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1 Einleitung

Trotz groRer Fortschritte auf den Gebieten der Viszeralchirurgie und Onkologie in den
vergangenen Dekaden ist eine erhdhte Anzahl solider Tumoren zum Zeitpunkt der
Erstdiagnose nicht resektabel und dadurch nur noch palliativ behandelbar. So betreffen
z.B. die gegenwartig vorhandenen Palliativkonzepte bei den nicht operablen
Hepatozellularen Karzinomen (HCC) und intrahepatischen Cholangiozellularen
Karzinomen (CCC) nur eine lokale Tumorbehandlung wie Radiofrequenzablation und
Laser-Induzierte Thermoablation, wobei diese Verfahren nur zur Behandlung kleinerer
Tumoren einsetzbar sind. Die Chemoembolisation hat bisher keinen Effekt auf das
Langzeituberleben gezeigt, und eine Erfolgversprechende Radio/Chemotherapie ist
gegenwartig noch nicht etabliert (1).

Ebenso problematisch ist die Behandlung des duktalen Adenokarzinoms des Pankreas,
welches in den westlichen Industrielandern vermehrt auftritt und von denen sich nur
10% bis 15% zum Zeitpunkt der Diagnose in einem resektablen Stadium befinden (2).
Zusatzlich betragt selbst nach erfolgreicher Resektion das 5-Jahres-Uberleben der
Patienten nur 10% bis 30% (3). Bei nicht resektablen Tumoren liegt das 1-Jahr-
Uberleben zusammengefasst in allen Stadien bei 19% (4). Urspriinglich haben diese
soliden Tumoren als chemoresistent gegolten (5), jedoch hat die Behandlung mit dem
Chemotherapeutikum Gemcitabin ein signifikant erhéhtes Uberleben und eine
verbesserte Lebensqualitat im Vergleich zu keiner chemotherapeutischen Behandlung
gezeigt (6-8). Dennoch ist das Uberleben im Median, wie eine der grofiten Studien mit
3000 Patienten betreffend Gemcitabin in der Behandlung des Pankreaskarzinoms

gezeigt hat, nur um 5 Monate verlangert, verglichen mit keiner Behandlung.



Daher werden bei den nicht resektablen bzw. metastasierten Tumoren neue
Therapiekonzepte  dringend gesucht und gentherapeutische Ansatze zur
Tumorbehandlung koénnten dabei eine Alternative darstellen. In der tumorassoziierten
Gentherapie sind dieses insbesondere die Einbringung proapoptotischer Gene, die

Immunomodulation oder eine Enzym-Prodrug-Therapie.

1.1 Gentherapie

Gentherapie ist das gezielte Einbringen eines funktionsfahigen Gens in Korperzellen
oder —Gewebe mit therapeutischer Zielstellung (Gentransfer). Dabei ist der Ansatz der
Therapie entweder eine defekte Zellfunktion wiederherzustellen (z.B. bei der
Substitutionstherapie monogenetischer Erkrankungen), oder aber der Zelle eine
zusatzliche therapeutische Funktion zu vermitteln (z.B. bei der Ubertragung
toxischer/pro-apoptotischer Gene). Daraus resultiert, dass prinzipiell alle Erkrankungen,
bei denen Proteine eine entscheidende pathogenetische Rolle spielen oder eine
therapeutische Funktion haben, Ziel einer gentherapeutischen Behandlung sein kénnen
(9). Der Gentransport kann dabei mit drei verschiedenen Methoden durchgefihrt

werden.

1. In vitro: Die Zielzellen werden vom eigentlichen Organismus isoliert und die
Transfektion des genetischen Materials und deren Folgen werden nur in der

Zellkultur durchgefuhrt bzw. analysiert.



2. In vivo: Der nicht-virale oder virale Vektor wird mit dem therapeutischen Gen
verbunden und danach als nun rekombinierter Vektor direkt verabreicht. Dieses

geschieht entweder als direkte (z.B. intratumorale) oder systemische Injektion.

3. Ex vivo: Zellen oder Gewebe werden dem Korper entnommen, im Labor kultiviert
und mit dem zu therapierenden Gen verbunden und multipliziert. Danach werden

die genetisch veranderten Zellen wieder dem Ursprungsort zugeflhrt.

Der Prozess des Gentransportes und der nachfolgenden Genexpression wird als
Transduktion bezeichnet. Um das Gen in die Zielzelle zu transportieren werden in den
meisten Fallen so genannte Vektoren bendtigt, die nicht-viraler oder viraler Natur sein
konnen. Bei den nicht-viralen Vektoren wird ,nackte“ DNS z.B. mit Hilfe von Injektionen
oder Liposomen in die Zelle transportiert. Obwohl diese Vektoren in einer grof3en
Anzahl produziert werden kdnnen, und nur eine geringe Zelltoxizitat aufweisen bzw.
eine Immunreaktion hervorrufen, ist die Effektivitdt des Gentransfers gegenwartig noch
unzureichend. Dagegen weisen virale Vektoren, bestehend aus RNS oder DNS
Genomen (Gesamtheit der Gene eines Organismus), eine deutlich hdhere Effizienz auf
und werden in den meisten gentherapeutischen Studien verwendet. Ein Nachteil sind
die in klinischen Studien nachgewiesenen Nebenwirkungen, die bisher zu einem

Todesfall geflhrt haben.



1.1.1 Historie der Gentherapie

1966-1982

Die Uberlegung des Transfers rekombinanter DNS zur Therapie von Krankheiten war
erst durch die Erkenntnis von Avery et al. moglich geworden, dass Nukleinsduren
genetische Information vermitteln und durch die Strukturaufklarung der DNS durch
Watson und Crick 1953. Des Weiteren war die Entschlisselung des genetischen Kodes
durch den ersten Nachweis einer Ubertragung genetischer Information mittels Viren auf
Zellen durch Zinder und Lederberg 1952 fur die Entwicklung bedeutsam (9). Die
nachweislich erste Diskussion uber die Moglichkeit einer Therapie durch die
Modifikation humaner Gene wurde vor 40 Jahren auf dem Symposium ,Reflections on
Research and the Future of Medicine" an der Columbia Universitat in New York im Mai
1966 gefuhrt. Joshua Lederberg und Edward Tatum legten dabei die wesentlichen
Grundsatze fest, die spater als Gentherapie bezeichnet wurden (10).

Es folgte 1970 durch Stanfield Rogers der erste klinische Versuch an zwei Madchen mit
der angeborenen Stoffwechselstorung Argininamie, der erfolglos blieb. Dabei sollte
durch die Verabreichung des Papilloma Virus, welches ein Gen beinhaltet, das das
Serum-Arginin senkt, der Arginasemangel ausgeglichen werden. Nennenswerte
Fortschritte in der Methode des Gentransfers gab es allerdings erst in den spaten
1970er Jahren, als verbesserte Transfektionstechniken und Selektionsmethoden in der
Zellkultur mit den Fortschritten der rekombinanten DNS-Technologie verbunden werden
konnten. Dadurch gelang es in groRerem Malistab verschiedenste Gene in
Saugetierzellen einzubringen (9).

Erst gegen Ende der 1970er Jahre folgten mehrere wichtige Einzelschritte als Basis fur

eine Gentherapie. So konnten Wigler et al. 1977 ein Thymidinkinase (TK)



exprimierendes Gen erfolgreich in Mausezellen einschleusen (11) und 1979 erfolgte der
erste Transfer einer Kopie eines funktionierenden Gens (TK) in Mauszellen, wodurch
der bestehende Gendefekt therapiert wurde (12). Auf Grund der Frage nach einem
klinischen Nutzen der neuen Therapie und der daraus entstehenden ethischen
Bedenken, griffen Anderson und Fletcher diese Thematik auf und veroffentlichten Ihre
Diskussion Uber die ethischen Bedenken in der Gentherapie 1980 im ,New England

Journal of Medicine® (13).

1983-1989

Fur die Schaffung realistischer Moglichkeiten zur Gentherapie waren in erster Linie die
Entwicklung viraler Vektoren und entsprechender Verpackungszelllinien zur Herstellung
dieser Vektoren eine Voraussetzung (9). Der Aufschwung der Gentherapie begann
1983, als mehrere Wissenschaftler mit einem retroviralen Vektor funktionelle Gene in
Maus-Knochenmarkzellen und das Enzym Hypoxanthin Phosphoribosyltransferase
(HPRT) in B-Lymphoblasten transferierten. Es folgten die Entwicklung einer helferfreien
Retrovirus Verpackungszelllinie durch Howard Temin mit dem Avian Retrovirus und
durch Richard Mulligan mit dem Mause Retrovirus (10). 1984 entwickelten Gluzman et
al. den bisher erfolgreichsten Vektor fur den Gentransport, das Adenovirus und Carter et
al. sowie Muzyczka et al. fUhrten das Adeno-assozierte Virus ein (10). Der erste Beweis
einer in vivo Expression eines transferierten Gens in einem Mausmodel gelang Eglitis et
al. 1985 mit dem Retrovirus N2, der das NeoR Markergen beinhaltete (14). Es folgte
1989 durch Rosenberg et al. die erste klinische Studie der Gentherapie, wobei der
retrovirale Vektor das Markergen NeoR trug, um genetisch tumorinfiltrierende

Lymphozyten bei Melanom Patienten zu markieren (15).



1990-2000

Das erste gentherapeutische Journal, ,Human Gene Therapy®, wurde 1990 gegriundet
und im selben Jahr erfolgte der erste genehmigte gentherapeutische Versuch in den
USA. Dabei wurden einem vier Jahre alten Madchen mit Adenosin-Deaminase-Mangel
(ADA) und einer daraus resultierenden schweren Immunschwache ihre eigenen T-
Lymphozyten injiziert. Vorher wurden diese ex vivo mit einem, das normale ADA-Gen
tragenden, Retrovirus behandelt. Obwohl die Patientin danach vermehrt ADA
synthetisierte, blieb es jedoch unklar, ob die Gentherapie oder die Begleittherapie fur
diesen Effekt verantwortlich war. Es folgte 1992 durch Wilson et al. der erste Versuch
zur Behandlung eines parenchymatésen Organs (Leber) bei familiarer
Hypercholesterinamie. Dabei wurden ex vivo mit einem Retrovirus behandelte autologe
Hepatozyten, die LDLr cDNS beinhalteten, mittels einer Portalveneninfusion reinjiziert
(16). Zusatzlich wurde im selben Jahr der erste nicht-virale klinische Gentransfer durch
Nabel et al. durchgefuhrt, wobei DNS/Liposomen Komplexe (das DNS Plasmid trug das
HLA-B7-Gen) direkt in HLA-B7" Tumoren injiziert wurden (10).

1995 folgte die erste klinische Studie mit einem adenoviralen Vektor bei Patienten mit
Zystischer Fibrose (17) und die erste Studie an Neugeborenen mit ADA-Mangel, wobei
deren Stammzellen aus dem Nabelvenenblut, welche ein funktionierendes ADA-Gen
besitzen, via einem retroviralen Vektor injiziert wurden (18).

Mitte der 1990er Jahre wurde die erste Phase-llI-Studie durchgefuhrt, wobei ein
retroviraler Vektor das Herpes Simplex TK-Gen zur Behandlung von Hirntumoren
beinhaltete. Einen Ruckschritt erlitt die Gentherapie 1999 durch den Tod des 18 jahrigen
Jesse Gelsinger, der nach der intrahepatischen Infusion eines adenoviralen Vektor als

Teil eines Phase-l/ll-Toxizitatsversuches an einem durch das Virus verursachten

10



~oystemischen inflammatorischen Response-Syndrom® (SIRS) verstarb. Bis heute ist er
der einzige Patient, der als direkte Folge eines gentherapeutischen Versuches verstarb.
Von der ersten gentherapeutischen Heilung wurde im Jahre 2000 berichtet, als Fischer
et al. Kinder mit der Immunschwache SCID-X1 durch die retrovirale Behandlung der
eigenen Stammzellen mit dem yc-Gen erfolgreich therapierten (19). Allerdings wurde
der anfangliche Erfolg durch die Ausbildung eines Leukamie ahnlichen Syndroms bei 2
von 10 Kindern nach ca. 30 Monaten getribt (10). Es hat sich danach in mehreren
Experimenten gezeigt, dass das yc-Gen selbst als ein kooperierender Faktor in dem
Transformationsprozess integriert ist, wenn es von einem retroviralen Promoter
exprimiert wird (10). Von der ersten erfolgreichen Tumortherapie wurde 2000 in einer
Phase-II-Studie bei rezidivierenden Pharynx Adenokarzinomen berichtet, die mit einer
Kombination aus einem onkolytischen Adenovirus und Chemotherapie behandelt

wurden (20).

1.1.2 Vektoren

Die Problematik der Gentherapie ist, dass DNS nicht unverpackt appliziert werden
kann, da sie nur zu einem geringen Teil von Zellen aufgenommen wird und eine rasche
Inaktivierung durch Nukleasen des Blutes eintritt. Daher sind Vektorsysteme als
Transportvehikel fur DNS in eine Zelle (Gentransfer) zur Steigerung der Effizienz des
Gentransfers und zum Schutz der DNS vor enzymatischen Abbau entwickelt worden.
Durch Einbau eines fremden Gens in den Vektor wird ein rekombiniertes DNS-Molekul
konstruiert, welches sich in der Zelle repliziert (9). ldealbedingungen fir einen

erfolgreichen Vektor in der Gentherapie sind:
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e Verfugbarkeit in hohen Konzentrationen

e Herstellbarkeit in grolken Mengen

o Zelltypspezifischer Gentransfer (besonders in vivo)

o Effektive Ubertragung von DNS in Zellen

® Regulierbare und ausreichende Expression des Fremdgens
e Keine Immunreaktion

e Keine unerwunschten Nebenwirkungen

e Keine Produktion von Wildtypviren (falls viraler Vektor)

¢ Gentransfer in sich nicht teilende Zellen

¢ Hohe Aufnahmekapazitat von Genen

Gegenwartig erfullt noch keiner der in der klinischen Gentherapie verwendeten
Vektoren alle genannten Voraussetzungen. Die am haufigsten verwendeten Vektoren

lassen sich in die Hauptgruppen der nicht-viralen und viralen Vektoren einteilen.

1.1.2.1 Nicht-virale Vektoren

Diese Vektoren lassen sich je nach der Art des Transfers in physikalische und
chemische Gruppen unterscheiden. lhre Effizienz ist gegenwartig noch nicht so hoch
wie die der viralen Vektoren. Vorteilhaft sind dagegen keine bzw. nur sehr geringe
Nebenwirkungen, keine besonderen Sicherheitsvorkehrungen zur Herstellung und

Therapie und es kdnnen Antikorper und RNS transportiert werden (21).
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1.1.2.1.1 Physikalischer nicht-viraler Gentransfer

Ein grof3er Schwachpunkt der physikalischen Verfahren ist die geringe Transfereffizienz
aufgrund der geringen Eindringtiefe. Solide Tumoren lassen sich dadurch kaum
behandeln. Ein Schwerpunkt dieser Verfahren konnte aber in Haut- und Muskeltumoren

liegen, die nur einer relativ geringen Eindringtiefe bendtigen.

Mikroinjektion
Bei der Mikroinjektion wird die DNS als Plasmid, ssDNS (einzelstrangige DNS) oder
dsDNS (doppelstrangige DNS) direkt in den Zellkern bzw. in die Zelle injiziert. Das

Verfahren ist sowohl apparativ sehr aufwendig als auch technisch sehr anspruchsvoll.

Elektroporation

Bei dieser Transfektionsmethode werden die Zellmembranen durch einen kurzen
elektrischen Puls vorubergehend permeabel gemacht. Auf diese Weise kann im
Medium vorhandene, zellfremde DNS durch Diffusion in die Zellen gelangen. Ein Teil
der DNS gelangt bis in den Zellkern und wird dort exprimiert. Dabei wird eine 10 bis
100fach erhdhte Genexpression gegenuber der nackten DNS beschrieben. Dieses
Verfahren ist in vitro sehr popular und wird bei in vivo Versuchen hauptsachlich in der
Therapie von Haut- und Muskelerkrankungen angewandt. Ein Nachteil ist der eventuell

auftretende Gewebeschaden bei hohen Spannungen (21).

Ultraschall
Eine fur in vivo Versuche bevorzugte Methode ist der Ultraschall. Dabei wird die DNS

mit einem Kontrastmittel gemischt (Optison oder Levovist), wodurch Mikroblaschen
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gebildet werden. Durch den Ultraschall werden diese Mikroblaschen mit der DNS in
dem Bereich der Zielzellen zum Platzen gebracht und dadurch der Gentransfer

ermaglicht (21).

Partikelbombardement

Dabei werden 1-3 pm grolRe Gold- oder Tungsten-Partikel mit Plasmid-DNS
beschichtet und diese Partikel durch eine Art Schockwellengenerator in einem
elektrischen Spannungsfeld beschleunigt und auf das Zielgewebe gefeuert. Dadurch
wird die Barriere der Zellmembran durch den physikalischen Einschlag durchbrochen

und die DNS intrazellular freigesetzt (9).

Jetinjektion
Bei diesem Verfahren werden Flussigkeitskiigelchen unter hohen Druck gesetzt und der
Strom durchbricht die Zellmembran, wobei die zugefliigte DNS in die Zelle eintreten

kann (9).

1.1.2.1.2 Chemischer nicht-viraler Gentransfer

Hierbei wird die gereinigte Plasmid-DNS mit dem therapeutischen Transgen zu einem

Komplex verbunden, der Uber Endozytose in die Zielzelle eintritt.

Kalzium-Phosphat-Koprézipitation
Dieses Verfahren wurde in den frihen 1970er Jahren entwickelt und war die erste
Methode mit dem die zellulare Aufnahme von DNS substantiell gesteigert werden

konnte. Dabei bindet Plasmid-DNS an naszierende Kalziumphosphat-Kristalle bindet.
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Die DNS-Kalzium-Phosphat-Koprazipitate adsorbieren auf der Zelloberflache adharente
Zellen und werden durch Endozytose aufgenommen. Von Vorteil sind die geringere
Mutationsrate und eine dadurch bedingte stabilere Expression, von Nachteil hingegen
die Toxizitat der Kalzium-Phosphat Prazipitate. Da diese Methode nur in vitro einsetzbar

ist, ist sie in der klinischen Anwendung nicht weiterverfolgt worden (9).

Liposomen

Hierbei gibt es zwei prinzipiell unterschiedliche Ansatze. Zum einen den Einschluss der
DNS in das Lumen unilamellarer Phospholipidvesikel und zum anderen die
Komplexierung der DNS an der Oberflache kationischer Lipidvesikel. Der Gentransfer
der Lipoplexe (Liposom/DNS-Komplex) beruht auf  den elektrischen
Ladungseigenschaften der DNS (negativ aufgrund des Phosphatrickgrads der
Doppelhelix), kationischer Lipide (positiv) und der Zelloberflache (insgesamt negativ).
Dabei verschmelzen die Lipoplexe mit der Zellmembran (Endozytose) und geben die
DNS frei (9, 21). Vorteil dieses Verfahrens ist die deutlich gesteigerte Transfektionsrate
gegenuber den anderen chemischen Verfahren und keine GroRenbegrenzung der zu
transportierenden Gene. Von Nachteil ist, dass nicht alle Zellen transfizierbar sind, die
Genexpression nur vorubergehend ist und eine hohe Lipidkonzentration toxisch sein

kbnnte.

Polymere
Komplexierung von Plasmid-DNS mit positiv geladenen, stark verzweigten Polymeren.
Derartige Polykationen bilden mit DNS-Molekilen in wassrigen Medien Idsliche

Komplexe, die das Einschleusen des Genmaterials in die Zelle ermdglichen. Die
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Methode ist recht zellvertraglich und erzielt hohe Transfektionseffizienzen von bis zu
30%, erlaubt aber nur eine transiente Transfektionen. Die neueren Verfahren benutzen
kationische Dendrimere. Diese komplexieren die Plasmid-DNS und werden von den
Zielzellen aufgenommen. Die Methode ist in der Regel besser zellvertraglich als die
kationische Lipofektion. Vorteil dieser Methode ist die geringe Toxizitat und dass eine
wiederholte Transfektion mdglich ist. Ein Nachteil ist die Abhangigkeit von der

Rezeptorendichte und der lysosomale Abbau der Plasmid-DNS (21).

1.1.2.2 Virale Vektoren

Eine Langzeitexpression eines Transgens bei einem in vivo Gentransfer erfordert die
Stabilitadt des Vektors im eingebrachten Korperkompartiment, die starke Bindung an die
Zielzellen, die problemlose Durchdringung der Zellmembran, den sicheren Transport
zum Zellkern und die Integration in das Genom. Am ehesten entsprechen diese
Anforderungen dem Gentransport mit viralen Vektoren (Transduktion), die daher in den
meisten in vivo Studien verwendet werden. Dabei wird das Grundprinzip der viralen
Infektion zum Transport des genetischen Materials Ubernommen. Allerdings darf dabei
der virale Vektor nicht replikationsfahig sein und das pathogene (virale) Gen tragen. Die
Konversion eines Virus in einen rekombinanten (gentechnologisch durch genetischen
Umbau hergestelltes Produkt) Vektor beinhaltet dadurch zuerst die ldentifikation der
viralen Sequenzen, die fur die Replikation, den Zusammenbau des viralen Genoms und
den infektiosen Transportmechanismus zustandig sind. Danach werden Uberfllssige
Gene entnommen, wodurch die Replikationsfahigkeit und Pathogenitat vermindert wird
(je geringer der eigene virale Genomanteil, desto schwacher die Immunantwort des

Wirtskorpers). AnschlieBend werden die therapeutischen- oder Marker- Gene in das
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Vektorkonstrukt mit Hilfe von Verpackungszellen (packaging cells) inseriert (22). Es
folgt eine Beschreibung der am haufigsten verwendeten nicht-onkolytischen viralen

Vektoren in der aktuellen Gentherapie.

1.1.2.2.1 RNS Viren

Retrovirus

Retroviren bestehen aus 2 Kopien einer Einzelstrang RNS von 7-10 kb, haben einen
Durchmesser von ca. 100nm und sind umhdallt. Die virale RNS enthalt 3 essentielle
Gene gag, pol und env fur den viralen Aufbau. Nach Bindung an den Zellrezeptor wird
die RNS in das Zytoplasma freigegeben und dort via dem Enzym Reverse
Transkriptase (RT) in doppelstrangige DNS umgewandelt. Danach wird die DNS in den
Nukleus transferiert und in das Genom der Wirtszelle durch das Enzym Integrase
aufgenommen. Retroviren infizieren keine sich nicht teilenden Zellen, kdbnnen maximal
Strukturen von 8kb aufnehmen und zeichnen sich durch ein stabiles Expressionsmuster
aus (22, 23).

Von Vorteil sind der persistierende Gentransfer und das niedrige Entzindungspotential,
nachteilig hingegen, dass nur sich teilende Zellen infiziert werden, die Induktion einer

malignen Transformation méglich ist und relativ niedrige Titer bestehen (10°-107).

Lentivirus
Im Gegensatz zu den Retroviren kodiert das Lentivirus neben den essentiellen Genen
(gag, pol und env) noch bis zu 6 weitere virale Proteine, die fur die Virusreplikation und

—Persistenz verantwortlich sind. Ein Vorteil ist die mdgliche Infektion von sich nicht
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teilenden Zellen. Von Nachteil ist wie bei dem Retrovirus die mdgliche Induktion einer

malignen Transformation (22, 23).

1.1.2.2.2 DNS Viren

Adenovirus

Adenoviren sind Viren aus der Familie der Adenoviridae. Erstmalig wurden sie aus
menschlichen Rachenmandeln (Adenoiden) isoliert, woraus sich auch der Name
ableitet. Adenoviren sind unbehullt und haben einen Durchmesser von 70-100nm. Als
Genom besitzen sie eine doppelstrangige lineare DNS, bestehend aus 36kb, die in 100
map units (mu) unterteilt wird. An jedem Genomende liegen die .inverted terminal
repeats” (ITR’s), die fur die Verpackung und Replikation des Virusgenoms in Virionen
wichtig sind. Am 5-Ende ist zudem kovalent ein terminales Protein gebunden.
Morphologische Charakteristika des Adenovirus sind ein ikosaedrisches Kapsid mit 252
Untereinheiten  (UE). Dieses besteht aus Hexonproteinen (240 UE),

Pentobasisproteinen (12 UE) und Fiberproteinen.

Fiberprotein

-~ — Pentobasisprotein

/| < Hexonprotein
.-- _<

.7 lineares DNS-Genom
Coreprotein

terminales Protein

Abb.1: Darstellung eines Adenovirus mit den Proteinstrukturen.
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Im Gegensatz zu Retroviren kdnnen sich nicht teilende Zellen infiziert werden und die
maximale GroRe der einzubauenden Gensequenz kann 8kb bei E1/E3 defizienten Viren
betragen. Die meisten adenoviralen Vektoren bestehen aus dem Serotyp 5, es gab
jedoch in der Vergangenheit auch Studien mit den Serotypen 2, 4 und 7. Die
Expression betragt in Tierversuchen 3-4 Wochen, kann aber unter Immunsuppression
bis zu mehreren Monaten anhalten. Adenoviren verursachen hauptsachlich
Erkrankungen des Respirationstraktes, konnen jedoch abhangig vom jeweiligen Serotyp
auch eine Gastroenteritis, Konjunktivitis, Zystitis, Rhinitis oder Pharyngitis verursachen.
Bei Patienten mit geschwachtem Immunsystem kdnnen ernsthafte Komplikationen wie
zum Beispiel das ,Acute Respiratory Distress Syndrome“ (ARDS) entstehen.

Der Vorgang der Infektion wird mit der initialen Bindung des Adenovirus an die zu
infizierende Zelle eingeleitet. Dabei bindet das Virus durch sein Fiberprotein an ein
zellulares Oberflachenprotein, den Coxsackie-Adenovirus-Rezeptor (CAR). Zusatzlich
bindet das Viruskapsid (,penton base®) Uber avB3/avp5-Integrine, die eine Clathrin-
vermittelte Einstllpung der Zellmembran (Endozytose) bewirken, wodurch Signale
erzeugt werden, die unter anderem die Dynamik des Zytoskeletts verandern und das
Zellwachstum stimulieren. Durch die virale Protease L3/p23 wird das Viruskapsid
danach angedaut und so durch die Kernporen in den Nukleus transportiert, wo die virale
DNS als Episom (Plasmide, welche in das Wirtsgenom integriert sind) bestehen bleibt

und die Transkription bzw. Translation der Gene gestartet wird.
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Abb.2: Methode der Gentherapie mit einem viralen Vektor (Adenovirus). Der mit einer
modifizierten DNS hergestellte adenovirale Vektor bindet an die Zellmembran und gibt
nach Eintritt in Zytoplasma das Gen in den Nukleus ab, wo das therapeutische Protein

synthetisiert wird.

Die adenoviralen Gene kénnen nach dem zeitlichen Ablauf ihrer Expression wahrend
der Replikation in drei Hauptgruppen eingeteilt werden. Die frihe Gruppe, bestehend
aus E1A, E1B, E2, E3 und E4, die verspatete Gruppe, bestehend aus I1X und Va2 und
die spate Transkriptionseinheit, bestehend aus L1-L5. Dabei ist die erste Gruppe flr die
Konstruktion eines rekombinanten Vektors am wichtigsten, da hier die Veranderungen
vorgenommen werden. So kodiert die E2 Region Proteine fur die Replikation, inklusive

der viralen Polymerase, die E1 und E4 Region kodiert Proteine fir die DNS-Replikation
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und die E3 Region ist an der Immunsuppression beteiligt. Um das therapeutische Gen
in den adenoviralen Vektor einzubinden und dieser replikationsdefizient wird, wurde in
den Anfangen die Kodierungsregion E1, welche fir die Replikation des Virus zustandig
ist, mit dem Transgen ausgetauscht. Durch die frei gewordene Region konnte ein
Transgen von 4.7-4.9kb integriert werden. Zur Herstellung dieser Vektoren werden
spezielle Zelllinien (humane embryonale 293 Zelllinie) verwendet, die das E1 Gen
beinhalten. Zusatzlich kann die Kapazitat des Vektors durch die Entnahme der E3
Region auf 8.3kb gesteigert werden. Die Zukunft liegt dabei in der Entwicklung von
.gutted vectors®, die keine viralen Sequenzen auller den ,inverted terminal repeats”
(ITR) und den cis Packungssignalen mehr enthalten und dadurch in der Theorie keine

(viralen) Nebenwirkungen mehr auslésen kdnnen.
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Abb.3: Herstellung adenoviraler rekombinierter Vektoren. E1-deletierte (dadurch
replikationsunfahige) Adenovirengenome werden durch Kotransfektion mit dem
transgenen Shuttle-Plasmid in humanen 293-Zellen Verpackungszellen rekombiniert.
Die Gene der zur Replikation essentiellen E1-Region werden von der 293-
Verpackungszelllinie bereitgestellt. Da die E1-Region nicht mit verpackt wird, sind die
entstehenden Viren replikationsdefizient. Zur Vervielfaltigung der rekombinierten Viren,

werden in einem zweiten Schritt wiederum 293-Zellen verwendet (9) (Bild entnommen
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aus ,,Molekulare Grundlagen des Gentransfers und Anwendung fur die Gentherapie®.

Handbuch der Molekularen Medizin, Band 2. Berlin: Springer-Verlag; 1998).

Zusammengefasst zeigen die adenoviralen Vektoren eine hohe Expression des
therapeutischen Gens in Zellen verschiedenster Organe 1-2 Wochen nach dem
Gentransfer. Dabei ist die Infizierung sich nicht teilender Zellen ein groRer Vorteil
gegenuber den retroviralen Vektoren. Die aufgrund des aktivierten Immunsystems
verkurzte Expression des Transgens betrifft am ehesten die monogenetischen
Erberkrankungen als die Therapie maligner Tumoren. Nachteilig ist jedoch, dass es
durch den Adenovirus zu einer ausgelosten Immunreaktion mit Uberschiel3ender
Reaktion im Sinne eines ,Systemischen inflammatorischen Response-Syndrom* (SIRS)

und eventueller multipler Organschadigungen kommen kann (22-24).

Adeno-assoziierter Virus

Adeno-assoziierte Viren (AAV) bestehen aus einer 4.7kb Einzelstrang DNS, sind 18-
26nm im Durchmesser und besitzen keine Hulle. Eine Infektion sich nicht teilender
Zellen ist moglich und die maximale GroRRe flr das Transgen betragt <4.5kb. Aulderdem
ist eine stabile Expression beschrieben worden, teilweise bis zu 1 Jahr. Sowohl im
Tiermodel als auch bei Menschen konnte keine isolierte Pathogenitat des Virus
nachgewiesen werden, obwohl 90% aller Menschen nachweislich eine AAV Infektion
durchgemacht haben. Eine Infektion kann nur durch die Kooperation mit Helferviren
(Adenovirus, Herpesvirus) entstehen. Ein Nachteil des AAV als Vektor ist die geringe
Transportkapazitat von nur <4.5kb. Aufgrund der nicht vorhandenen viralen

Kodierungsregionen, besteht keine mit der Genexpression zusammenhangende
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Toxizitat, jedoch ist das Kapsid sehr allergen und kann bei wiederholter Applikation zu

einer starken Immunantwort fihren (22-24).

Herpesvirus

Das Herpes Simplex Virus 1 (HSV-1) ist ein 152kb grol3es doppelstrangiges DNS Virus
mit einem Durchmesser von 110nm. Es beinhaltet Uber 81 virale Proteine und kann sich
nicht teilende Zellen infizieren. Es kdnnen Transgene von Uber 25kb aufgenommen
werden und die Expression ist stabil. Bei Menschen verursacht es Ulzerationen an den
Schleimhduten und im Gesichtsbereich sowie Meningitis und Enzephalitis. Das
verwandte HSV-2 verursacht dagegen Ulzerationen im Genitalbereich. Der Einsatz des
Vektors in der Gentherapie bezieht sich auf Grund seiner Neutrophilie auf Hirn- und
Ruckenmarkserkrankungen. Ein Risiko ist jedoch der eigene Toxizitatseinfluss des

Virus, der in vivo noch nicht weitgehend geklart ist.

1.1.3 Promotoren

Allgemein

Als Promoter wird der Abschnitt auf der DNS bezeichnet, an dem die Polymerase
erkennt, wo der Startpunkt eines Gens liegt, sodass die Transkription des Zielproteins
erfolgen kann. Dabei werden fur die Regulation des viral eingeschleusten Transgens
verschiedenste Promotoren verwendet wie z.B. der ,Cytomegalievirus® (CMV), der
,Rous Sarcoma Virus Long Terminal Repeats“ (RSV-LTR) oder der ,Simian Virus 40°
(SV40) Promoter. Um dabei nicht transformierte Zellen zu schitzen, werden

tumorspezifische Promoter verwendet, da multiple Tumorentitaten spezifische zellulare
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Antigene ausbilden, deren regulatorische Elemente fur die Steuerung der
Genexpression genutzt werden kénnen. Darunter sind z.B. fir das kolorektale- und
Lungenkarzinom der carcinoembryonale Antigen (CEA)-Promoter, fir Melanome der
Tyrosinase-Promoter und fur Brustkrebs der MUC1-Promoter (25).

Ein limitierender Effekt der meisten tumorspezifischen Promoter ist jedoch deren
schwache Transkriptionsaktivitat und folglich geringe Genexpression, welche bei den
meisten Promotoren unterhalb der Aktivitat der nicht tumorspezifischen liegt. Eine
Maoglichkeit, die Effektivitat der transgenen Expression zu steigern, liegt daher in der

Entwicklung von Verstarkungsmechanismen tumorspezifischer Promotoren.

1.1.3.1 Verstarkungsmechanismus

Im Jahre 1998 haben Fang et al. in vivo demonstriert, dass der synthetische GAL4-
responsive Promoter GAL4/TATA (GT) eine sehr geringe Basalaktivitat in
verschiedensten Organen aufzeigt, jedoch durch die Zugabe des Proteins GAL4-VP16
(GV16) stark induzierbar ist (26). Dieser Effekt ist in einer Folgestudie mit einem
tumorspezifischen  Promoter  kombiniert worden, sodass ein  schwacher
tumorspezifischer Promoter (CEA) einen Transaktivator synthetisiert (GV16), der
wiederum den synthetischen Promoter GT aktiviert. Es hat sich dabei eine 20fach
erhdohte Genexpression gegenuber der nicht verstarkten Kontrollgruppe gezeigt (25).
Zusatzlich sind die meisten Promoter zellspezifisch, sodass eine eventuelle Therapie in
den meisten Fallen nur fur eine Tumorentitat entwickelt werden kann. Daher ware die

Entwicklung eines Promoters, der in multiplen Tumorzellen aktiv ist, sinnvoll.
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1.1.3.2 Humane Telomerase Reverse Transkriptase (hTERT)

Telomere sind aus repetitiven DNS-Sequenzen und Proteinen bestehende Strukturen
am Ende von Chromosomen und fur deren Stabilitat erforderlich. Das Enzym
Telomerase ist eine fur die Replikation der chromosomalen Enden zustandige
Polymerase und besteht aus mehreren Ribonukleoprotein Komplexen. Es verlangert die
telomere DNS und kompensiert damit den physiologischen Prozess der
zellteilungsabhangigen Verkurzung von Telomeren. Die als Schablone dienende Region
der humanen Telomerase-RNS (hTR) ist 11 Basen lang und komplementar zum
Telomerstrang aufgebaut. Die katalytische Untereinheit der Telomerase hTERT
(humane Telomerase Reverse Transkriptase) arbeitet als reverse Transkriptase und ist
fur die Nukleotidaddition an den 3°-Enden der chromosomalen DNS verantwortlich (27).
Eine Verbindung zwischen der Telomeraseaktivitat und malignen Tumoren ist erstmalig
durch Kim et al. 1994 beschrieben und danach in mehr als 85% der verschiedensten
Tumorarten beobachtet worden, bei einer nicht gesteigerten Aktivitat in normalen
somatischen Zellen. Zusatzlich hat sich in weiteren Studien ein direkter Zusammenhang
zwischen der Tumorgenese und der hTERT-Expression gezeigt (27). Auf Grund der
bestehenden Aktivitat in multiplen Tumorzelllinien, scheint der hTERT-Promoter ideal
fur die virale tumorzellspezifische Therapie zu sein. Erste Ergebnisse eines
adenoviralen Vektors mit dem hTERT-Promoter und LacZ als Transgen haben eine
100fach gesteigerte Expression des LacZ in Tumorzellen im Vergleich zu dem CMV-
Promoter nachgewiesen, bei einer ausbleibenden Expression in nicht-transformierten
Geweben (27). Dagegen hat die Verwendung des hTC-Promoters neben der
Tumorspezifitdt auch eine Expression in Telomerase negativen Zellen gezeigt, sodass

der Einsatz zur gerichteten Tumorbehandlung eher kritisch zu bewerten ist.
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1.1.4 Therapieresistenz adenoviraler Vektoren

Die Verwendung adenoviraler Vektoren in gentherapeutischen Studien hat gezeigt,
dass eine wiederholte Applikation zu einer Expansion resistenter Zellen fihren kann
und dieser Effekt am wahrscheinlichsten auf einer verringerten Expression des initialen
Virusbindungsrezeptor, Coxsackie-Adenovirus-Rezeptor (CAR) oder der Rezeptoren
avB3, avf5, und avB1 (28-30) beruht. Zusatzlich ist eine initial reduzierte CAR-
Expression in verschiedenen Tumorzelllinien und in Tumoren von Patientenproben
beschrieben worden (31), sodass alternative Bindungsmechanismen flr adenovirale
Vektoren zur Resistenzumgehung und Erhdhung der Effizienz bendtigt werden. Unter
den verschiedenen Strategien zur Steigerung der Transduktionseffizienz ist die
simpelste Variante eine Konzentrationssteigerung der viralen Vektoren, die jedoch zu
den gefurchteten Immunreaktionen fuhren kann. Es hat sich gezeigt, dass eine virale
Dosis Uiber 10" pfu (plaque-forming units) zu einer Lebertoxizitat und Hypotension fiihrt.
Ein weiterer Ansatz liegt in der Umgehung des CA-Rezeptors durch einen alternativen
Bindungsweg, welcher erstmalig 1998 durch Krasnykh et al. beschrieben worden ist
(32). Dabei hat sich gezeigt, dass die Modifikation des adenoviralen Kapsids durch
Inkorporation einer RGD-4C Tripeptidsequenz (Arginin-Glycin-Aspartat) in die HI
Schleife des adenoviralen Fiber-Proteins zu einer signifikant gesteigerten Transduktion
gegenuber nicht modifizierten adenoviralen Vektoren fihrt. Dieser Effekt ist von
mehreren Autoren in 6sophagealen Plattenepithelkarzinomen (33), Zervixkarzinomen
(34), Rhabdomyosarkomen (34), Ovarialkarzinomen (35), Melanomen (36) und Gliomen
beschrieben worden (37). Es ist daher in Zukunft davon auszugehen, dass die neue
Generation von adenoviralen Vektoren diese Modifikation (oder eine alternative Form)

beinhalten werden.
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Abb.4: Darstellung des Fiber-Endes mit der HI-Schleife, in der die RGD Sequenz

integriert ist.

1.1.5 Therapieansatze bei malignen Erkrankungen
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Abb.5: Darstellung der verschiedenen Therapieansatze in der Gentherapie maligner

Tumoren, ausgehend von der immunologischen und molekularen Therapie.
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1.1.5.1 Immunologische Therapieansatze

Vakzine

Bei dem Verfahren der Zellvakzinierung werden in vitro Tumorzellen dahingehend
manipuliert, dass sie das Tumorantigen verstarkt exprimieren und dadurch dem
Immunsystem zuganglich sind. Besonders erfolgreich ist dieses bei dendritischen
Zellen, die das a-Fetoprotein (AFP) exprimieren und akuten Leukamiezellen gelungen
(38). Daneben gibt es auch die Moglichkeit der direkten genetischen Vakzination, bei
der Antigen-kodierende Gene transduziert werden und dadurch die gewunschte (im

Vergleich zur Zellvakzinierung verlangerte) Expression eingeleitet wird (38).

Das Immunsystem stimulierende Gene

Tumorzellen kénnen der Vernichtung des Immunsystems durch die Sekretion von
immunsuppressiven Faktoren, Herunterregelung der Antigenexpression oder des ,major
histocompatibility complexes® (MHC) entgehen. Eine immuntherapeutische Strategie ist
es daher durch eingeschleuste Gene die Immunabwehr deutlich zu verstarken. Dabei
hat sich in der vergangenen Dekade die Forschung auf das Interleukin-12 fokussiert,
welches mehrere Komponenten der Immunabwehr aktiviert, insbesondere zellulare T-

Lymphozyten und naturliche Killerzellen (38).
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1.1.5.2 Molekulare Therapieansatze

1.1.5.2.1 Tumorsuppressorgene

Tumorsuppressorgene induzieren Apoptose oder die Unterbrechung des Zellzyklus in
malignen Zellen. Das bekannteste Gen dieser Gruppierung ist das p53, welches das
Zellwachstum und die Zelldifferenzierung reguliert und in 40% aller Tumoren verandert
ist. Obwohl der wild type p53 (wt p53) zu der Familie der Tumorsuppressorgene gehort,
konnen mutierte Formen auch als Onkogene fungieren. Neben der erfolgreichen
Behandlung in Tumorzelllinien und im Kleintiermodel ist diese Form der Gentherapie
bereits in der klinischen Erprobung. Dabei zeigt allerdings die Kombination mit einer

Chemotherapie oder Radiotherapie deutlich bessere Ergebnisse (38).

1.1.5.2.2 Suizidgene

Bei diesem Verfahren (auch Enzym-Prodrug-Therapie genannt) infiziert ein viraler
Vektor, der ein Gen beinhaltet, das fur ein bestimmtes Enzym kodiert, die
Empfangerzelle. Die Zelle startet die Produktion des Enzyms, welches eine zugefuhrte
nicht-toxische Substanz (Prodrug) in eine aktive Form Uberfuhrt, die einen
supprimierenden Effekt auf das Tumorwachstum hat. Eines der bekanntesten
Gen/Prodrug Systeme ist das Herpes Simplex Virus-Thymidin Kinase (HSV-
tk)/Ganciclovir (GCV) System. HSV-tk ist ein Herpesenzym, das die Phosphorylisation
eines Nukleosidanalogons (wie Ganciclovir) katalysiert. Die phosphorylisierte Form des
Ganciclovirs (p-GCV) vermittelt dann den zelltdtenden Effekt Uber apoptotische
Mechanismen. Eine Verstarkung erhalt das System durch einen so genannten

,Bystander-Effekt®, wodurch sich eine deutlich hdhere Transduktion erreichen lasst (38).
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1.1.5.2.3 Anti Onkogene

Antisense Oligonukleotide

Die biologische Aktivitat von Onkogenen kann auf der RNS oder DNS Ebene
unterbunden werden. Antisense Oligonukleotide binden die mRNS und inhibieren die
Translation in der Proteinbiosynthese. Diese Methode ermdglichte die Hemmung des
bekanntesten Onkogens, dem Apoptoseinhibitor bcl-2, durch das antisense

Oligonukleotid G3139.

Antigen Oligonukleotide

Hierbei bindet das Oligonukleotid an die DNS, sodass eine nicht funktionierende Helix
entsteht. Dabei wird auf der Ebene der Transkription die Proteinsynthese unterbunden.
Der Vorteil dieser Methode gegeniber dem antisense Oligonukleotid liegt in der

geringeren Anzahl der Ziele (zwei im Vergleich zu >100 bei der RNS).

1.1.5.2.4 Proapoptotische Gene
Gegenwartig liegt der Fokus der gentherapeutischen Tumorbehandlung in der

Einschleusung proapoptotischer Gene in die Tumorzelle, wodurch Proteine synthetisiert

werden, die direkt oder indirekt zum Zelluntergang fuhren.

1.1.5.2.4.1 Tumor Nekrose Faktor-verwandter Apoptose induzierender Ligand
(TRAIL)
Darunter hat der Tumor Nekrose Faktor-verwandter Apoptose-induzierender Ligand

(TRAIL) (oder auch als Apo-2L bezeichnet) aufgrund seiner starken Toxizitat eine
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besondere Bedeutung und Verbreitung erlangt. Dieses Gen wird in den meisten
humanen Zellen synthetisiert und kodiert das Typ-ll-transmembran Protein TRAIL,
welches zu der TNF Zytokin Superfamilie TNF-a, FasL/CD95/Apo1L, TRAIL/Apo2L, und
TWEAK/DR3L/Apo3L gehort (39). Die TRAIL getriggerte Apoptose in verschiedenen
Tumorzellen wird durch Interaktion mit den ,Todesrezeptoren® DR4/TRAIL-R1 und
DR5/TRAIL-2 an der Zelloberflache und einer weitergeleiteten Kaspase-8 Aktivierung
durch FADD eingeleitet (28). Der hierbei beobachtete proapoptotische Effekt zeigte sich
nur in transformierten, aber nicht in normalen Zellen, was durch die antagonistischen
Rezeptoren DcR1, DcR2 und Osteoprotegerin vermittelt wird, die um die TRAIL Bindung
konkurrieren und somatische Zellen schutzen (28). Allerdings haben sich bei der
Behandlung von Zellen mit dem I6slichen TRAIL-Protein bei hoher systemischer
Dosierung systemische Leber- und Gehirnschaden gezeigt (40, 41). Es ist daher wichtig
bei der systemischen Gabe die normalen Zellen durch eine spezifische Applikation des
TRAIL in die Tumorzelle zu schutzen. Durch die Einschleusung des TRAIL Gens durch
einen adenoviralen Vektor in humane Tumorzellen ist in mehreren Studien eine
deutliche Apoptoseinduktion in vitro und eine signifikante Hemmung des
Tumorwachstums in vivo ohne Toxizitdt gegenuber nicht transformierter Zellen

nachgewiesen worden (42-44).

1.2 Beschreibung des neuen adenoviralen Vektors Ad/TRAIL-F/RGD

Gegenwartig sind die Techniken der Gentherapie aufgrund der systemischen Toxizitat
viraler Vektoren und ihrer Genprodukte sowie der immer noch geringen Transduktion
fur in vivo Experimente limitiert. In dieser Studie ist daher ein neu konstruierter

adenoviraler Vektor getestet worden, der den tumorspezifischen humane Telomerase
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Reverse Transkriptase (hTERT) Promoter beinhaltet, welcher in Uber 85% aller
humanen Karzinome aktiv ist bei gleichzeitiger Inaktivitat in den meisten somatischen
Zellen (43, 45). Das Problem der schwachen Genexpression eines tumorspezifischen
(hTERT) Promotors wurde durch den Einbau eines Verstarkungssystems umgangen.
Dabei exprimiert ein schwacher tumorspezifischer Promoter (hTERT) das GAL4/GV16
Fusionsprotein in den Tumorzellen, durch den der GAL4/TATA (GT) Promoter mit
niedriger Basalaktivitat aktiviert wird und eine stark erhohte Expression des TRAIL
Proteins auslost (25). Zusatzlich wurde in den neuen Vektor, bezeichnet als Ad/TRAIL-
F/RGD, eine RGD Sequenz in der HI Schleife des Fiber-Proteins zur verbesserten
Transduktion integriert.

Um die therapeutische Aktivitat des neuen adenoviralen Vektors in vivo zu testen, sind
zuerst als Vorarbeiten mehrere orhtotope- und Metastasentumormodelle etabliert

worden, um ein optimales und vor allem reproduzierbares Modell zu gewahrleisten.

1.3 Tumormodelle in der Nacktmaus

Die Transplantation und das Wachstum von xenogenen Tumormodellen in
immundefizienten Mausen sind eine etablierte Methode, um in praklinischen Studien
das zytotoxische Potential antitumordser Wirkstoffe in vivo zu testen.

Die dabei gebrauchlichsten Tumormodelle entstehen durch das Wachstum von
Tumorzellen, die subkutan, intraperitoneal, intravaskular oder direkt in das Organ wie
Leber, Pankreas oder Milz, injiziert werden (44, 46-52). Daneben ist die chirurgische
orthotope Implantation (,surgical orthotopic implantation“, SOI) ein seit Langem
etabliertes Verfahren, wodurch kleine Tumorfragmente von subkutanen Tumoren

unterschiedlicher Genese in das Zielorgan implantiert werden (53-62).
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1.3.1 Problematik subkutaner Tumormodelle

Gegenwartig werden bei Kleintierversuchen die subkutanen Tumormodelle auf Grund
ihrer einfachen Produzierbarkeit bevorzugt in der Wissenschaft verwendet. Es bedarf
keiner Narkose, die Tumoren sind gut reproduzierbar und der Erfolg des Anwachsens
nach wenigen Tagen ist gut sichtbar. Ein Hauptkritikpunkt sind jedoch die
unrealistischen Wachstumsbedingungen im subkutanen Gewebe, die das
Tumorwachstum und besonders die Ausbreitung entscheidend beeinflussen kdnnen.
Subkutane Tumoren streuen nur selten Metastasen (63, 64), neigen teilweise durch
eine Behandlung zu verstarkter Regression (65) und exprimieren andere
Zelloberflachenmolekule als das Ursprungsparenchym (64). Daher ist die Aussage von
gewonnenen Daten subkutaner Tumormodelle in der praklinischen Tumorforschung
eher kritisch zu bewerten.

Dagegen konnen intravaskulare- und Organinjektionen metastatische und orthotope
Tumormodelle produzieren. Orthotope Tumormodelle zeigen in den meisten Fallen ein
gesteigertes metastatisches Potential, wodurch eine deutlichere Aussage in Bezug auf
die Wirksamkeit einer antitumorésen Substanz und deren Nebenwirkungen im

Tiermodell, insbesondere im Langzeitverlauf, moglich ist (66).

1.4 Zielsetzung

Im Rahmen von Vorarbeiten bezlglich der Etablierung geeigneter Tumormodelle und
zwei nachfolgend aufeinander aufbauenden Experimenten sollten folgende

Fragestellungen erarbeitet werden:
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Vorarbeiten

e Entwicklung von orthotopen- und Metastasentumormodellen verschiedener
Tumorzelllinien zur nachfolgenden Testung des neuen adenoviralen Vektors

Ad/TRAIL-F/RGD in vivo.

Experiment |

1. Testung des adenoviralen Vektors Ad/TRAIL-F/RGD in humanen Tumorzelllinien
verschiedener Entitaten bezuglich seiner Toxizitat in vitro .

2. Testung eines toxischen Effektes von Ad/TRAIL-F/RGD auf mesenchymale
Stammzellen.

3. Uberprifung, ob ein eventueller toxischer Effekt des Ad/TRAIL-F/RGD Apoptose
vermittelt ist und dieser sich Uber die Aktivierung der initialen Kaspase-8
nachweisen |asst.

4. Testung der antitumorésen Wirkung Ad/TRAIL-F/RGD in vivo in einem zuvor
etablierten orthotopen Pankreastumormodell durch intratumorale Injektionen
nach Relaparotomie.

5. Eventueller Nachweis des Pankreasschwanztumors in einer
Mikrocomputertomografie und Vergleich zwischen der Therapie- und
Kontrollgruppe.

6. Uberpriifung, ob die wiederholte intratumorale Injektion von Ad/TRAIL-F/RGD

lebertoxisch ist.
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Experiment Il

1.

Zeigt die  Kombinationstherapie von  Ad/TRAIL-F/RGD mit dem
Chemotherapeutikum Gemcitabin eine additive bzw. synergistische Wirkung in
vitro?

Fuhrt die systemische Applikation von Ad/TRAIL-F/RGD zu einem
therapeutischen Effekt in vivo und kann dieser durch die Kombination mit
Gemcitabin verstarkt werden?

Uberpriifung einer eventuellen Lebertoxizitat durch die systemische Gabe von

Ad/TRAIL-F/RGD.
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2 Material und Methoden

2.1 Zelllinien

2.1.1 Tumorzelllinien

Die humanen Karzinomzelllinien Capan-1, AsPC-1 und Mia PaCa-2 (Pankreas), Hep G2
und Hep 3b (Hepatozellular), DLD-1 und SW 620 (Kolon) sowie H 358 und H 460
(Lunge) sind von dem ,American Type Culture Collection® (ATCC)(Rockville, USA)
bezogen worden. Auf’er DLD-1 und SW 620 (RPMI 1640 von dem ,Roswell Park
Memorial Institute) sind alle verwendeten Tumorzellkulturen mit ,Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium®“ (DMEM) kultiviert worden, welches mit 10% (v/v) hitzeinaktiviertem
fetalen Rinderserum (FBS, Gibco, Life Techologies, Inc., Grand Island, USA), 1%
Glutamin, und 1% Penicillin und Streptomycin versehen worden ist (Gibco-BRL, Life
Techologies, Inc., Grand Island, USA).

Anzumerken ist, dass die hier prasentierten Zelllinien exemplarisch sind. Die gleichen in
vitro Experimente sind zusatzlich an den Tumorzelllinien Panc-1, L 174, LOVO, DLD-1
BR (Bax resistent) und A 549 durchgefuhrt worden, wobei sich sehr ahnliche Ergebnisse

gezeigt haben.

2.1.2 Mesenchymale Stammzellen

Die zur Transplantation vorgesehenen mesenchymalen Stammzellen sind aus dem
Knochenmark von Knochenmarksspendern entsprechend den Institutsrichtlinien des

M.D. Anderson Cancer Center, Houston, USA gewonnen und aufgearbeitet worden.
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Danach sind die Zellen uns freundlicherweise von Dr. Frank Marini zur Verfligung
gestellt worden (67). Die Zellen sind in Alpha MEM (,Minimum Essential Medium®),
welches mit 20% fetalen Rinderserum angereichert worden ist, bei 37°C in einem

befeuchteten Inkubator mit 5% CO, kultiviert worden.

2.2 Gemcitabin

Das Chemotherapeutikum Gemcitabin  (Gemzar®) (2 deoxy-2"2"-difluorocytidin
monohydrochlorid) ist ein Nukleosidanalogon aus der Gruppe der Pyrimidine. Der
Unterschied zum naturlichen zellularen Deoxycytidin besteht in der Substitution mit zwei

Fluoratomen an der C-2"-Position des Zuckermolekdils.

Natiirlich Modifiziert
Desoxycytidin Gemzar®
(Difluorodesoxycytidin-
Hydrochlorid)
NH, NH, x HCI

Abb.6: Strukturformel von Gemcitabin (Gemzar®) (Bild entnommen aus dem Internet

von http://www. lilly-pharma.de).
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Der primare Wirkmechanismus besteht im Einbau von Gemcitabin als falsches Nukleotid
nach Phosphorylierung durch die Deoxycytidinkinase zur Triphosphatform (dFdCTP) in
die DNS. Als falsches Nukleotid verhindert Gemcitabin so die DNS-Elongation, was zum
Strangabbruch und zum Zelltod flhrt.

Zusatzlich wird hinter dem falschen Nukleotid eine weitere nicht veranderte Base
angebaut (sog. ,masked chain termination“). Dadurch werden "Reparaturenzyme"
(Exonukleasen) der DNS wund Reparaturmechanismen gehemmt. Besondere
enzymatische Reaktionen fuhren zur intrazellularen Anreicherung von Gemcitabin und
dadurch zur Verstarkung der zytostatischen Wirkung. Die Konkurrenz am Rezeptor
durch Verdrangung des "richtigen" Nukleosids Deoxycytidintriphosphat (dCTP) von der

Bindungsstelle fihrt zudem zur kompetitiven Hemmung der DNS-Polymerasen.

Verminderter
Einbau von ACTP

C
dCTpP Gemcitabin-
Triphosphat
dCDP _.Gemcitabin-
Ribonukleotid- Hemmung __.-=*" Diphosphat
Reduktase [T *=seseasasams==" »
CDP Gemcitabin-

Monophosphat

Zell- | Membran
Gemcitabin

Abb.7: Wirkungsmechanismus von Gemcitabin (Bild enthommen aus dem Internet von

http://www_lilly-pharma.de).
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Gemcitabin wirkt primar toxisch in der S-Phase der DNS-Synthese und blockiert die
Zellprogression in der G1/S-Phase in soliden Tumoren wie dem Pankreas-,
nichtkleinzelligen Lungen-, Blasen-, Ovar- und Brustkarzinom (68, 69).

In dieser Studie ist Gemcitabin von Eli Lilly (Indianapolis, USA) bezogen und mit
Phosphate-Buffered Saline (PBS) zu den entsprechenden Konzentrationen verdunnt

worden.

2.3 Konstruktion und Charakteristik von Ad/TRAIL-F/RGD

Die adenoviralen Vektoren Ad/CMV-GFP und Ad/CMV-LacZ sind bereits ausfuhrlich in
vorangegangenen Arbeiten unserer Forschungsgruppe beschrieben worden (43). Der
neue Vektor Ad/TRAIL-F/RGD hat die gleiche bicistronische Expressionskassette wie
Ad/gTRAIL (43), aulRer dass Wildtyp TRAIL cDNS anstelle des GFP/TRAIL Konstrukts
verwendet worden ist. Zusatzlich enthalt Ad/TRAIL-F/RGD eine Insertion der
CDCRGDCFC Sequenz in die HI Schleife des Fiber Proteins und eine Entfernung der
Basenpaare zwischen 28599 bis 30469 in der E3 Region. Die Sequenzen der E3
Region, die Faser-Region, die humane TRAIL cDNS und das GAL4/VP16 Fusionsgen in
der E1 Region in Ad/TRAIL-F/RGD sind durch eine automatische DNS-Sequenzierung
mittels reiner viraler DNS als Templates verifiziert worden.

Ad/TRAIL-F/RGD ist durch eine Ko-Transfektion von 293 Zellen mit einem
Transportplasmid konstruiert worden, welches die humane Volllangen-TRAIL-
Kodierungssequenz von dem hTERT-Promoter und ein 30kb Clal Fragment von

Ad/LacZ-F/RGD exprimiert (70).
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Abb.8: Schematische Darstellung des neuen adenoviralen Vektors Ad/TRAIL-F/RGD

sowie der Kontrollvektoren Ad/CMV-GFP und Ad/CMV-LacZ.

Die Titration, Purifikation und Qualitatsanalyse der drei verwendeten Vektoren ist in dem
,vector Core“ des M. D. Anderson Cancer Center, der University of Texas, Houston,
USA, durchgefuhrt worden (45, 71). Alle viralen Produkte sind durch eine Polymerase-
Kettenreaktion (PCR) als frei von E1* Adenovirus befundet und durch einen ,limulus
amebocyte lysate endotoxin detection kit* (BioWhittaker, Walkersville, USA), als
endotoxinfrei getestet worden (72). Die in dieser Studie verwendeten viralen Titer sind
bestimmt worden durch die Absorption des dissoziierten Virus bei Azso nm (€in€ Az60 nm
Einheit = 10'® Viruspartikel [VP]/ml). Partikel: Infektionseinheiten-Verhéltnisse sind
zwischen 30:1 und 100:1 gewesen. Daher ergibt sich eine “multiplicity of infection“ (MOI)
von 1000 Viruspartikeln, welche aquivalent zu einer MOI von 10-30 Infektionseinheiten
ist. In dem Experiment | ist Ad/CMV-GFP und in dem Experiment Il Ad/CMV-LacZ als
Vektorkontrolle sowie in beiden Experimenten PBS als Plazebokontrolle verwendet

worden.

2.4 Zellproliferationstest (XTT)

2.4.1 Testprinzip

Um die Zellproliferation bzw. die Zellvitalitat zu bestimmen, ist ein XTT-Proliferationskit
(Cell Proliferation Kit 1l, Roche Molecular Biochemicals, USA), verwendet worden. Dabei
werden die Zellen in eine 96-Lochplatte pipettiert und mit dem gelben Farbstoff

Tetrazolium [3-bis-(2-methoxy-4-nitro-5 sulfenyl)-(2H)-tetrazolium-5-carboxanilide (XTT)]
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fur 4 bis 24 Stunden inkubiert. In vitalen Zellen wird durch die aktiven
intramitochondrialen Dehydrogenasen das Tetrazolium-Salz XTT in ein orangenes
|6sliches Formazan umgewandelt. Vollstandig inhibierte intramitochondriale
Dehydrogenasen, wie bei toten Zellen, kdnnen kein Formazan aus XTT bilden. Dabei
korreliert die Anzahl lebendiger Zellen direkt mit der Menge an orangenen Zellen. Die
Formazanbildung wird photometrisch Uber ein Mikrotiterplattenlesegerat bei einer
Wellenlange von 450-500 nm abgelesen und der Grad der Zytotoxizitat der
Testsubstanzen kann dadurch angegeben werden. Dieses Verfahren ist 1988 erstmalig
von Scudiero et al. beschrieben worden und hat sich danach als sicherer Test zur

Toxizitatsmessung in Zellkulturen etabliert (73).

2.4.2 Testung der Tumorzelllinien

Es sind 1 x 10* Zellen/Loch auf eine 96-Lochplatte pipettiert und 24 Std. spater Ad/CMV-
GFP und Ad/TRAIL-F/RGD in jedes Loch mit einer ,multiplicity of infection“ (MOI) von
500, 1000 wund 2000 Viruspartikeln/Zelle hinzugefugt worden. PBS st als
Placebokontrolle verwendet und die Zellen sind bei 37°C und 5% CO, in einer
befeuchteten Atmosphare kultiviert worden. Nach 24 Std. Behandlung ist an funf
aufeinander folgenden Tagen ein XTT-Test durchgefuhrt worden. Dabei ist jedes
Experiment in vierfacher Ausfihrung durchgefihrt und dreimal wiederholt worden. Die

hier dargestellten Werte entsprechen dem Mittelwert mit Standardabweichung.
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2.5 Kombinationsindex (Combination Index, Cl)

Um die zytotoxischen Konzentrationen von Gemocitabin alleine und in der Kombination
mit Ad/TRAIL-F/RGD zu evaluieren, sind 5 x 10° Zellen/Loch der Zelllinien AsPC-1 und
Capan-1 auf eine 96-Lochplatte pipettiert und 24 Std. spater mit verschiedenen MOls
von 250, 500, 1000, und 2000 VP/Zelle mit Ad/CMV-LacZ oder Ad/TRAIL-F/RGD
infiziert worden. Dagegen ist Gemcitabin in verschiedenen Konzentrationen (0.001-500
mM) aufgetragen und die Zellen sind bei 37°C und 5% CO, in einer befeuchteten
Atmosphare kultiviert worden. Nach 4 Behandlungstagen ist ein XTT-Test durchgefuhrt
und der Effekt der Kombinationstherapie, eingeteilt nach Synergismus, additiver Effekt
oder Antagonismus, mittels der gewonnenen Daten mit der Software CalcuSyn (Biosoft,
Cambridge, England) analysiert worden (74). Die optimale Dosierung fur einen
synergistischen Effekt ist danach ausgewahlt und der Versuch durch einen weiteren
XTT-Test Uber 5 Tage, inklusive der Kontrollgruppen, erneut durchgefihrt worden. In
beiden Bestimmungen ist jedes Experiment in vierfacher Ausfuhrung durchgefthrt und

dreimal wiederholt worden.

Verteilung des CI Symbol Beschreibung

<0.1 +++++ Sehr starker Synergismus
0.1-0.3 ++++ Starker Synergismus
0.3-0.7 +++ Synergismus

0.7-0.85 ++ Moderater Synergismus
0.85-0.90 + Schwacher Synergismus
0.90-1.10 + Additiver Effekt
1.10-1.20 - Schwacher Antagonismus
1.20-1.45 -- Antagonismus
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Tab.1: Darstellung des Kombinationsindex (Combination Index, CIl), der einen

Synergismus, additiven Effekt oder Antagonismus einer Kombinationstherapie anzeigt.

2.6 Durchflusszytometrie

2.6.1 Testprinzip der Apoptosebestimmung mit Propidium lodid (PI)

Die Ausschlussfarbemethode dient zum Nachweis von abgestorbenen Zellen. Dabei
werden die zu untersuchenden Zellen mit einem speziellem Farbstoff angefarbt. Die
lebendigen Zellen mit einer intakten Plasmamembran sind fUr den Farbstoff nicht
permeabel, wohingegen abgestorbene oder bereits untergehende Zellen bzw. deren
Zellmembranen fur den Farbstoff durchgangig sind. Der am haufigsten verwendete Test
ist aufgrund seiner einfachen Handhabung und geringer Kosten die Trypanblaufarbung.
Um jedoch eine exakte Quantifizierung der toten Zellen zu erhalten oder die einzelnen
Zellzyklusphasen differenzieren zu konnen, eignet sich die Durchflusszytometrie
(Fluorescence-Activated Cell Sorting, FACS) am besten. Dabei ist in Bezug auf die
Apoptosemessung neben der Annexin-V Methode die Farbung mit Propidium lodid (Pl)
am etabliertesten. Dieser Farbstoff gehort zu der Klasse der interkalierenden
Fluorochrome, die sich periodisch zwischen die Basenpaare der DNS einfugen. Da sie
sich auch in Doppelstrangige RNS einlagern, ist eine vorherige Behandlung mit RNase
notwendig. Nach Bindung des Pl an die DNS der Zellen mit permeabler Membran,
entsteht eine stark fluoreszierende Verbindung, die in der Durchflusszytometrie von

nicht fluoreszierenden Zellen unterschieden werden kann.
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2.6.2 Testung der Tumorzelllinien

Hierbei sind 1 x 10° Zellen/Platte der verwendeten Zelllinien auf 100 mm Platten
kultiviert worden. Nach 24 Std. sind die Zellen mit den adenoviralen Vektoren Ad/CMV-
GFP oder Ad/TRAIL-F/RGD mit einer MOI von 1000 und 2000 VP/Zelle infiziert worden.
In dem Experiment |l ist dabei anstatt dem Kontrollvektor Ad/CMV-GFP der Vektor
Ad/CMV-LacZ verwendet und die Zellen mit einer MOl von 500 VP/Zelle infiziert
worden. Das Chemotherapeutikum Gemocitabin ist in einer Konzentration von 0.1 pM in
der Kombinationstherapie gegeben und PBS als Placebokontrolle verwendet worden.
Nach einer Inkubationszeit von 48 Std. sind die adharenten und im Medium geldsten
Zellen geerntet und zweimal mit PBS gewaschen worden. Anschliel3end sind die Zellen
mit 70% Ethanol Uber Nacht fixiert und mit Propidium-lodid (1 ml von PI, 10 yl von
RNase, 9 ml von PBS, PIl: 50 ug/ml) vor der Analyse gefarbt worden. Der Sub-Gy/G1
DNS-Zellbestandteil als Aussage Uber die Anzahl der abgestorbenen Zellen ist mit der
Cell Quest Software ausgewertet worden (Becton-Dickinson, San Jose, CA, USA).

Angegeben ist rechts oben jeweils der prozentuale Anteil der toten Zellen.

2.6 Western Blot-Analyse

2.6.1 Testprinzip

Ein Western Blot (auch als Immunoblot bezeichnet) beschreibt den elektrophoretischen
Transfer von Proteinen auf eine Tragermembran, welche anschlieend Uber
unterschiedliche Reaktionen nachgewiesen werden kdnnen.

Vor dem eigentlichen Western Blot wird ein Proteingemisch mit Hilfe einer Gel-

Elektrophoresetechnik in einer Tragermatrix (SDS-PAGE, native-PAGE, isoelektrische
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Fokussierung, 2D-Gelelektrophorese, usw.) entsprechend ihrer Grofde, Ladung oder
anderen Eigenschaften aufgetrennt. Hierbei werden die zu untersuchenden Proteine
zuerst mit einem Gel (in der Regel ein Polyacrylamid-Gel mit optimaler Acrylamid-
Konzentration) in einzelne Proteinbanden aufgetrennt.

AnschlieBend werden die Proteine beim ,Bloten® vom Polyacrylamid-Gel durch ein
senkrecht zum Gel angelegtes elektrisches Feld eluiert und auf eine Membran
(Nitrozellulose, Nylon oder PVDF(Polyvinyldifluorid)) transferiert. Dabei bleiben die
Proteine an der Membranoberflache aufgrund hydrophober Wechselwirkungen haften
und das Muster der elektrophoretischen Auftrennung erhalten. Bei diesem Vorgang wird
das an den Proteinen angelagerte SDS ausgewaschen. Daher kdnnen die Proteine
renaturieren und teilweise ihre Sekundar- und Tertidrstruktur wieder einnehmen, nicht
aber ihre Quartarstruktur. Fir diesen elektrophoretischen Transfer werden zwei
unterschiedliche Systeme verwendet, das Tank-Blot-System und Semidry-Blot-System,
welche sich nur im Aufbau und eingesetzten Puffermengen unterscheiden.
Proteinbanden kénnen nun auf der Membran mit Hilfe von spezifischen Antikdrpern
(monoklonal oder polyklonal) identifiziert werden. Unspezifisch gebundene Antikorper
werden aufgrund von Waschschritten mit Puffern, die Detergentien enthalten, wieder
entfernt. Weil die Renaturierung nicht vollstandig ist, kdnnen bei Verwendung
monoklonaler Antikorper, die spezifisch nur ein Epitop am Protein erkennen, Probleme

auftreten.

2.6.2 TRAIL und Kaspase-8 Expression

Zur Bestimmung der durch Ad/TRAIL-F/RGD eingeleiteten Apoptose sind anhand einer

Western Blot-Analyse die TRAIL und Kaspase-8 Expression (bzw. ihre aktivierte
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Abspaltungsform) in Karzinomzellen nach 24 Std. Behandlung mit der Western Blot
Methode bestimmt worden. Als Vektorkontrolle ist Ad/CMV-GFP und als Plazebo PBS
verwendet worden. Die mit adenoviralen Vektoren behandelten Tumorzellen sind mit
1000 und 2000 Viruspartikeln/Zelle infiziert und danach fur weitere 24 Stunden im
Brutschrank inkubiert worden. Zum Ernten der Zellen sind die Schalen nach Entfernung
des Mediums mit kaltem PBS gewaschen und danach mit 300ul denaturierendem
Laemmli-Lyse-Puffer (25 ml 0,5M Tris pH 6.8 (Sigma, USA), 10 ml 20% SDS (Sodium
Dodecyl Sulfate, Pharmacia, USA), 10 ml Glycerol (Merck, USA), 50ul 10%
Bromophenol Blue (Aldrich, USA) versetzt und zur Zelllyse 10 Minuten auf Eis gestellt
worden. Nach eingetretener Zelllyse ist das Lysat mit einem Zellschaber (Costar
Corporation, USA) vom Grund der Platte abgelost, in Eppendorf-Réhrchen (1,5ml)
pipettiert und bis zur weiteren Verwendung bei —20°C eingefroren worden. Gleiche
Proteinmengen des Lysates sind in eine Gelform gegeben worden mit einem 4%igen
SDSPolyacrylamid-Gel (6,2 ml ddH20, 2,5 ml 0,5M Tris pH 6,8, 100ul SDS 10 %, 1,3 ml
Acrylamid 30 %, 50 pyl APS 10 %, 5 yl TEMED). Nach der Proteinaufteilung in dem Gel
sind in einer Transferkammer (TE 22 Mighty Small Transpher Tank Transfer Unit,
Amersham Pharmacia Biotech, USA), mit einem Puffer bestehend aus 6,05 g Tris, 28,9
g Glycin, und 400 ml Methanol (Merck, USA), der mit Aqua destillata bis 2 Liter
aufgefullt worden ist, die Proteine bei 100 V und 400 mA Uber eine % Stunde auf eine
Nitrozellulosemembran (Amersham Life Science, USA) uUbertragen worden. Die
proteinbeladenen Nitrozellulosemembranen sind danach in einer Losung aus Ca2+- und
Mg* -freiem PBS mit 1/1000 Tween® 20 (Aldrich, USA) bei 4°C im Kihlschrank
aufbewahrt worden. Wahrend der Inkubation mit den Antikérpern sind die

Nitrozellulosemembranen in einer Lésung aus 1x PBS mit 5% Trockenmilch (Hipp) und
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1/1000 Tween® 20 auf dem Shaker (Promax 2020 von Heidolph) mit einer
Geschwindigkeit von 125/min bewegt worden. Ein Wechsel der Ldsung ist dabei nach
15, 20 und 25 Minuten erfolgt. Zuletzt ist eine 1%ige Trockenmilchlésung in PBS
hergestellt und die Membranen mit den primaren Antikorpern Kaninchen anti-Kaspase-8
und anti-TRAIL (BD Biosciences Pharmingen, San Diego, USA) fur 1 Std. bei
Raumtemperatur inkubiert worden. B-Actin ist als Ladungskontrolle verwendet worden.
Danach sind die Membranen mit einer 1%igen Trockenmilchlésung in PBS mit dem
zweiten Peroxidase-konjugiertem Antikorper inkubiert und die Banden mittels

Rontgenaufnahmen sichtbar gemacht worden.

2.7 Fluoreszenzmikroskopie

Die Starke der Transduktion eines adenoviralen Vektors kann durch das eingeschleuste
Gen und die dadurch eingeleitete Proteinexpression des ,grun fluoreszierenden
Proteins” (GFP) unter einem Fluoreszenzmikroskop direkt visualisiert werden. Um eine
mdgliche Infektion und nachfolgenden toxischen Effekt eines TRAIL exprimierenden
adenoviralen Vektor auf mesenchymale Stammzellen zu testen, haben wir unseren
Vorgangervektor Ad/gTRAIL, der das Fusionsgen GFP/TRAIL enthalt, verwendet. Als
Kontrolle zu den mesenchymalen Stammzellen ist die humane
Pankreaskarzinomzelllinie Capan-1 verwendet worden. Die Transfektion ist mit Ad/CMV-
GFP (Vektorkontrolle), Ad/gTRAIL und Ad/TRAIL-F/RGD in Dosierungen von 500-5000
VP/Zelle erfolgt. Nach 72 Std. Behandlung ist die Effizienz der Infektion durch den direkt
visuellen Nachweis des GFP-Proteins aufgezeigt worden. Dazu ist ein

Fluoreszenzmikroskop der Firma Nikon (Nikon Eclipse TE300, Nikon, Melville, NY, USA)
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verwendet und die GFP-Expression bei Ad/CMV-GFP und Ad/gTRAIL mit der
.MetaMorph imaging Software® (Universal Imaging Corp., Downington, PA, USA)

analysiert worden.

2.8 Entwicklung von Tumormodellen in Nacktmausen (73)

Ein Schwerpunkt der Arbeit ist die Entwicklung von mehreren orthotopen und
Metastasentumormodellen gewesen. Um die Rahmenbedingungen und Prozeduren gut

nachvollziehen zu kbnnen, sind die Arbeiten datailliiert beschrieben worden.

2.8.1 Praparation der Tumorzellen

Voraussetzung fur ein erfolgreiches Tumormodell ist eine gesunde Zellkultur. Vor dem
Ernten der Zellen missen Kontaminationen wie z.B. mit Sprosspilzen oder
Mykoplasmen durch regelmaRige mikroskopische Beobachtung bzw. PCR-Analyse
ausgeschlossen werden. Die Wahl des Mediums und Serums ist fur die Qualitat der
Zellen und dem spateren Wachstum im Tier von groRBer Wichtigkeit. Sehr gute
Ergebnisse sind in unseren Experimenten mit Zelllinien erzielt worden, die in
,Dulbecco’s Modified Eagles Medium“ (DMEM) mit einem hohen Glucoseanteil oder
RPMI 1640 gewachsen sind und einen Zusatz von 10% (vol/vol) hitzeinaktiviertem
fetalen Kalberserum (FBS), 1% Glutamin und 1% Penicillin/ Streptomycin (Gibco-BRL,
Life Technologies, Inc., Grand Island, USA) enthalten haben. Die Zellen sind bei 37°C in
einem befeuchteten Inkubator mit 5% CO, Anteil kultiviert worden.

Zum Erntezeitpunkt sind die Zellen zu 70-80% konfluierend gewesen. Da sie sich dabei

in einer sehr aktiven Wachstumsphase befunden haben, ist ein gesteigertes Anwachsen
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gewahrleistet gewesen. Zwei bis drei Stunden vor dem Ernten ist das Medium komplett
erneuert worden, wodurch absterbende und tote Zellen entfernt worden sind, die
eventuell die Konzentration der Injektionsdosis negativ hatten beeinflussen konnen. Zur
Ablésung der Zellen von der Kulturschale sind 2-3ml Trypsin-EDTA verwendet worden
(Gibco, USA).

Dabei sind die Zellen der Trypsinisation nur sehr kurz ausgesetzt gewesen (2-3
Minuten), um eine Schadigung zu vermeiden. Bei Beginn der Zellablosung, ist das
Trypsin mit frischem Medium in einem 10:1 oder 5:1 Medium:Trypsin Verhaltnis
(inklusive Serum) antagonisiert worden. Danach hat sich eine sofortige Zentrifugation
der Zellen bei 1500 U/Min fur 2-5 Minuten angeschlossen, wonach eine zweimalige
Waschung mit phosphat-buffered saline (PBS) und eine wiederholte Zentrifugation
erfolgt ist, um Trypsinspuren und Zelldetritus zu beseitigen. AnschlieRend sind die
Zellen sofort auf Eis gelagert worden. Zu diesem Zeitpunkt sind die Zellen mit einem
Hamozytometer gezahlt worden, wobei eine mdglichst hohe Anzahl an vitalen Zellen vor
der Injektion zu gewahrleisten ist, da der Erfolg des Tumormodels proportional von dem
Anteil vitaler Zellen abhangt. Daher sollten vor dem Zahlen die Zellen mit Trypanblau
angefarbt werden, um die toten Zellen zu identifizieren und nicht mitzuzahlen. Die
Injektionsldosung, besonders bei Metastasenmodellen, sollte mehr als 90% lebendige
Zellen enthalten, da letztendlich weniger als 0.1% der injizierten Zellen Metastasen

produzieren (66, 75).
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Abb.9: Farbung der zu injizierenden Zellen mit Trypanblau vor dem Zahlen, um die

toten Zellen (hier dunkle Punkte) zu identifizieren.

Zur Herstellung der Injektionslosung ist PBS verwendet worden. Die Zellen sollten
innerhalb von 1-2 Stunden nach dem Ernten injiziert werden, wobei die optimale

Konzentration kurz vor der Injektion hergestellt wird.

2.8.2 Vorbereitung der Nacktmause

Die Tierexperimente in dieser Arbeit sind in Ubereinstimmung mit den ,Guidelines for
the Care and Use of Laboratory Animals“ (National Institutes of Health publication
number 85-23) und den Institutsrichtlinien der Universitat von Texas, M.D. Anderson
Cancer Center, USA, durchgefuhrt worden. Es sind in den Experimenten ausschlie3lich
weibliche, athymische Nacktmause (Nu/Nu) verwendet worden. Es wird empfohlen, sehr
junge Tiere zu verwenden (4-6 Wochen), da diese eine geringe Aktivitat an naturlichen
Killerzellen (NK) aufweisen (66, 75) und eine inverse Korrelation zwischen der NK-

Aktivitat und der Ausbildung von Metastasen besteht (76, 77). Zusatzlich verandern sich
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im zunehmenden Alter hamodynamische Parameter wie der GefalRdurchmesser und die
Endothelstarke (78, 79), wodurch die Tumorgenese und/oder die Ausbildung von
Metastasen negativ beeinflusst werden kann. Um einen Stresseinfluss auf die Tiere zu
vermeiden, sind die Experimente fruhestens 5 Tage nach der Ankunft begonnen
worden, da ein negativer Einfluss von Stress auf die Ausbildung von Metastasen
beobachtet worden ist (80, 81). Kontrovers wird die Bestrahlung der Tiere vor der
Tumorinokulation diskutiert, die eine Unterdrickung des noch verbliebenen
Immunsystems bewirken soll. Alle hier verwendeten Tiere sind 2-5 Tage vor der

137

Zellinjektion einer Ganzkorperbestrahlung durch Cs ~“'mit 3.5 Gy in einem Nasatron (US

Nuclear, Burbank, USA) ausgesetzt gewesen.

2.8.3 Vorbereitung der Tumorzellinjektion

Die Inzidenz der Tumoren und/oder Metastasenausbildung ist proportional zu dem
Anteil der vital injizierten Zellen (82). Jedoch fuhrt eine Erhdhung der vitalen Zellanzahl
nicht automatisch zu mehr Metastasen oder einem grof3eren Tumorvolumen (83). Von
grofter Bedeutung ist die konsistente Durchmischung der Zellen, damit jede Injektion
die gleiche Zellzahl und den gleichen Anteil vitaler Zellen beinhaltet. Bei der
Injektionsvorbereitung sollte das Aufziehen der Zellen in die Spritze ohne Nadel
geschehen, da die Nadel einen starken Unterdruck verursacht, der zu Zellschaden
fuhren kann. Zusatzlich sollte die Nadel nicht zu gro sein, da bei einem grof3en
Stichkanal in Organe die Injektionslosung in die freie Bauchhdhle zurlckflielen und zu
unerwlnschten Tumorabsiedlungen fluhren kann. Schlie3lich ist es von groRter
Wichtigkeit, die Zellen in der Spritze regelmaflig und besonders vor der Injektion

durchzumischen. Die in PBS gelosten Zellen sinken schnell auf den Grund der Spritze
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oder des RoOhrchens und kleben aneinander, wodurch Zellklumpen gebildet werden.
Diese Zellklumpen behindern die Ausbreitung und damit das metastatische Potential
und konnen bei Gefal- oder Organinjektionen zu einem embolischen Gefaldverschluss
mit plotzlichem Tod des Tieres fuhren. Zusatzlich sollten die Zellen direkt vor der
Injektion auf Raumtemperatur erwarmt werden und das verwendete Injektionsvolumen

sollte nicht kleiner als 50 pl sein, um eine Gleichheit der Zellanzahl zu gewahrleisten.

2.8.4 Anasthesie der Nacktmause

Die in den Experimenten verwendeten Tiere sind mit einer intraperitonealen Injektion
eines Ketamin-HCL (150mg/Kg/KG) und Xylazin (10mg/kg/KG)-Gemisches narkotisiert
worden. Dabei ist die intraperitoneale Injektion in einem flachen Winkel in den
Unterbauch durchgefihrt worden, um Leber- und Darmverletzungen zu vermeiden.
Zusammen mit dem Operationstrauma ist wegen der bestehenden Neigung der
Nacktmause zur Hypothermie, die zu einem letalen Verlauf fihren kann, eine Heizplatte

wahrend der Operation bis zur Rekonvaleszenz der Tiere eingesetzt worden.

2.8.5 Prozeduren

Die Injektions- oder Inzisionsstellen sind vor dem Eingriff mit Ethanol desinfiziert
worden. FiUr den Hautverschluss ist ein Klammergerat (MikRon Autoclip; Becton
Dickinson, Sparks, USA) benutzt worden. Finf Tage nach der letzten Behandlung in
dem Experiment | und der intrahepatischen Zellinjektion in dem Experiment Il sind die
Klammern entfernt worden. Kein Tier hat dabei eine Wundheilungsstérung oder -

infektion gezeigt.
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2.8.6 Orthotope chirurgische Tumorimplantation

2.8.6.1 Aligemein

Dieses Tumormodell wird auch als ,surgical orthotopic implantation® (SOI) bezeichnet
und ist eines der altesten Verfahren zur Tumoretablierung in Tierversuchen und kann in
den meisten Organen erfolgreich durchgefuhrt werden. Ziel der SOl ist es,
groRenkonstante und gut reproduzierbare Tumoren zu bilden. Die Implantationen
konnen mit einem Mikro-Nadelhalter und einem resorbierbaren Faden der Starke 6-0 bis
8-0 durchgefluhrt werden.

Bei der Methode werden initial Tumoren produziert, die als Grundstock fur die SOI
dienen. Zu diesem Zweck sind ca. 4-8x 10° Zellen in 100 pl PBS geldst und in die
dorsalen Flanken einer 4-8 Wochen alten Nacktmaus injiziert worden. In unseren
Experimenten haben die Tumoren den gewtnschten Durchmesser von 1 cm nach 10-16
Tagen erreicht. Ist der Tumordurchmesser zu gro3 (>2cm) kommt es zur verstarkten
Ausbildung von zentralen Tumornekrosen, die die Qualitdt des zu zerkleinernden
Tumors negativ beeinflussen kdénnen. Nach Exstirpation des Tumors unter sterilen
Bedingungen, ist der Tumor in einer Petrischale grindlich mit PBS gewaschen worden.
Das zentrale, oft nekrotische Tumorgewebe ist exzidiert und der verbleibende Tumor mit
dem Skalpell in Schnitten von etwa 1.5 mm?® GréRe aufgearbeitet worden.

Fur die Operation missen die Mause narkotisiert und (im Falle einer
Pankreasimplantation) in Rechtsseitenlagerung gebracht werden. Danach sollte eine
kleine linksseitige Flankeninzision durchgefihrt und der Pankreasschwanz aus dem
Abdomen mit einem kleinen Wattestabchen vorsichtig herausgezogen werden. Bei der
Implantation des Tumorstlickchens muss darauf geachtet werden, dass der Knoten

nicht zu fest angezogen wird, da es hierbei zur Ausbildung von Pankreasnekrosen
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kommen kann. Insgesamt sind nur wenige, locker sitzende Knoten zu legen. Im
Gegensatz zu anderen Autoren haben wir das Pankreas nicht zusatzlich inzidiert, um
das Anwachsen des Tumors zu fordern. Nach erfolgreicher Implantation des
Tumorgewebes wurden die Organe riickverlagert und die Wunde verschlossen.

Verwendete Zelllinien: Capan-1, MiaPaCa-2, AsPC1.

Surgical Orthotopic Implantation {(SOI)

Abb.10: Darstellung der SOl am Beispiel einer Pankreastumorimplantation (hier Capan-
1) in den Pankreasschwanz einer Nacktmaus. Bild 1: Implantation des Tumorstucks in
den Pankreasschwanz. Bild 2: Invasives Einwachsen des Tumors nach 14 Tagen

makroskopisch und mikroskopisch (Bild 3).

2.8.6.2 Experiment | (83)

Zur Etablierung eines orthotopen Pankreastumormodels sind bei 3 Tieren 4x10° Zellen
der humanen Pankreaskarzinomzelllinie Capan-1 in 4 bis 6 Wochen alte nu-nu
Nacktmause (Charles River Laboratories Inc., Washington, USA) subkutan in die
Flanken injiziert worden. Nach 2 Wochen sind die Tumoren aseptisch reseziert und in

1.0x1.0x1.0 mm groRRe Stlcke geschnitten worden. In gleicher Sitzung ist bei den
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Mausen die Haut 1cm direkt Uber der Milz inzidiert und das Tumorstick an dem
Pankreasschwanz mit einer PDS Naht 6-0 (Ethicon, USA) fixiert worden (83).

Nach 2 Wochen sind die Tiere in 3 Gruppen zu 5 je Tieren randomisiert worden (Gruppe
1: PBS (Kontrolle); Gruppe 2: Ad/CMV-GFP (Viruskontrolle); Gruppe 3: Ad/TRAIL-
F/RGD. Die Behandlung der Studientiere ist am 14, 16 und 18 Tag nach der
chirurgischen orthotopen Implantation (SOI) durchgefuhrt worden. Jede Behandlung hat
aus einer Relaparotomie und einer intratumoralen Injektion von 5x10'° Viruspartikel in
50 ul PBS in den beiden Virusgruppen und 50 ul PBS in der Kontrollgruppe bestanden
(83).

Funf Wochen nach der Tumorimplantation sind die Tiere mit einer Mikro-Computer-
Tomografie untersucht und einen Tag danach getétet worden. Das Tumorvolumen der
resezierten Tumoren ist mit der Formel: a x b%/2 (a= langster Durchmesser, b= kiirzester

Durchmesser) berechnet worden (84).
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Abb.11: Schematische Darstellung des zeitlichen Ablaufs des orthotopen

Pankreastumormodels (Experiment I).
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2.8.7 Direkte Leberinjektion von Tumorzellen

2.8.7.1 Aligemein

Bei diesem Tumormodell bietet sich der linkslaterale Leberlappen auf Grund seiner
GréRe und guten Darstellbarkeit besonders an. Bei der Injektion sollte eine direkte
Berthrung der Leber mit einer Pinzette aufgrund des fragilen Gewebes vermieden
werden. Initial wird eine 2,5 cm lange transversale Inzision, direkt Uber dem Xyphoid
beginnend, durchgefuhrt. Die Zellsuspension sollte lappenrandnah, direkt subkapsular,
injiziert werden. Dadurch verringert sich die Gefahr einer direkten Injektion in grof3ere
GefaRe mit nachfolgender Embolisation. Die erfolgreiche Injektion lasst sich zeitnah
durch eine Braun- bzw. Gelbfarbung des Gewebes erkennen. Dieses Phanomen ftritt
bereits nach Applikation von 25 pl auf und persistiert fur etwa 1-2 Minuten. Nach
Entfernung der Nadel sollte die Injektionsstelle fir ca. 1 min. mit einem Tupfer
komprimiert werden, um die Blutung zu stoppen und eine Tumorzellverschleppung in die
Bauchhodhle zu vermeiden. Typischerweise kommt es nach 1-3 Wochen zur Ausbildung
eines lokalen Tumors im Bereich der Injektionsstelle.

Verwendete Zelllinien: Capan-1, Mia PaCa-2, AsPC-1, Hep 3b.

Lebertumor

|||||||| (] i LR |
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Abb.12: Darstellung der direkten Tumorzellinjektion (hier Capan-1) in die Leber in einer
Nacktmaus. Bild 1: Subkapsulare Injektion. Bild 2: Isoliertes Tumorwachstum in den mit
Tumorzellen behandelten Leberlappen nach 28 Tagen makroskopisch und

mikroskopisch (Bild 3).

2.8.7.2 Experiment Il (84)

Zur Etablierung dieses Pankreasmetastasentumormodels sind 1 x 10° Capan-1
Pankreaskarzinomzellen in den links-lateralen Leberlappen von 4 bis 6 Wochen alten
nu-nu Nacktmausen (Charles River Laboratories Inc., Washington, USA) injiziert
worden. Vor der Behandlung sind die Mause randomisiert und in funf Gruppen mit je
funf Tieren eingeteilt worden (Gruppe 1: Ad/CMV-LacZ; Gruppe 2: Ad/TRAIL-F/RGD;
Gruppe 3: Gemcitabin 25 mg/kg/KG; Gruppe 4: Ad/CMV-LacZ + Gemcitabin 25
mg/kg/KG; Gruppe 5: Ad/TRAIL-F/RGD + Gemcitabin 25 mg/kg/KG). Vier Tage nach
der Zellinjektion ist die Therapie begonnen worden. Dabei sind 5 x 10" VP Ad/CMV-
LacZ oder Ad/TRAIL-F/RGD Uber die Schwanzvene und je nach Versuchsgruppe
Gemcitabin mit 25 mg/kg/KG (in 500 uM PBS aufgeldst) intraperitoneal injiziert worden.
Die Behandlungen sind dreimal in einem Abstand von zwei Tagen wiederholt worden.
Nach 28 Tagen ist die Totung aller Tiere erfolgt und die Leber, Milz, Pankreas, Lungen,
Nieren und das Gehirn sind entnommen und auf Metastasen hin untersucht worden.
Dabei ist jede Leber in 3 Schnitte mit einem Abstand von 20 uM unterteilt und die
sichtbare Tumorflache mit der Software Optimas (Media Cybernatics Inc., Silver Spring,

MD, USA) vermessen worden.
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Abb.13: Schematische Darstellung des zeitlichen Ablaufs des

Pankreaskarzinommetastasenmodels in der Leber (Experiment II).

2.8.8 Direkte Pankreasinjektion von Tumorzellen

Bei der direkten Tumorzellinjektion in das Pankreas fuhren die Injektionen im Gegensatz
zu direkter Zellapplikation in die Leber und Milz kaum zu vaskularen Embolisierungen.
Empfohlen wird eine 27-G-Nadel fur die Injektion mit einem maximalen
Injektionsvolumen von 50 pl. Bei der Injektion wird der Pankreasschwanz vorsichtig mit
einer Kompresse aus dem Situs gezogen und mit 2 Wattestdbchen aufgespannt.
Danach folgt der vorsichtige Vorschub der Nadel in das Parenchym auf ca. 2 cm Lange.
Die Injektion der Tumorzellen sollte langsam erfolgen. Im Falle der erfolgreichen
Injektion lasst sich nach 25 pl applizietem Volumen eine kleine Blasenbildung
nachweisen.

Nach Entfernung der Nadel sollte auch bei diesem Verfahren fur ca. 10-20 Sek. eine

leichte Kompression mit einem Tupfer auf die Injektionsstelle ausgelbt werden, um eine
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Tumorzellaussaat in die Bauchhohle zu vermeiden. Danach erfolgt die Ruckverlagerung
der Organe und der Verschluss des Situs mit Klammern oder einer Naht (73).

Verwendete Zelllinien: Capan-1, Mia PaCa-2, AsPC-1, Panc-1.

Pankreastumor

Abb.14: Darstellung der direkten Tumorzellinjektion (hier AsPC-1) in das Pankreas in
einer Nacktmaus. Bild 1: Herausziehen des Pankreasschwanzes mit Milz und direkte
Injektion der Tumorzellen. Bild 2: Tumorwachstum in dem Pankreasschwanz nach 14

Tagen makroskopisch und mikroskopisch (Bild 3).

2.8.9 Portalveneninjektion von Tumorzellen

Zur Durchfihrung der Portalveneninjektion wird die Maus auf dem Ruicken gelagert und
die Extremitaten mit Tape umwickelt und das Tier auf einem Styroporbrett fixiert.
Danach folgt eine quere Oberbauchlaparotomie von ca. 2 cm Lange, beginnend 0,5 cm
unterhalb des Xyphoids. Nach vorsichtiger Verlagerung der die Portalvene
Uberdeckenden Duinndarmschlinge mit einem Wattestabchen stellt sich die Portalvene
zwischen den Leberlappen dar. Vor der Injektion wird ein sehr leichter Zug auf die
Portalvene ausgeubt, damit diese sich anspannt und dadurch einen gut sichtbaren

Durchmesser zeigt. Eine erfolgreiche Injektion zeichnet sich neben einer geringen

61



Nachblutung aus der Injektionsstelle durch eine direkt nach der Injektion einsetzende
Braun- oder Gelbfarbung der Leberlappen aus. Dieser Vorgang dauert ungefahr 30
Sekunden. Das Injektionsvolumen sollte 100 pl nicht Gberschreiten. Nach unserer
Erfahrung hat es sich nicht bewahrt, mehr als 1 Mio. Tumorzellen zu applizieren, da es
ansonsten in etwa 50% der Falle zu letalen Verldufen auf Grund einer akuten
Gefallembolie. Eine Gesamtzahl von 250.000-500.000 Zellen scheint die
bestvertraglichste Zellmenge zu sein, die mit ausreichend groRer Sicherheit ein
Tumorwachstum in allen Lappen hervorrufen kann. Nach erfolgreicher Blutstillung wird
der Situs nach Rickverlagerung aller Organe vorsichtig tber eine Hautnaht geschlossen
werden (73).

Verwendete Zelllinien: Capan-1, Mia-PaCa-2, MDA-MB-231, DLD-1

Lebermetastasen

T

Abb.15: Darstellung der Portalveneninjektion (hier Mia PaCa-2) in einer Nacktmaus.
Bild 1: Injektion in die Pfortader. Bild 2: Tumorwachstum in allen Leberlappen nach 10
Tagen makroskopisch. Bild 3: Mikroskopische Darstellung von Tumorzellnestern nach 7

Tagen.
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2.8.10 Schwanzveneninjektion von Tumorzellen

Ziel der Schwanzveneninjektion ist es, Tumormetastasen in der Lunge zu produzieren.
Von Vorteil ist bei diesem Modell, dass keine Analgosedierung erforderlich ist. Neben
einer Warmequelle zur Gefaldilatation der Schwanzvene (warmes Wasser oder
Rotlichtlampe) ist eine Halterung zur Fixierung der Maus, in der der Schwanz zum
Operateur zeigt, notwendig. Ist der Schwanz erwarmt und die Venen sind sichtbar
erweitert, kann die Injektion vorsichtig direkt in eine der lateralen Schwanzvenen
erfolgen. Dabei sollte so weit distal wie mdglich begonnen werden. Bei korrekter Lage
der Nadel ist die Injektionslésung gut sichtbar. Fur die Injektion von Viren,
Medikamenten oder anderen Substanzen hat sich gezeigt, dass ein
Applikationsvolumen von 50-300pl einer isotonen Losung keinen wesentlichen
hamodynamischen Effekt auf die Maus hat. Wegen der Gefahr eines embolischen
Verschlusses empfiehlt es sich bei Zellinjektionen, nicht mehr als 2 Mio. Zellen zu
applizieren, die in einem Volumen von 200-300 pul geldst sind (85).

Verwendete Zelllinien: Mia PaCa-2, MDA-MB 231

Lungenmetastasen
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Abb.16: Darstellung der Schwanzveneninjektion (hier Mia PaCa-2) in einer Nacktmaus.
Bild 1: Injektion in die Schwanzvene. Bild 2: Tumorwachstum in allen Lungenlappen

nach 7 Tagen makroskopisch und mikroskopisch (Bild 3).

2.9 Mikro-Computertomografie

Zur Bestimmung des Tumorwachstums in lebenden Tieren sind Untersuchungen an
einem Mikro-Computertomogramm (General Electric Medical Systems, model RS-9,
London, Kanada) in dem Institut fur Veterinarmedizin des M.D. Anderson Cancer Center

Houston, USA durchgeflhrt worden (83).

2.10 Messung der Leberenzyme ASAT und ALAT

Zur Untersuchung einer vektorbedingten Lebertoxizitat sind die Transaminasen Aspartat
Aminotransferase (ASAT) und Alanin Aminotransferase (ALAT) von allen Tieren vor der
Behandlung, 3 Tage nach der letzten Behandlung und am Ende des Experiments durch

die Entnahme aus der Schwanzvene bestimmt worden.
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2.11 Statistik

Der Effekt der Kombinationstherapie von Ad/TRAIL-F/RGD und Gemcitabin ist mittels
der CalcSyn Software (Biosoft, Camebridge, England) berechnet worden, die einen
synergistischen, additiven oder antagonistischen Effekt durch den Kombinationsindex
(Combination Index, CI) angibt. Das Tumorareal der Leberschnitte ist mit der Optimas
imaging analysis software (Media Cybernatics, Silver Spring, USA) gemessen und
analysiert worden. Statistische Unterschiede zwischen den Behandlungsgruppen sind
dabei mit ANOVA unter Verwendung des Statistica Software Programms (StatSoft,
Tulsa, OK, USA) ausgewertet worden, wobei ein p<0.05 als signifikant festgelegt

worden ist.
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3 Ergebnisse

3.1 Ergebnisse (Experiment 1) (83)

3.1.1 Zelltotender Effekt von Ad/TRAIL-F/RGD unter dem Lichtmikroskop

Der zytotoxische Effekt des neuen adenoviralen Vektors Ad/TRAIL-F/RGD ist zuerst an
der humanen Pankreaskarzinomzelllinie Capan-1 getestet worden. Die Behandlung der
Tumorzellen mit Ad/TRAIL-F/RGD in einer Konzentration von 2000 Viruspartikeln/ Zelle
hat dabei nach 48 Std. zu einem massiven Zelluntergang gefuhrt, was sich an den
geschrumpften und nicht mehr adharenten Zellen gezeigt hat. Dagegen haben die
Behandlung mit der Plazebokontrolle PBS sowie die Transfektion der Zellen mit dem
Kontrollvektor Ad/CMV-GFP in gleicher Dosierung keine Anzeichen einer Zelltoxizitat

unter dem Lichtmikroskop gezeigt.

PBS AdICMV-GFP AdTRAIL-F/RGD

Abb.17: Die Behandlung der Pankreaskarzinomzellen (Capan-1) hat in der
Plazebokontrolle mit PBS und Vektorkontrolle mit Ad/CMV-GFP zu keinem sichtbaren
Zelluntergang gefuihrt. Dagegen ist der Behandlung mit Ad/TRAIL-F/RGD ein deutlicher

Verlust der Zelldichte und Morphologie gefolgt.
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3.1.2 Zelltotender Effekt von Ad/TRAIL-F/RGD im XTT-Test

Um den zelltétenden Effekt von Ad/TRAIL-F/RGD weiter zu untersuchen, sind
Pankreas- (Capan-1, AsPC-1, Mia PaCa-2), Hepatozellulare- (Hep G2, Hep 3b), Kolon-
(DLD-1, SW 620) und Lungenkarzinomzelllinien (H358, H460) mit Ad/TRAIL-F/RGD
und dem Kontrollvektor Ad/CMV-GFP in einer Dosierung von 500, 1000 und 2000
VP/Zelle behandelt worden. PBS ist als Plazebokontrolle verwendet worden. Die
Ergebnisse haben eine deutliche Abnahme des Zellwachstums und damit einen
Zelluntergang in allen untersuchten Tumorzelllinien und Dosierungen gezeigt. Ein
Nachweis des Zelluntergangs hat in den meisten Zelllinien nach 48 Std. eingesetzt,
nachdem das TRAIL-Protein synthetisiert worden ist. Interessanterweise hat die
Pankreaskarzinomzelllinie Mia PaCa-2, in der eine geringe Expression des CA-
Rezeptors nachgewiesen worden ist (30), einen deutlich gesteigerten toxischen Effekt
bei einer niedrigen Dosierung von 500 VP/Zelle gezeigt, was auf eine gesteigerte
Transduktion aufgrund des RGD-Motivs hindeutet. Des Weiteren hat die
Konzentrationssteigerung von 1000 VP/Zelle auf 2000 VP/Zelle nur in wenigen
Ausnahmen zu einer deutlichen Zunahme der Zelltoxizitat gefuhrt. Dieses lasst sich mit
dem ,Bystander-Effekt” erklaren, wobei nachgewiesen worden ist, dass mit dem TRAIL
Gen transduzierte Zellen ihre Nachbarzellen durch Interaktionen mit Rezeptoren an der
Zelloberflache beeinflussen und Uber Zellbotenstoffe zu einem vermehrten
Zelluntergang fuhren (44, 86). Eine virale Dosiserhdhung erreicht somit nicht wesentlich

mehr Zellen und fUhrt daher auch nicht zu einer signifikanten Toxizitdtszunahme.
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3.1.2.1 Pankreaskarzinomzelllinien
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Abb.18: Zelltétender Effekt von Ad/TRAIL-F/RGD in vitro in den humanen
Pankreaskarzinomzelllinien Capan-1, AsPC-1 und MiaPaCa-2, gemessen mit einem
XTT-Test. Mit PBS behandelte Zellen sind als Kontrolle verwendet und auf 100%
Vitalitdt festgesetzt worden. (¢) PBS, (M) Ad/CMV-GFP, (A) Ad/TRAIL-F/RGD. Die
Zellen sind mit (von links nach rechts) 500, 1000 und 2000 VP/Zelle infiziert und der

Verlauf Uber 5 Tage gemessen worden.

Alle drei behandelten Pankreaskarzinomzelllinien haben mit einer Vitalitatsreduzierung
sensitiv auf die Behandlung mit Ad/TRAIL-F/RGD reagiert. Am frihsten ist dieser Effekt

bei Capan-1 Zellen nach dem ersten Behandlungstag eingetreten, wogegen die
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Zelllinien ASPC-1 und Mia PaCa-2 erst ab dem zweiten Tag eine reduzierte
Zellproliferation aufgewiesen haben. Eine Dosisteigerung von 500 VP/Zelle auf 1000
VP/Zelle hat nur bei Capan-1 Zellen zu einer deutlichen Zunahme des Toxizitatseffektes
gefuhrt, der sich durch eine weitere Dosissteigerung auf 2000 VP/Zelle allerdings nur
geringfugig hat erhdhen lassen. Dagegen sind die Kurven der Zelllinien ASPC-1 und
Mia PaCa-2 fast identisch in den Dosierungen mit 500 und 1000 VP/Zelle verlaufen und
haben sich in einer weiteren Dosissteigerung auf 2000 VP/Zelle nicht weiter
unterschieden. Eine Eigentoxizitat des Kontrollvektors Ad/CMV-GFP hat sich in den drei

Pankreaszelllinien und verschiedenen Dosierungen nicht nachweisen lassen.

3.1.2.2 Hepatozellulare Karzinomzelllinien
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Abb.19: Zelltotender Effekt von Ad/TRAIL-F/RGD in vitro in den humanen
Hepatozellularen Karzinomzelllinien Hep G2 und Hep 3b, gemessen mit einem XTT-
Test. Mit PBS behandelte Zellen sind als Kontrolle verwendet und auf 100% Vitalitat

festgesetzt worden. (¢) PBS, (®) Ad/CMV-GFP, (A) Ad/TRAIL-F/RGD. Die Zellen sind
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mit (von links nach rechts) 500, 1000 und 2000 VP/Zelle infiziert und der Verlauf Gber 5

Tage gemessen worden.

Die Behandlung mit Ad/TRAIL-F/RGD hat in beiden Zelllinien zu einer deutlichen
Reduktion der Zellproliferation gefuhrt. Diese ist in der Zelllinie Hep 3b bereits am ersten
Behandlungstag eingeleitet worden, im Gegensatz zu den Hep G2 Zellen, die erst nach
zwei Tagen eine reduzierte Vitalitat aufgewiesen haben. Jedoch haben die Hep G2
Zellen ab dem dritten Behandlungstag eine hohere Vitalitatsreduzierung im Vergleich zu
den Hep 3b Zellen gezeigt, sodass ab dem vierten Tag nur noch 5% der Zellen vital
gewesen sind. Eine Dosissteigerung auf 1000 VP/Zelle hat bei beiden Zelllinien nicht zu
einer deutlichen Steigerung der Toxizitat gefuhrt. Eine Eigentoxizitat des Kontrollvektors
Ad/CMV-GFP hat sich bei beiden Zelllinien und in den verschiedenen Dosierungen nicht

nachweisen lassen.

3.1.2.3 Kolonkarzinomzelllinien
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Abb.20: Zelltotender Effekt von Ad/TRAIL-F/RGD in vitro in den humanen
Kolonkarzinomzelllinien DLD-1 und SW 620, gemessen mit einem XTT-Test. Mit PBS
behandelte Zellen sind als Kontrolle verwendet und auf 100% Vitalitat festgesetzt
worden. (¢0) PBS, (®) Ad/CMV-GFP, (A) Ad/TRAIL-F/RGD. Die Zellen (von links nach
rechts) sind mit 500, 1000 und 2000 VP/Zelle infiziert und der Verlauf Uber 5 Tage

gemessen worden.

Auf die Behandlung mit Ad/TRAIL-F/RGD haben beide Tumorzelllinien mit einer
deutlich einsetzenden Reduzierung der Vitalitdt ab dem ersten Behandlungstag
reagiert. Dabei haben sich die DLD-1 Zellen als die sensitivere Zelllinie gezeigt, da bei
der Dosierung von 500 VP/Zelle bereits nach 24 Std. dber 50% der Zellen nicht mehr
vital gewesen sind. Dagegen haben die SW 620 Zellen, die zu diesem Zeitpunkt ,nur®
eine Reduktion von ca. 20% aufweisen koénnen. Eine weitere Zunahme der
Vitalitatsreduktion unter einer Dosiserhdhung bis zu 2000 VP/Zelle ist in beiden
Zelllinien nicht nachgewiesen worden. Zusatzlich hat der Kontrollvektor Ad/CMV-GFP
sowohl in DLD-1 als auch in SW 620 Tumorzellen keine Eigentoxizitat aufgewiesen und

ist beinahe identisch mit der PBS Kontrolle verlaufen.
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3.1.2.4 Lungenkarzinomzelllinien
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Abb.21: Zelltétender Effekt von Ad/TRAIL-F/RGD in vitro in den humanen
Lungenkarzinomzelllinien H358 und H460, gemessen mit einem XTT-Test. Mit PBS
behandelte Zellen sind als Kontrolle verwendet und auf 100% Vitalitat festgesetzt
worden. (¢) PBS, (m) Ad/CMV-GFP, (A) Ad/TRAIL-F/RGD. Die Zellen sind mit (von
links nach rechts) 500, 1000 und 2000 VP/Zelle infiziert und der Verlauf Uber 5 Tage

gemessen worden.

Die beiden exemplarisch dargestellten Lungenkarzinomzelllinien H 358 und H 460
haben beide sensitiv auf die Ad/TRAIL-F/RGD-Behandlung reagiert, wobei der Effekt
der einsetzenden Tumorzellreduktion ab dem zweiten Tag unter einer MOl von 500
VP/Zelle bzw. ab dem ersten Tag unter der Dosierung von 1000 VP/Zelle eingetreten
ist. Eine Dosissteigerung hat in der sensitiveren Zelllinie H 358 nur einen Unterschied
an dem dritten Tag der Behandlung gezeigt. Zu diesem Zeitpunkt sind unter der

Behandlung mit 500 VP/Zelle noch 60% der Zellen vital im Vergleich zu 35% unter der
72



Behandlung mit 1000 VP/Zelle. Danach ist der weitere Verlauf in allen drei aufgezeigten
Dosierungen beinahe identisch gewesen. Ein ahnlicher Verlauf hat sich auch bei den H
460 Zellen gezeigt. Am dritten Behandlungstag sind unter der Dosierung von 500
VP/Zelle noch 82% der Zellen vital, unter 1000 VP/Zelle 60% und mit 2000 VP/Zelle
51%. Allerdings ist der therapeutische Effekt nach funf Tagen Behandlung in allen
Dosierungen annahernd gleich bei 40%. Der Kontrollvektor Ad/CMV-GFP hat in beiden
Zelllinien keine Eigentoxizitat gezeigt und ist bis auf eine leicht gesteigerte Proliferation

bei H 358 fast identisch mit der PBS Kontrolle verlaufen.

3.1.3 Vergleich des neuen adenoviralen Vektors Ad/TRAIL-F/RGD mit dem

Vorgangervektor Ad/gTRAIL

Nach der erfolgreichen Funktionalitadtstestung des neuen adenoviralen Vektors
Ad/TRAIL-F/RGD in multiplen humanen Tumorzelllinien ist dessen antiproliferativer
Effekt mit dem des nicht RGD-modifizierten Vorgangervektors Ad/gTRAIL verglichen
worden, um die erwunschte Transduktionssteigerung unter niedrigeren Dosierungen zu
bestatigen. Dazu sind Pankreas- (Mia PaCa-2), Lungen- (H 358) und
Kolonkarzinomzellen (DLD-1) in einer Dosierung von 500 und 1000 MOI tber funf Tage
behandelt und der zelltdtende Effekt mit einem XTT-Test gemessen worden. Die dabei
gewonnene Resultate haben in den drei untersuchten Zelllinien bei einer niedrigen
Dosierung von 500 VP/Zelle zu einem deutlich gesteigerten zelltétenden Effekt des
Ad/TRAIL-F/RGD gegenuber dem Vorgangervektor Ad/gTRAIL gefuhrt. Dieser Effekt
hat sich dabei sowohl bei Mia PaCa-2 Zellen mit einer sehr geringen CA-
Rezeptorzelldichte, als auch bei H 358 und DLD-1 Zellen mit noch unbekanntem CA-

Rezeptorstatus gezeigt.
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Abb.22: Zelltétender Effekt von Ad/TRAIL-F/RGD im Vergleich zu dem
Vorgangervektor Ad/gTRAIL in humanen Pankreas- (Mia PaCa-2), Lungen- (H358) und
Kolonkarzinomzelllinien (DLD-1), gemessen mit einem XTT-Test in vitro. Mit PBS

behandelte Zellen sind als Kontrolle verwendet und auf 100% Vitalitat festgesetzt
worden. (¢0) PBS, (m) Ad/CMV-GFP, (®) Ad/gTRAIL und (A) Ad/TRAIL-F/RGD. Die

Zellen sind mit 500 (links) und 1000 (rechts) VP/Zelle infiziert und der Verlauf Uber 5

Tage gemessen worden.
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3.1.4 Apotoseinduktion durch Ad/TRAIL-F/RGD in der Durchflusszytometrie

Zur Bestimmung der Apoptoseinduktion durch Ad/TRAIL-F/RGD ist die Sub-G4
Population der verwendeten Zelllinien anhand einer durchflusszytometrischen
Bestimmung quantifiziert worden. Es hat sich dabei ein deutlich erhdhter Anteil
apoptotischer Zellen nach der Behandlung mit Ad/TRAIL-F/RGD im Vergleich zu PBS
und Ad/CMV-GFP behandelter Zellen gezeigt. Die mit den Kontrollen Ad/CMV-GFP und
PBS aufgezeigten Apoptoseraten haben sich zwischen 0.5% und 5% befunden, was im

Normbereich durch Zelltrimmer anzusehen ist.

3.1.4.1 Pankreaskarzinomzelllinien
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Abb.23: Apoptosebestimmung mit Propidium lodid mittels Durchflusszytometrie von
Pankreaskarzinomzelllinien nach der Behandlung mit PBS, Ad/CMV-GFP und
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Ad/TRAIL-F/RGD. Die adenoviralen Vektoren sind mit einer MOI von 1000 und 2000

VP/Zelle gegeben worden. Angegeben ist der prozentuale Anteil der toten Zellen.

Unter den verwendeten Pankreaskarzinomzelllinien hat Mia PaCa-2 sehr sensitiv auf
Ad/TRAIL-F/RGD reagiert, was auf Grund der geringen CA-Rezeptorzelldichte zu
erwarten gewesen ist. Bei einer MOI von 1000 VP/Zelle ist eine Apoptoserate von
63,5% zu verzeichnen gewesen, welche sich durch eine Dosissteigerung auf 2000
VP/Zelle nicht erhdht hat, sondern mit 59,1% konstant geblieben ist. Dagegen haben die
beiden anderen Pankreaszelllinien eine deutliche Progredienz der Apoptoserate durch
eine Konzentrationssteigerung aufgezeigt. So hat sich der sub-G1-Anteil der Capan-1
Zellen fast verdoppelt (von 26,8% auf 47,8%) und bei den AsPC-1 Zellen um ca. 10%
gesteigert (von 16,1% auf 24,6%). Allerdings sind keine héheren Dosierungen als 2000
VP/Zellen zur Behandlung verwendet worden, da der eigene Toxizitatsanteil des
adenoviralen Vektors deutlich zunimmt und daher diese Dosierungen fur in vivo
Experimente nicht mehr Ubertragbar sind. Die Dosissteigerung des Kontrollvektors hat
dagegen nur zu einer Steigerung der Apoptoserate in den drei Zelllinien von 0,1% zu
0,3% gefuhrt, sodass der eigene Toxizitdtsanteil des Virus bei diesen verwendeten

Dosierungen in vitro zu vernachlassigen ist.
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3.1.4.2 Hepatozellulare Karzinomzelllinien
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Abb.24: Apoptosebestimmung mit Propidium lodid mittels Durchflusszytometrie von
Hepatozellularen Karzinomzelllinien nach der Behandlung mit PBS, Ad/CMV-GFP und
Ad/TRAIL-F/RGD. Die adenoviralen Vektoren sind mit einer MOI von 1000 und 2000

VP/Zelle gegeben worden. Angegeben ist der prozentuale Anteil der toten Zellen.

Beide verwendeten hepatozellularen Karzinomzelllinien haben sehr sensitiv auf die
Behandlung mit Ad/TRAIL-F/RGD reagiert. Allerdings ist durch eine Dosissteigerung
keine Zunahme der Apoptoserate erreicht worden. Sowohl die sensitivere Zelllinie Hep
G2 als auch Hep 3b Zellen haben ein konstantes Ergebnis von 55% bzw. 39% gezeigt.
Einen Einfluss der viralen Eigentoxizitat haben Hep 3b Zellen aufgezeigt. Im Vergleich
zur PBS Kontrolle mit 3,2% toter Zellen, ist die Apoptoserate bei Ad/CMV-GFP auf 5,7%
bei 1000 VP/Zelle angestiegen, die sich unter der Behandlung mit 2000 VP/Zelle auf

8,5% erhoht hat.
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3.1.4.3 Kolonkarzinomzelllinien
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Abb.25: Apoptosebestimmung mit Propidium lodid mittels Durchflusszytometrie von
Kolonkarzinomzelllinien nach der Behandlung mit PBS, Ad/CMV-GFP und Ad/TRAIL-
F/RGD. Die adenoviralen Vektoren sind mit einer MOI von 1000 und 2000 VP/Zelle

gegeben worden. Angegeben ist der prozentuale Anteil der toten Zellen.

Die Behandlung mit Ad/TRAIL-F/RGD hat in beiden Kolonkarzinomzelllinien zu einer
deutlichen Zunahme der Apoptoserate gefuhrt. Die sensitivere Zelllinie DLD-1 hat unter
1000 VP/Zelle einen sub-G1-Anteil von 48% aufgewiesen, der sich unter der
Dosissteigerung auf 2000 VP/Zelle auf 62% erhdht hat. Dagegen ist bei der Zelllinie SW
620 keine Zunahme der Toxizitat unter einer Dosissteigerung nachgewiesen worden,
sodass es bei einer Apoptoserate von 39% bei 1000 VP/Zelle bzw. 37,5% unter der
Behandlung mit 2000 VP/Zelle geblieben ist. Einen geringen adenoviralen
Toxizitatseffekt des Kontrollvektors gegenuber der PBS Kontrolle (5,3%) haben die

DLD-1 Zellen mit 7,5% unter 2000 VP/Zelle gegenuber 5,2% bei 1000 VP/Zelle
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aufgewiesen. Dagegen sind in den Kontrollbehandlungen von SW 620 Zellen nur

Apoptoseraten zwischen 1,2% und 1,8% zu verzeichnen gewesen.

3.1.4.4 Lungenkarzinomzelllinien

PBS GFP GFP TRAIL TRAIL
1000 2000 1000 2000
2.3 % 9% [\2.? %| 64.7% 574 %
H 358 f\ H F
ﬁ 3.6% 3.4% 5.2% 24.7% 27.3%
H 460 f f\ A |\ A
A a'J L e L—’\ AN v | -

Abb.26: Apoptosebestimmung mit Propidium lodid mittels Durchflusszytometrie von
Lungenkarzinomzelllinien nach der Behandlung mit PBS, Ad/CMV-GFP und Ad/TRAIL-
F/RGD. Die adenoviralen Vektoren sind mit einer MOI von 1000 und 2000 VP/Zelle

gegeben worden. Angegeben ist der prozentuale Anteil der toten Zellen.

Beide Zelllinien haben sensitiv auf die Behandlung mit Ad/TRAIL-F/RGD reagiert, mit
einer starkeren Reaktion bei H 358 Zellen. Hierbei ist unter der Behandlung mit 1000
VP/Zelle eine Apoptoserate von 64,7% erreicht worden, die sich jedoch unter einer
Dosissteigerung auf 2000 VP/Zelle mit 57,4% nicht steigern lassen konnte und sogar
leicht rickgangig gewesen ist. Dagegen haben die H 460 Zellen initial unter 1000

VP/Zelle einen sub-G1-Anteil von 24,7% gezeigt, der unter der Behandlung mit 2000
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VP/Zelle um 3% auf 27,3% angestiegen ist. Eine Eigentoxizitdt des Kontrollvektors
Ad/CMV-GFP hat keine der beiden Zelllinien aufgezeigt. Die Apoptoseraten der
Kontrollen haben bei H 358 Zellen zwischen 2,3% und 2,7% und bei H 460 Zellen

zwischen 5,2% und 5,6% gelegen.

3.1.5 Wirkung von Ad/TRAIL-F/RGD auf mesenchymale Stammzellen

3.1.5.1 Keine Transduktion mesenchymaler Stammzellen durch Ad/TRAIL-F/RGD

Um eine toxischen Effekt von Ad/TRAIL-F/RGD und der hTERT-Promoter Aktivitat in
humanen mesenchymalen Knochenmarksstammzellen (MSZ) auszuschlielen, sind
diese Zellen behandelt und zur Kontrolle mit der Zelllinie Capan-1 verglichen worden.
Die Stammzellen sind dazu mit PBS, Ad/CMV-GFP, Ad/gTRAIL und Ad/TRAIL-F/RGD in
Dosierungen von 500-5000 VP/Zelle behandelt worden. Der adenovirale Vektor
Ad/gTRAIL beinhaltet den hTERT-Promoter und das TRAIL-Protein wie der neue Vektor
Ad/TRAIL-F/RGD, jedoch besitzt dieser keine Modifikation mit dem RGD-Motiv. Nach
der Behandlung fur vier Tage haben sich unter dem Lichtmikroskop bei den
Stammzellen keine morphologischen Veranderungen bzw. eine Verringerung der
Zelldichte gezeigt, sodass auch unter der hohen Konzentration von 5000 VP/Zelle nicht
von einer toxischen Schadigung der Stammzellen durch Ad/gTRAIL und Ad/TRAIL-
F/RGD auszugehen ist. Dagegen hat die Behandlung der humanen
Pankreaskarzinomzelllinie Capan-1 mit Ad/gTRAIL und Ad/TRAIL-F/RGD zu einer
deutlichen Veranderung der Morphologie und Zelldichte unter dem Lichtmikroskop
gefuhrt, welche dosisabhangig gewesen ist. Um einen sicheren Ausschluss der

Transduktion von Stammzellen zu gewahrleisten und dieses zu visualisieren, ist unter
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einem Fluoreszenzmikroskop die Expression des ,grun fluoreszierenden Proteins”
(GFP) bei Ad/ICMV-GFP und des GFP/TRAIL Fusionsproteins bei Ad/gTRAIL nach
Infektion analysiert worden. Eine GFP-Expression ist dabei in den Stammzellen bereits
nach einer Infektion der Zellen mit Ad/CMV-GFP in einer Dosierung von 500 VP/Zelle zu
verzeichnen gewesen. Diese hat sich dosisabhangig bis zu 5000 VP/Zelle gesteigert.
Dagegen sind nur wenige grune (fluoreszierende) Zellen in den Stammzellen nach der
Behandlung mit einer hohen MOI von 3000 und 5000 VP/Zelle durch den Vektor
Ad/gTRAIL nachgewiesen worden, wodurch von einer geringen hTERT-Promotor
Aktivitat in mesenchymalen Stammzellen auszugehen ist. Im Gegensatz dazu ist die
transgene Expression des GFP-Proteins nach der Behandlung mit Ad/CMV-GFP und
Ad/gTRAIL schon bei einer geringen MOI von 500 VP/Zelle in Capan-1 Zellen zu sehen
gewesen. Dieses Ergebnis hat sich mit der vorherigen Aussage uber die Beobachtung,
dass die hTERT-Promoter gesteuerte transgene Expression nach adenoviralem

Gentransfer gegenlber normalen Zellen in Tumorzellen stark erhoht ist, gedeckt (83).
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Abb.27: Transgene Expression und zelltétender Effekt in mesenchymalen Stammzellen
und Capan-1 Tumorzellen nach der Behandlung mit Ad/CMV-GFP, Ad/gTRAIL und
Ad/TRAIL-F/RGD. Die GFP-Expression durch den Vektor Ad/CMV-GFP und
GFP/TRAIL-Expression durch den Vektor Ad/gTRAIL sind unter einem

Fluoreszenzmikroskop visualisiert worden.



3.1.5.2 Keine Apoptoseinduktion in mesenchymalen Stammzellen durch

Ad/TRAIL-F/RGD

In der durchflusszytometrischen Bestimmung mittels Farbung mit Propidium lodid hat
sich in den behandelten mesenchymalen Stammzellen ebenfalls keine durch den
hTERT-Promoter bedingte Apoptoseinduktion nach der Behandlung mit Ad/TRAIL-
F/RGD gezeigt. Unter der MOI von 2000 VP/Zelle hat der Anteil apoptotischer Zellen in
der PBS-Kontrollgruppe, Vektorkontroligruppe (Ad/CMV-GFP) und Ad/TRAIL-F/RGD-
Gruppe zwischen 1,3% und 1,4% gelegen. Aufgrund der hohen MOI von 2000 VP/Zelle

ist daher nicht von einer Toxizitat des adenoviralen Vektors auszugehen.
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Abb.28: Apoptosebestimmung mittels Propidium lodid durch Durchflusszytometrie in
mesenchymalen Stammzellen (MSZ). Die mit den beiden adenoviralen Vektoren
behandelten Zellen haben die gleiche Basisapoptoserate wie die mit PBS behandelte

Kontrollgruppe. Angegeben ist der prozentuale Anteil der toten Zellen.

3.1.6 Kaspase-8-Aktivierung und TRAIL-Expression im Western Blot

Die Western Blot-Analyse zum Nachweis der Ad/TRAIL-F/RGD vermittelten TRAIL-

Expression hat eine schwache Bande des TRAIL-Proteins bei einer MOI von 1000
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VP/Zelle und eine deutliche Bande bei einer MOl von 2000 VP/Zelle in den mit
Ad/TRAIL-F/RGD behandelten Zellen gezeigt. Die durch TRAIL eingeleitete Kaspasen
aktivierte Apoptoseinduktion ist in Ad/TRAIL-F/RGD behandelten Zellen bei 1000 und
2000 VP/Zelle durch die Aktivierung der initialen Kaspase-8 nachgewiesen worden.
Dagegen hat sich keine TRAIL bzw. aktivierte Kaspase-8 Bande in den mit PBS oder

Ad/CMV-GFP behandelten Zellen nachweisen lassen.

PBS GFP1 GFPZ TRAIL 1 TRAL 2

rrokashased -— D —
EEE —

Cleav Kaspase-8

Cleav Kaspase-8

TRAIL

-—

Abb.29: Western Blot-Analyse der TRAIL-Expression und Kaspase-8-Aktivierung in
Tumorzellen nach 24 Std. Behandlung. Spalte 1: PBS; Spalte 2: Ad/CMV-GFP (1000
MOI); Spalte 3: Ad/CMV-GFP (2000 MOI); Spalte 4: Ad/TRAIL-F/RGD (1000 MOI);

Spalte 5: Ad/TRAIL-F/RGD (2000 MOI). B-Actin ist als Ladekontrolle verwendet worden.



3.1.7 Ad/TRAIL-F/RGD induziert eine Tumorwachstumshemmung in vivo

Um die antitumordse Aktivitat des adenoviralen Vektors Ad/TRAIL-F/RGD in humanen
Pankreaskarzinomzelllinien zu testen, ist ein orthotopes Tumormodel in dem
Pankreasschwanz von Nacktmausen mit der humanen Pankreaskarzinomzelllinie
Capan-1 etabliert worden. Alle Studientiere haben nach der Tumorimplantation einen
Tumor in dem Pankreasschwanz ausgebildet, jedoch keine Lebermetastasen oder eine
Peritonealkarzinose. AuRerdem ist kein Tier vor dem 33 Tag nach der

Tumorimplantation an Kachexie verstorben oder musste vorzeitig getotet werden.

3.1.7.1 Tumornachweis in der Mikrocomputertomografie

Einen Tag vor Beendigung des Experiments durch Tétung der Tiere hat sich in der
Mikrocomputertomografie bei den mit dem Kontrollvektor Ad/CMV-GFP behandelten
Tieren eine deutlich groflere Tumormasse im Vergleich zu den mit Ad/TRAIL-F/RGD
behandelten Tieren gezeigt. Dieses Ergebnis ist in 5 untersuchten Tieren pro Gruppe

aufgezeigt worden.
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Ad/CMV-GFP Ad/TRAIL-F/RGD

Abb.30: Nachweis des Tumorwachstums durch eine Mikrocomputertomografie einen
Tag vor der Tétung der Studientiere. Deutlich ist die Tumormasse (Kreis) eines mit dem
Kontrollvektor Ad/CMV-GFP behandelten Tieres (links) im Vergleich zu einem mit
Ad/TRAIL-F/RGD (rechts) therapierten Tieres zu erkennen. Diese Untersuchung zeigt

exemplarisch ein Tier von funf untersuchten Tieren pro Gruppe.

3.1.7.2 Ad/TRAIL-F/RGD fiihrt zu einem signifikant reduzierten Tumorwachstum

orthotoper Pankreastumoren in vivo

Kurz nach der Tétung der Tiere sind die Tumoren im Situs fotografiert, danach
entnommen und vermessen worden. Es hat sich dabei gezeigt, dass die Behandlung
mit Ad/TRAIL-F/RGD zu einem signifikant reduzierten Tumorwachstum gegeniber den

Kontrollgruppen gefuhrt hat. Zwischen den mit PBS und Ad/CMV-GFP behandelten
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Tieren hat sich dagegen kein Unterschied in dem Tumorwachstum nachweisen lassen,
sodass im Folgenden nur die beiden mit adenoviralen Vektoren behandelten Gruppen

gezeigt werden.

Ad/CMV-GFP

Maus 1 Maus 2 Maus 3 Maus 4

Ad/TRAIL-F/RGD

Maus 2 Maus 3 Maus 4

Abb.31: Darstellung der Pankreastumore (Kreis) am Tag der Tétung der Versuchstiere.
Deutlich ist der GroRenunterschied zwischen der Ad/CMV-GFP Vektorkontrollgruppe

(oben) mit der Ad/TRAIL-F/RGD Therapiegruppe zu erkennen.

87



||H||||||||||1h|nlnnlnnl||uhm\lm\nn\mnnu\un\nn\nn\uu

Ad/TRAIL-F/RGD ‘ . ‘ .
1 2 3 4

Abb.32: Darstellung der entnommenen Tumoren. Dabei zeigt sich makroskopisch ein

deutlich reduziertes Wachstum der mit Ad/TRAIL-F/RGD behandelten Tiere (unten) im

Vergleich zu der mit Ad/CMV-GFP behandelten Kontrollgruppe (oben).

_ [] AdTRAIL-F/IRGD
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Abb.33: Tumorvolumen (cm?) der mit dem Kontrollvektor Ad/CMV-GFP und Ad/TRAIL-
F/RGD behandelten Nacktmause 53 Tage nach Tumorimplantation. Die Werte zeigen
den Durchschnitt mit Standardabweichung von 5 Tieren pro Gruppe. Der Unterschied
zwischen den Behandlungsgruppen (Ad/TRAIL-F/RGD versus Ad/CMV-GFP) ist
signifikant (P <0.05). Dagegen ist kein signifikanter Unterschied des Tumorwachstums
zwischen den mit PBS und Ad/CMV-GFP behandelten Tieren aufgezeigt worden (nicht

gezeigt).

3.1.7.3 Ad/TRAIL-F/RGD fuhrt zu groRen intratumoralen Nekrosen

In den nach der Tétung der Tiere durchgefihrten Hamatoxilin-Eosin (44) Farbungen der
Tumorschichten sind in den mit dem Kontrollvektor Ad/CMV-GFP behandelten Tieren
noch intaktes Tumorgewebe mit einzelnen Nekrosen nachgewiesen worden. Dagegen
haben die Tumoren der mit Ad/TRAIL-F/RGD therapierten Tiere grolRe Nekrosezonen in

den histologischen Schnitten aufgewiesen.
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Ad/CMV-GFP Ad/TRAIL-F/RGD

Abb.34: Darstellung des Tumorzerfalls in vivo nach Ad/TRAIL-F/RGD Applikation
anhand histologischer Schnitte durch Hamatoxilin-Eosin Farbung. Die mit dem
Kontrollvektor Ad/CMV-GFP behandelten Tiere (1a+1b) zeigen nur geringe
intratumorale Nekrosen, wohingegen die mit Ad/TRAIL-F/RGD therapierten Tiere
deutliche Nekroseareale aufzeigen (2a+2b). Die Abbildungen zeigen exemplarisch ein

Tier aus den beiden Gruppen.

3.1.7.4 Ad/TRAIL-F/RGD zeigt keine Anzeichen einer Lebertoxizitat in vivo

Zur Bestimmung einer eventuellen Lebertoxizitat nach der dreimaligen intratumoralen
Injektion von Ad/TRAIL-F/RGD sind die Transaminasen ASAT und ALAT bestimmt

worden. Dabei haben die Parameter sowohl vor als auch nach der Behandlung in den
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drei Gruppen im Normbereich gelegen, sodass von einer guten Vertraglichkeit

ausgegangen werden kann.
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Abb.35: Darstellung der Transaminasen ASAT und ALAT vor der Behandlung (1), 3

Tage nach der letzten Therapie (2) und 1 Tag vor Toétung der Tiere (3).

3.2 Ergebnisse (Experiment Il) (84)

3.2.1 Deutlich gesteigerter zelltotender Effekt von Gemcitabin in der Kombination

mit Ad/TRAIL-F/RGD unter dem Lichtmikroskop

Zur Uberprifung eines gesteigerten Effektes einer Kombinationstherapie von
Gemcitabin und Ad/TRAIL-F/RGD in der Behandlung von Pankreaskarzinomzelllinien,
sind die humane Pankreaskarzinomzelllinie AsPC-1 mit Ad/CMV-LacZ (Vektorkontrolle),
Gemcitabin, Ad/TRAIL-F/RGD und der Kombination aus Gemcitabin und Ad/TRAIL-
F/RGD behandelt worden.

Anzumerken ist, dass in Vorversuchen die Behandlung der Pankreastumorzelllinien
AsPC-1, Capan-1 und Mia PaCa-2 mit PBS und den Kontrollvektoren Ad/CMV-GFP und
Ad/CMV-LacZ zu gleichen Ergebnissen bezuglich der Toxizitat gefihrt hat. Zusatzlich
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hat sich in Experiment | gezeigt, dass PBS und der Kontrollvektor Ad/CMV-GFP sich in
der Toxizitat gegenuber multiplen Tumorzellen nicht unterschieden haben, weshalb in
den weiteren Untersuchungen nur noch Ad/CMV-LacZ als einzige Kontrolle verwendet
worden ist.

Die lichtmikroskopische Untersuchung der Kombinationstherapie nach 48 Std.
Behandlung hat in der Vektorkontrolle mit Ad/CMV-LacZ zu keinem sichtbaren
Zelluntergang gefuihrt. Dagegen hat die Einzeltherapie mit Gemcitabin und Ad/TRAIL-
F/RGD zu einem leichten Verlust der Zelldichte und einer veranderten Morphologie
gefuhrt. Die Kombinationstherapie hingegen hat zu einem deutlichen Zelluntergang

gefuhrt.

AdiCMIV-LacZ Gemcitabin Ad/TRAIL-F/IRGD AdTRAIL-F/RGD +
Gemcitabin

Abb.36: Die Behandlung der Pankreaskarzinomzellen (AsPC-1) hat in der
Vektorkontrolle (Ad/CMV-LacZ) zu keinem sichtbaren Zelluntergang gegentber einer
leicht verringerten Zelldichte in den einzelnen Therapien (Gemcitabin, Ad/TRAIL-
F/RGD) gefuhrt. Dagegen hat die Kombinationstherapie (Ad/TRAIL-F/RGD +

Gemcitabin) zu einem deutlichen Zelluntergang und Reduzierung der Zellzahl gefiihrt.
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3.2.2 Nachweis eines Synergismus in der Kombinationstherapie zwischen

Ad/TRAIL-F/RGD und Gemcitabin durch den Kombinationsindex

Um den tumorwachstumshemmenden Effekt der TRAIL Gentherapie mit der Gabe von
Gemcitabin zu evaluieren, ist der Kombinationsindex (Combination Index, CI) einer
Kombinationstherapie mit der CalcuSyn Software analysiert worden. Dabei hat sich ein
stark synergistischer Effekt einer Kombinationstherapie in den humanen
Pankreaskarzinomzelllinien Capan-1 und AsPC-1 gezeigt, wenn die Zellen mit einer
niedrigen Dosierung von Ad/TRAIL-F/RGD behandelt worden sind. Dieses hat sich z.B.
durch einem Kombinationsindex von 0.1 gezeigt, wenn die Zellen mit einer MOI von 250
VP/Zelle mit Ad/TRAIL-F/RGD und 1mM Gemcitabin behandelt worden sind. Dieser
synergistische Effekt ist auch bei einer MOI von 500 VP/Zelle beobachtet worden.
Dagegen hat eine Dosissteigerung des Ad/TRAIL-F/RGD und Gemcitabin jedoch nur zu
einem additiven Effekt gefuhrt. Dieses ist am ehesten durch die ansteigende Toxizitat
der einzelnen Therapien zu erklaren, die eine hohe Anzahl an Zellen totet, sodass eine

weitere Gabe zu keiner Toxizitatssteigerung gefuhrt hat.
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Abb.37: Kombinationsindex (Combination Index, CI) fur die Kombinationstherapie mit
Ad/TRAIL-F/RGD und Gemcitabin in den Pankreaskarzinomzelllinien Capan-1 und
AsPC-1. Ein Synergismus ist fir beide Zelllinien bei einer MOl von 250 und 500

VP/Zelle in der Kombination mit 0.1-10mM Gemcitabin nachgewiesen worden.
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3.2.3 Nachweis eines deutlich erhohten zelltétenden Effektes der
Kombinationstherapie im XTT-Test

Die humanen Pankreaskarzinomzelllinien AsPC-1 und Capan-1 sind zum Nachweis
eines proliferationshemmenden- bzw. zelltétenden Effekts vier Tage mit PBS, Ad/CMV-
LacZ, Ad/TRAIL-F/RGD, Gemcitabin und der Kombination aus Ad/CMV-LacZ +
Gemcitabin bzw. Ad/TRAIL-F/RGD und Gemcitabin behandelt worden. Danach hat sich
in der Bestimmung durch einen XTT-Test gezeigt, dass eine niedrige Dosierung von
Gemcitabin und Ad/TRAIL-F/RGD in der Kombination gegenuber den einzelnen
Therapien zu einem deutlich gesteigerten Zelluntergang gefuhrt hat. Dagegen hat sich

kein Unterschied in den mit PBS und Ad/CMV-LacZ behandelten Zellen gezeigt.
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Abb.38: Bestimmung des zelltétenden Effektes mittels eines XTT-Test vier Tage nach
der Behandlung mit der Kontrolle (PBS), Vektorkontrolle (Ad/CMV-LacZ), Ad/TRAIL-
F/RGD (TRAIL) und Gemcitabin (Gem). Ad/CMV-LacZ und Ad/TRAIL-F/RGD sind mit

500 VP/Zelle und Gemcitabin mit 0.1uM gegeben worden.
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3.2.4 Nachweis einer synergistisch erhohten Apoptoseinduktion in der

Durchflusszytometrie

Zum Nachweis einer gesteigerten Apoptoseinduktion durch die Kombinationstherapie
von Ad/TRAIL-F/RGD und Gemcitabin, sind die humanen Pankreaskarzinomzelllinien
AsPC-1 und Capan-1 mit den adenoviralen Vektoren Ad/CMV-LacZ oder Ad/TRAIL-
F/RGD mit einer MOI von 500 VP/Zelle und Gemcitabin in einer Konzentration von
0.1uM fur 48 Std. behandelt worden. Danach ist die Sub-G1 Fraktion mittels Farbung mit
Propidium lodid durch Durchflusszytometrie bestimmt worden. Dabei hat die
Kombinationstherapie in beiden Zelllinien zu einer deutlich gesteigerten
Apoptoseinduktion gegenuber den beiden einzelnen Therapien gefuhrt, die auf eine
synergistische Wirkung hingedeutet hat. Die Behandlung mit PBS und dem
Kontrollvektor Ad/CMV-LacZ hat dagegen in beiden Zelllinien zu einer normalen

Basisapoptoserate von 2% bis 3% gefuhrt.

PES LacZ  TRAL  Gem  LacZ+ TRAIL+
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Abb.39: Apoptosebestimmung mit Propidium lodid mittels Durchflusszytometrie von
den Pankreaskarzinomzelllinien AsPC-1 und Capan-1. Die Behandlung ist mit der

Leerkontrolle (PBS), Ad/CMV-LacZ (LacZ), Ad/TRAIL-F/RGD (TRAIL) und Gemcitabin
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(Gem) sowie den Kombinationstherapien durchgeflihrt worden. Die Dosierung der
adenoviralen Vektoren hat 500 VP/Zelle und bei Gemcitabin 0.1uM betragen.

Angegeben ist der prozentuale Anteil der toten Zellen.

3.2.5 Suppression des Tumorwachstums in der Leber durch die systemische
Applikation von Ad/TRAIL-F/RGD und Verstarkung des Effektes durch die

Kombinationstherapie mit Gemcitabin

Um den in vitro beobachteten Effekt in vivo zu bestatigen, ist ein
Pankreasmetastasentumormodel in der Leber von Nacktmausen etabliert worden. Vier
Tage nach der intrahepatischen Injektion eines Leberlappens mit der
Pankreaskarzinomzelllinie Capan-1 sind die Tiere nach Randomisierung in die
Behandlungsgruppen (Ad/CMV-LacZ, Gemcitabin, Ad/TRAIL-F/RGD, Ad/CMV-LacZ +
Gemcitabin und Ad/TRAIL-F/RGD + Gemcitabin) eingeteilt und nach dem in Material
und Methoden beschriebenen Behandlungsschema therapiert worden. Nach 28 Tagen
sind alle Tiere getdtet, die Lebern in Paraffin eingebettet und die Tumorareale mit der
Optimas Software anhand von drei Schnitten im Abstand von 20pm vermessen worden.
Bis auf zwei mit der Kombinationstherapie Ad/TRAIL-F/RGD mit Gemcitabin
behandelten Tiere haben alle verwendeten Nacktmause einen Tumor in dem injizierten
Leberlappen ausgebildet. Zum  Totungszeitpunkt sind keine Leber- oder
Lymphknotenmetastasen oder eine Peritonealkarzinose nachweisbar gewesen. Keines
der Tiere ist aufgrund einer Tumorkachexie oder —Blutung vorzeitig getdtet worden.

Die Auswertung des vermessenen Tumorareals hat gezeigt, dass die alleinige
Behandlung mit Ad/TRAIL-F/RGD und die Kombinationstherapie von Ad/TRAIL-F/RGD

mit Gemcitabin zu einem signifikant reduziertem (p<0.05) Tumorwachstum im Vergleich
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zu der Kontrollgruppe (Ad/CMV-LacZ) und der alleinigen Therapie mit Gemcitabin
gefuhrt hat. So ist die Tumorflache in den mit Ad/TRAIL-F/RGD behandelten Tieren
sechsmal kleiner als die Flache von Ad/CMV-LacZ mit Gemcitabin behandelter Tiere
gewesen. Zusatzlich hat die Kombinationstherapie von Ad/TRAIL-F/RGD mit
Gemcitabin zu einer deutlichen Reduzierung des Tumorwachstums gegenuber den
Einzeltherapien gefuhrt. Allerdings ist der Unterschied zwischen Ad/TRAIL-F/RGD und
Ad/TRAIL-F/RGD mit Gemcitabin nicht signifikant gewesen.

Dagegen hat sich kein signifikanter Unterschied der Tumorgrofe in den mit Ad/CMV-
LacZ, Gemcitabin oder Ad/CMV-LacZ mit Gemcitabin behandelten Tieren gezeigt,
sodass die Behandlung mit dem Kontrollvektor Ad/CMV-LacZ bei der systemischen
Gabe keinen apoptotischen Effekt auf Tumorzellen aufweist. Zusatzlich hat sich kein
deutlicher wachstumshemmender Effekt der alleinigen Gemcitabinbehandlung
nachweisen lassen, der mit der niedrigen Dosierung von 25mg/Kg/KG begrindet

werden kann.
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LacZ Gemcitabin LacZ + Gemcitabin

TRAIL TRAIL + Gemcitabin

Abb.40: Suppression des Tumorwachstums von Capan-1 Pankreastumoren in der
Leber. Hamatoxilin-Eosin Farbung von Leberschnitten nach der Behandlung mit der
Kontrolle (Ad/CMV-LacZ), Ad/TRAIL-F/RGD (TRAIL) und Gemcitabin vier Wochen nach
Zellinjektion. Die Tumorflache ist mit der Optimas Software eingekreist und danach

analysiert worden.
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AdITRAIL-FIRGD + Gemcitabin

Maus | Schnitt | LaeZ |Gem 25mglkglKG| TRAIL | LaeZ + Gem | TRAIL + Gem
1 1 1 a a 1] 1
2 1 1 0 1 1
3 1 1 1] 1 1
2 1 1 1 a 1 1]
2 1 1 0 1 0
3 1 1 1] 1] 1]
3 1 0 1 1 1 0
2 1 1 a 0 0
3 1 1 a 1] 1]
4 1 1 1 1 1 0
2 1 1 1 1 1]
3 1] 1 1 1 1]
] 1 1 1 1 1 1]
2 1 a 1 1 0
3 1 a a 1 1
Total 131148 12/15 B/ 14 110145 415

1= Tumor im Schnitt

Tab.2: Suppression des Tumorwachstums von Capan-1 Pankreastumoren in der Leber
nach der Behandlung mit der Kontrolle (Ad/CMV-LacZ, LacZ), Ad/TRAIL-F/RGD
(TRAIL) und Gemcitabin (Gem). Darstellung der 5 Tiere pro Gruppe mit den

nachgewiesenen Tumorareal pro Schnitt (1 = Nachweis des Tumors im Schnitt).
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Abb.41: Suppression des Tumorwachstums von Capan-1 Pankreastumoren in der
Leber nach der Behandlung mit der Kontrolle (Ad/CMV-LacZ, LacZ), Ad/TRAIL-F/RGD
(TRAIL) und Gemcitabin (Gem) vier Wochen nach Zellinjektion. Dargestellt ist der mit
der Optimas Software ausgemessene Durchschnitt der Tumorflache von 5 Tieren pro
Gruppe mit der Standardabweichung. Der Unterschied zwischen TRAIL und
TRAIL+Gemcitabin behandelten Tieren gegenuber Ad/CMV-LacZ, Gemcitabin und

Ad/CMV-LacZ+Gemcitabin behandelten Tieren ist signifikant (p<0.05).

3.2.6 Keine Lebertoxizitiat durch Gemcitabin allein und in der Kombination mit

Ad/TRAIL-F/RGD

Die Auswertung der im Serum gemessenen Leberenzyme ASAT und ALAT zum
Nachweis einer eventuellen Lebertoxizitat nach der systemischen Administration von
Ad/TRAIL-F/RGD sowie der intraperitonealen Injektion von Gemcitabin hat keine

pathologischen Werte vor, drei Tage nach der letzten Behandlung und einen Tag vor
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Totung der Tiere gezeigt. Wahrend der Behandlung ist kein Tier verstorben, sodass von

einer guten Vertraglichkeit der Therapie ausgegangen werden kann.

280 4 250 280 WASAT (LD
B ALAT (LI

200

150

100

30

N S R S A SN o B 6/
& & VS ’\nyf Ea & & VS eP"° T cf cf
F & & & &

Abb.42: Darstellung der Leberenzyme ASAT und ALAT vor der Behandlung (1), 3 Tage

nach der letzten Therapie (2) und 1 Tag vor Tétung der Tiere (3).
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3.3 Zusammenfassung der Ergebnisse

Vorarbeiten

Entwicklung von orthotopen- und Metastasentumormodellen verschiedener
Tumorzelllinien zur nachfolgenden Testung des neuen adenoviralen Vektors
Ad/TRAIL-F/RGD in vivo.

Es hat sich dabei sowohl das orthotope Pankreastumormodel durch Implantation
als auch das Pankreasmetastasenmodell durch Tumorzellinjektion als stabilstes
und grolenkonstantestes Modell erwiesen, sodass beide Modelle verwendet

worden sind.

Experiment |

1.

Testung des adenoviralen Vektors AJd/TRAIL-F/RGD in humanen Tumorzelllinien
verschiedener Entitdten bezulglich seiner Toxizitéat in vitro .

Ad/TRAIL-F/RGD hat einen stark zelltétenden Effekt in  multiplen humanen
Tumorzelllinien in vitro aufgewiesen.

Testung eines toxischen Effektes von Ad/TRAIL-F/RGD auf mesenchymale

Stammzellen.

Ad/TRAIL-F/RGD hat keinen nachweisbaren toxischen Effekt auf mesenchymale
Stammzellen gezeigt.

Uberpriifung, ob ein eventueller toxischer Effekt des Ad/TRAIL-F/RGD Apoptose
vermittelt ist und dieser sich (ber die Aktivierung der initialen Kaspase-8

nachweisen [4sst.
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Die durch Ad/TRAIL-F/RGD vermittelte Apoptose ist durch die initiale Kaspase-8
ausgeldst worden.

4. Testung der antitumorésen Wirkung Ad/TRAIL-F/RGD in vivo in einem zuvor
etablierten orthotopen Pankreastumormodell durch intratumorale Injektionen
nach Relaparotomie.

Die intratumorale Injektion von Ad/TRAIL-F/RGD hat zu einer signifikanten
Hemmung des Tumorwachstums gegenuber den Kontrollgruppen gefuhrt.

5. Eventueller Nachweis des Pankreasschwanztumors in einer
Mikrocomputertomografie und Vergleich zwischen der Therapie- und
Kontrollgruppe.

Der durch SOl gebildete Pankreasschwanztumor hat sich gut in der
Mikrocomputertomografie nachweisen lassen, wobei ein deutlicher Unterschied
zwischen der Therapie- und Kontrollgruppe zu verzeichnen gewesen ist

6. Uberpriifung, ob die wiederholte intratumorale Injektion von Ad/TRAIL-F/RGD
lebertoxisch ist.

Die wiederholte intratumorale Injektion hat keine Lebertoxizitat gezeigt.

Experiment Il

1. Zeigt die  Kombinationstherapie = von  Ad/TRAIL-F/RGD mit dem
Chemotherapeutikum Gemcitabin eine additive bzw. synergistische Wirkung in
vitro?

Die Kombinationstherapie hat in dem Kombinationsindex in vitro eine

synergistische Wirkung gezeigt.
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2. Fihrt die systemische Applikation von Ad/TRAIL-F/RGD zu einem

therapeutischen Effekt in vivo und kann dieser durch die Kombination mit
Gemcitabin verstérkt werden?

Die systemische Gabe von Ad/TRAIL-F/RGD hat in der Leber bei
Pankreastumoren gegenuber den Kontrollgruppen zu einer signifikanten
Tumorsuppression gefuhrt, welche durch die Kombination mit Ad/TRAIL-F/RGD
deutlich verstarkt worden ist.

. Uberprufung einer eventuellen Lebertoxizitat durch die systemische Gabe von
Ad/TRAIL-F/RGD.

Die wiederholte systemische Injektion von Ad/TRAIL-F/RGD sowie die

intraperitoneale Gabe von Gemcitabin hat keine Lebertoxizitat gezeigt.
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4 Diskussion

4.1 Experiment |

In vorangegangen Experimenten unserer Forschungsgruppe ist gezeigt worden, dass
der adenovirale Vektor Ad/gTRAIL, der das GFP/TRAIL-Fusionsprotein exprimiert,
welches von dem hTERT-Promoter gesteuert wird, zu einer hohen Transduktion und
Apoptoseinduktion in multiplen Tumorzellen fuhrt. Zusatzlich kann durch die hTERT
gerichtete Tumorspezifitat eine transgene Expression mit nachfolgender Toxizitat in
Hepatozyten vermieden werden (39, 43, 86-88). Daneben ist nachgewiesen worden,
dass durch einen ,Bystander-Effekt” Uber Zellinteraktionen nicht infizierte Zellen durch
infizierte Zellen Uber membrangebundenes TRAIL mitbeeinflusst werden, sodass sich
die Zahl der behandelten Zellen und damit der therapeutische Effekt deutlich erhdht
(44). Allerdings hat sich in mehreren Studien mit adenoviralen Vektoren gezeigt, dass
die Tumorzellen nach wiederholter Applikation Resistenzen ausbilden kénnen und einer
der Hauptgrinde dieses Phanomens in einer Resistenzausbildung gegenliber dem
initialen Bindungsrezeptor, Coxsackie-Adenovirus-Rezeptor (CAR), liegt (28, 33). Daher
sind alternative virale Bindungsmechanismen gefordert, um die Transduktion in
resistenten Zellen und Zellen mit einer initial geringen CAR Expression zu steigern.
Eine Moglichkeit der gesteigerten Bindung ist dabei die Modifikation des adenoviralen
Vektors mit einem RGD-Peptid, welches in die HI Schieife des Fiber-Knob integriert
wird. Daher ist in unserer Abteilung der Vektor Ad/gTRAIL mit dieser RGD-Sequenz
modifiziert worden und das GFP-Gen, welches nur eine Markerfunktion in dem
Ad/gTRAIL besessen hat, entnommen worden. Durch die Einbringung der RGD-

Sequenz konne das Einsatzspektrum in Bezug auf Adenovirus-resistente und CAR
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negative bzw. erniedrigte Zellen deutlich erweitert werden und habe daher gegeniber
dem vorherigen Vektor (Ad/gTRAIL) einen grof3en Vorteil.

Im Rahmen dieser Arbeit ist daher der Effekt des neu konstruierten adenoviralen
Vektors Ad/TRAIL-F/RGD, der das Wildtyp TRAIL Gen exprimiert, welches von dem
hTERT Promoter gesteuert wird und eine RGD-Sequenz in der HI Schleife des Fiber
Proteins beinhaltet, ausfihrlich getestet worden. Die in vitro Experimente haben
gezeigt, dass Ad/TRAIL-F/RGD die Zellproliferation in Pankreas-, Hepatozellularen-,
Kolon- und Lungenkarzinomzelllinien gegenuber den verwendeten Kontrollen signifikant
hemmen kann und dartber hinaus stark apoptotisch wirksam ist. Dabei hat der
zelltétende Effekt im Vergleich mit dem nicht RGD modifizierten Vorgangervektor
Ad/gTRAIL in den Zelllinien Mia PaCa-2 (Pankreas), H358 (Lunge) und DLD-1 (Kolon)
schon bei einer niedrigen Dosierung von 500 VP/Zelle eingesetzt, was fur eine erhdhte
Transduktion spricht. Am deutlichsten ist dieser Effekt bei MiaPaCa-2 zu verzeichnen
gewesen, der Zelllinie, die eine sehr geringe Dichte des CAR aufweist (30). Dartber
hinaus hat Ad/TRAIL-F/RGD auch eine signifikant gesteigerte Transduktion gegenuber
dem Vorgangervektor Ad/gTRAIL in Zellen mit hoher CAR Dichte. So ist in der
Lungenkarzinomzelllinie H1299 eine sehr hohe CAR Expression gemessen worden
(89). Zhang. et al. haben in einem Vergleich von Ad/TRAIL-F/RGD mit Ad/gTRAIL einen
signifikant gesteigerten zelltdtenden Effekt in dem Proliferationstest, eine signifikant
gesteigerte Apoptoseinduktion und eine deutlich erhohte Kaspase-8-Aktivitat
nachweisen kdnnen (89, 90). Dagegen hat in unseren Versuchen die Behandlung mit
der Leerkontrolle PBS und dem Kontrollvektor Ad/CMV-GFP nur zu einem marginalen
Zelluntergang gefuhrt, der dem regularen Anteil toter Zellen entspricht. Es ist daher

unter den verwendeten Dosierungen bis 2000 VP/Zelle nicht von einer erhdhten
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Eigentoxizitat des Kontrollvektors auszugehen. Die nachfolgende Durchflusszytometrie
hat eine deutliche Transduktion der verwendeten Tumorzelllinien nach Behandlung mit
adenoviralen Vektoren sowie eine Apoptoseinduktion anhand der gemessenen sub-G;
Zellen bestatigt. Als Nachweis der eingeleiteten Apoptose ist die Expression des TRAIL-
Proteins und der aktivierten Kaspase-8 bestimmt worden, welche nach Stimulation der
Todesrezeptoren initial aktiviert wird. Eine weitere Bestatigung fur die Tumorspezifitat
des Ad/TRAIL-F/RGD und damit des hTERT-Promotors ist durch die Behandlung von
mesenchymalen Stammzellen nachgewiesen worden. Es hat sich dabei keine
Transduktion der Stammzellen, auch unter hohen Dosierungen bis zu 3000 VP/Zelle,
nachweisen lassen. Das anschlieRende in vivo Experiment hat die an Zellkulturen
gewonnenen Erkenntnisse bestatigt. Dabei ist als erste in vivo-Testung des Ad/TRAIL-
F/RGD eine intratumorale Injektion unter mdglichst realistischen Bedingungen erfolgt,
weshalb einem orthotopen Pankreastumormodel der Vorzug gegeniber einem
subkutanen Modell gegeben worden ist. Von einem subkutanen Tumormodell ist
Abstand genommen worden, da diese Tumoren nur selten Metastasen ausbilden (63,
64), durch eine Behandlung teilweise zu einer verstarkten Regression neigen (65) und
gegenuber dem Ursprungsparenchym andere Zelloberflachenmolekile exprimieren
(64), was das Ergebnis nachteilig beeinflussen kann.

Nach der erfolgreichen Etablierung des orthotopen Pankreastumormodels mit der
humanen Tumorzelllinie Capan-1, haben die mit Ad/TRAIL-F/RGD behandelten Tiere
ein signifikant reduziertes Tumorwachstum gegenuber den beiden Kontrollgruppen, die
sich nicht unterschieden haben, gezeigt. Die vor und nach der Behandlung
abgenommenen Transaminasen ASAT und ALAT waren bei allen Tieren der drei

Gruppen im Normbereich, sodass von keiner Lebertoxizitdt des tumorspezifischen
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adenoviralen Vektors ausgegangen werden kann. Damit hat Ad/TRAIL-F/RGD eine
ebenso gute Vertraglichkeit und ausbleibende Lebertoxizitat wie der Vorgangervektor
Ad/gTRAIL gezeigt, der durch seine hTERT vermittelte Tumorspezifitdt ebenfalls nicht
hepatotoxisch gewesen ist (39, 43, 87). Den Nachweis der Apoptoseeinleitung in dem
Tumorgewebe hat eine Folgestudie im M. D. Anderson Cancer Center erbracht, wobei
Ad/TRAIL-FRGD in der Kombination mit einer Radiotherapie zu einer signifikanten
Apoptoseinduktion vier Tage nach der letzten Behandlung im Tumorgewebe von
Lungentumoren gefuhrt hat (90).

Obwohl Ad/TRAIL-F/RGD in unseren Untersuchungen in multiplen Tumorzelllinien und
in vivo seine Wirksamkeit gezeigt hat, sind in Zukunft weitere Untersuchungen in Bezug
auf CAR negative und resistente Zelllinien sowie kultivierten Tumorproben von
Patienten anzuschlielen. So haben Jee et al. in Patiententumorproben von
Plattenepithelkarzinomen eine geringe CAR-Expression aufgezeigt, worin eine derzeit
noch unbefriedigende Transduktion bei systemischer adenoviraler Applikation begrindet
sein konnte (31, 91). Auferdem verdichten sich die Anzeichen eines durch
Chemotherapeutika getriggerten Synergismus in Kombination mit adenoviralen
Vektoren, der im Tiermodel sogar in chemoresistenten Tumoren zu einer signifikanten
Wachstumshemmung gefuhrt hat (87, 92). Diese Erkenntnisse sind fur zukinftige
klinische Studien von besonderer Bedeutung, da durch die erhdhte Effektivitat
modifizierter Vektoren und den Synergismus einer Kombinationstherapie die virale Last
gesenkt werden und folglich die geflrchteten Nebenwirkungen der viralen Toxizitat wie
Fieber, Schmerzen und Erkaltungen bzw. eine tUberschieltende Immunantwort minimiert
werden konnten. Daher verwenden neuere klinische Studien die Kombination einer

intratumoralen Applikation eines adenoviralen Vektors mit einem Chemotherapeutikum
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(93) oder Bestrahlung (94) und erzielen dadurch deutlich bessere Ergebnisse, als die
alleinige Gentherapie (95, 96).

Im Gegensatz zu anderen in der Gentherapie verwendeten Vektoren konnte Ad/TRAIL-
F/RGD aufgrund seiner hTERT vermittelten Tumorspezifitdt zu einer potenten
Transduktion in multiplen Karzinomen fuhren, welches oft ein unuberwindliches
Hindernis dargestellt hat und deshalb in vielen gentherapeutischen Studien nicht zu der
erhofften Tumorregression bzw. Verlangsamung der Progression gefuhrt hat (96).
Zusatzlich durfte bei Verwendung des Ad/TRAIL-F/RGD die passagere
Transaminasenerhéhung und folglich eine Hepatozytenschadigung unterbleiben. Dieser
Begleiteffekt nach adenoviraler Administration ist haufig in klinischen Studien
beobachtet worden, normalisiert sich jedoch meist nach einer Woche wieder (93, 96).
Zusammenfassend lasst sich sagen, dass trotz groRer Fortschritte gentherapeutischer
Therapien in den vergangenen 20 Jahren die Applikationsform adenoviraler Vektoren
immer noch ein Problem darstellt und die intratumorale Injektion zwar derzeit am
gebrauchlichsten ist, jedoch nie den ganzen Tumor infizieren kann. Um den Vorteil der
adenovirus vermittelten Gentherapie gegenlber chirurgischer oder alternativer, rein
lokaler Therapieformen, auszuschopfen, sollte die Konstruktion eines potenten tumor-

und organspezifischen adenoviralen Vektors in den nachsten Jahren folgen.

4.2 Experiment Il

Die Leber ist nach den Lymphknoten das am haufigsten mit Metastasen verschiedenster
Tumoren betroffene Organ (97, 98). Dabei sind nur bis zu 10% der Patienten mit
Metastasen kurativ resektabel. Zusatzlich bestehen oft Mikrometastasen, die trotz

moderner Diagnostik und einem intraoperativen Ultraschall nicht zu identifizieren sind,
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sodass ein Tumorrezidiv nach erfolgreicher Resektion aus diesen ,Tumornestern®
hervorgehen kann (99-101).

In dem vorangegangenen Experiment | hat die Verwendung von Ad/TRAIL-F/RGD eine
signifikante tumorsuppressive Wirkung in vitro und in vivo gezeigt. Allerdings liegt die
Zukunft einer potenteren Gentherapie eher in einer Kombinationstherapie mit Radio-,
Chemo- oder Radiochemotherapie um die Effektivitat zu steigern. Daher haben wir eine
Kombinationstherapie mit dem beim Pankreaskarzinom eingesetzten first-line
Chemotherapeutikum Gemcitabin und Ad/TRAIL-F/RGD nach der Etablierung eines
Pankreasmetastasenmodels in der Leber evaluiert, um einen additiven oder besser
synergistischen Effekt nachzuweisen. Zusatzlich ist die systemische Applikation eines
Vektors in der Tumor/Metastasenbehandlung von eminenter Bedeutung, um sicher auch
kleinste Tumorabsiedlungen zu erreichen. Eigene Untersuchungen anhand einer
Betagalaktosidasebestimmung haben eine nur sehr geringe Adenovirus-vermittelte
Expression in Pankreas und Milz im Vergleich zur Leber gezeigt, die sich mit der
Hepatotropie des Virus erklaren lasst. Daher sind neben der Mdoglichkeit einer
Aerosoltherapie bei Lungenmetastasen (87) gegenwartig nur systemische Therapien
von Lebertumoren bzw. Lebermetastasen erfolgversprechend durchzufihren, weshalb
wir uns entschlossen haben, ein Pankreasmetastasenmodel in der Leber zu entwickeln.
Die in dem Experiment gewonnenen Erkenntnisse haben gezeigt, dass eine TRAIL
Gentherapie in Kombination mit Gemcitabin zu einer deutlichen Reduktion der
Zellvitalitdt in  humanen Pankreaskarzinomzelllinien fuhrt. Dieser beobachtete
synergistische Effekt einer Kombinationstherapie des TRAIL-Proteins mit verschiedenen
Chemotherapeutika ist bereits von verschiedenen Autoren fur das Brustkarzinom (87,

102) Ovarialkarzinom (103), Mesotheliom (104), Pankreaskarzinom (105, 106), Gliom
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(107) und hepatozellulare Karzinom (108) beschrieben worden. Dabei wird der
Mechanismus des Synergismus in einer Hoherregulation des Todesrezeptor (death
receptor) DR4 oder DR5 bzw. beider vermutet (107-109), mit zum Teil kontroversen
Ergebnissen. So haben Nagane et al. in humanen Gliomzellen eine deutlich gesteigerte
Expression des DR5 in einer Kombinationstherapie von l6slichem TRAIL und Etoposid
bzw. Cisplatin (107) gezeigt. Dieses ist durch eine Studie von Gibson et al. bestatigt
worden, in der humane Brustkrebszellen mit Etoposid und I6slichem TRAIL behandelt
worden sind (109). Die Untersuchung des synergistischen Mechanismus hat dabei eine
Etoposid vermittelte Zunahme der Expression von DR4 und DR5 (109) gezeigt.
Dagegen haben Liu et al. in humanen Mesotheliomzelllinien keine verstarkte Expression
des DRS5 nachweisen kdnnen (104). Allerdings hat sich eine erhdhte Freisetzung des
mitochondrialen Cytochrom C gezeigt, sodass von einer Verstarkung dieses
intrazellularen apoptotischen Weges ausgegangen wird (104).

Die hier prasentierten Ergebnisse zeigen einen eventuellen Nutzen einer
Kombinationstherapie, bestehend aus einem TRAIL exprimierenden adenoviralen
Vektor und Chemotherapeutika fur zukinftige multimodale Studien. Dabei ist jedoch von
einer systemischen Applikation des adenoviralen Vektors fur die Behandlung von
Lebermetastasen auszugehen. Allerdings ist die Transduktion maligner Zellen nach
systemischer Applikation im Gegensatz zu der direkten Tumorinjektion deutlich
verringert (49). Yoon et al. haben dieses in einem HCC Tumormodel in Nacktmausen
durch den Vergleich einer intratumoralen und systemischen Applikation eines beta-
galaktosidase exprimierenden adenoviralen Vektors (Ad2CMV beta gal) gezeigt. Die
durch Chemiluminescence und Histochemie bestimmte Betagalaktosidase Expression

nach der Schwanzveneninjektion hat eine starke Expression in der gesamten Leber,
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aber nicht im Tumor gezeigt. Dagegen hat sich nach der intratumoralen Injektion ein
umgekehrtes Expressionsmuster mit hohem Betagalaktosidase Nachweis im Tumor und
eine schwachen Expression in einzelnen Hepatozyten nachweisen lassen (49). Daraus
haben die Autoren geschlussfolgert, dass Barrieren in dem Endothel der Tumorgefalie
existieren, die ein naturliches Hindernis fur den adenoviralen Infektionsweg darstellen.
Auf dieser Hypothese aufbauend, sind die in unserer Studie verwendeten Tumoren in
der Leber in einem sehr frUhen Stadium der Tumorgenese (nach vier Tagen), in dem
das Endothel eventuell noch durchlassiger ist, therapiert worden. Die Ergebnisse der
systemischen Behandlung mit Ad/TRAIL-F/RGD haben diese These unterstitzt, da die
alleinige Behandlung ein signifikant reduziertes Tumorwachstum im Vergleich zu der
Vektorkontrollgruppe aufzeigt hat. Zusatzlich ist der Nachweis eines synergistischen
tumorsupprimierenden Effektes mit dem Chemotherapeutikum Gemcitabin in vitro und
ein deutlich reduziertes Tumorwachstum in vivo nach systemischer Applikation des
Ad/TRAIL-F/RGD erbracht worden. Eine ungeklarte Frage ist jedoch weiterhin, ob die
systemische Administration des TRAIL Gens uber den hTERT-Promoter in Kombination
mit Gemcitabin auch in groReren Tumoren eine effektive Hemmung des
Tumorwachstums bewirken kann. Ein limitierender Faktor dieser Therapie konnte
jedoch die zu geringe Transduktionsrate des adenoviralen Gentransfers sein, da bei der
systemischen Applikationsform auch die Existenz von adenovirale Vektoren
neutralisierenden Antikdrpern im Blut bedacht werden muss und aus Toxizitatsgrinden
der Virustiter nicht grenzenlos angehoben werden kann. Um dieses Problem des
.vektorschutzes* zu umgehen, werden gegenwartig mehrere Verfahren zur
Neutralisierung der Antikorperreaktion erprobt. Eine Variante ist dabei das Verfahren der

-,PEGylation. Im Jahre 1999 modifizierten O'Riordan et al. und 2001 Croyle et al.
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adenovirale Vektoren mit Polymer Polyethylen Glykol (PEG), welches durch eine
kovalente Bindung die antigenen Strukturen des Virus umhillt und dadurch der
Neutralisation durch zirkulierende Antikorper entgeht. Die Modifikation mit PEG-
tresylmonomethoxypolyethylen Glykol (TMPEG) und aktiviertem
Monomethoxypolyethylen Glykol (MPEGs), hat danach eine signifikant reduzierte T-
Lymphozytenproduktion und deutlich verlangerte Genexpression von bis zu 42 Tagen in
C57BL/6 Mausen nach intratrachealer Applikation aufweisen kdnnen. Daneben sind die
Konzentrationen von neutralisierenden Antikorpern sowohl in der Bronchiallavage als
auch im Serum deutlich reduziert gewesen (110-112). Eine Senkung der
inflammatorischen Immunantwort, gemessen an Interleukin-6 Spiegeln, haben
daruberhinaus de Geest et al. durch die zusatzliche Gabe von Methylprednisolon
erreicht (113). Des Weiteren kann die Verwendung einer auf Kollagen basierenden
Matrix (auch bekannt als das Hamostatikum Gelfoam) die Transduktion anhand einer
vaskularen Administration mit verzdogerter Abgabe deutlich erhdhen (114). Eine weitere
Alternative haben Yotnda et al. entwickelt, indem sie adenovirale Vektoren in
bilammelare DOTAP:chol Liposomen eingeschlossen haben. In der
elektronenmikroskopischen Untersuchung hat sich eine Entkapsulierung der Viren in der
Zielzelle gezeigt, sodass dieses Verfahren auch fir CAR negative oder resistente Zellen

interessant sein durfte (115).

4.3 Aussichten

Das antitumordse Potential des adenoviralen Vektors Ad/TRAIL-F/RGD ist in einer am
M.D. Anderson Cancer Center durchgefuhrten Folgestudie weiter bestatigt worden. Dort

kombinierten Zhang et al. Ad/TRAIL-F/RGD mit einer Radiotherapie in
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Lungenkarzinomzelllinien (90). Es hat sich dabei ein signifikant erhdhter zelltétender
Effekt in der Kombinationstherapie gegentber der alleinigen Ad/TRAIL-F/RGD oder
Radiotherapie —Behandlung gezeigt und zusatzlich ist in vivo an subkutanen Tumoren
eine signifikant gesteigerte Apoptose, eine reduziertes Tumorwachstum und ein
verlangertes Uberleben demonstriert worden.

Dennoch bleibt festzuhalten, dass trotz modifizierender Mallnahmen der adenoviralen
Bindungsmechanismen die Zukunft dieser Vektoren eher in so genannten helfer-
abhangigen bzw. “gutless” Vektoren liegt. Dabei werden alle kodierenden Elemente des
Virus entfernt, sodass eine Immunreaktion gegen endogen exprimierte adenovirale
Proteine ausgeschlossen werden kann. Die zur Replikation und Verpackung der
rekombinanten Adenoviren bendtigten Proteine werden dabei in frans durch einen
Adeno-Helfervirus zur Verflgung gestellt. Bis zum heutigen Zeitpunkt sind diese
Vektoren erfolgreich in der Leber, dem Muskel- und zentralen Nervensystem getestet
worden, wobei sich eine deutlich gesteigerte und prolongierte Genexpression sowohl in
Kleintieren als auch in Primaten gezeigt hat. Jedoch bendtigen diese “gutless” Vektoren
zur eigenen Produktion Helferviren, wodurch ein Kontamination mit viralen Proteinen
von 0.1%-1% eintritt, trotz Dekonterminationsverfahren wie z.B. mit dem Cre-loxP
System (116). Dadurch ist der klinische Einsatz noch gefahrdet, aber alternative
Methoden zur Dekontermination sind in der Diskussion (116).

Eine weitere Methode der viralen Gentherapie ist der Einsatz von onkolytischen Viren.
Bei dieser Methode infizieren die onkolytischen Viren die Tumorzellen und replizieren
sich in diesen, wodurch eine Zelllyse und Freisetzung von weiteren Viren eintritt. In der
Tumorzelle vorhandene Mutationen ersetzen dabei die Funktionen der viralen

abgeschalteten Replikationsgene (117).
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Auch am M. D. Anderson Cancer Center ist in einer Nachfolgestudie die Effizienz des
Vektors Ad/TRAIL-F/RGD durch Kombination mit dem onkolytischen Virus Delta24
gesteigert worden. Delta24 ist ein Adenovirus Serotyp 5, dessen E1A Region durch die
Entnahme von 24bp (daher der Name), die verantwortlich sind fur die virale Replikation,
modifiziert worden ist. Werden normalen Zellen mit einem Adenovirus infiziert,
interagiert das Retinoblastoma Protein (Rb) mit dem Virus und unterdrickt die
Replikation, bis das Virus E1A exprimiert und daran Rb gebunden wird. Dadurch
entsteht ungebundenes E2F, wodurch die Replikation eingeleitet wird. Dagegen kann
eine Infektion mit dem Virus Delta24, dem die E1A Region fehlt, in normalen Zellen
keine Replikation auslosen, da Rb an E2F gebunden ist. Fehlt aber Rb, wie in
Tumorzellen, ist E2F nicht inhibiert und es kann eine ungehinderte Replikation ausgelost
werden (117). In einer von Guo et al. durchgeflhrten Studie hat die Kombination von
Ad/TRAIL-F/RGD und Delta24 in humanen- und Mausebrustkrebszellen eine Uber
Delta24 induzierte Replikation des Ad/TRAIL-F/RGD und einen signifikanten
zelltétenden Effekt in vitro sowie eine signifikante Tumorsuppression in vivo gegenuber
den einzelnen Vektortherapien gezeigt. Zusatzlich hat sich eine signifikant reduzierte
Anzahl von Lebermetastasen in der Kombinationstherapie nachweisen lassen (118). Ein
weiterer Ansatz ist die Entwicklung von onkolytischen Vektoren, die tumorspezifisch sind
und in den Tumoren Uber einen weiteren Promoter E1A exprimieren. Davis et al. haben
bei der Konstruktion des neuen Vektors einen tumorspezifischen hTERT-Promoter
verwendet, der Uber die Kopplung mit einem kleinen Fragment eines CMV-Promoter
eine deutlich gesteigerte Aktivitat gezeigt hat als der wild-type hTERT-Promoter (119).
Eine in vitro Testung in Lungen-, Pankreas- und Kolonkarzinomzellen hat dabei einen

durch Ad/hTC-GFP-E1 ausgeldsten zelltétenden Effekt von Uber 50% nach funf Tagen
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Inkubation bei einer MOI von 250 VP/Zelle erbracht. Aullerdem ist in den in vivo
Experimenten das Tumorvolumen im Vergleich zu den Kontrollen signifikant reduziert
und das Uberleben signifikant verlangert gewesen (119). Bemerkenswert an diesen
Ergebnissen ist neben der tumorspezifischen (Promoter gesteuerten) Replikation die
geringe Dosierung von 250 MOI, wodurch in eventuell folgenden klinischen Studien die
Gefahr der viralen Nebenwirkungen signifikant gesenkt werden konnte. Es werden sich
voraussichtlich im Jahre 2007 weitere Folgestudien mit einem neu konstruierten
onkolytischer Vektor anschliessend, der statt des GFP das TRAIL Gen exprimiert,

wodurch ein wesentlich gesteigerter zelltddender Effekt erwartet wird.

Es bleibt daher abzuwarten, ob sich diese Systeme durchsetzen kénnen und eventuell
folgende klinische Studien den lang ersehnten Erfolg aufweisen kdnnen, auf den die

Gentherapie anwendenden Forscher weltweit warten.

4.4 Gentherapie in klinischen Studien 1989-2005

Eine Ubersicht Uber alle erfassten angefangenen, aktuell laufenden und
abgeschlossenen klinischen gentherapeutischen Studien zwischen 1989 und 2005 (n =
1145) ist auf einer speziellen Seite des Journal of Gene Medicine

(www.wiley.co.uk/genmed/clinical) einzusehen (Stand Januar 2006). Von diesen

klinischen Studien befinden sich 62% in der Phase |, 14% in der Phase Il und nur 2%
haben bereits die Phase Ill erreicht. Die verbleibenden 22% verlaufen als

Zwischenstufen.
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Abb.43: Hauptindikationen gentherapeutischer Studien zwischen 1989 und 2005

(Journal of Gene Medicine, www.wiley.co.uk/genmed/clinical, 2006).

Eine Darstellung der Hauptindikationen aller 1145 Studien zeigt mittlerweile ein
deutliches Ubergewicht der Behandlung maligner Tumoren mit 67%. Initial war die
Therapie monogenetischer Erkrankungen (9%) und die Genmarkierung (4%) die

Domane der Gentherapie.
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Abb.44: Verwendete Vektoren gentherapeutischer Studien zwischen 1989 und 2005
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(Journal of Gene Medicine, www.wiley.co.uk/genmed/clinical, 2006).

Unter den 1145 hier aufgezeigten Studien zeigt sich ein deutliches Ubergewicht der
viralen Vektoren mit Uber 50%, in dem die adenoviralen Vektoren mit 26% im Vergleich
zu den retroviralen Vektoren mit 25% leicht dominieren. Anfanglich bestand die
Gentherapie jedoch fast ausschlief3lich aus Retroviren, bis 1984 Gluzman et al. das

Adenovirus und Carter et al. sowie Muzyczka et al. das Adeno-assozierte Virus

einfuhrten (10).
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Abb.45: Verwendete Gene gentherapeutischer Studien zwischen 1989 und 2005

(Journal of Gene Medicine, www.wiley.co.uk/genmed/clinical, 2006).

Gegenwartig liegt der klinische Schwerpunkt der Gentherapie in der Einschleusung von

das Immunsystem stimulierenden Genen wie den Interleukinen, was in dieser Graphik

mit einem Zytokinanteil von fast 30% aller verwendeten Gene zum Ausdruck kommt.
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4.4.1 Pankreaskarzinom

Gegenwartig existieren nur vier klinische Studien beim Pankreaskarzinom. Im Jahre
2001 sind in einer Phase-I-Studie 23 Patienten mit dem onkolytischen Virus ONYX-015
(dI1520) bei nicht resezierbarem Pankreaskarzinom computertomographisch durch
intratumorale Punktion behandelt worden. Die Therapie ist dabei gut vertragen worden,
ohne virale Nebenwirkungen. Jedoch ist nur bei sechs Patienten ein minimales
Ansprechen auf die Therapie registriert worden, ohne einen Virusnachweis im Tumor
(120). Zur Optimierung der intratumuralen Injektion ist 2002 eine Phase-I/1l-Studie von
Hecht et al. gefolgt, die endosonographisch einen Pankreastumor bei 21 Patienten
durch die Injektion von ONYX-015 alleine und in Kombination mit Gemcitabin behandelt
hat. Auch diese Ergebnisse sind unbefriedigend ausgefallen. Bei dem nur mit dem Virus
behandelten Patienten ist keine Response zu verzeichnen gewesen und in der
Kombination mit Gemcitabin haben zwei Patienten eine objektive Response und acht
Patienten eine stabile TumorgréRe gehabt (121). Kritisch anzumerken ist hierbei, dass
keine Kontrolle mit Gemcitabin als Monotherapie existiert hat und das Virus in zwei
Dosierungen appliziert worden ist. Insgesamt sind bei verschiedenen Tumorentitaten
uber 200 Patienten in sechs Phase-I/lI-Studien mit ONYX-015 behandelt worden und es
ist bei keinem Patient in der Monotherapie zu einer objektiven Response gekommen
(122).

Uber die Verwendung des Oligodeoxynukleotid ISIS 2503 als Antisense-Inhibitor haben
Perez et al. bei 30 Patienten berichtet, die nicht vorbehandelt worden sind. Nur zwei
Patienten sind in ihrem Krankheitszustand stabil geblieben, welcher im Median nach
zwei Monaten progressiv verlaufen ist (122). Eine FortfUhrung der Studie in der

Kombination mit Gemcitabin bei 48 Patienten mit metastasierendem Pankreaskarzinom
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hat zu einem medianen Uberleben von 6,6 Monaten mit einer Response-Rate von
14.6% (darunter eine komplette Remission) bei guter Vertraglichkeit der Therapie
gefuhrt (122).

Der Ansatz einer Induktion des Immunsystems ist durch die intratumorale Injektion
eines mit dem Interleukin-12 Gen versehenen adenoviralen Vektors unter anderem bei
sieben Patienten mit einem Pankreaskarzinom in einer Phase-I-Studie getestet worden.
Von den insgesamt 21 Patienten (HCC: n=9, kolorektales Karzinom: n=7, Pankreas:
n=7) hat nur ein Patient mit einem HCC eine partielle Remission ausgebildet, 29% der
Patienten haben einen stabilen Krankheitszustand bei insgesamt guter Vertraglichkeit

der Behandlung gehabt (123).

4.4.2 Hepatozellulares Karzinom

Auch bei dem hepatozellularen Karzinom gibt es nur wenige gentherapeutische
klinische Studien die bereits publiziert sind. Habib et al. haben 2002 10 Patienten in
eine prospektiv randomisierten Studie eingeschlossen und die Patienten mit dem
onkolytischen Virus ONYX-015 sowie die Kontrollgruppe mit Ethanolinjektionen
behandelt. Es hat keine gravierenden Nebenwirkungen gegeben und in der Virusgruppe
hat ein Patient ein partielle Remission und vier Patienten eine Progression der
Erkrankung gehabt. Dagegen ist in der Ethanolgruppe bei zwei Patienten das
Tumorwachstum stabil geblieben und zwei Patienten haben einen Progress gehabt
(124). Hierbei ist anzumerken, dass neben dem unbefriedigenden Ergebnis auch die
Anzahl der Patienten nicht besonders reprasentativ fir eine objektive Aussage gewesen

ist.
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Die Moglichkeit einer Induktionstherapie des Immunsystems durch die intratumorale
Injektion eines mit dem Interleukin-12 Gen versehenen adenoviralen Vektors haben
Sangro et al. in einer Phase-I-Studie an neun Patienten erprobt. Bei guter
Vertraglichkeit hat allerdings nur ein Patient eine partielle Remission ausgebildet (123).
Des Weiteren ist die Methode der Adenovirus-vermittelten Enzym-Prodrug-Therapie
durch Einbringung des bakteriellen Enzyms Nitroreduktase zur Aktivierung des CB1954
(5-(aziridin-1-yl)-2,4-dinitrobenzamid) an Patienten mit primaren und sekundaren
(kolorektale Lebermetastasen) Lebertumoren drei bis vier Tage vor der Resektion
erprobt worden. Allerdings hat diese Phase-I-Studie an 18 Patienten nur einer
Dosisfindung und der Dokumentation der Genexpression, Virusvertraglichkeit und
Immunantwort gedient, so dass keine Daten Uber eine eventuelle Response oder
Rezidivrate vorhanden sind (125).

Aulerdem ist bereits 1996 durch Habib et al. von der perkutanen Injektion des
Tumorsuppressor Gens p53 als nackte DNS bei funf Patienten mit HCC berichtet
worden. Damals haben drei Patienten eine objektive Tumorregression in der
Computertomografie und eine Reduzierung des Serummarkers AFP gezeigt.

Bedauerlicherweise sind danach keine weiteren Daten verdffentlicht worden (126).

4.4.3 Kolorektale Tumoren

4.4.3.1 Kolonkarzinom

Eine ex vivo Interleukin-2 (IL-2) Transduktion von Fibroblasten ist durch Sobol et al. in
einer Phase-I-Studie bei 10 Patienten angewendet worden. Dabei sind die Fibroblasten

mit einem [L-2 Gen inkorporierten Retrovirus infiziert und nach Vermengung mit
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bestrahlten autologen Tumorzellen wieder subkutan injiziert worden. Neben leichten
grippeartigen Symptomen ist diese Therapie gut toleriert worden und es hat sich bei
zwei von sechs Patienten eine Induktion von Vorstufen der zytotoxischen T-
Lymphozyten nachweisen lassen. Auflerdem haben funf von 10 Patienten ein
immunologisches Gedachtnis ausgebildet. Trotz dieser geringen Erfolge, hat sich
jedoch keine objektive Response ausgebildet (127). Eine weitere Phase-1-
Vakzinationsstudie durch Suminami et al. mittels Interleukin-4 (IL-4) modifizierter
autologer Fibroblasten hat zwei Wochen nach der Therapie eine bestehende IL-4
mRNS in den Tumorproben gezeigt, jedoch keine nachweisbare Induktion einer
Immunantwort (128).

Die Mdglichkeit einer Vakzinierung mit dem CEA haben Marshall et al. in einer Phase-I-
Studie an neun Patienten untersucht, denen das in humanen Zellen nicht replizierende
Kanarien-Pocken-Virus intramuskular appliziert worden ist. Dabei sind keine
Nebenwirkungen aufgetreten und sieben von neun Patienten haben CEA spezifische
zytotoxische T-Zellen ausgebildet, allerdings auch keine objektiv messbare Response

(129).

4.4.3.2 Kolorektale Lebermetastasen

Die immuntherapeutische Methode des HLA-B7 (Gen der MHC Klasse 1) Gentransfers
zur Stimulation der T-Zell-Antwort haben Rubin et al. 1997 in einer Phase-I-Studie
erprobt. Dabei ist der liposomale Vektor ultraschallgesteuert 15 Patienten direkt in die
Metastasen ohne Probleme injiziert worden. Bei 14 Patienten (93%) ist die Plasmid
DNS uber eine PCR nachgewiesen und das HLA-B7 Protein ist bei 50% der Patienten

uber Durchflusszytometrie bestimmt worden (130). Jedoch ist im Gegensatz zu einer
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2001 durch Stopeck et al. veroffentlichten Phase-lI-Studie bei Patienten mit
metastatischen Melanom keine objektive Response erreicht worden (131).

Die subkutane Vakzinierung mit einem Carzino-embryonalen-Antigen (CEA)
rekombinierten Virus in einer Phase-I-Studie bei 20 Patienten hat bei weniger als 20%
der Patienten eine milde Reaktion an der Injektionsstelle und leichte Grippesymptome
ausgelost. Die Bildung einer CEA spezifischen Lymphozytenproliferation, IL-2
Freisetzung oder Antikdrperbildung ist jedoch nicht nachgewiesen worden. Ebenso hat
kein Unterschied in der subkutanen oder intradermalen Applikationsform bestanden
(132). Dagegen sind in einer 2000 verdffentlichten Folgestudie bei sieben von 32
Patienten erstmals CEA spezifische Antikorper im Blut bestimmt worden, ohne jedoch
dabei eine klinische Relevanz aufzuweisen (133). Nachfolgend sind durch die gleichen
Autoren in einer Dosis-Eskalationsstudie an 17 Patienten wiederum keine CEA
spezifischen Antikorper entdeckt worden, jedoch haben vier von 17 Patienten eine
verstarkte Immunantwort ausgebildet (134).

Mehr Erfolg hat dagegen eine von Neidhard et al. veroffentlichte Vakzinierungsstudie an
11 Patienten aufweisen konnen. Ziel der Vakzinierung ist dabei das
Zellmembranglykoprotein KSA (auch als EpCAM bezeichnet) gewesen, das von den
meisten epithelialen Tumoren exprimiert wird. In Verbindung mit Monophosphoryllipid A
(MPL) in Liposomen ist KSA subkutan injiziert worden, wobei dieses bei sechs
Patienten mit humanen rekombinierten Granulozyten-Makrophagen Kolonie-
stimulierendem Faktor (rGM-CSF) durchgefihrt worden ist. Dabei ist die Immunisation
von allen Patienten gut toleriert worden und sieben von 11 Patienten haben eine

signifikante KSA-spezifische Zellantwort und 73% KSA-spezifische Antikdrper
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ausgebildet. Des Weiteren ist eine Steigerung der zellularen Immunantwort bei den
Patienten, die noch zusatzlich GM-CSF erhalten haben, beobachtet worden (135).

Ein Fortschritt ist bei der Korrektur von Tumorsuppressorgenen und dabei besonders
dem pb3 verzeichnet worden. Venook et al. haben dabei Uber die Arteria hepatica einen
mit p53 (SCH58500) rekombinierten Adenovirus appliziert, der zusammen mit 5-
Fluorouracilsaure bei 11 von 12 Patienten zu einer partiellen Response gefuhrt hat
(136). Die bisher veroffentlichten Phase-I-Studien, betreffend die Pharmakokinetik und
Pharmakodynamik, haben einen sicheren p53 Gentransfer ohne schwerwiegende
Nebenwirkungen gezeigt. Darunter haben vor kurzem Tolcher et al. in einer Studie mit
17 Patienten (von diesen hatten 7 Patienten ein Kolonkarzinom), die ein Tumorleiden im
fortgeschrittenen Stadium besessen haben, eine Prasenz des zirkulierenden Virus nach
24 Stunden und eine p53 Transduktion im Tumorgewebe nachweisen kdnnen (137).
Das Prinzip der Enzym-Prodrug-Therapie ist dagegen bisher nur in
Vertraglichkeitsstudien getestet worden. So haben Sung et al. in einer Phase-I-Studie
an 16 Patienten nachweisen konnen, dass die perkutane intratumorale Injektion eines
adenoviralen Vektors, der das Thymidinkinase Gen beinhaltet, in Dosierungen bis zu
1.0x10"™® VP/Patient nur zu geringen Nebenwirkungen fiihrt. Dazu hat eine
voribergehende Erhéhung der ALAT bei 19% der Patienten, Fieber bei 31%,
Leukopenie bei 19% und eine Thrombozytopenie bei 6% gezahlt (93).

Mit einer systemischen Therapie durch einen onkolytischen Virus haben sich in einer
klinischen Phase-I/ll-Studie erstmalig Reid et al. beschaftigt, die bei 11 Patienten das
replizierende Virus dI1520 (ONYX-015) Uber die Arteria hepatica in Kombination mit 5-
Fluorouracilsaure (5-FU) und Leucovorin verabreicht haben. Auch hier haben sich nur

geringe Nebenwirkungen nachweisen lassen und die antiviralen Antikorpertiter sind bei
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allen Patienten signifikant angestiegen. Allerdings ist eine objektive Response nur bei
einem Patienten nachweisbar gewesen, der vorher therapieresistent in der
Einzeltherapie mit 5-FU oder dI1520 gewesen ist (138). In einer Nachfolgestudie sind
27 Patienten wiederum mit dl1520 und 5-FU behandelt worden, wobei 1 Patient ein
schweres aber reversibles SIRS entwickelt hat. Zusatzlich hat die Kombinationstherapie
eine antitumorése Wirkung in vorher chemoresistenten Tumoren gezeigt, die jedoch

nicht zu einer Remission gefuhrt hat (139).

4.5 Nachwort

Festzuhalten bleibt aus den hier beschriebenen Studien, dass nach einer eher
uberschwanglichen Phase zwischen 1995 und 2002 die klinische Anwendung der
Gentherapie bei soliden malignen Tumoren eher ricklaufig ist und daher noch keine
uberzeugenden Daten zur Bestatigung als vollwertige Therapiealternative vorhanden
sind. Zusatzlich hat sich ein Grofteil der vorhandenen und abgeschlossenen Studien
mit der Dosiseskalation beschaftigt, sodass relevante Daten Uber die eigentliche
Tumorregression ausbleiben. AbschlieRend kann Uber den von unserer Gruppe
vorgestellten adenoviralen Vektor gesagt werden, dass anhand von vorangegangenen
und in dieser Studie gewonnenen Erkenntnissen, sehr wahrscheinlich der klinische
Einsatz des Ad/TRAIL-F/RGD in Phase-I-Studien folgen wird. Im Gegensatz zu anderen
Vektoren sollte Ad/TRAIL-F/RGD aufgrund seiner hTERT vermittelten Tumorspezifitat
zu einer potenten Transduktion in multiplen Karzinomen fihren. Zusatzlich durfte bei
einer klinischen Verwendung des Ad/TRAIL-F/RGD die in Phase I/ll Studien

beschriebene passagere Transaminasenerhéhung und folgliche
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Hepatozytenschadigung unterbleiben. Dieser haufige Begleiteffekt nach adenoviraler
Administration normalisiert sich meist nach einer Woche.
Trotz grol3er Fortschritte gentherapeutischer Therapien in den vergangenen 20 Jahren,
stellt die Applikationsform dber einen Vektor immer noch ein Problem dar. Um den
Nutzen dieser Therapieform weiter ausschopfen zu kénnen, muissen die folgenden
Punkte konsequent umgesetzt werden.

1. Steigerung der Effizienz des Gentransfers.

2. Steigerung des antitumordsen Effekts.

3. Erhéhung der spezifischen Genexpression in Tumorzellen.

4. Optimierung des systemischen Transportes, um alle Tumorzellen zu erreichen.

5. Das Provozieren einer auf die Tumorzelle beschrankten starken Immunreaktion.

6. Vermeidung der viral bedingten Nebenwirkungen.

7. Etablierung eines nicht-invasiven Monitoring der Genexpression.

Abschlieend lasst sich bezlglich des noch nicht bewiesenen klinischen Nutzens der
Gentherapie und deren fraglichen Stellenwert fir die Zukunft der Tumortherapie eine
Aussage von M. Lohr zitieren, die 2006 in der Zeitschrift fur Gastroenterologie publiziert
worden ist. ,Es wird vermutlich so sein, wie es bei der Antikorper-Therapie gewesen ist:
Die erste Welle...beim CRC (kolorektalen Karzinom) war ebenfalls erntchternd bis
wirkungslos. Zehn Jahre spater kommt diese Therapiemodalitdt mit Macht und
exzellenten Ansprechraten zurick zu den Patienten. Auch deswegen, weil sich die
ausgewahlten Ziele geandert haben und wir aus der Tumorbiologie andere Ansatze,

z.B. die Angiogenese, besser verstanden haben® (140).
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6 Zusammenfassung

In dieser Studie ist ein neu konstruierter adenoviraler Vektor getestet worden, der den
schwachen tumorspezifischen humanen Telomerase Reverse Transkriptase (hTERT)
Promoter beinhaltet, welcher in Uber 85% aller humanen Karzinome aktiv ist bei
gleichzeitiger Inaktivitat in den meisten somatischen Zellen. Das Problem der niedrigen
Genexpression des hTERT-Promoters ist dabei durch ein Verstarkungssystem
umgangen worden. Dabei exprimiert der schwache tumorspezifische Promoter (hnTERT)
das GAL4/GV16 Fusionsprotein in den Tumorzellen, wodurch ein GAL4/TATA (GT)
Promoter mit niedriger Basalaktivitat aktiviert wird und in den Tumorzellen eine stark
erhdohte Expression des TRAIL-Proteins auslost. Aufgrund einer haufig beobachteten
Resistenzbildung bei einer wiederholten Applikation des Adenovirus, die auf einer
Runterregulation des initialen Coxsackie-Adenovirus-Rezeptors (CAR) beruht, ist das
Virus mit einer Arginin-Glycin-Aspartat (RGD) Sequenz in der HI Schleife des Fiber-
Proteins zur verbesserten Transduktion modifiziert worden. Die in vitro Testung des
Ad/TRAIL-F/RGD hat dabei in Pankreas-, Hepatozellularen-, Kolon- und
Lungenkarzinomzelllinien eine deutliche Proliferationshemmung (XTT-Test) und
Apoptoseinduktion (Durchflusszytometrie) gegenuber den Kontrollgruppen Phosphate-
Buffered Saline (PBS) und Ad/CMV-GFP. Zusatzlich hat der Vergleich mit dem nicht
RGD-modifizierten Vorgangervektor Ad/gTRAIL in mehreren Tumorzelllinien eine
deutlich erhohte Proliferationshemmung bei einer niedrigen Infektionsrate von 500
Viruspartikel/Zelle gezeigt. Die weitere in vivo Testung an einem vorher etablierten
orthotopen Pankreastumormodel durch dreimalige intratumorale Injektion hat zu einem
signifikant reduzierten Tumorwachstum in den mit Ad/TRAIL-F/RGD behandelten Tieren

gegenuber den Kontrollen gefuhrt. Die Tumorspezifitdt des Vektors ist dabei durch
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normwertige Leberenzyme nachgewiesen worden. Zusatzlich ist in vitro eine nicht
vorhandene Transduktion von mesenchymalen Stammzellen aufgezeigt worden. Zur
Uberpriifung einer mdglichen systemischen Therapie und Steigerung der Effizienz ist
eine Kombinationstherapie mit Gemcitabin als Folgeexperiment angeschlossen worden.
Dabei hat sich in vitro ein starker Synergismus gezeigt. Zur weiteren Uberprifung ist ein
Pankreastumormodel in der Leber etabliet und der adenovirale Vektor dreimal
systemisch mit oder ohne die intraperitoneale Gabe von Gemcitabin appliziert worden.
Die Auswertung der Tumorareale hat eine signifikante Tumorwachstumshemmung in
den mit Ad/TRAIL-F/RGD und der Kombination aus Ad/TRAIL-F/RGD und Gemcitabin
behandelten Tieren gegenuber der Kontrolle und Gemcitabin als alleiniger Therapie
ergeben. Allerdings ist der Unterschied zwischen der Einzelgabe von Ad/TRAIL-F/RGD
im Vergleich zu der Kombinationstherapie mit Gemcitabin zwar deutlich, aber nicht
signifikant gewesen. Diese Ergebnisse haben eine signifikante
Tumorwachstumshemmung durch intratumorale und systemischer Applikation des
neuen adenoviralen Vektors Ad/TRAIL-F/RGD gezeigt. Es bleibt abzuwarten, ob der
Einsatz in dieser Kombination mit Gemcitabin in klinischen Studien folgt, oder ob eher

eine Kombination mit onkolytischen Viren erfolgsversprechender ist.
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7 Abkurzungsverzeichnis

AAV
ADA
AFP
ALAT
ATCC
ASAT
Bp
CEA
CCC
CD34
Cl
CAR
CMV
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DMEM
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EpCAM
FCS
FACS
GT
GCV
rGM-CSF

GFP
HCC
HSV-1
HSV-tk
hTERT
HPRT

Adeno-assozierte Viren
Adenosin-Deaminase-Mangel

a-Fetoprotein

Alanin Aminotransferase

American Type Culture Collection

Aspartat Aminotransferase

Basenpaare

Carcinoembryonale Antigen
Cholangiozellulare Karzinome

Cluster Determinante 34 (Oberflachenrezeptor)
Combination Index
Coxsackie-Adenovirus-Rezeptor
Cytomegalievirus

Desoxyribonukleinsaure

Dimethylsulfoxid

Dulbecco’s Modified Eagle’'s Medium
Enzyme Linked Immuno-Sorbent Assay
Epithelial Cell Adhesion Molecule

Fetales Kalberserum
Fluorescence-Activated Cell Sorting
GAL4/TATA

Ganciclovir

Granulozyten-Makrophagen Kolonie-stimulierender
Faktor

Grun Fluoreszierendes Protein
Hepatozellulare Karzinome

Herpes Simplex Virus 1

Herpes Simplex Virus-Thymidin Kinase
Humane Telomerase Reverse Transkriptase

Hypoxanthin Phosphoribosyltransferase
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IL Interleukin

LTR Long Terminal Repeat

MHC Major Histocompatibility Complex

Mu Map Units

MEM Minimum Essential Medium

MPEGs Monomethoxypolyethylen Glykol

MOl Multiplicity Of Infection

MSZ Mesenchymale Stammzellen

oD Optische Dichte

TMPEG PEG-tresylmonomethoxypolyethylen Glykol
PBS Phosphate-Buffered Saline

PFU Plaque-forming units

p-GCV phosphorylisierte Form des Ganciclovirs
PEG Polymer Polyethylen Glykol

PCR Polymerase Chain Reaction

Pl Propidium lodid

Rb Retinoblastoma Protein

RT Reverse Transkriptase

RNS Ribonukleinsaure

RPMI Roswell Park Memorial Institute

RSV-LTR Rous Sarcoma Virus Long Terminal Repeats
SV40 Simian Virus 40

SOl Surgical Orthotopic Implantation

SIRS Systemisches inflammatorisches Response-Syndrom
TK Thymidinkinase

TRAIL Tumor Nekrose Faktor-verwandter Apoptose-

induzierender Ligand

wt p&3 wild type p53
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