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EINLEITUNG 8

1 Einleitung

1.1 Das kolorektale Karzinom

Das kolorektale Karzinom (CRC) z&hlt in der westlichen Welt nach
dem Bronchialkarzinom bei Mannern und dem Mammakarzinom bei
Frauen mit einer zunehmenden Inzidenzrate pro Jahr von wenigstens
1.000.000 Féllen weltweit zu den h&ufigsten Tumorerkrankungen und
ist fir mehr als 500.000 Todesfélle jedes Jahr verantwortlich. Dabei
zeigt sich eine deutlich inhomogene Altersverteilung, da mit zuneh-
mendem Lebensalter die Inzidenz sprunghaft ansteigt und sich bei
Uber 40 jahrigen alle 10 Jahre verdoppelt.

Atiopathogenetisch muB von einer multifaktoriellen Entstehung ausge-
gangen werden. So findet sich in ungefédhr 10% der Krankheitsfalle ein
genetischer Hintergrund, z.B. in Form einer Familidren Adenomatdsen
Polypose (FAP, diese eine obligate Prakanzerose) [Gardner, 1951;
Vavra et al., 2002] oder eines Lynch-Syndroms (HNPCC) [Knaebel et
al., 2005]. Langjahrig bestehende chronisch entzindliche Darmerkran-
kungen, hierbei besonders zu nennen die Colitis ulcerosa mit high
grade-Dysplasien [Boese-Landgraf, 1998], ein Z.n. Ureterosigmoide-
ostomie [Azimuddin et al., 1999; Jansen et al., 1998], ein
Schistosomenbefall des Darms [Yosry, 2006] sowie kolorektale Ade-
nome und auch andere Malignomerkrankungen z.B. von Mamma, Ovar
oder Uterus gelten als Risikoerkrankungen fir die Entwicklung eines
CRC. Darlber hinaus existieren gewisse pradisponierende Faktoren
wie z.B. eine fett- und fleischreiche Kost oder Adipositas und auch der
Konsum von Alkohol und Tabak [Giovannucci et al., 1995].

Mehr als 50% aller CRC-Patienten entwickeln Uber hdmatogene Me-
tastasierung Absiedelungen in der Leber [Ballantyne und Quin, 1993],
in 25% der Féalle kédnnen diese bereits zum Zeitpunkt der Diagnose-
stellung nachgewiesen werden. Der Nachweis von Fernmetastasen
bedeutet hierbei eine enorme Verschlechterung der Prognose, Patien-
ten im Tumorstadium IV nach UICC haben eine durchschnittliche 5-
Jahres-Uberlebensrate von lediglich 5%.

In 30% der Falle von metastasierten kolorektalen Karzinomen ist die
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Leber der einzige Ort der Metastasierung [Fong, 1999]. Isolierte Le-
bermetastasen kénnen mit kurativer Intention chirurgisch behandelt
werden, bei disseminierter Metastasierung verbleiben nur mehr pallia-
tive Therapieansatze. Jedoch sind auch hier die Mdéglichkeiten be-
grenzt. Multiple Absiedelungen kénnen mit Irinotecan, 5-FU und Folin-
sdure und neuerdings auch in Kombinationstherapie mit dem Angioge-
nesehemmer Bevacizumab chemotherapeutisch behandelt werden.
Daneben existieren CT- bzw. Ultraschall-gesteuerte lokale Therapie-
verfahren wie die Kryo- und Laserbehandlung oder die Radiofrequen-
zablation. Scheinbar besteht jedoch ein dringender Bedarf an verbes-
serten therapeutischen Méglichkeiten.

Der Umstand der frihzeitigen hepatischen Metastasierung und die
dadurch bedingte Verschlechterung der Prognose einerseits und der
begrenzten therapeutischen Optionen des metastasierten CRC ande-
rerseits wecken den Wunsch nach alternativen Therapieverfahren im
Hinblick auf kurative und verbesserte palliative Mdglichkeiten.

1.2 Onkologische Gentherapie

Ein gentherapeutischer Ansatz kénnte eine vielversprechende Még-
lichkeit darstellen, die an sich begrenzten Behandlungsoptionen des
(metastasierten) kolorektalen Karzinoms zu erweitern. Hierbei wird
genetisches Material (als Wildtypform oder auch genetisch modifi-
ziert), das sog. ,Transgen®, in Zellen eingeschleust, wo dessen Ex-
pression das maligne Geschehen zuriickdrangen soll. Bei der Trans-
fektion, also der Einbringung des Transgens, kommen verschiedene
Verfahren zur Anwendung: 1. chemisch (u.a. Phosphatpréazipitation,
kationische Polymere, Liposomen, molekulare Konjugate), 2. physika-
lisch (u.a. Elektroporation, Mikroinjektion, ,gene gun’), 3. biologisch
(rekombinante Viren werden als Vektoren benutzt). Dabei sollte ein
optimaler Vektor eine hohe und gezielte Zelltransduktion verursachen,
wenig antigen wirken, eine groBe Kapazitat fir fremde DNA besitzen,
eine gezielte und regulierbare Transgenexpression vermitteln und fir
Patienten sowie Umwelt gleichermaBen vertréaglich und sicher sein.
Der Begriff ,Vektor” kann dabei einerseits sowohl im weiteren Sinne
als ,Gentaxi“ Gbersetzt werden (also z.B. ein Adenovirus), im engeren



EINLEITUNG 10

Sinne beschreibt es auch genetische Sequenzen, in welche das
Transgen eingebettet ist (beispielsweise ein Plasmid).

Grundsatzliche Vorteile der Gentherapie gegenuber der konventionel-
len medikamentésen Therapie sind im ldealfall die Langzeitwirkung,
die sowohl systemische als auch lokale Regulierbarkeit der Gen-
expression mit hohen erreichbaren Wirkstoffkonzentrationen vor Ort,
die relativ milde Einflussnahme auf physiologische Prozesse und die
geringen Nebenwirkungen [Nikol und H6fling, 1993]. Es lassen sich
mit der Gentherapie darlUber hinaus bestimmte Erkrankungen, wie z.B.
Stoffwechselstdrungen aufgrund des Fehlens bestimmter Enzyme,
ursachlich therapieren.

Virale Vektoren in der Gentherapie

Virale Vektoren haben sich fir den Gentransfer als auBerordentlich
effektiv erwiesen. Sie stellen ein natirliches Vektorsystem dar, das
bereits Millionen von Jahren Zeit hatte, sich zu entwickeln und beziig-
lich Spezifitdt, Expressionseffizienz und Verringerung der Pathogeni-
tdt wahrend der Infektion optimiert ist [Nikol und Ho&fling, 19983;
Walther und Stein, 2000; Robbins und Ghivizzani, 1998]. Gegeniber
den anderen Methoden des Gentransfers wie z.B. der Elektroporation
sind Vorteile beschrieben [Lefesvre et al., 2002], so ist u.a. die Trans-
duktionseffizienz in vivo ungleich hdher.

Bislang wurden in der Gentherapie u.a. Adenoviren, Herpesviren, Re-
troviren, adenoassoziierte Viren, Lentiviren, Baculoviren, SV40 und
Vacciniaviren eingesetzt. Dabei hangt die Wahl des Vektors nicht zu-
letzt von der Art der zu therapierenden Erkrankung ab. Will man eine
besonders hohe Transduktionseffizienz erreichen, verwendet man z.B.
die unselektiven Adeno- und Sendaiviren. Wird dagegen eher eine
Limitierung auf proliferierendes Gewebe gewlnscht wie z.B. bei im-
munmodulatorischen Ansatzen der Tumortherapie, wird man sich eher
fur selektive Retroviren und adenoassoziierte Viren entscheiden [Nikol
und Héfling, 1993]. Daneben entscheidet aber auch der Therapiean-
satz an sich Uber die Wahl des Virus. Ist das Produkt des eingebrach-
ten Gens z.B. toxisch, wiirde man eher eine transiente, also voriber-
gehende Expression erreichen wollen, soll hingegen z.B. ein Enzym-
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mangel langfristig ursachlich behoben werden, sollte der Vektor sein
Gen stabil in die transfizierten Zellen einbringen und dieses dort dau-
erhaft exprimiert werden. Nachteile viraler Vektoren gegeniber nicht-
viralen Transfersystemen sind die aufwandigere Herstellung. AuBer-
dem weisen sie eine gréBere Toxizitdt und Immunogenitat bei niedri-
gerer Kapazitat far fremde DNA auf.

Zur Integration retroviralen Genoms mussen sich die Zellen in der
Teilungsphase befinden, womit eine Selektion von Geweben mit héhe-
rer Teilungsaktivitat wie bei Tumoren erreicht werden kann. Immuno-
logische Reaktionen sind selten. Die Transduktionseffizienz ist hoch
[Walther und Stein, 2000], das Transgen wird stabil in die chromoso-
male DNA der Zielzelle eingebracht, was allerdings eine geringere
Sicherheit mit sich bringt. Die Integration des genetischen Materials in
das Erbgut der Zelle erfolgt oft ungerichtet, was zu einer Aktivierung
von Onkogenen oder Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen fihren
kann. Auch lassen sich Retroviren nur in relativ niedrigen Konzentrati-
onen herstellen, und die Kapazitat an aufzunehmender Fremd-DNA ist,
verglichen mit anderen viralen Vektorsystemen, eher gering. Daher
werden Retroviren heutzutage fir den viralen Gentransfer nicht mehr
so haufig eingesetzt wie zu Anfang.

Lentiviren auf Basis von HI-Viren als Vektorsysteme befinden sich
noch im vorklinischen Untersuchungsstadium, effizienter Gentransfer
in vivo ist bereits gelungen [Zufferey et al., 1997].

Die neuere Gruppe der onkolytischen Viren soll besonders selektiv
Tumorzellen infizieren und diese als replikationskompetente Viren
zerstdéren kénnen. Es handelt sich hierbei um modifizierte Adenoviren
[Nemunaitis et al., 2001; Kirn, 2001], Vertreter der Herpetoviridae
[Markert et al., 2000; Martuza, 2000] oder auch Parvoviren [Moehler et
al., 2001]. Auch diese Viren lassen sich als Vektoren benutzen und
kénnen so kombiniert antitumoral wirksam werden.

Die Steuerbarkeit des Gentransfers ldsst sich durch die Verwendung
bestimmter Promotoren, welche die Transkription der viralen DNA in
RNA beeinflussen, noch verbessern. Diese lassen sich sowohl z.B.
medikamentds aktivieren als dass auch solche Promotoren zur Verf(-
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gung stehen, die selektiv in bestimmten Geweben bzw. Zelltypen aktiv
sind.

Adenovirale Vektoren

Adenoviren sind doppelstrangige DNA-Viren. Sie werden Uber rezep-
torvermittelte Endozytose aufgenommen und integrieren nicht in das
Genom der Wirtszelle, sondern deponieren ihre DNA episomal im Zell-
kern. Es kann dadurch theoretisch nicht zu einer Tumorinduktion durch
Erbgutschadigung wie z.B. bei Retroviren kommen. Da die Ubertrage-
nen Gene meist nur kurze Zeit aktiv sind, werden diese lediglich ,tran-
sient® exprimiert. Die Applikation als therapeutische MaBnahme muiss-
te also theoretisch wiederholt werden, allerdings werden adenovirale
Proteine vom Immunsystem des Wirtsorganismus erkannt und es wird
eine starke Immunantwort gegen diese ausgeldst, was eine wiederhol-
te Gabe eigentlich unméglich macht.

Vorteilhaft ist, dass Adenoviren Uber den ubiquitdr vorkommenden
Coxsackie-Adenovirus-Rezeptor [Bergelson et al., 1997] auch sehr gut
Zellen infizieren kénnen, welche niedrige Proliferationsraten aufwei-
sen [Block et al., 1997; Ragot et al., 1998] und in hohen Titerstufen
hergestellt werden kdénnen [Romano et al., 1999]. Diese Tatsachen
machen rekombinante Adenoviren als Vektoren fir die Zwecke der
Gentherapie attraktiv. Sie besitzen ferner einen natirlichen Hepa-
totropismus, was sie einerseits interessant macht fir den therapeuti-
schen Einsatz bei Erkrankungen im Bereich der Leber. Andererseits
fihren sie auch selbst zu einer Leberschadigung und es wurden be-
reits gravierende hepatische Dysfunktionen nach ihrer Anwendung
beobachtet [van der Eb et al., 1998; Brand et al., 1997].

Mittlerweile existieren mehrere Generationen an gentherapeutisch
eingesetzten Adenoviren. Modifikationen u.a. im Bereich der Kapazitat
fur fremde DNA, der Fahigkeit zur autonomen Replikation, der Starke
der ausgelésten Immunantwort oder der Héhe erreichbarer Virustiter
fiohrten zur Entwicklung von Zweit- bzw. Drittgenerationsadenoviren.
Sog. adenoassoziierte Viren haben kein eigenes Genom, welches z.B.
Hillproteine exprimieren kénnte, eine Immunantwort wird hier weitge-
hend unterdrickt.
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Fir diese Arbeit wurden Adenoviren der ersten Generation eingesetzt.
Hierbei ist die E1-Region deletiert, was einerseits Platz schafft fir 3,2
kbp Fremd-DNA, andererseits dazu fihrt, dass die Viren nur noch in
vitro in bestimmten Zelllinien replizieren kdnnen, welche das E1-Gen
in trans anbieten. Nach zusé&tzlicher Deletion von E3 besteht Platz fur
mehr als zwei weitere kbp. Da das Adenovirus mit insgesamt 105 Pro-
zent seines Genoms bepackt werden kann, ergibt sich fir die adenovi-
ralen Vektoren der ersten Generation Platz von maximal 7,5 kbp. Ein
Nachteil der Deletion von E3 ist eine mdgliche Zunahme der Immunre-
aktion gegen das Adenovirus, da E3 dem Virus hilft, der Immunantwort
des Organismus zu entgehen [Nikol und H6fling, 1993; Imperiale und
Kochanek, 2004].

Verschiedene gentherapeutische Strategien wurden bislang in vorwie-
gend experimenteller Form zur Behandlung des metastasierten CRC
eingesetzt. Dabei kann auf verschiedenen Ebenen durch den Einsatz
gentechnischer Verfahren versucht werden, die Tumorentstehung zu
verhindern bzw. eine Wachstumsregredienz zu erreichen, u.a. durch
Substitution von Tumorsuppressorgenen wie p53, durch Transfer von
Suizidgenen in Tumorzellen, durch genetische Immunmodulation mit-
tels Cytokinen oder, wie in der vorliegenden Arbeit, die Suppression
des Tumorwachstums mittels antiangiogenetischer Substanzen mit
Hilfe der Gentechnik.

1.3 Angiogenese und tumorales Wachstum

Bei der Angiogenese entwickeln sich neue BlutgefédBe aus bereits vor-
handenen. Bei Stimulation durch bestimmte Wachstumsfaktoren kén-
nen ruhende Endothelzellen sich aus dem stabilen Zellverband l&sen,
wieder in den Zellzyklus eintreten, migrieren, die Basalmembran auf-
[6sen und ein Lumen bilden (Intussuszeption) [Folkman 1985, 1986].
Bei der Vaskulogenese hingegen entsteht ein primitiver uniformer Ge-
faBplexus aus mesodermalen Vorlauferzellen, Hamangioblasten und
Angioblasten, welcher im Rahmen der Angiogenese schlieBlich zum
reifen GefaBsystem umgebaut wird [Ellis et al., 2001; Jain, 2003; Yan-
copoulos et al., 2000; Bhushan et al., 2002]. Beide Prozesse, Angio-
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genese und Vaskulogenese, spielen wahrend der Vaskularisierung im
Rahmen der Embryogenese eine entscheidende Rolle. Im Erwachse-
nen ergibt sich die physiologische Bildung der BlutgefdBe mafBgeblich
durch Angiogenese. Diese ist essentiell wdhrend der Wundheilung, der
Entwicklung des Menschen und der Reproduktion. Sie ist in allen die-
sen Féllen sehr eng reguliert. War man jedoch lange Zeit der Meinung,
dass in der postnatalen Phase Neovaskularisation bei physiologischen
als auch pathologischen Vorgangen ausschlieBlich durch die Umfor-
mung bereits vorhandener GefaBstrukturen, also durch Angiogenese,
geschieht, so gibt es in letzter Zeit Hinweise darauf, dass bei ischami-
schen, entzindlichen oder tumorésen Prozessen auch die Vaskuloge-
nese eine Rolle spielt. So kénnen Vorlaufer von Endothelzellen das
Knochenmark verlassen, im Blut zirkulieren und sich am Orte der
Angiogenese festsetzen und dort die GefédBneubildung unterstitzen
[Asahara et al., 1999]. Neovaskularisation ist heutzutage als Voraus-
setzung far das Fortschreiten des Tumor- und Metastasenwachstums
anerkannt.

Im gesunden adulten Organismus wird Angiogenese durch ein Gleich-
gewicht zwischen negativ und positiv regulierenden Faktoren reguliert.
Ohne die positiven Moderatoren ist sie normalerweise nicht nachweis-
bar [Shweiki et al., 1993]. Die Verlagerung dieses Gleichgewichts in
Richtung der proangiogenen Faktoren wird als ,angiogenic switch”
bezeichnet, in dessen Verlauf die Endothelzellen aktiviert werden
[Distler et al., 2002]. Dabei nimmt die Angiogenese ihren Ausgangs-
punkt von postkapillaren Venulen und Kapillaren, deren Wéande ledig-
lich aus Endothelzellen, Basallamina und Perizyten bestehen [Folk-
man, 1985]. Eine muskuldare Wand findet sich bei diesem GefaBtyp
nicht. Die Endothelzellen proliferieren normalerweise nicht, sie sind
ruhende Zellen. Bei Aktivierung allerdings kénnen sie eine Verdopp-
lungszeit von 48 — 24 Stunden erreichen. Diese Aktivierung wird durch
einen humoralen Stimulus bewirkt, dessen Ausldser eine mechanische
Traumatisierung, eine immunologische Reaktion oder (wie im Fall der
Tumorangiogenese) Gewebshypoxie sein kann.

Eine groBe Zahl von Wachstumsfaktoren ist in der Lage, Angiogenese
in vitro und in vivo zu stimulieren. Dazu z&hlen u.a. die FGF
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(Fibroblast Growth Factor)-Familie und deren Tyrosinkinaserezepto-
ren, VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor), HIF (Hypoxia indu-
cible Factor) 1-a und HIF 2-a und andere. Es gibt darunter direkte
Stimulatoren und solche, die z.B. Makrophagen dazu anregen, proan-
giogene Stoffe zu sezernieren.

Daneben wurden aber auch eine Reihe anti-angiogener (angiostati-
scher) Faktoren identifiziert. Dazu z&ahlen unter anderem Throm-
bospondin-1, platelet factor 4, 16 kDa prolactin fragment, Arresten,
Tumstatin, cleaved antithrombin, Angiostatin, Endostatin, die Interfe-
rone o, B und vy, Interleukin-12, TNF-a (tumor necrosis factor a) und
auch VEGFR-1 und -2. Die Wirkweise der einzelnen angiostatischen
Faktoren ist unterschiedlich. Zum einen wirken sie negativ auf die
Proliferation und Migration, zum anderen induzieren sie Apoptose.

VEGF (,vascular endothelial growth factor’)

Judah Folkman gelang 1970 die Isolierung eines Faktors aus Tumor-
gewebe, welchen er als verantwortlich fir die GefaBneubildung hielt,
und noch im selben Jahr postulierte er, dass eine Inhibierung dieser
Vaskularisation eine Option fiir die Therapie solider Tumoren darstel-
len kénnte [J. Folkman, 1971]. Im Jahre 1983 wurde VEGF zum ersten
Mal von Senger et al. als ,vascular permeability factor’ beschrieben
[Senger et al., 1983]. Seitdem wurden viele Mitglieder der VEGF-
Familie identifiziert, auBerdem die drei bisher bekannten Rezeptoren,
welche die angiogenetische Wirkung vermitteln. Dabei stellte sich her-
aus, dass der von Folkman isolierte Faktor der VEGFR-2-Rezeptor
war.

Mittlerweile sind viele Proteine aus der VEGF-Gruppe bekannt, so z.B.
das VEGF-A, -B, -C, -D oder der Plazenta-Wachstumsfaktor PIGF,
wobei das VEGF-A als derjenige Wachstumsfaktor mit der gréBten
Relevanz fur die (Tumor-)Angiogenese angesehen wird. VEGF selbst
wirkt, verglichen mit anderen Angiogenesefaktoren, relativ spezifisch
auf Endothelzellen. Es regt deren Proliferation an und fihrt zu einer
Steigerung der Permeabilitat. Daneben ist auch ein gewisser chemo-
taktischer Einfluss z.B. auf verschiedene monozytare Zellen bekannt,
und auch an hamatopoietischen Zellen konnten Rezeptoren fur VEGF



EINLEITUNG 16

identifiziert werden. Neben der proliferationsférdernden Wirkung des
VEGF auf Tumorgewebe durch Stimulation der Angiogenese konnte
auch eine Einflussnahme Uber autokrine Mechanismen z.B. durch He-
rabregulation der Apoptose oder direkte Wachstumsstimulation der
Zellen beobachtet werden [Schoeffner et al., 2005].

Wie bereits erwahnt, spielt VEGF vor allem im Rahmen der Angioge-
nese in der Embryonalentwicklung eine entscheidende Rolle. Im adul-
ten Organismus tritt es nur in Ausnahmefallen in Erscheinung. Dazu
zéhlen z.B. Prozesse der Wundheilung oder auch die regelmaBig wie-
derkehrende GeféaBbildung im Rahmen der weiblichen Zyklusblutung.
Hier wird VEGF in den menschlichen Ovarien gebildet und sezerniert.
Bei pathologischen Vorgédngen hingegen wird VEGF haufig wieder re-
exprimiert, so z.B. bei Entziindungen, bei ischdmischem Geschehen
(z.B. beim Myokardinfarkt) oder auch beim Tumorwachstum. Es konnte
gezeigt werden, dass u.a. in hypoxischem Milieu die Expression der
mRNA von VEGF merklich gesteigert ist [Shweiki et al., 1992] und der
Abbau verlangsamt vonstatten geht.

VEGF ist ein Homodimer, welches aus zwei Untereinheiten mit einem
Molekilgewicht von je 23 kD besteht [Ferrara und Henzel, 1989;
Plouet et al., 1989], verbunden durch Disulfidbriicken. Es gehért in die
Gruppe der Glykoproteine. Vom humanen VEGF sind bislang sechs
splicing-Varianten bekannt, welche sich in der La&nge der Aminosaure-
ketten voneinander unterscheiden. Ein funktioneller Unterschied be-
steht in der H6he des angiogenen Potentials. Manche Varianten sind
hochdiffusibel und haben dementsprechend eine ausgeprédgte angio-
gene Wirkung, wohingegen diese bei weniger diffusiblen Varianten
geringer ausgebildet ist. Darlber hinaus bindet z.B. VEGF15 an be-
stimmte Wachstumsfaktorrezeptoren, an welche VEGF121 nicht binden
kann.

Die Wirkung des VEGF wird im Wesentlichen durch zwei der drei be-
kannten VEGF-Rezeptoren vermittelt, VEGFR-1 und VEGFR-2. Dies
rihrt daher, dass nur diese beiden Rezeptoren in der Lage sind, alle
splicing-Varianten des VEGF zu binden, darunter auch die des VEGF-
A VEGF121 und VEGF+ss. VEGFR-3 (Flt-4) dagegen bindet lediglich die
Isoformen VEGF-C und —D [Robinson und Stringer, 2001]. VEGFR-1
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wird auch als Flt-1 (,fms-like tyrosine kinase’) , VEGFR-2 als KDR
(,kinase insert domain containing receptor’) und sein murines Analo-
gon als Flk-1 (,fetal liver kinase’) bezeichnet. Beide Rezeptoren ver-
mitteln den VEGF-Effekt Gber Tyrosinkinasen, also Enzyme. Sie sind
aus sieben immunglobulinartigen extrazellularen Domaéanen, einer
Transmembranregion und einer intrazellularen Tyrosinkinasesequenz,
welche durch Kinase-Insert-Domé&nen unterbrochen wird, aufgebaut (s.
Abb. 1). Die Bindung von VEGF an einen Rezeptor fiihrt zur Dimerbil-
dung zweier Rezeptoren, welche sich dabei im intrazellularen Bereich
gegenseitig an Tyrosinresten ,autophosphoryllieren“. An die phospho-
ryllierten Bereiche binden intrazellulare, SH2-Doméanen-tragende Sig-
nalproteine, welche so die Signalkaskade einleiten. Diese fuhrt letzt-
lich zur Aktivierung von Transkriptionsfaktoren, welche die Zellantwort
auf die Ligandenbindung in Form von z.B. Genaktivierung oder Prolife-
ration umsetzen.

Neben den genannten Tyrosinkinaserezeptoren besitzen auch Neuro-
piline (Neuropilin-1 = NRP-1; Neuropilin-2 = NRP-2) aus der Gruppe
der Semaphorine/Collapsin-Rezeptoren eine VEGF-bindende Funktion
[Soker et al., 1998] und steigern als Corezeptoren die Wirkung von an
,klassischen* VEGF-Rezeptoren gebundenem VEGF.
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VEGFR-1/ VEGFR-2/ VEGFR-3/
Flt-1 KDR Fit-4

Abb. 1:

Ultrastrukturelle Darstellung der drei Tyrosinkinase-Rezeptoren des VEGF, VEGFR-1, VEGFR-2 und
VEGFR-3 und von Neuropillin-1 und -2 mit ihren Liganden.

Die drei Rezeptoren bestehen jeweils aus einer extrazelluliren Domine, einer transmembranen Einheit sowie
der Kinase-Region. Die losliche, nicht membrangebunde Form des ersten VEGF-Rezeptors, das sVEGFR-1,
ist links im Bild dargestellt.

(Abbildung modifiziert nach: ,Parakrine Regulation der VEGF-Rezeptoren-1 und -2 in humanen Endothel-
zellen: Einflufl primirer Granulosazellen, Wenzel, D., 2001)

Tumormetabolismus

Ohne die Bildung von neuen GefaBen wird ein Tumor in der Regel
nicht gréBer als ca. 1-2 mm?® mit einigen Millionen Zellen, so z.B. das
carcinoma in situ. Zellproliferation und -untergang halten sich in die-

sem Zustand die Waage. Der Tumor kann in diesem Stadium Wochen,
Monaten oder sogar Jahre verbleiben und unterhéalt seinen Metabolis-
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mus Uber Diffusion. Man bezeichnet diesen Zustand als ,dormant
state”. Fortschreitendes Wachstum der Neoplasie und Entfernung zum
nachstgelegen GeféB stehen hierbei reziprok zueinander in Beziehung
[Tannock, 1968, 1970].

Tumorangiogenese

Fortschreitendes Wachstum und damit auch Metastasierung eines
soliden Tumors ist Angiogenese-abhéngig. Die Verlagerung zum angi-
ogenen Phanotyp erfordert nicht nur eine Hochregulierung der Angio-
genese-Stimulatoren, sondern auch eine Herabregulierung der Angio-
genese-Inhibitoren. Es ist bekannt, dass Tumorgewebe sowohl pro-
als auch antiangiogene Faktoren exprimieren und sezernieren kann.
Der Begriff des ,angiogenic switch® als deskriptive Umschreibung des
bereits erwahnten Vorgangs der Uberproduktion Angiogenese-
induzierender Faktoren stellt das Durchbrechen des ,dormant state®
eines Tumors durch Neubildung tumoraler BlutgefdBe dar. Ab einem
bestimmten Volumen kann dieser Schritt als essentiell fir den Tumor
angesehen werden, will dieser weiterhin wachsen [Hanrahan et al.,
2003]. Er wird unter anderem durch ein hypoxisches Milieu und Absin-
ken des pH-Wertes induziert. Die kritische GroBe betrdgt ungefahr 1 —
2 mm?® [Naumov et al., 2006].

Die genauen Wirkmechanismen der genannten pro-angiogenen Fakto-
ren sind noch nicht bekannt. Sie werden aus dem Tumorparenchym
direkt und indirekt aus aktivierten Stromazellen freigesetzt und wirken
letztlich direkt oder indirekt auf Endothelzellen, um so die Bildung
neuer BlutgefdBe zu induzieren (Angiogenese). Aber auch andere
Wachstumsfaktoren wie extrazellulare Matrixproteine und Zelladhési-
onsmolekile spielen hierbei eine Rolle. Die solchermaBen stimulierten
endothelialen Zellen unterhalten ihrerseits diesen aktivierten Zustand
durch die Freisetzung verschiedener Enzyme und Wachstumsfaktoren
(positiver feedback-Mechanismus).

Die Angiogenese des Tumors sichert nicht nur dessen Versorgung mit
Nahrstoffen und die Aufnahme von Sauerstoff, sondern stellt auch die
wichtige parakrine Stimulation mittels Proteasen und Zytokinen sicher,
was essentielle Abschnitte des Tumorwachstums wie Invasion und
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Metastasen-Bildung Uberhaupt erst ermdglicht. Die gebildeten GefaB-
systeme bilden allerdings keine vollstandige GefaBwand aus, sondern
verbleiben auf einer relativ primitiven Ebene und sind sehr permeabel
[Folkman und Cotran, 1976].
Untersuchungen haben gezeigt, dass die Expression des VEGF mit
der Progression, Invasion und Metastasierung kolorektaler Karzinome
assoziiert ist [Hanrahan et al., 2003]. Ferner besteht aller Wahrschein-
lichkeit nach ein Zusammenhang zwischen einer gesteigerten
Transkription von VEGF-DNA in mRNA in kolorektalen Karzinomen und
einer Verschlechterung der Prognose der Patienten [Ishigami et al.,
1998]. Die Zerstdrung der tumoralen GefiaBe mit hohen Dosen von
TNF und Interferon-y wirkt sich im Sinne einer Hemmung auf das Tu-
morwachstum aus. Diesen Umstand macht man sich auch bei der Em-
bolisation von soliden Tumoren und Metastasen z.B. mit Gewebekle-
bern, Alkohol, Lipiden oder Gelatine zunutze. Inzwischen konnte in
klinischen Studien gezeigt werden, dass sich im Falle der medikamen-
tésen Hemmung der VEGF-vermittelten Angiogenese im metastasier-
ten kolorektalen Karzinom z.B. mit dem chimé&ren monoklonalen anti-
VEGF-Antikérper Bevacizumab ein lebensverlangernder Effekt ergibt
[Venook, 2005; Susman, 2005; Fernando und Hurwitz, 2003; Hurwitz
et al., 2004], seit 2005 ist dieses Medikament fir die first-line-
Therapie des metastasierten kolorektalen Karzinoms in Verbindung mit
anderen ,klassischen” Chemotherapeutika zugelassen.
Die fehlende Mdglichkeit der GefaBbildung schneidet dem Tumorge-
webe die N&hrstoff- und Sauerstoffversorgung ab. Darlber hinaus gibt
es aber auch noch andere antitumorale Wirkweisen:
- Der Tumor hat eine geringere Mdglichkeit der (hdmatogenen)
Metastasierung.
- Eine zusétzliche onkologische Chemotherapie scheint besser
zu wirken, der Tumor wird empfindlicher gegeniber Bestrah-
lung [Geng et al., 2001].
- Die Méglichkeiten, den zellularen Abwehrmechanismen des
Immunsystems zu begegnen, werden gemindert.

Eine Moglichkeit, die durch VEGF vermittelte GefaBneubildung und
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-einsprossung u.a. in Tumoren unterbinden zu kénnen, ist die Verwen-
dung I8slicher (,soluble’) Formen der eigentlich membrangebundenen
Rezeptoren des VEGF. Dadurch l&sst sich die Wirkung des VEGF
durch Bindung in der GefaBbahn (sog. Sequestrierung) und Bildung
von Heterodimeren aus ,sRezeptor® und VEGF, aber auch durch Ab-
sattigung der externen Bindungsstellen der membranstéandigen VEGF-
Rezeptoren, antagonisieren, indem so die Signalkaskade unterbrochen
wird. Dieser Ansatz in Kombination mit den Vorteilen der Gentherapie
ist Grundlage dieser Arbeit. Es wurden dabei gemaB oben dargestell-
tem Verfahren adenovirale Vektoren, welche die fur die genannten
I6slichen VEGF-Rezeptoren kodierenden Gensequenzen transferieren,
zur Behandlung subkutaner und intrahepatischer Metastasen des CRC
experimentell eingesetzt.

1.4 Murines CRC-Tumormodell

Die therapeutischen Optionen insbesondere des metastasierten kolo-
rektalen Karzinoms sind bislang begrenzt und von vornehmlich pallia-
tivem Charakter. Experimentelle Therapieansatze missen zuné&chst in
tierexperimentellen Studien auf Wirksamkeit und Nebenwirkungen
Uberprift werden. Subkutane Modelle finden hierbei aufgrund des rela-
tiv unkomplizierten Verfahrens h&ufig Verwendung. Dabei werden hu-
mane oder (wie im vorliegenden Fall) murine Tumorzellen in das Un-
terhautgewebe implantiert. Die Immunantwort ist in diesen subkutanen
Modellen intensiver als in einem intrahepatischen Modell, da durch
den Kontakt u.a. der hier in groBerer Zahl vorliegenden APC-Zellen
und Langerhans-Zellen mit den fremden Antigenen das Immunsystem
vielfaltig stimuliert wird.

Intrahepatische Modelle haben demgegeniber Hindernisse, die eine
Induktion und Beobachtung des Tumorwachstums erschweren. Den-
noch sind gerade diese intrahepatischen Modelle wiinschenswert, da
sie der physiologischen Situation eines Tumors ndher kommen. Ver-
laufsbeobachtungen missen in diesem Fall regelmaBig mittels invasi-
ver Verfahren wie Laparotomie oder Hepatektomie erfolgen, da Bild-
gebung mittels CT oder MRT nicht immer in entsprechendem Umfang
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zur Verfigung steht und bei speziellen Fragestellungen auch nicht
ausreichend Klarung schaffen kann.

1.5

Ziel der Arbeit

In der vorliegenden Arbeit wurde ein Mausmodell verwendet, da hier-
far die Methoden und Materialien sowohl im subkutanen als auch
intrahepatischen Ansatz bislang gut erforscht und Effekte belegt sind.

Ziel vorliegender Dissertationsschrift war im Einzelnen:

1.

rekombinante Adenoviren AdsFlk-1, AdsFIt-1 und AdLacZ zu
amplifizieren und aufzureinigen. Nach Ausschluss einer Wild-
typkontamination sollte die Transgenexpression Uberprift wer-
den.

die Aktivitdt und Toxizitdt von sFlk-1 und sFlt-1 in funktionel-
len Untersuchungen zu beurteilen.

Etablierung subkutaner Kolorektalkarzinomzellverbédnde durch
Injektion von CT26-Zellen.

Etablierung intrahepatischer Kolorektalkarzinomzellverbande
durch Injektion von CT26-Zellen.

die Wirkung und Toxizitdt einer systemischen Therapie mit
AdsFlk-1 und AdsFIt-1 auf Tumorwachstum und Uberlebensrate
der Tiere zu untersuchen.

anhand von Blut- und Gewebsuntersuchungen die Expression
und Wirksamkeit von sFlk-1 und sFlt-1 in vivo zu untersuchen.
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2 Material

2.1 Gerate

Autoklav Modell 3870 ELV
Begasungsbrutschrank

Elektrophorese-Kammer (DNA)

ELISA-Reader
Festwinkelrotor SW50 TI
Gefriermikrotom
Gefrierschréanke
Gefrierschréanke
Gel-Video-Printer
Kihlzentrifuge
Lichtmikroskop, DMIL
Minishaker

Netzgerat (Elektrophorese)
PCR-Cycler

pH-Elektrode

Photometer

Pipettierhilfe

Schattler
Sicherheitswerkbank
Swing Out Rotor SW41 TI
Thermomixer
Tischzentrifuge
Ultrazentrifuge

UV-Tisch

Waage SBA52
Wasserbad

Sorvall RC-5B Kihlzentrifuge
Sorvall GSA (Rotor)
Sorvall SS34 (Rotor)

Tuttnauer (Jerusalem, Israel)
Hereaus Sepatech (Osterode)
Biorad (Munchen)

Dynatech Laboratories (Frankfurt)
Beckman (Palo Alto, CA, USA)
Leica (Wetzlar)

Bosch (Stuttgart)

Liebherr (Linz, Osterreich)
Mitsubishi (Japan)

Beckman (Palo Alto, CA, USA)
Leica ( Wetzlar)

IKA, Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Biorad (Minchen)

Eppendorf GmbH (Hamburg)
Hannah Instruments (Kehl am Rhein)
Gene Quant, Pharmacia (Freiburg)
Greiner (Solingen)

ProMax 2000, Heidolph (Kelheim)
Hereaus Sepatech (Osterode)
Beckman (Palo Alto, CA, USA)
Eppendorf GmbH (Hamburg)
Beckman (Palo Alto, CA, USA)
Beckman (Palo Alto, CA, USA)
Berthold (Pforzheim)

Scaltec (USA)

Kéttermann (Uetze-Hanningen)
DuPont (Bad Homburg)

DuPont (Bad Homburg)

DuPont (Bad Homburg)
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2.2 Chemikalien

Céasiumchlorid (CsCl)
Dimethylsulfoxid (DMSQO)
Endothelial cell growth
supplement

Eosin-Farbe
Ethylendiaminotetraessigsaure
(EDTA)

Formaldehyd

Glutaraldehyd

Glycerol

Hamatoxylin-Farbe
Kaliumhexacyanoferrat (Il1)
Kaliumhexacyanoferrat (Il)
Kaninchen-anti-lgG-Antikdrper
Ketavet

Kochsalzlésung (0,9%)

Low Serum Growth Supplement
L-Glutamin

MatrigeIT'\’I

Magnesiumchlorid
Paraformaldehyd
PBS Tabletten
SDS

Tris/ Cl

Trypan Blau (0,4%)
X-Gal

Xylazinhydrochlorid
(Rompun 2%)

Biomol GmbH (Hamburg)
Fluka AG (Buchs, Schweiz)
Cascade Bilogics (USA)

Bayer AG (Leverkusen)
Fluka AG (Buchs, Schweiz)

Fluka AG (Buchs, Schweiz)
Fluka AG (Buchs, Schweiz)
Fluka AG (Buchs, Schweiz)
Fluka AG (Buchs, Schweiz)
Merck KGaA (Darmstadt)
Merck KGaA (Darmstadt)
Sigma (USA)

Pharmacia (Erlangen)

B-Braun Melsungen AG (Melsungen)
Cascade Biologics (USA)
Sigma Aldrich (Deutschland)
BD Biosciences (Bedford,
GroBbritannien)

Fluka AG (Buchs, Schweiz)
Merck (Darmstadt)

Gibco BRL (Eggenstein)

Serva GmbH (Heidelberg)
Fluka AG (Buchs, Schweiz)
Sigma Aldrich (Deutschland)
Hoffmann-LaRoche Diagnostics
(Basel, Schweiz)

Bayer Vital GmbH (Leverkusen)
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2.3 sonstiges Material

ReaktionsgefaBe Eppendorf (Hamburg)

(0,5 ml, 1 ml, 1,5 ml, 2 ml)

Cryo-Réhrchen (2 ml) Greiner GmbH (Frickenhausen)

ReaktionsgefaBe (15 ml, 50 ml) Greiner GmbH (Frickenhausen)

Zellkulturflaschen Greiner GmbH (Frickenhausen)

(25 cm2, 75 cm2, 175 cm2)

6-, 24-, 96-Well-Platten Greiner GmbH (Frickenhausen)

Mikrotiterplatten Greiner GmbH (Frickenhausen)

Zellkulturplatten (100 mm) Greiner GmbH (Frickenhausen)

Neubauer Zahlkammer Brand (Wertheim)

Optiseal Ultrazentrifugen- Beckman (Palo Alto, CA, USA)

Réhrchen

Dialyse-Kammer (10.000 MWCO) Perbio (Bonn)

Einmal-Kandle (20 G x 12) Terumo Deutschland GmbH
(Eschborn)

Spritzen B.Braun (Melsungen)

(Amefa 2 ml, 5 ml, 10 ml)

Insulin-Spritzen (40 U/ml) Terumo Deutschland GmbH
(Eschborn)

Nahtmaterial, resorbierbar, Aesculap (Tuttlingen)

Maxon HR13 (1m, USP 5/0)

Quarzkivette Hellma (Mihlheim)

chirurgische Instrumente Martin (Tuttlingen)

Skalpell (Cutfix No. 22) Aesculap (Tuttlingen)

Objekttrager Engelbrecht (Ederminde)

Deckgléaser (18 x 18 mm) Menzel Glaser (Braunschweig)

Paraplast Sherwood Medical (Norfolk, NE, USA)

Pipetten Gilson S.A. (Frankreich)

Einweg-Pipettenspitzen Biozym (Oldendorf)

Tissue-Tek Sakura Finetek (Zoeterwoude,

Niederlande)
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2.4 Medien und Lésungen

2.441 Reagenzien

DMEM/Ham’s F-12 Sigma (Taufkirchen)

FCS (,fotales Kalberserum’) PAA (Colbe)

Medium 200 Cascade Biologics Inc. (Portland, OR,
USA)

Penicillin/ Streptomycin Sigma (Taufkirchen)

LSGS Cascade Biologics Inc. (Portland, OR,
USA)

Trypsin-EDTA-L6sung Sigma (Taufkirchen)

Matrigel Gibco/ BRL (Karlsruhe)

rekombinantes humanes VEGF Sigma (Taufkirchen)

Agarose Serva (Heidelberg)

100 bp-Leiter Promega (Mannheim)

1 kb-Leiter Invitrogen (Mannheim)

2.4.2 Medien fiir Zellkultur

DMEM (Dubelcco's modificied Eagle medium), Sigma (Taufkirchen)
Dieses Medium wurde fur die Kultivierung von humanen embryonalen
Retina-Zellen (HER 911), von Ad5-Ei-transformierten humanen em-
bryonalen Nierenzellen (HEK 293), von humanen Lungenkarzinom-
Zellen (A549) und von murinen Kolorektalkarzinomzellen (CT26) ein-
gesetzt. Es wurde mit 1% Pen/Strep (v/v) und mit 10% FCS (v/v) an-
gesetzt. Fir die Virusherstellung wurde FCS auf 2% reduziert. Die
Lagerung erfolgte bei 4°C.

2.4.3 Haufig verwendete Lésungen und Puffer

Penicillin/Streptomycin-Lésung (Pen/Strep)
10000 E Penicillin/ml und 10000 pg Streptomycin/ml wurden steril
aliquotiert und bei -20°C gelagert.
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Trypsin/EDTA-L&sung
0,5 g/l Trypsin (1:250) und 0,2 g/l Ethylendiamintetraessigsaure (ED-
TA) wurden steril aliquoliert und bei -20°C gelagert.

Einfrierlédsung
Die Einfrierldsung (10% DMSO, 90% FCS) wurde fir das Einfrieren
der Zelllinien frisch angesetzt und vor der Verwendung steril filtriert.

Wasch-Puffer

Der Wasch-Puffer enthélt TBS und 0,05% Tween 20. Er wurde fir die
Proteinbestimmung mittels ELISA (enzyme-linked immunosorbent as-
say) angesetzt.

Karbonatpuffer
Der Karbonat-Puffer (pH 9,6) enthalt 0,015 M Na,COs, 0,035 M NaH-
COs3. Er wurde fir die Proteinbestimmung mittels ELISA angesetzt.

Fixierungslésungen
0,5% Glutaraldehyd
Es wurden 50 pl Glutaraldehyd auf 10 ml PBS steril angesetzt.

Farbelésung

Die Farbelésung enthalt 400 mM Kaliumhexacyanoferrat (l11), 400 mM
Kaliumhexacyanoferrat (II), 200 mM Magnesiumchlorid, 2% X-Gal und
PBS und wurde bei -20°C gelagert. X-Gal wurde frisch vorbereitet. Vor
dem Farbevorgang wurden die Lésungen auf Raumtemperatur aufge-
taut.

4%iges Paraformaldehyd
Es wurden 4 ul Paraformaldehyd auf 10 ml PBS steril angesetzt.
2.4.3.1 Lésungen fiir die Virusproduktion und —aufreinigung

Tris/Cl-Lésung
0,1 molare Tris-Base, mit HCI auf pH 8,0 eingestellt.
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CéasiumChlorid-Lésung
Soviel CsCl in 100 ml Aqua bidest. geben, bis Lésung gesattigt ist.
AnschlieBend sterile Filtration.

OD-Puffer

Der OD-Puffer (pH 8,0) enthalt 0,1% SDS, 10 mM Tris/Cl pH 7,4 und 1
mM EDTA. Er wurde far die OD-Messung der aufgereinigten Viruslo-
sung frisch angesetzt.

PBS (,phosphate buffered saline’)

2 Tabletten PBS (Ca 2*/Mg?* frei) wurden in 1 | H,0 geldst. Die Sterili-
sation erfolgte durch Autoklavierung. Die Losung wurde bei RT gela-
gert.

2.5 Zelllinien

HER 911-Zelllinie

Hierbei handelt es sich um eine adharent wachsende, humane embry-
onale Retinoblasten-Zelllinie, welche stabil fir die adenovirale E1-
Region transformiert ist. In ihnen lassen sich E1-deletierte Adenoviren
vermehren. Diese Zellen wurden zur Amplifikation der rekombinanten
adenoviralen Vektoren benutzt.

CT26-Zelllinie
Hierbei handelt es sich um eine murine Kolorektalkarzinom-Zelllinie,
welche adharent wachst. Diese Zellen wurden zur Tumorinduktion bei
den Versuchstieren benutzt. Dazu erfolgte ihre Injektion intrahepatisch
oder subkutan.

HEK 293-Zelllinie (ATCC, CRL-1573)

Bei diesem Typ handelt es sich um eine ebenfalls stabil fur Ad5-E1
transformierte humane embryonale Nierenzelllinie, die von Dr. Fl. Gra-
ham 1977 etabliert wurde. Wir bezogen diese Zellen von American
Type Culture Collection (ATCC, Rockville, MD, USA), kultiviert wurden
sie in DMEM mit Zusatz von 10% hitzeinaktiviertem fétalem Kélberse-
rum (FCS). Die Zellen wachsen adhérent in einer Zellschicht und wei-
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sen eine epitheliale Morphologie auf. Sie wurden fir die Konzentrati-
onsbestimmung der adenoviralen Vektoren im Plaque-Assay verwen-
det (Virustitration).

A 549-Zelllinie (ATCC, CCL-185)

Die A 549-Zelllinie ist eine humane Lungenkarzinomzelllinie, bezogen
wurde sie von American Type Culture Collection (ATCC, Rockville,
MD, USA), kultiviert in DMEM mit Zusatz von 10% hitzeinaktiviertem
Fotalem Kélberserum (FCS). Sie wachst adhéarent in einer Zellschicht
und weist eine epitheliale Morphologie auf. Sie wurde fiir den Trans-
gennachweis, die Uberpriifung der Vektorexpression und den Aus-
schluss der Wildtypkontamination benutzt, da aufgrund der Deletion
fir die E1-Region die verwendeten Adenoviren in dieser Zelllinie nicht,
Wildtypviren aber wohl replizieren kdnnen.

HUVE-Zelllinie

Diese humane Nabelschnurendothel-Zelllinie (,human umbilical endo-
thelial vein cells’) wurde von Cascade Biologics (Portland, OR, USA)
bezogen und nach dem Protokoll des Herstellers kultiviert. Diese Zel-
len wurden flir die funktionelle Untersuchung der Angiogenesehem-
mung in vitro benutzt (,tube formation assay’).

2.6 Mausstamme

Die Tiere wurden bezogen von Charles River (Sulzfeld, Deutschland).
Fir die Experimente wurden Tiere im Alter von sechs bis acht Wochen
verwendet.

C3H/N (C3H/HeNCrl)

Dieser Mausstamm wurde 1920 von Strong aus einer Kreuzung eines
,Bagg Albino“-Weibchens und eines DBA/J-Mannchens entwickelt.
1974 wurde der Stamm an Charles River Lab. gegeben.

Die M&use wurden im zentralen Tierhaus der Universitdt Bonn unter
Standardbedingungen gehalten und gezichtet und hatten Zugang zu
Futter und Wasser ad libitum. Mit diesen Tieren erfolgte die funktio-
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nelle Untersuchung der Angiogenesehemmung in vivo (,Matrigel Angi-
ogenese Assay’).

Balb/c (BALB/cAnNCrl)

1913 entwickelte H. J. Bagg den ,Bagg Albino“ aus dem Bestand eines
Ohio-Zichters. Der Stamm gelangte ebenfalls 1974 zu Charles River
Lab..

Die Tiere wurden ebenfalls im zentralen Tierhaus der Universitdt Bonn
unter Standardbedingungen gehalten und gezlchtet, auch sie hatten
Zugang zu Futter und Wasser ad libitum. Diese Tiere wurden fir die
Untersuchung der antitumoralen Effekte benutzt, da die verwendeten
CT26-Zellen fir diesen Mausstamm syngen sind.
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3 Methoden
3.1 Zellbiologische Methoden

3.1.1 Zellkultur

HER 911-Zelllinie

Die Kultivierung von HER 911-Zellen erfolgte mit DMEM Medium (10%
FCS, 1% Pen/Strep (v/v)) im Brutschrank (37°C, 5% COz und 95%
Luftfeuchtigkeit). Diese Zelllinie wachst adharent und muss fir die
Zellpassage abgeldst werden. Dafiir wurde das Medium abgesaugt, die
Zellen einmal in 5 ml PBS gewaschen und mit 3 ml Trypsin/EDTA-
Lésung ca. 2 min inkubiert, bis sie sich vom Boden l&sten. Zur Zell-
suspension wurden 10 ml Medium zugegeben, in ein ReagenzgefalB
Uberfihrt und zentrifugiert (250 G, 5 min und bei 24°C). Der Uberstand
wurde abgesaugt und das Zellpellet resuspendiert. Die Zellen wurden
in Kulturflaschen (T-175 cm®) mit 40 ml Medium im Brutschrank (37°C,
10% CO2 und 95% Luftfeuchtigkeit) inkubiert.

CT26-Zelllinie

Die Kultivierung von CT26-Zellen erfolgte mit DMEM Medium (10%
FCS, 1% Pen/Strep (v/v) im Brutschrank (37°C, 10% CO2 und 95%
Luftfeuchtigkeit). Diese Zelllinie wachst adhérent. Die Zellen miissen
fir die Passage abgelést werden. Daflir wurde das Medium abgesaugt,
die Zellen einmal in 5 ml PBS gewaschen und mit 3 ml Trypsin/EDTA-
Lésung ca. 2 min inkubiert, bis sie sich vom Boden l&sten. Zur Zell-
suspension wurden 10 ml Medium zugegeben, in ein ReagenzgefalB
Uberfihrt und zentrifugiert (250 G, 5 min und bei 24°C). Der Uberstand
wurde abgesaugt und das Zellpellet resuspendiert. Die Zellen wurden
in Kulturflaschen (T-175 cm®) mit 40 ml Medium im Brutschrank (37°C,
5% CO2 und 95% Luftfeuchtigkeit) inkubiert.

HEK 293-Zellen und A549-Zellen
Die Kultivierung von 293-Zellen und A549-Zellen erfolgte mit DMEM
Medium (10% FCS, 1% Pen/Strep (v/v) im Brutschrank (37°C, 10%
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CO2 und 95% Luftfeuchtigkeit). Beide Zelllinien wachsen adhéarent. Die
Zellen missen fir die Zellpassage abgelést werden. Dafiir wurde das
Medium abgesaugt, die Zellen einmal in 5 ml PBS gewaschen und mit
3 ml Trypsin/EDTA-L&sung ca. 2 min inkubiert, bis sie sich vom Boden
[6sten. Zur Zellsuspension wurden 10 ml Medium zugegeben, in ein
ReagenzgefaB3 tGberfihrt und zentrifugiert (250 G, 5 min und bei 24°C).
Der Uberstand wurde abgesaugt und das Zellpellet resuspendiert. Die
Zellen wurden in Kulturflaschen (T-175 cm3) mit 40 ml Medium im
Brutschrank (37°C, 10% CO2 und 95% Luftfeuchtigkeit) inkubiert.

HUVE-Zellen

Die Kultivierung von HUVE-Zellen erfolgte mit Medium 200 (2 mM L-
Glutamin, 30 pug/ml ,endothelial cell growth supplement’ (ECGS), 100
pg/ml Heparin, im Brutschrank (37°C, 10% CO2 und 95% Luftfeuchtig-
keit) nach Protokollangaben (Cascade Biologics, Portland, OR, USA).

Einfrieren von Zellen

Die Lagerung der Zelllinien erfolgte eingefroren in flissigem Stick-
stoff. Die Zellen wurden wie oben beschrieben kultiviert. Wahrend der
letzten Zentrifugation wurde die Einfrierldsung steril vorbereitet. Nach
der Zentrifugation wurde der Uberstand abgesaugt und das Zellpellet
in Einfrierldsung resuspendiert. Diese Suspension wurde in Kryotubes
aliquotiert (je 1 ml). Das Einfrieren wurde stufenweise vorgenommen.
Zuerst wurden die Kryoréhrchen 2 h bei -20°C, danach 24 h bei -80°C
und schlieBlich in flissigem Stickstoff bei -196°C gelagert.

Auftauen von Zellen

Zur Kultivierung und weiteren Verwendung mussten die eingefrorenen
Zellen mdglichst schonend revitalisiert werden. Die entsprechenden
Kryoréhrchen wurden unter standiger Bewegung im Wasserbad bei
37°C aufgetaut. Ohne weiteres Erwdrmen wurden sie im entsprechen-
den vorbereiteten Medium resuspendiert und zentrifugiert (250 G, 5
min, 24°C). Danach wurde der Uberstand abgesaugt und das Zellpellet
vorsichtig resuspendiert und in 20 ml Medium in eine Kulturflasche (T-
75 cm®) Uberfihrt. Nach 24 h wurde das Medium gewechselt.
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Auszahlen von Zellen

Die Zellzahlbestimmung wurde in der Neubauer Zahlkammer vorge-
nommen. Diese Zahlkammer besteht aus einem Glasobjekttrager mit
einer Vertiefung und einem geschliffenen Deckglas. Zwischen Deck-
glas und Objekttrager entsteht bei richtiger Stellung eine Kammerhdhe
von 0,1 mm. In der Vertiefung des Objekttréagers ist ein Gitternetz aus
4 (B-)Quadraten eingraviert. Jedes B-Quadrat besteht aus 4 x 4 (C-)
Quadraten. Jedes der 4 B-Quadrate hat eine GréBe von 1 x 1 mm,
entsprechend 0,1 pl Volumen. Um die Zellvitalitdt zu Uberprufen, wur-
de eine Vitalfarbung mit dem Farbstoff Trypanblau (0,4%) durchge-
fahrt. Ca. 10 ul Trypanblau-Zellsuspension wurden anschlieBend vor-
sichtig an den Rand des Deckglases pipettiert. Danach wurden alle 4
B-Quadrate ausgezahlt, wobei nur die vitalen Zellen berlcksichtigt
werden, welche den Farbstoff nicht aufgenommen haben. Die Zellzahl
kann hinterher nach folgender Formel berechnet werden:

[(B1 + B2 + B3 + B4) : 4] x V x 10* = Zellzahl / ml

B = B-Quadrat
V = Verdinnungsfaktor (hier: 2)

3.1.2  Nachweis der VEGF-Proteinexpression durch CT26-Zellen

Um die Expression und Sekretion von VEGF durch CT26-Zellen nach-
zuweisen, wurde der Zelliberstand quantitativ mittels ELISA gemaB
Protokoll des Herstellers auf den VEGF-Gehalt untersucht (Quantikine
Mouse VEGF Assay, R & D Systems, Wiesbaden-Nordenstadt,
Deutschland).

3.1.3  Vorbereitung der CT26-Zellen fiir eine Tumorinduktion

Die mit PBS gewaschenen und mit Trypsin/EDTA-L6sung inkubierten
und derart gelésten Zellen wurden in DMEM gewaschen. Dafur wurde
die Zellsuspension in ein Reagenzglas tUberfihrt und zentrifugiert (250
G, 24°C, 5 min). Nach der zweiten Zentrifugation wurden die Zellen in
10 ml DMEM resuspendiert und in der Neubauer Z&dhlkammer ausge-
zahlt. Die Zellen wurden in DMEM in der gewlinschten Konzentration
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resuspendiert. Bis zur Zellinjektion wurden die Zellen bei 4°C gela-
gert.

3.2 Produktion der rekombinanten adenoviralen Vektoren

3.2.1 Grundlagen

Adenovirus

Adenoviren enthalten eine doppelstrangige lineare DNA (Desoxyribo-
nukleinsdure) als Genom mit einer LAnge von ca. 32-36 kBp. Das Ge-
nom besteht aus finf kodierenden Bereichen, von denen vier (E1 bis
E4, early) frGh wahrend der Infektion aktiviert werden. Die Gruppe der
spat exprimierten Gene (L, /ate) ist fir die Synthese der viralen Struk-
turproteine verantwortlich. Im Verlauf eines viralen Infektionszyklus
werden die Gene der E-Gruppe (E1a, E1b, E2, E3 und E4) zuerst
transkribiert. Dabei leitet das Genprodukt der E1a-Gene eine Expres-
sionskaskade der anderen frihen Gene ein.

Die DNA-Replikation folgt der friihen Transkription in der spaten Pha-
se des Infektionszyklus. So werden die spaten Gene exprimiert, die
hauptsachlich Strukturproteine kodieren. Der reproduktive Zyklus fuhrt
dann zur Lyse der infizierten Wirtszellen.

Das fiir diese Arbeit verwendete Adenovirus gehdrt zum Typ 5, Sub-
gruppe C. Es ist gut charakterisiert. Adenovirus Typ 5 (Ad5) wird hau-
fig fir gentechnische Arbeiten zum Gentransfer verwendet. Aus Si-
cherheitsgrinden wurde die E1-Region von dem Adenovirus deletiert,
so dass die oben dargestellte Expressionskaskade nicht ablaufen kann
und so eine replikationsdefiziente Ad5-Mutante resultiert. Aus Kapazi-
tatsgrinden wurde auBerdem die E3-Region deletiert, um die Kapazi-
tat fur fremde DNA von ca. 2 kBp auf ca. 8 kBp zu erhéhen.

HER 911-Zelllinie

Die stabil Ad5-E1-transformierte HER 911-Zelllinie wurde als Verpa-
ckungszelllinie fir die Replikation der Adenoviren verwendet. Sie ent-
halten die E1-Region, die fiir die Replikation der Adenoviren essentiell
ist. Die Adenoviren binden an die 911-Zellen und l6sen damit den In-
fektionsprozess aus. Die gesamte zellschadigende Auswirkung der
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Adenoviren auf die Zelle wird als Zytopathogenitdt bezeichnet. Die
wichtigste Form des erkennbaren Zellschadens manifestiert sich als
Abkugelung der Zellen, der meist die Lyse folgt. Diese verédnderte
Zellmorphologie stellt die typische Form des zytopathischen Effekts
dar. Er spiegelt den Einfluss viruskodierter Vorgange auf zellulare
Prozesse wider, die den Bediirfnissen des Erregers angepasst werden.
So wird je nach Virustyp der Zellstoffwechsel bei der Virusinfektion
selektiv abgeschaltet. Die Adenoviren regulieren den Export der
mRNS aus dem Zellkern in das Zytoplasma durch das Zusammenwir-
ken viraler Proteine. Dabei werden zellspezifische Proteine im Kern
zurickgehalten. Translatiert und exportiert werden ausschlieBlich die
viralen Produkte. Das leitet auch den Zusammenbruch des Zellstoff-
wechsels ein.

Wahrend der Virusreplikation &ndert sich also die Zusammensetzung
der Zellkomponenten. Verschiedene Zellkomponenten werden ver-
mehrt oder vermindert produziert und verleihen der infizierten Zelle
ein neues Erscheinungsbild. Die Zerstérung der Mikrofilamente, der
Mikrotubuli und des Zytokeratingeristes fihren zu ihrer Abkugelung.
Dabei verandert sich auch die Struktur der Kontaktstellen, durch die
sich die Zellen aneinander binden und am Boden festhaften, so dass
die Kontakte verloren gehen und die Abkugelung erfolgt. Neben die-
sem als zytopathischem Effekt bezeichneten Erscheinungsbild lassen
sich frih Einschlusskdérperchen nachweisen. Diese dienen als Zei-
chen, dass die Zelle mit Virus infiziert wurde. Es handelt sich um in
der Zelle abgelagerte Virusproteine oder Viruspartikel, die sich durch
Anféarben sichtbar machen lassen.

3.2.2 Ampilifikation der rekombinanten adenoviralen Vektoren

Alle Virusexperimente wurden entsprechend der Anmeldung (§ 9 (1)
GenTG) beim Landesumweltamt Diusseldorf durchgefihrt (AZ 64-K-
1.93/02).

In dieser Arbeit wurden drei verschiedene adenovirale Vektorkonstruk-
te verwendet. AdsFIt-1 und AdsFlk-1 tragen ein Fusionsprodukt aus
dem fir die extrazelluldre Doméane des VEGF-Rezeptors 1 bzw. 2 ko-
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dierenden Gen mit einem fir ein murines Immunglobulin-Fragment
kodierenden Gen. AdLacZ tragt das LacZ-Gen von E. coli. Diese Gene
wurden unter die Kontrolle des ,early immediate“-Promotors des Cy-
tomegalievirus gestellt und in die deletierte E1-Region des adenovira-
len Genoms eingesetzt.

Die nadhere Darstellung der Rezeptorsysteme des VEGF ist bereits
erfolgt. Die Adenoviren AdsFlk-1 und AdsFIt-1 wurden groBzugiger-
weise von R. Mulligan (Boston, MA, USA) zur Verfligung gestellt, die
Herstellung dieses Vektorkonstrukts wird in der Literatur beschrieben
[Kuo et al., 2001]. Die Viren tragen die Gene fir sFlk-1 und sFlt-1.
Diese kodieren fir die l6slichen VEGF-Rezeptorproteine sFlk-1 bzw.
sFlt-1, welche in der Therapie verwendet wurden. Das Adenovirus
AdLacZ enthéalt das LacZ-Gen von E. coli. Dieses LacZ-Gen kodiert fur
das Enzym B-Galaktosidase, das als Kontrollvektor verwendet wurde
[Qian et al., 1995].

Unter Virusamplifikation versteht man die Vermehrung des Adenovi-
rus, um die fur die in vitro- und in vivo-Experimente bendtigten Men-
gen zu erlangen. Geeignete Verpackungszellen werden in groBer An-
zahl infiziert, in Inkubationsschranken kultiviert, aufgebrochen und die
freigesetzten Viruspartikel gewonnen. Der Prozess der Amplifikation
findet in verschiedenen aufeinander folgenden Schritten statt. Diese
umfassen die Zellinfektion, die Virusreplikation, die Virusaufreinigung
und die Virusdialyse.

Die Zellinfektion erfolgt in den HER 911-Zellen mit dem Adenovirus.
Wie vorher beschrieben, bieten die 911-Zellen die E1-Region in trans
an, so dass eine Virusvermehrung stattfinden kann. Dabei entstehen
replikationsdefiziente infektiése Viren.

Dafir wurden HER 911-Zellen in zwei Kulturflaschen (T-175 cm3) kul-
tiviert. Bei 70-80%iger Zellkonfluenz wurde das Medium abgesaugt
und die Zellen mit 2 ml des Virusstocks (15 ml, 2% FCS, DMEM pro
Flasche) 30 min bei RT inkubiert.
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AnschlieBend wurde erneut Kulturmedium (15 ml, 2% FCS, DMEM)
dazugegeben und 48 Stunden im Brutschrank inkubiert (37°C, 10%
CO02, 95% Luftfeuchtigkeit). Mindestens 80% der Zellen sollten infiziert
sein und Zeichen des zytopathischen Effekis zeigen. Bei der Zellernte
wurden die Zellen mechanisch durch Beklopfen der KulturgefaBe vor-
sichtig abgeldst. Danach wurden sie in ReagenzgefédBe Uberfihrt und
bei 1000 G und 24°C 5 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde in fri-
schen ReagenzgefdBen gesammelt. Das Pellet wurde in steriler Puf-
ferldsung resuspendiert (je 0,5 ml 0,1 M Tris/Cl (pH 8) pro T-175 cm?®
Flasche) und bei —80°C gelagert. Der infektiése Zelllberstand wurde zur
Infektion frischer 70-80% konfluenter 911-Zellen (30 Kulturflaschen a
175 cms) verwendet (3 ml Uberstand in 12 ml DMEM, 2% FCS pro Fla-
sche). Nach 30 min Inkubation bei RT wurden 15 ml DMEM (2% FCS)
pro Flasche dazugegeben und fiir weitere 48 Stunden inkubiert. Die
Zellen wurden geerntet und zentrifugiert (1000 G, 5 min, 24°C). Das
Zellpellet wurde resuspendiert (0,5 ml/Flasche 0,1 M Tris/Cl, pH 8,
steril) und bei -80°C gelagert.

Danach wurde die Aufreinigung des Adenovirus durchgefiihrt. Die bei
-80°C gelagerten Zellpellets wurden im Wasserbad bei 37°C aufgetaut
und direkt wieder in flissigem Stickstoff eingefroren. Dieser Vorgang
wurde viermal wiederholt. Zellreste wurden bei 1500 G abzentrifugiert.
In dem verbleibenden Uberstand befanden sich die viralen Partikel.
Der Uberstand wurde geborgen, die Zelltrimmer verworfen.

Der so gesammelte Uberstand wurde auf Ultrazentrifugenréhrchen
verteilt, in welchen 3 ml gesattigte CsCIl-Lésung vorgelegt wurde. Das
freie Restvolumen wurde mit steriler Pufferlésung (0,1 M Tris/Cl, pH 8)
aufgefillt und entliftet verschlossen. Jedes R&éhrchen wurde mit ei-
nem Gummistopfen sowie mit einem kleinen Metallkdappchen ver-
schlossen. Die jeweiligen Gegengewichte wurden auf 0,001 g austa-
riert und in einen Festwinkelrotor gestellt, so dass die gleichgewichti-
gen Rdéhrchen einander gegentber zu liegen kamen. Die Ultrazentrifu-
gation erfolgte (100.000 G, 4°C, 22 h) bei maximaler Beschleunigung
ohne Bremse. Wahrend der Zentrifugation bildete sich ein CsClI-
Gradient, so dass sich die intakten Viruspartikel entsprechend ihrer
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Masse und dem Gradienten in einer milchigen Bande konzentrierten

(s. Abb. 2).

Abb. 2:
Konzentrierte Viruspartikel als Bande sichtbar im Zentrifugenrohrchen nach der CsCl-Gleichgewichts-
Ultrazentrifugation

Um die Virusbande zu gewinnen, wurde eine 26-G-Kanile ca. 1 cm
unterhalb der Virusbande durch das Rd&hrchen in die Lésung vorge-
schoben. Die abgeschragte Kante der Kanlile wurde nach oben ge-
richtet und die Virusbande vorsichtig aspiriert. Die gewonnene Sus-
pension wurde in ein frisches Ultrazentrifugenréhrchen Uberfihrt und
das Restvolumen aufgefillt (0,1 M Tris/Cl steril (ph 8) und gesattigte
CsCl-Lésung im Verhéltnis 2:1) und erneut zentrifugiert (100.000 G,
4°C, 22 h). Die Virusbande wurde erneut aspiriert und in eine Dialyse-
kammer Uberfihrt. Die Dialyse erfolgt zunachst fir 30 min in einem
Becherglas gegen 700 ml PBS als Dialysat. Danach wurde das ver-
wendete PBS durch frisches ausgetauscht und 30 min bei 4°C gerlhrt.
Das PBS wurde weitere zwei Male durch 4°C kaltes PBS ersetzt. Das
so aufgereinigte und konzentrierte Virus wurde in 150 pl Aliquots mit
je 10% Glycerol bei -80°C gelagert.
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3.2.3  Viruskonzentration

Die Viruskonzentration wurde mit einem Spektrophotometer (OD-
Messung, opu/ml) und funktionell als zytopathischer Effekt (Plaque-
Assay, pfu/ml) bestimmt.

3.2.3.1 OD-Messung

Durch Messung der optischen Dichte 1&4Bt sich die Menge der Viruspar-
tikel bestimmen (,optical particle units’, opu/ml). Diese Bestimmung
liefert einen ungefdhren Wert, welcher in die genauere Messung im
Plaque-Assay einflieBt.

20 pl Ad-Vektor-Stock wurden in 480 pl OD-Puffer Gberfihrt und bei
56°C 10 min unter Schitteln inkubiert. Als Nullwert-Ldsung diente
reiner OD-Puffer. Bei A = 260 nm (OD2s0) wurde die Absorption in ei-
ner Quarzkivette gemessen. Der ODgzgo-Wert [opu/ml] wird in folgen-
der Weise berechnet:

opu/ml = ODgg x Verdiinnungsfaktor x 1,1 x 10"

3.23.2 Zytopathischer Effekt ('Plaque Assay')

Bei dem zytopathischen Effekt (CPE) handelt es sich um die Abkuge-
lung und Ablésung der mit Virus infizierten Zellen. Damit wurde eben-
falls die Konzentration der tatséchlich infektiésen Viruspartikel be-
stimmt. Bei dieser Methode wurden in einer Dilutionsreihe die hdchs-
ten Verdlinnungen mit nachweisbarem CPE ermittelt. Daflir wurden 1 x
10* 293-Zellen in 200 ul Medium je Loch einer 96-well-Zellkulturplatte
fir ca. 24 h zur Zellinfektion kultiviert. Das Medium wurde abgesaugt
und die Zellen mit 50 pl unterschiedlicher Verdinnung des Adenovirus
einschlieBlich Nullkontrolle (DMEM, 2% FCS, kein Virus) infiziert. Die
hochste Dilution richtet sich nach dem Titer, der mittels OD-
Bestimmung berechnet wurde. Die Bestimmung erfolgte im achtfachen
Ansatz.
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Tab. 1:
Verdiinnungsreihe fiir den ,Plaque Assay’ (Bestimmung der pfu/ml)

Verdiinnungsstufe | Medium [ul] Virus [pl] Faktor

1 495 5 1x10°

2 990 10 1x10*

3 990 10 1x10°

4 500 500 2x10°

5 500 500 4x10°

6 500 500 8x10°

7 500 500 1,6 x 10
8 500 500 3,2x 10’
9 500 500 6,4 x 10
10 500 500 1,28x10°
11 500 500 2,56 x10°
12 500 500 512x10°
13 500 500 1,02 x 10°
14 500 500 2,05 x 10°
15 500 500 4,1x10°
16 500 500 8,19 x 10°
17 500 500 1,63 x 10°
18 500 500 3,26 x 10°
19 500 500 6,52 x 10°
20 500 500 1,3x10™

Nach 6 h Inkubation wurden 150 pul DMEM (2% FCS) pro Loch hinzu-
gegeben und im Brutschrank 8 Tage inkubiert (37°C, 10% COg2, 95%
Luftfeuchtigkeit). In der Regel konnten ab dem 5. Tag zytopathische
Effekte beobachtet werden. Nach 8 Tagen wurde unter dem Durch-
lichtmikroskop die Anzahl der ,plaque forming units’ (pfu/ml) bestimmt.
Es wurde die héchste Verdinnungsstufe ermittelt, bei welcher noch
ein Plaque zu erkennen ist. Das Ergebnis der achtfachen Bestimmung
wurde gemittelt und mit dem Verdinnungsfaktor multipliziert.
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3.2.4  Ausschluss Wildtypkontamination

Es wurde Uberprift, ob die produzierten rekombinanten Adenoviren in
der Karzinomzelllinie A549 replizieren kdnnen. Dies ist nur fir Wild-
typ-Viren (wAd) méglich bzw. fir den Fall einer theoretisch mdglichen
Rekombination von urspringlich E1-deletierten Adenoviren (rAd) mit
wAd. Aufgrund der E1-Gen-Deletion der verwendeten rekombinanten
Adenoviren findet fir diese keine Virusreplikation statt, da die A549-
Zellen die E1-Region nicht anbieten. So wurde eine Wildtypkontamina-
tion ausgeschlossen. Der Nachweis wurde analog zu der Methode
gefihrt, die sich des zytopathischen Effektes bedient. Nur wurden
anstelle von 293-Zellen A549-Zellen benutzt.

3.2.5 Transgenexpression des Kontrollvektors AdLacZ in vitro

Das Produkt des LacZ-Gens ist die B-Galaktosidase, deren Aktivitat
nachgewiesen werden kann. Die B-Galactosidase ist ein Enzym, das in
der Lage ist, 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-Galaktopyranosid (X-Gal)
in B-D-Galaktose und 5-bromo-4-chloro-Indigo zu spalten, das eine
Blaufarbung hervorruft, die im Lichtmikroskop sichtbar ist.

Daflr wurden zuerst 2,5 x 10% A549-Zellen in einer 6-Loch Zellkultur-
platte mit 2 ml DMEM je Loch kultiviert. Nach 12 h Inkubation wurde
das Medium abgesaugt und die Zellen, auBer der Negativkontrolle, mit
MOI 250 infiziert. Unter MOI (multiplicity of infection) versteht man die
durchschnittliche Anzahl an Viruspartikeln, die benétigt wird, unter Standardbe-
dingungen eine Zelle zu infizieren. Nach 30 min Inkubationszeit wurden
1500 pl 2%iger DMEM je Loch hinzugefligt. Die 6-Loch-Zellkulturplatte
wurde fir 48 Stunden im Brutschrank inkubiert. Das Medium wurde
abgesaugt und die Zellen zweimal mit 1000 pl PBS pro Loch gewa-
schen. Dann wurden die Zellen mit 1000 ul 0,5%iger Glutaraldehydl6-
sung fixiert. Wahrend der 10 min Fixierungszeit wurde die Farbungslé-
sung frisch angesetzt. Die Zellen wurden zweimal mit 1000 ul PBS pro
Loch gewaschen und dann 1000 pl Farbungslésung pro Loch iber-
fuhrt. Nach einer Inkubation von ca. 2 h wurden die Zellen unter dem
Lichtmikroskop bei 400facher VergréBerung betrachtet. Die Anzahl der
blauen Zellen repréasentierte die Anzahl der transfizierten Zellen. Die
Anzahl von blauen Zellen pro Gesichtsfeld wurde durch die Gesamt-
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zahl von Zellen dividiert und mit 100 multipliziert. So wurde die Pro-
zentzahl der transfizierten Zellen ausgerechnet (Transduktionseffi-
zienz).

3.2.6 Nachweis des Transgens in infizierten Zellen

Um die korrekte Funktion des adenoviralen Vektors zu Uberprifen,
wurde RNA aus mit Virus infizierten Zellen isoliert, diese revers
transkribiert (also in cDNA umgeschrieben) und anschlieBend mittels
PCR-Reaktion amplifiziert (RT-PCR).

A549-Zellen wurden dazu mit AdLacZ bzw. AdsFlk-1 infiziert (MOI
250). Nach 48 h Inkubation wurden Zellen und Zellkulturmedium ge-
wonnen. Die RNA wurde mit dem ,GenElute Total Mammalian RNA Kit’
(Sigma, Taufkirchen, Deutschland) gemaB Herstellerangaben extra-
hiert und anschlieBend mit RQ1-DNase (Promega, Mannheim,
Deutschland) verdaut. Die Nukleinsdurekonzentration wurde bestimmt
und 1 pg RNA anschlieBend in der RT-Reaktion mit Random-Primern
(Promega, Mannheim, Deutschland) und MMLV-Reverse-Transkriptase
(Promega, Mannheim, Deutschland) eingesetzt. Die folgende Polyme-
rasekettenreaktion (PCR, 30 Zyklen) fir sFlk-1 wurde mit 5°-
TCTGTGGTTCTGCGTGGAA-3° als forward- und 5°-
GTATCATTTCCAACCACCCT-3" als reverse primer durchgefihrt. Als
Positivkontrolle wurden Primer fir humanes B-Actin benutzt. Die Gro-
Be der amplifizierten Produkte wurde mittels Elektrophorese im
1,2%igen Agarosegel ermittelt.

3.2.7 Nachweis der Transgenexpression in vitro und in vivo

Zum Nachweis des sFlk-1- bzw. sFlt-1-Proteins in vitro wurden 100 pl
kultivierten Zelllberstandes von infizierten A549-Zellen in eine 96-
Loch-Platte gegeben und Uber Nacht bei 4° C inkubiert. Nach dreima-
ligem Waschen mit PBS wurde die ELISA-Platte fir 2 Stunden mit an-
ti-Maus-VEGFR-2(Flk-1)-Antikérper bzw. anti-Maus-VEGFR-1(Flt-1)-
Antikérper (1:200, R & D Systems, Wiesbaden-Nordenstadt, Deutsch-
land) inkubiert. Nach erneutem Waschen mit PBS folgte die Inkubation
mit dem zweiten Antikérper (1:50.000, monoklonales anti-Schaf/Ziege-
Peroxidase-Konjugat, Sigma, Saint Louis, Missouri, USA). Nach wie-
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derholtem Waschen wurde die Platte fir 15 Minuten mit TMB-Substrat
(Biozol, Eching, Deutschland) inkubiert. Die Farbintensitdt wurde in
einem ELISA-Lesegeréat quantifiziert.

Der Nachweis des sFlk-1-Proteins in vivo erfolgte mittels western blot-
Analyse. 5 pyl Serum von mit AdLacZ bzw. AdsFlk-1 behandelten Tie-
ren wurde auf einem 7,5%igen SDS-Polyacrylamid-Gel aufgetrennt.
Das Protein wurde auf eine PVDF-Membran Gbertragen, der Nachweis
des sFlk-1-Proteins wurde mittels eines primaren anti-Maus-VEGFR-
2(Flk-1)-Antikérpers von der Ziege (1:500, R & D Systems, Wiesba-
den-Nordenstadt, Deutschland) und eines murinen anti-Ziege/Schaf-
Sekundar-Antikérpers (1:160.000, Sigma Aldrich, Saint Louis, USA)
gefthrt. 200 ng eines rekombinanten murinen VEGFR-2-Proteins (R &
D Systems, Wiesbaden-Nordenstadt, Deutschland) wurden als Positiv-
kontrolle eingesetzt. Entwickelt wurde mittels Chemolumineszenz-Kit
(SuperSignal West Pico) auf CL Xposure-Film (beides Perbio, Bonn,
Deutschland).

3.3 Funktionelle Untersuchungen
3.3.1 In vitro

3.3.1.1 Tube-Formation Test

Die Potenz der verwendeten angiostatischen Proteine, das Wachstum
von GefdBen zu inhibieren, laBt sich in vitro mit Hilfe des Tube-
Formation-Tests verifizieren. Dieser Test wurde mittels HUVE-Zellen
in einer 24-Loch-Platte durchgefihrt, welche zuvor mit Matrigel beschich-
tet wurde. ,,Matrige/TM Basement Membrane Matrix" ist eine extrazellulé-
re Matrixsubstanz, die aus dem Engelbreth-Holm-Swarm (EHS)-
Maussarkom stammt. Bei 4°C ist sie fllissig, zwischen 22°C und 35°C
gallertartig. Hier einsprossende GefaBstrukturen sind lichtmikrosko-
pisch sicht- und quantifizierbar.

A549-Zellen wurden mit AdLacZ (als Kontrollvektor) und AdsFlk-1 bzw.
AdsFlt-1, jeweils MOI 250, Gber 70 h inkubiert. 320 ul Matrigel wurden
pro Loch eingesetzt. HUVE-Zellen wurden in 1%igem Medium 200 re-
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suspendiert, so dass jedes well 75 pl Suspension mit 25.000 Zellen
enthielt. Eine Vorinkubation erfolgte mit 75 pl Uberstand der infizier-
ten A549-Zellen, 30 min, 37°C, 10% CO,. Danach wurden 150 ul Me-
dium 200 mit 10% LSGS (,low serum growth supplement’) pro Loch
hinzugefiigt und 4-6 h inkubiert (37°C, 10% COz). Die Quantifizierung
wurde durch Auszahlung der vollstdndig ausgebildeten tubes (= ge-
faBartige Strukturen) im ganzen well unter dem Durchlichtmikroskop
bei 40facher VergréBerung vorgenommen.

3.3.2 In vivo

3.3.21 Matrigel-Angiogenese Test

In vivo wurde die Angiogenese ebenfalls mittels Matrigel untersucht.
Es sollte gezeigt werden, welche Auswirkung die Behandlung mit ade-
noviralen Vektorkonstrukten auf die Ausbildung gefédBartiger Struktu-
ren innerhalb der Matrigelsubstanz in vivo hat.

Daflir wurden 5 x 10° pfu AdlacZ bzw. AdsFlk-1 in die warmedilatierte
Schwanzvene von C3H-M&ausen gespritzt. Nach 24 Stunden wurden die
Mause wie unten beschrieben betdubt, das ventrale Abdomen wurde
rasiert und desinfiziert. Es wurden subkutane Depots von jeweils 500
pul Matrigel-VEGF165 (10 ng/ml VEGF) in die rechtsseitige midabdomi-
nale Region der Tiere gesetzt. Nach neun Tagen wurden die Tiere
getdtet, die Matrigel-Depots entnommen und in 4%igem Formalin fi-
xiert. Sodann wurden Dinnschnitte angefertigt und mit Hamatoxylin-
Eosin gefarbt. Unter dem Durchlichtmikroskop wurde die Anzahl ge-
faBahnlicher Strukturen unter Verwendung eines Objektivgitternetzes
ermittelt.

3.4 Tiermodell fiir das metastasierte kolorektale Karzinom (CRC)

3.41 Allgemeine Bedingungen

Alle Tierexperimente wurden nach Genehmigung (AZ 50.203.2-BN 22,
12/01) der Bezirksregierung Kdéln durchgefihrt.
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Es wurden Balb/c-Mause benutzt, weil die fir die Induktion subkutaner
bzw. intrahepatischer Tumorzellverbdnde verwendete murine Kolorek-
talkarzinomzelllinie CT26 fir diesen Mausstamm syngen ist. Die Be-
tdubung der Tiere erfolgte mittels intraperitonealer Injektion von Rom-
pun 2% 0,01 mg/g KG, Ketanest 0,1 mg/g KG in 0,9%iger NaCl-Lésung
(injiziertes Volumen 100 pl) mit einer 29-G-Insulinspritze. Nach der
Anésthesie wurden die M&use bis zum Erwachen intensiv beobachtet.
Wéahrend des Beobachtungszeitraums wurden nicht nur objektive Da-
ten in Bezug auf TumorgrdBenentwicklung oder Uberlebensvorteile
erhoben, auch wurde das subjektive Befinden der Tiere anhand von
Parametern wie Fressgewohnheiten, Fellpflege und Sozialverhalten
beobachtet.

3.4.2 Induktion subkutaner Tumoren

CT26-Zellen wurden wie beschrieben vorbereitet. In Vorversuchen
wurden die ideale Zellzahl und -konzentration zur Induktion subkuta-
ner Tumoren ermittelt. Die Zellen wurden in einer Konzentration von 1
x 10° Zellen in 100 pl FCS-freiem DMEM resuspendiert. Bis zur Injek-
tion wurden sie bei 4°C gelagert. Die Mause wurden wie beschrieben
betdubt und im Bereich der rechten Flanke rasiert. Rechts dorsokaudal
der Spina zwischen Hinterlauf und Schwanzansatz wurde eine Hautfal-
te produziert und die Zellen mit Hilfe einer 29-G-Insulinspritze lang-
sam subkutan injiziert (100 pl). Bis zum Erwachen wurden die Tiere
eng Uberwacht.

3.4.3 Tumorverlauf des subkutanen CRC-Modells

Die Mause wurden jeden zweiten Tag kérperlich untersucht und die
Injektionsstelle kontrolliert. Die Messung der TumorgréBe wurde mit
Hilfe eines Messschiebers in zwei Durchmessern, Lange und Breite,
vorgenommen und das Volumen mit folgender Formel approximiert:
Volumen = a x b x 0,52
a = Langsdurchmesser [mm]
b = Querdurchmesser [mm]
Es wurden zwei verschiedene Studienansatze verfolgt. In beiden Fal-
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len erfolgte die Induktion der Tumoren gemaB der obigen Darstellung,
an Tag 6 post injectionem die Aufteilung in drei gleichgroBe Therapie-
gruppen durch i.v. Injektion der adenoviralen Vektoren AdLacZ,
AdsFlk-1 und AdsFlt-1 gem&B unten dargestelltem Vorgehen.

Im ersten Ansatz erfolgte die Kontrolle des Tumorwachstums durch
regelméaBiges Messen der GrdBenentwicklung. Wenn der Tumor im
Mittel einen Durchmesser von 15 mm erreichte, wurden die Tiere mit-
tels zervikaler Dislokation getdtet und dieser Zeitpunkt als Sterbeda-
tum notiert. Somit konnte sowohl das Wachstumsverhalten als auch
ein méglicher Uberlebensvorteil durch die Therapie untersucht wer-
den.

Im zweiten Ansatz wurde zu definierten Zeitpunkten willklrlich eine
festgelegte Anzahl von Tieren aus den jeweiligen Versuchsgruppen
entnommen, getdtet und die Tumorgr6Ben bestimmt sowie Gewebs-
und Serumproben zur spateren laborchemischen Analyse gewonnen.
In diesem Versuchsansatz sollten u.a. die Lebertoxizitdt und die Ent-
wicklung des VEGF-Serumspiegels bei unterschiedlichen systemi-
schen Behandlungen untersucht werden.

3.4.4  Induktion intrahepatischer Tumoren

Der intrahepatische Ansatz wurde als hepatisches Einzeltumormodell
des metastasierten CRC realisiert. CT26-Zellen wurden wie beschrie-
ben vorbereitet. Sie wurden in einer Konzentration von 1 x 10° Zellen
in 50 pl reinem DMEM resuspendiert. Bis zur Zellinjektion wurden sie
bei 4°C gelagert. Nach Betdubung wie beschrieben wurde das ventrale
Abdomen sorgféltig rasiert. Die Mause wurden in Supinationslage fi-
xiert. Nach Desinfektion des rasierten Hautbereichs erfolgte ein sagit-
taler Oberbauch-Hautschnitt median bis zum Sternum (ca. 1 cm). Vor-
sichtig wurde die Haut vom Peritoneum préapariert. Dieses wurde eben-
falls mittels eines sagittalen Oberbauchschnitts median in der Linea
alba bis zum Sternum eré6ffnet. Dabei wurde mit einer anatomischen
Pinzette die Abdominalwand leicht angehoben. Der linke Leberlappen
wurde identifiziert und behutsam herausluxiert und auf steriler Gaze
far die Zellinjektion fixiert. Die CT26-Zellen wurden mittels einer 29-G-
Insulinspritze subkapsular binnen 1 min langsam in den linken Leber-
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lappen injiziert. Nach der Injektion wurde fir ca. 5 min mit einem steri-
len Haemostyptikum tamponiert, um eine Blutung sowie einen Zellaus-
tritt zu vermeiden. Die Leber wurde in die intraperitoneale Lage repo-
niert und die ventroabdominale Wand in zwei Schichten mit 5/0 resor-
bierbarem Faden verschlossen. Dabei wurde zuerst die muskulare
Wand und danach die Haut verschlossen. Die Wunde wurde desinfi-
ziert und die Tiere bis zum Erwachen beobachtet.

3.4.5 Tumorverlauf des intrahepatischen CRC-Modells

An Tag 3 post injectionem erfolgte die Aufteilung in drei gleichgroBe
Therapiegruppen durch i.v. Injektion der adenoviralen Vektoren geman
unten dargestelltem Vorgehen. Die Verlaufsbeobachtung wurde mittels
zweier Methoden durchgefiihrt, explorativer Laparotomie und Organ-
entnahme. Hierbei wurden die Tumormassen in zwei Durchmessern,
Lédnge und Breite, mit Hilfe eines Messschiebers gemessen. Die M&u-
se wurden innerhalb von 14 Tagen nach der Tumorinduktion einmal in
Narkose relaparotomiert und zuletzt mittels zervikaler Dislokation ge-
tétet und obduziert. Dabei wurden Serumproben fiir die spatere labor-
chemische Analyse gewonnen.

3.4.5.1 Explorative Laparotomie

Das Verfahren wurde wie bei der Tumorinduktion durchgefihrt, so
dass die Leber herausluxiert wurde und die Tumormassen in zwei
Durchmessern, Ladnge und Breite, gemessen wurden. Es wurde auch
auf intraperitoneale Metastasierung hin untersucht. Die Leber wurde in
intraperitoneale Lage reponiert und wie oben beschrieben weiter be-
handelt. Die M&duse wurden bis zum Erwachen intensiv beobachtet.

3.4.5.2 Organentnahme

Nach dem Toten der Tiere wurden Gewebeproben von Herz, Lunge,
Leber und Niere gewonnen. Die hepatischen Tumormassen wurden
mittels eines Messschiebers in zwei Durchmessern, Ldnge und Breite,
gemessen.

Tumorproben wurden sowohl von den subkutanen als auch von den
hepatischen Tumoren gewonnen.
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3.4.6 Intravendse Vektorinjektion

An Tag 4 bzw. Tag 6 post Tumorinduktion erfolgte der Beginn der sys-
temischen Therapie durch intravendse Injektion der adenoviralen Vek-
toren. Die Tiere wurden fixiert und mittels einer Infrarotlampe eine
Hyperédmie der SchwanzgefaBe herbeigefuhrt. Als optimale Konzentra-
tion der adenoviralen Vektoren wurde, basierend auf den Ergebnissen
voriger Studien, 5 x 10° pfu, resuspendiert in 150 pl NaCl 0,9%, fest-
gelegt. Die Vektoren wurden bis zur Injektion bei 4°C gelagert. Die
Schwanzvene wurde identifiziert und o.g. Konzentration langsam mit
Hilfe einer 29-G-Insulinspritze intravends injiziert.

3.5 Laborchemische Analyse

3.5.1 Gewinnung von Untersuchungsmaterial

Im Serum der Tiere wurde die Aktivitdt der Alanin-Aminotransferase
(ALT) als indirekter Parameter fir das AusmaB der Leberschadigung
gemessen. Ebenso wurden Serumspiegel des VEGF und der exprimier-
ten Proteine mittels ELISA bzw. western blot gemessen und im zeitli-
chen Verlauf dargestellt. Dazu wurden, wenn die Tiere getétet wurden,
Vollblutproben gewonnen, diese zentrifugiert und das Serum abge-
nommen. Dieses wurde zur spateren laborchemischen Analyse bei
-20°C eingefroren. Desweiteren wurde nicht-tumortragenden, mit den
adenoviralen Vektorkonstrukten behandelten Tieren Blut entnommen
und zur spateren Analyse eingefroren.

AuBerdem wurde Tumorgewebe und Gewebsproben von Herz, Lunge,
Leber und Niere gewonnen und direkt im Anschluss an die Entnahme
in flissigen Stickstoff gebettet, anschlieBend bei -80°C eingefroren
und so zur spateren laborchemischen Analyse konserviert. In homoge-
nisierten Proben dieses Gewebes wurde einerseits die Genexpression
VEGF durch Nachweis der mRNA, andererseits die organspezifische
VEGF-Aktivitat gemessen.

3.5.2 Lebertoxizitat

Die Hepatotoxizitdt der injizierten adenoviralen Vektoren wurde an-
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hand der Bestimmung der Alanin-Aminotransferase (ALT) im Serum
behandelter Tiere quantifiziert. ALT ist ein leberspezifisches Enzym.
Die Héhe des Enzymanstieges kann als Marker einer Leberzellschéadi-
gung gesehen werden.

Die Lebertoxizitat der adenoviralen Vektoren wurde im laufenden Ver-
such bei subkutan tumortragenden Tieren durch ALT-Bestimmung
Uberprift. Die Messung wurde als Standardmessung im biochemischen
Routinelabor maschinell durchgefihrt.

3.5.3 VEGF-Aktivitat im Serum

Die Bestimmung des VEGF im Serum der behandelten Tiere erfolgte
quantitativ in Proben von 20 ul Serum unter Verwendung des Quanti-
kine Mouse VEGF Assay (R & D Systems, Wiesbaden-Nordenstadt,
Deutschland) gemaB dem Protokoll des Herstellers.

3.5.4 Transgenexpression im Serum

Der Nachweis der exprimierten Transgene erfolgte exemplarisch als
qualitativer Nachweis von sFlk-1-Protein im Serum behandelter Tiere
mittels western blot-Untersuchung. Daflr erfolgte die Aufspaltung der
Proteine zunédchst auf einem 7,5%igen SDS-Polyacrylamid-Gel, ge-
folgt vom Transfer auf eine PVDF-Membran. sFlk-1 wurde mit einem
anti-Maus-VEGFR-2-Antikdrper von der Ziege (1:500, R & D Systems,
Wiesbaden-Nordenstadt, Deutschland) als primédrem, anschlieBend mit
einem sekundaren anti-Ziege/-Schaf-Antikérper (1:160.000, Sigma
Aldrich, Saint Louis) gekoppelt. Rekombinantes murines VEGFR-2-
Protein (200 ng, R & D Systems, Wiesbaden-Nordenstadt, Deutsch-
land) wurde als Positivkontrolle eingesetzt. Die immunreaktiven Ban-
den wurden mit einem Chemolumineszenz-Kit (SuperSignal West Pico)
auf CL Xposure-Film (beides Perbio, Bonn, Deutschland) sichtbar ge-
macht.

3.5.5 Nachweis der VEGF-Expression in vivo

Um die Herkunft des VEGF im Serum der tumortragenden Tiere zu
klaren, wurden die entnommenen Gewebsproben homogenisiert und
die RNA unter Verwendung des NucleoSpin RNA Il Kit (Macherey &
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Nagel, Diren, Deutschland) isoliert. Nach dem DNAse-Verdau wurde
die RNA-Konzentration bestimmt und 1 pg RNA in der RT-Reaktion
eingesetzt, um cDNA zu gewinnnen. Die PCR fir VEGF wurde mit 5-
CCTGGTGGACATCTTCCAGGAGTA-3’ als forward- und 5-
CTCACCGCCTTGGCTTGTCACA-3' als reverse-primer durchgefihrt.
Als Kontrolle wurden Primer fir B-Aktin eingesetzt (Stratagene, La
Jolla, CA, USA). Die Produkte der PCR wurden mittels Gelelektropho-
rese auf einem 1,5%igen Agarosegel sichtbar gemacht.

3.5.6 VEGF-Aktivitat in Gewebsproben

Der quantitative Nachweis der VEGF-Aktivitdt in den entnommenen
Gewebsproben wurde mittels ELISA gefihrt.

3.6 Histologische Methoden

3.6.1 Herstellung von Paraffinschnitten

Fiar die Herstellung von Paraffinschnitten wurden entnommene Gewe-
beproben tUber 24 h in 4%iger PBS-gepufferter PFA-L6sung fixiert. Die
Entwasserung der Gewebestiicke und die anschlieBende Uberfiihrung
in Paraplast Uber eine aufsteigende Alkoholreihe erfolgte mit Hilfe des
Tissue-Tek-Systems (Sakura Finetek, Zoeterwoude, Niederlande).
Danach wurden die Gewebestliicke an einem GieBstand in Paraplast-
Bléckchen gegossen. Am Microtom wurden Paraffinschnitte hergestellt
und diese 24 h bei 37°C getrocknet.

3.6.2 Hamatoxylin-Eosin (H.E.)-Farbung von Paraffinschnitten

Die entparaffinierten Schnitte wurden 5 min in Hé&matoxylin-
Farbelé6sung inkubiert und anschlieBend 10 min unter flieBendem
Wasser gewdassert. Danach wurden die Schnitte 5 min in Eosinldsung
(1 g Eosin in H20O, direkt vor Gebrauch werden einige Tropfen Eisses-
sig zugefligt) inkubiert. Da Eosin wasserldslich ist, wurden die Schnit-
te in aufsteigender Alkoholreihe nur kurz in H20, 60%igem und
80%igem Alkohol inkubiert.
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3.7 Statistische Analysen

Die TumorgréBen werden als mittlere Tumorvolumina unter Angabe
des Standardfehlers des Mittelwertes (SEM) dargestellt. Kontinuierli-
che Parameter verschiedener Gruppen wurden mittels U-Test nach
Mann-Whitney miteinander verglichen. Uberlebensanalysen wurden
mit Hilfe der Kaplan-Meier-Methode (SPSS fir Windows, SPSS GmbH,
Minchen, Deutschland) dargestellt und statistisch mittel log-rank Ana-
lyse ausgewertet. Die Korrelationen wurden mittels Spearman-
Korrelationskoeffizient berechnet. Ein p-Wert kleiner als 0,05 wurde
als statistisch signifikant angesehen.
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4 Ergebnisse
4.1  Zellkultur

411 Nachweis der VEGF-Sekretion durch CT26-Zellen

Da der Versuchsansatz eine Hemmung der Angiogenese durch die
funktionelle Antagonisierung von zirkulierendem VEGF zum Ziel hat,
wurde zunédchst untersucht, ob die benutzte Tumorzelllinie CT26 VEGF
exprimiert und sezerniert. Dazu wurde der Zelliberstand kultivierter
CT26-Zellen (10°/well) quantitativ mittels ELISA auf den VEGF-Gehalt
hin untersucht. Es fanden sich Konzentrationen von Gber 360 pg/ml (s.
Abb. 3).

350

[ ] DMEM
CT-26

300 —

250 —

200 —
150 —

VEGF [ng/ml]

100 —
50 —

Zelliberstand

Abb. 3:

Darstellung des VEGF-Gehaltes von Zelliiberstand kultivierter CT-26-Zellen.

Der Zelliiberstand konditionierter CT26-Zellen wurde mittels ELISA-Technik auf den quantitativen Gehalt an
VEGEF hin untersucht (CT-26), als Kontrolle wurde Zellkulturmedium verwendet (DMEM). Der Zelliiber-
stand enthilt Konzentrationen von iiber 360 ng VEGF / ml Uberstand, im reinen Zellkulturmedium ist kein
VEGF nachweisbar.
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4.2 Rekombinante adenovirale Vektoren

4.21 Virusamplifikation

Zur Amplifikation der far den Transfer des genetischen Materials ver-
wendeten Adenoviren sind mehrere Schritte notwendig. Die Infektion
erfolgte in stabil fir die E1-Region von Ad5 transformierten HER 911-
Zellen, so dass eine Replikation von E1-deletierten Viren in vitro statt-
finden kann. Der Infektion und Ernte folgten mehrere Konzentrations-
und Aufreinigungsschritte.

4.2.2 Konzentrationsbestimmung

Die Bestimmung der Konzentration der amplifizierten Vektoren erfolgte
mittels zweier Verfahren. Zum einen wurde durch Bestimmung der
optischen Dichte die Menge der Viruspartikel ermittelt (OD-Messung,
opu/ml). Zum anderen erfolgte ein funktioneller Nachweis des Gehalts
an infektionsfédhigen Partikeln anhand einer Titrationsreihe mit quanti-
tativer Beurteilung des zytopathischen Effekts (,Plague Assay’,
pfu/ml). Dabei ergaben unsere Untersuchungen folgende Werte:

Tab. 2:
Ubersicht iiber die erreichten Viruskonzentrationen nach Ultrazentrifugation und Dialyse [opu/ml, pfu/ml]

AdsFlk-1 AdsFIt-1 AdLacZ
OD (opu/ml) 8,7*10" 7,04x 10" 2,0x 107
PA (pfu/ml) 9,9*10" 1,027 * 107 8,0x 11"

4.2.3  Ausschluss Wildtypkontamination

Eine Kontamination der amplifizierten Viren mit solchen des Wildtyps
wurde durch Infektion von A549-Zellen ausgeschlossen. Aufgrund der
bei dieser Zelllinie fehlenden E1-Region kommt es bei Infektion mit
den verwendeten E1-deletierten Adenoviren nicht zur Replikation und
somit auch nicht zum Auftreten eines zytopathischen Effekts. Liegt
demgegeniber eine Wildtypkontamination vor, kdénnen diese Viren
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auch in den nicht fir die E1-Region transformierten Zellen replizieren
und rufen dadurch lichtmikroskopisch beobachtbare Plagues aus infi-
zierten, abgekugelten Zellen hervor. Eine solche Kontamination konnte
far alle verwendeten adenoviralen Vektoren ausgeschlossen werden.

4.2.4 Transgenexpression des Kontrollvektors AdLacZ in vitro

Die Transgenexpression des als Kontrollvektor verwendeten AdLacZ
wurde mittels Nachweis des Enzyms B-Galaktosidase Uberpift. Dieses
Protein entstammt dem LacZ-Gen von E. coli. Die Expression wurde
48 h nach Infektion von A549-Zellen mit AdLacZ (MOI 250) nachge-
wiesen. Nicht transfizierte Zellen exprimieren B-Galaktosidase nicht
und kdénnen das Substrat X-Gal nicht umsetzen, es kommt nicht zu
einer lichtmikroskopisch sichtbaren Farbreaktion. Das Verhaltnis ge-
farbter und somit transfizierter Zellen zu nicht geféarbten kann prozen-
tual angegeben werden. Es ergaben sich Transduktionsraten von na-
hezu 90%.

4.25 Nachweis der Transduktion in infizierten Zellen

Um die erfolgreiche Transfektion durch die adenoviralen Vektoren in
vitro zu Uberprifen, wurde das Transgen selbst in infizierten Zellen
nachgewiesen. Dazu wurde aus mit AdLacZ und AdsFlk-1 infizierten
A549-Zellen die RNA extrahiert und diese in einer RT-Reaktion in
cDNA umgeschrieben. AnschlieBend wurden diese Fragmente mittels
PCR amplifiziert und die Produkte in der Agarosegelelektrophorese
sichtbar gemacht. Beide Proben zeigten entsprechende Banden bei
800 bp fur das Kontrollgen B-Actin (2a, 2b), die Proben der mit
AdsFlk-1 infizierten Zellen zeigten eine erwartete Bande bei ca. 270
bp (1a), diese Bande fehlt bei mit AdLacZ infizierten Zellen (1b) (s.
Abb. 4).
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Abb. 4:

Untersuchung der erfolgreichen Transduktion durch Nachweis des Transgens in infizierten A549-Zellen
mittels RT-PCR und nachfolgender Gelelektrophorese.

A549-Zellen wurden mit AdLacZ bzw. AdsFIk-1 infiziert (MOI 250). Nach 48 h Inkubation wurde die RNA
extrahiert und verdaut. Nach Bestimmung der Nukleinsiurekonzentration wurde die RNA in der RT-
Reaktion eingesetzt und nachfolgend eine Polymerasekettenreaktion durchgefiihrt. Als Positivkontrolle
wurden Primer fiir humanes Beta-Actin benutzt. Die GroBe der amplifizierten Produkte wurde schlieflich
mittels Elektrophorese im 1,2%igen Agarosegel ermittelt.

Sowohl die Proben fiir AdsFlk-1 als auch die fiir AdLacZ zeigen wie erwartet die Bande bei 800 bp fiir das
als Kontrolle verwendete Gen B-Actin (Spalten 2a bzw. 2b). Die fiir sFIk-1 erwartete Bande bei ca. 270 bp
dagegen ist nur bei den Proben fiir AdsFlk-1 nachweisbar (Spalte la), bei denen fiir AdLacZ fehlt diese
Bande (Spalte 1b).

4.2.6 Transgenexpression in vitro und in vivo

Um die korrekte Funktion des Transgens, d.h. dessen Expression in
transfizierten Zellen zu UGberprifen, wurden die entsprechenden Prote-
ine im Zelliberstand nachgewiesen. Diese Untersuchung erfolgte
quantitativ mittels ELISA im Uberstand infizierter A549-Zellen. Die
Konzentrationsbestimmung wurde durch Messen der Farbreaktion im
ELISA-Lesegerat bei 450 nm vorgenommen. Dabei ergaben sich hohe
Konzentrationen fir sFlk-1 (350 ng/ml) bzw. sFIt-1 (106 ng/ml), wohin-
gegen sich nach Infektion mit AdLacZ keine Proteinexpression nach-
weisen lief3.

Das sFlk-1-Protein lieB sich qualitativ mittels western blot ebenfalls im
Serum von mit AdsFlk-1 behandelten Tieren nachweisen, nicht aber in
dem von mit AdLacZ behandelten (s. Abb. 5).
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Abb. 5:
Untersuchung der erfolgreichen Transgen-Expressin in vivo durch qualitativen Nachweis von sFlk-1 im
Serum von intravends mit AdsFlk-1 behandelten Tieren mittels western blot-Analyse.
Serum von intravends mit AdLacZ bzw. AdsFlk-1 behandelten Tieren wurde auf einem 7,5%igen SDS-
Polyacrylamid-Gel aufgetrennt. Das Protein wurde auf eine PVDF-Membran iibertragen, der Nachweis des
sFlk-1-Proteins wurde mittels eines priméren anti-Maus-VEGFR-2(Flk-1)-Antikorpers von der Ziege und
eines murinen anti-Ziege/Schaf-Sekundir-Antikorpers durchgefiihrt. 200 ng eines rekombinanten murinen
VEGFR-2-Proteins wurden als Positivkontrolle eingesetzt. Entwicklung mittels Chemolumineszenz-Kit und
Belichtung auf CL Xposure-Film.
Nur die Serumproben entsprechend behandelter Tiere zeigen im western blot die erwartete Bande bei 180
kDa Molekiilgewicht (sFIk-1), wohingegen diese bei Tieren, welche mit AdLacZ behandelt wurden, fehlt
(AdlacZ).

Dies indiziert die korrekte Funktion der adenoviralen Vektoren und die

erfolgreiche Proteinexpression.

4.3 Funktionelle Untersuchungen
4.3.1 in vitro

4.3.1.1 Tube-formation-Test

Der Uberpriifung der korrekten Transduktion durch die adenoviralen
Vektoren und der Expression des Transgens folgte im ndchsten Schritt
der Nachweis der funktionellen Wirksamkeit der exprimierten Proteine.
Diese Wirksamkeit der l&6slichen VEGF-Rezeptoren sFlk-1 und sFlt-1
wurde anhand der Hemmung der Bildung von gefadBahnlichen Struktu-
ren von HUVE-Zellen auf Matrigel evaluiert (,Tube Formation Assay’).
Hierbei werden vollstdndig in Matrigel ausgebildete ,tubes’, also ge-
faBahnliche Strukturen, bei 40facher VergréBerung unter dem Licht-
mikroskop ausgezahlt. Als Kontrollvektor wurde AdLacZ eingesetzt. Es
ergab sich gegeniber der AdLacZ-Kontrolle eine Hemmwirkung von
53% durch AdsFlk-1 bzw. 42% durch den Einsatz von AdsFlt-1.
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4.3.2 in vivo

4.3.2.1 Matrigel-Angiogenese-Test

Die anti-angiogene Wirkung wurde anhand des beschriebenen in vivo-
Angiogenese-Tests auch in den Versuchstieren selbst untersucht. Die
subkutan injizierten Matrigel-Depots wurden 9 Tage belassen, an-
schlieBend entfernt und in 4%iger PFA-L6sung fixiert. Nach H.E.-
Farbung erfolgte die Ausz&dhlung der gefaBahnlichen Zellen (gefaB-
ahnliche Strukturen/hpf (,high power field’, Gesichtsfeld bei groBter
Auflésung)) unter dem Durchlichtmikroskop unter Verwendung eines
Objektivgitternetzes. Bei mit AdLacZ behandelten Tieren zeigte sich
eine intensive Infiltration der Matrigel-Depots mit gefaBahnlichen Zel-
len. Tiere, die systemisch mit AdsFlk-1 behandelt worden waren, zeig-
ten eine um 80% geringere Infiltration (s. Abb. 6, Abb. 7).

[] AdLacz
AdsFlk-1

*p <0,05

geféaBahnliche Strukturen / hpf

Behandlungsgruppe

Abb. 6:

Graphische Darstellung der Hemmung des Einwachsens gefidBahnlicher Strukturen in Matrigel durch sFIk-1
in vivo (Matrigel- Angiogenese-Test).

Es wurden 5 x 10° pfu AdlacZ bzw. AdsFIk-1 in die wirmedilatierte Schwanzvene von C3H-Miusen gespritzt.
Diese wurden 24 Stunden spiter betidubt, deren ventrales Abdomen rasiert und desinfiziert. Es wurden subkutane
Depots von jeweils 500 pl Matrigel-VEGF¢s (10 ng/ml VEGF) in die rechtsseitige midabdominale Region der
Tiere gesetzt. Nach neun Tagen wurden die Tiere getétet, die entnommenen Matrigel-Depots in 4%igem Formalin
fixiert und die angefertigten Diinnschnitte H.-E.-gefirbt. Unter dem Mikroskop wurde die Anzahl gefifdhnlicher
Strukturen ermittelt (gefdBdhnliche Strukturen/’high power field” (= Gesichtsfeld bei groBter Auflosung)).

Die i.v.-Gabe von AdsFlk-1 verursachte eine 80%ige Inhibition der Bildung gefdBihnlicher Strukturen in
Matrigel (AdsFIk-1) im Vergleich zur Gabe von AdLacZ (AdLacZ). Mittelwerte + SEM, *p < 0,05.
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Abb. 7:

Matrigel-Angiogenese-Test. H.E.-gefirbte Diinnschnitte von 4% Formalin-fixierten Matrigeldepots, welche
neun Tage nach intravenoser Applikation von 5 x 10° pfu AdLacZ bzw. AdsFlk-1 explantiert wurden.

A) H.E.-gefirbter Diinnschnitt eines formalinfixierten Matrigel-Depots eines intravenés mit AdLacZ
behandelten Tieres (400fache VergroBerung). Die Pfeile zeigen Lumina, welche von einzelnen endotheloiden
Zellen ausgekleidet sind.

B) H.E.-gefirbter Diinnschnitt eines Matrigel-Depots eines intravends mit AdsFlk-1 behandelten Tieres
(400fache VergroBerung) im Vergleich. Es finden sich in diesem Schnitt keine der in (A) sichtbaren Struktu-
ren.

4.4 Subkutanes murines CRC-Tumormodell

4.41 Etablierung eines subkutanen CRC-Tumormodells in der Balb/c-Maus

Die Entwicklung eines subkutanen Tumors durch Injektion von CT26-
Zellen wurde in syngenen Balb/c-M&usen Uberprift. Hierzu wurden 1 x
10® CT26/100 ul DMEM gemaB dem geschilderten Vorgehen injiziert.
Im zweitdgigen Abstand wurden die Tiere auf Entwicklung eines Tu-
mors hin untersucht. Ab dem vierten Tag wurden einzelne Tumorknét-
chen tast- und meBbar, am sechsten Tag post injectionem (dem Tag
des Beginns der systemischen Behandlung mit adenoviralen Vektoren)
zeigten sich bei allen 95 Tieren Tumoren mit einem mittleren Volumen
von etwa 75 mm® (s. Abb. 8).
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Abb. 8:

Balb/c-Maus mit subkutan sitzendem Tumorknoten 6 Tage nach Injektion von 1 x 10° CT26/100 ul DMEM.
Am Schwanz der Maus ist eine Farbmarkierung zu erkennen, welche zur Unterscheidung der einzelnen
Therapiegruppen angebracht wurde.

4.4.2 Systemische Therapie mit adenoviralen Vektoren

Die antitumorale Wirkung der systemischen Applikation von adenovira-
len Vektoren AdsFlk-1 und AdsFIt-1 wurde in vivo an Balb/c-M&usen
mit subkutan wachsenden CT26-Tumoren untersucht. Am sechsten
Tag nach Injektion der Tumorzellen wurde die Behandlung durch i.v.-
Gabe von jeweils 5 x 10° pfu/150 pl NaCl AdLacZ, AdsFlk-1 bzw.
AdsFlt-1 initiiert.

4421 TumorgréBenentwicklung

Am sechsten Tag nach Induktion des Tumorwachstums wurden die
Tiere durch Injektion der adenoviralen Vektoren in drei Behandlungs-
gruppen aufgeteilt (AdLacz n=11, AdsFlk-1 n=10, AdsFlt-1 n=10). Die
M&use wurden alle zwei Tage untersucht und die Tumoren mithilfe
einer Schieblehre vermessen. Die Tumorvolumina wurden gemas einer
Formel zur Volumenberechnung spharoider Koérper ndherungsweise
bestimmt:
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Volumen = a x b? x 0,52
a = Langsdurchmesser [mm]
b = Querdurchmesser [mm]

Erreichte der Durchmesser ein arithmetisches Mittel von 15 mm, wur-
den die Tiere getdtet und dieser Zeitpunkt als Sterbedatum festgehal-
ten. Die mittleren Tumorvolumina jeder Behandlungsgruppe wurden
nur fir einen Zeitraum von einschlieBlich 13 Tagen nach Behand-
lungsbeginn dargestellt, da zum darauffolgenden Untersuchungstermin
die ersten Tiere aus der Kontrollgruppe AdLacZ verstarben (s. Abb. 9).
Das Wachstum der Tumoren in der Kontrollgruppe war stark progre-
dient, so dass zum Ende des dargestellten Zeitraums (Tag 13 nach
Behandlungsbeginn) die mittleren Tumorvolumina in der AdsFlIt-1-
Gruppe (647,71 mm3) weniger als die Halfte, in der AdsFlk-1-Gruppe
(368,63 mm3) gar nur knapp ein Viertel derer der AdLacZ-Gruppe
(1390,39 mm3) betrugen. Hierbei wurde eine relative Wachstumshem-
mung der Verum-Gruppen von 73% in der AdsFlk-1- und 53% in der
AdsFIt-1-Gruppe im Vergleich zur Kontrolle erreicht. Die GréBenunter-
schiede zwischen den drei Versuchsgruppen waren zu diesem Zeit-
punkt (Tag 13 nach Behandlungsbeginn) im Fall der Behandlung mit
AdsFlk-1 statistisch signifikant (p=0,0257, AdsFIt-1 p=0,0986). Diese
Signifikanz war bereits zu einem friheren Beobachtungszeitpunkt
sichtbar.
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Abb. 9:

Graphische Darstellung der GroBenentwicklung subkutaner Tumoren in Balb/c-Miusen unter systemischer
Therapie mit AdsFIk-1 bzw. AdsFlt-1.

Am sechsten Tag nach Induktion des Tumorwachstums wurden die Tiere durch i.v.-Injektion von jeweils 5 x
10° pfu/150 ul NaCl AdLacZ, AdsFIk-1 bzw. AdsFlt-1der adenoviralen Vektoren in drei Behandlungsgrup-
pen aufgeteilt (AdLacz n=11, AdsFIk-1 n=10, AdsFlt-1 n=10). Alle zwei Tage wurden die Tumoren vermes-
sen und die Volumina niherungsweise bestimmt. Beim Erreichen eines mittleren Durchmessers von 15 mm
wurden die Tiere getotet. Die gemittelten Tumorvolumina aller Tiere einer Gruppe eines jeden Untersu-
chungstages lassen sich als Graph darstellen.

An Tag 13 nach Therapiebeginn erreichten die Tumoren in der AdsFlk-1-Gruppe im Mittel ein Volumen von
knapp 370 mm®, in der Kontrollgruppe (LacZ) wuchsen die Tumoren dagegen bis zu einer mittleren GroBe
von ca. 1390 mm®. Das entspricht einer statistisch signifikanten Wachstumshemmung von 73% bei Behand-
lung mit AdsFlk-1 (FIk) gegeniiber der Kontrolle. Mittelwerte + SEM, p (Tag 13) = 0,0257).

Am 11. Tag nach Beginn der systemischen Behandlung trugen drei der
11 Mause der Kontrollgruppe Tumoren mit einem Volumen von Uber
1000 mm®, was bei keinem der Tiere in den AdsFlk-1- bzw. AdsFIt-1-
Gruppen der Fall war (s. Abb. 10). Bei insgesamt acht Tieren (73%)
lag das Tumorvolumen Uber 500 mm?. In der AdsFlk-1-Gruppe lagen
die Volumina zwischen 0 und 943,8 mms, nur bei 30% der Tiere lber
500 mm?®. In der AdsFlt-1-Gruppe lagen die Volumina zwischen 0,52

und 817,96 mms, vier von zehn Tieren trugen Tumoren von Uber 500
3
mm®~.
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Abb. 10:

Graphische Darstellung der GroBenverteilung subkutaner Tumoren in einzelnen Balb/c-Miusen an Tag 11
nach systemischem Behandlungsbeginn mit 5 x 10° pfu/150 ul NaCl AdsFIk-1 bzw. AdsFlt-1; die Kontroll-
gruppe verwendete AdLacZ (AdLacz n=11, AdsFlk-1 n=10, AdsFlt-1 n=10). Es wurden die Tumoren aller
Tiere der jeweiligen Behandlungsgruppe vermessen, die individuellen Volumina niherungsweise bestimmt
und vergleichend graphisch dargestellt.

Nur in der Kontrolle (LacZ) sind bei drei Tieren TumorgroBen von iiber 1000 mm® zu verzeichnen, insgesamt
acht der 11 Tiere tragen Tumoren von iiber 500 mm®.

Bis zum 15. Tag nach Behandlungsbeginn erreichte kein Tumor in der
AdsFlk-1-Gruppe eine maximale GréBe von 2000 mm?, in der AdsFlt-1-
Gruppe zeigte lediglich ein Tier (10%) einen Tumor von mehr als 2000
mm?®. Ein Trend zu groBen Tumoren bei Tieren der Kontrollgruppe lie
sich bis zum Ende des Versuchs verfolgen.

4422 Analyse der Uberlebensrate

Definiert man den Zeitpunkt, zu dem die Tumoren ein als Maximalgro-
Be gefordertes Volumen erreicht haben, als Sterbedatum, |&sst sich
aus den so gewonnenen Daten die Uberlebenswahrscheinlichkeit unter
verschiedenen Behandlungsformen ableiten.

Die systemische Behandlung mit AdsFlk-1 und AdsFlt-1 ergab einen
tendenziellen Uberlebensvorteil gegentiber der Behandlung mit dem
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Kontrollvektor (s. Abb. 11). In dieser Gruppe verstarben die ersten
Tiere bereits am 9. Tag nach Beginn der Behandlung, dies war in der
AdsFIt-1-Gruppe erst am 13. Tag, in der AdsFlk-1-Gruppe gar erst am
21. Tag nach Behandlungsbeginn der Fall. Die mittlere Uberlebenszeit
der Tiere in der Kontrollgruppe konnte mit 18 Tagen ermittelt werden,
in der AdsFIt-1-Gruppe Uberlebten die Tiere im Schnitt 23 Tage, in der
Gruppe, welche mit AdsFlk-1 behandelt wurde, 26 Tage.

Zum Ende des Versuchs am 33. Tag nach Behandlungsbeginn lebten
in der Kontrollgruppe nur mehr zwei Tiere, wohingegen in der AdsFIt-
1-Gruppe drei, in der AdsFlk-1-Gruppe finf Tiere Uberlebten. Der in
den Verumgruppen erreichte Uberlebensvorteil ist allerdings geméaB
Chi-Quadrat-Test nicht signifikant (p=0,1, 2 Freiheitsgrade, kritischer
Wert=4,61, Testergebnis=4,48).
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Abb. 11:

Graphische Darstellung der Uberlebenswahrscheinlichkeit von subkutantumortragenden Balb/c-Mézusen unter
system. Therapie mit AdsFlk-1 bzw. AdsFlt-1 als Kaplan-Mayer-Kurve; die Kontrolle verwendete AdLacZ.
Nach Induktion subkutaner Tumoren mit CT26-Zellen wurde die systemische Behandlung durch intravendse
Injektion von jeweils 5 x 10° pfu AdLacZ (n=11), AdsFlt-1 (n=10) bzw. AdsFlk-1 (n=10) eingeleitet.
Erreichten die Tumoren einen mittleren Durchmesser von 15 mm, wurden die Tiere getotet, der Zeitpunkt als
Sterbedatum vermerkt.

Es zeigte sich ein tendenzieller, allerdings statistisch nicht signifikanter Uberlebensvorteil unter Therapie. Die
mittlere Uberlebensrate der Tiere in der AdsFIk-1-Gruppe konnte mit 26 Tagen, in der AdsFlt-1-Gruppe mit
23 Tagen ermittelt werden. Demgegeniiber iiberlebten die Tiere der Kontrolle im Mittel 18 Tage.
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4.5 Intrahepatisches murines CRC-Tumormodell

4.5.1 Etablierung eines intrahepatischen CRC-Tumormodells in der Balb/c-

Maus

Um die Ergebnisse der Studien des subkutanen Tumormodells in wirk-
lichkeitsgetreueren Anséatzen reproduzieren zu kénnen und damit der
physiologischen Situation eines kolorektalen, metastasierten Tumors
ndher zu kommen, entwickelten wir ein intrahepatisches CRC-
Tumormodell in der Balb/c-Maus.

Die Induktion eines intrahepatischen Tumors durch Injektion von
CT26-Zellen wurde in Balb/c-M&usen Uberprift. Es wurden hierzu 1 x
10° Zellen CT26 in 50 pl DMEM gemaB dem oben geschilderten Vor-
gehen subkapsuléar in den linken Leberlappen injiziert. Sieben Tage
nach Induktion der Tumoren wurden die Tiere explorativ relaparoto-
miert, um die Tumoren zu vermessen, am 15. Tag wurden die Tiere
getdtet, die TumorgroBen bestimmt und Serum- sowie Gewebsproben
entnommen.

45.2 Systemische Therapie mit adenoviralen Vektoren

Die antitumorale Wirkung der systemischen Applikation des adenovira-
len Vektors AdsFlk-1 wurde in vivo an Balb/c-M&usen mit intrahepa-
tisch sich entwickelnden CT26-Tumoren untersucht. Am dritten Tag
nach Injektion der Tumorzellen wurde die Behandlung durch i.v.-Gabe
von jeweils 5 x 10° pfu/150 pl AdLacZ als Kontrolle bzw. AdsFlk-1
initiiert.

4521 TumorgréBenentwicklung

Am dritten Tag nach Induktion des Tumorwachstums wurden die Tiere
durch Injektion der adenoviralen Vektoren in zwei Behandlungsfraktio-
nen aufgeteilt (AdLacz n=7, AdsFlk-1 n=7). Die M&use wurden am
vierten Tag nach Behandlungsbeginn mittels explorativer Laparotomie
untersucht und die Tumoren mithilfe einer Schieblehre vermessen. Die
Tumorvolumina wurden geméaB einer Formel zur Volumenberechnung
sphéaroider Kérper ndherungsweise bestimmt:
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Volumen = a x b® x 0,52
a = Langsdurchmesser [mm]
b = Querdurchmesser [mm]

Eine weitere TumorgréBenbestimmung erfolgte an Tag 11 nach Beginn
der Behandlung. Die Tiere wurden getdtet, die Lebern entnommen und
die Tumoren vermessen (s. Abb. 12) und Serum- sowie Gewebsproben

gewonnen.
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Abb. 12:

Explantierte Leber einer Balb/c-Maus mit groBem subkapsulirem Tumorknoten.
Zum Zeitpunkt der ersten Untersuchung zeigten alle Tiere der AdLacZ-
bzw. AdsFlk-1-Gruppe meBbare Tumoren in der Leber. Die zweite
GroBenbestimmung 14 Tage nach Induktion der Tumoren ergab ein
progredientes Tumorwachstum bei allen Mausen der Kontrollgruppe.
Als progredient wurde das Wachstum bezeichnet, wenn sich das Vo-
lumen mindestens verdoppelt hatte. In der AdsFlk-Gruppe zeigte sich
demgegenlber bei 43% der Tiere ein stabiler Verlauf oder sogar ein
Rickgang der TumorgréBe (s. Abb. 13).
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Wachstum [Faktor]

Bei Behandlung mit AdLacZ legten die Tumoren zwischen Tag vier und
elf nach Beginn der Therapie im Schnitt um mehr als das 40fache an
Volumen zu, bei der Gruppe mit AdsFlk-1 lag die Gré6Benzunahme bei
weniger als einem Viertel dessen. Der Vergleich der Volumina an sich
dass die Tiere der Kontrollgruppe im Mittel sehr viel gréBere
Tumoren entwickelten als die der AdsFlk-1-Gruppe (s. Abb. 14). So
lag das mittlere Tumorvolumen in der AdLacZ-Gruppe an Tag 11 nach
Behandlungsbeginn bei 1081 mm?®, in der Therapiegruppe lediglich bei

ergab,
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Abb. 13:

Graphische Darstellung der GroBenentwicklung subkapsulirer Lebertumoren in Balb/c-Midusen unter
systemischer Therapie mit AdsFlk-1 (Flk) im Vergleich zur Kontrollbehandlung mit AdLacZ.

Drei Tage nach Induktion intrahepatischer Tumoren durch subkapsulire Injektion von CT26-Zellen erfolgte
die Aufteilung in zwei Behandlungsgruppen durch intravendse Injektion von 5 x 10° pfu AdLacZ (n=7) bzw.
AdsFIk-1 (n=7) in 150 pl NaCl. Vier Tage spiter (eine Woche nach Tumorinduktion) wurden die Tiere
explorativ relaparotomiert, um die Tumorgrofen zu bestimmen, weitere sieben Tage spiter wurden die Tiere
getotet und ebenfalls die TumorgroBen bestimmt.

Dargestellt ist die GroBenzunahme zwischen erster (Tag 4 nach Behandlungsbeginn bzw. Tag 7 nach
Tumorinduktion) und zweiter Kontrolluntersuchung (Tag 11 nach Behandlungsbeginn bzw. Tag 14 nach
Tumorinduktion). Das Tumorwachstum innerhalb des Beobachtungszeitraums wurde als progredient
angesehen bei mindestens einer Verdopplung des Volumens zwischen beiden Kontrolluntersuchungen. 43%
der Tiere aus der Behandlungsgruppe zeigten entweder ein stabiles Wachstumsverhalten (Tier VI) oder einen
Riickgang der TumorgroBe (Tier V, VII), wobei Tier V bei der zweiten Untersuchung keinen Tumor mehr
trug. Demgegeniiber zeigten alle Tiere der AdLacZ-Gruppe ein als progredient zu bezeichnendes Tumor-
wachstum.

452 mm?.
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mittleres Tumorvolumen [mm?]

Dies spiegelt sich auch in der Verteilung der individuellen Tumorvolu-
mina der einzelnen Tiere wider (s. Abb. 15). In der Kontrollgruppe
trugen lediglich zwei Tiere zum Ende des Versuchs Tumoren unter 500
mm?, wohingegen eine Behandlung mit AdsFlk-1 bei sechs der sieben
Tiere eine maximale TumorgréBe von 500 mm® oder weniger bewirkte.
Vier Tiere der Kontrolle zeigten Tumoren von iber 1000 mms, was in
der AdsFlk-1-Gruppe bei lediglich einem Tier der Fall war. Die erreich-
ten Unterschiede in der GréBenzunahme sind allerdings statistisch
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Abb. 14:

Graphische Darstellung der GroBenentwicklung subkapsulirer Tumoren in Balb/c-Médusen unter systemischer
Therapie mit AdsFlk-1 (Flk) im Vergleich zur Kontrollgruppe mit AdLacZ (LacZ) wihrend zweier Untersu-
chungszeitpunkte vier bzw. 11 Tage nach Therapiebeginn.

Drei Tage nach Induktion intrahepatischer Tumoren durch subkapsulire Injektion von CT26-Zellen erfolgte
die Aufteilung in zwei Behandlungsgruppen durch intravendse Injektion von 5 x 10° pfu AdLacZ (n=7) bzw.
AdsFIk-1 (n=7) in 150 pl NaCl. Vier Tage spiter (eine Woche nach Tumorinduktion) wurden die Tiere
explorativ relaparotomiert, um die Tumorgrofen zu bestimmen, weitere sieben Tage spiter wurden die Tiere
getotet und ebenfalls die TumorgroBen bestimmt.

Dargestellt sind die mittleren Tumorvolumina in AdsFIk-1- (FIk) und AdLacZ-Gruppe (LacZ) in mm?® bei
erster (Tag 4 nach Behandlungsbeginn bzw. Tag 7 nach Tumorinduktion) bzw. zweiter Kontrolluntersuchung
zum Versuchsende (Tag 11 nach Behandlungsbeginn bzw. Tag 14 nach Tumorinduktion). Zum Versuchsende
erreichten die Tumoren der Kontrollgruppe im Mittel ein mehr als doppelt so groBes Volumen (1081 mm?®)
im Vergleich zur Therapiegruppe (452 mm?®).

nicht signifikant.
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Abb. 15:

Graphische Darstellung der Volumina subkapsuldrer Tumoren in Balb/c-Miusen unter systemischer Therapie
mit AdsFlk-1 (Flk) im Vergleich zur Kontrollgruppe mit AdLacZ (LacZ) 11 Tage nach systemischer Gabe
von 5 x 10° pfu AdLacZ (n=7) bzw. AdsFIk-1 (n=7) in 150 pl NaCl.

Drei Tage nach Induktion intrahepatischer Tumoren durch subkapsulire Injektion von CT26-Zellen erfolgte
die Aufteilung in zwei Behandlungsgruppen. 11 Tage spiter wurden die Tiere getotet und die Tumorgréfien
bestimmt.

Dargestellt sind die individuellen Tumorvolumina in AdsFlk-1- (FIk) und AdLacZ-Gruppe (LacZ) in mm® bei
der zweiten Kontrolluntersuchung (Tag 11 nach Behandlungsbeginn bzw. Tag 14 nach Tumorinduktion) zum
Ende des Versuchs. Nur bei zwei Tieren der Kontrolle verblieb das maximale Tumorvolumen unterhalb von
500 mm?®, vier Tiere erreichten Volumina von mehr als 1000 mm®. Demgegeniiber verblieb in der Therapie-
gruppe das Tumorvolumen bei 86% der Versuchstiere bei maximal 500 mm?®.

4.6 Laborchemische Analyse

4.6.1 Lebertoxizitat

Die ALT als leberspezifisches Enzym dient in ihrer Aktivitat als Marker
einer hepatozytadren Schadigung. Im subkutanen Versuchsansatz wur-
den die Tiere 42 Tage lang beobachtet, zu definierten Zeitpunkten (d
3, 6,9, 14, 19, 25, 32, 42) wurden Tiere den Gruppen entnommen und
das Serum im biochemischen Routinelabor auf den ALT-Gehalt hin
untersucht. Es zeigte sich ein Anstieg sowohl unter intravendéser Gabe
von AdsFlk-1 (n=25) als auch AdsFlIt-1 (n=23) im Vergleich zum Kon-
trollvektor AdLacZ (n=13) (s. Abb. 16). Dabei lag das Maximum der
Transaminasenaktivitdt zwischen Tag sechs und neun nach Beginn der
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systemischen Behandlung. So wurde
héchste gemessene Wert am neunten Tag mit 490 U/I, in der AdsFlIt-1-
Gruppe am sechsten Tag mit 523 U/l dokumentiert. In der Kontroll-
gruppe lag das Maximum ebenfalls am sechsten Tag bei 390 U/I. Der
Serumspiegel der ALT nahm im weiteren Verlauf des Versuchs ab, so
dass er sich in den Therapiegruppen zwischen Tag 32 und 42 auf dem

Niveau der AdLacZ-Gruppe einstellte.

Bei Beobachtung von Fress- und Sozialverhalten, Fellpflege etc. zeig-
ten sich die Tiere unauffallig, ebenso trat kein beobachtbarer lkterus

auf.

4.6.2

Da der antiangiogene Versuchsansatz, welcher im in vivo-Versuch das
Wachstum solider Tumoren zu unterdriicken vermag, auf der funktio-
nellen Hemmung des VEGF basiert, wurde parallel zu den Bestimmun-

ALT-Serumgehalt [U/]

in der AdsFlk-1-Gruppe der
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Abb. 16:

Graphische Darstellung der Entwicklung des Serumspiegels der Alanin-Aminotransferase (ALT) als Indiz fiir
eine mogliche Leberschidigung bei systemischer Behandlung subkutantumortragender Balb/c-Miuse mit 5 x
10° pfu/150 ul NaCl AdsFIk-1 bzw. AdsFlt-1; als Kontrollvektor wurde AdLacZ benutzt.

Die Tiere wurden 42 Tage lang beobachtet, zu definierten Zeitpunkten (d 3, 6, 9, 14, 19, 25, 32, 42) wurden
Tiere den Gruppen entnommen und das Serum auf den ALT-Gehalt untersucht. Sowohl unter intravenoser
Gabe von AdsFIk-1 (Flk; n=25) als auch AdsFlt-1 (Flt; n=23) im Vergleich zum Kontrollvektor AdLacZ
(LacZ; n=13) zeigte sich ein Anstieg der ALT-Aktivitit. Dabei lag das Maximum der Transaminasenaktivitit
zwischen Tag sechs und neun nach Beginn der systemischen Behandlung; im weiteren Verlauf des Versuchs
begann sich die ALT-Aktivitit wieder zu normalisieren.

Aktivitat des VEGF im Serum
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gen von TumorgrdBen und Uberlebensdaten das Verhalten des VEGF
unter Gabe rekombinanter, angiostatisch wirksamer Adenoviren unter-
sucht. Zunachst wurde nicht-tumortragenden Tiere jeweils 5 x 10° pfu
AdLacZ (n=4) bzw. AdsFlk-1 (n=4) intravends injiziert. Nach Ablauf
von drei Tagen wurden die Tiere getdétet und Serum zur laborchemi-
schen Analyse entnommen. Die Quantifizierung erfolgte in 20 pl Se-
rum mittels ELISA (Untersuchung gemé&B Protokoll Quantikine Mouse
VEGF, R & D Systems, Wiesbaden-Nordenstadt, Deutschland) (n=3).
Es zeigte sich, dass allein die Behandlung mit AdsFlk-1 bei allen Tie-
ren zu einem Anstieg der VEGF-Aktivitdt im Serum im Vergleich zur
Kontrolle fuhrte. Die Applikation von AdLacZ hatte keinen Anstieg des
VEGF zur Folge. Der mittlere Spiegel des VEGF lag in der Kontroll-
gruppe bei 16,99 pg/ml Serum (bzw. 9,99 fg/ug SerumeiweiB3), in der
mit Ads-Flk-1 behandelten Gruppe bei 426,92 pg/ml (251,13 fg/ug) (s.
Abb. 17).
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Graphische Darstellung des VEGF-Serumgehaltes nicht-tumortragender Balb/c-Méuse unter Behandlung mit
AdsFIk-1 im Vergleich zur Kontrollgruppe (AdLacZ).

Gesunden Tieren wurden jeweils 5 x 10” pfu AdLacZ (n=4) bzw. AdsFIk-1 (n=4) intravends injiziert. Nach
drei Tagen wurden die Tiere getotet und Serum gewonnen. Es wurden Serumproben von 20 ul mittels ELISA
auf den quantitativen VEGF-Gehalt untersucht (n=3).

Die intravendse Injektion von 5 x 10° pfu AdsFIk-1 bewirkte bis Tag 3 post injectionem einen Anstieg des
VEGF-Spiegels im Serum um das mehr als 25fache (AdsFlk-1; 251,13 fg/ug Serumprotein) verglichen mit
der Kontrolle (Adlacz; 9,99 fg/ug Serumprotein). Mittelwerte + SEM.

Um die Aktivitdt des VEGF im Serum unter Therapie von Tumoren im
zeitlichen Verlauf messen und mdégliche Rickkopplungsmechanismen
entsprechend darstellen zu kdnnen, wurden subkutan bei Balb/c-
Mé&usen gemaB dem geschilderten Vorgehen CT26-Zellen injiziert und
Tumoren induziert. Am sechsten Tag nach Injektion der Tumorzellen
wurden die Tiere durch intravenése Gabe von jeweils 5 x 10° pfu Ad-
LacZ (n=16) bzw. AdsFlk-1 (n=21) in zwei Behandlungsfraktionen auf-
geteilt. Im Folgenden wurde zu definierten Zeitpunkten (d=3, d=6, d=9,
d=14, d=19 nach Behandlungsbeginn) willklrlich eine bestimmte An-
zahl Tiere (anfangs je drei M&use aus der AdsFlk-1-Gruppe und zwei
aus der AdLacZ-Gruppe, spater hier nur noch ein Tier pro Untersu-
chungstermin) dem Versuch entnommen, getétet und Serumproben
gewonnen. Es zeigte sich, dass vom ersten Untersuchungszeitpunkt
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an die Serumaktivitdt des VEGF in der mit AdsFlk-1 behandelten
Gruppe im Vergleich zur Behandlung mit dem Kontrollvektor gesteigert
war (s. Abb. 18). So lag an Tag 3 nach Vektorapplikation der mittlere
VEGF-Serumgehalt in der AdsFlk-1-Gruppe bei 391 pg/ml Serum (bzw.
230 fg/pg SerumeiweiB), in der Kontrollgruppe betrug dieser Wert da-
gegen 70 pg/ml (41 fg/ug), die Behandlung mit AdsFlk-1 fihrte also zu
einem mehr als 5fachen Anstieg des VEGF im Serum der Tiere. Tiere
der Therapiegruppe erreichten den hdéchsten gemittelten Wert an Tag
neun, die der AdLacZ-Gruppe an Tag 19 (nicht dargestellt). Es wird
sichtbar, dass sich die Werte sowohl in der Kontroll- als auch in der
AdsFlk-1-Gruppe im Verlauf des dargestellten Zeitraums nicht wesent-
lich verdndern. Zwei Wochen nach Injektion der adenoviralen Vektoren
war der Serumgehalt an VEGF in der Therapiegruppe (343 pg/ml Se-
rum bzw. 202 fg/ug SerumeiweiB) immer noch um das mehr als 4fache
erhdht gegenuber dem in der Kontrolle (84 pg/ml bzw. 50 fg/ug).
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Abb. 18:

Graphische Darstellung des VEGF-Serumgehaltes tumortragender Balb/c-Miuse unter Behandlung mit
AdsFIk-1 (AdsFlk-1) im Vergleich zur Kontrollgruppe (AdlacZ) im zeitlichen Verlauf.

Subkutan wurden bei Balb/c-Méusen CT26-Zellen injiziert und Tumoren induziert. Am sechsten Tag wurden
die Tiere durch intravenose Gabe von jeweils 5 x 10° pfu AdLacZ (n=16) bzw. AdsFlk-1 (n=21) in zwei
Behandlungsfraktionen aufgeteilt. Im Folgenden wurden zu definierten Zeitpunkten (d 3, 6, 9, 14, 19 nach
Behandlungsbeginn) Tiere dem Versuch entnommen, getotet und gewonnene Serumproben mittels ELISA
auf den quantitativen VEGF-Gehalt untersucht.

Die Serumaktivitit des VEGF in der mit AdsFlk-1 behandelten Gruppe war im Vergleich zur Kontrolle
gesteigert. An Tag 3 nach Vektorapplikation findet sich ein mittlerer VEGF-Serumgehalt in der AdsFlk-1-
Gruppe von 230 fg/ug Serumeiweil, in der Kontrollgruppe betrug dieser Wert dagegen 41 fg/ug. Im Verlauf
des dargestellten Zeitraums @ndern sich die Werte sowohl in der Kontroll- als auch in der AdsFIk-1-Gruppe
nicht wesentlich, zwei Wochen nach Injektion der adenoviralen Vektoren war der Serumgehalt an VEGF in
der Therapiegruppe (202 fg/ug Serumeiweifl) immer noch gegeniiber dem in der Kontrolle erhoht (50 fg/ug).

4.6.3 Transgenexpression im Serum

Der Nachweis der Transgenexpression und somit der erfolgreichen
Transfektion im laufenden Versuch erfolgte exemplarisch als qualitati-
ver Nachweis von sFlk-1-Protein im Serum von mit AdsFlk-1 intrave-
nds behandelten Tieren mittels western blot-Untersuchung. sFlk-1 lieB
sich im Serum behandelter Tiere lber die Dauer von 56 Tagen nach-
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weisen. Bei mit dem Kontrollvektor behandelten Tieren zeigten sich
keine entsprechenden Banden (s. Abb. 19).

Zeit seit Behandlungsbeginn [d]
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Abb. 19:

Nachweis der erfolgreichen Transgenexpression wihrend des Versuchsablaufs durch qualitativen Nachweis
von sFlk-1 im Serum von mit 5 x 10° pfu/150 ul NaCl AdsFIk-1 behandelten Tieren mittels western blot.

Zu definierten Zeitpunkten (d 6, 9, 14, 24, 30, 56 nach Behandlungsbeginn) wurden Serumproben entnom-
men, diese zunéchst auf einem 7,5%igen SDS-Polyacrylamid-Gel aufgespalten und auf eine PVDF-Membran
transferiert und geférbt.

Uber einen Zeitraum von 56 Tagen waren bei denjenigen Tieren, welchen AdsFIk-1 intravends verabreicht
wurde, Banden der erwarteten MolekiilgroBe fiir sFlk-1-Protein nachweisbar (180 kDa), wohingegen diese
bei Kontrolltieren, welche AdLacZ erhielten, fehlten.

4.6.4 Untersuchung der organspezifischen VEGF-Expression

Die vorangegangenen Untersuchungen zeigten, dass es unter syste-
mischer Applikation von AdsFlk-1 zu erhdhten Serum-VEGF-Spiegeln
im Vergleich zur Kontrollgruppe kam. Um zu klaren, wo eine Expressi-
on von VEGF im Organismus zu vermuten ist, wurden zunachst ver-
schiedene Organproben von tumorfreien, mit AdsFlk-1 bzw. AdLacZ
behandelten Tieren auf VEGF-Expression untersucht. Die Gewebs-
proben wurden homogenisiert, extrahierte mRNA mittels RT-Reaktion
in cDNA umgeschrieben und die Fragmente in der PCR amplifiziert
und schlieBlich mittels Gelelektrophorese sichtbar gemacht.

mRNA fiir VEGF konnte sowohl in Leber-, Nieren-, Lungen-, Milz- und
Darmgewebe gefunden werden, und zwar sowohl bei Tieren der The-
rapiegruppe als auch bei solchen der Kontrolle (Abb. 20).
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Abb. 20:

Untersuchung der organspezifischen VEGF-Expression mittels western blot in tumorfreien, mit AdsFlk-1 (1-
5) bzw. AdLacZ (c1-c5) behandelten Tieren.

Tumorfreie Tiere wurden mit jeweils 5 x 10° pfu/150 ul NaCl AdsFlk-1 (n=4) bzw. AdLacZ (n=4) intravends
behandelt. Nach drei Tagen wurden Proben von Lunge, Darm, Milz, Niere und Leber entnommen. Diese
wurden homogenisiert, extrahierte mRNA mittels RT-Reaktion in cDNA umgeschrieben und die Fragmente
in der PCR amplifiziert und schlieflich mittels Gelelektrophorese sichtbar gemacht.

mRNA fiir VEGF konnte sowohl in Leber-, Nieren-, Lungen-, Milz- und Darmgewebe gefunden werden, und
zwar sowohl bei Tieren der Therapiegruppe als auch bei solchen der Kontrolle.

1 =Lunge, 2 = Darm, 3 = Milz, 4 = Niere, 5 = Leber. 1 — 5 = AdsFlk-1-Gruppe, c1 — c5 = AdLacZ-Kontrolle.
L = Basenpaarleiter.

4.6.5 VEGF-Aktivitat in entnommenen Gewebsproben

Wie bereits ausgeflhrt, besitzen die als Vektoren verwendeten Adeno-
viren einen natlrlichen Hepatotropismus, was sie mdglicherweise fir
den gentherapeutischen Ansatz eines intrahepatisch wachsenden Tu-
mors (bzw. einer Metastase) interessant macht. In vorangegangenen
Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass ein Ort der VEGF-
Expression im gesunden Organismus die Leber ist. Zur weiteren Diffe-
renzierung, wie die leberspezifische VEGF-Expression durch die Ap-
plikation der adenoviralen Vektoren beeinflusst wird und um somit
eine bessere Aussage Uber den dem Modell theoretisch zugrundelie-
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genden Wirkmechanismus machen zu kdénnen, untersuchten wir Leber-
gewebe von Tieren, welche im subkutanen Tumormodell zu bestimm-
ten, zuvor definierten Zeitpunkten den AdsFlk-1- bzw. AdLacZ-
Gruppen entnommen und getdtet worden waren, quantitativ auf dessen
VEGF-Gehalt. Die Untersuchung erfolgte an homogenisierten Ge-
websproben mittels ELISA.

Am sechsten Tag nach Initiierung der Therapie durch Injektion der
adenoviralen Vektoren (5 x 10° pfu/150 ul NaCl) zeigte Lebergewebe
von Tieren der AdsFlk-1-Gruppe einen 16,5fach héheren VEGF-Gehalt
(5218 fg/pg GewebseiweiB) im Vergleich zu dem von Kontrolltieren
(315 fg/ug) (s- Abb. 21). Am 19. Tag nach der Injektion lag die intra-
hepatische VEGF-Konzentration bei 3311 fg/ug GewebseiweiB. In Zu-
sammenschau mit den Untersuchungen des Serum-VEGF-Spiegels
scheint die Leber ein méglicher Ursprungsort fir die Erhdhung des
Serum-VEGF unter Therapie zu sein.
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Darstellung des leberspezifischen VEGF-Gehaltes an Tag 6 nach Applikation von AdsFlk-1 bzw. AdLacZ im
subkutanen Tumormodell der Balb/c-Maus.

Subkutantumortragenden Miusen wurde AdsFlk-1 bzw. AdLacZ (5 x 10° pfu/150 ul NaCl) intravends
injiziert. Sechs Tage spiter wurden die Tiere (n=3) getdtet und Lebergewebsproben gewonnen, diese
homogenisiert und quantitativ mittels ELISA auf den VEGF-Gehalt untersucht.

Lebergewebe der AdsFlk-1-Gruppe (AdsFlk-1) zeigte einen 16,5fach hoheren VEGF-Gehalt (5218 fg/ug
Gewebseiweil) im Vergleich zu dem der Kontrolle (AdlacZ; 315 fg/ug). Mittelwerte + SEM, *p < 0,05.
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5 Diskussion

Das kolorektale Karzinom zahlt in der westlichen Welt zu den haufigs-
ten Tumorentitdten. Eine groBe Anzahl der Patienten entwickelt im
Laufe der Erkrankung metastatische Absiedelungen in der Leber. Ein
derartiger Krankheitsverlauf ist mit einer ausgeprédgten Verschlechte-
rung der Prognose assoziiert [He et al., 2006]. Fir die Therapie sol-
cher Metastasen stehen in diesem definitionsgem&RB fortgeschrittenen
Stadium meist nur palliative Méglichkeiten zur Verfligung, lediglich ein
geringer Anteil von 10 bis 15% der Patienten mit singularen Leberher-
den ist einer kurativen chirurgischen Therapie zugéanglich [Ruers und
Bleichrodt, 2002]. Systemische Chemotherapien sind oftmals mit aus-
gepragten Nebenwirkungen verbunden, die Wirksamkeit lokaler invasi-
ver Methoden wie Kryo- oder Radiofrequenzverfahren ist zumindest
umstritten [Tol und Punt, 2006] und ihre Anwendbarkeit bei multipler
Metastasierung per se eingeschréankt. Aus diesen Grinden gewinnt die
Erforschung alternativer onkologischer Therapiestrategien wie z.B.
gentherapeutischer Ansdtze zunehmend an Bedeutung.

Bereits kurz nach der Entdeckung angiogenetisch wirksamer Substan-
zen in Tumorgewebe durch Judah Folkman im Jahre 1970 wurde die
Vermutung geduBert, eine Hemmung der Tumorneovaskularisation
kénnte eine Regredienz des Wachstums der Geschwulst zur Folge
haben. Seitdem konnten zahlreiche Studien belegen, dass die Indukti-
on einer eigenen GefaBversorgung fir Wachstum und Metastasierung
solider Tumoren von groBer Bedeutung ist. Der Gewebsdurchmesser
eines Tumors kann in der Regel eine Gr6Be von 2 mm bzw. ein Volu-
men von 1-2 mm? nicht tberschreiten, wenn die Versorgung der Zellen
mit Sauerstoff und N&hrstoffen sowie deren gewebshormonelle Stimu-
lation Gber neugebildete GefaBe unterbleibt [Hanahan und Folkman,
1996; Carmeliet und Jain, 2000; Folkman, 2002; Kerbel und Folkman,
2002]. Die Angiogenese unterliegt im gesunden adulten Organismus
einer strengen Modulation und wird normalerweise durch ein Gleich-
gewicht zwischen angiogenen und angiostatischen Faktoren reguliert.
Uberschreitet allerdings ein Tumor die o.g. Grenzen, kommt es durch
den sog. ,angiogenic switch’ zu einer Verlagerung dieses Gleichge-
wichts und damit zu einer Einsprossung neugebildeter GefédBe in das
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Tumorgewebe. Diese kann nach neuerem Kenntnisstand auch durch
Vaskulogenese durch endotheliale Vorlauferzellen aus dem Knochen-
mark unterstitzt werden [Li et al., 2006].

Gentherapeutische Behandlungen unter Zuhilfenahme adenoviraler
Vektoren stellen eine Mdéglichkeit dar, die GefaBneubildung im Tumor
bzw. seinen Metastasen zu unterbinden. Es kénnen bestimmte Gene in
die Zelle eingebracht werden, dort erfolgt die Expression von in die-
sem Fall angiostatisch wirksamen Proteinen, was zu einer hohen loka-
len Wirkstoffkonzentration, vergleichbar der intratumoralen Applikati-
on, fahrt. Systemische Nebenwirkungen kénnen somit in ihrer Auspra-
gung zumindest vermindert werden.

Die Tatsache, dass Adenoviren nicht in das Genom integrieren und die
Fahigkeit, auch nicht-proliferierende Zellen zu infizieren, gewdahrleis-
ten die geforderte lokale Regulierbarkeit bei ausreichender Sicherheit
[Kay et al., 2001; Roy-Chowdhury und Horwitz, 2002]. Adenoviren
besitzen einen natirlichen Hepatotropismus.

Die vorliegende Arbeit untersuchte die Wirksamkeit einer systemi-
schen Behandlung zweier mittels adenoviralen Gentransfers vermittel-
ter angiostatischer Konstrukte im murinen subkutanen und intrahepati-
schen Modell. Rekombinante therapeutische Adenoviren wurden von
uns amplifiziert und aufgereinigt. In Voruntersuchungen konnten wir
sowohl die einwandfreie Funktion der Vektoren in Bezug auf Infektion
und Transduktion sowie die Expression der Transgene belegen, auch
konnten wir die angiostatische Wirksamkeit der Genprodukte in vitro
und in vivo zeigen. Wir etablierten subkutane und intrahepatische Tu-
morzellverb&nde im murinen Tiermodell und konnten hemmende Aus-
wirkungen einer angiostatischen Gentherapie mit den verwendeten
adenoviralen Vektoren in Bezug auf GréBenentwicklung der Tumoren
und einen positiven Einfluss auf die Sterblichkeit aufzeigen. Anhand
von Blut- und Gewebsuntersuchungen lieBen sich die Vetraglichkeit
und humorale Reaktionen untersuchen.

5.1 Rekombinante Adenoviren

Die fir diese Arbeit verwendeten Vektorkonstrukte sind sog. Erstgene-
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rationsadenoviren mit Deletion der Regionen E1 und E3 (Ad5(E1-)(E3-
)). Die Deletion der E1-Region fihrt einerseits dazu, dass die Viren
nur noch in bestimmten Verpackungszelllinien replizieren kénnen, da
die Transkription bestimmter, fir die Replikation notwendiger Gene
unterbleibt. Andererseits wird Platz geschaffen fir die Aufnahme des
LacZ-Gens von Escherichia coli bzw. fur die cDNA der extrazellularen
Doméane der VEGF-Rezeptoren Flk-1 und Flt-1. Alle eingesetzten
Transgene unterliegen der Kontrolle des ,early immediate“-Promotors
des Cytomegalievirus.

Fir den viralen Gentransfer kommen solche rekombinanten Adenovi-
ren bereits vielfach zur Anwendung [Imperiale und Kochanek, 2004].
Sie lassen sich in ausreichend hohen Titerstufen fir den Einsatz in
Tier- und Zellkulturversuchen herstellen. Dazu amplifizierten wir die
Viren, die in normalen Zelllinien nicht replizieren kénnen, in stabil fir
die E1-Region transformierten HER 911-Zellen. Diese Verpackungs-
zellen bieten die E1-Region in trans an und wurden bereits fir die
Verwendung als Helferzelllinie charakterisiert [Fallaux et al., 1996].
Nach dem Propagieren der Adenoviren folgte eine weitere Aufreini-
gung.

Die Bestimmung des Virustiters muss erfolgen, um in spéateren Versu-
chen reproduzierbare Ergebnisse zu erhalten. Dabei kann zum einen
die Anzahl der erzeugten Viruspartikel an sich durch Bestimmung der
optischen Dichte in Medium gemessen werden (OD-Messung, ,optical
particle units’, opu). Zum anderen liefert die Bestimmung der ,plaque
forming units’ (pfu) im sog. ,Plagque-Assay’ die Anzahl der biologisch
aktiven, also tatsachlich infektiésen Partikel. Passend zu bereits pub-
lizierten Daten wurden von uns Partikeltiter von mind. 10'? opu/ml
bzw. Infektionstiter von mehr als 10"" pfu/ml erreicht [Kuo et al., 2001;
Mittereder et al., 1996].

Zellulare Systeme ohne die E1-Region bieten den replikationsdefizien-
ten Adenoviren keine Méglichkeit zur Amplifikation. Daher bieten diese
rekombinanten Viren ein recht hohes MaB an Sicherheit fiir die Um-
welt. Eine etwaige Replikation in der Karzinomzelllinie A549 wirde
eine Wildtypkontamination der Adenoviren bedeuten, da diese Zellen
die E1-Region nicht anbieten. Eine solche Kontamination wurde von
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uns im Plaque-Assay mit A549-Zellen ausgeschlossen.

Die Transduktionseffizienz, d.h. die Anzahl Zellen, die tatsadchlich mit
viralem Vektor infiziert wurden und das Transgen exprimieren, |&sst
sich anhand der Darstellung der enzymatischen Umsetzung von X-Gal
durch die B-Galaktosidase, das Genprodukt des in den Versuchen als
Kontrollvektor verwendeten AdLacZ quantifizieren. 48 h nach Infektion
von A549-Zellen mit MOI 250 betrug die Transduktionsrate nahezu
90%. Ahnliche Daten beschreibt auch die Literatur [Qian et al., 1995].

Der Nachweis der entsprechenden Proteine im Zelliberstand von mit
AdsFlk-1 infizierten A549-Zellen mittels ELISA und im Serum syste-
misch behandelter Tiere mittels western blot belegte die erfolgreiche
Transgenexpression.

5.2 Angiostatische Konstrukte

Eine angiostatische Behandlung von (metastasierten) soliden Tumoren
kénnte (u.U. in Verbindung mit weiteren adjuvanten Therapieansatzen)
eine effektive Methode darstellen, die unginstige Prognose solcher
Patienten zu verbessern. Unter zahlreichen antiangiogenen Anséatzen
finden sich auch solche, die das die Angiogenese stimulierende VEGF,
einen der bedeutendsten proangiogenen Faktoren in der Tumorangio-
genese [Ferrara et al., 1992], funktionell inaktivieren. Studien konnten
eine Erhdhung der VEGF-Spiegel beim metastasierten kolorektalen
Karzinom aufzeigen [Hanrahan et al., 2003]. Zur Inaktivierung kénnen
Verwendung finden: 1. neutralisierende monoklonale Antikérper gegen
das VEGF (z.B. Bevacizumab) und seine Rezeptoren, 2. Inhibitoren
der Tyrosinkinase-Rezeptoren des VEGF, 3. Idsliche Formen der
VEGF-Rezeptoren, und schlieBlich 4. Ribozyme, die spezifisch die
VEGF-mRNA inaktivieren.

Im vorliegenden Fall wurden 16sliche Rezeptoren des VEGF verwen-
det, welche Uber Gentransfer in Zellen des Zielorganismus gebildet
und freigesetzt wurden. Dies sind die léslichen Formen von VEGFR-1,
das sFlt-1, und von VEGFR-2, das sFlk-1. Der zugrundeliegende Me-
chanismus ist die Sequestrierung von zirkulierendem VEGF und die
Bildung von Heterodimeren, ohne die Signalkaskade lber die Tyrosin-
kinasen zu aktivieren. Die angiostatische Potenz eines solchen Kon-
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struktes wurde mittlerweile ausfihrlich untersucht und belegt. So
konnten Kou et al. [2004] zeigen, dass die Transfektion von Tumorzel-
len (S180 und B16) mit sFlk-1-tragenden Adenoviren das Wachstum
der Tumoren zu hemmen vermag. Andere Studien zeigen die inhibito-
rische Wirkung von Idslichem Flt-1 auf die Neovaskularisation in der
Retina [Bainbridge et al., 2002] bzw. in follikularen Schilddrisenkarzi-
nomen [Ye et al., 2004] und im Pankreaskarzinom [Hoshida et al.,
2002].

In in vitro- und in vivo-Versuchen konnten wir diese angiostatische
Potenz bestatigen. Im sog. ,Tube Formation Assay”“ vergleicht man die
Bildung geféBartiger Strukturen von kultivierten HUVE-Zellen (HUVEC)
im Matrigel in unterschiedlichen Medien, welche die angiostatisch
wirksamen Konstrukte enthalten bzw. frei von diesen sind. In unseren
Versuchen ergab sich eine Hemmungskapazitdt von 53% durch
AdsFlk-1 bzw. 42% durch den Einsatz von AdsFlt-1 gegenlber der
AdLacZ-Kontrolle. Vergleichbare Ergebnisse beschreiben auch andere
Autoren. So konnten Ahmad und Ahmed [2004] zeigen, dass Uber-
stand von kultivierten praeklamptischen Plazentazellen, welcher
sVEGFR-1 enthélt, die Bildung gefaB&hnlicher Strukturen im ,tube-
formation-assay"” signifikant zu hemmen vermag. Maynard et al. kamen
bereits 2003 zu ahnlichen Ergebnissen, als sie HUVE-Zellen mit Se-
rum praeklamptischer Patientinnen inkubierten. In Vorversuchen zur
angiostatischen Therapie des Ovarialkarzinoms belegten Mahasreshti
et al. [2001] eine wachstumshemmende Potenz auf HUVE-Zellen durch
adenoviral vermitteltes sFIt-1 von 60% gegeniiber einem Kontrollvek-
tor und von lber 70% im Vergleich zu Kulturiberstand nicht infizierter
Zellen.

In vivo wurde die angiostatische Potenz mit Matrigeldepots unter-
sucht, welche subkutan bei C3H-M&ausen implantiert wurden. Nach
systemischer Behandlung mit AdsFlk-1 bzw. AdLacZ wurden die
explantierten Depots auf Einsprossung geféBartiger Strukturen hin
untersucht. Bei Tieren, die intraventés mit AdsFlk-1 behandelt worden
waren, konnte eine um 80% geringere Infiltration verzeichnet werden.
Die Ergebnisse der in vivo-Untersuchungen finden also in diesen Ver-
suchen ihre Bestatigung.
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Die solchermaBen vermittelte Unterbrechung der Signalkaskade, die
zur Stimulation der Angiogenese fiihrt und somit das weitere Wachsen
eines Tumors unterstitzt, fihrt nachweislich zu einer signifikanten
Abnahme der tumoralen GefaBdichte [Vajkoczy et al., 2005]. Verglei-
chende Studien belegen, dass eine solche direkie Hemmung des
VEGF Uber I6sliche Rezeptoren wirkungsvoller ist als z.B. die Verwen-
dung von Angiostatin oder Endostatin. Dies konnte sowohl fir murine
(Lungen-) als auch humane (Pankreas-) Karzinomzellen im Mausmo-
dell belegt werden [Kuo et al., 2001]. Erfolgreiche lokale Behandlun-
gen von CRC-Tumorzellverbdnden werden berichtet [Kong et al, 1998].

5.3 Murines CRC-Versuchsmodell

Ein experimenteller Behandlungsansatz, wie er der vorliegenden Ar-
beit zugrundeliegt, erfordert fir eine aussagekraftige Evaluation ein
maoglichst realitdtsnahes Versuchsmodell [Hayashi et al., 1999; Top et
al., 1998]. Zur Induktion sowohl der subkutanen als auch der intrahe-
patischen Tumoren verwendeten wir CT26-Zellen. Diese murine Ko-
lonkarzinom-Zelllinie wurde bereits von friheren Autoren als gut ge-
eignet beschrieben, nachvollziehbar hepatische Metastasen des kolo-
rektalen Karzinoms im Mausmodell zu produzieren [Kollmar et al.,
2004]. Die Fahigkeit der Zellen, VEGF zu exprimieren und zu sezer-
nieren und somit einer entsprechenden angiostatischen Therapie zu-
ganglich zu sein, wurde von uns in Vorversuchen belegt. Bereits verdf-
fentlichte Untersuchungen schlieBen einen direkten antiproliferativen
Einfluss von z.B. sFlt-1 auf CT26-Zellen weitgehend aus [Schmitz et
al., 2005].

Oft werden Tumormodelle im subkutanen Ansatz untersucht. Sie sind
aufgrund der technisch einfach durchzufihrenden Tumoretablierung
und der anschlieBenden Beobachtung relativ leicht zu realisieren, und
die erhobenen Daten sind z.B. im Hinblick auf die Tumorausdehnung
gut reproduzierbar. Dabei lassen sich sowohl murine als auch humane
Zelllinien einsetzen, und auf diese Weise kénnen Tumoren in synge-
nen oder immundefizienten Tieren gut etabliert werden. Allerdings
findet sich bei solchen Modellen eine starkere Immunantwort als in
einem intrahepatischen Versuchsansatz, da der Gehalt an APC-Zellen
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und Langerhans-Zellen im Unterhautgewebe ungleich gréBer ist als
z.B. im Zielorgan Leber und auf diese Weise das Immunsystem vielfal-
tig stimuliert wird. AuBerdem ist ein Metastasenmodell des kolorekta-
len Karzinoms im Subkutangewebe artifiziell. Einen solchen Ansatz
benutzten wir aufgrund der vergleichsweise einfach zu handhabenden
Vermessung der TumorgréBenentwicklung fiir eine engmaschige Dar-
stellung des Wachstumsverhaltens der Tumoren, und die Induktion
subkutaner Tumoren in Balb/c-Mausen durch Injektion von CT26-
Zellen wurde auch bereits von anderen Arbeitsgruppen zur Evaluation
verschiedenster antitumoraler Effekte genutzt [Toda et al., 2001]. Es
lasst sich hieran grundséatzlich der dem Versuchsansatz zugrunde lie-
gende Mechanismus funktionell belegen (sog. ,proof of principle®).

Um der physiologischen Situation eines hepatischen Tumors bzw. ei-
ner Metastase ndher zu kommen, haben wir parallel zum subkutanen
Versuchsansatz ein weiteres, intrahepatisches Modell in der Leber
genutzt und versucht, die Ergebnisse der Studien am Subkutanmodell
hieran nachzuvollziehen. Dafiir wurde durch Injektion einer definierten
Menge von Tumorzellen in das Lebergewebe ein hepatisches Einzel-
tumormodell etabliert. Solche Modelle haben naturgemafB assoziierte
Schwierigkeiten, welche eine leichte Induktion, Entwicklung und Beob-
achtung des Tumorwachstums verhindern. Die Induktion der Tumoren
und auch die anschlieBende Verlaufsbeobachtung insbesondere des
Wachstumsverhaltens muss regelmaBig mittels invasiver Methoden
wie Laparotomie oder Hepatektomie geschehen und bedeutet somit
immer eine zusatzliche Belastung fir das Versuchstier. Auch dieses
Modell ist in der Literatur als bereits von anderen Autoren verwendet
vorbeschrieben [Topf et al., 1998] und etabliert. Genau wie wir evalu-
ieren viele Studien die Wirksamkeit einer antitumoralen Gentherapie
sowohl im subkutanen als auch im orthotopen Metastasenmodell (u.a.
Tseng et al, 2002).

5.4 Tumorwachstum unter systemischer Gabe von sFlk-1 bzw.
sFit-1

Wie erwédhnt, ist eine Modglichkeit, die Neovaskularisation solider
Neoplasien bzw. ihrer Metastasen zu hemmen, die Verwendung |6sli-
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cher Rezeptoren des Angiogenesefaktors VEGF. Die spezifischen anti-
tumoralen Effekte einer systemischen Therapie mit solchen Konstruk-
ten wurden bereits von anderen Autoren nachgewiesen. So konnten
Ye et al. zeigen, dass sich durch die Anwendung von sFlt-1 das
Wachstum von follikuldren Schilddrisenkarzinomen um bis zu 70%
unterdricken lasst [Ye et al., 2003]. Ein Fusionsprotein aus einer
VEGFR-1-Domé&ne mit einem Immunglobulin (,VEGF-Trap’) zeigte in
Versuchen hohe antitumorale Potenz [Holash et al., 2002] und befin-
det sich bereits in der klinischen Erprobung. Durch Inhibierung der
VEGF-Wirkung konnte ein Rickgang der Tumormasse und von Aszites
im Ovarialkarzinommodell gesehen werden [Byrne et al., 2003]. Eben-
so wirkte sich die Gabe der ,VEGF-Trap’ auf Tumor- und Metastasen-
wachstum beim Pankreaskarzinom im Sinne einer Hemmung aus [Fu-
kasawa und Korc, 2004]. Plasmide, welche die Gensequenz der extra-
zellularen Doméane des VEGFR-2 (sFlk-1) tragen und per Elektropora-
tion in subkutan liegende Mammakarzinomzellen in der Maus transfe-
riert wurden, konnten eine Wachstumshemmung der Tumorzellverbéan-
de bewirken [Wang et al., 2002].

Der Evaluation der Kombination der belegten antitumoralen Eigen-
schaften eines solchen anti-VEGF-Konstruktes mit den Vorteilen der
Gentherapie wie der guten Regulierbarkeit und relativ gering ausge-
pragten systemischen Nebenwirkungen diente der dieser Arbeit
zugrundeliegende Versuchsansatz. Mehrere Autoren konnten bereits
die Wirksamkeit einer angiostatischen Gentherapie in Bezug auf die
Tumorausbreitung belegen. Mahasreshti et al. [2001] zeigten, dass die
gentherapeutisch vermittelte Anwendung von léslichem Flt-1 einen
hemmenden Einfluss auf die GréBenentwicklung subkutaner Tumoren
im murinen Ovarialkarzinommodell hat und auch das Uberleben giins-
tig beeinflussen kann. Weitere Arbeiten belegen den hemmenden Ein-
fluss einer adenoviral vermittelten Therapie mit sFlt-1 auf das Tu-
morwachstum beim Pankreaskarzinom [Hoshida et al., 2002]. Ebenso
gelang ein solcher Nachweis fir das Prostatakarzinom, wobei sich
auch hier giinstige Auswirkungen auf die Uberlebensrate zeigten [Be-
cker et al., 2002]. Kou et al. [2005] konnten die wachstumshemmende
Wirkung eines retroviral vermittelten sFlk-1-Konstruktes im murinen
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Tumormodell aufzeigen. Ahnliches gelang fiir den adenoviral vermittel-
ten Gentransfer im murinen Ovarialkarzinommodell [Wu et al., 2006]
und beim Pankreaskarzinom [Tseng et al., 2002].

In Ubereinstimmung mit den in der Literatur dargestellten Ergebnissen
zeigten unsere Versuche, dass die einmalige systemische Gabe so-
wohl von AdsFlk-1 als auch von AdsFlt-1 (5 x 10° pfu) in einer signif-
kanten Hemmung des Wachstums subkutaner Tumoren von 73% bzw.
53% 13 Tage nach Behandlungsbeginn resultierte. Tiere der Kontroll-
gruppe entwickelten gréBere Tumoren im Vergleich zu denen der The-
rapiegruppen. Es fiel auf, dass die antitumoralen Effekte bei Applikati-
on von AdsFlk-1 starker ausfallen als bei AdsFIt-1.

Die Anwendung von AdsFlk-1 in einem intrahepatischen Metastasen-
modell zeigte, dass auch hier die systemische Therapie eine Wachs-
tumshemmung gegenlber einer negativen Kontrolle erbringt. Dies gilt
sowohl far die Hemmung der Proliferation als auch fir die beobachte-
ten EndgréBen der Tumoren, in einem Fall konnte eine komplette Re-
mission erreicht werden. Dabei ist die hier erreichte Wachstumms-
hemmung allerdings statistisch nicht signifikant.

sFlk-1 konnte nach einmaliger Gabe Uber einen Zeitraum von 56 Ta-
gen im Serum behandelter Tiere nachgewiesen werden. In Uberein-
stimmung belegen frihere Arbeiten die Langzeitexpression von angi-
ostatisch wirksamen Proteinen mittels adenoviralem Gentransfer
[Chen et al., 2000]. Adenoviren integrieren nicht in das Genom, die
Expression bei einmaliger Gabe ist also grundséatzlich nur transient.
Die beobachtete Zunahme der TumorgréBen im Verlauf des subkuta-
nen Versuches ist Ausdruck dieser transienten Expression und damit
der zeitlich begrenzten Wirksamkeit der Therapie. Offen bleibt, ob
eine wiederholte Applikation der adenoviralen Vektoren eine starkere
antitumorale Wirksamkeit hat und ob hier Dosiseffekte zu beobachten
sind. Wie bereits erwéhnt, wird jedoch im Zielorganismus eine starke
Immunantwort provoziert, was die wiederholte Gabe schwierig macht.

5.5 Auswirkungen der systemischen Gabe von sFlk-1 bzw. sFlt-1 auf
das Uberleben

Verschiedene Studien konnten bislang positive Effekte sowohl von
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sFlt-1 als auch von sFlk-1 auf die Uberlebensdauer bei verschiedenen
Tumormodellen und —entitdten aufzeigen.

Die intraperitoneale Injektion von in vitro transduzierten Zellen, wel-
che sFlt-1 exprimieren, konnte die Uberlebensrate von Balb/c-Mausen,
die Ovarialkarzinome trugen, signifikant verbessern [Hasumi et al.,
2002]. Ahnliches gilt fiur die intraperitoneale Anwendung sFIt-1-
vermittelnder rekombinanter Adenoviren [Mahasreshti et al., 2001].
Raskopf et al. konnten 2005 im Modell des hepatozelluldren Karzi-
noms in der C3H-Maus eine signifikante Verbesserung der Uberle-
bensrate unter systemischer Therapie mit AdsFlk-1 im subkutanen und
eine mittlere Uberlebenszeit von 17 Tagen im Vergleich zu 10 Tagen
bei Behandlung mit einem Kontrollvektor im orthotopen Versuchsan-
satz erreichen. Gleiches gelang Tseng et al. [2002] fir das hepatisch
metastasierte Pankreaskarzinom.

Diesen in der Literatur beschriebenen positiven Einfluss konnten wir in
unseren Versuchen teilweise nachvollziehen. Durch eine systemische
Therapie mit AdsFlk-1 bzw. AdsFlt-1 (5 x 10° pfu) ergab sich in unse-
rem subkutanen Versuchsansatz allerdings nur ein tendenzieller, nicht
signifikanter Uberlebensvorteil gegeniiber der Negativkontrolle. Hier
verstarben die ersten Tiere friher, die mittlere Uberlebenszeit war
insgesamt kirzer. Auch hier zeigt sich zuriickschauend, dass in der
Gruppe mit AdsFlk-1 der Uberlebensvorteil am gréBten ausfallt.

5.6 Toxizitat bei systemischer Gabe

Die intravendse Applikation hepatotroper Adenoviren fuhrt zu einer
hepatitischen Reaktion. Als Hinweis auf diesen Hepatotropismus
kommt es laborchemisch zu einem Anstieg der Transaminasen im Se-
rum der Tiere. Um den Grad der Leberschadigung evaluieren zu kén-
nen, bestimmten wir im Serum den Gehalt der Lebertransaminase
ALT. Desweiteren diente uns die Beobachtung der Tiere unter beson-
derer Beachtung subjektiver Krankheitssymptome wie Sozialverhalten,
Fellpflege oder Fressverhalten oder auch die mégliche Ausbildung
eines lkterus als Anhalt fir eine (leber-)schadigende Nebenwirkung
der Therapie. Andere Autoren untersuchten in friheren Studien ahnli-
che Fragestellungen und zogen hierbei z.B. Kriterien wie Gewebsha-
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morrhagien oder histomorphologische Aspektie der Cytotoxizitat heran
[Mahasreshti et al., 2003]. Diese Untersuchungen kamen u.a. zu dem
Schluss, dass die intravendse Applikation von in diesem Fall AdsFlt-1
zu inakzeptabler Leberschadigung fihrt. Eine solche Leberschadigung
scheint dosisabhangig zu sein [Nielsen et al., 1998].

Vergleicht man den Verlauf der Transaminasen zwischen den einzel-
nen Behandlungsgruppen, so zeigt sich bei den applizierten Dosen
eine initiale, wohl aber tolerable ALT-Erhéhung im Serum bei den The-
rapiegruppen im Vergleich zur Kontrolle. Auch konnten wir bei den
Tieren keine subjektiven Krankheitssymptome wie z.B. Appetitlosig-
keit, Vernachlassigung der Fellpflege oder auffallige Veranderungen
des Sozialverhaltens beobachten und es fand sich keine Entwicklung
eines lkterus als Hinweis auf eine signifikante Leberschadigung. Die
Messung des ALT-Gehalts erfolgte bewusst im subkutanen Versuchs-
ansatz, um eine mdglicherweise tumorbedingte Erhéhung weitgehend
auszuschlieBen.

Es stellt sich die Frage, inwiefern eine hepatitische Reaktion selbst
und die damit einhergehende stimulierte Ausschittung vasoaktiver und
—gener Substanzen das Wachstum der Tumoren beeinflusst. Eine sol-
che Entzindungsreaktion hat sowohl pro- als auch antitumorale Effek-
te (da immunmodulatorisch wirksam). Dabei ist zu beachten, dass
zwar die Inflammation durch die Transgenexpression bei Behandlung
mit AdsFIt-1 bzw. AdsFlk-1 gréBer ist als bei AdLacZ, die VEGF-
vermittelte Wirkung hier aber gleichzeitig auch wieder unterbunden
wird.

Neben der hepatitischen gibt es noch andere als toxisch anzusehende
Reaktionen auf die systemische Applikation adenoviraler Vektoren wie
z.B. Blutbildverédnderungen (Leukopenien, Thrombozytopenien), wel-
che auch abhéangig sind vom Immunstatus des Organismus [Varnavski
et al., 2005]. Ausgepragte systemische inflammatorische Reaktionen
kommen vor und haben im klinischen Einsatz bereits zum Tod von
Patienten gefihrt [Raper et al., 2003]. Aufgrund der Tatsache, dass
Adenoviren ihr Genom nicht in das der Zielzelle integrieren, sind on-
kogene Effekte jedoch nicht zu beflirchten.

Mehrere Arbeiten zeigen mittlerweile Mdglichkeiten, den adenoviralen
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Gentransfer sicherer zu machen, so z.B. durch die Deletion weiterer
Regionen im adenoviralen Genom [Everett et al, 2003; Gao et al.,
1996; Morsy et al., 1998; Jozkowicz und Dulak, 2005], wodurch virale
Hillproteine nicht mehr exprimiert werden, oder durch Verwendung
von sog. ,helper-dependent® Adenoviren [Brunetti-Pierri et al., 2006].
Die Konstruktion eines Hybrid-Vektors kombiniert die Vorteile mehre-
rer Vektorkonstrukte fir die Therapie des hepatozelluldren Karzinoms
[Guan et al., 2006]. Auch hat der Applikationsmodus Einfluss auf die
Vertraglichkeit [O'Neal et al, 2000]. Wichtig ist das Finden der richti-
gen Dosis, da sowohl Transgenexpression als auch Toxizitat dosisab-
hé&ngig zu sein scheinen. Der von anderen Autoren histomorphologisch
beobachteten starken Lebertoxizitdt und auch der einhergehenden
hepatitischen Umgebungsreaktion lieBe sich mdglicherweise durch
intratumorale Applikation der adenoviralen Vektoren anstelle einer
intravendsen Injektion begegnen.

5.7 VEGF unter Therapie

Die systemische Gabe von AdsFlk-1 resultierte im subkutanen Modell
trotz des positiven Einflusses auf Tumorwachstum und Uberlebensrate
in einem starken, gleichbleibend hohen Anstieg der Aktivitdt des VEGF
im Serum der Tiere. Ein solcher erfolgte auch nach Applikation von
AdsFlk-1 bei gesunden, tumorfreien Tieren. Dieses Ph&dnomen wurde
bereits von anderen Autoren beobachtet, und es konnte teilweise ge-
zeigt werden, dass steigende VEGF-Spiegel eine Verstarkung und
eine zunehmende VEGFR-2-Dichte im Tumor eine Abnahme der anti-
tumoralen Effekte der Therapie bewirken [Dev et al., 2004]. Bocci et
al. [2004] beschrieben eine Abhangigkeit des steigenden VEGF-
Serumspiegels von der Dosierung einer antiangiogenen Substanz und
dessen Bedeutung fur die Dosisfindung im Rahmen eines klinischen
Einsatzes. VEGF kénnte Bedeutung im Sinne eines Tumormarkers zur
Uberwachung einer Therapie erlangen.

Da trotz steigender VEGF-Level antitumorale Effekte auftreten,
scheint die Wachstumshemmung durch |6sliche VEGF-Rezeptoren kein
kompetetiver Mechanismus zu sein, vielmehr wird, wie bereits darge-
stellt, die Hemmung Uber die Bildung von Heterodimeren aus VEGF
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und l6slichem Rezeptor und durch Sequestrierung von VEGF in der
GeféaBbahn vermittelt.

Far die weitere Klarung einer mdglichen Interaktion zwischen VEGF-
Aktivitdt im Serum und antitumoraler Wirksamkeit einer antiangioge-
nen Therapie musste der Ort einer gesteigerten VEGF-Produktion i-
dentifiziert werden. Vergleicht man im subkutanen Modell die gemes-
senen TumorgréBen mit den VEGF-Spiegeln im Serum, I&sst sich kei-
ne Korrelation feststellen. Obwohl CT26-Zellen VEGF exprimieren,
scheinen die induzierten Tumoren selbst in vivo keine wesentliche
Rolle bei der verstarkten VEGF-Expression zu spielen. Es wurden von
uns daher Gewebsproben verschiedener Organe von tumorfreien, aber
behandelten Tieren mittels western blot auf VEGF-Expression unter-
sucht (Leber, Niere, Lunge, Milz und Darm), welche letztlich in all die-
sen Organen detektiert werden konnte. Ausgehend von dem bekannten
Hepatotropismus der adenoviralen Vektoren wurde speziell das Leber-
gewebe auf dessen Gehalt an VEGF quantitativ mittels ELISA unter-
sucht. Unter Therapie mit AdsFlk-1 konnte eine Steigerung der Aktivi-
tat im Vergleich zur Kontrolle &hnlich dem Anstieg des VEGF im Se-
rum dieser Tiere gesehen werden. Die Leber scheint also einer der
Hauptbildungsorte des VEGF (unter Therapie mit angiostatischen ade-
noviralen Vektorkonstrukten) zu sein. Diese Annahme bestatigen Un-
tersuchungen anderer Autoren [Maharaj et al., 2006].

Es stellt sich in diesem Zusammenhang die Frage, ob eine Unterdri-
ckung der gesteigerten VEGF-Expression unter Therapie zu einer wei-
teren Verstarkung der antitumoralen Effekte fihren kann. Dies kdnnte
z.B. durch Verwendung sog. siRNA (,small interfering-RNA’) gesche-
hen, die eine Expression des VEGF schon auf Genom-Ebene unter-
drickt (sog. ,gene silencing’), was mehrere Arbeiten bereits belegen
konnten [Sato et al., 2005; McCaffrey et al., 2002]. Andere Autoren
berichten von entsprechenden Erfolgen in der Ophthalmologie [Murata
et al., 2006; Kim et al., 2004; Reich et al., 2003]. Im Tiermodell konnte
gegen VEGF gerichtetes ,gene silencing’ bereits erfolgreich zur The-
rapie des Malignen Melanoms eingesetzt werden [Tao et al., 2005]
und in vitro lieB sich die Proliferation von Kolorektalkarzinomzellen
hemmen [Mulkeen et al., 2006].



DISKUSSION 90

Méglicherweise kann auch durch die Kombination mit anderen, das
VEGF als Substrat benutzenden angiostatischen Ansé&tzen eine Ver-
starkung der antitumoralen Effekte erreicht werden, da z.B. erhdhte
VEGF-Spiegel bei der Verwendung von Tyrosinkinaseinhibitoren ge-
nau dies zur Folge haben [Dev et al., 2004].

5.8 Ausblick

Die erzielten Effekte im Hinblick auf die GrdéBenentwicklung solider
Tumoren sollten AnstoB fur weiterfihrende Untersuchungen sein.
Mehrere Arbeiten konnten bislang die antitumoralen Effekte einer im-
munmodulatorischen Therapie mit dem Zytokin IL-12 belegen [Gately
und Brunda, 1996]. Es lasst sich hierdurch die zytotoxische Wirkung
der zellularen Abwehr stimulieren [Gately et al., 1994; Robertson et
al., 1992] und andere Zytokine werden aktiviert [Nastala et a., 1994],
so dass die Mdglichkeiten des Immunsystems, den Tumor anzugehen,
gestarkt werden. Auch diese Therapieansatze wurden bereits im
gentherapeutischen Ansatz untersucht [Alves et al., 2004]. Eine Kom-
bination mit dem in dieser Arbeit vorgestellten Ansatz kénnte mdégliche
synergistische Effekte bei niedriger Toxizitdt bedeuten. Weitere Ver-
suche sollten unternommen werden, die Vertraglichkeit einer adenovi-
ral vermittelten Therapie zu steigern. Auch die Kombination mit bishe-
rigen Strategien der Tumortherapie wie Chemotherapie [Wang et al.,
2006] oder Bestrahlung [Geng et al., 2001] kann vielversprechend
sein.

Untersucht werden sollten ferner Modifikationen des Applikationsmo-
dus der Vektoren (wie z.B. die repetetive Injektion, ggf. unter Verwen-
dung adenoassoziierter Viren) sowie die Moglichkeit, die gefundene
reaktive Steigerung der VEGF-Expression im Lebergewebe zu unter-
binden.

Die Entwicklung der VEGF-Aktivitat schlieBlich kénnte im Sinne eines
Tumormarkers zur Therapielberwachung dienen.
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6 Zusammenfassung

Das kolorektale Karzinom (CRC) stellt in der westlichen Welt sowohl
bei Mannern als auch bei Frauen die zweithdufigste Tumorentitat dar.
Die Bildung metastatischer Absiedelungen unter anderem in der Leber
verschlechtert die Prognose immens. Bei der Suche nach Alternativen
zu den begrenzten therapeutischen Optionen des metastasierten CRC
bietet eine angiostatische Therapie vielversprechende Mdéglichkeiten.
Allgemein ist heutzutage die wichtige Rolle der Vaskulo- und Angioge-
nese flir Tumorwachstum und -verbreitung anerkannt und durch Stu-
dien belegt. Dabei scheint die direkte Hemmung des Angiogenesein-
duktors VEGF mittels I6slicher Rezeptoren einer Hemmung z.B. mittels
Angiostatin in der Wirksamkeit Uberlegen. Die Realisierung im genthe-
rapeutischen Ansatz macht es mdéglich, die Nebenwirkungen von in
hohen Dosen systemisch applizierten angiostatischen Substanzen zu
reduzieren. Adenovirale Vektoren stellen hierbei aus vielerlei Griinden
ein effizientes Mittel des genetischen Transfers dar.

Untersucht wurde die antitumorale Wirksamkeit einer adenoviral ver-
mittelten, systemischen Behandlung mit I8slichem Flk-1 bzw. FIt-1
(AdsFlk-1 bzw. AdsFIt-1) zur Bekdmpfung hepatischer Metastasen des
CRC im Mausmodell. Zundchst wurden rekombinante Adenoviren
amplifiziert und ihre Aktivitdt in Bezug auf Transfektion, Proteinex-
pression und Wirkung in Vorversuchen belegt.

In einem subkutanen bzw. intrahepatischen Versuchsmodell an der
Balb/c-Maus wurden die postulierten Wirkungen in vivo Uberprift. Es
konnte gezeigt werden, dass bereits eine einmalige systemische Gabe
sowohl von AdsFlk-1 als auch von AdsFlt-1 in einer signifikanten
Hemmung des Wachstums subkutan eingepflanzter Tumoren von 73%
bzw. 53% zum Untersuchungszeitpunkt 13 Tage nach Behandlungsbe-
ginn resultierte.

Auch im intrahepatischen Versuchsmodell fihrte die Anwendung von
AdsFlk-1 zu einer Wachstumshemmung. Alle Tiere der Kontrolle zeig-
ten zum Zeitpunkt der Untersuchung 11 Tage nach Behandlungsbeginn
ein progredientes Wachstum, wohingegen sich bei 43% der mit
AdsFlk-1 behandelten Tiere ein stabiles bzw. ricklaufiges Wachstum
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einstellte. Die mittleren Tumorvolumina dieser Tiere betrugen weit
weniger als die Hélfte derjenigen, die mit dem Kontrollvektor behan-
delt wurden. Beziiglich der Uberlebenszeit ergab die Applikation von
AdsFlk-1 bzw. AdsFlIt-1 im subkutanen Modell nur eine tendenzielle
Verbesserung. So Uberlebten die Tiere bei Behandlung mit AdsFIt-1 im
Schnitt 27 Tage, bei Behandlung mit AdsFlk-1 32 Tage im Vergleich
zur Kontrollgruppe mit einer mittleren Uberlebenszeit von lediglich 23
Tagen.

Der Verlauf des Alanin-Aminotransferase (ALT)-Serumspiegels sowie
das Sozial- oder Fressverhalten der Versuchstiere zeigte eine prinzi-
piell gute Vertraglichkeit. Zu Beginn der Therapie kam es zu einem
Anstieg der ALT, welche sich im weiteren Verlauf des Versuchs wieder
zu normalisieren begann. Sichtbare Anzeichen einer relevanten Hepa-
totoxizitdt wie die Entwicklung eines l|kterus konnten nicht gesehen
werden.

Die Behandlung mit AdsFlk-1 resultierte in einem starken Anstieg des
VEGF im Serum der Versuchstiere, und dass nicht nur bei tumortra-
genden, sondern auch bei gesunden Tieren. VEGF-mRNA konnten wir
in verschiedenen Organen nachweisen. Die quantitative Analyse von
Lebergewebe therapierter Tiere im Vergleich zu Kontrollen zeigte ei-
nen Anstieg der VEGF-Expression, der vergleichbar dem im Serum
war. Es zeigte sich keine Korrelation zwischen der gesteigerten Se-
rum-Aktivitdt des VEGF und den gemessenen Tumorvolumina, so dass
die Leber eine fihrende Rolle bei der VEGF-Produktion unter Therapie
mit angiostatischen Konstrukten zu spielen scheint. Weiterfihrende
Versuche sollten Méglichkeiten der Unterdrickung der gesteigerten
VEGF-Expression (beispielsweise mittels ,gene silencing’) und den
Einfluss auf das Tumorwachstum untersuchen.
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