Aus der Klinik fiir padiatrische Onkologie und Hématologie
Universitétsklinikum des Saarlandes, Homburg/Saar

Direktor: Prof. Dr. med. N. Graf

Untersuchung der Zelltodinduktion durch

onkolytische Viren bei Glioblastom-Zelllinien

Dissertation zur Erlangung des Grades eines Doktors der Medizin
der Medizinischen Fakult:it

der UNIVERSITAT DES SAARLANDES

2022

vorgelegt von:
Anh Khoa Dennis Huynh

geb. am: 12.07.1996 in Dortmund



Tag der Promotion:
Dekan:
1. Berichterstatter:

2. Berichterstatter:

16. Dezember 2022
Prof. Dr. med. M. D. Menger
Prof. Dr. med. N. Graf

PD. Dr. med. Lorenz Thurner

II



Meinen Eltern
Quoc Dung und Hong Diem
und meinen Briiddern

Anh Minh Philipp und Anh Phuc David

I



Inhaltsverzeichnis

Inhaltsverzeichnis

INHALTSVERZEICHNIS
TABELLENVERZEICHNIS
ABBILDUNGSVERZEICHNIS

ABKURZUNGSVERZEICHNIS

1

ZUSAMMENFASSUNG

1.1  Deutsche Zusammenfassung

1.2 ADSIACt..eiiiiiieeieeeeeeeeeeeee e

EINLEITUNG

v

VIII

VIII

2.1  Glioblastoma multiforme

2.2 REOVITUS .coceeeiriirieieeeceeceecee e
2.2.1 Allgemeines, Taxonomie und Aufbau des Reovirus
2.2.2  Infektionszyklus
2.2.3  Onkolytische Wirksamkeit
2.2.4  Tumorzellselektivitit

2.2.5 Pathogenitit fiir den Menschen

2.3 Newcastle Disease-Virus
2.3.1 Allgemeines, Taxonomie und Aufbau des NDV
2.3.2 Infektionszyklus
2.3.3  Onkolytische Wirksamkeit
2.3.4  Tumorselektivitit

2.3.5 Pathogenitit fiir den Menschen

2.4  Parvovirus

................................................................ 11

...................................................................................... 12

..................................... 12

....................................................................................... 12

....................................................................... 13

..................................................................................... 15

................................................................ 15

.................................................................. 16

v



Tabellen-, Abbildungs- und Abkiirzungsverzeichnis

2.4.1 Allgemeines, Taxonomie und Aufbau des Parvovirus...........cccccceeuennee 16

242 InfeKtONSZYKIUS .....ocvveriiiriieieiieieritetese ettt 17

2.4.3  Onkolytische WirksamKeit...........cceceverreriiereerienienieneeneeseeseeseeseeeeees 18

244  TumorzellseleKtiVItAt .........cccovirieririiieieeee e 18

2.4.5 Pathogenitit fiir den Menschen...........cccoccvevierienienienienieeeceeeeeen 19

2.5 Arten des ZelltOdS ...c.oouiruieieriiriieieieiee e 20
2.5.1  AlIZEIMEINES ..oovvvevieiieriiesiierieeeeertere ettt e et e seesseesta e sa e beesseessaenseas 20

2.5.2  APOPLOSE -eeeeneiieeiiieeiee ettt ettt ettt e et e sttt st e st e s teeenteeenteennns 20

253 NEKIOSE ..ottt st 21

2.5.4  NEKIOPLOSE ...vvevveiieiierieerieeseestestte st e steesteesteesseeseesseessaesseeseesseesseesseensens 21

2.6 Ziel der Arbeit und Fragestellung...........ccccooeviiiiininineiiiceceeeee, 23
3 MATERIAL UND METHODEN 24
3.1 MAALETIAL ..ottt sttt sttt 24
311 ChemiKalien ..c..cocooieiiiieieieieeeee et 24

Bi1.2 GOIALE .ottt et sttt ettt 25

3.1.3  REAZENZICTI ..ottt 27

314 ADTKOTPET ..ottt 27

3.1.5 Verbrauchsmaterial ..........ccccooiriiiinininiiininieeee e 27

30100 VITCIuiiiiiiiieieeieee sttt eas 28

3.1.7  Kultivierte Zellen .......cococvereiirienieninieieiesee et 29

318 KL cuiuteiieiieitete ettt ettt 29

3.1.9  ZellKulturmedien ........c..eeceerueiuirienieniinieieeee et 30
3.1.10 Puffer und LOSUNZEN ........ccciiriieiieriieiieiieieeie e ete e re e eseesseenne e 30



Tabellen-, Abbildungs- und Abkiirzungsverzeichnis

IR \Y, (<11 oY (<5 o KU TR RRPRTR 32
3.2.1  COmMPULET-SOTEWALE ......eevieiieiieieesie ettt e ete e be s e esseenseesseenne e 32
3.2.2  Allgemeine ZellKUItUr..........ccovveviierieriieniieieeieee e eae e 32
3.2.3 V@M uiiiiiiiieeeeee ettt et e e e e ettt e e e e s e e e e e e e eaaaeeas 34
324 RT-PCRoeeeeeeeeeeeee ettt e e s s e e e s e e s eaaaaee s 37
3.2.5  VITUSINTEKLION «.oeiiiiiiiiiiiieee ettt e s e eaaaee s 39
3.2.6  Uberpriifung der Zellviabilitit mittels MTT-ASSAY ........ccevvverrerrererennnns 39
3.2.7 Durchflusszytometrie (FACS-ANalyse).......ccccevvevverivenieecieeiieieeieenens 40
3.2.8 Immunfluoreszenzfiarbung mit Hoechst und Pl .............ccccvviiiiininnnnns 43
3.2.9  WESLETTL BIOT ..oeiiiiiieeeeee ettt e s 46
3.2.10  CaSPASC-ASSAY -eveerurierurieriieriiteeiieeetteesteeateesteesbeeetaeentaeenateeenteeebeesneenn 49
ERGEBNISSE 52
4.1  Unterschiede zwischen einer Einzelinfektion und einer Doppelinfektion mit
ONKOLYHISCHEN VITEN ...ccuviiiiiiieiieriiecieeeece ettt saennaes 52
4.2 Titration und Charakterisierung der produzierten RV-Charge 18.1..................... 52
4.3 Ermittlung einer Dosis-Wirkungskurve und Identifikation der optimalen
Konzentrationen 72h nach basaler OV-Infektion von U87 und U373 ................. 58
4.4 Fluoreszenzmikroskopischer Nachweis der Zelltodinduktion nach OV-Infektion
VON UBT UNA U373 oottt et e e e e e e s aaaeeeeessenanes 66
4.5 Untersuchung der Apoptose-, Nekroptose- und Nekroserate nach OV-Infektion
VOIL U T ettt ettt a e eaaaeereeeees 77
4.6  Elektrophoretischer Nachweis der Caspase-3/7 zur Ermittlung von

InfektioNSZEIPUNKLEN. .....ccueiiieriieriieriieiecteree sttt steestaebe e be e seensaensaes 83

VI



Tabellen-, Abbildungs- und Abkiirzungsverzeichnis

4.7 Intrazelluldrer Nachweis der Caspase-Aktivitit als Zeichen der Apoptose-

Induktion nach OV-Infektion von U7 .........cccccvevievierienienieieeneeeeeeeeieeeeen 84
4.8 Zusammenfassung der Ergebnisse des Promotionsprojekts ...........ccccccvvevvrivennnnns 94
DISKUSSION 98

5.1 Kombinationstherapie von OV mit anderen antitumoralen Therapiemethoden ...98
5.2 Titration und Charakterisierung der neu produzierten RV-Charge 18.1 ............ 101
5.3 Onkolytische Wirksamkeit der OV nach Einzel- und Doppelinfektion ............. 103

5.4  Zelltodarten nach einer Einzelinfektion und kombinierten RV- und PV-Infektion

............................................................................................................................. 111
5.5  Zelltodarten nach einer Einzelinfektion und kombinierten RV- und NDV-

INTEKEION ...c.oviiiii e 117
5.6  Zelltodarten nach einer Einzelinfektion und kombinierten PV- und NDV-

INTEKEION ... 120
5.7  Zukiinftige Aufgaben in der Forschung............cccocoveeieeiiiiiniiiccceeceeeins 122
LITERATURVERZEICHNIS 124
PUBLIKATION UND DANKSAGUNG 139
7.1 PUBBIKAtION ...ttt e 139
7.2 DAnKSAGUNG.......c.cccvieiiiiieieeie ettt ettt eiteete e e s be s e esseesseessessbesnseanseensesnseenseans 140
LEBENSLAUF 141

VII



Tabellen-, Abbildungs- und Abkiirzungsverzeichnis

Tabellenverzeichnis

Tabelle 1: Rezept fur VTE1 % TritonX-100-Puffer nach M. Alkassar (2012)............ 35
Tabelle 2: Probenpufer...........ooi i 46
Tabelle 3: Trenn- und Sammelgel ...........oooiiiiiiiiii e 47
Tabelle 4: Laufpufer .....oeeeeeee e 48
Tabelle 5: Transferpufer..........ooo e 48
Tabelle 6: Ermittelte Probenkonzentration durch die RT-PCR.........ccccccoeiiiiiinnen.n. 55
Tabelle 7: tabellarische Zusammenfassung der Ergebnisse des Promotionsprojekts
.......................................................................................................... 94

Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1: schematische Darstellung eines Fluoreszenzmikroskops (SCHMITZ,

DESEL, 2018) ..iiiieiiiiiiiiee ettt e e e e e 43
Abbildung 2: schematische Darstellung des Prinzips des Caspase 3/7-Assays

(PROMEGA, 2018) ..ceiiiiiiieieeee ettt e e e e e e e e e e e e 50
Abbildung 3: Ubersicht (iber die Chronologie und den Zusammenhang der

Ergebnisse des Dissertationsprojekis...........cccccceriiiiiiiiieiii i, 52

Abbildung 4: Ermittelte Titrationskurven der Standardproben, der neu produzierten
RV-Probe 18.1 und der bekannten RV-Probe 17.2 mittels RT-PCR. 53

Abbildung 5: Ermittelte Standardkurve aus den mitgeflhrten Standardproben der

Abbildung 6: Vergleich des relativen Uberlebens der U87-Glioblastomzelllinie 72h
nach einer Infektion mit RV 18.1und RV 17.2........ccooiiiiiiiiiiiinnnn, 56

Abbildung 7: Vergleich des relativen Uberlebens der U87-Glioblastomzelllinie 72h nach
einer Infektion mit RV 18.3, PV 17.1 und NDV 15.1.....cooveiiiiiieieeeenne. 58

Abbildung 8: Relatives Uberleben von U87-Glioblastomzellen 72h nach Einzel- und
Doppelinfektion mit (A) RV, PV, RV + PV, (B), RV, NDV, RV + NDV
und (C) PV, NDV, PV + NDV ... 60

Abbildung 9: Relatives Uberleben von U373-Glioblastomzellen 72h nach Einzel- und
Doppelinfektion mit (A) RV, PV, RV + PV, (B), RV, NDV, RV + NDV und

(C) PV, NDV, PV + NDV ....otiiiiiieiiiiiiiiieee et e e e 63
Abbildung 10: Immunhistologische Fluoreszenzanalyse 24h, 48h und 72h nach OV-

INfEKtioN VON UBT ... 66
Abbildung 11: Immunhistologische Fluoreszenzanalyse 24h, 48h und 72h nach

Einzel- und Doppelinfektion von U373 .........cccceviiiiiiiiiieee e 67

Abbildung 12: Auswertung der Hoechst-positiven Zellen 24h, 48h und 72h nach
Einzel- und Doppelinfektion mit RV, PV und RV + PV mit 1 cp/c und
10 cp/c in immunhistologischer Fluoreszenz .............ccccooviiieennnnen. 68

VI



Tabellen-, Abbildungs- und Abkiirzungsverzeichnis

Abbildung 13:

Abbildung 14:

Abbildung 15:

Abbildung 16:

Abbildung 17:

Abbildung 18:

Auswertung der Hoechst- und PI doppelt positiven Zellen pro
Gesichtsfeld 24h, 48h und 72h nach Einzel- und Doppelinfektion mit
RV, PV und RV + PV mit 1 cp/c und 10 cp/c in immunhistologischer
FIUOIMESZENZ......coeeeeeee ettt e e e e e e e e eeeaens 68

Auswertung der Hoechst-positiven Zellen pro Gesichtsfeld 24h, 48h
und 72h nach Einzel- und Doppelinfektion mit RV, NDV und RV +
NDV mit 1 cp/c und 10 cp/c in immunhistologischer Fluoreszenz .... 70

Auswertung der Hoechst- und PI doppelt positiven Zellen pro
Gesichtsfeld 24h, 48h und 72h nach Einzel- und Doppelinfektion mit
RV, NDV und RV + NDV mit 1 cp/c und 10 cp/c in

immunbhistologischer Fluoreszenz...............cccoviiiiiiiiiiiiiiieeeee, 71

Auswertung der Hoechst-positiven Zellen pro Gesichtsfeld 24h, 48h
und 72h nach Einzel- und Doppelinfektion mit PV, NDV und PV +
NDV mit 1 cp/c und 10 cp/c in immunhistologischer Fluoreszenz .... 72

Auswertung der Hoechst- und PI doppelt positiven Zellen pro
Gesichtsfeld 24h, 48h und 72h nach Einzel- und Doppelinfektion mit
PV, NDV und PV + NDV mit 1 cp/c und 10 cp/c in
immunbhistologischer Fluoreszenz............ccccoccoiiiiiiiiiiiiiiieeeee, 73

reprasentatives Beispiel einer Hoechst einzeln positiven,
apoptotischen Zelle nach Immunfluoreszenzfarbung........................ 74

Abbildung 19:Auswertung der Hoechst einzeln positiven apoptotischen Zellen 24h,

Abbildung 20:
Abbildung 21:
Abbildung 22:
Abbildung 23:
Abbildung 24:
Abbildung 25:
Abbildung 26:

Abbildung 27:

48h und 72h nach Einzel- und Doppelinfektion mit (A) RV, PV und RV
+ PV (B) RV, NDV, und RV + NDV, (C) PV, NDV und PV + NDV mit 1

cp/c und 10 cp/c in immunhistologischer Fluoreszenz...................... 75
Auswertung der FACS-Analyse 24h nach Einzel- und Doppelinfektion
von U87 Zellen mit RV, PV UNA RV + PV.....oiiiiie, 77
Auswertung der FACS-Analyse 48h nach Einzel- und Doppelinfektion
von U87 Zellen mit RV, PV UNA RV + PV.....oiiiiie, 78
Auswertung der FACS-Analyse 24h nach Einzel- und Doppelinfektion
von U87 Zellen mit RV, NDV UNnd RV + NDV ..., 79
Auswertung der FACS-Analyse 48h nach Einzel- und Doppelinfektion
von U87 Zellen mit RV, NDV UNd RV + NDV ..., 80
Auswertung der FACS-Analyse 24h nach Einzel- und Doppelinfektion
von U87 Zellen mit PV, NDV und PV + NDV ..., 81
Auswertung der FACS-Analyse 48h nach Einzel- und Doppelinfektion
von U87 Zellen mit PV, NDV und PV + NDV ..., 81
Darstellung der (A) b-Aktin Kontrollbande und (B) Caspase-3-Bande
im Western Blot nach Einzelinfektion mit NDV 10 cp/c........cccccc..... 83
Analyse der Caspase-3/7-Aktivitat 4h nach Einzel- und
Doppelinfektion mit RV, PV und RV + PV in Lumineszenz............... 84

IX



Tabellen-, Abbildungs- und Abkiirzungsverzeichnis

Abbildung 28:
Abbildung 29:
Abbildung 30:
Abbildung 31:
Abbildung 32:
Abbildung 33:
Abbildung 34:
Abbildung 35:

Abbildung 36:

Abbildung 37:

Analyse der Caspase-3/7-Aktivitat 8h nach Einzel- und

Doppelinfektion mit RV, PV und RV + PV in Lumineszenz............... 85
Analyse der Caspase-3/7-Aktivitat 24h nach Einzel- und
Doppelinfektion mit RV, PV und RV + PV in Lumineszenz............... 85
Analyse der Caspase-3/7-Aktivitat 4h nach Einzel- und
Doppelinfektion mit RV, NDV und RV + NDV in Lumineszenz ......... 87
Analyse der Caspase-3/7-Aktivitat 8h nach Einzel- und
Doppelinfektion mit RV, NDV und RV + NDV in Lumineszenz ......... 87
Analyse der Caspase-3/7-Aktivitat 24h nach Einzel- und
Doppelinfektion mit RV, NDV und RV + NDV in Lumineszenz ......... 88
Analyse der Caspase-3/7-Aktivitat 4h nach Einzel- und
Doppelinfektion mit PV, NDV und PV + NDV in Lumineszenz.......... 89
Analyse der Caspase-3/7-Aktivitat 8h nach Einzel- und
Doppelinfektion mit PV, NDV und PV + NDV in Lumineszenz.......... 89
Analyse der Caspase-3/7-Aktivitat 24h nach Einzel- und
Doppelinfektion mit PV, NDV und PV + NDV in Lumineszenz.......... 90

Darstellung der Caspase-3/7-Aktivitat 4h, 8h und 24h nach Einzel-
und Doppelinfektion mit (A) RV, PV und RV + PV (B) RV, NDV und
RV + NDV und (C) PV, NDV und PV + NDV in Lumineszenz........... 91

Darstellung der Caspase-3/7-Aktivitat (A) 4h, (B) 8h und (C) 24h nach
Einzel- und Doppelinfektion mit RV, PV, NDV, RV + PV, RV + NDV
und PV + NDV in LUMINESZENZ.........ooeviiiieieee e 92

Abkiirzungsverzeichnis

% Prozent

°C Grad Celsius

AP-1 Activator Protein 1
Aqua dest. Aqua destillata

BSA Bovines Serum Albumin
CC Zellkontrolle

c/GF Zellen pro Gesichtsfeld
cm? Quadratzentimeter




Tabellen-, Abbildungs- und Abkiirzungsverzeichnis

CO; Kohlenstoffdioxid

CP ,»Crossing Point

cp Viruskopie

cp/c Viruskopien pro Zelle

DAXX Death Domain Associated Protein
DI Doppelinfektion

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium
DMSO Dimethylsulfoxid

ds Doppelstrang

EGFR epidermal growth factor Rezeptor
EI Einzelinfektion

elF2a eukaryotic initiation factor-2o
FACS Fluorescence activated cell sorting
FKS Fetales Kélberserum

G Erdbeschleunigung

GBM Glioblastoma multiforme

GTP Guanosintriphosphat

h Stunde

H>O Wasser

H>O» Wasserstoffperoxid

HCI Salzsdure

IDH Isocitratdehydrogenase

IFN Interferon

XI



Tabellen-, Abbildungs- und Abkiirzungsverzeichnis

IFNAR inteferon o/P receptor Komplex

IRF3 interferon regulatory Faktor 3

ISG IFN-stimulierende Gene

ISVP infectious subvirion particle

JAM-A juctional adhesion molecule-A

KCl Kaliumchlorid

KH>PO4 Kaliumdihydrogenphosphat

MAPK mitogen activated protein Kinase

MGMT 06-Methylguanin-DNA-Methyltransferase

min Minute

ng Mikrogramm

pl Mikroliter

ml Milliliter

mM Millimolar

mRNA Messenger RNA

MTT 1-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-3,5-diphenyl-
formazan

NA,;HPO, Dinatriumhydrogenphosphat

NaCl Natriumchlorid

NaHCO:s; Natriumhydrogencarbonat

NDV Newcastle-Disease Virus

NF-»B kappa-light-chain-enhancer of activated B
cells

XII



Tabellen-, Abbildungs- und Abkiirzungsverzeichnis

nm Nanometer

NOS not otherwise specified

NS Nichtstrukturprotein

N-Terminus Aminoterminus eines Proteins

oV Onkolytische Viren

P/S Penicillin/Streptomycin

PBS Phosphate-Buffered Saline

PCR Polymerasekettenreaktion

PKR Protein Kinase R

PI Propidiumiodid

PI3K Phosphatidylinositol-3-Kinase

PRR pattern recognition receptor

PV Parvovirus

Raf rapidly accelerated fibrosarcoma

Ras Rat sarcoma

RIP1 receptor-interacting serine-threonine Protein

RIPK1 receptor-interacting serine-threonine Pro-
teinkinase 1

RNA Ribonukleinséure

rpm rounds per minute

RT Raumtemperatur

RT-PCR Real-time polymerase chain reaction

RV Reovirus

XIII



Tabellen-, Abbildungs- und Abkiirzungsverzeichnis

s Sekunde(n)

SPF Spezifisch pathogenfrei

Taq Thermus aquaticus

TE Tris-EDTA

TEMED N, N, N, N*-Tetramethylendiamin

TME Tumormikromilieu

TNF Tumor-Nekrose-Faktor

TRAIL tumor necrosis factor related apoptosis in-
ducing Ligand

TRIS Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

v/v ,»volume per volume*

WHO Weltgesundheitsorganisation

w/v weight per minute

ZNS Zentrales Nervensystem

X1V



Zusammenfassung

1 Zusammenfassung
1.1 Deutsche Zusammenfassung

Das Glioblastoma multiforme ist der aggressivste Hirntumor des Menschen. Die derzeitige
Therapie sieht eine chirurgische Resektion kombiniert mit einer Radiochemotherapie vor.
Dennoch versterben die Patienten im Durchschnitt nach 10 bis 15 Monaten und ein kurativer
Therapieansatz, der eine vollstandige Tumorregression bewirkt, fehlt. Die nicht humanpatho-
genen onkolytischen Reo- (RV), Parvo- (PV) und Newcastle-Disease-Viren (NDV) zeichne-
ten sich in der Vergangenheit durch ihre vielversprechende Fahigkeit, selektiv Tumorzellen

abt6ten zu kénnen, aus.

Basierend auf Vorarbeiten und Erkenntnissen aus der Literatur wurde im vorliegenden Disser-
tationsprojekt die onkolytische Wirksamkeit einer Doppelinfektion im Vergleich zur Einzelin-
fektion mit onkolytischen Viren (OV) evaluiert, um die Erfolgsaussichten einer kombinierten

OV-Therapie abzuschitzen. Dazu wurde die onkolytische Zelltodinduktion charakterisiert.

Nach der Produktion der OV und Bestimmung der exakten Virusmenge per real-time poly-
merase chain reaction (RT-PCR) wurde die Zytotoxizitit im 1-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-3,5-
diphenyl-formazan-(MTT)-Assay nachgewiesen. Anschlieend wurde die basale Viruskon-
zentration fiir eine onkolytische Wirksamkeit erhoben und eine Dosis-Wirkungskurve be-
stimmt. Daraufhin wurde das Zellsterben mittels Apoptose und Nekrose anhand der zelluldren
Hoechst- und Propidiumiodid-Bindung und der Auswertung der Zellmorphologie nachgewie-
sen. In einer durchflusszytometrischen Untersuchung wurde die Apoptose-, Nekroptose- und
Nekroserate iiber die Expression von Phosphatidylserin und die Detektion von Annexin-V be-
stimmt. Dabei wurde die Einzelinfektion mit der Doppelinfektion von bis zu zwei
Glioblastomzelllinien mit verschiedenen Infektionstitern und Inkubationszeiten verglichen.
Zusitzlich wurde die Aktivitdt der Effektorcaspasen-3/7, einer zelluldren Protease des
Apoptose-Signalweges, zu verschiedenen Zeitpunkten nach Einzel- und Doppelinfektion er-

mittelt.

Nach Ermittlung einer Dosis-Wirkungskurve und Charakterisierung des Zelltods zeigte sich
eine zeit- und konzentrationsabhingige onkolytische Wirksamkeit nach Einzel- und Doppelin-
fektion. 24h und 48h nach kombinierter Gabe von NDV mit einem weiteren Virus in den ver-

wendeten niedrigen (1 und 10 cp/c) Viruskonzentrationen waren die ermittelten Zelltod-
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Aktivitdten gegeniiber denen der NDV-Einzelinfektion nicht erhoht. Die Doppelinfektion mit
RV und PV mit hoher Viruskonzentration zeigte eine um 12 % erhohte onkolytische Wirk-
samkeit im Vergleich zur jeweiligen Einzelinfektion, die sich auch mit geringfiigig erhGhten

Aktivititen der untersuchten Zelltode bestétigten.

72h nach Doppelinfektion der U87 Zellen wurde eine zur Einzelinfektion hohere Zytotoxizitét
nachgewiesen. Dieser Effekt konnte nach Doppelinfektion der sekundéren Glioblastomzellli-
nie U373 nicht bestdtigt werden, sodass zelllinienspezifische Ergebnisse vorlagen. Die RV-

und NDV-Einzelinfektionen zeigten eine ausgeprégte onkolytische Wirksamkeit.

Nach Doppelinfektion unterschieden sich zeitabhingig die induzierten Zelltode von denen
nach Einzelinfektion. Je ldnger die Inkubationszeit, desto hdher waren die Aktivititen der pro-
grammierten Zelltodarten Apoptose und Nekroptose. Nach Doppelinfektion wurde im Zeit-
verlauf hauptsichlich der Zelltod durch Nekroptose eingeleitet. Allerdings wurden in abneh-

mender Intensitét auch Apoptose und Nekrose verzeichnet.

Zudem konnte bereits 4h nach Infektion mit RV, NDV, RV+PV, RV+NDV und PV+NDV
eine caspase-abhingige Apoptose-Induktion nachgewiesen werden, die je nach untersuchter

Inkubationszeit unterschiedlich ausgepriagt war.

Die verwendeten Viruskonzentrationen und der untersuchte Zeitraum zur Charakterisierung
der Zelltodarten reichten nicht aus, um eine signifikant vermehrte onkolytische Wirksamkeit

und hdhere Zelltodaktivititen nach Doppelinfektion nachzuweisen.

Dabher sollten die vielversprechenden Beobachtungen zur Zelltodinduktion zukiinftig mit einer
hoheren Viruskonzentration und einer lingeren Inkubationszeit wiederholt werden. Dadurch
koénnen potenzielle additive Effekte, insbesondere durch den immunogenen Zelltod durch

Nekroptose, nach Doppelinfektion aufgedeckt werden.
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1.2 Abstract

Glioblastoma multiforme is the most aggressive human brain tumor. Even after undergoing
standard therapy, which currently consists of surgical resection and radiochemotherapy, pa-
tients die after 10 to 15 months on average. There has yet to be discovered a curative thera-
peutic approach that achieves complete tumor regression. Oncolytic viruses (OV) that are not
pathogenic to humans, such as reovirus (RV), parvovirus (PV), and newcastle Disease virus

(NDV), have demonstrated the promising ability to selectively kill tumor cells in the past.

Based on previous work and findings from literature, this dissertation project evaluates the
oncolytic efficacy of a double infection compared to a single infection with OV in order to
assess the chances of success of a combined OV therapy. For this purpose, we characterized

cell death induction by OV.

We performed 1-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-3,5-diphenyl-formazan-(MTT)-assays to assess
cytotoxicity after producing OV and determining the exact amount of virus concentration us-
ing real-time polymerase chain reaction (RT-PCR). Following that, the basal virus concentra-

tion for oncolytic concentration was measured, and a dose-response curve was determined.

Cell death via apoptosis and necrosis was then detected by using cellular Hoechst and propid-
ium iodide staining and by evaluation of the cell morphology. Then, we performed a flow
cytometric assay to determine the activity of apoptosis, necroptosis, and necrosis by the ex-
pression of phosphatidylserine and detection of annexin-V. Using different infection titers and
incubation times, single infection was compared to double infection of up to two glioblastoma
cell lines. Furthermore, the activity of effector caspases-3/7, a cellular protease involved in the
apoptosis signaling pathway, was measured at multiple time points after single and double

infection.

After generating the dose-response curve and characterizing cell death, time- and concentra-
tion-dependent oncolytic efficacy for single and double infection could be demonstrated. 24h
and 48h after combined administration of NDV with another virus at low (1 and 10 cp/c) virus
concentrations, the cell death activity observed was not increased compared with a single NDV
infection. RV and PV double infection with high virus concentration resulted in a 12% increase
in oncolytic efficacy compared to the corresponding single infection, which was also backed

by slightly increased activities of the investigated cell death modes. Monotherapy with RV
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and NDV showed substantial oncolytic efficacy Higher cytotoxicity was detected 72 hours
after double infection of U87 cells compared to single infection. This effect could not be re-
produced after double infection of the secondary glioblastoma cell line U373, indicating that
cell line-specific results were obtained. When compared to a single infection, different cell
deaths were induced in a time-dependent manner after double infection. The longer the incu-
bation period, the more active the programmed cell death modes via apoptosis and necroptosis
were. As time passed after a double infection, cell death was primarily mediated by necropto-
sis. Apoptosis and necrosis were also detected in low levels. In addition, caspase-dependent
apoptosis induction was detected 4h after infection with RV, NDV, RV+PV, RV+NDV, and

PV+NDV. The apoptosis activity varied depending on the incubation period examined.

The virus concentrations used, and the incubation period studied to characterize the cell death
modes were insufficient to demonstrate significantly increased oncolytic efficacy and higher

cell death activities after double infection.

Future experiments should reproduce the encouraging findings on cell death induction with a
higher virus concentration and a more extended incubation period. This could reveal potential
additive effects on tumor cell killing through immunogenic cell death by necroptosis after

double infection.
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2 Einleitung
2.1 Glioblastoma multiforme

Das Glioblastoma multiforme (GBM) ist der hiufigste primére Hirntumor des Erwachsenen
und gehort zur Familie der Gliome. Es gibt primére und sekundire Hirntumoren. Zu den pri-
méren Hirntumoren zéhlen Neoplasien der Zellen des Gehirns und der Meningen. Sekundére
Hirntumore haben ihren Ursprung auflerhalb des Zentralnervensystems (ZNS) und zu ihnen

gehdren Metastasen und maligne Lymphome.

Die Klassifikation der Hirntumore durch die World Health Organization (WHO) wird allge-
mein angewendet. Nach dieser werden Tumoren nach dem histomorphologischen und mole-
kulargenetischen Profil in vier Malignitétsgrade unterteilt, wobei die Grade 1 und 2 als gutartig
und Grade 3 und 4 als bdsartig gelten (LOUIS et al., 2016). Nach dieser Einteilung gehort das
GBM mit den Astrozytomen, Oligoastrozytomen und Oligodendrogliomen zu der Gruppe der
astrozytdren und oligodendroglialen Tumoren. Das GBM ist als Grad 4 Tumor der aggres-

sivste ZNS-Tumor.

Das GBM lisst sich molekulargenetisch in drei Untergruppen differenzieren, die die Grund-
lage fiir ein besseres Verstidndnis der molekularen Vorgénge der Onkogenese und Tumorpro-

gression schaffen:

1. Glioblastom, IDH-Wildtyp, klinisch primédres Glioblastom oder de novo Glioblastom
2. Glioblastom, IDH-mutiert, klinisch sekundéres Glioblastom

3. Glioblastom NOS, not otherwise specified
Der Glioblastom IDH-Wildtyp lésst sich anhand der Histologie weiter unterteilen in:

1. Gliosarkom; mit metaplastisch mesenchymaler Komponente
2. Giant Cell Glioblastom; Prasenz mehrkerniger Zellen
3. Epitheloides Glioblastom; mit groBen Epitheloidzellen und variabel vorhandenen

Rhabdoidzellen

Die weltweite Inzidenz des GBM betragt 0,59 bis 3,69 pro 100.000 Personen (OSTROM et
al., 2014). Diese nimmt mit dem Alter zu und erreicht ihr Maximum im Alter von 75 bis 84

Jahren (SOOMRO et al., 2017).
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Weiterhin existieren primére und sekundére GBMs (SCHERER, 1940). Mit einem Anteil von
90 % bei élteren Menschen entsteht die Mehrheit der GBMs de novo und ist primédrer Genese,
wiahrend sekundére GBMs aus niedrig-gradigen Gliomen, wie diffusen oder anaplastischen
Astrozytomen, entstehen und eher bei jiingeren Menschen auftreten. Letztere sind typischer-
weise im Frontalhirn lokalisiert, haben einen geringeren Nekrosegrad und besitzen eine bes-
sere Prognose. Diese Differenzierung lésst sich durch die Analyse ihrer genetischen und epi-

genetischen Profile vornehmen (OHGAKI, KLEIHUES, 2013).

GBMs entstehen durch den Erwerb verschiedener molekulargenetischer Verédnderungen, ins-
besondere durch Isocitrat-Dehydrogenase-(IDH)-Mutationen, die hauptséchlich in sekundéren
GBMs (85 %) vorliegen. In pédiatrischen GBMs treten Mutationen in H3F3A- und DAXX-

Genen auf, die beim Erwachsenen selten vorkommen (STURM et al., 2012).

Durch molekulare Untersuchungen von humanen GBMs konnten drei wichtige genetische Er-
eignisse identifiziert werden, welche die maligne Transformation vorantreiben (CANCER
GENOME ATLAS RESEARCH, 2008):
1) Dysregulation der Wachstumssignalwege durch die Amplifikation und mutierten Ak-
tivierung der Rezeptor-Tyrosinkinase-Gene
2) Aktivierung des Phosphatidylinositol-3-OH-Kinase-Signalwegs (PI3K)

3) Inaktivierung der p53- und Retinoblastom-Tumorsupressor-Signalwege

Als Reaktion auf Proliferations- und Wachstumsreize passen sich die genetischen und meta-
bolischen Prozesse des Tumors an, indem sie beispielsweise die Gefdversorgung und den

Stoffwechsel regulieren (HANAHAN, WEINBERG, 2011; VANDER HEIDEN et al., 2009).

GBMs metastasieren sehr selten auflerhalb des zentralen Nervensystems, da dafiir die Basal-
membran der Kapillargefie in der Blut-Hirn-Schranke iiberwunden werden muss

(BERNSTEIN, WOODARD, 1995).

In der Mehrheit der GBM-Erkrankten wird die Ursache fiir den Tumor nicht erkannt. Die Be-
lastung durch ionisierende Strahlung und die Vererbung von Erkrankungen, denen eine Fehl-
regulierung der Tumorsuppressionsmechanismen zu Grunde liegen, erhohen das Erkrankungs-
risiko (FISHER et al., 2007). Dazu gehoren die Neurofibromatosen 1 und 2, die tuberdse Skle-
rose und die Lynch- und Li-Fraumeni-, Turcot’s-, von Hippel-Lindau- und Cowden-Syndrome

(FARRELL, PLOTKIN, 2007).
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Die Diagnose des GBM wird in der Regel anhand einer Bildgebung durch Magnetresonanz-
oder Computertomografie gestellt. Diese zeigt das Bild einer von einem Odem umgebenen,
heterogenen Raumforderung mit einer zentralen Nekrose, sowie das charakteristische Bild ei-

nes girlandenformigen Kontrastmittel-Enhancements (SANALI et al., 2005).

Das klinische Erscheinungsbild der GBM-Patienten ist sehr variabel und abhéngig von der
GroBe und dem Ort der Tumoreinnistung in den funktionalen Zentren des Gehirns. Es reicht
vom Auftreten von Krampfanfillen, fokalen neurologischen Defiziten, Verwirrtheit, Geddcht-
nisverlust, vendsen Thromboembolien bis hin zu Wesens- und Personlichkeitsverdnderungen.
Zusitzlich konnen Symptome durch einen erhohten Hirndruck entstehen, wie beispielsweise

Erbrechen, Ubelkeit und Kopfschmerzen (WEN, KESARI, 2008).

Die derzeitige Therapie zielt auf eine symptomatische Behandlung nach einem multimodalen
Konzept ab. Es setzt sich zusammen aus einer moglichst umfangreichen chirurgischen Tumor-
resektion, gefolgt von einer Chemotherapie mit Temozolomid und einer Radiotherapie. Das
diffuse Tumorwachstum erschwert die Resektion (CLAES et al., 2007). Bei iiber 70-jdhrigen
Patienten orientiert sich die Therapie am Methylierungsstatus des MGMT-Promotors. Liegt
eine Methylierung vor, so sieht die Leitlinie eine akzelerierte Bestrahlung mit einer begleiten-
den Chemotherapie mit Temozolomid vor. Ist der MGMT-Promotor nicht methyliert, so wird
eine alleinige hypofraktionierte Strahlentherapie empfohlen. Zusitzlich erfolgt eine prophy-
laktische antikonvulsive Therapie und eine Kortikosteroidgabe, um das peritumorale Hirn-
0dem abschwellen zu lassen (HOFER et al., 2019). Trotz all dieser Therapiemdglichkeiten
bleibt das GBM bisher unheilbar und es fehlt eine kurative Therapie.

Die intra- und intertumorale Heterogenitit des GBM stellt die bisherigen Therapiemethoden
aufgrund der Therapieresistenz vor grofle Herausforderungen. Sie entsteht durch das Vorlie-
gen von intratumoralen Klonen, wodurch jedes GBM individuelle Eigenschaften besitzt.
Durch ihre unterschiedlichen molekularen Eigenschaften variieren die Tumore in ihrer Thera-

pieansprechbarkeit und Prognose (INDA et al., 2014).

Lediglich zehn Prozent der Patienten iiberleben mehr als fiinf Jahre. Im Durchschnitt verster-
ben sie 12 bis 15 Monate nach der Diagnosestellung (SOOMRO et al., 2017). Die wichtigsten
Faktoren, die mit einer verschlechterten Prognose einhergehen, sind ein fortgeschrittenes Al-

ter, das Vorliegen multipler Lésionen, ein niedriger Karnofsky-Index, ein hoher Nekrosegrad
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und ein nicht resektabler Tumor (CURRAN et al., 1993; THAKKAR et al., 2014). Dies zeigt
die Notwendigkeit flir personalisierte Therapien (DELGADO-MARTIN, MEDINA, 2020).
Daher ist es von essenzieller Bedeutung die molekularen Signalwege und Mutationen des Tu-
mors, die in seine Entstehung involviert sind besser zu verstehen, um daraus gezielt weitere

effektive Therapiestrategien abzuleiten.
Folgende Therapiekonzepte der letzten Jahre stehen heute im Mittelpunkt:

Zum einen wird dem Tumormikromilieu (TME) eine grofle Bedeutung in seiner Rolle in der
Immunantwort zugeschrieben. Dabei steht es mit dem Tumor im Austausch und grenzt es von

aullen vom restlichen Gewebe ab (BROWN et al., 2018).

Zum anderen wurden gute Erfahrungen mit einer selektiven Tumorzelltherapie mit genetisch
verdnderten oder nicht humanpathogenen OV gemacht. Die Erfahrung zeigte, dass fiir eine
erfolgreiche OV-Therapie zwei essenzielle, nicht voneinander trennbare Mechanismen von
Bedeutung sind: Der direkte virale Onkolyse-Effekt und die durch den Virus induzierte anti-
tumorale Immunantwort (MARTIKAINEN, ESSAND, 2019).

2.2 Reovirus

2.2.1 Allgemeines, Taxonomie und Aufbau des Reovirus

Reoviren (respiratory enteric orphan virus, RVs) gehdren zur Familie der Reoviridae, der Un-
terfamilie der Spinareovirinae und dem Genus der Orthoreoviren, die sich in weitere Spezies
unterteilen (DERMODY et al., 2013). Sie erhielten ihre Bezeichnung durch Albert Sabin, der
sie im Respirations- und Gastrointestinaltrakt von Kindern entdeckte. Da zu dieser Zeit infi-
zierte Personen asymptomatisch waren, enthélt der Virus den Zusatz ,,orphan* im Namen. Es
handelt sich um ein unbehiilltes Virus mit einem Durchmesser von 65 bis 80 nm und einer
linearen Doppelstrang-RNA (dsRNA) aus drei groBlen (L1-L3), drei mittleren (M1-M3) und
vier kleinen (S1-S4) Segmenten (SHATKIN et al., 1968). Das RV-Partikel besteht aus zwei
Proteinschichten, dem inneren Kern (core) und dem duBeren Kapsid (outer capsid). Letztere
Proteinschicht besteht aus 600 Heterodimeren des pt1- und o3-Proteins. Am Virion lagern sich
Kanéle aus A2-Protein-Pentameren an, die von Trimeren des ol-Attachment-Proteins ver-

schlossen werden.
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Die vier bisher bekannten Serotypen definieren sich durch das S1-Segment, das fiir das Atta-
chment Protein kodiert: Typ I Lang, Typ II Jones, Typ Il Dearing und Abney und Typ IV
Ndelle (ATTOUI et al., 2001; ROSEN, 1960). Sie unterscheiden sich in ihrem Zell- und Ge-
webetropismus (DAY, 2009).

Die Anordnung des Virusgenoms in Segmenten ermdglicht bei einer Co-Infektion ihren Aus-
tausch zwischen verschiedenen RV-Typen durch Gen-Reassortment. Dadurch kénnen neue

Reassortanten aus gemischten Genomen entstehen (DERMODY et al., 2013).

2.2.2 Infektionszyklus

RVs infizieren Zellen iiber einen adhésionsverstirkenden Mechanismus unter niedrig-affiner
Einwirkung des Bindungsproteins o1 auf Kohlenhydrate der Zelloberfldche (BARTON et al.,
2001a). Die stabile Bindung wird {iber die Interaktion des o1-Proteins mit dem juctional ad-
hesion molecule-A (JAM-A) der Hostzelle vermittelt (BARTON et al., 2001b). Die Aufnahme
in die Zelle erfolgt {iber eine P1-integrin-abhéngige Endozytose (MAGINNIS et al., 2008).
Dabei spielen die sdureabhidngigen Cathepsin B- und L-Proteasen eine wichtige Rolle. Sie
entfernen das o3-Protein und zerschneiden das p1-Protein in die zwei Fragmente 6 und ¢, um
fiir den Zelleintritt eine Zwischenstufe, das sogenannte infectious subvirion particle (ISVP),
zu erzeugen (EBERT et al., 2002). Das ¢-Fragment ist in der Lage, Poren in die Zellmembran
einzubauen und tragt gemeinsam mit dem partikelassoziierten d-Fragment zur Translokation

des viralen Cores iiber die endosomale Membran in das Zytoplasma bei (DANTHI et al.,

2013).

Der virale (-)-RNA-Einzelstrang dient als Vorlage fiir die Transkription einer mRNA im Zy-
toplasma (DERMODY et al., 2013). Die mRNA besitzt eine 5°-7-Methylguanosin-Kappe, die
die anschlieBende Translation in der infizierten Zelle ermoglicht (KOZAK, SHATKIN, 1978).
Die viralen Nichtstrukturproteine pNS und oNS bilden funktionelle Einheiten (engl. viral fac-
tories), die als Orte der Transkription, Translation und Assemblierung dienen. Innerhalb dieser
viralen Einheiten entstehen neue Kernpartikel, wodurch die virale Transkription und Protein-
synthese potenziert wird (ANTCZAK, JOKLIK, 1992; DERMODY et al., 2013). Die virale
Transkription ist abgeschlossen, sobald sich die dufleren Kapsid-Proteine am Vorldufer-Core-

Partikel angesammelt haben. Nachdem Trimere des ol-Attachmentproteins an den A2-
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Pentamer-Kanélen eingefiigt worden sind, ist die Bildung des Virions abgeschlossen und das

neu synthetisierte Virus verlésst die Zelle.

2.2.3 Onkolytische Wirksamkeit

Die angeborene und die erworbene Immunantwort werden nach RV-Infektion aktiviert. Inter-
feron-1 (IFN-1) wird als Schliisselkomponente der angeborenen Immunantwort freigesetzt.
Die virale RNA wird durch zelluldre pattern recognition receptors (PRRs), wie beispielsweise
Toll-Like-Rezeptoren und der dsRNA-aktivierten Protein Kinase R (PKR), erkannt. Dadurch
werden die Transkriptionsfaktoren interferon regulatory Faktor 3 (IRF3), kappa-light-chain-
enhancer of activated B cells (NF-kB) und activator-protein-1 (AP-1) aktiviert, welche die
Expression und Sekretion von IFN-1 (IFN-a und IFN-B) einleiten (LEVY et al., 2011;
STUART et al., 2018). Nach Rezeptorbindung (inteferon o/p receptor Komplex (IFNAR))
wird die Expression der IFN-stimulierenden Gene (ISGs) potenziert. Diese leiten verschiedene
Mechanismen ein, um die Virusreplikation zu hemmen und die Virusverbreitung zu bremsen.
Das kann beispielsweise durch den verstidrkten Abbau der viralen RNA, die Hemmung der
viralen Translation, die Beeintrdchtigung der Infektion oder die Verbesserung der Viruserken-

nung zum Schutz der Nachbarzellen geschehen (SCHNEIDER et al., 2014).

Eine weitere Schliisselrolle nimmt die PKR in der Regulierung der Virusreplikation und des
onkolytischen Potenzials ein. Denn fiir eine erfolgreiche Virusvermehrung ist es unabdingbar,
dass die infizierte Zelle in der Lage ist, Proteine zu translatieren. Bei Vorliegen einer viralen
dsRNA wird die zelluldre PKR aktiviert. Diese blockiert darauthin die zelluldre Proteinsyn-
these, indem sie den eukaryotic initiation factor-2a (elF2a) inaktiviert (DALET et al., 2015).
Normalerweise ist die PKR durch die IFN-1 Immunreaktion hochreguliert. In RV-infizierten
Zellen hemmt das o3-Protein die Aktivierung der PKR, indem es die dsRNA verdeckt
(IMANI, JACOBS, 1988; YUE, SHATKIN, 1997).

2.2.4 Tumorzellselektivitit

Die Fahigkeit der RVs transformierte Tumorzellen zu infizieren und in diesen zu replizieren,
wurde in den spéten 70er Jahre entdeckt. Grundlage dafiir, ist die native und gekiirzte Form
des epidermal growth factor Rezeptors (EGFR), der die Zellen anfilliger fiir eine RV-Infektion
macht (STRONG et al., 1993). Er potenziert die RV-Replikation durch Aktivierung des Ras-

10
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Signalwegs (STRONG, LEE, 1996). EGFR ist in einer Vielzahl von Karzinomen hochregu-
liert, da es die natiirliche Tumorzellproliferation verstirkt (WELLS, 1999).

Seit der Entdeckung der RVs etablierten sich vier Erklarungsansitze fiir ihren Tropismus fiir

transformierte Zellen:

L.

Die GTPase Ras tibertriagt Liganden-gesteuerte, extrazellulére Signale in eine zytoplas-
matische Signalkaskade, um das Zellwachstum, die Zelldifferenzierung und das Zelliiber-
leben zu regulieren (CAMPBELL et al., 1998). Der EGFR aktiviert den Ras/Raf/MAPK-
Signalweg und potenziert die Virusreplikation, indem er das Uncoating, die Produktion
infektioser Partikel und die Apoptose-abhéngige Freisetzung von Vorldufer-Virionen aus
den Zellen beeinflusst (NORMAN et al., 2004).

Cathepsine sind in Karzinomzellen {iberexprimiert. Insbesondere Cathepsin-B erleichtert
das Uncoating in der Virusinfektionskaskade und erhdht damit die zellulére Suszeptibili-
tit. Im Vergleich sind die Cathepsin-B- und -L-Spiegel in nicht-transformierten Zellen
niedriger (ALAIN et al., 2007; SHMULEVITZ, LEE, 2012).

RV-infizierte, transformierte Zellen weisen keine PKR-Aktivitit auf. Dadurch ist in diesen
Zellen die RV-vermittelte Onkolyse im Vergleich zu nicht transformierten Zellen poten-
ziert (FERNANDES, 2016; STRONG et al., 1998).

RV erschwert die Ein- und Fortleitung der IFN1-vermittelten Immunantwort in Ras-trans-
formierten Zellen. Die IFN-1 Produktion wird dabei iiber den PI3K- und den
Raf/MEK/ERK-Signalweg gehemmt. Dadurch wird die angeborene Immunantwort unter-
brochen und die Virusvermehrung nach der Infektion begiinstigt (BATTCOCK et al.,
2006).

2.2.5 Pathogenitit fiir den Menschen

RVs konnen alle Sdugetiere und folglich auch Menschen infizieren. Menschen sind allerdings

in der Regel nach einer Infektion asymptomatisch oder entwickeln milde Symptome wie einen

Schnupfen, eine Pharyngitis oder eine Gastroenteritis. Es wurden auch einzelne schwere Fille

mit neurologischer Beteiligung im Rahmen einer Meningitis dokumentiert (YAMAMOTO et

al., 2020). Durch die Tumorzellselektivitdt und insgesamt geringe humane Pathogenitét bieten

RVs sehr gute Voraussetzungen fiir die Therapie des GBM.

11
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2.3 Newcastle Disease-Virus

2.3.1 Allgemeines, Taxonomie und Aufbau des NDV

Das Newcastle Disease Virus (NDV) ist hauptsichlich bei Gefliigel bekannt, da es bei diesen
hochansteckend ist und systemische Erkrankungen verursacht. Das Virus gehort zur Familie
der Paramyxoviren und dem Genus der Avulaviren. Es besitzt eine nicht segmentierte
(-)ssRNA und pleomorphe Virionen mit einem Durchmesser von 150 — 250 nm, die in einer
Lipidhiille in helikal angeordneten Nukleoprotein-Komplexen vorliegen. Bekannte Virusver-
treter sind zum Beispiel Masern-, Mumps- und respiratorische Synzytialviren (SINKOVICS,
HORVATH, 2000). Die Familie der Paramyxoviren besitzt eine Himagglutinations- und Neu-

raminidase-Aktivitét.

NDV besitzt sechs Transkriptionseinheiten, die analog dazu in 3°-5‘-Richtung sechs Vi-
russtrukturproteine mit wichtigen Funktionen synthetisieren: Nukleokapsidprotein (NP),
Phosphoprotein (P), Matrixprotein (M), Fusionsprotein (F), Himagglutinin-Neuraminidase
(HN), und Large Polymerase Protein (L) (SCHIRRMACHER et al., 2019). NP-Proteine kap-
seln die genomische RNA ein und binden an P- und L-Proteine, um Ribonukleoprotein-Kom-
plexe (RNPs) zu bilden, die als Vorlagen fiir die Transkription und Replikation des viralen
Genoms dienen (NAGAI et al., 1989). Das HN- und das F-Protein sind die beiden wichtigsten
Virulenzfaktoren von NDV. Unter der Virushiille befindet sich das M-Protein, das die Form
und Struktur und damit auch die Flexibilitit des Virions erhélt (YUSOFF, TAN, 2001).

2.3.2 Infektionszyklus

Um an eine Wirtszelle anzudocken, bindet das HN-Protein des Nukleokapsids {iber N-Acetyl-
Neuraminsiure-Resten von Glykolipiden an die duflere Zellmembran (FOURNIER et al.,
2004; LI et al., 2017). Die Fusion mit der zelluliren Membran wird vom F-Protein vermittelt,
welches die Virusinfektiositdt bestimmt. Denn erst durch proteolytische Spaltung des F-Pro-
teins (F0), entstehen die infektiosen Partikel F1 und F2. Seine Aktivierung und die anschlie-
Bende Fusion mit der Zellmembran erfordern eine strukturelle Umlagerung im F1-Protein
(ZAMARIN, PALESE, 2012). Weiterhin kdnnen NDVs auch iiber clathrin-vermittelte En-
dozytose und Makropinozytose in die Zelle eindringen (TAN et al., 2016).

12
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Nach dem Zelleintritt wird die Proteinbiosynthese der Virusproteine vorbereitet. Dafiir wird
zuerst im Zytoplasma ein zur (-)ssRNA komplementirer Positivstrang (dSRNA) synthetisiert.
Der Ribonukleoprotein-Komplex, bestehend aus dem RNA-Genom, NP-, P- und L-Proteinen,
dient als Vorlage fiir die sukzessive Transkription subgenerischer mRNA und die Replikation
der vollsténdigen RNA. Spezifische Gensequenzen kennzeichnen den Start (GS = Gen-Start)
und den Stopp (GE = Gen-Ende) der Transkription (PEETERS et al., 2000). Die zelluldre
Proteinanhdufung durch die Proteinbiosynthese reguliert, ob der Polymerase-Komplex (PC)
in der Transkriptions- oder Replikations-Form vorliegt (CONZELMANN, 2004). Sobald die
Transkription abgeschlossen ist, dissoziiert der PC von der RNA.

Im weiteren Verlauf wird dann die mRNA in virale Proteine translatiert (WHELAN et al.,
2004). Die neu synthetisierte RNA kann als Translations-Matrize dienen, sobald die leader-
RNA, die das Verkapselungssignal besitzt, freigesetzt wird. Die Transkription endet am GE-
Signal des letzten L-Gens mit einem Stopp- oder Polyadenylierungs-Signal, dem kein GS
mehr folgt, wihrend die Replikation bis zum 5°-Ende reicht (CONZELMANN, 2004).

Die neu synthetisierten Viren verlassen die Zelle mittels Budding (LAMB, PARKS, 2013).

NDVs werden anhand ihrer Pathogenitit in drei Klassen gegliedert werden: lentogen (abge-
schwéchter Stamm ohne oder mit geringer Pathogenitit), mesogen (toxischer Stamm mit mit-
telgradiger Pathogenitét) und velogen (starker Stamm mit hoher Pathogenitit). Je effektiver
die Spaltung, desto velogener und virulenter ist das Virus (ALEXANDER, 2000).

2.3.3 Onkolytische Wirksamkeit

In physiologischen Zellen kénnen NDVs nicht replizieren, da sie durch die Immunantwort
gestoppt werden. Erst in transformierten Tumorzellen kdnnen sie aufgrund der Defekte in der
IFN-Immunantwort einer vorzeitigen Erkennung durch das Immunsystem entkommen und

replizieren.

Durch die Infektion physiologischer Zellen wird eine starke Interferonantwort induziert.
Grundlage dafiir sind sogenannte Pattern Recognition Receptors (PRR), welche die fremde
Virus-RNA erkennen und iiber mehrere Signalwege die Interferon-Antwort einleiten. Zu den
PRR gehoren zytoplasmatische RIG-I-like Rezeptoren (RLR) und membrangebundene inter-
feron-a/B-Rezeptoren (IFNAR) (HERVAS-STUBBS et al., 2011).

13
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Nach der Erkennung der Virus-RNA wird iiber das mitochondrial antiviral-signaling Protein
(MAYVS) unter Einbindung des nukledren Transkriptionsfaktors NF-kB die Transkription von
IFN-1 und proinflammatorischen Zytokinen eingeleitet. Zusétzlich wird die IFN-1 Antwort
iber TLR und tiber die Erkennung der Fremd-DNA durch den zyklischen GMP-AMP-
Synthase-(cGAS)-Signalweg induziert (LEE et al., 2019).

NDVs sind in der Lage den Zelltod iiber mehrere Mechanismen zu induzieren. Neben dem
direkten onkolytischen Effekt konnen NDVs auch das Immunsystem aktivieren
(SCHWAIGER et al., 2017). Die angeboren Immunantwort wird durch NK-Zellen, Makro-
phagen und dendritische Zellen vermittelt. Beispielsweise wird das HN-Protein durch NKp46
von NK-Zellen erkannt und vermittelt durch zytotoxizititsinduzierende Signale das Absterben
der Tumorzellen (LIANG et al., 2019). Makrophagen kdnnen entweder die infizierten Zellen
direkt abtoten, indem sie TNF oder Stickstoffmonoxid (NO) freisetzen oder sie den T-Helfer-
Zellen présentieren, um tumorspezifische CD28+ T-Zellen zu rekrutieren und die T-Zell-ver-

mittelte erworbene Immunantwort einzuleiten (UMANSKY et al., 1996).

Weiterhin  unterteilt man NDVs in lytische wund nicht-lytische Virusstimme

(SCHIRRMACHER et al., 2001).

Damit ein Virus in der Zelle adéquat replizieren kann, muss es den zelleigenen antiviralen
Mechanismen entkommen. Das Nichtstrukturprotein V spielt dabei eine wichtige Rolle, indem
es selektiv STATI (signal transducers and activators of transcription 1) bindet und abbaut
(HUANG et al, 2003). Nach Inkorporation zweier G-Nukleotide an der RNA-
Bearbeitungsseite des P-Gens wird es von diesem kodiert. Seine Aktivitdt korreliert mit der
NDV-Virulenz (WANG et al., 2019). Es kann mit RIG-I interagieren und fiihrt zur Hemmung
von interferon regulatory factor (IRF-3) und der IFN-B-Induktion (ALAMARES et al., 2010).

Dariiber hinaus fiihrt die Virusinfektion zu einer zelluldren Stressreaktion, da sowohl das Virus
als auch die Zelle selbst, die zelluldren Strukturen nutzen mochten, um Proteine zu syntheti-
sieren. Dadurch wird der PERK/elF20/ATF4/CHOP-Signalweg eingeleitet. Nach Aktivierung
von elF2a durch Phosphorylierung werden gemeinsam mit PKR Stress Granula (SG) gebildet
und tliber Zwischenschritte die zelluldre Proteinsynthese beendet (FIOLA et al., 2006).
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2.3.4 Tumorselektivitat
NDVs sind in der Lage sich selektiv und effizient in Tumorzellen zu vermehren (BELLO et
al., 2020). Im Vergleich zu normalen Zellen ist die NDV-Replikation in Tumorzellen bis zu

10000 Mal effektiver (SCHIRRMACHER et al., 2019).

Grundlage fiir die Tumorzellselektivitidt von NDVs sind tumorspezifische Defekte, welche die
Virusreplikation in normalen Zellen beeintrichtigen (SCHIRRMACHER, 2017):

a) der Aktivierung der antiviralen Signalwege tiber RIG-I

b) dem Typ I IFN-Signalweg

c) in Apoptose-Signalwegen

d) der Aktivierung des Ras-Signaliibertragung und Expression des Rac1-Proteins

Die bisherigen Studien bieten Hinweise iiber die Synergie zwischen der NDV-Vermehrung
und der Eigenschaften der transformierten Zellen. Demnach erwies sich die Rho GTPase Racl,
die zur Ras Superfamilie der Onkogene gehort, als essenzieller Faktor sowohl fiir das Tumor-
zellwachstum als auch fiir die Virusreplikation. Insbesondere konnte ihr Einfluss auf die Zell-

migration und -invasion in GBM erforscht werden (ABDULLAH et al., 2014).

2.3.5 Pathogenitat fiir den Menschen
Nach zwei- bis viertdgiger Inkubationszeit fiihrt die Infektion des Gefliigels abhéngig von der
Viruslast und dem Immunstatus zu schweren Erkrankungen des Atemapparats, des Gastroin-

testinaltraktes und des zentralnervosen Systems. Die humane Infektion ist eher harmlos und

verursacht milde klinische Krankheitsbilder wie Konjunktividen (ALEXANDER, 2000).

Da NDVs weder nachteilige Effekte auf humane Zellen besitzen noch pathologisch sind, kon-

nen sie in ihrer nativen Form bei Tumorpatienten angewendet werden.
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2.4 Parvovirus

2.4.1 Allgemeines, Taxonomie und Aufbau des Parvovirus

Parvoviren (PVs) zeichnen sich durch ihre hohe Resistenz gegentiber dulleren Einfliissen, ih-
rem kleinen Wirtsspektrum und ihre starke Affinitét zur Infektion transformierter Zellen aus.
Sie sind die kleinsten bisher bekannten Viren und kénnen human- und tierpathogen sein (la-
teinisch: parvo = klein). Es gibt drei Parvovirus-Familien: Parvovirinae, Densovirinae und
Hamaparvovirinae. Erstere gliedern sich in zehn weitere Subtypen: Protoparvovirus, Amdo-
parvovirus, Bocaparvovirus, Aveparvovirus, Tetraparvovirus, Dependoparvovirus, Copipar-
vovirus, Artiparvovirus, Loriparvovirus und Erhythroparvovirus (PENZES et al., 2020). Das
Genus der Protoparvoviren ist tierpathogen und gliedert sich wirtsspezifisch in 13 weitere Spe-
zies (PENZES et al., 2020). Eine dieser ist das PV-H1. Es wurde 1960 zum ersten Mal von
Toolan in Folge einer Kontamination von transplantierten humanen Tumoren im Hamster ent-

deckt (TOOLAN et al., 1960).

Die Subfamilien der PVs &dhneln sich im Aufbau. Sie besitzen eine nicht-segmentierte
(-)ssDNA mit einer Linge von ca. 5000 bpm, die in ein ikosaedrisch geformtes Kapsid ohne
Hiille eingelagert ist. Dies erklért ihre starke Resistenz gegeniiber duBleren Einfliissen. Thr
Durchmesser betrégt 18 bis 25 nm. In den Virionen befinden sich die Virusproteine VP1 und
VP2, die in einem 1:5-Verhéltnis vorliegen und in 60 Capsomeren eingelagert sind. Beide
Virusproteine werden von derselben mRNA translatiert, anschlieBend gespleit und unter-
scheiden sich an der N-terminalen Domaine. VP1 ist 142 Aminoséduren lidnger als VP2 (735
vs. 593 Aminosduren). In vollstédndig verpackten, infektidsen Virionen werden posttranslatio-
nal 18 bis 21 Aminosduren am N-Terminus des VP2-Proteins abgespalten, woraus das VP3-
Protein entsteht. Dieses stellt die Hauptkomponente des Viruskapsids dar (HALDER et al.,
2013).

Es befinden sich zwei Promotoren auf dem viralen Genom, die als offene Leserahmen dienen:

Der frithe P4-Promotor auf der rep-Frequenz am 3’-Ende kontrolliert die Expression der Tran-
skriptionseinheiten, die fiir die Kodierung der Nichtstrukturproteine NS1 und NS2 verantwort-
lich sind. Die Nichtstrukturproteine stellen essenzielle Bestandteile fiir die Replikation und

Genexpression dar (FAISST et al., 1994).
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In der Néhe des 5’-Endes befindet sich der spéte P38-Promotor, der die Expression der Tran-
skriptionseinheiten der Kapsidproteine VP1 und VP2 und des nichtstrukturellen small alterna-
tively translated (SAT) Proteins reguliert (JONGENEEL et al., 1986).

2.4.2 Infektionszyklus

Am Anfang des Infektionszyklus steht die Adhésion an die Hostzell-Zellmembran. Diese er-
folgt unspezifisch iiber Sialinreste, welche die Zellmembranerkennung und den Zelleintritt
iiber eine clathrin-vermittelte Endozytose ermdglichen (FERREIRA et al., 2020; LOPEZ-
BUENO et al., 2006).

Um als DNA-Virus zum Zellkern zu gelangen, bewegen sich die viralen Partikel intrazellular
iiber das Mikrotubulinetzwerk fort. Durch Interaktion mit dem nuklearen Porenkomplex
(NPC) exprimiert die N-terminale Region des viralen VP1-Proteins ein Kernlokalisierungs-

signal (nuclear localization signal, NLS) und erreicht dadurch den Zellkern (LIU et al., 2017).

Nach Eintritt in den Zellkern der Wirtszelle, starten sie ihr Replikationsprogramm. Die in einer
Haarnadelstruktur vorliegenden Telomere fungieren als Promotoren fiir die Transkription und

als cis-Doméne zur Regulation der Replikation.

In einem ersten Schritt wird die Einzelstrang-DNA zu einem Doppelstrang vervollstindigt.
Das 3’-OH-Ende an der Haarnadelstruktur dient als Primer fiir die zellulire DNA-Polymerase.
Der neu synthetisierte Doppelstrang stellt dann die Vorlage fiir die virale mRNA-Synthese
und die Bildung von multimeren DNA-Zwischenprodukten und -Nachkommen dar
(COTMORE, TATTERSALL, 2007). Im Zellkern wird in vom Virus induzierten Komplexen
die Replikation des Replikationsproteins A (FIOCCO et al.), des Ringklemmproteins (PCNA),
der DNA-Polymerasen o und & und Cyclin A reguliert (BASHIR et al., 2000;
CHRISTENSEN, TATTERSALL, 2002). Nach Aktivierung des P38-Promotors durch NS1
werden die Expression der Kapsidproteine, die DNA-Replikation und die anschlieende Ver-
kapselung eingeleitet. Dafiir interagiert NS1 mit den zelluldren Proteinen RPA, Transkripti-
onsfaktoren (TBP), TFIIA und SP1/3 (HALDER et al., 2013). Nach der Replikation wird die
neu synthetisierte (-)ssDNA, getrieben von der viralen DNA-Helikase, durch eine zylindrische
Pore des Nukleus durchgeschleust und in ein Proteinkapsid verpackt. Dieses lagert sich dem
Nukleus an und wird dann in das Zytoplasma freigesetzt (KING et al., 2001). Das neu synthe-
tisierte Virus verlésst die Zelle durch Zelllyse (COTMORE, TATTERSALL, 2007).
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NS1 wird bereits friith nach der Infektion exprimiert und stellt den Hauptregulator der viralen
DNA-Replikation dar. Es wirkt als Helikase, ATPase, Restriktionsenzym bei der Replikation
und als Mediator der Zytotoxizitit, indem es den Zellzyklusverhalt durch Apoptose triggert
(HRISTOV et al., 2010). Bei letzterem wird es von NS2 unterstiitzt (LEGRAND et al., 1993;
TATTERSALL et al., 1976).

2.4.3 Onkolytische Wirksamkeit

Eine Infektion mit PV-H1 induziert DNA-Schiden im Wirt und unterbricht den zelluldren
Zyklus in der Transition von der Sl- in die G2-Phase (CORBAU et al., 1999; HRISTOV et al.,
2010). Dabei spielen von NS1 induzierte, reaktive Sauerstoffspezies (ROS) eine wichtige
Rolle.

Durch eine verstirkte Permeabilitit der Lysosomen werden aktives Cathepsin-B und -L
(CTSB und CTSL) aus den Lysosomen wieder zuriick in das Zytosol freigesetzt und setzen
damit die Konzentrationen der Cathepsin-Inhibitoren Cystatin B und C herunter. Dadurch wird

der Zelltod gefordert (DI PIAZZA et al., 2007).

Damit das Virus sich ausreichend vermehren kann, darf die infizierte Zelle nicht frithzeitig
untergehen. Dafiir aktiviert das NS1-Protein einen zelluldren Signalweg, der den Zelltod ver-

langsamt (LACHMANN et al., 2008).

Studien weisen darauf hin, dass PV-H1 verschiedene Arten des Zelltods induzieren kann. Da-
runter fallen die Apoptose, Nekrose und der iiber lysosomale Membranpermeabilisierung in-
duzierte Zelltod (ANGELOVA et al., 2009; DI PIAZZA et al., 2007; MOEHLER et al., 2001).
Neben dem direkten zytotoxischen Effekt auf die Tumorzellen, konnen sie durch Stimulation

des Immunsystems eine Tumorzelllyse einleiten.

2.4.4 Tumorzellselektivitat

PVs konnen ausschlieBlich in Zellen replizieren, die sich in der S-Phase ihres Zellzyklus be-
finden. Sie konnen ruhende Zellen nicht zum Teilen anregen (COTMORE, TATTERSALL,
1987; SPALHOLZ, TATTERSALL, 1983).

Die S-Phase stellt eine der Landmarken der transformierten Zellen dar. In dieser Phase liegen
viele Faktoren iiberexprimiert vor, welche die Virusvermehrung unterstiitzen. Beispielsweise

vermittelt und kontrolliert die CDK1/PKCa-vermittelte Ruptur der Kernhiille den Transport
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von PV-HI aus dem Zellkern (PORWAL et al., 2013). AuBerdem sind die zelluldren Tran-
skriptionsfaktoren hochreguliert. Man spricht daher auch von einem natiirlichen PV-H1-

Onkotropismus.

Mit dem Wissen, dass transformierte Tumorzellen Defekte in der Immunantwort besitzen, ist
dies ein weiteres Indiz fiir ein erfolgreiches Zusammenspiel von PV-H1 und GBM-Zelllinien

fiir eine tumorzellselektive Therapie.

2.4.5 Pathogenitit fiir den Menschen

Bis dato sind keine humanpathogenen Erkrankungen durch PV-H1 bekannt. Dadurch liegt in
der Regel auch keine Immunitét gegeniiber dem Virus vor. Durch ihr breites Wirtsspektrum
und ihrem natiirlichen Onkotropismus kdnnen sie auch in humanen Tumorzellen replizieren

(FAISST et al., 1989; TELERMAN et al., 1993).
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2.5 Arten des Zelltods

2.5.1 Allgemeines

Es wurden bis heute zwolf Formen des regulierten Zelltods (RCD, regulatory cell death) ent-
deckt. Sie charakterisieren sich durch morphologische Merkmale, die von apoptotisch bis nek-
rotisch reichen und einem immunmodulatorischen Profil, das sich von entziindungshemmend
und tolerogen hin zu proinflammatorisch und immunogen erstreckt (GALLUZZI et al., 2018).
Im Folgenden werden die in dieser Arbeit untersuchten Zelltodarten der Apoptose, Nekrose

und Nekroptose vorgestellt.

2.5.2 Apoptose

Die Apoptose ist eine Form des programmierten Zelltods und sorgt dafiir, dass Zellen ohne
Schidigung ihrer Nachbarzellen untergehen konnen. Sie hat eine wichtige Bedeutung fiir die
Aufrechterhaltung der zelluliren H&mostase und wird ATP-abhingig strikt reguliert
(SCHMITZ, DESEL, 2018). Die Apoptose findet in mehreren Schritten statt. Zuerst schrump-
fen die Zellen und der Zellkern wird fragmentiert. Die einzelnen Fragmente und zytoplasma-
tischen Bestandteile der sterbenden Zelle werden in kleine apoptotische Vesikel (engl. apopto-
tic bodies) verpackt und aus dem Zellverbund herausgelost. Diese apoptotischen ,,Korper-
chen® werden dann von Fresszellen wie beispielsweise dendritische Zellen, Makrophagen und
mesenchymalen Zellen phagozytiert und schliellich von Lysosomen abgebaut. Eine inflamm-

atorische Antwort bleibt aus.

Man unterscheidet die intrinsische von der extrinsischen Apoptose. Beide miinden in der Ak-
tivierung von Caspasen (Familie der Proteasen), die im Mittelpunkt der Apoptose steht. Es
gibt Initiator-Caspasen (-8,-9,-10) und Effektor-Caspasen (-3, -6, -7). Die Caspasen werden in
Vorstufen (Proenzymen) sezerniert und entweder durch Eigenproteolyse oder durch andere
Proteine aktiviert. Die Signalweiterleitung erfolgt nach dem Kaskadenprinzip - Eine bereits

aktivierte Caspase aktiviert eine Pro-Caspase.
2.5.2.1 Signalweg der Apoptose

Die Besonderheit der intrinsischen Form der Apoptose besteht in der Moglichkeit der Todes-
rezeptor-vermittelten und der Todesrezeptor-unabhéngigen Zelltodinduktion. Im Zentrum der

intrinsischen Form der Apoptose steht das Mitochondrium, dessen &dulere Membran durch
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Bid, einem Bcl-2-Protein, permeabilisiert. Zuvor wird dieses durch die Caspasen -8 und -10
aktiviert. Dadurch gelangt Cytochrom C in das Cytoplasma und bildet einen Komplex mit
Protein Apaf-1, ATP und der Procaspase-9, um die Effektor-Caspasen-Kaskade einzuleiten
(RIEDL, SHI, 2004). Dariiber hinaus existieren caspase-unabhingige Formen der Apoptose.

Die extrinsische Apoptose-Induktion erfolgt durch die Bindung von Liganden (CD95L, Fas,
TRAIL (tumor necrosis factor related apoptosis inducing ligand), TNF-o) an Todesrezeptoren
der TNF-Rezeptor-Superfamilie (z.B. TNF- o. Fas-Rezeptor) oder das TRAIL-
Rezeptorsystem, welches zu einer Rezeptortrimerisierung fiihrt. Anschlieend lagern sich zy-
toplasmatische Adapterproteine, wie beispielsweise FADD (bindet an Fas-Rezeptor) oder
TRADD (bindet an TNF-Rezeptor) an und kénnen den NF-kB-Signalweg einleiten. Uber
mehrere Zwischenschritte wird intrazelluliar der DISC (death inducing signaling complex) ge-
bildet, der die Initiator-Caspase-8 aktiviert und die Caspasen-Kaskade startet (LAVRIK et al.,
2005). Die aktivierte Caspase-8 aktiviert wiederum die Exekutions-Caspasen, die sich bei ho-
her intrazelluldrer Konzentration zuséitzlich autokatalytisch aktivieren konnen (DI PIETRO,
ZAULI 2004). Weitere Liganden des FADD-Adapterproteins sind Caspase-10, ein weiterer
Apoptose-Induktor, und der Proteasom-Inhibitor cFLIP (cellular FLICE inhibitory protein),
der die Apoptose-Induktion unterbindet (ELMORE, 2007; KISCHKEL et al., 1995).

2.5.3 Nekrose

Bei der Nekrose gehen die Zellen aufgrund externer Einfliisse zugrunde. Dies beruht auf um-
fassenden Zellschidden, die zum Untergang der Membranintegritit fithren. Sie findet in der
Regel nicht programmiert statt und resultiert in einem Zellschaden oder Infiltration durch Pa-
thogene. Es fiihrt zu einer Entziindungsreaktion, die durch die Immunzellen getriggert wird
und eine gesteigerte Durchblutung, durch die die Entziindungsmediatoren schneller an den Ort
der Entziindung gelangen. Die Mitochondrien schwellen an und es kommt zur vollstindigen

Zelllyse. Anders als bei der Apoptose werden keine Vesikel abgeschniirt.

2.5.4 Nekroptose

Die Nekroptose ist eine programmierte und regulierte Form der Nekrose. Sie wird in zwei
Phasen eingeteilt: Signalphase und zelluldre Zersetzungsphase. Zu Beginn werden Todesre-

zeptoren (TNF) stimuliert, wodurch RIPKI- (receptor-interacting serine-threonine
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Proteinkinase 1) und TRADD (TNFR1-associated death domain) einen Komplex miteinander
eingehen, der fiir die Aktivierung von NF«B essenziell ist. In der zweiten Phase werden die
mitochondriale und lysosomale Membran und die Plasmamembran zersetzt, welches zum Zel-
luntergang fiihrt. Dabei spielen reaktive Sauerstoffradikale (ROS, engl. reaktive oxygen spe-
cies) eine groBe Rolle (GALLUZZI et al., 2018). Es handelt sich um eine Caspase-unabhén-
gige Form des Zelltods.

2.5.4.1 Signalwege der Nekroptose

Die Nekroptose kann durch verschiedene Stimuli ausgeldst werden, beispielsweise durch Bin-
dung von TNF-o an TNF-R oder TRAIL an Todesrezeptoren (death receptor 3 and 4)
(FEOKTISTOVA, LEVERKUS, 2015). Nach Bindung des Liganden an seinen Rezeptor
kommt es zur Komplexbildung von TRADD (TNF-associated death domain), TRAF2 (TNF-
associated factor 2), cIAP1/2 (cellular inhibitor of apoptosis protein 1/2) und RIP1 (receptor-
interacting serine-threonine Protein 1). Eine cIAP1 und cIAP2 vermittelte Ubiquitinierung von
RIP1 stabilisiert den Komplex. In der Regel geht RIP1 einen Komplex mit FADD (Fas-associ-
ated death domain) und der Caspase-8 ein. Dieser verhindert die Aktivierung von RIP3 und
hemmt FADD. Da der Komplex jedoch durch die Ubiquitinierung stabilisiert wurde, kann die
Procaspase-8 nicht aktiviert werden. RIP1 aktiviert stattdessen RIP3 und es entsteht das soge-
nannte Nekrosom (Komplex-IIb) (GALLUZZI et al., 2018). Nach Autophosphorylierung von
RIP3 wird das Effektorprotein der Nekroptose MLKL (mixed-lineage-kinase-domain-like) ak-
tiviert (XIE et al., 2013; ZHAO et al., 2012). Dieses fiihrt nach Autophosphorylierung zur
Aktivierung von c-JUN-N-terminalen Kinasen (JNK) und tiber Freisetzung von ROS (reactive

oxygen species) letztendlich zur Nekroptose (MURPHY et al., 2013).
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2.6 Ziel der Arbeit und Fragestellung

Das GBM ist der aggressivste und tddlichste Tumor des ZNS. Durch die Tumorheterogenitét
ist die bisherige Behandlung nach einem kurativen Behandlungsansatz unmdglich. Alterna-
tive, vielversprechende Behandlungsmoglichkeiten, wie z.B. die onkolytische Virotherapie
miissen dringend untersucht werden. Da die onkolytischen Viren als Therapieoption die Fi-
higkeit besitzen, selektiv in Tumorzellen zu replizieren um diese anschlieend abzutéten, ver-
folgte diese Arbeit das Ziel, die komplexen Zelltodformen nach Einzel- und Doppelinfektion
zweier verschiedener Glioblastomzelllinien mit variierenden Virustitern zu charakterisieren.
Auf Basis der ermittelten Daten soll ein besseres Verstindnis fiir die zugrunde liegenden Me-
chanismen gewonnen und die Erfolgsaussichten einer kombinierten OV-Therapie abgeschétzt

werden.
Dabei wurden folgende Fragestellungen untersucht:

1. Lésst sich ein onkolytischer Effekt in den verwendeten Viren RV, PV und NDV bei
Einzel- und Doppelinfektion nachweisen und wenn ja eine Dosis-Wirkungs-Bezie-
hung erkennen?

2. Welche Zelltodarten gehen die Glioblastomzellen nach Einzel- und Doppelinfektion
ein? Lésst sich eine Zeitabhéngigkeit nachweisen?

3. Gehen die Glioblastomzelllinien bei Kombination zweier Viren andere Zelltodarten
ein als nach Einzelinfektion?

4. Hat die kombinierte Infektion mit zwei Viren einen gewinnbringenden onkolytischen
Effekt im Vergleich zur Einzelinfektion?

5. Zu welchen Zeitpunkten lassen sich die Effektorcaspasen 3 und 7 als Zeichen der
Apoptose-Einleitung nachweisen?

6. Sind die beobachteten Effekte zelllinienspezifisch?

23



Material und Methoden

3 Material und Methoden
3.1 Material

3.1.1 Chemikalien

Chemikalien

AB-serum human

Bovines Serum Albumin (BSA)
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dinatriumhydrogenphosphat (Na;HPO,)

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
(DMEM)

Dulbecco’s Phosphat-Buffered  Saline
(DPBS)

Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
Ethanol, 70 %

Fetales Kdlberserum (FKS)
lodixanol

Isopropanol

Kaliumchlorid (KCl)
Kaliumhydrogenphosphat (KH,PO,)

MTT  (1-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-3,5-di-

phenyl-formazan)
Natriumchlorid (NaCl)

Paraformaldehyd (PFA)

Hersteller

Sigma Aldrich (Miinchen)

Life Technologies (Darmstadt)
Sigma Aldrich (Schnelldorf)
Merck (Darmstadt)

Sigma Aldrich (Schnelldorf)

Life Technologies (Darmstadt)

Sigma Aldrich (Steinheim)

Sigma Aldrich (Seelze)

Biochrom AG (Berlin)

Progen Biotechnik (Heidelberg)

Otto Fischar GmbH & Co KG (Saarbriicken)
Merck (Darmstadt)

Merck (Darmstadt)

Sigma Aldrich (Schnelldorf)

VWR (Heverlee)

Sigma Aldrich (Miinchen)
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Penicillin/Streptomycin (P/S) (10.000 U/10 Sigma Aldrich (Schnelldorf)

mg/ml)

Salzsaure (HCI)

Triton-X-100

Vectashield, Eindeckmedium
Virugard

Vivaspin

Alle weiteren Chemikalien

3.1.2 Geriite

Gerit

BD FACSCanto™ Flow Zytometer
Brutschrank

ChemiDoc XRS+ System

Inkubator

Inkubator, Hera Cell 150

LightCycler 480 I
Mikroskop
Mikroskop, CH2

Mikroskop DMI 6000B

Zentrales Chemikalienlager (Homburg)
Sigma Aldrich (Schnelldorf)

Biozol Diagnostica (Eching)

Bode Chemie GmbH (Hamburg)
Sartorius (Gottingen)

Merck (Darmstadt)

Roth (Karlsruhe)

Hersteller

BD Biosciences (USA)

J. Hemel Brutgerdte GmbH & Co KG (Verl)
Bio-Rad Laboratories (Feldkirchen)

WTB Binder Labortechnik GmbH (Tuttlin-
gen)

Thermo Electron Corporation (Langensel-

bold)

Roche (Grenzach-Wyhlen)
Leitz (Wetzlar)

Olympus (Japan)

Leica (Wetzlar)
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Mini-PROTEAN Tetra Vertical Electophore-

sis Cell

Neubauer-Zahlkammer 0,100 mm; 0,0025

mm?

pH-Meter, pH 211

VICTOR Multilabel Plate Reader
PowerPac Universal Power Supply
Real-time-PCR Gerit, LightCycler® 480 Il
Sterilbank, EuroFlow Serie Typ EF/S
Sterilbank, Hera Safe

Trans-Blot SD Semi-Dry Transfer Cell
Tube Sealer, 4806C

Ultrazentrifuge, Optima L-90 K
Vortex Genie

Wasserbad

Zellhomogenisator (Douncer)
Zentrifuge, Centrifuge 5804
Zentrifuge, Minifuge RF

Zentrifuge, Megafuge 1.0R

Bio-Rad Laboratories (Feldkirchen)

Superior Marienfeld (Lauda-Konigshofen)

HANNA Instruments (USA)

Perkin Elmer (Rodgau)

Bio-Rad Laboratories (Feldkirchen)
Roche (Grenzach-Wyhlen)

Clean Air Technik B.V. (Woerden)
Heraeus Instruments GmbH (Hanau)
Bio-Rad Laboratories

Beckman Instruments (USA)
Beckman Coulter (USA)

Bender & Hobein AG (Schweiz)
Memmert GmbH + Co KG (Schwabach)
B. Braun (Melsungen)

Eppendorf (Hamburg)

Heraeus Instruments GmbH (Hanau)

Heraeus Instruments GmbH (Hanau)
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3.1.3 Reagenzien

Reagenz

bisBenzimide Hoechst 33342 trihydrochlo-

ride

Propidium-iodide solution (1 mg/ml in wa-

ter)

SuperSignal™ West Dura Extended Dura-

tion Substrate

3.1.4 Antikorper

Zielstruktur Primarantikorper

b-Aktin Monoklonales Anti-b-Aktin in
Maus hergestellte Antikorper
(Sigma Aldrich, Miinchen)

Caspase-3 Caspase 3 Antibody (CellSig-

naling, USA)

3.1.5 Verbrauchsmaterial

Verbrauchsmaterial

Hersteller

Sigma Aldrich (Miinchen)

Sigma Aldrich (Miinchen)

Thermo Fisher Scientific (USA)

Sekundarantikérper

Anti-mouse-igG-Peroxidase in
Kaninchen hergestellte Antikor-

per
(Sigma Aldrich, Miinchen)

Anti-rabbit-lgG-Peroxidase  in

Ziege hergestellter Antikorper

(Sigma Aldrich, Miinchen)

Hersteller

Cellstar® Zellkulturplatten (24-, 48-, 96 Greiner Bio-One GmbH (Frickenhausen)

Vertiefungen

Deckglaser

Roth (Karlsruhe)
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Eppendorfgefalie, 1,5 mli
Fluoreszenz-Mikroplatte
Kaniilen (0,9 mm x 40 mm)
Kryorohrchen, CryoPure 1,6 ml

Immobilon-NC Transfer Membran (Nitro-

cellulose—Membran)

Objekttrager

ReaktionsgefaR (15 ml, 50 ml)
Parafilm, Laboratory Film
Pipettenspitzen (10 ul, 200 pl, 1000 pl)

Polystyrene Round-Bottom Tube, 5 ml

(FACS-Rohrchen)

Quick-Seal-Rohrchen Centrifuge Tubes
Spritze (1 ml)

Sterilfilter

Versiegelungsfolien (fiir Mikrotiterplatten)

Zellkulturflaschen T75

3.1.6 Viren

Name Stock

Reovirus Typ m, 17.2
t Deari

Stamm Dearing 18.1

Sarstedt (Niimbrecht)
Perkin Elmer (Rodgau)
BD Microlance (Spanien)
Sarstedt (NUmbrecht)

Merck (Darmstadt)

Roth (Karlsruhe)

Sarstedt (Niimbrecht)

Pechiney Plastic Packaging (USA)
Sarstedt (NUmbrecht)

Corning Science (Mexiko)

Beranek Laborgerate (Weinheim)
Braun (Bad Arolsen)

Sarstedt (Niimbrecht)

Axygen UC-500 (USA)

Sarstedt (NUimbrecht)

Titer Bezugsquelle

4,2 x 10°cp/ul  ATCC (USA)

Nicht verwert-

barer Titer
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Parvovirus, Stamm H1

Newcastle-Disease
Virus,

Stamm Hitchner B1

18.3

18.4

17.1

14.3

15.1

3.1.7 Kultivierte Zellen

Zellen

NBK-Zellen

U87 Humane Glioblastom-Zelllinie

U373 Humane Glioblastom-Zelllinie

Verozellen

3.1.8 Kits

Kits
CaspaseGlo-3/7

Annexin-V Binding Buffer

5,6 x 10*cp/ul
4,9 x 10*cp/ul

3,4x 10°cp/ul  Prof. Rom-
melaere (DKFZ
Heidelberg)

1,9 x 10° cp/ul  Friedrich-Loff-

8 ler-Institut
3,3 x 10° cp/pl

(Riems)

Hersteller

DKFZ (Heidelberg)
ATCC (USA)
Thermo Fisher

ATCC (Wesel)

Hersteller

Promega Corporation

Invitrogen (by Thermo Fisher Scientific)
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3.1.9 Zellkulturmedien

Medium zur Kultivierung der Tumorzellen
DMEM
10 % FKS

1 % P/S

3.1.10 Puffer und Losungen

Einfriermedium
30 % FKS
10 % DMSO

In jeweiligem Zellkulturmedium

MTT-Arbeitslosung

0,5 mg/ml MTT

In PBS gelost

PBS

10 g/l NaCl

0,25 g/6 KCl1
1,44 g/l Na,HPO4
Ad 11 Aqua dest.

pH 7,4
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Trypsin
10 % Trypsin

In PBS

vIE1%Tritonx100

50 mM Tris-Base

0,5 mM EDTA-L6sung
1 % Tritonx100

HCI

pH 8,9
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3.2 Methoden

3.2.1 Computer-Software

Zur Textverarbeitung diente das Programm Microsoft Word. Zur Erstellung der Tabellen und
Grafiken wurden Microsoft Excel und Graphpad Prism 8.0 verwendet. Die Auswertung der
RT-PCR wurde mit der LightCycler Software (Version 3.5 Roche) durchgefiihrt. Die Fluores-
zenzbilder wurden mit ImageJ (Wayne Rasband) bearbeitet und ausgewertet. Die statistische
Auswertung wurde mit Graphpad Prism 8.0 durchgefiihrt. Fiir die statistische Auswertung
wurden die Daten zunéchst auf das Vorliegen einer Normalverteilung gepriift. AnschlieSend
erfolgte bei nachgewiesener Normalverteilung eine Varianzanalyse und bei ausbleibender

Normalverteilung ein Kruskal-Wallis-Test.

3.2.2 Allgemeine Zellkultur
3.2.2.1 Kultivierung eukaryotischer Zellen

In diesem Projekt wurden die humanen Glioblastom-Zelllinien U87 und U373 verwendet. Alle
Arbeitsschritte mit Ausnahme der durchflusszytometrischen Aufbereitung der infizierten Zel-
len wurden unter sterilen Bedingungen durchgefiihrt. Die verwendeten Zellen wurden in ei-
nem Brutschrank bei 5 % CO; und 37 °C kultiviert. Das Kulturmedium der Zelllinien wurde
alle zwei bis drei Tage ausgetauscht. Hierzu diente DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium, Sigma), welchem zehnprozentiges fetales Kélberserum (FKS) und einprozentiges

Penicillin/Streptomycin zugesetzt wurde.
3.2.2.2 Vermehren und Passagieren der Zellen

Das Wachstum der Tumorzellen wurde im Lichtmikroskop beurteilt. Bei einer Besiedlung bis
zu einer Konfluenz von 80-90 % wurden die Zellen im Verhéltnis 1:3 bis 1:10 gesplittet. Hier-
fiir wurde der Inhalt der Zellkulturflasche im ersten Schritt in ein steriles 50 ml Reaktionsgefal3
gegossen. Die adhirenten Zellen wurden mit 5 ml PBS gewaschen und ebenso in das Reakti-
onsgefaf iiberfiihrt. Im Anschluss wurden die adhérenten Zellen durch die Zugabe von 2,5 ml
von zehnprozentigem Trypsin und Inkubation fiir 3 mins im Brutschank vom Zellboden gelost
und das Trypsin mit 2,5 ml Medium inhibiert. Die Zellsuspension wurde sodann in das Reak-
tionsgefal pipettiert. Ein erneuter Spiilvorgang mit PBS diente dazu, die restlichen Zellen in

das ReaktionsgefdB zu iiberfithren. Nach Zentrifugation fiir 5 mins bei 400 G wurde der
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Uberstand verworfen und das verbleibende Zellpellet mit 5 ml Medium geldst. Die Zellen
wurden im gewiinschten Verhéltnis in die Zellkulturflasche ausgeséit und mit Medium ver-

diinnt.
3.2.2.3 Zellzahlbestimmung

Die Zellen wurden mit einer Neubauer-Zahlkammer unter dem Lichtmikroskop gezihlt. Hier-
fiir wurde von den Zellen nach dem Passagiervorgang eine 1:10-Verdiinnung erstellt. An-
schliefend wurden 100 pl der Verdiinnung in die Neubauer-Zahlkammer pipettiert. Diese be-
steht aus 2 x 4 Quadranten, die je in 4 x 4-Kleinquadrate gegliedert sind. Nach Ermittlung des
Mittelwerts der Zellen in den Quadranten der Neubauer-Zahlkammer wurde mit folgender

Formel die Zellanzahl pro ml ermittelt:

Zellen (Z ellanzahl in Quadranten
8

X Verdinnungsfaktor der Zahlkammer

— ) X Verdinnungsverhaltnis der Zellen

Verdiinnungsfaktor der Zahlkammer = 10*
3.2.2.4 Zellen aussiien

Fiir die Infektion wurden die Tumorzellen in einer vorher definierten Menge auf 24-Wells-,
48-Wells- und 96-Wells-Mikrotiterplatten ausgesédt. Zur Berechnung der erforderlichen
Menge diente folgende Formel:

gewlnschte Zellanzahl

berechnete Zellanzahl
ml

Bendtigtes Volumen der Zellsuspension [ml] =

Nach Aussaat der Zellen in die 96-Wells- und 48-Wells-Mikrotiterplatten wurde jede Vertie-
fung mit Medium auf ein Gesamtvolumen von 100 ul aufgefiillt. Die 24-Wells-Mikrotiterplat-

ten wurden mit Medium auf 1 ml aufgefiillt.

Ein 160-200 pl PBS-Ring diente dazu, dass die ausgesiten Zellen durch die Brutschrank-

wiarme nicht verdunsten.
3.2.2.5 Kryokonservierung der Zellen

Zu Beginn wurden die Zellen der Zelllinien U87 und U373 analog zum reguldren Passagier-

vorgang von der Zellkulturflasche abgelost und in ein Reaktionsgeféf {iberfiihrt. Dann erfolgte
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eine Zentrifugation fiir 5 mins bei 400 G ohne Bremse. Der Uberstand wurde verworfen und
das Zellpellet nach zweimaligem Waschvorgang mit 5 ml PBS fiir 5 mins bei 400 G ohne
Bremse zentrifugiert. Den Zellen wurden dann 1,5 ml Einfriermedium zugesetzt und in Kryo-
rohrchen iiberfiihrt. Die Zellen wurden zur Schonung schrittweise heruntergekiihlt. Zuerst fiir
2h bei -20 °C, dann iiber Nacht bei -80 °C. Zum Schluss wurden die Zellen fiir die Kryokon-

servierung in fliissigem Stickstoff aufbewahrt.
3.2.2.6 Auftauen der Zellen

Die Zellen in den Kryordhrchen wurden mit heilem Wasser aus einem Wasserhahn aufgetaut.
Danach wurde der Inhalt der Kryordhrchen in ein steriles Reaktionsgefdl mit 45 ml Medium
iiberfiihrt. Das Reaktionsgefd3 wurde dann bei 400 G fiir 5 mins ohne Bremse zentrifugiert
und der Uberstand anschlieBend verworfen. Das entstandene Zellpellet wurde mit 5 ml Me-
dium aufgelost. Darauthin wurden die Zellen in eine Zellkulturflasche ausgesit und 13 ml

Medium hinzugegeben.

3.2.3 Viren

Die Reoviren, Parvoviren und Newcastle Disease Viren wurden mit den folgenden Methoden

produziert.
3.23.1 Reovirus — Produktion und Aufreinigung

Die Reovirus-Produktion gliederte sich in drei Schritte: Implementation, Ultrazentrifugation

und Gradientenzentrifugation.

Fiir die Virus-Implementation wurden im ersten Schritt Verozellen in zwolf 125 cm? Zellkul-
turflaschen mit Medium ausgesét und bei 37 °C und 5 % CO, bis zu 60 % Konfluenz kultiviert.
Dann wurden die Zellen mit einem Aliquot des produzierten Reovirus Stocks infiziert und
erneut fiir in der Regel 4-5 Tage kultiviert, bis ein zytopathischer Effekt sichtbar war. 12-15h

nach Infektion wurde das Medium gewechselt.

Fiir die Ultrazentrifugation wurden alle Arbeiten mit dem Virus auf Eis durchgefiihrt. Zuerst
wurden die Zellen mit einem Zellschaber vom Flaschenboden abgeldst und in Reaktionsgefé-
Ben gesammelt. Dann wurden die Reaktionsgefd3e bei 4 °C fiir 8§ mins und 3.000 rpm zentri-
fugiert. Der Uberstand wurde in weiteren ReaktionsgefdBen gesammelt und auf Eis gestellt.

Dem Zellpellet wurden 6 ml vTE-Puffer mit 1 % TritonX-100 zugegeben. Nach Resuspension
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wurden die Zellen mit einem Douncer aufgebrochen und erneut bei 4 °C fiir 8 mins und 3.000
rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde in den fiir die Zentrifugation verwendeten Reaktions-
gefdBlen gesammelt. Die Zugabe von 3 ml 1 % TritonX-100 und anschlieBende Resuspension
des Zellpellets erleichterte die Trennung der Viren von der Zytoplasmamembran. Nach erneu-
ter Zentrifugation bei 4 °C fiir 4 mins bei 4.000 rpm wurde der Uberstand in den bekannten
ReaktionsgefdBen gesammelt und das Zellpellet verworfen. Der virushaltige Uberstand wurde
fiir die weitere Aufreinigung in Quick-Seal-Rohrchen tiberfiihrt. Das Gewicht der Reaktions-
gefdBle wurde nun fiir die Ultrazentrifugation mit Medium auf einer Waage austariert, versie-
gelt und schlieflich bei 4 °C fiir 4h bei 50.000 rpm zentrifugiert. Das entstandene Zellpellet
wurde in 2 ml PBS mit einem Douncer homogenisiert, mit Parafilm verschlossen und iiber
Nacht bei 4 °C im Kiihlschrank gelagert.

Tabelle 1: Rezept fiir vTE1 % TritonX-100-Puffer nach M. Alkassar (2012)

50 mM TRIS-Base

0,5 mM EDTA-solution
HCI bis pH 8,3

1 % TritonX-100-Lésung

Im letzten Schritt der Virusaufreinigung wurde die homogene Fliissigkeit iiber einen vorher
angefertigten Succrose-Gradienten von 40 %, 25 % und 15 % bei 4 °C fiir 3h bei 50.000 rpm
zentrifugiert. Um den Zucker von der entstandenen Virusschicht zu trennen (diese befand sich
an der Grenze der 40 % haltigen Succrose-Phase), wurde die virushaltige Schicht zuerst mit
einer Pipette in Reaktionsgefélie tiberfiihrt und am néchsten Tag nach Zugabe von PBS bei 4
°C fiir 2h bei 50.000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen. Dann wurde erneut
PBS hinzugegeben und die Reaktionsgefédfie bei 4 °C {iber Nacht im Kiihlschrank gelagert.

Das entstandene Pellet wurde ein letztes Mal auf Eis mit einem Douncer mechanisch aufge-
brochen, in ein Eppendorfgefaf tiberfiihrt und bei 4 °C fiir 3 mins und 3.000 rpm zentrifugiert.
Der virushaltige Uberstand wurde mit PBS aufgefiillt, anschlieBend in Kryordhrchen aliquo-
tiert und bei -80 °C kryokonserviert.

Die Konzentration der aufgereinigten Viren wurde mithilfe einer quantitative real-time PCR

(RT-PCR) bestimmt. Zum Vergleich diente eine Reovirus-Produktion mit einem bereits
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bekannten Titer (17.2). AnschlieBend wurde ein MTT durchgefiihrt, um einen onkolytischen
Effekt der neuen Reovirus-Produktion (18.2) nachzuweisen und diesen mit einer bereits be-

kannten Reovirus-Produktion (17.2) auf Tumorzellen zu vergleichen.

Die RNA der Reoviren wurde zur Vorbereitung der RT-PCR isoliert. Zuerst wurden 100 pl
des Virus in 400 pl NaCl resuspendiert und 400 pl Lyse-Puffer pipettiert. Es wurden dann
magnetische Silica-Kiigelchen hinzugegeben, um selektiv RNA-Molekiile zu extrahieren. Da-
nach wurde die RNA mehrfach gewaschen, um reine RNA fiir die Versuche vorliegen zu ha-

ben.
3.2.3.2 Newcastle-Disease Virus — Produktion und Aufreinigung

Die Newcastle-Disease Viren wurden in spezifisch pathogenfreien (SPF) und befruchteten
Hiihnereiern produziert. Sie wurden fiir elf Tage im Brutschrank bei 37 °C und 50-65 % Luft-
feuchtigkeit inkubiert. Nach Vitalitatspriifung der Hithnerembryonen mit einer Schierlampe

wurden unbefruchtete Eier ausgeschlossen.

Zur Virusvermehrung wurde die Allantois-Hohle der befruchteten Eier mit 100 pl Viruslosung
beimpft, fiir weitere drei Tage bebriitet und ihre Vitalitit nach 24h und 48h evaluiert. Sofern
die Embryonen noch nach 72h lebten, wurden sie spétestens durch Lagerung im Kiihlschrank
iiber Nacht bei 4 °C abgetdtet. Die Embryonen, die nach 48h und 72h starben, wurden fiir die
spatere Ernte im Kiihlschrank bei 4 °C aufbewahrt. Die Embryonen, die nach 24h starben,
wurden verworfen. Fiir die Ernte der Allantois-Fliissigkeit wurde die Eierschale am stumpfen
Pol angeschlagen und mit einer sterilen Pipette entfernt. Daraufhin konnte die Allantois-Fliis-
sigkeit mit einer Pipette in ein Gefal tiberfithrt und 1 % P/S und 150 ml Polyethylenglycol
(PEG)-PBS hinzugegeben werden.

Fiir die Virusaufreinigung wurde die virushaltige Amnionfliissigkeit in zuvor mit 70 % Etha-
nol desinfizierten und mit PBS gespiilten Quick-Seal-Réhrchen bei 4 °C fiir 4h bei 40.000 rpm
ultrazentrifugiert. Das entstandene Pellet wurde {iber Nacht mit 2 ml PBS bei 4 °C inkubiert
und am néichsten Tag nach emeuter Zugabe von PBS mit einem Douncer homogenisiert. Der
gesamte Inhalt der Quick-Seal-Roéhrchen wurde in einem Reaktionsgefill gesammelt. Ein Sac-
charose-Dichtegradient ermoglichte die Virusisolation durch eine erneute Ultrazentrifugation,
da sich die Virussuspension in 40 % Saccharose-Schicht ansiedelte. Es wurde zur Unterschei-

dung der verschiedenen Saccharose-Schichten die dufleren 60 % und 20 % Saccharose-
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Schichten mit Phenolrot angeférbt. Nun wurde die virushaltige 40 % Saccharose-Schicht ab-
pipettiert und fiir eine erneute Ultrazentrifugation in Quick-Seal-Rohrchen tiberfiihrt, um rei-
nes virushaltiges und zuckerfreies Material zu isolieren. Das daraus entstandene Pellet wurde

in PBS gelost, mit einem Douncer homogenisiert und in EppendorfgefaBen aliquotiert.
3.233 Parvovirus — Produktion und Aufreinigung

Zur Produktion der PVs dienten NBK-Zellen. Diese wurden bis zu einem konfluenten Zell-
wachstum in 75 ¢cm? Schalen angeziichtet und anschlieBend mit 100 pl Virusldsung beimpft.
Nach 4-5 Tagen war eine ausgeprigte Zytolyse zu erkennen, sodass die Virusernte erfolgen
konnte. Dafiir wurde der gesamte Inhalt der Schale unter Verwendung eines Zellschabers in
einem Reaktionsgefdl gesammelt und fiir 5 mins bei 1000 G zentrifugiert. Das entstandene
Zellpellet wurde mit 6 ml vTE-Puffer vermischt und in 3-4 Frier- und Tauzyklen aufgebro-
chen. Nun erfolgte die Entfernung grober Zelltriimmer durch eine Zentrifugation fiir 15 mins
bei 3.000 rpm. Der Uberstand der ersten Zentrifugation wurde fiir die weitere Virusaufreini-

gung mit dem nun neu entstandenen Uberstand vermengt.

Die produzierten Viren wurden zur Aufreinigung in Quick-Seal-Réhrchen fiir 4h bei 40.000
rpm ultrazentrifugiert. Das entstandene Pellet wurde mit 5 ml PBS resuspendiert und mit ei-
nem Douncer homogenisiert. Im néchsten Schritt wurde ein Dichtegradient mit 15 %-, 25 %-
, 40 %- und 60 %-lodixanol-Losung angesetzt und die 25 %- und 60 %-Phase mit Phenolrot
gefarbt. AnschlieBend wurde die Losung mit der aufzureinigenden Virussuspension {iber-
schichtet und fiir 12h bei 40.000 rpm ultrazentrifugiert. Mit einer sterilen Spritze konnte aus
der 40 %-Bande das Virusmaterial entnommen werden. Die Viren wurden durch eine Zentri-
fugations-Diafiltration in Vivaspin 15-Réhrchen vom lodixanol getrennt und die Viruskon-

zentration mit RT-PCR erhoben.

Die in dem Projekt verwendeten Newcastle-Disease- und Parvoviren wurden von Mitarbeite-

rinnen und Mitarbeitern des Labors produziert und freundlicherweise zur Verfiigung gestellt.

3.2.4 RT-PCR

Die Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR) ermdglicht, Riickschliisse
auf die Menge der Ausgangssubstanz zu ziehen, indem eine exponentielle Vermehrung von

cDNA erfolgt. Hierbei werden drei Phasen zyklisch durchlaufen: Denaturierung, Annealing
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und Elongation. Nach der Denaturierung des genetischen Materials folgt das Annealing. In
dieser Phase werden kurze Oligonukleotid-Sequenzen (Primer) hybridisiert, welche die zu
amplifizierende Sequenz flankieren. Nach dem Andocken des Primers erfolgt die Elongation.
Sie findet an der freien 3’-OH-Gruppe des Primers durch eine spezifische Polymerase (Taq-

DNA-Polymerase) statt.

Bei der in dieser Arbeit verwendeten RT-PCR handelt es sich um eine Form der PCR (real-
time detection PCR), die die Amplifikation in Echtzeit ermdglicht. Dafiir wurden fluoreszenz-
markierte Tagman-Sonden verwendet. Diese besitzen zwei Fluoreszenzfarbstoffe und docken
wihrend der Annealing-Phase an eine spezifische Sequenz der Ausgangsnukleinséure zwi-
schen den beiden Primern an. Durch einstrahlendes Licht in einer definierten Wellenlénge
werden die Fluoreszenzfarbstoffe erregt und emittieren Licht in einer messbaren Wellenlidnge.
Am 5’-Ende bindet der sogenannte Reporterfarbstoft (to report = berichten), am 3°-Ende der
Quencherfarbstoff (to quench), die beide auf dem gleichen Oligonukleotid der Tagman-Sonde
lokalisiert sind. Bei raumlicher Nihe zueinander hemmt der Quencher das Fluoreszenzsignal
des Reporters. In der Elongationsphase néhert sich die Tag-DNA-Polymerase dem Oligonuk-
leotid, auf dem sich die fluoreszierenden Farbstoffe befinden. Durch ihre 5°-3’-Exonuklease-
Aktivitdt wird die Sonde hydrolysiert. Dadurch wird das Reportersignal freigesetzt. Mit stei-

gender Amplifikation nimmt das freigesetzte Fluoreszenzsignal zu.

Die Polymerase-Kettenreaktion bedingt das Vorliegen von DNA. Daher muss die virale RNA
mittels reverser Transkription durch eine RNA-abhéngige DNA-Polymerase in der vierten

Phase der RT-PCR in lesbare cDNA umgeschrieben werden.

Die RT-PCR wurde mit einem Light-Cycler durchgefiihrt. Vorab wurde ein Mastermix nach
den Herstellerangaben angesetzt. Dieser setzte sich zusammen aus einem Forward- und einem
Reverse-Primer, Desoyribonukleosidtriphosphaten (dNTPs), Polymerase, Tagman-Sonden,
Magnesiumchlorid (MgCl,) und Puffer (Tabelle 1).

Tabelle 1: Zusammensetzung des Mastermixes fiir die RT-PCR

Reagenz Volumen
25x RT-PCR Enzym-Mix ABI 1ul
2x RT-PCR Puffer 12,5 pl
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Primer-Sonden-Mix (virusspezifisch) 1,5 pl

Fiir die RT-PCR wurden von den beiden Reovirus-Produktionen 17.2 und 18.1 Verdiinnungs-
reihen (1:1 bis 1:1000) angesetzt und U87 Zellen anschlieBend mit diesen infiziert. H>O diente
als Negativkontrolle und virusspezifische Standards in einer Verdiinnungsreihe von 10° bis

10° Genomkopien pro ul als Referenz.

Vorab wurde der LightCycler wie folgt konfiguriert: Initialdenaturierung 1 Zyklus fiir 10 mins
bei 95 °C, Amplifikation 40 Zyklen fiir 8 s bei 95 °C, Cooling fiir 45 s bei 60 °C, reverse
Transkription 15 mins bei 50 °C.

Das Programm LightCycler Software Release 1.5.0 zeichnete die detektierte Fluoreszenz ge-
gen die Zyklenzahl auf. Dadurch konnten zum einen RVs nachgewiesen, zum anderen anhand
der berechneten Kurven durch die bekannte Viruskonzentration der Virusstandards Riick-

schliisse auf die verwendeten RV-Titer gezogen werden.

3.2.5 Virusinfektion

Die Zelllinien U87 und U373 wurden mit den OV RV, PV und NDV infiziert. Nach Aussaat
der Zellen auf Mikrotiterplatten erfolgte die Infektion mit verschiedenen Virus-Konzentratio-
nen. Hierflir wurde eine Verdiinnungsreihe (0,00001 cp/c bis 1000 cp/c) aus dem Virus-Stock

erstellt.

Fiir die Doppelinfektionen wurden zwei Viren in einem Verhiltnis von 0,5:0,5 miteinander
kombiniert, deren addierte Viruskonzentration der gewiinschten Gesamtkonzentration ent-

sprach.

3.2.6 Uberpriifung der Zellviabilitit mittels MTT-Assay

Mittels des MTT-Assays wurden die Stoffwechselaktivitit und die Viabilitdt der infizierten
Tumorzellen untersucht. Es handelt sich um eine kolorimetrische Methode, bei der nach Zu-
gabe des gelben, wasserloslichen Reagenz 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-tetra-
zoliumbromid (MTT) in vitalen Zellen die Reduktionsdquivalente NADH und NADPH um-
gesetzt werden und dabei blau-violettes, wasserunlosliches Formazan entsteht. Durch Mes-
sung des Formazans kann die Anfilligkeit der Tumorzellen auf das produzierte Virus unter-

sucht und Riickschliisse auf seine Funktionsfdhigkeit und den Metabolismus der Tumorzellen
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gezogen werden. Die Menge des umgesetzten Farbstoffes entspricht dabei der Stoffwechselak-
tivitat.
Dafiir liegt die folgende Reaktionsgleichung zugrunde:

3 — (4,5 — Dimethylthiazol2 — yl) — 2,5 — diphenyl — tetrazoliumbromid (MTT)
NADH

=+ m - Formazan

Weiterhin wird MTT zu einem geringen Anteil auch von Succinat in den Mitochondrien re-

duziert (MOSMANN, 1983)
3.2.6.1 Durchfiihrung

Zuerst wurden die Tumorzellen mit einer Dichte von 1 x 10* ¢/well auf Mikrotiter-Platten
ausgesit. Die Infektion erfolgte mindestens 2h nach Aussaat, nachdem unter dem Mikroskop
eine Zelladhirenz am Boden jeder zellhaltigen Vertiefung sichergestellt wurde. 72h nach In-
fektion wurden 100 ul des Uberstands verworfen und 100 ul MTT auf die Zellen pipettiert.
Nach 2h wurde der gesamte Zelliiberstand verworfen und 100 pl Isopropanol zur Lyse der
Zellen zugesetzt. Die Mikrotiterplatte wurde mit Klebefolie verschlossen und bei RT fiir 20
mins bei 500 rpm auf den Riittler gestellt, um den von den Zellen aufgenommenen Farbstoff
in Losung zu bringen. Danach wurden die Mikrotiterplatten entweder bis zur Messung bei -
20° Celsius gelagert oder unmittelbar mit dem Perkin Elmer 2030 Plate Reader und dem Pro-
gramm Workout 2.5 ausgewertet. Die photometrische Darstellung der Absorption des MTT

erfolgte bei einer Wellenlédnge von 550 nm (Referenzwellenldange 690 nm).
3.2.6.2 Auswertung

Die Mittelwerte inklusive der Standardabweichungen wurden in aufsteigender Viruskonzent-

ration in einem Graphen aufgetragen.

3.2.7 Durchflusszytometrie (FACS-Analyse)
3.27.1 Prinzip der Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie ist eine zellbiologische Methode, die mittels Laser-Technologie die

simultane Messung multipler Parameter ermdglicht. Beispielsweise konnen Zellen in einer
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heterogenen Fliissigkeit nach ihrer Groe und Granularitét typisiert, sortiert und gezahlt wer-

den.

FACS steht fiir fluorescence-activated cell sorting und ist eine durchflusszytometrische La-
bormethode, bei der die Zellen einzeln nacheinander eine Kapillare passieren. Ein Laserstrahl
wird in einer bestimmten Wellenldnge und Frequenz ausgesendet und erregt die vorbeizie-
hende Zelle. Das emittierte Licht wird von Detektoren (PMT = photomultiplying tubes) nach
der Intensitét und der Wellenldnge aufgeschliisselt. Es handelt sich um einen Argon-Laser, der
Fluoreszenzfarbstoffe stimuliert und das entstehende Licht mit einer Wellenlédnge von 488 nm
absorbiert. Die Detektoren befinden sich im BD FACSCanto™ Flow Zytometer. Das emit-
tierte Licht wird an zwei Stellen gemessen - am forward scatter und am side scatter. Vom
forward scatter werden alle Strahlen detektiert, die aus der gleichen Richtung wie der Laser-
strahl stammen (Vorwirtsstreulicht). Der side scatter detektiert alle Strahlen, die im 90°-Win-
kel zum Laserstrahl emittieren (Seitwértsstreulicht). Die Intensitdt des Vorwértsstreulichts
wird von der ZellgroBe und die des Seitwértsstreulichts von der Zellgranularitét beeinflusst.
Durch die Verwendung von Spiegeln und Filtern gelangen Strahlen zu einem fiir ihre Wellen-
linge spezifischen Detektor. Die vom BD FACSCanto™ Flow Zytometer detektierte Fluores-
zenz wird in elektrische Signale konvertiert und in einem Dot-Plot aufgetragen. Der Messbe-
reich leitet sich aus dem Vorliegen von 1024 Kanélen ab. Die Verwendung von Farbstoffen
und spezifischen Antikdrpern ero6ffnet dieser Methode ein weites Spektrum an Untersuchun-
gen. Beispielsweise ermdglicht es den Nachweis iiber das Vorliegen bestimmter Proteine und

Zellphasen.

Mithilfe der Zellkontrollen, die nicht mit Fluoreszenz markiert sind, lassen sich autofluores-

zierende Stoffe wie NADPH, FAD etc. herausrechnen.

In dieser Arbeit wurde die Durchflusszytometrie zur Bestimmung des Zelltods (Apoptose,
Nekroptose oder Nekrose) nach Einzel- und Doppelinfektion mit RV, PV und NDV mit ver-
schiedenen Virus-Konzentrationen und Inkubationszeiten durchgefiihrt. Hierfiir wurden die

infizierten Zellen mit PI und Annexin-V angefarbt.

PI interkaliert Nukleinsduren (DNS und RNS) und kann die Zellmembran nicht durchdringen.
Dies ermdglicht die Differenzierung lebender von sterbenden und toten Zellen. Das Fluores-

zenzexzitationsmaximum liegt bei einer Wellenlinge von 535 nm und das
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Emmissionsmaximum bei 617 nm. Annexin-V ist ein humanes Antikoagulanz und bindet
Ca2+-abhéngig an Phosphatidylserin. Dieses befindet sich in vitalen Zellen auf der zytoplas-
matischen Seite der Zellmembran und wird wéahrend der Apoptose auf die duBBere Seite der
Zellmembran transloziert und kann dadurch gemessen werden. Das Fluoreszensexzitations-

maximum liegt bei 494 nm und das Minimum bei 518 nm.
3.2.7.2 Durchfiihrung der FACS-Analyse
3.2.7.2.1 Kalibrierung der FACS-Durchflusszytometrie

Um die Durchflusszytometrie fiir die anstehenden Analysen zu kalibrieren, wurden Zellen mit
einem moglichst starken Virus infiziert, in unserem Fall mit NDV. Hierfiir wurden Zellen mit
einer Dichte von 2,5 x 10° c/well auf eine 2 x 3-Wells-Mikrotiterplatte ausgesit und am néchs-
ten Tag mit 10 cp/c infiziert. Zur Kalibrierung wurde eine Vertiefung ausschlieSlich mit Me-
dium befiillt. Eine weitere wurde mit Medium und infizierten Zellen ohne Zugabe von Farb-
stoff ausgestattet. Zwei Vertiefungen wurden mit Medium, infizierten Zellen und jeweils An-

nexin-V oder PI Zusatz am Tag der Messung befiillt. Die Messung erfolgte nach 24h.

Fiir den Versuch wurden die Zellen der Linie U87 in eine 6 x 4-Wells-Mikrotiterplatte mit
250.000 c/well ausgesét und fiir 3h im Brutschrank inkubiert. Die anschlieBenden Einzel- und
Doppelinfektionen mit RV, NDV und PV erfolgten mit einer Viruskonzentration von 1 cp/c,
10 cp/c und 100 cp/c. Auf die RV-Infektion mit 100 cp/c wurde zugunsten eines konomischen

Virusgebrauchs verzichtet. Es erfolgte eine Messung 4h, 8h und 24h nach der Infektion.
3.2.7.2.2 Vorbereitung der Zellen fiir die Messung

Zuerst wurden die infizierten Zellen mit PBS gewaschen. Dann erfolgten die Trypsinierung
und Uberfiihrung der vom Mikrotiterplattenboden geldsten Zellen in FACS-spezifische Rea-
genzglidser. Die Vertiefungen wurden ein zweites Mal gewaschen und der restliche Inhalt in
die jeweiligen FACS-Rohrchen pipettiert. Die Réhrchen wurden zweimal bei 1.400 rpm fiir 6
mins zentrifugiert und die Uberstinde verworfen. Ein Bindepuffer wurde im Verhiltnis 1:10
mit Aqua dest. angesetzt und die Zellen mit 1,5 ml dieser Mischung gewaschen und zentrifu-
giert. Der Uberstand wurde verworfen. Dann wurde mit 100 ul Bindepuffer resuspendiert, 5
pl Annexin-V pro Rohrchen zugesetzt und die Rohrchen fiir 15 mins bei RT dunkel gestellt.

In einem erneuten Waschvorgang mit Bindepuffer wurde ungebundenes Annexin-V entfernt.
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In einem letzten Schritt wurden 200 pl Bindepuffer und 5 pl PI in jedes FACS-R6hrchen pi-

pettiert. Die durchflusszytometrische Messung erfolgte innerhalb von 4h.
3.2.7.3 Auswertung der durchflusszytometrischen Daten

Die Darstellung der durchflusszytometrischen Ergebnisse erfolgte in einem Balkendiagramm
im fold change. Hierfiir wurden die einzelnen Werte auf die Zellkontrolle normiert (fold
change = Wert der Probe/Zellkontrolle). Der fold change der Zellkontrolle entsprach dem Wert
1. Die unterschiedliche Bindung durch Annexin-V und PI ermdglichte die Charakterisierung

des zugrunde liegenden Zellsterbens. Zur Auswertung wurde folgende Einteilung angenom-

men:
Annexin-V +/PI - Apoptose
Annexin-V +/PI + Nekroptose
Annexin-V -/PI + Nekrose

3.2.8 Immunfluoreszenzfirbung mit Hoechst und PI
3.2.8.1 Allgemeines/Prinzip

Abbildung 4.3 aus

Schmitz S, Desel C (2018).

Der Experimentator Zellbiologie. 1. Auflage.
In (Springer Spektrum), p. 88

Abbildung 1: schematische Darstellung eines Fluoreszenzmikroskops (SCHMITZ,
DESEL, 2018)

Die Fluoreszenzmikroskopie ist eine Form der Lichtmikroskopie, die die Darstellung von flu-

oreszenzmarkierten Zellbestandteilen vor dunklem Hintergrund erméglicht (Abbildung 1). Es
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konnen durch die Verwendung von fluoreszierenden Farbstoffen intra- und extrazellulire
Strukturen dargestellt und Riickschliisse auf Funktion, Metabolismus und Beschaffenheit von
Proteinen gezogen werden. Wird ein Farbstoff von einer Lichtquelle bestrahlt, so wird dieses
Licht absorbiert und der Farbstoff in einen energiereicheren Zustand iiberfiihrt. Bei Riickkehr
vom energiereichen in den energiearmen Ausgangszustand wird Energie freigesetzt, die als
sichtbares Licht im Mikroskop erkennbar ist (Emission). Als Lichtquelle kénnen LEDs oder
Gasentladungslampen verwendet werden. Das Licht wird iiber einen Lichtleiter in das Mikro-
skop gefiihrt und bestrahlt die Probe von oben oder unten (Auflichtmikroskop, Epi-Fluores-
zenzmikroskop). Zu den Aufgaben des Objektivs des Fluoreszenzmikroskops gehdren einer-
seits die Biindelung des Anregungslichts und andererseits Aufnahme und Fortleitung des emit-
tierten Lichts. Ein wichtiger Bestandteil stellt der Filterblock dar, mit dem die zu untersu-
chende Anregungswellenlinge und der Bereich des Lichtspektrums definiert wird (Exzitati-
ons- und Emissionsfilter). Zusitzlich ist im Filterblock ein dichromatischer Spiegel verbaut,
der den Lichtstrahl teilt. Er bewirkt, dass das Anregungslicht zur Probe reflektiert wird und
das emittierte, langwelligere Licht das Okular passieren kann. Die Verwendung von Filtern
mit verschiedenen Eigenschaften ermdglicht es, mehrere Fluorochrome darzustellen. Als
Exzitations- und Emissionsfilter dienen Interferenzfilter, die spezifische Wellenldangenspek-
tren durchlassen und blockieren kdnnen. Sie werden abhéingig der Strahlen, die sie reflektieren
und passieren lassen in shortpass (kurze Wellenldngen passieren, lange Wellenldngen werden
reflektiert), longpass (lange Wellenlédngen passieren, kurze Wellenldngen werden reflektiert)
und bandpass (nur durchlissig fiir einen bestimmten Wellenldngenbereich) unterteilt. Um ein
Ausbleichen der verwendeten Farbstoffe vorzubeugen, wurde zwischen den Messungen wéh-

rend der Datenspeicherung ein Shutter vor die Lichtquelle geschoben.

In dieser Arbeit wurden die direkt fluoreszierenden Nukleinsdureinterkalatoren Hoechst
(Emissionsmaximum 460 nm) und PI (Emissionsmaximum 636 nm) verwendet, die aufgrund
ihrer Eigenschaften die Zelle markieren. Hoechst interkaliert DNA und kann Zellmembranen
iiberwinden. Es weist alle vorliegenden Zellen (vital, sterbend und tot) nach. PI kann die Zell-

membran nicht passieren und stellt einen Marker fiir den Zelltod durch Nekrose dar.
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3.2.8.2 Durchfiihrung

Fiir die Immunfluoreszenz wurden U87 und U373 Zellen auf Mikrotiterplatten mit 96 Vertie-
fungen in einer Menge von 15 x 10* ¢/well ausgesit. Die Virusinfektion erfolgte am Folgetag

mit 1 cp/c und 10 cp/c.

Es wurde eine Farbstofflosung fiir die Zellfdrbung angesetzt, die sich bei Dunkelheit im Kiihl-
schrank bei 4 °C fiir drei Tage lagern lieB. Dafiir wurde eine in Aqua dest. geloste 5 pg/ml PI
Losung und 10 pM Hoechst mit PBS angesetzt. Pro Vertiefung wurde 0,02 pl Hoechst, 0,5 pl
PI und 0,48 ul PBS pipettiert.

Vor der Messung der infizierten Zellen mittels Fluoreszenzmikroskopie nach 24h, 48h und
72h wurden zuerst 100 pl Medium von jeder Vertiefung der 96-Wells-Mikrotiterplatte ver-
worfen und anschlieBend 1 pl/well der Farbelosung hinzugegeben. Die Mikrotiterplatte wurde
dann geschwenkt und fiir 5 mins bei RT in Dunkelheit gestellt. Dann wurde das Medium vor-
sichtig unter Beriicksichtigung der am Boden adhérenten, infizierten Zellen entfernt und

100 pul PBS hinzugegeben. Die Messung der Zellen erfolgte innerhalb 1h.
3.2.8.3 Auswertung

Es wurde mit dem 10-fach Objektiv ein fiir die Vertiefung représentativer Bildausschnitt unter

dem Mikroskop eingestellt und nach Anpassung der Belichtung gespeichert.

Da das zum Mikroskop zugehdrige Programm lediglich Schwarzweif3bilder erstellen konnte,
wurden sie nachtréiglich entsprechend dem unter dem Mikroskop gesehenen Originalbild mit
dem Programm ImageJ Fiji gefirbt. Mit Hoechst interkalierte Zellen wurden blau und mit PI
interkalierte Zellen wurden rot gefarbt. Danach wurde aus den geférbten Einzelbildern mit Fiji
ein Overlay-Bild erstellt. Die mit Hoechst blau gefarbten Zellen wurden mit dem Programm
Fiji automatisch gezéhlt und zusitzlich manuell nachgezihlt. Hoechst interkalierte, apoptoti-
sche Zellen wurden manuell gezéhlt. Die mit PI und Hoechst doppelt positiv geférbten Zellen

wurden mithilfe des entstandenen Overlays manuell gezahlt.
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3.2.9 Waestern Blot
3.2.9.1 Prinzip des Western Blots

Der Western Blot ermdglicht den immunologischen Nachweis und die Quantifizierung von
Proteinen. Dafiir werden sie zuerst in einer Gelelektrophorese nach Gro3e, Ladung und Struk-
tur aufgetrennt. Dann werden sie auf eine Nitrocellulosemembran transferiert. Das nachzuwei-
sende Protein bindet an einen spezifischen Priméirantikdrper. An diesen bindet wiederum spe-

zifisch ein Sekundérantikdrper, der ein messbares Licht emittiert.

Der Western Blot diente als Vorversuch zum Caspase-Assay, um die Zeitpunkte zu identifi-

zieren, zu der die Caspase exprimiert wird und den Zelltod induziert.
3.2.9.2 Vorbereitung und Durchfithrung des Western Blots

Die U87 Zellen wurden nach dem bekannten Schema mit einer Dichte von 1 x 10° ¢/well in
eine 2 x 6-Wells-Mikrotiterplatte ausgesit. Die Auswertung der Einzelinfektionen mit RV, PV
und NDV mit einer Viruskonzentration von 10 cp/c erfolgte nach einer Inkubationszeit von

4h, 8h und 24h.

Zu Beginn wurde der Uberstand in den Vertiefungen der Mikrotiterplatte zunichst in Reakti-
onsgefillen gesammelt. Die adhdrenten Zellen wurden gespiilt, trypsiniert, bei 37 °C inkubiert
und ebenso in die Reaktionsgefafle iiberfiihrt. Es wurde bei 1.400 rpm fiir 6 mins zentrifugiert

und der Uberstand verworfen.

SchlieBlich wurde fiir die SDS-Elektrophorese zweifach konzentrierter Probenpufter (siche
Tabelle 2) in jedes Reaktionsgefdl gegeben, resuspendiert und der gesamte Inhalt in 2 ml
Zentrifugenrohrchen iiberfiihrt. Zur Vorbereitung der SDS-Gelelektrophorese wurden die Pro-
ben mithilfe von Ultraschall fiir 2 x 5 s denaturiert und anschliefend 10 mins bei 100 °C im
Wasserbad inkubiert. Die anschlieBende Probenlagerung erfolgte bis zur Messung bei -20 °C.
Tabelle 2: Probenpuffer

Probenpuffer

6 ml SDS Stammlésung 10 %

2,5 ml Sammelgelpuffer

1 ml Mercaptopropandiol
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1,05 ml Glycin 10 %

Bromphenolblau

Fiir die anstehende Messung wurden die Proben 5 mins lang bei 13.000 rpm und 4 °C zentri-
fugiert und der proteinhaltige Uberstand in frische EppendorfgefiBe gegeben. Damit fiir die
Gelelektrophorese in jeder Probe 15 pg Proteine enthalten waren, wurde die enthaltene Kon-
zentration am Nanodrop gemessen und das fiir 15 pug benétigte Volumen mit der Formel: Vo-
lumen (fiir 15 pg) = 3,2/0ODys errechnet. ODago kennzeichnet die Proteinkonzentration beim
Absorptionsmaximum von 280 nm. Zuvor wurde fiir die Messung am Nanodrop eine 1:100-
Verdiinnung mit 0,1 M Natronlauge erstellt. Die berechneten Probenvolumina wurden mit

destilliertem Wasser austariert.

Fiir die SDS-Elektrophorese wurden je 18 pul der Probe mit 10 ul des prestained Markers zu-

gesetzt.

Zuerst wurden die Gele gegossen. Ein Sammelgel diente zur genaueren Bandentrennung, in-
dem es die verschiedenen Proteine in den Proben im groBporigen Sammelgel konzentrierte
und ein Trenngel zur Auftrennung der Bestandteile. Diese setzten sich aus den in Tabelle 3
aufgezéhlten Substanzen zusammen. Die Gele wurden nacheinander gegossen. Nachdem das
Trenngel gegossen wurde, wurde es bis zum Auspolymerisieren mit Isopropanol iiberschich-
tet. Erst nach erfolgter Auspolymerisation wurde das Isopropanol entfernt und schlielich das
Sammelgel gegossen. Es wurde ein Plastikkamm fiir 20 bis 30 mins eingesetzt, der die Pro-
bentaschen bis zur Verfestigung des Sammelgels formte. Im Anschluss wurden die Gele in die
SDS-Elektrophorese-Laufkammer eingespannt und die Kammer mit Laufpuffer (siehe Tabelle
4) befiillt. Nachdem die vorbereiteten Proben in die Taschen der SDS-Kammer pipettiert wur-
den, wurden die Proteine fiir die Gelelektrophorese in einer ,,Trans-Blot SD Electrophoretic
Transfer Cell”“ (BioRad), mit einer Stromstirke von 10 mA (bei 45 V) fiir 30 mins gesammelt
und anschlieBend fiir das 25 mA (bei 220 V) fiir 1h nach der Molekularmasse aufgetrennt.

Tabelle 3: Trenn- und Sammelgel

Reagenz Trenngel (10 %) Sammelgel

H20 4,15 ml 3,075 ml
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1,5 M Tris HCI

pH 8,8/ 0,4 % SDS

2,5ml

0,5 M Tris HCI/

pH 6,8/0,4 % SDS (Up-
per Gel Stock)

0,625 ml

30 % Acrylamide/0,8 %
Bisacryl

3,35 ml

0,750 ml

10 % APS

50 ul

45l

Temed

5ul

5ul

Tabelle 4: Laufpuffer

Laufpuffer

25 mM Tris

192 mM Glycin

0,1 % SDS

3.2.9.2.1 Proteintransfer

Das Gel wurde fiir den semi-dry Proteintransfer auf eine stabilere Nitrocellulosemembran (Po-

rengroBe 0,45 um) von den Glasplatten extrahiert. Dann wurde es in folgender Reihenfolge

iibereinandergeschichtet: Filterpapier, Gel, Nitrocellulose und Filterpapier in Transferpuffer

(siche Tabelle 5). Die Proteinbanden wurden auf die Nitrocellulosemembran bei 15 Volt fiir

30 mins transferiert.

Tabelle 5: Transferpuffer

Transferpuffer

25 mM Tris
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192 mM Glycin

0,1 % SDS

20 % Methanol (v/v)

3.2.9.2.2 Blocken und Antikérperinkubation

Es wurden die auf der Nitrocellulosemembran transferierten Proteinbanden mit PBS-Tween +
5 % Magermilch fiir 1h bei RT geblockt, um die Entstehung unspezifischer Bindungen zu
verhindern. AnschlieBend wurde die Losung abgegossen und die Membran mit 5 ml PBS-
Tween +5 % Magermilch und abhédngig vom nachzuweisenden Haushaltsgen beziehungs-
weise der nachzuweisenden Caspase-3 mit priméren b-Aktin oder Caspase-3 Antikorper
1:5000 verdiinnt bei 4 °C iiber Nacht auf einem Drehrad geschwenkt. Dann wurde die Memb-
ran drei Mal fiir 5 mins mit PBS-Tween gewaschen, um die {iberschiissige Magermilch aus-
zusplilen. Darauthin wurde die Nitrocellulosemembran in 5 ml PBS-Tween + 5 % Magermilch
und dem sekundéren Antikorper Anti-Mouse POX fiir das Haushaltgen oder anti-rabbit POX
fiir die Caspase-3 1:5000 verdiinnt fiir 1h bei 4 °C auf dem Drehrad inkubiert. Zum Schluss
wurde mit PBS fiir jeweils 5 mins gewaschen, um iiberschiissiges PBS-Tween zu entfernen.

Alle Arbeitsschritte wurden unter kontinuierlichem Taumeln der Proben durchgefiihrt.

Nachfolgend erfolgte die Detektion mit Thermo SuperSignal West Dura Extended Duration
Substrat am ChemiDoc (BioRad).

3.2.10 Caspase-Assay
3.2.10.1 Prinzip des CaspaseGlo 3/7-Assays

Der CaspaseGlo 3/7-Assay ist ein Apoptose-sensitiver Assay, der die Aktivitit der Caspasen-
3/7 in Lumineszenz misst. Diese stellen Effektor-Caspasen dar und sind bei Einleitung des

Zelltods unentbehrlich.
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Abbildung 2: schematische Darstellung des Prinzips des Caspase 3/7-Assays
(PROMEGA, 2018)

Sobald die Caspasen -3 und -7 nach Induktion des Zelltods exprimiert werden, spalten sie das
CaspaseGlo 3/7 Substrat in Aminoluciferin. Bei Anwesenheit von ATP, O, und Mg*" dient
Aminoluciferin als Substrat fiir die im Kit enthaltene, thermostabile Luciferase und produziert
Licht (Abbildung 2). Die Lumineszenz kann von einem Luminometer detektiert werden und
ist proportional zur Caspase-Aktivitit. Die maximale Signalstirke wird nach 1h erreicht. Auf-
grund der hohen Sensitivitit des Assays wurde eine Positiv- und Negativkontrolle vorbereitet.
Folglich kann mit diesem Assay der caspase-abhingige Zelltod durch Apoptose ermittelt wer-

den.
3.2.10.2 Vorbereitung und Durchfithrung

Der Assay wurde in zwei zeitlich voneinander getrennten Schritten durchgefiihrt: 1. Schritt -

Ausséen, Infektion und Kryokonservierung 2. Schritt - Messung.
3.2.10.2.1 Aussien, Infektion und Kryokonservierung

Zuerst wurden Zellen der Linie U87 auf einer 48-Wells-Miktortiterplatte im Dreifachansatz
mit je 20.000 c/well a 100 pl ausgesét. Am néchsten Tag wurden die Infektionszeitpunkte so
abgestimmt, dass eine Kryokonservierung 4h, 8h und 24h nach Infektion mit 10 cp/c erfolgen

konnte.

Der Uberstand jeder befiillten Mikrotiterplattenvertiefung wurde in Reaktionsgeféfe iiber-
fiihrt. Anschlieend wurden die adhérenten Zellen mit je 200 ul PBS gewaschen und mit 100

pl Trypsin pro Vertiefung abgeldst. Nach dreiminiitiger Inkubation bei 37 °C und 5 % CO;
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wurde die Reaktion mit 300 pl Medium gestoppt und der gesamte Inhalt in die Reaktionsge-
féBe iiberfiihrt. Im Anschluss wurde erneut mit 100 pl PBS gespiilt. Nun wurden die Reakti-
onsgefiBe bei 1.000 rpm fiir 10 mins zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen. Das ent-
standene Zellpellet wurde griindlich mit 100 pl Medium aufgeldst und bei -80 °C kryokonser-

viert.
3.2.10.2.2 Messung

Die Volumina in den Eppendorfgefdaen wurden in eine weilwandige Luminometer-kompa-
tible 96-Wells-Mikrotiterplatte iiberfiihrt. Als Negativkontrolle diente Medium und als Zell-
kontrolle nichtinfizierte Zellen. Es wurden 100 pul CaspaseGlo-Reagenz (1:1 Verhiltnis) in
jede befiillte Vertiefung pipettiert. Nach einer Lagerung fiir 1h bei RT im Dunkeln erfolgte die
Messung am Perkin Elmer 3000 mit einem vom Labor zur Verfligung gestellten Setting. Zur
Vorbereitung des CaspaseGlo-3/7 Reagenz wurde Caspase-Glo-Substrat in CaspaseGlo-3/7

Puffer gelost und zwischen den Messungen bei 4 °C gelagert.

Die Vorbereitung und Messung erfolgten nach den Angaben des Herstellers. Der Versuch

wurde insgesamt drei Mal durchgefiihrt.
3.2.10.2.3 Auswertung

Der Mittelwert der Negativkontrollen wurde von allen Messergebnissen subtrahiert und unter
Berechnung der Standardabweichungen und Mittelwerte in einem Balkendiagramm aufgetra-
gen. Die Ergebnisse wurden im fold change dargestellt, indem die einzelnen Werte auf die
Zellkontrolle normiert wurden (fold change = Wert der Probe / Zellkontrolle). Der fold change

der Zellkontrolle wurde mit 1 definiert.
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4 FErgebnisse

4.1 Unterschiede zwischen einer Einzelinfektion und einer
Doppelinfektion mit onkolytischen Viren

Die vorliegende Arbeit verfolgte das Ziel, die onkolytische Wirksamkeit der OV nach Einzel-

und Doppelinfektion mit RV, PV und NDV in Glioblastomzelllinien zu untersuchen und an-

schlieBend die zugrunde liegenden Arten des Zelltods zu charakterisieren und diese miteinan-

der zu vergleichen. Abbildung 3 zeigt eine Ubersicht iiber den Projektaufbau.

(RV Virusproduktion)

l
CMTT U8T)

(MTT U373)

(IEUs7) AEU33)

FACS U87

(CaspaseGlo 3/7 U87)

Abbildung 3: Ubersicht iiber die Chronologie und den Zusammenhang der Ergebnisse
des Dissertationsprojekts

4.2 Titration und Charakterisierung der produzierten RV-
Charge 18.1

Zur Bestimmung des Virustiters der neu produzierten RV-Charge 18.1 wurde eine RT-PCR

durchgefiihrt. Der Vergleich mit der bereits vorhandenen Produktion mit der Chargennummer
17.2 diente der Entscheidungsfindung iiber die zu verwendende Produktionsreihe fiir die an-

schlieBenden Versuche des Dissertationsprojekts.
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Amplification Curves
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Abbildung 4: Ermittelte Titrationskurven der Standardproben, der neu produzierten RV-
Probe 18.1 und der bekannten RV-Probe 17.2 mittels RT-PCR. Darstellung der
Fluoreszenzintensitéat (y-Achse) mit zunehmender Zyklenzahl (x-Achse) fir die Standards (A1-
A4), die Negativkontrolle (A5), die unverdiinnten (A6) sowie die 1:10 (A7), 1:100 (A8) und
1:1000 (A9) verdinnten RV 18.1-Proben und unverdiinnten (A10), 1:10 (A11), 1:100 (A12)
und 1:1000 (B1) verdiinnten 17.1-Proben.

Die beiden Virus-Chargen wurden unverdiinnt und in den Verdiinnungsverhéltnissen 1:10,
1:100 und 1:1000 untersucht. Als Referenz dienten eine Negativkontrolle aus Medium und
vier Standardproben mit vorbekanntem Titer (103, 10*, 10° und 10° Genomkopien pro ul). Der
LightCycler detektierte die von den Tagman-Sonden emittierte Fluoreszenz. Die Software be-
rechnete aus den Daten Amplifikationskurven, siche Abbildung 4. In A1 bis A4 sind die Tit-
rationskurven der bekannten Standardproben aufgetragen, A5 stellt die Negativkontrolle dar.
Letztere besitzt einen weitgehend horizontalen Verlauf. A6 bis A9 zeigen die Titrationskurven
der neuen Virusproduktion und A10 bis Bl die Titrationskurven der vorbekannten Virus-
Charge RV 17.2 jeweils in den Titern 1:1, 1:10, 1:100 und 1:1000 Genomkopien pro pl dar.
Die Kurven Al bis A12 und B1 besitzen einen triphasischen Verlauf, der sich in eine lineare
Phase, eine Exponential-Phase und eine Plateau-Phase einteilen ldsst. In der ersten Phase der
Kurven lag die gemessene Fluoreszenz als MaB3 des Virustiters bei 0,07. Mit Zunahme der
Amplifikationszyklen nahm die detektierte Fluoreszenz exponentiell zu. Bei niedrigeren Vi-

ruskonzentrationen war fiir einen exponentiellen Anstieg eine hohere Anzahl an
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Amplifikationszyklen erforderlich. Die Plateau-Phase wurde nach 23 bis 40 Zyklen erreicht.
Ab einer Virusverdiinnung von 1:1000 nahm die Fluoreszenz in allen drei Phasen der RT-PCR

deutlich niedrigere Werte an.

Standard Curve

1 — Std. curve Samples
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Abbildung 5: Ermittelte Standardkurve aus den mitgefiihrten Standardproben der RT-
PCR. Darstellung der ermittelten CP-Werte (Crossing-Point) der Standardproben gegen die
logarithmischen Konzentrationen. Der CP-Wert definiert die Zyklenzahl, bei der die
exponentielle Phase der PCR-Amplifikation der Proben erreicht wird. Aus der daraus
entstandenen Regressionsgerade kénnen die Konzentrationen der untersuchten RV-Proben
ermittelt werden. Die Fehlerrate betragt 0,0397, eine PCR-Effizienz von 1,964, eine
berechnete Geradensteigung von -3,412 und den Schnittpunkt mit der Y-Achse bei 36,36.

Durch die mitgefiihrten Standards mit bekanntem Titer konnte mit der Computer-Software die
Standardkurve in Abbildung 5 erstellt werden. Uber die gemessenen Fluoreszenzen konnten
so Riickschliisse auf die Konzentrationen der verwendeten RV-Produktionschargen gezogen
werden. Der CP-Wert (Crossing Point) entspricht dem Fluoreszenzsignalwert, bei dem die
exponentielle Phase der RT-PCR beginnt. Abbildung 5 zeigt die entstandene Regressionsge-
rade, auf der die logarithmischen Werte der Viruskonzentration (Log Concentration) aufgetra-
gen sind. Eine hohere Viruskonzentration ging mit niedrigeren CP-Werten einher, welches
Kennzeichen fiir einen fritheren Beginn der exponentiellen Phase der RT-PCR war. Alle er-
mittelten Probenkonzentrationen befanden sich innerhalb der Titrationskurven der Standard-
proben, welches wichtig flir die prazise Bestimmung der Konzentration der produzierten RV-

Charge war.
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Tabelle 6: Ermittelte Probenkonzentration durch die RT-PCR. Dargestellt werden die
Amplifikationskurven (A1-A8), der Probenname, die jeweiligen ermittelten CP-Werte (Crossing
Point) und ermittelte Konzentration (cp/ul).

Amplifikations- Probe Crossing Point (CP) Ermittelte
kurve Konzentration
(cp/uD)

Al Standard 5x10° 13,23 5,63 x 10°
A2 Standard 5x10° 17,25 3,72x 10°
A3 Standard 5x10* 19,96 597 x 10*
A4 Standard 5x10° 23,74 5,00 x 10°
AS Negativkontrolle - -

A6 RV 18.1 1/1 21,19 2,64 x 10*
A7 RV 18.1 1/10 26,51 8,93 x 10°
A8 RV 18.1 1/100 29,64 1,39 x 107
A9 RV 18.1 1/1000 34,27 1,06 x 10"
A10 RV 17.2 1/1 19,06 1,10 x 10°
All RV 17.2 1/10 21,98 1,57 x 10*
Al2 RV 17.2 1/100 26,27 1,03 x 10°
B1 RV 17.2 1/1000 31,76 4,15x 10"

Eine Zusammenstellung der CP-Werte ist in Tabelle 6 zu finden. Die CP-Werte der vier Stan-
dardproben A1 bis A4 lagen zwischen 13,23 und 23,74. Mit Zunahme der Standardkonzent-
rationen wurden niedrigere CP-Werte ermittelt. Die gemessenen Konzentrationen der Stan-
dardproben betrugen fiir A1 5,63 x 10° cp/pl, fiir A2 3,72 x 10° cp/l, fiir A3 5,97 x 10* cp/ul
und A4 5,00 x10° cp/ul und wichen von den tatsichlichen Konzentrationen ab. Fiir die Amp-
lifikationskurve A, der Negativkontrolle, wurde kein CP-Wert ermittelt, was darauf schlieBen

lasst, dass die Negativkontrolle tatsdchlich DNA-frei und nicht mit Virus kontaminiert war.
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Die Amplifikationskurven A6 bis A9 stellen die PCR-Ergebnisse der verschiedenen getesteten
Viruskonzentrationen der neuen RV-Charge 18.1 dar. Hier zeigte sich mit Zunahme der Vi-
ruskonzentration eine Abnahme der CP-Werte. Bei der unverdiinnten RV-Charge 18.1 wurde
ein CP-Wert von 21,19 bei einer Konzentration von 2,64 x 10* cp/ul ermittelt. Die 1:10-Ver-
diinnung ergab eine Konzentration von 8,93 x 10? cp/pl bei einem CP-Wert von 26,51. Die
gemessene Anzahl der Genomkopien unterschied sich um den Faktor 100. Die anschlieBenden
1:100- und 1:1000-Verdiinnungen nahmen CP-Werte von 29,64 und 34,27 bei 1,39 x 10?> und
1,06 x 10 cp/ul ein.

Die Amplifikationskurven A10 bis B1 zeigen die PCR-Ergebnisse der RV-Produktion 17.2 in
den bekannten Verdiinnungen. Die unverdiinnte Virusprobe ergab einen CP-Wert von 19,06
bei 1,10 x 10° cp/ul. Die anschlieBenden 1:10 und 1:100 Verdiinnungen ergaben CP-Werte
von 21,98 und 26,27 mit 1,57 x 10*und 1,03 x 10° cp/ul. Eine Verdiinnung um den Faktor 10
ergab auch eine gemessene Konzentrationssenkung um den Faktor 10. Die 1:1000-Verdiin-
nung der 17.2-Charge ergab einen CP-Wert von 31,76 bei einer ermittelten Konzentration von
4,15 x 10 cp/pl. Bei der Verdiinnung der Virus-Charge 17.2 um einen Verdiinnungsfaktor von

10 von 1:100 auf 1:1000 wurde ein Konzentrationsunterschied um den Faktor 100 gemessen.
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Abbildung 6: Vergleich des relativen Uberlebens der U87-Glioblastomzelllinie 72h nach
einer Infektion mit RV 18.1 und RV 17.2. Dargestellt wird der Anteil lebender U87-Zellen 72h
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nach einer Infektion mit der neu produzierten RV-Probe 18.1 und RV 17.2 in steigenden
Konzentrationen von 1/1000 cp/c bis 10 cp/c relativ zur nicht infizierten Zellkontrolle. Die
ermittelten Werte setzen sich aus den Mittelwerten der Einzelwerte zusammen (n=6). Die
Standardabweichungen werden zur Darstellung des mittleren Fehlers der Mittelwerte
mitgefiihrt. Varianzanalyse *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001, ****p < 0,0001.

Die RT-PCR ermoglichte den quantitativen Virusgenom-Nachweis der RV-Produktion. Um
auch die zytotoxische Wirkung der neu produzierten Virus-Charge 18.1 zu iiberpriifen, wurde
der Einfluss der Virusinfektion auf die Viabilitit der Glioblastomaffenzelllinie U87 mit einem
MTT-Assay gemessen. Zum Vergleich diente ein MTT-Assay der RV-Charge 17.2. Die Er-
gebnisse des MTT-Assays beider Virusproduktionen 72h nach Infektion sind in Abbildung 6
dargestellt. Sie zeigen, dass bei der RV-Produktion 18.1 ein nennenswerter zytotoxischer Ef-
fekt auf die U87-Tumorzellen ausblieb. Bei der 1/100 cp/c und 1 cp/c Viruskonzentration
wurde eine Zunahme der Zellzahl beobachtet. Lediglich bei einer Infektion mit 10 cp/c war
eine Abnahme der Zellzahl um ~7,2 % zu verzeichnen. Die Standardabweichungen (SD) der

Zellkontrolle betrug £16,2 % und bei den verschiedenen Virustitern je £3,6 % und £15,9 %.

In den Ergebnissen der RV-Produktion 17.2 wurden fiir die 1/1000 bis 1/10 cp/c Viruskon-
zentrationen keine nennenswerten Einfliisse auf das relative Uberleben der Tumorzellen beo-
bachtet. Die Differenz betrug fiir beide Konzentrationen lediglich £2 % mit Standardabwei-
chungen von £3,4 und £8,1. Ab einer 1 cp/c Konzentration war eine Reduktion der Zellanzahl
auf ~86 % im Vergleich zur Kontrolle zu verzeichnen. Bei einer 10 cp/c Konzentration liel3
sich eine deutliche Reduktion auf 57 % messen. Die Standardabweichung fiir die beiden Kon-
zentrationen betrug £8,6 % und 5,7 %. Der direkte Vergleich der beiden Virus-Chargen zeigt,
dass RV 18.1 einen schwiécheren zytotoxischen Effekt hatte. Den stirksten Einfluss auf das
Zellsterben besall die RV-Charge 18.1 bei einer Infektion mit 10 cp/c mit einer Abnahme der
Zellanzahl um 7,1 %. Vor dem Hintergrund der Differenz zwischen der gemessenen und ge-
wiinschten Konzentration der RV 18.1 Charge wurden die folgenden Experimente mit der RV-

Charge 17.2 und im Verlauf mit 18.3 und 18.4 mit bereits bekanntem Virustiter durchgefiihrt.
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4.3 Ermittlung einer Dosis-Wirkungskurve und Identifika-
tion der optimalen Konzentrationen 72h nach basaler
OV-Infektion von U87 und U373

Der MTT-Assay wurde mit den OV RV, PV und NDV nach Einzel- und Doppelinfektionen

der Glioblastomzelllinien U87 und U373 durchgefiihrt, um optimale Viruskonzentrationen fiir

die Folgeversuche und eine Dosis-Wirkungskurve zu ermitteln. Es wurden die Virus-Chargen

RV 18.3, PV 17.1 und NDV 15.1 fiir die Einzelinfektionen verwendet und fiir die NDV-

Doppelinfektionen die Produktionsreihe 14.3. Die Messung erfolgte 72h nach Infektion der

Zellen mit 1 cp/c und 100 cp/c.
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Abbildung 7: Vergleich des relativen Uberlebens der U87-Glioblastomzelllinie 72h nach
einer Infektion mit RV 18.3, PV 17.1 und NDV 15.1. Dargestellt wird der Anteil lebender U87-
Zellen 72h nach einer Infektion mit der neu produzierten RV-Probe 18.3, den PV-Proben 17.1
und NDV-Proben 15.1 in steigenden Konzentrationen von 1/1000 cp/c bis 10 cp/c relativ zur
nicht infizierten Zellkontrolle. Die ermittelten Werte setzen sich aus den Mittelwerten der n=6
Einzelwerte. Die Standardabweichungen sind dargestellt. Varianzanalyse *p < 0,05, **p <
0,01, ***p < 0,001, ****p < 0,0001.

Die Ergebnisse der Einzelinfektion der U87 sind in Abbildung 7 in einem Kurvendiagramm
veranschaulicht. Dem Graphen ist ein biphasischer Verlauf zu entnehmen. Nach Infektion mit
den Viruskonzentrationen zwischen 1/100000 bis 1 cp/c waren fast 100 % der Zellen vital.
Maximal 4,35 % der mit RV 1 cp/c infizierten Zellen starben (SD 18,35 %). Nach Infektion

mit den Viruskonzentrationen zwischen 1/10000 und 1/10 cp/c stieg der Anteil lebender Zellen
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auf tiber 100 % an. Die Standardabweichung fiir diese Konzentrationen bewegte sich in einem
Wertebereich zwischen +3,65 % und £12,2 %. Nach PV-Infektion war eine maximale Reduk-
tion der Zellanzahl um 6,4 % bei einem Virustiter von 1/100 cp/c und einer SD von * 3,3 %
zu verzeichnen. Nach NDV-Infektion lieB sich ein onkolytischer Effekt auf die U87-Zellen ab
einem Virustiter von 1 cp/c mit einem Zellsterben um 7,3 % und einer SD von 13,7 % nach-
weisen. Mit zunehmender Viruskonzentration nahm auch der onkolytische Effekt der drei Vi-
ren zu. Ab einer RV-Konzentration von 10 cp/c sank der Anteil lebender Zellen auf 70 % (SD
15,2 %). Bei einer hoheren 100 cp/c Konzentration ging der Anteil weiter zuriick auf 46,7 %
lebende Zellen (SD 6,95 %). Dieser Effekt war statistisch signifikant starker als die Einzelin-
fektionen mit PV und NDV (p-Wert < 0,001). Die Infektion der U87 mit 10 cp/c PV zeigte
einen Abfall der relativen Zellzahl auf 88,5 % (SD +4,85 %). Auch in den hoheren Konzent-
rationen 100 cp/c und 1000 cp/c sank die Rate der lebenden Zellen von 63,2 % (SD £3,2 %)
auf 30,5 % (SD 16,6 %). Es zeigte sich, dass PV-und NDV- Einzelinfektionen in der hochsten
verwendeten Konzentration 1000 cp/c nach 72h auch den stérksten zytotoxischen Effekt be-
saflen. Die Kurvenverldufe der MTT-Assays der PV- und NDV-Einzelinfektionen dhnelten
einander. Die Rate iiberlebender Zellen nach Infektion mit 10 cp/c NDV sank auf 89,8 % (SD
12 %). Nach Infektion mit 100 cp/c iiberlebten 66,4 % der Zellen (SD £5,6 %). Dieser Anteil
halbierte sich nahezu bei einem hdoheren Virustiter von 1000 cp/c auf 34,1 % fiiberlebende

Zellen (SD 1,65 %).

Im Vergleich der Virusinfektionen mit 100 cp/c untereinander besall die RV-Infektion mit
einer Differenz von mindestens 16,5 % den stédrksten zytotoxischen Effekt unter allen Ein-
zelinfektionen. Erst Infektionen mit hdheren PV-und NDV-Titern wiesen mit einer Abnahme

der Zellzahl um mehr als 10 % einen stirkeren onkolytischen Effekt auf.

Die Ergebnisse der Einzelinfektion von U87 zeigten, dass der zytotoxische Effekt der drei
Viren ab einer Infektion mit einer Viruskonzentration von 1 cp/c bereits nachweisbar und ab
einer Konzentration von 100 cp/c besonders ausgepriagt war. Im Folgenden wurden die Ver-

suche fiir eine hohere Représentativitit (n=3) mit diesen Infektionstitern wiederholt.
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Abbildung 8: Relatives Uberleben von U87-Glioblastomzellen 72h nach Einzel- und
Doppelinfektion mit (A) RV, PV, RV + PV, (B), RV, NDV, RV + NDV und (C) PV, NDV, PV
+ NDV. Die Infektion erfolgte mit 1 cp/c und 100 cp/c. Die Ermittlung der Werte erfolgte relativ
zur nicht infizierten Zellkontrolle und setzen sich aus n=18 Einzelwerten aus 3
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Versuchsansatzen zusammen, aus denen der Mittlerwert gebildet wurde. Eine
Doppelinfektion erfolgte im Verhaltnis 0,5:0,5. Die Standardabweichungen werden
mitangegeben. Kruskal-Wallis-Test *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001, ****p < 0,0001.

Die Ergebnisse der RV- und PV- Einzel- und Doppelinfektionen sind in Abbildung 8A darge-
stellt. Die Kurven zeigen sowohl nach Einzel- als auch nach Doppelinfektion in steigender
Viruskonzentration eine Abnahme des Zelliiberlebens. Eine ausgeprigte Tumorzelllyse war
erst nach Einzelinfektion mit 100 cp/c zu erkennen. RVs besallen eine ausgeprigtere onkoly-
tische Wirksamkeit als PVs. Eine Doppelinfektion in gleicher Viruskonzentration war zytoto-
xischer als die Einzelinfektion mit dem jeweiligen Virus. Es zeigte sich demnach ein stérkerer
onkolytischer Effekt nach Doppelinfektion, der bei hier vorliegender Normalverteilung in der
Varianzanalyse bei 100 cp/c statistisch signifikant war (p-Wert (RV + PV vs. RV) = 0,0235,
p-Wert (RV + PV vs. PV) =0,0001). Die Infektionen mit 1 cp/c induzierten ein gleichwertiges
Zellsterben. Dennoch tiberlebten fast alle Zellen mit einem maximalen Zellsterben von 6,1 %
und einer maximalen Standardabweichung von +13,0 %. Die Doppelinfektion mit RV und PV
mit 100 cp/c erzielte einen im Vergleich zu den jeweiligen Einzelinfektionen (RV: 66,2 %,
SD +20 %; PV: PV 100 cp/c 71,7 %, SD + 7,1 %) starkeren onkolytischen Effekt (54,4 %, SD
16,7 %). Die NDV-Einzelinfektion wies die hochste Zytotoxizitét auf. Darauf folgte die RV-

Einzelinfektion. Die PV-Einzelinfektion wies den geringsten zytotoxischen Effekt auf.

In Abbildung 8B werden die Ergebnisse der Einzel- und Doppelinfektionen von RV und NDV
einander gegeniibergestellt. Dieser ist ein insgesamt starkerer zytotoxischer Effekt der Viren
nach Doppel- als nach Einzelinfektion zu entnehmen. Bereits bei einem Virustiter von 1 cp/c
iiberlebten nur noch 55,3 % der Zellen (SD £21,7 %). Damit starben mit 40 % signifikant mehr
U87 Zellen als nach NDV- (p-Wert = 0,0018) und RV-Einzelinfektion (p-Wert = 0,001) in
gleicher Viruskonzentration. Nach NDV-Einzelinfektion mit 100 cp/c iiberlebten 55,7 % der
Tumorzellen (SD + 28,9 %). Im Vergleich tliberlebten 66,2 % nach RV-Einzelinfektion (SD +
20 %), welches einer absoluten Differenz von 10,5 % entspricht. Nach Doppelinfektion mit
gleicher Viruskonzentration iiberlebten im Vergleich zu den RV- und NDV-Einzelinfektionen
mit 30,2 % halb so viele Tumorzellen (SD 6,9 %). Nach Doppelinfektion von RV mit NDV
bei 1 cp/c war das Zellsterben fast genauso ausgeprégt wie nach NDV-Einzelinfektion mit 100
cp/c. Die synergistische Tumorzytotoxizitit durch die Kombination zweier Viren war fiir jede
Viruskonzentration signifikant hoher als eine RV-Einzelinfektion (p-Wert mindestens < 0,05).

Ein signifikant erhohtes Zellsterben nach Doppelinfektion gegeniiber der NDV-
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Einzelinfektion konnte bei einer Viruskonzentration von 1 cp/c nachgewiesen werden (p-Wert
= 0,0018). Zwar war die Doppelinfektion mit RV und NDV auch bei 100 cp/c am stirksten,
jedoch war dies nicht signifikant gegentiber einer NDV-Einzelinfektion in gleicher Viruskon-

zentration.

Abbildung 8C vergleicht die Ergebnisse der PV und NDV Einzel- und Doppelinfektion mit-
einander. Nach Doppelinfektion starben mehr Zellen als nach Einzelinfektion. Bei einer In-
fektion mit 1 cp/c iiberlebten 45,8 % der Zellen (SD * 28,6 %). Im Vergleich iiberlebten nach
RV- und PV-Einzelinfektionen mit 1 cp/c noch mindestens 93,6 % der Tumorzellen. Dies
entsprach einem Unterschied von 47,8 % zur Doppelinfektion mit PV und NDV und war sta-
tistisch signifikant (p-Wert = 0,0001). Ein dhnliches Bild zeichnete sich auch nach Infektion
der U87 Zellen mit 100 cp/c ab. Hier iiberlebten nach Doppelinfektion mit PV und NDV mit
32,7 % (SD % 4,3 %). der niedrigste Anteil an U87 Zellen. Nach NDV-Einzelinfektion iiber-
lebten 55,7 % (SD = 28,9 %) und nach PV-Einzelinfektion 71,7 % (SD £ 7,1 %) der Tumor-
zellen. Die onkolytische Wirksamkeit der Doppelinfektion war signifikant hoher als die der
PV-Einzelinfektion (p-Wert < 0,0001).

Die Ergebnisse des MTT nach Doppelinfektionen von RV mit NDV und PV mit NDV zeigten
synergistische und stirkere onkolytische Effekte in allen verwendeten Viruskonzentrationen
im Vergleich zu den jeweiligen Einzelinfektionen. Bei einem Infektionstiter von 1 cp/c war
dies auch stets signifikant (p-Wert < 0,0018). Dariiber hinaus war die kombinatorische Gabe
von RV mit NDV in allen Fillen zwar stirker als die Kombination aus PV mit NDV, jedoch
war dies nicht statistisch signifikant. Die Differenz betrug 9,5 % bei 1 cp/c und 2,5 % bei 100
cp/c. Eine Doppelinfektion mit RV und PV war am schwichsten. Eine statistisch signifikant
erhohte Wirksamkeit der RV- und NDV-Doppelinfektion gegeniiber der RV-und PV-
Doppelinfektion konnte nach Infektion mit 1 cp/c nachgewiesen werden (p-Wert = 0,0014).

Im néchsten Schritt wurde der MTT-Assay mit einer weiteren humanen U373 Glioblastom-
zelllinie und einer zusétzlich mitgefiihrten Viruskonzentration 50 cp/c durchgefiihrt. Die Er-

gebnisse des MTT-Assay wurden auf eine potenzielle Zellspezifitit gepriift.
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Abbildung 9: Relatives Uberleben von U373-Glioblastomzellen 72h nach Einzel- und
Doppelinfektion mit (A) RV, PV, RV + PV, (B), RV, NDV, RV + NDV und (C) PV, NDV, PV
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+ NDV. Die Infektion erfolgte mit 1 cp/c und 100 cp/c. Die Ermittlung der Werte erfolgte relativ
zur nicht infizierten Zellkontrolle und setzen sich aus n=18 Einzelwerten aus 3
Versuchsansatzen zusammen, aus denen der Mittlerwert gebildet wurde. Eine
Doppelinfektion erfolgte im Verhaltnis 0,5:0,5. Die Standardabweichungen werden
mitangegeben. Kruskal-Wallis-Test *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001, ****p < 0,0001.

In Abbildung 9A werden die Ergebnisse der Einzel- und Doppelinfektionen mit RV und PV

dargestellt. Der Doppelinfektion war kein synergistischer onkolytischer Effekt zu entnehmen.

Nach Doppelinfektion von RV mit PV war ein geringfiigiges Zellsterben mit einem relativen
Uberleben von 97,8 % bei 1 cp/c und 88 % bei 100 cp/c zu beobachten. Dieser Effekt war
jedoch auch bei steigendem PV-Infektionstiter mit iiber 90 % lebenden Zellen schwach aus-
gepragt.

Nach RV-Einzelinfektion mit 1 cp/c zeichnete sich ein geringer onkolytischer Effekt ab, da
mit 97,6 % (SD £3,5 %) fast alle Tumorzellen iiberlebten. Die Rate {iberlebender U373 Zellen
pendelte sich auf einen Wertebereich zwischen 85,8 % bei 50 cp/c (SD +2,3 %) bis 82,6 %
(SD 19,6 %) bei 100 cp/c ein. Es zeigte sich weiterhin eine konzentrationsabhéngige onkoly-
tische Wirksamkeit. Nach RV-Einzelinfektion mit 50 cp/c war der prozentuale Zuwachs an
Zellsterben ausgehend von den Werten der Virusinfektion mit 1 cp/c hoher (-11,8 %), als zwi-

schen 50 cp/c und 100 cp/c, dort betrug die Differenz 3,2 %.

Nach NDV-Einzelinfektion von U373 mit allen verwendeten Viruskonzentrationen
(Abbildung 9B) starben signifikant mehr Zellen als nach RV-Einzelinfektion (p-Wert
< 0,001). Bereits bei 1 cp/c starb fast die Hélfte der Tumorzellen (47,8 %, SD 17,2 %). Mit
hoherer Konzentration (50 cp/c) sank der prozentuale Anteil lebender Zellen um die Halfte
auf 25 % (SD 4,7 %) ab. Nach NDV-Infektion mit 100 cp/c war die Uberlebensrate der U373
mit 22,8 % (SD 1,8 %) geringfiigig niedriger als nach Infektion mit 50 cp/c. Die Dosis-Wir-
kungskurve nahm ab 50 cp/c einen asymptotischen Verlauf an. Der onkolytische Effekt der
Doppelinfektion mit RV und NDV war in jeder Viruskonzentration stirker als nach RV-
Einzelinfektion. In der niedrigen 1 cp/c Konzentration starben mit einer Differenz von 14,3 %
mehr Zellen als nach RV-Einzelinfektion, allerdings war dies nicht signifikant (p-Wert =
0,1857). Bei 100 cp/c iiberlebten 55,8 % der Zellen und damit 22,6 % weniger als nach RV-
Einzelinfektion (82,6 %, SD £9,6 %). Die Ergebnisse der Doppelinfektion mit 100 cp/c wiesen
eine hohe Standardabweichung von 21,5 % auf. Im Vergleich starben nach NDV-

Einzelinfektion mehr Zellen als nach Einzel- und Doppelinfektion mit RV und PV.
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In Abbildung 9C sind die Ergebnisse der Einzel- und Doppelinfektionen mit PV und NDV
dargestellt. Ihr ist zu entnehmen, dass der onkolytische Effekt einer Doppelinfektion mit PV
und NDV in allen Konzentrationen stirker war als nach PV-Einzelinfektion, jedoch war dies
nicht statistisch signifikant (p-Wert > 0,05). Bei Doppelinfektion mit 1 cp/c {iberlebten
88,4 % (SD £4,8 %) und mit 100 cp/c 48,6 % der U373 Zellen. Bei letzterer war eine hohe
Standardabweichung von 21,9 % zu verzeichnen. Die NDV-Einzelinfektion mit allen Virus-

konzentrationen war signifikant stirker als die PV-Einzelinfektion (p-Wert < 0,0001).

Im Vergleich erwies sich die RV- und NDV-Doppelinfektion von U373 mit 1 cp/c als zytoto-
xischer und somit effektiver als die PV- und NDV-Doppelinfektion. Diese Annahme dndert
sich bei einer Infektion mit 100 cp/c, da die PV- und NDV-Doppelinfektion ein groferes Zell-
sterben verursachte als die RV- und NDV-Doppelinfektion.

Die MTT-Ergebnisse nach Infektion der Zelllinien U87 und U373 unterschieden sich. Wih-
rend eine Doppelinfektion mit RV und PV ein dhnliches Zellsterben auch bei U373 verur-
sachte, lie3 sich nach NDV-Einzelinfektion ein stirkeres Zellsterben beobachten als nach
Doppelinfektion. Sobald eine kombinierte Gabe mit NDV erfolgte, starben mehr Tumorzellen
als nach jeweiliger RV- und PV- Einzelinfektion. Weiterhin zeigte sich, dass die onkolytische
Wirksamkeit einer NDV-Einzelinfektion von U373 héher war als eine kombinierte Gabe von

RV mit PV und eine RV- und PV-Einzelinfektion.

In den folgenden Versuchen wurde die Zelltodinduktion nach OV-Infektion aus weiteren Per-
spektiven untersucht, um Zellsterben fluoreszenzmikroskopisch nachweisen zu koénnen und

die zugrundeliegende Art des Zelltods zu charakterisieren.
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4.4 Fluoreszenzmikroskopischer Nachweis der Zelltodin-
duktion nach OV-Infektion von U87 und U373
Da der MTT-Assay lediglich Aussagen iiber den Einfluss einer OV-Infektion auf die Stoft-
wechselaktivitit der Zellen erlaubte, wurden OV infizierte Zellen mit Fluoreszenz angeférbt,
um die Zelltodeinleitung beziehungsweise das Zellsterben durch OV unter dem Mikroskop
nachzuweisen und zu charakterisieren. Die Farbung der Tumorzellen durch die Nukleinsdur-
einterkalatoren Hoechst 33342 und Propidiumiodid ermdglichte den fluoreszenzmikroskopi-
schen Nachweis und die Identifizierung von Zellen in der spiten Apoptose- und Nekrosephase

24h, 48h und 72h nach Einzel- und Doppelinfektion und die Differenzierung dieser von leben-
(A) NDV 10 cp/c 24 h

den Zellen.
B) PV 10 cIIc 24 h
C)CC48 h D)CC72h

Abbildung 10: Immunhistologische Fluoreszenzanalyse 24h, 48h und 72h nach OV-
Infektion von U87. Dargestellt sind reprasentative Overlay-Bilder der Immunfluoreszenz nach
Einzelinfektion mit (A) NDV 10 cp/c 24h, (B) PV 10 cp/c 24h, (C) nicht infizierte Zellkontrolle
48h und (D) nicht infizierte Zellkontrolle 72h. Hoechst diente zur Darstellung der Zellkerne aller
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Zellen und PI der Darstellung sterbender Zellen mit nicht intakter Zellmembran. Vergré3erung:
10x, PI = rot. Hoechst = blau.

Die Immunfluoreszenzaufnahmen in Abbildung 10A-D zeigen eine deutliche Neigung der
U87 zur Verklumpung, die die quantitative Auswertung erschwerte. Daher wurden die Ein-

zelinfektion mit der Glioblastomzelllinie U373 durchgefiihrt (Abbildung 11A-D).

A| CC24h B) RV 10 c|lc 72 h

(C) NDV 10 cp/c 48 h (D) RV+NDV 10 cp/c 72 h

Abbildung 11: Immunhistologische Fluoreszenzanalyse 24h, 48h und 72h nach Einzel-
und Doppelinfektion von U373. Dargestellt sind reprasentative Overlay-Bilder der
Immunfluoreszenz nach Einzel- und Doppelinfektion mit (A) nicht infizierte Zellkontrolle 24h,
(B) RV 10 cp/c 72h, (C) NDV 10 cp/c 48h und (D) RV+NDV 10 cp/c 72h. Hoechst diente zur
Darstellung der Zellkerne aller Zellen und Pl der Darstellung sterbender Zellen mit nicht
intakter Zellmembran. VergrofRRerung: 10x, Pl = rot. Hoechst = blau.

In den Abbildungen 12 und 13 sind die Auswertungen der Immunfluoreszenz 24h, 48h und
72h nach Einzel- und Doppelinfektion mit RV und PV in zunehmender Viruskonzentration

(1 cp/c und 10 cp/c) dargestellt.
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Abbildung 12: Auswertung der Hoechst-positiven Zellen 24h, 48h und 72h nach Einzel-
und Doppelinfektion mit RV, PV und RV + PV mit 1 cp/c und 10 cp/c in
immunhistologischer Fluoreszenz. Die aufgefiihrten Werte stellen die Mittelwerte und
Standardabweichungen von 17 Einzelwerten, die drei Durchfiihrungen mit je 5-6 Ansatzen
entstammen. Die Standardabweichungen sind mitangegeben.
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Abbildung 13: Auswertung der Hoechst- und Pl doppelt positiven Zellen pro
Gesichtsfeld 24h, 48h und 72h nach Einzel- und Doppelinfektion mit RV, PV und RV +
PV mit 1 cp/c und 10 cp/c in immunhistologischer Fluoreszenz. Die aufgefiihrten Werte
stellen die Mittelwerte und Standardabweichungen von 17 Einzelwerten, die drei
Durchfiihrungen mit je 5-6 Ansatzen entstammen.
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Abbildung 12 zeigt die Anzahl der mit Hoechst interkalierten Zellen und somit die Gesamtan-
zahl der U373 Zellen nach OV-Infektion im zeitlichen Verlauf. Ihr ist zu entnehmen, dass die
Anzahl der Hoechst-positiven Zellen 24h nach RV-Einzelinfektion mit 1 cp/c bei 156,4 Z/GF
(SD 134,7) und mit 10 cp/c bei 175,4 Z/GF (SD £39,8) lag. Nach einer Infektion mit einer
hoheren Viruskonzentration (10 cp/c) waren mehr Zellen nachweisbar als in der Zellkontrolle.
Nach Infektion mit 1 cp/c nahm die Zellzahl gegeniiber der Zellkontrolle ab. Insgesamt wich
die Gesamtzellzahl nach RV-Infektion in den drei untersuchten Zeitpunkten nicht wesentlich
von der Zellkontrolle ab. Eine &hnliche Beobachtung zeichnete sich auch nach PV-
Einzelinfektion ab. Nach Infektion mit 1 cp/c waren 148,9 Z/GF (SD £36,1) und bei 10 cp/c
174,6 Z/GF (SD %42,5) mit Hoechst angeférbt.

24h nach Doppelinfektion nahm mit ansteigendem Infektionstiter die Gesamtzellzahl ab. Bei
1 cp/c waren 172,7,8 Z/GF (SD £44,2) und bei 10 cp/c 161,3 Z/GF (SD £52,7) Zellen im
Gesichtsfeld des Mikroskops mit Hoechst angefarbt. Damit sank die Gesamtzellzahl nach

Doppelinfektion im Vergleich zur Einzelinfektion.

Eine vergleichbare Tendenz wurde auch 48h und 72h nach der Zellinfektion gemacht, denn
nach einer RV- und PV-Doppelinfektion mit 1 cp/c und 10 cp/c nahm die Gesamtzellzahl pro
Gesichtsfeld im Vergleich zur Zellkontrolle ab.

In Abbildung 13 werden die Auswertungen der PI und Hoechst doppelt interkalierten Zellen
24h, 48h und 72h nach Einzel- und Doppelinfektion mit RV und PV dargestellt. Diese kenn-

zeichnen sterbende Zellen.

Mit Ausnahme der Einzelinfektion mit PV 1 cp/c nahm mit Zunahme des Inkubationszeit-
raums nach Infektion der Anteil sterbender Zellen zu. Weiterhin wurden nach einer Doppelin-
fektion unabhéngig vom Infektionstiter ein hoherer Anteil sterbender Tumorzellen nachge-
wiesen als nach Einzelinfektion. Der fold change betrug 24h nach Doppelinfektion mit 1 cp/c
0,83 und mit 10 cp/c 1,28. Je langer die Infektion zuriicklag, desto mehr Zellen befanden sich
im Zellsterben sowohl nach RV-Einzelinfektion als auch Doppelinfektion mit RV und PV.
48h nach Doppelinfektion mit 1 cp/c und 10 cp/c war der Anteil sterbender Zellen in spater
Apoptose beziehungsweise Nekrose 2,7- und 4,9-mal so hoch wie in der Zellkontrolle. Der
Anteil der Hoechst und PI doppelt positiven Zellen nahm 48h nach RV-Infektion zu. Bei einer
Infektion mit 1 cp/c betrug der fold change 1,88 und bei 10 cp/c 3,42. Somit war eine
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konzentrations- und zeitabhingige Zunahme von Zellsterben zu beobachten. Der Anteil ster-
bender Zellen 48h nach RV- und PV-Doppelinfektion war hoher als nach jeweiliger Einzelin-
fektion. Der Anteil sterbender Tumorzellen nach PV-Infektion nahm geringfiigig zu. Er betrug
1,3 bei 1 cp/c und 1,2 bei 10 cp/c. 72h nach Doppelinfektion starben doppelt so viele Zellen
als nach RV-Einzelinfektion (1 cp/c = 2,1, 10 cp/c = 5,4).
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Abbildung 14: Auswertung der Hoechst-positiven Zellen pro Gesichtsfeld 24h, 48h und
72h nach Einzel- und Doppelinfektion mit RV, NDV und RV + NDV mit 1 cp/c und 10 cp/c
in immunhistologischer Fluoreszenz. Die aufgefiihrten Werte stellen die Mittelwerte und
Standardabweichungen von 17 Einzelwerten dar, die drei Durchfihrungen mit je 5-6 Ansatzen
entstammen.

Abbildung 14 stellt die immunfluoreszenzmikroskopische Auswertung der Hoechst-positiven
U373 Zellen nach Einzel- und Doppelinfektion mit RV und NDV dar. Eine RV-Infektion in
den untersuchten Zeitrdumen wirkte sich nicht wesentlich auf die Gesamtzellzahl aus. Sie
nahm lediglich nach Infektion mit 10 cp/c geringfiigig ab. Mit Zunahme des NDV-
Infektionstiters und spéteren Untersuchungszeitpunkt nahm die Gesamtzellzahl bei gleichzei-
tiger Zunahme sterbender Zellen ab. 24h nach Infektion mit 1 cp/c waren 146,4 Z/GF und
107,3 Z/GF nach Infektion mit 10 cp/c Hoechst positiv. Nach 48h waren 162,5 Z/GF bei 1
cp/c und 92,8 Z/GF bei 10 cp/c Hoechst positiv. Ein solcher Verlauf zeichnete sich auch nach
72h ab, da bei einer Viruskonzentration von 1 cp/c 185,1 Z/GF und bei 10 cp/c 63,6 Z/GF
nachweisbar waren. Im Vergleich zur Zellkontrolle und der Doppelinfektion war die Gesamt-

zellzahl nach NDV-Einzelinfektion zu allen Messzeitpunkten niedriger. 72h nach NDV-
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Infektion mit 10 cp/c betrug die Gesamtzellzahl 16,8 % (absolut: 63,6 Z/GF) des Werts der
Zellkontrolle. Die Gesamtzellzahl 72h nach NDV-Einzelinfektion mit 10 cp/c war geringfiligig

niedriger als nach Doppelinfektion.

Zu allen Messzeitpunkten nach Doppelinfektion war die Gesamtzellzahl niedriger als in der
Zellkontrolle. Bei 10 cp/c nahm die Gesamtzellzahl mit Zunahme des untersuchten Zeitraums
ab. Anders war dies nach Doppelinfektion mit 1 cp/c, da dort die Gesamtzellzahl in den spé-

teren Messzeitpunkten zunahm.
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Abbildung 15: Auswertung der Hoechst- und Pl doppelt positiven Zellen pro
Gesichtsfeld 24h, 48h und 72h nach Einzel- und Doppelinfektion mit RV, NDV und RV +
NDV mit 1 cp/c und 10 cp/c in immunhistologischer Fluoreszenz. Die aufgefiihrten Werte
stellen die Mittelwerte und Standardabweichungen von 17 Einzelwerten dar, die drei
Durchfiihrungen mit je 5-6 Ansatzen entstammen.

In Abbildung 15 wurde die Auswertung der Hoechst und PI doppelt positive Zellen 24h, 48h,
und 72h nach Einzel- und Doppelinfektion mit RV und NDV im Verhéltnis zu Hoechst posi-
tiven Zellen gesetzt und im fold change dargestellt. Dabei zeigte sich, dass RV und NDV
doppelt infizierte Zellen nach 24h starben und der Anteil sterbender Zellen zunahm, je linger
die Infektion zuriicklag und je hoher die Viruskonzentration war. Ab 48h nach RV-
Einzelinfektion konnten sterbende Zellen nachgewiesen werden. Nach 48h betrug der fold
change bei 1 cp/c 1,9 und bei 10 cp/c 3,4. Dieser Anteil nahm nach 72h mit einem fold change

von 2,1 bei einer 1 cp/c Viruskonzentration und bei 10 cp/c mit 5,4 zu. Einzeln mit NDV
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infizierte U373 Zellen starben nach einer Infektion mit 10 cp/c bereits nach 24h. Sowohl nach
48h als auch nach 72h nahm die Anzahl sterbender U373 Zellen zeitabhingig zu. 48h nach
Zellinfektion mit 1 cp/c betrug der fold change 7,2. Bei 10 cp/c verdoppelte er sich auf 14,7.
Nach 72h nahm die Anzahl Hoechst/PI doppelt positiver Zellen ab und betrug fiir 1 cp/c 4,5
und 10 cp/c 11,4. Damit war der Anteil sterbender Zellen nach NDV-Infektion am hochsten.

Nach Doppelinfektion starben zu allen drei Zeitpunkten mehr Zellen als nach Einzelinfektion.
72h nach Infektion mit 10 cp/c waren die meisten Zellen Hoechst/PI doppelt positiv, welches
sich in einem fold change von 28,3 manifestierte. In niedriger 1 cp/c Konzentration glich die
Anzahl Hoechst/PI positiver Zellen dem der Einzelinfektion mit 10 cp/c (= 11). Insgesamt
wurde nach RV- und NDV-Doppelinfektion quantitativ gesehen mehr und iiber einen lingeren

Zeitraum Zellsterben nachgewiesen als nach Einzelinfektion.
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Abbildung 16: Auswertung der Hoechst-positiven Zellen pro Gesichtsfeld 24h, 48h und
72h nach Einzel- und Doppelinfektion mit PV, NDV und PV + NDV mit 1 cp/c und 10 cp/c
in immunhistologischer Fluoreszenz. Die aufgefiihrten Werte stellen die Mittelwerte und
Standardabweichungen von 17 Einzelwerten dar, die drei Durchfihrungen mit je 5-6 Ansatzen
entstammen.

Nach U373 Doppelinfektion mit PV und NDV starben bereits zu einem fritheren Zeitpunkt
und quantitativ mehr Zellen als nach Einzelinfektion (Abbildung 16). Die Gesamtzellzahl war
nach 24h um fast die Hélfte (1 cp/c = 133 Z/GF, 10 cp/c = 111 Z/GF) zuriickgegangen. Im
Vergleich waren nach NDV-Einzelinfektion insgesamt weniger Zellen vorhanden als nach

Doppelinfektion mit PV und NDV. Unter Beriicksichtigung der hohen Anzahl der Hoechst
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positiven Zellen in der Kontrolle, war ein starkerer Abfall der Gesamtzellzahl zu verzeichnen
als nach NDV-Einzelinfektion. 72h nach Infektion mit 10 cp/c waren 72 Z/GF Hoechst positiv.

Dies entsprach einem Anteil von 12 % der Menge in der Zellkontrolle.
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Abbildung 17: Auswertung der Hoechst- und Pl doppelt positiven Zellen pro
Gesichtsfeld 24h, 48h und 72h nach Einzel- und Doppelinfektion mit PV, NDV und PV +
NDV mit 1 cp/c und 10 cp/c in immunhistologischer Fluoreszenz. Die aufgefiihrten Werte
stellen die Mittelwerte und Standardabweichungen von 17 Einzelwerten dar, die drei
Durchfiihrungen mit je 5-6 Ansatzen entstammen.

Abbildung 17 zeigt, dass nach Doppelinfektion im Verhéltnis mehr Zellen starben als nach
NDV-Einzelinfektion, wihrend die Gesamtzellzahl nach NDV-Einzelinfektion in den beo-
bachteten Zeitrdumen weiterhin geringfiigig niedriger war. Der Anteil sterbender Zellen nahm
dennoch bereits nach 24h konzentrationsabhéngig zu (1 cp/c = 2,5, 10 cp/c = 4,0). 48h nach
Doppelinfektion mit PV und NDV befanden sich in beiden Viruskonzentrationen mit einem
fold change von 16 fast gleich viele Zellen im Zellsterben. Nach 72h betrug der fold change
der sterbenden Zellen nach Infektion mit 10 cp/c 36, welches einem Dreifachen von dem nach

NDV-Einzelinfektion mit 10 cp/c entsprach.
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Abbildung 18: reprasentatives Beispiel einer Hoechst einzeln positiven, apoptotischen

Zelle nach Immunfluoreszenzfirbung. Dieses Beispiel entstammt einer NDV-
Einzelinfektion mit 1 cp/c nach 48h.

Nach der Auszdhlung der Hoechst positiven Zellen wurde der Anteil der apoptotischen Zellen
der Hoechst einzeln positiven Zellen anhand der apoptotischen Korper (Beispiel in Abbildung

18) manuell ausgezihlt. Diese erlaubte die Differenzierung apoptotischer Zellen.

74



Ergebnisse

—_

CcC

RV 1

RV 10
PV 1

PV 10

cC

RV + PV 1
RV + PV 10

EN0EDERC

24 48
Zeit [h]

—_

apoptotische Hoechst+ Zellen [%] @  apoptotische Hoechst+ Zellen [%] 2

CcC

RV 1

RV 10

NDV 1

NDV 10

CcC

RV + NDV 1
RV + NDV 10

EOCECDEED

Zeit [h]

—_

apoptotische Hoechst+ Zellen [%] O

CcC

PV 1

PV 10

NDV 1

NDV 10

cC

PV + NDV 1
PV + NDV 10

EO0EBOEREC

Zeit [h]

Abbildung 19:Auswertung der Hoechst einzeln positiven apoptotischen Zellen 24h, 48h
und 72h nach Einzel- und Doppelinfektion mit (A) RV, PV und RV + PV (B) RV, NDV, und
RV + NDV, (C) PV, NDV und PV + NDV mit 1 cp/c und 10 cp/c in immunhistologischer
Fluoreszenz. Die aufgefiihrten Werte stellen die Mittelwerte und Standardabweichungen von
17 Einzelwerten dar, die drei Durchfiihrungen mit je 5-6 Ansatzen entstammen.
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Abbildung 19 stellt die Ergebnisse dar, die keine relevanten noch signifikanten Anteile an
apoptotischen Zellen nachweisen lieB3. Der Anteil apoptotischer Zellen war insgesamt niedrig,
jedoch nach NDV-Einzelinfektion oder Kombination von NDV mit einem weiteren Virus am

hochsten.

Die Immunfluoreszenz bestitigte eine OV-vermittelte Zelltodinduktion und wies Zellsterben
nach. Dariiber hinaus wurden erste Hinweise iiber die Art des induzierten Zelltods gewonnen.
Zusammenfassend zeigte sich ein zeit- und viruskonzentrationsabhéngiges Zellsterben. Zu-
dem war der Anteil sterbender Zellen nach Doppelinfektion mit zunehmender Inkubationszeit

und zunehmender Viruskonzentration nicht signifikant hoher als nach Einzelinfektion.

Im néchsten Schritt diente die FACS-Analyse dazu, die Art des Zelltods ndher zu charakteri-

sieren.
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4.5 Untersuchung der Apoptose-, Nekroptose- und Nekrose-
rate nach OV-Infektion von U87
Die FACS-Analyse (fluorescence activated cell sorting) unter Verwendung von PI und An-
nexin-V diente zum Abgleich der ermittelten Zelltodarten in der Fluoreszenzmikroskopie mit
weiteren zelltodspezifischen Markern und die weiterfiihrende Ermittlung einer OV-
induzierten Nekroptose. Annexin-V bindet an Phosphatidylserin, welches apoptotische Zellen
auf der AuBenseite der noch intakten Zellmembran exprimieren. Es erfolgte eine Untersu-
chung der Apoptose-, Nekroptose- und Nekroserate 24h und 48h nach Einzel- und Doppelin-

fektion von U87 mit einem Virustiter von 10 cp/c.
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Abbildung 20: Auswertung der FACS-Analyse 24h nach Einzel- und Doppelinfektion
von U87 Zellen mit RV, PV und RV + PV. Es wurden 10.000 Zellen detektiert. Die Virus-
Konzentration betrug 1 cp/c oder 10 cp/c. Infektion mit zwei Viren erfolgte im Verhaltnis
0,5:0,5. Es wurden Annexin-V und Pl verwendet, um die Art des induzierten Zelltods nach
Virusinfektion zu charakterisieren. Die Standardabweichungen werden mitangegeben.

Die Ergebnisse der FACS-Analyse 24h nach Einzel- und Doppelinfektion von U87 Zellen mit
RV und PV mit 1 cp/c und 10 cp/c sind in Abbildung 20 dargestellt.

Nach RV-Einzelinfektion mit beiden Viruskonzentrationen wurden die U87 Zellen apopto-
tisch und nekroptotisch. Dieser Effekt verstirkte sich mit Zunahme der Viruskonzentration,
denn nach Infektion mit 1 cp/c betrug der fold change der apoptotischen Zellen 1,2 und bei 10
cp/c 1,3. Der Anteil nekroptotischer Zellen war geringfiigig hoher. Fiir 1 cp/c entsprach der
fold change 1,25 und fiir 10 cp/c 1,4. Lediglich nach Infektion mit hoherer Viruskonzentration
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(10 cp/c) konnte der Nekrose-Zelltod nachgewiesen werden (Annexin-V -/PI +). Nach PV-
Infektion der U87 Zellen nekrotisierten sie mit einem fold change von 1,2 in beiden Viruskon-
zentrationen. Nach Infektion mit einem Virustiter von 1 cp/c wurden weiterhin apoptotische
(1,1) und nekroptotische (1,3) Zellen im 24h Beobachtungszeitraum detektiert, wobei der nek-

roptotische Anteil liberwog.

Infizierte man U87 Zellen doppelt mit RV und PV, so konnte nach 24h keine Apoptose nach-
gewiesen werden. Stattdessen waren die Zellen vorrangig nekroptotisch. Mit Zunahme der
Viruskonzentration nahm der fold change nekroptotischer Zellen von 1,2 (1 cp/c) auf 1,3 zu.

Dariiber hinaus wurden U87 Zellen nach Infektion mit 10 cp/c auch nekrotisch (1,4).
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Abbildung 21: Auswertung der FACS-Analyse 48h nach Einzel- und Doppelinfektion
von U87 Zellen mit RV, PV und RV + PV. Es wurden 10.000 Zellen detektiert. Die Virus-
Konzentration betrug 1 cp/c oder 10 cp/c. Infektion mit zwei Viren erfolgte im Verhaltnis
0,5:0,5. Es wurden Annexin-V und Pl verwendet, um die Art des induzierten Zelltods nach
Virusinfektion zu charakterisieren. Die Standardabweichungen werden mitangegeben.

Die Ergebnisse der FACS-Analyse 48h nach Einzel- und Doppelinfektion mit RV und PV
wird in Abbildung 21 dargestellt. 48h nach RV-Einzelinfektion wurde mit einem fold change
von 1,1 weiterhin geringfiigig Apoptose nachgewiesen. In hoher Viruskonzentration (10 cp/c)
nekroptotisierten die U87 Zellen in einem vergleichbaren Ausmal} wie nach 24h (1,4). Zudem
waren weniger Zellen nekrotisch (PI +) als in der Zellkontrolle. Mit PV (10 cp/c) infizierte
U87 Zellen waren nach 48h nekroptotisch (Annexin-V +/PI + = 1,2) und deutlich nekrotisch

(PI+=1,5). Bei niedriger Viruskonzentration (1 cp/c) zeigte sich dies nicht.
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Zusammenfassend lieBen sich 48h nach Doppelinfektion mit einem Virustiter von 10 cp/c am
meisten nekroptotische Zellen (1,4) nachweisen. Die Apoptoserate der U87 war geringfiigig
hoher als nach Einzelinfektion (1,2). Zusétzlich war die Nekroserate hoher als nach RV- und
PV-Einzelinfektion mit 1 cp/c. Lediglich die Nekroserate nach RV- und PV-Doppelinfektion
mit 1 cp/c war hoher als nach PV-Einzelinfektion mit beiden Virustitern (1,6). 48h nach Dop-

pelinfektion waren mit Zunahme des RV- und PV-Infektionstiters weniger Zellen nekrotisch.
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Abbildung 22: Auswertung der FACS-Analyse 24h nach Einzel- und Doppelinfektion
von U87 Zellen mit RV, NDV und RV + NDV. Es wurden 10.000 Zellen detektiert. Die
Viruskonzentration betrug 1 cp/c oder 10 cp/c. Infektion mit zwei Viren erfolgte im Verhaltnis
0,5:0,5. Es wurden Annexin-V und Pl verwendet, um die Art des induzierten Zelltods nach
Virusinfektion zu charakterisieren. Die Standardabweichungen werden mitangegeben.

24h nach NDV-Infektion dominierte der Anteil nekroptotischer U87 Zellen (Abbildung 22).
Nach Infektion mit 1 cp/c betrug der fold change 2 und stieg mit einer Infektion in einer ho-
heren Viruskonzentration auf 2,2 an. Zusitzlich wurden apoptotische Zellen nach Infektion
mit 1 cp/c (= 1,5) und 10 cp/c (= 1,6) nachgewiesen. Nach Doppelinfektion mit RV und NDV
waren U87 Zellen vermehrt nekroptotisch als auch apoptotisch als nach RV-Einzelinfektion.
U87 Zellen nekrotisierten nur bei einem Virustiter von 1 cp/c. Die Aktivitdt nach Infektion
mit 10 cp/c war niedriger als in der Zellkontrolle. Nach RV- und NDV-Doppelinfektion mit
beiden Viruskonzentrationen konnten nekroptotische, nekrotische und apoptotische Zellen
nachgewiesen werden. Der Anteil nekroptotischer Zellen war am hochsten und der Anteil

apoptotischer Zellen am niedrigsten. Bei einer Infektion mit 10 cp/c leiteten die meisten Zellen
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den Zelltod durch Nekroptose (2,1) ein. Nach Infektion mit einer Viruskonzentration von 1

cp/c betrug die Rate 1,7.
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Abbildung 23: Auswertung der FACS-Analyse 48h nach Einzel- und Doppelinfektion
von U87 Zellen mit RV, NDV und RV + NDV. Es wurden 10.000 Zellen detektiert. Die Virus-
Konzentration betrug 1 cp/c oder 10 cp/c. Infektion mit zwei Viren erfolgte im Verhaltnis
0,5:0,5. Es wurden Annexin-V und Pl verwendet, um die Art des induzierten Zelltods nach
Virusinfektion zu charakterisieren. Die Standardabweichungen werden mitangegeben.

In Abbildung 23 sind die Ergebnisse der FACS-Durchflusszytometrie mit RV und NDV in
Einzel- und Doppelinfektion nach 48h dargestellt. Mit einem fold change von 2,5 fiir 10 cp/c
und 2,2 fiir 1 cp/c waren die meisten Zellen nach NDV-Einzelinfektion nekroptotisch. Den
zweitgrofiten Anteil nahmen die apoptotischen Zellen mit einer Rate von 1,4 fiir 10 und 1 cp/c.
Es konnte keine erhohte Nekrose-Aktivitit nachgewiesen werden. Nach Doppelinfektion mit
RV und NDV leiteten die Zellen auch Nekroptose ein. Es fiel auf, dass 48h nach Doppelin-
fektion mit 1 cp/c mit 2,1 eine hohere Nekroptose-Aktivitét vorlag als nach einer Infektion mit
10 cp/c. Weiterhin konnte nach Infektion mit beiden Viruskonzentrationen eine gleichwertige
Apoptose-Aktivitidt nachgewiesen werden. Die Nekrose-Aktivitit der Doppelinfektion unter-
schied sich bei 1 cp/c nicht von der Zellkontrolle. Alle anderen Infektionen besallen eine nied-

rigere Nekrose-Aktivitit.
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Abbildung 24: Auswertung der FACS-Analyse 24h nach Einzel- und Doppelinfektion
von U87 Zellen mit PV, NDV und PV + NDV. Es wurden 10.000 Zellen detektiert. Die Virus-
Konzentration betrug 1 cp/c oder 10 cp/c. Infektion mit zwei Viren erfolgte im Verhaltnis
0,5:0,5. Es wurden Annexin-V und Pl verwendet, um die Art des induzierten Zelltods nach
Virusinfektion zu charakterisieren. Die Standardabweichungen werden mitangegeben.
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Abbildung 25: Auswertung der FACS-Analyse 48h nach Einzel- und Doppelinfektion
von U87 Zellen mit PV, NDV und PV + NDV. Es wurden 10.000 Zellen detektiert. Die Virus-
Konzentration betrug 1 cp/c oder 10 cp/c. Infektion mit zwei Viren erfolgte im Verhaltnis
0,5:0,5. Es wurden Annexin-V und Pl verwendet, um die Art des induzierten Zelltods nach
Virusinfektion zu charakterisieren. Die Standardabweichungen werden mitangegeben.

In Abbildung 24 sind die Ergebnisse der FACS-Durchflusszytometrie der U87 Zellen 24h
nach Einzel- und Doppelinfektion mit PV und NDV dargestellt. Ihr ist zu entnehmen, dass
U87 Zellen nach Doppelinfektion alle drei untersuchten Arten des Zelltods eingingen. Dabei
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war der nekroptotische Anteil am hochsten. Nach Infektion mit 10 cp/c betrug die Nekroptose-
Rate 2,2 und bei 1 cp/c 2. Bei 1 cp/c nekrotisierten mit einer Aktivitidt von 1,6 geringfiigig
mehr Zellen als bei 10 cp/c (= 1,5). Nach Doppelinfektion wurden die wenigsten Zellen
apoptotisch (1 cp/c =1,3; 10 cp/c = 1,4).

48h nach Doppelinfektion waren die doppelt infizierten Zellen hauptséchlich nekroptotisch
(Abbildung 25). Denn bei einer OV-Infektion mit 1 cp/c war die Aktivitit (2,1) hoher als mit
10 cp/c (= 1,8). Mit einer Aktivitdt von 0,8 (1 cp/c) bzw. 0,7 (10 cp/c) befanden sich nach
Doppelinfektion weniger Zellen in Apoptose als in der Zellkontrolle. Mit zunehmender Virus-

konzentration sank die Rate weiter ab.

Nach RV- und PV-Einzelinfektion wurde primir Apoptose nachgewiesen, wihrend die Tu-
morzellen nach Doppelinfektion primér nekrotisierten. Die gleiche Beobachtung zeigte sich

fiir die Doppelinfektion von RV mit NDV und PV mit NDV.

Zusammengefasst konnte in der FACS-Analyse nach Doppelinfektion keine gegeniiber der
Einzelinfektion vermehrte Zelltodaktivitét nachgewiesen werden. Die ermittelten Zelltode
nach Doppelinfektion unterschieden sich von denen nach Einzelinfektion, denn nach Dop-
pelinfektion wurde der Zelltod hauptsédchlich mittels Nekrose und Nekroptose induziert. Die
Glioblastomzellen starben nach RV-und NDV- sowie PV-und NDV-Doppelinfektion im zeit-
lichen Verlauf hauptsédchlich durch Nekroptose und zu einem geringeren Anteil durch
Apoptose, wihrend 24h nach Infektion der Zelltod primér durch Nekroptose und Nekrose ein-
geleitet wurde. Anhand der FACS-Analyse konnte das in der Immunfluoreszenz nachgewie-

sene Zellsterben auf das Vorliegen von Nekroptose und Apoptose zuriickgefiihrt werden.
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4.6 Elektrophoretischer Nachweis der Caspase-3/7 zur Er-
mittlung von Infektionszeitpunkten

(A) Kontrollbande b-Aktin

(B) Caspase-3-Bande

Abbildung 26: Darstellung der (A) b-Aktin Kontrollbande und (B) Caspase-3-Bande im
Western Blot nach Einzelinfektion mit NDV 10 cp/c. Die beta-Aktin-Kontrollbanden sind
unterschiedlich stark, sodass keine valide Aussage Uiber den Zeitpunkt getroffen werden kann,
an dem die Caspase-3 im Rahmen der Apoptose nachweisbar ist.

Der Western Blot verfolgte das Ziel mittels einer kosteneffektiven Labormethode die Zeit-
punkte der Caspase-3/7-Expression als Indikator der Apoptose-Einleitung nach OV-Infektion
mit 10 cp/c fiir den anschlieBenden CaspaseGlo-3/7 Luciferase-Versuch zu ermitteln. Auf-
grund unterschiedlich intensiv geférbter Proteinbanden in der Proteinkontrolle (Haushaltsgen,
siche Abbildung 26) konnte eine verldssliche Auswertung nicht erfolgen, sodass eine empiri-
sche Bestimmung der Inkubationszeiten anhand der gegenwiértig verfiigbaren Literatur er-

folgte.
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4.7 Intrazellularer Nachweis der Caspase-Aktivitat als Zei-
chen der Apoptose-Induktion nach OV-Infektion von
U87

In den vorangegangenen Experimenten konnte die Einleitung des Zelltods durch OV aus ver-

schiedenen Perspektiven untersucht und entsprechende und Erkenntnisse {iber die Art des Zell-

tods nach OV-Infektion gewonnen werden. Nun diente der CaspaseGlo-3/7-Assay dazu, die
spezifische Aktivitit und den Nachweiszeitpunkt der Effektor-Caspasen-3 und -7 als Indikator
der Apoptose 4h, 8h und 24h nach OV-Infektion zu charakterisieren und zu quantifizieren.

Die Viren wurden fiir die Doppelinfektion im Verhéltnis 0,5:0,5 auf die Zellen gegeben.
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Abbildung 27: Analyse der Caspase-3/7-Aktivitat 4h nach Einzel- und Doppelinfektion
mit RV, PV und RV + PV in Lumineszenz. Viruskopien pro Zelle: 10 cp/c, 20.000 c/well. n =
3 mit je 3-4 Ansatzen. Die Doppelinfektion erfolgte im Verhaltnis 0,5:0,5. Die Balken stellen
die ermittelten Standardabweichungen dar. Die Berechnung der Signifikanzen erfolgte durch
einen Kruskal-Wallis-Test. Die Signifikanzen sind mit einem Stern gekennzeichnet und
beziehen sich, wenn nicht anders angegeben auf die CC. *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001,
****p < 0,0001.
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Abbildung 28: Analyse der Caspase-3/7-Aktivitat 8h nach Einzel- und Doppelinfektion
mit RV, PV und RV + PV in Lumineszenz. Viruskopien pro Zelle: 10 cp/c, 20.000 c/well. n =
3 mit je 3-4 Ansatzen. Die Doppelinfektion erfolgte im Verhaltnis 0,5:0,5. Die Balken stellen
die ermittelten Standardabweichungen dar. Die Berechnung der Signifikanzen erfolgte durch
einen Kruskal-Wallis-Test. Die Signifikanzen sind mit einem Stern gekennzeichnet und
beziehen sich, wenn nicht anders angegeben auf die CC. Kruskal-Wallis-Test *p < 0,05, **p <
0,01, **p < 0,001, ****p < 0,0001.
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Abbildung 29: Analyse der Caspase-3/7-Aktivitat 24h nach Einzel- und Doppelinfektion
mit RV, PV und RV + PV in Lumineszenz. Viruskopien pro Zelle: 10 cp/c, 20.000 c/well. n =
3 mit je 3-4 Ansatzen. Die Doppelinfektion erfolgte im Verhaltnis 0,5:0,5. Die Balken stellen
die ermittelten Standardabweichungen dar. Die Berechnung der Signifikanzen erfolgte durch
einen Kruskal-Wallis-Test. Die Signifikanzen sind mit einem Stern gekennzeichnet und
beziehen sich, wenn nicht anders angegeben auf die CC. Kruskal-Wallis-Test *p < 0,05, **p <
0,01, **p < 0,001, ****p < 0,0001.
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In den Abbildungen 27, 28 und 29 sind die Ergebnisse der Einzel- und Doppelinfektion mit
RV und PV im zeitlichen Vergleich dargestellt.

Bereits nach 4h exprimierten die infizierten U87 Zellen die Effektorcaspasen-3/7 und indu-
zierten Apoptose (Abbildung 27). Die hochste und statistisch signifikante Aktivitit wurde
nach 4h nach RV-Einzelinfektion (= 2,3) gemessen (p-Wert = 0,0004). Die zweithdchste
Caspase-Aktivitit wurde nach Doppelinfektion mit RV und PV mit einem fold change von 2,0
nachgewiesen (p-Wert = 0,0018). Nach PV-Einzelinfektion konnten zu allen Zeitpunkten eine
geringe und nicht signifikante Apoptose-Aktivitit nachgewiesen werden, die ihr Maximum
nach 8h mit 1,7 erreichte und nach 4h bei 1,5 lag. 8h nach RV-Einzelinfektion wurden mehr
Zellen apoptotisch als vorher, welches sich in einer hoheren Caspase-Rate von 2,8 (p-Wert =
0,00549) zeigte (Abbildung 28). Zu diesem Messzeitpunkt war die Apoptose-Aktivitdt unter

allen drei Messzeitpunkten am hochsten.

Die Caspase-Aktivitdt der Doppelinfektion mit RV und PV war nach 8h mit 2,5 geringfiigig
niedriger (Abbildung 28). Folglich waren mehr Zellen 8h nach RV-Infektion apoptotisch als
nach Doppelinfektion mit RV und PV. Die Apoptose-Aktivitit unterschied sich allerdings
nicht signifikant voneinander (p-Wert = >0,99). 24h nach RV- und PV-Doppelinfektion war
die hochste Caspase-Aktivitit nachweisbar (= 4,6), wihrend die Caspase-Aktivitit der RV-
Einzelinfektion auf 2,3 sank. RV und PV doppelt infizierte Zellen wiesen nach 24h im Ver-
gleich zu den RV- und PV-Einzelinfektionen in allen beobachteten Zeitpunkten die hdchste
Apoptose-Aktivitit auf. Die Caspase-Aktivitidt der RV und PV doppelt infizierten Zellen war
nach 24h statistisch signifikant hoher als die Aktivitit nach PV Einzelinfektion (p-Wert =
0,0298). Die Caspase-Aktivitit der RV und PV einzeln infizierten U87 Zellen nahm nach 24h
ab. Die Caspase-Aktivitdt nach RV-Infektion betrug 2,3 und nahm den gleichen Wert wie
schon nach 4h ein. PV infizierte Zellen waren nach 24h nicht apoptotisch (Abbildung 29).
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Abbildung 30: Analyse der Caspase-3/7-Aktivitat 4h nach Einzel- und Doppelinfektion
mit RV, NDV und RV + NDV in Lumineszenz. Viruskopien pro Zelle: 10 cp/c, 20.000 c/well.
n = 3 mit je 3-4 Ansatzen. Die Doppelinfektion erfolgte im Verhaltnis 0,5:0,5. Die Balken stellen
die ermittelten Standardabweichungen dar. Die Berechnung der Signifikanzen erfolgte durch
einen Kruskal-Wallis-Test. Die Signifikanzen sind mit einem Stern gekennzeichnet und
beziehen sich, wenn nicht anders angegeben auf die CC. Kruskal-Wallis-Test *p < 0,05, **p <
0,01, **p < 0,001, ****p < 0,0001.
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Abbildung 31: Analyse der Caspase-3/7-Aktivitat 8h nach Einzel- und Doppelinfektion
mit RV, NDV und RV + NDV in Lumineszenz. Viruskopien pro Zelle: 10 cp/c, 20.000 c/well.
n = 3 mit je 3-4 Ansatzen. Die Doppelinfektion erfolgte im Verhaltnis 0,5:0,5. Die Balken stellen
die ermittelten Standardabweichungen dar. Die Berechnung der Signifikanzen erfolgte durch
einen Kruskal-Wallis-Test. Die Signifikanzen sind mit einem Stern gekennzeichnet und
beziehen sich, wenn nicht anders angegeben auf die CC. Kruskal-Wallis-Test *p < 0,05, **p <
0,01, **p < 0,001, ****p < 0,0001.
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Abbildung 32: Analyse der Caspase-3/7-Aktivitat 24h nach Einzel- und Doppelinfektion
mit RV, NDV und RV + NDV in Lumineszenz. Viruskopien pro Zelle: 10 cp/c, 20.000 c/well.
n = 3 mit je 3-4 Ansatzen. Die Doppelinfektion erfolgte im Verhaltnis 0,5:0,5. Die Balken stellen
die ermittelten Standardabweichungen dar. Die Berechnung der Signifikanzen erfolgte durch
einen Kruskal-Wallis-Test. Die Signifikanzen sind mit einem Stern gekennzeichnet und
beziehen sich, wenn nicht anders angegeben auf die CC. Kruskal-Wallis-Test *p < 0,05, **p <
0,01, **p < 0,001, ****p < 0,0001.

In den Abbildungen 30, 31 und 32 werden die Ergebnisse der Einzel- und Doppelinfektion mit
RV und NDV im zeitlichen Vergleich dargestellt. Die Caspase-Aktivitit betrug 4h nach NDV-
Einzel- (p-Wert = 0,0042) und RV- und NDV-Doppelinfektion 3,7 (p-Wert = 0,0075, Abbil-
dung 30). 8h nach NDV-Einzelinfektion war die Caspase-Aktivitdt hoher als nach RV Einzel-
und RV-und NDV-Doppelinfektion (Abbildung 31). Die Caspase-Aktivitit lag bei 5, die nach
Doppelinfektion bei 3,7. Dies war jedoch nicht statistisch signifikant im Vergleich zu den
anderen Infektionsmodi, jedoch waren im Vergleich zur Kontrolle signifikant mehr Zellen
apoptotisch (p-Wert = 0,0339). Obwohl die Caspase-Aktivitit der RV einzeln infizierten Zel-
len nach 8h am hochsten war (= 2,8), war diese im Vergleich niedriger als nach NDV-Einzel-
und RV- und NDV-Doppelinfektion. 24h nach NDV-Einzelinfektion erreichte die Caspase-
Aktivitit ihr Maximum mit einer Aktivitdt von 7,9 (p-Wert = 0,0002, Abbildung 32). Auch
die Caspase-Aktivitit der doppelt infizierten Zellen erreichte 24h nach Infektion ihr Maximum
bei 4,7 und war im Vergleich zur Zellkontrolle statistisch nicht signifikant (p-Wert = 0,0687).
NDV infizierte Zellen wiesen in allen beobachteten Zeitrdumen eine hohere Apoptose-Akti-

vitét auf als RV einzeln und RV und NDV doppelt infizierte Zellen. Nach Zugabe von NDV
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zu RV fiir die Doppelinfektion war die Caspase-Aktivitdt an allen Zeitpunkten hoher als nach
RV-Einzelinfektion. Jedoch waren nach RV- und NDV- Doppelinfektion weniger U87 Zellen
apoptotisch als nach NDV-Einzelinfektion. Insgesamt war die Caspase-Aktivitdt nach Dop-
pelinfektion hdher als nach RV-, jedoch niedriger als nach NDV-Einzelinfektion.
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Abbildung 33: Analyse der Caspase-3/7-Aktivitat 4h nach Einzel- und Doppelinfektion
mit PV, NDV und PV + NDV in Lumineszenz. Viruskopien pro Zelle: 10 cp/c, 20.000 c/well.
n = 3 mit je 3-4 Ansatzen. Die Doppelinfektion erfolgte im Verhaltnis 0,5:0,5. Die Balken stellen
die ermittelten Standardabweichungen dar. Die Berechnung der Signifikanzen erfolgte durch
einen Kruskal-Wallis-Test. Die Signifikanzen sind mit einem Stern gekennzeichnet und
beziehen sich, wenn nicht anders angegeben auf die CC. Kruskal-Wallis-Test *p < 0,05, **p <
0,01, **p < 0,001, ****p < 0,0001.
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Abbildung 34: Analyse der Caspase-3/7-Aktivitat 8h nach Einzel- und Doppelinfektion
mit PV, NDV und PV + NDV in Lumineszenz. Viruskopien pro Zelle: 10 cp/c, 20.000 c/well.
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n = 3 mit je 3-4 Ansatzen. Die Doppelinfektion erfolgte im Verhaltnis 0,5:0,5. Die Balken stellen
die ermittelten Standardabweichungen dar. Die Berechnung der Signifikanzen erfolgte durch
einen Kruskal-Wallis-Test. Die Signifikanzen sind mit einem Stern gekennzeichnet und
beziehen sich, wenn nicht anders angegeben auf die CC. *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001,
****p < 0,0001.
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Abbildung 35: Analyse der Caspase-3/7-Aktivitat 24h nach Einzel- und Doppelinfektion
mit PV, NDV und PV + NDV in Lumineszenz. Viruskopien pro Zelle: 10 cp/c, 20.000 c/well.
n = 3 mit je 3-4 Ansatzen. Die Doppelinfektion erfolgte im Verhaltnis 0,5:0,5. Die Balken stellen
die ermittelten Standardabweichungen dar. Die Berechnung der Signifikanzen erfolgte durch
einen Kruskal-Wallis-Test. Die Signifikanzen sind mit einem Stern gekennzeichnet und
beziehen sich, wenn nicht anders angegeben auf die CC. Kruskal-Wallis-Test *p < 0,05, **p <
0,01, **p < 0,001, ****p < 0,0001.

Die Abbildungen 33, 34 und 35 stellen die Ergebnisse der Einzel- und Doppelinfektionen von
PV und NDV im zeitlichen Vergleich dar. Je langer die Doppelinfektion zuriicklag, desto ho-
her war die Caspase-Aktivitdt. 4h und 8h nach PV- und NDV-Doppelinfektion wurde die
Apoptose durch Nachweis einer erhohten Caspase-Aktivitdt nachgewiesen. Die Caspase-Ak-
tivitdt lag nach 4h bei 2,6 (p-Wert = 0,1478) und stieg nach 8h auf 3,3 an (p-Wert = 0,6156,
siche Abbildungen 33 und 34). Zwar war sie hoher als nach PV-Einzelinfektion, jedoch nied-
riger als nach NDV-Einzelinfektion. Zum 24h Untersuchungszeitpunkt wurde mit einer
Caspase-Aktivitit von 8,8 die hochste Apoptose-Aktivitit nach PV- und NDV-
Doppelinfektion nachgewiesen. Diese war nicht statistisch signifikant hoher als nach NDV-
oder PV-Einzelinfektionen (Abbildung 35). Es deutet dennoch einen synergistischen apopto-
tischen Effekt durch eine PV- und NDV-Doppelinfektion an. 24h nach NDV-Einzelinfektion
waren signifikant mehr Zellen apoptotisch als nach PV-Einzelinfektion (p-Wert = 0,0035).
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Abbildung 36: Darstellung der Caspase-3/7-Aktivitat 4h, 8h und 24h nach Einzel- und
Doppelinfektion mit (A) RV, PV und RV + PV (B) RV, NDV und RV + NDV und (C) PV, NDV
und PV + NDV in Lumineszenz. Viruskopien pro Zelle: 10 cp/c, 20.000 c/well. n = 3 mit je 3-
4 Ansatzen. Die Doppelinfektion erfolgte im Verhaltnis 0,5:0,5. Die Balken stellen die
ermittelten Standardabweichungen dar. Die Berechnung der Signifikanzen erfolgte durch
einen Kruskal-Wallis-Test. Die Signifikanzen sind mit einem Stern gekennzeichnet und
beziehen sich, wenn nicht anders angegeben auf die CC. Kruskal-Wallis-Test *p < 0,05, **p <
0,01, **p < 0,001, ****p < 0,0001.
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Abbildung 37: Darstellung der Caspase-3/7-Aktivitat (A) 4h, (B) 8h und (C) 24h nach
Einzel- und Doppelinfektion mit RV, PV, NDV, RV + PV, RV + NDV und PV + NDV in
Lumineszenz. Viruskopien pro Zelle: 10 cp/c, 20.000 c/well. n = 3 mit je 3-4 Ansatzen. Die
Doppelinfektion erfolgte im Verhaltnis 0,5:0,5. Die Balken stellen die ermittelten
Standardabweichungen dar. Die Signifikanzen sind mit einem Stern gekennzeichnet und
beziehen sich, wenn nicht anders angegeben auf die CC. Kruskal-Wallis-Test *p < 0,05, **p <
0,01, ***p < 0,001, ****p < 0,0001.

Nach OV-Infektion lag die hochste Caspase-Aktivitdt 24h nach einer Doppelinfektion mit PV
und NDV vor (p-Wert = 0,5414). Darauf folgte die NDV-Einzelinfektion zum selben Zeit-
punkt mit einer Rate von 7,9 (p-Wert = 0,0027, Abbildung 36). Nach Doppelinfektion mit RV
und PV sowie RV und NDV wurde nach 24h eine fast identische Caspase-Aktivitit nachge-
wiesen. Nach Doppelinfektion exprimierten die U87 Zellen zu jedem Zeitpunkt eine erhohte
Effektorcaspase-Aktivitdt (>4,6). Zusétzlich war ein synergistischer Effekt nach RV-und PV-
Doppelinfektion zu beobachten. Die Rate betrug 4,6, wihrend sie nach Einzelinfektion mit

RV bei 2,3 und nach Einzelinfektion mit PV bei 0,9 lag. NDV infizierte Zellen leiteten nach
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8h mehr Apoptose (fold change = 5) als die Doppelinfektionen mit RV und NDV (3,7) sowie
mit PV und NDV (3,3) ein. Sobald NDV an einer Doppelinfektion beteiligt war, wurde stirker
Apoptose induziert als nach alleiniger Gabe von RV oder PV (Abbildung 37). Die Caspase-
Aktivitdten nach NDV-Einzelinfektion und Doppelinfektion mit RV unterschieden sich nicht

voneinander (3,7).

AbschlieBend bestitigten die Ergebnisse des CaspaseGlo-3/7 Assays die in der FACS-
Durchflusszytometrie beobachtete OV-induzierte Apoptose. Weiterhin konnte sie der
Caspase-abhingigen Apoptose-Induktion zugeordnet werden. Je nach Viruskombination er-
reichten die doppelt infizierten Zellen zu unterschiedlichen Zeitpunkten die maximale
Caspase-Aktivitit zu unterschiedlichen Zeitpunkten — die RV- und PV-Doppelinfektion nach
4h, die PV- und NDV-Doppelinfektion nach 8h und die RV- und NDV-Doppelinfektion nach
24h.
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4.8 Zusammenfassung der Ergebnisse des Promotionsprojekts

In Tabelle 7 sind die Ergebnisse des Promotionsprojekts tabellarisch zusammengefasst.

Tabelle 7: tabellarische Zusammenfassung der Ergebnisse des Promotionsprojekts

Methoden
Virus MTT US87 72h IF U87 24h u. 48h. | MTT U373 72h IF U373 24h u. 48h | FACS U87 72h CaspaseGlo-3/7 4h, 8h, 24h
Einzelinfek- Ab 100 cp/c ausge- Zellen verklumpten | Ausgeprigter zytoto- Zunahme der untersuchten Zell- | Nachweis Caspase-abhingi-
tion (EI) pragter zytotoxischer xischer Effekt nur bei todarten bei ldangerer Inkubati- | ger Apoptose
Effekt NDV 100 cp/c nach- onszeit
weisbar
RV Onkolyse nachweis- Onkolyse nachweis- | Zellsterben ab 48h | Nekroptose in beiden Untersu- | Zu allen Untersuchungszeit-
bar bar Inkubation insbe- | chungszeitpunkten, = Apoptose | punkten nachweisbar, Maxi-
sondere bei 10 cp/c | insbes. nach 24h, geringfiigig | mum nach 8h
nachweisbar Nekrose bei 10 cp/c nach 24h
PV Onkolyse nachweis- Onkolyse, nachweis- | Zellsterben erst ab | Primir Nekrose und Nekroptose | Geringfiligige und niedrigste
bar, schwiéchste EI bar, schwiéchste EI 72h Inkubation bei | nach 24h mit Zunahme nach Caspase-Aktivitét
10 cp/c nachweis- 48h, Nekrose-Aktivitat am
bar hdchsten
NDV Onkolyse nachweis- Ausgepragte Onko- Viruskonzentrati- Hochste Nekroptose-und Zunahme der Caspase-Akti-
bar, stirkste EI lyse nur nach NDV- | ons- und zeitabhén- | Apoptose-Aktivitit zu allen un- | vitdt mit Zunahme des Inku-

Infektion nachweis-

bar

gige Abnahme der

Gesamtzellzahl, bei

tersuchten Zeitpunkten

bationszeitraumes,
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1 cp/c verminderte
Zunahme der Ge-
samtzellzahl im
Vergleich zu den
anderen Infektiosn-
modi, Hoechst-po-
sitive Zellen nach
DI geringfiigig ho-
her als nach EI

Nekroptose-Zelltod dominiert.
Nach 24h Nekrose nachweisbar

Maximum bei 24h, hochste
Aktivitat unter allen Els

Doppelinfek-
tion (DI)

DI hat einen stirke-
ren onkolytischen

Effekt als EI

Zelllinienspezifischer
und konzentrations-
abhéngiger onkolyti-
sche Wirksamkeit
nachgewiesen; kom-
biniert man einen
schwach onkolyti-
schen Virus mit ei-
nem stark onkolyti-
schen Virus, so ist
ein starkerer onkolyt-
ischer Effekt nach-
weisbar als nach al-

leiniger Gabe des

Nach DI waren in
allen untersuchten
Zeitraumen weni-
ger Hoechst+-Zel-
len als nach Ein-
zelinfektion; kon-
zentrationsabhén-
gige Zunahme der
Hoechst-/PI- dop-
pelt positiven Zel-
len; je langer der
Inkubationszeit-
raum und die Vi-

ruskonzentration,

Nach DI Zunahme von nekrop-
totischen und ggf. nekrotischen
Zelltod; abhéngig vom Untersu-
chungszeitpunkten konnen die
dominierenden Zelltodarten va-

rileren
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schwach onkolyti-

schen Virus

desto mehr Zell-
sterben wurde
nachgewiesen.
GroBtes Zellsterben
nach RV+NDV-
und PV+NDV-DI

RV + PV DI stérker als EI DI stérker als PV-EI | Deutliches virus- Nach 24h Nekrose und Nekrop- | Caspase-Aktivitdt nimmt mit
konzentrations- und | tose bei 10 cp/c nachweisbar; langerer Inkubationszeit zu.
inkubationszeitab- | Zunahme nach 48h mit zusétzli- | Nach 24h hochste Caspase-
héngiges Zellster- cher Apoptose Aktivitit.
ben nachweisbar,
mehr Zellsterben
als nach RV-und
PV-EI

RV + NDV DI stirker als EI NDV signifikant DI verursacht mehr | Bei 10 cp/c und nach 24h domi- | Hochste Caspase-Aktivitat

stiarker, DI stérker als

RV EI

Zellsterben als
NDV-EI bei in
etwa gleichwertiger
Anzahl Hoechst-
positiver Zellen,
grofites Zellsterben
bei 10 cp/c. Zell-

sterben bei 1 cp/c

niert die Nekroptoseaktivitit, zu-
sdtzlich Nekrose nachweisbar.
Nach 48h hauptsichlich Nekrop-
toseaktivitit, die geringfiigig
niedriger als nach NDV-EI ist.
Nachweisbare niedrige

Apoptose-Aktivitat

nach 8h, Aktivitdten gering-
fiigig niedriger als NDV EL
Hohere Caspase-Aktivitit als
nach RV-EL

96




Ergebnisse

dquivalent zu

NDV-EI 10 cp/c

PV + NDV

DI stirker als EI

DI stirker als PV-EI

Gesamtzellzahl
dquivalent zu
NDV-EI Fold
change sterbender
Zellen nach DI ho-
her als nach EI bei
langerer Inkubati-
onszeit und hdherer

Viruskonzentration.

Nach 24h dominiert Nekroptose-
Zelltod, zusétzlich Nekrose- und
Apoptoseaktivitit, Nekroseakti-
vitdt hoher als nach Einzelinfek-
tion. Nach 48h hauptsichlich
Nekroptose

Hochste Caspase-Aktivitit
unter allen Infektionen nach
24h. zweithochste Aktivitit
nach 4h und 8h im Vergleich

mit anderen DIs.
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5 Diskussion

5.1 Kombinationstherapie von OV mit anderen antitumora-
len Therapiemethoden

In den vergangenen Jahren konnten Erfolge bei der préklinischen und klinischen Anwendung

der OV beim GBM verzeichnet werden (RIUS-ROCABERT et al., 2020). Eine vollstdndige

Tumorregression zur kurativen Therapie blieb jedoch bisher aus und eine Verlédngerung der

Uberlebenszeit konnte lediglich in einzelnen Fillen erzielt werden (GESUNDHEIT et al.,

2020).

Fiir die Entstehung der intra- und intertumorale Heterogenitit wurden vier Erklérungsansétze
erforscht, die alle gemeinsam haben, dass sich innerhalb eines Glioblastoms koexistierende
Subtypen entwickeln, die unterschiedlich gut auf die Therapie ansprechen und bis zu einer
vollstandigen Therapieresistenz fiihren konnen (INDA et al., 2014). Dadurch bestehen hohe,
leider bisher uniiberwindbare Anforderungen an eine erfolgreiche, kurative Glioblastomthera-
pie. Um diese Herausforderungen moglichst gut im vorliegenden Promotionsprojekt abzubil-
den, wurden zwei Glioblastomzelllinien unterschiedlicher Genese verwendet und diese ein-
zeln und simultan mit zwei von drei OV infiziert. Im Vergleich zu einer Kombinationstherapie
eines onkolytischen Virus mit einer Chemotherapie wird die Tumorzelle durch die Verwen-
dung zweier OV zusitzlich belastet. Denn die Tumorzelle muss nun fiir die Entwicklung einer
Therapieresistenz die natiirlichen, {iberexprimierten Wachstumsfaktoren fiir die Hemmung der

Replikation zweier OV drosseln.

Grundsitzlich verfolgt die Kombinationstherapie das Ziel, die onkolytische Wirksamkeit der
OV beim GBM durch einen synergistischen onkolytischen Effekt zu verstirken. In einem ak-
tuellen Review von Terrivel et al. wurde iiber gute Erfahrungen mit Kombinationstherapie-
konzepten von OV mit VEGF-Angiogenesehemmer, Histon-Deacetylase-Inhibitoren, CAR-
T-Zell-Therapie und bispezifischen T-Zell-Engagern berichtet (TERRIVEL et al., 2020).

In einer klinischen Phase I/II Studie wurde RV Typ 3 Dearing mit einer Chemotherapie mit
Carboplatin und Paclitaxel bei Kopf-Hals-Tumoren kombiniert. Hier zeigte sich eine gute Ver-
traglichkeit und Aktivitdt, sodass eine Phase III Studie gestartet wurde
(KARAPANAGIOTOU et al., 2012). Die Ergebnisse dieser Studie sind noch nicht veroffent-
licht.
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In einer randomisierten Phase II Studie zeigte sich eine hohere antitumorale Aktivitit durch
die Kombination des onkolytischen Herpes simplex Virus ,,T-VEC* mit dem Anti-CTLA4-
Checkpoint-Inhibitor Ipilimumab beim fortgeschrittenen nicht resektablen Melanom
(CHESNEY et al., 2018). Die Kombination des RV Pelareorep mit dem PD1-Inhibitor Pemb-
rolizumab nach erfolgter Chemotherapie beim pankreatischen duktalen Adenokarzinom lie-
ferte in einer klinische Phase Ib Studie erste ermutigende Daten fiir die Wirksamkeit dieses

Therapiekonzepts bei gutem Sicherheitsprofil MAHALINGAM et al., 2020).

Die Kombination von PV-H1 mit dem Chemotherapeutikum Gemecitabin zeigte beim duktalen
pankreatischen Adenokarzinom eine stérkere antitumorale Aktivitit als die Monotherapie mit
PV-H1 (ANGELOVA et al., 2014). Dariiber hinaus geht man davon aus, dass eine Vorbe-
strahlung 24h vor der PV-H1-Infektion den Anteil der Gliomzellen in der S-Phase erh6ht und
die Zellen dadurch anfélliger fiir die anschlieBende virale Infektion und Replikation werden
(GELETNEKY et al., 2010). In einer in vitro Studie konnten Goepfert et al. nach Kombination
von PV-HI1 mit den Immuncheckpoint-Inhibitoren Ipilimumab und Nivolumab einen syner-
gistischen antitumoralen Effekt durch die vermehrte Expression zytotoxischer T-Zellen und

erhohte Aktivitét der T-Lymphozyten nachweisen (GOEPFERT et al., 2019).

In ersten klinischen Studien wurden die Vertraglichkeit und das Ansprechen von GBM auf
eine NDV-Therapie erfolgreich untersucht und bieten somit Anlass fiir die weitergehende For-

schung an diesem Therapieansatz in zukiinftigen Studien (FREEMAN et al., 2006).

Aufbauend auf den bisherigen Erkenntnissen und den vielversprechenden Ergebnissen der on-
kolytischen Wirksamkeit der einzelnen Viren konnten in der Vergangenheit im Labor der Ar-
beitsgruppe von Prof. Graf erste Erfolge mit dem Therapieansatz der OV-
Kombinationstherapie —mit RV und PV, sowie RV und NDV - verzeichnet werden. Zudem
wurde ein erster in vivo Ansatz im Mausmodell unternommen. Die Experimente folgten der
Hypothese, dass die OV verschiedene Mechanismen zur zelluldren Infektion und Lyse zunutze
machen und diese sich einander ergdnzen (ALKASSAR et al., 2011). Ankniipfend an die bis-
herigen Experimente und Erkenntnisse wurden in diesem Projekt die zugrundeliegenden Zell-
todarten nach Einzel- und Doppelinfektion in verschiedenen Untersuchungszeitpunkten und

Viruskonzentrationen zweier verschiedener Glioblastomzelllinien aus mehreren Perspektiven
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charakterisiert, um ein besseres Verstidndnis fiir die zugrunde liegenden Mechanismen zu ge-

winnen und die Erfolgsaussichten einer kombinierten OV-Therapie abzuschétzen.

Weitere Forschende schlossen sich dem Ansatz einer kombinierten Virotherapie an, wie bei-
spielsweise Zhang et al., der eine erhohte onkolytische Wirksamkeit bei Kombination von
Masern- mit Mumpsviren in hédmatologischen Tumorzelllinien feststellte (ZHANG et al.,
2014). Zudem wurde dariiber berichtet, dass die kombinierte OV-Gabe die antivirale angebo-
rene Immunantwort zugunsten der erwiinschten antitumoralen Immunantwort verzégert und
somit die onkolytischen Wirksamkeit steigert. Dies wird beispieclsweise bei NDV zusétzlich
dadurch begiinstigt, dass es bereits nach einmaliger Gabe im Mausmodell die antitumorale
Immunantwort moduliert und vergleichbar mit einer Immungedéichtnisbildung die erworbene

Antitumor-Immunitit nachhaltig stiarkt (KOKS et al., 2015).

Im Vergleich zur kombinierten OV-Gabe wird durch die mehrmalige Gabe eines onkolyti-
schen Virus durch die zunehmende antivirale Immunantwort die Virusreplikation und folglich

die onkolytische Wirksamkeit limitiert (VAHA-KOSKELA et al., 2015).
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5.2 Titration und Charakterisierung der neu produzierten
RV-Charge 18.1
Fiir die Versuche dieses Projekts wurden Reoviren des Typs 3 Dearing produziert und aufge-
reinigt (siche Kapitel 3.2.3.1). Mithilfe einer RT-PCR wurde die Qualitit der Virus-Produk-
tion ermittelt und der Virustiter bestimmt. Der ermittelte Virustiter der RV-Charge 17.1 lag
bei 2,64 x 10* cp/ul und war nicht verwertbar, da die ermittelten Konzentrationen der Stan-
dard-Proben niedriger als die tatsdchlichen Konzentrationen waren. Griinde fiir diese Diskre-
panz konnen methodische Fehler beispielsweise beim Pipettieren oder einer unzureichenden
Lagerung der Reagenzien sein. In einem anschlieBenden MTT-Assay wurde die Zytotoxizitdt
der neu produzierten RV gemessen und mit einer vergangenen RV-Virusproduktion vergli-
chen. In dieser zeigte sich eine geringere Wirksamkeit der RV-Produktion 18.1 im Vergleich
zu der dlteren RV-Produktion 17.2, da in allen Virusverdiinnungen von 1/1000 cp/c bis 1 cp/c
mit tiber 100 % mehr Tumorzellen enthalten waren als in der Kontrolle. Erst bei einem Virus-
titer von 10 cp/c wurde ein Zellsterben von 7,2 % der Tumorzellen verzeichnet. Dies ist damit
zu erkldren, dass die verwendeten Viruskonzentrationen nicht der tatsdchlichen Konzentration
entsprachen, da ihre Berechnung auf der Referenzkonzentration der Standard-Proben auf-

baute.

Im Vergleich wurde mit der bereits existierenden Virusproduktion RV 17.2 mit bekanntem
Virustiter eine gute onkolytische Aktivitét erzielt. Ca. 14,1 % der Tumorzellen wurden nach
einer Infektion mit einer Viruskonzentration von 1/10 cp/c getdtet. Bei einer hheren Kon-

zentration (10 cp/c) wurde eine Tumorzellreduktion um weitere 43 % verzeichnet.

Fiir die Erklarung der Differenz in der Zytotoxizitét der beiden RV-Chargen sind weitere Fak-
toren denkbar. Beispielsweise kann sich das Alter der infizierten Zellen auf die Replikations-
féhigkeit auswirken und so zu einer variierenden Zellviabilitit nach Infektion fiihren
(TOMASETTI et al., 2019). Dariiber hinaus sind insbesondere behiillte Viren in ihrer Lage-
rung sehr temperaturempfindlich und unzureichende Bedingungen in der Produktion und La-
gerung konnen die Infektiositit negativ beeinflussen (GREIN et al., 2017). Zudem konnen
unterschiedliche Laborerfahrungen der Mitarbeitenden zu Beginn des Versuchs zu methodi-
schen Fehlern wie beispielsweise bei der Titration fithren. Diesem steht jedoch eine sorgféltige

Supervision bei der Durchfiihrung der RT-PCR entgegen. Weitere mogliche Griinde fiir die
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Abweichungen der PCR konnen abgelaufene und verunreinigte Chemikalien und ein hohes
Zellalter beim anschlieBenden MTT-Assay darstellen. Da die ermittelte Konzentration der
Standardproben nicht mit den Angaben des Herstellers iibereinstimmte und sich beim Wechsel
von einem auf den néchsten Verdiinnungsschritt statt um eine 10er, um eine 100er Potenz
unterschied, sind Pipettierfehler am Anfang des Projekts am wahrscheinlichsten fiir die feh-
lende Verwertbarkeit der RT-PCR-Ergebnisse anzunehmen. Um diese Frage dennoch eindeu-
tig beantworten zu konnen, sollten RT-PCR Untersuchungen derselben Virusproduktion zu-

kiinftig unabhéngig voneinander wiederholt werden.

Der Umstand der fehlenden Verwertbarkeit der neu produzierten RV-Charge hatte fiir den
weiteren Verlauf des Projekts keine negativen Auswirkungen, da auf existierende RV-
Produktionen mit vorher durch die Arbeitsgruppe ermitteltem Titer zuriickgegriffen werden
konnte. Um die Fehleranfalligkeit fiir die RT-PCR zukiinftig zu reduzieren, ist die Etablierung
und routineméfige Anwendung der RT-PCR von hoher Bedeutung. Dariiber hinaus kdnnen
das Aufsetzen laboreigener Protokolle fiir die Verwendungsdauer eines Zellstocks, die Doku-
mentation der Zellpassagieranzahl, der routineméBige Vergleich der Morphologie und des
Wachstumsverhaltens der Tumorzellen mit anderen Mitarbeitenden, die die gleiche Zelllinie
verwenden, hilfreich sein und bei der retrospektiven Fehlerevaluation unterstiitzen. Im Falle
von Abweichungen oder Auffilligkeiten im Wachstum kann ein parallel gefiihrter Zellstock

der gleichen Zelllinie zur Reserve dienen.

Die RT-PCR ist lediglich dazu in der Lage das Virusgenom zu identifizieren und dieses zu
quantifizieren. Eine Beurteilung der Infektiositét der produzierten Virus-Charge ist damit nicht
moglich. Eine Mdoglichkeit, die reinen infektiosen Partikel der produzierten Virus-Charge zu
ermitteln, stellt ein Plaque-Assay als direktes Nachweisverfahren dar. Dieser Assay wurde
allerdings bereits in der Vergangenheit in der Arbeitsgruppe getestet und wies eine hohe Feh-
leranfilligkeit auf, sodass die Konzentrationsangabe in der Einheit Viruskopien pro Zelle er-
folgte (kinderonkologisches Labor der Universitét des Saarlandes, personliche Mitteilung Dr.
rer. nat. Ehrhardt, 2018). Von der Ermittlung des Virustiters mittels RT-PCR erhoffte sich die
Arbeitsgruppe eine prizisere Auswertung, weshalb die Virustiter-Messung ausschlielich
iiber RT-PCR und ein indirekter Nachweis der Infektiositit anschlieBend mittels MTT er-

folgte.
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5.3 Onkolytische Wirksamkeit der OV nach Einzel- und
Doppelinfektion
In allen Experimenten dieses Projekts konnte eine starke onkolytische Wirksamkeit nach Ein-
zel- und Doppelinfektion mit RV, PV und NDV in den beiden Glioblastomzellinien U87 und
U373 nachgewiesen werden. Grundlage fiir diesen Ansatz sind der unterschiedliche Aufbau
und damit verbunden die unterschiedlichen Eigenschaften der Viren. Wahrend RV und NDV
RNA Einzelstrang-RNA Viren sind und im Zytoplasma replizieren, handelt es sich bei PV um
ein Doppelstrang-DNA-Virus, das im Zellkern repliziert. Diese unterschiedlichen Orte der Vi-
rusvermehrung innerhalb der Zelle gehen mit unterschiedlichen Eigenschaften der Zelltodin-

duktion in ebenso variabler Intensitit einher.

Dariiber hinaus zeigte sich neben einer dosisabhéngigen onkolytischen Wirksamkeit eine Ab-
héngigkeit von der Inkubationszeit. Denn mit Zunahme der Inkubationszeit nach Infektion bis
zur Messung konnte ein verstirktes Zellsterben beobachtet werden. Dies ldsst sich auf die
langere Replikationszeit des Therapie-Virus zuriickfiihren, da sie sich dadurch stérker vermeh-

ren, noch mehr Zellen infizieren und diese schliefSlich abtéten konnen.

Bereits eine Infektion mit niedrigen Virustitern beeintréchtigte zu einem frithen Beobach-
tungszeitpunkt das Tumorzellwachstum. Nahm der verwendete Virustiter weiter zu, nahm die
Tumorzellzahl ab. Eine erfolgreiche Virotherapie muss daher zwei Bedingungen erfiillen, um
eine Onkolyse auszulosen: 1. Infektion der Tumorzellen durch OV 2. Ausreichend Zeit zur
viralen Vermehrung, um vor einem frithzeitigen Zelluntergang weitere Tumorzellen zu infi-

zieren.

Weiterhin war fiir alle drei verwendeten Viren ein minimaler Infektionstiter notig, um eine
onkolytische Wirkung zu entfalten. Eine solche Bedingung wurde auch in einem mathemati-
schen Modell nach Infektion von RV, PV und NDV gepriift (TITZE et al., 2017). Dariiber
hinaus konnte in diesem Promotionsprojekt festgestellt werden, dass dies auch in einer sekun-
déren Glioblastomzelllinie U373 und fiir die Doppelinfektion zutrifft. Bei zunehmender Inku-
bationszeit zeigte sich in allen Infektionsmodi ein verstérktes Zellsterben, wihrend sich in der
mathematischen Modellierung zu spiteren Untersuchungszeitpunkten bis {iber sieben Tagen

eine Zunahme der Tumorzellzahl herausstellte.
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Die MTT-Untersuchungen analysierten die Zusammenhénge zwischen dem Virustiter und der
onkolytischen Wirksamkeit. Sowohl nach einer Einzel- als auch einer Doppelinfektion mit
allen drei Viren konnte eine Dosis-Wirkungs-Beziehung nachgewiesen werden. Diese Be-
funde entsprechen der aktuellen Forschungsdiskussion. Beispielsweise beschrieb Geletneky et
al. eine Abhéngigkeit des Zellsterbens von der eingesetzten Virusdosis. Allerdings war in den
vorliegenden MTT-Assays die Zytotoxizitét nach Infektion von U373 mit 50 cp/c und mit 100
cp/c nicht wesentlich verschieden, welches auf eine Séttigung ab einer gewissen Viruskon-
zentration hindeutete. Da die MTT-Untersuchungen am Ende des Projekts mit bis zu sechs
Monate alten und folglich hdufiger passagierten Zellen durchgefiihrt wurden, sollten die Er-
gebnisse in zukiinftigen Versuchen auch mit weniger oft passagierten Zellen reproduziert wer-
den. Dies ermdglicht es, den Einfluss potenzieller Storvariablen wie Zellalter und zellulére

Verinderungen infolge hdufiger Passagiervorgénge auf die Ergebnisse einschétzen zu konnen.

Nach NDV-Infektion zeichnete sich sowohl in den MTT-Untersuchungen als auch in den Im-
munfluoreszenzfiarbungen die hochste onkolytische Wirksamkeit unter allen drei OV ab. Da-

rauf folgte die RV-Infektion, die niedrigste onkolytische Wirksamkeit zeigte die PV-Infektion.

Auch nach PV-Infektion lag eine ausgeprigte onkolytische Wirksamkeit in beiden
Glioblastomzelllinien vor. Allerdings war die Onkolyse mit zunehmender PV-Dosis weniger
stark ausgeprégt als nach RV- und NDV-Infektion. Weiterhin zeigte sich auch, dass ein Zell-
sterben nach PV-Infektion erst im spétesten untersuchten Zeitraum nachzuweisen war. Dies
deckt sich mit dem Wissenstand der Literatur, in der dariiber berichtet wird, dass PV im Ver-
gleich zu RV und NDV eine niedrigere onkolytische Aktivitét besitzt und sich dies auf zwei
Mechanismen zuriickfiihren lasst (ALKASSAR et al., 2011): Damit die infizierte Zelle zu-
gunsten einer ausreichenden Virusvermehrung nicht frithzeitig untergeht, agiert das virale
NS1-Protein als Hauptregulator der DNA-Replikation, indem es einen zelluléren Signalweg
induziert, der zu einer Verlangsamung des Zelltods fithrt (LACHMANN et al., 2008). Zudem
ist PV ausschlieBlich dazu in der Lage, in Zellen in der S-Phase zu replizieren, da in dieser
Phase Transkriptionsfaktoren zur Virusvermehrung iiberexprimiert sind und ruhende Zellen
nicht zu einem Wechsel in die S-Phase anregen kann. Beispielsweise wird durch die
CDK1/PKCa-vermittelte Ruptur der Kernhiille der Transport von PV-H1 aus dem Zellkern
reguliert (PORWAL et al., 2013). Dies bedingt eine Abhéngigkeit vom natiirlichen Zellzyklus.

Es unterstreicht den Nutzen der Kombination von PV mit weiteren onkolytischen Viren und
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anderen Therapiemethoden wie beispielsweise Chemotherapeutika zur Steigerung der onko-
lytischen Wirksamkeit und dariiber hinaus die Wichtigkeit, die zugrundeliegenden Interaktio-

nen zu erforschen (TERRIVEL et al., 2020).

Die ermittelte, hohe onkolytische Wirksamkeit von RV in Glioblastomzelllinien ldsst sich mit
der Literatur bestitigen (WILCOX et al., 2001). Voraussetzung fiir die virale onkolytische
Wirksamkeit der RVs ist ihr Eintritt in die Zelle iiber Pl-integrin-abhingige Endozytose
(MAGINNIS et al., 2008). Dies gelingt iiber eine stabile Bindung mit Interaktion des 1-Pro-
teins und dem juctional adhesion molecule-A (JAM-A) der Hostzelle (BARTON et al.,
2001b). Dabei spielen die zelluldren séureabhéngigen Cathepsin-B- und -L-Proteasen eine
wichtige Rolle, da sie fiir den Zelleintritt das infectious subvirion particle (ISVP) erzeugen
(EBERT et al., 2002). Die starke JAM-A Expression und die hohen Cathepsin-Spiegel in
Glioblastomzelllinien begiinstigen die RV-Infektion (KONDURI et al., 2001; ROSAGER et
al., 2017).

Weiterhin besitzt die PKR wichtige Aufgaben in der Kontrolle der Virusreplikation und der
Steuerung des onkolytischen Potenzials. Das 63 RV-Protein ist in der Lage, PKR durch Ver-
decken der viralen dsSRNA zu hemmen, da die PKR im Rahmen der IFN-Immunantwort durch
die Inaktivierung des eukaryotic initiation factor-2a. (elF2a) die zelluldre Proteinsynthese
stoppt (IMANI, JACOBS, 1988; YUE, SHATKIN, 1997). Ras-transformierte Glioblastom-
zelllinien wie U87 und U373 potenzieren die onkolytische Aktivitdt der RVs durch zusétzliche
Inhibition der PKR-Aktivitit. Die Kombination beider Mechanismen fiihrt dazu, dass in infi-
zierten transformierten Zellen keine PKR-Aktivitit nachgewiesen wird. Gleichzeitig wird aber
die Virusvermehrung fiir eine wirksame onkolytische Therapie gesteigert, welches sich in der
vorliegenden Untersuchung durch ein hohes Zellsterben bestitigte (FERNANDES, 2016;
STRONG et al., 1998). Eine weitere Studie berichtete dariiber, dass das 63-Protein eine Nek-
roptose-limitierende Funktion besitzt und unabhingig von der Bindung der dsRNA ist

(ROEBKE et al., 2020). Das Ausmalf dieser Hemmung ist allerdings unklar.

Die effektivste Einzelinfektion in beiden Glioblastomzelllinien war die NDV-Einzelinfektion,
da nach dieser Infektion die stirkste Onkolyse in allen beobachteten Zeitrdumen nachgewiesen
werden konnte. Damit konnten die in der aktuellen Forschungsliteratur beschriebenen Erfah-

rungen mit der onkolytischen Wirksamkeit der NDV bestitigt werden (ALKASSAR et al.,
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2011). Allerdings zeigten unsere Untersuchungen, dass deutlich héhere Virustiter fiir eine ef-

fektive Onkolyse notig waren.

Auch nach Infektion mit niedrigen NDV-Titern stellten wir einen ddmpfenden Effekt auf das
Tumorzellwachstum bei gleichzeitiger Zunahme sterbender Zellen fest. Diese Ergebnisse de-
cken sich mit denen von Wu et al., nach denen fiir eine erfolgreiche onkolytische Therapie ein
Gleichgewicht zwischen Infektionsrate und Zellsterberate herrschen sollte (WU et al., 2001).
Zudem wird ein Zusammenhang zwischen dem Tumorzellwachstum und der Tumorsensitivi-
tidt von NDV beschrieben. Demnach erwies sich die Rho GTPase Racl, die zur Ras Superfa-
milie der Onkogene gehdrt und einen essenziellen Faktor fiir das Tumorzellwachstum dar-
stellt, als Voraussetzung fiir die NDV-Replikation (ABDULLAH et al., 2014; PUHLMANN
et al., 2010).

In den vorliegenden Untersuchungen fiihrte bereits die kombinierte OV-Therapie mit niedri-
gen Viruskonzentrationen, in denen nach Einzelinfektion noch kein Zellsterben nachweisbar
war, zu einem Zellsterben. Sie stellte sich insofern als effektiver heraus. Bereits in der Ver-
gangenheit wurde beschrieben, dass fiir die erfolgreiche Bekdmpfung von heterogenen Tumo-
ren wie beispielsweise das GBM, Viruskombinationen eine wichtige Rolle spielen kdnnen
(KAREYV et al., 2006).

NDVs kdnnen nicht in gewdhnlichen Zellen replizieren, da sie durch die Immunantwort ge-
stoppt werden. In Tumorzellen, wie z.B. U87 und U373 Zellen, liegen durch Defekte in der
IFN-Antwort ideale Voraussetzungen vor, um einer verfrithten Erkennung durch das Immun-

system zu entkommen und fiir eine Onkolyse addquat zu replizieren (HONDA et al., 2005).

RV und NDV bedienen sich beide eines konstitutiv aktiven Ras/Rafl/MEK/ERK-Signalwegs,
der durch Hemmung der Autophosphorylierung der PKR die IFN-Immunantwort hemmt und
dadurch die Infektion verstarkt. Dies stellt einen weiteren Erklarungsansatz fiir einen Syner-

gismus nach Doppelinfektion dar (GUO et al., 2008).

Der Vergleich der Ergebnisse des MTT nach Infektion von U87 und U373 zeigt, dass sich ihr
unterschiedlicher Ursprung auf das AusmalR des Zellsterbens auswirkt. Bei U87 Zellen handelt
es sich um eine Zelllinie eines priméren Glioblastoms, wihrend U373 Glioblastomzellen ei-

nem sekundiren Glioblastom entstammen.
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Abweichend der von Alkassar et al. publizierten Ergebnisse, die in allen Einzelinfektionen ein
vermindertes Zellsterben in U373 im Vergleich zu U87 ermittelten, wurde ein verstarktes Zell-
sterben nach NDV-Infektion gemessen (ALKASSAR et al., 2011). Grund hierfiir konnte die
Zunahme des IFN-Defekts durch hiufige Passagiervorginge der U373 sein. Ebenso kann es
durch diese zu genetischen Drifts in der Glioblastomzelllinie kommen, die einerseits zu er-
héhten Zellwachstumsraten und andererseits zu einer erhohten Suszeptibilitdt gegeniiber
NDV-Infektionen fithren (TORSVIK et al., 2014). Diese Vermutung lésst sich damit begriin-
den, dass die MTTs der U373 mit NDV am Ende des Projekts erfolgten, eine variierende Mor-
phologie aufwiesen und im Vergleich zu Beginn des Projekts kiirzere Intervalle zwischen Pas-

sagiervorgingen erforderlich waren.

Auch nach Infektion beider Glioblastomzelllinien mit RVs korrelierte die Hohe des Infektion-
stiters mit der onkolytischen Wirksamkeit. Da mehr U87- als U373-Zellen starben, unterschie-
den sie sich jedoch in ihrem Ausmaf. Choi et al. berichteten in einer vergleichenden Studie
dariiber, dass U373 Zellen nicht in der Lage sind, Apoptose iiber den extrinsischen Signalweg
einzuleiten (CHOI et al., 2004). Dies stellt einen Grund fiir das verminderte Zellsterben nach
U373 dar, da RV hauptsichlich iiber diesen Weg Apoptose induziert. Dariiber hinaus wirkt
sich die unterschiedliche Ras-Aktivitit, bedingt durch die primére bzw. sekundire Genese der
Glioblastomzelllinien, auf die Replikationsfédhigkeit der Zellen aus. Denn Ras-Transformatio-
nen beeinflussen das Ausmall der RV-Onkolyse, indem sie das virale Uncoating, die Partikel-
Infektiositit und die Apoptose in Gang setzen (MARCATO et al., 2007). Zudem nehmen sie
Einfluss auf die MAP-Kinase, deren Aktivitdt mit einer hohen zelluldren Replikationsfahigkeit
assoziiert ist (CLARKE et al., 2005).

Nach PV-Infektion starben deutlich mehr U87 als U373, was auf eine potenzielle zellspezifi-
sche onkolytische Wirksamkeit hindeutet und sich mit einer unterschiedlichen Zellverteilung
in der PV-giinstigen S-Zellphase erkléren lasst (LU et al., 2009). Allerdings wurde der Zell-

zyklus der von uns verwendeten U87 und U373 nicht bestimmt.

In den Immunfluoreszenzfarbungen nach PV-Infektion dnderte sich die Tumorzellzahl nicht
signifikant. Dies lésst sich darauf zuriickfiihren, dass neu synthetisierte Zellen den reguliren

Zellzyklus durchlaufen, da PVs ausschlieflich in Zellen der S-Phase replizieren und in diesen
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zum Zelluntergang fiihren kdnnen. Diese Annahme ist zudem vereinbar mit der simultanen

Zunahme sterbender Zellen.

Nach NDV-Infektion beider Glioblastomzelllinien wurden ausgepréigte Onkolysen beobach-
tet, die sich im Ausmaf nicht sonderlich voneinander unterschieden. Bedingung fiir eine ef-
fektive Replikation der NDV nach erfolgter Infektion ist lediglich eine defekte IFN-Antwort,
die in den von uns verwendeten Tumorzellen vorliegt. Hierbei nimmt das virale Nichtstruk-
turprotein V eine wichtige Rolle ein, da es die Replikationsfahigkeit von NDV sichert und es
vor antiviralen Mechanismen schiitzt, indem es durch selektive Bindung des STAT1-Proteins
(signal transducers and activators of transcription 1 protein) als Interferon-Antagonist agiert

(HUANG et al., 2003).

Nach kombinierter OV-Infektion von U87 Zellen wurde ein verstérktes Zellsterben erzielt.
Dies lésst sich mit einer gemeinsamen Replikations-Aktivitdt in der infizierten Zelle nach Co-
Infektion begriinden (ALKASSAR et al., 2011). Weiterhin kénnte das verstirkte Zellsterben
auf Synergien schlielen lassen, die nach kombinierter OV-Gabe durch die Begiinstigung der
Infektionsbedingungen der jeweiligen Viren entstehen. Der Ansatz dieses Promotionsprojekts
bietet somit vielversprechende Erkenntnisse iiber die vorliegenden Zelltodarten nach Einzel-
und Doppelinfektion, deren zugrundeliegende Pathomechanismen und potenzielle Interaktio-

nen noch zu erforschen sind.

Abweichend von der NDV-Einzelinfektion resultierte die kombinierte Gabe von NDV mit
einem weiteren Virus bereits in niedriger Viruskonzentration in einer ausgeprégten Abnahme
des relativen Uberlebens der Tumorzellen. In den Immunfluoreszenzfirbungen konnte diese
Beobachtung auf ein vorliegendes Zellsterben zuriickgefiihrt werden. Damit einhergehend be-
obachteten wir das grofite Zellsterben nach Kombination von RV und NDV sowie PV und

NDV.

Das Ausbleiben einer vollstindigen Tumorzellregression nach Einzelinfektion mit RV, PV
und NDV bahnt den Weg zum Ansatz einer kombinierten OV-Therapie. Hier konnte ein ver-
mehrtes Zellsterben nachgewiesen werden, allerdings blieb weiterhin eine vollstdndige Tu-
morzellregression aus. Zwar wurde in einer Studie von Wilcox et al. von einer vollstdndigen
Tumorregression in frithen Glioblastom-Stadien berichtet, allerdings wurden dort immundefi-

ziente Méuse in einem lédngeren Untersuchungszeitraum untersucht (WILCOX et al., 2001).
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Grundsitzlich wiirde eine kombinierte Infektion es ermoglichen, eine verminderte onkolyti-
sche Wirksamkeit durch die Entstehung neutralisierender Antikdrper bei einer Einzelinfektion
im Rahmen der antiviralen Immunantwort zu umgehen. Neuere Studien zeigen jedoch, dass
die neutralisierenden Antikorper bedingt durch die hohe Durchseuchung der RVs in der Um-
welt den RV-vermittelten immunogenen Zelltod potenzieren (BERKELEY et al., 2018). Diese
Erkenntnisse brechen mit dem Dogma, dass die neutralisierenden Antikorper die onkolytische
Aktivitit einschranken wiirden (TSAI et al., 2004). Zudem kann die Untersuchung des immu-
nologischen Zelltods nach Doppelinfektion und seiner Auswirkungen auf die Tumormikro-

umgebung zukiinftig wichtige Erkenntnisse liefern.

Besonders nach NDV-Infektion der U87 neigten die Glioblastomzellen dazu miteinander zu
verklumpen. Diese lédsst sich mit einem vollsténdigen Verlust der Membranintegritit durch die
hohe Zytotoxizitit von NDV, typisch fiir den Zelltod mittels Nekrose, erkléren. Sie erschwerte
die Quantifizierung der sterbenden Zellen in der Immunfluoreszenz, sodass fiir eine Charak-
terisierung des Zellsterbens auf die U373 Zellen gewechselt wurde. Allerdings sollten unsere
Ergebnisse zukiinftig mit weiteren primédren Glioblastomzellen untersucht und verglichen
werden, die nicht dazu neigen zu verklumpen, um eine Zellspezifitét der beobachteten Effekte

auszuschliefen.

Auch die methodischen Limitationen der vorliegenden Arbeit sollen thematisiert werden:
Trotz dreifacher Wiederholung der Versuche mit je fiinf bis sechs Ansétzen weisen die Ergeb-
nisse eine hohe Standardabweichung auf. Dementsprechend sind zukiinftig Versuche in hohe-
rer Ansatz- oder Wiederholungszahl sowie verschiedenen Produktionen des gleichen Virus
notwendig, um auch in statistischen Analysen Signifikanzen aufdecken und den Einfluss un-

wissentlicher Verunreinigungen sowohl zu identifizieren als auch reduzieren zu konnen.

Uber die Dauer des gesamten Promotionsprojekts war es unmdglich, die gleichen Zellstocke
und Virusproduktionen zu verwenden. Sie konnen sich jedoch in ihrer Qualitét unterscheiden
und damit die Aussagekraft der vorliegenden Ergebnisse schmélern. Um diesem Faktor mog-
lichst gut entgegenzuwirken, wurden die Virustiter in der RT-PCR vorab gemessen und an-
schliefend die Zytotoxizitit mit einem MTT evaluiert. Zudem wurden bei der Auswahl der
MTT-Ergebnisse fiir die Arbeit drei reprisentative Messergebnisse (n = 3) zusammengefasst.

Allerdings sollte zukiinftig eine zum Plaque-Assay alternative, zuvor zu etablierende Methode
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angewendet werden, mit der die Anzahl der infektiosen Partikel quantifiziert und eine prézi-

sere Vergleichbarkeit der Virusproduktionen ermdglicht werden kann.

Bei der Interpretation der Ergebnisse sollte beriicksichtigt werden, dass die Zellen erst nach
vorheriger Zubereitung aller Virusverdiinnungen fiir die Einzel- und Doppelinfektion infiziert
wurden. Zuerst erfolgte die Einzelinfektion der Tumorzellen in der Reihenfolge RV, PV und
NDV und im Anschluss die Doppelinfektion in der Reihenfolge RV+PV, RV+NDV und
PV+NDV, was aufgrund der Menge der zu infizierenden Zellansitze zu einer zeitlichen La-
tenz von bis 40 bis 50 mins fiithrte und die Ergebnisse durch eine ldngere Inkubationszeit der
einzeln infizierten Zellplatten, aber auch durch die prolongierte Lagerung der Virusverdiin-

nungen fiir die Doppelinfektion unter der Zellbank bei RT beeinflussen kann.

Abweichend von den Studien von Alkassar et al. und Zhang et al., in denen Doppelinfektionen
in einem 1:1-Verhiltnis untersucht wurden, infizierten wir in einem abweichenden Ansatz in
einem 0,5:0,5-Verhéltnis (ALKASSAR et al., 2011; ZHANG et al., 2014). Daher konnte in
der IF und FACS-Analyse nach Doppelinfektion kein verstarktes Zellsterben nach Doppelin-
fektion gegeniiber der Einzelinfektion nachgewiesen werden. Dabei ist es wichtig zu bertick-
sichtigen, dass die Messung mittels FACS-Analyse und IF in friiheren Zeitrdumen und mit
niedrigeren Virustitern erfolgte als in den MTTs. Da sich dennoch im MTT nach Doppelin-
fektion ein stirkere onkolytische Wirksamkeit zeigte als nach Einzelinfektion, konnten wir
zeigen, dass hohere Viruskonzentrationen und ldngere Inkubationszeiten fiir eine wirksame

Doppelinfektion nétig sind.
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5.4 Zelltodarten nach einer Einzelinfektion und kombinier-
ten RV- und PV-Infektion

Mit der FACS-Analyse wurden die Nekroptose- und Apoptose-Induktion nach RV-

Einzelinfektion nachgewiesen. Abhédngig von der Inkubationszeit wurden unterschiedliche

Zelltodarten induziert. Nach PV-Einzelinfektion lag eine geringfligige Apoptose- und Nekro-

seinduktion vor, die im Verlauf zu einer Zelltodinduktion mittels Nekrose und Nekroptose

umschwang.

Die Zunahme des Zellsterbens bei Zunahme der verabreichten Virusdosis lie} sich mit einem
Anstieg der untersuchten Zelltodaktivititen in der Fluoreszenzmikroskopie erkléren. Dass die
Immunfluoreszenzuntersuchungen nach Doppelinfektion kein erhohtes Zellsterben zeigen,
konnte an dem niedrigeren verwendeten Virustiter, sowie der kiirzeren Inkubationszeit liegen.
Denn durch die 72h Inkubation fiir den MTT-Assay stand den Tumorzellen mehr Zeit zu Ver-
fiigung, um ihren Stoffwechsel anzupassen. AuBerdem hatten die Viren dadurch mehr Zeit fiir
die Replikation. Beim MTT handelt es sich um eine Labormethode, bei der die Umsetzung
des Substrats Formazan, stellvertretend fir die Stoffwechselaktivitit und in diesem Fall das
zellulire relative Uberleben, gemessen wird. Bei der Interpretation der Experimente mit dieser
Labormethode wurde stets beriicksichtigt, dass mit dem MTT-Assay lediglich indirekt die An-
zahl sterbender Zellen wiedergegeben werden kann, da die Stoffwechselaktivitét reaktiv in-

folge einer Infektion auch erhoht sein kann (VAN TONDER et al., 2015).

Allerdings variierten auch nach Doppelinfektion abhéngig vom untersuchten Inkubationszeit-
raum die detektierten Zelltode, was daran liegen konnte, dass abhiangig vom Untersuchungs-

zeitpunkt, unterschiedliche Zelltodarten induziert wurden.

Bereits 4h nach RV-Infektion konnte durch erhohte Caspase-3/7-Spiegel die Zelltodinduktion
iiber die caspase-abhéingige Apoptose nachgewiesen werden. Die hochste Aktivitéit lag nach
8h vor. Damit konnten wir die in der FACS-Analyse gemessene Apoptose-Aktivitéit bestéti-
gen. Der detektierte Apoptose-Zelltod nach RV-Infektion wird durch den extrinsischen und
intrinsischen Signalweg eingeleitet. Durch Sekretion proapoptotischer Zytokine, wie dem
TRAIL, wird die extrinsische Apoptose induziert. Uber eine Signalkaskade rekrutieren Todes-
rezeptoren (DR4 u. 5) dann Adaptorproteine wie Fas-associated death domain (FADD), die

miteinander einen Komplex bilden und die reguldre Caspase-Kaskade in Gang setzen
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(CLARKE et al., 2000; RICHARDSON-BURNS et al., 2002). Die intrinsische Apoptose wird
durch Virusinteraktion mit der Mitochondrienmembran und konsekutive Translokation des
Apoptose-Mediators Smac/DIABLO in das Zytosol transloziert und iiber Bid, einem Bcl-2
Protein, eingeleitet (DANTHI et al., 2010; RICHARDSON-BURNS et al., 2002). Zudem wird
vermutet, dass die Bestandteile des viralen Kapsids in der Lage sind den programmierten Zell-
tod einzuleiten, indem sie beispielsweise die Membranpenetration vermitteln oder {iber das

pl-Protein die Mitochondrienmembran destabilisieren (COFFEY et al., 2006).

In den beiden untersuchten Zeitraumen lieB sich eine Nekroptose-Induktion nachweisen, deren
Aktivitdt mit Zunahme des Inkubationszeitraums und der applizierten Virusdosis zunahm. Da-
mit konnten wir einen weiteren Beleg dafiir finden, dass RV {iber nicht-apoptotische Zelltod-
mechanismen, wie beispielsweise Nekroptose, den Zelltod einleiten kann und damit einen ho-
hen Stellenwert in der Induktion des immunogenen Zelltods einnimmt (BERGER et al., 2017).
Da das virale 63-Protein durch Hemmung der PKR die Nekroptose-Induktion reguliert, 1asst
sich der Anstieg der Nekroptose-Aktivitdt auf eine unzureichende Hemmung infolge der Zu-
nahme von DAMPs durch die massive OV-vermittelte Zellschidigung zuriickfiihren

(ROEBKE et al., 2020).

Die niedrige Nekrose-Aktivitit nach RV-Infektion und gleichzeitig starke Induktion von Zell-
sterben iiber die programmierten Zelltodarten weisen RV als ein geeignetes Therapiemittel
aus. Damit gilt es zukiinftig zu kldren, welche Rolle eine Doppelinfektion als Therapiekonzept
spielen kann und wie sie sich auf die Induktion des immunogenen Zelltods auswirkt. Fiir eine
Doppelinfektion spricht unter anderem, dass nach einer Doppelinfektion erhdhte Nekroptose-

Aktivititen nachweisbar sind, die man mit dem immunogenen Zelltod assoziiert.

Berger et al. berichteten iiber einen 2-Schritte-Prozess, durch den die Nekroptose nach RV-
Infektion induziert wird. Zunichst wird die virale RNA durch RNA-Zytoplasmasensoren er-
kannt und eine IFN-Antwort eingeleitet. Im zweiten Schritt interagiert ein bisher unbekanntes
ISG, welches durch die IFN-Antwort freigesetzt worden ist, mit neusynthetisierter viraler
dsRNA und leitet die Nekroptose ein (BERGER et al., 2017). Diese Erklarungen decken sich
mit den Erkenntnissen des Promotionsprojekts, da mit Zunahme der Inkubationszeit haupt-
sdchlich Nekroptose detektiert wurde und diese mit dem vermehrten Vorliegen neusyntheti-

sierter dSRNA einhergeht.
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Zusitzlich wird die RV-induzierte Apoptose und Nekrose zu unterschiedlichen Zeitpunkten
nach Virusinfektion eingeleitet (HILLER et al., 2015).

Uberdies zeigen die Ergebnisse, dass nach RV-Infektion neben der reguliren Form der Nek-
rose als Zeichen der zelluléren Erschopfung auch der regulierte Nekrose-Zelltod mittels Nek-
roptose induziert wird. Hierbei handelt es sich um eine Form des immunogenen Zelltods. Da
in in vitro Ansétzen langfristig alle apoptotischen Zellen durch das Fehlen von Phagozyten
nicht verdaut werden konnen und stattdessen sekundér nekrotisieren, ist die Kenntnis iiber die
Moglichkeit des Zelltods iiber diese beiden unterschiedlichen Entititen essenziell (ROGERS
et al., 2017).

Dies stellt wiederum eine methodische Limitation der FACS-Analyse dar und sollte zukiinftig
um weitere Untersuchungen ergénzt werden, um differenzieren zu kénnen, ob es sich bei den
Annexin-V und PI doppelt positiven Zellen, um apoptotische Zellen, die sekundér aufgrund
fehlender Phagozyten nekrotisch werden, oder um primér nekroptotische Zellen handelt. Eine
Moglichkeit dies zu priifen, stellt die Anwendung von Zelltodinhibitoren, wie beispielsweise

Necrostatin-1, fiir die Nekroptose dar.

Aus den in diesem Promotionsprojekt generierten Ergebnissen der RV-Infektion kdnnen fol-
gende Erkenntnisse abgeleitet werden: Durch die Untersuchung mehrerer Zelltodarten konnte
nicht nur die Induktion eines bestimmten Zelltods nachgewiesen, sondern diese auch mitei-
nander ins Verhéltnis gesetzt werden, um ihren Anteil an der effektiven Onkolyse abzuschit-
zen. Das Wissen iiber die simultane Induktion verschiedener Zelltodarten gibt Anlass fiir wei-
tere Forschungen, ob diese in Wechselwirkung stehen oder miteinander interagieren. Der
Nachweis iiber das Vorliegen regulierter und programmierter Zelltodarten kann im Gegensatz
zum unregulierten und unkontrollierbaren Zelltod die Grundlage dafiir schaffen, die onkolyt-

ische Therapie zukiinftig steuern und ihren Therapieerfolg besser abschdtzen zu konnen.

Die Diskrepanz in der nachgewiesenen Apoptose-Aktivitdt nach Doppelinfektion mit RV und
PV im Caspase-Assay und der ausbleibende Nachweis an erhdhten Annexin-V im FACS las-
sen sich insofern miteinander vereinbaren, da Phosphatidylserin, an welches Annexin-V bin-
det, als Apoptose-Marker erst mit zelltodbedingten Anderungen der Plasmamembran auf die
AuBenseite flippt. Die Effektorcaspasen-3/7 konnten allerdings schon vorher induziert sein.

Allerdings steht dies im Widerspruch mit der gegenwértigen Literatur, die die Detektion von
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Phospatidylserin mithilfe von Annexin-V als sehr sensitiven Marker deklariert. Dies muss in
zukiinftigen Untersuchungen mit Glioblastomzelllinien weiter evaluiert werden (DONG et al.,

2011).

In unseren Experimenten konnten wir zeigen, dass PV-H1 nach Infektion von Glioblastom-
zelllinien das Zellsterben durch mehrere Zelltodarten induziert. Neben geringfligiger
Apoptose wiesen wir mit Zunahme der Inkubationszeit einen Shift zu ausgepragter Nekroptose
und Nekrose nach. Damit stimmen unsere Ergebnisse mit denen von Angelova et al. iiberein
(ANGELOVA et al., 2009). Uberdies konnten wir die Fihigkeit, Nekroptose zu induzieren in
Glioblastomzellen zeigen. Dies wurde zuvor lediglich in pankreatischen Zellen durch Verwen-

dung des Nekroptose-Inhibitors Necrostatin-1 nachgewiesen (ANGELOVA et al., 2014).

Mit der Infektion der Glioblastomzelllinien fanden wir einen Hinweis dafiir, dass die beobach-
teten Zelltodarten durch PV-HI1 zelltypunabhéngig auch in Glioblastomzellen nachweisbar

sind.

Die Apoptose-Aktivitit nach PV-Infektion war von allen untersuchten Zelltodarten am nied-
rigsten. Dies liegt daran, dass einerseits die verwendete Viruskonzentration zu niedrig fiir eine
ausgeprigte onkolytische Aktivitit war und andererseits in Gliomzellen die zelluliren Uber-
lebensfaktoren der BCL2-Familie iiberexprimiert sind und zur zelluldren Resistenz gegeniiber
Apoptose-Induktoren beitragen (STEGH et al., 2007). Weiterhin induziert PV-H1 in Gliom-
zellen neben geringfligiger Apoptose ROS-vermittelt (reactive oxygen species) iiber den
intrinsischen Signalweg den Zelltod iiber weitere Arten (DI PIAZZA et al., 2007; HRISTOV
et al., 2010).

Mit den vorliegenden Ergebnissen wurde neben der Induktion des nicht programmierten und
nicht regulierten Zelltods durch Nekrose insbesondere der favorisierte programmierte und re-
gulierte Zelltod durch Apoptose und Nekroptose in Glioblastomzellen nachgewiesen, welches
die Stellung dieses Virus als geeignetes Virus fiir eine steuerbare und schonende onkolytische

Therapie untermauert.

In der Literatur wurde weiterhin {iber die Féhigkeit der PV-HI1 berichtet, den Autophagie-
Zelltod induzieren zu kénnen. Nach Zellinfektion entstehen durch das NS1-Protein reaktive
Sauerstoffspezies, die durch Doppelstrangbriiche nicht nur mit der Apoptose-, sondern auch

Autophagie-Induktion einhergehen (SCHERZ-SHOUVAL, ELAZAR, 2007).
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Neben dem direkten zytotoxischen Effekt auf die Tumorzellen ist die Einleitung des immuno-
logischen Zelltods tiber zwei Wege moglich: 1. Die Stress-Induktion im endoplasmatischen
Retikulum durch das SAT-Protein. 2. Die Freisetzung tumorassoziierter Antigene mittels der
molekularen Alarmsignale (damage-associated molecular patterns (DAMPs) und pathogen-

associated molecular patterns (PAMPs)) (GREKOVA et al., 2012; MESZAROS et al., 2017).

Der PV-vermittelte Zelltod durch Nekrose, dessen Aktivitdt mit einer langeren Inkubationszeit
zunahm, ist der Literatur zufolge zelltypspezifisch und mit einem erhdhten NAD-Verbrauch

nach Zellinfektion zu erkldren (RAN et al., 1999).

Nach Doppelinfektion von U87 mit RV und PV wurde im MTT nach 72h eine erhohte Zyto-
toxizitdt gegeniiber der jeweiligen Einzelinfektion nachgewiesen. Dass diese Beobachtung in
den folgenden Versuchen nicht mit einer erhohten Zelltodaktivitdt bestdtigt werden konnte,
liegt am ehesten daran, dass die verwendeten Viruskonzentrationen in der FACS-Analyse und
Immunfluoreszenz niedriger als im MTT war. Dartiber hinaus war der Inkubationszeitraum in
der FACS-Analyse kiirzer. Eine erhdhte onkolytische Wirksamkeit nach Doppelinfektion ist
damit vereinbar, dass nach RV-Infektion die Anzahl der Zellen in der S-Phase zunimmt und

PV ausschlieBlich in dieser Phase replizieren kann (ROULSTONE et al., 2013).

Nach Doppelinfektion mit RV und PV sowie RV-Einzelinfektion wird der Zelltod tiber Nek-
roptose in etwa gleich hoher Intensitét induziert. Da es sich bei der Nekroptose um einen im-
munogenen Zelltod handelt, deutet dies auf das Vorliegen vielversprechender Ergebnisse fiir

eine erfolgreiche onkolytische Therapie.

Nach Doppelinfektion von U87 mit RV und PV wurde eine erhohte Caspase-Aktivitit nach-
gewiesen. Diese vermehrte Apoptose-Induktion war im Caspase-Assay nach 24h und im
FACS nach 48h nach Infektion mit 10 cp/c zu verzeichnen. Die Latenz kdnnte an der beson-
ders hohen Sensitivitit des Caspase-Assays liegen. Alternativ ist es auch denkbar, dass in den
Zellen eine unterschiedlich hohe Zellzahl ausgesit war. Nichtsdestotrotz konnten wir eine er-
hohte Induktion der caspase-abhéngigen Apoptose nach Doppelinfektion von RV mit PV ge-
geniiber der Einzelinfektion beweisen und somit zu einem fundierten Versténdnis der zugrun-
deliegenden Pathomechanismen und die sich daraus ergebende Notwendigkeit, diese fiir eine

erfolgreiche Glioblastomtherapie zu untersuchen, beitragen.
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Die zugrunde liegenden Pathomechanismen der gemeinsamen Zelltod-Induktion nach kombi-
nierter Gabe von OV sind weitgehend ungeklart. Denkbar ist, dass sich die zelluldre Suszep-
tibilitdt nach kombinierter viraler Infektion zur Einleitung des Zelltods durch die Expression
von Zytokinen erhoht, die deshalb zukiinftig untersucht werden miissen. In der Studie von
Alkassar et al. aus unserer Arbeitsgruppe wurde in der Immunfluoreszenz nachgewiesen, dass
die von uns verwendeten Viren nach kombinierter Infektion dieselbe Zelle infizieren kdnnen

(ALKASSAR et al., 2011).

Demnach unterschieden sich die induzierten Zelltode nach RV- und PV-Einzelinfektion von
denen der Doppelinfektion mit RV und PV, da nach RV-Einzelinfektion im Zeitverlauf haupt-
sdchlich Apoptose und Nekroptose und nach PV-Einzelinfektion primér Nekrose und Nekr-
optose nachgewiesen wurde. Nach Doppelinfektion wurden alle drei untersuchten Zelltodarten
induziert, die auch zum Teil mit einer erh6hten onkolytische Wirksamkeit gegeniiber der Ein-

zelinfektion einhergehen.

Da in Studien dem immunologischen Zelltod eine hohere onkolytische Wirksamkeit gegen-
iiber der direkten Onkolyse durch die Virusinfektion beigemessen wird, aber ein Zusammen-
hang und potenzielle Interaktionen zwischen den von uns untersuchten Zelltodarten Apoptose,
Nekroptose und Nekrose und der Induktion des immunologischen Zelltods weitgehend unge-

klart ist, stellt dies ein wichtiges zukiinftiges Forschungsfeld dar.
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5.5 Zelltodarten nach einer Einzelinfektion und kombinier-
ten RV- und NDV-Infektion

Abhidngig vom Untersuchungszeitpunkt variierte der hauptsichlich vorliegende Zelltod. Je

langer die Inkubationszeit, desto hohere Aktivititen der programmierten Zelltodarten

Apoptose und Nekroptose wurden gemessen. Zudem konnte bereits nach vierstlindiger Inku-

bation eine caspase-abhingige Apoptose-Induktion nachgewiesen werden.

Sowohl in der FACS-Analyse als auch im CaspaseGlo-3/7-Assay konnten wir die Apoptose-
Induktion nach NDV-Einzelinfektion nachweisen. In der Literatur wurde dariiber berichtet,
dass die von uns detektierte Apoptose-Induktion caspase-abhéngig sowohl iiber intrinsische
als auch extrinsische Signalwege erfolgt (ELANKUMARAN et al., 2006). Nach Infektion der
Tumorzellen wird die Zytokinproduktion und damit auch das Apoptose-Signal der Wirtszelle
zur Onkolyse eingeleitet (RAIHAN et al., 2019). Uber Aktivierung des NF-kB-Signalwegs
und Hochregulierung des TRAIL wird die Caspase-8 aktiviert, die wiederum die extrinsische
Apoptose einleitet (LIANG et al., 2017) und schlielich Bid und tBid freisetzt. Diese iibertra-
gen die Apoptose-Signale auf die Mitochondrien. Uber die Anderung der Permeabilitiit der
Mitochondrienmembran und Freisetzung von Cytochrom C fiihrt dies konsekutiv zur intrinsi-

schen Apoptoseinleitung (USHMOROV et al., 1999).

Weiterhin wurde nach NDV-Einzelinfektion die Nekroptose-Induktion nachgewiesen. Damit
konnten wir die Ergebnisse von Koks et al. bestitigen, die die Nekroptose-Aktivitdt nach
NDV-Infektion in der Glioblastomzelllinie GL261 zeigten (KOKS et al., 2015). In der glei-
chen Studie wurden nach NDV-Infektion typische Marker (Calreticulin und HMGB1) des im-
munogenen Zelltods nachgewiesen, welche auf die Induktion von ER-Stress durch die p38
Mitogen Activated Protein Kinase (MAPK) zuriickzufiihren ist (BIAN et al., 2011; REN et
al., 2019). Der Zusammenhang der beiden Zelltod-Induktionen und die zugrundeliegenden

Signalwege der Zelltodinduktion miissen zukiinftig erforscht werden.

Um die Integritét des Genoms zu schiitzen und auf den metabolischen Stress der Infektion zu
reagieren, kann die Zelle den Zelltod auch mittels Autophagie induzieren (CHUN, KIM,
2018). In der frithen Phase der Autophagie nach NDV-Infektion wird die Replikation und das
Uberleben des Virus durch Verhinderung der vorzeitigen Virusfreisetzung gefordert. Ist das

Virus adédquat repliziert, fiihrt die Autophagie in einem spédteren Stadium der Infektion zu
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einem hohen Ausmal an Zelllsterben, welches darauf hinweist, dass die Autophagie sich po-
sitiv auf die antitumorale Wirkung von NDV auswirkt (MENG et al., 2012). Beide Wege stel-

len wichtige Signalwege fiir die Aktivierung des immunologischen Zelltods dar.

Die in unseren Experimenten nachgewiesene Nekrose-Induktion nach NDV-Infektion besti-
tigt die Ergebnisse der Literatur, laut der die Nekrose-Induktion auf die NDV-vermittelte Zy-
tokin- (IFN-I und TNFa vermittelt) und Chemokin-Expression (RANTES und IP-10 vermit-
telt) zuriickzufiihren ist (LIAO et al., 2017). Allerdings lieB sich die Nekrose-Aktivitét ledig-

lich nach 24h nachweisen.

Die Auswertung der Immunfluoreszenzfarbungen nach RV- und PV-Doppelinfektion im Zeit-
verlauf wies sowohl nekrosetypische, anschwellende Zellkerne als auch apoptotic bodies-dhn-
liche Strukturen nach, was darauf schlieBen lésst, dass die primére und sekundire Nekrose-
Induktion erfolgte. Diese Differenzierung lésst sich vornehmen, da sekundér nekrotische Zel-
len in der FACS-Analyse Annexin-V und PI doppelt positiv und priméir nekrotische Zellen
ausschlieBlich PI einzeln positiv waren. Eine weitergehende Untersuchung und Differenzie-
rung der nekroptotischen Zellen von den apoptotischen Zellen, die sekundér in vitro nekrotisch
werden, kann auch an dieser Stelle zukiinftig durch den Einsatz des Nekroptose-Inhibitors

Necrostatin-1 erfolgen.

Nach Doppelinfektion mit RV und NDV wurden hauptsichlich Nekroptose und Nekrose nach-
gewiesen. Damit unterschieden sich die nachgewiesenen Zelltodarten nach Doppelinfektion
nicht von einer NDV-Einzelinfektion. Da auch das Zellsterben nach NDV-Einzelinfektion in
den anderen Experimenten fast so stark wie nach Doppelinfektion war, reichten die verwen-
deten Konzentrationen der einzelnen Viren fiir die Doppelinfektionen wahrscheinlich nicht
aus, sodass die detektierte onkolytische Wirksamkeit am ehesten hauptsichlich NDV-
vermittelt war. Damit konnte der erhoffte Effekt nicht liber alle Versuchsreihen hinweg nach-
gewiesen werden. Dennoch zeigen die vorliegenden Ergebnisse, dass hohere Viruskonzentra-
tionen und langere Inkubationszeiten untersucht werden sollten, um eine starkere onkolytische
Wirksamkeit nach Doppelinfektion nachzuweisen, wie dies die beobachteten Effekte des MTT

zeigten.
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Im Caspase-Assay wurde die caspase-abhingige Apoptose-Induktion in allen beobachteten
Zeitraumen nachgewiesen und stieg mit Zunahme der Inkubationszeit an. Allerdings waren

die Caspase-Aktivititen niedriger als nach NDV-Einzelinfektion.

RV und NDV machen sich fiir die Replikation die tumorzellspezifische, defekte Interferon-
Antwort zunutze und hemmen die Immunantwort zugunsten einer ausreichenden Virusver-
mehrung iiber die Phosphorylierung von elFa2 durch PKR. Vor diesem Hintergrund sollten
zukiinftig der Stellenwert der Doppelinfektion im Vergleich zur Einzelinfektion mit hSheren
Virustitern und die damit einhergehenden Zelltodarten und auch die zeitversetzte Infektion

gepriift werden.
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5.6 Zelltodarten nach einer Einzelinfektion und kombinier-
ten PV- und NDV-Infektion

Zusammengefasst gingen die Glioblastomzelllinien nach Doppelinfektion mit PV und NDV

in den untersuchten Zeitrdumen andere Zelltodarten ein als nach jeweiliger Einzelinfektion.

Auch die Zelltodarten wiesen eine Zeitspezifitit auf. Die kombinierte Infektion fiihrte zu ei-

nem zeitabhéngigen Anstieg der Caspase-abhingigen Apoptose-Induktion. Im spétesten Un-

tersuchungszeitpunkt war die Caspasen-3/7-Aktivitat hoher als die jeweiligen Einzelinfektio-

nemn.

Nach Doppelinfektion mit PV und NDV wurden die Glioblastomzellen zunichst konzentrati-
onsabhéngig nekrotisch, nekroptotisch und zu einem geringen Anteil apoptotisch. Im Zeitver-
lauf iberwog der Nekroptose-Zelltod. Zum 24h Untersuchungszeitpunkt waren mehr Zellen
nach Doppelinfektion mit PV und NDV nekrotisch als nach NDV-Einzelinfektion. Denkbar
ist, dass die erhohte Nekrose-Aktivitit auf die Zugabe von PV zu NDV zuriickzufiihren ist.
Jedoch fiihrt eine NDV-Infektion laut Wang et al. zu einer Konversion der Zellen aus der S-
Phase in die GO/G1-Phase mit Zellzyklus-Arrest (WANG et al., 2018). Dies wiirde sich nega-
tiv auf die PV-Replikation auswirken, da PV auf essenzielle Faktoren der zelluldren S-Phase
angewiesen ist, um zu replizieren. Folglich stehen die Ergebnisse von Wang et al. im Gegen-
satz zu unserer Ausgangshypothese. Jedoch unterstreichen sie die Erkenntnis, dass bei niedri-
gen Virustitern bei kombinierter Infektion von PV und NDV insgesamt weniger Zelltod indu-
ziert wird als nach NDV-Einzelinfektion. Daher sollte zukiinftig geklart werden, inwiefern
sich die kombinierte Gabe der Viren auf den Zellzyklus auswirkt und wie die zelluldren Me-
chanismen miteinander interagieren. Insbesondere zeigte sich in unseren Untersuchungen,
dass in den spaten Untersuchungszeitpunkten ab 48h vermehrt sterbende Zellen nachzuweisen

waren.

Da die Zellen bereits nach NDV-Einzelinfektion einer starken Apoptose-Induktion ausgesetzt
sind und die nachgewiesenen Caspase-Aktivititen nach PV-Einzelinfektionen zu allen unter-
suchten Zeitpunkten sehr niedrig waren, wurde erst nach 24h eine geringfiigig hhere Caspase-
Aktivitdt gemessen. Diese geringe Aktivitit nach Doppelinfektion 14sst sich am wahrschein-
lichsten darauf zuriickfiihren, dass die verwendeten Virustiter nicht ausreichten, um eine stér-
kere Apoptose-Aktivitdt zu indizieren. Da PV erst frithestens nach 72h im MTT einen stirke-
ren onkolytischen Effekt entfaltete, war der Untersuchungszeitpunkt fiir die Caspase-Aktivitét
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fiir PV zu frith. Dazu kommt, dass die Doppelinfektion in einem 0,5:0,5 Verhiltnis erfolgte,

sodass die Gesamtkonzentration synonym zur Einzelinfektion war.

Unsere Ergebnisse zeigen, dass bereits die Hilfte der verwendeten Dosis pro Virus bei Kom-
bination eines schwach onkolytischen Virus, wie PV, mit einem stark onkolytischen Virus,
wie NDV, eine mindestens gleichwertige Apoptose-Induktion hervorruft. Vor dem Hinter-
grund der nachgewiesenen zeit- und konzentrationsabhéngigen Zytotoxizitét ist damit der Weg
geebnet, in zukiinftigen Doppelinfektionen héhere Virustiter beispielsweise im 1:1 Verhéltnis
und langere Inkubationszeiten zu untersuchen und mégliche Signifikanzen nach Doppelinfek-

tion nachzuweisen.

Nach Doppelinfektion mit PV und NDV ermittelten wir die hochste Caspase-Aktivitét. Denn
hier war die caspase-abhingige Apoptose-Aktivitit nach 24h am hochsten, wéhrend die allge-
meine Apoptose-Aktivitdt im Verlauf nach 48h niedriger war. Dies bietet einen weiteren Beleg
dafiir, dass sich die dominierenden Zelltodarten nach Doppelinfektion zeitabhéngig édnderten.
Der zugrundeliegende Mechanismus ist derzeit nicht bekannt. Denkbar ist, dass sich fiir die
Apoptose-Induktion die Eigenschaften der jeweiligen onkolytischen Viren PV und NDV er-
génzen, da PV hauptsdchlich extrinsisch Apoptose induziert, wihrend PV und NDV in der
Lage sind sowohl iiber den extrinsischen als auch den intrinsischen Signalweg Apoptose zu
induzieren. Die Ergebnisse unterstiitzen dies, da nach PV-Einzelinfektion unabhéngig von der

Inkubationszeit grundsétzlich niedrige Apoptose-Aktivititen gemessen wurden.

Trotz dessen war die Caspase-Aktivitdt 24h nach Doppelinfektion mit PV und NDV hdher als
nach Doppelinfektion mit RV und NDV, was damit erklérbar ist, dass die Zellen dann eher
nekroptotisch werden. Ob sich RV und NDV in ihrer Fahigkeit einen Zellzyklusarrest indu-
zieren zu konnen, gegenseitig hemmen oder sogar erginzen bleibt offen. Ob dieser Effekt

zelllinienspezifisch ist, sollte zukiinftig gepriift werden.
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5.7 Zukiunftige Aufgaben in der Forschung

Diese Arbeit zeigte, dass die Doppelinfektionen mit RV und PV, sowie RV und NDV eine
zelltypabhéngige hohere onkolytische Wirksamkeit nach simultaner Infektion besitzen. Aller-
dings waren die Unterschiede nicht so stark ausgepréigt wie erwartet und die onkolytische Ak-
tivitdt fiir die Kombination aus RV und NDV war &hnlich hoch wie nach NDV-

Einzelinfektion.

Vor dem Hintergrund der nachgewiesenen Dosis-Wirkungskurve nach Einzel- und Doppelin-
fektion ist die Beantwortung der Frage nach den Ursachen dquivalenter Zelltodaktivititen nach
Doppelinfektion trotz Verwendung der Hélfte der Viruskonzentration im Vergleich zur jewei-

ligen Einzelinfektion von Bedeutung.

Neben der zelllinienspezifischen Zytotoxizitit sollte geklart werden, ob auch den ermittelten

Zelltodarten nach Einzel- und Doppelinfektion eine Zelllinienspezifitit zugrunde liegt.

Weiterhin sollten die Versuche in einer hoheren Anzahl mit grofleren Ansétzen, hoheren Vi-
ruskonzentrationen und verschiedenen Produktionen des gleichen Virus durchgefiihrt werden,
um potenzielle Signifikanzen und virustypische Eigenschaften aufzudecken. Die Doppelin-
fektion sollte zukiinftig in einem 1:1-Verhéltnis erfolgen, um den additiven Effekt der Dop-
pelinfektion genauer eruieren zu kdnnen. Mit einer Verldngerung der Inkubationszeit nach
Infektion sollte gepriift werden, ob mit einer Doppelinfektion im vorgeschlagenen Setting eine
vollstdndige Tumorregression moglich ist. Zudem sollten unsere Ergebnisse unter in vivo Be-

dingungen gepriift werden.

Zudem sollten die direkten Auswirkungen der kombinierten Therapie auf die Induktion des
immunogenen Zelltods beispielsweise durch Messung der Marker des immunogenen Zelltods
ATP, HMGBI und Calreticulin erfolgen. Hier konnte der Einsatz zelltodspezifischer Inhibito-

ren zur Stiitzung und Bestétigung der eigenen Befunde dienen.

Langfristig sollten weitere Settings fiir die kombinierte Gabe der OV fiir eine moglichst hohe
onkolytische Wirksamkeit gepriift werden und ob es darunter zur Resistenzvermeidung
kommt. Denkbar ist auch die alternierende Gabe onkolytischer Viren, um die Stirken der je-
weiligen Viren beispielsweise hinsichtlich der Replikationsgeschwindigkeit zugunsten einer
hoheren Wirksamkeit abzustimmen, oder auch die Doppelinfektion mit einem etablierten Ver-

fahren wie der Radiochemotherapie zu kombinieren. Ein bisheriger mathematischer

122



Diskussion

Modellierungsansatz ldsst aulen vor, dass eine Zelle von mehreren Viren infiziert werden
kann (TITZE et al., 2017). Das schwichere Virus der OV-Kombination kénnte dazu dienen,
die Zelle durch Sensing empfénglicher fiir eine weitere Virusinfektion zu machen und die vor-

zeitige Immunantwort zugunsten einer ausreichenden Virusreplikation zu verzogern.

Von den 12 bisher bekannten Arten von Zelltod wurden in der vorliegenden Arbeit drei unter-
sucht. Zukiinftig sollten nach OV-infizierte Tumorzellen auch auf weitere potenziell vorlie-
gende Zelltode untersucht werden, um ihre Bedeutung fiir das OV-induzierte Zellsterben zu

ermitteln.

Nachdem in der vorliegenden Arbeit die Induktion der Zelltode nach OV-Infektion untersucht
wurde, sollten zukiinftige Untersuchungen dazu dienen, die dafiir verantwortlichen viralen Be-
standteile und Signalwege zu identifizieren. Diese Erkenntnisse konnten dann eines Tages
dazu beitragen, beispielsweise iiber virales genetic engineerings neue Viren mit den ge-

wiinschten Effekten unter Vermeidung der ungewiinschten Effekte zu konstruieren.

Da sich das Glioblastom durch seine starke intra- und intertumorale Heterogenitét auszeichnet,
ist der weiterfiihrende Nutzen der OV, aufbauend auf den in dieser Arbeit generierten Erkennt-
nissen, im Tiermodell zu untersuchen. Dabei kann die Frage beantwortet werden, ob neben
der simultanen OV-Infektion der Glioblastomzellen, die Zellen auch empfanglicher fiir eine
Infektion mit einem zweiten Virus werden, nachdem sie bereits mit einem Virus infiziert wur-
den. Weiterhin kann der Mehrwert einer kombinierten Virusinfektion vor dem Hintergrund
Tumorheterogenitit gepriift werden. So kdnnte beispielsweise eine weniger fiir das eine on-
kolytische Virus empfingliche Tumorzelle durch ein anderes onkolytisches Virus infiziert
werden. Der Stellenwert auf die Tumorregression und das Tumormikromilieu ist bislang un-

geklart.

Zukiinftiges Ziel der Erforschung der onkolytischen Therapie des Glioblastoms ist die Ent-
wicklung einer individualisierten Therapie fiir eine bislang unheilbare Tumorerkrankung, um
damit das Leben von Glioblastompatienten zu verlangern. Erreicht werden kann dies unter
anderem iiber die Erforschung zugrundeliegender Pathomechanismen und Interaktionen bei
kombinierter Gabe von onkolytischen Viren und das Verstehen ihrer Rolle in der Induktion

eines moglichst effektiven und nachhaltigen immunogenen Zelltods.
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