser
Pflanzenfarbstoff und er wird durch Alkoholextraktion aus Blauholz gewonnen.
Durch Oxidation wird Hamatoxylin in den Farbstoff Hamatein Gberfiihrt. Uber Zugabe
von Alaunen entstehen die unterschiedlichen Hamatoxylin-Alaune=Hamalaune.
Wahrend der Farbung lagern sich die positiv geladenen Komplexverbindungen des
Alauns an die negativ geladenen Phosphatgruppen von Nukleinsauren. Die
eigentliche tiefblaue Farbung der Kerne wird durch Blauen erreicht (einstellen des
pH-Wertes Uber 3). Zunachst wurden die Gewebeschnitte 30 Sekunden mit
Isopropanol fixiert und anschlielend in Hamalaun fur 2 Minuten stehen gelassen.
Danach erfolgte der erste Waschschritt mit Leitungswasser (2 mal kurz gespult)
sowie die Inkubation fur 1 Minute in Eosinlosung. Dann wurden die Praparate erneut
kurz mit Wasser gewaschen, 1 Minute in 50%-, 1 Minute in 70%- und abschlief3end 2
Minuten in 96%-Ethanol inkubiert und danach eingedeckt und im Mikroskop

evaluiert.

3.2.15 Zytotoxizitétstests

3.2.15.1 Alamar Blue-Zytotoxizitgtstest

Die Zelltoxizitat des rekombinanten CPE-Proteins bzw. des CPE-Gens in den vier
humanen Tumorzelllinien (HTC116, MCF-7, Panc-1 und SKMel-5) wurde mittels
Alamar Blue Assay evaluiert. Der Test beruht auf den chemischen Eigenschaften der
Substanz Resazurin (Natriumsalz), die eine blaue Farbe besitzt. Vitale Zellen konnen
Resazurin zu Resorufin reduzieren®®. Die blaue Farbe wird in rot umgewandelt.
Durch die Intensitat und Geschwindigkeit der Farbanderung, lasst sich der Anteil
vitaler Zellen quantifizieren. Tote oder geschadigte Zellen verstoffwechseln den
blauen Stoff nicht bzw. sehr langsam und das macht sich durch die entsprechende
Farbe der Losung bemerkbar. Jeweils 24, 48 und 72 Stunden nach optCPE-
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Gentransfer bzw. nach Zugabe des rekombinanten CPE wurde Alamar Blue-Losung
in Verhaltnis 1:10 zum Nahrmedium auf die Zellen gegeben. Anschliel3end erfolgte
die Inkubation bei 37°C fur etwa 2,5 Stunden. Die Evaluation der Zellvitalitat erfolgte
durch eine sechsfache Bestimmung der Extinktion mittels Plattenreaders bei 560 und
620 nm. Als Kontrolle bei diesem Experiment dienten die mit Leervektor (pCpG-mcs

Gy) transfizierten Zellen.

3.2.15.2 MTT-Zytotoxizitatstest
Der MTT-Test wird zur Bestimmung der Zellprolifertion bzw. als Zytotoxizitatstest
verwendet. Er wurde in dieser Arbeit zur Evaluation der Zelltoxizitat nach Zugabe von
CPE aus dem Kulturiberstand optCPE transfizierter HCT116 und MCF-7 Zellen auf
nicht behandelte Tumorzellen derselben Zelllinie angewendet.

Beim MTT-Test wird in den vitalen Zellen das gelbe wasserldsliche Tetrazoliumsalz
MTT [3-(4,5-Dimethylthiazolyl-2)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid] zu der
dunkelblauen, wasserunloslichen Substanz Formazan reduziert. Nach der Zugabe
einer SDS-HCI-Mischung kommt es zur Zelllyse, wobei das Formazan freigesetzt
wird. Die Optische Dichte (OD) der Formazan-Losung kann spektrophotometrisch
bestimmt werden. In dem MTT-Test korreliert sie mit der metabolischen Aktivitat und
der Zahl lebender, stoffwechselaktiver Zellen.

Bei dem MTT-Test wurden 10 yL MTT-Losung pro well in der 96-Well-Platte
zugegeben. Nach drei Stunden Inkubation der Proben bei 37°C erfolgte die
Absaugung des Mediums und die Zugabe von 150 yL DMSO in jedes Well. Danach
wurde die Platte ca. 1 min geschuttelt, damit der Farbstoff gel6st wird. AnschlieRend
wurde die Extinktionsmessung mit Hilfe des Plattenreaders bei 560 nm durchgefuhrt.
Als Negativ-Kontrolle diente die Zelllinie SKMel-5, die kein Claudin-4 und Claudin-3

exprimiert.

3.2.16 CPE-spezifischer ELISA

Die Quantifizierung des CPE im Kulturiberstand erfolgte mittels ELISA. Der Test

wurde 24 und 48 Stunden nach Transfektion der Tumorzelllinien HCT116 und MCF-7

mit dem optCPE durchgefihrt. Jeweils 100 uL Uberstand wurden in eine 96-Well-

Platte transferiert. Die Toxin-Detektion erfolgte nach dem Protokoll des Herstellers.

Als Standard-Kurve wurden verschiedene Konzentrationen des rekombinanten CPE-
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Proteins (0-25 ng/mL) verwendet. Die Messung wurde im Plattenreader bei 450 nm
durchgefuhrt.

3.2.17 Caspase-Assays (Caspase 1,3 und 7)

Der Caspase-Assay sollte eine Untersuchung des Mechanismus des Zelltodes bei
CPE-behandelten Tumorzellen ermoglichen. Dadurch sollte die Erkenntnis Uber die
CPE-Wirkung erweitert werden. Hierfur wurden die HCT116 und MCF-7 Zellen
eingesat und mit dem optCPE transfiziert. Zu verschiedenen Zeitpunkten (0-48
Stunden nach Transfektion) wurden Kulturiberstande abgenommen und nach der
Aktivitat der Caspase 3 und 7 mittels des Apo-One-Kits gepruft. Die Aktivitat der
Caspase-1 wurde mittels des Caspase1-Color-Assay bestimmt. Beide Experimente
wurden nach den Vorschriften des Herstellers durchgefuhrt. Die Quantifizierung der
Caspase 3 und 7 Aktivitat erfolgte durch Messung der freigesetzte Luminiszenz
(RLU). Diese der Caspase 1 Aktivitat im Plattenreader bei 405 nm.

3.2.18 Apoptose Assay

Zur Untersuchung des CPE-Wirkmechanismus wurde nach optCPE-Gentransfer der
Apoptose-Assay-Kit von Calbiochem angewendet. Der Test beruht auf die
Markierung der CPE behandelten Zellen mit Fluoresceinisothiocyanat (FITC)
markiertem Annexin-V und Propidiumiodid (PI). Das Annexin-V bindet an exponiertes
Phosphatidyl-Serin der Membranen apoptotischer Zellen®. Das Propidiumiodid kann
geschadigte Zellmembranen durchdringen und an DNA binden. Die PI-Farbung ist
charakteristisch fur Zellen in der spat-apoptotischen bzw. der nekrotischen Phase.
Eine Differenzierung und Quantifizierung von vitalen, frih-apoptotischen und

nekrotischen Tumorzellen wurde mittels FACS durchgefuhrt.

3.2.19 FACS

Die Durchflusszytometrie ist eine analytische Methode, die zur Evaluation der
ZellgroRe, der Struktur (Oberflache, Granularitat etc.) und dem Sortieren
verschiedener Zellpopulationen dient. Sie basiert auf der Messung optischer Signale,
die nach Passieren der Zellen durch einen Laserstrahl entstehen. Dabei wird die
Wellenlange des gestreuten Lichtes quantifiziert. Des Weiteren kann mit dem
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gestreuten Licht im Durchflusszytometer auch die Fluoreszenz verschiedener, intra-
sowie extrazellular gebundener Farbstoffe gemessen und quantifiziert werden.

Die FACS-Analyse wurde in dieser Arbeit zur Evaluation der Apoptose der mit dem
rekombinanten CPE behandelten bzw. mit dem optCPE transfizierten HCT116 und
MCF-7 Zellen angewendet. Die Fluoreszenzsignale beider Farbstoffe (Annexin-V und
PI) wurden in zwei Kanalen gemessen: Annexin-V (FITC), im Kanal 1 (FL1), mit der
Wellenlange von 518 nm und Pl im Kanal 2 (FL2), mit der Wellenlange von 620 nm.
Die Emissionsspektren von FITC und Pl Uberlappen sich und das setzte eine
Kompensationseinstellung direkt vor der Messung voraus. Bei jeder FACS-Analyse
wurden jeweils 10.000 Zellen gemessen. Als Kontrolle dienten nicht mit dem
rekombinanten Toxin behandelte bzw. nicht transfizierte Zellen der entsprechenden
Tumorzelllinie. Die Auswertung erfolgte mittels der CellQuest Software von Becton
Dickinson.

3.2.20 Biologischer Assay der CPE-Aktivitat

Der biologische Assay ermoglichte eine Untersuchung der Aktivitat des von
erfolgreich in vitro transfizierten Tumorzellen produzierten CPE auf nicht transfizierte,
Claudin-3 und -4 exprimierende HCT116 und MCF-7 Zellen, bzw. auf SKMel-5
Kontrollzellen. Hierzu wurden jeweils 4x10° Zellen pro well in einer 6-Well-Platte
eingesat. Nach 24 Stunden wurden die drei Zelllinien mit dem Leervektor und mit
dem optCPE-exprimierenden Vektor transfiziert. Parallel wurden am selben Tag
1x10* Zellen pro well in einer 96-Well-Platte eingesat und iber Nacht inkubiert. Am
Tag 2 nach der Transfektion wurde der Kulturiberstand aus dem Well der
transfizierten Zellen abgenommen und in auf die nicht tranfizierten Zellen der
entsprechenden Zelllinie in der 96-Well-Platte gegeben. Nach weiteren 72 Stunden
Inkubation erfolgte der MTT-Zytotoxizitatstest. Die Messung wurde mit Hilfe des
Plattenreaders durchgefuhrt (s. 3.2.15.2)

3.2.21 Laktat-dehydrogenase (LDH)-Assay

Zur Quantifizierung der LDH-Freisetzung aus nach Transfektion mit dem optCPE
geschadigten Tumorzellen diente der LDH-Assay. Die Freisetzung der
zytoplasmatischen LDH stellt einen Indikator fur Membran-Schadigungen und

Nekrose dar. Hierzu wurden zu bestimmten Zeiten (0-48 Stunden nach dem
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Gentransfer) Kulturuberstande abgenommen und mit dem Cytotoxicity Detection Kit

nach Angabe des Herstellers behandelt.

3.2.22 Modell
3.2.22.1 Nicht viraler Gentransfer
Zur Untersuchung der Toxizitat des CPE wurde ein Tierexperiment mit 18 Mausen
(NMRI nu/nu, weiblich) durchgefuhrt. Zur Etablierung der MCF-7 Xenotransplantat-
Tumoren wurde den Tieren 1x10” Zellen subkutan in die linke Flanke appliziert. Etwa
14 Tage danach waren die ca. 5x5 mm grof3en Tumore etabliert, in die dann der
nicht-virale Gentransfer erfolgte. Die Mause wurden nach der Tumortransplantation
in folgenden zwei Gruppen aufgeteilt:

* Gruppe 1: Leervektor-transfizierte Kontrollgruppe

*  Gruppe 2: pCpG-mcs G2-optCPE-transfizierte Gruppe
Der Gen-Transfer erfolgte dreimalig in Intervallen von 7 Tagen direkt intratumoral,
mittels 5 Jet-Injektionen und nachfolgender Elektroporation von 5 Pulsen von
200V/cm/20 ms. Dabei erhielt jedes Tier der Gruppen 1 und 2 jeweils 50 ug DNA, die
in 5 Gaben mit jeweils 10 yL Volumen (1ug DNA/ 1uL PBS) aufgeteilt wurde. Die
Jet-Injection ist eine Methode, bei der nackte DNA als hochbeschleunigter
Flussigkeitsstrahl (High-Speed-Jet) direkt in das Zielgewebe appliziert wird. Die
zeichnet sich durch gute Transfereffizienz bei einfacher Durchfuhrung und geringen
Nebenwirkungen aus’. Nach jeder Applikation von Jet-Injektion erfolgte anschlieRend
eine Elektroporation. Sie beruht auf dem Effekt der kurzzeitigen Permeabilisierung
der Zellmembran in einem elektrischen Feld, die den Gen-Transfer in die Zelle
ermoglicht.

3.2.22.2 CPE-Expression und Gentherapie

Die Korpertemperatur und das Korpergewicht der Mause wurden als
Kontrollparameter wahrend des Experiments bestimmt. Das Tumorvolumen wurde
an den Tagen 1, 5, 8, 12, 15, 19 und 22 nach dem Gentransfer durch folgende
Formel berechnet:

Tumorvolumen (cm®)= Breite? x Linge x 0,5 (Lénge>Breite)
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Zur Validierung der optCPE-Expression auf Proteinebene wurde eine Untersuchung
der Expressionskinetik durchgefuhrt. Hierzu wurden jeweils 2 Tiere 24, 48 und 72
Stunden nach dem Gentransfer mit optCPE getotet und die Tumoren mittels
Western-Blot auf CPE-Expression gepruft (s. 3.2.11). Daruber hinaus wurde die
CPE-Expression im Tumorgewebe mittels Immunhistochemie nachgewiesen (s.
3.2.13). Die Evaluierung von Tumornekrosen durch CPE-Gentransfer wurde an HE-
gefarbten Schnitten vorgenommen (s. 3.2.14).

Die restlichen Tiere wurden am Tag 25 post Transfektion getotet. Die Tumorvolumina
der Tiere in beiden Gruppen wurden vermessen und miteinander verglichen. Des
Weiteren wurde die CPE-Protein-Expression in dem Tumorgewebe mittels Western-
Blot untersucht.

3.2.23 Statistische Verfahren

Die Bestimmung der Signifikanz erfolgte durch Berechnung der p-Werte mittels
Student t-Tests, sowie des parameterfreien U-Tests von Mann-Whitney. Bei einem
Wert von p<0,05 wurden die Ergebnisse als signifikant interpretiert.
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4. Ergebnisse

4.1 Charakterisierung des in vitro Modells

Fur die Arbeit sollte zunachst ein geeignetes humanes Tumorzellmodell etabliert
werden und daher wurden fur die Priafung der CPE-vermittelten in vitro Toxizitat
verschiedene Tumorzelllinien selektiert. Das wichtigste Kriterium dabei stellte die
Expression der CPE-Rezeptoren Claudin-3 und -4 dar, da die CPE-Wirkung an ihre
Prasenz gekoppelt ist. Die Rezeptor-Verfugbarkeit der Zellen sollte auf mRNA-,
sowie auf Proteinebene Uberpriuft werden. Daruber hinaus war es von Bedeutung
eine CPE-resistente Zelllinie fur die Untersuchung heranzuziehen, die Claudin-3 und
Claudin-4 negativ ist. Diese sollte bei den Experimenten keine Sensitivitat gegenuber
dem Enterotoxin zeigen und als Negativkontrolle fungieren. Nach der Claudin-3 und
-4 Expressionsanalyse und nach der Selektion der geeigneten Tumorzelllinien sollte
ihre  Empfindlichkeit gegenuber rekombinatem CPE gepruft werden. Fur diese
Untersuchungen wurden die Zellinien MCF-7 (Mammakarzinom), HCT116
(Kolonkarzinom), Panc-1 (Pankreaskarzinom) und SKMel-5 (Melanom) verwendet.

4.1.1 Analyse der Claudin-3 und Claudin-4-Expression auf mRNA- und auf
Proteinebene

Die Evaluation der mRNA-Expression beider spezifischer CPE-Rezeptoren, Claudin-
3 und Claudin-4, erfolgte mittels real time qRT-PCR. Als “house keeping“-Gen wurde
das Glucose-6-Phosphat Dehydrogenase (G-6-PDH) Gen ausgewahlt, das durch die
vier untersuchten Tumorzelllinien annahernd gleich hoch exprimiert wird. Die
Expression der Claudine wurden zum ‘house keeping“-Gen relativiert und die
Ergebnisse sind in der Abb.6 dargestellt. Die Referenzkurven fur die Quantifizierung
der Claudin-3, Claudin-4 und G-6-PDH-mRNA wurden mit Hilfe einer cDNA-
Konzentrationsreihe (5 bis 200 ng) der Kalibrator-Zelllinie erstellt. Als solche wurde
bei diesem Experiment die Zelllinie MCF-7 festgelegt. Zusatzlich erfolgte nach der
real time qRT-PCR eine Trennung der entsprechenden PCR-Produkte mittels
Elektrophorese. In der real time qRT-PCR zeigten die MCF-7 Zellen die hochste
Expression sowohl von Claudin-3, als auch von Claudin-4. Die Claudin-3 und
Claudin-4-Expression der HCT116 Zellen prasentierte sich niedriger, als die der
MCF-7 Zellen, jedoch konnte bei der Kolonkarzinomzelllinie die Expression beider

Claudine nachgewiesen werden. Bei der Tumorzelllinie Panc-1 liel® sich eine im
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Vergleich zu MCF-7 und HCT116 relativ niedrigere Claudin-4 und keine Claudin-3
Expression evaluieren. Im Gegensatz dazu konnte bei SKMel-5 keine Expression der
Claudine detektiert werden.

Zur Validierung der Claudin-3- und -4 Expression auf Proteinebene wurde der
Western-Blot angewendet. Durch den Western-Blot konnten die Ergebnisse der
quantitativen real time qRT-PCR bestatigt werden. Es zeigte sich ebenfalls, dass die
MCF-7 und HCT116 Zelllinien beide CPE-Rezeptoren stark exprimieren. Sowohl
Claudin-4, als auch Claudin-3 wurden in den Mammakarzinom-Zellen am hochsten
detektiert. Bei HCT116 prasentierte sich, ahnlich wie in der real time qRT-PCR, eine
relativ niedrigere Expression beider Claudine, als bei MCF-7. Daruber hinaus konnte
im Western-Blot bei Panc-1 eine, im Vergleich zu den vorigen zwei Zelllinien deutlich
niedrigere Claudin-4 Expression ermittelt werden. Bei der Melanom-Zelllinie konnte
auf der Proteinebene keine Claudin-3 sowie keine Claudin-4 Expression evaluiert

werden. Somit zeigte sie sich als Negativkontrolle fur die weiteren Experimente

geeignet.
A | B
Claudin-3/mRNA Claudin-4/mRNA
250 1
c 2000 1
2.2 200 - T 5
£'9 & 21600
T W o w
- Q S a
@ 1100 | o
P g o
E 0 - - " 0 _— -
SKMel-5 HCT116 MCF-7  Panc-1 SKMel-5 HCT116 MCF-7 Panc-1
Claudin-3-§8 : :3 Claudin-4-
Western-Blot Western-Blot

Claudin-3- “ Claudin-4-  um—

B-Tubulin- WP W S s -TUDUIIN=  “— a— S— —

Abb.6: Quantitative Analyse der Claudin-3 (A) und Claudin-4 (B) Expression auf mRNA- und
semiquantitavie Analyse auf Proteinebene in den humanen Tumorzelllinien MCF-7, HCT116,
Panc-1 und SKMel-5. Die real time qRT-PCR zeigt eine hohe Claudin-3 und -4 Expression in den
MCF-7 und HCT116 Zellen. Die gemessenen Werte wurden zu dem “house keeping“Gen G-6-PDH
normalisiert. Die Agarose-Gele (untere Panel) zeigen die Claudin-3- bzw. -4-spezifischen PCR-
Produkte von 126 bzw. 136 bp. Der Western-Blot (unterste Panel) bestatigt die Claudin-3 und -4
Expression in den Zellinien MCF-7 und HCT116 und zeigt eine relativ niedrigere Expression des
Claudin-4 in der Zelllinie Panc-1. Als Ladekontrolle dient 3-Tubulin.
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4.1.2 Evaluation der in vitro Tumorzellsensitivitdt gegeniiber rekombinantem CPE
Der nachste Schritt zur Etablierung des in vitro Tumorzellmodells bestand in der
Sensitivitatspriafung der Claudin-3 und -4 exprimierenden Zelllinien MCF-7, HCT116
und Panc-1 sowie der Kontrolllinie SKMel-5 auf CPE. Fur das Ziel wurde in
folgendem Experiment das rekombinante CPE-Protein (rekCPE) herangezogen. Die
Zytotoxizitat funf verschiedener Konzentrationen des rekCPE (0,05 bis 0,25 pug/mL)
wurden 24, 48 sowie 72 Stunden nach deren Zugabe auf die Tumorzellen evaluiert.
Als Kontrolle dienten Tumorzellen, die mit PBS behandelt wurden. Die
Zytotoxizitatsbestimmung wurde mittels Alamar Blue-Assay durchgefuhrt (s.
3.2.15.1).
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Abb.7: In vitro Sensititvitat der ausgewahlten Tumorzelllinien gegeniiber rekombinantem CPE:
Das rekombinante CPE wurde in funf verschiedenen Konzentrationen (0,05-0,25 pg/mL) auf die
Zellen appliziert. Jeweils 24, 48 und 72 Stunden nach der rekCPE-Zugabe erfolgte der Alamar Blue-
Test. Es zeigt sich eine starke in vitro Zytotoxizitdt des rekCPE bei den Claudin-3 und -4
exprimierenden MCF-7 (B) und HCT116 (C) sowie eine vergleichbar niedrigere bei Panc-1 Zellen
(D). Bei der Kontrollzellinie SKMel-5 (A) wurde dagegen keine Wirksamkeit des rekCPE beobachtet;
(*), p<0,001.

Die Tumorzelllinie SKMel-5 zeigte sich gegenuber der Wirkung des rekombinanten
CPE nicht sensitiv, da keine signifikante Toxizitat nach Applikation des Toxins
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ermittelt werden konnte. Bei den Claudin-3 und -4 exprimierenden HCT116 und
MCF-7 wurde dagegen eine zeit- und konzentrationsabhangige rekCPE-Zytotoxizitat
nachgewiesen. Diese war jeweils 72 Stunden nach der Zugabe des Toxins am
starksten ausgepragt und betrug 87% bei HCT116 und 78% bei MCF-7. Panc-1
zeigte sich gegenuber dem rekCPE im Vergleich zu HCT116 und MCF-7 weiniger
empfindlich, da 72 Stunden nach der Toxin-Applikation 45% der Pankreaskarzinom-
Zellen abgestorben waren (s. Abb.7).

4.2 In vitro CPE-Gentransfer und Expression

4.2.1 Konstruktion der CPE-exprimierenden Plasmid-Vektoren

Eine wesentliche Voraussetzung und Grundlage fur die weiteren Experimente nach
der Verifizierung des Tumorzellmodells bezuglich der CPE-Wirksamkeit bei Claudin-
3 und -4 exprimierenden epithelialen Tumoren war die Klonierung der CPE-
tragenden Konstrukte. Hierzu wurden in den Expressionsvektor pCpG-mcs G2
(pCpG) vier Varianten der CPE-cDNA-Sequenz (s. 3.2.2) einkloniert.

Fir die Prafung der ,sense“-Orientierung des Gens in dem Konstrukt wurde jeweils
eine Kontrollspaltung mit den Restriktionsenzymen Stu | und Apa | durchgeflhrt (s.
Abb.8). Eine Sequenzierung des Konstruktes bestatigte das Klonierungsergebnis.

—pCpG-mcs G2
(3066bp)

CPE CPESS
(990 bp) (1060 bp)

Abb.8: Kontrollspaltung mit den Restriktionsendonukleasen Stu | und Apa I: Nach dem Plasmid-
Verdau wurden Vektor- und Insert-Fragmente mittels Elektrophorese getrennt. Auf dem Agarose-Gel
zeigen die CPE-Produkte eine Langendifferenz, die durch den Zusatz der Signalsequenz zu dem
wtCPE und zu dem optCPE entsteht.

4.2.2 In vitro Gentransfer und Analyse der CPE-Expression auf mRNA- und
Proteinebene

Nach der erfolgreichen Klonierung erfolgte die Evaluation der CPE-Expression in den
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Tumorzelllinien nach Transfektion der vier verschiedenen CPE-Gene. Die CPE-
exprimierenden Konstrukte pCpG-wtCPE, pCpG-optCPE, pCpG-wtCPESS, pCpG-
optCPESS sowie der pCpG-Vektor wurden jeweils in die Tumorzelllinien MCF-7,
HCT116, Panc-1 und SKMel-5 unter den optimalen Bedingungen transfiziert (s.
Tab.8). Die Analyse der CPE-Expression erfolgte 24 Stunden nach dem Gentransfer
mittels real time qRT-PCR (mRNA-Ebene) und Western-Blot (Protein-Ebene).
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Abb.9: CPE-Expressionsanalyse in den Tumorzelllinien SKMel-5 (A), HCT116 (B), MCF-7 (C)
und Panc-1 (D): Die real time qPCR, die entsprechenden PCR-Produkte (untere Panel), sowie der
Western-Blot (unterste Panel) jeweils 24 Stunden nach Gentransfer mit den wtCPE-, optCPE-,
wtCPESS- und wtCPESS-Konstrukten. G-6-PDH dient als “house keeping“ bei der real time qRT-
PCR. Als Ladekontrolle bei dem Western-Blot fungiert 3-Tubulin.

Aufgrund der Translationsoptimierung der wtCPE-cDNA wurde eine hohere CPE
Expression nach Gentransfer des optCPE und des optCPESS erwartet. Die
Transfektion des optCPE-Konstruktes zeigte tatsachlich eine bessere Expression im
Vergleich zum wtCPE in allen untersuchten Tumorzelllinien. In der Zelllinie MCF-7
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wurde die hochste mRNA-Expression des optCPE nachgewiesen. Nach optCPE-
Gentransfer wurde im Western-Blot ebenfalls in allen Tumorzelllinien eine CPE-
Expression evaluiert. Der wtCPE-Gentransfer fuhrte dagegen zur CPE-mRNA-
Expression in MCF-7, HCT116 und SKMel-5 Zellen. Auf Proteinebene wurde das
wtCPE lediglich von HCT116 und nur sehr schwach von MCF-7 exprimiert. Die
EinfUhrung der Signalsequenz trug Uberraschenderweise zu keiner Verbesserung
der CPE-Expression bei, so dass beide SS-tragenden Konstrukte keine CPE-
Expression in den untersuchten Zelllinien bewirken konnten (s. Abb.9).

Diese Analysen zeigten, dass das optCPE-tragende Konstrukt in allen vier Zelllinien
zur besten Expression auf mRNA- und Proteinebene fuhrte.

4.2.3 Kinetik der in vitro CPE-Expression

Ein interessanter Punkt bei der in vitro Evaluation des CPE-Gentransfers war die
Bestimmung der CPE-Expressionskinetik. Fur dieses Experiment wurde
reprasentativ die Tumorzelllinie MCF-7 untersucht. Sie wurde mit den Konstrukten
wtCPE oder optCPE transfiziert. Jeweils 4, 6 sowie 12 Stunden danach wurde eine
Expressionsanalyse mittels Western-Blot durchgefuhrt. Es konnte gezeigt werden,
dass 4 und 6 Stunden nach Gentransfer keine CPE-Protein-Expression stattfindet.
12 Stunden nach der Transfektion wurde jedoch optCPE-Protein in den Zellen
detektiert. Fur den wtCPE-tragenden Vektor konnte dagegen in den ersten 12
Stunden nach Gentransfer keine Protein-Expression gezeigt werden (s.Abb.10).
Dieses Experiment ermoglichte eine erste Vorstellung uber die minimale Zeit, in
diesem Fall 12h, die eine Tumorzelllinie fur die CPE-Expression auf der

Proteinebene bendtigt.

4h 6h 12h
Ko. Vektor wtCPE opt CPE wtCPE optCPE wtCPE optCPE
CPE- |
B-Tubulin

D e e e o - —

Abb.10: In vitro CPE-Expressionskinetik auf Proteinebene. Die Tumorzelllinie MCF-7 wurde mit
wtCPE oder optCPE transfiziert. Jeweils 4, 6 und 12 Stunden danach erfolgte die Expressionsanalyse
mittels Western-Blot. Als Ladekontrolle diente B-Tubulin. Das optCPE—Protein konnte 12 Stunden
nach der Transfektion detektiert werden.
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4.2.4 Intrazellulére Lokalisation des CPE in transfizierten Tumorzellen

Neben der Expressionskinetik war auch die intrazellulare Lokalisation des CPE von
Interesse. Eine Abklarung der zeitabhangigen Lokalisation des CPE in der Zelle
konnte als indirekter Hinweis auf den CPE-Wirkmechanismus dienen. Aus diesem
Grund wurden Immunfluoreszenz-Aufnahmen 12, 24 und 48 Stunden nach optCPE-
Gentransfer angefertigt. Fur dieses Experiment wurden die CPE-sensitiven
Tumorzelllinien MCF-7 und HCT116 ausgewahlt. Sie wurden transfiziert und zu den
oben genannten Zeiten mit spezifischen Anti-CPE-Antikorper fur die
Immunfluoreszenz inkubiert (s. 3.2.12). Das Zytoplasma wurde orange (Alexia 55)
und die Zellkerne blau (DAPI) angefarbt. Im Fluoreszenzmikroskop zeigte sich eine
unterschiedliche Verteilung des CPE, zunachst im Zytosol und dann zu einem
spateren Zeitpunkt auch membranstandig. 12 Stunden nach der Transfektion wurde
sowohl bei MCF-7, als auch bei HCT 116 eine zytoplasmatische CPE-Akkumulation
beobachtet (s. Abb.11). Nach weiteren 12 Stunden zeigte sich, zusatzlich zu der
zytoplasmatischen Anhaufung, eine beginnende Umverteilung des Toxins in die
Zellmembran. Schlussendlich zeigten die 24 Stunden nach dem Gentransfer
angefertigten Fluoreszenzbilder deutlich eine Bindung des CPE an der Zellmembran
bei den MCF-7 und HCT116 Zellen.

Abb.11: Immunfluoreszenz der zeitabhéngigen Lokalisation des CPE (griin) in mit optCPE
transfizierten MCF-7 und HCT 116 Zellen. Nach Gegenfarbung mit Alexia 55 und DAPI stellen sich
das Zytoplasma orange und die Zellkerne blau dar. Es zeigt sich initial eine zytoplasmatische
Akkumulation des CPE in den ersten 12 Stunden nach Transfektion. Nach 24 bis 48 Stunden lasst
sich das CPE eher membranstéandig lokalisieren. Balken 20pum.
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4.3 CPE-vermittelte antitumorale Wirkungen in transfizierten Tumorzellen

4.3.1 CPE-vermittelte Zytotoxizitét nach in vitro Gentransfer

Bei den Tumorzelllinien MCF-7, HCT116 und teilweise Panc-1 konnte eine
Expression der CPE-Rezeptoren Claudin-3 (nicht bei Panc-1) und Claudin-4
nachgewiesen werden. Daruber hinaus lie sich eine unterschiedlich stark
ausgepragte zytotoxische Wirkung des rekombinanten CPE auf diesen Zelllinien
nachweisen. Nach erfolgreicher Transfektion mit den verschiedenen CPE-
exprimierenden Konstrukten sollte im folgenden Experiment die CPE-vermittelte
Zelltoxizitat in den Tumorzelllinien sowie in der Kontrolllinie SKMel-5 evaluiert
werden. Hierzu wurde der Alamar Blue-Zytotoxizitatstest jeweils 24, 48 und 72
Stunden nach dem Gentransfer durchgefuhrt. Die Zellkulturen wurden zusatzlich
unter dem Mikroskop bezuglich ihrer Vitalitat bewertet und dokumentiert.

Es lie3 sich eine signifikante toxische CPE-Wirkung, vor allem fur das optCPE-
Konstrukt ermitteln. Diese zeigte eine Korrelation sowohl mit der Lange des
Zeitintervalls nach dem Gentransfer, als auch mit der Claudin-3 und Claudin-4
Expression in den Zellen. Die Zelllinie MCF-7, die beide Claudine am starksten
exprimiert, prasentierte sich als die sensitivste gegenuber der optCPE-Wirkung. Im
Verlauf wurde eine Zytotoxizitdt von nahezu 100% (72h nach der Transfektion)
erreicht. Mikroskopisch waren dementsprechend keine vitalen Zellen zu beobachten
(s. Abb.12C). Die Zelllinie HCT116, die wie MCF-7 das Claudin-3 und das Claudin-4
exprimiert, zeigte auch eine relativ hohe Sensitivitat gegentuber dem optCPE. 48
Stunden nach dem optCPE-Gentransfer waren etwa 50% und 72 Stunden danach
uber 85% der Tumorzellen abgestorben. Dieser Befund konnte auch in der
Mikroskopie bestatigt werden (s. Abb.12B). Bei der Zelllinie Panc-1, die lediglich das
Claudin-4 exprimiert, waren nach 72 Stunden 45% der Zellen durch die toxische
Wirkung des optCPE betroffen. Die Mikroskop-Aufnahmen bestatigten wiederum das
Ergebnis (s. Abb.12D). Die Kontrollzellinie SKMel-5, die im Gegensatz zu den bereits
analysierten Tumorzelllinien MCF-7, HCT116 und Panc-1 Claudin-negativ ist, zeigte
keine Sensitivitat gegenuber dem optCPE-Gentransfer. Auf den entsprechenden
Mikroskop-Aufnahmen  wurde kein Hinweis auf Schadigung der SKMel-5 Zellen
festgestellt (s. Abb.12A). Das wtCPE wurde nach Gentransfer in den Zelllinien
HCT116 und MCF-7 auf Proteinebene exprimiert. Die relativ niedrigere wtCPE-
Expression im Vergleich zu optCPE bewirkte dementsprechend eine schwacher
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ausgepragte Zelltoxizitat in den selben Zelllinien, welche bei 35% in HCT116 und bei
55% in MCF-7 lag.
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Abb.12: CPE-vermittelte Zytotoxizitit in den Zelllinien SKMel-5 (A), HCT116 (B), MCF-7 (C) und
Panc-1 (D). Mittels Alamar Blue-Assay wurde die Wirkung des CPE-Gentransfers in den
Tumorzelllinien zu drei Zeitpunkten 24, 48 und 72 Stunden nach in vitro Transfektion mit den CPE-
tragenden Konstrukten geprift. Als Kontrolle dienten nicht transfizierte sowie pCpG-Vektor
transfizierte Zellen (Vektor). Die Vektor-transfizierten Zellen wurden als 100% definiert. Reprasentativ
dargestellt sind Mikroskop-Aufnahmen 72 Stunden nach Transfektion des pCpG-Vektors sowie des
optCPE. Balken 100 um; (*), p<0,004.
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Beide Signalsequenz-tragende Konstrukte zeigten im Western-Blot keine
Expression. Daher prasentierte sich weder bei den drei Claudin-postiven, noch bei
der Kontrollzelllinie eine zytotoxische Aktivitat nach dem Gentransfer des wtCPESS
und des optCPESS. Da das optCPE-Konstrukt die beste Expressionseffizienz und
biologische Wirksamkeit zeigte, wurden alle weiteren Untersuchungen mit diesem

Konstrukt durchgefuhrt.

4.3.2 Evaluation des CPE-"Bystander-Effektes" nach Gentransfer

Bei dem Alamar Blue-Assay nach in vitro Transfektion mit dem optCPE-
exprimierenden Vektor fiel eine Zytotoxizitatsrate in den Claudin-positiven
Tumorzelllinien MCF-7 und HCT116 auf, die hoher als die entsprechende
Transfektionseffizenzrate ist (s. Tab.8 und 4.3.1). Das ist moglicherweise durch eine
Freisetzung des CPE aus den sterbenden bzw. bereits toten Tumorzellen in den
Extrazellularraum zu erklaren. Das Phanomen, dass nicht transfizierte bzw. kein
CPE-exprimierende Tumorzellen aufgrund der Toxin-Wirkung zu Grunde gehen, wird
"Bystander-Effekt” genannt. Da bei den Tumorzelllinien MCF-7 und HCT116 ein
"Bystander-Effekt” vermutet werden konnte, erfolgten diesbezuglich weitere
Untersuchungen. Hierfur wurden die o.g. Zelllinien mit dem optCPE transfiziert.
Jeweils 24 und 48 Stunden nach dem optCPE-Gentransfer erfolgte eine Validierung
der CPE-Anwesenheit in dem Uberstand mittels Western-Blot (s. Abb.13A). Eine
zweifache Negativkontrolle wurde dabei mitgefuhrt: einerseits nicht transfizierte
MCF-7 oder HCT116 Zellen (Ko.) und zusatzlich dazu Tumorzellen, die mit dem
pCpG-Vektor transfiziert wurden. Der Western-Blot zeigte eine optCPE-Freisetzung
in beiden untersuchten Tumorzelllinien sowohl 24, als auch 48 Stunden nach der
Transfektion (s. Abb13A). In den HCT116 Zellen wurde zu den beiden Zeiten eine
viel hohere CPE-Menge im Vergleich zu MCF-7 mittels ELISA detektiert (s.
Abb.13B). Das konnte allerdings an der hoheren Sensitivitat der MCF-7 gegenuber
CPE liegen,da das starkere Absterben der MCF-7 Zellen die niedrigere CPE-
Freisetzung in den Uberstand im Vergleich zu HCT116 erklaren konnte. Der
Kulturiberstand, der 48 Stunden nach dem Gentransfer abgenommen wurde, wurde
dann auf nicht-transfizierte Zellen derselben Zelllinie sowie auf die SKMel-5
Kontrollzellen appliziert (s. Abb.13C).
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Abb.13: Evaluation des "Bystander-Effektes"” durch CPE-Freisetzung. Die Zelllinien HCT116 und
MCF-7 wurden mit dem optCPE-Gen oder mit dem pCpG-Vektor (Vektor) transfiziert. 48 Stunden
danach wurde der Kulturiiberstand mittels Western-Blot auf CPE geprift (A). Als Kontrolle dienten
Kulturiiberstande nicht-transfizierter HCT116 und MCF-7 Zellen (Ko.). Die CPE-Konzentration wurde
mittels ELISA quantifiziert (B). AbschlieRend wurde die Toxizitat des CPE aus den Kulturiiberstanden
mittels biologischen Assay untersucht (C).

Es sollte hierbei ermittelt werden, ob das in den Kulturiberstand transfizierter
Tumorzellen sezernierte CPE eine zytotoxische Wirksamkeit besitzt. Dabei zeigte
sich eine Reduktion der vitalen HCT116 Zellen nach dem optCPE-Gentransfer zu
90% im Vergleich zur Kontrolle, die mit dem Uberstand nicht-transfizierter Zellen
behandelt wurde. Die Mammakarzinom-Zelllinie zeigte sich in diesem Versuch
ebenfalls gegenuber CPE sensitiv. Die CPE-Toxizitat betrug bei MCF-7 75% (s.
Abb.13C).

4.4 Zellularer Mechanismus der Toxizitdt nach in vitro CPE-Gentransfer

4.4.1 Analyse der Caspase 1,3 und 7 Aktivierung nach CPE-Gentransfer

Ein wichtiger Punkt fur die Etablierung des therapeutischen Ansatzes mit dem
Clostridium perfringens Enterotoxin bei Claudin-3 und -4 postiven epithelialen
Tumoren ist die Abklarung des genauen CPE-Wirkmechanismus. Hierfur ware eine
Abgrenzung zwischen dem programmierten Zelltod, der Apoptose, und der Nekrose
von Bedeutung, da die daraus entstehenden Konsequenzen bezuglich der
Immunantwort wichtig fur die antitumorale CPE-Wirkung sein konnten. Die Caspasen
3 und 7 spielen eine wichtige Rolle bei der Apoptose-Signalkaskade und kdnnen
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daher als Apoptose-Marker verwendet werden. Durch Bestimmung ihrer Aktivitat in
den CPE-gentransfizierten Tumorzellen konnte eine klare Aussage uber den Toxin-
Wirkmechanismus ermdglicht werden. Fur diese Experimente wurden die CPE-
empfindlichen Zelllinien MCF-7 und HCT116 herangezogen. Sie wurden mit dem
optCPE-Konstrukt transfiziert und 12, 24 und 48 Stunden danach mit dem Caspase
3/7 Kit untersucht (s. Abb.14A)
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Abb.14: Analyse der Caspase 3/7 (A)- und Caspase 1 (B)-Aktivitat in CPE-exprimierenden MCF-
7 und HCT116 Zellen. Die Aktivitat der Caspase 3/7 aus Kulturmedium und die Aktivitat der Caspase
1 aus Zelllysaten wurde zu den Zeitpunkten 6 (nur Caspase 1),12, 24 und 48 Stunden nach
Transfektion mit dem optCPE und dem pCpG-Vektor (Vektor) untersucht (s. 3.2.17). Die Zelllinie
HCT116 zeigte als einzige einen signifikanten Anstieg der Caspase3/7-Aktivitat 24 Stunden nach
optCPE-Gentransfer. Es konnte des Weiteren keine Erh6hung der Caspase 1-Aktivitat in den Claudin-
positiven Tumorzelllinien nach optCPE-Transfektion nachgewiesen werden. (*), p<0,05.

Bei den Mammakarzinom-Zellen zeigte sich zu keinem Zeitpunkt der Bestimmung
ein Aktivitatsanstieg der Caspase 3 oder 7. Bei den HCT116 Zellen wurde dagegen
eine signifikante Erhohung der Caspase 3/7-Aktivitat nach 24 Stunden sowie eine
spate geringere Aktivitat 48 Stunden nach der Transfektion nachgewiesen (s.
Abb.14A). Dieses Experiment ist ein Hinweis darauf, dass die HCT116 Zellen nach
Schadigung durch das optCPE, mdglicherweise in die Apoptose getrieben werden.
Bei der Zelllinie MCF-7 fehlt jedoch dieser Hinweis. Das konnte allerdings daran

liegen, dass die MCF-7 Zellen bezuglich CPE sensitiver, als die HCT116 sind. Daher
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ware es moglich, dass sie schneller nach dem optCPE-Gentransfer sterben und
aufgrund dessen kein Caspase 3/7-Anstieg zu den untersuchten Zeiten zu
detektieren ist. Des Weiteren besteht die Moglichkeit, dass die MCF-7 Zellen nach
der Membranschadigung durch das optCPE in Pyroptose getrieben werden. Da
bekannt ist, dass bei der Pyroptose die Caspase 1 aktiviert wird, wurde ein Caspase
1-Assay durchgefuhrt. Der Test fiel sowohl bei MCF-7, als auch bei HCT116 negativ
aus (s. Abb.14B) und zeigte somit, dass die Pyroptose als Zelltod-Mechanismus

nicht in Frage kommt.

4.4.2 FACScan Analyse mittels Annexin-V/Propidiumiodid (Pl) nach CPE-
Genstransfer

Die bereits durchgefuhrten Experimente zur Abklarung des CPE-Wirkmechanismus
mit den Tumorzelllinien MCF-7 und HCT116 zeigten indirekt, dass die Nekrose als
ein moglicher Zelltodmechanismus in Frage kommt. Aus diesem Grund wurde ein
weiterer  Apoptose-Assay durchgefuhrt, der zu einer Differenzierung zwischen
Apoptose und Nekrose als Form des Tumorzelltodes nach optCPE-Gentransfer
beitragen soll. Die Behandlung der transfizierten MCF-7 und HCT116 Zelllinien mit
Annexin-V sowie Pl sollte eine Unterscheidung diesbezlglich erlauben. Diese
Methode basiert auf den Eigenschaften nekrotischer Zellen Propidiumiodid zu
binden, welches durch die geschadigten Zellmembran in die Zelle eindringen und mit
DNA interagieren kann. Im Gegensatz dazu binden apoptotische Zellen das Annexin-
V an das durch die Apoptose exponierte Zellmembran-Phospholipid
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Abb.15: FACS-Untersuchung des CPE-Wirkmechanismus mittels Bestimmung der Pl-positiven
Tumorzellpopulationen. Ein signifikanter Anstieg Pl-positiver Zellen lie sich bei den beiden
Zelllinien, HCT116 sowie MCF-7 24 Stunden nach Transfektion mit dem optCPE beobachten. Als
Kontrolle dienen mit Leervektor transfizierte Zellen (Vektor).
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4.3.3 Analyse der Laktat-Dehydrogenase (LDH)-Freisetzung nach CPE-Gentransfer
Der Apoptose-Assay zeigte sowohl bei MCF-7 als auch bei HCT116 einen erhdhten
Anteil an Pl-positiven Zellen, 24 Stunden nach optCPE-Gentransfer, jedoch keine
Annexin-V  Positivitat. Das lie die Nekrose als  wahrscheinlichen
Zelltodmechanismus nach optCPE-Transfektion Claudin-3 und -4 exprimierender
Tumorzellen vermuten. Ein weiterer Parameter in den sterbenden Zellen, die in die
Nekrose getrieben werden, stellt das zytosolische Enzym Laktat-Dehydrogenase dar.
Ein Anstieg dieses Parameters wurde die Hypothese der Nekrose und
Membranschadigung bestatigen. Daraufhin wurde ein LDH-Assay jeweils 6, 12, 24
sowie 48 Stunden nach optCPE-Transfektion der MCF-7 und HCT116 Zellen
durchgefuhrt. Dadurch sollte eine mogliche Erhohung der LDH-Freisetzung in durch
CPE geschadigten Zellen evaluiert werden. Hierzu wurden wiederum die zwei
Claudin-positiven Zelllinien auf LDH-Anstieg nach Transfektion mit dem optCPE
Uberprift. In beiden Zelllinien zeigte sich im Uberstand ein signifikanter, zweifacher
LDH-Anstieg im Vergleich zu der Kontrolle (s. Abb.16A).
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Abb.16: Bestimmung der LDH-Freisetzung bei transfizierten MCF-7 und HCT116 Zellen (A)
sowie mikroskopische Evaluation (B) der Zellen. 24 Stunden nach Gentransfer mit optCPE wurde
mittels LDH-Assay bei MCF-7 und HCT116 eine signifikante Erhéhung der LDH-Freisetzung
nachgewiesen. (**), p=0,002; (*), p<0,001. Auf den mikroskopischen Aufnahmen weisen die Pfeile auf
typische Zellmorphologie hin: pyknotische Zellkerne und entleertes Zytoplasma. Balken 50um.
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Dieses Ergebnis spricht fur die Entstehung von Poren in der Zellmembran der
betroffenen Zellen nach CPE-Interaktion und bestatigt, dass die Nekrose der
Zelltodmechanismus sein kann. Zusatzlich zu dem LDH-Test wurden von den
untersuchten Zellen Aufnahmen unter dem Mikroskop angefertigt. Die mit optCPE
transfizierten Zellen zeigten im Gegensatz zu der Kontrolle ein zum
Nekrosegeschehen passendes Bild mit charakteristischen pyknotischen Zellkernen
und entleertem Zytoplasma (s. Abb.16B). Zusammenfassend weisen diese Analysen
darauf hin, dass der CPE-Gentransfer in den Tumorzellen zu einem Nekrose-Zelltod
fuhrt, der mit der Desintegration der Zellmembran nach CPE-Bindung assoziiert ist.

4.5 CPE-Gentherapie

Der in vitro gentherapeutische Einsatz des Clostridium perfringens Enterotoxin fuhrte
zu einer stark ausgepragten zytotoxischen Wirkung bei Claudin-3 und Claudin-4
exprimierenden Tumorzellen bereits 48 Stunden nach dem Gentransfer. Somit zeigte
das Toxin ein viel versprechendes Potential fur die Gentherapie. Ein unentbehrlicher
Schritt fur die Etablierung der CPE-Gentherapie stellen die Experimente dar. Aus
diesem Grund wurde die antitumorale Aktivitat des optCPE im Tierversuch

untersucht.

4.5.1 Intratumoraler Gentransfer

Die MCF-7 Xenotransplantat-Tumoren wurden in den Versuchstieren subkutan
etabliert (s. 3.2.22.1). Die Gruppen wurden aus je 5 Tieren gebildet, die am 45. Tag
nach der Tumorzellinokulation optCPE-gentransfiziert wurden. Die Kontrollgruppe
wurde zum selben Zeitpunkt mit dem pCpG-Vektor transfiziert. Der Gentransfer
erfolgte mittels Jet-Injektion mit nachfolgender Elektroporation und wurde insgesamt
dreimalig in einem Intervall von 7 Tagen durchgefuhrt. Die optCPE-Genexpression

wurde auf Proteinebene mittels Western-Blot Uberpruft.

4.5.2 Analyse der CPE-Expression auf Protein-Ebene

Der erste Schritt bei der Expressionsvalidierung war die Bestimmung der CPE-
Expressionskinetik. Hierfir wurden jeweils 24, 48 und 72 Stunden nach dem
optCPE-Gentransfer zwei mit demselben Konstrukt transfizierte Tiere getdtet und

aus dem Tumorgewebe Protein-Lysate angefertigt (s. 3.2.10). Diese wurden
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anschliellend zum Protein-Nachweis verwendet. Der Western-Blot zeigte eine CPE-
Expression in allen Tumoren uber dem gesamten Zeitraum der Untersuchung, also
von 24 bis 72 Stunden nach der optCPE-Transfektion. Im Gegensatz dazu konnte
bei der Negativkontrolle kein CPE detektiert werden (s. Abb.17).
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Abb.17: Expressionskinetik nach optCPE-Gentransfer. Jeweils 24, 48 und 72 Stunden nach
Transfektion wurden die CPE-Expression im MCF-7 Tumorgewebe mittels Western-Blot untersucht.
Die Gewebsproben wurden zu den verschiedenen Zeiten nach optCPE-Gentransfer entnommen. Als
Negativkontrolle (Ko.) fungierte pCpG-Vektor transfiziertes Tumorgewebe.

Des Weiteren wurde die intratumorale optCPE-Expression nach dem nicht-viralen
Gentransfer fur den verlangerten Zeitraum von bis zu 5 Tagen analysiert (s.
Abb.18A). Hierbei zeigte sich im Western-Blot eine effiziente und kontinuierliche
optCPE-Expression vom ersten bis zum funften Tag nach dem Gentransfer (s.
Abb.18A). Im Gegensatz zu der Experimentalgruppe wurde das CPE in der
Kontrollgruppe (Ko.) nicht exprimiert. Die Immunhistochemie ermdglichte eine
Evaluierung der raumlichen Gewebe-Verteilung des optCPE nach dem Gentransfer.
Hierzu wurden die angefertigten Praparate mit entsprechenden Anti-CPE-Antikorpern
behandelt und mikroskopisch evaluiert (s. 3.2.13). Praparate von dem ersten und von
dem zweiten Tag nach dem optCPE-Gentransfer zeigen begrenzte, umschriebene
und diffus-verteilte Areale, die das CPE stark exprimieren (s. Abb.18B, braun-
gefarbte Areale). Dagegen zeigte die Kontrolle keine CPE-Expression. Die
Untersuchung der CPE-Expressionskinetik erlaubte, dass ein optimaler Zeitpunkt far
den wiederholten Gentransfer mit dem optCPE bestimmt wird. Der Gentransfer

sollte in einem Intervall von 7 Tagen erfolgen.
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Abb.18: Intratumorale optCPE-Expression und Lokalisation. Zeit-abhangige CPE-Expression in
MCF-7-positivem Tumorgewebe, evaluiert mittels Western-Blot (A). Als Ladekontrolle dient B-Tubulin.
Die immunhistochemischen Bilder (B) zeigen reprasentativ CPE-exprimierende Areale (braun gefarbt,
Pfeile) in den Tumoren 1 bzw. 2 Tage nach optCPE-Gentransfer, verglichen zu der Negativkontrolle
(Vektor. Die Aufnahme rechts zeigt Nekrose-assoziierte Veranderungen der Tumorzellen
(Pfeile).VergroRerter Ausschnitt des im Quadrat umschriebenen Bereichs). Balken 200um.

4.5.3 Antitumorale Wirkung des CPE-Gentransfers

Flr die Evaluation der antitumoralen CPE-Wirkung wurden die Tumoren der zwei
Versuchsgruppen (Vektor-transfizierte Kontrolle und optCPE-transfizierte Gruppe, s.
Abb19) zu 6 Zeitpunkten wahrend des Experimentes vermessen und bezuglich ihres
Volumens verglichen (s. 3.2.22.2).

A

Abb.19: Repréasentative Darstellung der subkutan etablierten und behandelten
Xenotransplantat-Tumoren. Vektor-transfizierte Tiere der Kontrollgruppe (A) und optCPE-
gentransfizierte Tiere (B) am 22.Tag der Behandlung. Der Gentransfer erfolgte mittels Jet-
Injektion/Elektroporation.

Des Weiteren wurden HE-Praparate aus dem Tumorgewebe angefertigt und unter

dem Mikroskop evaluiert. Dabei wurde die Struktur der Tumorzellen nach dem
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optCPE-Gentransfer bewertet und mit der Kontroligruppe verglichen. Der optCPE-
Gentransfer in die MCF-7 Tumoren bewirkte eine signifikante Reduktion (p=0.0317)
des mittleren Tumorvolumes um 55%. Die TumorgroRe in der optCPE-transfizierte
Gruppe lag zum Zeitpunkt der Auswertung bei 0,322+0,08 cm®, wohingegen der
Durchschnitt in der Kontrollgruppe 0,714+0,12 cm?® betrug (s. Abb. 20A). Die
Abnahme des Tumorwachstums in der optCPE-transfizierten Gruppe ist mit der
Entstehung ausgedehnter Tumornekrose-Areale assoziiert und stellt einen klaren
Nachweis fur die antitumorale optCPE-Wirkung dar. Auf den HE-Aufnahmen,
angefertigt aus denselben Tumoren, zeigten sich ausgedehnte nekrotische Areale (s.
Abb. 20B). Diese Areale erscheinen eindeutig grofflachiger als die der CPE-
Expression (Vergleich zu Abb.18B). Dieses Ergebnis kann als ein Hinweis auf einen
‘Bystander-Effekt“ nach optCPE-Gentransfer in MCF-7 Tumoren gedeutet werden.
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Abb.20: CPE-Wirkung auf MCF-7 Tumoren. Im Tierexperiment fuhrte der optCPE-Gentransfer zu
einer signifikanten Tumorreduktion von 55% (p=0,032) im Vergleich zu der Vektor-transfizierten
Kontrollgruppe(A). Die HE-gefarbten Kryoschnitte zeigten bei der optCPE-transfizierten Gruppe
ausgedehnte nekrotische Areale im Gegensatz zu der Kontrollgruppe (B). Balken 300um.

Somit konnte im Tierexperiment eine optCPE-vermittelte Zytotoxizitat auf MCF-7
Tumoren, mit einer signifikanten Reduktion des Tomorwachstums im Vergleich zur
Kontrollgruppe nachgewiesen werden.

Zusammenfassend zeigte die in vitro optCPE-Gentherapie eine spezifische
zytotoxische Wirkung bei Claudin-3 und vor allem bei Claudin-4 exprimierenden
Tumoren, welche vom Expressionslevel des Rezeptors abhangig ist. Diese optCPE-

Aktivitat wurde durch einen “Bystander-Effekt” potenziert, so dass bei den Claudin-4
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stark positiven Zelllinien MCF-7 und HCT116 eine Zytotoxizitat von 100% bzw. 85%
72 Stunden nach dem Gentransfer ermittelt wurde. Die Analysen bezlglich des
Wirkmechanismus wiesen auf den Nekrose-Zelltod als wahrscheinliche Folge der
CPE-vermittelten Toxizitat hin. Alle Befunde, welche auf dem in vitro Zellmodell
erhoben wurden lieRen sich auch, am Tiermodell bestatigen. Im Maus-Versuch
zeigte sich eine signifikante Tumorreduktion um 55% in der optCPE transfiziereten
Gruppe im Vergleich zu der Vektor-transfizierten Kontrolle. Mit Hilfe von
Immunhistologie sowie von HE-gefarbten Kryoschnitten wurde auch “Bystander-
Effekt® evaluiert.
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5. DISKUSSION

Neben anderen therapeutischen Genen haben auch bakterielle Toxine fur die
Gentherapie an Attraktivitat gewonnen. Einige bakterielle Toxine, wie das Clostridium
perfringens Enterotoxin (CPE), das Diphtherietoxin (DT), das Pseudomonas Exotoxin
(PE) und das Streptolysin O (SLO) besitzen starke zytotoxische Aktivitat und das
macht sie fiir eine antitumorale Therapie viel versprechend”'’. Viele Arbeitsgruppen
haben sich mit diesem Thema beschaftigt und ihre Analysen bezuglich der
Anwendung von DT, PE und SLO in der Onkologie zeigten ihre mangelnde Spezifitat

als ein wesentliches Problem auf'*®’

. Im Gegensatz dazu bietet das CPE eine
Selektivitat in seiner Toxizitat. Das CPE ist ein 35 kDa-gro3es bakterielles Protein,
welches kausal mit Lebensmittelvergiftung assoziiert wird®®°.Seine zytotoxische
Aktivitat beruht, im Gegensatz zu den oben erwahnten Toxinen, auf einer
hochspezifischen Interaktion mit den Zelloberflachenrezeptoren Claudin-3 und
Claudin-4**%2% CPE bindet mit seinem C-Terminus an den Claudin-3 bzw. -4
Rezeptor und diese Bindung flhrt zu einer Anderung der Membranpermeabilitat und
schlieBlich zu Lyse und Zelltod®®'®, Da eine Reihe von Analysen die
Uberexpression des Claudin-3 und Claudin-4 in verschiedenen Tumoren epithelialer
Herkunft gezeigt haben, besitzt das CPE eine besondere Attraktivitat als potenzielles

Therapeutikum in der Onkologie®®"®.

In der vorliegenden Arbeit wurde erstmalig die CPE-cDNA im Rahmen einer
Suizidgentherapie von Tumoren verwendet. Im Mittelpunkt stand neben der in vitro
Evaluation der antitumoralen CPE-Aktivitat nach Transfektion Claudin-3 und Claudin-
4 positiver Tumorzellen, auch die Abklarung des zytotoxischen CPE-
Wirkmechanismus nach Gentransfer und die Evaluation der Aktivitat der CPE-

Gentherapie.

5.1 In vitro Tumorzellmodell

Von besonderer Bedeutung fur die Untersuchung der zytotoxischen CPE-Aktivitat
war die Etablierung eines geeigneten in vitro Tumorzellmodells. Die wichtigste
Voraussetzung hierfur stellte die Expression der spezifischen CPE-Rezeptoren,
Claudin-3 und Claudin-4 in den Tumorzellen dar. Diese ermdglicht die Entfaltung der
CPE-Wirkung. Beide Claudine sind an der Struktur und Funktion der ,Tight-
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Junctions® beteiligt und werden unter anderem im Gastrointestinaltrakt von
Wirbeltieren und Menschen exprimiert’>. Des Weiteren werden Claudin-3 und/oder
Claudin-4 in manchen epithelialen Tumoren, wie im Ovarial-, Endometrium-,
Mamma-, Nasopharynx-, Pankreas-, Kolon-, Urothel- und Prostatakarzinom sowie in
einigen Malignomen nicht epithelialer Ursprungs wie z.B. im Mukosa-assoziierten-
Lymphom-Gewebe (MALT) (berexprimiert*®®*">"8 Einige Arbeitsgruppen konnten
zeigen, dass die Expression im Tumorgewebe signifikant hoher im Vergleich zu der
physiologischen  Expression von Claudin-3 und Claudin-4 z.B. im
Gastrointestinaltrakt ist*>’?. Von allen Claudin-positiven Tumorarten stellen das
Mamma- und das Kolonkarzinom zwei der haufigsten Krebserkrankungen bei der
Frau und beim Mann in Deutschland dar®>. Die Neigung zur Rezidiv-Bildung nach
operativer Entfernung sowie die Entwicklung von Chemotherapie-Resistenz in diesen

7980 Das

soliden Tumoren bestimmen nicht selten eine schlechte Prognose
Langzeitiberleben beim Mammakarzinom in Deutschland liegt durchschnittlich far
alle Stadien der Erkrankung bei 84% und beim kolorektalen Karzionom bei 63%®'.
Das deutet auf eine bedeutende Sterblichkeit trotz prophylaktischer Ma3nahmen hin
und erklart zum groRen Teil die intensive Suche nach neuen Moglichkeiten bei der
Behandlung beider Tumorarten. Das Pankreaskarzinom ist die vierthaufigste
Krebstodesursache in Deutschland®’. Charakteristisch fiir diese Tumorart ist die
geringe, nur 2 bis 3%-ige 5-Jahresuberlebensrate, die somit die geringste aller
Krebserkrankungen darstellt®®. Als Ursache dafiir gelten vor allem die spéte
Diagnosestellung mit der daraus folgenden geringen kurativen Resektionsrate sowie
die ausgesprochen aggressive Neigung zu Metastasierung des Pankreaskarzinoms
8 Eine mégliche therapeutische Zielstruktur stellen die Claudine in diesen Tumoren
dar. Einige Studien zeigten, dass das Mammakarzinom beide spezifische CPE-
Rezeptoren besitzt, wobei andere berichten, dass sie lediglich das Claudin-4
exprimieren***%, In dem Kolonkarzinom wurde sowohl das Claudin-3, als auch das
Claudin-4 detektiert’*. Die Pankreastumoren zeigen im Allgemeinen eine
morphologische Vielfalt und verfigen in Abhangigkeit von dem Ursprungsgewebe
uber unterschiedliche Claudin-Expressionen. Bei Tumoren endokrinen Ursprungs
wird hauptsachlich das Claudin-3 nachgewiesen, wohingegen das Pankreas-
Adenokarzionom sowie der muzinds-zystische Tumor der Bauchspeicheldrise das

54,65,85

Claudin-4 Uberexprimieren Die Claudin-Expression sowie die klinische
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Relevanz  von Kolon, Mamma- und Pankreaskarzinom machten diese drei
Tumorarten zu attraktiven Kandidaten fur die CPE-Gentherapie. Die Evaluation der
CPE-Wirksamkeit in verschiedenen Zelllinien, die reprasentativ fur die
Tumorentitaten Kolon-, Mamma- und Pankreaskarzinom stehen, wirde als Hinweis
des Nutzens der breiten Anwendung des Enterotoxins in der Onkologie gelten. Als
Vertreter dieser drei Tumorarten wurden fur die in vitro Untersuchung der CPE-
Aktivitat drei humane Tumorzelllinien ausgewahlt: MCF-7 (Mammakarzinom),
HCT116 (Kolonkarzinom) und Panc-1 (Pankreaskarzinom). Zusatzlich wurde fur die
in vitro CPE-Aktivitatsanalyse die Zelllinie SKMel-5 herangezogen. Sie ist aus dem
Melanom etabliert worden, das weder Uber Claudin-3, noch uber Claudin-4
Expression verfijgt38. Da in der Abwesenheit der spezifischen Rezeptoren keine
CPE-vermittelte Wirkung entfalten sollte, wurde sich SKMel-5 gut als Kontrollzelllinie

eignen.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Claudin-Expression in den selektierten vier
Tumorzelllinien mittels real time gRT-PCR und Western-Blot analysiert. Diese
Expressionsanalyse diente als Grundlage fur die Toxin-Aktivitat, wobei die Claudin-4
Expression eine wichtigere Rolle fur die Zelltoxizitat spielt”’. Auf mRNA- und auf
Proteinebene zeigte sich, dass die MCF-7 und HCT116 Zellen sowohl Claudin-3, als
auch Claudin-4 Uberexprimieren. Der Claudin-4 Expressionslevel zeigte sich in
beiden Zelltypen im Vergleich zu dem von Claudin-3 erhoht und bestatigten die
Angaben aus der Literatur®®. Bei der Panc-1 Zelllinie wurde, wie bereits von einigen
Autoren beschrieben, eine Uberexpression des Claudin-4 nachgewiesen®°°. Die
Analysen dieser Arbeit ergaben in Panc-1 eine viel geringere Claudin-4 Menge, als in
den MCF-7 und HCT116 Zellen. Die Kontrolllinie SKMel-5 zeigte weder im Western-
Blot noch in der real time qRT-PCR Claudin Expression, was mit Befunden anderer
Arbeiten Ubereinstimmt, dass in Melanomen keine Claudin-3 und -4 exprimiert

werden8.

Es sind mittlerweile 24 verschiedene Claudine bekannt und moglicherweise
fungieren auch andere Sybtypen als Rezeptoren fur das CPE wie z.B. das Claudin-
133, Zudem sind in der Literatur Hinweise auf weitere Membranproteine wie z.B.
Occludin in den Saugerzellen beschrieben, welche in der Lage sein sollen, mit dem
CPE zu interagieren®®®°. Aus diesen Griinden sollte die Aktivitat des rekombinanten
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CPE auf den ausgewahlten Zelllinien Uberpruft werden. Es existieren zahlreiche
Daten Uber die in vitro und Toxizitdt vom rekombinantem CPE’®%. Alle drei
Tumorentitaten Mamma-, Kolon- und Pankreaskarzinom wurden in der Literatur als
empfindlich gegeniiber dem Toxin beschrieben’*">’®, Diese Ergebnisse konnten in
dieser Arbeit bestatigt werden. Es zeigte sich dabei eine Korrelation zwischen dem
Claudin-4 Expressionslevel und der Sensitivitdt der Zellen gegenuber CPE. Des
Weiteren lie® sich ein Zusammenhang zwischen der Hohe der CPE-Konzentration
und der Auspragung der Toxin-Aktivitat beobachten. Bei den SKMel-5 Zellen konnte
keine CPE-Zytotoxizitat beobachtet werden. Das bestatigte die Spezifitat der
Wirkung des rekombinanten CPE in Bezug auf Claudin-3 und Claudin-4 Expression.
Somit wurden die Zelllinien MCF-7, HCT116 und Panc-1 fur die weiteren
Untersuchungen als geeignete Modelle herangezogen. Die Tumorzelllinien MCF-7
und HCT116 stellen ein optimales Zellmodell fir die in vitro Prifung der toxischen
Wirkung des CPE dar, da sie hohe Mengen an Claudin-4 und Claudin-3 exprimieren.
Die Claudin-4 Verfugbarkeit sowie die Erkenntnis der hohen klinischen Relevanz
einer potenziell erfolgreichen, CPE-vermittelten Therapie bei dem Pankreaskarzinom
waren die Grunde zur Auswahl der Panc-1 Linie fur die Untersuchung.

5.2 In vitro CPE-Gentransfer und Expression

Die Gentherapie wird in der Onkologie aktuell auch als Kombination zur etablierten
chirurgischen, Chemo- und Radiotherapie angewendet. Bakterielle Toxine haben
eine signifikante Wirksamkeit bei der Bekampfung von Tumoren gezeigt, wobei sie
sowohl als rekombinante Proteine, als auch als therapeutische Gene im Rahmen der
Suizidgentherapie Anwendung fanden®°3°%-99193.94 ‘Neben Inhibitoren der Protein-
Biosynthese wie Diphtherietoxin und Pseudomonas-Exotoxin, haben auch
porenbildende Toxine wie das Streptolysin O und das Clostridium perfringens
Enterotoxin an Attraktivitat fur die Gentherapie gewonnen.

Nach Auswahl des Tumorzellmodells (s. 5.1) sollte in dieser Arbeit der biologische
Effekt des exprimierten CPE in den Tumorzelllinien HCT116, MCF-7, Panc-1 und
SKMel-5 untersucht werden. Hierfur wurden vier verschiedene CPE-cDNA-Varianten
in den eukaryotischen Expressionsvektor pCpG-mcs G2 einkloniert und dann in die
Tumorzellen transfiziert. Bezuglich der gentherapeutischen Anwendung des CPE
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wurden bis zum Zeitpunkt der Anfertigung der Arbeit keine Daten veroffentlicht und
daher mussten durch diesen neuartigen Ansatz einige offene Fragen beantwortet
werden. Die wichtigsten davon waren, ob das bakterielle CPE in den eukaryotischen
Zellen synthetisiert werden kann und ob das intrazellular translatierte Enterotoxin
seine auf der AulRenseite der Zellmembran sitzenden Rezeptoren erreichen wuirde.
Des Weiteren war von Interesse, ob das in den Tumorzellen exprimierte Toxin eine
vergleichbare biologische Wirkung und Effizienz, wie das rekombinante CPE

erreichen wiurde.

5.2.1 Optimierung des CPE-Gentherapiesystems

Die in vitro Experimente bezuglich der Aktivitat des rekombinanten CPE zeigten,
dass die Enterotoxin-vermittelte Toxizitat auf Claudin-3 und -4 positiven Tumorzellen
mit der Hohe der CPE-Konzentration korreliert (s. 4.1.2). Dieses Ergebnis weist
darauf hin, dass eine ausreichende Protein-Expression bei der CPE-Gentherapie von
entscheidender Bedeutung fur die Entfaltung der Toxin-Aktivitat ist. Aus diesem
Grund wurde fur die Steigerung der CPE-Expression eine Optimierung durch
verschiedene Modifizierungen der bakteriellen “wild-typ“ CPE-cDNA vorgenommen.
Dazu gehoren die Einfihrung von Signalsequenz (SS), die Translationsoptimierung
der CPE-Gensequenz durch “Codon Usage® Anpassung sowie die Einfuhrung einer
Kozak-Sequenz, welche eine wichtige Rolle bei der Translation von Proteinen in den
eukaryotischen Zellen spielt, indem sie die Initiation der Translation erleichtert™. Als
etablierte SS diente das Signalpeptid der Immunglobulin Kappa-Kette. Dieses ist
wichtig fur den kotranslationalen Transport der Proteine in das Endoplasmatische
Retikulum der Zelle, was fiir eine nachfolgende Sekretion von Bedeutung ist®*"'%. Die
Freisetzung sollte die erwinschte Interaktion zwischen dem Toxin und den
extrazelluldren Claudin-Rezeptoren ermdglichen. Uberraschenderweise wurde bei
den SS-tragenden CPE-Konstrukten jedoch eine sehr geringe oder keine Protein-
Expression detektiert. Daher wird vermutet, dass die EinfUhrung der Signalsequenz
moglicherweise eine Veranderung der CPE-Proteinstruktur zur Folge hat, welche zu
schlechter Translation des Proteins fuhrt.

Die “Codon Usage“-Optimierung der “wild-typ” CPE-cDNA hatte das Ziel, die
Expression des bakteriellen Gens in den eukaryotischen Tumorzellen zu verbessern.

Der Begriff “Codon Usage” bezeichnet, dass Varianten des universellen genetischen
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Codes von verschiedenen Spezies unterschiedlich haufig verwendet werden. Es
handelt sich um ein Evolutionsphanomen, welches auf dem Vorkommen synonymer
tRNAs beruht. Die “Codon Usage” ist ein wichtiger Parameter bei der Regulation der
Proteinbiosynthese, wobei selten verwendete oder “fremde” Codons die Translation
bremsen kénnen'®'. Das betrifft auch die Protein-Synthese des bakteriellen CPE. Die
optimierte CPE-cDNA, ohne den Zusatz der Signalsequenz (optCPE) erwies sich als
viel effizienter im Vergleich zu der “wild-typ” CPE-cDNA und bewirkte unabhangig
von der untersuchten Zelllinie die hochste CPE-Expression sowohl auf mRNA-, als
auch auf Proteinebene (s. 5.2.2).

5.2.2 In vitro CPE-Expression

Gruber et al. und Mizhari et al. beschrieben ebenfalls einen gentherapeutischen
Ansatz unter Verwendung der bakteriellen Toxine- SLO und DT, die als
rekombinante Proteine bei Behandlung von Tumoren zuvor bereits genutzt
wurden®°". Die Transfektion des SLO-Gens bei squamésen Hautzellkarzinom und
des DT-Gens bei Ovarialkarzinom fuhrte zur in vitro Expression der beiden Toxine
und bewirkten daruber hinaus einen toxischen Effekt in den Tumorzellen. Diese
Experimente weisen darauf hin, dass bakterielle Toxine als therapeutische Gene fur
die Suizidgentherapie von Tumoren geeignet sind. Ein weiterer Vertreter der
therapeutisch nutzbaren Toxine ist das CPE. Es wurden bis zum Zeitpunkt der
Anfertigung dieser Arbeit noch keine Daten bezuglich einer CPE-Anwendung in der
Gentherapie publiziert. Daher sollte in dieser experimentellen Studie erstmalig CPE
fur eine Gentherapie eingesetzt werden und eine Prifung der mRNA- und Protein-
Expression in den Tumorzelllinien HCT116, MCF-7, Panc-1 und SKMel-5 nach CPE-
Gentransfer erfolgen.

Zur Steigerung der toxischen Aktivitat wurde bei der CPE-Gentherapie eine
Erhéhung der Protein-Expression erzielt. Neben den Translationsverbesserungen (s.
5.2.1) wurde auch eine Optimierung der Transfektionseffizienz in allen Zelllinien
durchgefuhrt. Diese umfasste eine Auswahl der besten Reagenz fur die Transfektion
der CPE exprimierenden Konstrukte. Hierfur wurde der CPE-Gentransfer in die
HCT116, MCF-7, Panc-1 und SKMel-5 Zellen mittels der Transfektionsreagenzien
Metafectene, Metafectene Pro, Fugene, Fugene HD und JetPei durchgefuhrt. Es
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zeigten sich Transfektionsraten von 20% bis 78%, wobei die Zelllinien mit der besten
Transfektionseffizienz die MCF-7 und mit der schlechtesten die SKMel-5 waren.
Darauf hin wurde die Reagenz, welche die hochste Effizienz bei jeder einzelnen
Tumorzelllinie ermoglichte, ausgewahlt (s. Tab.8) und somit die optimalen
Transfektionsbedingungen fur alle Zelllinien etabliert.

Die CPE-tragenden Konstrukte fuhrten, unabhangig von der Transfektionseffizienz,
zu unterschiedlicher Expression des toxischen Proteins. Die “Codon Usage®
optimierte CPE-cDNA ohne Signalsequenz wurde von allen vier Zelllinien am
starksten exprimiert. Die “wild-typ“ CPE-cDNA wurde im Vergleich zu der optimierten
Variante viel schwacher (Zelllinie HCT116), sehr gering (Zelllinie Panc-1) oder gar
nicht exprimiert. Die SS-tragenden Konstukte bewirkten dagegen keine Protein-
Expression, obwohl die CPE-mRNA nach Gentransfer teilweise detektiert werden
konnte. Das ist vermutlich auf ein Translations-Problem im Sinne einer Struktur-
Veranderung des exprimierten CPE-Proteins zurtckzufuhren. In diesem Experiment
zeigte das “Codon Usage“ optimierte CPE-Gen die mit Abstand beste
Expressionseffizienz und erwies sich als das Konstrukt mit dem grof3ten Potential far
in vitro und Gentherapie Claudin-3 und -4 positiver Tumoren. Dies sollte durch
weitere Experimente bezuglich der CPE-Toxizitat bestatigt werden.

5.2.3 Intrazellulére Lokalisation des CPE in transfizierten Tumorzellen

Ein interessanter Punkt fur diese Studie war die intrazellulare Lokalisation des CPE
nach dem Gentransfer. Dabei war von Bedeutung, ob bzw. wann und wie das CPE
die extrazellular lokalisierten Claudine erreicht, da ohne eine Interaktion zwischen
Rezeptoren und Toxin die Entfaltung der zytotoxischen CPE-Wirkung nicht zu
erwarten ist. Diese Frage konnte anhand der publizierten Literatur nicht beantwortet
werden. Es gibt jedoch Berichte Uber den antitumoralen Einsatz des bakteriellen
Toxins Streptolysin O als therapeutisches Gen®®. Das Streptolysin O entfaltet seine
toxische Wirkung ebenfalls Uber Porenbildung. Streptolysin O bindet dabei an
Cholesterin-Reste, was zum Tod der Zelle durch Entstehung von Poren in der
Membran fiihrt*®. Die Art und Weise wie das Streptolysin O aus der Zelle
herausgeschleust wird, bzw. wie es seine toxische Wirkung nach Gentransfer
vermittelt, sind jedoch nicht vollstandig geklart. Es wird nicht ausgeschlossen, dass

der Gentransfer durch das Einbringen fremder DNA und die daraus resultierende
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ubermalige Protein-Expression, als starker Stressfaktor fur die transfizierte Zelle
fungiert. Aus diesem Grund versucht sie moglicherweise mit Hilfe verschiedener
Mechanismen, wie z.B. der Exozytose, das fremde Produkt herauszutransportieren.
Auf diese Weise konnte das SLO freigesetzt werden und die Bindung an den
Rezeptor ermoglichen. Andere Arbeitsgruppen vertreten die Hypothese, dass
exprimierte Toxinmolekule innerhalb der Zelle an Vorlauferrezeptoren binden und

nach Erreichen der Zellmembran fiir die Zelle toxisch wirksam werden®.

Die intrazellulare CPE-Lokalisation wurde in der vorliegenden Arbeit mittels
spezifischer Immunfluoreszenz in den Tumorzelllinien mit der hochsten CPE-
Expression, HCT116 und MCF-7, charakterisiert. Dadurch konnte zu drei
verschiedenen Zeiten der zeitliche Verlauf der intrazellularen CPE-Lokalisation
verfolgt werden. 12 Stunden nach der optCPE-Transfektion zeigte sich eine
zytoplasmatische Akkumulation des Toxins. 24 Stunden post Transfektion
prasentierte sich eine Zunahme der intrazellularen Akkumulation, wobei sich auch
eine Tendenz zu Verlagerung des exprimierten Toxins in Richtung Zellmembran
beobachten lie®. Nach 48 Stunden war CPE nicht nur zytoplasmatisch, sondern auch
membrangebunden in den Zellen detektierbar. Der Beginn der Interaktion zwischen
CPE und Claudin-3 und -4 konnte daher zwischen 24 und 48 Stunden nach
Gentransfer erfolgen.

Mit Hilfe dieser Experimente konnte gezeigt werden, dass auch bei Abwesenheit
einer Signalsequenz eine erhebliche CPE-Freisetzung stattfindet. Das Wirkprinzip ist
moglicherweise ahnlich wie bei der SLO-Gentherapie: das CPE-Protein wird
vermutlich nach dem Gentransfer in den Zellen stark uberexprimiert, dann freigesetzt

und kann auf andere Zellen einwirken.

5.3 CPE-vermittelte in vitro Zytotoxizitdt nach Gentransfer

Die Spezifitat des CPE fur die Rezeptoren Claudin-3 und Claudin-4, sowie die
geringen Nebenwirkungen seiner Aktivitat machen das Enterotoxin zu einem
attraktiven Kandidaten fiir die Therapie von Tumoren*?. Das CPE wurde bisher vor
allem als rekombinantes Protein eingesetzt™®°°. Dabei stellte sich heraus, dass die
zytotoxische Wirkung durch Ausschopfung der therapeutischen Dosis und die

Notwendigkeit der wiederholten CPE-Applikation limitiert wird. Darlber hinaus wurde
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CPE fur die Konstruktion von Fusionsproteinen mit anderen Toxinen (PE und TNF-a)
fir das spezifische Tumortargeting verwendet**®*. Das DT und das PE wurden
bereits in der Suizidgentherapie eingesetzt (s. 5.2.2). Die vorliegende Arbeit
versuchte dieses Behandlungsprinzip mit Hilfe des Clostridium perfringens
Enterotoxin umzusetzen. Das optCPE wurde nach Transfektion in den humanen
Tumorzelllinien HCT116, MCF-7, Panc-1 und der Kontrollzelllinie SKMel-5 auf
MRNA- und Proteinebene erfolgreich exprimiert (s. 4.2.2). Das exprimierte optCPE
wirkte in den Claudin-3 und -4 hoch positiven HCT116 und MCF-7 Zelllinien stark
zytotoxisch, so dass nach 72 Stunden 85-100% der Tumorzellen abgestorben waren.
Die Claudin-4 schwach positive Panc-1 Zelllinie zeigte jedoch eine niedrigere
Sensitivitat gegenuber optCPE-Gentransfer. Die Claudin negative Kontrolllinie
SKMel-5 prasentierte sich gegenuber der Toxin-Aktivitat wie erwartet resistent.

Durch die bisher durchgefihrten in vitro Experimente konnten einige offene Fragen
bezuglich des Gentherapie-Ansatzes von CPE beantwortet werden. Es konnte
erstens gezeigt werden, dass die “Codon-Usage” optimierte CPE-Variante (optCPE)
in allen untersuchten Zelllinien exprimiert wird. Zweitens wurde Uberraschenderweise
festgestellt, dass die Signalsequenz keine entscheidende Bedeutung fur die
Interaktion zwischen CPE wund seinen Rezeptoren spielt. Drittens wurde
nachgewiesen, dass die Bindung des CPE an die Claudine zum Absterben der
Zellen fuhrt, wobei die Hohe des Claudin-Expressionsniveaus proportional zu der

CPE-vermittelten Zytotoxizitat ist.

5.3.1 “Bystander-Effekt“ des CPE-Gentransfers

Eine hohe Transfektionseffizienz ermodglicht die gute Expression eines
therapeutischen Gens, was entscheidend in der Suizidgentherapie ist. Dabei kann
ein “Bystander-Effekt” fur inre Wirksamkeit vorteilhaft sein. Der “Bystander-Effekt” ist
ein Phanomen in der Gentherapie, bei dem das Absterben nicht transfizierter Zellen

durch Metaboliten der transfizierten Zellen hervorgerufen wird'""0"192,

Einige
Studien, die sich mit der Cytosindeaminase und dem HSV-tk-System der “Gene-
Directed Enzyme Prodrug” (GDEP)-Suizidtherapie beschaftigten, konnten den
“Bystander-Effekt“ in vitro demonstrieren'®.

In dieser Arbeit zeigte sich in dem in vitro Experiment mit Claudin-exprimierenden

Zellen eine Zytotoxizitatsrate 72 Stunden nach CPE-Gentransfer, die deutlich hoher
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als die Transfektionsrate der jeweiligen Zelllinien war (s. Tab.8 und 4.3.1) Das ist ein
Hinweis darauf, dass mehr Tumorzellen absterben, als transfiziert wurden. Dieses
Ergebnis spricht dafur, dass das CPE, welches von den transfizierten oder
moglicherweise sterbenden Zellen in den Extrazellularraum freigesetzt wird, noch
zytotoxisch aktiv ist. Diese Hypothese wurde mittels weiterer Experimente Uberpruft.
Die Zelllinien HCT116 und MCF-7, welche Claudin-3 und Claudin-4 exprimieren,
zeigten die hochsten Transfektionseffizienzen (s. Tab.8). Bei diesen zwei fur die
Prufung der Toxin-Aktivitat geeignetsten Tumorzelllinien wurde die in vitro
Expression sowie die biologische Wirksamkeit des sezernierten CPE untersucht (s.
4.3.2). Es zeigten sich dabei nicht nur eine hohe Konzentration des CPE im
Kulturmedium ab 24 Stunden nach dem Gentransfer, sondern auch eine starke
Zytotoxizitat des sezernierten CPE.

Der in der Arbeit gezeigte “Bystander-Effekt” spielt eine bedeutende Rolle bei der
Gentherapie. Die tierexperimentellen Untersuchungen dieser Arbeit konnten daher
ebenso grollere Areale der Tumornekrose zeigen, als durch die gentransfizierten
Tumorareale zu erwarten war (s. Abb.19). Da Gentransferraten von 100% der
Tumorzellen derzeit nicht erreichbar sind, stellt der “Bystander-Effekt” einen
wichtigen Faktor fur den Erfolg bei einer effektiven Tumorgentherapie dar.

5.3.2 Zellulérer Mechanismus der zytotoxischen CPE-Wirkung nach in vitro
Gentransfer

Neben der Zytotoxizitat-Untersuchung in Folge des CPE-Gentransfers bei Claudin-3
und -4 exprimierenden Tumorzellen sollte diese Arbeit zur Verbesserung des
Verstandnis des zellularen Toxin-Wirkmechanismus beitragen. Viele Autoren
beschrieben die hochspezifische Interaktion zwischen dem CPE und Claudin-3 und -
4, die zum Tod der betroffenen Zellen durch Porenbildung in der Membran fiihrt®1%4.
Aus therapeutischer Sicht ist es jedoch bedeutsam, den genauen Mechanismus der
CPE-vermittelten Toxizitat zu analysieren. Dabei ist die Abgrenzung zwischen der
Nekrose- und der Apoptose-Form des Zelltodes von besonderem Interesse.
Chakrabarti et al. untersuchten die zytotoxische Wirkung des rekombinanten CPE.
Sie berichten, dass eine niedrige CPE-Dosis Apoptose induziert, wohingegen eine
hohe CPE-Dosis die betroffenen Zellen in Nekrose treibt'®. In der vorliegenden

Arbeit wurden nach CPE-Transfektion verschiedene Apoptose- und Nekrose-
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spezifischen Parameter, wie Pl-/Annexin-V-Markierung, Caspase-Aktivierung, LDH-
Freisetzung, charakterisiert. Die fehlende Aktivitatserhohung der Apoptose-Marker
Caspase-3 und Caspase-7 bei deutlichem Zelluntergang nach optCPE-Gentransfer
in die Zelllinien HCT116 (24h) und MCF-7 (24 und 48h) spricht gegen den
apoptotischen Zelltodmechanismus. Ein ahnliches Ergebnis wurde in einer
Gentherapie-Studie mit dem SLO-Gen publiziert, in der keine Apoptose nachweisbar
war®*. Ein Caspase-3 und -7 Anstieg wurde jedoch bei der Zelllinie HCT116 48
Stunden nach der Transfektion ermittelt, welcher moglicherweise mit einem
‘Bystander-Effekt“-vermittelten Tod der nicht CPE-exprimierenden Kolonkarzionom-
Zellen zu erklaren ware. Diese Ergebnisse weisen auf die Nekrose als
wahrscheinliche Zelltod-Form, ausgelost durch das exprimierte CPE. Diese
Vermutung bestatigte sich durch Nachweis der LDH-Freisetzung im Kulturmedium
und Kkorreliert gut mit der Schadigung der CPE-transfizierten Tumorzellen durch
Porenbildung. Daruber hinaus lielen sich die Tumorzellen nur mittels Propidiumiodid
(PI), nicht jedoch mit Annexin-V anfarben und sie zeigten in HE-Praparaten typische
Nekrose-assoziierte Veranderungen, wie pyknotische Kerne und entleertes
Zytoplasma (s. Abb.16B). Das Fehlen eines Caspase-1 Anstiegs in den transfizierten
Zellen schliel3t die Pyroptose als Zelltodmechanismus bei CPE-transfizierten Zellen
aus'®'%_ Es konnte somit gezeigt werden, dass die Nekrose die wahrscheinliche
Zelltod-Form nach in vitro CPE-Gentransfer ist. Das wird auch durch Experimente
mit dem rekombinanten CPE anderer Arbeitsgruppen bestatigt*>®*®*. Fiir den
klinischen Einsatz der CPE-Gentherapie ware sicherlich die Nekrose als
Sterbemechanismus zu bevorzugen, da es gezeigt worden ist, dass Tumorzellen der
Apoptose entgehen konnen. Die Zellen konnen antiapoptotische Resistenz
entwickeln indem sie verschiedene antiapoptotische Molekiile exprimieren®. Aus
diesem Grund ware die Nekrose vorteilhaft, da sie die Chance der antiapoptotischen
Resistenzentstehung verringert. Daruber hinaus konnten bei der Nekrose
freigesetzte Entzindungs-Mediatoren zur Tumor-Erkennung von Immunzellen

beitragen und somit auch die CPE-Gentherapie unterstiitzen'"’.
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5.4 CPE-Gentherapie

Die ersten in vitro Experimente mit dem CPE-Gen bei Claudin-3 und -4
exprimierenden Tumorzelllinien zeigten die effiziente und selektive Toxizitat der
CPE-Gentherapie, so dass sie fur Studien verwendet werden konnte. Die Effektivitat
des Prinzips des lokalen gentherapeutischen Einsatzes eines bakteriellen Toxins
wurde bereits mit dem Diphtherietoxin erfolgreich getestet™.

Der optCPE exprimierende Vektor, der die starkste in vitro Expression und
Zytotoxizitat zeigte, wurde mittels lokalen nicht-viralen Gentransfers in MCF-7
Xenotransplantat-Tumoren eingebracht. Die Ergebnisse des Tierversuchs
bestatigten die der in vitro Experimente. Das optCPE wurde von den Tumorzellen
stark, bis zu 5 Tagen exprimiert und zeigte dabei eine inhomogene Verteilung im
Tumorgewebe. Das exprimierte optCPE wirkte zytotoxisch und zeigte dartber
hinaus einen “Bystander-Effekt. All dies fuhrte zu einer signifikanten Reduktion des
Tumorvolumens im Tiermodell. Bei dem Einsatz der CPE-Gentherapie wurden keine
Nebenwirkungen festgestellt, die mit dem CPE assoziiert sein kdnnten'®.

Zusammenfassend zeigte die Gentherapie mit Clostridium perfringens Enterotoxin
bei MCF-7 Xenotransplantat-Tumoren Selektivitat und deutliche Zytotoxizitat, was
eine Reduktion des Tumorwachstums bewirkte. Aus klinischer Sicht zeigt sich dieser
neue Ansatz fur antitumorale Behandlung viel versprechend, da eine Vielzahl
epithelialer Tumore Claudin-3 und -4 Uberexprimieren und somit ein interessantes
Target fir die CPE-Gentherapie darstellen®®. In Kombination mit chirurgischen
Verfahren und/oder Chemotherapie konnte die CPE-Gentherapie bei Therapie-
resistenten Tumoren, bei schwierig zu resizierenden Tumorrezidiven nach Operation
des Primartumors, bei Metastasen (z.B. bei Lebermetastasen) sowie zum Down-
Staging von soliden Tumoren verwendet werden. Die CPE-Gentherapie konnte
daruber hinaus auch zur Erhohung der Sensitivitat von Chemotherapie-resistenten
Tumoren wie Ovarialkarzinom, Pankreaskarzinom und Mammakarzinom bei der

Chemotherapie in einer Kombiantionstherapie eingesetzt werden'®.
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6. ZUSAMMENFASSUNG

Krebs ist eine Erkrankung, welche in den Industrielandern an Bedeutung zunimmit.
Das bestimmt die Suche nach neuen Behandlungsoptionen, zu denen die
Gentherapie gehort. Ein  wichtiges Konzept der Gentherapie stellt die
Suizidgentherapie dar. Diese beruht auf dem Einbringen therapeutischer Gene in die
Tumorzellen, deren Produkte z. B. den Zelltod auslosen. Im Rahmen der
Suizidgentherapie werden aufgrund der effizienten Toxizitat auch bakterielle Toxine
eingesetzt. Diese zeigten in einer Vielzahl von in vitro und Untersuchungen hohe

antitumorale Aktivitat.

Das Clostridium perfringens Enterotoxin (CPE) ist ein Vertreter dieser bakteriellen
Toxine. Es entfaltet seine hochspezifische Wirkung Uber die Membranrezeptoren
Claudin-3 und Claudin-4, welche in epithelialen Tumoren wie Kolon-, Mamma-,
Pankreas-, Prostata-, Ovarialkarzinom Uberexprimiert sind. Fur die selektive
Behandlung dieser Tumorentitaten stellt das CPE einen attraktiven Kandidaten dar.

In der vorliegenden Arbeit wurde das CPE erstmalig als therapeutisches Gen zur
Eliminierung von Claudin-positiven Tumorzellen in vifro und im Rahmen einer
Gentherapie eingesetzt und es wurden Untersuchungen zum zellularen
Wirkmechanismus des exprimierten CPE durchgefuhrt. Fur diese Untersuchungen
wurden verschiedene humane Tumorzelllinien bezuglich der Claudin-3 und -4
Expression und der Sensitivitdt gegenuber rekombinantem CPE gepruft. Daruber
hinaus wurden die optimalen Transfektionsbedingungen dieser Zelllinien etabliert.
Als geeignete in vitro Modelle wurden die Claudin-3 und Claudin-4 positiven Zelllinien
HCT116, MCF-7 und Panc-1 sowie die Claudin-negative Melanom-Linie SKMel-5

ausgewabhlt und in nachfolgenden in vitro Experimenten verwendet.

Fir die CPE-basierte Suizidgentherapie wurde das CPE-Gen (WtCPE) sowie drei
weitere CPE-Varianten erfolgreich generiert: das CPE-Gen mit Signalsequenz
(WtCPESS), das “Codon Usage® optimierte CPE-Gen (optCPE) sowie das “Codon
Usage“ optimierte CPE-Gen mit Signalsequenz. Die Genvarianten wurden in den
Expressionsvektor pCpG-mcs G2 einkloniert. Die CPE-Expression wurde nach
Transfektion der ausgewahlten Zelllinien auf mRNA- und Proteinebene evaluiert.

Diese Expressionsanalysen ergaben, dass das optimierte CPE Gen in allen
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Tumorzelllinien mit grofdter Effizienz exprimiert wurde. Weiterhin wurde gezeigt,
dass das exprimierte optCPE in der Lage ist, in den Claudin-3 und -4-positiven MCF-
7, HCT116 und teilweise in den Claudin-4 positiven Panc-1 Zellen hohe Zytotoxizitat
auszuldsen. Als das am besten exprimierte Konstrukt erwies sich somit das optCPE,
welches auch die starkste zytotoxische Aktivitat vermittelte. Der Einbau der
Signalsequenz in die CPE-cDNA-Sequenz fuhrte zu keiner bzw. einer sehr
schwachen Expression der CPE-Konstrukte und dementsprechend zu keiner
signifikanten Zytotoxizitat. Es wurde gezeigt, dass die Wirksamkeit des Enterotoxins
mit dem Expressionslevel des optCPE korreliert und dass die Hohe der Claudin-3
und vor allem Claudin-4 Expression die Starke der CPE-Wirksamkeit in vitro
bestimmt. Dies qilt als Beleg fur die selektive Zytotoxizitat der CPE-Gentherapie. Die
Untersuchungen mit dem optCPE zeigten, dass die CPE-vermittelte Toxizitat durch
einen “Bystander-Effekt” in vitro und auch unterstutzt wird. Es konnte weiterhin
festgestellt werden, dass das exprimierte CPE den nekrotischen Zelltod in den

betroffenen Tumorzellen bewirkt.

konnte erfolgreich mittels nicht-viralen Gentransfers die intratumorale Expression
des optCPE erreicht werden. Die tierexperimentellen Untersuchungen zeigten aber
vor allem die zytotoxische Aktivitat des CPE-Gentransfers, die zur signifikanten
Reduktion des Tumorwachstums fuhrte und mit Nekrose der Tumoren assoziiert war.
Die in vitro Ergebnisse der antitumoralen CPE-Wirkungen lielen sich somit am
Tiermodell bestatigen.

In dieser Arbeit konnte zusammenfassend gezeigt werden, dass die CPE-
Suizidgentherapie ein grofles Potenzial als neue Strategie zur effektiven und
selektiven Therapie von Claudin-3 und Claudin-4 positiven epithelialen Tumoren
besitzt. Von grollem Wert kann dabei der Einsatz dieser Gentherapie fur die lokale
Kontrolle von therapieresistenten Tumoren sein, die anderen Therapien schwer oder

nicht mehr zuganglich sind.
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