Institut fir Experimentelle Onkologie und Therapieforschung
Technische Universitét M dnchen
Klinikum rechts der |sar
(Direktor: Univ.-Prof. Dr. B. Gansbacher)

Untersuchungen eines E1B55K -deletierten 1L -2-Gen

tragenden Adenovirusim Prostatakar zinommodell

Claas Heinrich Hinze

Vollsténdiger Abdruck der von der Fakultét fir Medizin der Technischen Universitéat

Mnchen zur Erlangung des akademischen Grades eines

Doktors der Medizin

genehmigten Dissertation.

Vorsitzender: Univ.-Prof. Dr. D. Neumeier
Prifer der Dissertation:
1. Univ.-Prof. Dr. B. Génsbacher
2. Priv.-Doz. Dr. A. Krlger

Die Dissertation wurde am 08.05.2003 bei der Technischen Universitét M (inchen

eingereicht und durch die Fakultét fir Medizin am 15.10.2003 angenommen.






Fiir meine lieben Eltern






Inhaltsverzeichnis 5

1 INHALTSVERZEICHNIS

1 INHALTSVERZEICHNIS ..ottt 5
2 ABBILDUNGSVERZEICHNIS ......oiiiiiitiiiitiiiiittiieiiiietbbiebebbbebbbe bbb seeeaaenne 9
3 VORWORT e 11
4 EINLEITUNG ... 13
4.1 (1T o) (1= T o[- SRRSO 13
4.2 VeKtoren in der GENTNEIAPIE. ........cvi ittt be e e e reenes 13
4.3 AGBINOVITEIN ...t bbbt bbb bbb bbbttt e bbbt 15
4.3.1  Uberblick Gber AAENOVITEN...........c.veeuveeeeeeeeeeeeeeeeeieeeeeeeeeeeeeeeese e sesee e s esee st enesseses e sessaesenenens 15
4.3.2  Biologie der AdENOVIIEI......cccciiiiiieiiieeiieeetie et e etee ettt e sbeeeteeesebeeeteeessseessseeesseessseesssseesssesssseen 16
4.3.3  Adenoviren als GeNVEKLOTEN. ......ccc.iiiiiiiiiie ettt ettt e s et 20
4.3.4  Verwendete TIaNSZENEC. .....cc.uieivieiiiieeiieeeieeeteeesteescteeestbeesbeeesaeessbeeaseeessseessseeessseessseesssseessseessees 22
4.3.5 Strategien zur Optimierung tumor-selektiver AdenOVIren...........cccveevvieerieeeciie e eee e 23
4.3.6 Replizierende Adenoviren in der onkologischen Therapie..........cccccuerieriiiiieiienienieneeieeie e 25
4377 ONYX-015 (A11520)...0cuieiieeieiieieieeieeterte ettt ettt et et et e ste et estesseessessesseessasseessenseaseensesseassensesseensens 26
4.3.8 Replizierende Adenoviren in Kombination mit Chemotherapie...........ccccceeeueeveerienienienieeieeieene 30
4.3.9 Sicherheit von Adenoviren in der Gentherapie...........cceecveeeueeiiierierierierie et 30
4.4 INTEITEUKIN-2 ...ttt bbb bbb ettt bbb 32
4.4.1 Funktionen und Biologie von INterleukin-2.............ccccceeviiriiiisiieiienienie et 32
4.4.2 Klinische Anwendungen VO IL-2.........ccccccvriieriinieiiieiie ettt sre e eese e e sseesteessnessnesnseens 33
4.43 Nebenwirkungen der [L-2 TREIapie.......c.ccccvevvieriiirieiiieiie ettt ere e steesenessnesnneens 34
4.4.4 Effekt von humanem Interleukin-2 auf murine Lymphozyten ............cceevvvevieriierienienienieeieeieens 34
4.5 IL-2 -Gentherapie mittels adenoviraler VEKIOreN..........ccccoviiviii i 35
4.5.1 Nichtreplizierende Adenoviren und IL-2 — Zytokin-Gentherapie............cceceveevreerieereeneennessveanneens 35
4.5.2 Replizierende Adenoviren Und IL-2 ..........cccoieviiiiiiiieiie et sre e ere e sreestaeseneesveens 35
4.6 Kombination von Onkolyse und Gentransfer — two-pronged approach..........c..ccccccovvvviieiennnane. 36

4.7 Bereits in der Arbeitsgruppe erhobene Befunde...........ccovvviicii i 37




6 Inhaltsverzeichnis
5  ZIELSETZUNG DER ARBEIT ...oeiiiiiiiiiiiiiiiititiiititeittettiteteeeeteeeeeeeeeee et eeeeseeesseseneenneennennnsnnne 38
6 METHODEN ...ttt ettt ettt et et e e e e e e e e e e e eeeeaees 39
6.1 ZelIKUITUIMETNOOBN ..o s 39
LT O 1< 1 1< 4 DRSSP 39
LT B A< 11 <01 L SRR 39
6.2 VIFUSAIDEITEN ... s 40
6.2.1  Verwendete AdENOVITCI.........ccuiiiieiieiiieiieie et et et e steete et e bt estee st e sateeate e st ebeesteesseesasesnseenseenne 40
6.2.2  KOtraNnSTEKEION ... .cc.iiiiitieieiti ettt ettt et bt ettt sttt ae e 42
6.2.3 Kultivierung von Zellen und Infektion mit AdeNOVITeN .........cocevirieiinienieniiienceeeeeeee e 42
LI S T T | LT LT RSP 43
6.2.5 Bestimmung der ViruspartikelKONZentration ............ccceeveeeveeviiesiienienierieeieeieeieeseeseesenessne e s 44
6.2.6  Herstellung von nicht aufgereinigten VirusstammlOSUNZEn ..........cccceverveerienirienenienienieeieneneeens 44
6.2.7 Herstellung von aufgereinigten hochkonzentrierten Virusstammlosungen...........coccoeeeveereeeennee. 45
6.2.8  Ermittlung der Infizierbarkeit verschiedener Zelllinien durch Adenoviren............ccoeceeveeeeeenee. 46
6.2.9 Darstellung des CPE mittels Kristallviolettfarbung ............ccocevvvivciiiciiiiinieciecieceee e, 47
6.2.10 Bestimmung der Zytotoxizitdt mittels Zellproliferationsassay ..........ccceecvercveecreevreereenvesveenens 47
6.3 THBIVEISUCK ..o 49
0.3.1  THETRAITUNG ...eooeviieiieeeee ettt ettt et e e st e et eesabeeestaeessbeeeabaeensseeanseeessaesnseaans 49
LT T I 1< (IO OO RSSO 49
6.3.3  Aufbereitung und Injektion von DU 145 Zellen .........cooovvieiciiiiiiiieiieeie et 49
6.3.4 Kontrolle und Messung des TUMOTrWaChStUMS .........ccceieiuiiiiiieeiiieireeeiee e eiee e e sreeeeveesaveeens 50
6.3.5 Intratumorale Injektion VON AdENOVIIEN . .......eevuieriiirieiieeie ettt et e st e seeeeaaeenee e 50
6.3.6  Opferung / Blutabnahme / Dissektion der Balb/C nu/nu MEUSe..........cccceeveevienieniieeiieeieecieens 51
6.3.7 Verarbeitung der entnommenen Tumore und OTrgane.............ceccueeieeiieiieenienienieeie e esiee e 52
6.3.8  Bestimmung der humanen Interleukin-2-Konzentration.............cceceeeueerieereenienieniieeieeseeseeeeenns 52
6.4 IMMUNNISTOCNEIMIE ...ttt e 52
6.5 MolekularbiologiSChe AFDEITEN ..........ccviiiii e 53
6.5.1 Plasmidpréiparation durch alkalische Lyse und CsCl -Gradienten-Zentrifugation......................... 53
6.6 STatiSTISCNE METNOUEN.......c.eiee bbb 54
T ERGEBNISSE ... 56
7.1 Unterschiedliche Infizierbarkeit verschiedener Zelllinien mit Adenoviren ..o 56




Inhaltsverzeichnis 7

7.2 Ausgepragter zytopathischer Effekt von replizierenden Adenoviren ..........ccccoeeveveevieeviesiennn, 59
7.2.1 Darstellung mittels KristallViolettfarbung ...........ccceieeiiiiiiiiiii et 59
7.2.2  Darstellung mittels MTT ASSAY .....ccciiiiiiiiiiieeiiiertie ettt eereeeteeesreesveeestbeesseeessseessseeesaeesssesassseenes 62
7.2.3  Darstellung mittels phasenkontrastmikroskopischer Aufnahmen.............cocoviviiiiniininninnine, 65

7.3 Replikation von E1B55K-deletierten Adenoviren in allen verwendeten Prostatakarzinom
W4 || 01T o PO TS T TP TP URURPR PR PPUPPPO 66

7.4 Gesteigerte 1L-2 Produktion nach Infektion mit einem replikationskompetenten IL-2 Gen

L= o[- a0 [=T o AN (=Y oL o U USRS 68

7.5 Transgeninsertion in der E3 Region fuihrt zu deutlich verminderten Transgenexpression —

Uberkompensation durch ReplikationSKOMPEIENZ ............c.cccviviviiiuevieireeieeieee e 69
7.6 Koinfektion zur Steigerung der TranSgeneXpPreSSION .........cccveieiririreneneneereeeese e seens 70
7.7 Tumorinduktion durch DU145 Zellen in Balb/C nu/nu MAUSEN..........ccooiviiininiieceeeeie 71
7.8 Hohe Plasma IL-2-Spiegel nach intratumoraler INjektion..........cccccevviiiii i, 72
7.9 Nachweis intratumoraler Adenoviruspartikel und Transgenexpression ..........cccovveveveevvennennnen, 74

7.10  Verlangertes Uberleben nach intratumoraler Injektion von IL-2 Gen tragenden und

T TPA =] =T o [T AN L= a0 AT - o ISP 77
7.11  Verzogertes Tumorwachstum nach intratumoraler Adenovirusinjektion ..........c.cccoeevvvieevnenee. 80
8 DISKUSSION ...oiiiiiiiieeii ittt e e e e e e e s sttt e e e e e e s sa st ttaeeaeeeeeeaasssssaaneeeeeeaaanssssneeaaeens 83
8.1 IR (oI =t o T=] o] g £ ES P 83
8.1.1 Infizierbarkeit der verschiedenen ZellliNIen ..........c..cocviiiiieiiiiieiiie et 83
8.1.2  ZytopathiSCher EfTEKL.........ccoouiiiiiiieiie ettt e e e e eeav e e e ab e e etaeessbaeesenaenes 85
8.1.3  ReplikationSTARIGKEIE ... .cc.eeitiiieiiiie ettt ettt e st et ebe et e b e nee e 87
8.1.4 T 2 ProAUKLION. .....cooiiiieietieee e et e et e e e et e e e et e e e eeaae e e e eeareeeeeeareeeeenneas 88
8.2 Diskussion des TIermMOEIlS ..o s ee e 89
8.3 IN VIVO EFQRINISSE ...ttt ettt sne e e neeenes 91
8.3.1  TUMOIWACKSIUIN ....oeiiiviiiitiie ettt ettt ettt et e et e e et e e eteeeetaeeetee e tseeeseeessseeeaseeeseeenesesesseenns 91
8.3.2  IL-2 PrOAUKLION. .....viiitii ettt ettt ete e et e e et e tteeeteeeetaeeebee e sseeeaseseaseesaseeeseeeneseseseeenes 91

8.3.3  TUIMOITEEIESSION ...euvveeuvieuteeiieereseteeeteeseeseessaesseessseasseasseesseesseesssessseasseesseessessssessseassensseesseessessssennns 92




8 Inhaltsverzeichnis
8.4 Unterschiedliche Befunde des onkolytischen Effekts im in vitro und im in vivo Modell............ 93
8.4.1 Verwendetes in vitro Modell.........coooiiiiiiiiiii e 93
8.4.2  POSItION dES TTANSZENS .....eeieiieieiiieiieeiieeeite et eetee ettt e s bt esteeesebeessbeeessseessseeessseessseesnsaeessseessseesnnns 94
8.4.3  Verwendeter MaUSStAMIML.........eeiutirierieeieeie et et eeteesiteseteseeeebeebeeteesseesaeesaeesnseenseeaseenseesneesneeennes 95
8.4.4 Probleme der Administration der ViruSSUSPENSION. .......ceueerueerieerieeriierieeieesieesteeeieeere e eseeeeenees 95
8.4.5 Effekt der Deletion der E3-ReION........cccoeiiiiiiiiiiiiiieieeeeee ettt 96
8.4.6  EinfluB} der IL-2-Expression auf virale Replikation und Propagation innerhalb des Tumors........ 97
8.5 Zusétzlich zu beachtende Gesichtspunkte bei Anwendung im Menschen ..........ccccoceevveieienne 98
8.5.1  TOXIZItAL VOI TLm2 ..ottt sttt sttt et sttt et e e b et e e e 99
8.5.2  TOXIZItAt VON AQETIOVITEIL. ..ccuiitiiiiiitiiieitieiieie ettt ettt sttt et sttt b ettt et et e e b et e e 99
8.5.3  IMIMUNIEAL ....ooiiitiiiitiiie ettt et b ettt s b e et b e e st e bt e bt et e sbeemt e besbeente b 100
8.5.4  Noch verstdrkte subtraktive Aktivitét des replizierenden IL-2-produzierenden Adenovirus....... 100
8.6 AUSDIICK ... 101
8.6.1  Erhalt der ADP REZION .....cceciiiiiiiiiieii ettt ettt ettt e staesvestveesbeesbaesteesssesssesssessseesseesseens 101
8.6.2  BeSSerer ZiClZElItrOPISINUS .......eecvvieieiiieiieieestesteeteereeteesteestaestaessbeasseesseesseesssesssessseesseesseessenns 101
8.6.3  Geringere immunologische Antwort und TOXIZItAL.........ccccevvveeviierierieriecre e 102
8.6.4  Regulierbares TTanNSEEMN......cccueiivieeiiireeiieeiieesiieeereeetteesveesteeessbeessseeessseessseeessssessseesssesessseesseeans 103
8.6.5 Bessere AdministrationsteChnik..........c.ooiiiiiiiiiiii e 103
8.6.6  Verbesserte Tiermodelle ..........cooiiiiiiiiiiiiiieee ettt 104
8.6.7 Besseres Verstiandnis der Interaktion von onkolytischen Adenoviren, Tumorzellen und
TINIMIUNANEWOTT ..ottt ettt sttt e sttt e bt e e sab e e sabe e esmbeesabeeesbbeesabeeensbeesabeeensee 104
O ZUSAMMENFASSUNG ....oooiiiiiiiieitietteeeeteeteeeeseeseeeessesseessesesssssaessssessssssesssesssessssssssssssssssssnnnes 106
10 MATERIAL UND BEZUGSQUELLENNACHWEIS..........cuuiiiiiiiiiiiiiiiiieiieiinneneneneanes 107
101 IMBEETTAL ...t b bbbt 107
O <74 o] (- J T O TSRO PPV PRTOPRRUPTOPN 112
11 ABKURZUNGEN.......coiiuiiiiie ittt ettt ettt ettt et e et e teere et et eetesteeseenseseereereareas 114
12 BIBLIOGRAPHIE ...t e 116
13 DANKSAGUNG ...t a e e e e e e e s e e e e e e e e e e e e e e e e aas 137

I N R N U TP 138




Abbildungsverzeichnis 9

2 ABBILDUNGSVERZEICHNIS

Tabelle 1: Ubersicht Gher GENVEKLOTEN ..........cvrvieiieieisiiieeiieiieeissseseessssesse sttt st s sttt s s st essesssessssnsnns 15
Tabelle 2: Starke Variation der MOI5, und MOI,5 der verschiedenen Zelllinien..............ccceevveeeieeiieeeiieeiieeeree e 59
Tabelle 3: Plasma IL-2 Nachweis nach intratumoraler InjeKtion...........ccocveriieiiiiriiiiiiiiiiesieeee e 72
Abbildung 1: Zahl der Suchergebnisse "gene therapy".........cccvoriiiiiiiiieee ettt 11
Abbildung 2: In Gentherapiestudien behandelte Erkankungen — Stand 2002.............ccocoiiiiiiiinieiiiiieee e 12
Abbildung 3: Verwendete Vektoren in klinischen GentherapieStudien .............coocoiirieiiiieienineic e 14
Abbildung 4: Struktur des AdENOVIIUS VITION ......cecvieeiiiiiiieiiesieeiieieeteetesteesteeaeeaessaeseeesseesseesseassesssesssesseessesssesssesseenns 17
Abbildung 5: Struktur des adenoviralen GENOMS ...........cuerierieerieiiierieeierte et eteeteseaeseesseesseeseseesseesseesseesseenseessesssessaens 17
Abbildung 6: Ereignisse und Zeitverlauf der adenoviralen Replikation ..........c.ccoceveriniiiiiiinininininiccccscsceeeeeen 19
Abbildung 7: Mechanismen des adenovirusvermittelten Zelltods ...........occueiieiiirieiiiie e 20
Abbildung 8: Prinzip tumorselektiver replizierender VIICN.........coouiiiiiieriieiieieeie ettt 24
Abbildung 9: Vorgeschlagene Mechanismen der Wirkung von Addl1520 (OnyX-015).....ccceiireiiiinieneieneneceeeeeenies 28
Abbildung 10: Vorteile der Verwendung transgener replizierender AdEnOVIIeN. ..........coecveiuerieriereiieienienesiese e 36
ADbDbildung 11: Verwendete AQCNOVIICI .........ccveiieriieriieieiieseesteeteeteereetaesteesseesseeaesseesssesseesseesseessesssesssesseessessseseesseens 41
Abbildung 12: Verwendete Plasmide zur KotransfeKtion.............ccveviiieiiiieniiiieiecc et 42
Abbildung 13: Durchflusszytometrie - Gate zum Ausschluss der toten Zellen ............ccoocvevierieiieiieiieiie e 47
Abbildung 14: Die Transduktionsrate und —intensitét ist abhéngig von der MOI - Fluoreszenzmikroskopie .................. 56
Abbildung 15: Die Transduktionsrate und —intensitdt ist abhéngig von der MOI - Durchflusszytometrie....................... 57
Abbildung 16: Unterschiedliche Infizierbarkeit verschiedener Zelllinien — Graphische Darstellung..............ccccceeereeenne 58
Abbildung 17: Berechnung der MOILsp Und MOI7s........couiiuiiiiiiieee ettt seea 58
Abbildung 18: Deutlicher zytopathischer Effekt von replizierenden Adenoviren - Kristallviolettfarbung....................... 60
Abbildung 19: Abhingigkeit des zytopathischen Effekts von der verwendeten MOL ............cccooovveeiiiiiiieiieneeieeec e 61
Abbildung 20: Zytopathischer Effekt nach Infektion mit niedrigen MOIs setzt zwischen Tag 4 und 6 ein..................... 61
Abbildung 21: MTT Assay zeigt zytopathischen Effekt in Abhédngigkeit von verwendeter MOL...........ccccoevininenenen. 63
Abbildung 22: MTT Assay zeigt zytopathischen Effekt im Zeitverlauf.............ocooiviiiiiiiiiinininiccceeen 64
Abbildung 23: Zytopathischer Effekt in Abhingigkeit von der verwendeten MOI - Phasenkontrastmikroskopie........... 65
Abbildung 24: Hohe Virusfreisetzung nach Infektion mit EIB55K-deletierten Adenoviren ...........cocceeeeveeneeneeneenenne 66
Abbildung 25: Replikationskompetentes IL-2 Gen tragendes Adenovirus erzeugt hohe IL-2 Produktion....................... 68
Abbildung 26: Transgenposition hat groen Einfluss auf die IL-2 Produktion ............ccccceevierieriierieecieiieseeseesie e 69
Abbildung 27: Kombinierte Infektion ermoéglicht hohe IL-2 Produktion ............ccceevvieeiiiienienieieeieeie e 70
Abbildung 28: Tumorwachstum nach Injektion unterschiedlicher Zellmengen ............cccecvevenenininieneieninencneneenen 71

Abbildung 29: Replizierende und nichtreplizierende Viren mit IL-2 Gen erzeugen &hnliche Plasma IL-2 Spiegel nach

INtratumMOTaler TNJEKREION .......eiiiiii ettt ettt ettt s b et e e ae e e et e saeeste e et enteeneeeneeeseenneennes 73
Abbildung 30: Nachweis von intratumoralen Adenoviruspartikeln — AAMASS.......cooiiiiiieeee e 74
Abbildung 31: Erfolgreiche Transduktion nach intratumoraler Injektion mit AAMASS .......coooiiiiiiiinieeeceeee 76
Abbildung 32: Nachweis von intratumoralen Adenoviruspartikeln — AASWSE .......ccooiiiiiiiiii e 76

Abbildung 33: Erfolgreiche Transduktion nach intratumoraler Injektion mit AAMASS ......cooiiiiiininiiieeeee 77




10 Abbildungsverzeichnis

Abbildung 34: Uberleben und Tumorwachstum nach i.t. InjeKtion T..........cc.o.oooovivoiiiiieioieeieeeeeee e 78
Abbildung 35: Uberleben und Tumorwachstum nach i.t. Injektion IL..............c.cooveviiiiiirieeeeeeeeeeseeeeeee e 79
Abbildung 36: Kaplan-Meier Analyse zeigt verlingertes Uberleben von Miusen nach i.t. Injektion von IL-2 Gen
trAZENACT AQCNOVITEIL. ... eeutiiieetieitiet ettt ettt ettt et et et e et e e s bt e bt e eeemeeeaeeeseesseeneeanseeneeeseeeseeseenseenseensesnnesneenns 80
Abbildung 37: Darstellung des verzégerten Tumorwachstums nach initialer Adenovirusinjektion Ia...............cc.ccooee. 81
Abbildung 38: Darstellung des verzogerten Tumorwachstums nach initialer Adenovirusinjektion Ib............c.ccoceeeeee. 81
Abbildung 39: Darstellung des verzogerten Tumorwachstums nach initialer Adenovirusinjektion IlL.............c.ccoceeeeeee. 82

Abbildung 40: Parameter des Antitumoreffektes von replizierenden VIren...........ocovverveeieniieriiecieecienieseeseesreene e 97




Vorwort 11

3 VORWORT

Das Konzept der Gentherapie hat in seiner kurzen Geschichte einen enormen Zuwachs an Interesse
durchlaufen. Definiert als die Einbringung von normalen oder genetisch verdnderten Genen in Zellen,
um defekte Gene zu ersetzen oder deren Funktion wiederherzustellen (Kay et al. 1997), wurde die Be-
zeichnung ,,Gentherapie® (,,gene therapy*) das erste Mal im Jahr 1970 verwendet (Osterman et al. 1970)
und die erste klinische Studie im Jahr 1990 begonnen (Blaese 1995).

Der Interessenzuwachs wird bei Betrachtung der

3500
3000 1 I~
2500 1 /
2000 4 /

1500 -

Suchergebnisse
S

1000 ))r"

Anzahl der Publikationen deutlich, die unter dem
Uberbegriff ,@aentherapie® zusammengefasst wer-
den konnen. So hat zu Beginn der 90er Jahre des
20. Jahrhunderts die Zahl der auf diesem Gebiet
publizierten Artikel sehr stark zugenommen. Dies

spiegelt vor allem die technischen Fortschritte auf

i / dem Gebiet der Molekularbiologie wider. Insge-

samt sind seit 1970 mehr als 21.000 Artikel hierzu
verdffentlicht worden (s. Abbildung 1).

2000
Jahr

Abbildung 1: Zahl der Suchergebnisse “gene therapy” Die Bedeutung der molekularen Medizin wird in

In der PubMed Datenbank (www.pubmed.gov) mit dem der Zukunft zweifellos zunehmen, sowohl im Be-
oben genannten Suchbegriff erzielie Ergebnisse reich der Diagnose- und Prognosestellung als auch
in der Therapie; man betrachte alleine den Meilenstein der Sequenzierung des gesamten menschlichen
Genoms im Jahr 2001 (Lander et al. 2001; Venter et al. 2001).

Waihrend sich die traditionelle Definition der Gentherapie vorrangig auf die Behandlung von angebore-
nen (mono)genetischen Erkrankungen bezieht, wird zunehmend deutlich, dass sich die Moglichkeiten
der Gentherapie nicht hierauf beschrinken, sondern dass auch andere Erkrankungen grundsétzlich mit
gentherapeutischen Strategien behandelbar werden. Zu diesen anderen Erkrankungen zéhlen erworbene
Erkrankungen, wie Krebs-, neurologische, kardiovaskuldre und Infektionserkrankungen (Verma und
Somia 1997). Zahlreiche genetische Alterationen in Krebszellen sind bekannt (Fearon und Vogelstein
2000; Pierotti et al. 2000), die zumindest theoretisch ermoglichen sollten, mittels Gentherapie einzugrei-
fen. Heute befasst sich sogar der grofSite Anteil klinischer Gentherapiestudien mit der Behandlung von

Krebserkrankungen (s. Abbildung 2). Zur Zeit gibt es iiber 600 klinische Gentherapiestudien weltweit,

mit mehr als 5000 behandelten Patienten.
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Anteil der Protokolle [%]

In Gentherapiestudien behandelte Erkrankungen

Abbildung 2: In Gentherapiestudien behandelte Er-
kankungen - Stand 2002

laut (http://www.wiley.co.uk/wileychi/genmed/clinical/

In der vorliegenden Arbeit sollte in einem Mo-
dell des Prostatakarzinoms gezeigt werden,
inwieweit sich die Methode der Gentherapie,
hier mit dem Gentransfer von Interleukin-2
(IL-2), mit einer anderen innovativen Thera-
piestrategie, der Verwendung von replizieren-
den tumorspezifischen onkolytischen Adeno-
viren verkniipfen lieB. Hierzu wurde als Gen-
vektor ein attenuiert replizierendes onkolyti-
sches Adenovirus verwendet, dessen natiirli-
che Féhigkeit zur Onkolyse zusétzlich ausge-
nutzt werden sollte. Ein dem in dieser Arbeit
verwendeten replizierenden Adenovirus dhnli-
ches Virus (Onyx-015) mit einer Deletion des
adenoviralen E1B55K-Gens, zeigte zum Zeit-
punkt des Beginns dieser Arbeit in mehreren

Publikationen eine tumorspezifische Onkolyse.

Ein weiterer erwarteter Effekt war die verbesserte Gentransduktionseffizienz durch die Verwendung

eines replizierenden Vektors.

Die Einleitung bietet zunichst einen Uberblick iiber das Gebiet der Gentherapie, mit einem Schwer-

punkt auf die Verwendung und Biologie adenoviraler Vektoren, insbesondere auch die von Onyx-015.

Mit Erlauterungen zur Tumorimmunologie und den Eigenschaften von IL-2 wird schlieBlich zu dem in

dieser Arbeit verwendeten two-pronged approach, d.h. der oben erwédhnten Kombination von Immun-

gentherapie und Onkolyse iibergeleitet.
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4 EINLEITUNG

4.1 Gentherapie

In der Gentherapie werden unterschiedliche Ansitze angewandt (Jain 1998):

Bei der ex vivo Technik erfolgt der Gentransfer zunéchst in Zellen aulerhalb des Individuums; die Zel-
len werden anschlieBend, eventuell auch nach weiterer Proliferation, wieder zugefiihrt.

Mit der in vivo Technik erfolgt der Gentransfer innerhalb des Organismus direkt im Zielgewebe.

Ferner unterscheidet man zwischen somatischer Gentherapie und der Keimbahngentherapie. Bei der
somatischen Gentherapie werden in der Regel differenzierte Zellen oder auch primitive oder determi-
nierte Stammzellen verwendet, wihrend bei der Keimbahngentherapie friihembryonale totipotente Zel-
len verwendet werden, die einen vollstindigen Organismus bilden konnen. Sédmtliche Zellen, die aus
diesen totipotenten embryonalen Zellen stammten, triigen das transferierte Gen, unter anderem auch die
Keimzellen, womit potentiell eine Weitergabe in nachfolgende Generationen moglich wire. Die Keim-
bahngentherapie oder genetische Verdnderungen der Keimbahn werden nur in Tiermodellen und in vitro
angewandt (Brinster und Palmiter 1984); der Einsatz solcher Verfahren am Menschen ist bis heute ein
Tabu, wird aber in neuerer Zeit diskutiert (Fletcher und Anderson 1992; Wivel und Walters 1993;
Wadman 1998; Verma 2001).

Wichtige Bedingungen fiir einen erfolgreichen Gentransfer sind zum einen eine erfolgreiche Geninser-
tion in die Zielzelle, bzw. das Zielgewebe, zum anderen eine dem Zwecke angemessene, ausreichende
und nicht ibermifBige Expression des Gens. Fiir verschiedene Anwendungen sind unterschiedliche Mus-
ter der Genexpression notwendig; fiir die Therapie von hereditdren Erkrankungen ist zumeist eine per-
manente Genexpression erwiinscht, wahrend fiir andere Zwecke, wie z.B. bei der onkologischen Gen-
therapie eine transiente Genexpression ausreichend ist. In anderen Féllen mag auch eine induzierbare

Genexpression wiinschenswert sein.

4.2 Vektoren in der Gentherapie

Vektoren in der Gentherapie sind Tréger von therapeutischem genetischen Material und sollen das Ziel-
gen in die Zellen des Zielgewebes transportieren. In der Natur gibt es verschiedene Mechanismen des
Gentransfers: durch Konjugation kénnen in Bakterien Plasmide von einer Donor- in eine Akzeptorzelle
iibertragen werden (Lewin 2000). Mittels Transduktion werden virale DNA oder RNA Segmente in das
Genom der Wirtszelle (im Falle von Bakterien von Phagen) tibertragen und vervielfdltigen sich wéhrend
der Zellteilung (Griffiths et al. 2000). Transfektion beschreibt einen passiven Vorgang, bei dem DNA
aufgrund physikalischer oder chemischer Methoden in Zellen hinein gelangt (Griffiths et al. 2000).
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Der ideale Vektor ist bisher nur eine Wunschvorstellung und nicht existent. Er sollte die Zielzelle ein-

fach erreichen und penetrieren, der Vorgang sollte sicher, effektiv und selektiv ablaufen und der Vektor

sollte sich in groBen Mengen produzieren lassen. Fiir einige Zwecke sollte er die Fahigkeit besitzen, das

gewiinschte Transgen oder die Transgene in das Wirtsgenom zu integrieren, wenn moglich an ge-

wiinschter Position (site-specific), oder als stabiles Episom; des weiteren ist die Moglichkeit der Regu-

lation der Genexpression zur Erzielung einer angemessenen Genexpression wiinschenswert (Verma und

Somia 1997). Hierfilir wire eine Verwendung der zelleigenen cis-regulatorischen Elemente optimal; es

ist jedoch sehr schwierig oder unmdoglich alle diese regulatorischen Elemente fiir ein bestimmtes Gen zu

identifizieren. Fiir die Regulation der B-Globin Expression sind diese Elemente beispielsweise iiber na-
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Abbildung 3: Verwendete Vektoren in klinischen Gentherapie-
studien
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hezu 100 kB verteilt. Diese Grof3e iiber-
steigt ohnehin die Kapazitit der meisten
Vektorsysteme (Anderson 1998). Fiir
manche Zwecke ist es auch erstrebens-
wert, dass durch den eingebrachten Vektor
keine Immunantwort des Wirtsorganimus
erzeugt wird (Verma und Somia 1997).

Das Spektrum der verwendeten Vektoren
in der Gentherapie ist gro3. Von den {iber
600 stattfindenden Studien verwenden
mehr als die Halfte virale Vektoren, insbe-

sondere Retroviren und Adenoviren (s.

Abbildung).

Einen Uberblick iiber die hauptsichlich

verwendeten Vektoren in der Gentherapie und deren Charakteristika bietet Tabelle 1.
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Retrovirus Lentivirus Adenovirus AAV Nackte oder Lipid-DNA
Maximale
InsertionsgroRe des 7-7,5 7-7,5 ~30 3,5-4,0 unbegrenzt
Transgens [kb]
Erreichbare
Partikelkonzentration pro >10° >10® >10%® >10%? unbegrenzt
ml
Administrationsart ex vivo ex/in vivo ex/in vivo ex/in vivo ex/in vivo
Integration in das ja ja nein ja/nein sehr gerin
Wirtszellgenom ) ) ) gering
Dauer der Genexpression
L lang lang kurz lang kurz
in vivo
Stabilitat gut nicht untersucht gut gut sehr gut
Einfachheit der
Herstellung groRer schwierig schwierig einfach schwierig einfach
Mengen
Immunologische wenig wenig in hohem MaRe nicht bekannt keine
Probleme
unwahrscheinlich
Existierende Immunitat . (moglicherweise . . )
) ) unwahrscheinlich . ja ja nein
des Zielorganismus vorhanden in HIV+
Personen)
Sicherheitsprobleme Insertionsmutagenese | Insertionsmutagenese Entzundunggrgaktlon, Emzundung.sr“eaktlon, keine
Toxizitat Toxizitat

Tabelle 1: Ubersicht Giber Genvektoren

Charakterika der in klinischen Studien verwendeten Genvektoren

Da fiir die vorliegende Arbeit ein Vektor gesucht war, der eine transiente Genexpression aufwies, der

leicht handzuhaben war, einen in vitro und in vivo Gebrauch und eine Infektion nicht proliferierender

Zellen erlauben sollte, wihrend eine langfristige Genexpression nicht erwiinscht war, wurden aus-

schlieflich adenovirale Vektoren verwendet.

4.3 Adenoviren

4.3.1 Uberblick tiber Adenoviren

Adenoviren wurden 1953 erstmals kultiviert und als distinkte Viren beschrieben (Rowe et al. 1953).

Innerhalb kurzer Zeit wurden zahlreiche Serotypen und die Verbindung mit verschiedenen Erkrankun-

gen ermittelt. Die Viren wurden zunéchst als adenoid degeneration (AD), adenoid-pharyngeal conjunc-

tival (APC) und acute respiratory disease (ARD) Agens bezeichnet. Humanpathogene Adenoviren sind

mit zahlreichen Erkrankungen assoziiert, unter anderem mit akuter Pharyngitis, pharyngokonjunktiva-
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lem Fieber, akuter Rhinosinusitis, Pneumonie, epidemischer Keratokonjunktivitis, pertussisdhnlichem

Syndrom, akuter himorrhagischer Cystitis, Gastroenteritis und Hepatitis (Horwitz 1996).

Die Adenoviren begriinden die Familie der Adenoviridae, die wiederum in zwei Stimme, Mastadenovi-
rus und Aviadenovirus unterteilt wird, wobei Aviadenoviren ausschlieBlich Vogelspezies infizieren. Die
Verbreitung der Adenoviren ist weltweit und es existieren spezifische Adenoviren fiir zahlreiche Arten,
z.B. humane, primaten, bovine, equine etc.. In der Regel sind diese Adenoviren speziesspezifisch; je-
doch konnten Antikdrper gegen humane Adenoviren in Primaten nachgewiesen werden und auch in
Katzen werden Antikorper gegen humanes Adenovirus Typ 5 gefunden (Miiller-Heidelberg 2003). Bis
heute sind 47 verschiedene humane Adenovirus Serotypen beschrieben. Die Serotypen werden in sechs
Untergruppen unterteilt, basierend auf der Féhigkeit Erythrozyten unterschiedlicher Spezies zu aggluti-
nieren (Horwitz 1996). Serologische Studien zeigen, dass der Grad der Durchseuchung mit Adenoviren
in der Bevolkerung hoch ist. Antikorper gegen die die Gruppe C Adenovirus Typen 1, 2 und 5 sind am
héufigsten vorhanden, bei 40-60% aller Kinder (Huebner et al. 1954; Horwitz 1996). In Populationen,
die auf engem Raum zusammenleben, z.B. bei Militdrrekruten, liegt der Durchseuchungsgrad noch

deutlich dariiber (Hilleman 1957).

4.3.2 Biologie der Adenoviren

4.3.2.1 Aufbau

Adenoviren sind ikosahedrale Partikel mit einem durchschnittlichen Durchmesser von etwa 80 nm
(Horwitz 1996). Die Partikel enthalten DNA (13% der Masse), Protein (87% der Masse) und haben kei-
ne Hilllmembran. Die Dichte der kompletten Viruspartikel betrdgt 1,34 g/ml. Das Virion besteht aus
dem Capsid, welches den DNA-enthaltenden Kernbereich umschliet. Das Capsid besteht aus 252
Capsomeren, von denen 240 Hexone und 12 Pentone sind; diese Bezeichnungen beziehen sich auf den
Autbau des Capsids, Hexone sind von sechs und Pentone von fiinf benachbarten Strukturen umgeben.
Jedes Penton enthilt eine Basis, die einen Teil der Oberfliche des Capsids bildet; von hier nehmen die
Fiber-Proteine ihren Ursprung. Insgesamt sind sieben verschiedene virale Proteine am Aufbau der Pen-
tone und Hexone und somit am Aufbau des Capsids beteiligt. Das trimere Fiber-Protein zusammen mit
der Penton-Basis wird als Penton-Capsomer bezeichnet. Die Fiber-Struktur formt die initiale Bindung
an die Zielzelle iiber den zelluliren Rezeptor, der fiir alle humanen Adenoviren, mit Ausnahme der
Gruppe B Adenoviren, der Coxsackievirus-adenovirus-Rezeptor (CAR) ist (Bergelson et al. 1997; Ber-
gelson et al. 1998; Bergelson 1999). Der Kern des Virions enthélt vier virale Proteine und das virale

Genom (s. Abbildung 4).




Einleitung

17

Fiber-Struktur
(V)
Penton
(1nmia, v)

Core-Proteine

(VII, TP) Hexon
(11, VI, VIIL, 1X)

DNA Genom

Abbildung 4: Struktur des Adenovirus Virion

Elektronenmikroskopische Aufnahme und Struktur von Adenoviruspartikeln (ICTVdb — The Univer-
sal Virus Database, Version 3. http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ICTVdb/ICTVdB/)

4.3.2.2 Genomstruktur und —organisation

Die allgemeine Organisation sdmt-
licher Adenoviren ist dhnlich. Es
handelt sich um eine lineare dop-
pelstringige DNA mit einer Lénge
von etwa 36 kbp. An beiden Enden
befinden sich kurze inverted ter-
minal repeats (ITR); ebenfalls
befindet sich im Genom ein Cis-
agierendes Verpackungssignal.
Das Verpackungssignal sorgt flir
die Interaktion der viralen DNA
mit den verpackenden Proteinen.

Der Ablauf der Replikation erfolgt

streng  chronologisch  geordnet.
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Abbildung 5: Struktur des adenoviralen Genoms

Organisation der viralen Transkriptionseinheiten: Die friithen mRNAs
werden mit E (early) bezeichnet, spite mRNAs mit L (late) (ICTVdb
- The Universal Virus Database, Version 3.

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ICTVdb/ICTVdB/). Weitere Erldute-
rungen im Text.

Das Genom enthilt fiinf frithe Transkriptionseinheiten, die early units E1A, E1B, E2, E3 und E4, zwei

delayed early units IX und IVa2 und eine spéte Transkriptionseinheit, major late (s.Abbildung 5).



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ICTVdb/ICTVdB/
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4.3.2.3 Replikationszyklus

Die Bindung des Viruspartikels wird zundchst vermittelt iiber die Interaktion des fiber-Proteins mit dem
zelluldren Rezeptor, CAR. CAR ist ein Bestandteil des Tight-Junction-Komplexes (Zonula occludens)
und auf zahlreichen Zelltypen vorhanden (Bergelson et al. 1997; Bergelson 1999; Cohen et al. 2001).
Neben der primdren Adhésion des Virus vermittelt die Interaktion von fiber-Protein und CAR auch die
Unterbrechung des tight-junction-Komplexes; hierdurch wird die strenge Kompartmentalisierung von
basolateralem und luminalem Raum aufgehoben und in vivo die weitere Distribution des Virus entlang
der luminalen Oberfldche von Epithelien ermoglicht (Walters et al. 2002). Adenovirus Typ 37 benutzt
Sialinsdure als primédren zelluliren Rezeptor (Arnberg et al. 2000). Hong et al. beschreiben die Bindung
von Adenovirus Typ 5 fiber-Proteinen an MHC Klasse I Molekiile (Hong et al. 1997). Fiir die Internali-
sierung ist eine zweite Protein-Protein-Interaktion notwendig; hierzu bindet das Penton-Basis-Protein an
die Integrine avf; oder avBs (Wickham et al. 1993), kiirzlich ist auch das Integrin owyf3; mit dieser Funk-
tion assoziiert worden (Davison et al. 1997); diese Interaktionen finden iiber das konservierte RGD-
Motiv (Arginyl-Glycyl-Asparagyl) statt. Nach der Adsorption mit den geschilderten Mechanismen
kommt es zur rezeptorvermittelten Endozytose (iiber clathrin-coated pits), getriggert durch die Penton-
Basis-Integrin-Interaktion. Dieser Vorgang ist sehr effizient; innerhalb von 10 min nach Adsorption
befinden sich mehr als die Hilfte der adsorbierten Partikel in Endosomen. Durch die Ansduerung inner-
halb der frithen Endosomen kommt es zur Freisetzung der Viruspartikel in das Zytosol. Uber
mikrotubuldre Transportmechanismen werden die Virione zum Nucleus befordert. Wéhrend des Inter-
nalisierungsprozesses wird schrittweise das Capsid abgebaut (Greber et al. 1993). Hierbei spielen Dis-
soziations- und proteolytische Vorginge eine Rolle. Wiederum lduft dieser Transportvorgang sehr
schnell ab; innerhalb von 40 min nach Penetration des Virus, konnen Viruspartikel bereits an den Poren
der Kernmembran beobachtet werden. Die virale DNA gelangt schlieBlich in den Nucleus und assoziiert
dort mit der Kernmatrix.

Nachdem die virale DNA in den Zellkern gelangt ist, kommt es zundchst zur Expression der immediate
early units E1A und E1B, die Expression wird verstirkt durch sich am linken Ende des adenoviralen
Genoms befindliche Enhancer (Hearing und Shenk 1983; Hearing und Shenk 1986). Die Genprodukte
der E1A und E1B Region sorgen fiir den Ubertritt in die S-Phase, um eine optimale Umgebung fiir die
Virusreplikation, mit Versorgung von Substraten fiir die DNA-Biosynthese, zu schaffen. Der zweite
Schritt ist die Etablierung eines Systems, die antivirale Immunantwort des Wirtsorganismus zu unterlau-
fen; hier spielen die E3- und VA RNA-Gene eine entscheidende Rolle. Der dritte Schritt ist die Syn-
these samtlicher viraler Genprodukte, die fiir die DNA-Replikation notwendig sind.

Der Ablauf der initialen Ereignisse und die Rolle der E1A- und E1B-Proteine wird spéter detailliert
beschrieben (s. 4.3.7). Eine wichtige Bedeutung der E1B-Genprodukte ist die Suppression der Wirtszell-

apoptose. Die Verhinderung einer frithen Wirtszellapoptose ist fiir die Replikation des Virus ein eminent
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wichtiger Vorgang; man findet diese Inhibition durch entsprechende Genprodukte auch bei anderen
Viren, z.B. SV40, CMV, Cowpoxvirus, Vacciniavirus, HBV, EBV und dem humanen Papillomavirus
(Teodoro und Branton 1997).

Die Expression der early unit E2 hiangt ab von der Transaktivierung durch die E1A-Proteine. Die zwei
Untereinheiten E2A und E2B werden in zwei groBe RNA-Vorldufermolekiile transkribiert; durch alter-
natives Spleiflen in verschiedene mRNAs und Translation durch die zelluliren Proteinsynthesemecha-
nismen entstehen schlieBlich Produkte, die fiir die Replikation der viralen DNA notwendig sind. So ko-
diert z.B. die E2B-Region fiir die virale DNA-Polymerase und das terminale Protein (TP), welches im
Virion schlieBlich an die 5'-Enden des viralen Genoms bindet.

Die early unit E3-Genprodukte werden ebenfalls von mRNA-Molekiilen translatiert, die aus Vorlaufer-
molekiilen durch alternatives Spleiflen synthetisiert wurden. Diese Produkte sind fiir den viralen Repli-
kationszyklus nicht unmittelbar ndtig, sind aber insbesondere wichtig fiir die Modulation der Immun-
antwort durch den Wirts-
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Abbildung 6: Ereignisse und Zeitverlauf der adenoviralen Replikation

modifiziert nach Shenk (Shenk 1996)

vermittelt, der ein weite-
res  Proliferationssignal
fiir die Zelle abgibt.

Early unit E4-Genprodukte sind in Kombination mit E1B-Genprodukten verantwortlich fiir den Trans-
port viraler mRNA vom Nucleus in das Zytosol und gleichzeitig fiir die Hemmung des Transports zel-
luldrer mRNA. Ein 14 kD-Protein fungiert als Proteinkinase und reguliert virale und zelluldre Proteine
(z.B. c-Fos und AP-1), ein 17 kD-Protein bindet an und stimuliert die Aktivitit von E2F-Transkriptions-
faktoren.

Late unit L-Genprodukte sind fast ausschlieBlich Strukturproteine, die fiir den Aufbau der Capsid- und
Fiber-Struktur verantwortlich sind.
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Nachdem die virale DNA-Replikation und Strukturproteinsynthese abgelaufen sind, kommt es zum
Aufbau der Virione im Nucleus, schliel3-

El> ‘+ @ g bet s ranriton lich zum Zelltod und zur Virusfreisetzung
(viral burst).

@,

Fiir die letztgenannten Vorginge spielen
virale Proteine eine wichtige Rolle: das
E3 11,6 adenovirus death protein (ADP)
und das E4orf4-Genprodukt werden spit
im Verlauf des Infektionszyklus expri-
miert und wirken direkt zytotoxisch. Eine

Deletion beider Gene sorgt fiir einen er-

heblich verzogerten Zelltod infizierter

Abbildung 7: Mechanismen des adenovirusvermittelten Zell- Zellen (Tollefson, Ryerse et al. 1996).
tods

] ) ) _ Braithwaite et al. haben hierzu ein Modell
Vereinfachte Darstellung der Mechanismen des adenovirusvermit-

telten Zelltods. Die wesentlichen Mechanismen sind eine p53-ver- vorgeschlagen (s. Abbildung 7)

mittelte Apoptose, bei der aber auch andere virale Genprodukte ) )

eine Rolle spielen, und nichtapoptotische Mechanismen, hierbei (Braithwaite und Russell 2001). Demnach
spielt insbesondere das in der E3 Region kodierte ADP (adenovirus
death protein) eine wichtige Rolle. Nach Braithwaite et al.

(Braithwaite und Russell 2001) einen apoptotischen Zelltod als auch einen

besitzen Adenoviren die Fahigkeit sowohl

nichtapoptotischen Zelltod auszuldsen.

Der lytische Infektionszyklus der Adenoviren ist sehr effektiv; jede infizierte Zelle produziert etwa
100.000 Viruspartikel; zusitzlich werden grofle Mengen iiberschiissiger viraler DNA und Proteine syn-
thetisiert, die nicht in Virione verpackt werden. Ein Infektionszyklus benétigt 32 bis 36 Stunden, wobei
die frithe Phase mit der Expression der early-(E)-Gene bereits nach sechs bis neun Stunden komplettiert
ist (Zhang 1999). Der Zeitpunkt des Zelltodes mit Freisetzung der produzierten Viruspartikel bestimmt
die Effektivitit und Produktivitit des viralen Replikationszyklus. Einen Uberblick iiber die Ereignisse
und den Zeitablauf der Virusreplikation bietet Abbildung 6.

Der zytopathische Effekt (cytopathic effect, CPE) des Virus in der Zellkultur besteht in einer Abrun-
dung, Schwellung und Haufenbildung der Zellen. Des weiteren treten typische Verédnderungen des Zell-
kerns auf, hierzu zédhlen intranukledre Einschlusskorper; diese entsprechen der zunehmenden Akkumu-

lation von Virionen im Zellkern (Horwitz 1996).

4.3.3 Adenoviren als Genvektoren

Die GroBe der verwendbaren Transgene fiir einen adenoviralen Vektor sind begrenzt. Es kdnnen maxi-
mal 105% der Wildtyp-DNA-Menge verpackt werden, um funktionelle Viruspartikel zu erzeugen; dies

entspricht bei einer DNA-Grof3e im Wildtyp-Adenovirus von 36 kbp einer zusétzlich inserierbaren Gro-
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Be von etwa 1,8 kbp (Bett et al. 1993). Daher miissen zur Verwendung groflerer Transgene Bereiche des
Virusgenoms deletiert werden. Am héufigsten werden Deletionen in den E1- und E3-Regionen durchge-
fiihrt, da diese fiir die Infektion und eine Replikation in Produktionszelllinien nicht unbedingt notwendig
sind. Hierdurch werden etwa 6,5 kbp zusétzlicher Raum fiir Transgene geschaffen, so dass insgesamt
8,5 kbp fiir Transgene zur Verfligung stehen. Diese Vektoren werden als Vektoren der ersten Generation
bezeichnet (Graham und Prevec 1991). Vektoren der zweiten Generation besitzen zusétzliche Deletio-
nen von der E2A, E2B und dem groBten Teil der E4 Region (Amalfitano et al. 1998). Vektoren der drit-
ten Generation, sogenannte gutless-Vektoren besitzen nur geringe Anteile des adenoviralen Genoms und
benotigen fiir Replikation und Produktion von Virusstammlosungen Helferviren, die die benotigten Ge-
ne in trans komplementieren (Mitani et al. 1995; Parks et al. 1996; Schiedner et al. 1998; Morsy und
Caskey 1999). Das Helfervirus enthélt alle viralen Gene, die fiir die Replikation notwendig sind und
komplementiert diese in trans, hat aber einen Gendefekt in der Verpackungsdoméne; hierdurch wird die
DNA des Helfervirus nicht oder nur sehr ineffizient in Virione verpackt. Das Vektorvirus hingegen ent-
hédlt nur die Enden des viralen Genoms, die therapeutische Gensequenz und das normale Ver-
packungssignal; hierdurch wird selektiv diese DNA in Virione verpackt und aus den Zellen freigesetzt.
Neben der verminderten Toxizitdt besteht der Vorteil, dass auch wesentlich gro3ere Mengen fremder
DNA, bis zu 32 kbp, inseriert werden konnen (Amalfitano et al. 1998; Morral et al. 1998; Kochanek
1999; Balague et al. 2000). Jedoch ist die Virusproduktion durch die Verwendung von Helferviren miih-
sam.

Der Vorteil der Verwendung adenoviraler Genvektoren ist, dass ein weites Spektrum an Zellen unter-
schiedlicher Gewebe infiziert werden kann, sowohl teilende als auch nicht-teilende Zellen, dass die
Transduktionseffizienz in der Regel sehr hoch ist, dass Adenoviren in hohen Titern bereitet werden
konnen, und dass zahlreiche Zellen in vivo infiziert werden kénnen. Ferner sind die Vektoren relativ
einfach zu manipulieren (Anderson 1998).

Nachteile sind, dass die Expression des Transgens transient ist, da das virale Genom in der Wirtszelle
episomal vorliegt und sich nicht in das Wirtszellgenom integriert, dass in vivo applizierte adenovirale
Vektoren eine Entziindungsreaktion hervorrufen konnen, und dass ein grofer Teil der Bevolkerung
neutralisierende Antikorper gegen Adenoviren aufweist, die einen effektiven Gentransfer verhindern
konnen (Horwitz 1996; Wilson 1996).

Die transiente Genexpression im Falle des adenoviralen Gentransfers ist fiir einige Anwendungen er-
wiinscht, z.B. bei der onkologischen Gentherapie, wiahrend fiir andere Anwendungen, z.B. bei der The-
rapie hereditdrer Erkrankungen eine stabile langfristige Genexpression wiinschenswert ware.

Zwei sich scheinbar widersprechende Faktoren stellen ebenfalls ein wichtiges Hindernis in der adenovi-
ralen Gentherapie dar: zum einen die mangelhafte Infizierbarkeit primdrer Tumorzellen durch das Feh-

len des adenoviralen Adhidsionsrezeptors CAR oder der Internalisierungsrezeptoren, zum anderen der
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promiskuitive Tropismus des Virus der einen Gentransfer in normale Zellen erlaubt (Miller und Vile
1995).

Die Immunogenitdt von adenoviralen Vektoren kann durch Manipulation der viralen Proteine beein-
flusst werden. Um die Spezifitit von Adenoviren fiir bestimmte Gewebe und Zelltypen zu verbessern,
sind verschiedene Ansdtze denkbar; so kann beispielsweise durch Manipulation der Capsid- und fiber-
Proteine eine Bindung und letztlich Infektion spezifischer Zellen erreicht werden, oder, umgekehrt,
durch eine Entfernung der CAR-bindenden Abschnitte des Fiber-Knobs, eine Diversifizierung des Ziel-
zellspektrums. Wickham et al. verwendeten verschiedene Strategien, ein besseres Targeting zu errei-
chen; u.a. die Konstruktion eines adenoviralen Vektors mit einer heparinbindenden Doméne zur Trans-
duktion von Zellen mit heparanenthaltenden Oberflichenrezeptoren, bispezifische Antikorper und ade-
novirale Vektoren mit bichiméren Fiber-Proteinen (Wickham, Roelvink et al. 1996; Wickham, Segal et
al. 1996; Wickham et al. 1997). Douglas et al. verwendeten das Fab-Fragment eines gegen adenoviralen
Fiber-Protein gerichteten monoklonalen Antikdrper und koppelten diesen mit Folat; hierdurch wird zum
einen eine Ablation des normalen Zielzellspektrums, zum anderen ein Retargeting auf Folat-Rezeptor-
exprimierende Zellen erzielt (Douglas et al. 1996).

Durch die Insertion von gewebe- oder tumorspezifischen Promotoren, sogenanntes transkriptionelles
Targeting, kann die Genexpression gewebe- oder tumorspezifisch reguliert werden. Um unter zahlrei-
chen Ansédtze nur einige zu erwihnen, sei die Verwendung der CEA-, PSA-, MBP-Promotoren genannt

(Richards et al. 1995; Spitzweg et al. 1999).

4.3.4 Verwendete Transgene

Zahlreiche verschiedene Transgene wurden im Rahmen einer adenoviralen onkologischen Gentherapie
evaluiert. Eine Gruppe umfaflit die Verwendung von Zytokingenen, z.B. IL-2 (Addison et al. 1995b;
Toloza et al. 1996), IL-6 (Tanaka et al. 1997), IL-12 (Putzer et al. 1997), IFN-y (Zhang et al. 1996) und
TNF-a (Marr et al. 1998). Des weiteren wurde mit Tumorsuppressorgenen gearbeitet, wie z.B. p53
(Putzer et al. 1998) und Cyclinkinase-Inhibitoren (Jin et al. 1995; Schrump et al. 1996). Eine interes-
sante Strategie ist die Verwendung der Suizid-Gentherapie. Durch die Transduktion mit Genen, die fiir
ein Enzym kodieren, welches eine nicht-toxische Substanz (prodrug) in eine zytotoxische Substanz
umwandelt. Das bisher am héufigsten verwendete Gen ist die herpesvirale Thymidinkinase (HSV-TK).
Als Prodrug wird in diesem Falle Ganciclovir (GCV) benutzt; HSV-TK metabolisiert GCV zu Mono-
phosphat-GCV, welches anschlieend von zelluldren Enzymen zu Triphosphat-GCV konvertiert wird.
Triphosphat-GCV kann in DNA und RNA inkorporiert werden, fiihrt aber zu einem Abbruch der

Nukleotidstrangsynthese und letztendlich zum Zelltod. Nicht nur die transduzierten Zellen sind betrof-
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fen, sondern, da das Substrat, Monophosphat-GCV, interzelluldr transportiert werden kann, auch be-

nachbarte Zellen (bystander Effekt) (Freeman et al. 1993).

4.3.5 Strategien zur Optimierung tumor-selektiver Adenoviren

Zwei wesentliche Strategien werden verwendet, um eine tumorselektive Adenovirusreplikation zu errei-
chen (Alemany et al. 2000; Heise und Kirn 2000).

Erstens, durch die Insertion von tumor- oder gewebespezifischen Promotoren vor das adenovirale E1A-
Gen wird versucht, die Virusreplikation auf Tumorgewebe einzuschrinken. Die Expression der E1A-
Gene stimuliert den Eintritt in die S-Phase des Zellzyklus und transaktiviert zahlreiche andere virale
Gene und ist somit wichtiger Schritt fiir die Virusinfektion. Hierfiir geeignet sind z.B. der prostate spe-
cific antigen (PSA) Promotor/Enhancer. In Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass die Virusrepli-
kation nach Insertion des PSA-Promotor/Enhancers upstream des E1A-Gens mit dem PSA-Expressi-
onslevel der betroffenen Zelle korreliert (Rodriguez et al. 1997). Eine dquivalente Strategie wurde ange-
wendet mit der Insertion von Promotoren/Enhancern fiir tumorspezifische Antigene; z.B. fiir a-Fe-
toprotein (AFP), carcinoembryonic antigen (CEA) oder MUC-1 (Richards et al. 1995; Hallenbeck et al.
1999; Kurihara et al. 2000; Li, Yu et al. 2001).

Wesentliches Problem bei der Anwendung dieser Strategie ist, dass zum einen die verwendeten Promo-
toren/Enhancer nicht ausreichend tumorspezifisch sind und auch gesundes Gewebe die Antigene expri-
miert, eine ausreichende Gewebeselektivitit ist selten gegeben. Zum anderen sind die Promoto-
ren/Enhancer unabhingig von der Expression des entsprechenden Antigens oft nicht selektiv genug;
aufgrund von sogenannter leakiness findet eine Hintergrundgenexpression statt, die neben der Virus-
replikation, im Falle der zusitzlichen Expression zytotoxischer Transgene auch andere unerwiinschte
Nebenwirkungen fiir normales, Nicht-Tumor-Gewebe zur Folge hat.

Eine Verfeinerung dieser Strategie ist die Benutzung einer doppelt regulierten E1A- und E1B-Gen-
expression durch die Insertion zweier unterschiedlicher prostataspezifischer Promotoren/Enhancer,
ndmlich des PSA- und des Kallikrein-Promotors/Enhancers, sowohl upstream der E1A- als auch der
E1B-Region; entsprechende Versuche ergeben eine hohere Selektivitdt als die Einzelinsertion (Yu et al.
1999).

Zweitens, durch die Deletion von Genen, die notwendig sind fiir die Replikation in normalen Zellen,

aber nicht in Tumorzellen, kann eine Tumorspezifitit erreicht werden (s. Abbildung 8).
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Ein prominentes Beispiel hierfiir ist

die Anwendung on  Onyx-015

Normale Zellen —

P Y & (Addl1520) (s. hierzu ausfiihrlich
Virus %ﬁ t\)/1i(i'illl(t::el:teplikation 437)

~

Eine andere verwendete Mutante ist

Maligne Zellen = Lyse z.B. AdA24, mit einer Deletion der

- Virusfreisetzung

- Visausbreitung - Retinoblastoma  (Rb)-Bindungsstelle

Krebsspezifische genetische ~ Virale Replikation
Verdnderungen vorhanden

eines E1A-Genproduktes; hierdurch

kann das Virus keinen Ubertritt von
Abbildung 8: Prinzip tumorselektiver replizierender Viren der gap (G)1- in die Synthese (S)-

Durch verschiedene genetische Verdnderungen erlangen Viren die Mog-
lichkeit, sich spezifisch in malignen Zellen zu replizieren und lytisch
aktiv zu werden. Nach Heise und Kirn (Heise und Kirn 2000). der G1 /S-Kontrollpunkt nicht iiber-

Phase des Zellzyklus induzieren, da

wunden werden kann. In Zellen mit
defektem Rb jedoch kann ein Fortschritt des Zellzyklus und eine Virusreplikation stattfinden (Fueyo et
al. 2000a).
Eine weitere verwendete Mutante ist AddI316 mit einer kompletten Deletion der E1A-Region; die
Replikation hingt ab von einer intrinsischen oder IL-6-induzierten E1A-Aktivitit. Die Replikation die-

ses Virus wird ebenfalls als relativ tumorselektiv beschrieben (Rancourt et al. 1999).

Die Spezifitit eines beliebigen Adenovirus AdX fiir einen Tumor kann ausgedriickt werden mittels des

folgenden Quotienten, unter Verwendung der freigesetzten Virusmengen (burst size) nach Infektion:

Freisetzung von AdX aus der Tumorzelle y Freisetzung von AdWt aus der Normalzelle
Freisetzung von AdX aus der Normalzelle  Freisetzung von AdWt aus der Tumorzelle

Hierdurch wird fiir die Unterschiede in Infektivitit und Virusproduktion zwischen verschiedenen Zellli-
nien korrigiert und der Quotient ist ein besseres MaB als die alleinige Angabe des Quotienten fiir das zu
testende Adenovirus. Auch die Auswahl der ,,normalen* Zelle spielt eine wichtige Rolle, da hier sehr
gro3e Unterschiede in der Infektivitit bestehen, so z.B. zwischen priméren humanen embryonalen Nie-
renzellen als sehr sensitive Zellen auf der einen Seite und den insensitiven Fibroblasten- und Endothel-
zelllinien auf der anderen Seite. Leider sind primére Zellen epithelialen Ursprungs wenig verfiigbar,
prinzipiell sind dies aber sehr wichtige Fragen bei der Therapie eines speziellen Tumors (Alemany et al.

2000).
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4.3.6 Replizierende Adenoviren in der onkologischen Therapie

Bereits kurz nach der Entdeckung der Adenoviren im Jahr 1953 (Rowe et al. 1953), wurden Wildtyp-
Adenoviren in klinischen Studien zur Krebstherapie verwendet, da sie ein rasches Wachstum und lyti-
sche Aktivitdt in humanen Epithelzelllinien aufwiesen. Die erste Studie im Jahr 1956 verwendete ein
Wildtyp-Adenovirus zur Therapie des fortgeschrittenen Zervixkarzinoms (Smith et al. 1956). Wie auch
bei vorherigen Studien mit der Verwendung anderer Viren, kam es auch hier zunichst zu einem deutli-
chen initialen onkolytischen Effekt und Tumorregression, letztendlich aber zur Tumorprogression. Be-
reits zu jenem Zeitpunkt konnte gezeigt werden, dass die onkolytische Aktivitét invers variierte mit dem
Vorhandensein einer antiviralen Immunantwort, bzw. dem Vorhandensein von neutralisierenden anti-
Adenovirus-Antikorpern. Die Phinomene der Tumorprogression trotz initialer Regression und der Vi-
rusneutralisation fithrte damals zu einem Verlassen dieser Therapiestrategie (Alemany et al. 2000).
Entwicklungen der letzten Jahre haben aber das Interesse an der Verwendung onkolytischer Viren wie-
der aufleben lassen. Hierzu zéhlt insbesondere die verbesserte Erkenntnis {iber die Interaktion von vira-
len Proteinen mit Zellzyklus-Regulationsproteinen, zelluliren Protoonkogenen und Tumorsuppressor-
genen.

Eine Vielzahl verschiedener Adenoviren wurden evaluiert in Bezug auf ihre onkotropen Replikations-
und lytischen Eigenschaften (Bischoff et al. 1996; Rancourt et al. 1999).

Ein weiterer Vorteil von replizierenden Adenoviren in der onkologischen Gentherapie kann sein, dass
durch die Replikation und weitere Ausbreitung innerhalb des Tumorgewebes mehr Zellen infiziert wer-
den, als dies mit einem nicht replizierenden Adenovirus der Fall ist (Heise, Williams, Olesch et al.
1999). Im Falle der nichtreplizierenden Adenoviren findet man die infizierten Zellen immer nur im Be-
reich des Stichkanals, da intratumorale Faktoren, wie Druckgradienten, extrazelluldre Matrix und andere
Faktoren einer Verteilung im Tumorgewebe entgegenwirken (Jain 1994); die fehlende Distribution
spielt moglicherweise eine wichtige Rolle in der Limitierung der Effektivitdt von nichtreplizierenden
Adenoviren.

Somit sollte das optimale replizierende Virus die folgenden Eigenschaften besitzen: selektive Infektion
maligner transformierter Zellen, virale Replikation, virale Zytotoxizitdt und Induktion von virus-
und/oder tumorspezifischer Immunitét, ohne dass aber eine iiberwiltigende Immunantwort die Virus-

replikation beeintriachtigte (Wodarz 2001b).
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4.3.6.1 Andere onkolytische Vektoren

Nebst Adenoviren sind verschiedene andere Virusfamilien evaluiert worden im Hinblick auf eine mog-
liche Verwendung als onkolytische Agentien (Chiocca 2002). Hierzu zéhlen das Newcastle disease Vi-
rus, Poliovirus und Herpes simplex Virus Typ 1 (Ahlert und Schirrmacher 1990; Herold et al. 1994;
Gromeier et al. 2000).

4.3.7 Onyx-015 (d11520)

AddI1520 wurde bereits 1987 konstruiert (Barker und Berk 1987), gelangte aber erst Jahre spéter in den
Mittelpunkt des Interesses und wurde dann als ONYX-015 (nach Onyx Pharmaceuticals, Richmond,
CA, USA) bezeichnet. Addl1520 ist ein Gruppe C Adenovirus-Derivat mit einer 827 bp Deletion in der
E1B-Region des Adenovirusgenoms und einer Punktmutation im Codon 2022. Hierdurch wird eine Ex-
pression des trunkierten Proteins vom deletierten Gen verhindert und das E1B55K-Protein nicht expri-
miert. Hingegen ist die Expression des E1B19K-Gens, welches einen tiberlappendes offenes Leseraster
(orf) mit dem E1B55K aufweist, nicht betroffen (Bischoff et al. 1996). Add11520 ist dquivalent zu dem
in der vorliegenden Arbeit verwendeten Virus AASWS8, welches aber zusitzlich noch eine Deletion in
der E3 Region besitzt; das in der Arbeit verwendete Virus AAMASS beinhaltet zusdtzlich noch die IL-2-
Expressionskassette in der E3-Region. Daher erfolgt in Folge eine ausfiihrliche Darstellung der Er-
kenntnisse tiber Add11520 und die Interaktion mit Tumorzellen.

E1B55K spielt eine wichtige Rolle im Replikationszyklus des Virus; E1B55K bindet zusammen mit
dem adenoviralen Genprodukt von E4orf6 (E4-34K) an das Tumorsuppressor-Protein p53 und inhibiert
so die p53-vermittelte Transkriptionsaktivierung (Yew und Berk 1992; Debbas und White 1993). Dieser
Schritt ist notwendig fiir die virale Replikation, da es ansonsten zu einem p53-vermittelten Zellzyklusar-
rest kiime. Das p53-Protein ist das wichtigste bekannte Tumorsuppressorprotein; es ist in mehr als 50%
aller humanen malignen Tumoren mutiert (Hollstein et al. 1991). Diese Mutationen sind entweder inak-
tivierende Mutationen, die beide Allele des Gens betreffen, oder aber dominant negative Mutationen,
die nur ein Allel betreffen. Dieses Phanomen beruht auf dem Vorliegen des nukledren p53-Proteins als
Tetramer, da Tetramere, die sowohl mutiertes als auch Wildtyp-p53 enthalten, nicht funktionsfahig sind
(Khleif und Curt 2000).

Ursache fiir den p53-vermittelten Zellzyklusarrest im Falle der adenoviralen Infektion ist, dass die E1A
Proteine, die sehr frith nach der Infektion exprimiert werden, an das Rb-Tumorsuppressorprotein bin-
den, was zu einer Freisetzung des zelluldren Transkriptionsfaktor E2F fiihrt. E2F transaktiviert zum
einen Gene, die fiir den Eintritt in die S-Phase des Zellzyklus verantwortlich sind; zum anderen transak-

tiviert E2F auch das p14**"-Gen. Das p14**"-Protein bindet an das zellulire MDM2-Protein und se-
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questriert dieses im Nucleolus. Wahrend des normalen Zellzyklus reguliert MDM2 den p53-Spiegel

A4ARF an MDM?2 kommt es zu einem

iiber eine negative Feedback-Schleife; durch die Bindung von pl
Anstieg der p53-Spiegel. Dieser Anstieg kann einen transienten oder permanenten Zellzyklusarrest
und/oder die Apoptose der Zelle zu Folge haben (Linke 1998; Dix et al. 2001). Die zelluldre Apoptose
und/oder Zellzyklusarrest wiirden zu einem Stop der Virusreplikation und Zytolyse fiihren. Um diesem
entgegen zu wirken, besitzen Adenoviren drei wichtige Proteine: EIB55K und E4orf6 binden als Kom-
plex an p53 und fithren zu dessen Degradation; E1B19K ist ein Mitglied der bcl-2 Familie antiapoptoti-
scher Proteine.

Hingegen sollte nach der Infektion von Tumorzellen mit defektem p53 kein Zellzyklusarrest stattfinden
und damit eine produktive Virusinfektion und —replikation ermoglicht sein (s. Abbildung 9).
Zusammenfassend wird daher postuliert, dass Viren, die eine Deletion von E1B55K besitzen, nicht in
normalen Zellen mit Wildtyp p53 replizieren konnen, da diese eine antiproliferative Antwort in Form
von Apoptose oder Zellzyklusarrest geben kénnen, wiahrend eine Wildtyp-Adenovirus-dhnliche Repli-
kation in p53-defizienten Zellen erwartet wiirde (Bischoff et al. 1996; Heise et al. 1997). Dies beruht auf
der Unfdhigkeit des Virus, die Wirkung von p53 antagonisieren zu konnen. Eine weitere Wirkung des
E1B55K-Proteins ist, zusammen mit dem E4-34K-Protein (E4orf6-Genprodukt), die Blockade der
Translokation zelluldirer mRNA vom Nucleus in das Zytosol und den zytosolischen Transport viraler

mRNA (Rubenwolf et al. 1997).

Erste Publikationen schienen die These zu bestdtigen, dass Addl1520 in Zellen mit mutiertem p53 repli-
zieren kann, nicht jedoch in Zellen mit Wildtyp p53. Bischoff et al. und Heise et al. zeigten in in vivo
und in vitro Experimenten, dass Addl1520 in p53-negativen Zellen genauso gut wie ein Wildtyp-Ade-
novirus repliziert, hingegen deutlich schlechter als ein Wildtyp-Adenovirus in p53-positiven Zellen;
deutliche zytopathische Effekte wurden nachgewiesen in p53-negativen Zellen, jedoch nicht in p53-po-
sitiven Zellen; auch in xenotransplantierten humanen Tumoren im Nacktmausmodell wurde das gleiche
Phianomen gezeigt (Bischoff et al. 1996; Heise, Williams, Olesch et al. 1999). Aufgrund dieser Ergeb-
nisse wurde Addl1520 in der martialischen Sprache der Fachjournale auch als magic bullet oder smart
bomb der onkologischen Therapie diskutiert (Lowe 1997). Dieses war verstiandlich, denn wie oben er-
wihnt besitzen mehr als 50% der humanen malignen Tumoren Mutationen im p53-Gen (Hollstein et al.
1991); ein Agens, welches spezifisch diese Tumoren therapieren konnte, wire in der Tat ein magic bul-
let. Gleichzeitig wurden verschiedene Tierversuchs- und klinische Patientenstudien mit Addl1520 be-
gonnen; u.a. mit systemischer intravenoser Gabe von Addl1520 im Nacktmaus-Xenograft-Modell mit
HT29 humanen Kolonkarzinomzellen, in Patienten mit fortgeschrittenen Tumoren des Oropharynx und
in Patienten mit rezidivierenden malignen Gliatumoren des ZNS (Chiocca 1999; Heise, Williams, Xue
et al. 1999; Nemunaitis et al. 2000; Nemunaitis, Khuri et al. 2001). Innerhalb dieser Studien wurden

moderate Effekte von Addl1520, eine Remission herbeifiihren zu kénnen, nachgewiesen (Kirn et al.
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1998). Erste Schitzungen gingen davon aus, dass eine Infektion von 2% der Zellen eines Tumors nach
Injektion ausreichen sollte, um eine Propagation des Virus durch den gesamten Tumor herbeizufiihren
(Pennisi 1996).

Beeindruckende Resultate wurden von Khuri et al. in einer klinischen Studie mit der Kombination von
Addl1520 mit Chemotherapeutika - Cisplatin oder 5-FU — erreicht. In der Studie hatten 19 von 30 Pati-
enten mit rezidivierenden Plattenzellkarzinomen des Oropharynx signifikante objektive Tumorregressi-
onen von wenigstens 50% der Tumorgrofle, acht sogar komplette Remissionen; hingegen kam es zur

Progression bei allen Tumoren in der Gruppe, die lediglich mit Chemotherapeutika alleine behandelt
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Abbildung 9: Vorgeschlagene Mechanismen der Wirkung von Addl1520 (Onyx-015)

Mogliche Mechanismen von Onyx-015 (AddI1520):In normalen Zellen fiihrt die Infektion mit Onyx-015 zu einer Frei-
setzung von E2F von pRb durch E1A und einer Induktion von p53. Die Uberexpression von p53 fiihrt zum Zellzyklus-
arrest durch Aktivierung von p21"®“" wihrend die p53-vermittelte Apoptose blockiert wird durch das E1B-19K
Protein. Hierdurch kommt es zu einer abgeschwichten viralen Replikation und Verhinderung einer vorzeitigen Zelllyse.
In Zellen mit mutiertem p53, oder mit defekten p53 Signalwegen hingegen kommt es zur viralen Replikation und Lyse
der Zellen. Nach (Dix et al. 2001)

wurden (Khuri et al. 2000). Habib et al. konnten in einer klinischen Studie zur Therapie des
hepatozelluldren Karzinoms mit intravendser Gabe von Addl1520 nur bei einem von fiinf Patienten eine
partielle Remission erzielen, wéhrend vier Patienten eine Progression aufwiesen (Habib et al. 2002).
Kurze Zeit nach den ersten sehr vielversprechenden Publikation kamen Zweifel hinsichtlich der Spezi-
fitdt der Replikation und des zytopathischen Effekts von Addl1520 auf. Mehrere Untersuchungen wi-
dersprachen den oben erwdhnten Ergebnissen und lieferten teilweise sogar diametral entgegenstehende
Befunde (Goodrum und Ornelles 1998; Hall et al. 1998; Rothmann et al. 1998; Dix et al. 2000; Geoer-
ger et al. 2002):

Rothmann et al. zeigten, dass Addl1520 in einigen p53-positiven Tumorzelllinien repliziert, und dass,
andererseits, einige p53-negative Tumorzelllinien resistent gegen eine Replikation sind; auBerdem, dass
AddI1520 auch in mehreren primiren humanen Zelllinien repliziert und einen zytopathischen Effekt
erzeugt (Rothmann et al. 1998). Goodrum et al. zeigten, dass die Replikation weniger vom p53-Status

der Zelle, als vielmehr von der Temperatur und vom Zellzyklusstatus abhingt; so kann beispielsweise
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der Defekt der Virusreplikation in p53-positiven Zellen aufgehoben werden durch Infektion in der S-
Phase des Zellzyklus (Goodrum und Ornelles 1998). Geoerger et al. wiesen nach, dass in malignen Gli-
om-Xenografts in der Nacktmaus der onkolytische Effekt von Addl1520 in p53-positiven Tumoren gro-
Ber ist als in pS3-mutierten Tumoren (Geoerger et al. 2002). Hall et al. zeigten, dass das intakte p53-
Protein eine essentielle Rolle fiir eine produktive Adenovirusinfektion spielt; Wildtyp-Adenovirus und
AddI1520 replizieren sowohl in p53-negativen als auch in p53-positiven Zellen, jedoch kommt es nur in
pS3-positiven Zellen zu einem zytopathischen Effekt und produktiver Adenovirusinfektion, bzw. der
zytopathische Effekt tritt wesentlich frither auf als in p53-negativen Zellen (Hall et al. 1998). Dix et al.
wiesen nach, dass in Abwesenheit der Bildung des E1B55K-p53-Komplexes der Zelltod deutlich ver-
spatet eintritt, und zwar nicht vermittelt iber den p53-Signalweg (Dix et al. 2000). Diese Ergebnisse
stellten die Verwendung von Addl1520 als therapeutisches Mittel in der Tumortherapie in Frage. Folge-

richtig wurde tiber die mogliche defusion of the smart bomb berichtet (Linke 1998).

Ries et al. konnten zeigen, dass die Wiedereinfiihrung von p14*%* in Tumorzellen mit Wildtyp-p53 die

4°RF erweist sich daher als ein Mechanismus,

Replikation von Addl1520 supprimiert; der Verlust von p1
der die Replikation von Addl1520 in Zellen mit Wildtyp-p53 erlaubt (Ries et al. 2000). Durch diese
Erkenntnisse wiederum wurde der therapeutische Einsatz von Addl1520 in Tumoren mit Aberrationen
der p53-assoziierten Signalwege unterstiitzt.

McCormick weist darauf hin, dass die Evaluation des funktionellen p53 Status alleinig aufgrund des
Vorhandenseins oder der Abwesenheit von mutiertem p53 irrefithrend sei, da die meisten Tumorzellen
mit Wildtyp p53 andere Defekte im p53 Signalweg aufweisen, wie z.B. in pRb, ARF oder MDM2
(McCormick 2001).

Desweiteren fiithren Kirn et al. an, dass die Befunde von Hall et al. und Dix et al. keineswegs den bishe-
rigen Ergebnissen entgegenstiinden; so sei ein frithes p53-vermitteltes Eintreten des zytopathogenen
Effektes verbunden mit einer verminderten Virusreplikation und einem verminderten viral burst (Kirn et
al. 1998).

Die virale Replikation wurde in klinischen Studien nachgewiesen mittels in situ Hybridisierung von
adenoviraler DNA in Tumorbiopsiematerial; ein vorwiegendes Vorliegen von adenoviraler DNA im
Zellkern wurde zusammen mit einem beobachteten zytopathischen Effekt als Nachweis einer Replika-
tion betrachtet. Zudem wurde mittels quantitativer PCR adenovirale DNA im Serum nachgewiesen; da
nach der Administration eines adenoviralen Vektors in der Regel nur fiir 6 bis 24 Stunden adenovirales
Genom im Serum vorliegt, wird ein Nachweis mehr als drei Tage nach Administration als Indikator fiir
eine persistierende Replikation betrachtet (Kirn 2001a). Jedoch konnte nur zu relativ frithen Zeitpunk-
ten, d.h. ein bis drei Tage nach intratumoraler Virusinjektion mit diesen Methoden eine Replikation
gezeigt werden. Proben, die 14 bis 17 Tage nach Injektion untersucht wurden, weisen keine Replikation
auf (Nemunaitis et al. 2000). Vasey et al. konnten nicht reproduzierbar nachweisen, dass durch

intraperitoneale Gabe von Onyx-015 Ovarialkarzinomzellen infiziert werden kdnnen; in ihrer Studie
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ritoneale Gabe von Onyx-015 Ovarialkarzinomzellen infiziert werden konnen; in ihrer Studie war keine
Plasma-PCR fiir adenovirales Genom positiv und nur eine von zwolf Peritonealfliissigkeits-
untersuchungen (Vasey et al. 2002). Fiir die intraarterielle und intravendse Gabe hingegen ist der Nach-
weis gelungen, dass auf diesen Wegen eine Infektion von Tumoren und virale Replikation zu erzielen
ist. So zeigten etwa die Hilfte der Patienten drei bis fiinf Tage nach arterieller intrahepatischer Infusion
von Onyx-015 bei metastatischem kolorektalen Karzinom ein positives PCR Ergebnis (Reid et al.
2001). Drei von vier Patienten mit karzinomatdsen Lungenmetastasen wiesen ebenfalls iiber PCR nach-
weisbares adenovirales Genom drei Tage nach intravendser Virusinjektion auf (Nemunaitis,
Cunningham et al. 2001).

Yver zweifelt die Aussagekraft des Nachweises viraler DNA im peripheren Blut als Beleg fiir eine vi-
rale Replikation an (Yver 2001). So konnte in klinischen Studien selbst bei Verwendung von
nichtreplizierenden Adenoviren noch wenigstens 15 Tage nach intratumoraler Injektion gezeigt werden,
dass adenovirale DNA im peripheren Blut vorhanden ist (Constenla-Figueiras et al. 1999).

Im Zusammenhang mit den positiven Ergebnissen der klinischen Phase I und II Studien liegt die Ver-
mutung nahe, dass sich die Permissivitit der verschiedenen Tumoren fiir eine Infektion und Replikation
durch Onyx-015 interindividuell stark unterscheidet. Nach dem heutigen Stand der Dinge ist ein einfa-
cher Zusammenhang zwischen p53-Status der Zelle und Replikationsfahigkeit und zytopathischem Ef-
fekt durch Addl1520 nicht gegeben. Der exakte Zusammenhang bleibt zunichst unklar, wahrscheinlich
spielen auch p53-assoziierte Signalwege dort eine Rolle, wie z.B. die Assoziation mit dem p14**F-Sta-

tus beweist .

4.3.8 Replizierende Adenoviren in Kombination mit Chemotherapie

Sowohl in Tierversuchen, als auch in klinischen Therapiestudien am Menschen konnte gezeigt werden,
dass sich die Effektivitdt der verschiedenen Therapiemodalititen durch Kombination untereinander ver-
starken lieB. So konnte im Nacktmaus-Tumorxenograft-Modell gezeigt werden, dass die Effektivitat
einer Kombination von Onyx-015 mit Cisplatin oder 5-Fluorouracil groB3er ist als diejenige der einzel-
nen Substanzen (Heise et al. 1997; Heise et al. 2000); so lieB sich die Uberlebenszeit im Nacktmaus-

Oropharyngealtumor-Xenograft-Modell signifiikant verldngern.

4.3.9 Sicherheit von Adenoviren in der Gentherapie

Die tiber lange Zeit vorherrschende Gewissheit, dass Adenoviren ein sicheres Vehikel fiir die Genthera-

pie darstellten, wurde nach dem ersten Tod eines Patienten in einer Gentherapiestudie in Frage gestellt.
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In einer klinischen Phase I Gentherapiestudie des Ornithintranscarbamylase-Mangels mittels eines re-
kombinanten nichtreplizierenden adenoviralen Vektors, kam es an der University of Pennsylvania im
September 1999 zum Tod des 18-jdhrigen Jesse Gelsinger. Weitere Untersuchungen ergaben, dass der
Tod mutmaBlich bedingt war durch eine tiberwéltigende inflammatorische Antwort nach intraarterieller
hepatischer Applikation grofer Virusmengen. Zusétzlich wurden zahlreiche Versdumnisse und Fehlver-
halten der Investigatoren bei der Durchfiihrung der Studie festgestellt. Aufgrund dieser Feststellungen
wurden sdmtliche klinische Gentherapiestudien an der University of Pennsylvania gestoppt und der ver-
antwortliche principal investigator samtlicher patientenbezogener Aufgaben in Klinik und Forschung
enthoben (Stolberg 1999; Smaglik 2000).

Onyx-015 als replizierendes onkolytisches Adenovirus wurde bereits in etwa 10 klinischen Therapiestu-
dien (Phase I-III) bei iiber 200 Patienten angewendet (Kirn 2001a). Als Administrationswege wurden
die intratumorale, intraperitoneale, intrahepatisch arterielle und die intravendse Gabe evaluiert. Bei die-
sen Studien konnte keine maximal tolerierbare Dosis ermittelt werden und es wurden nur geringe bis
moderate Nebenwirkungen verzeichnet (Kirn 2001b). Zu den hdufigen Symptomen zéhlten grippedhnli-
che Symptome, Fieber, Schmerzen im Bereich der Injektionsstelle bei intratumoraler Injektion ober-
flichlicher Tumoren, zusitzlich Bauchschmerzen, Diarrhoe, Ubelkeit und Erbrechen bei intraperitonea-

ler Injektion, und Fieber, Schiittelfrost und Asthenie bei intravasaler Gabe (Kirn 2001a).

Die oben genannten Vorkommnisse an der University of Pennsylvania sind eine Warnung und stimulie-
ren die Suche nach nebenwirkungsdrmeren Therapieformen in der Gentherapie. Hierzu zihlen auf dem
Feld der Adenovirusvektorologie die Entwicklung von geringer immunogenen Adenoviren, mit modifi-
zierten Fiber- und Capsid-Stukturen, die ein besseres Targeting erlauben sollten (Dmitriev et al. 1998).
Die heutigen adenoviralen Vektoren sind nur als Etappen auf dem Weg zu wirkungsvolleren und ne-

benwirkungsdrmeren Strategien zu verstehen.

Weitere Probleme in der Verwendung von Adenoviren als Genvektoren bestehen darin, dass es bei der
Produktion von nichtreplizierenden Adenoviren zur Kontamination mit replizierenden Adenoviren
(replication compentent Ad — RCA) kommen kann. Dies beruht im Falle der Verwendung von 293 HEK
Zellen als Produktionszelllinie darin, dass durch homologe Rekombination zwischen dem Virusgenom
und den von 293 Zellen in trans komplementierten, fiir die virale Replikation notwendigen Sequenzen,
komplette replikationsfahige Viruspartikel gebildet werden kdnnen. Daher sind fiir klinische Therapie-
studien Produktionzelllinien wiinschenswert, die nicht die Gefahr der homologen Rekombination auf-

weisen. Es sind verschiedene stabile Zelllinien entwickelt worden (Gao et al. 2000).
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Die Empfehlungen des Recombinant DNA Advisory Committee (RAC) des National Insitute of Health
(NIH) der U.S.A. sind, Standards fiir den Vergleich von in klinischen Studien erhobenen experimentel-
len Daten zu entwickeln, hierzu zdhlt die Vereinheitlichung der Dosisangaben, die Transgenexpressi-
ons- und Transduktionseffizienz der Vektoren, und die Reinheit der verwendeten Vektoren darzulegen;
des weiteren solle eine zentrale Datenbank fiir die Verwaltung mdglicher Nebenwirkungen entworfen

werden .

4.4 Interleukin-2

4.4.1 Funktionen und Biologie von Interleukin-2

IL-2, ein 15-kD Protein aus 153 Aminosduren, mit einer Disulfidbriicke, ist ein sphérisches Molekiil mit
sechs Alpha-Helices und gehort zu einer Familie von Zytokinen, zu der auch IL-4, -7, -9, and —15 geho-
ren. Initial wurde es als T-cell-growth-factor bezeichnet (Morgan et al. 1976; Mier und Gallo 1980;
Taniguchi et al. 1983).

Wie auch andere Interleukine wirkt IL-2 in der Hauptsache auf parakrinem oder autokrinem Wege und
spielt eine zentrale Rolle bei der Reifung, Entwicklung und Proliferation von Lymphozyten und Mono-
zyten.

IL-2 wird von T-Zellen nach Aktivierung tiber MHC-Peptid-Komplexe mit dem CD4/TCR-Komplex
produziert. Das natiirliche IL-2 ist glykosyliert, die Glykosylierung ist aber nicht essentiell fiir die bio-
logische Wirkung.

Die Wirkung von IL-2 wird vermittelt iber den IL-2-Rezeptor. Dieser ist ein aus drei Untereinheiten
bestehender Rezeptor, der a-, B- und y-Kette (Taniguchi und Minami 1993). Die B- und y-Kette sind
Mitglieder einer Zytokinrezeptorsuperfamilie und essentiell fiir die Signaltransduktion; die o-Kette hin-
gegen erhoht die Affinitdt der IL-2-1L-2-Rezeptor-Interaktion und ist Bestandteil des hochaffinen IL-2-
Rezeptors.

Der Ablauf der Signalkaskade nach Bindung von IL-2 an den IL-2-Rezeptor erfolgt iiber die Phospho-
rylierung von Tyrosinresten in der B-Kette durch Jak-3, Bindung von STAT-3 und —5 an die phospho-
rylierten Tyrosinreste der B-Kette und Phosphorylierung von STAT-3 und —5. Die phosphorylierten
STAT-3 und —5 werden in den Nucleus transloziert und fungieren als Transkriptionsfaktoren (Taniguchi
und Minami 1993).

Eine weitere Signalkaskade l4uft iiber die Assoziation von p56lck, einem Mitglied der src-Familie ab;
die Kinaseaktivitdt von p56lck wird verstirkt durch IL-2. Darauthin kommt es zur Rekrutierung des
Adapterproteins shc mit folgender Aktivierung von p2lras und weiter von den Mitogen-aktivierten

Proteinkinasen (MAPK) erk-1 und erk—2 (Welte et al. 1999).
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Das akzeptierte Modell der T-Zellimmunologie geht davon aus, dass T-Zellen zwei unterschiedliche
Signale zur Aktivierung bendtigen, zum einen die spezifische Bindung des T-Zellrezeptors-CD4/CDS8-
Komplexes mit dem MHC-Peptid-Komplex, zum anderen ein zweites kostimulatorisches Signal
(Bretscher und Cohn 1970; Lafferty und Cunningham 1975; Schwartz 1990; Schwartz 1992;
Ochsenbein et al. 2001). Dieses zweite Signal kann unterschiedlicher Natur sein; z.B. die Interaktion
von membranstdndigen Molekiilen der beteiligten Zellen, etwa von B7-1 (CD80) und B7-2 (CD86) auf
Seiten der antigenprisentierenden Zellen mit CD28 auf Seiten der T-Zellen oder auch anderer T-Zell-
aktivierender Liganden wie ICAM-1 (CD54). Die Proliferation und Differenzierung von T-Zellen wird
im wesentlichen angetrieben mittels 1oslicher Faktoren, wie z.B. IL-2 oder IFN-y. Die wichtigste biolo-
gische Wirkung von IL-2 ist die Aktivierung und Stimulation zur Proliferation von T-Lymphozyten, des
weiteren die Rekrutierung von lymphokin-aktivierten Killerzellen. Insbesondere bei hohen Konzen-
trationen kommt es in vitro zur Aktivierung von NK-Zellen und von Makrophagen (Herberman 2002).
Meropol et al. konnten in klinischen Studien die Expansion und Aktivierung von NK-Zellen nach sub-
kutaner niedrigdosierter IL-2 Therapie nachweisen (Meropol et al. 1996; Meropol et al. 1998). Wahr-
scheinlich kommt es auch zu einer Verstarkung der antikdrper-abhingigen zellvermittelten Zytotoxizitat
(ADCC) und zu einer Diversifizierung des Zielzellspektrums (Davis et al. 2003).

Die Wirkungen von IL-2 beschrdanken sich also nicht alleinig auf die spezifischen Komponenten des
Immunsystems, sondern auch auf die unspezifischen Komponenten. So ist neben den oben erwihnten
Wirkungen auch ein stimulierender Einfluss auf neutrophile Granulozyten, Monozyten und y5-T-Zellen
beschrieben (Djeu et al. 1993; Kjeldsen-Kragh et al. 1993; Espinoza-Delgado et al. 1995).

Schmidt et al. beschrieben in einem Immunisierungsexperiment mit IL-2-Gen-transduzierten Melanom-
zellen eine optimale Effektivitdt bei mittleren IL-2-Produktionsraten (Schmidt et al. 1995). Bei sehr
hohen Produktionsraten kommt es nicht zur Ausbildung von tumorspezifischen CTLs. Dieses Phdnomen

wird als Interleukin-2-Dosis-Effekt bezeichnet.

4.4.2 Klinische Anwendungen von IL-2

Die Anwendung eines hochdosierten systemischen IL-2-Regimens in klinischen Studien bei metasta-
siertem Melanom oder Nierenzellkarzinom ergab eine Tumor-Response-Rate von 15-20% (Dutcher et
al. 1989; Parkinson, Abrams, Wiernik, Rayner et al. 1990; Rosenberg et al. 1994; Negrier et al. 1998).
Komplette Remissionen wurden in etwa 4-6% der Félle beobachtet. Geringere Response-Raten wurden
beobachtet bei Patienten mit Morbus Hodgkin, Non-Hodgkin-Lymphom, nicht-kleinzelligem
Lungenkarzinom, Ovarialkarzinom und kolorektalem Karzinom. Momentan wird IL-2 im Rahmen der
onkologischen Therapie nur bei metastasiertem Melanom und Nierenzellkarzinom routineméaBig

eingesetzt.
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In klinischen Studien wurde eine niedrigdosierte IL-2 Therapie eingesetzt in Kombination mit mo-
noklonalen Antikorpern, da die oben erwéhnte Aktivititszunahme der NK-Zell-Aktivitat und ADCC-
Aktivitidt zu den Effektormechanismen der monoklonalen Antikorpertherapie zdhlt. Bajorin et al. und
Ziegler et al. verwendeten eine solche Kombination in der Therapie des metastasierten Melanoms, bzw.
fortgeschrittener Karzinome (Bajorin et al. 1990; Ziegler et al. 1992).

Desweiteren konnten Studien bei HIV-positiven Patienten zeigen, dass eine niedrigdosierte IL-2-Gabe
zu einer deutlichen Stimulation des Immunsystems fiihrt, gemessen an einer erhéhten Konzentration
zirkulierender NK-Zellen, CD4-Zellen, und Monozyten (Jacobson et al. 1996; Kovacs et al. 1996). Auf-
grund erheblicher Fortschritte in der hochaktiven antiretroviralen Therapie (highly active antiretroviral
therapy — HAART) mittels NRTIs (nucleosidic reverse transcriptase inhibitors), NNRTIs (non-nucleo-
sidic reverse transcriptase inhibitors) und Protease-Inhibitoren, ist diese Form der Immunstimulation

aber weitestgehend obsolet geworden.

4.4.3 Nebenwirkungen der IL-2 Therapie

Die dosislimitierenden Nebenwirkungen der systemischen IL-2-Therapie sind unter anderem das capil-
lary-leak-Syndrom, mit einer Erhéhung der kapilldren Permeabilitit und den Folgen, die denen eines
septischen Schocks dhneln, wie Fliissigkeitsretention, Hypotension, ARDS, prirenales Nierenversagen
und gelegentlich Myokardinfarkt. Auerdem kommen grippedhnliche Symptome, wie Fieber, Schiittel-
frost, Muskelschmerzen und schweres Krankheitsgefiihl vor (Parkinson, Abrams, Wiernik und al. 1990;
Negrier et al. 1998). Diese Phanomene sind bedingt durch die sekundére Freisetzung von Zytokinen,
wie z.B: TNF-a, IL-1 und IL-6. Des weiteren spielt eine durch endothelial produziertes NO vermittelte
Hypotension eine Rolle (Shahidi und Kilbourn 1998). Klempner et al. beschrieben ein vermehrtes
Auftreten von Bakteridmien bei Patienten, die eine systemische IL-2 Therapie erhielten, aufgrund eines

erworbenen reversiblen Defektes der Neutrophilen-Chemotaxis (Klempner et al. 1990).

4.4.4 Effekt von humanem Interleukin-2 auf murine Lymphozyten

Humanes und murines IL-2 weisen ein hohes Mall an Homologie auf. Die Linge des humanen IL-2
belduft sich auf 153 Aminoséduren, die des murinen IL-2 auf 169 Aminosauren; hierbei sind 56,8% der
Aminosduren identisch und insgesamt 71,0% sind identisch oder homolog. Bleackley et al. zeigten, dass
in vitro die Effekte von rekombinantem humanen und aufgereinigtem genuinen murinen IL-2 auf mu-
rine Lymphozyten im Rahmen der verwendeten Assays gleich sind (Bleackley et al. 1985); so sind ge-

nuines murines und rekombinantes humanes IL-2 im gleichen Malle in der Lage, eine primédre zytoto-
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xische T-Zell Antwort und auch eine zytotoxische T-Zell Antwort von Gedichtniszellen (memory CTL)
auszulosen. Daher ist anzunehmen, dass sich moglicherweise auch die in vivo Effekte zwischen muri-

nem und rekombinantem humanen IL-2 im Mausmodell nicht stark unterscheiden.

4.5 1L-2 -Gentherapie mittels adenoviraler Vektoren

4.5.1 Nichtreplizierende Adenoviren und IL-2 — Zytokin-Gentherapie

Die Wirkung der systemischen Gabe von IL-2 mit verldngertem Uberleben und verzdgertem Tumor-
wachstum ist im Tiermodell nachweisbar. Durch die Verwendung der Gentherapie liessen sich theore-
tisch deutlich hohere intratumorale IL-2 Spiegel erzielen als mit alleiniger Gabe des reinen Zytokins.
Fiir diesen Gentransfer scheinen Adenoviren die idealen Vektoren zu sein, da sie eine hohe Transduk-
tionseffizienz aufweisen und ein hohes Expressionslevel erzielen konnen. Nachdem Gansbacher et al.
bereits mit einem retroviralen Vektor haben zeigen konnen, dass ein IL-2 Gentransfer in einer vermin-
derten Tumorigenitdt und verstdrkten Immunitit gegeniiber einer Tumorinduktion nach Injektion von
Tumorzellen resultiert (Gansbacher et al. 1990), konnten Addison et al. im Modell des murinen
Mammaadenokarzinoms zeigen, dass durch intratumorale Injektion eines rekombinanten Adenovirus
eine Tumorregression zu erzielen ist, und dass gleichzeitig die Mause immun sind gegentiber einer wie-
derholten Tumorinduktion (Addison et al. 1995a). In ihrer Studie erwies sich der Gentransfer von IL-2
mittels eines nichtreplizierenden Adenovirus als effiziente Immuntherapie; die intratumoralen zytotoxi-
schen Lymphozyten und NK-Zellen sind gegeniiber der Kontrollgruppe deutlich vermehrt. In einer dhn-
lichen Untersuchung konnten Addison et al. nachweisen, dass die Kombination zweier nichtreplizieren-
der Adenoviren, von denen jeweils einer IL-2, der andere IL-12 trug, wirksamer ist als die einfache Ap-
plikation jedes Vektors (Addison et al. 1998). Ahnliche Ergebnisse wurden geliefert von Toloza et al.;
sie erreichen ebenfalls eine TumorabstoBung, bzw. —regression im immunkompetenten Fibrosarkom-
und Mammaadenokarzinommodell der Maus nach intratumoraler Injektion eines IL-2-Gen-tragenden
Adenovirus (Toloza et al. 1996). Jedoch wird hier im hohen Dosisbereich bereits ein erhebliches Mal}

an IL-2-vermittelter Toxizitdt beobachtet.

4.5.2 Replizierende Adenoviren und IL-2

Ein Schwachpunkt der intratumoralen Applikation von nichtreplizierenden Adenoviren ist die inhomo-
gene Verteilung der Viren im Tumor. Im wesentlichen werden Zellen im Bereich des Stichkanals er-
reicht, da die Verteilung im Tumor erschwert ist. Verschiedene Hindernisse beeintrichtigen die Aus-

breitung von nichtreplizierenden Viren im Tumor; hierzu zéhlen die intratumoralen Druckgradienten
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und Molekiile der extrazellulairen Matrix (Jain 1994; Heise, Williams, Olesch et al. 1999). Daher er-
scheint die Kombination von replizierenden Viren in diesem Zusammenhang erfolgsversprechend. Mo-
toi et al. verwendeten die Kombination eines replizierenden attenuierten Adenovirus, der Addl1520-
dquivalent ebenfalls E1B5S5K-deletiert war, mit einem nichtreplizierenden IL-2-Gen tragenden Adenovi-
rus mit dem Ziel, dass das replizierende Virus auch dem nichtreplizierenden Virus die zur Replikation
notwendigen Gene transkomplementieren wiirde (Motoi et al. 2000) ; im SCID-Maus-Pankreas-Xe-

nograft-Modell werden hohere Regressionsraten erzielt als mit den jeweiligen Viren in alleiniger Gabe.

4.6 Kombination von Onkolyse und Gentransfer — two-pronged ap-
proach

Hermiston diskutiert die Verwendung von replizierenden onkolytischen Viren als Genvektoren im Ein-
Vektor-System(Hermiston 2000). Hierbei sollen zwei Effekte ausgenutzt werden; zum einen der direkte

onkolytische Effekt durch den lyti-
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Hermiston (Hermiston 2000) um durch virale Replikation und Aus-

breitung den gesamten Tumor zu infi-
zieren (Pennisi 1996). Uberlegungen hierzu waren, dass ein replizierendes Adenovirus eine bessere
Distribution im Tumorgewebe aufweisen sollte als ein nichtreplizierendes Virus, welches im wesentli-
chen Zellen entlang des Nadeltraktes infiziert und transduziert. Die virale Replikation kann hier mogli-
cherweise eine deutliche Amplifikation des therapeutischen Transgens erzeugen (s. Abbildung 10)

(Hermiston 2000).
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4.7 Bereits in der Arbeitsgruppe erhobene Befunde

In der Arbeitsgruppe vor Beginn dieser Arbeit erhobene Befunde wiesen ebenfalls darauthin, dass keine
einfache Beziehung zwischen dem p53-Status der verwendeten Zellen und der Replikationsfahigkeit
eines E1B55K-deletierten Adenovirus besteht (Anton 1999b). Vergleiche der Infektion von DU145,
LNCaP und PC-3 Zellen mit einem EI1B55K-deletierten Adenovirus (dquivalent zu Onyx-
015/Addl1520) zeigten, dass im Vergleich zur Infektion mit einem Wildtyp-Adenovirus die Viruskon-
zentrationen in Zellkulturiiberstinden um den Faktor 45, 55 und 54, respektive, vermindert waren. Von
den verwendeten Zelllinien weist alleinig die Zelllinie LNCaP zwei Wildtyp-p53-Allele auf, DU145
Zellen haben zwei Mutationen im p53 Gen (Codon 274"~ Codon 223"*~"*) und PC-3 Zellen sind
hemizygot fiir Chromosom 17p, den Locus von p53, das vorhandene Allel besitzt eine single bp Dele-
tion im Codon 138, was zum frame shift und Einfithrung eines Stopcodons an Position 169 fiihrt
(Carroll et al. 1993).
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5 ZIELSETZUNG DER ARBEIT

Die zu Beginn dieser Arbeit im Jahr 1999 in der Literatur vorliegenden Daten wiesen auf einen mode-
raten onkotropen Effekt von E1B55K-deletierten Adenoviren hin (s. 4.3.7). Ebenso bestehen in der
Literatur eindeutige Hinweise auf eine Wirksamkeit von Interleukin-2 in der Immuntherapie von malig-
nen Tumoren und in einigen Bereichen bereits klinische Anwendungen (s. 4.4.2).
Daher erschien es sinnvoll, zwei erfolgsversprechende Therapiestrategien zu verbinden, um einen addi-
tiven oder synergistischen Effekt zu erzielen. Zusammengefasst sind die beiden grundsétzlichen zu er-
wartenden Mechanismen:

(1) Die virusbedingte Tumorzelllyse durch das onkolytische Virus, und

(2) die IL-2-vermittelte immunologische Stimulation,
gewissermalen ein two-pronged approach an die onkologische Therapie, wie schon in Abschnitt 0
diskutiert. Eine solche Kombination im Ein-Vektor-System ist bisher noch nicht durchgefiihrt worden.
Im in vitro Modell sollten die verschiedenen Komponenten dieses kombinierten Verfahrens untersucht
werden, insbesondere im Hinblick auf die Zytopathogenitét, Virusfreisetzung und IL-2 Produktion nach
Infektion mit verschiedenen Adenoviren. Im Tumorxenograftmodell in der Nacktmaus sollten insbeson-
dere die Parameter IL-2 Produktion, Tumorregression, Uberleben der Tiere und AusmaB der Replikation

innerhalb des Tumors untersucht werden.
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6 METHODEN

Die verwendeten Materialien und deren Bezugsquellen sind aufgefiihrt in Abschnitt 10.

6.1 Zellkulturmethoden

6.1.1 Zellen

Die verwendeten humanen Prostatakarzinomzelllinien DU 145, LNCaP und PC-3 wurden fiir in vitro,
die Zelllinie DU 145 auch fiir in vivo Experimente verwendet. Die Zelllinie LNCaP weist das p53-Gen-
Wildtyp-Allel auf, wohingegen die Zelllinie DU 145 eine Inaktivierung beider Allele durch Punktmuta-
tionen besitzt und die Zelllinie PC-3 eine Frameshift-Mutation im p53-Gen hat und hemizygot fiir
Chromosom 17p, den Locus des p53-Gens, ist (Carroll et al. 1993).

Die 293 HEK (human embryonal kidney) Zelllinie wurde verwendet fiir die Produktion von Virus-
stammldsungen und die Messung von Adenoviruskonzentrationen. Die Zelllinie 293 ist eine permanente
Zelllinie, die mit DNA von humanem Adenovirus Typ 5 transformiert ist . Die Zelllinie besitzt die
linksseitigen Gensequenzen des Adenovirusgenoms und erlaubt somit auch die Replikation von nicht-
replizierenden Adenoviren durch die trans-Komplementierung der beschriebenen Sequenzen und die

Bereitung von Virusstammlosungen (Graham et al. 1977).

6.1.2 Zellkultur

Sadmtliche Zellen wurden als Monolayerkulturen in Zellkulturschalen kultiviert. Die Kultivierung er-
folgte unter Standardbedingungen bei 37°C und 5% CO,-Séttigung. Die Zellkulturarbeiten wurden steril
unter S1- oder S2-Sicherheitsstufenbedingungen in Sterilbdnken durchgefiihrt.

DU 145 und PC-3 Zellen wurden in Dulbecco’s MEM Medium mit 10% FBS, 2 mM Glutamin, LNCaP
Zellen in RPMI 1640 Medium mit 10% FBS, 2 mM Glutamin und 1 mM Natriumpyruvat und 293 Zel-
len in MEM-Earle Medium mit 10% FBS und 2 mM Glutamin kultiviert.

Das Passagieren und Subkultivieren von DU 145, LNCaP und PC-3 Zellen erfolgte nach Standardproto-
koll mit Trypsin-EDTA (Lindl und Bauer 1994), das von 293 Zellen mit Citratsalzlosung.

Die Subkultivierungsratio von DU 145 und PC-3 Zellen betrug 1:4 bis 1:6, von LNCaP und von 293
Zellen 1:2 bis 1:3. Das Passagieren der Zellen wurde jeweils bei Erreichen eines nahezu konfluenten

Monolayers durchgefiihrt.
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Das Auftauen und Einfrieren der Zellen wurde nach Standardprotokollen durchgefiihrt (Lindl und Bauer
1994). Das Auszédhlen von Zellen erfolgte standardmifig in Neubauer-Zdhlkammern (Lindl und Bauer

1994).

6.2 Virusarbeiten

6.2.1 Verwendete Adenoviren

Addl70-3 ist ein nichtreplizierendes Adenovirus der ersten Generation, welches Deletionen der E1 und
E3 Sequenzen des Adenovirusgenoms aufweist, die Deletion in der E1 Region betrdgt 3,2 kbp und le-
diglich die linksseitige ITR und Verpackungssignale () bleiben intakt; des weiteren erstreckt sich die
Deletion bis kurz vor den Protein IX Promoter, der jedoch funktional bleibt (Bett et al. 1994). Add170-3
wurde als Negativkontrolle bei in vitro und in vivo Experimenten eingesetzt, um den Effekt von Virus-

partikeln alleine zu evaluieren.

AdMAS56 ist ein nichtreplizierendes Adenovirus, welches vollstindige Deletionen der E1 und E3 Se-
quenzen des Adenovirusgenoms aufweist (s. Abbildung 11). Zusétzlich besitzt dieses Virus eine
Expressionskassette bestehend aus den Genen fiir ITR, HCMV-Promoter, hIL-2, SV40pA und der pIX-

FEinheit inseriert im deletierten E1-Bereich.

AdAEIMASS ist ein nichtreplizierendes Adenovirus, welches vollstindige Deletionen der E1 und E3
Sequenzen des Adenovirusgenoms aufweist. Zusétzlich besitzt dieses Virus eine Expressionskassette
bestehend aus den Genen fiir HCMV-Promoter, hIL-2, IRES, EGFP, und dem SV40pA, inseriert im
deletierten E3-Bereich (s. Abbildung 11).

AdEGFP ist ein nichtreplizierendes Adenovirus, welches vollstindige Deletionen der E1 und E3 Se-
quenzen des Adenovirusgenoms aufweist. Zusitzlich besitzt dieses Virus eine Expressionskassette be-
stehend aus den Genen fiir HCMV-Promoter, EGFP, und dem SV40pA inseriert im deletierten E1-Be-
reich (s. Abbildung 11). EGFP ist ein Reportergen, welches abgeleitet wurde von einem in der
bioluminiszierenden Qualle Aequorea victoria vorhandenen chromophoren Protein (Prasher et al. 1992);
mittels Fluoreszenzmikroskopie kann bei einem Exzitationsmaximum von 488 nm Wellenlédnge und
einem Emissionsmaximum von 508 nm das Vorhandensein des Reporterproteins nachgewiesen werden.
EGFP weist gegeniiber GFP ein in den roten Frequenzbereich verschobenes Fluoreszenzspektrum auf

(Clontech 2001).
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Replizierende Viren
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Abbildung 11: Verwendete Adenoviren

Bei den verwendeten Adenoviren AdEGFP, AAMAS56 und
AdAEIMASS handelt es sich um Viren der ersten Genera-
tion, d.h. nichtreplizierende Viren mit Deletionen der El
und der E3 Region. AAMASS und AASWS8 hin gegen sind
replizierende Adenoviren, die eine Deletion in der E1B-
Region besitzen, welche die Expression von E1B-55K
verhindert, hingegen aber die Expression von EIB-19K
zuldft. Die Konstruktion in der E1 Region ist bei AAMASS
und AdSW8 identisch; jedoch besitzt AAMASS5 zusétzlich
eine Expressionskassette mit dem hIL-2 Gen, der internal
ribosomal entry site, EGFP-Gen und dem Polyadenylie-
rungssignal in der E3 Region. Diese Expressionskassette in
der E3 Region besitzt auch das Virus AJAEIMASS; aller-
dings ist dieser Vektor der ersten Generation nichtreplizie-
rend aufgrund einer 3,19 kbp Deletion in der E1 Region.

AdSW8 ist ein replizierendes Adenovirus, welches
eine Mutation im E1B55K-Gen besitzt, ohne dass
der tberlappende orf des E1IB19K-Gen betroffen
ist (s. Abbildung 11). Sdmtliche anderen Gene des
El1-Bereiches sind funktionsfihig und erlauben
somit eine Replikation. Zusétzlich weist das Virus

eine Deletion des E3-Bereiches auf.

AdMASS ist ein replizierendes Adenovirus wel-
ches eine Mutation im E1B55K-Gen besitzt, ohne
dass der {iiberlappende orf des EIB19K-Gen be-
troffen ist. Sadmtliche anderen Gene des El-
Bereiches sind funktionsfihig und erlauben somit
eine Replikation. Zusétzlich weist das Virus eine
Deletion des E3-Bereiches auf. Im deletierten E3-
Bereich ist eine Expressionskassette inseriert, be-
stehend aus aus den Genen fiir HCMV-Promoter,
hIL-2, TRES, EGFP und dem SV40pA (s.

Abbildung 11).

Von den verwendeten Adenoviren waren Addl70-
3, AdEGFP, AAMASS, AAMAS56 und AASWS8 zu
Beginn Arbeit
AdAEIMASS wurde iiber Kotransfektion von 293

dieser bereits  vorhanden.

Zellen produziert.
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6.2.2 Kotransfektion

Fiir die Herstellung von AJAE1IMASS mittels Kotransfektion in 293 Zellen wurden CsCl-aufgereinigte

Plasmide verwendet (s. 6.5.1). Als Shuttle-Plasmid wurde in diesem Fall pAE1sp1B benutzt und als

Backbone-Plasmid pMAS5S. Die Kotransfektion und Produktion des Virus, d.h. die Untersuchung von

sich nach Kotransfektion bildenden Plaques, Expansion, Pronase-SDS Losung der Zellen, Phenolex-

traktion und Kontrollverdau mit HindIII und Pvul wurde durchgefiihrt nach Hitt et al. (Hitt et al. 1995).

Zusammengefalit beruht die Technik auf der Einbrin-
gung eines zirkuldren backbone Plasmids, welches den
grofiten Teil der adenoviralen Gensequenzen beinhaltet,
und eines shuttle Plasmids, welches, in diesem Fall, die
linksseitigen adenoviralen Gensequenzen besitzt, in die
E1A-komplementierende 293 Zelllinie. Durch spontane
homologe Rekombination kommt es zur Bildung von
kompletten Virus-DNA-Sequenzen; iiber weitere Schrit-
te, d.h. Plaque-Isolierung und Produktion in 293 Zellen,
konnen so Virusstammldsungen hergestellt werden. Das
hier verwendete backbone Plasmid beruht auf pPBHG10,
einem klassischen backbone Plasmid (Hitt et al. 1995)
versehen mit einer Expressionskassette, die den HCMV
Promoter, das hIL-2 Gen, IRES, EGFP Gen und das
SV40 pA Signal in der deletierten E3 Region enthilt
(Anton 1999a). Das shuttle Plasmid pAElsplB bringt

die linksseitigen adenoviralen Gensequenzen ein, mit

HCMV Promoter
hIL-2
backbone Plasmid TES
e EGFP
AE PR . SV40 pA
+— Wil
b '
pMAS5
37161 bp

shuttle Plasmid

Ad5 linkes Ende  pIX  Ad5 Genom El-deletiert

C-m
—
pAElsplB
6409 bp

Abbildung 12: Verwendete Plasmide zur
Kotransfektion

Zur Produktion von AJAEIMASS wurden eine
Kotransfektion nach Hitt et al. mit den beiden
oben angegebenen Plasmiden durchgefiihrt (Hitt et
al. 1995).

einer 3,19 kbp Deletion in der E1 Region (s. Abbildung 12).

6.2.3 Kultivierung von Zellen und Infektion mit Adenoviren

Fir die verschiedenen in vitro Infektionsversuche wurden die verschiedenen Zellen auf 60mm-Zellkul-

turplatten, 6-well- oder 12-well-Platten ausgelegt. Fiir die DU 145 und PC-3 Zellen wurde in der Regel

eine Zellanzahl von 2 x 10° Zellen pro 60mm-Zellkulturplatte oder 1 x 10° Zellen pro well einer 6-well-

Platte ausgelegt. Fiir die LNCaP Zellen wurden 1 x 10° Zellen pro 60mm-Platte oder 5 x 10° Zellen pro

well einer 6-well-Platte ausgelegt. Bei diesen Zelldichten kommt es bei normalem Zellwachstum zur

Bildung eines konfluenten Monolayers innerhalb von vier bis sechs Tagen.
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Zur Infektion wurden zunichst Verdiinnungen der Virusstammldsungen in PBS?* bereitet. Das Verhilt-
nis von verwendeten pfu pro Zelle wird als MOI (multiplicity of infection) angegeben. Die Infektions-
versuche wurden in der Regel mit MOIs von 1 bis 100 durchgefiihrt.

Wenn hiervon abweichende Parameter verwendet wurden, ist dies im Ergebnisteil explizit angegeben.
Das Medium der zu infizierenden Zellen wurde abgesaugt und jeweils 200 ul der vorbereiteten Virus-
suspension hinzugegeben und durch vorsichtiges Schwenken verteilt. Danach erfolgte eine 30 miniitige
Inkubation im Zellkulturinkubator um eine Adsorption des Virus zu erlauben, wobei alle 10 Minuten ein
vorsichtiges Schwenken der Zellkulturplatte erfolgte. Dann wurde das fiir die Zelllinie entsprechende
Medium hinzugegeben und die Zellen fiir den weiteren Versuchsverlauf im Zellkulturinkubator inku-

biert.

6.2.4 Plaque Assay

Zur Bestimmung der Viruskonzentration wurde die Eigenschaft von Adenoviren herangezogen, in ei-
nem 293-Zell-Monolayer unter einem MEMF11-Overlay Plaques zu bilden (Hitt et al. 1995). Zur
Evaluation von Uberstinden, Zelllysaten und Virusstammldsungen wurden demnach 293 Zellen infi-
ziert und mit einem MEMF11-Overlay iiberschichtet.

Hierzu wurden zunichst 293 Zellen so in 60mm-Zellkulturplatten ausgelegt, dass sie zum Zeitpunkt der
Infektion zu einem subkonfluenten Monolayer gewachsen waren. Es wurden serielle Zehnfach-Verdiin-
nungsreihen in PBS mit 0,68 mM CaCl, und 0,49 mM MgCl, (PBS®") der zu bestimmenden Losung
(Uberstiinde, Zelllysate) hergestellt. Zelllysate und Zellkulturiiberstinde unterliefen jeweils drei Gefrier-
Auftau-Zyklen vor der Verdiinnung, um eine maximale Freisetzung aus den Zellen zu gewihrleisten.
Jeweils 200 pl der Verdiinnungen wurden nach dem Absaugen des Mediums auf die 293 Zellen gegeben
und durch vorsichtiges Schwenken der Zellkulturplatte verteilt. Danach erfolgte eine 30 miniitige Inku-
bation im Zellkulturinkubator um eine Adsorption des Virus zu erlauben, wobei alle 10 Minuten zur
ausgeglichenen Verteilung ein vorsichtiges Schwenken der Zellkulturplatte erfolgte. Nach Abschluss
der Inkubation wurde ein MEMF11-Overlay aufgebracht. Nach Abkiihlung und Aushirtung des
MEMF11-Overlays erfolgte die weitere Inkubation im Zellkulturinkubator unter Standardbedingungen.
Nach einigen Tagen Inkubation kommt es zur Ausbildung von Plaques im konfluenten Monolayer, die
die lytische Aktivitit des Virus darstellen. Diese Plaques wurden nach sieben und zehn Tagen mit blos-
sem Auge gezdhlt. Unter Beriicksichtigung der jeweiligen Verdiinnung und Heranziehung der Anzahl
der Plaques am zehnten Tag nach Infektion, erfolgte die Berechnung der Viruskonzentration mit der

Einheit pfu/ml (plaque forming unit / ml).
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Die Bestimmung der Viruskonzentration erfolgte immer aufgrund zwei unabhéngiger Verdiinnungsrei-
hen der Virusstammlosung und aufgrund zweier MEMF11-Overlays pro Verdiinnungsreihe und Ver-

diinnung.

6.2.5 Bestimmung der Viruspartikelkonzentration

Zur Bestimmung der Konzentration der Viruspartikel wurde eine 20-fache Verdiinnung der Virus-
stammlOsung hergestellt (95 pl Aqua bidest. + 5 pl Virusstammldsung) und 10 min bei 70°C inkubiert,
um eine Freisetzung der viralen DNA aus den Viruspartikeln zu erreichen. Im Anschluss wurde im
Photometer die Absorption bei 260 nm Wellenldnge bestimmt. Zur Berechnung der Konzentration der
Viruspartikel wird angenommen, dass ein Absorptionswert von 1 einer Viruspartikelkonzentration von
1,1 x 10" viral particles / ml entspricht (Mittereder et al. 1996a). Unter Beriicksichtigung der Verdiin-
nung kann somit die Viruspartikelkonzentration berechnet werden. Der errechnete Wert der Virusparti-
kelkonzentration liegt immer oberhalb der beim Plaque Assay (s. 6.2.4) ermittelten Konzentration an
pfu, da der Grof3teil der Viruspartikel nicht funktionell im Sinne der Plaquebildung ist. Bei guten Virus-
praparationen betrdgt das Verhéltnis viral particles:pfu <100:1 (Mittereder et al. 1996b). Diese Me-
thode der Konzentrationsbestimmung beruht auf der Messung des DNA-Gehaltes in der betreffenden

Losung, daher ist sie ausschlielich fiir aufgereinigten Virusstammldsungen anwendbar (s.unten).

6.2.6 Herstellung von nicht aufgereinigten Virusstammldsungen

Fiir Teile der in vitro Experimente wurden Infektionen mit nicht aufgereinigten Virusstammlosungen
durchgefiihrt. Zur Aufbereitung von nicht aufgereinigten Virusstammldsungen wurden vier bis acht
150mm-Zellkulturplatten zur Subkonfluenz kultivierter 293 Zellen mit einer MOI von 1 bis 10 infiziert
(s. 6.2.3). Die Infektion erfolgte in einem Volumen von 2 ml PBS* pro 150mm-Platte. Nach
Sichtbarwerden des viral bedingten zytopathischen Effekts erfolgt das Abschaben des Zellrasens mittels
des Zellschabers und Uberfiihrung von Zellen und Medium in 50 ml Zentrifugenréhrchen und Zentrifu-
gation bei 800 g fiir 15 min. Nach Absaugen des Uberstands wurde das Pellet in 1 bis 2 ml PBS*" mit
10% Glycerol pro 150mm-Zellkulturplatte resuspendiert und bei —80°C tiefgefroren. Vor der weiteren
Verwendung dieses nicht aufgereinigten Stammlosungen wurden drei Auftau-Gefrier-Zyklen durchge-
fiihrt.

Die erreichbaren Viruskonzentrationen mit dieser Methode liegen etwa im Bereich von 10%-10° pfu / ml.
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6.2.7 Herstellung von aufgereinigten hochkonzentrierten Virusstammldsungen

Insbesondere fiir die Tierversuche wurden hochkonzentrierte Virusstammldsungen bendtigt. Die Her-
stellung aufgereinigter, hochkonzentrierter Virusstammlosungen erfolgte nach einem modifizierten
Protokoll von Hitt et al (Hitt et al. 1995).

Hierfiir wurden 15 bis 30 150mm-Zellkulturplatten mit 293 Zellen bis zu etwa 90%iger Konfluenz kul-
tiviert und zu diesem Zeitpunkt mit einer nicht aufgereinigten Virusstammlosung infiziert. Die Infektion
erfolgte wie zuvor beschrieben mit einer MOI von 1 bis 10. Die anschliessende Inkubation erfolgte in
MEM Earle Medium mit 5% Pferdeserum. Nach Sichtbarwerden des viral bedingten zytopathischen
Effekts erfolgt die Abschaben des Zellrasens mittels des Zellschabers. Der optimale Zeitpunkt hierfiir
ist, wenn sich die Zellen bereits abgerundet, aber noch nicht von der Zellkulturplatte abgeldst haben.
Die abgeschabten Zellen wurden mitsamt Medium in 50 ml Zentrifugenrohrchen {iberfiihrt und bei 800
g fiir 15 min bei Raumtemperatur zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt und die Pellets in einem
Gesamtvolumen von 10 bis 20 ml 0,1 M TrisHCI pH 8,0 resuspendiert. Die Virussuspension wurde bis
zur weiteren Verarbeitung bei —80°C gelagert.

Zur weiteren Verarbeitung wurde die Virussuspension aufgetaut und 1/10 Volumen 5% Natrium Deo-
xycholat zugegeben und fiir 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Danach erfolgte die Zugabe von
1/100 Volumen 2M MgCl, und 0,005 Volumen DNAse I Losung. Nach griindlicher Mischung wurde
fiir 30-60 min im Wasserbad bei 37°C inkubiert, des weiteren wurde in diesem Zeitpunkt alle 10 min
griindlich gemischt.

In der Zwischenzeit wurde ein CsCl-Stufengradient in Beckman Ultra-Clear Zentrifugenrohrchen be-
reitet. Hierzu wurden vorsichtig, mittels Pasteurpipetten, die folgenden Losungen geschichtet: zuunterst
0,5 ml CsCl-Losung (Dichte 1,5 g/ml), dann 3 ml CsCl-Losung (Dichte 1,35 g/ml) und zuoberst 3 ml
CsCl-Losung (Dichte 1,25 g/ml).

Nach den oben beschriebenen Schritten wurde die behandelte Virussuspension bei maximaler Ge-
schwindigkeit (4000 rpm) in der Heraeus Varifuge fiir 20 min bei 5°C zentrifugiert.

AnschlieBend wurde der Uberstand vorsichtig iiber den Stufengradienten geschichtet.

Die Zentrifugenréhrchen wurden anschliefend in der Ultrazentrifuge mit dem SW41T1-Rotor bei 35000
rpm fiir 1 h bei 10°C zentrifugiert. Die Adenoviruspartikel mit einer Dichte von 1,34 g/ml sammeln sich
in einer Bande in der Grenzschicht zwischen den CsCl-Schichten mit der Dichte 1,35 g/ml und 1,25
g/ml.

Unter strikter Beachtung der Sterilitit wurde die Adenovirusbande unter der Sterilbank unter S2-Sicher-
heitsvorkehrungen mit einer 18G-Kaniile und 2 ml-Spritze abpunktiert und das gesammelte Volumen in
ein neues Ultra-Clear-Zentrifugenrdhrchen tberfiihrt. Das Zentrifugenrdhrchen wurde anschlieBend
aufgefiillt mit der CsCl-Losung (Dichte 1,35 g/ml) und in der Ultrazentrifuge bei 35000 rpm iibernacht

bei 10°C zentrifugiert. Die hiernach erhaltene Bande wurde abpunktiert und in Dialysekassetten gegen
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0,01 M TrisHCI dialysiert. Nach 24-stiindiger Lyse und wenigstens vier Wechseln des Dialysates wurde
die Virussuspension abgezogen, zur Kryoprotektion noch 1/10 Volumen Glycerol hinzugefiigt und die
Suspension in Kryordhrchen aliquotiert.. Die gewonnene Virusstammlosung wurde bei —80°C gelagert.

Die erreichbaren Viruskonzentrationen mit dieser Methode liegen in unserem Labor im Bereich von

10" bis 10" pfu / ml.

6.2.8 Ermittlung der Infizierbarkeit verschiedener Zelllinien durch Adenoviren

Zur Ermittlung der Infizierbarkeit verschiedener Zelllinien durch Adenoviren wurde ein Infektionsver-
such mit AAEGFP, einem replikationsdefizienten EGFP-Gen-tragenden Adenovirus, durchgefiihrt. DU
145, HeLa, MCF-7 und PC-3 Zellen wurden in einer Dichte von 5 x 10° Zellen pro 60mm-Platte ausge-
legt, LNCaP Zellen in einer Dichte von 1 x 10° Zellen pro 60mm-Platte. Die Infektion erfolgte wie oben
beschrieben mit AEGFP mit MOIs von 0,01 bis 100, abgestuft in Schritten mit dem Faktor 3,16 (=
V10). Nach ca. 24 Stunden Inkubation wurden mikroskopische Photos angefertigt und nach 36 Stunden
die EGFP Fluoreszenz mit dem DurchfluBzytometer (FACS Vantage, Becton & Dickinson) bestimmt
und mit der dazu gehdrenden Software (CELLQuest, Becton & Dickinson) analysiert. Hierzu wurden
die Zellen mit der Trypsin/EDTA-Methode geerntet, nach Zentrifugation und Absaugen des Uberstands
in FACS-Puffer resuspendiert und mittels DurchfluBzytometrie die Anteile der EGFP-exprimierenden
Zellen bestimmt.

Hierfiir wurde folgendes Protokoll angewendet: Eine Hélfte der Zellen wurde in separate FACS-Rohr-
chen tiberfiihrt und mit 150 nM Propidiumjodid (= 0,1 mg / ml) fiir 5 min inkubiert. Propidiumjodid ist
ein fluoreszierender DNA bindender Farbstoff mit einer maximalen Exzitationswellenldnge von 536 nm
und einer maximalen Emissionswellenldnge von 617 nm; Propidiumjodid féarbt spezifisch nekrotische
Zellen an — dieses Phidnomen beruht auf der Nichtpermeabilitdt intakter Zellmembranen fiir den Farb-
stoff (Crompton et al. 1992; Darzynkiewicz et al. 1992; de Caestecker et al. 1992; Pollice et al. 1992;
Belloc et al. 1994). Im FSC:SSC (forward scatter:siteward scatter) Plot wurden zunichst die
Propidiumjodid gefarbten (toten) Zellen, die auch in der Kontrolle (nicht infizierte Zellen) vorhanden
waren, aus der weiteren Analyse ausgeschlossen (s. Abbildung 13). Das ermittelte Gate wurde fiir alle

Zellen und Infektionen der gleichen Zelllinie verwendet.




Methoden

47

MCFT 071

Abbildung 13: Durchflusszytometrie - Gate zum
Ausschluss der toten Zellen

Im siteward:forward scatter (SSC:FSC) Punktplot ist
das Gate eingezeichnet, deren Zellen weiter analysiert
wurden im Hinblick auf EGFP Expression. Der Punkt-
plot zeigt nichtinfizierte MCF-7 Zellen, die mit Propi-
diumjodid inkubiert wurden. Die Propidiumjodid auf-
nehmenden Zellen sind blau dargestellt und aus der
weiteren Analyse ausgeschlossen. Man sieht im Gate
einige griin dargestellte Punkte, die Zellen entsprechen,
die Fluoreszenzlicht im EGFP-Bereich emittieren (FL1,
530 +/- 15 nm); dies entspricht dem Maf} an Autofluo-
reszenz, wie es bei nichtinfizierten Zellen vorliegt.
Ahnliche Plots und Gates wurden fiir die anderen ver-
wendeten Zelllinien ebenfalls angefertigt.

AnschlieBend wurde das AusmaBl der EGFP-
Expression der gegateten Zellen bestimmt. Hierfiir
wurde die Wellenldnge der von EGFP emittierten
Fluoreszenz verwendet. Zellen, deren EGFP-
spezifische Fluoreszenz iiber der Hintergrundfluores-
zenz unbehandelter Zellen lag, wurden als infiziert
bewertet. Die verwendeten Parameter im Durchfluss-
zytometer waren fiir die Bestimmung der EGFP Flu-
oreszenz: Exzitation bei 488 +/- 5 nm, Emission bei
530 +/- 15 nm (FL1), fiir die Bestimmung der Propi-
diumjodidfluoreszenz: Exzitation bei 488 +/- 5 nm,
Emission bei 575 +/- 13 nm (FL2).

Der Anteil der infizierten Zellen wurde ermittelt und
eine Regressionsanalyse unter der Annahme des Vor-
liegens einer hyperbolischen Abhdngigkeit des An-
teils EGFP-exprimierender Zellen von der ver-
wendeten MOI durchgefiihrt. Die MOlIsy beschreibt
diejenige MOI, bei der 50% der Zellen EGFP expri-
mieren, bzw. infiziert sind (weitere Erlduterungen

und Abbildungen s. 7.1).

6.2.9 Darstellung des CPE mittels Kristallviolettfarbung

Fiir die Darstellung des zytopathischen Effekts des Virus wurden die verschiedenen Zelllinien wie oben

beschrieben infiziert und zu verschiedenen Zeitpunkten nach Infektion mit Kristallviolett angeférbt.

Hierzu wurde zunéchst das Medium abgesaugt und anschlieBend der Boden der Zellkulturplatte mit

Kristallviolettlosung iiberschichtet. Nach 5 bis 10 min Einwirkzeit bei Raumtemperatur wurde die iiber-

schiissige Kristallviolettlosung abgekippt und die Platten gewaschen. Durch die Farbung werden die

adhidrenten Zellen fixiert und zugleich angeférbt. Die abgelosten Zellen hingegen entsprechen denen, die

einen zytopathischen Effekt aufweisen.

6.2.10Bestimmung der Zytotoxizitat mittels Zellproliferationsassay




48 Methoden

Fiir die Quantifizierung der Zellproliferation nach Infektion mit Adenoviren wurden die Zellen wie oben
beschrieben infiziert und zu verschiedenen Zeitpunkten ein Zellproliferationsassay durchgefiihrt (Cell
Proliferation Kit I (MTT), Roche Molecular Biochemicals).

Fiir die Zeitdauer des Versuchs wurden die Zellen zunichst in 60mm-Zellkulturplatten oder 6-well-
Platten kultiviert.

Fiir die Messung der adhédrenten Zellen wurden die Zellen zum Zeitpunkt des Assays mit der
Trypsin/EDTA-Methode abgelost (1 ml Trypsin/EDTA pro Platte) und in 15ml-Zentrifugenrhrchen
iiberfiihrt.

Fiir die Messung der adhdrenten und nichtadhirenten (abgeldsten) Zellen in der Zellkulturplatte wurden
die Zellen mit dem Cell Lifter abgeschabt und samt Medium in 15ml-Zentrifugenréhrchen tiberfiihrt.
Nach Zentrifugation bei 1200 rpm fiir 4 min wurde der Uberstand abgesaugt und das Zellpellet in einem
definierten Volumen Medium resuspendiert. Von der erhaltenen Zellsuspension wurden serielle Ver-
diinnungen in 96-well-Zellkulturplatten mit dem entsprechenden Medium angefertigt; diese Verdiin-
nungen wurden jeweils in doppelter Ausfithrung angefertigt. Nach eineinhalb Stunden Inkubation im
Zellkulturinkubator wurde der Assay nach den Anleitungen des Herstellers durchgefiihrt. Hierfiir wur-
den folgende Parameter verwendet: Inkubation nach Auslegen der Zellen 1,5 Stunden; Inkubation nach
Zugabe des MTT-Substrats 4 Stunden; Inkubation nach Zugabe der Solubilisierungslésung iiber Nacht,
dann Messung bei den angegebenen Wellenlédngen, d.h. primédre Messung bei 570 nm und einer Refe-
renzmessung bei 650 nm.

Zunichst wurde aufgrund der ermittelteten Absorptionswerte unter Zuhilfenahme von zuvor angefer-
tigten Standardkurven fiir die verschiedenen Zelllinien die Zellzahl der jeweiligen Platten bestimmt. Fiir
die weitere Darstellung wurden die berechneten Zellzahlen jeder Probe in Beziehung zur Zellzahl der
mock-Infektion gestellt und als relative Zellkonzentration wiedergegeben:

Zellzahlin der mit Adenovirus infizierten Platte

Zellzahlin der mockinfizierten Platte
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6.3 Tierversuch

6.3.1 Tierhaltung

Die Versuchstiere (Balb/C Nacktmause; Balb/C nu/nu) wurden unter SPF-Bedingungen im Tierstall des
Instituts fiir Experimentelle Onkologie und Therapieforschung gehalten. Sdmtliche Versuche fanden
statt im Einklang mit den gesetzlichen Richtlinien und entsprechend dem von der Regierung von Ober-
bayern genehmigten Tierversuchsantrigen Nr. 97/249 und 98/005. Die Versuche wurden durchgefiihrt

unter S2-Sicherheitsvorkehrungen im SPF-Tierstall unter der Sicherheitswerkbank.

6.3.2 Tiere

Es wurden ausschlieBlich Mause ménnlichen Geschlechts verwendet, um bei allen Tieren eine ver-
gleichbare hormonale Umgebung fiir das Wachstum der heterolog transplantierten humanen Prostata-
karzinomzellen zu erreichen, da eine gewisse Androgenabhéngigkeit des Wachstums von Prostatakarzi-
nomen besteht (Huggins et al. 1941; Nomura et al. 1996). Die verwendeten Tiere hatten zu Versuchsbe-

ginn ein Gewicht von durchschnittlich 30 g.

6.3.3 Aufbereitung und Injektion von DU 145 Zellen

Die DU 145 Zellen wurden entsprechend den oben beschriebenen Richtlinien kultiviert und passagiert.
Fiir jede einzelne Injektion wurden 5 x 10° Zellen verwendet. Eine entsprechende Anzahl von Zellen
wurde bis zur Konfluenz kultiviert (1-2 x 107 Zellen pro 150mm-Zellkulturplatte). Die Zellen wurden
zweimal mit PBS gewaschen und anschlieBend mit Trypsin/EDTA abgelost und im entsprechenden
Medium (10 ml Dulbecco’s MEM Medium mit 10% FBS und 2 mM Glutamin pro ca. 1 x 10’ Zellen)
resuspendiert. Die Zellkonzentration wurde ermittelt mit der Neubauer-Zdhlkammer. Das der benétigten
Menge Zellen (Anzahl der Injektionen x 5 x 10° Zellen) entsprechende Volumen wurde iiberfiihrt in 50
ml-Zentrifugenrdhrchen und bei 1200 rpm fiir 4 min bei Raumtemperatur zentrifugiert. Der Uberstand
wurde abgesaugt und das Zellpellet in PBS resuspendiert in PBS; hierfiir wurden 100 pl PBS pro 5 x 10°
Zellen zugegeben. Die Zellsuspension wurde danach aliquotiert in Volumina je etwa 120 pl (100 pl
PBS + Volumen der Zellen) und in 1,5 ml Reaktionsgefédl3e iiberfiihrt.

Die Injektion der Zellen in Balb/C nu/nu Méuse erfolgte subkutan in die rechte Flanke. Zur Injektionen

wurde eine 1 ml-Spritze mit einer 23G-Kaniile verwendet. Die Zellsuspension wurde jeweils unmittel-
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bar vor der Injektion in der Sterilbank im SPF-Raum des Tierstalls resuspendiert und aufgezogen um ein
Sedimentieren im Spritzenzylinder zu verhindern. Fiir mehrere Tiere wurde jeweils die gleiche Spritze
und Kaniile verwendet; vor der Injektion des ersten Tieres wurde ein zusétzliches aliquotiertes Volumen
an Zellsuspension aufgezogen und abgelassen, um ein Fiillen des Totraums von Spritze und Kaniile zu
erreichen. Die Injektionen sind fiir die Tiere schmerzlos und wurden ohne Anésthesie durchgefiihrt

(Donovan und Brown 1995c¢).

6.3.4 Kontrolle und Messung des Tumorwachstums

Nach der subkutanen Tumorzellinjektion wurden die Miuse zweimal wochentlich auf die Entstehung
von Tumoren hin untersucht. Bei Entstehung von Tumoren wurden die Tumoren mit einem Messschie-
ber in zwei Dimensionen gemessen, jeweils der lange und der kurze Durchmesser. Das Tumorvolumen

wurde unter der Annahme eines Rotationsellipsoids berechnet:

kurzerDurchmesser)2 y ( IangerDurchmesserj

4
Tumorvolumen = —x 7 x
3 2 2

Bei einzelnen Mausen kam es zur Ausbildung von mehr als einem Tumor; hier ist das Tumorvolumen
angegeben als Summe der berechneten Volumina der einzelnen Tumoren.

Im Vorversuch wurde zunichst die Wachstumscharakteristik der subkutanen Tumoren ermittelt.

6.3.5 Intratumorale Injektion von Adenoviren

Nach Erreichen eines Tumorvolumens von 100-200 pl (entspricht ungefédhr einem mittleren Durchmes-
ser von 6-8 mm) wurden die Tumoren mit 5 x 10® pfu in 50 ul PBS injiziert. Zur Injektion wurden ver-
diinnte Virussuspensionen von CsCl-gereinigten Virusstammlosungen der verschiedenen Viren verwen-
det. Die Injektionen wurden mit einer 30G-Kaniile und einer 1-ml-Spritze durchgefiihrt. Zur Injektion
wurden die Méuse per Inhalationsnarkose anésthesiert. Zur Inhalationsnarkose wurde eine handelsiibli-
che, fiir Nagetiere verwendbare Anisthesiemaschine mit halbgeschlossenem Narkosekreislauf der Fa.
Driager verwendet; als Andsthesiegas wurde Isofluran benutzt. Die Miuse wurden zunidchst in eine
Ganzkorpernarkosekammer verbracht und dort bis zum Erloschen der Stellreflexe beobachtet. Nach
dem Erloschen der Stellreflexe wurden die Méuse aus der Narkosekammer entfernt und die perkutane
intratumorale Injektion durchgefiihrt. Die Zeitdauer bis zum Wiederauftreten erster Bewegungsaktivitat

betrug 45 bis 60 sec.
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Im spédteren Verlauf wurden auch intratumorale Injektionen ohne Anisthesie aber bei manueller Fixie-
rung der Méuse durchgefiihrt; dies erwies sich ebenfalls als praktikabel, da die verwendeten Balb/C
nu/nu Miuse eine sehr geringe Aggressivitit zeigten.

Es wurden in den verschiedenen Tierversuchen unterschiedliche Injektionsschemata verwendet. Die

detaillierten Schemata sind im Resultateteil angegeben.

6.3.6 Opferung / Blutabnahme / Dissektion der Balb/C nu/nu M&use

In dem Falle, in dem keine Blutabnahme der Versuchstiere notwendig war, erfolgte die Opferung mit-
tels CO, (Donovan und Brown 1995b). Danach wurden die Miduse disseziiert und eine Entnahme von
Tumor, Leber und bei einigen Tieren von der Milz durchgefiihrt. Die Tiere in der Langzeituntersuchung
wurden geopfert bei Erreichen eines mittleren Tumordurchmessers von rund 12 mm; dieses enspricht
etwa einem Tumorvolumen von 800 bis 1000 ul, bei sehr rascher Gré8enzunahme der Tumoren und
Exulzeration oder bei Verhaltensinderung, die mutmaBlich auf das Tumorwachstum zuriickzufiihren

waren, z.B. bei intramuskularem Wachstum der Tumoren.

In den ersten Versuchen wurde zur Bestimmung der Plasma-hIL-2-Spiegel eine Blutentnahme aus der
Schwanzvene der Méuse durchgefiihrt (Donovan und Brown 1995a). Hierzu wurden die Méuse zu-
ndchst fiir einige Minuten unter einer Infrarotwdrmelampe gehalten, um eine periphere Vasodilatation
zu erreichen und somit eine bessere Ausbeute bei der Blutabnahme. Nach Einbringung der Méause in
einen angefertigten Container wurde eine Schwanzvene mit einer 23G-Kaniile punktiert und die austre-
tenden Bluttropfen mit einer heparinisierten Pipette aufgenommen und in ein 1,5 ml Reaktionsgefi3e
tiberfiihrt. AnschlieBend wurde das gewonnene Blut zentrifugiert und das Plasma separiert. Das Plasma
wurde zur weiteren Verarbeitung und Bestimmung der hIL-2-Konzentration verwendet. Das erzielte
Gesamtvolumen bei dieser Art der Blutabnahme betrug jedoch meist weniger als 50 pl, das Plasmavo-
lumen somit weniger als 25 pl; hinzu kam eine oft sehr starke Hdmolyse, was die Durchfithrung des
hIL-2-ELISAs unmoglich machte (Mannheim 1997).

Im weiteren Verlauf wurde eine Blutabnahme aus der V. saphena der Méuse durch gefiihrt (Hem und
Smith 2000). Das erzielte Volumen lieB sich auf bis zu 100 pl steigern, jedoch auch héufig in Verbin-
dung mit einer ausgepriagten Hamolyse.

Aufgrund der Unzuverléssigkeit der beiden oben beschriebenen Blutentnahmeverfahren wurde schlie3-
lich eine terminale Blutentnahme bei einigen der Versuchstiere durchgefiihrt, um eine verldssliche Mes-
sung des Plasma-hIL-2-Spiegels zu erlauben. Hierzu wurden die Miuse mit einer Dreifach-Kombination
von Anisthetikum/Analgetikum/Sedativum anésthesiert. Eine Kombination von Medetomidin (Domi-

tor™) 0,5 mg/kg Korpergewicht, Midazolam (Dormicum®) 5 mg/kg Korpergewicht und Fentanyl (Fenta-




52 Methoden

nyl-ratiopharm®) 0,05 mg/kg Korpergewicht wurde intraperitoneal injiziert. Nach einigen Minuten und
nach Erloschen der Schmerzreflexe wurde perkutan subxiphoidal mit einer heparinisierten 23G-Kantile
und 1-ml-Spritze intrakardial Blut abgenommen (Donovan und Brown 1995a). Die erzielten Blutvolu-
mina betrugen etwa 1 ml, was etwa 50% des Gesamtblutvolumens einer Maus mit einem Korpergewicht
von 30 g entspricht. Nach der Blutabnahme wurden die Mause human getotet (Donovan und Brown

1995b).

6.3.7 Verarbeitung der entnommenen Tumore und Organe

Nach Totung und Dissektion der Mause wurden die Tumoren und Organe in mit Einbettmedium fiir
Gefrierschnitte gefiillte aus Aluminiumfolie hergestellte Behéltnisse {iberfiihrt und nochmals mit Ein-
bettmedium {iiberschichtet. Die Behiltnisse wurden zundchst in fliissigem Stickstoff eingefroren und

dann bis zur weiteren Verarbeitung bei —80°C gelagert.

6.3.8 Bestimmung der humanen Interleukin-2-Konzentration

Fiir die Bestimmung der humanen Interleukin-2-Konzentration in Blutplasma oder Zellkulturiiberstin-
den wurden kommerzielle hIL-2-ELISA Kits entweder von Roche Molecular Biochemicals oder von
PharMingen verwendet. Die Bestimmungen erfolgten nach den Anweisungen der Hersteller; die Mes-

sung und Auswertung erfolgte mit dem Biolumin 960 Photometer und der Biolumin-Software.

6.4 Immunhistochemie

Mit dem Kryostat wurden 5 bis 6 um dicke Schnitte der eingefrorenen Tumoren angefertigt und jeweils
einzeln auf Objekttrager aufgebracht. Als optimale Bedingungen fiir die Anfertigung der Schnitte erwies
sich eine Box-Temperatur von —25°C und eine Objekttemperatur von —23° bis —26°C. Anschlieend
wurden die Schnitte fiir 3 bis 24 h bei Raumtemperatur getrocknet. Danach erfolgte die Fixierung mit-
tels Aceton bei 4°C fiir 10 min. Nachdem die Schnitte getrocknet waren, wurden sie entweder sofort
weiterverwendet, s. unten, oder aber bei —20°C gelagert.

Das weitere Protokoll folgt im wesentlichen den Anweisungen von DAKO, Hamburg (DAKO). Vor
dem weiteren Bearbeiten wurde das auf dem Objekttrager befindliche Gewebe mit dem PAP PEN eng
ummalt, um eine wasserabweisende Barriere um das Gewebe herum zu schaffen und in den folgenden
Schritten Antikorperlosungen und Nachweisreagenzien sparen zu konnen. Danach erfolgte eine Re-

hydrierung der Schnitte im Waschpuffer fiir 1 h. Von jetzt an wurden die Priparate stindig feucht gehal-
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ten, um eine artifizielle Verdnderung der Préparate zu verhindern. Nach der Rehydrierung wurde der
Primérantikorper aufgebracht, d.h. entweder der monoklonale anti-Adenoantikérper (MAb 805, Chemi-
con, USA), der monoklonale anti-IL-2-Antikérper (DPC-Biermann) oder der monoklonale anti-
Asialogangliosid GM1-Antikorper (BP281, DPC-Biermann). Zur Verdiinnung des Antikorpers wurde
0,05M Tris/HCI pH 7,6 mit 1% BSA benutzt. Die Uberschichtung erfolgte gerade so weit, dass das ge-
samte Praparat bedeckt war, ungefahr 100 ul pro Objekttridger. Im Falle des anti-Adenovirus-Antikor-
pers wurde eine Verdiinnung von 1:200 der Ausgangslosung verwendet. Im Falle des anti-hIL-2-Anti-
korpers und des anti-Gangliosid-GM1 (anti-NK-Zell-Antikdrper) wurden Verdiinnungen von 1:20 bis
1:200 ausgetestet. Nach einer Inkubation von 60 min bei 37°C wurde die Uberschichtung vorsichtig mit
Waschpufferlosung abgespiilt, ohne den Strahl direkt auf das Gewebe zu richten, mit ca. 10 ml pro Ob-
jekttrager. Zur kurzfristigen Zwischenlagerung wurden die Objekttrager in einem Bad mit Waschpuf-
ferlosung (Kiivette) gelagert, um ein Austrocknen der Pridparate zu vermeiden. Die iiberschiissige
Waschpufferlosung wurde abgeklopft und die Objekttriger um das Préparat herum — unter Schonung
der wasserabweisenden Barriere - abgewischt. AnschlieBend wurde das Priaparat mit DAKO EnVisi-
on™ System Labelled Polymer iiberschichtet, wiederum dergestalt, dass das gesamte Priparat gerade
bedeckt war. Nach 10 min Inkubation bei Raumtemperatur wurde das Préparat mit Waschpufferlosung
vorsichtig abgespiilt. Danach wurden die Objekttriager vorsichtig abgeklopft und abgewischt und mit
Substrat-Chromogen-Losung (Fast Red), die zur Hemmung der endogenen alkalischen Phosphatase-
Aktivitdt noch zusitzlich Levamisol enthélt, iiberschichtet, aureichend, um das Priparat vollstindig zu
bedecken. Zu beachten war, dass die Substrat-Chromogen-Ldsung hochstens 1 h vor Verwendung zuzu-
bereiten war. Die folgende Inkubationsphase betrug hiernach 5 bis 10 min. Anschlie3end erfolgte erneut
ein vorsichtiges Abspiilen der Objekttrager mit ddH,O, unter Beachtung der Gefahrstoffentsorgung
(Fast Red ist potentiell kanzerogen). Anschliefend wurden die Objekttrager in ein Bad wéssriger Ha-
matoxylin-Ldsung iiberbracht und fiir 3 min inkubiert. Danach wurden die Objekttrager in ein Bad mit
Leitungswasser verbracht und mehrere Male das Wasser ausgetauscht bis zum Klaren des Wassers.
Nach ca. 15miniitiger weiterer Inkubation im Leitungswasserbad wurden die Priaparate mit Deckglédsern

bedeckt. Als Medium wurde wasserldsliches Aqua-Poly/Mount Medium verwendet.

6.5 Molekularbiologische Arbeiten

6.5.1 Plasmidpréaparation durch alkalische Lyse und CsCl -Gradienten-

Zentrifugation
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Fiir die Herstellung von Adenoviren durch Kotransfektion in 293 Zellen und fiir gro3e Plasmide war die
Praparation von Plasmiden mittels alkalischer Lyse und CsCIl-Gradientenzentrifugation notwendig. Das
Verfahren ist modifiziert nach Birnboim und Doly (Birnboim und Doly 1979; Birnboim 1983).

Hierfiir wurden 500 ml Medium mit den transformierten Bakterien inokuliert und bei 37°C iiber Nacht
im Schiittler inkubiert. Danach wurden die Zellen bei 6000 rpm fiir 10 min zentrifugiert. Das erhaltene
Pellet wurde in 40 ml Lysozymlosung griindlich resuspendiert; es folgte eine Inkubation fiir 20 min bei
Raumtemperatur. Dann wurde 80 ml alkalischer SDS-Losung zugegeben und durch Schwenken ge-
mischt, um eine alkalische Lyse zu erreichen; danach folgte eine Inkubation fiir 5 min bis maximal 10
min auf Eis. Danach wurde 60 ml 3M Kaliumacetat-Losung zugegeben und eine griindliche Mischung
durchgefiihrt und hernach fiir 15-30 min auf Eis inkubiert. Anschlieend erfolgte die Zugabe von 10 ml
Aqua bidest. und eine Zentrifugation bei 10000 rpm fiir 30 min. Aus dem Uberstand wurde partikulires
Material durch Filterung durch Gaze entfernt und anschlieBend iiberfiihrt in eine neue 500 ml Zentrifu-
genflasche. Dann Zugabe von 100 ml Isopropanol und Inkubation fiir 30 min bei Raumtemperatur; in
diesem Schritt sollte die DNA deutlich sichtbar prézipitieren. Im Anschluss Zentrifugation 10000 rpm
bei Raumtemperatur. Der Uberstand wurde abgekippt und das Pellet bei Raumtemperatur getrocknet;
hierfiir sind etwa 30 min notwendig. Das Pellet wurde in insgesamt 8 ml 0,1 x SSC resuspendiert. Da-
nach Zugabe von 8 g CsCl in ein 50 ml-Zentrifugenréhrchen und komplette Losung mit dem zuvor er-
haltenen Produkt; Inkubation fiir 30 min auf Eis — dies fiihrt zu einer Prézipitation von verbliebener
RNA und Proteinen. Zentrifugation 3800 rpm fiir 15 min (Heraeus Varifuge), vorsichtiges Sammeln des
Uberstands und Uberfiihrung in ein Opti Seal Zentrifugenrohrchen (Beckman) mit 200 ul Ethidiumbro-
mid (10 mg/ml). Versiegeln des Zentrifugenrohrchens und Zentrifugation 55000 rpm fiir 10-14 Stunden
bei 14°C (OptimaTM LE-80K Ultracentrifuge, Ti80-Rotor, Beckman). Die (untere) Plasmidbande
wurde unter UV-Licht visualisiert und mittels 18G-Kaniile und 2ml-Spritze aus dem Zentrifugenréhr-
chen abgezogen; hierbei musste strikt darauf geachtet werden, nicht die oberen Banden mitzunehmen,
die chromosomale und relaxierter Plasmid-DNA darstellten. Hierauf folgte die Extraktion von Ethidi-
umbromid mittels CsCl-geséttigtem Isopropanol. Danach Zugabe von 3 Volumina TE-Puffer und Prézi-
pitation der DNA mit 8§ Volumina kaltem 100% Ethanol. Zentrifugation 4000 rpm fiir 30 min (Heraeus
Varifuge). Einmal Waschen mit 5 ml 100% Ethanol und zweimaliges Waschen mit 70% Ethanol (je-
weils Zentrifugation 4000 rpm fiir 5 min); Trocknen bei Raumtemperatur.

Das Pellet wurde geldst in 200-500 pl 0,1 x SSC, in Abhéngigkeit von der Grof3e des Pellets. Anschlies-
send Lagerung bei +4 bis +8°C.

6.6 Statistische Methoden

Fiir die statistische Auswertung der Versuche wurde SPSS, Version 11.0.1 fiir Windows, verwendet.
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Fiir die Evaluierung statistischer Unterschiede hinsichtlich der Plasma-IL-2 Spiegel zwischen den mit
verschiedenen Adenoviren injizierten Méduse wurde der zweiseitigeT-Test fiir unabhéngige Stichproben
verwendet. Fiir die Ermittlung der mittleren Uberlebenszeiten der Miuse nach intratumoraler Injektion
wurde eine Kaplan-Meier Analyse durchgefiihrt. Die Ermittlung, ob signifikante Unterschiede Vorlagen
hinsichtlich des Tumorwachstums zwischen verschiedenen Gruppen vorlagen, wurde mit dem One-Way
ANOVA-Test durchgefiihrt (bei Vorliegen normalverteilter Daten), bzw. mit dem nichtparametrischen
Krukal-Wallis H Test (bei Vorliegen nicht-normalverteilter Daten). Bei Vorliegen signifikanter
Unterschiede wurde eine post hoc Analyse zur Ermittlung der Unterschiede zwischen einzelnen Grup-
pen mittels der Methode der kleinsten signifikanten Differenzen durchgefiihrt.

Fiir die Darstellung von Standardabweichung und Standardfehlern des Mittelwertes verschiedener Ver-
suchsreihen wurde die integrierte Kalkulationsfunktion von Sigma Plot, Version 8.0 fiir Windows, ver-

wendet.
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7.1 Unterschiedliche Infizierbarkeit verschiedener Zelllinien mit
Adenoviren

Es war zunichst wichtig, zu ermitteln, ob und in welchem Mafle sich die Infizierbarkeit der verwende-
ten Zelllinien unterscheidet. Hierzu wurde neben den in den in dieser Arbeit verwendeten Prostatakarzi-
nomzelllinien, DU145, LNCaP und PC-3, auch eine bekanntermaflen sehr gut zu infizierende Zelllinie,
HeLa, verwendet (Smith et al. 1956), aulerdem eine relativ schlecht zu infizierende Zelllinie, MCF-7
(Garcia-Sanchez et al. 1998). Bei allen Zelllinien zeigte sich eine deutliche Abhédngigkeit zwischen der
Proportion der infizierten Zellen und der verwendeten MOI, aullerdem eine Abhéngigkeit zwischen
Fluoreszenzaktivitit und verwendeter MOI. Dieses war sowohl aufgrund der fluoreszenzmikroskopi-
schen Aufnahmen (s. Abbildung 14), als auch aufgrund der ermittelten durchfluBzytometrischen Daten
ersichtlich (s. Abbildung 15, Abbildung 16, Abbildung 17und Tabelle 2).

DU 145 Hela LNCaP MCF7 PC-3

MOI 0.1 MOT0,01 [ - -
MOL0,03 | - -

MOI 0,32

MOI 1

MOI 3,2
MOI 1

MOT 10 MOI 3.2 - -

MOI 100

Abbildung 14: Die Transduktionsrate und —intensitat ist abhéngig von der MOI - Fluoreszenzmikroskopie

Die oben bezeichneten Zellen wurden mit AAEGFP mit der angegebenen MOI infiziert. Die Aufnahmen erfolgten 24
Stunden nach Infektion mit AAEGFP. Dargestellt sind die einander entsprechenden Gesichtsfelder mit dem Phasenkon-
trast- (links) und mit dem Fluoreszenzmikroskop (rechts) (VergroBerung ca. 120x).

In den fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen wurde deutlich, dass es zunichst, in Abhéngigkeit von
der angewandten MOI, zu einer Zunahme der Proportion der EGFP-exprimierenden Zellen kam; insbe-
sondere bei hohen MOIs aber auch zu einer Zunahme der Fluoreszenzintensitét der einzelnen infizierten

Zellen.Der gleiche Effekt wurde auch in den dargestellten duchflusszytometrischen Plots in der
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Histogrammdarstellung deutlich: zundchst kam es bei allen verwendeten Zellen zu einer Zunahme der

Zellen mit einer hauptsdchlichen Fluoreszenzintensitit im mittleren Intensitétsbereich, bei hohen MOlIs

verschob sich der die mittlere Intensitdt immer weiter in hohe Intensitétsbereiche (s. Abbildung 15).
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Abbildung 15: Die Transduktionsrate und —intensitat ist abhéngig von der MOI - Durchflusszytometrie

Verschiedene Zelllinien wurden mit AAEGFP infiziert und 36 h nach Infektion mittels Durchlusszytometrie analysiert.
Die Abbildung stellt die Verstiarkung der EGFP-Fluoreszenz Aktivitdt von infizierten DU145, HeLa, LNCaP; MCF-7
und PC-3 Zellen in Abhéngigkeit von der MOI dar. Die Zellen im niedrigen Intensitdtsbereich entsprechen den Zellen,
die ohne Infektion und somit ohne Expression von EGFP eine geringe Autofluoreszenz aufweisen. Sowohl der Anteil

der EGFP-exprimierenden Zellen, als auch die EGFP-Fluoreszenaktivitit nimmt mit zunehmender MOI zu.
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Abbildung 16: Unterschiedliche Infizierbarkeit verschiede-
ner Zelllinien — Graphische Darstellung

Die Datenpunkte der einzelnen Graphen wurden aus den Daten
der DurchfluBzytometrie bestimmt (s. Abbildung) und stellen
den Anteil der infizierten Zellen an der Gesamtzahl der Zellen
dar.

Die Abhéngigkeit des Anteils infizierter, d.h.
EGFP-exprimierender Zellen ist in Abbildung
16 dargestellt. Insbesondere bei den Zelllinien
DU145, HeLa und LNCaP kam es bei gerin-
gen MOIs zu einer Infektion eines grof3en
Teils der Zellen. So war im Falle der DU145
Zelllinie z.B. oberhalb einer MOI von 3 keine
weitere Zunahme des Anteils infizierter Zel-
len zu erwarten; bei Erh6hung der MOI kam
es lediglich zu einer Zunahme der mittleren
Fluoreszenzintensitit der infizierten Zellen (s.
oben und Abbildung 15); bei den anderen
Zelllinien lag dieser Schwellenwert hdoher.
Zur Quantifizierung der Infizierbarkeit wurde
jeweils die MOI;5, und die MOI;s als diejenige
MOI berechnet, bei der 50%, bzw. 75% der

Zellen infiziert sind, gemessen an der iiber

dem definierten Limit liegenden EGFP-spezifischen Fluores-
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Abbildung 17: Berechnung der MOlg, und
MOl

Ahnlich der vorherigen Abbildung erfolgt
wieder die Auftragung der Anteile der infi-
zierten Zellen gegen die verwendete MOI,
jedoch handelt es sich um nichtlogarithmische
Achseneinteilungen. Zur Regressionsanalyse
wurde eine einfache hyperbolische Annihe-
rung (f(x) = (ax)/(b+x)) gewihlt, deren Para-
meter in Tabelle 3 dargelegt sind

gt zenzemission. Zur Berechnung wurde eine hyperbole Abhén-
gigkeit von MOI und Proportion infizierter Zellen angenom-
men und eine Regressionsanalyse der Daten mittels Sigma-

Plot Version 8.0 durchgefiihrt (s. Abbildung 17):

a x MOI

Proportion infizierter Zellen = ————— [%]

b + MOI
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DU 145 | HeLa TLNCaP | MCE7 | PC3 Die am besten infizierbaren Zellen, ge-
a 98,95 | 103,20 | 97,46 | 101,20 | 104,90 | messen an der niedrigsten MOIs, waren

b 0,10 0,18 0,18 131 6,62 DU145 Prostatakarzinom- und Hela
MOI 50 0,10 0,17 0,19 1,28 6,03

MOl 75 0.31 0,47 0,59 3.75 16.62 Zervixadenokarzinomzellen, mit einer
MOIso von 0,10, bzw. 0,17. Die Infizier-

Tabelle 2: Starke Variation der MOlIs, und MOl55 der verschiede-

- S barkeit der am schlechtesten infizierba-
nen Zelllinien

Aus den berechneten Parametern fiir die hyperbolische Regressions- ren Zellen MCF7 und PC-3 lag mit einer
funktion errechnen sich die dargestellten Werte fiir die MOlIs,, bzw. MOlIs, von 1,28, bzw. 6,03, um den Fak-
MOI;s, d.h. die MOI, bei der 50% bzw. 75% der Zellen transduziert

sind. a und b wurden aus Abbildung 16 berechnet (Proportion infizier- tor 12 bis 60 darunter (s. Tabelle 2).

ter Zellen = (a x MOI) / (b + MOI)).

7.2 Ausgepragter zytopathischer Effekt von replizierenden
Adenoviren

7.2.1 Darstellung mittels Kristallviolettfarbung

Die verschiedenen Prostatakarzinomzelllinien wurden infiziert mit den verschiedenen verwendeten Vi-
ren, Addl70-3, AAMASS, AAMA56, AASW8 und mock. Addl70-3 und AAMAS56 sind nichtreplizierende
Adenoviren der ersten Generation, mit Deletion der E1 und E3 Region; AAMASG6 enthélt zusétzlich die
IL-2 Expressionskassette in der E1 Region. AAMASS und AASWS sind replikationskompetente Adeno-
viren mit einer Deletion des EIB55K-Gens und einer Deletion der E3 Region; AAMASS enthilt zusitz-
lich eine IL-2 Expressionskassette in der E3 Region (ndhere Erlduterungen s. 6.2.1). Die Infektionen
wurden nach Standardprotokoll durchgefiihrt in 60mm-Zellkulturplatten. Die Infektion wurde in einer
Versuchsreihe durchgefiihrt mit verschiedenen MOIs im Bereich von 1 bis 10 und mit einer Kristallvio-
lettfairbung der adhdrenten Zellen am Tag 3 nach Infektion, um den zytopathischen Effekt bei unter-
schiedlichen MOIs zu zeigen. Trotz der unterschiedlichen Sensitivitdt gegeniiber einer adenoviralen
Infektion wurden die gleichen MOlIs fiir die verschiedenen Zelllinien verwendet. Die Zellen wurden in
einer relativ geringen Dichte ausgelegt, 2 x 10° DU145 und PC-3 Zellen und 1 x 10° LNCaP Zellen, und
mit dem entsprechenden Medium mit 10% FCS inkubiert; dieses entspricht einem Modell, bei dem ein
GroBteil der Zellen proliferiert. Fiir die Infektion wurden zunéchst nicht aufgereinigte Virusstammlo-
sungen verwendet. Es konnte gezeigt werden, dass die replizierenden Adenoviren, AAMASS und
AdSW8 in allen drei verwendeten Prostatakarzinomzelllinien einen deutlichen zytopathischen Effekt
erzeugten, wobei der Effekt am deutlichsten sichtbar war bei LNCaP Zellen, am geringsten bei PC-3
Zellen. Bei der Vewendung einer MOI von 10 kam es auch nach Infektion mit nichtreplizierenden Vi-

ren, Addl70-3 und AAMAS56 zu einem geringen zytopathischen Effekt (s. Abbildung 18).
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In einer anderen Versuchsreihe wurden die

/i, £ Zellen in 12-well-Platten ausgelegt, mit einer

most \&9 O deutlich hoheren Ausgangszelldichte von 2 x
AddI70-3 @ - OO 10° DU145 und PC-3 Zellen und 1 x 10°
-3 K ,.::\ | £ LNCaP Zellen pro well einer 12-well-Platte.

AdASS | . N/ N/ O \__/'! Dies entspricht einem subkonfluenten Zellra-
AdMASE @ 8 & - Q sen. Ferner wurden die Zellen infiziert mit
/I—\ /-\'< N entsprechendem Medium und 0,5% FCS und

AR ’I\\_/ :\_// C Penicillin/Streptomycin inkubiert. Hierdurch
Mol 1 10 1 0 befindet sich ein geringerer Teil der Zellen in

Abbildung 18: Deutlicher zytopathischer Effekt von replizie- Proliferation und auch sind die Zellen enger
renden Adenoviren - Kristallviolettfarbung

2 x 10° (DU145 und PC-3), bzw. 1 x 10° (LNCaP) Zellen wur-
den in 60mm-Zellkulturplatten mit den verschiedenen Viren mit
der angegebenen MOI infiziert. Zur Infektion wurden nichtauf-
gereinigte Virusstammlosungen verwendet. An Tag 6 nach In-
fektion wurde eine Kristallviolettfarbung durchgefiihrt. Tumors (s. auch 8.4.1). Die Infektion wurde

aneinander anliegend (Freshney 1987); die-
ses entspricht moglicherweise eher der Simu-

lation der Situation innerhalb eines malignen

durchgefiihrt mit CsCl-aufgereinigte Virusstammlosungen und MOIs im Bereich von 1 bis 100, als Ne-
gativkontrolle wieder mit mock Infektion. Auch hier kann ein deutlicher zytopathischer Effekt der repli-
zierenden Viren, AAMASS und AASWS, nachgewiesen werden, jedoch schien der Effekt geringfiigig in
den Bereich hoherer MOls verlagert zu sein, so ist z.B. bei einer MOI von 1 bei DU145 Zellen nur ein
geringer Effekt sichtbar, im Vergleich zum zuvor geschilderten Experiment. Des weiteren wurde wieder
deutlich, dass die LNCaP Zelllinie am empfindlichsten ist, was die Ablésung von Zellen von der Zell-
kulturplatte angeht; auch die nichtreplizierenden Adenoviren, Addl70-3 und AdAMAS56, erzeugen bei
hohen MOIs einen zytopathischen Effekt (s. Abbildung 19).

In beiden Versuchsansitzen wurden die zytopathischen Effekte sichtbar; hierbei waren diejenigen der
beiden E1B55K-deletierten Viren AAMASS (mit IL-2) und AdSWS8 (ohne IL-2) vergleichbar, wéhrend
die nichtreplizierenden Viren Addl70-3 und AAMAS56 nur im hohen Dosisbereich (hohe MOI) einen
zytopathischen Effekt erzeugten. Der zytopathische Effekt der replizierenden Adenoviren war eindeutig

abhingig von der verwendeten MOI.
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Abbildung 19: Abhangigkeit des zytopathischen Effekts von der verwendeten MOI

2 x 10° Zellen (DU145 und PC-3), bzw. 1 x 10° Zellen (LNCaP) wurden in 12-well-Zellkulturplatten mit den verschie-
denen Viren mit der angegebenen MOI oder mock infiziert. Zur Infektion wurden CsCl-aufgereinigte Virusstammlo-
sungen verwendet. An Tag 3 nach Infektion wurde eine Kristallviolettfarbung durchgefiihrt.
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Abbildung 20: Zytopathischer Effekt nach Infektion mit niedrigen MOIs setzt zwischen Tag 4 und 6 ein

1 x 10° DU145 Zellen wurden in 24-well-Platten mit den verschiedenen Viren mit einer MOI von 1 oder mock infiziert.
Zur Infektion wurden CsCl-aufgereinigte Virusstammldsungen verwendet. An Tag 2, 4 und 6 wurde eine Kristallvio-
lettfarbung durchgefiihrt.




62 Ergebnisse

Um den Zeitverlauf des zytopathischen Effektes zu evaluieren, wurden DU145 mit verschiedenen Viren
mit einer MOI von 1 oder mock infiziert. Die Zellen wurden ausgelegt mit einer Dichte von 1 x 10°
Zellen pro well einer 24-well-Platte und mit Medium und 0,5% FCS und Penicillin/Streptomycin inku-
biert. Dies entspricht wieder einem nahezu konfluenten Monolayer. Der Beginn des zytopathischen Ef-
fektes der replizierenden Viren bei MOI 1 war bei DU145 Zellen zwischen Tag 4 und Tag 6 zu bezif-
fern, wéhrend an Tag 2 praktisch kein zytopathischer Effekt nachweisbar war (s. Abbildung 20).

7.2.2 Darstellung mittels MTT Assay

Um die mit der Kristallviolettfirbung erhobenen Befunde zu quantifizieren, wurden Zellproliferations-
assays nach der MTT-Methode durchgefiihrt. Die Infektionen wurden nach Standardprotokoll dquiva-
lent zu den mit der Kristallviolettfarbung durchgefiihrten Versuchen durchgefiihrt. Fiir die Infektionen
wurden CsCl-aufgereinigte Virusstammldsungen verwendet. Die Zellen wurden zu den spezifizierten
Zeitpunkten mittels der Trypsin/EDTA-Methode oder mittels Zellschaber geerntet, in Verdiinnungsrei-
hen auf 96-well-Zellkulturplatten aufgebracht und nach dem Protokoll des Herstellers ein Zellprolifera-
tionsassay (Cell Proliferation Kit I (MTT), Roche; Mannheim) durchgefiihrt. Fiir die Auswertung wur-
den Standardkurven der verschiedenen Zelllinien angefertigt (nicht gezeigt).

Die Ergebnisse deckten sich weitgehend mit denen der aus den Kristallviolettfairbungsexperimenten.
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Im ersten Versuchsansatz
Adharente DU 145

e : . wurden die Zellen in 6-

% well-Platten mit verschie-

: denen MOIs im Bereich

: von 1 bis 100 infiziert. Die

_%_ “ ’ Zellen wurden hierfiir in
E .Mhmmmw I einer Dichte von 1 x 10°
g M~ o '\ Zellen (DU145 und PC-3)
? ! A ' I'” _ :b und 1 x 10° Zellen
_EE T L (LNCaP) pro Well einer 6
% TR e MOIT MOl Me oo e well Platte ausgelegt und
E A mit entsprechendem Me-
i 3 i dium mit 10% FCS inku-

T:"“‘x ' biert. Fiir die Auswertung

wurde mittels der erhobe-
nen Standardkurven die
Zahl der lebenden Zellen

Abbildung 21: MTT Assay zeigt zytopathischen Effekt in Abhangigkeit von ver-
wendeter MOI pro well ermittelt. Die

Die entsprechenden Zelllinien wurden infiziert mit den angegebenen Viren und den  7ah] der lebenden Zellen
angegebenen MOIs. Drei Tage nach Infektion wurde ein MTT Assay nur der adha-

renten (links) oder der adhirenten und nichtadhérenten Zellen (rechts) durchgefiihrt in den mit Adenovirus
(Beschreibung im Text). Die Darstellung erfolgt als Anteil im Vergleich zu den mock-
infizierten Zellen. Die angegebenen Werte entsprechen dem Mittelwert von zwei se-
paraten Infektionen mit der Standardabweichung.

infizierten Wells wurde in
Beziehung gesetzt zur
Zahl der lebenden Zellen in mock-infizierten Wells und angegeben als Verhiltnis (1 entspricht einer
gleichen Anzahl von Zellen im infizierten Well und im mock-infizierten Well) (s. Abbildung 21).

Das angegebene Verhitnis ist somit ein MaB fiir den zytopathischen Effekt des Virus. Im Falle der Ver-
wendung von replizierenden Adenoviren, stand die Zahl der {iberlebenden metabolisch aktiven Zellen in
inverser Relation zu den verwendeten MOIs. Bei allen drei Zelllinien zeigte sich eine deutliche Ab-
nahme der Zahl der lebenden Zellen pro well nach Infektion mit AAMASS und AASWS, wiederum am
starksten ausgepragt bei Verwendung von LNCaP Zellen; hier waren nach Infektion mit AAMASS und
AdSWS bei einer MOI von 1 nur ca. 30% der Zellen adhérent und lebend, bei hoheren MOIs gar keine
mehr. Dieser Effekt war geringer ausgepriagt bei DU145 und PC-3 Zellen; bei DU145 Zellen waren
nach Infektion mit AAMAS5S5 und AdSWS bei einer MOI von 1, 10 und 100 noch ca. 80%, 40%, bzw.
10% der Zellen adhérent und lebend, bei PC-3 Zellen noch ca. 80%, 50% und 20%.

Die Zahl der iiberlebenden Zellen bei der Verwendung von nichtreplizierenden Viren unterschied sich
im Falle der Verwendung von DU145 und PC-3 Zellen nicht signifikant von der bei mock-Infektion,
wiéhrend bei der Verwendung von LNCaP Zellen im hohen MOI Bereich auch nach Infektion mit
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Addl70-3 und AAMAS56 eine Abnahme der adhdrenten Zellen ecintrat; so befanden sich bei einer MOI
von 100 im Vergleich zur mock Infektion nur jeweils 40% der Zellen auf der Zellkulturplatte.

Besonders bei LNCaP-Zellen wurde ein anderer Effekt sichtbar; bei hoheren MOIs kam es zum Abldsen
des Zellmonolayers, so dass nur eine geringe Anzahl von Zellen adhérent blieb. Die abgeldsten Zellen
waren jedoch noch metabolisch aktiv und lebend; dies lie sich zeigen durch den Unterschied der meta-
bolischen Aktivitit, und damit der Anzahl lebender Zellen, bei der Untersuchung nur von adhirenten
Zellen (abgelost mittels Trypsin/EDTA) gegeniiber der bei der Untersuchung aller auf der Zellkultur-
platte befindlichen Zellen (Verwendung von mittels Zellschaber abgeldsten Zellen und Zellen im Uber-
stand) (s. Abbildung 21).

Dieser Effekt war bei den anderer verwendeten Zelllinien nur in geringerem Male zu beobachten, hier
entsprachen die lebenden Zellen im wesentlichen den adhdrenten Zellen (Daten nicht gezeigt).

Im zweiten Versuchsansatz wurden die Zellen in 6-well-Platten mit einer MOI von 1 infiziert. Die Zel-
len wurden hierfiir in einer Dichte von 1 x 10> Zellen (DU145 und PC-3) und 1 x 10° Zellen (LNCaP)
pro well einer 6 well

. ; Adharente DU145 im Zeitverlauf
Platte ausgelegt und mit T :

entsprechendem Medi- v,; oy

um mit 10% FCS inku- o

biert. 2, 4 und 6 Tage

nach Infektion wurde §

éqUivalent Zum Oben Eﬁ, Adharente LNCaP im Zeitver auf .=-..:I-.='|: ante und nichtadhdents I..HC&F_
beschriebenen  Vorge- j_ 0 ' ;

hen ein MTT Assay —;;j. Nal— ? ' ! :
durchgefiihrt. Die Aus- E ’ :

wertung erfolgte eben- ' %

.! =

falls dquivalent dem £ R Tog "9 4
2

oben beschriebenen e Adharents PC-3 im Zeitveriauf

Vorgehen. Es wird i =

deutlich, dass sich bei LY

der MOI von 1 nach 4

e

und 6 Tagen geringe an e
Unterschiede in der

Zahl der iberlebenden apbildung 22: MTT Assay zeigt zytopathischen Effekt im Zeitverlauf

Zellen bemerkbar Verschiedene Zelllinien wurden mit verschiedenen Viren infiziert mit einer MOI von 1.

. Nach 2, 4 und 6 Tagen wurde ein MTT Assay der adhérenten Zellen (links) oder der

machten (s. Abbildung adhérenten und nichtadhdrenten Zellen (rechts) durchgefiihrt. Die angegebenen Werte

22). eEtsprechen dem Mittelwert von zwei separaten Infektionen mit der Standardabwei-
chung.
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Deutlich war der zytopathische Effekt vor allem bei LNCaP Zellen, sehr gering jedoch bei DU145 und
PC-3 Zellen. So waren 2 Tage nach Infektion mit AAMASS und AdASW8 nur 40% Zellen lebend und

adhdrent im Vergleich zur mock-Infektion, nach 4 und 6 Tagen gar keine mehr.

7.2.3 Darstellung mittels phasenkontrastmikroskopischer Aufnahmen

Die mittels Kristall-

Addl70-3 AdMASS AdMAS6 AdSW8 mock

violettfarbung  und

MTT-Assay erhobe-

MOIl |

nen Befunde zeigten

DU 145 Moo

sich auch deutlich in

den zu den angege-

MOI 100 .
benen  Zeitpunkten

oy durchgefiihrten pha-
MOl § senkontrastmikro-
skopischen Aufnah-
LNCaP worio men des zytopathi-
schen Effektes (s.
Abbildung 23).

Wiederum war die

MOI 100 £

MOI 1

LNCaP Zelllinie bei
PC-3 MOI 10 | Verwendung  der
: replikationskompe-

tenten Vektoren am

sensitivsten, bereits
bei einer MOI von 1

Abbildung 23: Zytopathischer Effekt in Abh&ngigkeit von der verwendeten MOI - kam es drei Tage

Phasenkontrastmikroskopie

. . o . . . nach Infektion zum
Die angegebenen Zelllinien wurden infiziert mit verschiedenen Viren und den angegebenen

MOIs. 3 Tage nach Infektion wurden phasenkontrastmikroskopische Aufnahmen angefer- zytopathischen  Ef-
tigt (VergroBerung ca. 120x). .

fekt mit Abrundung

und Abldsung von Zellen, bei hoheren MOIs waren keine adhdrenten Zellen mehr erkennbar. Bei PC-3

Zellen war lediglich bei einer MOI von 100 ein zytopathischer Effekt sichtbar, mit Abrundung und Ab-

16sung der Zellen, hingegen war bei DU145 Zellen dieser Effekt schon deutlich bei einer MOI von 10.
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7.3 Replikation von E1B55K-deletierten Adenoviren in allen verwen-

deten Prostatakarzinom Zelllinien

Um die Virusreplikation, gemessen an der Virusfreisetzung infizierter Zellen, in den verschiedenen

Zelllinien zu bestimmen, wurden die Zellen in 60mm-Zellkulturplatten mit den unterschiedlichen Viren
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Abbildung 24: Hohe Virusfreisetzung nach Infektion mit
E1B55K-deletierten Adenoviren

Nach Infektion von 2 x 10° Zellen (DU145 und PC-3) und 1 x 10°
Zellen (LNCaP) in 60 mm-Zellkulturplatten mit Adenoviren mit
einer MOI von 1 wurde die Viruskonzentration im Zelliiberstand am
Tag 6 nach Infektion mittels Plaque Assay bestimmt.

mit einer MOI von 1 infiziert. Sechs Tage
nach Infektion wurden Aliquots der Uber-
stinde entnommen und mit 10% Vol. Gly-
cerol bei —80°C eingefroren, um dann nach
drei Einfrier-Auftau-Zyklen mittels Pla-
que-Assay die Viruskonzentration im U-
berstand zu bestimmen.

Die Viruskonzentration nach Infektion
durch die E1B55K-deletierten Adenoviren
lag deutlich iiber derjenigen, die der allein
durch die mit der Infektion beigebrachten
Viruskonzentration entspriache; diese lage,
wenn alle eingebrachten Viren nicht ad-
sorbiert worden wiren und sich frei im
Uberstand befunden hitten bei 4 x 10°
(DU145 und PC-3), bzw. 2 x 10° pfu/ml
Uberstand (s. Abbildung 24). Hier aber lag
die Konzentration des Virus bei DU145
Zellen im Falle von AAMASS und AASWS
zwischen 10° und 10° pfu/ml und bei
LNCaP und PC-3 Zellen bei ca. 10’
pfu/ml. Hingegen wiesen die Uberstinde
der E1E3-deletierten Adenoviren nur sol-
che Viruskonzentrationen auf, die alleine
durch die mit der Infektion eingebrachten
Virusmenge erkldart werden konnten; so
befanden sich im Falle der Infektion mit
AdMAS56 bei DU145, PC-3 und LNCaP
Zellen noch 12,5%, bzw. 1,5% und 12,5%

der urspriinglich eingebrachten Viren im Uberstand; die restlichen Viren waren mutmaBlich in der Lage,

an Zellen zu adsorbieren und sie moglicherweise zu infizieren. Somit war die Viruskonzentration im
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Uberstand von mit replizierenden Viren infizierten Zellen um den Faktor 100 bis 10000 grofBer als die
im Uberstand von mit nichtreplizierenden Adenoviren infizierten Zellen. Zwischen den beiden verwen-
deten replizierenden Adenoviren (AAMASS und AdSW8) bestand kein nennenswerter Unterschied in
der Menge des freigesetzten Virus (burst size). Nicht erfasst wurden mit diesem Versuchsablauf die
Viruspartikel, die sich noch innerhalb adhirenter Zellen befinden, da nur freigesetzte, im Uberstand
befindliche Viruspartikel, und in nichtadhirenten Zellen, durch die Einfrier-Auftau-Zyklen freigesetzte
Viruspartikel, erfasst wurden. Dies spielte allerdings moglicherweise bei der Zelllinie LNCaP eine
wichtige Rolle, da ein grofer Teil der Zellen von der Zellkulturplatte abgeldst war (s. Abschnitt 7.2.2)
und sich im Uberstand befand und hieraus durch die Einfrier-Auftau-Zyklen gréBere Mengen Virus
freigesetzt werden konnte. Ein weiterer Gesichtspunkt war, dass PC-3 Zellen nach Infektion mit replika-
tionskompetenten Adenoviren eine sehr hohe Virusfreisetzung erzielten, wobei sowohl die Infizierbar-
keit (s. 7.1), als auch der zytopathische Effekt (s. 7.2) geringer ausgeprigt waren als bei den anderen

verwendeten Zelllinien.
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7.4 Gesteigerte IL-2 Produktion nach Infektion mit einem replikati-
onskompetenten IL-2 Gen tragenden Adenovirus

Fiir die Evaluation der IL-2 Produktion
nach Infektion verschiedener Prostata-
karzinomzelllinien wurden zu den ange-
gebenen Zeitpunkten Aliquots der Uber-
stinde entnommen und bei —80°C bis
zur weiteren Verwendung gelagert. Die
IL-2-Konzentrationen der Uberstéinde
wurden bestimmt. Nach Infektion mit
dem E1B55K-deletierten IL-2-tragenden
Adenovirus (AdMAS5S5) fanden sich
durchweg bei allen verwendeten Zellli-
nien IL-2 Spiegel im Uberstand, die
diejenigen nach Infektion mit dem E1-
und E3-deletierten IL-2 tragenden Ade-
novirus (AdMAS56) um den Faktor 4 bis
15 iiberstiegen (s. Abbildung 25).

Bei allen verwendeten Zelllinien kam es
bis zum Tag 6 nach Infektion zu einer
Akkumulation von IL-2 im Uberstand,
mit Ausnahme der Zelllinie DU145, bei
der es nach Infektion mit AAMAS6 zu
einer Akkumulation bis zum Tag 4 nach
Infektion kam, danach blieb die Kon-
zentration konstant.

Die erzielten Konzentrationen waren bei
allen verwendeten Zelllinien in einer
vergleichbaren GroBenordnung; die ho-
here Konzentration im Falle der LNCaP
Zellen ist mutmaBlich bedingt durch die
groBBere Zellzahl zu Beginn des Ver-
suchs (1 x 10° Zellen gegeniiber 2 x 10
Zellen).
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Abbildung 25: Replikationskompetentes IL-2 Gen tragendes
Adenovirus erzeugt hohe IL-2 Produktion

2 x 10° Zellen (DU145 und PC-3), bzw. 1 x 10° Zellen (LNCaP)
wurden infiziert mit einer MOI von 1. Zwei, vier und sechs Tage
nach Infektion wurde im Uberstand die akkumulierte IL-2 Kon-
zentration bestimmt.
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7.5 Transgeninsertion in der E3 Region fhrt zu deutlich verminder-
ten Transgenexpression —Uberkompensation durch Replikati-

onskompetenz

Um den Einfluss der Insertionsstelle des Transgens im viralen Genom auf das Expressionslevel zu un-

tersuchen wurde ein E1E3-deletiertes Adenovirus produziert, das die IL-2 Expressionskassette in der
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Abbildung 26: Transgenposition hat grof3en Einfluss auf die IL-2

Produktion

2 x 10° DU145 Zellen wurden mit den bezeichneten Viren mit einer
MOI von 1 infiziert. Zwei, vier und sechs Tage nach Infektion wurde im

Uberstand die hIL-2-Konzentration bestimmt.

E3-Region besitzt (AJAEIMASS).
Wiederum wurden Infektionsversuche
mit replikationsdefizienten Adenovi-
ren durchgefiihrt, zum Vergleich der
IL-2-Produktion infizierter Zellen
nach Infektion mit einem EI1E3-
deletierten Adenovirus mit IL-2-Gen
in der El-Region gegeniiber dem
IL-2-Gen in der E3-Region. Die Infek-
tion von DUI45 Zellen erfolgte in
60mm-Zellkulturplatten —mit einer
MOI von 1 der verwendeten Viren
AdAEIMASS (AdAEIAE3, IL-2-Gen
in E3), AAMASS, AAMAS56 und mock.
Die akkumulierte IL-2 Konzentration
im Uberstand wurde zwei, vier und

sechs Tage nach Infektion bestimmt;

unabhiingig von der Transgeninsertionsstelle steigt die IL-2 Konzentration im Uberstand iiber die Zeit

an (s. Abbildung 26). Am Tag 6 nach Infektion iiberstieg die IL-2 Konzentration im Uberstand nach
Infektion mit AAMAS6 (Transgen in E1) die nach Infektion mit AJAEIMASS (Transgen in E3) um den
Faktor 35. Diese IL-2 Konzentration wurde wiederum um den Faktor 38 nach Infektion mit AAMASS

(replizierend, Transgen in E3) iibertroffen. Der Vergleich zwischen den beiden Viren, die die IL-2 Ex-

pressionskassette in der E3 Region tragen, AJAEIMASS (nichtreplizierend) und AdMASS (rep-

lizierend) zeigte, dass durch die virale Replikation die Transgenexpression um den Faktor 1400 anstieg

(Tag 6).
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Abbildung 27: Kombinierte Infektion ermdglicht hohe
IL-2 Produktion

2 x 10° DU145 Zellen wurden infiziert mit Kombinatio-
nen von verschiedenen Viren, die Gesamt-MOI betrug
immer 2; d.h. jeweils eine MOI von 1 fiir jedes Virus, mit
Ausnahme der Negativ-Kontroll-Infektion mit AdSWS,
bei der einzig dieses Virus verwendet wurde. An den
Tagen 2, 4 und 6 nach Infektion wurde in den Uberstin-
den der akkumulierte IL-2 Spiegel bestimmt. Dargestellt
sind zwei separate Infektionsversuche mit teilweise unter-
schiedlichen Viruskombinationen. Bei dem unten darge-
stellten Versuch wurde zusdtzlich die Kombination von
AdMAS5 und AASWS8 verwendet, aber keine Kombina-
tion von AdJAEIMASS und Addl70-3 durchgefiihrt. Es
wurde jeweils der Mittelwert einer Doppelbestimmung
mit der Standardabweichung angegeben.

Koinfektion zur Steigerung der Transgenexpression

Um die Potenz einer Kombination replizierender
und nichtreplizierender, transgen-tragender Viren
zu ermitteln, wurden Infektionsversuche mit Kom-
binationen von Viren in DU145 Zellen durchge-
fiihrt.

Dazu wurden Kombinationen von Viren verwen-
det; zum einen die Kombination mit einem nicht-
replizierenden Adenovirus der ersten Generation
(Addl70-3; AdAEIAE3) als nichtreplizierendes
System, zum anderen mit einem replizierenden,
attenuierten Adenovirus (AdSWS; AJAE1B55K)
als replizierendes System. Die Parameter der
durchgefiihrten Infektionen sind dargelegt in der
Beschriftung zu Abbildung 35.
Durch Komplementierung eines nichtreplizie-
renden IL-2-Gen-tragenden Adenovirus,
AdAEIMASS oder AAMAS6, mit einem repli-
zierenden Adenovirus, AASWS,

konnte eine betrdchtliche Steigerung der IL-2-
Produktion erreicht werden. So wurde z.B. durch
die Supplementierung von AdSWS8 gegeniiber
Addl70-3 zu AAMAS56 die IL-2-Konzentration im
Uberstand an Tag 6 von 5,9 ng/ml auf iiber 267
ng/ml, um den Faktor 45 gesteigert. Ahnliches gilt
fiir die Supplementierung von AdJAEIMASS; hier
wurde eine Steigerung von 0,5 ng/ml auf 19 ng/ml,
um den Faktor 38 erreicht (s. Abbildung, oben).
Der Vergleich zwischen den Insertionsstellen der
IL-2-Expressionskassette und deren Einfluss auf
die Hohe der IL-2-Produktion lie8 sich mit den

vorliegenden Daten ebenfalls auf ein replizieren-

des System erweitern. Durch Komplementierung

von AAMAS6 mit AASW8 lieBen sich gegeniiber einer Komplementierung von AdAEIMASS mit

AdSWS8 um den Faktor 14 hohere IL-2-Konzentrationen erzielen; im Vergleich 267 ng/ml zu 19 ng/ml
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(Werte von Tag 6) (s. Abbildung, oben). Diese Ratio bewegte sich in etwa im Rahmen der Gréenord-
nung, die beim separaten Vergleich von AJAEIMASS und AAMAS6 festgestellt wurde (s. Abbildung
26); dort lag die Ratio der IL-2-Produktion bei ca. 35:1.

Ferner ist festzuhalten, dass die Kombination eines E1B55K-deletierten Virus (AdSW8) mit einem
E1E3-deletierten IL-2 in der E1-Region tragenden Virus (AdMAS56) zu maximalen IL-2-Konzentratio-
nen im Uberstand infizierter Zellen fiihrte, die denen nach Infektion mit einem E1B55K-deletierten das
IL-2-Gen in der E3-Region tragenden Adenovirus (AdMASS) entsprachen. Jedoch zeigte sich, dass die
maximale Konzentration im Uberstand reproduzierbar bereits nach 4 Tagen erreicht wurde, wihrend es
nach Infektion mit AAMASS zu einem stetigen Anstieg bis zum 6. Tag nach Infektion kam (s. Abbil-
dung, oben und unten). Auch waren bereits zwei Tage nach Infektion deutlich hohere IL-2-Spiegel mit
der Kombination AAMAS56 und AASW8 zu finden, als mit der Kombination AAMASS5 und Addl70-3 (s.
Abbildung).

7.7 Tumorinduktion durch DU145 Zellen in Balb/C nu/nu Mausen

Um das Wachstum von DU145-Prostatakarzinom-Xenograft-Tumoren in Balb/C nu/nu Nacktméausen zu
untersuchen, wurden Zellsuspensionen subkutan injiziert. Zur Ermittlung einer praktikablen Zellmenge
wurden zwei unterschiedliche Mengen an Zellen getestet. Es wurden bei jedem Tier in die eine Flanke 1
x 10° und die andere Flanke 5 x 10° DU145 injiziert. Hierbei wurden die Zellen vor der Injektion in eine

Spritze aufgezogen und aus dieser Spritze samtliche Injektionen durchgefiihrt.
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Tage nach Tumorzellinjektion

Abbildung 28: Tumorwachstum nach Injektion unterschiedlicher Zellmengen

Balb/C nu/nu Miuse wurden mit der bezeichneten Anzahl von DU145 Zellen subkutan injiziert. Zweimal wochentlich
wurde das Tumorvolumen bestimmt. Das Wachstum von Tumoren einzelner Tiere ist in den beiden Abbildungen wie-
dergegeben. Von sieben mit 5 x 10° Zellen injizierten Mausen entwickelten sieben Méuse messbare Tumoren, jedoch
nur zwei von sieben Tieren aus der mit 1 x 10° Zellen injizierten Gruppe.
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Von den sieben injizierten Mausen entwickelten nur zwei Tiere auf der mit 1 x 10° Zellen injizierten
Seite einen Tumor, wihrend alle Miuse auf der mit 5 x 10° Zellen injizierten Seite einen Tumor entwi-
ckelten (s. Abbildung 28). Etwa drei bis vier Wochen nach Tumorzellinjektion erreichten die Tumoren
ein Volumen von 100 bis 200 mm®. Daher wurden in den weiteren Tierversuchen jeweils 5 x 10°
DU145 Zellen fiir die Tumorinduktion verwendet. Ferner war das Tumorwachstum relativ heterogen,
daher wurden in spéteren Versuchen die zu injizierenden Zellsuspensionen aliquotiert, um sie direkt vor

Injektion erst aufzuziehen und zu erreichen, dass alle Tiere gleiche Mengen an Zellen erhalten.

7.8 Hohe Plasma IL-2-Spiegel nach intratumoraler Injektion

Um die Produktion von hIL-2 nach intratumoraler Injektion von AAMASS und AAMAS56 nachzuweisen,
wurden unterschiedliche Protokolle fiir die intratumorale Injektion der Adenoviren angewendet.
In ersten Versuchen wurden die Blutentnahmen mittels Punktion der Schwanzvene oder Vena saphena
durchgefiihrt. Da die erhaltenen Mengen sehr gering waren und das Plasma durch Hamolyse stark kon-
taminiert war, und dieses nicht zu zuverldssigen h-IL-2 ELISA-Ergebnissen fithren konnte, wurden in
der Folge Versuche mit terminaler Blutentnahme und humaner Opferung der Tiere durchgefiihrt.
Erstens, nach drei Injektion von 5 x 10® pfu intratumoral in wochentlichem Abstand in Tumoren eines
Volumens von 100-200 mm® wurde bei zwei Tieren je Gruppe zwei Tage nach der letzten intratumora-
len Virusinjektion eine perkutane intrakardiale Blutentnahme mit anschlieender Opferung der Tiere
durchgefiihrt. Von den erhaltenen Blutproben

wurde das Plasma separiert und anschlieend

A) B) : . Qe

Tnjiziertes | Plasma L2 Tojiertes [Plasma L. eine Bestimmung der Plasma-IL-2-Spiegel

Virus [p Erémll Virus | 2[p fml] durchgefiihrt. Lediglich ein Tier der AAMAS5-

Addl70-3 0 AdMASS 0 injizierten Gruppe hatte nachweisbares IL-2

145,2 0

AdMASS 0 91 4 im Plasma, wéihrend beide Tiere der Ad-
21,7 132,8

AdMAS6 153 AdMAS6 107 MAS56-injizierten Gruppe nachweisbares 1L-2

0

AdSWS8 3 150’2 im Plasma besaflen. Bei Tieren, die mit nicht-

mock g AdSWS g IL-2-tragenden Adenoviren injiziert wurden,

4 liel} sich kein IL-2 nachweisen (s. Tabelle 3A).

Tabelle 3: Plasma IL-2 Nachweis nach intratumoraler In-
Jektion Zweitens, nach finf Injektionen von 5 x 10°
A) Balb/C nu/nu Méuse wurden intratumoral mit 5 x 10* pfu . o

der angegebenen Viren pro Woche iiber drei Wochen hinweg pfu intratumoral in tiglichem Abstand wurden
injiziert. Zwei Tage nach der letzten intratumoralen Injektion
wurde eine intrakardialen Blutabnahme vorgenommen und der
Plasma-IL-2-Spiegel gemessen. B) Balb/C nu/nu Méuse wur- |etzten Injektion ebenfalls eine terminale Blut-
den intratumoral mit 5 x 10® pfu der angegebenen Viren pro

Tag iiber fiinf Tage hinweg injiziert. Drei Tage nach der letzten entnahme durchgefiihrt (Gruppen AdMASS,

Injektion wurde eine intrakardiale Blutabnahme vorgenommen .
und der Plasma-IL-2-Spiegel gemessen. AdMA56, AASW8) und Plasma-IL-2-Spiegel

bei 4 Tieren je Gruppe drei Tage nach der
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gemessen. In diesem Versuch konnte lediglich bei den Tieren der AAMAS6-Gruppe Plasma-IL-2 nach-
gewiesen werden. Ein Tier der AAMAS5-Gruppe wurde tot aufgefunden; daher wurde nur bei drei Tie-
ren aus dieser Gruppe das Plasma-IL-2 gemessen (s. Tabelle 3B).

Drittens, nach Injektion von 5 x 10® pfu intratumoral fiir drei aufeinanderfolgende Tage in Tumoren
eines Volumens von 100 bis 200 mm® wurde einen Tag nach der letzten Injektion eine perkutane intra-
kardiale Blutentnahme mit anschlieBender Opferung der Tiere durchgefiihrt. Von den erhaltenen Blut-
proben wurde das Plasma separiert und an-
schlieBend eine Bestimmung der Plasma-IL-2- A) —

Konzentrationen durchgefiihrt (s. Abbildung
29A). Die Durchfiihrung erfolgte bei sechs Tie-

1000

ren pro Gruppe. 100

Viertens, nach Injektion von 5 x 10® pfu intra-

—
[
[w 3]
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tumoral fiir drei aufeinanderfolgende Tage

Plasma Interleukin-2 [pg/mil]
L ]

wurde zwei Tage nach der letzten Injektion eine

AdAMASS AdiIASE

perkutane intrakardiale Blutentnahme mit an-
Virus
schlieBender Opferung der Tiere durchgefiihrt. B)

Erneut wurden die Plasma-IL-2-Spiegel ermit- 10000

telt (s. Abbildung 29B). Die Durchfiihrung er-

1000 . »
folgte bei sieben Tiere pro Gruppe.

Beide Experimente lieferten dhnliche Ergebnis- 100 .

se; in der Gruppe der mit AAMAS6 injizierten
Maiuse fanden sich im Mittel hohere hIL-2-

Plasma Interleukin-2 [pa/mi]

. p=10,245

Plasmaspiegel als in der mit AAMASS injizier-

AdMASS AdMASE

Virus

ten Gruppe, erstens, 694 pg/ml gegeniiber 470

pg/ml (s. Abbildung 29A), zweitens, 1020
Abbildung 29: Replizierende und nichtreplizierende

pg/ml zu 137 pg/ml, wenn auch diese Unter-
schiede nicht signifikant waren (s. Abbildung
29B). Die initialen Tumorgroflen unterschieden
sich nicht signifikant (nicht dargestellt). Die
ermittelte Variation hinsichtlich des Nachwei-
ses von humanem IL-2 im Plasma, mit hohen
IL-2 Spiegeln einerseits und nicht nachweisba-

rem IL-2 andererseits deutet darauf hin, dass

Viren mit IL-2 Gen erzeugen &hnliche Plasma IL-2 Spie-
gel nach intratumoraler Injektion

Dargestellt sind die hIL-2 Spiegel nach intratumoraler Injek-
tion mit den angegebenen Adenoviren: 8 x 10° pfu tiglich
fiir drei Tage, Blutabnahme A) am Tag 1 und B) Tag 2 nach
letzter Injektion. Die Linien des Boxplots geben an: 25. Per-
zentile, Median und 75. Perzentile. Es handelt sich um zwei
unabhéngige Experimente. p betrdgt 0,128 (A) und 0,245
(B) im zweiseitigenT-Test fiir unabhéngige Stichproben. Die
dargestellten Unterschiede erreichen somit kein signifikantes
Niveau (p < 0,05).

Probleme bei der Anlieferung des Virus in das Tumorgewebe bestanden (s. auch Diskussion 8.4.4).
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7.9 Nachweis intratumoraler Adenoviruspartikel und

Transgenexpression

Mittels immunhistochemischer Aufarbeitung der entnommenen Tumoren wurden diese auf die Anwe-

senheit von Adenovirushexonproteinen, IL-2 und die Infiltration durch NK-Zellen untersucht. Bei ei-

nem Tumor der AAMAS5S5-injizierten Gruppe (s. Abbildung Abbildung 30) und bei einem der AASWS§-

injizierten Tumoren (s. Abbildung 32) konnten Adenoviruspartikel intratumoral nachgewiesen werden.

Die Aufnahmen zeigen verschiedene Vergroferungen des gleichen Tumorausschnittes; auf der linken

Abbildung 30: Nachweis von intratumoralen Adenoviruspartikeln — AAMAS5

Gefrierschnitte mit immunhistochemischem Nachweis von Adenovirushexonproteinen
und Gegenfarbung mit Hamatoxylin in einem mit AdMAS55-injizierten DU 145-
Nacktmaus-Xenograft. Dargestellt sind verschiedene VergroBerungen desselben Aus-
schnitts. Links die Negativkontrolle, d.h. ein dhnlicher Ausschnitt des gleichen Tu-
mors, ohne Verwendung des Primérantikorpers, mit Verwendung des Sekundéranti-
korpers. Rechts unter Verwendung des Primédrantikdrpers und des Sekundérantikor-
pers. In einem ringférmigen nekrotischen Bezirk des Tumors sind Adenoviruspartikel
nachzuweisen (VergroBerung oben / mitte / unten ca. 50x / 120x / 250x).

Seite die Negativkontrol-
le, d.h. nach Durchfiih-
rung der Immunhisto-
chemieprozedur ohne
Verwendung eines Prima-
rantikdrpers, rechts mit
Primérantikorper. Damit
war der Nachweis der
Spezifitit des Adenovi-
rusnachweises gefiihrt.
Zusétzlich ist in
Abbildung 31 eine fluo-
reszenzmikroskopische
Aufnahme eines Schnittes
des gleichen Tumors dar-
gestellt, bei dem nach
intratumoraler  Injektion
von AdAMASS (IL-2 Ex-
pressionskassette  enthélt
das EGFP Gen, (s. auch
6.2.1) erfolgreich eine
Transduktion von Zellen
innerhalb des Tumors
werden konnten.
Es handelt sich bei den
Aufnahmen um eine U-
berlagerung von durch-

lichtmikroskopischen und
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fluoreszenzmikroskopischen ~ Aufnahmen
des gleichen Tumorausschnittes. In einem
Bereich des Tumors war ein starkes EGFP-
spezifisches Signal nachweisbar. In einem
weiteren AdAMASS5-injizierten Tumor wurde
eine ringformige Expression von EGFP
nachgewiesen; auch hier findet sich die
EGFP-Expression in einem ringformigen
Bereich des Tumors (s. Abbildung 33). Die-
ses Verfahren konnte fiir die anderen Tumo-

ren, die mit anderen Adenoviren als Ad-

MASS injiziert wurden, nicht angewendet

Abbildung 32: Nachweis von intratumoralen Adenoviruspar-
tikeln — AASW8

werden, da diese kein EGFP-Gen tragen.  Gefrierschnitte mit immunhistochemischem Nachweis von

Abbildung 31: Erfolgreiche Transduktion
nach intratumoraler Injektion mit AAMAS55

Durchlicht- und fluoreszenmikroskopische
Aufnahmen des identischen Tumorausschnittes
wurden iiberlagert. Es handelt sich hierbei um
nichtfixierte Gefrierschnitte eines Tumors, der
mit AAMASS injiziert wurde. In einem fleck-
formigen Bereichdes Tumors sind EGFP-
exprimierende Zellen vorhanden (Vergroferung
ca. 250x).

Adenovirushexonproteinen und Gegenfarbung mit Hématoxylin
in einem mit AdSWS8-injizierten DU 145-Nacktmaus-Xenograft.
Dargestellt sind verschiedene VergroBerungen desselben
Ausschnitts. Links die Negativkontrolle, d.h. ein &hnlicher
Ausschnitt des gleichen Tumors, ohne Verwendung des
Primérantikdrpers, mit Verwendung des Sekundirantikorpers.
Rechts unter Verwendung des Primédrantikdrpers und des
Sekundirantikorpers. In einem ringférmigen nekrotischen Bezirk
des  Tumors sind  Adenoviruspartikel  nachzuweisen
(VergroBerung oben/unten ca. 120x/250x).

Die Adenoviruspartikel befanden sich in Bereichen der Tu-
moren, der auch eine deutlich verdnderte Architektur, im
Sinne einer Nekrose, aufwiesen. Diese Befunde deuteten
darauf hin, dass AdAMASS in der Lage ist, innerhalb des
Tumors zu replizieren und einen zytopathischen Effekt aus-
zuiiben. Das Ausmal} der Replikationsfahigkeit in vivo, ob
z.B. der gesamte Tumor infiziert werden kann, ist jedoch
aufgrund dieser Befunde nur schwer zu beurteilen. Des wei-
teren war bei Fiarbungen von anderen AAMASS5-injizierten
Tumoren mit dem anti-Adenovirus-Antikorper kein eindeu-
tiger Nachweis von Adenoviruspartikeln moglich, obgleich
verschiedene Anteile dieser Tumoren aufgearbeitet wurden.
Dies wies darauf hin, dass zumindest nicht die gesamten
Tumoren mit dem Virus infiziert wurden.

Der Nachweis von intratumoralem hIL-2 indes gelang nicht,

da die optimalen Bedingungen fiir die Farbung mit anti-hIL-
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2-Antikorpern nicht etabliert werden konnten. Des weiteren konnte die Frage nach dem Ausmal} der
Infiltration mit NK-Zellen nicht ausreichend spezifisch beantwortet werden, da auch hier die optimalen

Bedingungen nicht etabliert werden konnten.

Abbildung 33: Erfolgreiche Transduktion nach intratumoraler
Injektion mit ADMAS55

Durchlicht- und fluoreszenmikroskopische Aufnahmen des
identischen Tumorausschnittes wurden iiberlagert. Es handelt sich
hierbei um nichtfixierte Gefrierschnitte eines Tumors, der mit
AdMASS injiziert wurde. In einem ringformigen Bereichdes
Tumors sind EGFP-exprimierende Zellen vorhanden; dieser
Bereich weist gleichzeitig deutliche Verdnderungen der
Gewebearchitektur im Sinne einer Nekrose auf (VergroBerung ca.
120x).

7.10Verlangertes Uberleben nach intratumoraler Injektion von IL-2
Gen tragenden und replizierenden Adenoviren

Um den Einfluss der verschiedenen Adenoviren auf das in vivo Wachstum von DU145 Prostatakarzi-
nomzell-Xenografts zu untersuchen wurden Experimente mit verschiedenen Injektionsschemata ange-
wendet. Erstens, nach dem Erreichen eines Volumens von 100-200 mm® wurden Tumoren intratumoral
mit 5 x 10® pfu in 50 pl PBS der bezeichneten Viren injiziert; die Injektionen wurden wochentlich iiber
einen Zeitraum von von drei Wochen injiziert, d.h. insgesamt erfolgten drei Injektionen pro Tumor. Die
Tiere wurden anschlieBend iiber einen Zeitraum von bis zu 350 Tagen nach Tumorzellinjektion nach-
beobachtet (s. Abbildung 34). Die Tiere wurden geopfert bei Erreichen eines mittleren Tumordurchmes-
sers von rund 12 mm; dieses enspricht etwa einem Tumorvolumen von 800 bis 1000 pl, bei sehr rascher
GroBenzunahme der Tumoren und Exulzeration oder bei Verhaltensianderung, die mutmaBlich auf das

Tumorwachstum zuriickzufiihren waren, z.B. bei intramuskuldrem Wachstum der Tumoren.
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Abbildung 34: Uberleben und Tumorwachstum nach i.t. Injektion |

A) Nach dem Erreichen eines durchschnittlichen Tumorvolumens von 100 bis 200 pl wurden verschiedene Viren
intratumoral injiziert; 5 x 10® pfu qwk x 3 Wochen. Die Tiere wurden beim Erreichen eines durchschnittlichen
Tumordurchmessers von ca. 12 mm (Volumen ca. 800 bis 1000 mm®) geopfert. B) Darstellung des Wachstums
einzelner Tumoren in den mit verschiedenen Viren injizierten Gruppen; 5 x 10® pfu qwk x 3 Wochen.

Zweitens, nach dem Erreichen eines Volumens von 100-200 mm? wurden Tumoren intratumoral mit 5 x
10® pfu der bezeichneten Viren in 50 ul injiziert; die Injektionen wurden tiglich iiber einen Zeitraum
von flinf Tagen durchgefiihrt; d.h. insgesamt fiinf Injektionen pro Tumor. Die Tiere wurden anschlie-
end iiber einen Zeitraum von bis zu 250 Tagen nach Tumorzellinjektion nachbeobachtet (s. Abbildung

35). Die Tumoren wurden geopfert bei Erreichen eines Tumorvolumens von 800 bis 1000 pl.




78 Ergebnisse

A) B) 1000

1.0
0E 4 600
06 600
L AdMAS55 AdMAS55
04 400
0,2 200
00 ; ; ; . 0
-E 1] 50 100 150 200 260 200 250
E 1000
10 —_
Q2 ]
% 08 4 E 800
o =
a o E 600 %
= AdMA56 £ 7 AdMAS56
2 044 ° 1§
g 5 5
'8 0,2 - £
T =
0,0 T T T T
=S 0 50 100 1580 200 250
1,0
0,8
0,6 -
AdSW8 AdSW8
04 -
0,2
0,0 T T T T
0 50 100 1560 200 250 0 50 100 150 200 250
Zeit nach Zellinjektion [d] Zeit nach Zellinjektion [d]

Abbildung 35: Uberleben und Tumorwachstum nach i.t. Injektion 11

A) Kaplan-Meier Kurven zur Darstellung der Uberlebenswahrscheinlichkeit von Balb/C nu/nu Miusen nach intratu-
moraler Injektion von AAMAS55, AAMA56 und AdSWS; 5 x 10® pfu qd x 5 Tage, B) Darstellung des Tumorwachs-
tums in Balb/C nu/nu Miusen nach intratumoraler Injektion verschiedener Viren; 5 x 10® pfu qd x 5 Tage

Beide Experimente ergaben dhnliche Ergebnisse. Komplette Remissionen mit einem volligen Ver-
schwinden des Tumors wurden ausschlieSlich in den Mausen beobachtet, deren Tumoren mit IL-2-Gen-
tragenden Adenoviren (AdMASS und AAMAS6) intratumoral injiziert wurden. Dies war im ersten ge-
schilderten Versuch in der Hélfte der Méuse zu beobachten (n = 6), s.Abbildung 34, beim zweiten Ver-
such bei zwei von vier Tieren (AdMASS5), bzw. einem von vier Tieren (AdMAS56), s. Abbildung 35.
Kein Tier in den anderen Gruppen erlebte eine komplette Remission. Die mittels SPSS durchgefiihrte
Kaplan-Meier-Analyse der mittleren Uberlebenszeiten ist mitsamt der 95%-Konfidenzintervalle darge-
stellt in Abbildung 36. Die Tendenz wies hin auf ein verlingertes Uberleben der Tiere, die mit AAMAS5
oder AAMAS56 injiziert wurden. Allerdings war die Uberlappung der Intervalle insbesondere mit denen

der AdSW8-injizierten Tiere erheblich.
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Abbildung 36: Kaplan-Meier Analyse zeigt verlangertes Uberleben von Mausen nach i.t. Injektion von IL-2 Gen
tragenden Adenoviren

Die in Abbildung 34 und Abbildung 35 dargestellten Daten wurden mittels einer Kaplan-Meier Analyse (SPSS, Chi-
cago) untersucht und die mittlere Uberlebenszeit in den mit verschiedenen Viren injizierten Gruppen ermittelt. Darge-
stellt sind die mittleren Uberlebenszeiten mit dem 95% Konfidenzintervall. A) bezieht sich auf die in Abbildung 34
dargestellten Daten, B) auf die in Abbildung 35.

7.11Verzogertes Tumorwachstum nach intratumoraler
Adenovirusinjektion

Da, wie in der Diskussion, Abschnitt 8.2, ausfiihrlich diskutiert werden wird, die Aussagekraft der
Uberlebenszeiten in einem nichtmetastasierenden Tiermodell eingeschriinkt ist, ist der bevorzugte Pa-
rameter zur Beurteilung der antitumoralen Effektivitit im Nacktmaus-Xenograft-Modell die Verzoge-
rung von Tumorwachstum. Abbildung 37stellt die relativen Wachstumsraten von Tumoren in Balb/C
nu/nu Mausen nach intratumoraler Injektion mit verschiedenen Adenoviren dar. Diese Daten sind Teil
des schon in Abschnitt 7.10 und Abbildung 34dargestellten Versuches; nach Erreichen eines
Tumorvolumens von ca. 100 bis 200 mm® wurden die Tumoren intratumoral iiber drei Wochen hinweg
mit jeweils 5 x 10* pfu pro Woche injiziert. Die mittleren relativen Tumorvolumina (Volumen an Tag x
: Volumen an Tag 0) sind aufgetragen bis zu dem Zeitpunkt als erste Tiere aufgrund der Tumorgrof3e
geopfert werden muflten. Tendenziell weisen die mit AAMASS und AdSW8 injizierten Tumoren inner-
halb der ersten 16 Tage nach der ersten Injektion das geringste Wachstum, mit einer Verdoppelung des
Tumorvolumens innerhalb von 16 Tagen; die mit PBS (mock-) injizierten Tumoren hingegen wiesen im

Mittel eine Vervierfachung des Tumorvolumens auf (s. Abbildung 37).
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Abbildung 38 =zeigt die mittleren Tumor-

durchmesser der Tiere im gleichen Versuch
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g % N ten, dies beruht vor allem auf dem Auftreten
2 von kompletten Tumorregressionen, in beiden
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Abbildung 37: Darstellung des verzégerten Tumorwachs-

tums nach initialer Adenovirusinjektion la

Es wurden 5 x 10® pfu pro Woche iiber 3 Wochen hinweg
injiziert. Die Darstellung erfolgt als relatives Tumorvolumen

Gruppen bei drei von sechs Tieren. Die Dar-
stellung ist nur eingeschriankt zu interpretie-
ren, da durch die Herausnahme von Tieren aus
dem Versuch ab dem 16. Tag nach intratumo-
raler Injektion (s. Abbildung 34) die Ermitt-
lung der Mittelwerte der Gruppen einen Fehler

mit Standardfehler des Mittelwertes im Vergleich zum Tag der

ersten Adenovirusinjektion. Dargestellt sind die Verldufe bis

zur Opferung der ersten Tiere.

schoben war.

Die Unterschiede der Mittelwerte der Tumorvolu-
mina an Tag 16 nach intratumoraler Injektion wur-
den zunichst mittels des One-Way ANOVA Tests
evaluiert (p = 0,017); da somit Unterschiede hin-
sichtlich der Mittelwerte vorlagen, wurde eine post
hoc Analyse mittels der Methode der geringsten
signifikanten Differenzen durchgefiihrt (s. Tabelle
3).

Statistisch signifikante Unterschiede der Mittelwer-
te liegen vor zwischen den Gruppen Addl70-3 und
AdMASS, AAMASS5 und mock und AdSW8 und
mock mit p < 0,05. Sdmtliche anderen Unterschie-
de erreichten kein statistisch signifikantes Niveau

von p < 0,05.

aufwies und durch das Verbleiben der Tiere

mit geringerem Wachstum nach unten ver-
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Abbildung 38: Darstellung des verzégerten Tumor-
wachstums nach initialer Adenovirusinjektion Ib

Es wurden 5 x 10® pfu pro Woche iiber 3 Wochen hinweg
injiziert. Die Darstellung erfolgt als relatives Tumorvo-
lumen im Vergleich zum Tag der ersten Adenovirusin-
jektion.

Eine dhnliche Darstellung erfolgt fiir einen anderen Versuch in Abbildung 39.
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In dieser Versuchsreihe wur-

den Balb/C nu/nu Méuse tig-

lich mit 5 x 10® pfu der be-

zeichneten Adenoviren tber

AddI70-3|AdMA55|AdMA56| AdSW8 | mock
Addl70-3 X 0,019* 0,362 0,081 0,491
AdMAS55| 0,019* X 0,121 0,495 0,002*
AdMAS56| 0,362 0,121 X 0,373 0,103
AdSW8 0,081 0,495 0,373 X 0,014*

mock 0,491 0,002* 0,103 0,014* X

fiinf Tage hinweg intratumoral

Tabelle 4: Signifikante Unterschiede der Mittelwerte der Tumorvolumina

in einigen Gruppen
Nach Durchfiihrung eines One-Way ANOVA Tests zur Ermittlung, ob an Tag

16 nach intratumoraler Injektion mit verschiedenen Viren signifikante Unter-
schiede der Mittelwerte der Tumorvolumina bestehen (dieser besteht mit p =
0,017), wurde eine post hoc Analyse mittels der Methode der geringsten signi-
fikanten Differenzen (least significant differences) durchgefiihrt. Das berechne-

injiziert. Die mittleren relati-
ven Tumorvolumina sind wie-
derum aufgetragen bis zu dem
Zeitpunkt (Tag 50 nach initia-

ler intratumoraler Injektion)

te Signifikanzniveau fiir das Vorliegen von Unterschieden zwischen den Mit-

telwerten der bezeichneten Gruppen ist in der Matrix-Tafel angegeben. Im

als erste Tiere aufgrund der

allgemeinen wird ein Wert von p < 0,05 als MaB fiir signifikante Unterschiede
betrachtet. Signifikante Unterschiede wurden mit * markiert.
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Abbildung 39: Darstellung des verzégerten Tumorwachstums nach
initialer Adenovirusinjektion 11

Es wurden 5 x 10° pfu pro Tag iiber fiinf Tage hinweg injiziert. Die
Darstellung erfolgt als relatives Tumorvolumen mit Standardfehler des
Mittelwertes im Vergleich zum Tag der ersten Adenovirusinjektion.
Dargestellt sind die Verldufe bis zur Opferung der ersten Tiere.

Tumorgrofle geopfert werden

mufBlten. Die statistische Eva-
luation mittels des One-Way ANOVA
Tests (unter Annahme der Normalver-
teilung der Daten) zeigte jedoch, dass
an Tag 50 noch keine signifikanten
Unterschiede zwischen den Mittelwer-
ten der Tumorvolumina bestehen (p =
0,128). Die nonparametrischen Tests
(unter Annahme, die Daten seien nicht
normalverteilt) zeigten ebenfalls, dass
an Tag 50 noch keine signifikanten
Unterschiede zwischen den Mittelwer-
ten der Tumorvolumina bestehen; so
betrug p = 0,169, ermittelt mit dem
Kruskal-Wallis H Test. Die Probleme

bei diesen statistischen Tests beruhten

vor allem auf der Tatsache, dass die Tumorvolumina, insbesondere in den mit AASW8 injizierten Tieren

sehr stark innerhalb der Gruppen variierten (s. Abbildung 35). AAMASS und AdAMAS56 zeigten eine dhn-

liche Aktivitit bei der Verzogerung des Tumorwachstums und bei der Verlingerung des Uberlebens und

waren AdSWS tendenziell tiberlegen.
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8 DISKUSSION

Die Verwendung eines replizierenden Adenovirus, welches gleichzeitig das IL-2 Gen trégt erschien
sinnvoll, um eine additive oder synergistische Antitumorwirkung zu erzielen. Die hypothetisierten Ele-
mente dieser Wirkung, d.h. die zytopathogenen Eigenschaften des Virus, die Virusfreisetzung und das
Ausmalf} der IL-2 Produktion im in vitro Modell werden in der Folge diskutiert; im Anschluf3 hieran
erfolgt die Diskussion der im Xenograft Modell in der Nacktmaus erhobenen Befunde. Ein Erklarungs-
versuch der teilweise divergierenden Ergebnisse zwischen in vitro und in vivo Versuchen schlieft daran
an. Der letzte Abschnitt bietet einen Ausblick auf weitere Entwicklungsmdglichkeiten, insbesondere

auch im Hinblick auf eine Anwendung im Menschen.

8.1 In vitro Ergebnisse

8.1.1 Infizierbarkeit der verschiedenen Zelllinien

Mittels Infektion verschiedener Zelllinien mit einem nichtreplizierenden EGFP-Gen tragenden Adenovi-
rus und nachfolgender durchfluzytometrischer Analyse konnte gezeigt werden, dass sich die Infizier-
barkeit der verschiedenen verwendeten Zelllinien in vitro stark unterschied. Gemessen an der ermittel-
ten MOIs, waren HeLLa und DU145 Zellen nahezu gleichermallen gut infizierbar, wihrend die Infizier-
barkeit der PC-3 Zellen etwa um den Faktor 60 darunter lag; die Infizierbarkeit von LNCaP Zellen lag
im mittleren Bereich (s. Tabelle 2). Diese Ergebnisse sind gut mit denen der Literatur vereinbar. So
konnten Okegawa et al. zeigen, dass bei der PC-3 Zelllinie der adenovirale Rezeptor CAR stark herun-
terreguliert ist (Okegawa et al. 2000). Zudem konnten sie in ihrer Untersuchung zeigen, dass die Expres-
sion von CAR nicht nur die Sensitivitdt fiir eine adenovirale Infektion steigerte, sondern auch, dass die
Expression von CAR selbst inhibitorisch auf das Wachstum androgen-unabhingiger Prostatakarzinom-
zellen wirkt. Fortgeschrittene Prostatakarzinome besitzen jedoch im Gegensatz zu anderen malignen
Tumoren oft eine starke CAR Expression und sind somit einer adenoviralen Gentherapie, zumindest von
diesem Standpunkt her, gut zugénglich (Rauen et al. 2002; Pandha et al. 2003). Die in vitro Evaluation
der verwendeten Viren war wichtig, um darzulegen, dass die verwendeten Zelllinien tatsidchlich permis-
siv waren fiir eine adenovirale Infektion. Die Permissivitét einer Zelllinie fiir die adenovirale Infektion
und Replikation ist kein Alles-oder-Nichts-Phdnomen; alle Zelllinien befinden sich in einem weiten
Spektrum der Infizierbarkeit, von hervorragend infizierbar bis praktisch nicht infizierbar. Fiir das Aus-
mal} der Permissivitit gibt es mehrere Parameter. Zu den wichtigsten zéhlt die Expression der fiir die
virale Adhésion und Internalisation wichtigen zelluldren Oberflachenproteine. So konnte gezeigt wer-

den, dass Zellen, die kein oder nur sehr wenig CAR (Coxsackievirus-adenovirus-receptor) exprimieren,
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welches fiir die primire Adhésion der meisten Adenoviren, mit Ausnahme der Gruppe B Adenoviren,
notwendig ist, sehr schlecht infizierbar sind (Roelvink et al. 1998; Hidaka et al. 1999). Li et al. zeigten,
dass der Verlust von CAR auf Blasenkarzinomzelllinien einen gro3en Einfluss auf die Effektivitét einer
adenovirusvermittelten Gentherapie hat (Li et al. 1999). Douglas et al. konnten in vivo im Xenograftmo-
dell in der Nacktmaus die Abhéngigkeit einer effizienten Onkolyse durch replizierende Adenoviren von
der Expression des primiren zelluldren Adenovirus-Rezeptors durch die Tumorzellen belegen; hierfiir
verwendeten sie Zelllinien, die sich einzig in der Expression eines fiir das Adenovirus Typ 5 fiber-knob-
Protein artifiziellen Zelloberflichenrezeptors unterscheiden (Douglas et al. 2001). Ahnliches gilt fiir das
Vorhandensein, der fiir die engere Wechselwirkung und Penetration notwendigen Internalisierungsre-
zeptoren, den Integrinen ayf; und ayPs. Pearson et al. wiesen nach, dass insbesondere die Spiegel an
Bs-Integrin in verschiedenen humanen Lungen- und Pankreaskarzinomzelllinien mit der Transgen-
expression nach Infektion mit transgenen Adenoviren korrelieren (Pearson et al. 1999). Takayama et al.
untersuchten den EinfluB der Spiegel an o35 auf die Transgenexpression nach Infektion mit einem
lacZ-Gen-tragenden Adenovirus; hier zeigte sich eine deutliche Korrelation zwischen oy fs-Spiegel und
lacZ-Expression der verwendeten Zellen (Takayama et al. 1998). Kiirzlich konnten Davison et al. zei-
gen, dass zusitzlich das oy}, Integrin ebenfalls die Penetration von Adenoviren in Lungenadenokarzi-
nomzellen moduliert (Davison et al. 2001); Li et al. evaluierten die Funktion von avf3; als Adenovirus
Korezeptor (Li, Brown et al. 2001). Communal et al. zeigten, dass die abnehmende Infizierbarkeit al-
ternder Kardiomyozyten mehr von einer Herunterregulation der Integrin-Internalisierungsrezeptoren als
auf einer Beeintrachtigung der Adenovirus-CAR-Interaktion abhingt (Communal et al. 2003).

Insgesamt zeigte sich in der vorliegenden Arbeit, dass selbst bei einer Infektion mit einer berechneten
pfu pro Zelle (MOI) von weniger als 0,5 mehr als die Hilfte der Zellen eine EGFP-spezifische Fluores-
zenz in einem Malle zeigten, die diejenige von nicht infizierten Zellen iiberstieg und diese Zellen somit
EGFP exprimierten. Hierfiir gibt es unterschiedliche Erkldrungsansitze. Die Bestimmung der Viruskon-
zentration mittels Plaque Assay (s. 6.2.4) erfasst nur diejenigen Viruspartikel, die in der Lage sind, in
293 Zellen zu replizieren und einen zytopathischen Effekt zu erzeugen; es handelt sich somit um eine
Messung, die stark abhingig ist von der Funktionalitit des Virus. Es ist notwendig, dass das Virus den
vollstindigen Replikationszyklus einschlieBlicher terminaler Lyse durchlaufen kann und hierbei intakte
Viruspartikel produziert werden. Jedoch ist bekannt, dass wéahrend des adenoviralen Replikationszyklus
eine groBe Menge iiberschiissiger nichtverpackter DNA und nicht komplett funktionsfidhiger Virione
gebildet wird (Shenk 1996). So liegt die Ratio von durch physikalisch (photometrisch) bestimmter Vi-
ruspartikelkonzentration und durch Plaque Assay bestimmter pfu-Konzentration bei CsCl-aufgereinigten
Virusstammlosungen bei guter Prdparation im Bereich von 25 bis 100. Auf ein funktionelles Vi-
ruspartikel (pfu) kommen demnach 25 bis 100 im Sinne der Plaquebildungsfahigkeit nicht voll funktio-
nelle Viruspartikel (Mittereder et al. 1996b). Einige dieser Viruspartikel, denen die Fahigkeit fehlt, eine

produktive Replikation und Lyse zu erzeugen sind mutmaBlich in der Lage die initialen Schritte des
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adenoviralen Replikationszyklus in 293 Zellen durchzufiihren, mit der Expression frither viraler Gene
und auch von Transgenen. Der in diesem Experiment gesehene Effekt beruht daher wahrscheinlich hier-
auf, zumal die verwendete CsCl-aufgereinigte Virusstammldsung noch eine deutlich schlechtere Virus-
partikel:pfu-Ratio (400:1) aufwies als die oben unter optimalen Bedingungen angegebene. Dennoch sind
diese Ergebnisse aber in Bezug auf den Vergleich der verschiedenen Zellen verwertbar, da jeweils die
gleiche Virusstammlosung verwendet wurde. Diese Phdnomene weisen darauf hin, wie wichtig es ist,
insbesondere im Hinblick auf eine klinische Anwendung, dass reproduzierbare Quantifizierungsmog-
lichkeiten fiir Adenoviren standardmifig eingefiihrt werden. Die verwendeten Methoden, wie z.B. E-
lektronenmikroskopie, Gentransfer Assay, Plaque Assay, optische Absorption und Spektrophotometrie
sind nur teilweise untereinander vergleichbar (Mittereder et al. 1996b; O'Carroll et al. 2000).

Ein weiterer Erkldrungsansatz betrifft das Proliferationsverhalten der infizierten Zellen. Sollten infi-
zierte Zellen schneller replizieren als nichtinfizierte, so exprimierten in den folgenden Generationen
proportional mehr Zellen EGFP, da auch jeweils die Tochterzellen einer EGFP-exprimierenden Zelle
EGFP exprimieren. Jedoch besteht kein Hinweis, dass ein solcher Effekt der adenoviralen Infektion mit
einem nichtreplizierenden Adenovirus bestiinde. AAEGFP als adenoviraler Vektor der ersten Generation
besitzt eine Deletion der E1A Region, deren Genprodukte fiir einen Ubertritt der infizierten Zellen in die
S-Phase des Zellzyklus verantwortlich wiren (s. 4.3.2.3).

Des weiteren konnte die verwendete Virusstammldsung mit einem replikationskompententen Adenovi-
rus (RCA) kontaminiert gewesen sein, wie es durch homologe Rekombination wéhrend der Produktion
in 293 Zellen entstehen kann. Dies wiirde zu einer Replikation und Propagation des Vektors fithren und
zu einer nicht nachvollziehbaren Verzerrung des Zusammenhangs zwischen verwendeter MOI und Pro-
portion infizierter Zellen. Die verwendete Virusstammlosung wurde nicht auf das Vorliegen einer Kon-

tamination mit RCA hin untersucht, daher ist diese Moglichkeit nicht auszuschlieBen.

8.1.2 Zytopathischer Effekt

Das replizierende IL-2-Gen-tragende Adenovirus war in der Lage, bei allen untersuchten Zelllinien ei-
nen zytopathischen Effekt hervorzurufen, der den von nichtreplizierenden Viren bei weitem {ibertraf (s.
7.2). Die nichtreplizierenden Viren erzielten nur in hohen Konzentrationen eine zytopathische Wirkung;
diese Wirkung ist mutmaBlich auf direkte toxische Effekte der viralen Capsidproteine zuriickzufiihren.
So ist bekannt, dass insbesondere freie Penton-Capsomere einen zytopathischen Effekt zur Folge haben
(Horwitz 1996). Andere Mechanismen sind beschrieben, unter anderem die vor allem in vivo eine wich-
tige Rolle spielende Capsidprotein-abhingige Aktivierung der zelluldren Transkriptionsfaktorfamilie
NF-xB (Nuclear factor-kB) (Borgland et al. 2000). Die rel-NF-«B Familie ist eine pleiotrope Familie

von Transkriptionsfaktoren, die bei der Transkription zahlreicher Gene im Rahmen der adaptiven und
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nichtadaptiven Immunantwort eine Rolle spielen (Janeway et al. 2001); sie sind auch beteiligt an Proli-
ferations- und Differenzierungsvorgéngen. Des weiteren haben Higginbotham et al. in vitro zeigen kon-
nen, dass humane periphere mononukleédre Zellen Exposition gegeniiber adenoviralen Capsidproteinen
grofle Mengen verschiedener Zytokine, u.a. TNF-a, IL-6, IL-8 und GM-CSF, sezernieren; diese Effekte
waren nicht abhéngig von dem Vorhandensein viraler DNA (Higginbotham et al. 2002). Ein zytopathi-
scher Effekt durch die Expression viraler Gene sollte hingegen nicht stattfinden, da es durch die Deleti-
on der E1-Region gar nicht erst zu einer Transaktivierung und Expression der fiir virale Replikation und
lytischen Zyklus notwendigen Gene (s. 4.3.2.3) kommt.

Der zytopathische Effekt wurde zunichst dargestellt mittels Kristallviolettfairbung adhirenter Zellen
nach Infektion. Auch bei geringen Infektionsintensititen, gemessen an der MOI (multiplicity of infec-
tion) kam es zur deutlichen Auspriagung dieses Effektes. Diese Effekte wurden noch einmal préziser
dargestellt mittels eines Zellproliferationsassays. Hierbei ergaben sich scheinbar einige kleinere Unter-
schiede hinsichtlich der Intensitit des zytopathischen Effekts; dieser schien in den Versuchen mit Kris-
tallviolettfarbung gréfer als in denen mittels MTT Assay. Dieser Unterschied war mitbedingt durch die
Verwendung unterschiedlicher Virusstammlosungen. So wurden fiir einige Versuche mit Kristallviolett-
farbung nichtaufgereinigte Stammlosungen benutzt, fiir die mit MTT-Assay CsCl-gereinigte Virus-
stammlosungen. Nichtaufgereinigte Virusstammlosungen enthalten neben den Viruspartikeln zusétzlich
grofle Mengen an zellulirem Debris und nichtintakten Capsidproteinen, die moglicherweise zusitzlich
einen toxischen Effekt auf die infizierten Zellen ausiiben.

Green fluorescent protein (GFP) als autofluoreszierendes Protein wurde urspriinglich bei Aequorea vic-
toria beschrieben (Prasher et al. 1992). Seitdem gibt es zahlreiche Anwendungen als Reportergen fiir
GFP und modifizierte Varianten; so weist das auch in dieser Arbeit verwendete enhanced green fluores-
cent protein (EGFP) zwei andere Aminosduren im Chromophoren-Bereich auf und erzielt hierdurch
eine hohere Fluoreszenzaktivitit und eine Verschiebung des Emissionsspektrums in den gelbgriinen
Bereich; (Misteli und Spector 1997). Zunéchst wurde GFP als nicht toxisch beschrieben, mit Ausnahme
von GFP-Fusionsproteinen, die im Zellkern lokalisiert waren und dort eher eine Schiadigung verursach-
ten als solche im Zytoplasma (Misteli und Spector 1997); insbesondere wurde vermutet, dass es hier bei
langen Exzitationszeiten zur Bildung von freien Radikalen mit darauf folgender Schadigung zellulédrer
Strukturen kommen kann. Liu et al. aber zeigten in verschiedenen Zelllinien, dass die Expression von
GFP in vielen Zellen zur Induktion der Apoptose fiihrt (Liu et al. 1999); so dass die Vermutung nahe
liegt, dass es sich bei EGFP nicht um ein inertes Produkt handelt (Torbett 2002).

Da in dieser Arbeit nur das replizierende IL-2-Gen tragende Virus (AdMAS5S) das Reportergen EGFP
tragt, ist dieser Effekt grundsatzlich nicht auszuschlieBen. Jedoch zeigten in den in vitro Versuchen so-
wohl das replizierende IL-2-produzierende als auch das replizierende Virus dquivalente Ergebnisse in
den Zellviabilitidtsuntersuchungen. Daher spielte das Reportergen hier mutmaBlich keine oder nur eine

sehr geringe Rolle in der Induktion eines zytotoxischen Effektes.
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Der bei PC-3 Zellen in geringerem Malle auftretende zytopathische Effekt schien zunichst in gutem
Einklang zu sein mit der schlechteren Infizierbarkeit dieser Zellen; eine differenzierte Betrachtung die-
ses Sachverhaltes, insbesondere in angesicht der Tatsache, dass diese Zellen einen hohe Virusfreiset-

zung aufweisen, erfolgt im nichsten Abschnitt (s. 8.1.3).

8.1.3 Replikationsfahigkeit

Die in vitro Ergebnisse zeigten, dass das verwendete Adenovirus eine Replikationsféhigkeit in allen
verwendeten Prostatakarzinomzelllinien besaB. Die gemessene Viruskonzentration im Uberstand (in
pfu/ml) korrelierte allerdings nicht vollig mit dem durch verschiedene Methoden demonstrierten zyto-
pathischen Effekt; so produzierten PC-3 Zellen trotz des geringen zytopathischen Effekts hohe Virus-
konzentrationen im Uberstand. Das IL-2-Gen tragende Adenovirus zeigte hierbei nahezu identische
Mengen an freigesetzten funktionsfiahigen Viruspartikeln (pfu) wie das nicht-IL-2-Gen-tragende Ade-
novirus. Dies zeigte, dass die zusétzliche Insertion des IL-2-Gens keinen starken Einfluss hatte auf die
Replikationsfahigkeit des Virus. Dies war deshalb ein kritischer Punkt, da die EIB55K-deletierten (und
E3-deletierten) Adenoviren im Vergleich zu den E1- und E3-deletierten Adenoviren eine geringere Ka-
pazitit zur Insertion von Transgenen aufwiesen. Wie zuvor dargelegt (s. 4.3.3) liegt die maximale Ka-
pazitit des adenoviralen Genoms, limitiert durch die Verpackbarkeit, bei etwa 105% der GroBe des
Wildtyp-Genoms (Bett et al. 1993; Zhang 1999). Bei einer Groe des Genoms von etwa 36 kbp bedeutet
dies eine zusitzlich aufnehmbare Menge von etwa 1,8 kbp, zuséitzlich natiirlich die durch Deletion vi-
raler Sequenzen freigewordene Kapazititen. Je weniger virale Sequenzen deletiert sind, desto geringer
ist die GroBe der inserierbaren Transgene und Expressionskassetten. Die Grofe der IL-2-Expressions-
kassette einschlieSlich HCMV-Promoter, IRES, IL-2-Gen, EGFP, SV40pA betrégt etwa 2,5 kbp. Die E3
Deletion im Plasmid pBHG10, welches zur Konstruktion von AAMASS verwendet wurde besitzt eine
Lange von 2,7 kbp (Bett et al. 1994); somit ist man inklusive der oben bezeichneten Expressionskassette
und der kleinen Deletion in der E1 Region bei einer Genomgrof3e im Bereich des Wildtypvirus.

In Vorversuchen konnte bereits in der Arbeitsgruppe gezeigt werden, dass die Virusfreisetzung des
E1B-55K-deletierten Adenovirus in den verwendeten Prostatakarzinomzelllinien um den Faktor 45 bis
54 unter der eines Wildtyp-Adenovirus lag (Anton 1999b).

Ein weiterer wichtiger Punkt ist, dass gezeigt werden konnte, dass der Zusammenhang zwischen Infi-
zierbarkeit, zytopathischem Effekt und erzielter Virusfreisetzung, nicht trivial war. So erzielte die mit
Abstand am schlechtesten infizierbare Zelllinie PC-3 (s. 7.1) mit dem geringsten zytopathischen Effekt
nach Infektion (s. 7.2) die héchste Viruskonzentration im Uberstand, die jene von DU145 Zellen um den
Faktor 10 und jene von LNCaP Zellen um den Faktor 5 (nach Normierung auf die Zellzahl) iiberstieg (s.
Abbildung 24). Hierzu stellen Kirn et al. fest, dass der Zeitpunkt des Zelltodes die wichtigste Determi-
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nante fiir die Grof3e der viralen Replikation ist, so sei ein verzogertes Eintreten des Zelltodes mit einer
erhohten Virusfreisetzung assoziiert (Kirn et al. 1998). Es ist bekannt, dass virale Faktoren filir den Zeit-
punkt des Zelltodes eine wichtige Rolle spielen, so flihrt die Deletion des viralen E1B19K-Gens, dessen
Genprodukt einer Apoptose entgegenwirkt, zu einem frithen Eintritt des Zelltodes und einer verminder-
ten Virusfreisetzung (Subramanian et al. 1984). Welche zelluldren Faktoren hierfiir bei der adenoviralen
Replikation eine wichtige Rolle spielen, ist bislang unzureichend definiert. Worauf dieses im Falle der
Zelllinie PC-3 beruhte, wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit nicht ndher untersucht.

Eine weitere, einfachere Erkldrung fiir die Divergenz von zytopathischem Effekt und Ausmal3 der Vi-
rusfreisetzung ist, dass durch einen sehr friih eintretenden zytopathischen Effekt bei DU145 und LNCaP
Zellen die Zahl der infizierbaren Zellen, die einen wiederholten Ablauf von Infektion-Replikation-Vi-
rusfreisetzung durchlaufen konnen, stark reduziert war.

Die in der Einleitung bereits ausfiihrlich diskutierte ohnehin fragliche Spezifitit des verwendeten
E1B55K-deletierten Virus fiir Tumorzellen mit Stérungen des p53-Signalweges (s. 4.3.7) erwies sich
fiir die in dieser Arbeit verwendeten Zelllinien als nicht giiltig. Dies konnte in Versuchen nachgewiesen
werde, die bereits vor der vorliegenden Untersuchung in der Arbeitsgruppe erhoben wurden. So war die
Virusfreisetzung nach Infektion aller verwendeten Prostatakarzinomzelllinien mit einem E1B55K-
deletierten Virus um den Faktor 45 bis 55 unter der nach Infektion mit einem Wildtyp-Adenovirus (s.
4.7), wobei einzig die Zelllinie LNCaP zwei Wildtyp-Allele des p53-Gens aufweist, die Zelllinien
DU145 und PC-3 jedoch inaktivierende Mutationen (Carroll et al. 1993), s. auch 4.7. Dieser Befund ist
in Ubereinklang mit zahlreichen Publikationen, die einen einfachen Zusammenhang zwischen p53-
Status der Zelle und Replikationsfahigkeit von E1B55K-deletierten Adenoviren anzweifeln (s. 4.3.7)
(Goodrum und Ormnelles 1998; Hall et al. 1998; Rothmann et al. 1998; Dix et al. 2000; Geoerger et al.
2002).

8.1.4 1L-2 Produktion

Das replizierende IL-2-Gen-tragende Adenovirus war in der Lage in vitro sehr hohe IL-2-Mengen zu
produzieren (s. Abbildung 25). Diese iiberstiegen die von nichtreplizierenden IL-2-Gen-tragenden Viren
produzierten Mengen erheblich, um den Faktor 10 bis 30. Diese Steigerung wurde trotz der Insertion
des Gens in die deletierte E3-Region des Virusgenoms erzielt, wihrend das nichtreplizierende IL-2-
Gen-tragende Virus die Expressionskassette in der E1-Region tragt.

Wie in weiteren Experimenten in dieser Arbeit, z.B. durch Infektion mit Adenoviren mit Transgeninser-
tion in verschiedenen Regionen gezeigt wurde und Koinfektion solcher Viren mit einem replizierenden
Virus, bewirkt die Insertion des Gens in die E1-Region gegeniiber der in die E3-Region eine Steigerung

der Transgenexpression um den Faktor 10 bis 30. Diese Effekte beruhten mutmaBlich auf den Effekten
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der sich upstream der E1-Region befindlichen adenoviralen Enhancer (Hearing und Shenk 1983; Hea-
ring und Shenk 1986). Unter Einbeziehung dieser Erkenntnisse erschliet sich, dass im replizierenden
System eine grofle Verstirkung der Genexpression erzielt werden kann. So war die IL-2 Konzentration
im Uberstand infizerter Zellen nach Infektion mit einen E1B55K-deletierten das IL-2 Gen in der E3
Region tragenden Virus (AdAMAS5) um den Faktor 1400 erhoht gegeniiber der nach Infektion mit einem
E1- und E3-deletierten Virus mit dem IL-2 Gen in der E3 Region (AJAE1IMASS) (s. Abbildung 26).
Dieser Effekt sollte zum einen auf der Propagation des Vektors iiber mehrere Infektionszyklen und da-
mit Infektion von mehr Zellen als im nichtreplizierenden System beruhen, zum anderen auf der Repli-
kation der viralen DNA selbst, da im Rahmen des Replikationszyklus die virale DNA transkribiert und
die Transkriptionsprodukte translatiert werden; hierbei werden grofle Mengen iiberschiissiger DNA und
mRNA gebildet (s. 4.3.2.3), auch solche des Transgens. Hiermit wurde die Hypothese von Hermiston,
die besagt, dass sich durch die Verwendung eines replizierenden transgenen Virus die Transgenexpres-

sion deutlich steigern lieBe, fiir das in vitro Modell bestitigt (Hermiston 2000).

8.2 Diskussion des Tiermodells

Das Nacktmausmodell ist in mehrfacher Hinsicht ein imperfektes Modell fiir die Effektivitdt einer ade-
novirusvermittelten und immunologischen Therapie.

Ein Bias gegen den Erfolg des Modells in der vorliegenden Untersuchung beruhte auf der Abwesenheit
eines Hauptteils der adaptiven Immunantwort; sowohl die zelluldre als auch die humorale Immunant-
wort sind groflen qualitativen und quantitativen Einschrdnkungen unterworfen; deren Einfluss konnte
somit kaum oder gar nicht evaluiert werden. Ein Bias fiir den Erfolg des Modells war die Verwendung
eines humanen (xenogenen) Tumors im Mauswirtsorganismus und der Tropie des verwendeten huma-
nen Adenovirusderivates; die Zellen des Wirtsorganismus (Mauszellen) sind nicht permissiv fiir die
Replikation eines humanen Adenovirus (Horwitz 1996). Hierdurch war eine idealisierte Spezifitit des
Vektors fiir das Zielgewebe vorgegeben. Das Replikationsverhalten in normalen Zellen konnte nicht mit
diesem Modell evaluiert werden. Auch kann sich das Verhalten von Tumorzellen in vivo, im Zusam-
menspiel mit den anderen Geweben des Wirtes vollig von dem in vitro beobachteten Verhalten unter-
scheiden. Mogliche toxische Nebenwirkungen, z.B. durch hohe systemische IL-2-Spiegel konnten nicht
evaluiert werden, da die wesentlichen Mediatoren der Hauptnebenwirkungen, T-Lymphozyten, in der
Nacktmaus nicht vorhanden sind.

Zusammengefasst handelt es sich beim Nacktmausmodell jedoch um ein Standardmodell in der Evalua-
tion onkologischer Therapiestrategien (Khleif und Curt 2000). Mause mit dem nude-Phénotyp weisen
eine inaktivierende Mutation in beiden Allelen des whn-Gens auf Chromosom 11 auf (Nehls et al. 1994;
Schorpp et al. 1997). Dies fiihrt zu einer Unterbrechung des normalen Haarwuchses und der Thymusent-

wicklung. Daher sind Nacktméuse immundefizient, vorwiegend bedingt durch einen schwerwiegenden
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T-Zell-Mangel und gut geeignet zur Heterotransplantation von Tumoren, beispielsweise zur Transplan-
tation von Tumorzellen menschlichen Ursprungs, insbesondere auch von DU145 Zellen (Mickey et al.
1977). Kiirzlich sind mehrere Félle einer homozygoten Nonsense-Mutation im menschlichen whn-Gen
beschrieben worden (Frank et al. 1999). Der menschliche Nude-Phénotyp ist dquivalent und umfasst
eine kongenitale Alopezie, Onychodystrophie und eine schwere T-Zell-Immundefizienz. Nacktméause
besitzen Komponenten des nichtadaptiven Immunsystems, wie z.B. Makrophagen und NK-Zellen, und
auch eine geringe Aktivitit des B-Zellsystems, wobei insbesondere die Serumspiegel der IgG-Unter-
klassen sehr niedrig sind, hingegen die Serumspiegel von IgM im Normalbereich liegen; die Serumspie-
gel an IgA sind moderat vermindert (Luzzati und Jacobson 1972). Es sind sehr geringe Mengen an ma-
ternalen T-Zellen vorhanden, die von den heterozygoten Muttertieren transplazentar {ibertragen werden.
Diese spielen im Rahmen der Immunantwort der Nacktmiuse aber keine Rolle (Khleif und Curt 2000).
Nacktméuse erlauben die Xenotransplantation humaner Tumoren. Fiir die meisten humanen soliden
Tumoren sind stabile Zelllinien etabliert, die eine in vivo Untersuchung verschiedener Therapiemodali-
taten erlauben. Die Tumoren konnen im Tiermodell auf vielféltige Weise induziert werden. Haufig ver-
wendet wird die subkutane Injektion von Zellsuspensionen, wie auch in der vorliegenden Arbeit. Ab-
hingig vom klonogenen Potential der verwendeten Zelllinie entstehen, bei hohem klonogenen Potential,
innerhalb von Tagen, bei geringem klonogenen Potential, bis hin zu Monaten nach Injektion subkutane
Tumoren. Auch die Verwendung der auch von uns im Nacktmausmodell benutzten humanen Prostata-
karzinomzelllinie DU145 ist bereits in der Literatur beschrieben (Mickey et al. 1977). Andere Moglich-
keiten sind die intravendse Injektion zur Simulation des Entstehens von Lungenmetastasen, die intrape-
ritoneale Injektion, um eine peritoneale Tumorbildung zu erreichen, intrakranial, intrasplenisch oder
renal subkapsuldr. Sich nach subkutaner Applikation entwickelnde Tumoren bleiben in der Regel sub-
kutan und wachsen nichtinvasiv und bilden auch keine Metastasen, ihr Wachstum entspricht dem eines
benignen Tumors; dies beruht moglicherweise auf dem Vorhandensein unspezifischer Komponenten des
Immunsystems, z.B. NK-Zellen (Heberman 1978; Holden et al. 1978). Im Nacktmausmodell sind daher
einige Parameter zur Uberpriifung der therapeutischen Effektivitit besser geeignet als andere. Zum Bei-
spiel ist die Evaluierung der Uberlebenszeit nicht angemessen, da kein invasives Wachstum oder eine
Metastasierung stattfindet; der limitierende Faktor im Tierversuch ist daher hiufig die Beeintrachtigung
und Behinderung der Tiere durch das grof3e Tumorvolumen, so dass eine Opferung aus humanen Griin-
den notwendig wird, ohne dass eine vitale Bedrohung vorhanden ist (Donovan und Brown 1995a). Im
metastasierenden oder invasiv wachsenden Modell ist andererseits eine Untersuchung der Uberlebens-
funktion sinnvoll und praktikabel.

Hinzu kommt, dass sich auch andere Parameter der xenotransplantierten Tumoren im Vergleich zum
Ursprungstumor dndern; dies trifft z.B. auf die Tumorverdoppelungszeiten und auf die Vaskularitit der
Tumoren zu, so wachsen xenotransplantierte Tumoren schneller und sind in der Regel besser vaskulari-

siert und besitzen eine geringere Nekroseneigung. Die morphologischen und biochemischen Eigen-
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schaften der xenotransplantierten Tumoren bleiben hingegen weitestgehend erhalten. Dieses ist auch fiir
die verwendete DU 145 Zelllinie belegt; die sich subkutan entwickelnden Tumoren entsprechen beson-
ders in den Regionen epithelialen Wachstums den auch im urspriinglichen Patienten vorgefundenen
Muster (Mickey et al. 1977).

Die aussagekraftigsten Parameter in der Evaluation von Therapiestrategien sind aus den oben erwidhnten
Griinden die Verzogerung des Tumorwachstums und das Erzielen kompletter Remissionen. In zahlrei-
chen Untersuchungen ist die Korrelation zwischen diesen experimentellen Parametern und der wirkli-
chen klinischen Ansprechrate belegt (Fodstad et al. 1980; Giovanella et al. 1983; Neely et al. 1983). In
unseren Experimenten reprisentierte die Darstellung der Uberlebensfunktion gewissermaBen das Tu-
morwachstum, da Tumoren beim Erreichen eines Volumens von 800 bis 1000 pl oder bei Exulzeration
durch rasches Tumorwachstum geopfert wurden. Diese Uberlebensfunktion ist aber nicht gleichzusetzen

mit Uberlebensanalysen, wie sie z.B. in klinischen Studien zur Anwendung kommen.

8.3 Invivo Ergebnisse

8.3.1 Tumorwachstum

Es konnte gezeigt werden, dass sich nach subkutaner Injektion von 5 x 10® DU145 Zellen bei allen
Balb/C nu/nu Miusen nach drei bis vier Wochen eines Volumens von 100 bis 200 mm® entwickelten (s.
7.7). Die Zelllinie DU145 lag mit diesem Zeitraum im Mittelfeld der etablierten Zelllinien, was die Klo-
nogenitdt betrifft. Es existieren sowohl Zelllinien, die deutlich schneller Tumoren entwickeln, innerhalb
von Tagen, als auch solche, die deutlich ldnger bendtigen, innerhalb von Monaten (Khleif und Curt

2000).

8.3.2 1L-2 Produktion

Sowohl nach Injektion des replizierenden als auch des nichtreplizierenden IL-2-Gen-tragenden Adeno-
virus konnten Plasma-hIL-2-Spiegel in Balb/C nu/nu Miusen nachgewiesen werden (s. 7.8). Von den in
vitro Daten ausgehend, lagen die IL-2-Konzentrationen im Falle des nichtreplizierenden Adenovirus
unerwarteterweise hoher als bei den replizierenden Viren, auch wenn diese Unterschiede nicht auf ei-
nem signifikanten Niveau bestanden (s. Abbildung 29). Dieser Effekt kann verschiedene Ursachen ha-
ben. Die wahrscheinlichste Erklarung ist, dass die Replikationsfiahigkeit des replizierenden Virus Ad-
MASS in vivo eingeschrinkt war. Hierdurch fiele eine entscheidender Effekt weg, der fiir die starke
Erhoéhung der IL-2-Produktion eines replizierenden IL-2-Gen-tragenden Virus gegeniiber einem nicht-

replizierenden IL-2-Gen-tragenden Virus verantwortlich ist: die virale Replikation und Propagation in-
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nerhalb einer Zellpopulation und zum anderen die Replikation viraler DNA innerhalb der einzelnen
Zelle. Des weiteren ist zu beachten, dass, die Transgenexpression bei Insertion der Expressionskassette
innerhalb der E3-Region gegeniiber der Insertion in der E1 Region um den Faktor 35 vermindert war (s.
Abbildung 25). Sollte die in vivo Replikationsfahigkeit von AAMAS5S5 vermindert oder nicht vorhanden
gewesen sein, kdme dieser Effekt zum Tragen. Das verwendete Virus AAMASS besitzt die Expressions-
kassette in der E3 Region, das nichtreplizierende Virus der ersten Generation AAMAS6 hingegen in der
E1 Region. Dass nach intratumoraler Injektion von AAMASS Plasma-IL-2-Konzentrationen ermittelt
werden konnten, die in der gleichen Groenordnung wie die nach Injektion von AAMAS6 lagen, bedeu-
tet, dass der negative Effekt auf die Transgenexpression wahrscheinlich zumindest teilweise durch vira-
le Replikation wieder aufgehoben wurde.

Eine weitere Moglichkeit ist, dass die gemessenen Plasma-IL-2 Konzentrationen nicht auf einer 1L-2
Produktion innerhalb des Tumorxenografts beruhten, sondern auf einer IL-2 Produktion in murinen Or-
ganen, z.B. in der Leber. BekanntermaBlen erlauben Zellen und Gewebe murinen Ursprungs eine Infek-
tion mit humanen Adenoviren, aber keinen vollstdndig ablaufenden Replikationszyklus (Horwitz 1996).
Hierduch kdme wiederum die differentielle Insertion des Transgens in der E1 Region (AdAMAS56) ge-
geniiber der E3 Region (AdAMASS5) zum Tragen (s.0.). Leider konnte aufgrund technischer Schwierig-
keiten kein verldsslicher immunhistochemischer Nachweis von intratumoralem IL-2 gelingen, jedoch
wurde mittels Fluoreszenzmikroskopie und Adenovirusnachweis durch Immunhistochemie nachgewie-
sen, dass tatsdchlich eine Infektion und Transduktion der Tumoren stattgefunden hat (s. 7.9). Des weite-
ren sprach gegen eine Produktion von IL-2 durch Lebergewebe, dass nicht bei allen mit IL-2-Gen tra-
genden Viren injizierten Tieren IL-2 im Plasma nachgewiesen werden konnte. Dies sollte der Fall sein,
beruhte die IL-2 Expression einzig auf der Resorption der Adenoviren aus dem subkutanen Gewebe in
die Zirkulation, Transport in die Leber und Transduktion von Hepatozyten. Jedoch wére es in der Zu-
kunft sinnvoll, diese Moglichkeit auszuschlieen, z.B: durch immunhistochemische Analyse der Lebern,
Bestimmung von IL-2 mittels ELISA in Leberhomogenisaten oder dem Nachweis von hIL-2 mRNA
mittels rtPCR.

8.3.3 Tumorregression

Enttduschend war die fehlende Fahigkeit von AASW8, einem Onyx-015-dquivalenten Adenovirus, eine
Tumorregression herbeifiihren zu kdnnen. In unserem Modell gelang es bei keinem Tier eine komplette
Remission mit Verschwinden des Tumors herbeifiihren zu konnen. Dies ist in anderen Studien gelun-
gen. So konnten Bischoff et al. zeigen, dass mehr als die Halfte aller C33A (Zervixkarzinom Zelllinie)
Xenograft-Tumoren in der Nacktmaus nach intratumoraler Injektion eine komplette Remission aufwei-

sen (Bischoff et al. 1996). Ahnliche Befunde gelingen im Nacktmaus-Xenograft-Modell fiir HLaC- (La-
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rynxkarzinom), RKO-, HCT116- und SW620-Zelllinien (Kolonkarzinom) (Bischoff et al. 1996; Heise,
Williams, Olesch et al. 1999). In unseren Untersuchungen war in vitro die Fahigkeit von AASW8 eine
Tumorwachstumsverzogerung oder —regression zu erzeugen zwar besser als die nach Injektion von PBS
oder Addl70-3 (nichtreplizierendes Virus ohne Transgen), erreichte jedoch nicht ein solches Mal3 an
antitumoraler Wirkung wie die Injektion von AAMASS5 oder AAMAS6. Deren Effekte unterschieden
sich nicht statistisch signifikant im Hinblick auf das Vermogen eine Tumorregression herbeizufiihren.
Im Vergleich zu den Angaben in der Literatur ist einschrinkend darauf hinzuweisen, dass das in dieser
Arbeit verwendete und in der Arbeitsgruppe konstruierte Virus AASW8 im Gegensatz zu Onyx-015
keine Wildtyp-Ad5-E3-Region besitzt, sondern eine 2,7 kbp grosse Deletion, die unter anderem wich-
tige Gene enthilt, die fiir den lytischen Infektionszyklus moglicherweise eine wichtige Rolle spielen.

Hierzu zéhlt insbesondere das ADP (adenovirus death protein) (s. 4.3.2.3, Abbildung 7und 8.4.5).

8.4 Unterschiedliche Befunde des onkolytischen Effekts im in vitro
und im in vivo Modell

Die Unterschiede im Vergleich der onkolytischen Aktivitdt im in vitro und in vivo Modell weisen darauf
hin, dass die eindriicklichen in vitro erzielten Effekte des replizierenden Adenovirus in Bezug auf on-
kolytischen Effekt und Transgenexpression nicht in gleichem Maf3e in vivo stattfinden. Hierfiir gibt es

verschiedene mogliche Erklarungen.

8.4.1 Verwendetes in vitro Modell

Erstens, das in vitro Modell ist in mehrfacher Hinsicht ein idealisiertes Modell des Prostatakarzinoms.
Die transformierten Zellen wachsen dort im Monolayer in Zellkulturschalen und es bestehen nur geringe
physikalische Barrieren fiir die Distribution infektidser Adenoviren. Die im in vivo Tumor vorhandenen
desmoplastischen Elemente des Tumors, d.h. vor allem Bindegewebe und Blutgefil3e, bestehen in vitro
nicht. Dies spielt u.a. deshalb eine Rolle, weil die Zellen des Wirtsorganismus Maus nicht permissiv
sind fiir die Replikation humaner Adenoviren (Horwitz 1996), wie sie in dieser Arbeit verwendet wur-
den. So haben auch Sauthoff et al. kiirzlich zeigen konnen, dass die Ausbreitung replizierender humaner
Adenoviren in humanen Tumorxenografts in der Nacktmaus durch Zellen und Gewebe murinen Ur-
sprungs.stark eingeschrinkt ist; trotz Persistenz und Replikation von Adenoviren in den Xenograft-
Anteilen humanen Ursprungs kommt es nicht zu einer Infektion aller Anteile des Xenografts und nicht
zu einer Eradikation (Sauthoff et al. 2003). Hinzu kommen weitere physikalische Barrieren, z.B. Druck-
gradienten, die der Infiltration des Tumorgewebes entgegenwirken; der interstitielle Druck im Tumor ist

héufig groBer als im normalen umgebenden Gewebe (Jain 1994). Die von Sauthoff et al. beschriebenen
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Schwierigkeiten bestehen in anderer Art auch in humanen Tumoren, da die Zellen des Bindegewebes
und des Gefdl3systems, z.B. Fibrozyten und Endothelzellen wenig permissiv sind fiir eine virale Repli-
kation. Jedoch konnte insbesondere fiir Gruppe C Adenoviren gezeigt werden, dass eine Adsorption,
Penetration und auch Produktion friiher viraler Proteine in Mauszellen stattfinden kann (Duncan et al.
1978; Ginsberg et al. 1991). Diese Barrieren sollten die Propagation replizierender Adenoviren inner-
halb xenotransplantierter Tumoren deutlich erschweren.

Zweitens, ebenfalls in Bezugnahme auf die Eigenschaften des in vitro Modells, bestehen deutliche Un-
terschiede in der Zugénglichkeit des adenoviralen Rezeptors, CAR, zwischen der in vitro und der in vivo
Situation. Wie Cohen et al. kiirzlich gezeigt haben, ist CAR Bestandteil des tight junction (Zonula occ-
ludens) Komplexes, der fiir die Aufrechterhaltung der Diffusionsbarriere zwischen polarisierten Seiten
epithelialer Gewebe und fiir die Aufrechterhaltung regionaler Unterschiede im Aufbau der Plas-
mamembranen verantwortlich ist (Bannister 1999; Cohen et al. 2001). Bei in vitro Infektionen,
insbesondere von Zellen geringer Dichte in der Zellkulturschale, ist der virale Rezeptor, CAR, wesent-
lich besser zugénglich als bei dichtem konfluenten Monolayer und vor allem als bei Bildung eines Tu-
mors mit polarisiertem Epithel in vivo. Dies beruht darauf, dass bei dispersem Wachstum keine tight
junctions ausgebildet werden, und CAR daher nicht konzentriert und moglicherweise unzugénglich lo-
kalisiert, sondern ubiquitér auf der Zelloberflache verteilt ist.

Grill et al. verwendeten z.B. das organotypische multizellulire Spheroidmodell, um die Eigenschaften
der Virusausbreitung in vitro in einer dreidimensionalen Struktur zu untersuchen (Grill et al. 2002). Die-
ses Modell entspricht wesentlich besser den in vivo Bedingungen im Tumor; wahrend in der Zell-
kulturschale im Monolayer praktische alle Zellen proliferieren, werden im Spheroid der grof3te Teil der
Zellen in der GO-Phase angetroffen, die proliferierenden Zellen befinden sich dort in der Peripherie des
Spheroids. Da eine deutliche Abhdngigkeit der Empfindlichkeit von Zellen fiir einen adenovirusindu-
zierten Zelltod vom Zellzyklusstadium besteht ist dies ein wichtiges Kriterium fiir ein verbessertes in
vitro Modell (Alemany et al. 2000).

Zusammen lassen diese beiden Phinomene den verminderten Plasma-IL-2-Spiegel bei AAMAS5-inji-
zierten gegeniiber AAMAS6 injizierten Méusen erkldren, da mutmaBlich die in vitro erzielten deutlich
hoheren IL-2 Spiegel mit AAMASS auf einer Replikation des Vektors und einer iiberschiissigen Pro-
duktion viraler DNA und somit auch des IL-2-Transgens beruhen. Fillt diese Propagation des Vektors
fort oder ist stark vermindert, so ist auch zu erwarten, dass die produzierten IL-2 Mengen deutlich ge-

ringer ausfallen.

8.4.2 Position des Transgens




94 Diskussion

Ein weiterer Effekt mag hier eine entscheidende Rolle spielen, denn durch die in vivo Daten konnte ge-
zeigt werden, dass die IL-2 Spiegel der Tiere, die mit einem nichtreplizierenden Vektor injiziert wurden
nicht nur jenen ebenbiirtig waren, die durch Applikation eines replizierenden Vektors erzielt wurden,
sondern dass sie diese sogar {ibertrafen, wenn auch nicht auf einem signifikanten Niveau. Eine mdgliche
Erklarung ist hier, dass die Position des Transgens innerhalb des adenoviralen Genoms eine wichtige
Funktion hatte. So konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass die Insertion des Transgens
in die deletierte E1-Region des adenoviralen Genoms im Gegensatz zur Insertion in die deletierte E3-
Region die Expression des Transgens, in diesem Falle IL-2, um den Faktor 10 und 40, im nichtreplizie-
renden System und replizierenden System, respektive, steigern konnte. Da der replizierende Vektor die
IL-2-Expressionskassette in der E3-Region besitzt, und der nichtreplizierende in der E1-Region, konnte
bei Einschriankung der Replikation des replizierenden Vektors in vivo die Position des Transgens im

nichtreplizierenden Vektor fiir dessen Nichtreplikationsfiahigkeit kompensieren.

8.4.3 Verwendeter Mausstamm

Einen bemerkenswerten Einflu3 des verwendeten Tierstammes auf die adenovirale Transgenexpression
hinsichtlich Menge und Zeitdauer der Expression und GroBenordnung der Immunantwort haben Peng et
al. zeigen konnen (Peng et al. 2001). Nach Infektion mit nichtreplizierenden Adenoviren weisen Balb/C
Maiuse deutliche hohere NK-Zell-Aktivierungsmarker und Expression von IL-12 und IFN-y auf als
C57BL/6 Mause, was eine verminderte Dauer der adenoviralen Transgenexpression zur Folge hat. Peng
et al. konnten gleichzeitig nachweisen, dass durch NK-Zell-Depletion eine deutlich verldngerte Trans-
genexpression zu erzielen ist.

Die von Peng et al. verwendeten Méuse waren zwar keine nu/nu Mause, wie sie in der vorliegenden
Arbeit verwendet wurden, die beschriebenen Mechanismen sind jedoch grofitenteils Komponenten der
angeborenen nichtspezifischen Immunitit, z.B. NK-Zellen, wie sie auch beim nude Phénotyp vorhanden
sind. Daher spielt moglicherweise auch in dieser Arbeit die Verwendung von Méausen des Balb/C Hin-
tergrundes eine Rolle in der Hinsicht, als dass eine effiziente Virusreplikation und Propagation inner-
halb des Tumors durch eine verstirkte Aktivitit insbesondere der NK-Zellantwort vermindert oder sogar

verhindert wurde.

8.4.4 Probleme der Administration der Virussuspension

Bei einigen Tieren der Gruppe, die fiir die Bestimmung der IL-2 Plasmakonzentration verwendet wur-

den, konnte kein IL-2 im Plasma nachgewiesen werden. Des weiteren zeigte sich bei einigen Tieren im
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Versuch iiber das Tumorwachstum keine objektiv messbare Antwort, wihrend bei etwa der Hélfte der
mit einem IL-2-produzierenden Adenovirus injizierten Tiere eine komplette Tumorremission festzu-
stellen war. Dies deutet darauf hin, dass die Administration des therapeutischen Virus eine Schwierig-
keit darstellt. Tumoren wurden injiziert, sobald sie eine GroBe von 100 bis 200 mm® erreichten, das inji-
zierte Volumen betrug jeweils 50 mm®. Dieses alleine stellte schon ein erhebliches Problem dar, da dies
bedeutet, dass Tumoren mit Virussuspensionen bis zur Hélfte des eigenen Volumens injizierte wurden.
Dies fiihrte in einigen Féllen auch dazu, dass der Tumor merkbar rupturierte und somit keine vollstén-
dige intratumoraler Gabe erfolgte. Bei sehr kleinen Tumoren ist es auch mdglich, dass der Tumor mit
der Injektionsnadel gar nicht erst korrekt getroffen wurde.

Des weiteren ist laut Wein et al. die diffuse Infektion des Tumors eine wichtige Bedingung fiir die kom-

plette Eradikation (Wein et al. 2003). Thr mathematisches Modell ist ausfiihrlich beschrieben in 8.4.6.

8.4.5 Effekt der Deletion der E3-Region

In Bezug auf die verminderte Féhigkeit von AASW8 nach Injektion eine Tumorregression zu erzeugen,
mul} in Betracht gezogen werden, dass im Vergleich zu dem in der Literatur beschriebenen Onyx-015,
dieses Virus zusitzlich eine Deletion in der E3-Region aufweist. Das gleiche gilt auch fiir das verwen-
dete replizierende Virus AAMASS. Die E3-Region ist zwar nichtessentiell fiir die virale Replikation in
vitro (Berkner und Sharp 1983), jedoch sind hier verschiedene virale Gene lokalisiert, die moglicher-
weise eine wichtige Rolle spielen im lytischen Zyklus des Virus. So ist das ADP (adenovirus death pro-
tein) verantwortlich fiir effiziente Lyse und die Freisetzung von Viruspartikeln im spiten Stadium des
Infektionszyklus (Tollefson, Ryerse et al. 1996; Tollefson, Scaria et al. 1996). Die Deletion des ADP-
Gens kann die Ausbreitung des Virus verhindern oder verlangsamen. Jedoch konnten Hawkins und
Hermiston zeigen, dass Zellen mit einer Substitution im Bereich des ADP-Gens aber Erhalt der entspre-
chenden Promoter-Sequenzen, zwar eine verlidngerte Zeit bis zur Lyse und Virusfreisetzung benétigen,
gleichzeitig aber auch eine vermehrte Virusproduktion aufweisen; so war die Virusfreisetzung der ADP
substituierten Viren groBer als die von Wildtyp-Adenovirus (AdS) (Hawkins et al. 2001). Des weiteren
sind andere Genprodukte der E3 Region wichtig fiir die Suppression der antiviralen Immunantwort; das
gpl19K Gen bindet beispielsweise an MHC Klasse I-Molekiile und verhindert deren Transport zur Zell-
oberfldche und somit auch die Detektion der infizierten Zelle durch zytotoxische T-Lymphozyten (CTL)
(Wold et al. 1999). Dieses Defizit sollte in unserem Nacktmaus-Xenograft jedoch keine Rolle spielen,

da keine T-Zellen vorhanden waren.
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8.4.6 Einflul’ der IL-2-Expression auf virale Replikation und Propagation inner-

halb des Tumors

Wie zuvor dargelegt, zeigen Balb/C Miuse im Vergleich zu C57BL/6 Méusen eine deutlich stirkere
NK-Zellantwort nach adenoviraler Infektion und Genexpression. Der hierdurch auftretende deletére
Effekt auf die Viruspropagation wird moglicherweise durch die Insertion des IL-2-Gens in das virale
Genom und dadurch Expression dieses Transgens durch infizierte Zellen weiter verstarkt. IL-2 besitzt
die Féahigkeit, NK-Zellen zu rekrutieren und zu aktivieren (s. 4.4.1) (Shaw et al. 1985; Meropol et al.
1996; Meropol et al. 1998; Yu et al. 2000; Slos et al. 2001; Basse et al. 2002).
Maoglicherweise fanden durch einen replizierenden adenoviralen Vektor zum Trasnfer des IL-2 Gens in
vivo keine additiven oder synergistischen Effekte statt, sondern vielmehr eine kontraproduktive Einwir-
kung auf den Antitumoreffekt und auf das Propagationsverhalten des replizierenden adenoviralen Vek-
tors durch die vermehrte anti-adenovirale Immunantwort.
Wodarz hat hierzu ein simplifiziertes mathematisches
Modell fiir einen zweidimensionalen Tumor auf-

gestellt (Wodarz 2001b). Es beschreibt die Dynamik

Nichtinfizierte Tumorzellen
- Proliferation

Maximale Tumorgréfie
- Tod des Patienten

- Zelltod
f ﬁ S zwischen dem Tumor, dem Virus und virusspezifi-
Infektion .
/ -%, X ,;? l:/ ‘schen zyt(?tomsclTen T-Ly‘mpk.lozyj[en (CTL) und be-
O Infizierte Tumorzelien inhaltet die Variablen nichtinfizierte Tumorzellen,
- Proliferation
infizierte Tumorzellen, Menge der spezifischen

Lyse O'O
- Zelltod
/ \Lyse

Tumorspezifische CTL Virusspezifische CTL
expandiert in Antwort expandiert in Antwort
auf Tumorantigen und auf virales Antigen
Anwesenheit von Virus

CTLs, Replikationsrate des Virus, Proliferations- und
Sterberate der Tumorzellen. Das Modell entspricht in
den Grundziigen jenem der Jiger-Beute-Dynamik
(predator-prey)  der
Abbildung 40). Trotz der Simplifizerung des Modells

Populationsbiologie (.

iibersteigt die detaillierte Darstellung des Modells
Abbildung 40: Parameter des Antitumoreffektes von

replizierenden Viren den Rahmen dieser Diskussion. Einige Schlussfolge-

Wodarz beschreibt die Parameter, die die onkolytischen rungen des Modells sind jedoch &uBerst interessant
Fahigkeiten eines replizierenden Virus bestimmen;
hierzu zdhlen die Proliferations- und Absterberate der

infizierten und nichtinfizierten Zellen, die Geschwin-

und bedenkenswert. Dieses theoretische Modell der

digkeit derr Infektion (Virusreplikation), die Immun-
antwort des Wirtes gegen Tumor- und Virusantigen und
deren Effektivitit, eine Lyse der Tumorzellen herbei-
fithren zu konnen. Nur bei optimaler Abstimmung die-
ser Parameter gelingt es theoretisch eine komplette
Regression des Tumors herbeizufiihren (Wodarz
2001a).

Interaktion zwischen replizierendem Virus, Tumor-
zellen und Immunzellen liefert eine Erkldrung fiir die
in dieser Arbeit beobachteten Effekte. So schriankt
beispielsweise eine erhdhte Immunogenitét des Virus

die Ausbreitung des Virus ein und fiihrt zu einer vor-

zeitigen Abortion der Infektion des Tumorgewebes. Ahnliches gilt fiir die Zytotoxizitit des Virus; auch




Diskussion 97

hier wirkt eine zu starke Zytotoxizitdt kontraproduktiv auf eine disseminierte Infektion des Tumors.
Wein et al. erweiterten Wodarzs Modell auf einen sphérischen Tumor (Wein et al. 2003). Sie ermittelten
im Modell die Modifikation von wichtigen Parametern, die zu einer Tumoreradikation oder Tumorkon-
trolle fiihren konnen; die verwendeten Parameter sind in ithrem Modell die folgenden: Zahl uninfizierter
Tumorzellen, Zahl infizierter Tumorzellen, Zahl nekrotischer Zellen, Menge extrazelluldren Virus und
das Ausmal} der antiviralen Immunantwort. Die Stirke ihres Modelles beruht auf der Einbeziehung von
Daten aus klinischen Studien fiir die Ermittlung der Groen der Parameter. Wein et al. sagen voraus,
dass eine reproduzierbare Tumoreradikation auf den folgenden Eigenschaften beruhen sollte: einer dif-
fusen Infektion innerhalb des Tumors, auf einem Aufrechterhalten der Virusausbreitung, hierfiir sei ins-
besondere die Verhinderung einer immunsystemvermittelten Beseitigung des Virus nowendig; des wei-
teren sei die Induktion eines bystander Effektes, d.h. die Abtétung benachbarter, nichtinfizierter Zellen
wiinschenswert.

Wodarzs und Weins et al. Modelle erkldren die Ergebnisse anderer Gruppen. So zeigen You et al. in
vitro, dass Onyx-015 und Paclitaxel und Cisplatin eine synergistische Aktivitét hinsichtlich des zytolyti-
schen Effektes auf primédre Lungenkarzinomzellen haben (You et al. 2000). Ein &hnlicher Effekt ist be-
schrieben in einem in vivo Nacktmausxenograftmodell von Rogulski et al.; sie konnten zeigen, dass der
Antitumoreftfekt von Onyx-015 in Kombination mit Strahlentherapie verstirkt wird (Rogulski et al.
2000). Khuri et al. konnten ebenfalls einen verstirkten Effekt der Kombination von Onyx-015 und Cis-
platin/5-FU in einer klinischen Phase-II Studie bei rezidivierendem oropharyngealem Karzinom zeigen;
die Kombination ist sowohl einer alleinigen Therapie mit Onyx-015 als auch einer alleinigen Che-
motherapie tiberlegen (Khuri et al. 2000).

Sauthoff et al. haben jedoch kiirzlich zeigen konnen, dass entgegen der theoretischen Annahmen von
Wodarz und Wein et al. eine langdauernde Persistenz und Replikation von replizierenden Adenoviren in
Tumoren mdglich ist, ohne dass diese durch Komponenten des nichtadaptiven Immunsystems des
Wirtsorganismus beseitigt wiirden (Sauthoff et al. 2003). In ihrem humanen Tumorxenograftmodell in
der Nacktmaus mit intratumoraler Injektion von replizierenden Adenoviren konnten sie eine Virusper-
sistenz und —replikation liber wenigstens acht Wochen hinweg beobachten. Dass es dennoch in ihrem
Modell nicht zu einer Tumoreradikation kam, fiihren sie auf die fleckformige Verteilung der infizierten
Areale und nicht volligen Durchsetzung des Tumors zuriick, die durch die Hinderniseigenschaften mu-
rinen Gewebes bedingt sei. Diese Hinderniseigenschaften murinen Gewebes sind zu einem groflen Teil
bedingt durch die Nichtpermissivitdt muriner Zellen und Gewebe fiir eine adenovirale Replikation. Je-
doch ist zu beachten, dass eine dhnliche Schwierigkeit auch in einem syngenen Modell bestiinde, da
gerade die Elemente des Bindegewebes und des Gefillsystems, z.B. Fibroblasten/Fibrozyten und Endo-

thelzellen wenig permissiv sind fiir eine adenovirale Replikation (Horwitz 1996).
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8.5 Zusatzlich zu beachtende Gesichtspunkte bei Anwendung im
Menschen

8.5.1 Toxizitat von IL-2

In der vorliegenden Arbeit wurden keine toxischen Effekte aufgrund der IL-2 Produktion beobachtet.
Die ermittelten Plasma-IL-2 Spiegel lagen jedoch schon in einem sehr hohen Bereich, in dem in der
klinischen Anwendung bereits toxische Effekte im Menschen beobachtet wurden, wie z.B. das capillary
leak Syndrom mit einer Fehlfunktion zahlreicher Organsysteme. Dass diese Effekte nicht beobachtet
wurden, lag sicherlich zum groflen Teil daran, dass die Nacktmiuse die wichtigen Mediatoren fiir die
Entstehung einer systemischen Entziindungsantwort, d.h. insbesondere T-Lymphozyten, die wiederum
zur Sekretion von sekundidren Mediatoren, wie z.B. TNF-a, IL-1 und IL-6 fithren kénnten, nicht besit-
zen. In einem System mit einer intakten adaptiven Immunantwort konnten derart hohe systemische 1L-2
Konzentrationen deletdre Auswirkungen haben.

In klinischen Studien werden verschiedene Administrationsarten der IL-2-Gabe evaluiert. Bei intrave-
noser Gabe werden im Falle des fortgeschrittenen Nierenzellkarzinoms z.B. 1,8 x 10° TU IV iiber 24 h
gegeben (1 mg entspricht etwa 1,8 x 107 TU) (Negrier et al. 1998). In der Publikation sind keine resultie-
renden IL-2-Plasmakonzentrationen angegeben; diese konnen jedoch aufgrund der bekannten pharma-
kokinetischen Eigenschaften von IL-2 einfach berechnet werden. Bei einem Verteilungsvolumen Vp
von 0,09-0,18 1/kg und einer initialen Eliminationshalbwertszeit t;, von 6-13 min konnen Plasmaspiegel
von etwa 50 bis 200 pg/ml erwartet werden.

Bei der angegebenen Dosisrate erlitten in der Studie von Negrier et al. 68% der Patienten eine vasopres-
sorresistente Hypotonie, 43% Fieber, 34% Ubelkeit und Erbrechen, und zwischen 11 bis 15% erhohte
Transaminasen, neurologische, renale oder pulmonale Symptome (Negrier et al. 1998). In dieser Arbeit
hatten nahezu alle Tiere, bei denen IL-2 im Plasma nachweisbar war, Plasmaspiegel oberhalb dieses
Bereiches, und bei Immunkompetenz wére es sicherlich zu einer hohen Rate an toxischen Nebenwir-

kungen gekommen.

8.5.2 Toxizitat von Adenoviren

Die toxischen Effekte von Adenoviren sind ausfiihrlich beschrieben worden (s. 4.3.9). Spitestens nach
dem Todesfall eines Probanden im Rahmen einer gentherapeutischen klinischen Studie zur Behandlung
der OTC-Defizienz ist hier zur Vorsicht gemahnt. Diese toxischen Effekte lassen sich aufgrund des spe-

ziesspezifischen Tropismus der Adenoviren auch nur ungeniigend in vitro und in Tierversuchen simulie-
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ren; allenfalls Versuche mit Primaten konnen hier aussagekréftige Hinweise geben (Lozier et al. 2002;

Morral et al. 2002).

8.5.3 Immunitat

Wie bereits beschrieben, besitzt ein Grofteil der Population neutralisierende Antikorper gegen Adenovi-
ren, insbesondere gegen jene der Gruppe C. Dieser Anteil liegt im Bereich von 40 bis 60% (Horwitz
1996). Sowohl das in unserer Arbeit verwendete Virus, als auch Onyx-015 sind Derivate von Gruppe C
Adenoviren - Adenovirus Typ 2 und 5, respektive. Dies bedeutet, dass moglicherweise hierdurch bereits
eine erhebliche Einschrankung der in vivo Aktivitdt des Virus gegeben ist. Dieses ist fiir Onyx-015 be-
reits in klinischen Studien deutlich geworden; Patienten, die vor Behandlungsbeginn erhohte Spiegel an
neutralisierenden Antikérpern aufwiesen, haben eine geringere Wahrscheinlichkeit, dass virale DNA
drei bis fiinf Tage nach Virusinjektion im peripheren Blut nachweisbar war; aulerdem war dieser Effekt
bei intravasaler Gabe, intravends oder intraarteriell, stirker ausgeprégt als bei intratumoraler Injektion
(Kirn 2001a).

In Tierversuchen kommt es in nahezu allen Spezies nach Gabe eines Adenovirus zur Entwicklung einer
spezifischen humoralen Immunantwort mit Bildung von neutralisierenden Antikorpern. Diese Antwort
lauft in der Regel innerhalb von zwei bis vier Wochen nach Erstgabe ab und ist duBerst robust. Harvey
et al. konnten jedoch zeigen, dass diese Ergebnisse nicht einfach auf den Menschen iibertragbar sind,
sondern dass dort eine wesentlich variablere Antwort zu beobachten ist (Harvey et al. 1999). Es zeigte
sich, dass die Intensitéit der Produktion neutralisierender Antikdrper wesentlich abhéngt vom préexistie-
renden Antikorperspiegel; je mehr priexistierende Antikdrper vorhanden, desto stirker der Anstieg.
Auch der Administrationsweg spielt eine grofe Rolle; so kommt es selbst nach wiederholter intrabron-
chialer Gabe nicht oder nur zu minimalem Anstieg, jedoch nach intrakutaner, intratumoraler und intra-
myokardialer Gabe zu einer starken Antwort. Eine starke humorale Immunantwort schlieit die wieder-
holte Gabe eines therapeutischen Adenovirus aus und dezimiert so die die Erfolgsaussichten einer sol-

chen Therapie.

8.5.4 Noch verstarkte subtraktive Aktivitat des replizierenden IL-2-produzierenden

Adenovirus

Die moglicherweise deletiren Effekte des Zusammenspiels von erhohter antiviraler Immunitét, Zytoto-
xizitdt und Replikationsrate des Virus und Proliferationseigenschaften der Tumorzellen wurden bereits

diskutiert (s. 8.4.6). Dieser Effekt war moglicherweise dafiir verantwortlich, dass keine erhohte Trans-
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genexpression, keine virale Replikation und kein verstirkter Antitumoreffekt des replizierenden Virus
im in dieser Arbeit verwendeten in vivo Modell erzielt wurden. Ein solcher Effekt ist auch zu erwarten,
wenn das Virus in einer klinischen Anwendung beim Menschen zum Einsatz kédme. Eine vermehrte
antivirale Immunitét, durch die Sekretion von IL-2 fiihrt unter Umstdnden dazu, dass es nur zu einer
abortiven Tumorzellinfektion durch das Virus kommen konnte und die Ausbreitung im Tumorgewebe
erheblich beeintrichtigt wiirde. Der beim Menschen zu erwartende Effekt sollte aller Voraussicht nach
noch stdrker ausfallen, da eine voll kompetente T-Zellantwort bestiinde. Die klinische Anwendung er-

scheint aus dieser Sicht nicht sinnvoll.

8.6 Ausblick

Es gibt verschiedene Ansatzmdglichkeiten, die diskutierten Probleme bei der Anwendung der in dieser

Arbeit verwendeten replizierenden Adenoviren zum Immungentransfer zu beheben.

8.6.1 Erhalt der ADP Region

Die Funktion des ADP Gens im Hinblick auf den lytischen Infektionszyklus und die sich durch die De-
letion des ADP Gens in der E3 Region ergebenden Folgen sind diskutiert worden (s. 4.3.2.3 und 8.4.5).
Durch Reinsertion des ADP Gens oder die Verwendung eines Vektors mit kleinerer Deletion der E3
Region, die das ADP Gen erhilt, kann moglicherweise eine verbesserte und beschleunigte Virusaus-
breitung erreicht werden, da ADP eine wichtige Rolle im terminalen Infektionszyklus und der Virusfrei-

setzung spielt (Tollefson, Ryerse et al. 1996; Tollefson, Scaria et al. 1996).

8.6.2 Besserer Zielzelltropismus

Als ein Problem wurde diskutiert, dass die Zielzellen mdglicherweise den adenoviralen Rezeptor, d.h.
sowohl den fiir die initiale Adsorption notwendigen Rezeptor CAR, als auch die Internalisierungsre-
zeptoren oyf33 und oy Ps, nicht mehr, oder nur in sehr geringem Maf3e, exprimieren. Hierdurch kommt es
zu einer deutlichen Verminderung der Transduktionseffizienz.

Eine Moglichkeit, diesen Effekt zu umgehen, besteht in der Verwendung von fiber-Protein-Mutanten.
Die fiber-Struktur ist verantwortlich fiir die Bindung an den primden Rezeptor, CAR. Shinoura et al.
verwendeten ein E1B55K-deletiertes Adenovirus mit einer verdnderten fiber-Struktur; an das C-termi-

nale Ende war ein zusitzlicher Abschnitt von 20 Lysinresten angefiigt worden (Shinoura et al. 1999).
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Durch diese Alteration konnte eine erheblich verbesserte Transduktionseffizienz im Nacktmaus-Gliom-
Modell erzielt werden. Zuvor konnten Yoshida et al. das gleiche Phdnomen mit einem verdnderten
Wildtypadenovirus nachweisen (Yoshida et al. 1998).

Dmitriev et al. zeigten, dass durch die Inkorporation eines die RGD-Sequenz enthaltenden Peptids in die
fiber-Struktur die Transduktionseffizienz um den Faktor 100 bis 1000 gesteigert werden konnte
(Dmitriev et al. 1998). Die virale Infektion ist in diesem Fall nicht abhidngig von der Expression des
adenoviralen Rezeptors CAR.

Andererseits mag es unter Umstéinden wiinschenswert sein, das Zielzellspektrum einzuengen und nicht,
wie oben beschrieben, zu diversifizeren. Curiel et al. verwendeten dazu Konjugate, bestehend aus einem
anti-fiber-Abschnitt und einem Abschnitt, der fiir die Bindung an die Zielzelle verantwortlich ist, z.B.
einen Liganden oder einen anti-Rezeptor-Antikdrper (Curiel 1999). Durch diese Konjugate kommt es
einerseits zu einer Ablation des nativen Tropismus, und, andererseits, zu einem Tropismus fiir die Re-
zeptor-exprimierende Zelle (Douglas et al. 1996; Haisma et al. 2000).

Die Moglichkeit, durch Deletionen im viralen Genom eine spezifische Replikation in den Tumorzellen
zu erreichen, kann moglicherweise durch ein besseres Verstidndnis der Interaktion zwischen Zellzyklus-
regulatoren, Onkogenen und viralen Genprodukten verbessert werden. Die zunéchst in der Literatur
angenommene Spezifitdt von Onyx-015 fiir Zellen mit fehlreguliertem p53-Signalweg kann als nicht
giiltig betrachtet werden (s. hierzu ausfiihrliche Erlduterung und Diskussion in 4.3.7 und 8.1.3). Dies
schliet jedoch nicht aus, dass dieses nicht fiir andere Viren moglich sein kdnnte. Verschieden Systeme
sind bereits hierfiir evaluiert worden, z.B. das fiir Zellen mit fehlreguliertem pRb-Signalweg spezifische

AdA24 (Fueyo et al. 2000b) (s. auch 4.3.5).

8.6.3 Geringere immunologische Antwort und Toxizitat

Wie oben erwiéhnt, ist die Auslosung einer starken zelluldren und humoralen Immunantwort ein funda-
mentales Problem bei der Gabe von Adenoviren. Dieses fiihrt zu einer verminderten Dauer der Gen-
expression und hat auch einen erheblichen Anteil an der Toxizitdt. Aulerdem wird durch die Immun-
antwort eine Readministration erschwert, da die Viruspartikel durch Antikorper gegen Capsid-Struktu-
ren neutralisiert werden (Yang et al. 1995; Worgall et al. 1997). Es existieren verschiedene Strategien,
diese Phidnomene zu umgehen. So wurde versucht, eine Toleranz zu erzeugen durch eine orale Gabe des
Virus oder durch Gabe an neugeborene Tiere (Walter et al. 1996; Ilan 1999). Des weiteren kann durch
die gleichzeitige Gabe von immunsuppressiven Medikamenten, wie z.B Cyclophosphamid, FK506 und
Cyclosporin A eine verminderte Toxizitdt du eine verldngerte Transgenexpression erzielt werden (Fang

et al. 1995; Jooss et al. 1996; Ilan et al. 1997). Jedoch sind diese Vorgehensweisen wenig praktikabel,
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da bei jeder weiteren Gabe des Vektors die immunsuppressiven Medikamente ebenfalls gegeben werden
miissen; zudem weisen die verwendeten Immunsuppressiva selbst eine erhebliche Toxizitét auf.

Daher erscheint die Modulation des Adenovirus selbst ein sinnvolleres Vorgehen als die Immunantwort
des Wirtsorganismus zu beeinflussen. So wurden hier Vektoren mit Deletionen von grof3en Teilen des
viralen Genoms (gutless Vektoren) entwickelt, die eine deutliche Verminderung der Immuninduktion
und Toxizitdt aufweisen. Helfervirus-abhéngige Viren besitzen keine Protein-kodierenden Gensequen-
zen mehr und zeigen eine geringe Toxizitdt und Immunogenitit. Trotz dieser Fortschritte kommt es im-
mer noch zur Bildug von neutralisierenden Antikdrpern, so dass letztendlich nur durch Variation der
Serotypen des Vektors langfristig angemessene Transgenexpressionsspiegel entstehen (Parks et al.
1999). Dieses stellt jedoch eine erhebliche Schwierigkeit dar.

Ein weiteres mogliches Vorgehen ist die biochemische Modifikation der Capsid-Proteine. Croyle et al.
verwendeten in einem Tiemodell die PEGylierung von Capsidstrukturen und erreichten hiermit eine
verringerte Aktivierung von T-Lymphozyten und auch einer verringerte Bildung von neutralisierenden

Antikorpern (Croyle et al. 2002).

8.6.4 Regulierbares Transgen

Wie in Abschnitt 8.4.6 diskutiert, wirkt die Expression eines immunstimulatorischen Transgens, in die-
sem Falle von IL-2, moglicherweise deletir auf die Ausbreitung des Virus innerhalb des Tumors, durch
eine libermdfige Aktivierung einer antiviralen Immunantwort. Daher wére es wiinschenswert den Zeit-
punkt der Transgenexpression zu kontrollieren, um z.B. nach vollstindiger Dissemination des Virus
innerhalb des Tumors eine Transgenexpression ,,einzuschalten* und fiir eine starke Immunantwort ge-
gen Virus und Tumorzellen zu sorgen. Hierdurch kann eventuell ein Durchbrechen der ungewiinschten
Immuntoleranz gegen den Tumor erzielt werden. Hierfiir wéiren z.B. Tetrazyklin-abhingige Ex-

pressionssysteme geeignet (Agha-Mohammadi und Lotze 2000).

8.6.5 Bessere Administrationstechnik

Wie zuvor beschrieben, stellt, insbesondere beim Tierversuch, die Gabe der Adenoviren ein erhebliches
Problem dar, u.a. das grofe injizierte Volumen im Vergleich zum Tumorvolumen. Um eine optimale
Verteilung des Virus im Tumor zu erreichen, ist eine moglichst multilokuldre Injektionstechnik wiin-
schenswert. Dieses ist bereits von Khuri et al. in klinischen Studien durchgefiihrt worden (Khuri et al.

2000), des weiteren von Wein et al. in theoretischen Uberlegungen untermauert worden (Wein et al.
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2003), aber schwer zu erreichen im Falle sehr kleiner Tumoren, wie sie im Tierversuch vorlagen (100

bis 200 mm?®).

8.6.6 Verbesserte Tiermodelle

Die Einschrankungen des verwendeten Tiermodells im Hinblick auf eine Aussagekraft fiir eine zukiinf-
tige klinische Anwendung wurden bereits ausfiihrlich diskutiert (s. 8.2). Zusammengefasst spielt hier
die Abwesenheit von groen Teilen der adaptiven Immunantwort, die Verwendung von xenogenen Tu-
moren, die Verwendung von humanen Adenoviren und die Erzeugung subkutaner Tumoren, die keine
einem malignen Tumor dquivalentes Wachstumsverhalten aufweisen, eine grof3e Rolle. Nicht zuletzt ist
auch die GroBeneinschrinkung des Mausmodells eine Schwierigkeit, da die erreichbaren Tumorgréflen
Probleme bei der intratumoralen Gabe von Virusldsungen bereiten, wie in Abschnitt 8.6.5 dargelegt.

Fiir die Evaluation der Interaktion vom Immunsystem des Wirtsorganismus, Tumor und appliziertem
Adenovirus wire ein syngenes Modell sehr vorteilhaft. Hemminski et al. haben z.B. canine konditionell
replikationskompetente Adenoviren (conditionally replicating adenovirus — CRAD) entwickelt, die eine
solche Gelegenheit bieten (Hemminki et al. 2003). Die Expression der E1A Region wurde im entwickel-
ten Virus unter die Kontrolle des Osteocalcin-Promoters gestellt, um eine gewisse Selektivitdt flir osteo-

calcinexprimierende Tumorzelllinien und Tumoren zu erreichen, z.B. fiir Osteosarkome.

8.6.7 Besseres Verstandnis der Interaktion von onkolytischen Adenoviren, Tumor-

gewebe und Immunantwort

Der Zusammenhang zwischen der onkolytischen Aktivitit eines Adenovirus und der Interaktion mit
Tumorgewebe und Immunsystem des Wirtsorganismus muf} in Zukunft besser verstanden werden. Erste
Ansitze hierfiir bieten die bereits diskutierten, von Wodarz und Wein et al. entwickelten theoretische
Modelle (Wodarz 2001a; Wein et al. 2003) (s. 8.5.4). Bisher bezog die Entwicklung von onkolytischen
Viren diese Faktoren nur in ungeniigendem Mafle ein. Dieses driickt sich aus in dem relativ enttéu-
schenden Abschneiden der onkolytischen Viren in klinischen Therapiestudien (Nemunaitis et al. 2000;
Kirn 2001b; Nemunaitis, Khuri et al. 2001), und auch die Ergebnisse der vorliegenden Untersuchung
wiesen darauf hin, dass ein einfacher additiver oder synergistischer Effekt bei der Verwendung von rep-
lizierenden, onkolytischen Viren als Immungenvektoren nicht zu erwarten ist. Die Entwicklung und
optimale Modifizierung von Faktoren wie Zytotoxizitit, Immunogenitit und Replikationsfahigkeit von
onkolytischen Viren sollte eine Verbesserung dieser Ergebnisse ermdglichen. Ferner kann in Zukunft

durch Integration der oben erwidhnten Vorschlidge zum verbesserten Zielzelltropismus und einer regu-
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lierten Transgenexpression eine weitere Verbesserung der Spezifitdt von onkolytischen Adenoviren
erwartet werden. Positiv stimmen auch die Befunde von Sauthoff et al., dass eine langdauernde Vi-
ruspersistenz und —replikation in Tumorxenografts in der Nacktmaus nach intratumoraler Injektion von

replizierenden Adenoviren nachgewiesen werden konnte (Sauthoff et al. 2003).
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9 ZUSAMMENFASSUNG

In der Literatur konnte in priklinischen und klinischen Studien gezeigt werden, dass ein replikati-
onskompetentes Adenovirus mit einer Deletion des EIB55K-Gens (Onyx-015) eine ausgeprigte onkoly-
tische Aktivitit besitzt. Des weiteren ist seit langem bekannt, dass IL-2 in der Lage ist, spezifische und
unspezifische Komponenten des Immunsystems zu stimulieren.

In dieser Arbeit wurde die Hypothese getestet, dass mit einem E1B55K-deletierten IL-2-Gen tragenden
Adenovirus durch die immunmodulatorischen Effekte von IL-2 eine zusétzliche Antitumorwirkung zu
erzielen sei. Hierflir wurden in der Zellkultur mit verschiedenen Prostatakarzinomzelllinien die ange-
nommenen verschiedenen Komponenten des Antitumoreffektes, d.h. Zytopathogenitdt, Ausmal3 der
Virusfreisetzung und der IL-2 Produktion von verschiedenen Adenoviren verglichen. Fiir den Vergleich
wurde ein E1B55K-deletiertes IL-2 Gen tragendes Virus, ein E1B55K-deletiertes Virus ohne IL-2 Gen,
und nichtreplizierende Adenoviren der ersten Generation mit IL-2 Gen Insertion in der E1 oder der E3
Region verwendet.

Die zytopathogenen Effekte und das Ausmal der Virusfreisetzung des replikationskompetenten Virus
mit IL-2 Gen waren dhnlich der des replikationskompetenten Virus ohne IL-2 Gen, wéhrend die
Produktion von IL-2 gegeniiber der nach Infektion mit einem replikationsdefizienten Virus mit IL-2
Gen stark erhoht war. Die Transgenexpression war bei Insertion des Transgens in der adenoviralen E3
Region deutlich vermindert gegeniiber einer Insertion in der E1 Region.

Des weiteren wurden in vivo Untersuchungen mit Tumorxenografts in der Nacktmaus durchgefiihrt.
Hier zeigte sich, dass das IL-2 Gen tragende replikationskompetente Adenovirus und das replikationsde-
fiziente Virus ohne IL-2 Gen in bezug auf die Verzogerung von Tumorwachstum, die Fahigkeit kom-
plette Remissionen herbeizufiihren, das AusmaB der IL-2 Produktion und das Uberleben eine #hnliche
Effektivitit besalen. Immunhistochemisch konnte eine lokale Transduktion von Zellen und Replikation
nachgewiesen werden, jedoch fand keine den ganzen Tumor erfassende Infektion statt. Dies deutete
darauf hin, dass die Replikation des replikationskompetenten Virus im Tumorxenograft eingeschrankt
war.

Diese Befunde zeigen, dass das in vivo Verhalten von onkolytischen Viren, Tumorgewebe und Gewe-
ben des Wirtsorganismus komplexer ist als von in vitro Studien geschlussfolgert werden kann, und dass
moglicherweise in vivo eine erhohte Immunogenitét schadliche Einfliisse hat auf die Virusinfektion und
Replikationsverhalten im Tumorgewebe.

Weitere Untersuchungen sind notwendig, um die komplexe Interaktion zwischen onkolytischen Viren,
Tumorgewebe und Immunsystem darzustellen, mit dem letztendlichen Ziel, onkolytische Viren zu ent-

wickeln, die in der Lage sind, gezielt und spezifisch eine langfristige Antitumorwirkung zu erzielen.
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10 MATERIAL UND BEZUGSQUELLENNACHWEIS

10.1Material

10.1.1.1 Chemikalien

Chemikalie Bezugsquelle

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Ampicillin Natriumsalz

Deoxycholsdure Natriumsalz

DMSO Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

EDTA Riedel-de Haén, Seelze

Eisessig Fluka BioChemika, Neu-Ulm

Ethanol 70% Apotheke des Klinikums rechts der Isar, Miinchen

Ethanol absolut

Apotheke des Klinikums rechts der Isar, Miinchen

Ethidiumbromid Roche Diagnostics GmbH; Mannheim
Glucose Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Glycerol Riedel-de Haén, Seelze

Isopropanol reinst

Apotheke des Klinikums rechts der Isar, Miinchen

Kaliumacetat Riedel-de Haén, Seelze

Kaliumchlorid Merck; Darmstadt

Kristallviolett Serva, Heidelberg

Na,CO; Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
NaCl Fluka BioChemika, Neu-Ulm

NaH,PO, Fluka BioChemika; Neu-Ulm

NaHCO; Fluka BioChemika, Neu-Ulm

NaOH Fluka BioChemika; Neu-Ulm
Natriumcitrat Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Phenol (Aqua-Roti®)

Roth; Karlsruhe

SDS Fluka BioChemika, Neu-Ulm
Tris Roche Diagnostics GmbH; Mannheim
Trypanblau Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Tween-20

Fluka BioChemika, Neu-Ulm




Material und Bezugsquellennachweis 107

10.1.1.2 Zelllinien

293 ATCC* CRL-1573

(primdre humane embryonale Nierenzellen, transformiert mit abgescherter Ad Typ 5 DNA)
DU 145 ATCC* HTB-81

(humane Prostata Adenokarzinomzellen, isoliert aus Gehirnmetastasen)
HeLa ATCC* CCL-2

(humane Zervixkarzinomzellen)
LNCaP ATCC* CRL-1740

(humane Prostata Adenokarzinomzellen, isoliert aus Lymphknotenmetastasen)
MCEF7 ATCC* HTB-22

(humane Mammakarzinomzellen)
PC-3 ATCC* CRL-1435

(humane Prostata Adenokarzinomzellen, isoliert aus Knochenmetastasen)

* American Type Culture Collection: www.atcc.org

10.1.1.3 Zellkulturmedien, -seren und -zuséatze

Medium Bezugsquelle

Dulbecco’s MEM (1x) Biochrom AG; Berlin
mit 3,7 g/l NaHCO;, 4,5 g/l D-Glucose, 1,028 g/l
N-Acetyl-L-Alanyl-L-Glutamin, ohne Na-Pyruvat

MEM-Earle (1x) Biochrom AG; Berlin
mit 2,2 g/l NaHCO;,

0,518 g/l N-Acetyl-L-Alanyl-L-Glutamine

Minimum Essential Medium-Eagle (10x) Gibco; Paisley, U.K.
mit Earles Salzen, ohne L-Glutamin und NaHCO;

RPMI 1640 Medium (1x) Biochrom AG; Berlin

mit 2,0 g/l NaHCOs,
0,532 g/l N-Acetyl-L-Alanyl-L-Glutamine

Serum Bezugsquelle

SeraPlus, prozessiertes FBS PAN Biotech GmbH; Aidenbach

Fotales Kélberserum Biochrom AG; Berlin

Pferdeserum Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Zusatze/Anderes
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Penicillin / Streptomycin (10000 U / 10000 pg/ml)
L-Glutamine (200 mM)

Natriumpyruvat (100 mM)

PBS-Dulbecco (1x) ohne Ca*", Mg

Trypsin / EDTA Losung 0,25% / 0,02%
in PBS ohne Ca*", Mg*"

Amphotericin B (Fungizone®)

Biochrom AG; Berlin
Biochrom AG; Berlin

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Biochrom AG; Berlin
Biochrom AG; Berlin

Roche; Mannheim

SeaKem®™ LE Agarose FMC® BioProducts

10.1.1.4 Verbrauchsmaterial

Verbrauchsmaterial Bezugsquelle

Parafilm ,,M* American National Can; Chicago, IL

Serologische Pipetten ADVANTAGE
Pipettenspitzen ungestopft und gestopftt
Zellkulturschalen, Zentrifugenrohrchen
Cryodevice

Cryordhrchen

1,5 ml ClickFit Reaktionsgefafie

Ultra-Clear™ Zentrifugenrohrchen (14x89 mm)
Zellschaber

Slide-A-Lyzer 10 K Dialysekassetten

Pasteur Pipetten

Optiseal™ Polyallomer Zentrifugenréhrchen

Zubehor

Falcon®; Heidelberg

Josef Peske oHG; Aindling-Pichl
TPP; Trasadingen, Schweiz
Nalgene; Hereford, UK

Josef Peske oHG; Aindling-Pichl
Treff Lab; Degersheim, Schweiz
Beckman Instruments; Palo Alto, CA
Corning Incorporated; Corning, N.Y.
Pierce; Rockford, IL

Josef Peske oHG; Aindling-Pichl

Beckman Instruments; Palo Alto, CA

Bezugsquelle

Research Pipetten

Accu-Jet®, Transferpette®

MS2 Minishaker

Model 1575 ImmunoWash

CO, Water Jacketed Incubator

Hera Safe Sterilbank

Neubauer Zihlkammer Tiefe 0,100 mm, 0,0025 mm”

Eppendorf; Wesseling-Berzdorf
Brand; Dietenhofen

IKA®; Staufen

Bio-Rad; Miinchen

Forma Scientific; Marietta, OH
Heraeus Instruments / Kendro; Hanau

Marienfeld; Lauda-Ko6nigshofen
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Mikroskope/Kamera Bezugsquelle

Axiovert 135 Phasenkontrast-/Fluoreszenzmikroskop  Zeiss; Jena

Coolpix Kamera

Zentrifugen/Rotoren

Nikon

Biofuge fresco, Megafuge 2.0 R, Varifuge 3.0 R

EBA 12
J2-HS Centrifuge

OptimaTM LE-80K Ultrazentrifuge
mit Rotor SW41T1 Rotor und 80 Ti

10.1.1.5 Enzyme/Anderes

Heraeus Instruments / Kendro; Hanau
Hettich Zentrifugen; Tuttlingen
Beckman Instruments; Palo Alto, CA

Beckman Instruments; Palo Alto, CA

Verwendete Enzyme wurden von Roche Biochemicals bezogen.

10.1.1.6 Tierversuch

Tiere

Bezugsquelle

Balb/C nu/nu, ménnlich

Material / Medikamente fir Tierversuch

Charles River Laboratories, Frankreich

Bezugsquelle

1 ml Luer lock Spritze

Kaniile 23G x 1 %

Kaniile Sterican® Insulin Gauge 30 x 5/16”
Einbettmedium fiir Gefrierschnitte
Messschieber Absolute Digimatic
Anisthesiegerit

Medetomidin (Domitor”™) 1 mg/ml
Midazolam (Dormicum®) 50 mg/10ml
Fentanyl (Fentanyl-ratiopharm™) 50 pg/ml
Isofluran

Heparin (Liquemin® N 25000)

Codan Medical ApS; Lensahn
Microlance®3

B. Braun; Melsungen

Jung; Nussloch

Mitutoyo; Neuss

Dréger, Liibeck

Griub AG; Bern

Roche; Mannheim
Ratiopharm; Ulm

Baxter; Miinchen

Roche
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10.1.1.7 Durchflusszytometrie

Gerét Bezugsquelle

FACS Vantage Becton-Dickinson; Heidelberg
mit Software CELLQuest Version 3.1f

10.1.1.8 ELISA

ELISA-Kit Bezugsquelle

h-Interleukin-2 ELISA Boehringer Mannheim / Roche
OptEIA™ Set: Human Interleukin-2 Pharmingen; San Diego, CA
Zubehor Bezugsquelle

96-well Nunc Maxisorp P/N Nunc GmbH; Wiesbaden

50 mL Reagent Reservoir Corning Incorporated; Corning, N.Y.
Assay Diluent Pharmingen; San Diego

10.1.1.9 Zellproliferationsassay

Cell Proliferation Kit [ (MTT) Roche; Mannheim

10.1.1.10 Photometer

Biolumin 960 Molecular Dynamics

DU® 640 Spectrophotometer Beckman Instruments; Palo Alto, CA

10.1.1.11 Immunhistochemie

Kryostat HM 500 O Microm; Walldorf

Objekttriger SuperFrost® Plus und Deckgléser Menzel-Gliser; Braunschweig

Hémalaun nach Mayer Apotheke des Klinikums rechts der Isar, Miinchen

(in 1 1 wiBriger Losung: 1 g Hamatoxylin, 0,2 g NI, 50 g KAISO4-12-hydrat, 50 g Chloralhydrat,
0,91 g Zitronensédure wasserfrei)
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DAKO Envision™ System, AP

Monoclonal Antibody to human Interleukin-2,
Clone B-G5

Mouse Anti-Adenovirus (Blend) Monoclonal
Antibody , MAB 805
Rabbit Anti-Maus-Gangliosid-GM1 (NK-Zelle)

PAP PEN

Aqua-Poly/Mount Medium

10.1.1.12 Statistische Auswertung

SPSS for Windows Release 11.0.1
Sigma Plot Version 8.0

10.2Rezepte

DAKO, Hamburg
DPC Biermann, Bad Nauheim

Chemicon International, Temecula,
USA

DPC Biermann, Bad Nauheim

Kisker

Polysciences, Eppelheim

SPSS Inc., Chicago, USA
SPSS Inc., Chicago, USA

Die Sterilisation der verwendeten Losungen erfolgte im Autoklaven bei 120°C und 1 bar fiir 20 min.

Kristallviolettlosung fiir Zellfarbung

60,8  vol% Ethanol
26,1  vol% ddH,O

8,7 vol% Formalin
4.3 vol% Essigséure
1% Kristallviolett

SSC (20x)

175,3 g NaCl
88,2 g Natriumcitrat

auflésen in 800 ml Aqua bidest.

einstellen des pH auf 7,0 mit 10 N NaOH-Losung

Citratsalzlosung (10x)

50 g KCl
22 g Natriumcitrat

auffiillen auf 500 ml mit Aqua bidest.

MEMF11-Overlay fiir Plaque Assay / Plaque Purification (260 ml)

100 ml MEM-Earle (1x),

12ml Minimum Essential Medium-Eagle (10x),

3,2 ml NaHCO; 7,5% (sterilfiltriert),
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0,4 ml Amphotericin B,

2 ml Penicillin / Streptomycin 10000 U / 10000 pg/ml,
2 ml Glutamin 200 mM,

2 ml Hefeextrakt 5% (sterilfiltriert) und

10 ml Pferdeserum, hitzeinaktiviert,

mischen und im Wasserbad auf 37°C erwérmen, dann 5 min auf 44°C. 130 ml 1% sterile Agarose
(SeaKem® LE Agarose) erhitzen mit der Mikrowelle bis zur vollstindigen Losung, und danach Ab-

kiihlung im Wasserbad auf 44°C. Anschliessend Mischung des Mediums mit der Agarose.

Losungen fiir Plasmidpréparation mit CsCl-Gradientenzentrifugation
Lysozymlosung (frisch anzusetzen, auf Eis)

5 mg/ml Lysozym
10 mM EDTA

50 mM Glucose

25 mM Tris pH 8,0

Alkalische SDS-Ldsung: 1% SDS, 0,2 N NaOH

3 M Kaliumacetat: 60 ml 5 M Kaliumacetat, 11,5 ml Eisessig, 28,5 ml Aqua bidest.

CsCl-gesittigtes Isopropanol

25 mM Tris
10 mM EDTA
gesittigt mit CsCl

Immunhistochemie Waschpuffer

50 mM Tris

300 mM NaCl

0,1% Tween 20

ad pH 7,4 mit konzentrierter HCI (aq)

Antikorperverdiinnungslosung

50 mM Tris in ddH,O
ad pH 7,6 mit konzentrierter HCI (aq)
1% BSA

PBS*": 0,68 mM CaCl,, 0,49 mM MgCl, in PBS

1 x HBS (HEPES-buffered saline) fiir Kotransfektion

21 mM HEPES

0,137 M NaCl

5 mM KCl

0,7 mM N212PO4

5,5 mM Glucose

ad pH 7,1 und Lagerung bei 4°C
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11 ABKURZUNGEN

Abkiirzung Bedeutung

ug Mikrogramm

AAV Adeno-associated virus

Ad Adenovirus

ADCC Antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity
ADP adenovirus death protein

Aqua bidest. Aqua bidestillata (doppelt destilliertes Wasser)
ATCC American Type Culture Collection
BSA Bovine serum albumin

CD Clusters of differentiation

CTL Cytotoxic T lymphocyte

DMSO Dimethyl sulfoxide

DNA Desoxyribonucleic acid

El, E2, E3, E4 earlyunit1, 2, 3,4

EDTA Ethylenediamine tetraacetate
EGFP enhanced green fluorescent protein
EIA Enzyme immuno assay

ELISA Enzyme-linked immunosorbent assay
FACS Fluorescence activated cell sorter
FBS Fetal Bovine Serum

G Gauge

g Erdbeschleunigung (= 9,81 ms™)

g Gramm

h Stunde

HCMV human cytomegalovirus

hIL-2 human Interleukin-2

HIV Human immunodeficiency virus
IL-2 Interleukin-2

IRES internal ribosomal entry site

Lt intratumoral

ITR Inverted terminal repeats

lacZ Gen fiir B-Galactosidase

MDR multiple drug resistance
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MEM Minimum Essential Medium

mg Milligramm

MHC Major histocompatibility complex
min Minute

ml Milliliter

mM milli mol/l

mm Millimeter

MOI Multiplicity of infection

MTT 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyl tetrazolium bromid
ND not determined; nicht bestimmt

NIH National Institutes of Health
NK-Zellen Natural killer-Zellen

nu nude

OMIM Online Mendelian Inheritance in Man
orf Open reading frame

OTC Ornithine transcarbamoylase

PBS Phosphate buffered saline

PBS* PBS mit Ca* und Mg**

PCR Polymerase chain reaction

pfu plaque forming units

RAC recombinant DNA advisory committee
Rb Retinoblastoma

RNA ribonucleic acid

rpm rotations per minute

SCID severe combined immunodeficiency
SDS Sodium dodecyl sulfate

sec Sekunde

SPF Specific pathogen free

STAT signal transduction and activator of transcription
SV40pA Simian virus 40 polyadenylation signal
U Units

uv Ultraviolett

V. Vena

whn Winged helix nude
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