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1 Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Das hepatozellulare Karzinom - Epidemiologie

Das Hepatozellulare Karzinom (HCC) ist eine der weltweit finf h&ufigsten
Tumorentitaten. Mit geschatzten 800.000 neuen Fallen pro Jahr ist es der haufigste
priméare Lebertumor. Dabei ist die Tendenz gerade in westlichen Landern steigend. In
Deutschland sind 1% aller Karzinome HCC mit einer Inzidenz von 4,7 pro 100.000
mannlichen und 2,1 pro 100.000 weiblichen Einwohnern. Generell ist die Mortalitatsrate
seit Mitte der achtziger Jahre steigend. Die Uberlebensrate liegt dabei ohne Therapie
bei durchschnittlich einem Jahr (Caselmann, 1998; Caselmann et al., 1999; Parkin et
al., 1999; Durr & Caselmann, 2000; Kubicka et al., 2000; Parkin et al., 2001; Bruix et al.,
2004).

1.1.1 Faktoren der Hepatokarzinogenese

Es gibt verschiedene atiologische Faktoren der Hepatokarzinogenese. Die wichtigsten
sind Infektionen mit Hepatitis B (HBV) und/oder C (HCV) Virus, Alkohol, Aflatoxin-
Exposition, und Zirrhose (Kountouras & Lygidakis, 2000; Okuda, 2000).

Soweit bekannt, beeinflussen virus-spezifische und virus-unspezifische
Immunantworten die Hepatokarzinogenese (Liang et al., 2000; Lauer & Walker, 2001).
Der Lebenszyklus der Hepatozyten wird durch die chronische Entziindung deutlich
verklrzt, was zu einer erhéhten Proliferationsrate fuhrt (Guo et al., 2000). Dies fiihrt zu
einer erh6hten Mutationsrate und genetischer Instabilitdt. Hepatozyten akkumulieren
diese genetischen Defekte, wodurch eine maligne Transformation sehr wahrscheinlich
wird. Momentan ist aber noch unklar, ab welchem Stadium diese genetischen

Veréanderungen irreversibel werden (Liang & Heller, 2004).

Aufgrund einer chronischen Entzindung bedingt durch chronische HBV-Infektion
entwickelt sich haufig (12 — 55 %) ein HCC (Fattovich et al., 2004). Dabei kann HBV die
Hepatokarzinogenese direkt und indirekt induzieren. Ein direkter Weg fuhrt z. B. tber
das HBV-kodierte Protein HBx (Rabe & Caselmann, 2000; Rabe et al., 2001). Dieses ist
unter anderem in der Lage, die Expression verschiedener zellularer und viraler Gene zu
transaktivieren und ist daher moglicherweise relevant fur die Transformation und

Proliferation von Hepatozyten (Avantaggiati et al., 1993). Indirekt |6st eine HBV-



1 Einleitung 2

Infektion eine Leberzirrhose aus, die in 60-90 % die Basis fir eine HCC-Entstehung
darstellt (Johnson, 1997).

Alkohol spielt gerade in Industrielandern als Kofaktor der Hepatokarzinogenese eine
grof3e Rolle. In Europa und den USA ist Alkohol die haufigste Ursache der Zirrhose. Die
direkte Wirkung von Alkohol auf die Hepatokarzinogenese bleibt aber umstritten
(Nalpas et al., 1991; De Mitri et al., 1995).

Aflatoxin, ein Toxin des Aspergillus-Pilzes, gilt als chemisches Hepatokarzinogen,
welches vor allem in Lebensmitteln (z.B. verschimmelte Erdnisse und Geteide)
vorkommt. In Leberzellen von Aflatoxin-exponierten Personen ist haufig eine
inaktivierende Mutation im Kodon 249 eines Allels des Tumorsuppressorgens p53 zu
finden. Dies fiuhrt zu einer erhéhten Proliferationsrate der Hepatozyten und somit zu
einer Begunstigung des Tumorwachstums (Bailey et al., 1996; Ghebranious & Sell,
1998).

1.1.2 Molekulare Pathogenese des hepatozellularen Karzinoms

Die Leberzelle (Hepatozyt) stellt den Ursprung jedes HCC dar. Im Zuge der Entwicklung
einer chronischen Hepatitis und/oder Zirrhose werden viele Hepatozyten zerstort und
inflammatorische Zellen invadieren die Leber. Diese Prozesse verandern drastisch die
Matrix und die Mikroumgebung der Leber (Bosch et al., 1999; Buendia, 2000). Die
Entwicklung des HCC verlauft in drei Schritten: 1. Initiation (Ausléser der malignen
Transformation), 2. Promotion (Klonale Expansion und Focusbildung abnormaler
Hepatozyten) und 3. Progression (Tumorwachstum) (Dragan & Pitot, 1992; Durr et al.,
2000).

Ursache der malignen Transformation sind eine ganze Reihe Wachstumsfaktoren und
deren Rezeptoren, welche an der Modulation der Zellproliferation und -differenzierung
beteiligt sind. Auch einige Cyclin-abhangige Kinasen, die den Hepatozyten-Zellzyklus
regulieren, spielen dabei eine Rolle. Eine Fehlregulierung kann zur malignen
Transformation fuhren. Wachstumsfaktoren, die sowohl in vitro als auch in vivo an der
Karzinogenese von Hepatozyten beteiligt sind, sind z.B. IGF-2 (insulin-like growth
factor-2), TGF-a (transforming growth factor-a) und -b, EGF (epidermal growth factor),
aFGF (acidic fibroblast growth factor) und HGF (hepatocyte growth factor) (Caselmann,
1998; Durr et al., 2000; Okuda, 2000).
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1.1.3 Konventionelle Therapien gegen HCC

Als kurative Therapieoptionen gelten die Leberteilresektion sowie totale Hepatektomie
und Transplantation. Jedoch sind auch die Ansatze wegen der multifokalen Entstehung
und im Blut zirkulierende Tumorzellen durch hohe 5-Jahresrezidivraten gekennzeichnet.
Wahrend bei Patienten ohne Leberzirrhose ein aggressiveres operatives Managment
moglich ist, kann die Mehrzahl der Patienten mit fortgeschrittener Leberzirrhose selbst
bei kleinen, technisch einfach zu resezierenden Tumoren nicht einer onkologisch
sinnvollen Resektion zugefuhrt werden, denn die eingeschrankte Leberfunktion sowie
die reduzierte Parenchymreserve (in Verbindung mit einer portalen Hypertension)
limitieren die operativen Moglichkeiten (Lau, 2000; Okuda, 2000). Der Einsatz von
Chemotherapeutika zur Bekdmpfung des HCC ist ebenfalls nur wenig erfolgreich. Dies
liegt vor allem an der Funktion der HCC-Zellen, welche in groBem Malle Gene
exprimieren, die in Medikamenten-Metabolismus und Inaktivierung involviert sind. Auch
lokale Therapien (Ethanolinjektion, Thermotherapie oder Chemoembolisation) zeigen
nur begrenzt Wirkung (Hillert & Rogiers, 2000; Lau, 2000; Di Maio et al., 2002; Carr,
2004). Gerade diese generell schlechte Prognose fiur Patienten mit HCC macht die

Entwicklung neuer Therapien dringlich.

1.2 Angiogenese —die Bildung neuer Blutgefalie

Die Bildung neuer Blutgefal3e teilt sich in Vasculogenese und Angiogenese. Als
Vasculogenese wird die de novo Gefal3bildung aus Angioblasten oder Stammzellen
bezeichnet. Angiogenese ist Austreiben (sprouting), Verbindungsbildung (bridging) und
Wachstum durch Bildung interstitieller Gewebeséulen in das Lumen bereits
bestehender Gefal3e (Intussusception) aus bereits bestehenden BlutgefaRen (Ellis et
al., 2001; Jain, 2003). Durch Wachstumsstimulation kénnen ruhende Endothelzellen
wieder in den Zellzyklus eintreten, migrieren, die Basalmembran auflésen und ein
Lumen bilden (Yancopoulos et al., 2000; Bhushan et al., 2002).

Angiogenese spielt bei verschiedenen biologischen Prozessen eine Rolle, wie z. B. der
Wundheilung und der Organregeneration. In der Regel kommt Angiogenese im adulten
Organismus nicht vor: die Bildung neuer Blutgefal3e ist abhangig von einem streng
regulierten System aus pro- und anti-angiogenen Faktoren. Die Verlagerung dieses
Gleichgewichts in Richtung der proangiogenen Faktoren wird als ,angiogenic switch”

bezeichnet, in dessen Verlauf die Endothelzellen aktiviert werden. Dies findet vor allem
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bei der Blutgefal3einsprossung in Tumoren statt, gilt aber auch fur die physiologische,

pathologische und Entwicklungsangiogenese (Distler et al., 2002; Tonini et al., 2003).

Angiogenese wird in zwei Phasen gegliedert: Aktivierung (,sprouting”) und Auflésung
(-resolution”). Die Phase der Aktivierung umfafit a) erhohte vaskulare Permeabilitat und
extravaskulare Fibrin-Ablagerungen; b) Auflésung der Gefal3wande; c) Degradierung
der Basalmembran; d) Zell-Migration und Invasion in die Extrazellulare Matrix; e)
Proliferation der Endothelzellen und f) kapillare Lumenbildung. Die Phase der Auflésung
beinhaltet a) Inhibition der Endothelzellproliferation; b) Beendigung der Zellmigration; c)
Rekonstitution der Basalmembran; d) Reifung der Verbindungskomplexe; e) Assembly
der GefalRwéande, welches die Rekrutierung und Differenzierung glatter Muskelzellen

und Pericyten mit einschlief3t (Pepper, 2001).

Angiogenese ist abhangig von streng kontrollierten Interaktionen zwischen Zellen und
der extrazellularen Matrix. Diese Interaktionen werden durch integrale
Membranproteine, wie Integrine und extrazellulare Proteinasen und deren Inhibitoren
vermittelt (Eliceiri, 2001; Eliceiri & Cheresh, 2001; Pepper, 2001).

Eine grofRe Zahl von Wachstumsfaktoren ist in der Lage, Angiogenese in vitro und in
vivo zu stimulieren. Dazu zahlt die FGF (Fibroblast Growth Factor) Familie und deren
Tyrosinkinaserezeptoren, VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor), HIF (Hypoxia
inducible Factor) 1-a und HIF2-a und andere. VEGF ist ebenfalls ein Endothelzell-
spezifischen Mitogen (Ferrara, 1999; Eliceiri, 2001; Eliceiri et al., 2001), doch konnte
mittlerweile gezeigt werden, dal3 VEGF ein auch uber autokrine Mechansimen Einflul3

auf Tumorzellen ausubt (Schoeffner et al., 2005).

1.2.1 Tumorangiogenese und deren Inhibition

Die Umschaltung zum angiogenen Ph&notyp im Tumor erfolgt bei einer kritischen
GrofRe von ca. 1-2 mm3. Ab dieser Grof3e ist der Tumor nicht mehr in der Lage, sich
allein durch Diffusion zu ernahren und es kommt zu einem Wachstumsarrest. Dies fuhrt
zu einer Unterversorgung mit Nahrstoffen und Sauerstoff, der pH-Wert sinkt in einen
kritischen Bereich ab. Als Antwort auf dieses wachstumshemmende Milieu kommt es
zur Hochregulierung der beiden Hypoxie-induzierten Transkriptionsfaktoren HIF-1a und
HIF-2a. Dies wiederum fuhrt Gber eine erhdhte Transkriptionsrate und Stabilisierung
von RNA zu einer erhghten Expression von VEGF (Jones et al., 2001; Folkman, 2002).

Durch die vermehrte Expression und Sekretion von VEGF werden Endothelzellen
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angeregt, neue GeféalRe zu bilden und so die Versorgung des Tumors wieder
sicherzustellen (Shibuya, 2001).

Es wird postuliert, dal3 durch die vermehrte Expression pro-angiogener Faktoren das
Gleichgewicht zwischen pro- und anti-angiogenen Faktoren zu Gunsten der pro-
angiogenen Faktoren verlagert wird. Dies fuhrt zur Bildung neuer Blutgefal3e. Werden
aber wieder anti-angiogene (angiostatische) Faktoren hochreguliert, verschiebt sich das
Gleichgewicht wieder zu Gunsten der angiostatischen Faktoren und die Bildung neuer
Blutgefalie bleibt aus.

Pro- Anti-
angiogen @ anglogen

Abbildung 1: Stark vereinfachtes Schema zur Regulation pro- und anti-angiogener
Faktoren.

Zu den bisher bekannten anti-angiogenen (angiostatischen) Faktoren zdhlen unter
anderem Thrombospondin-1, interne Fragmente von Precursor-Proteinen wie
Angiostatin und Endostatin, TNF-a (Tumor Necrosis-Factor-a), sowie l6sliche Formen
des VEGF-Rezeptor 1 (sFlt) und VEGF-Rezeptor 2 (sFlk-1) (O'Reilly et al., 1994; Cao
et al.,, 1997; O'Reilly et al.,, 1997; Raskopf et al., 2005; Schmitz et al., 2005). Die
Wirkung der einzelnen angiostatischen Faktoren ist unterschiedlich. Einige inhibieren
Proliferation und Migration der Endothelzellen, andere induzieren Apoptose. Die
folgende Tabelle gibt einen Uberblick (ber einen Teil der bisher bekannten

Angiogenese-Inhibitoren.
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Tabelle 1: Ubersicht tiber einige angiostatisch wirksame Faktoren. ~: wirkt inhibierend;
- . wirkt fordernd (zusammengefal3t in (Gasparini, 1999)).

Inhibitor Ursprung Wirkungsweise
) _ _ ~ Endothelzellproliferation
Angiostatin Plasminogen
- Endothellzellapoptose
_ ~ Endothelzellproliferation
Endostatin Collagen Typ XVIII

- Apoptose

~ Collagen-Synthese

Thrombospondin-1 | Blutplattchen, Fibroblasten | Endothelzell-
Proliferation und

Migration

~ Endothelzellproliferation
und Migration

IFN-a Lymphocyten, Phagocyten |
bFGF-induzierte
Angiogenese
IFN-b Fibroblasten, Epithelzellen |~ Endothelzellproliferation
. wirkt zytotoxisch auf die
IFN-g T-Zellen, Natural Killer Cells Endothelzellproliferation
Phagocyten, B-Zellen,
IL-12 Mastzellen - IFN-g, IP-10
TNF-a Makrophagen ~ bFGF

1.3 Das Vorlauferprotein Plasminogen

Plasminogen ist ein 92 kDa grof3es Vorlaufer-Protein, bestehend aus 791 Aminosauren
(AS). Es setzt sich aus verschiedenen Domanen zusammen: eine Signalsequenz, eine
N-terminale Pra-Aktivierungsdomane, funf Gber Disulfidbriicken gekoppelte Kringle-
Regionen und eine Serin-Protease-Domane (Ji et al., 1998). Humanes Plasminogen
liegt in zwei unterschiedlich glykosylierten Formen vor: Typ 1, mit einem O-gebundenen
(Thr 345) und einem N-gebundenen (Asn 289) Oligosaccharid und Typ 2 mit zwei O-
gebundenen Oligosacchariden (Ser 248 und Thr 345). Weiterhin enthalt Plasminogen
verschiedene Protease-Erkennungssequenzen, wie z.B. flr Elastase (4 Schnittstellen),
Aureus V8 Protease, Pepsin und fur die aktivierenden Proteasen uPa (Urokinase
Plasminogen Aktivator) und tPa (Gewebe Plasminogen Aktivator)(Novokhatny et al.,
1984, Soff, 2000).
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Prolease

Abbildung 2: Schematische Darstellung von Gesamtplasminogen (Soff, 2000).
Dargestellt sind die Signalsequenz, Pra-Aktivierungsdomane, alle funf Kringle-
Regionen, sowie eine Serin-Protease-Domane. Zuséatzlich sind alle bekannten
enzymatischen Restriktionsstellen angegeben.

Die Aktivierung dieses im Blut zirkulierenden Zymogens wird durch spezifische
Serinproteasen vermittelt, die Plasminogen zwischen AS 560 (Arg) und 561 (Val)
spalten. Daraus resultiert die aktive Serin-Protease Plasmin. Es handelt sich dabei um
ein heterodimeres Enzym, dessen zwei Polypeptidketten Uber Disulfidbriicken
miteinander verbunden sind. Die N-terminale A-Kette enthélt die funf sog.
Kringleregionen (K). Die C-terminale B-Kette enthélt die Serin-Protease-Domane,
welche fur die katalytische Aktivitdt verantwortlich ist (Robbins et al., 1967). Die
konservierten Kringleregionen kommen ebenfalls in vielen anderen Proteinen vor, die
bei Blutgerinnung und Fibrinolyse eine Rolle spielen. Viele dieser Kringleregionen, so
auch die Kringleregionen 1 und 4 von Plasminogen/Plasmin besitzen eine Lysin-
Bindungsstelle, wodurch eine Interaktion mit Fibrin, Matrixproteinen und Zellrezeptoren
gewabhrleistet wird (Novokhatny et al., 1984). Die aktive Proteinase Plasmin (mit einer
GrofRe von 90 kDa) katalysiert die Degradation von Proteinen der Basalmembran und
der extrazellularen Matrix. Dies geschieht durch Hydrolyse von Peptidbindungen an der
C-terminalen Seite von Lys und Arg. Dadurch wird u.a. die Invasion von Tumorzellen in
das umgebende Gewebe ermoglicht. Es gibt zwei verschiedene Arten von
Plasminogen-Aktivatoren: Der Urokinase-Typ (uPa) und Gewebe-Typ (tPa). uPa spielt
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eine grofRe Rolle in der Tumorbiologie, wéhrend die Rolle von tPa in der Generierung
von Plasmin fur Fibrinolyse und Blutgefal3e liegt. Weiterhin geh6éren zum Plasminogen-
Aktivierungssystem die inhibitorisch wirkenden Serpine PAI-1 (Plasminogen-Aktivator-
Inhibitor) und PAI-2, sowie der uPa-Rezeptor (UPAR) (Schmitt et al., 1997; Andreasen
et al., 2000).

1.3.1 Charakterisierung der einzelnen Kringleregionen

Die funf Kringleregionen des Plasminogen haben fir sich oder in Kombination
miteinander unterschiedliche Wirkungsweisen. Fur Kringle 1 (K1) konnte eine
dosisabhangige Inhibition der Endothelzellproliferation nachgewiesen werden. Gleiches
gilt auch fur Kringle 2 (K2) und Kringle 3 (K3), wobei der antiproliferative Effekt von K2
geringer ist. K4 (Kringle 4) zeigt nur einen schwachen antiproliferativen Effekt im
Vergleich zu K1. Dies liegt wahrscheinlich an den positiv geladenen Lysin-Paaren
(angrenzend an Cys 22 und Cys 80). Kringle 5 (K5), der wie K4 eine
Lysinbindungsstelle besitzt, zeigt eine mit K1 vergleichbare antiproliferative Wirkung. K1
und K5 besitzen keine positiv geladenen Lysin-Bindungsstellen (Cao et al., 1996; Cao
et al., 1997).

Die Kombination verschiedener Kringleregionen kann die angiostatische Wirkung
steigern, aber auch inhibieren. Das Fragment K2-3 fihrt nur zu einer schwachen
antiproliferativen Wirkung, die mit K2 alleine vergleichbar ist. Es wird daher vermutet,
dal3 die angiostatische Wirkung von K3 durch die Bindung mit K2 inhibiert wird. Eine
Kombination aus beiden Einzelfragmenten hingegen zeigt eine sehr starke
antiproliferative Wirkung. Die Kombination von K1 mit K2 oder K4 fihrt ebenfalls zu
einer erhohten antiproliferativen Wirkung verglichen mit den einzelnen Kringleregionen
(Cao et al., 1996).
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Abbildung 3: Darstellung der verschiedenen Kringleregionen (Cao et al., 1996).

1.3.2 Das Spaltprodukt Angiostatin

Am besten untersucht ist Angiostatin, es umfal3t die Kringleregionen 1-4 (K1-4) von
Plasminogen. Aufgrund verschiedener Protease-Erkennungssequenzen innerhalb des
Proteins kann Plasminogen/Plasmin in verschiedene Angiostatin-Derivate gespalten
werden. Angiostatin ist ein potenter Inhibitor der Angiogenese, welcher speziell
proliferierende Endothelzellen angreift. O Reilly und Arbeitsgruppe konnten zeigen, dald
Angiostatin die bFGF (basic fibroblast growth factor)-induzierte Endothelzellproliferation
in vitro und die bFGF-induzierte Angiogenese in vivo inhibiert (O'Reilly et al., 1994;
Folkman, 1995; Cao et al., 1996). Angiostatin wird nicht direkt von Tumorzellen
exprimiert, wie in einer Studie gezeigt werden konnte, sondern es entsteht durch
Cleavage von Plasminogen durch die Matrix-Metalloproteinase-2 (MMP-2, Gelatinase
A) (O'Reilly et al., 1999). O Reilly und Arbeitsgruppe postulieren, da? im Laufe der
erhohten Plasminogen-Expression im Tumor auch die Rate an Angiostatin zunimmt,
was zu einer Inhibition des Metastasen-Wachstums fuhrt. Dies begriundet sich durch die
erhéhte Permeabilitat der Blutgefal3e im Tumor, wodurch vermehrt Plasminogen in den
Blutkreislauf gelangt, welches dann andernorts zu Angiostatin gespalten wird. Dieses
zirkulierende Angiostatin fihrt dann zur Inhibition der Metastasen (O'Reilly et al., 1994,
O'Reilly et al., 1999). Weiterhin fihrt Angiostatin im Tumor zu einer Herabregulation von
VEGF, was zu einer Inhibition des Wachstums fihrt (Hajitou et al., 2002).
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Ein Angiostatin-ahnliches Molekil, bestehend aus den Kringleregionen 1-3 (K1-3) ist in
seiner antiangiogenen Wirkung potenter als Angiostatin. K1-3 kann physiologisch durch
Elastase-Verdau von Plasminogen/Plasmin synthetisiert werden. Die antiproliferative
Wirkung von K1-3 ist deutlich groRer als bei Angiostatin (Cao et al., 1996). K1-3
inhibiert die Migration von Endothelzellen (Schmitz et al., 2002). Dies fuhrt zu einer
Inhibition der Neo-Angiogenese, was zu einer vermehrten Apoptoserate in Tumorzellen
fuhrt (Griscelli et al., 1998).

Ein Sonderfall der Angiostatin-ahnlichen Molekiile stellt das Plasminogenderivat
muthPIgK3 dar. Im Gegensatz zu den bisher bekannten Angiostatin-Derivaten, die
entweder aus cDNA oder auf Proteinebene durch Elastase-Verdau entstehen, wurde
hier strangabwarts K3 anstelle der AS 1069 bis 1072 von humanem Plasminogen eine
Erkennungsstelle fir die Endoprotease Furin eingefihrt. Durch diesen neuartigen
Ansatz konnen auf Proteinebene die ersten drei Kringleregionen gespalten und
freigesetzt werden. Die Spaltung nicht aller mutierter Plasminogenmolekile ist dabei
beabsichtigt. Auf diese Weise soll der angiostatische Effekt durch eine synerge Wirkung
der verschiedenen Spaltprodukte gesteigert werden. Schmitz et al. konnten sowohl in
vitro als auch in vivo zeigen, dald muthPIgK3 in seiner Wirkung mit rekombinantem K1-3
vergleichbar ist. Beide hemmen signifikant die Endothelzellproliferation und -migration,
die VEGF-induzierte Angiogenese und das Tumorwachstum in verschiedenen
Mausmodellen (Schmitz et al., 2002).

Ein weiteres, Angiostatin-&hnliches Molekul ist Kringle 1-5 (K1-5): Plasmin ist in der
Lage, sich selbst durch Autoproteolyse strangabwarts AS 77 (Lys) und AS 529 (Arg) in
das interne Fragment K1-5 abzuspalten. Das Fragment (auch als Angiostatings, oder
K1-4.5 bezeichnet), setzt sich aus den Kringleregionen 1-4, sowie 85 % von Kringle 5
zusammen. Dieses 452 AS grol3e Fragment ist sowohl in vitro als auch in vivo ein hoch
potenter Inhibitor der bFGF-induzierten Angiogenese. K1-5 hemmt die
Endothelzellproliferation und somit auch Neovaskularisierung und Tumorwachstum im
Mausmodell. Im Vergleich zu Angiostatin ist K1-5 ein wesentlich starkerer Inhibitor der
Angiogenese. Kirzlich konnte gezeigt werden, dal3 diseses Fragment nicht nur auf die
Endothelzellproliferation wirkt, sondern auch durch die Aktivierung der Caspase-
Kaskade Endothelzellen in die Apoptose fiihrt (Cao et al., 1999; Hanford et al., 2003).
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1.4 Die Endoprotease Furin

Die ubiquitar vorkommende Endoprotease Furin ist 794 AS grof3 und z&hlt zu den Typ-I
Transmembranproteinen. Das Enzym findet sich in allen Vertebraten und vielen
Invertebraten. Die grol3e extrazellulare Doméne ist homolog zu der entsprechenden
Doméane anderer Familienmitglieder der Protein-Convertasen (PC). Die PC-Familie
wiederum za&hlt zur Subtilisin Superfamilie der Serin-Endoproteasen. Die grolite
Homologie findet sich in der Subtilisin-ahnlichen Doméane. Diese aus 3 AS bestehende
Domane (-Asp-His-Ser-) wird als ,Catalytic Triad“ bezeichnet. Neben dem Signal-
Peptid, welches die Translokation des Proenzyms in das Endoplasmatische Retikulum
steuert, enth&lt Furin zusatzliche Prodomé&nen, welche N-terminal von der Signal-
Peptidase-Schnittstelle und C-terminal von einem konservierten Satz basischer AS
flankiert werden. Diese Prodomane spielt eine entscheidende Rolle fur die Faltung,
Aktivierung, den Transport der PCs und fur Regulierung der PC-Aktivitat. Furin und
andere PCs haben eine sog. P-Domane, welche essentiell fur die Enzymaktivitat und
die Modulation des pH-Werts und des Calcium-Bedarfs ist. Die cytoplasmatische
Domaéane kontrolliert die Lokalisierung und das Sorting von Furin im trans-Golgi-

Netzwerk und im endosomalen System (Nakayama, 1997; Molloy et al., 1999).

Furin wandelt eine grof3e Zahl an Vorlauferproteinen in aktive Proteine um. Dazu
zahlen verschiedene Wachstumsfaktoren (z.B. Pro-Insulin-like growth factor), Hormone
(z.B. pro-parathyroid hormone), Plasmaproteine (z.B. Proalbumin), Rezeptoren (z.B.
Insulin-pro receptor), Matrixmetalloproteinasen (z.B. Stromelysin-3), virale Envelope
Glykoproteine (z.B: Cytomegalovirus Glykoprotein B) und bakterielle Exotoxine (z.B.
Anthrax protective antigen). Furin erkennt bevorzugt eine Konsensus-Sequenz aus der
AS-Folge -Arg-X-Lys/Arg-Arg-, wobei die Schnittstelle strangabwérts dem C-terminalen
Arg liegt. Furin schneidet auch ahnliche (-Arg-X-X-Arg- oder —Lys/Arg-X-X-X-Lys/Arg-
Arg) Sequenzen, allerdings nicht so effektiv (Nakayama, 1997).

1.5 Gentherapie solider Tumoren

1.5.1 Allgemeine Einfihrung

Die Gentherapie stellt einen neuen Ansatz dar, Krankheiten zu behandeln, deren
Fortschreiten zu verhindern oder zu verlangsamen. Das Prinzip basiert darauf,
genetisches Material (in Wildtypform oder genetisch verandert) in krankhaft veranderte,

oder auch gesunde Zellen einzubringen. Um die Transduktion der Zellen zu
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gewabhrleisten, wird das genetische Material in der Regel durch Vektoren in die Zellen
gebracht. Diese Vektoren werden in zwei Klassen eingeteilt: virale und nicht-virale
Vektoren. Virale Vektoren werden in der Regel wegen ihrer héheren Transduktions-
Effizienz bevorzugt. Sie kdbnnen wiederum in zwei Klassen unterteilt werden: Langzeit-
exprimierende (Retroviren, Adeno-assoziierte Viren (AAV) und ,gutless* Adenoviren)
und Kurzzeit-exprimierende (Erstgenerations-Adenoviren (Ad)) Viren (Prieto et al.,
2003). Zu den nicht-viralen Vektoren z&hlen kationische Lipide. Aber auch nackte DNA
kann, z.B. durch Elektroporation oder ballistischen Transfer in die Wirtszelle

eingebracht werden.

Gene, die zur Therapie von malignen Erkrankungen eingesetzt werden, decken ein
breites Spektrum ab. So werden Gene (in den meisten Fallen Tumorsuppressorgene)
eingesetzt, deren Produkte Apoptose auslésen (P53, PTEN, ARF, INK4A-KIP1-
Fusionsprotein, APC) oder die Proliferation blockieren (INK4A, RB, p130, BRCA1,;
(McCormick, 2001)). Andere Gene lésen eine Immunantwort gegen Tumorzellen aus
(Interleukin-12, CD40-Ligand, B7; (Sun et al., 2000; Barajas et al., 2001)).

Das genetische Material, welches in der Gentherapie eingesetzt wird, besteht nicht nur
aus DNA, es kann auch RNA in die Zelle eingebracht werden, um so die Expression
eines schadlichen Gens zu inhibieren. Antisense-Oligonucleotide sind Molekile, die
komplementéar zu einem Teil der Ziel-RNA sind, daran binden und RNaseH-Aktivitat
induzieren. Durch Degradation und ribosomalen Arrest wird die Translation physikalisch
blockiert, das Gen wird nicht exprimiert (Kurreck, 2003). Small interfering RNA (siRNA)
sind doppelstrangige Ribonucleotide, welche an die mRNA binden und dadurch deren
Degradation veranlassen (Elbashir et al., 2001). Ribozyme, RNA-Molekiile mit einer
katalytischen Aktivitat, konnen eingesetzt werden, um spezifisch mRNA zu schneiden,
um so deren Expression zu inhibieren (Cech, 2002).

1.5.2 Adenovirale Vektoren

Adenoviren sind lineare doppelstrangige DNA-Viren mit einer GroRe von ca. 35
Kilobasen (kb). Beide DNA-Strange werden transkribiert und fast alle Transkripte
werden in grolRem Umfang gesplei3t. Virale Transkriptionseinheiten werden in der
Regel als friihe (E1, E2, E3 und E4) und spéte Regionen bezeichnet. Dies ist abhangig
vom Zeitpunkt der Transkription relativ zum Start der viralen DNA-Replikation. Die hohe
Dichte und Komplexitat der viralen Replikation schréankt die Manipulation der

Adenoviren auf die frihen Regionen E1, E2A, E3 und E4 ein. In den meisten
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rekombinanten Vektoren werden Transgene anstelle der E1 oder E3 Region inseriert.
Die E1-Deletion fuhrt zu defektiven Viren, die nicht in der Lage sind sich zu replizieren.
Die E3 Region codiert fur Proteine, welche die Immunantwort des Wirts umgehen und
so die Replikation des Virus ermdglichen (Kay et al., 2001; Modrow, 2002)

Aufgebaut ist ein Adenovirus aus einem icosaedrischen Capsid mit einem Durchmesser
von 60 — 90 nm und einem internen DNA/Protein-Kern. Das aul3ere Capsid besteht aus
252 Capsomeren und ist so arrangiert, daf? 240 Hexone und 12 Pentonbasen gebildet
werden. Diese sind an jedem Pentonbasisprotein lokalisiert, von welchen die Antennen-
ahnlichen Fiberproteine abstehen. Diese Fiberproteine ermoéglichen es dem Virus,
wahrend der Infektion Uber den Coxsackie Adenovirus Rezeptor an die Zelle
anzudocken. Die Serotypen 2 und 5 der Untergruppe C werden hauptséchlich in der
Gentherapie maligner Erkrankungen eingesetzt. In Wildtypform vorkommend kdnnen
Adenoviren beim Menschen Grippe-ahnliche Symptome auslosen (He et al., 1998;
Modrow, 2002).

Transgene, die durch adenoviral vermittelten Gentransfer in die Wirtszelle gelangen,
werden nur transient exprimiert, da sie nicht in das Wirtsgenom integrieren. Zusétzlich
werden adenovirale Proteine vom Immunsystem des Wirtsorganismus erkannt und eine

Immunantwort gegen diese Antigene ausgel6st (Harui et al., 1999).

Adenovirale Vektoren haben einen natirlichen Hepatropismus: sie transduzieren
bevorzugt Hepatozyten und akkumulieren dadurch spontan in der Leber. Dies macht sie
gerade fur die Therapie von Lebertumoren interessant (Roy-Chowdhury & Horwitz,
2002). Vorteilhaft ist weiterhin, dal3 sie sehr gut ruhende, sich nicht teilende Zellen
infizieren und in hohen Titerstufen (bis 1 x 102 pfu/ml) hergestellt werden kénnen (Kay
et al., 2001).

1.5.3 Angiostatische Gentherapie

Im Gegensatz zur Immuntherapie und der Gentherapie defekter Tumorsupressorgene,
zielt die angiostatische Gentherapie nicht auf die Bekampfung der Tumorzellen selbst
ab, sondern auf die Blutgefal3e, welche den Metabolismus des Tumors ermdglichen
(Versorgung mit Nahrstoffen und Sauerstoff, sowie Abtransport von Abfallprodukten).
Ziel sind die Endothelzellen, aus denen neue Blutgefal3e gebildet werden.
Verschiedenste angiostatisch wirksame Molekile sind mittlerweile bekannt, welche in

unterschiedlichen Tumormodellen mittels adenoviralem Gentransfer getestet worden
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sind. Dazu zahlen Angiostatin und Angiostatin-ahnliche Molektle (Griscelli et al., 1998;
Schmitz et al., 2004; Schmitz et al., 2004), Endostatin (Schmitz et al., 2004), sFlk-1
(Raskopf et al., 2005), sFlt (Schmitz et al., 2005), PEDF (Wang et al.,, 2003),
Apolipoprotein A (Yu et al., 2005) und andere.

Die adenoviral vermittelte Gentransfer angiostatischer Faktoren wurde bisher bereits in
mehreren Tumormodellen untersucht. So fuhrt die intratumorale Gabe von AdPEDF in
einem Lungentumormodell zu einer signifikanten Inhibition des Tumorwachstums im
Vergleich mit unbehandelten Tieren. Gleichzeitig wird eine Abnahme der
Blutgefal3dichte im Vergleich zu den Kontrollen verzeichnet. Die systemische Gabe von
AdPEDF fuhrt im gleichen Tumormodell und in einem HCC-Modell ebenfalls zu einer
Reduktion der Blutgefal3dichte und dadurch auch, verglichen mit den Kontrolltieren, zu

einer signifikanten Reduktion des Tumorvolumens (Wang et al., 2003).

Endostatin, das C-terminale Fragment von Collagen TypXVIII wirkt inhibierend auf
VEGF. Die systemische Gabe des adenoviralen Vektors codierend fur Endostatin
inhibiert die Blutgefassbildung in Brust- und Lungentumoren, was in einem
verminderten Tumorwachstum resultiert. Dartber hinaus wird auch die Bildung von
Mikrometastasen der primaren Lungentumoren in der Lunge vollstandig inhibiert
(Sauter et al., 2000; Schmitz et al., 2004).

Zwei weitere Angiogenese-Inhibitoren, l6sliche Fragmente der VEGF-Rezeptoren 1
(sFIt) und 2 (sFIk-1) inhibieren bei systemischer Gabe der adenoviralen Konstrukte bis
zu 80 % das Tumorwachstum im Vergleich zu nicht behandelten Kontrolltieren. Dies
wurde sowohl in einem murinen Lungenkarzinom-Modell, als auch in einem humanen
Pankreaskarzinom-Modell untersucht (Kuo et al., 2001). Gentransfer fur eine I6sliche
Form von sFlk-1 zeigte in einem Hepatom-Modell eine Hemmung des Tumorwachstums
um 70 % (Raskopf et al., 2005). sFlk-1 wurde bereits von Davidoff und Arbeitsgruppe in
einen AAV-Vektor einkloniert und dessen angiostatische Wirkung nach intraportaler
Injektion untersucht. Die Arbeitsgruppe konnte zeigen, dafl} in dem untersuchten
Nierentumor-Modell neben 67 % Inhibition des Tumorwachstums (verglichen mit der
Kontrolle) die Expression von sFlk-1 auch nach 25 Wochen noch nachweisbar und

angiostatisch wirksam ist (Davidoff et al., 2002).

Angiostatin, von dem mittlerweile unterschiedliche Derivate vorliegen (K1-3, K1-4,
muthPIgK3, K1-4.5, K1-5), werden ebenfalls zur angiostatischen Therapie mittels

adenoviraler Vektoren eingesetzt. Bereits 1998 konnte gezeigt werden, dal3 die
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intratumorale Gabe von AdK1-3 in einem Gliom-Modell in der Ratte und einem
Brustkarzinom-Modell in der Maus zu einer signifikanten Inhibtion des Tumorwachstums
in beiden Modellen fihrt und auch die Blutgefa3bildung stark reduziert ist (Griscelli et
al., 1998). Die Wirkung von Angiostatin (K1-4) fihrt in einem in die Lunge
metastastierenden Brustkrebs-Modell nach intranasaler Gabe zu einer Verringerung der
Metastasenanzahl und —gré3e (Gyorffy et al., 2001). Erst vor kurzem konnte in einem
humanen Brustkrebsmodell die Wirkung von K1-5 durch adenoviral vermittelten
Gentransfer gezeigt werden: AdK1-5 fihrte dabei zu einer Inhibition des
Tumorwachstums um 90 % mit einer vollstandigen Tumorregression von 40 % (Galaup
et al., 2005). Das Angiostatin-ahnliche Molekil hPlgmutK3, welches durch Proteolyse
generiert wird, wird ebenfalls durch adenoviralen Gentransfer in die Tumorzellen
eingebracht. Die systemische Gabe von AdmuthPIgK3 fuhrt in einem HCC-
Tumormodell in der Maus zu einer signifikanten Hemmung des Tumorwachstums. Auch
mit AdK1-3 konnte im gleichen Tumormodell eine signifikante Hemmung beobachtet
werden (Schmitz et al., 2002). Eine verlangerte Expressionszeit von Angiostatin wird,
wie auch schon fur sFIk gezeigt, durch AAV-Vektoren erreicht. AAV-vermittelter
Transfer von Angiostatin-Gen fuihrte in einem Gehirntumor-Modell in der Ratte zu einer
signifikanten Reduktion des Tumovolumens und zu einem Langzeitiberleben von 5
Wochen bei 40% der therapierten Tiere (Ma et al., 2002). Ein ahnlicher AAV-Vektor,
ebenfalls kodierend fur Angiostatin, konnte nach intraportaler Injektion in einem Leber-
Metastasen-Modell in der Maus das Metastasenvolumen und zu uber 70% die
Metastasierung hemmen. Das Langzeittberleben wurde durch die AAV-Gabe ebenfalls

im Vergleich zu den Kontrollgruppen verdoppelt (Xu et al., 2003).

Zusatzlich zum viralen Gentransfer von Angiostatin-Gen kann die Therapie in
Kombination mit einer Radiotherapie durchgefiihrt werden. So konnte in einem Gliom-
Tumormodell in der Ratte gezeigt werden, dal’3 durch die Kombination von Ad-K1-3 mit
einer Radiotherapie signifikant héhere antitumorale Effekte zu beobachten waren, als

bei der Therapie mit nur einer Komponente (Griscelli et al., 2000).

Nicht-adenoviraler Gentransfer angiostatischer Moleklile umfasst zum einen den ex vivo
Gentransfer, oder auch die Einbringung von DNA in die Tumorzellen durch Liposomen.
Vor kurzem konnte zum ersten mal in einem HCC-Modell die angiostatische Wirkung
von Angiostatin in einem ex vivo-Modell gezeigt werden. Die Implantation von mit
Angiostatin-Gen stabil transfizierten HCC-Zellen in Mause fihrt zu einem antitumoralen

Effekt: je hoher der Anteil der transifizierten Zellen im Tumor ist, desto geringer ist
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dessen BlutgefaRdichte und Volumen (Ishikawa et al., 2003). Gentransfer des
Angiostatin-Gens (einkloniert in einen eukaryontischen Expressionsvektor) durch
Liposomen fuhrt bei intratumoraler und systemischer Gabe in einem Mammakarzinom-
Modell zu einer signifkanten Reduktion der Tumorgréf3e und der Metastasierung (Sacco
et al., 2000; Sacco et al., 2001).
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1.6 Ziele dieser Arbeit

Fur fortgeschrittene Stadien des HCC sind aktuell keine systemischen Therapien
verfugbar. Kurative Ansétze wie die Lebertransplantation kommen in dieser Situation
nicht in Frage, so daf’ sich weiterhin die Betreuung von HCC-Patienten auf palliativ-

supportive Malinahmen beschrankt.

Ziel dieser Arbeit ist es daher, eine potentiell systemische Therapie fur die Behandlung
des fortgeschrittenen HCC im experimentellen Tumormodell zu entwickeln. Dazu sollen
verschiedene Plasminogenderivate (Plasminogen-cDNA von Kringle 1-4 (rhPlgK1-4)
und 1-5 (rhPIgK1-5), Plasminogen mutiert hinter Kringle 4 (muthPIgK4) und 5
(muthPIgK5), sowie Wildtyp Plasminogen cDNA (wthPlg) synthetisiert und deren
angiostatische Wirksamkeit durch adenoviralen Gentransfer in vitro und in vivo

untersucht werden.
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2 Material

2.1 Gerate

Begasungsbrutschrank
DurchfluRzytometer

Elektrophorese-Kammer (DNA)

Elektroporationsgeréat
ELISA-Reader
Festwinkelrotor
Gefriermikrotom
Gel-Video-Printer
Kahlzentrifuge
Minishaker

Netzgerat (Elektrophorese)
PCR-Cycler
pH-Elektrode
Photometer

Schiittler
Sicherheitswerkbank
Swing Out Rotor
Thermomixer
Tischzentrifuge
Ultrazentrifuge
UV-Tisch

Wasserbad

Sorvall RC-5B Kihlzentrifuge

Sorvall GSA (Rotor)
Sorvall SS34 (Rotor)

2.2 sonstiges Material

Reaktionsgefalie

(0,5ml, 1 ml, 1,5 ml, 2 ml)
Cryo-Rohrchen (2 ml)
Reaktionsgefalle

(15 ml, 50 ml)

Hereaus Sepatech (Osterode)

Epics XL, Beckman Coulter (Krefeld)
Biorad (Minchen)

Easyjet, EquiBio (Maidstone, UK)
Dynatech Laboratories (Frankfurt)
SW50 TI, Beckman (Palo Alto, CA, USA)
Leica (Wetzlar)

Mitsubishi (Japan)

Beckman (Palo Alto, CA, USA)

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

Eppendorf GmbH (Hamburg)
Hannah Instruments (Kehl am Rhein)
Gene Quant, Pharmacia (Freiburg)
ProMax 2000, Heidolph (Kelheim)
Hereaus Sepatech (Osterode)

SW41 TI, Beckman (Palo Alto, CA, USA)
Eppendorf GmbH (Hamburg)
Beckman (Palo Alto, CA, USA)
Beckman (Palo Alto, CA, USA)
Berthold (Pforzheim)

Kottermann (Uetze-Hanningen)
DuPont (Bad Homburg)

DuPont (Bad Homburg)

DuPont (Bad Homburg)

Eppendorf (Hamburg)

Greiner Labortechnik GmbH (Frickenhausen)
Greiner Labortechnik GmbH (Frickenhausen)
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Zellkulturflaschen Greiner Labortechnik GmbH (Frickenhausen)
(25 cm?, 75 cm?, 175 cm?)

6-, 24-, 96-Well-Platten Greiner Labortechnik GmbH (Frickenhausen)
Mikrotiterplatten Greiner Labortechnik GmbH (Frickenhausen)
Zellkulturplatten (100 mm) Greiner Labortechnik GmbH (Frickenhausen)
Neubauer Zadhlkammer Brand (Wertheim)

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

offene Ultrazentrifugen-Rohrchen Beckman (Palo Alto, CA, USA)
Dialyse-Kammer (10.000 MWCO)  Perbio (Bonn)

Einmal-Kanule (20G x 1%2) Terumo Deutschland GmbH (Eschborn)
Spritzen (Amefa 2ml, 5 ml, 10 ml)  B.Braun (Melsungen)

Insulin-Spritzen (40 U/ml) Terumo Deutschland GmbH (Eschborn)
Nahtmaterial resorbierbar, Aesculap (Tuttlingen)

Maxon HR13 (1m, USP 5/0)

Elektroporationskiivette EquiBio (Maidstone, UK)
Quarzkivette Hellma (Muhlheim)

Dako Pen Dako Cytomation GmbH (Hamburg)
Chirurgische Instrumente Martin, Tuttlingen

Skalpell (Cutfix No. 22) Aesculap (Tuttlingen)

Objekttrager Engelbrecht (Ederminde)
Deckglaser (18 x 18 mm) Menzel Glaser (Braunschweig)
FACS-R6hrchen, 5ml Labomedic (Bonn)

(75 mm x 12 mm)

2.3 Reagenzien

2.3.1 Enzyme

Die in dieser Arbeit verwendeten Restriktionsenzyme wurden von der Firma NEB

Biolabs (Frankfurt a. M.) bezogen.

RQ1 DNase Promega (Mannheim)

MMLV-Reverse Transkiptase Promega (Mannheim)

RNAsIn Promega (Mannheim)
Platinum-Tag-DNA-Polymerase Invitrogen Life Technologies (Karlsruhe)
RNase A Sigma-Aldrich (Taufkirchen)

Proteinase K Invitrogen Life Technologies (Karlsruhe)

T4-DNA-Ligase NEB Biolabs (Frankfurt a. M.)
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2.3.2 Kits

AccepTor pSTBlue-1 Vektor-Kit Novagen (Madison, WI, USA)
GenElute Plasmid MiniPrep Kit Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Nucleobond AX100 MidiPrep Kit Macherey & Nagel (Diren)
Nucleobond AX500 MaxiPrep Kit Macherey & Nagel (Duren)
Wizard PCR Preps
GenekEditor Site Directed
Mutagenesis Kit
GenElute Total Mammalian RNA-Kit Sigma-Aldrich (Taufkirchen)

Promega (Mannheim)
Promega (Mannheim)

Nucleobond RNAII Kit
RedTag Ready Mix
Complete Mini
Protease-Inhibitoren Mix
BrdU-Proliferation Assay

2.4 Bakterienstamme

Macherey & Nagel (Diren)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Roche (Mannheim)

Roche (Mannheim)

XL1-blue erhalten von Dr. Volker Schmitz (Bonn)
BMH-7118 Promega (Mannheim)

DH10-B erhalten von Maria-A. Gonzalez-Carmona (Bonn)
BJ 5183 erhalten von Dr. Vogelstein (Baltimore, MD,

USA)

NovaBlue Singles Novagen (Madison, WI, USA)

2.5 Zellinien

2.5.1 911-Zellen

Diese Zellinie stammt aus humanen embryonalen Retinoblasten. Die Zellen sind mit der
E1-Region des humanen Adenovirus Typ 5 stabil transformiert, so daf} sich in dieser
Zellinie replikationsdefiziente Adenoviren vermehren lassen (Fallaux et al., 1996). Diese
Zellen werden in DMEM mit Glutamax, 10 % FCS und 50 u/ml Penicillin und 50 pg/ml
Streptomycin (Pen/Strep) kultiviert. Die Zellen werden mit Accutase abgeldst.

2.5.2 HEK 293-Zellen

Es handelt sich hierbei um eine Zellinie aus embryonalem Nierenepithel des Menschen.
HEK 293-Zellen (ATCC CRL-1573) sind zuséatzlich mit einem Fragment des humanen
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Adenovirus Typ 5 stabil transformiert, wodurch sie sich als Verpackungszellen zur

Virusproduktion eignen. Die Kultivierung dieser Zellinie erfolgt analog zu 2.5.1.

2.5.3 Ab549-Zellen

A549-Zellen (ATCC CCL-185) sind humane Lungenkarzinom-Zellen. Die Zellen
wachsen adharent und zeigen eine epitheliale Morphologie. A549-Zellen werden wie in
2.5.1 beschrieben kultiviert. Zum Ablosen der Zellen wird Trypsin/EDTA-L6sung

verwendet.

2.5.4 HUVE-Zellen

Human umbilical endothelial vein cells (HUVEC, CascadeBiologics Inc., Portland) sind
menschliche Endothelzellen, welche aus der Nabelschnur gewonnen werden. Die
Kultivierung erfolgt in Medium200 mit LSGS. Zur Ablésung der Zellen wird Accutase

verwendet.

255 LLC1-Zellen

Hierbei handelt es sich um eine murine Zellinie des Lewis Lungen Karzinoms, LLC
(ATCC CRL-1642). Diese Zellinie wurde aus einem Lungentumor aus C57bl/6 Mausen
etabliert. Diese Zellen wachsen adharent. Sie werden wie in 2.5.1 beschrieben kultiviert

und mit Trypsin/EDTA-LOsung abgelost.

2.5.6 Hepal29-Zellen

Diese Zellinie Hepal29 hat ihren Ursprung aus einem Tumorfragment. Dieses stammt
aus einem murinen HCC, welcher aus einer C3H-Maus isoliert wurde. Es handelt sich
bei dieser Zellinie um eine Suspensionszellinie, welche in RPMI1640 mit Glutamax, 10
% FCS und Pen/Strep kultiviert wird.

2.6 Tierstamme

Die in dieser Arbeit eingesetzten Tierstamme wurden von der Firma Charles River
bezogen. Fur die tierexperimentellen Studien wurden mannliche Tiere mit einem Alter

von sechs bis acht Wochen verwendet.
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2.6.1 BL/6 (C57BL/6NCrl)

Aus einer Kreuzung des Bestandes von ,Miss Abby Lathrop®, entwickelt 1921 von C. C:
Little. Die Linien 6 und 10 wurden 1937 separiert. 1948 von Hall zum Jackson Labor.
Vom Jackson Labor 1951 zum NIH (32. Generation). Zu Charles River Laboratories
1974 von NIH. 1975 wurde die Zucht hysterektomiert.

Dieser Stamm ist syngen zur Lewis Lungekarzinom-Zellinie LLC1.

2.6.2 C3H/N (C3H/HeNCrl)

Strong (1920) entwickelte diesen Stamm aus einer Kreuzung eines ,Bagg Albino*-
Weibchens und eines DBA/J-Mannchens. Ein Wurf von vier Weibchen und zwei
Mannchen wurde 1930 an Andervont weitergegeben; zu Heston in der 35. Generation.
Zum NIH in der 57. Generation (1951). Von dort 1974 zu Charles River Laboratories.
Die Hysterektomie erfolgte 1975.

Dieser Mausstamm ist syngen zur HCC-Zellinie Hepal29.

2.6.3 BALB/c (BALB/cAnNNCrI)

H. J. Bagg entwickelte den ,Bagg Albino* 1913 aus dem Bestand eines Ohio-Zlchters.
Die Inzucht erfolgte 1923 durch Mc Dowell. Zu Snell in 1932 (F26); zu Andervont in
1935. In der Generation F72 von Andervont zum NIH. 1974 zu Charles River
Laboratories, 1975 dort hysterektomiert.

2.7 verwendete Primer

Die hier verwendeten Primer wurden bei Invitrogen (Karlsruhe) oder Sigma-Aldrich
(Taufkirchen) synthetisiert.

2.7.1 Primer zur Synthese der Furin-Restriktionsstelle

2.7.1.1 Primer fur das GeneEditor Site directed Mutagenesis System

MuthPIlgK4:
5- P-G AAA AAATGC TCA CGG AGG AGT GTT GTAGCA C -3
MuthPIgK5:

5-P-GGCC CCTTCATTT AGA CGT AGG AGG CCT CAAGTG GAG C -3
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2.7.1.2 Primer fir die PCR-basierte Mutagenese

PlgmutK4for:

5’- CAA CCT GAA AAA ATG CTC ACG GAG ACG GAG TGT TGT AGC ACC TCcC C -
3

PlgmutK4rev:

5- CGG AGG TGC TAC AACACTCCTCCGTCTCCGTGAGCATTTTTT CAG GTT
G-3

PlgmutK5for:

5- GTG TGC GGC CCC TTC ATT TAG ACG TAG GAG GCC TCA AGT GGA GCC
GAAG -3

PlgmutK5rev:

5- CTT CGG CTC CAC TTG AGG CCT CCT ACG TCT AAA TGA AGG GGC CGC
ACAA-3

2.7.2 Primer zur Synthese von rhPIgK1-4 und rhPIgK1-5 cDNA
T7-Primer :

5-TAATAC GAC TCACTATAG GG -3
PlgK1-4rev:

5-AAGCTTTTACGCTTC TGT TCC -3
PlgK1-5rev:

5'- AAG CTT TTA AAA TGA AGG GGC -3

2.7.3 Kontrollprimer fur die RT-PCR
b-Actin (human) right:

5- GAACTTTGGGGATGCTCGC -3’
b-Actin (human) left:

5- CGGGAAATCGTGCGTGACAT -3
b-Actin (murin) for:

5- TGTGATGGTGGGAATGGGTCAG -3
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b-Actin (murin) rev:

5- TTTGATGTCACGCACGATTTCC -3

2.7.4 Primer fur die Sequenzierung

Signal I

5'- GCGGCCGCATGGAACATAAGGAAGTGGTTC -3’

PlgSeq:

5- ACC TGT CAG CAC TGG AGT -3

Signalrev:

5- GAATGC CCT GCA GGT GAATTC -3

K4for:

5'- GCTGGCCTGACAATGAAC -3

K5rev:

5'- ATATCAAGGTGCCTCCAC -3

2.8 Reagenzien fur die Zellbiologie

DMEM (4,5 g Glucose,

mit Glutamax)
DMEM/Ham's F-12

RPMI 1640 (mit Glutamax)
HBSS

Medium200

OptiMEM

Fotales Kéalberserum
Penicillin/Streptomycin
LSGS

Trypsin-EDTA Lésung
Accutase

Matrigel

Lipofectamine
rekombinantes humanes VEGF

Sigma (Taufkirchen)

Sigma (Taufkirchen)

PAA (Colbe)

Sigma (Taufkirchen)

Cascade Biologics Inc. (Portland, OR, USA)
Invitrogen (Mannheim)

PAA (Colbe)

Sigma (Taufkirchen)

Cascade Biologics Inc. (Portland, OR, USA)
Sigma (Taufkirchen)

PAA (Colbe)

Gibco/BRL (Karlsruhe)

Invitrogen (Mannheim)

Sigma (Taufkirchen)
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2.9 Reagenzien fur die Molekularbiologie

Agarose Serva (Heidelberg)
100 bp-Leiter Promega (Mannheim)
1 kb-Leiter Invitrogen (Mannheim)

2.10 Reagenzien und Lésungen fir die Mausmodelle

Ketavet Pharmacia (Erlangen)
Rompun Bayer (Leverkusen)
NacCl (0,9 %) B. Braun (Melsungen)

2.11 Reagenzien fur die Histologie

rat anti mouse CD31 Cedarlane (Hornby, Ontario, Kanada)
rabbit anti rat (Biotin) Dako Cytomation GmbH (Hamburg)
Aquatex Merck (Darmstadt)

Antibody Diluent Dako Cytomation GmbH (Hamburg)
Biotin Blockierungssystem Dako Cytomation GmbH (Hamburg)
Mayers Hamalaun Sigma (Taufkirchen)
Streptavidin-Biotin HRP/AEC Dako Cytomation GmbH (Hamburg)

2.12 sonstige Reagenzien

Alle hier nicht gesondert aufgefihrten Chemikalien wurden von den Firmen Fluka
Feinchemikalien GmbH (Neu-Ulm), Merck (Darmstadt), Serva Feinbiochemica GmbH &

Co (Heidelberg) und Sigma Chemie GmbH (Deisenhofen) bezogen.

2.13 Haufig verwendete Puffer und Losungen

Phosphate buffered saline (PBS)
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LB-Medium
BacCtotrypton ... 10 g
Bacto Yeast EXIract........cccoooveviiiiiiiiiiicee e 59
NBCH .. 109

ad 1000 ml A. bidest

Der pH-Wert wird auf 7.0 eingestellt und das Medium anschliel3end autoklaviert.

LB-Agarplatten
BaCTO-AQAr ..ceviiiiii e 15¢g
LB-MediUm .....cooiiieeeiie e e e e 1000 ml

LB-Medium mit dem Agar autoklavieren und auf 50 °C abkihlen lassen.
Antibiotika in der entsprechenden Konzentration zugeben, mischen und auf

Kulturschalen verteilen.

2.13.1L06sungen fur die Virusproduktion und Aufreinigung

Tris/Cl-Losung fur die Virusaufreinigung
THIS-BaASE ... 0,2 M
pH 8.0 (eingestellt mit HCI)

Casiumchlorid-L6ésung

Soviel CsCl in 100 ml A. bidest geben, bis die Loésung gesattigt ist und CsCl
ausfallt.

Anschlie3end wird die Losung steril filtriert.

OD-Puffer
S S e 0,1 %
THISICl e e 10 mM
E D T A et ——— 1 mM

Die L6sung kurz vor Gebrauch ansetzen.
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2.13.2 Losungen fur die Molekularbiologie

NaOH/EDTA-L6sung
NBOH .. 2M
E D T A e 2 mM

Die Losung kurz vor Gebrauch ansetzen.

Proteinase K-Puffer

THSICl. e 100 mM
NN = T N ERPPTRPRS 150 mM
E D T A e 12,5 mM
SO S 1%
pH 7.4

TAE-Puffer
THISICl e 4,84 g
LRSS ET] o USSP 1,14 mi
EDTA (0,5M) cooiiiiiieeiiitie ettt a e 2ml
ad 1000 ml A. bidest
pH 8.0

2.13.3L0Osungen fur die in vitro Experimente

Stop-Ldsung

in A. bidest

Brefeldin A Stammldsung

Brefeldin A ... s 10 mM
in Methanol
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PBS™ mit BSA

NAH2PO4 ..ottt 1,159
NACH .. e 8¢
KH2P O 4 e 0,2g
Kl e a e 0,29
MGCl2 X 6 H2O .o 0,19
CaCly X 6 HoO v 0,133 ¢
B S A 0,1 %
ad 1000 ml A. bidest

pH 7.4

DNA-Extraktionspuffer

Natriumhydrogenphosphat (0,2 M)........cccoooiiiiiiiiiiiins 192 ml
Zitronensaure (0,1 M) ... 8 ml
pH 7.8

Propidiumiodid-L6ésung

NATTUMCIITAL ..o 3,8 mM
Propidiumiodid............oooi s 50 pg/ml
in PBS

RNase A Stammldsung

RNGSE A oo 10 mg/mi
in A.bidest
5 min bei 95 °C aufkochen
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3 Methoden

3.1 Synthese der Plasminogenderivate

Die Freisetzung angiostatischer Kringleregionen aus dem Vorlaufer-Protein
Plasminogen erfolgte durch Generierung von cDNA-Fragmenten aus Wildtyp-
Plasminogen. Dazu wurden Primer generiert, die downstream Kringle 4 oder Kringle 5
ein Stop-Codon und eine HindllI-Schnittstelle inserierten. Durch die Freisetzung interner
Kringleregionen aus Plasminogen resultierten Fragmente, welche angiostatisches

Wirkpotential aufwiesen.

A)
©® @ @ @)
NH, . L COOH

STOP-Codon, Hindlll-Schnittstelle

MEOICICION
ERICICIOICN

Abbildung 4: Generierung angiostatisch wirksamer Kringle-Regionen aus dem
Vorlaufer-Protein Plasminogen. A) Wildtypform des Plasminogen B) Nach Einfiihrung
eines Stop-Codons und einer Hindlll-Schnittstelle strangabwarts Kringle 4 entsteht
rhPIgK1-4 (Angiostatin). C) Durch Insertion eines Stop-Codons und einer Hindlll-
Schnittstelle hinter Kringle 5 entsteht rhPIgK1-5.

In einem weiteren Ansatz zur Freisetzung der angiostatisch wirksamen Kringleregionen
aus dem Vorlaufer-Protein wurde die cDNA-Sequenz von Wildtyp-Plasminogen (wthPIg)
durch zielgerichtete Mutagenese derart verandert, dal3 strangabwarts Kringle 4 oder
Kringle 5 zwdlf Nukleotide ausgetauscht wurden und durch fir Arginin (Arg) kodierende
Tripletts ersetzt wurden. Dadurch entstanden im Bereich der eingefihrten Mutationen
mit der neuen Aminosdureabfolge -Arg-Arg-Arg-Arg- optimale Restriktions-

erkennungsstellen fir die Endoprotease Furin. So konnte z.B. aus dem downstream
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Kringle 4 mutierten Plasminogen durch enzymatische Restriktion an der Mutationsstelle
verschiedene Kringle-Regionen (Kringle 1-4 und Kringle 5 mit C-terminalem Ende)

gleichzeitig mit dem Ziel einer gegenseitigen Wirkungssteigerung abgespalten werden.

Furin-Erkennungsstelle

A)

w @@ E @,

B)
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Abbildung 5: Synthese der Furin-Erkennungsstellen aus Wildtyp-Plasminogen. A)
Wildtypform des Plasminogen. B) Die durch enzymatische Restriktion hinter Kringle 4
freigesetzten Fragmente K1-4 und K5 mit C-Terminus. C) K1-5 und C-terminales
Fragment von Plasminogen nach enzymatischer Restriktion hinter Kringle 5.

Zur Synthese der Furin-Erkennungsstelle wurden zwei verschiedene Methoden
angewandt: Zum einen die zielgerichtete Mutagenese durch Hybridisierung,
Strangsynthese und Ligation, sowie der zielgerichteten Mutagenese basierend auf der
Polymerase-Kettenreaktion (PCR).

3.1.1 Synthese von rhPIgK1-4 und rhPIgK1-5 cDNA
Zur Synthese von cDNA fiur Kringle 1-4 (rhPIgK1-4) und Kringle 1-5 (rhPIgK1-5) aus

humaner Wildtyp-Plasminogen cDNA (wthPlg) wurden Primer generiert, die zur
Synthese von rhPIgK1-4 direkt hinter der Elastaseschnittstelle downstream Kringle 4 ein
Stop-Codon und eine Schnittstelle fur die Restriktionsendonuklease Hindlll inserierten
(reverse Primer PlgK1-4rev). Zur Synthese von rhPIgK1-5 wurde direkt hinter der
Peptidaseschnittstelle downstream Kringle 5 ein Stop-Codon und eine Hindlll-
Schnittstelle inseriert (reverse Primer PlgK1l-5rev). Aus diesen Primern und einem
Primer fir den T7-Promotor (forward Primer) wurde cDNA aus wthPIg (einkloniert in den
prokaryontischen Expressionsvektor pBluescript S/K+) amplifiziert.
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PCR-Ansatz:
pBluescriptwthPIlg (50 NG/HD) ..o 5ul
forward Primer (100 MM).......coooiiiiiiiiiieiee e 1l
reverse Primer (100 MM).....ccoooiiiiiiiiii 1l
RedTag Ready MiX........couuuiiiiiiiiiiieeeceiiee e 25 pul

ad 50 pl A. bidest
PCR-Bedingungen:

94 °C fur 3 min
35 Zyklen: 94 °Cfur20s
55°Cfur30s
72°Cflir90s
72 °C fur 10 min
Nach der Amplifikation wurde die cDNA sequenziert (Seqglab, Gottingen), um die

korrekte Inserierung des Stop-Codons und der HindllI-Schnittstelle zu Uberprtfen.

Die korrekt amplifizierten PCR-Produkte wurden anschlieBend mit Hilfe des AccepTor
Vector Kits in den Konstruktionsvektor pSTBIlue-1 subkloniert. Dies erfolgte nach dem

Protokoll des Herstellers.

Die so gewonnenen Klone wurden tUber GenElute Miniprep-Saulen aufgereinigt und zur

Kontrolle auf das Insert fir 2 h mit Hindlll und Notl verdaut:

Plasmid-DNA ... 200 ng
HINdIT (20.000 U/MI) ..uunniiii 0,1 pl
NOtl (20.000 U/MI) .. 0,1
NEB-PUTEI 2 ... 1l
BSA (L00X) .utviiiiiieeeeiiiiiitiie e e e e e e ee e e e e a e e e 0,1

ad 10 pl A. bidest
Nach erfolgtem Verdau wurde dieser mit 5x Probenpuffer versetzt und auf einem
Agarose-Gel (1 %) aufgetrennt. Einige der korrekt verdauten Klone wurden zur weiteren

Verwendung asserviert.

3.1.2 Zielgerichtete Mutagenese durch Hybridisierung, Strangsynthese und
Ligation
Diese Mutagenese-Methode basierte auf der Denaturierung der DNA und

anschlielendem annealing mit spezifischen Primern und neuer Doppelstrang (DS)-
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DNA-Synthese. Die Mutagenese setzte sich aus mehreren Teilschritten zusammen: 1.
Alkalische Denaturierung der Template-DNA, 2. Hybridisierungsreaktion mit
spezifischen Primern, 3. Strangsynthese und Ligation, 4. Elektroporation in E.coli
BMH71-18. Dieser Bakterienstamm ist reparatur-negativ (repair minus, mutS), wodurch
eine Selektion gegen die Mutation verhindert wurde. Eine erneute Transformation in
E.coli XL1-blue gewahrleistete die Trennung zwischen mutierten und Wildtyp-

Plasmiden.

Abbildung 6: Schema der zielgerichteten Mutagenese durch Denaturierung,
Hybridisierung, Strangsynthese und Ligation. A) Die zu mutierende Sequenz ist durch
ein X gekennzeichnet. Die Antibiotika-Resistenz des Ursprungsplasmids ist
fliederfarben dargestellt. B) Die Doppelstrang-DNA wird denaturiert. Dann erfolgt die
Hybridisierung eines Primers (blau dargestellt), der die zu mutierende Sequenz enthalt.
Parallel dazu wird ein zusatzlicher Primer zur Anderung der Antibiotikaresistenz
eingesetzt (blaues Hexagon). C) Die Strangsynthese erfolgt an beiden Einzelstrdngen
(Pfeile). D) Es wird auf die doppelstrangigen Plasmide selektioniert, welche die neue
Antibiotikaresistenz enthalten.
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Die Durchfihrung der zielgerichteten Mutagenese erfolgte mit Hilfe des Site directed

Mutagenesis Kit.

2 ug DNA-Template wurde mit 2 pl NaOH/EDTA-LOsung gemischt und mit A.bidest auf
20 pl aufgefullt. Der Reaktionsansatz wurde 5 min bei Raumtemperatur (RT) inkubiert.
Zu der Losung wurden 75 pl Ethanol (100 %) und 2 pl Ammoniumacetat (2 M)
zugegeben. Die DNA wurde bei —70 °C fur 30 min gefallt. AnschlieRend wurde die
Probe fur 15 min bei 13.000 g und 4 °C abzentrifugiert. Das Pellet wurde mit Ethanol
(70 %) gewaschen und erneut abzentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und

das Pellet in 100 ul A. bidest resuspendiert.

Zur Hybridisierung der Primer (MuthPlgK4, MuthPIgK5) mit der Wildtyp-DNA wurde
folgender Ansatz zur DNA-LOsung pipettiert:

template-DNA (aus der Denaturierung).................eeeeeeeeee. 10
Selection Oligo........oiiviiiiiie e 1l
MULtBGENESE-PIIMET ... 1,53 pl
Annealing Buffer.........cccoooiiiiiiic e 2 Ul

AL DIAESE ..o 15,4 ul

Die Kontrollreaktion wurde nach dem Protokoll des Herstellers angesetzt.

Die Ansatze wurden im Wasserbad 5 min bei 75 °C inkubiert und dann im Wasserbad

langsam auf 37°C abgekihlt.

Nach dem Abkihlen wurde zur Durchfihrung der Strangsynthese und der danach

folgenden Ligation der nachstehende Ansatz zur Hybridsierungsreaktion pipettiert:

AL DIAEST .. 5ul
Synthese-Puffer..........cooiiiiii e, 3 ul
TA-DNA-POIYMEraSE .....covvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 1l
TA-DNA-LIQASE......ciiiiiiiii e 1l

Dieser Ansatz wurde 90 min bei 37 °C inkubiert.

Anschliel3end wurden elektrokompetente BMH71-18 mit der DNA transformiert. Dazu
wurden die Zellen auf Eis aufgetaut und mit 1 pl des Ansatzes gemischt. Die
Bakteriensuspension wurde in Elektroporationskivetten dberfihrt und in einem
Elektroporationsgerat bei 1700 Volt, 201 Ohm und 25 pFahrad fir 0,05 s elektroporiert.
Die Baktieren wurden aus der Kiivette entnommen und mit 4ml LB-Medium (versetzt mit
50 ul Antibiotika-Mix) tber Nacht (i. N.) im Schiittler bei 225 rpm und 37 °C inkubiert.
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Am folgenden Tag wurde die DNA aus der Kultur vom Vortag Uber das GenElute
Plasmid Miniprep Kit isoliert. Elektrokompetente E.coli XL1-blue wurden mit 1 pl der
isolierten DNA transformiert. Die Elektroporation erfolgte wie vorbeschrieben. Die
transformierten E.coli wurden mit 1 ml LB-Medium gemischt und 60 min bei 225 rpm
und 37 °C inkubiert. Anschlie3end wurde 100 pl Bakteriensuspension entnommen und
auf einer Agarplatte (versetzt mit 50 pl Antibiotika-Mix) ausplattiert. Diese wurde bei 37

°C U. N. im Bakterienbrutschrank inkubiert.

An Tag drei wurden von den Platten 10-15 einzelne Kolonien in 5 ml LB-Medium
(versetzt mit 50 pl Antibiotika-Mix) Gberfuhrt und 4. N. bei 37 °C und 225 rpm inkubiert.

Am folgenden Tag wurde aus den Bakterien-Kulturen DNA mit Hilfe des GenElute
Plasmid Miniprep Kits isoliert und anschlie3end sequenziert, um Klone mit vollstandig

mutierter Sequenz zu selektionieren.

3.1.3 Zielgerichtete Mutagenese durch PCR

Eine weitere Methode zur Durchfihrung der zielgerichteten Mutagenese basiert auf der
Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR). Fir jede Mutationsstelle wurden zwei Primer,
sense (PlgmutK4for oder PlgmutK5for) und antisense (PlgmutK4rev oder PlgmutK5rev),
eingesetzt, welche die zu mutierende Sequenz enthalten. In einer PCR-Reaktion mit
pBluescriptwthPIlg als Template wurden die zu mutierenden Nucleotide ausgetauscht.
Die PCR wurde mit einer sehr niedrigen Zykluszahl (15-20 Zyklen) und einer high
fidelity Polymerase durchgefihrt, welche das vollstandige Plasmid amplifiziert. Durch
die vollstandige Amplifizierung des Plasmids entfiel das Umklonieren in ein weiteres
Plasmid. Anschlielend wurde uber die Restriktionsendonuklease Dpnl selektiv
methylierte, prokaryontische DNA verdaut, um so bakterielle Wildtyp-DNA zu
eliminieren. Mit der verbliebenen DNA wurden E. coli XL1-blue Uber Elektroporation

transformiert.
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Abbildung 7: Zielgerichtete Mutagenese durch PCR. A) Die zu mutierende Stelle ist
durch ein X gekennzeichnet. B) Ein Primerpaar (blau dargestellt), welches die zu
mutierende Sequenz enthalt, deckt strangaufwarts und strangabwarts der
Mutationsstelle sense und antisense Strang ab. C) Die PCR erfolgt mittels einer high
fidelity Polymerase, die das vollstdndige Plasmid in beide Richtungen amplifiziert
(Pfeile). D) Durch Verdau der prokaryontischen DNA mit Dpnl wird auf die durch PCR
amplifizierte DNA mit der mutierten Sequenz selektioniert.

PCR-Ansatz fir die zielgerichtete Mutagenese:

PCR high fidelity Puffer ............ccooeioiieiiiiciiee e 5ul
PCR high fidelity Tag-Polymerase.........ccccccccceiiiiiiiiiinnnnnnns 1 pl
MOS0 oo 2 pl
ANTPS (10 MM) .ottt 1,25 ul
Primer forward (100 MM)........iies 0,25 ul
Primer reverse (100 MM)......coooiiiiiiiiiiiiie e 0,25 ul
Template DNA (50 NG/ ..ceeviiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeee 5ul

ad 50 pl A. bidest
Die PCR-Reaktion wurde unter folgenden Bedingungen durchgefiihrt:

95°Cfir30s

18 Zyklen: 95°Cflr30s
72 °C fur 60 s
68 °C fur 12 min
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Zu jedem PCR-Ansatz wurde anschlielend 1 pl Dpnl pipettiert und 1 h bei 37 °C
verdaut. 5 pl aus dem PCR-Ansatz wurde fir eine Elektroporation in elektrokompetente
XL1-blue verwendet. Diese erfolgte wie vorbeschrieben (Abschnitt 3.1.2). Die Bakterien
wurden auf Ampicillin-haltigen LB-Agarplatten (100 pg/ml Ampicillin) ausplattiert. Am
folgenden Tag wurden 10-15 Klone in jeweils 5 ml LB-Medium (mit 100 pg/ml
Ampicillin) bei 225 rpm und 37 °C . N. inkubiert.

Die DNA wurde am folgenden Tag mit dem GenElute Plasmid Miniprep Kit isoliert und

zur Kontrolle auf die Mutation sequenziert.

3.2 Synthese und Amplifikation der adenoviralen Vektoren (He et al., 1998)

Die Synthese der adenoviralen Vektoren erfolgte mit dem AdEasy System: Die
Plasminogenderivate wurden in den adenoviralen Helfervektor pShuttleCMV einkloniert
welcher Teile (left arm, right arm, Long Terminal Repeats) des adenoviralen Genoms
enthielt. Anschlieend erfolgte die Rekombination mit dem adenoviralen Plasmid
AdEasyl (enthalt left arm, right arm) in Rekombinase-positiven (RecA(+)) Bakterien.
Nach erfolgreicher Rekombination wurde das AdEasy-Konstrukt Uber Lipofektion in die
Verpackungszellinie HEK-293 eingebracht. Durch Rekombination mit der in der Zellinie
enthaltenen adenoviralen E1-Region wurden replikationsdefiziente Adenoviren

synthetisiert.

3.2.1 Klonierung der Plasminogen-Derivate in den adenoviralen Helfervektor
pShuttleCMV

Die durch zielgerichtete Mutagenese synthetisierten Plasminogen-Derivate (muthPIlgK4,
muthPIgK5), sowie wthPIlg wurden aus dem Vektor pBluescript mittels Hindlll, Notl und
BspHI ausgeschnitten und in den Vektor pShuttleCMV einkloniert. Hindlll und Notl
schnitten das Insert aus dem Vektor, wahrend BspHI den Vektor in mehrere kleine

Fragmente schnitt, so dal3 Insert und Vektor voneinander aufgetrennt werden konnten.

pBluescriptmuthPIgK4, muthPIgK5, wthPIg....................... 1ug
BSpHI (10.000 U/MI) ... 2 ul
HINdI (20.000 U/MI) ..eeiiiiii s 2 ul
NOtl (10.000 U/MI) .o 2 ul
NEB-PUfEr 2 .o 3 ul
BSA (L00X) .. 0,3 pl

Ad 30 pl A. bidest
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Der Ansatz wurde fur 3 h bei 37 °C inkubiert.
Anschlie3end erfolgte die Auftrennung der Fragmente auf einem 1 %igen Agarose-Gel.
Das Insert wurde aus dem Gel ausgeschnitten und aufgereinigt (Wizard PCR Preps).

Die cDNA-Konstrukte rhPIgK1-4 und rhPIgK1-5, einkloniert in pSTBlue-1 wurden
ebenfalls mit Hindlll und Notl verdaut, um sie danach in den Vektor pShuttleCMV

ligieren zu kénnen.

pSTBluerhPIgK1-4, rhPIgKL1-5.......ccciiiiiiiiieiee e, 1ug
HINdI (20.000 U/MI) ..eunniiii 2 pl
NoOtl (20.000 U/MI) .. 2 pl
NEB-PUTEI 2 ... 3ul
BSA (L00X) .utveiiiieeeeieiiiiiiriii e e e e e e e e e e e e e e e e aaaa e e e 0,3 ul

Ad 30 pl A. bidest
Der Ansatz wurde fir 3 h bei 37 °C inkubiert.

Der vollstdndige Verdau wurde auf einem Agarose-Gel (1 %) aufgetrennt und rhPIgK1-4
bzw. rhPIgK1-5 aus dem Gel ausgeschnitten. Die Isolation der cDNA aus dem Gel

erfolgte wie vorbeschrieben.

Anschlie3end wurden die Plasminogenderivate und die Wildtypform mit pShuttleCMV
ligiert. Dazu wurde pShuttleCMV ebenfalls mit Hindlll und Notl verdaut:

PSNUIECMYV ..o 2,5ug
HIindl (20.000 U/MI) ..o 5 pl
NOtl (10.000 U/MI) .o 5ul
NEB-PUfEr 2 ..o 7,5 ul
BSA (L00X) .. 0,75 ul

Ad 75 pl A. bidest
Die Inkubation erfolgte flr 3h bei 37 °C.

Der vollstandige Ansatz wurde auf einem Agarose-Gel (1 %) aufgetrennt und

ausgeschnitten. Die Isolation des Vektors aus dem Gel erfolgte wie vorbeschrieben.

Zur Ligation von pShuttleCMV mit den Plasminogen-Derivaten wurde zuerst die DNA-
Konzentration von Vektor und Insert photometrisch bestimmt. Anschlieend wurde die

Ligationsreaktion nach folgendem Schema pipettiert:
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PSNULIECMYV ..o 100 ng
Plasminogen-Derivat CDNA..........coooiviiiiiieiiie e, 300 ng
Ligase-PuUffer..... ... 1l
T4-DNA-Ligase (2.000.000 U/ml) .....ccooovviiiiieiiiiiiiieiciii, 1l

ad 10 pl A. bidest

Der Ansatz wurde 0. N. bei RT inkubiert.

Am Folgetag wurden Hitzeschock-kompetente XL1-blue mit dem gesamten
Ligationsansatz transformiert. Dazu wurden die Bakterien auf Eis aufgetaut und mit dem
vollstandigen Ligationsansatz gemischt. Die Bakterien-DNA-Suspension wurde fiir 30 s
bei 42 °C im Wasserbad erhitzt und anschlielend sofort in Eis uberfuhrt. Die
Suspension wurde mit 1ml LB-Medium vermischt und 45 min bei 250 rpm inkubiert. Der
Ansatz wurde bei 5.000 g fur 1 min abzentrifugiert und in 100 pl LB Medium
resuspendiert. Dieser Ansatz wurde auf Kanamycin-haltigen (25 pg/ml) Agarplatten
ausplattiert. 5-10 Klone wurden ausgewahlt und fur eine Mini-Praparation in 5 ml LB-
Medium (mit 25 pg/ml Kanamycin) 0. N. bei 37 °C und 250 rpm inkubiert. Die
Praparation der Plasmid-DNA erfolgte mit dem GenElute Miniprep Kit nach Angaben
des Herstellers. Zur Uberpriifung der korrekten Ligation der Plasminogen-Derivate mit
pShuttleCMV wurden Teile der praparierten DNA mit Hindlll und Notl verdaut.

MINIPrEP-DINA ... 8 ul
HIindl (20.000 U/MI) .o 0,5
NOtl (10.000 U/MI) e 0,5 ul
NEB-PUfEr 2 ..o 1l
BSA (L0 X) e 1l

Die Inkubation erfolgte fir 1h bei 37 °C.
Der vollstandige Ansatz wurde auf einem Agarose-Gel (1 %) aufgetrennt.

Jeweils ein Klon der korrekt ligierten Plasminogen-Derivate wurde fur die
Rekombination mit AdEasyl ausgewahlt. Die Klone wurden in 100 ml LB-Medium (25
png/ml Kamamycin) 0. N. bei 37 °C und 250 rpm kultiviert und am folgenden Tag die
DNA Uber eine Midipraparation mit Hilfe des Kits Nucleobond AX100 nach Angaben des
Herstellers isoliert.

3.2.2 Rekombination der pShuttleCMV-Konstrukte mit AdEasy1l

Die Rekombination von pShuttleCMVmuthPIg-K4, -K5, sowie pShuttleCMVrhPIgK1-4, -
K1-5 und -wthPlg mit AdEasyl erfolgte in recA(+)-Bakterien. Selektion auf
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rekombinierte Klone erfolgte zum einen Uber Antibiotika: Wahrend der Rekombination
wird die Ampicillin-Resistenz von AdEasyl eliminiert, wéhrend die Kanamycin-
Restistenz von pShuttleCMV erhalten blieb.
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Abbildung 8: Rekombination von pShuttleCMVTransgen mit AdEasyl. Beide Plasmide
rekombinieren am linken und rechten Arm (right arm, left arm), wodurch die
Ampicillinresistenz von AdEasyl eliminiert, sowie das LITR (Long inverted terminal
repeat) und beide CMV-Promotoren in AdEasyl eingebracht werden (modifiziert nach
(He et al., 1998).

Nach erfolgter Rekombination wurde dieses Ereignis durch Verdau mit der
Restriktionsendonuklease Pacl Uberpruft. Durch diesen Verdau liessen sich bei
erfolgreicher Rekombination auf einem Agarose-Gel zwei Fragmente mit einer Grol3e
von 30 kb, sowie 3 kb oder 4,5 kb differenzieren. Hatte die Rekombination nicht
stattgefunden, entstanden durch den Verdau mit Pacl Fragmente von 30 kb und 7,5 kb.

Je 6 pg der pShuttleCMV-Konstrukte wurden fir die Rekombination mit Pmel

linearisiert.
pShuttleCMV-Plasminogenderivate.............ccccovvvvieeeevennnnn. 6 ug
Pmel (10.00 U/MI) ..ouiiii s 6 ul
NEB-PUfEr 4 ..o e 5ul
BSA (100 X) e 0,5 pl

ad 50 pl A. bidest
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Die Inkubation erfolgte fr 2 h bei 37 °C.

Die DNA wurde anschliefend mittels Phenol/Chloroform-Fallung aufgereinigt. Dazu
wurde der Verdau auf 100 pl mit A. bidest aufgefullt, mit 200 pl Phenol/Chloroform
versetzt und 1 min gevortext. Der Ansatz wurde bei 10.000 g fur 5 min abzentrifugiert
und 100 pl der oberen, wassrigen Phase in ein neues RG uberfuhrt. Diese wurde dann
mit 10 pl Natriumacetat (3 M, pH 5.2) und 250 pl Ethanol (100 %, -20 °C) gemischt und
erneut fir 1 min gevortext. Das Gemisch wurde anschlie3end bei -80 °C fur 5 min
inkubiert und 15 min bei 10.000 g und 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde
abgesaugt und das Pellet mit 200 pl Ethanol (70 %, 4 °C) gewaschen. Die DNA wurde
erneut fir 5 min bei 10.000 g pelletiert und abschlieRend zu 500 ng/ul in A. bidest
resuspendiert.

Fir die Rekombination wurden 100 ng AdEasyl und 200 ng der pShuttleCMV-
Plasminogenderivate (verdaut mit Pmel) miteinander gemischt und auf 10 pl mit A.
bidest aufgeflllt. Dieser Ansatz wurde mit elektrokompetenten recA(+) Bakterien
(BJ5183) vermischt, in eine Elektroporationskivette Uberfihrt und die Bakterien wie
vorbeschrieben elektroporiert. AnschlieRend wurden die Zellen zur Rekombination in
500 pl LB-Medium aufgenommen und fir 10 min bei 37 °C und 250 rpm in einem
Schuttler inkubiert. Je 125 ul der Bakteriensuspension wurden auf Kanamycin-haltigen

(25 pg/ml) Agarplatten ausgestrichen und tber Nacht bei 37 °C inkubiert.

Am folgenden Tag wurden 20 bis 30 der kleinsten Kolonien in je 3 ml LB-Medium (25
ng/ml Kanamycin) tberfihrt und fur eine Mini-Praparation 0. N. bei 37 °C und 250 rpm
kultiviert. Die DNA wurde mit Hilfe des GenElute Plasmid-Miniprep Kits isoliert und zur

Kontrolle auf das Rekombinationsereignis mit Pacl verdaut.

MiINIPrep-DNA ... .. e 8,7 ul
Pacl (10.000 U/MI) ...uiiiii s 0,2 ul
NEB-PUfEr 1. .o 1l

BSA (L00X) .. 0,1 ul

Die Inkubation erfolgte fur 1 h bei 37 °C.

Der vollstandige Ansatz wurde auf einem Agarose-Gel (0,8 %) aufgetrennt, um

rekombinante Klone von nicht rekombinanten differenzieren zu kénnen.

Anschliel3end wurden recA(-) Bakterien (DH10B) mit 50 ng Plasmid-DNA (von positiv
rekombinierten AdEasy-Plasminogenderivaten) wie vorbeschrieben elektroporiert. Am

Folgetag wurde ein Klon der jeweiligen Plasminogen-Derivate ausgewahlt und in 500 ml
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LB-Medium (mit 25 pg/ml Kanamycin) 4. N. bei 37 °C fur eine Maxi-Praparation
kultiviert. Am folgenden Tag wurde die DNA mit dem Nucleobond AX500 Kit nach

Angaben des Herstellers isoliert und aufgereinigt.

Nach der Maxipraparation wurde die DNA der AdEasy-Plasminogen-Derivate zur

Kontrolle der korrekten DNA-Sequenz durch die Firma Seglab sequenziert.

3.2.3 Lipofektion

Zur Synthese der Adenoviren wurden die in AdEasy vorliegenden Plasminogenderivate
durch Transfektion mit Lipofectamine in 293-Zellen eingebracht. Durch die mit einem
Fragment der adenoviralen E1-Region stabil transfizierten 293-Zellen war es mdoglich,
durch Rekombination von AdEasyl mit der E1-Region rekombinante Adenoviren zu

synthetisieren.

Einen Tag vor der Lipofektion wurden 4 x 10° 293-Zellen in einer T25-Zelkulturflasche

ausgesat und . N. im Brutschrank inkubiert.

10 pug DNA (aus den Maxi-Praparationen der AdEasy-Plasminogen-Derivate) wurde mit

Pacl verdaut.

MaXIPreP-DINA ... 10 pg
Pacl (10.000 U/MI) coevieiiiiiie e 5ul
NEB-PUFFEE 1 ..o, 10 pl
BSA (L00X) -.eeeeeeiiiiiieeeaeiitieeeeeeiiiee e et e e e 1ul

ad 100 pul A. bidest
Die Inkubation erfolgte fur 2 h bei 37 °C.

Die DNA wurde anschlie3end tber Ethanol-Prazipitation aufgereinigt. Dazu wurde die
DNA mit 10 pl Natriumacetat (3 M, pH 5.2) und 250 pl Ethanol (100 %, -20 °C) versetzt
und 1 min gevortext. Das Gemisch wurde 5 min bei -80 °C inkubiert und anschlie3end
15 min bei 4 °C und 10.000 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen, das
Pellet mit 200 pl Ethanol (70 %, 4 °C) gewaschen und 5 min bei 10.000 g zentrifugiert.
Danach wurde der Uberstand abgenommen, das Pellet fir 5 min getrocknet und in 40

ul A. bidest resuspendiert.

10 pl Lipofectamine und 20 pl DNA-LOsung (250 ng/ul) wurden mit jeweils 250 pl
OptIMEM gemischt. Beide Losungen wurden zusammenpipettiert, leicht gemischt und
30 min bei RT inkubiert.
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Die Zellen wurden 2 x mit OptiMEM gewaschen und 10 min im Brutschrank mit 2,5 ml
OptiMEM prainkubiert. Die DNA/Lipofectamine-Losung wurde vorsichtig auf die Zellen
gegeben und gut gemischt. Anschlieend wurden die Zellen 4 h im Brutschrank
inkubiert. Danach wurde die OptiMEM-LAsung abgesaugt und durch 3 ml DMEM (2 %
FCS) ersetzt.

Die Zellen wurden bis zur Bildung zytopathischer Plaques im Brutschrank inkubiert und
taglich auf ihren Zustand kontrolliert. Die Bildung zyopathischer Plaques erfolgte in

einem Zeitraum von sieben bis vierzehn Tagen.

3.2.4 Amplifikation und Aufreinigung von Adenoviren

Adenoviren wurden amplifiziert, um ausreichende Mengen und Konzentrationen flr in
vitro und in vivo Experimente zu erhalten. Dazu wurden grof3e Mengen mit Adenoviren
infizierte 911-Zellen (im Schnitt 2,5 x 10® Zellen) aufgebrochen und die darin
enthaltenen Viruspartikel freigesetzt. Die Aufreinigung und Aufkonzentrierung der
Viruslosung erfolgte Uber zweifache Casiumchlorid-Gleichgewichts-Ultrazentrifugation

und anschlieRende Dialyse gegen PBS.

3.2.4.1 Amplifikation der Adenoviren

Zur Amplifikation wurden 911-Zellen auf 30 T175-Zellkulturflaschen expandiert und bis

zu einer Konfluenz von 80 % - 90 % im Brutschrank inkubiert.

Zur Infektion wurden Zelliberstéande aus vorhergehenden Virus-Infektionen eingesetzt.
Dazu wurden jeweils 2 ml der virushaltigen Zelliberstdande zu je einer T175-
Zellkulturflasche gegeben und auf 15 ml mit DMEM (2 % FCS) aufgefillt. Die Flaschen
wurden anschlielend 30 min bei RT inkubiert. Danach wurden weitere 15 ml DMEM (2

% FCS) auf die Zellen gegeben und fur 48 h im Brutschrank inkubiert.

Nach der Inkubationsphase wurden die Zellen geerntet, indem sie mittels einer Pipette
vom Flaschenboden gespult wurden. Die Zellsuspension wurde in 50 mI-RG uberfuhrt
und bei 1000 g fur 5 min abzentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt und die
Zellpellets in insgesamt 15 ml Tris/ClI (0,1 M, pH 8.0) resuspendiert. Teile des
Uberstands wurde fiir spatere Infektionen asserviert.

Die Freisetzung des Virus erfolgte durch viermaliges Einfrieren in flissigem N, und

Auftauen im Wasserbad (bei 37 °C). Anschliel3end wurden die Zelltrimmer flr 5 min bei
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1500 g pelletiert und der Uberstand fiir die Gleichgewichts-Ultrazentrifugation

abgenommen.

3.2.4.2 Casiumchlorid-Gleichgewichts-Ultrazentrifugation

Fur die erste Casiumchlorid (CsCl)-Ultrazentrifugation wurden  OptiSeal-
Zentrifugenrdhrchen mit 3 ml gesattigter CsCl-Losung befullt. Darauf wurde 5 ml
Viruslosung pipettiert und das Zentrifugenréhrchen mit Tris/Cl (0,1 M, pH 8.0) aufgefullt.
Die Rohrchen wurden verschlossen und auf einer Feinwaage gegen Tara-
Zentrifugenrdhrchen auf 0,001 g austariert. Die Zentrifugation erfolgte in einem
Festwinkelrotor bei 100.000 g fur 22 h bei 4 °C mit maximaler Beschleunigung und

ausgeschalteter Bremse.

Nach der Zentrifugation wurde die Virusbande abgesaugt. Dazu wurde das
Zentrifugenrohrchen zuerst entliftet und dann eine 26-Gauge-Kanile 1 cm unterhalb
der unteren Virusbande in das Zentrifugenrohrchen eingefiihrt. Die Virusbande wurde
mit einer Spritze vorsichtig abgesaugt und in ein frisches OptiSeal Zentrifugenréhrchen
uberfuhrt. Dieses wurde mit Tris/CI-CsCl (im Verhéltnis 2:1 gemischt) aufgefullt und

erneut wie vorbeschrieben zentrifugiert.

Nach der zweiten Ultrazentrifugation wurde die Virusbande wie oben beschrieben
abgesaugt und in eine Dialyse-Kammer Uberfuhrt. Die Virus-L6ésung wurde zuerst 30
min bei RT gegen PBS dialysiert. Das PBS wurde gegen frisches ersetzt und die
Dialyse bei 4 °C fur 30 min fortgesetzt. Das PBS wurde danach wieder gegen frisches
PBS (4 °C) ersetzt und fur 1 h bei 4 °C weiter dialysiert. Danach wurde die Viruslosung
aus der Dialysekammer entnommen, mit Glycerol (Endkonzentration 10 %) versetzt und

in Aliquots bei -80 °C gelagert.

3.2.5 Isolierung von Virus-DNA (Elsom, 1997)

Um alle synthetisierten Adenoviren auf das korrekte Transgen zu testen, wurde Virus-
DNA (von AdwthPlg, AdrhPIgkl-4, AdrhPIgK1-5, AmuthPIgK4 und AdmuthPIgK5) aus
SN (SN) von infizierten 911-Zellen isoliert. Uber PCR mit spezifischen Primern wurde
anschlieBend das Transgen amplifiziert und sequenziert.

10 ml SN von mit den verschiedenen Adenoviren infizierten 911-Zellen wurde steril
filtriert (0,2 pm Filter) und fur 1 h in einem Swing-Out Rotor bei 100.000 g (mit

maximaler Beschleunigung und mittlerer Bremswirkung) zentrifugiert.
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Der Uberstand wurde abgesaugt und das Pellet in 400 pl Proteinase K-Puffer
resuspendiert. Anschlie3end wurde zur Lésung RNase A (Endkonzentration 0,1 mg/ml)
zugegeben und 30 min bei 37 °C inkubiert. Danach wurde 100 pl Proteinase K (0,5
mg/ml) zugegeben und 60 min bei 37 °C inkubiert.

Die Virus-DNA wurde anschliel3end mit Ethanol wie in 3.2.3 beschrieben gefallt. Die so
gewonnene Virus-DNA wurde in 50 ul A. bidest resuspendiert und in einer PCR mit
spezifischen Primern (forward Primer PlgSeq; reverse Primer K1-4rev, K1-5rev, K5rev)

zur Uberprifung des Transgens eingesetzt.

PCR-Ansatz:
RedTag Ready MiX........couuuiiiiiiiiiiieeeeiiie e 25 pul
Primer forward (100mMM)......... e 1l
Primer reverse (100mMM).......cooovviiiiiiiiiiiie e 1l
Template DNA ... ... 500 ng

ad 50 pl A. bidest
PCR-Bedingungen:

95 °C fur 90 s

35 Zyklen: 95°C flr20s
55°Cfur30s
72 °C fur 2 min

72 °C fur 10 min

3.2.6 Bestimmung der optical particle units (opu)

Die Bestimmung der Gesamtzahl aller Viruspartikel in der Viruslosung (optical particle
units, opu) lieferte einen ersten Anhaltspunkt tiber die Ausbeute nach Virusaufreinigung
und Dialyse. Anhand dieser Bestimmung konnten die Verdinnungsstufen im Plaque-

Assay angepalit werden.

Die Viruslésung wurde im Verhéltnis 1:25 mit frisch angesetztem OD-Puffer gemischt
und 10 min bei 56 °C und 800 rpm im Thermomixer inkubiert. Die Messung der Virus-
Losung erfolgte im Photometer bei 260 nm gegen OD-Puffer als Nullwert. Die

Berechnung der opu erfolgte mit nachstehender Formel:

opu/ml = ODagp X 25 x 1,1 x 10*
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3.2.7 Plaque-Assay zur Bestimmung der Viruskonzentration

Die Anzahl der aktiven, infektionsfahigen Viruspartikel (plagque forming units, pfu) wurde
durch ein zytotoxisches Plaque-Assay bestimmt. Die Bestimmung erfolgte Uber eine

aufsteigende Verdinnungsreihe, wobei im Verhéltnis 1:1 verdtnnt wurde.

1 x 10* 293-Zellen wurden pro Well in einer 96-Well-Platte ausgesat. Am folgenden Tag
wurde die Viruslésung entsprechend der Tabelle 2 in DMEM (2 % FCS) verdinnt. Zur
Infektion der 293-Zellen wurde das Zellkulturmedium abgesaugt und 50 pl der
jeweiligen Verduinnungsstufe (angepalit an die vorher ermittelten opu/ml) in achtfacher
Bestimmung in die Wells pipettiert. Als Negativkontrolle wurde eine Reihe ohne Virus
mitgefihrt.

Tabelle 2: Verdinnungsreihe zur Durchfiihrung des Plague Assays

Verdinnungs- |Medium | Virus Verdinnung
stufe

1 495 pl 5 ul 1 x 107
2 990 pl 10 pl 1x10*
3 990 10 pl 1x10°
4 500 pl 500 ul |2 x 10°
5 500 500 pl |4 x10°
6 500 pl 500 ul |8 x 10°
7 500 pl 500 pl  |1,6 x 10’
8 500 pl 500 Il [3,2x 10’
9 500 500yl |6,4 x 10’

10 500 pl 500yl [1,28 x 10°
11 500 pl 500yl [2,56 x 10°
12 500 500yl |5,12 x 10°
13 500 pl 500yl [1,02 x 10°
14 500 pl 500 ul  [2,05 x 10°
15 500 pl 500 I [4,1x 10°

16 500 pl 500yl [8,19 x 10°
17 500 pl 500 ul  [1,63 x 10°
18 500 pl 500yl [3,26 x 10°
19 500 pl 500yl |6,52 x 10°
20 500 pl 500 I [1,3x 10"
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Die Zellen wurden 6 h im Brutschrank inkubiert und anschlieRend mit weiteren 150 pl
DMEM (2 % FCS) pro Well versetzt. Die Zellen wurden acht Tage im Brutschrank
inkubiert. Danach wurden unter dem Durchlichtmikroskop die entstandenen Plaques
ausgezahlt und die plaque forming units (pfu) berechnet. Dazu wurde die hochste
Verdinnung ermittelt, in welcher noch ein Plaque erkennbar war. Dies wurde in
achtfacher Bestimmung durchgefuhrt und anschlie3end die Werte gemittelt und mit dem
Verdunnungsfaktor (20) multipliziert. Der daraus resultierende Wert ergab die Anzahl
der infektiosen Partikel/ml (pfu/ml).

3.2.8 Nachweis der Replikationsdefizienz

Neben der Bestimmung der Anzahl der infektiosen Viruspartikel, wurde ebenfalls
untersucht, ob durch die Synthese der replikationsdefizienten Adenoviren durch
Rekombination in den Helferzellinien replikationsfahige Wildtypviren entstanden sind.
Diese sind in der Lage, normale Zellinien (wie A549-Zellen) zu infizieren und lytische
Plaques zu bilden.

5 x 10* A549-Zellen wurden am Vortag in 6-Well-Platten ausgesat. Am Folgetag wurden
die Zellen mit verschiedenen Viruskonzentrationen wie im Plaque-Assay infiziert. Dazu
wurde der Virus mit 1 ml DMEM (2 % FCS) in verschiedenen Verdinnungsstufen (1 x
10° 1 x10° 1 x 10, 1 x 108, 1 x 10°, 1 x 10*®) aufgenommen und auf die A549-Zellen
pipettiert. Es wurden Doppelbestimmungen durchgefiihrt. Die Zellen wurden

anschliel3end fur acht Tage im Brutschrank inkubiert.

Nach der Inkubationszeit wurde die Anzahl der gebildeten lytischen Plaques am
Durchlichtmikroskop bestimmit.

3.3 Nachweis der Genexpression in vitro

Um zu untersuchen, ob die adenoviralen Vektoren das Transgen exprimieren, wurde
eine RT-PCR durchgefiihrt. Dabei wurde RNA aus mit Virus infizierten Zellen isoliert
und revers transkribiert. Die daraus resultierende cDNA wurde in einer PCR mit fur

Plasminogen spezifischen Primern eingesetzt.

3.3.1 Infektion von A549-Zellen

Zur Gewinnung von RNA wurden A549-Zellen mit den adenoviralen Plasminogen-
Derivaten infiziert. A549-Zellen exprimieren kein Plasminogen, so dal3 diese gleichzeitig
als Negativkontrolle genutzt werden kénnen.
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Am Vortag wurden 5 x 10° Zellen pro Well in einer 6-Well-Platte ausgesét und . N. im
Brutschrank inkubiert. Die Zellen wurden mit 500 MOI (multiplicity of infection, Anzahl
der Viruspartikel/Zelle) der adenoviralen Plasminogenkonstrukte und einem
Kontrollvektor (AdlacZ) infiziert. Dazu wurden 500 MOI der verschiedenen Viren in 750
ul DMEM (2 % FCS) aufgenommen und gemischt. Die Viruslésung wurde auf die Zellen
gegeben und 6 h im Brutschrank inkubiert. Danach wurden die Zellen 3 x mit
DMEM/Ham's F-12 gewaschen und fur 42 h in 750 pyl DMEM/Ham's F-12 im
Brutschrank inkubiert. Nach der Inkubationsphase wurden die Zellen zur RNA-

Isolierung verwendet.

3.3.2 RT-PCR

Aus A549-Zellen, die wie in 3.3.1 beschrieben infiziert wurden, wurde Uber das
GenElute Total Mammalian RNA Kit RNA nach Angaben des Herstellers isoliert. RNA
wurde in 30 pl DEPC-Wasser aufgenommen und verbliebene DNA mit DNase verdaut:

RN A e 30 ul
RQ1 DNaSe-PUEr 10X.... ... 4 ul
RQL DNASE ...ccviii ittt e e 5ul
D] =1 IO = 1 o R 1l

Der Reaktionsansatz wurde 30 min bei 37 °C inkubiert.

Der RNA-Gehalt wurde anschlielRend bei 260 nm photometrisch mit folgender Formel

bestimmt:

OD2e0 X Verduinnungsfaktor x 40 pug/mi
1 pug RNA wurde fur eine RT-Reaktion eingesetzt:

Random HeXamere ...........ooiiieiiiiiicieiec e 0,1 ug

ad 11 pl DEPC-H,0
Dieser Ansatz wurde fur 5 min bei 70 °C erhitzt und anschlieBend direkt fir 2 min auf
Eis abgekuhlt, um Dimerbildung zu verhindern.
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Nach der Abkihlung wurde folgender Ansatz zur RNA pipettiert:

ANTPS (20 MM) oo 2,5 ul
RINASIN e 0,7 pl
MMLV-RT PUfer BX...vuiiiiiiiiiie e 4 ul
MMLYV Reverse Transkriptase..........ccccoeveeviiviiiiieeiiiineeeeens 1l

Der Ansatz wurde 1 h bei 37 °C inkubiert.

Die anschlieende PCR wurde wie folgt angesetzt:

RedTag Ready MiX........covuuiiiiiiiiiiiieeeeiice e 25 pul
Primer forward (100 MM)........ies 1l
Primer reverse (100 MM)......coooiiiiiiiiiiiiine e 1l
Template DNA ...t 5ul

ad 50 pl A. bidest
PCR-Standardbedingungen:

95°Cflr90 s

25 Zyklen: 95°Cflr20s
55°Cfur30s
72 °Cfur90s

72 °C fur 10 min

Die PCR wurde mit fur die entsprechenden Kringleregionen spezifischen Primern
(forward: Signal |; reverse: Kl-4rev, K1-5rev, Kb5rev) und mit Primern fir das
Cytoskelett-Protein b-Actin als Kontrollreaktion durchgeftihrt. Nach der PCR wurden je

10 ul der PCR-Ansatze auf einem Agarose-Gel (1 %) aufgetragen und aufgetrennt.

3.4 invitro Experimente

3.4.1 Infektion von A549-Zellen

Zur Gewinnung von SN fur die funktionellen in vitro Assays (Tube Formation Assay,

Proliferationsassay und Apoptoseassay) wurden ebenfalls A549-Zellen verwendet.

Am Vortag wurden 3 x 10° Zellen in einer T175-Zellkulturflasche ausgesat und i. N. im
Brutschrank inkubiert. Die Zellen wurden mit 500 MOI der adenoviralen Konstrukte und
einem Kontrollvektor (AdlacZ) in 15 ml DMEM (2 % FCS) infiziert. Anschlie3end wurden
die Zellen 6 h im Brutschrank inkubiert. Danach wurden die Zellen 3 x mit DMEM/Ham's
F-12 gewaschen und fur 42 h in 17 ml DMEM/Ham's F-12 im Brutschrank inkubiert.
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Der Uberstand wurde nach der Inkubationszeit abgenommen, mit Proteinase-Inhibitor

versetzt, aliquotiert und fir in vitro Untersuchungen asserviert.

3.4.2 Tube Formation Assay

Um die Fahigkeit der verschiedenen Plasminogenderivate, die Bildung von
gefalRgdhnlichen Strukturen zu beeinflu3en, zu untersuchen, wurde ein sogenanntes
.ube formation Assay“ durchgefuhrt. Die Wirkung der Plasminogenderivate wurde
durch die Anzahl der gebildeten interzellularen Verbindungen der Endothelzellen

(,tubes) bewertet.

Eine 24-Well-Platte wurde mit 300 ul Matrigel (versetzt mit 10 ng/ml VEGF) beschichtet
und zur Polymerisation 30 min im Brutschrank inkubiert. Auf diese Beschichtung
wurden in Dreifachbestimmung 2,5 x 10* HUVE-Zellen in 75 pl Medium200 pro Well
pipettiert. Dazu wurde 75 pl konditionierter SN von A549-Zellen (aus 3.4.1) gegeben
und fur 30 min bei RT inkubiert. Anschlielend wurde 150 pl Medium200 (mit 10 %
LSGS) auf die Zellen gegeben und diese fur 4 h im Brutschrank inkubiert. Danach
wurden Tubes (geschlossene, gefal3ahnliche Strukturen) im Durchlichtmikroskop (400 x

Vergroél3erung) ausgezahlt.

3.4.3 Proliferationsassay

Die Auswirkungen der Plasminogenderivate auf die Proliferation von Endothelzellen und
Tumorzellen wurde anhand eines BrdU-Proliferationsassays untersucht. Dazu wurden
Endothelzellen (HUVEC) und verschiedene Tumorzellinien (LLC1, Hepal29) mit
konditioniertem SN (aus 3.4.1) von A549-Zellen préainkubiert. Dartber hinaus wurde die
BeeinfluBung des adenoviralen Gentransfers auf die Proliferation bei Tumorzellen

untersucht.

Am Vortag wurden 1 x 10* Zellen der entsprechenden Zellinien (HUVEC, LLC1,
Hepal29) in vierfach-Bestimmung in einer 96-Well Platte ausgesat und 0. N. im
Brutschrank inkubiert. Am folgenden Tag wurde das Kulturmedium abgesaugt und die
Zellen mit 50 pl konditioniertem SN (aus 3.4.1) fur 2 h bei RT prainkubiert.
Anschliel3end wurden 50 pl Medium (entsprechend der Zellinie) auf die Zellen gegeben
und diese fur weitere 48 h im Brutschrank inkubiert. Danach erfolgte die Markierung mit
10 pl BrdU Labeling Solution pro Well fir 4 h im Brutschrank. Nach der Inkubation
wurde das Medium entweder durch Abschitten (fur adhérente Zellen) oder durch

Zentrifugation und vorsichtigem Absaugen (fir Suspensionszellen) entfernt. Die Zellen
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wurden mit 200 ul/Well FixDenat fur 30 min bei RT fixiert. Die Fixierungslosung wurde
entfernt und die Zellen mit 100 pl/Well anti-BrdU-POD Working Solution bei RT ftr 90
min inkubiert. Die AK-LOsung wurde entfernt und die Zellen 3 x mit 300 pl/Well
Waschlésung gewaschen. Abschlieend wurde 100 pl/Well Substratlosung auf die
Zellen gegeben und je nach Intensitdt der Farbentwicklung 5 bis 15 min inkubiert.
AnschlieBend wurde die Farbreaktion mit 10 pl Stop-Losung abgestoppt und die
Farbreaktion bei 405 nm im ELISA-Reader gemessen.

Die Auswertung erfolgte durch Bildung des Mittelwerts aller vier Werte und Umrechnung

der optischen Dichte in prozentuale Anteile mit LacZ als Ausgangswert (100 %).

3.4.4 Apoptose Assay

Um DNA durchflu3zytometrisch darzustellen, wurden interkalierende Farbstoffe wie das
Propidiumiodid (PI) verwendet. Pl kann zur Unterscheidung von vitalen und toten Zellen
genutzt werden: Die Membranintegritdt toter Zellen ist nicht mehr gewahrleistet,
wodurch Pl in die Zelle aufgenommen werden kann. Durch Anfarbung der DNA kdnnen
Zellen auch hinsichtlich ihrer Zellzyklusverteilung analysiert werden. Der DNA-Gehalt
einer Zelle ist abhangig von ihrer jweiligen Zellzyklus-Phase. Zellen der Go/Gi-Phase
besitzen den gleichen DNA-Gehalt (2n, bei Tumorzellen aber oft abweichend). Die
wahrend der S-Phase stattfindende Replikation fihrt zu einem erhohten DNA-Gehalt,
wobei die Zellen in dieser Phase des Zellzyklus unterschiedlich viel DNA besitzen. Am
Ende der S-Phase liegt der DNA-Gehalt bei 4n. Wahrend der G,/M-Phase erhoht sich
die Menge an DNA nicht mehr. Wahrend der Mitose entstehen schliel3lich zwei
Tochterzellen, welche 2n DNA besitzen. In einem Histogramm sind sowohl die Zellen
der Go/Gi-Phase als auch die der Go/M-Phase als Peak zu erkennen. Dazwischen

liegen die Zellen der S-Phase.

Der Nachweis apoptotischer Zellen durch Farbung mit Pl und FACS (Fluorescence
activated cells sorting) war durch die sogenannte SubG;-Fraktion moéglich: Apoptische
Zellen mit weniger als 2n DNA erschienen im Histogramm links vom Gy/G;-Phase-
Peak.

1 x 10° HUVE-, Hepal29 und LLC1-Zellen wurden am Vortag auf 100 mm
Zellkulturschalen ausgesat. Am Folgetag wurden die Zellen mit 4 ml konditioniertem SN
(aus 3.4.1) fur 2 h inkubiert. Zu den Zellen wurde anschlieRend 2 ml Zellkulturmedium

gegeben und die Zellen fur weitere 70 h inkubiert. Als Kontrolle dienten die
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entsprechenden Zellen (HUVE-, Hepal29 und LLC1-Zellen), inkubiert mit 2 uM

Brefeldin A anstelle des konditionierten SN.

Die Zellen wurden trypsinisiert und bei 200 g fur 10 min pelletiert. Um abgeldste Zellen
zu pelletieren, wurde das Zellkulturmedium ebenfalls fir 5 min bei 200 g zentrifugiert.
Die Zellpellets wurden in insgesamt 1 ml HBSS (Hank's buffered salt solution)
resuspendiert. Zur Fixierung der Zellen wurden diese in 10 ml Ethanol (70 %, -20 °C)
transferiert und fir 24 h bei —20 °C inkubiert.

Anschliel3end wurden die fixierten Zellen bei 800 g fur 5 min zentrifugiert. Die Zellpellets
wurden 2 x mit PBS™ mit BSA gewaschen, in 40 pl DNA-Extraktionspuffer

resuspendiert und 30 min bei RT inkubiert.

Danach wurden die Zellen bei 1000 g fiur 5 min abzentrifugiert und die Zellen in 1 ml PI
(50 pg/ml) resuspendiert. Zum Abbau der RNA wurde zu den Zellen 50 pl RNase (10
mg/ml) gegeben und 30 min bei RT inkubiert.

Die Analyse der Proben erfolgte in einem Durchflul3zytometer bei 488 nm Wellenlange.
Vor Beginn der Messung wurden mit Hilfe der Kontrollprobe die richtigen Parameter
ausgewahlt. Bei jeder Messung wurden 10.000 Zellen hinsichtlich ihres DNA-Gehalts

untersucht.

Pl wurde im Fluoreszenzkanal 2, der Licht der Wellenlange 555-560 nm detektiert,
gemessen. Der Anteil der Zellen in der SubG;-Fraktion wurde im Anschlufd durch
Auswertung der Daten mit Hilfe des Programms WinMDI ermittelt.

3.5 invivo Experimente
Alle hier aufgefuhrten Tierexperimente wurden von der Bezirksregierung Kaéln in einem

am 28.03.2002 genehmigten Antrag (Az. 50.203.2-BN 22, 12/01) durchgefuhrt.

Die Tiere wurden unter Standardbedingungen gehalten und hatten freien Zugang zu

Wasser und Futter.

3.5.1 Genexpression in vivo
Neben dem Nachweis der Genexpresion in vitro, wurde ebenfalls die Expression der

Plasminogenderivate in vivo untersucht.

5 x 10° pfu/Tier der jeweiligen adenoviralen Konstrukte (AdwthPlg, AdrhPIgK1-4, K1-5,

AdmuthPIgK4, K5) und ein Kontrollvektor (AdlacZ) wurden intravends in Balb/c-Méause
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injiziert. Drei Tage spéater wurden die Tiere durch zervikale Dislokation getdtet und die

Leber explantiert.

Isolierung von RNA aus dem Lebergewebe erfolgte mit Hilfe des Nucleobond RNAII
Kits. Dazu wurde von jedem Tier ein ca. 2 x 2 mm grol3es Leberfragment in einem
Dounce-Homogenisator (2 ml Volumen) homogenisiert und weiter nach den Angaben
des Herstellers aufbereitet. Die RNA wurde in 50 ul DEPC-H,O aufgenommen und der
RNA-Gehalt photometrisch bei 260 nm bestimmt.

Die RT-Reaktion erfolgte wie vorbeschrieben (Abschnitt 3.3.2). Es wurde 1 pg RNA

eingesetzt.

Die anschlieRende PCR wurde wie folgt angesetzt:

RedTag Ready MiX........couuuiiiiiiiiiiie e 25 pul
Primer forward (100 MM)........i e 1l
Primer reverse (100 MM)......coooiiiiiiiiiiiinee e 1l
CDNA aus Lebergewebe..........ccccoiiiiiiii 5ul

ad 50 pl A. bidest
PCR-Standardbedingungen:

95 °C fur90 s

40 Zyklen: 95°Cflr20s
55°Cflr30s
72 °Cfur90s

72 °C fur 10 min

Die PCR wurde mit fur die entsprechenden Kringleregionen spezifischen Primern

(forward: SI; reverse: K1-4rev, K1-5rev, K5rev) durchgefihrt.
Zur Kontrolle wurde eine PCR mit Primern flr murines b-Actin durchgefihrt:

94 °C fur 5 min

60 °C fur 5 min

30 Zyklen: 72°Cfir90s
94 °C fur 45 s
60 °C flir 45 s
72°Cflir90s

72 °C fur 10 min
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Nach der PCR wurden je 10 pl der PCR-Ansatze auf einem Agarose-Gel (1 %)

aufgetragen und aufgetrennt.

3.5.2 invivo Matrigel-Assay

Dieses in ahnlicher Form bereits in vitro durchgefihrte Assay sollte zeigen, inwieweit
die adenoviralen Konstrukte in der Lage sind, die Einsprossung von Endothelzellen und
somit die Blutgefal3bildung in vivo zu inhibieren. Matrigel wurde subkutan injiziert und

die Einsprossung von Endothelzellen beurteilt.

Balb/c Mause wurden mit einer Kombination aus 0,01 mg/g Korpergewicht Rompun (2
%) 0,1 mg/g Korpergewicht Ketamin in 0,9 % NaCl-Lésung (100 pl Endvolumen) durch
intraperitoneale Injektion betaubt und anschlieRend bauchseits rasiert. 500 pl Matrigel
(versetzt mit 10 ng/ml VEGF) wurde jeweils rechts und links der midabdominalen
Region subkutan injiziert (entspricht 2 Matrigel-Depots/Tier). 24 h spater wurden die
Tiere durch intravenose Injektion in die Schwanzvene mit den adenoviralen Konstrukten
(Adlacz, AdwthPlg, AdmuthPlgK4, K5, AdrhPlgK1-4, K1-5) mit 5 x 10° pfu/Maus (ad 150
ul 0,9 % NaCl) behandelt. Sieben Tage spater wurden die Tiere durch zervikale
Dislokation getotet und die Matrigel-Depots inklusive Peritoneum und Haut entnommen.
Diese wurden in flussigem N, schockgefroren und immunhistologisch aufbereitet. Dazu

wurden Cryoschnitte angefertigt und diese gegen CD31 immunhistochemisch gefarbt.

3.5.3 Tumormodelle

3.5.3.1 Etablierung eines subkutanen LLC-Modells in C57bl/6-M&usen

Das Lewis Lung Cancer Modell wurde als Referenzmodell zum subkutanen HCC-
Modell eingesetzt, da es das erste Tumormodell war, in dem angiostatische Effekte
nachgewiesen werden konnten (Folkman, 1995; O'Reilly et al., 1996). Es handelte sich
bei diesem Modell um ein subkutanes Tumormodell mit progressiv wachsenden
Tumoren. Alle in dieser Arbeit synthetisierten adenoviralen Plasminogenderivate

wurden zuerst in diesem Tumormodell getestet.

Zur Etablierung der subkutanen (sc.) Tumoren wurden C57bl/6 Mause wie in 3.5.2
beschrieben betaubt. Die Mause wurden dorso-ventral rasiert und 1 x 10° LLC1-Zellen
(in 100 pl DMEM) sc. in die rechte hintere Flanke injiziert. Die Tiere wurden bis zum

Erwachen eng beobachtet.
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Die Kontrolle des Tumorwachstums erfolgte alle zwei Tage. Bei Erreichen eines
Tumorvolumen von 50 mm?® (nach 3 bis 5 Tagen) wurde die systemische Therapie

begonnen.

3.5.3.2 Etablierung eines subkutanen HCC-Modells in C3H-M&usen

Hierbei handelt es sich um ein HCC-Tumormodell, an welchem die Wirkung der
Plasminogen-Fragmente getestet werden sollte. Das sc. Tumormodell ist im
Wachstumsverhalten mit dem LLC-Modell vergleichbar, die Tumoren wachsen ebenfalls
innerhalb von sieben bis zehn Tagen und lassen sich daher schon nach kurzer Zeit
therapieren. Die Verlaufskontrolle gestaltet sich durch die gut sichtbaren Tumoren
einfach.

Zur Etablierung sc. Tumoren in C3H-M&ausen wurden Hepal29-Zellen sc. injiziert. Die
Mause wurden vor der Tumorzellinokulation wie in 3.5.2 betaubt. Anschliel3end wurden
die Mause dorso-ventral rasiert und die Zellsuspension (1 x 10° Zellen in 100 pl
RPMI1640) vorsichtig subkutan injiziert. Die Tiere wurden bis zum Erwachen eng
beobachtet.

Nach zwei bis drei Tagen waren die Tumoren ertastbar. Bei Erreichen eines
Tumovolumens von 150 mm?® (nach fiinf bis sieben Tagen) wurde die Therapie

begonnen.

3.5.4 Tumortherapie

Zur Therapie der sc. Tumoren wurden die in adenoviralen Vektoren vorliegenden
synthetisierten Plasminogen-Derivate (wthPlg, rhPIgK1-4, rhPIgK1-5, muthPIgK4,
muthPIgk5) eingesetzt. Als Kontrollvektor diente AdlacZ.

Die angiostatischen Therapien erfolgten zum einen systemisch Uber intraperitoneale

Injektion in den Bauchraum oder durch intratumorale Injektion.

Im Verlauf wurden die Tumore in den beiden Modellen in zwei Ebenen gemessen. Die

Formel

Lange x Breite? x 0,52
fur elipsoide Korper liel3 dabei eine ungefahre Berechnung des Tumorvolumens zu.
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3.5.4.1 Systemische Therapie

Die systemische Gabe der adenoviralen Vektoren (AdlacZ, AdwthPlg; AdmuthPIgK4, -
K5; AdrhPIgK1-4, -K1-5) erfolgte in einer Konzentration von 5 x 10° pfu/Maus in 150 pl

0,9 % NacCl intraperitoneal in den Bauchraum.

Nach Beginn der Therapie wurde der Allgemeinzustand der Tiere alle zwei Tage
kontrolliert und dabei die Tumorgrof3e durch Messung der Lange und Breite ermittelt.
Beim Erreichen eines Tumordurchmessers von 15 mm wurden die Tiere durch zervikale

Dislokation getotet.

3.5.4.2 Intratumorale Therapie

Zur intratumoralen Injektion wurden die adenoviralen Plasminogenderivate in einer
Konzentration von 5 x 10° pfu/Maus (in 50 pl 0,9 % NaCl) appliziert. Zur leichteren
Durchfihrbarkeit wurden die Tiere vorher wie oben beschrieben betdubt. Die Injektion

erolgte zentral in den Tumor.

Nach Beginn der Therapie wurde der Allgemeinzustand der Tiere alle zwei Tage
kontrolliert und die Tumoren vermessen. Bei Erreichen eines Tumordurchmessers von

15 mm wurden die Tiere durch zervikale Dislokation getotet.

3.6 Histologie

Zur histologischen Untersuchung der Vaskularisierung der Tumoren wurden Tumoren
von Tieren, die aufgrund ihrer Tumorgréf3e getdtet werden mufdten, explantiert und
histologisch aufbreitet. Diese Untersuchung sollte Aufschlul3 dariiber geben, ob die

Wirkung der Plasminogenderivate auf angiostatische Effekte zurtickzufiihren ist.

3.6.1 Herstellung von Cryo-Gewebeschnitten

Zur Herstellung von Cryo-Gewebeschnitten wurden Gewebeproben oder Matrigel-
kissen direkt nach der Entnahme in flissigem N, fir 10 min schockgefroren und
anschlieBend in TissueTek eingebettet. Die Herstellung von Gewebeschnitten erfolgte
in 6 um Dicke fur Tumorgewebe und 10 um fir Matrigel an einem Gefrier-Mikrotom.
Anschlieend wurden die Schnitte bei RT getrocknet und immunhistochemisch

aufbereitet.
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3.6.2 Immunhistochemische Farbung von Cryoschnitten

Die immunologische Farbung von CD31 (PECAM, Placental/Endothelial Cell Adhesion
Molecule) visualisiert Endothelzellen, welche die Wande von Blutgefal3en auskleiden.
CD31 wird von Endothelzellen exprimiert und spielt eine Rolle beim Durchtritt von

phagozytotischen Leukozyten aus BlutgeféafRen an entziindliche Orte.

Es wurden wie in 3.6.1 beschrieben Cryoschnitte von Tumorgewebeproben und

Matrigelproben in 6 pum, bzw. 10 um Dicke hergestellt.

Die Schnitte wurden 4. N. bei RT getrocknet und am Folgetag ftr 10 min in Aceton (4
°C) fixiert. AnschlieBend wurden die Schnitte fur 30 min bei RT getrocknet und mit
einem Wachsstift zur besseren Durchfuhrbarkeit der Farbung eingekreist.

Die Schnitte wurden zum Abblocken unspezifischer Bindungsstellen mit
Kaninchenserum (1.5 in PBS verdinnt) fir 10 min inkubiert. Das Serum wurde
vorsichtig entfernt und anschlieRend mit Primarantikorper (rat anti mouse CD31, 1:200
in Antibody Diluent) G. N. bei 4 °C inkubiert.

Am Folgetag wurden die Schnitte fur 15 — 20 min auf RT gebracht und 3 x 5 min mit
PBS gewaschen. Danach erfolgte die Inkubation mit dem biotinylierten Sekundéar-
antikorper (rabbit anti rat, 1:200 in Antibody Diluent) fir 30 min bei RT.

Danach wurden die Schnitte erneut 3 x 5 min mit PBS gewaschen und die Schnitte mit

Streptavidin Peroxidase fur 30 min inkubiert.

Die Schnitte wurden 3 x 5 min mit PBS gewaschen und anschlieRend mit AEC-Substrat

fur 15 min inkubiert.

Danach wurden die Schnitte 3 x 5 min mit PBS gewaschen und eine Kernfarbung mit

Mayers Hamalaun durchgeflhrt:

Dazu wurden die Schnitte 5 min mit Mayers Hamalaun inkubiert und anschliel3end unter

flieRendem kalten Leitungswasser geblaut.

Abschlie3end wurden die Praparate in Aquatex eingedeckelt.

3.7 Statistik

Alle Statistik-Berechnungen wurden mit Hilfe des Computerprogramms InStat
durchgefuhrt.
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Von allen Daten wurde der Mittelwert und der Standardfehler des Mittelwerts (standard

error of the mean, SEM) angegeben.

Unterschiede in den in vitro und in vivo Versuchen, sowie Unterschiede in den
Tumorvolumina wurden mit dem nicht parametrischen Mann-Whitney Test fir

ungepaarte Stichproben ermittelt.

Die Berechnung der Signfikanz erfolgte mit Hilfe des log-rank Tests. p-Werte <0,05
wurden als signifikant erachtet.
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4 Ergebnisse

4.1 Synthese der Plasminogenderivate

4.1.1 Synthese der cDNA fur rhPIgK1-4 und rhPIgK1-5

Die Generierung von rhPIgK1-4 und rhPIgK1-5 erfolgte durch Austausch von 8
Nucleotiden gegen ein Stop-Codon und die Hindlll-Schnittstelle. Als Matrize diente
cDNA der Wildtypform des humanen Plasminogen (wthPIlg). Durch PCR mit
spezifischen Primern wurden die Fragmente synthetisiert. Nach der vollstandigen
Sequenzierung wurden die PCR-Produkte in den Konstruktionsvektor pSTBlue-1
einkloniert und durch Blau-Weil3-Screening positive Klone selektioniert. Diese wurden

durch Hindlll/Notl-Verdau auf die korrekte Insertion des Transgens Uberpruft.

rhPIgK1-4:

5’ - aggt gggagt act gcaacct gaaaaaat gct caggaacagaagcgt aaaagctt -3’
Originalsequenz:

5 - aggtgggagt act gcaacct gaaaaaat gct caggaacagaagcgagtgttgta -3’
rhPIg-K1-5:

5’ - ctttacgactact gtgatgtccctcagtgtgcggccccttcattttaaaagett -3’
Originalsequenz:

5' - ctttacgact act gt gat gt ccct cagt gt gcggccccttcatttgattgtggg -3’

Abbildung 9: Ausschnitt aus den Sequenzierungen fir rhPIgK1-4 und rhPIgK1-5. Durch
PCR mit spezifischen Primern (T7, PlgK1-4rev und PlgK1-5rev) wurde ein Stop-Kodon
(taa, fett dargestellt) und eine anschlie3ende Hindll-Schnittstelle (aagctt, unterstrichen
dargestellt) in cDNA von wthPIlg eingefuhrt. Der korrekte Austausch der Nucleotide
wurde durch Sequenzierung mit dem Primer K4for Uberprift. Die vollstandige cDNA
wurde mit Signal | und PlgSeq sequenziert, um Mutationen in der Wildtypsequenz
ausschlie3en zu kdnnen.

Die Sequenzierung der PCR-Produkte zur Synthese von rhPIgK1l-4 und rhPIgK1-5
zeigte die korrekte Einfihrung des Stop-Codons sowie der danach folgenden Hindlll-
Schnittstelle hinter Kringle 4 bzw. hinter Kringle 5 (Abbildung 9).
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Um Mutationen im Transgen auszuschlief3en, wurde die vollstandige cDNA (rhPIlgK1-4,
rhPIgK1-5) sequenziert. Es konnten dabei keine Mutationen in der Wildtypsequenz
detektiert werden, so daf® die cDNA fur nachfolgende Versuche eingesetzt werden
konnte.

Die Ligation der PCR-Produkte mit dem Konstruktionsvektor pSTBlue-1 wurde neben
einer Blau-Weil3-Selektion auch Uber Verdau mit den Restriktionsendonukleasen Hindlll

und Notl Uberpruft.
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Abbildung 10: Verdau von pSTBluerhPlgK1-4 und pSTBluerhPIgK1-5 mit Hindlll und
Notl im Agarose-Gel (1 %). Nach der Inserierung des Stop-Kodons und der Hindlll-
Schnittstelle wurde rhPIgK1-4 und rhPIgK1-5 in den Vektor pSTBlue (linearisiert mit
HindlIl und Notl) subkloniert. Nach der Ligation wurden die Plasmide pSTBluerhPIgK1-4
und pSTBIluerhPIgK1-5 mit Hindlll und Notl verdaut um so die korrekte Insertion des
Transgens zu Uberprifen

Der Verdau von pSTBluerhPIgK1-4 und -K1-5 zeigte fur beide Plasmide eine Bande auf
der Hohe von 3.500 bp. Fur pSTBIluerhPIgK1-4 zeigte sich eine weitere Bande auf der
Hohe von 1.400 bp und fur pSTBluerhPIgK1-5 eine weitere Bande auf Hohe von 1.700
bp, passend zu den erwarteten FragmentgrofRen von 1419 bp fur rhPIgK1-4 und 1737
bp fur rhPIgk1-5, sowie 3476 bp fir den Vektor pSTBIlue (Abbildung 10).

4.1.2 Synthese der Furin-Erkennungsstellen

Durch zielgerichtete Mutagenese strangabwarts der Kringleregionen 4 oder 5 von
Plasminogen wurden Erkennungsstellen fir die Endoprotease Furin eingefuhrt.
Dadurch sollte eine Abspaltung der einzelnen Kringleregionen auf Proteinebene
erfolgen. Der Nucleotid-Austausch gegen zwolf Nucleotide kodierend fir vier Arginin

erfolgte mit dem Site directed Mutagenesis Kit und durch PCR basierte Mutagenese.
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Nach erfolgter Mutagenese wurden Klone zur Kontrolle auf die eingefuhrte Furin-

Erkennungsstelle sequenziert.

muthPIgK4:

5 - caggt gggagt act gcaacct gaaaaaat gct cacggagacggaggagt gt t gt agca

cctccgeectg -3’
Originalsequenz:

5 - caggt gggagt act gcaacct gaaaaaat gct caggaacagaagcgagt gt t gt agca

cctccgeectg -3’
muthPIgK5:

5 — t act gt agt ccct cagt gt gcggccccttcatttagacgt aggaggcct caagt ggag

ccgaagaaatgtcc — 3’
Originalsequenz:

5 — t act gt agt ccct cagt gt gcggccccttcatttgatt gt gggaagcct caagt ggag

ccgaagaaatgtcc — 3’

Abbildung 11: Ausschnitte aus den Sequenzierungen fir muthPlgK4 und muthPIgK5.
Durch den Austausch von zwdlf Nucleotiden durch zielgerichtete Mutagenese wurde
eine Erkennungsstelle fir die Endoprotease Furin, bestehend aus vier
aufeinanderfolgenden Arginin, in Plasminogen-cDNA generiert (fett dargestellt). Die
entsprechende Wildtypsequenz ist unterstrichen dargestellt. Die korrekte Insertion der
Nucleotide wurde durch Sequenzierung Uberprift. Dazu wurden die Primer K4for und
K5rev eingesetzt. Durch Sequenzierung mit den Primern Signal | und PlgSeq wurden
Mutationen in der Wildtypsequenz von Plasminogen ausgeschlossen.

Sowohl mit dem Site Directed Mutagenesis Kit als auch mit der auf PCR basierenden
Methode konnte die aus vier Arg bestehende Erkennungssequenz fur Furin
strangabwarts Kringle 4 (muthPlgK4) oder Kringle 5 (muthPIgK5) von Wildtyp-
Plasminogen eingefihrt werden. Die Furin-Erkennungsstelle war an der richtigen Stelle
lokalisiert und die cDNA-Sequenz zur Kodierung der vier Arginin stimmte mit der
Primer-Sequenz Uberein (Abbildung 11). Eine Sequenzierung der vollstandigen cDNA

zeigte, dal3 keine spontanen Mutationen in der Wildtypsequenz vorlagen.
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4.2 Synthese der rekombinanten adenoviralen Vektoren

4.2.1 Konstruktion der pShuttleCMV-Vektoren

Die durch zielgerichtete Mutagenese synthetisierten Plasminogenderivate muthPlgK4
und muthPIgK5, die durch PCR synthetisierten Derivate rhPIgK1-4 und rhPIgK1-5 und
wthPIlg wurden zur Konstruktion rekombinanter Adenoviren in den adenoviralen
Helfervektor pShuttleCMV einkloniert. Dazu wurden die Plasminogenderivate, sowie
Wildtyp-Plasminogen mit den Restriktionsenzymen Hindlll und Notl aus den Vektoren
pBluescript (wthPlg, muthPIgk4 und muthPIgK5) und pSTBlue-1 (rhPlgK1-4 und
rhPIgK1-5) ausgeschnitten und in den mit den gleichen Endonucleasen geschnittenen
Vektor pShuttleCMV einkloniert. Die Insertion der Plasminogenderivate wurde durch

Verdau mit Hindlll und Notl Gberpruft.

7.500 bp

7.500 bp

1700 b 2.700 bp

Abbildung 12: Agarose-Gel (1 %) nach Verdau der pShuttleCMV-Plasminogenderivate
mit Hindlll und Notl. Die Plasminogenderivate wurden aus pSTBlue und pBluescript
durch Verdau mit Hindlll und Notl ausgeschnitten und in den adenoviralen Helfervektor
pShuttleCMV  (verdaut mit Hindlll und Notl) einkloniert. Die pShuttleCMV-
Plasminogenderivate wurden in E.coli XL1-blue transformiert und auf Agarplatten
ausplattiert. Aus je einem Klon wurde DNA isoliert und auf die korrekte Ligation der
Plasminogenderivate mit dem Vektor durch Verdau mit Hindlll und Notl Gberpruft.

Durch Verdau mit Hindlll und Notl konnte im Agarose-Gel die Ligation der
Plasminogenderivate nachgwiesen werden. Alle finf Plasmide wiesen fur pShuttleCMV
eine Bande auf der Hohe von 7.500 bp auf. pShuttleCMVrhPIgK1-4 wies neben einer
Bande auf der Hohe von 7.500 bp eine weitere auf der HOhe von 1.400 bp auf
(enspricht rhPIgK1-4). pShuttleCMVrhPIgK1-5 wies fur rhPIgK1-5 eine zusatzliche
Bande auf der HOhe von 1.700 bp auf. Fur pShuttleCMVwthPIlg, -muthPIgK4 und -
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muthPIgK5 lag eine zusatzliche Bande auf der Hohe von 2.700 bp, was dem jeweiligen

Insert entsprach (Abbildung 12).

Die erwarteten FragmentgrofRen lagen fur pShuttleCMV bei 7462 bp, sowie fur rhPIgK1-
4 und rhPIgK1-5 bei 1419 bp bzw. 1737 bp. Fur wthPIlg, muthPlgK4 und muthPIgK5

lagen die erwarteten Fragmentgrof3en bei 2712 bp.

4.2.2 Rekombination von pShuttleCMV mit AdEasy1

Nach erfolgreicher Ligation der Plasminogenderivate in pShuttleCMV wurden die
pShuttleCMV-Plasminogenderivate in einer Midi-Praparation amplifiziert und
aufgereinigt. AnschlieBend wurden die Plasmide mit Pmel linearisiert und mit dem
adenoviralen Vektor AdEasyl in rec(A") Bakterien (BJ5183) rekombiniert. Nach der
Rekombination wurden die Rekombinationsansatze auf Agarplatten ausplattiert und am
Folgetag die kleinsten Kolonien flr eine Minipraparation und anschlieRendem Verdau

mit Pacl weiter kultiviert.
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Abbildung 13: Pacl Verdau nach erfolgter Rekombination der pShuttleCMV-
Plasminogenderivate mit AdEasyl im Agarose-Gel (0,8 %). Die pShuttleCMV-
Plasminogenderivate wurden mit Pmel linearisiert und mit AdEasyl rekombiniert. Die
Rekombinationsansatze wurden in E.coli BJ5183 transformiert und auf Agarplatten
ausplattiert. Aus den kleinsten Kolonien wurde DNA isoliert und zur Kontrolle auf die
Rekombination mit Pacl verdaut.

Der Pacl-Verdau der AdEasy-Plasminogenderivate (Abbildung 13) zeigte fur jedes
Plasmid ein groRes DNA-Fragment bei 30.000 bp und ein kleines Fragment bei 4.500
bp, bedingt durch zwei Pacl-Schnittstellen, die der rekombinierte Vektor enthielt.

Dies entsprach den erwarteten FragmengrofRen von 30.000 bp und 4.500 bp fir das

Pacl verdaute rekombinierte Plasmid.
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4.2.3 Transfektion der AdEasyl-Konstrukte

Nach erfolgreicher Rekombination der pShuttleCMV-Plasminogenderivate mit dem
adenoviralen Vektor AdEasy-1 wurden die entstandenen AdEasyl-Plasminogenderivate
in einer Maxi-Praparation amplifiziert und aufgereinigt. 5 — 10 pg der so gewonnenen
DNA wurde dann fur eine Lipofektion in 911-Zellen eingesetzt. Dazu wurden 911-Zellen
mit Lipofectamine und DNA inkubiert und anschlieBend bis zum Einsetzen
zytopathischer Effekte weiter kultiviert.

Abbildung 14: 911-Zellen acht Tage nach einer Lipofektion mit AdEasywthPlg. 4 x 10°
911-Zellen wurden mit 5 pg der AdEasyl-Plasminogenderivate (linearisiert mit Pacl)
lipofektiert und acht bis 14 Tage im Brutschrank inkubiert. Die Abbildung zeigt ein
typisches Bild nach Virusinfektion von 911-Zellen. Die eingekreiste Stelle markiert einen
lytischen Plaque. (Vergrof3erung 400fach)

Die Bildung von Plagues setzte ab dem achten Tag ein. Es entstand ein ,Loch”
(Iytischer Plague) im Zellrasen, welches sich mit steigender Inkubationszeit ausbreitete
(Abbildung 14). Am Rande des Plaques begannen die Zellen, sich vom
Zellkulturflaschenboden zu I6sen und sich abzukugeln (zytopathischer Effekt). Fur alle
Plasminogenderivate setzte dieser Prozeld nach acht bis zwdlf Tagen ein. Die Synthese
der adenoviralen Vektoren in 911-Zellen wurde durch erneute Infektion von 911-Zellen
mit Uberstand aus den Lipofektionen tberprift. Auch hier fiihrten alle adenoviralen
Konstrukte zu einer erneuten Infektion von 911-Zellen und der Bildung lytischer
Plaques.
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4.2.4 Amplifikation und Aufreinigung von Adenoviren

Zur Amplifikation der durch Lipofektion synthetisierten Adenoviren wurden 911-Zellen
auf 30 T175-Zellkulturflaschen expandiert und mit einem der Adenoviren kodierend flr
die Plasminogenderivate infiziert. Nach vollstandiger Infektion (zytopathischer Effekt bei
80 — 90 % der Zellen) wurden diese geerntet. Die Aufreinigung und Aufkonzentrierung
erfolgte Uber eine doppelte CsCI-Gleichgewichts-Ultrazentrifugation und anschlielRende
Dialyse gegen PBS.

A) B)

Abbildung 15: Virusbande in einem Zentrifugenréhrchen nach der A) ersten und B) nach
der zweiten CsCl-Gleichgewichts-Ultrazentrifugation. Die  durch  Lipofektion
synthetisierten Adenoviren wurden in 911-Zellen expandiert und durch doppelte CsClI-
Gleichgewichts-Ultrazentrifugation und anschlielRende Dialyse gegen PBS konzentriert
und aufgereinigt. Die zu aspirierende Virusbande ist durch einen Pfeil gekennzeichnet.
Die mit * gekennzeichneteVirusbande stellt defektive, nicht infektiose Viruspartikel dar.

Nach der ersten Aufreinigung durch CsCI-Gleichgewichts-Ultrazentrifugation zeigten
sich im Zentrifugenrohrchen in der Regel zwei milchig gefarbte Banden, wobei es sich
bei der oberen diinnen Bande um defektive, nicht infektiose Viruspartikel mit geringerer
Dichte handelte (Abbildung 15A). Die untere dicke Bande, welche die
replikationsdefizienten Viren enthalt, wurde aspiriert und erneut zentrifugiert. Nach der
zweiten Zentrifugation war im Zentrifugenréhrchen nur noch eine milchige Bande
erkennbar (Abbildung 15 B). Diese wurde erneut aspiriert und tber Dialyse aufgereinigt.

Nach erfolgter Dialyse konnten im Durchschnitt 2 ml Virusldsung gewonnen werden.

Nach der Aufreinigung wurden fur die jeweiligen Viren die Gesamtheit der Viruspartikel
(opu/ml) und die Anzahl tatsachlich infektioser Partikel (pfu/ml) Uber photometrische

Messung und Plaque Assay bestimmt.

Die Gesamtheit der Viruspartikel schwankte zwischen 1 x 10* und 8 x 10*? opu/ml.
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Im Mittel lagen die durch Plague Assay ermittelten Virustiter um bis zu einer
Zehnerpotenz unter den Werten der opu-Bestimmung. Die Virustiter lagen im Bereich
von 1 x 10 bis 4 x 10* pfu/ml.

Tabelle 3: Ubersicht tiber opu/ml und pfu/ml der einzelnen Viruskonstrukte:

Viruskonstrukt opu/ml pfu/ml
AdlacZ 2,13 10% 8,0 x 10™
AdwthPIg 7,83 x 10%° 3,58 x 10
AdrhPIgK1-4 1,18 x 10% 1,02 x 10™
AdrhPIgK1-5 1,38 x 10 1,24 x 10
AdmuthPIgK4 1,21 x 10% 1,6 x 10™
AdmuthPIgK5 1,35 x 10% 1,12 x 10™

Es konnten ausreichende Mengen Virus in entsprechend hohen Titerstufen fir in vitro

und in vivo Versuche hergestellt werden.

4.2.5 Nachweis der Replikationsdefizienz

Zum Nachweis der Replikationsdefizienz der synthetisierten Adenoviren wurden A549-
Zellen mit den verschiedenen Viruskonstrukten in verschieden hohen Konzentrationen
infiziert und fur mehrere Tage inkubiert. Die Bildung lytischer Plaques in diesen Zellen
zeigte dabei eine Kontamination mit Wildtypvirus an.

Jedes der adenoviral vorliegenden Plasminogenderivate wies keine erkennbare
Wildtypkontamination auf. Nach achttagiger Inkubationszeit waren alle Zellkulturschalen

frei von lytischen Plaques.

4.2.6 Nachweis des Transgens im Virus

Nach der Herstellung der rekombinanten Adenoviren wurde aus SN von infizierten 911-
Zellen Virus-DNA isoliert, um diese auf das Transgen zu untersuchen. Dazu wurde der
Virus aus dem SN durch eine Ultrazentrifugation pelletiert und anschlieBend mit
Proteinase K verdaut. Danach wurde die Virus-DNA mittels Ethanolfallung prazipitiert
und in einer PCR mit spezifischen Primern fir die entsprechenden Transgene
eingesetzt. Nach erfolgter PCR wurden die amplifizierten DNA-Fragmente sequenziert.
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900 bp
800 bp
500 bp

Abbildung 16: Agarose-Gel (1,2 %) der PCR aus Virus-DNA mit spezifischen Primern
fur Plasminogen. DNA wurde aus Virus-haltigem SN durch Verdau mit Proteinase K und
anschlieBender Phenol-Chloroform- und Ethanol-Fallung isoliert. Die verschiedenen
Plasminogenderivate wurden durch PCR mit spezifischen Primern (PlgSeq als forward
Primer, PlgK1-4rev als reverse Primer fur AdrhPIgK1-4, PIgK1-5rev als reverse Primer
fur AdrhPIgK1-5 und Kb5rev als reverse Primer fur AdwthPlg, AdmuthPIlgK4 und
AdmuthPIgK5) amplifiziert. Zur Kontrolle wurde die PCR mit DNA aus AdlacZ
durchgefuhrt (mit den Primern PlgSeq und K5rev).

DNA aus AdlacZ zeigte, wie erwartet, keine Bande im Agarose-Gel. DNA aus AdwthPlg,
AdmuthPIlgK4 und AdmuthPIgK5 wies jeweils eine Bande, entsprechend dem jeweiligen
Transgen, auf der Hohe von 900 bp auf. DNA aus AdrhPIgK1-4 zeigte passend zu
rhPIgkl1-4 eine Bande auf der H6he von 500 bp, und DNA aus AdrhPIgK1-5 passend zu
rhPIgk1-5 auf der HGhe von 800 bp.

Die erwarteten Fragmentgréf3en lagen fur AdwthPlg, AdmuthPIlgk4 und AdmuthPIgK5
bei 954 bp, fir AdrhPIgK1-4 bei 504 bp und fur AdrhPIgK1-5 bei 822 bp. Fur AdlacZ

wurde keine Bande erwartet.

Durch die PCR der Virus-DNA (Abbildung 16) konnte gezeigt werden, dal3 alle

Adenoviren ihr spezifisches Transgen enthalten.

Daruiber hinaus wurde die Virus-DNA vollstandig sequenziert, um Mutationen im

Transgen auszuschliel3en.

Die Sequenzierung der PCR-Produkte aus der Virus-DNA Isolierung zeigte keine
Mutationen in den einzelnen Transgenen. Alle Mutationsstellen wurden korrekt inseriert.
Spontane Mutationen in den nicht veranderten cDNA-Abschnitten konnten nicht

nachgewiesen werden.
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4.3 Nachweis der Genexpression in vitro

Der Nachweis der Transgenexpression nach Infektion mit den adenoviralen Vektoren
wurde mittels RT-PCR aus infizierten A549-Zellen durchgefiihrt. Dazu wurde RNA aus
A549-Zellen isoliert, welche mit den verschiedenen Adenoviren kodierend fur die
Plasminogenderivate infiziert worden waren. Die isolierte RNA wurde revers
transkribiert und in einer PCR-Reaktion mit spezifischen Primern fir Plasminogen

eingesetzt. Als Kontrollprimer dienten Primer fir humanes b-Actin.

T
c’}’ Q® <a‘~°” F &
b‘* b‘F sf‘“ :}‘“5‘

i
R

1.800 bp

1.700 bp

1.400 bp

Abbildung 17: Agarose-Gel (1 %) der PCR aus cDNA von A549-Zellen transduziert mit
AdlacZ (Kontrolle) AdwthPIg, AdrhPIgK1-4, AdrhPIgK1-5, AdmuthPIlgK4, AdmuthPIgK5.
5 x 10° A549-Zellen wurden mit 500 MOI der verschiedenen Adenoviren kodierend fiir
die Plasminogenerivate transduziert. 48h spéater wurde aus den Zellen RNA isoliert,
revers transkribiert und in einer PCR eingesetzt. Als forward Primer wurde fir alle
Proben Signal | eingesetzt, als reverse Primer PlgK1-4rev (fur rhPIgK1-4), PlgK1-5rev
(fir rhPIgK1-5) und Kb5rev (fur lacZ, wthPlg, muthPlgk4 und muthPIgK5). Primer fir
humanes b-Actin wurden als Positivkontrolle auf die erfolgreiche RT-Reaktion
eingesetzt.

q\q

Fur alle untersuchten cDNAs aus den mit den verschiedenen Adenoviren transduzierten
Zellen konnte im Agarose-Gel eine Bande fur b-Actin nachgewiesen werden. Mit
spezifischen Primern fur Plasminogen zeigte cDNA aus AdlacZ-transduzierten Zellen im
Agarose-Gel erwartungsgemall keine Bande. cDNA aus Zellen transduziert mit
AdwthPlg zeigte mit Primern fur Plasminogen eine Bande in der Hohe von 1.800 bp,
was dem Transgen entspach. Eine Bande auf gleicher Hohe zeigten auch entsprechend
der Transgene cDNA aus AdmuthPIlgK4- und AdmuthPIgK5-transduzierten Zellen.
cDNA aus Zellen transduziert mit AdrhPIgK1-4 zeigte mit Plasminogen-spezifischen
Primern passend zu rhPIgK1-4 eine Bande auf der H6he von 1.400 bp, cDNA aus
AdrhPIgK1-5-transduzierten Zellen auf der H6he von 1.700 bp (Abbildung 17).
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Die erwarteten FragmentgrofRen lagen fur AdwthPlg, AdmuthPlgK4 und AdmuthPIgK5
bei 1806 bp. Fir AdrhPlgK1-4 und AdrhPIgK1-5 lagen sie bei 1356 bp, bzw. 1654 bp.

Fur AdlacZ ist keine Bande zu erwarten.

Durch die Isolierung von RNA und anschlieende RT-PCR aus transduzierten A549-
Zellen konnte gezeigt werden, dal’3 die verschiedenen Plasminogenderivate in vitro

exprimiert werden.

4.4 in vitro Experimente

Die Auswirkungen der synthetisierten Plasminogenderivate auf Endothelzellen und
Tumorzellen wurden zuerst in vitro anhand verschiedener funktioneller Assays

untersucht.

4.4.1 Tube Formation Assay

Die Auswirkungen der Plasminogen-Derivate auf die Bildung von interzellularen
Verbindungen von Endothelzellen wurde im Matrigel-Assay untersucht. Dazu wurden
HUVE-Zellen auf Matrigel ausgesat und mit konditioniertem SN von mit AdlacZ,
AdwthPlg, AdrhPIlgK1-4, AdrhPIlgK1-5, AdmuthPIgk4 oder AdmuthPIgK5 infizierten
Zellen inkubiert. Die Auswertung erfolgte durch Auszahlen endothel&hnlicher Strukturen
im Durchlichtmikroskop (400fache VergréRerung). Diese kennzeichneten sich dadurch,
dal die Endothelzellen ringférmige, geschlossene Strukturen, sog. ,tube-like

structures”, ausbildeten.
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Abbildung 18: Exemplarische lichtmikroskopische Aufnahmen (Vergrof3erung 400fach)
von HUVE-Zellen auf Matrigel. 2,5 x 10* HUVE-Zellen wurden auf Matrigel (versetzt mit
10 ng/ml VEGF) ausgeséat und fur 4 h mit konditioniertem SN (von Zellen infiziert mit
AdlacZ, AdwthPIg, AdrhPIgK1-4, -K1-5, AdmuthPIgK4 und -K5,) inkubiert. Die Bildung
ringformiger, geschlossener Strukturen (tubes) wurde unter dem Lichtmikroskop
guantifiziert.

Abbildung 18 zeigt HUVE-Zellen, welche mit Uberstand von mit Adenoviren kodierend
fur die verschiedenen Plasminogenderivate infizierten Zellen inkubiert worden sind.
Deutlich waren fur HUVE-Zellen, die mit SN von Adlacz und AdwthPlg infizierten A549-
Zellen inkubiert wurden, ringformige Strukturen erkennbar, die durch interzelluléare
Verbindungen der HUVE-Zellen zustande kamen. Bei HUVE-Zellen, die mit SN von
AdrhPIgK1-4 und AdrhPIgK1-5 infizierten Zellen inkubiert worden sind, waren deutlich
weniger ringférmige Strukturen erkennbar. SN von Zellen, welche mit AdmuthPlgK4
oder AdmuthPIgK5 infiziert worden sind, fuhrte bei HUVE-Zellen ebenfalls zu einer
Reduktion der interzellularen Verbindungen.
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Abbildung 19: Ausgezéhlte ringférmige Strukturen im Matrigel-Assay nach Inkubation
mit konditioniertem SN (A549-Zellen infiziert mit AdlacZ, AdwthPlg, AdrhPIgK1-4,
AdrhPIgK1-5, AdmuthPIgK4, oder AdmuthPIgK5). Das Assay wurde in
Dreifachbestimmung durchgefiuihrt und je 5 Gesichtsfelder ausgezéhlt (n = 15).
Dargestellt ist die gemittelte Zahl endothelahnlicher Gefale/Gesichtsfeld + SEM.

HUVE-Zellen, welche mit SN von AdlacZ infizierten Zellen inkubiert wurden, wiesen im
Mittel 24,8 endotheléhnliche Strukturen/Gesichtsfeld auf. HUVE-Zellen inkubiert mit
Uberstand von AdwthPlg infizierten Zellen wiesen im Mittel 25,3 endotheldhnliche
Strukturen/Gesichtsfeld auf. HUVE-Zellen, welche mit Uberstand von AdrhPIgK1-4 oder
AdrhPIgK1-5 infizierten Zellen inkubiert wurden, wiesen weniger interzellulare
Verbindungen auf als die Kontrolle Adlacz (18,1 endotheldhnliche
Strukturen/Gesichtsfeld fur AdrhPIgK1-4 und 17,4 fur AdrhPIgK1-5). Inkubation von
HUVE-Zellen mit SN von AdmuthPlgK4 oder AdmuthPIgK5 reduzierte ebenfalls die
Anzahl  endotheldhnlicher  Strukturen  verglichen mit der Kontrolle (18
Verbindungen/Gesichtsfeld fiur AdmuthPlgK4 und 17,5 Verbindungen/Gesichtsfeld fir
AdmuthPIgK5). Die Gabe von AdrhPIgK1-4 inhibierte die Bildung endotheléhnlicher
Strukturen um 27 %, AdrhPIgK1-5 um 30 %. AdmuthPIgK4 inhibierte die Bildung
endothelahnlicher Strukturen um 28 % und AdmuthPIgK5 um 29 % (p < 0,002).
AdwthPlg inhibierte nicht die Bildung endothelahnlicher Strukturen. Hier ist die Zahl
endotheldhnlicher Strukturen im Vergleich zur Kontrolle um 2 % erhéht (Abbildung 19).
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4.4.2 Proliferationsassay

Die angiostatische Wirksamkeit der verschiedenen Plasminogenderivate kann Einfluf3
auf die Proliferationsrate von Endothelzellen und/oder Tumorzellen haben. Zu diesem
Zweck wurde ein BrdU-Proliferationsassay durchgefuhrt, um Effekte der sezernierten
Plasminogenderivate auf die Zellproliferation zu untersuchen. Dafur wurden HUVE-,
Hepal29- und LLC1-Zellen ausgesat und mit konditioniertem SN inkubiert.
Auswirkungen auf die Zellproliferation wurden mittels BrdU-Assay nach Angaben des

Herstellers untersucht.
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Abbildung 20: Grafische Darstellung des BrdU-Proliferations-Assays. A) mit
HUVE-Zellen, B) mit LLC1-Zellen, C) mit Hepal29-Zellen. 1 x 10* Zellen wurden
insegesamt 50 h mit SN von Zellen inkubiert, die mit AdlacZ, AdwthPIg, AdrhPIgK1-4, -
K1-5, AdmuthPIgK4 oder -K5 transduziert worden sind. Anschlieend wurde fur 4 h
BrdU zu den Zellen gegeben und anschlieend die Inkorporation von BrdU bei 405 nm
im ELISA-Reader gemessen. Dargestellt ist die optische Dichte (bei 405 nm gemessen)
+ SEM.

Die Proliferationsrate von Endothelzellen nahm durch die Gabe von konditioniertem SN
(von Zellen infiziert mit AdrhPIgK1-4, AdrhPIgK1-5, AdmuthPIgK4, AdmuthPIgK5) ab.
Fur AdrhPIgK1-4 reduzierte sich die Proliferationsrate um 20 % verglichen mit der
Kontrolle AdlacZ (100 %). Konditionierter SN von AdrhPIgK1-5 infizierten Zellen flhrte
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zu einer signifkanten Inhibition der Proliferationsrate um 37 % (p < 0,03). AdmuthPIgK4
fuhrte ebenfalls zu einer signifikanten Inhibition (25 %) der Proliferation (p < 0,03). Fur
AdmuthPIgK5 reduzierte sich die Proliferationsrate um 18 %. SN von Zellen infiziert mit
AdwthPlg fiuihrte nicht zu einer Inhibition der Proliferation im Vergleich zur Kontrolle
AdlacZ (Abbildung 20 A).

Die Hemmung der Plasminogenderivate war endothelzellspezifisch, da sich die
Proliferationsrate von Tumorzellen (LLC1- und Hepal29) nicht durch konditionierten SN

von infizierten Zellen beeinflussen lafit;

Im Vergleich zu Uberstand von AdlacZ infizierten LLC1-Zellen (100 %) stieg die
Proliferationsrate fur AdwthPIlg um 1 %, fur AdrhPIgK1-4 um 12 % und flr AdrhPIgK1-5
um 3 %. Bei LLC1-Zellen, die mit Uberstand von AdmuthPIgK4 oder AdmuthPIgK5
infizierten Zellen inkubiert wurden, reduzierte sich die Proliferationsrate um 2 %, bzw.
um 5 % (Abbildung 20 B).

SN von AdrhPIgK1-4 oder AdrhPIgK1-5 infizierten Zellen inhibierte bei Hepal29-Zellen
die Proliferation um 5 %, bzw. um 10 % im Vergleich zur AdlacZ-Kontrolle (100 %).
AdmuthPIgK4 flihrte zu einer Steigerung der Proliferation um 10 %, AdmuthPIgK5
hingegen fiihrte zu einer Reduktion der Proliferationsrate um 1 %. Uberstand von
AdwthPlg infizierten Zellen inhibierte bei Hepal29-Zellen die Proliferation um 5 %
(Abbildung 20 C).

4.4.3 Apoptose-Assay

Inwieweit die verschiedenen Plasminogenderivate pro-apoptotisch auf Endothel- oder
Tumorzellen (LLC1, Hepal29) wirken, wurde anhand der SubG;-Fraktion untersucht.
Dazu wurden HUVE-, LLC1- und Hepal29-Zellen mit SN von Zellen, die mit den
Adenoviren kodierend fir die verschiedenen Plasminogenderivate infiziert worden sind,
inkubiert. Die Zellen wurden mit PI angefarbt und die SubG;-Fraktion

durchflul3zytometrisch durch Messung des DNA-Gehalts bestimmt.
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Abbildung 21: DurchfluBzytometrische Bestimmung der SubGs-Fraktion. 1 x 10°
HUVE-, LLC1- und Hepal29-Zellen wurden mit konditioniertem SN (A549-Zellen
infiziert mit AdlacZ, AdwthPlg, AdrhPIgK1-4, -K1-5, AdmuthPIlgK4 und —K5) und 2
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UMBFA als Positivkontrolle inkubiert und nach 72 h die Zellen geerntet. Die Zellen
wurden 24 h mit 70 % Ethanol fixiert und 50ug/ml Pl gefarbt. Zum Abbau der RNA
wurden die Zellen abschliel3end mit RNase A (10 mg/ml) verdaut. AnschlielRend wurde
im FACS der DNA-Gehalt der Zellen bestimmt. Dargestellt ist der Fluoerszenzkanal 2.
A) Bestimmung der SubG;-Fraktion bei HUVE-Zellen, welche mit SN von transduzierten
Zellen inkubiert wurden. B) Auswertung der SubG;-Fraktion bei LLC-1-Zellen, inkubiert
mit SN von AdlacZ, AdwthPlg, AdrhPIgKl-4, -K1-5, AdmuthPIlgKk4 und -K5
transduzierten Zellen. C) SubG;-Fraktion bei Hepal29-Zellen, welche mit SN von
AdlacZ, AdwthPlg, AdrhPIgK1-4, -K1-5, AdmuthPIgK4 und —K5 transduzieten Zellen
inkubiert wurden.

Die Untersuchung der SubG;-Fraktion bei HUVE-Zellen, welche mit SN von AdlacZ
inkubiert wurden zeigte eine SubGj-Fraktion von 19,3 % bezogen auf die
Gesamtzellpopulation auf. Durch Inkubation mit SN von AdwthPIlg infizierten Zellen
reduzierte sich die SubGj-Fraktion um nahezu 50 % auf 10 %. Zelliberstand von
Zellen, welche mit AdrhPIgK1-4, AdrhPIgK1l-5 oder AdmuthPIgK4 inkubiert wurden,
fuhrte bei HUVE-Zellen zu einem Anteil der SubG;-Fraktion von 20,2 %, 20,5 %, bzw.
18,4 %. Inkubation mit SN von AdmuthPIgKS5 infizierten Zellen fuhrte bei HUVE-Zellen
zu einer SubGj-Fraktion von 33,4 %. Mit 2 pM BFA inkubierte HUVE-Zellen

(Positivkontrolle) wiesen eine SubG;-Fraktion von 94,1 % auf.

LLC1-Zellen, welche mit SN von AdlacZ transduzierten Zellen inkubiert wurden, wiesen
eine SubG;-Fraktion von 10,7 % auf (bezogen auf die gemessene Gesamitzellzahl).
Zelliberstand von AdwthPlg transduzierten Zellen fuhrte zu einer SubG;-Fraktion von
13 %. Die Inkubation mit SN von AdrhPIgK1-4 und AdrhPIgK1-5 fiihrte bei LLC1-Zellen
zu einer SubG;-Fraktion von 13,5 %, bzw. von 11,4 %. LLC1-Zellen, die mit SN von
AdmuthPIlgK4 oder AdmuthPIgK5 transduzierten Zellen inkubiert wurden, wiesen eine
SubG;-Fraktion von 17,8 %, bzw. von 20,6 % auf. Die Gabe von 2 uM BFA fiihrte zu

enem Anteil der SubG;-Fraktion von 66,1 %.

Der Anteil der SubG;-Fraktion bei Hepal29-Zellen, die mit SN von AdlacZ oder
AdwthPlg transduzierten Zellen inkubiert wurden, betrug fir AdlacZ 32,5 % und fur
AdwthPIlg 29 %. Zelliberstand von AdrhPIgK1-4 oder AdrhPIgK1-5 transduzierten
Zellen fihrte bei Hepal29-Zellen zu einer SubG;-Fraktion von 34,2 %, bzw. 30,5 %.
Hepal29-Zellen, die mit SN von Zellen inkubiert wurden, die mit AdmuthPIgK4 oder
AdmuthPIgK5 transduziert wurden, wiesen eine SubG;-Fraktion von 39,9 % fur
AdmuthPIgK4 und 43,2 % fur AdmuthPIgk5 auf. Hepal29-Zellen, die mit 2uM BFA

inkubiert wurden, wiesen eine SubG;-Fraktion von 64 % auf.
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4.5 in vivo Experimente

4.5.1 Nachweis der Genexpression in vivo

Die Vektorfunktion wurde in vivo mittels RT-PCR bestatigt. Dazu wurden Mause mit den
verschiedenen adenoviralen Konstrukten transduziert und drei Tage spater die Leber
explantiert. RNA wurde aus Lebergewebe isoliert und revers transkribiert. Der Nachweis

der Genexpression wurde durch PCR mit Primern fir Plasminogen durchgefihrt.

900 bp

800 bp
500 bp

f-Actin

Abbildung 22: Agarose-Gel (1,2 %) der RT-PCR aus Lebergewebe. Balb/c-Mause
wurden intravends mit den Adenoviren kodierend fir die verschiedenen
Plasminogenderivate injiziert (5 x 10° pfu/Maus, n = 1). Als Kontrollvektor diente AdlacZ.
Drei Tage spater wurden die Tiere getttet und die Leber explantiert. Aus Lebergewebe
wurde RNA isoliert, revers transkribiert und die cDNA in einer PCR mit spezifischen
Primern fur Plasminogen (forward Primer: PlgSeq, reverse Primer: K5rev, K1-4rev, K1-
5rev) eingesetzt. Als Kontrolle auf die erfolgreiche RT-Reaktion wurden Primer fir
murines b-Actin eingesetzt.

cDNA aus Lebergewebe einer AdlacZ-infizierten Maus wies nach PCR mit
Plasminogen-spezifischen Primern erwartungsgemal keine Bande auf. Fur die Gabe
von AdwthPIlg konnte, dem Transgen entsprechend, nach PCR eine Bande auf der
Hohe von 900 bp nachgewiesen werden. Gleiches galt fiir die intravendse Gabe von
AdmuthPIgK4 und AdmuthPIgK5. FUr beide Adenoviren konnte nach RT-PCR eine
Bande auf der H6he von 900 bp nachgewiesen werden. cDNA aus Lebergewebe einer
Maus, die AdrhPIgK1-4 erhalten hatte, zeigte passend zu rhPIgkl-4 im Agarose-Gel
eine Bande auf der H6he von 500 bp. Die Injektion von AdrhPIgK1-5 zeigte nach RT-
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PCR eine Bande auf der H6he von 800 bp, was dem Transgen entsprach (Abbildung
22).

Die fur alle sechs cDNA-Proben durchgefiihrte Kontroll-PCR mit murinem b-Actin war

fur alle positiv.

Die erwarteten Fragmentgré3en lagen fir AdwthPlg, AdmuthPlgK4 und AdmuthPIgK5
bei 954 bp, fur AdrhPIgK1-4 bei 504 bp und fir AdrhPIgK1-5 bei 822 bp.

4.5.2 Matrigel-Assay in vivo

Inwieweit die Plasminogenderivate angiostatisch wirksam sind und die Endothelzell-
Einsprossung inhibieren, wurde in einem in vivo Matrigel-Assay untersucht. Matrigel
wurde implantiert und einen Tag spater die Mause intravends mit den adenoviralen
Konstrukten behandelt. Acht Tage spater wurde das Matrigelkissen inklusive
Peritoneum und Haut explantiert und schockgefroren. Daraus wurden Cryoschnitte
angefertigt und diese gegen CD31 gefarbt. Die Auswertung erfolgte durch Auszahlen

der endothelahnlichen Strukturen am Durchlichtmikroskop.
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AdlacZ AdwthPlg

Abbildung  23:  Lichtmikroskopische = Aufnahmen der  Cryoschnitte  nach
immunhistochemischer Farbung mit CD31 (VergréRerung 100fach, M = Matrigel, P =
Peritoneum, H = Haut). In Balb/c-M&ause wurden zwei Matrigeldepots implantiert und 24
h spater AdlacZ, AdwthPlg, AdrhPIlgK1-4, AdrhPIgK1-5, AdmuthPIlgKk4 und
AdmuthPIgK5 intraventds appliziert (n = 1). Sieben Tage spater wurden die
Matrigeldepots inklusive dem umgebenden Peritoneum und der Haut explantiert,
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schockgefroren und immunhistochemisch gegen Maus CD31 geféarbt (rot-braune
Farbung, schwarzer Pfeil). Zellkerne wurden mit Mayers Hamalaun gefarbt (blaue
Farbung).

Die Auszéhlung der EndothelgeféaRe in den explantierten und immunhistochemisch
aufbereiteten Matrigeldepots zeigte eine deutliche Inhibition der Endothelzell-
einsprossung fur Tiere, welche AdrhPIgK1-4, AdrhPIgK1-5, AdmuthPlgK4 oder
AdmuthPIgK5 erhalten hatten. Wahrend in diesen Depots nur vereinzelt
Endothelgefale zu finden waren, waren Matrigel-Depots aus Tieren, welche AdlacZ
oder AdwthPIg erhalten hatten, mit EndothelgeféaRen durchzogen (Abbildung 23).
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Abbildung 24: Anzahl der Endothelgefal3e im Matrigelkissen (n = 2) pro Gesichtsfeld (n
= 5). Die wie vorbeschrieben behandelten und gefarbten Matrigeldepots wurden auf die
Anzahl der eingewanderten Endothelgefaf3e hin untersucht. Quantifiziert wurden
vollstandige Gefale und einzelne Endothelzellen. Dargestellt ist die gemittelte Zahl der
EndothelgefalRe/Gesichtsfeld (n = 10) + SEM.

Die Einsprossung von Endothelzellen in die Matrigeldepots reduzierte sich durch die
Gabe von AdrhPIgK1-4 und AdrhPIgK1-5 um 58 % (3,3 GefalRe/Gesichtsfeld), bzw. um
66 % (2,7 GefalRe/Gesichtsfeld) verglichen mit der AdlacZ-Kontrolle (8
GefalRe/Gesichtsfeld, p < 0,04). Die Gabe von AdmuthPIgK4 und AdmuthPIgK5 flihrte
im Vergleich zu AdlacZ zu einer Inhibition der Endothelzelleinsprossung um 58 % (3,3
GefalRe/Gesichtsfeld) fur AdmuthPIgK4 und um 70 % (2,4 GefalRe/Gesichtsfeld) fir
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AdmuthPIgK5 (p < 0,04). Die Gabe von AdwthPlg (8,2 GefalRe/Gesichtsfeld) fihrte nicht

zu einer Inhibition der Endothelzelleinsprossung im Vergleich zu AdlacZ (Abbildung 24).

4.5.3 Systemische Therapie subkutaner LLC-Tumoren

Das LLC-Modell diente als Referenz-Modell fur die Untersuchung der angiostatischen
Wirksamkeit der verschiedenen Plasminogenderivate (wthPlg, rhPIgK1-4, rhPIgK1-5,
muthPIlgK4, muthPIgK5). Dazu wurden Zellen der Lungenkarzinomzellinie LLC1 in
syngene C57/bl6 Mause sc. implantiert und nach Erreichen eines Tumorvolumens von
ca. 50 mm?® die Therapie durch intraperitoneale Injektion der adenoviralen Vektoren (5 x
10° pfu/Maus) eingeleitet. Die Tumoren wurden alle zwei Tage vermessen, um das

Tumorvolumen zu bestimmen.

800 —
£ 600 o "
o _ N(g —+— Adlacz
) >
E 00— —e— AdwthPlg
© L—
g | - AdrhPIgK1-4
E 200 — —4— AdrhPIgK1-5

2 4 6 8
Tage nach Behandlungsbeginn

Abbildung 25: Wachstumskurve sc. LLC-Tumoren. 1 x 10° LLC-Zellen wurden in
C57/bl6-Méause dorsoventral implantiert und nach Erreichen eines mittleren
Tumorvolumens von ca. 100 mm?® durch intraperitoneale Injektion mit Adenoviren
kodierend fur wthPIg (n = 9), rhPIgK1-4 (n = 8) und rhPIgK1-5 (n = 10) behandelt. Als
Kontrolle wurde AdlacZ (n = 10) eingesetzt. Das Tumorvolumen wurde alle zwei Tage
bestimmt. Dargestellt ist das mittlere Tumorvolumen +SEM (*p < 0,05).

Nach der intraperitonealen Injektion von AdrhPIlgK1-4, AdrhPIgK1-5, AdwthPIlg oder
AdlacZ zeigte sich eine Inhibition des Tumorwachstums durch die Gabe vonAdrhPIgK1-
4 und AdrhPIgK1-5 (Abbildung 25). Diese lag an Tag vier bei 57 % fur AdrhPIgK1-4 (p <
0,02) und 23 % fur AdrhPIgk1-5 im Vergleich zur Kontrolle. An Tag sechs betrug die
Inhibition des Tumorwachstums fur AdrhPIgK1-4 48 % und 33 % fur AdrhPIgK1-5 (p <
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0,02). Eine signfikante Reduktion des Tumorvolumens um 54 % zeigte sich auch an
Tag acht nach Behandlungsbeginn mit AdrhPIgK1-4 im Vergleich zur Kontrolle AdlacZ
(p < 0,003). Die Gabe von AdrhPIgK1-5 fuhrte an Tag acht zu einer Verminderung des
Tumorwachstums um 30,5 % verglichen mit der Kontrollgruppe. Die Gabe von
AdwthPlg hatte keinen signifkanten Einflul3 auf das Tumorwachstum (Verminderung um
10 % an Tag sechs und 6 % an Tag acht). Aus technischen Grinden wurde das
tumorbedingte Uberleben in diesem Versuch nicht verfolgt (vgl. bitte Uberlebenskurve
im HCC-Tumormodell nach Injektion mit AdrhPIgK1-4 und AdrhPIgK1-5, Abbildung 29).

Die an Tag 13 entnommenen Tumorproben von Tieren aus allen vier Therapiegruppen
wurden histologisch aufbereitet und immunhistochemisch mit Maus anti-CD31 gefarbt.

AdlacZ AdwthPlg

Abbildung 26: Exemplarische mikroskopische Darstellung der GefalRe nach CD31-
Farbung von LLC-Tumoren. (Vergro3erung 400fach). In C57/bl6-Mause wurden
dorsoventral 1 x 10° LLC1-Zellen sc. implantiert. Bei Erreichen eines mittleren
Tumorvolumens von 100mm? wurden die Tiere durch eine intraperitoneale Injektion mit
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5 x 10° pfu/Maus AdlacZ, AdwthPIgAdrhPIgK1-4 und AdrhPIgK1-5 behandelt. Bei
Erreichen eines mittleren Tumordurchmessers von 15 mm wurden die Tiere durch
zervikale Dislokation getotet und die Tumore explantiert. Diese wurden schockgefroren
und anschlielBend mit anti Maus CD31 immunhistochemisch gefarbt. Endothelgefal3e
sind durch eine rot-braune Farbung gekennzeichnet (schwarzer Pfeil).

Die in Abbildung 26 dargestellten exemplarischen mikroskopischen Aufnahmen der
CD31-gefarbten Tumore zeigten fur Adlacz und AdwthPIlg eine deutliche Anfarbung
endothelialer Strukturen. Die Endothelgefal3e waren sehr zahlreich und stark verzweigt.
Im Gegensatz dazu waren Tumore, welche AdrhPIgK1-4 oder AdrhPIgK1-5 erhalten
hatten, durch eine wesentlich geringere Anzahl endothelialer GefalRe gekennzeichnet.
Daruiber hinaus waren diese Geféal3e auch nicht verzweigt und wesentlich kleiner als die
GefalRe von AdlacZ und AdwthPIg behandelten Tieren.
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Abbildung 27: Anzahl der Endothelgefal3e in Cryoschnitten von LLC-Tumoren. Nach
systemischer Gabe von AdlacZ, AdwthPlg, AdrhPIgK1-4 oder AdrhPIgK1-5 (n = 9)
wurden am Todestag Tumoren explantiert, histologisch aufbereitet und gegen CD31
gefarbt. Dargestellt ist die gemittelte Zahl der EndothelgefalRe/Gesichtsfeld + SEM.

Nur AdrhPIgK1-4 und AdrhPIgK1-5 fihrten nach immunhistologischer Farbung des
Tumorgewebes zu einer Reduktion der Gefalddichte um 43,7 % fir AdrhPIgK1-4 (20,6
GefalRe/Gesichtsfeld) und 49,7 % fur AdrhPlg K1-5 (18,4 Gefalle/Gesichtsfeld) im
Vergleich zur Kontrolle AdlacZ (36,7 GefalRe/Gesichtsfeld, 100 %). Die Gabe von
AdwthPlg fuhrte zu einer Reduktion der GefalRdichte um 12,6 % (32
GefalRe/Gesichtsfeld). Wahrend die Reduktion der Gefal3dichte fur AdwthPlg im
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Vergleich zu AdlacZ nicht signfikant ausfiel, war die Reduktion durch die Gabe von
AdrhPIgK1-4 oder AdrhPIgK1-5 mit p = 0,0003, bzw. p = 0,0002 signfikant.
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Abbildung 28: Wachstum sc. LLC-Tumoren nach intraperitonealer Injektion von AdlacZ,
AdmuthPIgK4 oder AdmuthPIgK5. Dargestellt ist das mittlere Tumorvolumen + SEM (*p
< 0,05).

Die intraperitoneale Injektion von 5 x 10° pfu/Tier AdmuthPlgk4 (n = 10) oder
AdmuthPIgK5 (n = 10) fihrte im LLC-Referenzmodell zu einer Inhibition des
Tumorwachstums im Vergleich zur Kontrolle AdlacZ (n = 9, Abbildung 28). Durch die
Gabe von AdmuthPlgK4 zeigte sich bereits an Tag vier eine Inhibition des
Tumorwachstums um 35,4 %. Ahnliches zeigte sich fiir AdmuthPIgK5 (43,3 %). An Tag
sechs war die Inhibition des Tumorwachstums fur beide Therapiegruppen (41,1 % fur
AdmuthPIgK4, 50,9 % fir AdmuthPIgK5) verglichen mit der Kontrolle signifikant (p <
0,04). Zwischen Tag zehn und 12 nahm das Tumorwachstum leicht zu. In diesem
Zeitraum war nur eine geringe Inhibition des Tumorwachstums zu verzeichnen. An Tag
14 reduzierte sich das Tumorvolumen wiederum signfikant um 41 % fur AdmuthPIgK4
und um 31 % fur AdmuthPIgK5 (p < 0,04).
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Abbildung 29: Uberlebenskurve (nach Kaplan-Mayer) von Tieren mit sc. LLC-Tumoren
nach intraperitonealer Gabe von AdlacZ, AdmuthPIlgK4 oder AdmuthPIgK5. Die Tumore
wurden wie vorbeschrieben implantiert und behandelt. Bei Erreichen eines
Tumorvolumens von 15 mm wurden die Tiere durch zervikale Dislokation getdtet und
dieser Tag als Todeszeitpunkt definiert (*p < 0,05, n.s. = nicht signifikant).

Die Uberlebenszeit nach der Gabe von AdlacZ lag im Mittel bei 23,3 Tagen. Mit
AdmuthPIgK4 oder AdmuthPIgK5 behandelte Tiere hingegen wiesen ein verlangertes
Uberleben von 28,8 Tagen fiir AdmuthPlgK4 und 25,3 Tagen fir AdmuthPIgK5 auf.

Die am Todestag entnommenen Tumoren wurden in flissigem N, schockgefroren und

mit anti Maus CD31 immunhistochemisch gefarbt.
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AdlacZ AdmuthPlgK4

Abbildung 30: Exemplarische lichtmikroskopische Darstellung von Tumorgewebe aus
LLC1-Tumoren (400fache Vergrol3erung). Die Tumore wurde wie vorbeschrieben
implantiert und behandelt. Nach erreichen eines mittleren Tumordurchmessers von 15
mm wurden die Tiere durch zervikale Dislokation getttet und die Tumoren wie oben
beschrieben explantiert, und gegen CD31 gefarbt. Endothelgefal3e sind durch eine rot-
braune Farbung gekennzeichnet (schwarzer Pfeil).

Die Bildung endothelialer GefalRe in sc. LLC1-Tumoren wurde durch die Gabe von
AdmuthPIgK4 und AdmuthPIgK5 signifikant inhibiert (Abbildung 30). Nicht nur die
Anzahl der Endothelgefal3e war reduziert, sondern auch die Komplexitat der Gefal3e.
Wahrend die Gabe von AdlacZ zu einem verzweigten Netz endothelialer Gefal3e flhrte,
war dieses durch die Therapie mit AdmuthPlgK4 oder AdmuthPIgK5 nicht ausgebildet.
Endothelgefal3e waren nur in einfachen Strukturen zu finden.
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Abbildung 31: Anzahl der Endothelgefale nach anti Maus CD31-Farbung von sc. LLC-
Tumoren. Die Tumore von AdlacZ (n =9), AdmuthPIgK4 (n = 9) und AdmuthPIgK5 (n =
9) behandelten Tieren wurden am Todestag explantiert, schockgefroren und gegen
CD31 gefarbt. Dargestellt ist die mittlere Zahl endothelialer Gefal3e/Gesichtsfeld + SEM.

Die immunhistochemische Farbung der Endothelgefal3e zeigte fur mit AdmuthPlgK4
behandelte Tumoren eine Reduktion der Gefal3dichte um 37 % (20,8
GefalRe/Gesichtsfeld) verglichen mit der Kontrolle (33 GefalRe/Gesichtsfeld). Die Gabe
von AdmuthPIgK5 fiihrte zu einer Verminderung der Gefal3dichte um 41 % (19,4
GefalRe/Gesichtsfeld) im Vergleich zu AdlacZ (n =9, p < 0,003, Abbildung 31).

4.5.4 Lokale Therapie subkutaner HCC-Tumoren

Die antitumorale Wirksamkeit der adenoviralen Plasminogenderivate wurde weiter in
einem sc. HCC Modell untersucht. Dazu wurden Hepal29 Zellen in syngene C3H
Mause dorsoventral implantiert. Bei Erreichen eines mittleren Tumorvolumens von ca.
150 mm® wurde die Therapie durch intratumorale Injektion der adenoviralen Vektoren

begonnen und im weiteren das Tumorvolumen alle zwei Tage ermittelt.
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Abbildung 32: Wachstumskurve sc. Hepal29 HCC-Tumoren. In C3H-Mause wurden
dorsoventral 1 x 10° Hepal29-Zellen sc. implantiert. Bei Erreichen eines mittleren
Tumorvolumens von 100 mm?® wurden die Tiere mit 5 x 10° pfu/Maus AdlacZ (n = 10),
AdwthPIlg (n= 10), AdrhPIgK1-4 (n = 10) oder AdrhPIgK1-5 (n = 9) durch intratumorale
Injektion behandelt. Das Tumorvolumen wurde alle zwei Tage dokumentiert. Dargestellt
ist das mittlere Tumorvolumen + SEM (*p < 0,05).

Nach lokaler Gabe von AdlacZ, AdwthPlg, AdrhPIgK1-4 oder AdrhPIgK1-5 waren nur
schwache Therapieerfolge erkennbar (Abbildung 32). Die Injektion von AdrhPIgK1-4
fuhrte erst ab Tag 10 zu einer Reduktion des Tumorvolumens um 38 % im Vergleich zur
Kontrolle. Zwischen Tag 2 und Tag 8 war das Tumorvolumen um durchschnittlich 48 %
gegenuber der Kontrollgruppe erhoht. Ahnliches galt fur die Gruppe, welche AdrhPIgK1-
5 erhalten hatte. Hier trat eine Reduktion des Tumorvolumens ab Tag 8 ein. Dies fuhrte
an Tag 12 zu einer signifkanten Inhibition des Tumorvolumens um 67 %. Bis Tag 6 lag
das Tumorvolumen um durchschnittlich 88 % uber dem der Kontrolltiere. Durch die
Applikation von AdwthPlIg zeigte sich bereits ab Tag zwei ein erhdhtes Tumorwachstum
um 121 %. Im weiteren Verlauf (bis Tag zehn) lag das Tumorvolumen fur diese Gruppe
mit durchschnittlich 125 % Uber dem Tumorvolumen der Kontrollgruppe AdlacZ (p <
0,003). Erst an Tag 12 naherte sich das Tumorvolumen der Kontrollgruppe an das der

Gruppe, die AdwthPIg erhalten hatte, an.

Daruber hinaus fuhrte die Gabe von AdrhPIgK1-4 bei einem Tier zu einem vollstandigen
Tumorregress. Dieses Tier war seit Tag 20 tumorfrei. Dies zeigte sich auch in der
Gruppe, welche AdrhPIgK1-5 erhalten hatte. Hier zeigten 50 % der Tiere eine
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vollstandige Elimination des Tumors. Funf Tiere aus dieser Gruppe waren seit Tag 18

tumorfrei.
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Abbildung 33: Uberlebenskurve (nach Kaplan-Mayer) von Tieren mit Hepal29-Tumoren
nach intratumoraler Gabe von AdlacZ, AdwthPlg, AdrhPIgK1-4 oder AdrhPIgK1-5 (n =
10). Die Tumore wurden wie vorbeschrieben implantiert und behandelt. Bei Erreichen
eines Tumorvolumens von 15 mm wurden die Tiere durch zervikale Dislokation getotet
und dieser Tag als Todeszeitpunkt definiert (*p < 0,05, n.s. = nich signifikant).

Die Gabe von AdrhPIgK1-4 und AdrhPIgK1-5 fuhrte im Vergleich zur Kontrollgruppe und
AdwthPlg-Gruppe zu einem deutlichen Uberlebensvorteil (Abbildung 33). Wahrend
Tiere, welche AdwthPIg erhalten hatten, bereits alle nach Tag 18 verstorben waren und
das mittlere Uberleben bei 12 Tagen lag, wiesen Tiere, welche AdrhPlgK1-4 erhalten
hatten, ein mittleres Uberleben von 20,8 Tagen und Tiere, welche AdrhPIlgK1-5 erhalten
hatten, ein mittleres Uberleben von 31,8 Tagen auf. Ein Tier aus der AdrhPIgK1-4 und
funf Tiere aus der AdrhPIgK1-5-Gruppe lebten noch am Versuchsende (Tag 60), der fir
diese Tiere als Todestag definiert wurde. Die Gabe von AdlacZ flhrte zu einer mittleren

Uberlebensrate von 18,6 Tagen. Hier starb das letzte Tier an Tag 28.

Die am Todestag entnommenen Tumorproben wurden in flissigem N, schockgefroren

und immunhistochemisch gegen anti Maus CD31 gefarbt.
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Abbildung 34: Exemplarische lichtmikroskopische Aufnahme (VergroRerung 400fach)
von Hepal29-Tumorproben, welche gegen Maus CD31 gefarbt worden sind. In C3H-
Mé&use wurden dorsoventral 1 x 10° Hepal29-Zellen sc. implantiert. Bei Erreichen eines
mittleren Tumorvolumens von 100 mm?® wurden die Tiere durch eine intraperitoneale
Injektion mit 5 x 10° pfu/Maus AdlaczZ, AdwthPlg, AdrhPigk1-4 und AdrhPlgK1-5
behandelt (n = 10). Bei Erreichen eines mittleren Tumordurchmessers von 15 mm
wurden die Tiere durch zervikale Dislokation getdtet und die Tumore explantiert. Diese
wurden in flussigem N, schockgefroren und Cryo-Gewebeschnitte hergestellt. Diese
wurden anschlieBend mit anti Maus CD31 immunhistochemisch gefarbt.
Endothelgefal3e sind durch eine rot-braune Farbung gekennzeichnet (schwarzer Pfeil).

Die Gabe von AdwthPlg fihrte in sc.en HCC-Tumoren im Vergleich zur AdlacZ-
Kontrolle zu einer komplexeren Bildung endothelialer Strukturen. Wéahrend diese in der
AdlacZ-Gruppe nicht deutlich ausgepragt waren, war bei Tumoren, welche mit
AdwthPlg behandelt worden sind, stark verzweigte Strukturen erkennbar. Die Gabe von
AdrhPIgK1-4 oder AdrhPIgK1-5 flhrte nicht zu einer komplexen Struktur endothelialer
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GefalRe. Auch die Anzahl der Gefalse war im Vergleich zur AdlacZ-Kontrolle reduziert
(Abbildung 34).
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Abbildung 35: Anzahl der Endothelgefal3e in sc. HCC-Tumoren. Nach intratumoraler
Therapie mit AdlacZ (n = 10), AdwthPIg (n = 10), AdrhPIgK1-4 (n = 10) und AdrhPIgK1-
5 (n = 10) wurden am Todestag Tumore entnommen, in flissigem N, schockgefroren
und Cryo-Gewebeschnitte hergestellt. Diese wurden gegen Maus CD31
immunhistochemisch  gefarbt.  Dargestellt ist die mittlere Anzahl der
Endothelgefal3e/Gesichtsfeld + SEM.

Die am jeweiligen Todestag entnommenen Tumorproben von Tieren aus allen vier
Therapiegruppen wurden histologisch aufbereitet und immunhistochemisch mit anti-
Maus CD31 gefarbt. Die lokale Injektion von AdrhPIgK1-4 oder AdrhPIgK1-5 fiihrte nach
immunhistologischer Farbung des Tumorgewebes zu einer Reduktion der Gefal3dichte
um 53,7 % fur AdrhPIgK1-4 (10,7 Gefalie/Gesichtsfeld) und 61,5 % fur AdrhPlg K1-5
(8,9 GefalRe/Gesichtsfeld) im  Vergleich  zur  Kontrolle  AdlacZ (23,1
GefalRe/Gesichtsfeld). Die Gabe von AdwthPIlg (23,3 Gefalie/Gesichtsfeld) flhrte nicht
zu einer Reduktion der Gefalidichte. Die Reduktion der Gefal3dichte durch die Gabe
von AdrhPIgK1-4 oder AdrhPIgK1-5 war mit *p < 0,0001 im Vergleich zur AdlacZ
Kontrolle signfikant (Abbildung 35).
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Abbildung 36: Wachstumskurve sc. Hepal29 HCC-Tumoren nach intratumoraler Gabe
von AdlacZ (n = 9), AdmuthPIgK4 (n = 9), oder AdmuthPIgK5 (n = 9). Die Tumore
wurden wie vorbeschrieben implantiert und behandelt. Dargestellt ist das gemittelte
Tumorvolumen + SEM (*p < 0,05).

Bereits an Tag sechs zeichnete sich ein Vorteil fur die mit AdmuthPlgK4 oder
AdmuthPIgK5 behandelten Tiere mit einer Reduktion des Tumorvolumens um 47 % fur
AdmuthPIgK4 und 51 % fir AdmuthPIgK5. An Tag acht zeigte sich fir AdmuthPIlgK4
eine Inhibition des Tumorwachstums um 66 % im Vergleich zur Kontrolle. Die Gabe von
AdmuthPIgk5 inhibierte das Tumorwachstum um 52 % verglichen mit der
Kontrollgruppe. An Tag 10 betrug die Verminderung des Tumorwachstums fir
AdmuthPIgK4 58 % und fur AdmuthPIgK5 42 % verglichen mit AdlacZ. Nach 12 Tagen
war das Tumorvolumen fur AdmuthPIlgk4 um 52 % und fur AdmuthPIgK5 um 48 %
reduziert. Vierzehn Tage nach Therapiebeginn war das Tumorwachstum in der Gruppe,
die AdmuthPIgk4 erhalten hat, um 66 % und in der Gruppe, die AdmuthPIgk5 erhalten
hatte, um 37 % reduziert (verglichen mit der Kontrolle). Die Inhibition des
Tumorwachstums war ab Tag sechs fur beide Plasminogenderivate signifikant (p <
0,03).

Daruiber hinaus zeigte sich sowohl fur AdmuthPIgK4, wie auch AdmuthPIgKS5 in einigen
Tieren vollstandiger Tumorregress (ein Tier nach Behandlung mit AdmuthPIgK5 und
zwei Tiere nach Behandlung mit AdmuthPlgK4). Wahrend das mit AdmuthPIgK5

behandelte Tier bereits ab Tag acht vollstandig tumorfrei war, zeigten die mit
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AdmuthPIgK4 behandelten Tiere erst nach Tag 20, bzw. Tag 22 eine vollstdndige

Elimination des Tumors.

— Adlacz
g — - AdmuthPIgK4
% - - - AdmuthPIgK5
7
c
)
o)
o
©
Q
)
:
_____ A
I

I I I
10 20 30 40 50 60

Tage nach Behandlungsbeginn

Abbildung 37: Uberlebenskurve (nach Kaplan-Mayer) von Tieren mit Hepal29-Tumoren
nach intratumoraler Gabe von AdlacZ, AdmuthPIgK4 oder AdmuthPIgK5. Die Tumore
wurden wie vorbeschrieben implantiert und behandelt. Bei Erreichen eines
Tumorvolumens von 15 mm wurden die Tiere durch zervikale Dislokation getdtet und
dieser Tag als Todeszeitpunkt definiert (*p < 0,05).

Neben einer signifikanten Inhibition des Tumorwachstums war auch das
Langzeitiberleben der Tiere, welche AdmuthPIlgK4 oder AdmuthPIgK5 erhalten hatten,
erhoht. Das durchschnittliche Uberleben lag fur AdlacZ behandelte Tiere bei 12,2
Tagen. Tiere, welche AdmuthPlgK4 oder AdmuthPIgK5 erhalten hatten Uberlebten
durchschnittlich 26,4 Tage, bzw. 22 Tage.

Die am jeweiligen Todestag enthnommenen Tumorproben von Tieren aus allen drei
Therapiegruppen wurden histologisch aufbereitet und immunhistochemisch mit mouse
anti-CD31 gefarbt.



4 Ergebnisse 95

Abbildung 38: Exemplarische lichtmikroskopische Aufnahme von HCC-Tumoren,
welche mit AdlacZ. AdmuthPlgK4 oder AdmuthPIgK5 behandelt wurden (VergroRerung
400fach). Die Tumore wurden wie oben beschrieben explantiert, histologisch aufbereitet
und gegen anti Maus CD31 immunhistochemisch geféarbt. Endothelgeféale sind durch
eine rot-braune Farbung gekennzeichnet (schwarzer Pfeil).

In der Histologie der HCC-Tumore zeigte sich, dal3 die Gabe von AdmuthPIgK4 oder
AdmuthPIgK5 zu einer Reduktion der GefalRdichte und zu einer verminderten
Komplexitat der Gefal3e fuhrte (Abbildung 38). Wahrend in der Gruppe, welche AdlacZz
erhalten hatte, grof3e und komplexe Gefal3strukturen erkennbar waren, zeigten Tumore
aus den anderen beiden Gruppen eine weit weniger verzweigte Ausbildung

endothelialer Strukturen.



4 Ergebnisse 96

| p = 0.0007

p=0,0005
18 —

8 [ ] Adlacz

B AdmuthPIgk4
B AdmuthPIgks

EndothelgefalRe/Gesichtsfeld
|

Abbildung 39: Anzahl der Endothelgefal3e nach CD31-Féarbung von HCC-Tumoren nach
lokaler Therapie mit AdlacZ, AdmuthPIlgK4 oder AdmuthPIgK5 (n = 10). Nach der
Tumorzellimplantation und Behandlung wurden am Todestag die Tumore explantiert, in
flissigem N, schockgefroren und Cryo-Gewebeschnitte hergestellt. Diese wurden
anschlieBend gegen Maus CD31 gefarbt. Dargestellt ist die mittlere Anzahl
endothelialer Gefal3e/Gesichtsfeld + SEM.

Die lokale Gabe von AdmuthPIlgK4 oder AdmuthPIgK5 flhrte nach immun-
histochemischer Farbung des Tumorgewebes zu einer Reduktion der GefalR3dichte um
52,6 % fur AdmuthPIgK4 (6,4 Gefal3e/Gesichtsfeld) und 54,8 % fir AdmuthPIg5 (6,1
GefalRe/Gesichtsfeld) im Vergleich zur Kontrolle AdlacZ (13,5 Gefal3e/Gesichtsfeld). Die
Reduktion der Gefal3dichte durch die Gabe von AdmuthPlgK4 oder AdmuthPIgK5 war
mit p < 0,001 signfikant.
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5 Diskussion

Das Hepatozellulare Karzinom ist auch heutzutage eine Malignomerkrankung mit
schlechter Prognose. Nach Diagnosestellung betragt die durchschnittliche
Uberlebenszeit ca. 6 — 12 Monate. Fir fortgeschrittene Tumorstadien stehen lediglich
palliative Behandlungen zur Verfiigung (Hillert et al., 2000; Lau, 2000; Okuda, 2000; Di
Maio et al., 2002; Carr, 2004). Um neue Therapieoptionen zu etablieren, sind daher
neue, experimentelle Strategien erforderlich. Das HCC ist als hypervaskularisierter und
uberwiegend arteriell perfundierter Tumor insbesondere flr eine angiostatische (Gen-)
Therapie geeignet, die Uber eine Hemmung der Tumorangiogenese die Tumorbiologie
beeinflussen soll. Tumorangiogenese, die Einsprossung neuer BlutgefaRe in den
Tumor, ist mittlerweile als eine bedeutende Voraussetzung fur fortschreitendes
Tumorwachstum bekannt. Ab einer GréRe von ca. 2-3 mm® missen Tumoren ihren
Metabolismus durch Vaskularisierung sicherstellen und verbessern (Hanahan &
Folkman, 1996; Carmeliet & Jain, 2000; Hanahan & Weinberg, 2000; Folkman, 2002;
Kerbel & Folkman, 2002).

Angiostatisch wirkende antitumorale Behandlungen greifen durch Hemmung der
Gefal3versorgung des Tumors in die Tumorbiologie ein. Zu den namhaften
angiostatischen Faktoren zahlen u.a. Endostatin, Angiostatin, oder Angiostatin-ahnliche
Molekile (O'Reilly et al., 1994; O'Reilly et al., 1996; Cao et al., 1997; O'Reilly et al.,
1997; Cao et al., 1999). Diese angiostatisch wirksamen Proteine kdnnen zum einen als
(rekombinantes) Protein verabreicht werden, alternativ kann das angiostatisch
wirksame Protein auch nach Gentransfer von der korrespondierenden cDNA exprimiert
und sezerniert werden. Als effiziente Moglickeit des Gentransfers haben sich
rekombinante Adenoviren erwiesen. So konnten mehrere Arbeitsgruppen mittels
adenoviralen Gentransfers der fir Angiostatin und Angiostatin-ahnliche Molekule
kodierenden cDNA teils deutliche angiostatische und antitumorale Effekte nachweisen
(Hajitou et al., 2002; Schmitz et al., 2002; Schmitz et al., 2004; Galaup et al., 2005).

Die vorliegende Arbeit hatte die Etablierung einer experimentellen angiostatischen
Therapie des HCC im Mausmodell am Beispiel angiostatisch wirksamer
Plasminogenderivate zum Ziel. Dafir wurden aus humanem Gesamtplasminogen
Derivate generiert, die fur verschiedene interne Kringle-Regionen von Plasminogen

(rhPlgK1-4, rhPIgK1-5) kodieren. Da Proteinexpression und —prozessierung moglichst
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physiologisch erfolgen sollten, wurden rekombinante adenovirale Vektoren der ersten
Generation generiert, die die korrespondierenden cDNA Abschnitte der genannten
Kringle-Regionen tragen. Zuséatzlich wurde die physiologisch vorkommende
proteolytische Abspaltung angiostatischer Plasminogenderivate durch Einbringen
spezifischer proteolytischer Restriktionserkennungsstellen flr die Endoprotease Furin
strangabwarts von K4 oder K5 nachgeahmt, um auf diesem Wege die enzymatische
Abspaltung angiostatischer Kringle-Regionen auf Proteinebene zu ermdglichen. Dieser
Ansatz kann so prinzipiell physiologisch vorhandene Pfade der Proteinexpression und —
prozessierung nutzen, letztlich mit dem Ziel einer stabilen bzw. verbesserten

Proteinaktivitat.

Die konstruierten rekombinanten adenoviralen Vektoren, AdrhPIgK1-4, AdrhPIgK1-5,
AdmuthPIgK4, AdmuthPIgK5 und AdwthPIlg wurden auf ihre Funktion und Aktivitat hin
mittels RT-PCR in vitro und in vivo Uberprift. Ihre angiostatische Wirksamtkeit konnte in
vitro anhand des Matrigel-Assays, eines Proliferationsassays und im Apoptose-Assay
bestatigt werden. Angiostatische in vivo Effekte konnten in einem Matrigel-Assay in
Mausen belegt werden. Die Relevanz dieser Effekte fir das Tumorwachstum wurde in
zwei unterschiedlichen Tumormodellen, einem LLC- und einem HCC-Modell untersucht.
Hier wurden als wichtigte Verlaufsparameter Tumorphanotyp, die Uberlebensrate und

die GefalRversorgung der Tumoren erfaf3t.

5.1 Synthese der Plasminogenderivate

Angiostatin, neben Endostatin eines der ersten physiologischen Proteine, denen eine
angiostatische und antitumorale Wirkung zugesprochen wurde, wird in der Regel Uber
Proteolyse von Gesamtplasminogen generiert. Dies geschieht durch Verdau mit Matrix-
Metalloproteinasen, Elastase, uPa, oder tPa (O'Reilly et al., 1994; O'Reilly et al., 1996;
Gately et al., 1997; Cornelius et al., 1998). Die Proteolyse resultiert in der Freisetzung
der ersten vier Kringle-Regionen von Plasminogen. Mittlerweile ist bekannt, daf3 auch
die funfte Kringle-Region von Plasminogen starke angiostatische und antitumorale
Effekte aufweist. K5 wird durch Elastase-Verdau freigesetzt und zeigt eine deutlich
starkere inhibitorische Wirkung auf BAE-Zellen als Angiostatin (Cao et al., 1997). Nich
nur einzeln, sondern auch als vollstandiges Molekil mit Angiostatin (K1-5) wurden
starke angiostatische Effekte, die die von Angiostatin Ubertreffen sollen, nachgewiesen.
Dieses aus allen funf Kringle-Regionen bestehende Fragment wurde durch Verdau mit

uPa generiert und wies in verschiedenen Untersuchungen starkere angiostatische und
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antitumorale Effekte als Angiostatin selbst auf (Cao et al., 1999; Soff, 2000; Hanford et
al., 2003; Veitonmaki et al., 2004).

In dieser Arbeit wurden zur Expression der internen Kringle-Regionen zwei Ansatze
verfolgt: zum einen die Synthese von cDNA aus Gesamtplasminogen, welche fur die
Kringle-Regionen 1-4 (rhPIlgK1-4, entspricht Angiostatin) und 1-5 (rhPIgK1-5) kodiert,
zum anderendie Synthese von cDNA, welche strangabwaérts von K4 (muthPIlgK4) und
K5 (muthPIgK5) eine Restriktionserkennungsstelle fur die Endoprotease Furin enthalt.
Gerade die Insertion der Furin-Erkennungsstelle stellt einen neuen Ansatz dar,
angiostatisch wirksame Proteine aus einem neu generierten Vorlauferprotein auf
maoglichst physiologische Weise zu spalten und damit die angiostatische Wirkung der
Kringle-Regionen freizusetzen. Dald die proteolytische Spaltung durch Furin nach
Insertion einer kinstlichen Furin-Erkennungsstelle in  einem Vorlauferprotein
grundsatzlich moglich ist, konnte bereits 1997 anhand der Spaltung von Pro-Insulin in
Insulin nachgewiesen werden (Gros et al., 1997; Gros et al., 1999). Darauf aufbauend
konnte in einer weiteren Studie gezeigt werden, dal3 die Insertion einer Furin-
Erkennungsstelle strangabwérts von Kringle 3 von Plasminogen eine quasi-
physiologische Proteolyse von Plasminogen und somit Freisetzung der angiostatisch

wirksamen Kringle-Regionen 1-3 ermdglicht (Schmitz et al., 2002).

In dieser Arbeit gelang sowohl die Generierung der cDNA-Fragmente rhPIgK1-4 und
rhPIgK1-5, sowie die Insertion von Furin-Erkennungsstellen strangabwarts von Kringle 4
(muthPIlgK4) und 5 (muthPIgK5) durch gezielte Mutagenese. Die angiostatische
Wirksamkeit dieser Plasminogenderivate sollte dann im weiteren durch adenoviralen
Gentransfer der korrespondierenden cDNA Abschnitte in vitro und in vivo untersucht

werden.

5.2 Synthese der adenoviralen Vektoren und Genexpression in vitro

Bisher gestaltet sich die Synthese ausreichender Mengen therapeutisch wirksamer
Proteinmengen als schwierig. Durch den physiologischen Abbau dieser Proteine im
Organismus ist auch eine kontinuierliche Applikation dieser Proteine winschenswert
(Brower, 1999; Soff, 2000; Westphal et al., 2000). Durch adenoviralen Gentransfer
lassen sich therapeutisch wirksame Gene in die (Tumor-) Zelle einbringen, kdnnen dort
exprimiert werden und ihre therapeutische (angiostatische) Wirkung entfalten. Gerade
dieser physiologische Weg begtinstigt auch den Gentransfer eines Vorlauferproteins,

welches nach Transduktion der Zielzelle exprimiert und quasi-physiologisch in das
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aktive Protein gespalten wird. Da Adenoviren nicht in das Genom integrieren und durch
ihren naturlichen Hepatropismus sowie ihre dosisabhdngige geringe systemische
Toxizitat eignen sie sich prinzipiell besonders fir lokale, aber mit Einschrdnkung auch
fur systemische Therapien (Harui et al., 1999; Nakatani et al., 2000; Kay et al., 2001;
Roy-Chowdhury et al., 2002).

Zur Herstellung der rekombinanten Adenoviren AdrhPIgK1-4, AdrhPIgK1-5,
AdmuthPIlgK4, AdmuthPIgK5 und AdwthPIlg wurde in diesem Projekt das von He et al.
entwickelte System eingesetzt (He et al., 1998). Urspringlich wurden adenovirale
Vektoren synthetisiert, in dem das Transgen in einen transienten Expressionsvektor
(pPMV100) unter Kontrolle des CMV-Promotors einkloniert wurde. Transgen und
Promotor wurden durch Restriktionsverdau aus dem Plasmid ausgeschnitten und in
einen adenoviralen Transfervektor (z. B. pMV60) einkloniert. Dieses wurde mit einem
adenoviralen Konstruktionsvektor Vektor (z. B. pJM17) uber Co-Transfektion in die
Verpackungszellinien (911- oder HEK293-Zellen) eingebracht. So entstandene
rekombinante Adenoviren konnten anschlieRend aus einzelnen Plaques isoliert und
weiter amplifiziert werden (Qian et al., 1995). In allen Klonierungsschritten wurde die
korrekte DNA-Sequenz der Plasminogenderivate (wthPlg, rhPIgK1-4, rhPIgK1-5,
muthPIgK4 und muthPIgK5) mittels Sequenzierung verifiziert. Entsprechend wurde auch
die korrekte DNA-Sequenz der rekombinanten Adenoviren nach einem modifizierten
Protokoll von Elsom bestétigt (Elsom, 1997).

Vor dem in vitro und in vivo Einsatz der Vektoren ist eine weitere Amplifikation und
Aufreinigung erforderlich, die nach einer seit 30 Jahren bewahrten Methode durch CsClI-
Ultrazentrifugation erfolgte. Durch diese Methode kénnen replikationsdefiziente
Adenoviren sicher von Zelltrimmern und defektiven Viren getrennt werden (Green &
Pina, 1964; Graham, 1991). Eine anschlieRende Dialyse mit PBS entfernt das CsCl aus
der Virusloésung, so dalR diese im folgenden nach Titerbestimmung fur in vitro und in
vivo Untersuchungen eingesetzt werden konnen. Virustiter werden hdaufig durch
Bestimmung der Gesamtheit aller vorhandenen Viruspartikel mittels Messung der
optical particle units (Lawrence, 1967) und biologisch im sogenannten Plaque Assay
(Green & Wold, 1979) bestimmt. Bei letzterem werden die biologisch tatsachlich
infektiossen Partikel quantifiziert. Da das Verhdltnis aus opu und pfu ein
Qualitatsindikator fur die gesamte Virusproduktion darstellt, wurde in dieser Arbeit
sowohl eine physikalische Messung (Bestimmung der opu), als auch eine biologische

Messung der aktiven adenoviralen Partikel durchgefuhrt. Dabei zeigte sich, dal3 die
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Anzahl der tatsachlich infektiosen Partikel (pfu) im Schnitt um den Faktor 10 bis 50
unter der Gesamtzahl der viralen Partikel (opu) lag. Die so ermittelten Faktoren
korrespondieren zu anderen Arbeiten, in denen vergleichbare Werte beschrieben
wurden (Mittereder et al., 1996; Raskopf et al., 2005). Die Genexpression der
generierten Vektoren wurde in vitro beispielhaft an A549-Zellen gezeigt. Als humane
Lungenkarzinom-Zellinie exprimieren A549-Zellen kein Plasminogen und eignen sich
neben ihrer guten Transduzierbarkeit daher fiir den Transgennachweis. In
Ubereinstimmung mit andere Veréffentlichungen fanden sich in dieser Arbeit bei 500
MOI Transduktionsraten von ca. bei 80 — 90 % (Qian et al., 1995).

5.3 Funktionelle in vitro Untersuchungen

Die angiostatische Wirksamkeit bisher untersuchter Plasminogenderivate erstreckt sich
auf die Inhibition der Ausbildung endothelialer Strukturen im Matrigel, auf die Inhibition
der Proliferation und die Férderung der Apoptose in Endothelzellen. In einigen Studien
konnte gezeigt werden, dal} diese Effekte endothelzellspezifisch sind. Daher wurden
diese Aspekte auch in dieser Arbeit an Endothel- und Tumorzellen untersucht. Es
konnte gezeigt werden, dal} konditionierter Zelliberstand von Zellen, die mit den
Adenoviren kodierend fiir die Plasminogenderivate transduziert wurden, die Bildung
endotheldhnlicher Strukturen im Matrigel inhibierte. Auch die Proliferation von
Endothelzellen (aber nicht von Tumorzellen) wurde mit konditioniertem Zelliberstand
inhibiert, so dal3 die in vitro Effekte der generierten Konstrukte ebenfalls auf eine
endothelzellspezifische Wirkung hinweisen. Die Apoptoserate hingegen wurde in dem
von uns gewahlten experimentellen Ansatz weder bei Endothel- noch bei Tumorzellen
beeinfluf3t.

Die Inhibition endotheldahnlicher Strukturen im Matrigel durch die in dieser Arbeit
verwendeten Plasminogenderivate steht in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen von
anderen Arbeitsgruppen. Cornelius et al. konnten in einer Studie zeigen, dal}
Angiostatin die Bildung endothelahnlicher Strukturen im Tube Formation Assay um Uber
50 % im Vergleich zur Kontrolle inhibiert (Cornelius et al., 1998). Adenoviraler
Gentransfer fur strangabwarts von K3 mutiertes Plasminogen (AdmuthPIgK3) fuhrte im
gleichen Assay zu einer Inhibition der Ausbildung endothelialer Strukturen um 30 % im
Vergleich zur Kontrolle (Schmitz et al.,, 2002). Die in der Literatur beschriebenen
Endothelzellassays sind sehr unterschiedlich, so daf3 die dokumentierten Ergebnisse oft

schwer vergleichbar sind. Zusammenfassend kann jedoch eine deutliche Tendenz zu
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der inhibitorischen Wirkung der verschiedenen Plasminogenderivate, die in dieser
Arbeit verwendet wurden, gezeigt werden. Die Endothelzellspezifitat der
Plasminogenderivate konnte weiterfihrend in einem Proliferationsassay bestatigt
werden. Keinen Einfluld hatten die Plasminogenderivate hingegen auf die
Proliferationsrate der LLC1- und Hepal29-Tumorzellen. Dieser endothelzell-
spezifische, antiproliferative Effekt der Plasminogenderivate wurde bereits von anderen
Arbeitsgruppen beschrieben. Die Gabe von rekombinantem K1-4-Protein inhibierte die
Proliferationsrate bei Endothelzellen um 44 % im Vergleich zur Kontrolle. Fir humane
Fibroblasten konnte dieser Effekt nicht beobachtet werden (Cornelius et al., 1998).
Auch die Gabe von K1-5-Protein hemmte in anderen Studien die Proliferation von
Endothelzellen um 50 % (Cao et al., 1996; Cao et al., 1999). Adenoviraler Gentransfer
fur muthPIgK3 fuhrte bei Endothelzellen zu einer Inhibition der Proliferation um 29 %.
AdK1-3 reduzierte in der gleichen Studie die Proliferationsrate um 39 %. Eine
inhibierende Wirkung auf Tumorzellen konnte auch hier nicht nachgewiesen werden
(Schmitz et al., 2002).

Im Gegensatz zu den hier gezeigten Ergebnissen im Apoptose-Assay konnten andere
Arbeitsgruppen fur verschiedene Plasminogenderivate pro-apoptotische Wirkungen
nachweisen. So konnte durch Annexin V und TUNEL Assay demonstriert werden, daf3
K1-3-, K1-4- und Angiostatings-Protein in Endothelzellen Apoptose induziert (Lucas et
al., 1998). Annexin V Labeling und Analyse der SubG;-Fraktion zeigte in einer anderen
Studie mit Angiostating s-Protein Stadien der frihen und spaten Apoptose in BAE- und
HUVE-Zellen, aber nicht in LLC1- und PC3-Zellen. Dariber hinaus wurden die
Caspasen 3, 8 und 9 in BAE- und HUVE-Zellen durch Angiostatings-Protein aktiviert,
was auch zur Freisetzung von Cytochrom ¢ und damit zur Apoptose fiihrte (Hanford et
al., 2003). Durch adenoviralen Gentransfer konnte vor kurzem gezeigt werden, daf3
durch K1-3 (AdK1-3) und K1-5 (AdK1-5) die Caspasen 3, 8 und 9 in HUVE-Zellen
aktiviert werden und dadurch Apoptose induziert werden kann (Galaup et al., 2005). In
dem von uns gewahlten, etwas divergenten Ansatz, konnten pro-apoptotische Effekte
fur die hier hergestellten Konstrukte nicht bestatigt werden.

5.4 Funktionelle in vivo Untersuchungen

Nach Bestatigung der angiostatischen Wirkung der Plasminogenderivate in vitro sollte
deren angiostatische Wirksamkeit in vivo bestatigt werden. Zu diesem Zweck wurde die
Gefal3einsprossung in extrazellulare Matrixsubstanz im sogenannten Matrigel Assay in
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vivo untersucht. Die systemische Gabe der adenoviralen Vektoren kodierend fir die
Plasminogenderivate reduzierte die Infiltration von Endothelzellen und die Bildung von
Endothelgefallen im Matrigel signifikant. Bereits frihere Untersuchungen hatten
vergleichbare Effekte gezeigt. So vermochte K1-5-Protein in einem sog. CAM (Chicken
Embryo Chorioallantoic Membrane) Assay die Bildung neuer embryonaler Blutgefalie
zu hemmen und reduzierte in vivo im Mouse Corneal Micropocket Assay die FGF-
induzierte Neovaskularisierung in der Kornea von Mausen um 80 % (Cao et al., 1999).
In anderen vorangegangenen Untersuchungen hatten sich AdK1-3 und AdmuthPIgK3
im gleichen Assay als angiostatisch wirksam herausgestellt. Darin verringerte AdK1-3
die Endothelzellinfiltration um 51 % und AdmuthPIgK3 um 43% (Schmitz et al., 2002).
Die hier dargestellten Daten bestéatigen die vorhergehenden in vitro Ergebnisse und
demonstrieren die in vivo Wirksamkeit der eingesetzten Plasminogenderivate nach

systemischer Applikation.

5.5 Systemische Therapie subkutaner LLC-Tumoren

Der Nachweis antitumoraler Effekte durch Angiostatin gelang erstmals 1994 in einem
Lungenkarzinom (LLC)-Modell (O'Reilly et al., 1994). O'Reilly und Arbeitsgruppe
konnten damals zeigen, dal3 die Gabe von Angiostatin-Protein nach der Explantation
des Primartumors das Metastasenwachstum und die Tumorangiogenese reduzierte. Im
gleichen Tumormodell sollte zunachst untersucht werden, ob der adenovirale
Gentransfer fur die generierten Plasminogenderivate ebenfalls das Tumorwachstum
verzogert. In den hier vorgenommen Untersuchungen erwies sich die Gabe von
AdrhPIgK1-4 wirksamer als die Injektion von AdrhPIgK1-5. In einem anderen
Tumormodell (B16-Melanomzellinvasion in die Lunge) bewirkte die systemische Gabe
von AdK1-5 eine signifikante Inhibition der Tumorzellinvasion um 87 % (Galaup et al.,
2005). Deutliche antitumorale Effekte konnten auch durch die systemische Gabe von
AdK1-3 nachgewiesen werden. Dies fiihrte in einem Gliom-Modell in der Ratte zu einer
deutlichen Inhibition des Tumorwachstums um 80 % (Griscelli et al., 1998).

Ebenfalls im LLC-Modell konnte nach systemischer Gabe von AdK1-3 und
AdmuthPIgK3 gezeigt werden, dal3 das Tumorwachstum bereits ab Tag 4 nach
Behandlungsbeginn signifikant um 55 % fur AdK1-3 und um 65 % fur AdmuthPIgK3
verringert war (Schmitz et al., 2002). Im Gegensatz dazu konnte in dieser Arbeit die
Gabe von AdmuthPIgK4 oder AdmuthPIgK5 das Wachstum sc.er LLC-Tumore nicht

signifikant beeinflussen. Erstmals wurde in dieser Arbeit als Kontrollkonstrukt auch die
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Wildtypform von Plasminogen eingesetzt. Mit AdwthPlg behandelte Mause zeigten
allerdings das gleiche progressive Wachstumsverhalten der Tumore wie mit
Kontrollvektor AdlacZ behandelte Tiere. Die antitumorale Wirkung von ArhPIgK1-4 und
AdrhPIgK1-5 im sc. LLC-Modell nach systemischer Applikation lief3 sich teilweise auf
angiostatische Effekte zurtckfihren, da die intratumorale Gefal3dichte in den
Behandlungsgruppen im Vergleich zu beiden Kontrollen erniedrigt war. Entsprechend
dazu wurde in einer vorangegangenen Studie fur die systemische Gabe von AdK1-3
und AdmuthPIgK3 im LLC-Modell in der athymischen Maus eine signifikante Reduktion
der intratumoralen Gefal3dichte um 59 % fur AdK1-3 bzw. 61 % fur AdmuthPIgK3
behandelte Tiere im Vergleich zur Kontrolle gefunden (Schmitz et al., 2002).

Erwartungsgemal war die systemische Applikation von AdwthPIg unwirksam.

5.6 Lokale Therapie subkutaner HCC-Tumoren

Als hypervaskularisierter Tumor ist das HCC fur eine angiostatisch ausgerichtete
Behandlung grundsétzlich geeignet. Deshalb wurde der hier gewéhlte angiostatische
Therapieansatz in ein HCC Tumormodell transferiert. Dabei konnte mittels
adenoviralem Gentransfer fir die generierten Plasminogenderivate eine signifikante
Inhibition des Tumorwachstums erreicht werden. Vergleichbare antitumorale Effekte
hatten andere Arbeitsgruppen in allerdings unterschiedlichen Tumormodellen gezeigt.
Die intratumorale Applikation von AdK1-3 fuhrte in einem Gliom-Modell der Ratte zu
einer deutlichen Inhibition des Tumorwachstums um 80 %, die ebenfalls mit einer
verringerten GefaRdichte einherging. Ahnlich wirksam war auch die lokale Injektion von
AdK1-3 in einem humanen Brustkrebs-Modell in der athymischen Maus (Griscelli et al.,
1998). Ein vergleichbares Konstrukt verlangsamte in einem humanen HCC-Modell in
der immundefizienten Maus das Tumorwachstum signifikant (Schmitz et al., 2002). Fur
AdK1-4 konnte in einem Metastasen Brustkrebs-Modell eine Verringerung der Anzahl
und Grolle von Lungenmetastasen demonstriert werden (Gyorffy et al.,, 2001).
Antitumorale Effekte durch adenoviralen Gentransfer von K1-3 und K1-5 wurden vor
kurzem in einem humanen Brustkrebs-Modell in der Maus demonstriert. Die
intratumorale Gabe von AdK1-5 resultierte dabei in einer 90 %igen Reduktion des
Tumorwachstums. Bei 40 % aller Tiere kam es sogar zur Tumorelimination (Galaup et
al., 2005).

In der Literatur gibt es bislang fir die hier eingesetzten neuen Konstrukte AdwthPlg,

AdmuthPIgK4 und AdmuthPIgK5 gar keine Daten. Plasminogen selbst wurde von zwei
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anderen Arbeitsgruppen aufgrund seiner physiologischen Eigenschaften eine pro-
tumorale Wirkung zugesprochen, die in dem hier untersuchten HCC-Modell bestétigt
werden konnte (Schmitt et al., 1997; Andreasen et al., 2000). Das HCC-
Tumorwachstum war im Vergleich zur AdlacZ Kontrolle signifikant beschleunigt. Diese

Beobachtung konnte im vorbeschriebenen LLC-Modell nicht gemacht werden.

Auch im HCC-Modell konnte die antitumorale Wirksamkeit zumindest teilweise auf eine
verminderte intratumorale Gefal3dichte zurtickgefihrt werden. Bereits Griscelli et al.
wiesen eine um 65 % verminderte intratumorale Gefal3dichte nach lokaler Applikation
von AdK1-3 in einem Gliom-Modell nach. Weiterhin konnte die Arbeitsgruppe zeigen,
daf3 die intratumorale Apoptoserate in der AdK1-3 Behandlungsgruppe deutlich erhdht
war (Griscelli et al.,, 1998). Ob auch in der hier dargestellten Untersuchung neben
angiostatischen Effekten pro-apoptische Effekte zur antitumoralen Wirkung beitrugen,

mufd noch weiter untersucht werden.

Angiostatische Behandlungsansatze zeigten haufig eine Verlangsamung des
Tumorwachstums, bestenfalls einen Wachstumsarrest. Interessanterweise fand sich in
dem hier eingesetzten HCC-Modell nach lokaler Behandlung mit AdrhPIgK1-5 bei 50 %
der behandelten Tiere ein Langzeitiberleben (> 3 Monate) mit vollstandiger
Tumorelimination. Hier bestétigte sich die vorbeschriebene starkere angiostatische und
antitumorale Wirksamkeit von K1-5 (Galaup et al., 2005) fur das HCC.

Im Querschnitt der hier vorliegenden antitumoralen Ergebnisse und unter
Beriicksichtigung der publizierten Daten zu K1-5, stellt sich AdK1-5 unter den hier

untersuchten Konstrukten zur Behandlung des HCC am vielversprechendsten dar.

5.7 Ausblick

Eine weitere Verbesserung der Wirksamkeit der beschriebenen angiostatischen
Therapieformen konnte durch ein verlangerte Transgenexpression erreicht werden,
denn fur Adenoviren der ersten Generation ist eine nur transient verlaufende
Expression bekannt. Dafiir kommen Adeno-assoziierte Viren oder gutless Adenoviren in
Frage, da diese keine relevante Immunantwort des Wirtsorganismus auslésen.
Allerdings ist die Herstellung und Aufreinigung der Vektoren aufwendiger als bei
Adenoviren der ersten Generation, so dal insbesondere die in vivo Anwendung limitiert
ist. In weiterfihrenden Untersuchungen soll die Langzeitexpression von K1-5 in einem

leberspezifischen Adeno-assoziieten Konstrukt zur Therapie des HCC verfolgt werden.
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Eine weitere Mdoglichkeit ist es, adenovirale Gentherapien mit konventionellen
Therapien, wie z.B. Bestrahlung oder anderen antitumoral wirksamen Substanzen zu
kombinieren. Damit wurden in ersten experimentellen Studien verbesserte Ergebnisse

verglichen mit der Einzeltherapie erzielt.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dal3 angiostatisch wirksame Faktoren
erfolgreich zur Behandlung des experimentellen HCC eingesetzt werden kdnnen.
AbschlieRende Daten zur Ubertragung und Anwendung einer angiostatischen Therapie

des HCC im Menschen stehen allerdings noch aus.
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7 Zusammenfassung

Das Hepatozellulare Karzinom ist fur betroffene Patienten mit einer seit Jahrzehnten
fast unveréandert schlechten Prognose verbunden. Insbesondere flr fortgeschrittene
Tumorstadien stehen Uberwiegend palliative Behandlungen zur Verfigung. In den
letzten Jahren wurden verschiedene Therapieansatze zur Maglinombehandlung
experimentell untersucht und teils in die klinische Anwendung transferiert, die auf eine
Beeinflussung der Tumorbiologie abzielen. Die Hemmung der fir ein fortschreitendes
Tumorwachstum  wichtigen  Tumorgefal3versorgung  stellt  prinzipiell  einen
vielversprechenden Ansatz zur Behandlung des HCC dar. Allgemein hangt ein
Tumorprogress von einer ausreichenden Versorgung durch Blutgefal3e ab. Die Bildung
neuer Blutgefalle kann durch die Gabe angiostatischer Faktoren, wie z.B. Angiostatin,

inhibiert und der Tumor dadurch in seinem Wachstum gehemmt werden.

Der adenovirale Gentransfer flr angiostatisch wirksame Proteine vereint verschiedene
Vorteile. Korpereigene Zellen kénnen nach Transduktion die angiostatisch wirksame
Substanz selbst herstellen. Da angiostatische Therapien nicht auf den Tumor selbst,
sondern auf die Tumorvaskularisierung abzielen, ist eine Transduktion des Tumors
selbst nicht unbedingt erforderlich. Als effiziente Mdglickeit des Gentransfers haben sich

rekombinante Adenoviren erwiesen.

Ziel dieser Arbeit war es, verschiedene angiostatisch wirksame adenovirale Vektoren
herzustellen und zur Behandlung des experimentellen HCC zu nutzen. Dafir wurden
aus humanem Gesamtplasminogen (wthPIg) zwei verschiedene Fragmente, die Kringle-
Regionen K1-4 und K1-5, gewonnen. Daruber hinaus wurde strangabwaérts von K4 und
K5 in Wildtyp Plasminogen eine spezifische Restriktionserkennungsstelle fir die
Endoprotease Furin eingefiihrt mit dem Ziel, eine enzymatische Abspaltung der Kringle-
Regionen auf Proteinebene zu ermdglichen. Die entsprechenden Plasminogenderivate
sowie Wildtyp Plasminogen wurden zur Synthese replikationsdefizienter Adenoviren
eingesetzt. Die Vektorfunktion wurde in vitro und in vivo nachgewiesen. Die biologische
Aktivitdt der Konstrukte, AdrhPIgK1-4, AdrhPIgK1-5, AdmuthPlgK4, AdmuthPIgK5 und
AdwthPIg wurde in vitro anhand des Tube Formation Assays, Proliferationsassays
sowie durch Untersuchung der Apoptoserate und in vivo im Matrigel-Assay
charakterisiert. Die antitumorale Wirkung der verschiedenen Plasminogenderivate

wurde beispielhaft in einem Lungen- und Leberzellkarzinom Modell untersucht. Im
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einzelnen konnte gezeigt werden, dal3 die Plasminogenderivate im Gegensatz zu
Wildtypform die Bildung endothel&hnlicher Strukturen um ca. 30 % im Vergleich zur
Kontrolle in vitro verringerten. Auch die Proliferationsrate von Endothelzellen wurde fir
AdrhPIgK1-4 um 20 %, fur AdrhPIgK1-5 um 37%, fur AdmuthPIgK4 um 25 % und fur
AdmuthPIgK5 um 18 % reduziert. Erwartungsgemald wurde die Proliferationsrate in
Tumorzellen selbst nicht beeinflul3t. Deutliche Pro-apoptotische Effekte fanden sich in

dieser Arbeit nicht.

Auch in vivo konnten fur die adenoviralen Vektoren kodierend fir die
Plasminogenderivate angiostatische Effekte mit einer Reduktion der Gefalinfiltration in
sc.en Matrigel-Kissen um durchschnittich 65 % nachgewiesen werden. Die
antitumorale Wirksamkeit der Plasminogenderivate wurde in zwei verschiedenen
Tumormodellen, einem Lungen- und einem Leberzellkarzinom-Modell, Gberprift.
Insgesamt war die antitumorale Wirksamkeit von AdrhPIlgK1-4, AdrhPIgK1-5,
AdmuthPIgK4 und AdmuthPIgK5 im HCC-Modell ausgepdagter als im LLC-Modell. Acht
Tage nach Behandlungsbeginn war das Tumorwachstum im LLC-Modell um 54% fur
AdrhPIgK1-4, um 31 % fur AdrhPIgK1-5, um 40 % fir AdmuthPIgK4 und um 32 % fur
AdmuthPIgK5 reduziert. Im HCC Modell war das Tumorvolumen 12 Tage nach
Behandlungsbeginn um 38 % fur AdrhPIgK1-4, um 67 % fir AdrhPIgK1-5, um 52 % fir
AdmuthPIgK4 und um 48 % fiir AdmuthPIgK5 reduziert. Die Uberlebensrate war nur bei
den mit AdrhPIgK1-4, -K1-5, AdmuthPIgK4 und -K5 behandelten HCC tragenden
Mausen verlangert. Sie betrug 20,8 Tage fiur AdrhPIgK1-4, 31,8 Tage fur AdrhPIgK1-5,
26,4 Tage fur AdmuthPIgK4 und 22 Tage fur AdmuthPIgK5. 50 % der mit AdrhPIgK1-5
behandelten Mause waren auch mehr als 3 Monate nach Behandlungsbeginn noch
tumorfrei. Die antitumorale Wirksamkeit kann wenigstens teilweise durch die
verminderte intratumorale Gefal3dichte erklart werden. In der Histologie konnte gezeigt
werden, dafld bei Tieren, die mit den Plasminogenderivaten behandelt wurden, die

intratumorale GefalRdichte im in beiden Tumormodellen signifikant reduziert war.

Die hier dargestellten Daten zeigen, dal3 der adenovirale Gentransfer der
Plasminogenderivate rhPIgK1-4, rhPIgK1-5, muthPlgK4 und muthPIgK5 angiostatische
und antitumorale Effekte hervorruft und erfolgreich zur Behandlung des experimentellen
HCC eingesetzt werden kann. Moglicherweise eroffnet diese Therapieform auch eine

potentielle Therapieoption zur Behandlung des HCC am Menschen.
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