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1 Einleitung 

1.1 Das kolorektale Karzinom 

Das kolorektale Karzinom (CRC) zähl t  in der westl ichen Welt  nach 

dem Bronchialkarzinom bei Männern und dem Mammakarzinom bei 

Frauen mit  einer zunehmenden Inzidenzrate pro Jahr von wenigstens 

1.000.000 Fäl len weltweit  zu den häuf igsten Tumorerkrankungen und 

ist  für mehr als 500.000 Todesfälle jedes Jahr verantwortl ich. Dabei 

zeigt s ich eine deutl ich inhomogene Altersvertei lung, da mit  zuneh-

mendem Lebensalter die Inzidenz sprunghaft  ansteigt und sich bei  

über 40 jährigen alle 10 Jahre verdoppelt .  

Ät iopathogenetisch muß von einer multi faktoriel len Entstehung ausge-

gangen werden. So findet sich in ungefähr 10% der Krankheitsfäl le ein 

genetischer Hintergrund, z.B. in Form einer Famil iären Adenomatösen 

Polypose (FAP, diese eine obligate Präkanzerose) [Gardner, 1951; 

Vavra et al .,  2002] oder eines Lynch-Syndroms (HNPCC) [Knaebel et 

al. , 2005].  Langjährig bestehende chronisch entzündliche Darmerkran-

kungen, hierbei  besonders zu nennen die Colit is  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 gel ten als Risikoerkrankungen für die Entwicklung eines 

CRC. Darüber hinaus existieren gewisse prädisponierende 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 über hämatogene Me-

tastasierung Absiedelungen in der Leber [Ballantyne und Quin, 1993], 

in 25% der Fälle können diese bereits zum Zeitpunkt der Diagnose-

stel lung nachgewiesen werden. Der Nachweis von Fernmetastasen 

bedeutet hierbei  eine enorme Verschlechterung der Prognose, Pat ien-

ten im Tumorstadium IV nach UICC haben eine durchschnit t l iche 5-

Jahres-Überlebensrate von ledigl ich 5%.  

In 30% der Fälle von metastasierten kolorektalen Karzinomen ist  die 
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Leber der einzige Ort der Metastasierung [Fong, 1999].  Isol ierte Le-

bermetastasen können mit  kurat iver Intention chirurgisch behandelt 

werden, bei  disseminierter Metastasierung verbleiben nur mehr pal l ia-

t ive Therapieansätze. Jedoch sind auch hier die Mögl ichkei ten be-

grenzt.  Multiple Absiedelungen können mit  Ir inotecan, 5-FU und Fol in-

säure und neuerdings auch in Kombinationstherapie mit  dem Angioge-

nesehemmer Bevacizumab chemotherapeutisch behandelt  werden. 

Daneben existieren CT- bzw. Ultraschal l-gesteuerte lokale Therapie-

verfahren wie die Kryo- und Laserbehandlung oder die Radiofrequen-

zablation. Scheinbar besteht jedoch ein dringender Bedarf an verbes-

serten therapeutischen Möglichkeiten. 

Der Umstand der frühzeit igen 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 

Hinbl ick auf kurat ive und verbesserte pall iat ive Möglichkei ten.   

1.2 Onkologische Gentherapie 

Ein gentherapeut ischer Ansatz könnte eine vielversprechende Mög-

l ichkei t darstel len, die an sich begrenzten Behandlungsoptionen des 

(metastasierten) kolorektalen Karzinoms zu erweitern. Hierbei  wird 

genetisches Material  (als W ildtypform oder auch genetisch modif i-

ziert),  das sog. „Transgen“, in Zellen eingeschleust,  wo dessen Ex-

pression das maligne Geschehen zurückdrängen soll . Bei  der Trans-

fektion, also der Einbringung des Transgens, kommen verschiedene 

Verfahren zur Anwendung: 1. chemisch (u.a. Phosphatpräzipitat ion, 

kationische Polymere, Liposomen, molekulare Konjugate),  2.  physika-

l isch (u.a. Elektroporation, Mikroinjekt ion, ‚gene gun’), 3.  biologisch 

(rekombinante Viren werden als Vektoren benutzt). Dabei sol lte ein 

opt imaler Vektor eine hohe und geziel te Zel lt ransdukt ion verursachen, 

wenig antigen wirken, eine große Kapazi tät für fremde DNA besi tzen, 

eine gezielte und regulierbare Transgenexpression vermit teln und für 

Patienten sowie Umwelt gleichermaßen verträglich und sicher sein. 

Der Begrif f  „Vektor“ kann dabei einerseits sowohl im weiteren Sinne 

als „Gentaxi“  übersetzt werden (also z.B. ein Adenovirus), im engeren 
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Sinne beschreibt es auch genet ische Sequenzen, in welche das 

Transgen eingebettet is t (beispielsweise ein Plasmid).   

Grundsätzl iche Vortei le der Gentherapie gegenüber der konventionel-

len medikamentösen Therapie sind im Idealfal l  die Langzeitwirkung, 

die sowohl systemische als auch lokale Regulierbarkeit  der Gen-

expression mit  hohen erreichbaren Wirkstoffkonzentrationen vor Ort, 

die relat iv milde Einflussnahme auf physiologische Prozesse und die 

geringen Nebenwirkungen [Nikol  und Höfl ing, 1993].  Es lassen sich 

mit  der Gentherapie darüber hinaus best immte Erkrankungen, wie z.B. 

Stoffwechselstörungen aufgrund des Fehlens bestimmter Enzyme, 

ursächl ich therapieren.  

 

Virale Vektoren in der Gentherapie 

Virale Vektoren haben sich für den Gentransfer als außerordentl ich 

effekt iv erwiesen. Sie stel len ein natürl iches Vektorsystem dar,  das 

berei ts Mi l l ionen von Jahren Zeit  hatte, sich zu entwickeln und bezüg-

l ich Spezifi tät,  Expressionseffizienz und Verringerung der Pathogeni-

tät während der Infektion optimiert  ist  [Nikol  und Höfl ing, 1993; 

Walther und Stein, 2000; Robbins und Ghivizzani,  1998]. Gegenüber 

den anderen Methoden des Gentransfers wie z.B. der Elektroporat ion 

s ind Vortei le beschrieben [Lefesvre et al. ,  2002],  so ist  u.a. die Trans-

dukt ionseffizienz in vivo ungleich höher. 

Bis lang wurden in der Gentherapie u.a. Adenoviren, Herpesviren, Re-

troviren, adenoassoziierte Viren, Lent ivi ren, Baculoviren, SV40 und 

Vacciniaviren eingesetzt. Dabei hängt die Wahl des Vektors nicht zu-

letzt von der Art der zu therapierenden Erkrankung ab. W il l  man eine 

besonders hohe Transduktionseff izienz erreichen, verwendet man z.B. 

die unselektiven Adeno- und Sendaiviren. Wird dagegen eher eine 

Limitierung auf proli fer ierendes Gewebe gewünscht wie z.B. bei  im-

munmodulator ischen Ansätzen der Tumortherapie, wird man sich eher 

für selektive Retroviren und adenoassoziierte Viren entscheiden [Nikol 

und Höfl ing, 1993].  Daneben entscheidet aber auch der Therapiean-

satz an sich über die Wahl des Virus. Ist das Produkt des eingebrach-

ten Gens z.B. toxisch, würde man eher eine transiente, also vorüber-

gehende Expression erreichen wollen, sol l  hingegen z.B. ein Enzym-
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mangel langfr ist ig ursächl ich behoben werden, sol lte der Vektor sein 

Gen stabil  in die transfizierten Zellen einbringen und dieses dort  dau-

erhaft  exprimiert  werden. Nachteile viraler Vektoren gegenüber nicht-

viralen Transfersystemen sind die aufwändigere Herstel lung. Außer-

dem weisen sie eine größere Toxizi tät  und Immunogenität bei  niedri -

gerer Kapazi tät für fremde DNA auf.  

Zur Integration retroviralen  Genoms müssen sich die Zellen in der 

Tei lungsphase befinden, womit eine Selekt ion von Geweben mit  höhe-

rer Tei lungsakt ivi tät  wie bei  Tumoren erreicht werden kann. Immuno-

logische Reaktionen sind sel ten. Die Transdukt ionseffizienz ist  hoch 

[Walther und Stein, 2000],  das Transgen wird stabil  in die chromoso-

male DNA der Zielzelle eingebracht,  was al lerdings eine geringere 

Sicherheit  mit  s ich br ingt. Die Integrat ion des genet ischen Materials in 

das Erbgut der Zelle erfolgt oft  ungerichtet,  was zu einer Aktivierung 

von Onkogenen oder Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen führen 

kann. Auch lassen sich Retroviren nur in relativ niedrigen Konzentrati -

onen herstel len, und die Kapazi tät an aufzunehmender Fremd-DNA ist , 

verglichen mit  anderen viralen Vektorsystemen, eher gering. Daher 

werden Retroviren heutzutage für den viralen Gentransfer nicht mehr 

so häufig eingesetzt wie zu Anfang. 

Lentivi ren  auf Basis von HI-Viren als Vektorsysteme befinden sich 

noch im vorkl inischen Untersuchungsstadium, eff izienter Gentransfer 

in v ivo  is t berei ts gelungen [Zufferey et al .,  1997].  

Die neuere Gruppe der onkolyt ischen  Viren soll besonders selekt iv 

Tumorzellen infizieren und diese als repl ikationskompetente Viren 

zerstören können. Es handelt  s ich hierbei  um modif izierte Adenoviren 

[Nemunaitis et al .,  2001; Kirn, 2001],  Vertreter der Herpetovir idae 

[Markert  et  al .,  2000; Martuza, 2000] oder auch Parvoviren [Moehler et 

al. ,  2001].  Auch diese Viren lassen sich als Vektoren benutzen und 

können so kombiniert  antitumoral wirksam werden. 

Die Steuerbarkei t  des Gentransfers lässt sich durch die Verwendung 

best immter Promotoren, welche die Transkription der viralen DNA in 

RNA beeinflussen, noch verbessern. Diese lassen sich sowohl z.B. 

medikamentös aktivieren als dass auch solche Promotoren zur Verfü-
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gung stehen, die selektiv in best immten Geweben bzw. Zell typen aktiv 

s ind. ABSATZKONTROLLE!  

 

Adenovirale Vektoren 

Adenoviren  sind doppelsträngige DNA-Viren. Sie werden über rezep-

torvermittelte Endozytose aufgenommen und integrieren nicht in das 

Genom der Wirtszelle,  sondern deponieren ihre DNA episomal im Zell -

kern. Es kann dadurch theoret isch nicht zu einer Tumorinduktion durch 

Erbgutschädigung wie z.B. bei  Retroviren kommen. Da die übertrage-

nen Gene meist nur kurze Zeit  aktiv sind, werden diese ledigl ich „tran-

sient“ exprimiert.  Die Applikation als therapeutische Maßnahme müss-

te also theoretisch wiederhol t  werden, al lerdings werden adenovirale 

Proteine vom Immunsystem des Wirtsorganismus erkannt und es wird 

eine starke Immunantwort gegen diese ausgelöst,  was eine wiederhol-

te Gabe eigent l ich unmögl ich macht.  

Vortei lhaft  ist ,  dass Adenoviren über den ubiquitär vorkommenden 

Coxsackie-Adenovirus-Rezeptor [Bergelson et al .,  1997] auch sehr gut 

Zel len inf izieren können, welche niedrige Proliferationsraten aufwei-

sen [Block et al. ,  1997; Ragot et al. ,  1998] und in hohen Titerstufen 

hergestell t  werden können [Romano et al. ,  1999].  Diese Tatsachen 

machen rekombinante Adenoviren als Vektoren für die Zwecke der 

Gentherapie attraktiv.  Sie besitzen ferner einen natürl ichen Hepa-

totropismus, was sie einerseits interessant macht für den therapeuti -

schen Einsatz bei  Erkrankungen im Bereich der Leber. Andererseits 

führen sie auch selbst zu einer Leberschädigung und es wurden be-

rei ts gravierende hepat ische Dysfunktionen nach ihrer Anwendung 

beobachtet [van der Eb et al. , 1998; Brand et al. , 1997].   

Mit t lerwei le existieren mehrere Generationen an gentherapeutisch 

eingesetzten Adenoviren. Modifikationen u.a. im Bereich der Kapazität 

für fremde DNA, der Fähigkeit  zur autonomen Replikation, der Stärke 

der ausgelösten Immunantwort oder der Höhe erreichbarer Virusti ter 

führten zur Entwicklung von Zweit-  bzw. Dri ttgenerationsadenoviren. 

Sog. adenoassozi ierte Viren  haben kein eigenes Genom, welches z.B. 

Hüllproteine exprimieren könnte, eine Immunantwort wird hier weitge-

hend unterdrückt.   
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Für diese Arbeit  wurden Adenoviren der ersten Generation eingesetzt. 

Hierbei  is t  die E1-Region delet iert ,  was einerseits Platz schafft  für 3,2 

kbp Fremd-DNA, andererseits dazu führt,  dass die Viren nur noch in 

v it ro in bestimmten Zell l in ien replizieren können, welche das E1-Gen 

in trans  anbieten. Nach zusätzl icher Delet ion von E3 besteht Platz für 

mehr als zwei weitere kbp. Da das Adenovirus mit insgesamt 105 Pro-

zent seines Genoms bepackt werden kann, ergibt s ich für die adenovi-

ralen Vektoren der ersten Generation Platz von maximal 7,5 kbp. Ein 

Nachteil  der Delet ion von E3 ist  eine mögl iche Zunahme der Immunre-

aktion gegen das Adenovirus, da E3 dem Virus hil ft ,  der Immunantwort 

des Organismus zu entgehen [Nikol  und Höfl ing, 1993; Imperiale und 

Kochanek, 2004].   

 

Verschiedene gentherapeutische Strategien wurden bis lang in vorwie-

gend experimentel ler 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 

Substi tution von Tumorsuppressorgenen wie p53, durch Transfer von 

Suizidgenen in Tumorzellen, durch  genetische Immunmodulat ion mit-

tels Cytokinen oder,  wie in der vorl iegenden Arbeit ,  die Suppression 

des Tumorwachstums mittels ant iangiogenetischer Substanzen mit 

Hil fe der Gentechnik. 

1.3 Angiogenese und tumorales Wachstum 

Bei der Angiogenese entwickeln s ich neue Blutgefäße aus berei ts vor-

handenen. Bei Stimulat ion durch bestimmte Wachstumsfaktoren kön-

nen ruhende Endothelzellen sich aus dem stabi len Zellverband lösen, 

wieder in den Zellzyklus eintreten, migrieren, die Basalmembran auf-

lösen und ein Lumen bilden (Intussuszept ion) [Folkman 1985, 1986].  

Bei  der Vaskulogenese hingegen entsteht ein primitiver uni former Ge-

fäßplexus aus mesodermalen Vorläuferzel len, Hämangioblasten und 

Angioblasten, welcher im Rahmen der Angiogenese schließl ich zum 

rei fen Gefäßsystem umgebaut wird [Ell is  et al .,  2001; Jain, 2003; Yan-

copoulos et al .,  2000; Bhushan et al. , 2002]. Beide Prozesse, Angio-



EINLEITUNG 

 

 

14 

genese und Vaskulogenese, spielen während der Vaskularisierung im 

Rahmen der Embryogenese eine entscheidende Rolle.  Im Erwachse-

nen ergibt sich die physiologische Bildung der Blutgefäße maßgeblich 

durch Angiogenese. Diese ist  essentiel l  während der Wundheilung, der 

Entwicklung des Menschen und der Reproduktion. Sie ist  in al len die-

sen Fällen sehr eng reguliert.  War man jedoch lange Zeit  der Meinung, 

dass in der postnatalen Phase Neovaskularisation bei  physiologischen 

als auch pathologischen Vorgängen ausschließl ich durch die Umfor-

mung berei ts vorhandener Gefäßstrukturen, also durch Angiogenese, 

geschieht,  so gibt es in letzter Zeit  Hinweise darauf,  dass bei  ischämi-

schen, entzündlichen oder tumorösen Prozessen auch die Vaskuloge-

nese eine Rolle spielt .  So können Vorläufer von Endothelzel len das 

Knochenmark verlassen, im Blut zi rkul ieren und sich am Orte der 

Angiogenese festsetzen und dort  die Gefäßneubi ldung unterstützen 

[Asahara et al .,  1999].  Neovaskular isation ist  heutzutage als Voraus-

setzung für das Fortschreiten des Tumor- und Metastasenwachstums 

anerkannt.  

Im gesunden adulten Organismus wird Angiogenese durch ein Gleich-

gewicht zwischen negativ und posi t iv regul ierenden Faktoren reguliert.  

Ohne die posit iven 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 

[Dist ler et al. , 2002].  Dabei nimmt die Angiogenese ihren Ausgangs-

punkt von postkapi l lären Venulen und Kapil laren, deren Wände ledig-

l ich aus Endothelzellen, Basallamina und Perizyten bestehen [Folk-

man, 1985].  Eine muskuläre Wand findet sich bei  diesem Gefäßtyp 

nicht.  Die Endothelzellen proli fer ieren normalerweise nicht,  s ie sind 

ruhende Zellen. Bei  Aktivierung allerdings können sie eine Verdopp-

lungszeit  von 48 – 24 Stunden erreichen. Diese Akt ivierung wird durch 

einen humoralen Stimulus bewirkt,  dessen Auslöser eine mechanische 

Traumatis ierung, eine immunologische Reaktion oder (wie im Fal l  der 

Tumorangiogenese) Gewebshypoxie sein kann.  

Eine große Zahl von Wachstumsfaktoren ist  in der Lage, Angiogenese 

in vi t ro  und in v ivo  zu st imul ieren. Dazu zählen u.a. die FGF 
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(Fibroblast Growth Factor)-Famil ie und deren Tyrosinkinaserezepto-

ren, VEGF (Vascular Endothel ial  Growth Factor), HIF (Hypoxia indu-

cible Factor) 1-α und HIF 2-α und andere. Es gibt darunter direkte 

St imulatoren und solche, die z.B. Makrophagen dazu anregen, proan-

giogene Stoffe zu sezernieren. 

Daneben wurden aber auch eine Reihe anti -angiogener (angiostat i-

scher) Faktoren ident if iziert .  Dazu zählen unter anderem Throm-

bospondin-1, platelet factor 4, 16 kDa prolactin fragment, Arresten, 

Tumstatin, cleaved antithrombin, Angiostatin, Endostat in, die Interfe-

rone α,  β   und γ ,  Inter leukin-12, TNF-α ( tumor necrosis factor α)  und 

auch VEGFR-1 und -2. Die Wirkweise der einzelnen angiostatischen 

Faktoren ist  unterschiedl ich. Zum einen wirken sie negativ auf die 

Proli feration und Migrat ion, zum anderen induzieren sie Apoptose. 
 

VEGF (‚vascular endothelial  growth factor’ )  

Judah Folkman gelang 1970 die Isolierung eines Faktors aus Tumor-

gewebe, welchen er als verantwortl ich für die Gefäßneubi ldung hielt , 

und noch im selben Jahr postul ierte er,  dass eine Inhibierung dieser 

Vaskularisation eine Option für die Therapie solider Tumoren darstel-

len könnte [J.  Folkman, 1971].  Im Jahre 1983 wurde VEGF zum ersten 

Mal von Senger et al.  als ‚vascular permeabil i ty factor ’ beschrieben 

[Senger et al .,  1983].  Sei tdem wurden viele Mitgl ieder der VEGF-

Famil ie identi f iziert,  außerdem die drei  bisher bekannten Rezeptoren, 

welche die angiogenetische Wirkung vermit teln. Dabei stel l te sich her-

aus, dass der von Folkman isol ierte Faktor der VEGFR-2-Rezeptor 

war. 

Mit t lerwei le s ind 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 größten 

Relevanz für die (Tumor-)Angiogenese angesehen wird. VEGF selbst 

wirkt ,  verglichen mit  anderen Angiogenesefaktoren, relat iv spezi f isch 

auf Endothelzel len. Es regt deren Proli feration an und führt zu einer 

Steigerung der Permeabil i tät .  Daneben ist  auch ein gewisser chemo-

taktischer Einf luss z.B. auf verschiedene monozytäre Zel len bekannt, 

und auch an hämatopoiet ischen Zel len konnten Rezeptoren für VEGF 
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identi f iziert  werden. Neben der proli ferationsfördernden Wirkung des 

VEGF auf Tumorgewebe durch Stimulation der Angiogenese konnte 

auch eine Einflussnahme über autokrine Mechanismen z.B. durch He-

rabregulat ion der Apoptose oder direkte Wachstumsstimulation der 

Zel len beobachtet werden [Schoeffner et al .,  2005].  

Wie berei ts erwähnt,  spielt  VEGF vor al lem im Rahmen der Angioge-

nese in der Embryonalentwicklung eine entscheidende Rol le.  Im adul-

ten Organismus tr i t t  es nur in Ausnahmefällen in Erscheinung. Dazu 

zählen z.B. Prozesse der Wundheilung oder auch die regelmäßig wie-

derkehrende Gefäßbi ldung im Rahmen der weiblichen Zyklusblutung. 

Hier wird VEGF in den menschlichen Ovarien gebildet und sezerniert . 

Bei  pathologischen Vorgängen hingegen wird VEGF häufig wieder re-

exprimiert,  so z.B. bei  Entzündungen, bei  ischämischem Geschehen 

(z.B. beim Myokardinfarkt) oder auch beim Tumorwachstum. Es konnte 

gezeigt werden, dass u.a. in hypoxischem Mil ieu die Expression der 

mRNA von VEGF merkl ich gesteigert  ist  [Shweiki et  al .,  1992] und der 

Abbau verlangsamt vonstatten geht.  

VEGF ist  ein Homodimer, welches aus zwei Untereinheiten mit  einem 

Molekülgewicht von je 23 kD besteht [Ferrara und Henzel,  1989; 

Plouet et al. , 1989],  verbunden durch Disul f idbrücken. Es gehört in die 

Gruppe der Glykoproteine. Vom humanen VEGF sind bislang sechs 

splic ing-Varianten bekannt,  welche sich in der Länge der Aminosäure-

ketten voneinander unterscheiden. Ein funktioneller Unterschied be-

steht in der Höhe des angiogenen Potent ials.  Manche Varianten sind 

hochdiffusibel  und haben dementsprechend eine ausgeprägte angio-

gene Wirkung, wohingegen diese bei  weniger dif fusiblen Varianten 

geringer ausgebildet is t. Darüber hinaus bindet z.B. VEGF16 5 an be-

stimmte Wachstumsfaktorrezeptoren, an welche VEGF12 1 nicht binden 

kann. 

Die Wirkung des VEGF wird im Wesentl ichen durch zwei der drei  be-

kannten VEGF-Rezeptoren vermit telt ,  VEGFR-1 und VEGFR-2. Dies 

rührt  daher,  dass nur diese beiden Rezeptoren in der Lage sind, al le 

splic ing-Varianten des VEGF zu binden, darunter auch die des VEGF-

A VEGF1 21  und VEGF16 5.  VEGFR-3 (Fl t-4) dagegen bindet ledigl ich die 

Isoformen VEGF-C und –D [Robinson und Str inger, 2001].  VEGFR-1 
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wird auch als Flt-1 (‚ fms-l ike tyrosine kinase’) , VEGFR-2 als KDR 

(‚kinase insert  domain containing receptor’ )  und sein murines Analo-

gon als Flk-1 (‚ fetal  l iver k inase’) bezeichnet.  Beide Rezeptoren ver-

mitteln den VEGF-Effekt über Tyrosinkinasen, also Enzyme. Sie sind 

aus sieben immunglobulinartigen extrazellu lären Domänen, einer 

Transmembranregion und einer intrazellulären Tyrosinkinasesequenz, 

welche durch Kinase-Insert-Domänen unterbrochen wird, aufgebaut (s. 

Abb. 1).  Die Bindung von VEGF an einen Rezeptor führt zur Dimerbil -

dung zweier Rezeptoren, welche sich dabei im intrazellulären Bereich 

gegenseit ig an Tyrosinresten „autophosphoryll ieren“.  An die phospho-

ryl l ierten Bereiche binden intrazellu läre, SH2-Domänen-tragende Sig-

nalproteine, welche so die Signalkaskade einlei ten. Diese führt letzt-

l ich zur Aktivierung von Transkriptionsfaktoren, welche die Zel lantwort 

auf die Ligandenbindung in Form von z.B. Genaktivierung oder Prol ife-

ration umsetzen.  

Neben den genannten Tyrosinkinaserezeptoren besitzen auch Neuro-

pil ine (Neuropil in-1 = NRP-1; Neuropil in-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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Tumormetabolismus 

Ohne die Bildung von neuen Gefäßen wird ein Tumor in der Regel 

nicht größer als ca. 1-2 mm3  mit  einigen Mi l l ionen Zellen, so z.B. das 

carcinoma in s itu .  Zel lproli ferat ion und -untergang halten s ich in die-

sem Zustand die Waage. Der Tumor kann in diesem Stadium Wochen, 

Monaten oder sogar Jahre verbleiben und unterhäl t  seinen Metabolis-

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 extrazellulären Domäne, einer transmembranen Einheit sowie 
der Kinase-Region. Die lösliche, 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: Einfluß primärer Granulosazellen“, Wenzel, D., 2001)  
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mus über Diffusion. Man bezeichnet diesen Zustand als „dormant  

state“.  Fortschreitendes Wachstum der Neoplasie und Entfernung zum 

nächstgelegen Gefäß stehen hierbei reziprok zueinander in Beziehung 

[Tannock, 1968, 1970].  
 

Tumorangiogenese 

Fortschrei tendes Wachstum und damit auch Metastasierung eines 

soliden Tumors ist  Angiogenese-abhängig. Die Verlagerung zum angi-

ogenen Phänotyp erfordert  nicht nur eine Hochregulierung der Angio-

genese-Stimulatoren, sondern auch eine Herabregulierung der Angio-

genese-Inhibi toren. Es ist bekannt, dass Tumorgewebe sowohl pro- 

als auch ant iangiogene Faktoren exprimieren und sezernieren kann. 

Der Begri ff  des „angiogenic switch“ als deskript ive Umschreibung des 

berei ts erwähnten Vorgangs der Überprodukt ion Angiogenese-

induzierender Faktoren stel l t  das Durchbrechen des „dormant state“ 

eines Tumors durch Neubildung tumoraler Blutgefäße dar.  Ab einem 

best immten Volumen kann dieser Schrit t  a ls essentiel l  für den Tumor 

angesehen werden, wil l  d ieser weiterhin wachsen [Hanrahan et al ., 

2003].  Er wird unter anderem durch ein hypoxisches Mi l ieu und Absin-

ken des pH-Wertes induziert.  Die kri t ische Größe beträgt ungefähr 1 – 

2 mm3 [Naumov et al. , 2006].  

Die genauen W irkmechanismen der genannten pro-angiogenen Fakto-

ren sind noch nicht bekannt.  Sie werden aus dem Tumorparenchym 

direkt und indirekt aus aktivierten Stromazellen freigesetzt und wirken 

letztl ich direkt oder indirekt auf Endothelzellen, um so die Bildung 

neuer Blutgefäße zu induzieren (Angiogenese). Aber auch andere 

Wachstumsfaktoren wie extrazelluläre Matrixproteine und Zelladhäsi-

onsmoleküle spielen hierbei  eine Rolle.  Die solchermaßen st imulierten 

endothelialen Zellen unterhal ten ihrerseits diesen akt ivierten Zustand 

durch die Freisetzung verschiedener Enzyme und Wachstumsfaktoren 

(posit iver feedback-Mechanismus). 

Die Angiogenese des Tumors sichert  nicht nur dessen Versorgung mit 

Nährstoffen und die Aufnahme von Sauerstoff,  sondern stel l t  auch die 

wicht ige parakrine St imulation mittels Proteasen und Zytokinen sicher, 

was essent iel le Abschnit te des Tumorwachstums wie Invasion und 
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Metastasen-Bildung überhaupt erst ermögl icht.  Die gebildeten Gefäß-

systeme bi lden allerdings keine vollständige Gefäßwand aus, sondern 

verbleiben auf einer relativ primit iven 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 al ler Wahrschein-

l ichkei t nach ein Zusammenhang zwischen einer gesteigerten 

Transkription von VEGF-DNA in mRNA in kolorektalen Karzinomen und 

einer Verschlechterung der Prognose der Pat ienten [Ishigami et al .,  

1998].  Die Zerstörung der tumoralen Gefäße mit  hohen Dosen von 

TNF und Interferon-γ wirkt sich im Sinne einer Hemmung auf das Tu-

morwachstum aus. Diesen Umstand macht man sich auch bei  der Em-

bolisat ion von soliden Tumoren und Metastasen z.B. mit  Gewebekle-

bern, Alkohol,  Lipiden oder Gelat ine zunutze. Inzwischen konnte in 

k l in ischen Studien gezeigt werden, dass sich im Falle der medikamen-

tösen Hemmung der VEGF-vermit telten Angiogenese im metastasier-

ten kolorektalen Karzinom z.B. mit  dem chimären monoklonalen ant i-

VEGF-Antikörper Bevacizumab ein lebensverlängernder Effekt ergibt 

[Venook, 2005; Susman, 2005; Fernando und Hurwitz,  2003; Hurwitz 

et al .,  2004],  seit  2005 ist  dieses Medikament für die f irst-l ine-

Therapie des metastasierten kolorektalen Karzinoms in Verbindung mit 

anderen „k lassischen“ Chemotherapeutika zugelassen.  

Die fehlende Mögl ichkeit der Gefäßbi ldung schneidet dem Tumorge-

webe die Nährstoff-  und Sauerstoffversorgung ab. Darüber hinaus gibt 

es aber auch noch andere anti tumorale Wirkweisen:  

-  Der Tumor hat eine geringere Mögl ichkei t der (hämatogenen) 

Metastasierung. 

-  Eine zusätzl iche onkologische Chemotherapie scheint besser 

zu wirken, der Tumor wird empfindl icher gegenüber Bestrah-

lung [Geng et al .,  2001].  

-  Die Mögl ichkei ten, den zellu lären Abwehrmechanismen des 

Immunsystems zu begegnen, werden gemindert.    

 

Eine Möglichkei t,  d ie durch VEGF vermit telte Gefäßneubildung und 
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-einsprossung u.a. in Tumoren unterbinden zu können, ist die Verwen-

dung lösl icher ( ‚soluble’) Formen der eigentl ich membrangebundenen 

Rezeptoren des VEGF. Dadurch lässt sich die Wirkung des VEGF 

durch Bindung in der Gefäßbahn (sog. Sequestrierung) und Bildung 

von Heterodimeren aus „sRezeptor“ und VEGF, aber auch durch Ab-

sättigung der externen Bindungsstel len der membranständigen VEGF-

Rezeptoren, antagonisieren, indem so die Signalkaskade unterbrochen 

wird. Dieser Ansatz in Kombination mit den Vortei len der Gentherapie 

ist  Grundlage dieser Arbeit . Es wurden dabei gemäß oben dargestel l-

tem Verfahren adenovirale Vektoren, welche die für die genannten 

lösl ichen VEGF-Rezeptoren kodierenden Gensequenzen transferieren, 

zur Behandlung subkutaner und intrahepatischer Metastasen des CRC 

experimentel l eingesetzt.  

1.4 Murines CRC-Tumormodell 

Die therapeutischen Optionen insbesondere des metastasierten kolo-

rektalen Karzinoms sind bislang begrenzt und von vornehmlich pall ia-

t ivem Charakter.  Experimentelle Therapieansätze müssen zunächst in 

t ierexperimentel len Studien auf Wirksamkeit  und Nebenwirkungen 

überprüft  werden. Subkutane Model le f inden hierbei aufgrund des rela-

t iv unkomplizierten Verfahrens häufig Verwendung. Dabei werden hu-

mane oder (wie im vorl iegenden Fall )  murine Tumorzellen in das Un-

terhautgewebe implantiert .  Die Immunantwort is t  in diesen subkutanen 

Modellen intensiver als in einem intrahepatischen Model l,  da durch 

den Kontakt u.a. der hier in größerer Zahl vorl iegenden APC-Zellen 

und Langerhans-Zellen mit  den fremden Antigenen  das Immunsystem 

viel fäl t ig stimuliert wird. 

Intrahepatische Modelle haben demgegenüber Hindernisse, die eine 

Indukt ion und Beobachtung des Tumorwachstums erschweren. Den-

noch sind gerade diese intrahepatischen Modelle wünschenswert,  da 

s ie der physiologischen Situation eines Tumors näher kommen. Ver-

laufsbeobachtungen müssen in diesem Fal l regelmäßig mittels invasi-

ver Verfahren wie Laparotomie oder Hepatektomie erfolgen, da Bi ld-

gebung mit tels CT oder MRT nicht immer in entsprechendem Umfang 
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zur Verfügung steht und bei  speziel len Fragestel lungen auch nicht 

ausreichend Klärung schaffen kann. ABSATZKONTROLLE !  

1.5 Ziel der Arbeit 

In der vorl iegenden Arbei t wurde ein Mausmodell  verwendet, da hier-

für die Methoden und Material ien sowohl im subkutanen als auch 

intrahepatischen Ansatz bislang gut erforscht und Effekte belegt sind. 

Ziel vorl iegender Dissertationsschrif t war im Einzelnen: 

1. rekombinante Adenoviren AdsFlk-1, AdsFlt-1 und AdLacZ zu 

ampl if izieren und aufzureinigen. Nach Ausschluss einer Wild-

typkontamination soll te die Transgenexpression überprüft  wer-

den. 

2. die Aktivität  und Toxizi tät  von sFlk-1 und sFlt-1 in funktionel-

len Untersuchungen zu beurtei len. 

3. Etabl ierung subkutaner Kolorektalkarzinomzellverbände durch 

Injekt ion von CT26-Zel len. 

4. Etabl ierung intrahepatischer Kolorektalkarzinomzellverbände 

durch Injektion von CT26-Zellen. 

5. die Wirkung und Toxizi tät einer systemischen Therapie mit 

AdsFlk-1 und AdsFlt-1 auf Tumorwachstum und Überlebensrate 

der Tiere zu untersuchen. 

6. 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 Geräte 

Autoklav Modell  3870 ELV Tuttnauer (Jerusalem, Israel) 

Begasungsbrutschrank  Hereaus Sepatech (Osterode) 

Elektrophorese-Kammer (DNA)  Biorad (München) 

ELISA-Reader  Dynatech Laboratories (Frankfurt)  

Festwinkelrotor SW50 TI  Beckman (Palo Alto, CA, USA) 

Gefriermikrotom Leica (Wetzlar) 

Gefrierschränke Bosch (Stuttgart)  

Gefrierschränke Liebherr (Linz, Österreich) 

Gel-Video-Printer  Mitsubishi  (Japan) 

Kühlzentri fuge  Beckman (Palo Alto, CA, USA) 

Lichtmikroskop, DMIL Leica ( Wetzlar) 

Minishaker  IKA, Sigma-Aldrich (Taufkirchen) 

Netzgerät (Elektrophorese)  Biorad (München) 

PCR-Cycler  Eppendorf GmbH (Hamburg) 

pH-Elektrode  Hannah Instruments (Kehl am Rhein) 

Photometer  Gene Quant, Pharmacia (Freiburg) 

Pipettierhil fe Greiner (Sol ingen) 

Schüttler  ProMax 2000, Heidolph (Kelheim) 

Sicherheitswerkbank  Hereaus Sepatech (Osterode) 

Swing Out Rotor SW41 TI Beckman (Palo Alto, CA, USA) 

Thermomixer  Eppendorf GmbH (Hamburg) 

Tischzentrifuge Beckman (Palo Alto, CA, USA) 

Ultrazentri fuge  Beckman (Palo Alto, CA, USA) 

UV-Tisch  Berthold (Pforzheim) 

Waage SBA52 Scaltec (USA) 

Wasserbad  Köttermann (Uetze-Hänningen) 

Sorvall RC-5B Kühlzentri fuge  DuPont (Bad Homburg) 

Sorvall GSA (Rotor)  DuPont (Bad Homburg) 

Sorvall SS34 (Rotor)  DuPont (Bad Homburg) 
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2.2 Chemikalien 

Cäsiumchlorid (CsCI) Biomol GmbH (Hamburg) 

Dimethylsulfoxid (DMSO) Fluka AG (Buchs, Schweiz) 

Endothel ial  cell  growth  Cascade Bi logics (USA) 

supplement  

Eosin-Farbe Bayer AG (Leverkusen) 

Ethylendiaminotetraessigsäure  Fluka AG (Buchs, Schweiz) 

(EDTA)  

Formaldehyd Fluka AG (Buchs, Schweiz) 

Glutaraldehyd Fluka AG (Buchs, Schweiz) 

Glycerol Fluka AG (Buchs, Schweiz) 

Hämatoxyl in-Farbe Fluka AG (Buchs, Schweiz) 

Kal iumhexacyanoferrat ( III ) Merck KGaA (Darmstadt) 

Kal iumhexacyanoferrat ( II)  Merck KGaA (Darmstadt) 

Kaninchen-ant i- IgG-Antikörper Sigma (USA) 

Ketavet Pharmacia (Erlangen) 

Kochsalzlösung (0,9%) B-Braun Melsungen AG (Melsungen) 

Low Serum Growth Supplement Cascade Biologics (USA) 

L-Glutamin Sigma Aldrich (Deutschland) 

Matr igelT M  BD Biosciences (Bedford, 

Großbritannien) 

Magnesiumchlorid Fluka AG (Buchs, Schweiz) 

Paraformaldehyd Merck (Darmstadt) 

PBS Tabletten Gibco BRL (Eggenstein) 

SDS Serva GmbH (Heidelberg) 

Tris/  CI Fluka AG (Buchs, Schweiz) 

Trypan Blau (0,4%) Sigma Aldrich (Deutschland) 

X-Gal Hoffmann-LaRoche Diagnostics 

(Basel,  Schweiz) 

Xylazinhydrochlor id  Bayer Vital  GmbH (Leverkusen) 

(Rompun 2%)  

LEERZEILE !  
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2.3 sonstiges Material 

Reakt ionsgefäße  Eppendorf (Hamburg) 

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

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

Reakt ionsgefäße (15 ml,  50 ml) Greiner GmbH (Frickenhausen) 

Zellkul turf laschen  Greiner GmbH (Frickenhausen) 

(25 cm2, 75 cm2, 175 cm2)  

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

Mikroti terplatten  Greiner GmbH (Frickenhausen) 

Zellkul turplatten (100 mm)  Greiner GmbH (Frickenhausen) 

Neubauer Zählkammer  Brand (Wertheim) 

Optiseal  Ul trazentri fugen-  Beckman (Palo Alto, CA, USA) 

Röhrchen   

Dialyse-Kammer  (10.000 MWCO) Perbio (Bonn) 

Einmal-Kanüle (20 G x 1½)  Terumo Deutschland GmbH 

(Eschborn) 

Spri tzen  B.Braun (Melsungen) 

(Amefa 2 ml,  5 ml, 10 ml)   

Insulin-Spri tzen (40 U/ml)  Terumo Deutschland GmbH 

(Eschborn) 

Nahtmaterial , resorbierbar,   Aesculap (Tuttl ingen) 

Maxon HR13 (1m, USP 5/0) 

Quarzküvette  Hellma (Mühlheim) 

chirurgische Instrumente  Mart in (Tutt l ingen) 

Skalpell (Cutf ix No. 22)  Aesculap (Tuttl ingen) 

Objektträger  Engelbrecht (Edermünde) 

Deckgläser (18 x 18 mm)  Menzel Gläser (Braunschweig) 

Paraplast Sherwood Medical (Norfolk, NE, USA) 

Pipetten Gi lson S.A. (Frankreich) 

Einweg-Pipettenspi tzen Biozym (Oldendorf)  

Tissue-Tek Sakura Finetek (Zoeterwoude, 

Niederlande) 
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2.4 Medien und Lösungen 

2.4.1 Reagenzien 

DMEM/Ham’s F-12 Sigma (Taufkirchen) 

FCS (‚ fötales Kälberserum’) PAA (Cölbe) 

Medium 200 Cascade Biologics Inc. (Portland, OR, 

USA) 

Penici l l in/  Streptomycin Sigma (Taufkirchen) 

LSGS Cascade Biologics Inc. (Portland, OR, 

USA) 

Trypsin-EDTA-Lösung Sigma (Taufkirchen) 

Matr igel Gibco/ BRL (Karlsruhe) 

rekombinantes humanes VEGF Sigma (Taufkirchen) 

Agarose Serva (Heidelberg) 

100 bp-Lei ter Promega (Mannheim) 

1 kb-Lei ter Invi trogen (Mannheim) 

2.4.2 Medien für Zellkultur 

DMEM (Dubelcco 's modific ied Eagle medium), Sigma (Taufkirchen) 

Dieses Medium wurde für die Kult ivierung von humanen embryonalen 

Retina-Zellen (HER 911), von Ad5-E1-transformierten humanen em-

bryonalen Nierenzel len (HEK 293), von humanen Lungenkarzinom-

Zel len (A549) und von murinen Kolorektalkarzinomzel len (CT26) ein-

gesetzt.  Es wurde mit  1% Pen/Strep (v/v) und mit  10% FCS (v/v) an-

gesetzt.  Für die Virusherstellung wurde FCS auf 2% reduziert.  Die 

Lagerung erfolgte bei 4°C. 

2.4.3 Häufig verwendete Lösungen und Puffer 

Penici l l in/Streptomycin-Lösung (Pen/Strep) 

10000 E Penic i l l in/ml und 10000 µg Streptomycin/ml wurden ster i l  

a l iquotiert und bei -20°C gelagert .  
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Trypsin/EDTA-Lösung 

0,5 g/I Trypsin (1:250) und 0,2 g/l  Ethylendiamintetraessigsäure (ED-

TA) wurden steri l  al iquol iert und bei -20°C gelagert .  ABSATZKONTROLLE !  

 

Einfrierlösung 

Die Einfrierlösung (10% DMSO, 90% FCS) wurde für das Einfrieren 

der Zell l in ien fr isch angesetzt und vor der Verwendung steri l  f i l tr iert .  

 

Wasch-Puffer 

Der Wasch-Puffer enthäl t TBS und 0,05% Tween 20. Er wurde für die 

Proteinbestimmung mit tels ELISA (enzyme-linked immunosorbent as-

say) angesetzt.  

 

Karbonatpuffer 

Der Karbonat-Puffer (pH 9,6) enthäl t  0,015 M Na2CO3 ,  0,035 M NaH-

CO3 . Er wurde für die Proteinbestimmung mit tels ELISA angesetzt.  

 

Fixierungslösungen  

0,5% Glutaraldehyd  

Es wurden 50 µl  Glutaraldehyd auf 10 ml PBS steri l  angesetzt.  

 

Färbelösung 

Die Färbelösung enthält  400 mM Kal iumhexacyanoferrat (I II ),  400 mM 

Kal iumhexacyanoferrat ( II ) ,  200 mM Magnesiumchlorid,  2% X-Gal und 

PBS und wurde bei  -20°C gelagert . X-Gal wurde frisch vorbereitet . Vor 

dem Färbevorgang wurden die Lösungen auf Raumtemperatur aufge-

taut.  

 

4%iges Paraformaldehyd 

Es wurden 4 µl Paraformaldehyd auf 10 ml PBS steri l  angesetzt.  

2.4.3.1 Lösungen für die Virusproduktion und –aufreinigung 

Tris/Cl-Lösung 

0,1 molare Tris-Base, mit HCl auf pH 8,0 eingestell t.  
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CäsiumChlorid-Lösung 

Soviel  CsCl in 100 ml Aqua bidest.  geben, bis Lösung gesättigt  ist . 

Anschließend steri le Fil t ration. 

 

OD-Puffer 

Der OD-Puffer (pH 8,0) enthält  0,1% SDS, 10 mM Tris/CI pH 7,4 und 1 

mM EDTA. Er wurde für die OD-Messung der aufgereinigten Viruslö-

sung frisch angesetzt.  

 

PBS ( ‚phosphate buffered sal ine’)  

2 Tabletten PBS (Ca 2 +/Mg2 +  f rei)  wurden in 1 I  Hz0 gelöst.  Die Steri l i -

sation erfolgte durch Autoklavierung. Die Lösung wurde bei RT gela-

gert.  

2.5 Zelllinien 

HER 911-Zell l in ie 

Hierbei  handelt  es s ich um eine adhärent wachsende, humane embry-

onale Retinoblasten-Zell l inie,  welche stabil  für die adenovirale E1-

Region transformiert ist . In ihnen lassen sich E1-deletierte Adenoviren 

vermehren. Diese Zel len wurden zur Amplif ikation der rekombinanten 

adenoviralen Vektoren benutzt.   

 

CT26-Zell l in ie 

Hierbei  handelt  es s ich um eine murine Kolorektalkarzinom-Zel l l inie, 

welche adhärent wächst. Diese Zellen wurden zur Tumorinduktion bei 

den Versuchstieren benutzt.  Dazu erfolgte ihre Injektion intrahepatisch 

oder subkutan. 

 

HEK 293-Zell l inie (ATCC, CRL-1573) 

Bei diesem Typ handelt  es sich um eine ebenfalls stabil  für Ad5-E1 

transformierte humane embryonale Nierenzell l in ie,  die von Dr. Fl. Gra-

ham 1977 etabliert  wurde. W ir bezogen diese Zellen von American 

Type Culture Collect ion (ATCC, Rockvil le, MD, USA), kul t iviert  wurden 

sie in DMEM mit Zusatz von 10% hi tzeinaktiviertem fötalem Kälberse-

rum (FCS). Die Zellen wachsen adhärent in einer Zellschicht und wei-
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sen eine epi thelia le Morphologie auf.  Sie wurden für die Konzentrati -

onsbest immung der adenoviralen Vektoren im Plaque-Assay verwen-

det (Virusti t ration).  

 

A 549-Zel l l inie (ATCC, CCL-185) 

Die A 549-Zell l inie ist  eine humane Lungenkarzinomzel l l inie,  bezogen 

wurde sie von American Type Culture Col lection (ATCC, Rockvi l le, 

MD, USA), kult iviert in DMEM mit Zusatz von 10% hitzeinakt iviertem 

Fötalem Kälberserum (FCS). Sie wächst adhärent in einer Zellschicht 

und weist eine epithel iale Morphologie auf.  Sie wurde für den Trans-

gennachweis, die Überprüfung der Vektorexpression und den Aus-

schluss der W ildtypkontamination benutzt,  da aufgrund der Deletion 

für die E1-Region die verwendeten Adenoviren in dieser Zel l l inie nicht, 

Wildtypviren aber wohl replizieren können. 

 

HUVE-Zell l in ie 

Diese humane Nabelschnurendothel-Zel l l inie (‚human umbil ical  endo-

thelia l  vein cells’ )  wurde von Cascade Biologics (Portland, OR, USA) 

bezogen und nach dem Protokol l des Herstel lers kul t iviert . Diese Zel-

len wurden für die funktionelle Untersuchung der Angiogenesehem-

mung in v it ro benutzt ( ‚ tube formation assay’).  

2.6 Mausstämme 

Die Tiere wurden bezogen von Charles River (Sulzfeld, Deutschland). 

Für 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-Männchens entwickelt . 

1974 wurde der Stamm an Charles River Lab. gegeben. 

Die Mäuse wurden im zentralen Tierhaus der Universi tät  Bonn unter 

Standardbedingungen gehalten und gezüchtet und hatten Zugang zu 

Futter und Wasser ad l ib itum.  Mit  diesen Tieren erfolgte die funkt io-
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nelle Untersuchung der Angiogenesehemmung in vivo  ( ‚Matrigel  Angi-

ogenese Assay’).  ABSATZKONTROLLE !  

 

Balb/c (BALB/cAnNCrl) 

1913 entwickel te H. J.  Bagg den „Bagg Albino“ aus dem Bestand eines 

Ohio-Züchters. Der Stamm gelangte ebenfal ls 1974 zu Charles River 

Lab..  

Die Tiere wurden ebenfalls im zentralen Tierhaus der Universi tät  Bonn 

unter Standardbedingungen gehalten und gezüchtet,  auch sie hatten 

Zugang zu Futter und Wasser ad l ibi tum .  Diese Tiere wurden für die 

Untersuchung der ant itumoralen Effekte benutzt, da die verwendeten 

CT26-Zellen für diesen Mausstamm syngen sind. 
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3 Methoden 

3.1 Zellbiologische Methoden 

3.1.1 Zellkultur 

HER 911-Zell l in ie 

Die Kult ivierung von HER 911-Zellen erfolgte mit  DMEM Medium (10% 

FCS, 1% Pen/Strep (v/v)) im Brutschrank (37°C, 5% CO2  und 95% 

Luftfeuchtigkeit).  Diese Zel l l inie wächst adhärent und muss für die 

Zel lpassage abgelöst werden. Dafür wurde das Medium abgesaugt,  die 

Zel len einmal in 5 ml PBS gewaschen und mit  3 ml Trypsin/EDTA-

Lösung ca. 2 min inkubiert,  bis sie sich vom Boden lösten. Zur Zell -

suspension wurden 10 ml Medium zugegeben, in ein Reagenzgefäß 

überführt  und zentri fugiert  (250 G, 5 min und bei  24°C). Der Überstand 

wurde abgesaugt und das Zel lpellet  resuspendiert.  Die Zellen wurden 

in Kulturflaschen (T-175 cm3)  mit  40 ml Medium im Brutschrank (37°C, 

10% CO2 und 95% Luftfeucht igkei t)  inkubiert .  

 

CT26-Zell l in ie 

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 Zel l l inie wächst adhärent.  Die Zellen müssen 

für die Passage abgelöst werden. Dafür wurde das Medium abgesaugt, 

die Zellen einmal in 5 ml PBS gewaschen und mit 3 ml Trypsin/EDTA-

Lösung ca. 2 min inkubiert,  bis sie sich vom Boden lösten. Zur Zell -

suspension wurden 10 ml Medium zugegeben, in ein Reagenzgefäß 

überführt  und zentri fugiert  (250 G, 5 min und bei  24°C). Der Überstand 

wurde abgesaugt und das Zel lpellet  resuspendiert.  Die Zellen wurden 

in Kulturflaschen (T-175 cm3)  mit  40 ml Medium im Brutschrank (37°C, 

5% CO2 und 95% Luft feuchtigkeit) inkubiert.  

 

HEK 293-Zellen und A549-Zel len 

Die Kult ivierung 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% Luft feucht igkei t) .  Beide Zell l inien wachsen adhärent.  Die 

Zel len müssen für die Zel lpassage abgelöst werden. Dafür wurde das 

Medium abgesaugt,  die Zellen einmal in 5 ml PBS gewaschen und mit 

3 ml Trypsin/EDTA-Lösung ca. 2 min inkubiert ,  bis s ie s ich vom Boden 

lösten. Zur Zellsuspension wurden 10 ml Medium zugegeben, in ein 

Reagenzgefäß überführt  und zentri fugiert (250 G, 5 min und bei  24°C). 

Der Überstand wurde abgesaugt und das Zel lpellet  resuspendiert.  Die 

Zel len wurden in Kulturflaschen (T-175 cm3)  mit 40 ml Medium im 

Brutschrank (37°C, 10% CO2  und 95% Luftfeucht igkei t)  inkubiert .  

 

HUVE-Zellen 

Die Kultivierung von HUVE-Zel len erfolgte mit  Medium 200 (2 mM L-

Glutamin, 30 µg/ml ‚endothelial  cel l  growth supplement’  (ECGS), 100 

µg/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 Zell l inien erfolgte eingefroren in f lüssigem Stick-

stoff .  Die Zellen wurden wie oben beschrieben kult iviert.  Während der 

letzten Zentrifugation wurde die Einfrier lösung ster i l  vorberei tet .  Nach 

der Zentri fugat ion wurde der Überstand abgesaugt und das Zel lpellet 

in Einfrier lösung resuspendiert.  Diese Suspension wurde in Kryotubes 

aliquotiert  ( je 1 ml).  Das Einfrieren wurde stufenweise vorgenommen. 

Zuerst wurden die Kryoröhrchen 2 h bei  -20°C, danach 24 h bei  -80°C 

und schließl ich in f lüssigem Stickstoff bei -196°C gelagert .  

 

Auftauen von Zellen 

Zur Kult ivierung und weiteren Verwendung mussten die eingefrorenen 

Zel len möglichst schonend revital is iert  werden. Die entsprechenden 

Kryoröhrchen wurden unter ständiger Bewegung im Wasserbad bei 

37°C aufgetaut.  Ohne weiteres Erwärmen wurden sie im entsprechen-

den vorbereiteten Medium resuspendiert  und zentrifugiert  (250 G, 5 

min, 24°C). Danach wurde der Überstand abgesaugt und das Zellpellet 

vorsichtig resuspendiert  und in 20 ml Medium in eine Kulturf lasche (T-

75 cm3) überführt . Nach 24 h wurde das Medium gewechselt.  
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Auszählen von Zel len 

Die Zellzahlbestimmung wurde in der Neubauer Zählkammer vorge-

nommen. Diese Zählkammer besteht aus einem Glasobjektträger mit  

einer Vertiefung und einem geschlif fenen Deckglas. Zwischen Deck-

glas und Objektträger entsteht bei  richt iger Stellung eine Kammerhöhe 

von 0,1 mm. In der Vertiefung des Objektträgers 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 Größe von 1 x 1 mm, 

entsprechend 0,1 µl  Volumen. Um die Zellvi ta l i tät  zu überprüfen, wur-

de eine Vitalfärbung mit dem Farbstoff Trypanblau (0,4%) durchge-

führt .  Ca. 10 µ l  Trypanblau-Zellsuspension wurden anschl ießend vor-

s ichtig an den Rand des Deckglases pipettiert.  Danach wurden alle 4 

B-Quadrate ausgezählt,  wobei nur die vitalen Zellen berücksicht igt 

werden, welche den Farbstoff  nicht aufgenommen haben. Die Zellzahl 

kann hinterher nach folgender Formel berechnet werden: 

[(B1 + B2 + B3 + B4) : 4] x V x 104 = Zellzahl / ml 

B = B-Quadrat 

V = Verdünnungsfaktor (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 Zellüberstand quanti tativ mit tels ELISA gemäß 

Protokol l des Herstel lers auf den VEGF-Gehalt  untersucht (Quantikine 

Mouse VEGF Assay, R & D Systems, W iesbaden-Nordenstadt, 

Deutschland).  

3.1.3 Vorbereitung der CT26-Zellen für eine Tumorinduktion 

Die mit  PBS gewaschenen und mit  Trypsin/EDTA-Lösung inkubierten 

und derart  gelösten Zellen wurden in DMEM gewaschen. Dafür wurde 

die Zellsuspension in ein Reagenzglas überführt  und zentri fugiert  (250 

G, 24°C, 5 min).  Nach der zweiten Zentrifugation wurden die Zellen in 

10 ml DMEM resuspendiert  und in der Neubauer Zählkammer ausge-

zählt.  Die Zellen wurden in DMEM in der gewünschten Konzentration 
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resuspendiert .  Bis zur Zell injektion wurden die Zellen bei  4°C gela-

gert.  ABSATZKONTROLLE !  

3.2 Produktion der rekombinanten adenoviralen Vektoren 

3.2.1 Grundlagen 

Adenovirus 

Adenoviren enthal ten eine doppelsträngige l ineare DNA (Desoxyribo-

nukleinsäure) als Genom mit einer Länge von ca. 32-36 kBp. Das Ge-

nom besteht aus fünf kodierenden Bereichen, von denen vier (E1 bis 

E4, early ) f rüh während der Infektion aktiviert  werden. Die Gruppe der 

spät exprimierten Gene (L, late)  is t  für die Synthese der viralen Struk-

turproteine verantwortl ich. Im Verlauf eines viralen Infekt ionszyklus 

werden die Gene der E-Gruppe (E1a, E1b, E2, E3 und E4) zuerst 

t ranskribiert .  Dabei le itet das Genprodukt der E1a-Gene eine Expres-

sionskaskade der anderen frühen Gene ein. 

Die DNA-Replikation folgt der frühen Transkription in der späten Pha-

se des Infekt ionszyklus. So werden die späten Gene exprimiert,  d ie 

hauptsächl ich Strukturproteine kodieren. Der reprodukt ive Zyklus führt 

dann zur Lyse der inf izierten W irtszellen. 

Das für diese Arbeit  verwendete Adenovirus gehört zum Typ 5, Sub-

gruppe C. Es ist  gut charakterisiert .  Adenovirus Typ 5 (Ad5) wird häu-

f ig für gentechnische Arbei ten zum Gentransfer verwendet.  Aus Si-

cherheitsgründen wurde die E1-Region von dem Adenovirus deletiert,  

so dass die oben dargestell te Expressionskaskade nicht ablaufen kann 

und so eine replikat ionsdefiziente Ad5-Mutante result iert .  Aus Kapazi-

tätsgründen wurde außerdem die E3-Region deletiert,  um die Kapazi-

tät  für fremde DNA von ca. 2 kBp auf ca. 8 kBp zu erhöhen. 

 

HER 911-Zell l in ie 

Die stabil  Ad5-E1-transformierte HER 911-Zell l inie wurde als Verpa-

ckungszell l inie für die Replikation der Adenoviren verwendet.  Sie ent-

hal ten die E1-Region, die für die Replikat ion der Adenoviren essent iel l  

ist . Die Adenoviren binden an die 911-Zellen und lösen damit den In-

fektionsprozess aus. Die gesamte zel lschädigende Auswirkung der 
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Adenoviren auf die Zelle wird als Zytopathogenität bezeichnet. Die 

wicht igste Form des erkennbaren Zel lschadens manifestiert sich als 

Abkugelung der Zel len, der meist die Lyse folgt.  Diese veränderte 

Zel lmorphologie stel l t  die typische Form des zytopathischen Effekts 

dar.  Er spiegelt  den Einfluss viruskodierter Vorgänge auf zel luläre 

Prozesse wider, die den Bedürfnissen 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 Zel lkern in das Zytoplasma durch das Zusammenwir-

ken viraler Proteine. Dabei werden zellspezi f ische Proteine im Kern 

zurückgehalten. Translatiert und exportiert  werden ausschließlich die 

viralen Produkte. Das leitet  auch den Zusammenbruch des Zellstoff-

wechsels ein. 

Während der Virusreplikation ändert s ich also die Zusammensetzung 

der Zellkomponenten. Verschiedene Zellkomponenten werden ver-

mehrt oder vermindert  produziert  und verleihen der infizierten Zelle 

ein neues Erscheinungsbild.  Die Zerstörung der Mikrofi lamente, der 

Mikrotubuli  und des Zytokeratingerüstes führen zu ihrer Abkugelung. 

Dabei verändert sich auch die Struktur der Kontaktstel len, durch die 

s ich 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 früh Einschlusskörperchen nachweisen. Diese dienen als Zei-

chen, dass die Zel le mit Virus infiziert  wurde. Es handelt  s ich um in 

der Zel le abgelagerte Virusproteine oder Viruspart ikel,  d ie sich durch 

Anfärben sichtbar machen lassen. 

3.2.2 Amplifikation der rekombinanten adenoviralen Vektoren 

Alle Virusexperimente wurden entsprechend der Anmeldung (§ 9 (1) 

GenTG) beim Landesumweltamt Düsseldorf  durchgeführt  (AZ 64-K-

1.93/02).  

 

In dieser Arbei t  wurden drei  verschiedene adenovirale Vektorkonstruk-

te verwendet.  AdsFlt-1 und AdsFlk-1 tragen ein Fusionsprodukt aus 

dem für die extrazelluläre Domäne des VEGF-Rezeptors 1 bzw. 2 ko-
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dierenden Gen mit  einem für ein murines Immunglobulin-Fragment 

kodierenden Gen. AdLacZ trägt das LacZ-Gen von E. col i.  Diese Gene 

wurden unter die Kontrolle des „early immediate“-Promotors des Cy-

tomegalievirus gestell t  und in die delet ierte E1-Region des adenovira-

len Genoms eingesetzt.  

 

Die nähere Darstellung der Rezeptorsysteme des VEGF ist  berei ts 

erfolgt.  Die Adenoviren AdsFlk-1 und AdsFlt-1 wurden großzügiger-

weise von R. Mul l igan (Boston, MA, USA) zur Verfügung gestell t,  die 

Herstel lung dieses Vektorkonstrukts wird in der Literatur beschrieben 

[Kuo et al. ,  2001].  Die Viren tragen die Gene für sFlk-1 und sFlt-1. 

Diese kodieren für die lösl ichen VEGF-Rezeptorproteine sFlk-1 bzw. 

sFlt-1, welche in der Therapie verwendet wurden. Das Adenovirus 

AdLacZ enthält  das LacZ-Gen von E. coli . Dieses LacZ-Gen kodiert  für 

das Enzym β -Galaktosidase, das als Kontrollvektor verwendet wurde 

[Qian et al .,  1995].   

 

Unter Virusampli f ikation versteht man die Vermehrung des Adenovi-

rus, um die für die in v itro- und in vivo-Experimente benötigten Men-

gen zu erlangen. Geeignete Verpackungszellen werden in großer An-

zahl infiziert ,  in Inkubationsschränken kul t iviert , aufgebrochen und die 

freigesetzten Viruspart ikel  gewonnen. Der Prozess der Amplif ikation 

f indet in verschiedenen aufeinander folgenden Schrit ten statt . Diese 

umfassen die Zel l infektion, die Virusrepl ikation, die Virusaufreinigung 

und die Virusdialyse. 

 

Die Zell infektion  erfolgt in den HER 911-Zel len mit  dem Adenovirus. 

Wie vorher beschrieben, bieten die 911-Zellen die E1-Region in trans  

an, so dass eine Virusvermehrung statt f inden kann. Dabei entstehen 

replikationsdefiziente infektiöse Viren. 

 

Dafür wurden HER 911-Zellen in zwei Kulturf laschen (T-175 cm3)  kul-

t iviert.  Bei 70-80%iger Zel lkonfluenz 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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Anschließend wurde erneut Kulturmedium (15 ml, 2% FCS, DMEM) 

dazugegeben und 48 Stunden im Brutschrank inkubiert  (37°C, 10% 

C02,  95% Luftfeuchtigkeit) .  Mindestens 80% der Zellen sol lten infiziert  

sein und Zeichen des zytopathischen Effekts zeigen. Bei der Zellernte 

wurden die Zel len mechanisch durch Beklopfen der Kulturgefäße vor-

s ichtig abgelöst.  Danach wurden sie in Reagenzgefäße überführt  und 

bei  1000 G und 24°C 5 min zentrifugiert . Der Überstand wurde in fr i-

schen Reagenzgefäßen gesammelt.  Das Pellet  wurde in steri ler Puf-

ferlösung resuspendiert  (je 0,5 ml 0,1 M Tris/CI (pH 8) pro T-175 cm3  

Flasche) und bei –80°C gelagert. Der infekt iöse Zel lüberstand wurde zur 

Infekt ion frischer 70-80% konfluenter 911-Zel len (30 Kulturflaschen  à 

175 cm3)  verwendet (3 ml Überstand in 12 ml DMEM, 2% FCS pro Fla-

sche).  Nach 30 min Inkubat ion bei  RT wurden 15 ml DMEM (2% FCS) 

pro Flasche dazugegeben und für weitere 48 Stunden inkubiert .  Die 

Zel len wurden geerntet und zentri fugiert (1000 G, 5 min, 24°C). Das 

Zel lpellet  wurde resuspendiert  (0,5 ml/Flasche 0,1 M Tris/CI,  pH 8, 

steri l )  und bei  -80°C gelagert.  

 

Danach wurde die Aufreinigung  des Adenovirus durchgeführt.  Die bei 

-80°C gelagerten Zel lpellets wurden im Wasserbad bei  37°C aufgetaut 

und direkt wieder in f lüssigem Stickstoff  eingefroren. Dieser Vorgang 

wurde viermal wiederholt . Zell reste wurden bei  1500 G abzentri fugiert . 

In dem verbleibenden Überstand befanden sich die viralen Part ikel . 

Der Überstand wurde geborgen, die Zell trümmer verworfen. 

Der so gesammelte Überstand wurde auf Ultrazentr ifugenröhrchen 

vertei l t , in welchen 3 ml gesätt igte CsCI-Lösung vorgelegt wurde. Das 

freie Restvolumen wurde mit ster i ler Pufferlösung (0,1 M Tris/CI,  pH 8) 

aufgefül l t  und entlüf tet  verschlossen. Jedes Röhrchen wurde mit ei-

nem Gummistopfen sowie mit  einem kleinen Metallkäppchen ver-

schlossen. Die jewei l igen Gegengewichte wurden auf 0,001 g austa-

r iert  und in einen Festwinkelrotor gestel l t ,  so dass die gleichgewichti -

gen Röhrchen einander gegenüber zu l iegen kamen. Die Ultrazentri fu-

gat ion erfolgte (100.000 G, 4°C, 22 h) bei  maximaler Beschleunigung 

ohne Bremse. Während der Zentri fugat ion bi ldete s ich ein CsCI-

Gradient,  so dass sich die intakten Viruspart ikel  entsprechend ihrer 
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Masse und dem Gradienten in einer milchigen Bande konzentr ierten 

(s.  Abb. 2).  

 
Um die Virusbande zu gewinnen, wurde eine 26-G-Kanüle ca. 1 cm 

unterhalb der Virusbande durch das Röhrchen in die Lösung vorge-

schoben.  Die abgeschrägte Kante der Kanüle wurde nach oben ge-

r ichtet und die Virusbande vorsicht ig aspiriert.  Die gewonnene Sus-

pension wurde in ein frisches Ultrazentrifugenröhrchen überführt  und 

das Restvolumen aufgefül l t  (0,1 M Tris/CI ster i l  (ph 8) und gesättigte 

CsCI-Lösung im Verhältnis 2:1) und erneut zentr ifugiert  (100.000 G, 

4°C, 22 h).  Die Virusbande wurde erneut aspiriert und in eine Dialyse-

kammer überführt.  Die Dialyse  erfolgt zunächst für 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 gerührt. 

Das PBS wurde weitere zwei Male durch 4°C kaltes PBS ersetzt.  Das 

so aufgereinigte und konzentrierte Virus wurde in 150 µ l  Aliquots mit  

je 10% Glycerol  bei -80°C gelagert. 

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

Die Viruskonzentration wurde mit  einem Spektrophotometer (OD-

Messung, opu/ml) und funkt ionel l als zytopathischer Effekt (Plaque-

Assay, pfu/ml) best immt. 

3.2.3.1 OD-Messung 

Durch Messung der optischen Dichte läßt s ich die Menge der Viruspar-

t ikel  best immen ( ‚optical partic le uni ts’ ,  opu/ml). Diese Bestimmung 

l iefert  einen ungefähren Wert,  welcher in die genauere Messung im 

Plaque-Assay einfl ießt.  

20 µ l Ad-Vektor-Stock wurden in 480 µl  OD-Puffer überführt  und bei 

56°C 10 min unter Schütteln inkubiert.  Als Nullwert-Lösung diente 

reiner OD-Puffer.  Bei  λ  = 260 nm (OD2 60)  wurde die Absorpt ion in ei-

ner Quarzküvette gemessen. Der OD260-Wert [opu/ml]  wird in folgen-

der Weise berechnet:  

 

 opu/ml = OD260 x Verdünnungsfaktor x 1,1 x 1012 

3.2.3.2 Zytopathischer Effekt ('Plaque Assay') 

Bei dem zytopathischen Effekt (CPE) handelt  es s ich um die Abkuge-

lung und Ablösung der mit  Virus infizierten Zellen. Damit wurde eben-

fal ls die Konzentration der tatsächlich infekt iösen Viruspart ikel  be-

stimmt. Bei  dieser Methode wurden in einer Dilutionsreihe die höchs-

ten Verdünnungen mit  nachweisbarem CPE ermit tel t.  Dafür wurden 1 x 

104  293-Zellen in 200 µ l  Medium je Loch einer 96-wel l-Zel lkulturplatte 

für ca. 24 h zur Zel l infekt ion kult iviert .  Das Medium wurde abgesaugt 

und die Zel len mit  50 µ l  unterschiedl icher Verdünnung des Adenovirus 

einschließlich Nullkontrol le (DMEM, 2% FCS, kein Virus) inf iziert.  Die 

höchste Di lution richtet sich nach dem Titer,  der mit tels OD-

Bestimmung berechnet wurde. Die Bestimmung erfolgte im achtfachen 

Ansatz.  

 

LEERZEILE !  
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Verdünnungsstufe Medium [µl] Virus [µl] Faktor 

1 495 5 1 x 102 

2 990 10 1 x 104 

3 990 10 1 x 106 

4 500 500 2 x 106 

5 500 500 4 x 106 

6 500 500 8 x 106 

7 500 500 1,6 x 107 

8 500 500 3,2 x 107 

9 500 500 6,4 x 107 

10 500 500 1,28 x 10 8 

11 500 500 2,56 x 10 8 

12 500 500 5,12 x 10 8 

13 500 500 1,02 x 109 

14 500 500 2,05 x 109 

15 500 500 4,1 x 109 

16 500 500 8,19 x 109 

17 500 500 1,63 x 109 

18 500 500 3,26 x 109 

19 500 500 6,52 x 109 

20 500 500 1,3 x 1010 

 

Nach 6 h Inkubation wurden 150 µl  DMEM (2% FCS) pro Loch hinzu-

gegeben und im Brutschrank 8 Tage inkubiert  (37°C, 10% CO2 ,  95% 

Luftfeuchtigkeit).  In der Regel konnten ab dem 5. Tag zytopathische 

Effekte beobachtet werden. Nach 8 Tagen wurde unter dem Durch-

l ichtmikroskop die Anzahl der ‚p laque forming uni ts’  (pfu/ml) best immt. 

Es wurde die höchste Verdünnungsstufe ermittelt ,  bei  welcher noch 

ein Plaque zu erkennen ist.  Das Ergebnis der achtfachen Bestimmung 

wurde gemittel t und mit dem Verdünnungsfaktor mult ipl iziert.   

Tab. 1: 
Verdünnungsreihe für den ‚Plaque Assay’ (Bestimmung der pfu/ml) 
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3.2.4 Ausschluss Wildtypkontamination 

Es wurde überprüft ,  ob die produzierten rekombinanten Adenoviren in 

der Karzinomzell l inie A549 replizieren können. Dies ist  nur für Wild-

typ-Viren (wAd) möglich bzw. für den Fall  e iner theoret isch mögl ichen 

Rekombination von ursprüngl ich E1-deletierten Adenoviren (rAd) mit 

wAd. Aufgrund der E1-Gen-Deletion der verwendeten rekombinanten 

Adenoviren findet für diese keine Virusreplikat ion statt,  da die A549-

Zel len die E1-Region nicht anbieten. So wurde eine Wildtypkontamina-

t ion ausgeschlossen. Der Nachweis wurde analog zu der Methode 

geführt ,  d ie s ich 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 ß-Galaktosidase, deren Akt ivi tät 

nachgewiesen werden kann. Die ß-Galactosidase ist  ein Enzym, das in 

der Lage ist,  5-bromo-4-chloro-3-indolyl-ß-D-Galaktopyranosid (X-Gal) 

in ß-D-Galaktose und 5-bromo-4-chloro-Indigo zu spalten, das eine 

Blaufärbung hervorruft , d ie im Lichtmikroskop sichtbar ist.  

Dafür wurden zuerst 2,5 x 105  A549-Zellen in einer 6-Loch Zel lkultur-

platte mit  2 ml DMEM je Loch kul t iviert .  Nach 12 h Inkubation wurde 

das Medium abgesaugt und die Zel len, außer der Negativkontrol le,  mit 

MOI 250 inf iziert.  Unter MOI (multiplicity of infection) versteht man die 

durchschnittliche Anzahl an Viruspartikeln, die benötigt wird, unter Standardbe-

dingungen eine Zelle zu infizieren. Nach 30 min Inkubationszeit  wurden 

1500 µ l 2%iger DMEM je Loch hinzugefügt.  Die 6-Loch-Zellkul turplatte 

wurde für 48 Stunden im Brutschrank inkubiert . Das Medium wurde 

abgesaugt und die Zellen zweimal mit  1000 µ l  PBS pro Loch gewa-

schen. Dann wurden die Zel len mit  1000 µl  0,5%iger Glutaraldehydlö-

sung f ixiert.  Während der 10 min Fixierungszeit  wurde die Färbungslö-

sung fr isch angesetzt.  Die ZeIIen wurden zweimal mit  1000 µl  PBS pro 

Loch gewaschen und dann 1000 µl  Färbungslösung pro Loch über-

führt .  Nach einer Inkubation von ca. 2 h wurden die Zellen unter dem 

Lichtmikroskop bei  400facher Vergrößerung betrachtet.  Die Anzahl der 

blauen Zellen repräsentierte 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 mult ipl iziert. So wurde die Pro-

zentzahl der transf izierten Zel len ausgerechnet (Transdukt ionseffi -

zienz).  

3.2.6 Nachweis des Transgens in infizierten Zellen 

Um die korrekte Funktion des adenoviralen Vektors zu überprüfen, 

wurde RNA aus mit  Virus infizierten Zel len isoliert,  diese revers 

transkribiert  (also in cDNA umgeschrieben) und anschließend mittels 

PCR-Reakt ion ampli f iziert  (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) gemäß Herstellerangaben extra-

hiert  und anschl ießend mit  RQ1-DNase (Promega, Mannheim, 

Deutschland) verdaut.  Die Nukleinsäurekonzentration wurde best immt 

und 1 µg RNA anschließend 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) für sFlk-1 wurde mit  5`-

TCTGTGGTTCTGCGTGGAA-3` als forward- und 5`-

GTATCATTTCCAACCACCCT-3` als reverse primer durchgeführt.  Als 

Posit ivkontrol le wurden Primer für humanes β -Act in benutzt.  Die Grö-

ße der ampli f izierten Produkte wurde mittels Elektrophorese im 

1,2%igen Agarosegel ermittel t.   

3.2.7 Nachweis der Transgenexpression in vitro und in vivo 

Zum Nachweis des sFlk-1- bzw. sFl t-1-Proteins in vi tro  wurden 100 µ l  

kult ivierten Zellüberstandes von inf izierten A549-Zel len in eine 96-

Loch-Platte gegeben und über Nacht bei  4° C inkubiert.  Nach dreima-

l igem Waschen mit  PBS wurde die ELISA-Platte für 2 Stunden mit  an-

t i-Maus-VEGFR-2(Flk-1)-Antikörper bzw. ant i-Maus-VEGFR-1(Flt-1)-

Antikörper (1:200, R & D Systems, Wiesbaden-Nordenstadt,  Deutsch-

land) inkubiert.  Nach erneutem Waschen mit  PBS folgte die Inkubation 

mit  dem zweiten Antikörper (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 für 15 Minuten mit  TMB-Substrat 

(Biozol,  Eching, Deutschland) inkubiert.  Die Farbintensität wurde in 

einem ELISA-Lesegerät quantif iziert.    

Der Nachweis des sFlk-1-Proteins in v ivo  erfolgte mittels western blot-

Analyse. 5 µ l  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 übertragen, der Nachweis 

des sFlk-1-Proteins wurde mittels eines primären ant i-Maus-VEGFR-

2(Flk-1)-Antikörpers von der Ziege (1:500, R & D Systems, W iesba-

den-Nordenstadt,  Deutschland) und eines murinen ant i-Ziege/Schaf-

Sekundär-Antikörpers (1:160.000, Sigma Aldr ich, Saint Louis, USA) 

geführt . 200 ng eines rekombinanten murinen VEGFR-2-Proteins (R & 

D Systems, W iesbaden-Nordenstadt, Deutschland) wurden als Posi t iv-

kontrol le eingesetzt.  Entwickel t  wurde mit tels 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 Gefäßen zu inhibieren, läßt sich in vit ro  mit  Hilfe des Tube-

Formation-Tests verif izieren. Dieser Test wurde mittels HUVE-Zellen 

in einer 24-Loch-Platte durchgeführt, welche zuvor mit Matrigel beschich-

tet wurde. „Matrigel
T M  Basement Membrane Matr ix" is t  eine extrazellulä-

re Matrixsubstanz, die aus dem Engelbreth-Holm-Swarm (EHS)-

Maussarkom stammt. Bei 4°C ist sie f lüssig, zwischen 22°C und 35°C 

gallertart ig.  Hier einsprossende Gefäßstrukturen sind l ichtmikrosko-

pisch sicht- und quant if izierbar.  

A549-Zellen wurden mit AdLacZ (als Kontrollvektor) und AdsFlk-1 bzw. 

AdsFlt-1, jewei ls MOI 250, über 70 h inkubiert.  320 µl  Matrigel  wurden 

pro Loch eingesetzt.  HUVE-Zel len wurden in 1%igem Medium 200 re-
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suspendiert ,  so dass jedes well  75 µ l  Suspension mit  25.000 Zel len 

enthielt .  Eine Vorinkubation erfolgte mit  75 µ l  Überstand der inf izier-

ten A549-Zellen, 30 min, 37°C, 10% CO2 .  Danach wurden 150 µl  Me-

dium 200 mit  10% LSGS (‚ low serum growth supplement’ )  pro Loch 

hinzugefügt und 4-6 h inkubiert  (37°C, 10% CO2) . Die Quanti f izierung 

wurde durch Auszählung der vollständig ausgebildeten tubes  (= ge-

fäßartige Strukturen) im ganzen well  unter dem Durchl ichtmikroskop 

bei  40facher Vergrößerung vorgenommen. 

3.3.2 In vivo 

3.3.2.1 Matrigel-Angiogenese Test 

In vivo wurde die Angiogenese ebenfalls mit tels Matr igel  untersucht.  

Es soll te gezeigt werden, welche Auswirkung die Behandlung mit  ade-

noviralen Vektorkonstrukten auf die Ausbildung gefäßart iger Struktu-

ren innerhalb der Matrigelsubstanz in vivo  hat.  

Dafür wurden 5 x 109  pfu AdIacZ bzw. AdsFlk-1 in die wärmedi latierte 

Schwanzvene von C3H-Mäusen gespritzt.  Nach 24 Stunden wurden die 

Mäuse wie unten beschrieben betäubt,  das ventrale Abdomen wurde 

rasiert  und desinfiziert .  Es wurden subkutane Depots von jeweils 500 

µ l  Matrigel-VEGF1 65  (10 ng/ml VEGF) in die rechtssei t ige midabdomi-

nale Region der Tiere gesetzt. Nach neun Tagen wurden die Tiere 

getötet,  die Matrigel-Depots entnommen und in 4%igem Formal in f i -

xiert .  Sodann wurden Dünnschnitte angefert igt  und mit  Hämatoxyl in-

Eosin gefärbt. Unter dem Durchlichtmikroskop wurde die Anzahl ge-

fäßähnlicher Strukturen unter Verwendung eines Objektivgit ternetzes 

ermit tel t.  

3.4 Tiermodell für das metastasierte kolorektale Karzinom (CRC) 

3.4.1 Allgemeine Bedingungen 

Alle Tierexperimente wurden nach Genehmigung (AZ 50.203.2-BN 22, 

12/01) der Bezirksregierung Köln durchgeführt.  
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Es wurden Balb/c-Mäuse benutzt,  weil  d ie für die Induktion subkutaner 

bzw. intrahepatischer Tumorzellverbände verwendete murine Kolorek-

talkarzinomzell l inie CT26 für diesen Mausstamm syngen ist.  Die Be-

täubung der Tiere erfolgte mit tels intraperitonealer Injektion von Rom-

pun 2% 0,01 mg/g KG, Ketanest 0,1 mg/g KG in 0,9%iger NaCl-Lösung 

( in j iziertes Volumen 100 µ l)  mit  einer 29-G-Insul inspritze. Nach der 

Anästhesie wurden die Mäuse bis zum Erwachen intensiv beobachtet.  

Während des Beobachtungszeitraums wurden nicht nur objekt ive Da-

ten in Bezug auf Tumorgrößenentwicklung oder Überlebensvortei le 

erhoben, auch wurde das subjektive Befinden der Tiere anhand von 

Parametern wie Fressgewohnheiten, Fellpf lege und Sozialverhalten 

beobachtet.   

3.4.2 Induktion subkutaner Tumoren 

CT26-Zellen wurden wie beschrieben vorberei tet .  In Vorversuchen 

wurden die ideale Zellzahl  und -konzentration zur Induktion subkuta-

ner Tumoren ermit tel t.  Die Zel len wurden in einer Konzentrat ion von 1 

x 106  Zel len in 100 µl  FCS-freiem DMEM resuspendiert .  Bis zur Injek-

t ion wurden sie bei  4°C gelagert .  Die Mäuse wurden wie beschrieben 

betäubt und im Bereich der rechten Flanke rasiert. Rechts dorsokaudal 

der Spina zwischen Hinter lauf und Schwanzansatz wurde eine Hautfal-

te produziert  und die Zel len mit  Hil fe einer 29-G-Insul inspritze lang-

sam subkutan inj iziert  (100 µ l) . Bis zum Erwachen wurden die Tiere 

eng überwacht.  

3.4.3 Tumorverlauf des subkutanen CRC-Modells 

Die Mäuse wurden jeden zweiten Tag körperl ich untersucht und die 

Injekt ionsstelle kontrol l iert .  Die Messung der Tumorgröße wurde mit 

Hil fe eines Messschiebers in zwei Durchmessern, Länge und Breite, 

vorgenommen und das Volumen mit folgender Formel approximiert :  

Volumen = a x b2 x 0,52 

a = Längsdurchmesser [mm] 

b = Querdurchmesser [mm] 

Es wurden zwei verschiedene Studienansätze verfolgt.  In beiden Fäl-
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len erfolgte die Induktion der Tumoren gemäß der obigen Darstel lung, 

an Tag 6 post inject ionem  die Auftei lung in drei  gleichgroße Therapie-

gruppen durch i .v.  Injektion der adenoviralen Vektoren AdLacZ, 

AdsFlk-1 und AdsFlt-1 gemäß unten dargestell tem Vorgehen. 

Im ersten Ansatz erfolgte die Kontrol le des Tumorwachstums durch 

regelmäßiges Messen der Größenentwicklung. Wenn der Tumor im 

Mit tel  einen Durchmesser von 15 mm erreichte, wurden die Tiere mit-

tels zervikaler Dislokat ion getötet und dieser Zeitpunkt als Sterbeda-

tum notiert .  Somit konnte sowohl das Wachstumsverhal ten als auch 

ein mögl icher Überlebensvortei l  durch die Therapie untersucht wer-

den. 

Im zweiten Ansatz wurde zu definierten Zeitpunkten wi l lkürl ich eine 

festgelegte Anzahl von Tieren aus den jeweil igen Versuchsgruppen 

entnommen, getötet und die Tumorgrößen bestimmt sowie Gewebs- 

und Serumproben zur späteren laborchemischen Analyse gewonnen. 

In diesem Versuchsansatz soll ten u.a. die Lebertoxizi tät  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 hepat isches Einzeltumormodel l 

des metastasierten CRC realis iert .  CT26-Zellen wurden wie beschrie-

ben vorbereitet .  Sie wurden in einer Konzentration von 1 x 105  Zellen 

in 50 µl  reinem DMEM resuspendiert .  Bis zur Zel l in jektion wurden sie 

bei  4°C gelagert .  Nach Betäubung wie beschrieben wurde das ventrale 

Abdomen sorgfäl t ig rasiert . Die Mäuse wurden in Supinationslage fi -

xiert . Nach Desinfekt ion des rasierten Hautbereichs erfolgte ein sagi t-

taler Oberbauch-Hautschnit t  median bis zum Sternum (ca. 1 cm). Vor-

s ichtig wurde die Haut vom Peri toneum präpariert.  Dieses wurde eben-

fal ls mit tels eines sagi ttalen Oberbauchschnit ts median in der Linea 

alba bis zum Sternum eröffnet.  Dabei wurde mit  einer anatomischen 

Pinzette die Abdominalwand leicht angehoben. Der l inke Leberlappen 

wurde identi f iziert  und behutsam herausluxiert  und auf steri ler Gaze 

für die Zel l injektion fixiert.  Die CT26-Zellen wurden mit tels einer 29-G-

Insulinspri tze subkapsulär binnen 1 min langsam in den l inken Leber-
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lappen inj iziert.  Nach der Injekt ion wurde für ca. 5 min mit  einem steri -

len Haemostypt ikum tamponiert ,  um eine Blutung sowie einen Zellaus-

tri tt  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 muskuläre 

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 inject ionem  erfolgte die Auftei lung in drei gleichgroße 

Therapiegruppen durch i.v.  Injekt ion der adenoviralen Vektoren gemäß 

unten dargestel l tem Vorgehen. Die Verlaufsbeobachtung wurde mit tels 

zweier Methoden durchgeführt,  explorat iver Laparotomie und Organ-

entnahme. Hierbei  wurden die Tumormassen in zwei Durchmessern, 

Länge und Brei te, mit  Hilfe eines Messschiebers gemessen. Die Mäu-

se wurden innerhalb von 14 Tagen nach der Tumorinduktion einmal in 

Narkose relaparotomiert  und zuletzt  mittels zervikaler Dis lokation ge-

tötet und obduziert.  Dabei wurden Serumproben für die spätere labor-

chemische Analyse gewonnen. 

3.4.5.1 Explorative Laparotomie 

Das Verfahren wurde wie bei  der Tumorindukt ion durchgeführt,  so 

dass die Leber herausluxiert  wurde und die Tumormassen in zwei 

Durchmessern, Länge und Brei te, 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 Mäuse wurden bis zum Erwachen intensiv beobachtet.  

3.4.5.2 Organentnahme 

Nach dem Töten der Tiere wurden Gewebeproben von Herz, Lunge, 

Leber und Niere gewonnen. Die hepatischen Tumormassen wurden 

mittels eines Messschiebers in zwei Durchmessern, Länge und Breite, 

gemessen.  

Tumorproben wurden sowohl von den subkutanen als auch von den 

hepatischen Tumoren gewonnen. 
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3.4.6 Intravenöse Vektorinjektion 

An Tag 4 bzw. Tag 6 post Tumorindukt ion erfolgte der Beginn der sys-

temischen Therapie durch intravenöse Injektion der adenoviralen Vek-

toren. Die Tiere wurden f ixiert  und mittels einer Infrarotlampe eine 

Hyperämie der Schwanzgefäße herbeigeführt.  Als opt imale Konzentra-

t ion der adenoviralen Vektoren wurde, basierend auf den Ergebnissen 

voriger Studien, 5 x 109 pfu, resuspendiert  in 150 µ l NaCl 0,9%, fest-

gelegt.  Die Vektoren wurden bis zur Injektion bei  4°C gelagert.  Die 

Schwanzvene wurde identi f iziert  und o.g. Konzentrat ion langsam mit 

Hil fe einer 29-G-Insul inspritze intravenös inj iziert .  

3.5 Laborchemische Analyse 

3.5.1 Gewinnung von Untersuchungsmaterial 

Im Serum der Tiere wurde die Akt ivi tät  der Alanin-Aminotransferase 

(ALT) als indirekter Parameter für das Ausmaß der Leberschädigung 

gemessen. Ebenso wurden Serumspiegel des VEGF und der exprimier-

ten Proteine mittels ELISA bzw. western blot gemessen und im zeit l i -

chen Verlauf dargestell t.  Dazu wurden, wenn die Tiere getötet wurden, 

Vol lblutproben gewonnen, diese zentri fugiert  und das Serum abge-

nommen. Dieses wurde zur späteren laborchemischen Analyse bei 

-20°C eingefroren. Desweiteren wurde nicht-tumortragenden, mit  den 

adenoviralen Vektorkonstrukten behandelten Tieren Blut entnommen 

und zur späteren Analyse eingefroren.  

Außerdem wurde Tumorgewebe und Gewebsproben von Herz, Lunge, 

Leber und Niere gewonnen und direkt im Anschluss an die Entnahme 

in f lüssigen Stickstoff  gebettet,  anschl ießend bei  -80°C eingefroren 

und so zur späteren laborchemischen Analyse konserviert . In homoge-

nisierten Proben dieses Gewebes wurde einerseits die Genexpression 

VEGF durch Nachweis der mRNA, andererseits die organspezifische 

VEGF-Aktivität  gemessen. 

3.5.2 Lebertoxizität 

Die Hepatotoxizi tät  der inj izierten adenoviralen Vektoren wurde an-
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hand der Bestimmung der Alanin-Aminotransferase (ALT) im Serum 

behandelter Tiere quant if iziert.  ALT ist  ein leberspezi f isches Enzym. 

Die Höhe des Enzymanstieges kann als Marker einer Leberzellschädi-

gung gesehen werden.  

Die Lebertoxizi tät der adenoviralen Vektoren wurde im laufenden Ver-

such bei  subkutan tumortragenden Tieren durch ALT-Bestimmung 

überprüft .  Die Messung wurde als Standardmessung im biochemischen 

Routinelabor maschinell durchgeführt .  

3.5.3 VEGF-Aktivität im Serum  

Die Bestimmung des VEGF im Serum der behandelten Tiere erfolgte 

quanti tativ in Proben von 20 µl  Serum unter Verwendung des Quanti-

k ine Mouse VEGF Assay (R & D Systems, W iesbaden-Nordenstadt, 

Deutschland) gemäß dem Protokoll  des Herstellers. 

3.5.4 Transgenexpression im Serum 

Der Nachweis der exprimierten Transgene erfolgte exemplarisch als 

qual itat iver Nachweis von sFlk-1-Protein im Serum behandelter Tiere 

mittels western blot-Untersuchung. Dafür erfolgte die Aufspaltung der 

Proteine zunächst  auf einem 7,5%igen SDS-Polyacrylamid-Gel,  ge-

folgt vom Transfer auf eine PVDF-Membran. sFlk-1 wurde mit  einem 

ant i-Maus-VEGFR-2-Antikörper von der Ziege (1:500, R & D Systems, 

Wiesbaden-Nordenstadt,  Deutschland) als pr imärem, anschl ießend mit  

einem sekundären anti -Ziege/-Schaf-Ant ikörper (1:160.000, Sigma 

Aldrich, Saint Louis) gekoppelt.  Rekombinantes murines VEGFR-2-

Protein (200 ng, R & D Systems, W iesbaden-Nordenstadt, Deutsch-

land) wurde als Posi t ivkontrol le 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 

k lären, wurden die entnommenen Gewebsproben homogenisiert  und 

die RNA unter Verwendung des NucleoSpin RNA II  Kit  (Macherey & 



METHODEN 

 

 

50 

Nagel,  Düren, Deutschland) isoliert.  Nach dem DNAse-Verdau wurde 

die RNA-Konzentration bestimmt und 1 µg RNA in der RT-Reakt ion 

eingesetzt,  um cDNA zu gewinnnen. Die PCR für VEGF wurde mit  5’-

CCTGGTGGACATCTTCCAGGAGTA-3’  als forward- und 5’-

CTCACCGCCTTGGCTTGTCACA-3’  als reverse-primer durchgeführt. 

Als Kontrol le wurden Primer für β -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-Aktivität in Gewebsproben   

Der quant itative Nachweis der VEGF-Aktivi tät  in den entnommenen 

Gewebsproben wurde mittels ELISA geführt.  

3.6 Histologische Methoden 

3.6.1 Herstellung von Paraffinschnitten 

Für die Herstellung von Paraffinschnitten wurden entnommene Gewe-

beproben über 24 h in 4%iger PBS-gepufferter PFA-Lösung fixiert .  Die 

Entwässerung der Gewebestücke und die anschließende Überführung 

in Paraplast über eine aufsteigende Alkoholreihe erfolgte mit  Hil fe des 

Tissue-Tek-Systems (Sakura Finetek, Zoeterwoude, Niederlande). 

Danach wurden die Gewebestücke an einem Gießstand in Paraplast-

Blöckchen gegossen. Am Microtom wurden Paraff inschnit te hergestel l t 

und diese 24 h bei  37°C getrocknet.  

3.6.2 Hämatoxylin-Eosin (H.E.)-Färbung von Paraffinschnitten 

Die entparaff inierten Schnit te wurden 5 min in Hämatoxyl in-

Färbelösung inkubiert  und anschließend 10 min unter f l ießendem 

Wasser gewässert .  Danach wurden die Schnitte 5 min in Eosinlösung 

(1 g Eosin in H2O, direkt vor Gebrauch werden einige Tropfen Eisses-

sig zugefügt) inkubiert.  Da Eosin wasserlöslich ist, wurden die Schnit-

te in aufsteigender Alkoholreihe nur kurz in H2O, 60%igem und 

80%igem Alkohol inkubiert .  
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3.7 Statistische Analysen 

Die Tumorgrößen werden als mitt lere Tumorvolumina unter Angabe 

des Standardfehlers des Mit telwertes (SEM) dargestell t . Kont inuierl i -

che Parameter verschiedener Gruppen wurden mittels U-Test nach 

Mann-Whitney miteinander vergl ichen. Überlebensanalysen wurden 

mit  Hi lfe der Kaplan-Meier-Methode (SPSS für Windows, SPSS GmbH, 

München, Deutschland) dargestel l t  und statistisch mittel  log-rank Ana-

lyse ausgewertet.  Die Korrelationen wurden mittels Spearman-

Korrelationskoeff izient berechnet. Ein p-Wert kleiner als 0,05 wurde 

als statistisch signi f ikant angesehen.   
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4 Ergebnisse 

4.1 Zellkultur 

4.1.1 Nachweis der VEGF-Sekretion durch CT26-Zellen 

Da der Versuchsansatz eine Hemmung der Angiogenese durch die 

funktionelle Antagonis ierung von zirkulierendem VEGF zum Ziel  hat, 

wurde zunächst untersucht,  ob die benutzte Tumorzell l in ie CT26 VEGF 

exprimiert  und sezerniert .  Dazu wurde der Zellüberstand kul t ivierter 

CT26-Zellen (105/well )  quantitat iv mittels ELISA auf den VEGF-Gehalt  

hin untersucht.  Es fanden sich Konzentrationen von über 360 pg/ml (s. 

Abb. 3).   

 

 

 

Abb. 3: 
Darstellung des VEGF-Gehaltes von Zellüberstand kultivierter CT-26-Zellen.  
Der Zellüberstand konditionierter CT26-Zellen wurde mittels ELISA-Technik auf den quantitativen Gehalt an 
VEGF hin untersucht (CT-26), als Kontrolle wurde Zellkulturmedium verwendet (DMEM). Der Zellüber-
stand enthält Konzentrationen von über 360 ng VEGF / ml Überstand, im reinen Zellkulturmedium ist kein 
VEGF nachweisbar. 
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4.2 Rekombinante adenovirale Vektoren 

4.2.1 Virusamplifikation 

Zur Ampli f ikat ion der für den Transfer des genetischen Materials ver-

wendeten Adenoviren sind mehrere Schrit te notwendig. Die Infekt ion 

erfolgte in stabil  für die E1-Region von Ad5 transformierten HER 911-

Zel len, so dass eine Replikat ion von E1-delet ierten Viren in v it ro statt-

f inden kann. Der Infektion und Ernte folgten mehrere Konzentrations- 

und Aufreinigungsschrit te.   

4.2.2 Konzentrationsbestimmung 

Die Best immung der Konzentration der ampli f izierten Vektoren erfolgte 

mittels zweier Verfahren. Zum einen wurde durch Best immung der 

opt ischen Dichte die Menge der Viruspartikel  ermittel t  (OD-Messung, 

opu/ml).  Zum anderen erfolgte ein funktioneller Nachweis des Gehalts 

an infekt ionsfähigen Partikeln anhand einer Ti trat ionsreihe mit  quant i-

tat iver Beurtei lung des zytopathischen Effekts (‚Plaque Assay’, 

pfu/ml).  Dabei ergaben unsere Untersuchungen folgende Werte: 
 

 

 AdsFlk-1 AdsFlt-1 AdLacZ 

OD (opu/ml) 8,7 * 1012 7,04 x 1012 2,0 x 1012 

PA (pfu/ml) 9,9 * 1011 1,027 * 1012 8,0 x 1111  

 

4.2.3 Ausschluss Wildtypkontamination 

Eine Kontamination der ampl if izierten Viren mit  solchen des Wildtyps 

wurde durch Infekt ion von A549-Zel len ausgeschlossen. Aufgrund der 

bei  dieser Zel l l inie fehlenden E1-Region kommt es bei Infektion mit 

den verwendeten E1-deletierten Adenoviren nicht zur Replikat ion und 

somit auch nicht zum Auftreten eines zytopathischen Effekts. Liegt 

demgegenüber eine W ildtypkontamination vor,  können diese Viren 

Tab. 2: 
Übersicht über die erreichten Viruskonzentrationen nach Ultrazentrifugation und Dialyse [opu/ml, pfu/ml] 
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auch in den nicht für die E1-Region transformierten Zellen repl izieren 

und rufen dadurch l ichtmikroskopisch beobachtbare Plaques aus infi -

zierten, abgekugelten Zellen hervor. Eine solche Kontaminat ion konnte 

für al le 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 β -Galaktosidase überpüft .  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 transf izierte Zel len exprimieren β -Galaktosidase nicht 

und können das Substrat X-Gal nicht umsetzen, es kommt nicht zu 

einer l ichtmikroskopisch sichtbaren Farbreaktion. Das Verhältnis ge-

färbter und somit t ransfizierter Zel len zu nicht gefärbten kann prozen-

tual angegeben werden. Es ergaben sich Transduktionsraten von na-

hezu 90%. 

4.2.5 Nachweis der Transduktion in infizierten Zellen  

Um die erfolgreiche Transfektion durch die adenoviralen Vektoren in 

v it ro zu überprüfen, wurde das Transgen selbst in infizierten Zel len 

nachgewiesen. Dazu wurde aus mit  AdLacZ und AdsFlk-1 infizierten 

A549-Zellen die RNA extrahiert  und diese in einer RT-Reaktion in 

cDNA umgeschrieben. Anschl ießend wurden diese Fragmente mit tels 

PCR ampl if iziert  und die Produkte in der Agarosegelelektrophorese 

sichtbar gemacht.  Beide Proben zeigten entsprechende Banden bei 

800 bp für das Kontrollgen β -Act in (2a, 2b),  die Proben der mit 

AdsFlk-1 inf izierten Zellen zeigten eine erwartete Bande bei  ca. 270 

bp (1a),  diese Bande fehlt  bei  mit  AdLacZ inf izierten Zel len (1b) (s.  

Abb. 4).   
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4.2.6 Transgenexpression in vitro und in vivo 

Um die korrekte Funktion des Transgens, d.h. dessen Expression in 

transfizierten Zel len zu überprüfen, wurden die entsprechenden Prote-

ine im Zellüberstand nachgewiesen. Diese Untersuchung erfolgte 

quanti tativ mittels ELISA im Überstand inf izierter A549-Zellen. Die 

Konzentrat ionsbestimmung wurde durch Messen der Farbreaktion im 

ELISA-Lesegerät bei  450 nm vorgenommen. Dabei ergaben sich hohe 

Konzentrat ionen für sFlk-1 (350 ng/ml) bzw. sFlt-1 (106 ng/ml),  wohin-

gegen sich nach Infekt ion mit  AdLacZ keine Proteinexpression nach-

weisen l ieß.  

Das sFlk-1-Protein l ieß sich qual itativ mittels western blot ebenfal ls im 

Serum von mit  AdsFlk-1 behandelten Tieren nachweisen, nicht aber in 

dem von mit AdLacZ behandelten (s. Abb. 5).   

 

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. AdsFlk-1 infiziert (MOI 250). Nach 48 h Inkubation wurde die RNA 
extrahiert und verdaut. Nach Bestimmung der Nukleinsäurekonzentration wurde die RNA in der RT-
Reaktion eingesetzt und nachfolgend eine Polymerasekettenreaktion durchgeführt. Als Positivkontrolle 
wurden Primer für humanes Beta-Actin benutzt. Die Größe der amplifizierten Produkte wurde schließlich 
mittels Elektrophorese im 1,2%igen Agarosegel ermittelt.  
Sowohl die Proben für AdsFlk-1 als auch die für AdLacZ zeigen wie erwartet die Bande bei 800 bp für das 
als Kontrolle verwendete Gen β-Actin (Spalten 2a bzw. 2b). Die für sFlk-1 erwartete Bande bei ca. 270 bp 
dagegen ist nur bei den Proben für AdsFlk-1 nachweisbar (Spalte 1a), bei denen für AdLacZ fehlt diese 
Bande (Spalte 1b). 
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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 Überprüfung der korrekten Transduktion durch die adenoviralen 

Vektoren und der Expression des Transgens folgte im nächsten Schri tt 

der Nachweis der funkt ionellen Wirksamkeit  der exprimierten Proteine. 

Diese Wirksamkeit  der lösl ichen VEGF-Rezeptoren sFlk-1 und sFlt-1 

wurde anhand der Hemmung der Bi ldung von gefäßähnlichen Struktu-

ren von HUVE-Zellen auf Matr igel  evaluiert  (‚Tube Formation Assay’). 

Hierbei  werden vol lständig in Matr igel ausgebildete ‚tubes’,  also ge-

fäßähnliche Strukturen, bei  40facher Vergrößerung unter dem Licht-

mikroskop ausgezählt .  Als Kontrollvektor wurde AdLacZ eingesetzt.  Es 

ergab sich gegenüber der AdLacZ-Kontrolle eine Hemmwirkung von 

53% durch AdsFlk-1 bzw. 42% durch den Einsatz von AdsFlt-1.   

Abb. 5: 
Untersuchung der erfolgreichen Transgen-Expressin in vivo durch qualitativen Nachweis von sFlk-1 im 
Serum von intravenös mit AdsFlk-1 behandelten Tieren mittels western blot-Analyse. 
Serum von intravenös mit AdLacZ bzw. AdsFlk-1 behandelten Tieren wurde auf einem 7,5%igen SDS-
Polyacrylamid-Gel aufgetrennt. Das Protein wurde auf eine PVDF-Membran übertragen, der Nachweis des 
sFlk-1-Proteins wurde mittels eines primären anti-Maus-VEGFR-2(Flk-1)-Antikörpers von der Ziege und 
eines murinen anti-Ziege/Schaf-Sekundär-Antikörpers durchgeführt. 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 Molekülgewicht (sFlk-1), wohingegen diese bei Tieren, welche mit AdLacZ behandelt wurden, fehlt 
(AdlacZ). 
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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 inj izierten Matr igel-Depots wurden 9 Tage belassen, an-

schließend entfernt und in 4%iger PFA-Lösung f ixiert .  Nach H.E.-

Färbung erfolgte die Auszählung der gefäßähnlichen Zellen (gefäß-

ähnl iche Strukturen/hpf (‚high power f ield’ ,  Gesichtsfeld bei  größter 

Auflösung)) unter dem Durchlichtmikroskop unter Verwendung eines 

Objektivgi tternetzes. Bei mit  AdLacZ behandelten Tieren zeigte sich 

eine intensive Infi l t ration der Matr igel-Depots mit gefäßähnlichen Zel-

len. Tiere, die systemisch mit  AdsFlk-1 behandelt worden waren, zeig-

ten eine um 80% geringere Inf i l t ration (s. Abb. 6, Abb. 7).   

 

 

Abb. 6: 
Graphische Darstellung der Hemmung des Einwachsens gefäßähnlicher Strukturen in Matrigel durch sFlk-1 
in vivo (Matrigel-Angiogenese-Test). 
Es wurden 5 x 109 pfu AdIacZ bzw. AdsFlk-1 in die wärmedilatierte Schwanzvene von C3H-Mäusen gespritzt. 
Diese wurden 24 Stunden später betäubt, deren ventrales Abdomen rasiert und desinfiziert. Es wurden subkutane 
Depots von jeweils 500 µl Matrigel-VEGF165 (10 ng/ml VEGF) in die rechtsseitige midabdominale Region der 
Tiere gesetzt. Nach neun Tagen wurden die Tiere getötet, die entnommenen Matrigel-Depots in 4%igem Formalin 
fixiert und die angefertigten Dünnschnitte H.-E.-gefärbt. Unter dem Mikroskop wurde die Anzahl gefäßähnlicher 
Strukturen ermittelt (gefäßähnliche Strukturen/’high power field’ (= Gesichtsfeld bei größter Auflösung)). 
Die i.v.-Gabe von AdsFlk-1 verursachte eine 80%ige Inhibition der Bildung gefäßähnlicher Strukturen in 
Matrigel (AdsFlk-1) im Vergleich zur Gabe von AdLacZ (AdLacZ). Mittelwerte ± SEM, *p < 0,05. 
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4.4 Subkutanes murines CRC-Tumormodell 

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

Die Entwicklung eines subkutanen Tumors durch Injektion von CT26-

Zel len wurde in syngenen Balb/c-Mäusen überprüft.  Hierzu wurden 1 x 

106  CT26/100 µ l  DMEM gemäß dem geschi lderten Vorgehen inj iziert . 

Im zweitägigen Abstand wurden die Tiere auf Entwicklung eines Tu-

mors hin untersucht.  Ab dem vierten Tag wurden einzelne Tumorknöt-

chen tast- und meßbar, am sechsten Tag post inject ionem  (dem Tag 

des Beginns der systemischen Behandlung mit  adenoviralen Vektoren) 

zeigten sich bei  al len 95 Tieren Tumoren mit  einem mitt leren Volumen 

von etwa 75 mm3  (s. Abb. 8).  

Abb. 7: 
Matrigel-Angiogenese-Test. H.E.-gefärbte Dünnschnitte von 4% Formalin-fixierten Matrigeldepots, welche 
neun Tage nach intravenöser Applikation von 5 x 109 pfu AdLacZ bzw. AdsFlk-1 explantiert wurden. 
A) H.E.-gefärbter Dünnschnitt eines formalinfixierten Matrigel-Depots eines intravenös mit AdLacZ 
behandelten Tieres (400fache Vergrößerung). Die Pfeile zeigen Lumina, welche von einzelnen endotheloiden 
Zellen ausgekleidet sind. 
B) H.E.-gefärbter Dünnschnitt eines Matrigel-Depots eines intravenös mit AdsFlk-1 behandelten Tieres 
(400fache Vergrößerung) im Vergleich. Es finden sich in diesem Schnitt keine der in (A) sichtbaren Struktu-
ren.   

A B 
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4.4.2 Systemische Therapie mit adenoviralen Vektoren 

Die ant itumorale Wirkung der systemischen Appl ikation von adenovira-

len Vektoren AdsFlk-1 und AdsFlt-1 wurde in vivo  an Balb/c-Mäusen 

mit  subkutan wachsenden CT26-Tumoren untersucht.  Am sechsten 

Tag nach Injektion der Tumorzel len wurde die Behandlung durch i .v.-

Gabe von jeweils 5 x 109 pfu/150 µ l  NaCl AdLacZ, AdsFlk-1 bzw. 

AdsFlt-1 ini t i iert.   

4.4.2.1 Tumorgrößenentwicklung  

Am sechsten Tag nach Indukt ion des Tumorwachstums wurden die 

Tiere durch Injektion der adenoviralen Vektoren in drei  Behandlungs-

gruppen aufgetei l t  (AdLacz n=11, AdsFlk-1 n=10, AdsFlt-1 n=10). Die 

Mäuse wurden alle zwei Tage untersucht und die Tumoren mithi l fe 

einer Schieblehre vermessen. Die Tumorvolumina wurden gemäß einer 

Formel zur Volumenberechnung sphäroider Körper näherungsweise 

best immt: 

Abb. 8: 
Balb/c-Maus mit subkutan sitzendem Tumorknoten 6 Tage nach Injektion von 1 x 106 CT26/100 µl DMEM. 
Am Schwanz der Maus ist eine Farbmarkierung zu erkennen, welche zur Unterscheidung der einzelnen 
Therapiegruppen angebracht wurde. 
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Volumen = a x b2 x 0,52 

a = Längsdurchmesser [mm] 

b = Querdurchmesser [mm] 

Erreichte der Durchmesser ein ar ithmetisches Mittel  von 15 mm, wur-

den die Tiere getötet und dieser Zeitpunkt als Sterbedatum festgehal-

ten. Die mit t leren Tumorvolumina jeder Behandlungsgruppe wurden 

nur für einen Zeitraum von einschließlich 13 Tagen nach Behand-

lungsbeginn dargestell t,  da zum darauffolgenden Untersuchungstermin 

die ersten Tiere aus der Kontrol lgruppe AdLacZ verstarben (s. Abb. 9).   

Das Wachstum der Tumoren in der Kontrol lgruppe war stark progre-

dient,  so dass zum Ende des dargestell ten Zeitraums (Tag 13 nach 

Behandlungsbeginn) die mit t leren Tumorvolumina in der AdsFlt-1-

Gruppe (647,71 mm3)  weniger als die Hälf te,  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 

AdsFlt-1-Gruppe im Vergleich zur Kontrolle erreicht.  Die Größenunter-

schiede zwischen den drei  Versuchsgruppen waren zu diesem Zeit-

punkt (Tag 13 nach Behandlungsbeginn) im Fal l  der Behandlung mit  

AdsFlk-1 statistisch s ignif ikant (p=0,0257, AdsFlt-1 p=0,0986). Diese 

Signi f ikanz war bereits zu einem früheren Beobachtungszeitpunkt 

s ichtbar.   
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Am 11. Tag nach Beginn der systemischen Behandlung trugen drei  der 

11 Mäuse der Kontrol lgruppe Tumoren mit  einem Volumen von über 

1000 mm3,  was bei  keinem der Tiere in den AdsFlk-1- bzw. AdsFlt-1-

Gruppen der Fall  war (s. Abb. 10).  Bei  insgesamt acht Tieren (73%) 

lag das Tumorvolumen über 500 mm3 .  In der AdsFlk-1-Gruppe lagen 

die Volumina zwischen 0 und 943,8 mm3 ,  nur bei 30% der Tiere über 

500 mm3 .  In der AdsFlt-1-Gruppe lagen die Volumina zwischen 0,52 

und 817,96 mm3,  vier von zehn Tieren trugen Tumoren von über 500 

mm3.    

Abb. 9: 
Graphische Darstellung der Größenentwicklung subkutaner Tumoren in Balb/c-Mäusen unter systemischer 
Therapie mit AdsFlk-1 bzw. AdsFlt-1.  
Am sechsten Tag nach Induktion des Tumorwachstums wurden die Tiere durch i.v.-Injektion von jeweils 5 x 
109 pfu/150 µl NaCl AdLacZ, AdsFlk-1 bzw. AdsFlt-1der adenoviralen Vektoren in drei Behandlungsgrup-
pen aufgeteilt (AdLacz n=11, AdsFlk-1 n=10, AdsFlt-1 n=10). Alle zwei Tage wurden die Tumoren vermes-
sen und die Volumina näherungsweise bestimmt. Beim Erreichen eines mittleren Durchmessers von 15 mm 
wurden die Tiere getötet. 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 mm3, in der Kontrollgruppe (LacZ) wuchsen die Tumoren dagegen bis zu einer mittleren Größe 
von ca. 1390 mm3. Das entspricht einer statistisch signifikanten Wachstumshemmung von 73% bei Behand-
lung mit AdsFlk-1 (Flk) gegenüber der Kontrolle. Mittelwerte ± SEM, p (Tag 13) = 0,0257).   
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Bis zum 15. Tag nach Behandlungsbeginn erreichte kein Tumor in der 

AdsFlk-1-Gruppe eine maximale Größe von 2000 mm3,  in der AdsFlt-1-

Gruppe zeigte ledigl ich ein Tier (10%) einen Tumor von mehr als 2000 

mm3.  Ein Trend zu großen Tumoren bei Tieren der Kontrollgruppe l ieß 

sich bis zum Ende des Versuchs verfolgen. 

4.4.2.2 Analyse der Überlebensrate 

Definiert  man den Zeitpunkt, zu dem die Tumoren ein als Maximalgrö-

ße gefordertes Volumen erreicht haben, als Sterbedatum, lässt sich 

aus den so gewonnenen Daten die Überlebenswahrscheinlichkeit  unter 

verschiedenen Behandlungsformen ablei ten. 

Die systemische Behandlung mit  AdsFlk-1 und AdsFlt-1 ergab einen 

tendenziellen Überlebensvortei l  gegenüber der Behandlung mit dem 

Abb. 10: 
Graphische Darstellung der Größenverteilung subkutaner Tumoren in einzelnen Balb/c-Mäusen an Tag 11 
nach systemischem Behandlungsbeginn mit 5 x 109 pfu/150 µl NaCl AdsFlk-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 näherungsweise bestimmt 
und vergleichend graphisch dargestellt.  
Nur in der Kontrolle (LacZ) sind bei drei Tieren Tumorgrößen von über 1000 mm3 zu verzeichnen, insgesamt 
acht der 11 Tiere tragen Tumoren von über 500 mm3.  
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Kontrol lvektor (s.  Abb. 11).  In dieser Gruppe verstarben die ersten 

Tiere bereits am 9. Tag nach Beginn der Behandlung, dies war in der 

AdsFlt-1-Gruppe erst am 13. Tag, in der AdsFlk-1-Gruppe gar erst am 

21. Tag nach Behandlungsbeginn der Fall .  Die mit t lere Überlebenszeit 

der Tiere in der Kontrollgruppe konnte mit  18 Tagen ermittelt  werden, 

in der AdsFlt-1-Gruppe überlebten 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 AdsFlt-

1-Gruppe drei,  in der AdsFlk-1-Gruppe fünf Tiere überlebten. Der in 

den Verumgruppen erreichte Überlebensvortei l  is t al lerdings gemäß 

Chi-Quadrat-Test nicht signi f ikant (p=0,1, 2 Freiheitsgrade, kri t ischer 

Wert=4,61, Testergebnis=4,48).   

 

 

Abb. 11: 
Graphische Darstellung der Überlebenswahrscheinlichkeit von subkutantumortragenden Balb/c-Mäusen 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 intravenöse 
Injektion von jeweils 5 x 109 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 getötet, der Zeitpunkt als 
Sterbedatum vermerkt.    
Es zeigte sich ein tendenzieller, allerdings statistisch nicht signifikanter Überlebensvorteil unter Therapie. Die 
mittlere Überlebensrate der Tiere in der AdsFlk-1-Gruppe konnte mit 26 Tagen, in der AdsFlt-1-Gruppe mit 
23 Tagen ermittelt werden. Demgegenüber überlebten 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 Tumormodel ls in wirk-

l ichkei tsgetreueren Ansätzen reproduzieren zu können und damit der 

physiologischen Situation eines kolorektalen, metastasierten Tumors 

näher zu kommen, entwickelten wir ein intrahepat isches CRC-

Tumormodell  in der Balb/c-Maus.  

Die Induktion eines intrahepatischen Tumors durch Injekt ion von 

CT26-Zellen wurde in Balb/c-Mäusen überprüft .  Es wurden hierzu 1 x 

105  Zellen CT26 in 50 µ l  DMEM gemäß dem oben geschilderten Vor-

gehen subkapsulär in den l inken Leberlappen inj iziert . Sieben Tage 

nach Indukt ion der Tumoren wurden die Tiere explorativ relaparoto-

miert ,  um die Tumoren zu vermessen, am 15. Tag wurden die Tiere 

getötet, die Tumorgrößen bestimmt und Serum- sowie Gewebsproben 

entnommen. 

4.5.2 Systemische Therapie mit adenoviralen Vektoren 

Die ant itumorale Wirkung der systemischen Appl ikation des adenovira-

len Vektors AdsFlk-1 wurde in v ivo  an Balb/c-Mäusen mit  intrahepa-

t isch sich entwickelnden CT26-Tumoren untersucht.  Am drit ten Tag 

nach Injektion der Tumorzellen wurde die Behandlung durch i .v.-Gabe 

von jeweils 5 x 109  pfu/150 µ l  AdLacZ als Kontrol le bzw. AdsFlk-1 

ini t i iert.   

4.5.2.1 Tumorgrößenentwicklung  

Am drit ten Tag nach Induktion des Tumorwachstums wurden die Tiere 

durch Injekt ion der adenoviralen Vektoren in zwei Behandlungsfraktio-

nen aufgetei l t  (AdLacz n=7, AdsFlk-1 n=7).  Die Mäuse wurden am 

vierten Tag nach Behandlungsbeginn mittels explorativer Laparotomie 

untersucht und die Tumoren mithi l fe einer Schieblehre vermessen. Die 

Tumorvolumina wurden gemäß einer Formel zur Volumenberechnung 

sphäroider Körper näherungsweise bestimmt: 
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Volumen = a x b2 x 0,52 

a = Längsdurchmesser [mm] 

b = Querdurchmesser [mm] 

Eine weitere Tumorgrößenbestimmung erfolgte an Tag 11 nach Beginn 

der Behandlung. Die Tiere wurden getötet,  die Lebern entnommen und 

die Tumoren vermessen (s.  Abb. 12) und Serum- sowie Gewebsproben 

gewonnen. 

 

 
Zum Zeitpunkt der ersten Untersuchung zeigten alle Tiere der AdLacZ- 

bzw. AdsFlk-1-Gruppe meßbare Tumoren in der Leber. Die zweite 

Größenbestimmung 14 Tage nach Indukt ion der Tumoren ergab ein 

progredientes Tumorwachstum bei al len Mäusen der Kontrollgruppe. 

Als progredient wurde das Wachstum bezeichnet,  wenn sich das Vo-

lumen mindestens verdoppelt  hatte. In der AdsFlk-Gruppe zeigte s ich 

demgegenüber bei  43% der Tiere ein stabiler Verlauf oder sogar ein 

Rückgang der Tumorgröße (s. Abb. 13).   

Abb. 12: 
Explantierte Leber einer Balb/c-Maus mit großem subkapsulärem Tumorknoten.  
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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 Größenzunahme bei 

weniger als einem Viertel dessen. Der Vergleich der Volumina an sich 

ergab, dass die Tiere der Kontrollgruppe im Mittel  sehr viel größere 

Tumoren entwickelten als die der AdsFlk-1-Gruppe (s. Abb. 14).  So 

lag das mitt lere Tumorvolumen in der AdLacZ-Gruppe an Tag 11 nach 

Behandlungsbeginn bei 1081 mm3,  in der Therapiegruppe ledigl ich bei 

452 mm3 .  

Abb. 13: 
Graphische Darstellung der Größenentwicklung subkapsulärer Lebertumoren in Balb/c-Mäusen unter 
systemischer Therapie mit AdsFlk-1 (Flk) im Vergleich zur Kontrollbehandlung mit AdLacZ. 
Drei Tage nach Induktion intrahepatischer Tumoren durch subkapsuläre Injektion von CT26-Zellen erfolgte 
die Aufteilung in zwei Behandlungsgruppen durch intravenöse Injektion von 5 x 109 pfu AdLacZ (n=7) bzw. 
AdsFlk-1 (n=7) in 150 µl NaCl. Vier Tage später (eine Woche nach Tumorinduktion) wurden die Tiere 
explorativ relaparotomiert, um die Tumorgrößen zu bestimmen, weitere sieben Tage später wurden die Tiere 
getötet und ebenfalls die Tumorgrößen bestimmt.  
Dargestellt ist die Größenzunahme 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 
Rückgang der Tumorgröße (Tier V, VII), wobei Tier V bei der zweiten Untersuchung keinen Tumor mehr 
trug. Demgegenüber zeigten alle Tiere der AdLacZ-Gruppe ein als progredient zu bezeichnendes Tumor-
wachstum. 
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Dies spiegelt  s ich auch in der Vertei lung der individuellen Tumorvolu-

mina der einzelnen Tiere wider (s.  Abb. 15).  In der Kontrollgruppe 

trugen ledigl ich zwei Tiere zum Ende des Versuchs Tumoren unter 500 

mm3,  wohingegen eine Behandlung mit  AdsFlk-1 bei  sechs der sieben 

Tiere eine maximale Tumorgröße von 500 mm3  oder weniger bewirkte. 

Vier Tiere der Kontrolle zeigten Tumoren von über 1000 mm3 ,  was in 

der AdsFlk-1-Gruppe bei  ledigl ich einem Tier der Fall  war.  Die erreich-

ten Unterschiede in der Größenzunahme sind al lerdings statistisch 

nicht s ignif ikant.  

Abb. 14: 
Graphische Darstellung der Größenentwicklung subkapsulärer Tumoren in Balb/c-Mäusen unter systemischer 
Therapie mit AdsFlk-1 (Flk)  im Vergleich zur Kontrollgruppe mit AdLacZ (LacZ) während zweier Untersu-
chungszeitpunkte vier bzw. 11 Tage nach Therapiebeginn.  
Drei Tage nach Induktion intrahepatischer Tumoren durch subkapsuläre Injektion von CT26-Zellen erfolgte 
die Aufteilung in zwei Behandlungsgruppen durch intravenöse Injektion von 5 x 109 pfu AdLacZ (n=7) bzw. 
AdsFlk-1 (n=7) in 150 µl NaCl. Vier Tage später (eine Woche nach Tumorinduktion) wurden die Tiere 
explorativ relaparotomiert, um die Tumorgrößen zu bestimmen, weitere sieben Tage später wurden die Tiere 
getötet und ebenfalls die Tumorgrößen bestimmt.  
Dargestellt sind die mittleren Tumorvolumina in AdsFlk-1- (Flk) und AdLacZ-Gruppe (LacZ) in mm3 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 großes Volumen (1081 mm3) 
im Vergleich zur Therapiegruppe (452 mm3). 
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4.6 Laborchemische Analyse 

4.6.1 Lebertoxizität 

Die ALT als leberspezi f isches Enzym dient in ihrer Aktivi tät  als Marker 

einer hepatozytären Schädigung. 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 s ich ein Anstieg sowohl unter intravenöser Gabe 

von AdsFlk-1 (n=25) als auch AdsFlt-1 (n=23) im Vergleich zum Kon-

trol lvektor AdLacZ (n=13) (s. Abb. 16).  Dabei lag das Maximum der 

Transaminasenaktivität  zwischen Tag sechs und neun nach Beginn der 

Abb. 15: 
Graphische Darstellung der Volumina subkapsulärer Tumoren in Balb/c-Mäusen unter systemischer Therapie 
mit AdsFlk-1 (Flk) im Vergleich zur Kontrollgruppe mit AdLacZ (LacZ) 11 Tage nach systemischer Gabe 
von 5 x 109 pfu AdLacZ (n=7) bzw. AdsFlk-1 (n=7) in 150 µl NaCl.  
Drei Tage nach Induktion intrahepatischer Tumoren durch subkapsuläre Injektion von CT26-Zellen erfolgte 
die Aufteilung in zwei Behandlungsgruppen. 11 Tage später wurden die Tiere getötet und die Tumorgrößen 
bestimmt.  
Dargestellt sind die individuellen Tumorvolumina in AdsFlk-1- (Flk) und AdLacZ-Gruppe (LacZ) in mm3 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 mm3, vier Tiere erreichten Volumina von mehr als 1000 mm3. Demgegenüber verblieb in der Therapie-
gruppe das Tumorvolumen bei 86% der Versuchstiere bei maximal 500 mm3. 
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systemischen Behandlung. So wurde in der AdsFlk-1-Gruppe der 

höchste gemessene Wert am neunten Tag mit 490 U/l,  in der AdsFlt-1-

Gruppe am sechsten Tag mit  523 U/l  dokumentiert.  In der Kontroll -

gruppe lag das Maximum ebenfal ls am sechsten Tag bei  390 U/l . 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 einstell te.   

Bei  Beobachtung von Fress- und Sozialverhal ten, Fel lpf lege etc. zeig-

ten sich die Tiere unauffäl l ig,  ebenso trat kein beobachtbarer Ikterus 

auf.  

 

 

4.6.2 Aktivität des VEGF im Serum 

Da der ant iangiogene Versuchsansatz, welcher im in vivo-Versuch das 

Wachstum sol ider Tumoren zu unterdrücken vermag, auf der funktio-

nellen Hemmung des VEGF basiert ,  wurde parallel  zu den Bestimmun-

Abb. 16: 
Graphische Darstellung der Entwicklung des Serumspiegels der Alanin-Aminotransferase (ALT) als Indiz für 
eine mögliche Leberschädigung bei systemischer Behandlung subkutantumortragender Balb/c-Mäuse mit 5 x 
109 pfu/150 µl NaCl AdsFlk-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 intravenöser 
Gabe von AdsFlk-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-Aktivität. Dabei lag das Maximum der Transaminasenaktivität 
zwischen Tag sechs und neun nach Beginn der systemischen Behandlung;  im weiteren Verlauf des Versuchs 
begann sich die ALT-Aktivität wieder zu normalisieren. 
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gen von Tumorgrößen und Überlebensdaten das Verhalten des VEGF 

unter Gabe rekombinanter,  angiostatisch wirksamer Adenoviren unter-

sucht.  Zunächst wurde nicht-tumortragenden Tiere jeweils 5 x 109 pfu 

AdLacZ (n=4) bzw. AdsFlk-1 (n=4) intravenös inj iziert . Nach Ablauf 

von drei  Tagen wurden die Tiere getötet und Serum zur laborchemi-

schen Analyse entnommen. Die Quanti f izierung erfolgte in 20 µl  Se-

rum mit tels ELISA (Untersuchung gemäß Protokol l  Quantikine Mouse 

VEGF, R & D Systems, Wiesbaden-Nordenstadt,  Deutschland) (n=3). 

Es zeigte s ich, dass allein die Behandlung mit  AdsFlk-1 bei  al len Tie-

ren zu einem Anst ieg der VEGF-Akt ivi tät  im Serum im Vergleich zur 

Kontrol le führte. Die Applikat ion von AdLacZ hatte keinen Anst ieg des 

VEGF zur Folge. Der mit t lere Spiegel des VEGF lag in der Kontroll -

gruppe bei 16,99 pg/ml Serum (bzw. 9,99 fg/µg Serumeiweiß),  in der 

mit  Ads-Flk-1 behandelten Gruppe bei  426,92 pg/ml (251,13 fg/µg) (s.  

Abb. 17).  

LEERZEILE !  

LEERZEILE !  

LEERZEILE !  

LEERZEILE !  

LEERZEILE !  
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Um die Aktivität  des VEGF im Serum unter Therapie von Tumoren im 

zeit l ichen Verlauf messen und mögliche Rückkopplungsmechanismen 

entsprechend darstellen zu können, wurden subkutan bei  Balb/c-

Mäusen gemäß dem geschilderten Vorgehen CT26-Zel len inj iziert  und 

Tumoren induziert.  Am sechsten Tag nach Injektion der Tumorzellen 

wurden die Tiere durch intravenöse Gabe von jewei ls 5 x 109  pfu Ad-

LacZ (n=16) bzw. AdsFlk-1 (n=21) in zwei Behandlungsfraktionen auf-

geteil t.  Im Folgenden wurde zu def inierten Zeitpunkten (d=3, d=6, d=9, 

d=14, d=19 nach Behandlungsbeginn) wi l lkür l ich eine bestimmte An-

zahl Tiere (anfangs je drei  Mäuse aus der AdsFlk-1-Gruppe und zwei 

aus der AdLacZ-Gruppe, später hier nur noch ein Tier pro Untersu-

chungstermin) dem Versuch entnommen, getötet und Serumproben 

gewonnen. Es zeigte sich, dass vom ersten Untersuchungszeitpunkt 

Abb. 17: 
Graphische Darstellung des VEGF-Serumgehaltes nicht-tumortragender Balb/c-Mäuse unter Behandlung mit 
AdsFlk-1 im Vergleich zur Kontrollgruppe (AdLacZ).  
Gesunden Tieren wurden jeweils 5 x 109 pfu AdLacZ (n=4) bzw. AdsFlk-1 (n=4) intravenös injiziert. Nach 
drei Tagen wurden die Tiere getötet und Serum gewonnen. Es wurden Serumproben von 20 µl mittels ELISA 
auf den quantitativen VEGF-Gehalt untersucht (n=3).  
Die intravenöse Injektion von 5 x 109 pfu AdsFlk-1 bewirkte bis Tag 3 post injectionem einen Anstieg des 
VEGF-Spiegels im Serum um das mehr als 25fache (AdsFlk-1; 251,13 fg/µg Serumprotein) verglichen mit 
der Kontrolle (Adlacz; 9,99 fg/µg Serumprotein). Mittelwerte ± SEM. 
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an die Serumaktivität  des VEGF in der mit  AdsFlk-1 behandelten 

Gruppe im Vergleich zur Behandlung mit  dem Kontrol lvektor gesteigert 

war (s.  Abb. 18).  So lag an Tag 3 nach Vektorappl ikation der mitt lere 

VEGF-Serumgehalt  in der AdsFlk-1-Gruppe bei  391 pg/ml Serum (bzw. 

230 fg/µg Serumeiweiß),  in der Kontrollgruppe betrug dieser Wert da-

gegen 70 pg/ml (41 fg/µg),  die Behandlung mit  AdsFlk-1 führte also zu 

einem mehr als 5fachen Anstieg des VEGF im Serum der Tiere. Tiere 

der Therapiegruppe erreichten den höchsten gemittelten Wert an Tag 

neun, die der AdLacZ-Gruppe an Tag 19 (nicht dargestel l t ).  Es wird 

s ichtbar,  dass sich die Werte sowohl in der Kontroll - als auch in der 

AdsFlk-1-Gruppe im Verlauf des dargestel l ten Zeitraums nicht wesent-

l ich verändern. Zwei Wochen nach Injektion der adenoviralen Vektoren 

war der Serumgehalt  an VEGF in der Therapiegruppe (343 pg/ml Se-

rum bzw. 202 fg/µg Serumeiweiß) immer noch um das mehr als 4fache 

erhöht gegenüber dem in der Kontrol le (84 pg/ml bzw. 50 fg/µg).   

LEERZEILE !  

LEERZEILE !  
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4.6.3 Transgenexpression im Serum 

Der Nachweis der Transgenexpression und somit der erfolgreichen 

Transfektion im laufenden Versuch erfolgte exemplarisch als quali tati -

ver Nachweis von sFlk-1-Protein im Serum von mit  AdsFlk-1 intrave-

nös behandelten Tieren mittels western blot-Untersuchung. sFlk-1 l ieß 

sich im Serum behandelter Tiere über die Dauer von 56 Tagen nach-

Abb. 18: 
Graphische Darstellung des VEGF-Serumgehaltes tumortragender Balb/c-Mäuse unter Behandlung mit 
AdsFlk-1 (AdsFlk-1) im Vergleich zur Kontrollgruppe (AdlacZ) im zeitlichen Verlauf.  
Subkutan wurden bei Balb/c-Mäusen CT26-Zellen injiziert und Tumoren induziert. Am sechsten Tag wurden 
die Tiere durch intravenöse Gabe von jeweils 5 x 109 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, getötet und gewonnene Serumproben mittels ELISA 
auf den quantitativen VEGF-Gehalt untersucht. 
Die Serumaktivität 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/µg Serumeiweiß, in der Kontrollgruppe betrug dieser Wert dagegen 41 fg/µg. Im Verlauf 
des dargestellten Zeitraums ändern sich die Werte sowohl in der Kontroll- als auch in der AdsFlk-1-Gruppe 
nicht wesentlich, zwei Wochen nach Injektion der adenoviralen Vektoren war der Serumgehalt an VEGF in 
der Therapiegruppe (202 fg/µg Serumeiweiß) immer noch gegenüber dem in der Kontrolle erhöht (50 fg/µg).  
 

Zeit seit Behandlungsbeginn [d] 

V
E

G
F

 [f
g/

µ
g 

S
er

um
pr

ot
ei

n]
 



ERGEBNISSE 

 

 

74 

weisen. Bei mit dem Kontrol lvektor behandelten Tieren zeigten sich 

keine entsprechenden Banden (s. Abb. 19).   

 

 

4.6.4 Untersuchung der organspezifischen VEGF-Expression  

Die vorangegangenen Untersuchungen zeigten, dass es unter syste-

mischer Appl ikation von AdsFlk-1 zu erhöhten Serum-VEGF-Spiegeln 

im Vergleich zur Kontrollgruppe kam. Um zu klären, wo eine Expressi-

on von VEGF im Organismus zu vermuten ist ,  wurden zunächst 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 ampli f iziert 

und schließl ich mittels Gelelektrophorese sichtbar gemacht.  

mRNA für VEGF konnte sowohl in Leber-,  Nieren-,  Lungen-, Mi lz- und 

Darmgewebe gefunden werden, und zwar sowohl bei  Tieren der The-

rapiegruppe als auch bei  solchen der Kontrolle (Abb. 20).  

Abb. 19: 
Nachweis der erfolgreichen Transgenexpression während des Versuchsablaufs durch qualitativen Nachweis 
von sFlk-1 im Serum von mit 5 x 109 pfu/150 µl NaCl AdsFlk-1 behandelten Tieren mittels western blot.  
Zu definierten Zeitpunkten (d 6, 9, 14, 24, 30, 56 nach Behandlungsbeginn) wurden Serumproben entnom-
men, diese zunächst auf einem 7,5%igen SDS-Polyacrylamid-Gel aufgespalten und auf eine PVDF-Membran 
transferiert und gefärbt.  
Über einen Zeitraum von 56 Tagen waren bei denjenigen Tieren, welchen AdsFlk-1 intravenös verabreicht 
wurde, Banden der erwarteten Molekülgröße für sFlk-1-Protein nachweisbar (180 kDa), wohingegen diese 
bei Kontrolltieren, welche AdLacZ erhielten, fehlten. 

Zeit seit Behandlungsbeginn [d] 
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4.6.5  VEGF-Aktivität in entnommenen Gewebsproben 

Wie bereits ausgeführt,  besitzen die als Vektoren verwendeten Adeno-

viren einen natürl ichen Hepatotropismus, was sie mögl icherweise für 

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 Dif fe-

renzierung, wie die leberspezi f ische VEGF-Expression durch die Ap-

plikation der adenoviralen Vektoren beeinflusst wird und um somit 

eine bessere Aussage über den dem Modell  theoretisch zugrundelie-

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 109 pfu/150 µl NaCl AdsFlk-1 (n=4) bzw. AdLacZ (n=4) intravenös 
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 schließlich mittels Gelelektrophorese sichtbar gemacht. 
mRNA für 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. 
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genden Wirkmechanismus machen zu können, untersuchten wir Leber-

gewebe von Tieren, welche im subkutanen Tumormodell  zu bestimm-

ten, zuvor definierten Zei tpunkten den AdsFlk-1- bzw. AdLacZ-

Gruppen entnommen und getötet worden waren, quantitat iv auf dessen 

VEGF-Gehalt.  Die Untersuchung erfolgte an homogenisierten Ge-

websproben mittels ELISA. 

Am sechsten Tag nach Ini t i ierung der Therapie durch Injektion der 

adenoviralen Vektoren (5 x 109 pfu/150 µl  NaCl) zeigte Lebergewebe 

von Tieren der AdsFlk-1-Gruppe einen 16,5fach höheren VEGF-Gehalt 

(5218 fg/µg Gewebseiweiß) im Vergleich zu dem von Kontroll t ieren 

(315 fg/µg) (s.  Abb. 21). Am 19. Tag nach der Injekt ion lag die intra-

hepatische VEGF-Konzentration bei  3311 fg/µg Gewebseiweiß. In Zu-

sammenschau mit  den Untersuchungen des Serum-VEGF-Spiegels 

scheint die Leber ein möglicher Ursprungsort  für die Erhöhung des 

Serum-VEGF unter Therapie zu sein. 
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Abb. 21: 
Darstellung des leberspezifischen VEGF-Gehaltes an Tag 6 nach Applikation von AdsFlk-1 bzw. AdLacZ im 
subkutanen Tumormodell der Balb/c-Maus. 
Subkutantumortragenden Mäusen wurde AdsFlk-1 bzw. AdLacZ (5 x 109 pfu/150 µl NaCl) intravenös 
injiziert. Sechs Tage später wurden die Tiere (n=3) getötet 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 höheren VEGF-Gehalt (5218 fg/µg 
Gewebseiweiß) im Vergleich zu dem der Kontrolle (AdlacZ; 315 fg/µg). Mittelwerte ± SEM, *p < 0,05.  
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5 Diskussion 

Das kolorektale Karzinom zählt  in der west l ichen Welt  zu den häufigs-

ten Tumorenti täten. Eine große Anzahl der Patienten entwickelt  im 

Laufe der Erkrankung metastatische Absiedelungen in der Leber. Ein 

derartiger Krankheitsverlauf ist  mit einer ausgeprägten Verschlechte-

rung der Prognose assozi iert  [He et al. ,  2006].  Für die Therapie sol-

cher Metastasen stehen in diesem definit ionsgemäß fortgeschri ttenen 

Stadium meist nur pal l iative Mögl ichkei ten zur Verfügung, ledigl ich ein 

geringer Anteil  von 10 bis 15% der Patienten mit  s ingulären Leberher-

den ist  einer kurativen chirurgischen Therapie zugänglich [Ruers und 

Bleichrodt,  2002].  Systemische Chemotherapien sind oftmals mit  aus-

geprägten Nebenwirkungen verbunden, die Wirksamkeit  lokaler invasi-

ver Methoden wie Kryo- oder Radiofrequenzverfahren ist  zumindest 

umstri tten [Tol  und Punt, 2006] und ihre Anwendbarkei t  bei  mult ipler 

Metastasierung per se eingeschränkt.  Aus diesen Gründen gewinnt die 

Erforschung al ternat iver onkologischer Therapiestrategien wie z.B. 

gentherapeutischer Ansätze zunehmend an Bedeutung. 

Berei ts kurz nach der Entdeckung angiogenetisch wirksamer Substan-

zen in Tumorgewebe durch Judah Folkman im Jahre 1970 wurde die 

Vermutung geäußert, eine Hemmung der Tumorneovaskularisat ion 

könnte eine Regredienz des Wachstums der Geschwulst zur Folge 

haben. Seitdem konnten zahlreiche Studien belegen, dass die Indukt i-

on einer eigenen Gefäßversorgung für Wachstum und Metastasierung 

solider Tumoren von großer Bedeutung ist .  Der Gewebsdurchmesser 

eines Tumors kann in der Regel eine Größe von 2 mm bzw. ein Volu-

men von 1-2 mm3  n icht überschrei ten, wenn die Versorgung der Zel len 

mit  Sauerstoff  und Nährstoffen sowie deren gewebshormonelle Stimu-

lat ion über neugebi ldete Gefäße unterbleibt [Hanahan und Folkman, 

1996; Carmeliet  und Jain, 2000; Folkman, 2002; Kerbel  und Folkman, 

2002]. Die Angiogenese unterl iegt im gesunden adulten Organismus 

einer strengen Modulation und wird normalerweise durch ein Gleich-

gewicht zwischen angiogenen und angiostatischen Faktoren reguliert. 

Überschrei tet  al lerdings 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 Gefäße in das 
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Tumorgewebe. Diese kann nach neuerem Kenntnisstand auch durch 

Vaskulogenese durch endothel iale Vorläuferzellen aus dem Knochen-

mark unterstützt  werden [Li et  al .,  2006].   

Gentherapeutische Behandlungen unter Zuhilfenahme adenoviraler 

Vektoren stel len eine Möglichkei t  dar,  die Gefäßneubi ldung im Tumor 

bzw. seinen Metastasen zu unterbinden. Es können 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 Appl ikati -

on, führt .  Systemische Nebenwirkungen können somit in ihrer Ausprä-

gung zumindest vermindert  werden.  

Die Tatsache, dass Adenoviren nicht in das Genom integrieren und die 

Fähigkeit ,  auch nicht-prol i fer ierende Zel len zu infizieren, gewährleis-

ten die geforderte lokale Regulierbarkeit  bei  ausreichender Sicherheit  

[Kay et al .,  2001; Roy-Chowdhury und Horwitz, 2002].  Adenoviren 

besi tzen einen natürl ichen Hepatotropismus. 

 

Die vorl iegende Arbei t  untersuchte die Wirksamkeit einer systemi-

schen Behandlung zweier mit tels adenoviralen Gentransfers vermittel-

ter angiostatischer Konstrukte im murinen subkutanen und intrahepat i-

schen Modell . Rekombinante therapeut ische Adenoviren wurden von 

uns ampli f iziert  und aufgereinigt.  In Voruntersuchungen konnten wir 

sowohl die einwandfreie Funktion der Vektoren in Bezug auf Infekt ion 

und Transdukt ion sowie die Expression der Transgene belegen, auch 

konnten wir die angiostat ische Wirksamkeit  der Genprodukte in v it ro  

und in v ivo  zeigen. W ir etablierten subkutane und intrahepatische Tu-

morzellverbände im murinen Tiermodell  und konnten hemmende Aus-

wirkungen einer angiostatischen Gentherapie mit  den verwendeten 

adenoviralen Vektoren in Bezug auf Größenentwicklung der Tumoren 

und einen posit iven Einfluss auf die Sterblichkei t aufzeigen. Anhand 

von Blut- und Gewebsuntersuchungen l ießen sich die Veträgl ichkei t 

und humorale Reakt ionen untersuchen.           

5.1 Rekombinante Adenoviren 

Die für diese Arbeit  verwendeten Vektorkonstrukte s ind sog. Erstgene-
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rationsadenoviren mit  Deletion der Regionen E1 und E3 (Ad5(E1-)(E3-

)). Die Deletion der E1-Region führt einersei ts dazu, dass die Viren 

nur noch in bestimmten Verpackungszell l in ien replizieren können, da 

die Transkription bestimmter,  für die Repl ikation notwendiger Gene 

unterbleibt.  Andererseits wird Platz geschaffen für die Aufnahme des 

LacZ-Gens von Escherichia col i  bzw. für die cDNA der extrazellulären 

Domäne der VEGF-Rezeptoren Flk-1 und Fl t-1. Alle eingesetzten 

Transgene unterl iegen der Kontrolle des „early immediate“-Promotors 

des Cytomegalievirus.  

Für den viralen Gentransfer kommen solche rekombinanten Adenovi-

ren berei ts viel fach zur Anwendung [Imperiale und Kochanek, 2004]. 

Sie lassen sich in ausreichend hohen Ti terstufen für den Einsatz in 

Tier- und Zel lkulturversuchen herstel len. Dazu ampli f izierten wir die 

Viren, die in normalen Zell l inien nicht replizieren können, in stabi l für 

die E1-Region transformierten HER 911-Zellen. Diese Verpackungs-

zellen bieten die E1-Region in trans  an und wurden berei ts für die 

Verwendung als Helferzell l inie charakteris iert  [Fallaux et al .,  1996]. 

Nach dem Propagieren der Adenoviren folgte eine weitere Aufreini-

gung.  

Die Bestimmung des Virusti ters muss erfolgen, um in späteren Versu-

chen reproduzierbare Ergebnisse zu erhalten. Dabei kann zum einen 

die Anzahl der erzeugten Viruspartikel  an sich durch Bestimmung der 

opt ischen Dichte in Medium gemessen werden (OD-Messung, ‚optical 

partic le units ’,  opu).  Zum anderen l iefert  die Best immung der ‚p laque 

forming uni ts’  (pfu) im sog. ‚Plaque-Assay’  die Anzahl der biologisch 

aktiven, also tatsächl ich infekt iösen Part ikel.  Passend zu berei ts pub-

l izierten Daten wurden von uns Part ikel t i ter von mind. 1012  opu/ml 

bzw. Infektionstiter von mehr als 101 1  pfu/ml erreicht [Kuo et al. ,  2001; 

Mit tereder et al. , 1996].  

Zel luläre Systeme ohne die E1-Region bieten den replikationsdefizien-

ten Adenoviren keine Möglichkei t  zur Ampl if ikat ion. Daher bieten diese 

rekombinanten Viren ein recht hohes Maß an Sicherheit  für die Um-

welt . Eine etwaige Replikation in der Karzinomzell l inie A549 würde 

eine W ildtypkontamination der Adenoviren bedeuten, da diese Zellen 

die E1-Region nicht anbieten. Eine solche Kontamination wurde von 



DISKUSSION 

 

 

80 

uns im Plaque-Assay mit A549-Zellen ausgeschlossen.  

Die Transduktionseff izienz, d.h. die Anzahl Zellen, die tatsächlich mit 

vi ralem Vektor infiziert  wurden und das Transgen exprimieren, lässt 

s ich anhand der Darstel lung der enzymatischen Umsetzung von X-Gal 

durch die β -Galaktosidase, das Genprodukt des in den Versuchen als 

Kontrol lvektor verwendeten AdLacZ quant if izieren. 48 h nach Infektion 

von A549-Zellen mit  MOI 250 betrug die Transduktionsrate nahezu 

90%. Ähnliche Daten beschreibt auch die Li teratur [Qian et al. , 1995].  

Der Nachweis der entsprechenden Proteine im Zel lüberstand von mit 

AdsFlk-1 infizierten A549-Zel len mittels ELISA und im Serum syste-

misch behandelter Tiere mittels western blot belegte die erfolgreiche 

Transgenexpression.  

5.2 Angiostatische Konstrukte 

Eine angiostat ische Behandlung von (metastasierten) sol iden Tumoren 

könnte (u.U. in Verbindung mit  weiteren adjuvanten Therapieansätzen) 

eine effektive Methode darstellen, die ungünst ige Prognose solcher 

Patienten zu verbessern. Unter zahlreichen ant iangiogenen Ansätzen 

f inden sich auch solche, die das die Angiogenese stimulierende VEGF, 

einen der bedeutendsten proangiogenen Faktoren in der Tumorangio-

genese [Ferrara et al .,  1992],  funkt ionell  inaktivieren. Studien konnten 

eine Erhöhung der VEGF-Spiegel beim metastasierten kolorektalen 

Karzinom aufzeigen [Hanrahan et al. ,  2003].  Zur Inakt ivierung können 

Verwendung f inden: 1. neutral isierende monoklonale Antikörper gegen 

das VEGF (z.B. Bevacizumab) und seine Rezeptoren, 2. Inhibi toren 

der Tyrosinkinase-Rezeptoren des VEGF, 3. lösl iche Formen der 

VEGF-Rezeptoren, und schließlich 4. Ribozyme, die spezif isch die 

VEGF-mRNA inakt ivieren.  

Im vorl iegenden Fall  wurden lösl iche Rezeptoren des VEGF verwen-

det, welche über Gentransfer in Zel len des Zielorganismus gebildet 

und freigesetzt wurden. Dies s ind die lösl ichen Formen von VEGFR-1, 

das sFl t-1, und von VEGFR-2, das sFlk-1. Der zugrundeliegende Me-

chanismus ist  die Sequestr ierung von zirkul ierendem VEGF und die 

Bildung von Heterodimeren, ohne die Signalkaskade über die Tyrosin-

kinasen zu aktivieren. Die angiostat ische Potenz eines solchen Kon-
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struktes wurde mitt lerweile ausführl ich 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-

r ische Wirkung von lösl ichem Flt-1 auf die Neovaskular isation in der 

Retina [Bainbridge et al ., 2002] bzw. in fol l ikulären Schi lddrüsenkarzi-

nomen [Ye et al. , 2004] und im Pankreaskarzinom [Hoshida et al ., 

2002].  

In in vi t ro-  und in vivo-Versuchen konnten wir diese angiostat ische 

Potenz bestätigen. Im sog. „Tube Formation Assay“ vergleicht man die 

Bildung gefäßartiger Strukturen von kul t ivierten 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 Hemmungskapazi tät von 53% durch 

AdsFlk-1 bzw. 42% durch den Einsatz von AdsFlt-1 gegenüber der 

AdLacZ-Kontrol le.  Vergleichbare Ergebnisse beschreiben auch andere 

Autoren. So konnten Ahmad und Ahmed [2004] zeigen, dass Über-

stand von kult ivierten präeklamptischen Plazentazellen, welcher 

sVEGFR-1 enthäl t,  d ie Bildung gefäßähnl icher Strukturen im „tube-

formation-assay“ signi f ikant zu hemmen vermag. Maynard et al.  kamen 

berei ts 2003 zu ähnlichen Ergebnissen, als sie HUVE-Zellen mit Se-

rum präeklamptischer Patient innen inkubierten. In Vorversuchen zur 

angiostat ischen Therapie des Ovarialkarzinoms belegten Mahasreshti 

et  al.  [2001] eine wachstumshemmende Potenz auf HUVE-Zellen durch 

adenoviral  vermitteltes sFlt-1 von 60% gegenüber einem Kontrol lvek-

tor und von über 70% im Vergleich zu Kulturüberstand nicht infizierter 

Zel len.  

In vivo  wurde die angiostatische Potenz mit Matrigeldepots unter-

sucht,  welche subkutan bei  C3H-Mäusen implantiert  wurden. Nach 

systemischer Behandlung mit  AdsFlk-1 bzw. AdLacZ wurden die 

explantierten Depots auf Einsprossung gefäßartiger Strukturen hin 

untersucht.  Bei  Tieren, die intravenös mit  AdsFlk-1 behandelt  worden 

waren, konnte eine um 80% geringere Inf i l t ration verzeichnet werden. 

Die Ergebnisse der in vivo-Untersuchungen finden also in diesen Ver-

suchen ihre Bestät igung. 
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Die solchermaßen vermittel te Unterbrechung der Signalkaskade, die 

zur Stimulation der Angiogenese führt  und somit das weitere Wachsen 

eines Tumors unterstützt ,  führt  nachweisl ich zu einer signi f ikanten 

Abnahme der tumoralen Gefäßdichte [Vajkoczy et al. ,  2005].  Verglei-

chende Studien belegen, dass eine solche direkte Hemmung des 

VEGF über lösl iche Rezeptoren wirkungsvol ler ist  als z.B. die Verwen-

dung von Angiostat in oder Endostat in.  Dies konnte sowohl für murine 

(Lungen-) als auch humane (Pankreas-) Karzinomzellen im Mausmo-

dell  belegt werden [Kuo et al .,  2001]. Erfolgreiche lokale Behandlun-

gen von CRC-Tumorzel lverbänden werden berichtet [Kong et al , 1998].  

5.3 Murines CRC-Versuchsmodell 

Ein experimenteller Behandlungsansatz, wie er der vorl iegenden Ar-

bei t zugrundeliegt,  erfordert  für eine aussagekräftige Evaluation ein 

mögl ichst real itätsnahes Versuchsmodell  [Hayashi et al .,  1999; Top et 

al. ,  1998].  Zur Induktion sowohl der subkutanen als auch der intrahe-

pat ischen Tumoren verwendeten wir CT26-Zel len. Diese murine Ko-

lonkarzinom-Zell l inie wurde bereits von früheren Autoren als gut ge-

eignet beschrieben, nachvollziehbar hepatische Metastasen des kolo-

rektalen Karzinoms im Mausmodell  zu produzieren [Kollmar et al ., 

2004].  Die Fähigkei t  der Zel len, VEGF zu exprimieren und zu sezer-

nieren und somit einer entsprechenden angiostat ischen Therapie zu-

gänglich zu sein, wurde von uns in Vorversuchen belegt.  Bereits veröf-

fentl ichte Untersuchungen schließen einen direkten antiproli ferat iven 

Einfluss von z.B. sFlt-1 auf CT26-Zel len weitgehend aus [Schmitz et 

al. , 2005].  

Oft  werden Tumormodelle im subkutanen Ansatz untersucht.  Sie s ind 

aufgrund der technisch einfach durchzuführenden Tumoretablierung 

und der anschließenden Beobachtung relat iv le icht zu real isieren, und 

die erhobenen Daten sind z.B. im Hinbl ick auf die Tumorausdehnung 

gut reproduzierbar.  Dabei lassen sich sowohl murine als auch humane 

Zel l l inien einsetzen, und auf diese Weise können Tumoren in synge-

nen oder immundefizienten Tieren gut etabliert werden. Allerdings 

f indet s ich bei solchen Modellen eine stärkere Immunantwort als in 

einem intrahepatischen Versuchsansatz, da der Gehalt  an APC-Zel len 
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und Langerhans-Zel len im Unterhautgewebe ungleich größer ist  als 

z.B. im Zielorgan Leber und auf diese Weise das Immunsystem vielfäl-

t ig st imuliert  wird. Außerdem ist  ein Metastasenmodel l  des kolorekta-

len Karzinoms im Subkutangewebe art i f iziel l .  Einen solchen Ansatz 

benutzten wir aufgrund der vergleichsweise einfach zu handhabenden 

Vermessung der Tumorgrößenentwicklung für eine engmaschige Dar-

stel lung des Wachstumsverhal tens der Tumoren, und die Induktion 

subkutaner Tumoren in Balb/c-Mäusen durch Injektion von CT26-

Zel len wurde auch bereits von anderen Arbei tsgruppen zur Evaluat ion 

verschiedenster ant itumoraler Effekte genutzt [Toda et al .,  2001].  Es 

lässt sich hieran grundsätzl ich der dem Versuchsansatz zugrunde l ie-

gende Mechanismus funkt ionel l belegen (sog. „proof of principle“).  

Um der physiologischen Situation eines hepat ischen Tumors bzw. ei-

ner Metastase näher zu kommen, haben wir paral lel  zum subkutanen 

Versuchsansatz ein weiteres, intrahepatisches Modell  in der Leber 

genutzt und versucht, die Ergebnisse der Studien am Subkutanmodell  

h ieran nachzuvollziehen. Dafür wurde durch Injektion einer definierten 

Menge von Tumorzellen in das Lebergewebe ein hepatisches Einzel-

tumormodell  etabl iert .  Solche Modelle haben naturgemäß assoziierte 

Schwierigkei ten, welche eine leichte Induktion, Entwicklung und Beob-

achtung des Tumorwachstums verhindern. Die Induktion der Tumoren 

und auch die anschl ießende Verlaufsbeobachtung insbesondere des 

Wachstumsverhal tens muss regelmäßig mittels invasiver Methoden 

wie Laparotomie oder Hepatektomie geschehen und bedeutet somit 

immer eine zusätzl iche Belastung für das Versuchst ier.  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 anti tumoralen 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.  

sFlt-1  

Wie erwähnt,  ist  eine Mögl ichkei t,  d ie Neovaskularisat ion sol ider 

Neoplasien bzw. ihrer Metastasen zu hemmen, die Verwendung lösli -
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cher Rezeptoren des Angiogenesefaktors VEGF. Die spezi f ischen ant i-

tumoralen Effekte einer systemischen Therapie mit  solchen Konstruk-

ten wurden berei ts von anderen Autoren nachgewiesen. So konnten 

Ye et al . zeigen, dass s ich durch die Anwendung von sFlt-1 das 

Wachstum von fol l ikulären Schilddrüsenkarzinomen um bis zu 70% 

unterdrücken lässt [Ye et al. ,  2003].  Ein Fusionsprotein aus einer 

VEGFR-1-Domäne mit  einem Immunglobulin (‚VEGF-Trap’) zeigte in 

Versuchen hohe anti tumorale Potenz [Holash et al. ,  2002] und bef in-

det sich bereits in der k l in ischen Erprobung. Durch Inhibierung der 

VEGF-Wirkung konnte ein Rückgang der Tumormasse und von Aszi tes 

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-

zellulären Domäne des VEGFR-2 (sFlk-1) tragen und per Elektropora-

t ion in subkutan l iegende Mammakarzinomzellen in der Maus transfe-

r iert wurden, konnten eine Wachstumshemmung der Tumorzellverbän-

de bewirken [Wang et al ., 2002].     

Der Evaluat ion der Kombination der belegten anti tumoralen Eigen-

schaften eines solchen ant i-VEGF-Konstruktes mit  den Vortei len der 

Gentherapie wie der guten Regul ierbarkeit  und relativ gering ausge-

prägten systemischen Nebenwirkungen diente der dieser Arbeit  

zugrundel iegende 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 löslichem Flt-1 einen 

hemmenden Einf luss auf die Größenentwicklung subkutaner Tumoren 

im murinen Ovarialkarzinommodell  hat und auch das Überleben güns-

t ig beeinf lussen kann. Weitere Arbeiten belegen den hemmenden Ein-

f luss einer adenoviral  vermit tel ten Therapie mit sFlt-1 auf  das Tu-

morwachstum beim Pankreaskarzinom [Hoshida et al .,  2002].  Ebenso 

gelang ein solcher Nachweis für das Prostatakarzinom, wobei s ich 

auch hier günstige Auswirkungen auf die Überlebensrate 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. Ähnliches gelang für den adenoviral  vermit tel-

ten Gentransfer im murinen Ovarialkarzinommodell  [Wu et al .,  2006] 

und beim Pankreaskarzinom [Tseng et al. , 2002].  

In Übereinstimmung mit  den in der Li teratur dargestel l ten Ergebnissen 

zeigten unsere Versuche, dass die einmalige systemische Gabe so-

wohl von AdsFlk-1 als auch von AdsFlt-1 (5 x 109  pfu) in einer signi f-

kanten Hemmung des Wachstums subkutaner Tumoren von 73% bzw. 

53% 13 Tage nach Behandlungsbeginn resul t ierte. Tiere der Kontrol l-

gruppe entwickel ten größere Tumoren im Vergleich zu denen der The-

rapiegruppen. Es fiel  auf, dass die anti tumoralen Effekte bei  Appl ikati -

on von AdsFlk-1 stärker ausfallen als bei AdsFlt-1.  

Die Anwendung von AdsFlk-1 in einem intrahepatischen Metastasen-

modell  zeigte, dass auch hier die systemische Therapie eine Wachs-

tumshemmung gegenüber einer negativen Kontrolle erbringt.  Dies gil t 

sowohl für die Hemmung der Proli feration als auch für die beobachte-

ten Endgrößen der Tumoren, in einem Fall  konnte eine komplette Re-

mission erreicht werden. Dabei ist  die hier erreichte Wachstumms-

hemmung al lerdings statistisch nicht signi f ikant.  

sFlk-1 konnte nach einmaliger Gabe über einen Zeitraum von 56 Ta-

gen im Serum behandelter Tiere nachgewiesen werden. In Überein-

stimmung belegen frühere Arbei ten die Langzeitexpression von angi-

ostatisch wirksamen Proteinen mit tels adenoviralem Gentransfer 

[Chen et al . ,  2000].  Adenoviren integrieren nicht in das Genom, die 

Expression bei  einmaliger Gabe ist  also grundsätzl ich nur transient. 

Die beobachtete Zunahme der Tumorgrößen im Verlauf des subkuta-

nen Versuches ist  Ausdruck dieser transienten Expression und damit 

der zeit l ich begrenzten Wirksamkeit  der Therapie. Offen bleibt,  ob 

eine wiederholte Applikation der adenoviralen Vektoren eine stärkere 

ant itumorale Wirksamkeit hat und ob hier Dosiseffekte zu beobachten 

sind. W ie berei ts erwähnt,  wird jedoch im Zielorganismus eine starke 

Immunantwort provoziert, was die wiederhol te Gabe schwierig macht.    

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

das Überleben 

Verschiedene Studien konnten bis lang posi t ive Effekte sowohl von 
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sFlt-1 als auch von sFlk-1 auf die Überlebensdauer bei  verschiedenen 

Tumormodellen und –entitäten aufzeigen.  

Die intraperi toneale Injektion von in vi t ro  t ransduzierten Zellen, wel-

che sFlt-1 exprimieren, konnte die Überlebensrate von Balb/c-Mäusen, 

die Ovarialkarzinome trugen, signif ikant verbessern [Hasumi et al. , 

2002]. Ähnliches gil t  für die intraperitoneale Anwendung sFlt-1-

vermit telnder rekombinanter Adenoviren [Mahasreshti  et al. , 2001].  

Raskopf et al.  konnten 2005 im Modell  des hepatozellulären Karzi-

noms in der C3H-Maus eine signif ikante Verbesserung der Überle-

bensrate unter systemischer Therapie mit  AdsFlk-1 im subkutanen und 

eine mit t lere Überlebenszeit  von 17 Tagen im Vergleich zu 10 Tagen 

bei  Behandlung mit  einem Kontrollvektor im orthotopen Versuchsan-

satz erreichen. Gleiches gelang Tseng et al .  [2002] für das hepatisch 

metastasierte Pankreaskarzinom.        

Diesen in der Li teratur beschriebenen posi t iven Einf luss konnten wir in 

unseren Versuchen tei lweise nachvollziehen. Durch eine systemische 

Therapie mit AdsFlk-1 bzw. AdsFlt-1 (5 x 109 pfu) ergab sich in unse-

rem subkutanen Versuchsansatz al lerdings nur ein tendenzieller,  nicht 

s ignif ikanter Überlebensvortei l  gegenüber der Negativkontrol le.  Hier 

verstarben die ersten Tiere früher,  die mit t lere Überlebenszeit  war 

insgesamt kürzer.  Auch hier zeigt s ich zurückschauend, dass in der 

Gruppe mit AdsFlk-1 der Überlebensvortei l  am größten ausfäl l t .   

5.6 Toxizität bei systemischer Gabe  

Die intravenöse Applikation hepatotroper Adenoviren führt  zu einer 

hepati t ischen Reaktion. Als Hinweis auf diesen Hepatotropismus 

kommt es laborchemisch zu einem Anstieg der Transaminasen im Se-

rum der Tiere. Um den Grad der Leberschädigung evaluieren zu kön-

nen, bestimmten wir im Serum den Gehalt  der Lebertransaminase 

ALT. Desweiteren diente uns die Beobachtung der Tiere unter beson-

derer Beachtung subjekt iver Krankheitssymptome wie Sozialverhal ten, 

Fel lpf lege oder Fressverhal ten oder auch die mögliche Ausbildung 

eines Ikterus als Anhalt für eine (leber-)schädigende Nebenwirkung 

der Therapie. Andere Autoren untersuchten in früheren Studien ähnli-

che Fragestellungen und zogen hierbei  z.B. Kriter ien wie Gewebshä-
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morrhagien oder histomorphologische Aspekte der Cytotoxizi tät heran 

[Mahasreshti  et  al. ,  2003].  Diese Untersuchungen kamen u.a. zu dem 

Schluss, dass die intravenöse Applikation von in diesem Fal l AdsFlt-1 

zu inakzeptabler Leberschädigung führt .  Eine solche Leberschädigung 

scheint dosisabhängig 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 init iale,  wohl aber tolerable ALT-Erhöhung im Serum bei den The-

rapiegruppen im Vergleich zur Kontrol le.  Auch konnten wir bei  den 

Tieren keine subjekt iven Krankheitssymptome wie z.B. Appetit losig-

keit ,  Vernachlässigung der Fel lpf lege oder auffäl l ige Veränderungen 

des Sozialverhaltens beobachten und es fand sich keine Entwicklung 

eines Ikterus als Hinweis auf eine signi f ikante Leberschädigung. Die 

Messung des ALT-Gehalts erfolgte bewusst im subkutanen Versuchs-

ansatz, um eine möglicherweise tumorbedingte Erhöhung weitgehend 

auszuschließen.  

Es stel l t  sich die Frage, inwiefern eine hepat it ische Reaktion selbst 

und die damit einhergehende stimulierte Ausschüttung vasoakt iver und 

–gener Substanzen das Wachstum der Tumoren beeinf lusst.  Eine sol-

che Entzündungsreaktion hat sowohl pro-  als auch ant itumorale Effek-

te (da immunmodulatorisch wirksam). Dabei ist zu beachten, dass 

zwar die Inflammation durch die Transgenexpression bei Behandlung 

mit  AdsFlt-1 bzw. AdsFlk-1 größer ist  als bei AdLacZ, die VEGF-

vermit tel te W irkung hier aber gleichzeitig auch wieder unterbunden 

wird.  

Neben der hepat it ischen gibt es noch andere als toxisch anzusehende 

Reakt ionen auf die systemische Appl ikation adenoviraler Vektoren wie 

z.B. Blutbi ldveränderungen (Leukopenien, Thrombozytopenien),  wel-

che auch abhängig sind vom Immunstatus des Organismus [Varnavski 

et al .,  2005]. Ausgeprägte systemische inflammatorische Reaktionen 

kommen vor und haben im klin ischen Einsatz bereits zum Tod von 

Patienten geführt  [Raper et al. ,  2003].  Aufgrund der Tatsache, dass 

Adenoviren ihr Genom nicht in das der Zielzel le integrieren, sind on-

kogene Effekte jedoch nicht zu befürchten. 

Mehrere Arbei ten zeigen mitt lerwei le Mögl ichkeiten, den adenoviralen 
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Gentransfer s icherer 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 

Hüllproteine nicht mehr exprimiert  werden, oder durch Verwendung 

von sog. „helper-dependent“ Adenoviren [Brunetti-Pierr i  et  al. ,  2006]. 

Die Konstruktion eines Hybrid-Vektors kombiniert  die Vortei le mehre-

rer Vektorkonstrukte für die Therapie des hepatozellulären Karzinoms 

[Guan et al .,  2006].  Auch hat der Applikationsmodus Einfluss auf die 

Verträglichkeit  [O'Neal et al,  2000].  Wicht ig ist  das Finden der r ichti -

gen Dosis, da sowohl Transgenexpression als auch Toxizität  dosisab-

hängig zu sein scheinen. Der von anderen Autoren histomorphologisch 

beobachteten starken Lebertoxizität  und auch der einhergehenden 

hepati t ischen Umgebungsreakt ion l ieße sich möglicherweise durch 

intratumorale Appl ikation der adenoviralen Vektoren anstel le einer 

intravenösen Injekt ion begegnen.   

5.7 VEGF unter Therapie 

Die systemische Gabe von AdsFlk-1 result ierte im subkutanen Modell 

t rotz des posit iven Einf lusses auf Tumorwachstum und Überlebensrate 

in einem starken, gleichbleibend hohen Anstieg der Aktivität  des VEGF 

im Serum der Tiere. Ein solcher erfolgte auch nach Appl ikation von 

AdsFlk-1 bei  gesunden, tumorfreien Tieren. Dieses Phänomen wurde 

berei ts von anderen Autoren beobachtet,  und es konnte tei lweise ge-

zeigt werden, dass steigende VEGF-Spiegel eine Verstärkung 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 Abhängigkeit  des steigenden VEGF-

Serumspiegels von der Dosierung einer antiangiogenen Substanz und 

dessen Bedeutung für die Dosisf indung im Rahmen eines kl inischen 

Einsatzes. VEGF könnte Bedeutung im Sinne eines Tumormarkers zur 

Überwachung einer Therapie erlangen. 

Da trotz steigender VEGF-Level anti tumorale Effekte auftreten, 

scheint die Wachstumshemmung durch lösl iche VEGF-Rezeptoren kein 

kompetetiver Mechanismus zu sein, vielmehr wird, wie bereits darge-

stel l t ,  d ie Hemmung über die Bildung von Heterodimeren aus VEGF 
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und lösl ichem Rezeptor und durch Sequestrierung von VEGF in der 

Gefäßbahn vermittel t.  

Für die weitere Klärung einer möglichen Interakt ion zwischen VEGF-

Akt ivi tät im Serum und ant itumoraler W irksamkeit  einer antiangioge-

nen Therapie müsste der Ort einer gesteigerten VEGF-Produktion i-

dentif iziert werden. Vergleicht man im subkutanen Modell  d ie gemes-

senen Tumorgrößen mit  den VEGF-Spiegeln im Serum, lässt s ich kei-

ne Korrelation feststel len. Obwohl CT26-Zel len VEGF exprimieren, 

scheinen die induzierten Tumoren selbst in v ivo keine wesentl iche 

Rolle bei  der verstärkten VEGF-Expression zu spielen. Es wurden von 

uns daher Gewebsproben verschiedener Organe von tumorfreien, aber 

behandelten Tieren mit tels western blot auf VEGF-Expression unter-

sucht (Leber, Niere, Lunge, Mi lz und Darm), welche letzt l ich in al l  d ie-

sen Organen detekt iert  werden konnte. Ausgehend von dem bekannten 

Hepatotropismus der adenoviralen Vektoren wurde speziel l  das Leber-

gewebe auf dessen Gehalt  an VEGF quanti tativ mittels ELISA unter-

sucht.  Unter Therapie mit  AdsFlk-1 konnte eine Steigerung der Aktivi-

tät  im Vergleich zur Kontrolle ähnlich dem Anstieg des VEGF im Se-

rum dieser Tiere gesehen werden. Die Leber scheint also einer der 

Hauptbi ldungsorte des VEGF (unter Therapie mit  angiostat ischen ade-

noviralen Vektorkonstrukten) zu sein. Diese Annahme bestät igen Un-

tersuchungen anderer Autoren [Maharaj et al. , 2006].   

Es stel l t  sich in diesem Zusammenhang die Frage, ob eine Unterdrü-

ckung der gesteigerten VEGF-Expression unter Therapie zu einer wei-

teren Verstärkung der ant itumoralen Effekte führen kann. Dies könnte 

z.B. durch Verwendung sog. s iRNA (‚small interfering-RNA’) gesche-

hen, die eine Expression des VEGF schon auf Genom-Ebene unter-

drückt (sog. ‚gene si lencing’), was mehrere Arbeiten berei ts 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 Tiermodel l konnte 

gegen VEGF gerichtetes ‚gene si lencing’  berei ts erfolgreich zur The-

rapie des Malignen Melanoms eingesetzt werden [Tao et al .,  2005] 

und in vi tro l ieß sich die Proli feration von Kolorektalkarzinomzellen 

hemmen [Mulkeen et al. , 2006].  
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Mögl icherweise kann auch durch die Kombination mit  anderen, das 

VEGF als Substrat benutzenden angiostatischen Ansätzen eine Ver-

stärkung der ant itumoralen Effekte erreicht werden, da z.B. erhöhte 

VEGF-Spiegel bei  der Verwendung von Tyrosinkinaseinhibitoren ge-

nau dies zur Folge haben [Dev et al .,  2004].  

5.8 Ausblick 

Die erzielten Effekte im Hinbl ick auf die Größenentwicklung sol ider 

Tumoren sol lten Anstoß für weiterführende Untersuchungen sein.  

Mehrere Arbeiten konnten bis lang die anti tumoralen Effekte einer im-

munmodulator ischen Therapie mit dem Zytokin IL-12 belegen [Gately 

und Brunda, 1996].  Es lässt sich hierdurch die zytotoxische W irkung 

der zellulären Abwehr stimul ieren [Gately et al .,  1994; Robertson et 

al. ,  1992] und andere Zytokine werden aktiviert  [Nastala et a.,  1994],  

so dass die Mögl ichkei ten des Immunsystems, den Tumor anzugehen, 

gestärkt werden. Auch diese Therapieansätze wurden berei ts im 

gentherapeutischen Ansatz untersucht [Alves et al. ,  2004].  Eine Kom-

bination mit dem in dieser Arbeit  vorgestel l ten Ansatz könnte mögliche 

synergistische Effekte bei niedriger Toxizität  bedeuten. Weitere Ver-

suche soll ten unternommen werden, die Verträgl ichkei t einer adenovi-

ral  vermittelten Therapie zu steigern. Auch die Kombination mit  bishe-

r igen Strategien der Tumortherapie wie Chemotherapie [Wang et al. , 

2006] oder Bestrahlung [Geng et al .,  2001] kann vielversprechend 

sein. 

Untersucht werden soll ten ferner Modifikat ionen des Applikationsmo-

dus der Vektoren (wie z.B. die repetet ive Injektion, ggf.  unter Verwen-

dung adenoassozi ierter Viren) sowie die Mögl ichkei t,  die gefundene 

reaktive Steigerung der VEGF-Expression im Lebergewebe zu unter-

binden.  

Die Entwicklung der VEGF-Aktivi tät  schließl ich könnte im Sinne eines 

Tumormarkers zur Therapieüberwachung dienen.    
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6 Zusammenfassung 

Das kolorektale Karzinom (CRC) stel l t  in der westl ichen Welt  sowohl 

bei  Männern als auch bei Frauen die zweithäufigste Tumorenti tät  dar. 

Die Bi ldung 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 Mögl ichkei ten. 

Allgemein ist  heutzutage die wicht ige Rolle der Vaskulo- und Angioge-

nese für Tumorwachstum und -verbreitung anerkannt und durch Stu-

dien belegt.  Dabei scheint die direkte Hemmung des Angiogenesein-

duktors VEGF mit tels lösl icher Rezeptoren einer Hemmung z.B. mittels 

Angiostatin in der Wirksamkeit  überlegen. Die Real isierung im genthe-

rapeutischen Ansatz macht es mögl ich, die Nebenwirkungen von in 

hohen Dosen systemisch applizierten angiostatischen Substanzen zu 

reduzieren. Adenovirale Vektoren stel len hierbei  aus vieler lei  Gründen 

ein eff izientes Mit tel  des genetischen Transfers dar.   

 

Untersucht wurde die ant itumorale Wirksamkeit  einer adenoviral  ver-

mittel ten, systemischen Behandlung mit lösl ichem Flk-1 bzw. Flt-1 

(AdsFlk-1 bzw. AdsFlt-1) zur Bekämpfung hepatischer Metastasen des 

CRC ím Mausmodell .  Zunächst wurden rekombinante Adenoviren 

ampl if iziert  und ihre Aktivität  in Bezug auf Transfektion, Proteinex-

pression und W irkung in Vorversuchen belegt.   

In einem subkutanen bzw. intrahepatischen Versuchsmodell  an der 

Balb/c-Maus wurden die postulierten Wirkungen in vivo  überprüft.  Es 

konnte gezeigt werden, dass berei ts eine einmalige systemische Gabe 

sowohl von AdsFlk-1 als auch von AdsFlt-1 in einer signi f ikanten 

Hemmung des Wachstums subkutan eingepflanzter Tumoren von 73% 

bzw. 53% zum Untersuchungszeitpunkt 13 Tage nach Behandlungsbe-

ginn result ierte.  

Auch im intrahepatischen Versuchsmodel l  führte die Anwendung von 

AdsFlk-1 zu einer Wachstumshemmung. Al le Tiere der Kontrol le 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. rückläufiges Wachstum 
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einstel l te.  Die mit t leren Tumorvolumina dieser Tiere betrugen weit 

weniger als die Hälfte derjenigen, die mit  dem Kontrollvektor behan-

del t wurden. Bezüglich der Überlebenszeit  ergab die Applikation von 

AdsFlk-1 bzw. AdsFlt-1 im subkutanen Model l  nur eine tendenzielle 

Verbesserung. So überlebten die Tiere bei  Behandlung mit  AdsFlt-1 im 

Schnit t  27 Tage, bei  Behandlung mit  AdsFlk-1 32 Tage im Vergleich 

zur Kontrollgruppe mit  einer mitt leren Überlebenszeit  von ledigl ich 23 

Tagen.  

Der Verlauf des Alanin-Aminotransferase (ALT)-Serumspiegels sowie 

das Sozial-  oder Fressverhalten der Versuchstiere zeigte eine prinzi-

piel l  gute Verträglichkeit.  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-

totoxizität  wie die Entwicklung eines Ikterus konnten nicht gesehen 

werden.   

Die Behandlung mit  AdsFlk-1 result ierte 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 quanti tative Analyse von 

Lebergewebe therapierter Tiere im Vergleich zu Kontrol len zeigte ei-

nen Anstieg der VEGF-Expression, der vergleichbar dem im Serum 

war. Es zeigte s ich keine Korrelation zwischen der gesteigerten Se-

rum-Akt ivi tät  des VEGF und den gemessenen Tumorvolumina, so dass 

die Leber eine führende Rolle bei  der VEGF-Produktion unter Therapie 

mit  angiostatischen Konstrukten zu spielen scheint.  Weiterführende 

Versuche soll ten Mögl ichkei ten der Unterdrückung der gesteigerten 

VEGF-Expression (beispielsweise mit tels ‚gene si lencing’) und den 

Einfluss auf das Tumorwachstum untersuchen.  
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