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Einleitung

Gentherapie ist vom Grundkonzept her ein vielversprechender neuer Ansatz fur
gegen derzeit angewandte Therapiemodalitaten resistente Karzinome. Sie basiert
auf den molekularen Unterschieden zwischen normalen und Tumorzellen, welche fur
diese gezielte Therapieoption genutzt werden. Verschiedene Strategien befinden
sich aktuell in klinischer Erprobung, von denen einige ermutigende erste Ergebnisse
zeigten, insbesondere fur Ansatze zur Kompensation von Mutationen, mit
molekularer Chemotherapie oder mit replikationskompetenten Viren. Adenoviren sind
die derzeit popularsten Vektoren, und die zunehmende Menge klinischer Daten laft
eine exzellente Therapiesicherheit flir Karzinompatienten vermuten. Untersucht
werden Ansatze, um eine gezielte Steuerung der Genexpression in Tumorzellen
mittels tumorspezifischer Promotoren zu erreichen. Ein sich ebenfalls rasant
entwickelndes Feld ist das der reklikationskompetenten Vektoren, die eine
verbesserte Tumorpenetration und lokale Amplifizierung des anti-Tumor Effektes
ermoglichen. Des weiteren konnen Strategien zur Infektiositatssteigerung die
unterschiedliche und oft geringe Expression des primaren adenoviralen Rezeptors
auf Tumorzellen Uberwinden, welche ursachlich fur die geringe klinische Effektivitat
friherer Ansatze sein konnte. Adenovirale Gentherapie fur Karzinome weist keine
Kreuzresistenz mit anderen Therapieoptionen auf. Daher sind synergistische Effekte
moglich und fur die Kombination mit Chemotherapie beschrieben (1).
Transkriptionelles Targeting gynakologischer Karzinomzellen mit Hilfe des Promotors
fur den vascular endothelial growth factor Rezeptortyp | (flt-1) wurde untersucht. Flt-1
wird nicht in der Leber exprimiert und ist daher ein idealer Promotor zum
transkriptionalen Targeting von Adenoviren. Unsere Untersuchungen zeigten, dafl
der flt-1 Promotor in Teratokarzinomen aktiv und damit ein moglicher Kandidat zur
Entwicklung onkolytischer Adenoviren zur Behandlung dieser oft problematischen
Erkrankung ist.

Ein Tropismus-modifiziertes konditional replikatives Adenovirus (CRAd), Ad5-
A24RGD, wurde untersucht an gynakologischen Karzinomen. Ad5-A24RGD ist ein
Adenovirus, welches selektiv in Zellen repliziert, die einen defekten p16/Rb Pathway

aufweisen. Dieser Pathway ist defekt in nahezu allen Tumorzellarten. Der Fiber von



Ad5-A24RGD beinhaltet ein integrinbindendes Arginin-Glyzin-Aspartam Element
(RGD-4C), welches eine Infektion der Tumorzellen unabhangig vom Coxsackie-
Adenovirus-Rezeptor (CAR) erlaubt. Dies ist ein sehr attraktiver Ansatz zur
Behandlung gynakologischer Karzinomzellen, da deren Expression von CAR
hochvariabel und meist sehr gering ist. Wir konnten Onkolyse fir ein weites
Spektrum von Ovarial- und Zervixkarzionomzellen zeigen, ebenso wie von
Spharoiden primarer Ovarialkarzinomzellen. Dies ist ein neues System zur
Untersuchung primarer Tumorsubstrate in vitro, insbesondere fur die experimentelle
Erprobung von onkolytischen bzw. konditional replizierenden Adenoviren (CRAdSs).
Die Biodistribution von Ad5-A24RGD wurde untersucht und praklinische Daten zur
Therapiesicherheit konnten gewonnen werden mit dem Nachweis fehlender
Replikation in humanen mononuklearen Zellen des peripheren Bluts (PBMC). Mit
verschiedenen orthotopen Mausmodellen konnte die hohe Effektivitat von Ad5-
A24RGD auch in vivo nachgewiesen werden. In einen hochaggressiven
intraperitonealen Modell disseminierter Ovarialkarzinomzellen fuhrte die Therapie mit
Ad5-A24RGD zu einer kompletten Tumoreradikation bei 50% der Mause.

Um die Selektivitat und Spezifitat von CRAds weiter zu verbessern, wurden dreifach
modifizierte onkolytische Adenoviren geklont. Sie beinhalten den cyclo-oxygenase-2
(cox2) Promotor, E1A Transkomplementation und sind Serotypchimaren. Wir
untersuchten  Spezifitdt und onkolytische Potenz dieser CRAds an
Ovarialkarzinomzellen anhand zwei verschiedener Versionen des cox2 Promotors in
Kombination mit drei verschiedenen Varianten von E1A (Wildtyp, delta24 und
delta2delta24). Ad5/3cox2Ld24 erwies sich als Virus mit der besten Kombination, da
es erhohte Selektivitat ohne Verlust an Effektivitdt sowohl in vitro als auch in
aggressiven intraperitonealen Ovarialtumormodellen zeigte.

Zusammenfassend ergeben die therapeutische Effektivitat der in dieser Studie
getesteten CRAds zusammen mit den positiven Biodistributions- und
Sicherheitsdaten eine Grundlage, diese fur translationale Forschungsansatze mit

klinischen Studien fur gynakologische Karzinome einzusetzen.



Stand der Forschung

Das zunehmende Verstandnis von molekularen Grundlagen und genetischen
Variationen von Krebserkrankungen erlaubt die Entwicklung neuer, zielgesteuerter
Therapieansatze. Die somatische Gentherapie bietet besondere Voraussetzungen
zum Erreichen dieses Zieles (2).

Ein zentrales Prinzip der Gentherapie ist der erfolgreiche Transfer von genetischer
Information mit dem Ziel eines spezifischen therapeutischen Effektes. Zwei Probleme
mussen zu diesem Zweck erfolgreich geldst werden. Zum einen ist es notwendig, fur
einen ausreichenden Gentransfer in das Zielgewebe zu sorgen. Zum anderen ist
eine zellspezifische Aktivierung des Ubertragenen therapeutischen Genmaterials
wunschenswert, um gesundes Gewebe zu schonen. Ein aussichtsreicher Kandidat
zur Entwicklung eines entsprechenden Gentransfersystems (,Vektor®) ist das
humane Adenovirus Serotyp 5. Es lasst sich vielfaltig genetisch modifizieren, ist auch
modifiziert in vitro und in vivo stabil; es infiziert effektiv sowohl teilende als auch
ruhende Zellen und ist nicht Ausloser einer potentiell gefahrlichen Erkrankung des
Menschen. Zusatzlich ist die Produktion von ausreichenden Dosen in therapeutisch

einsetzbarer Qualitat (,good manufacturing practice quality“ ,GMP) etabliert (2).

Abb. 1: Schematischer Aufbau des Adenovirus Typ 5

Trotz dieser theoretischen Vorteile zeigten erste klinische Erfahrungen mit den in
vitro sehr erfolgreichen replikationsdefizienten Adenoviren der sogenannten ersten

Generation nur geringen bis keinen Erfolg. Ursachlich hierfir war, dass beide der



oben genannten Voraussetzungen zur erfolgreichen Gentherapie in vivo nicht erfuillt
worden waren (2).

Es zeigte sich, dass das naturliche Vorkommen und Verteilungsmuster des primaren
Rezeptors von Adenovirus Typ 5, des Coxsackie-Adenovirus-Rezeptor ,CARY,
hdchst ungleichmalig ist. Dieser Rezeptor ist fast ausschlieRlich bei epithelialen
Gewebetypen zu finden und die Rezeptordichte kann im Rahmen der malignen
Transformation von epithelialem Gewebe bis hin zur volligen Abwesenheit des
Rezeptors reduziert werden (3-14). Daher ist insbesondere in der onkologischen
Gentherapie in vivo ein ausreichender Gentransfer mit unmodifizierten Adenoviren
nur schwer moglich. Verschiedene Ansatze sollen dieses Problem I6sen. Der Ansatz
des sogenannten ,infectivity enhancements®, also der gesteigerten Infektiositat fur
das Zielgewebe unter Beibehaltung von CAR als Zielrezeptor, erlaubte erstmals
erfolgreiche Transferquoten und damit eine suffiziente Gentherapie auch in vivo. Der
bekannteste Ansatz ist die RGD-4C-Modifizierung des Virus (11, 15, 16). Die RGD-
4C-Domane ist Bestandteil der viralen Hulle und als solcher mitverantwortlich zur
erfolgreichen Infektion. Nach Andocken des Virus mit seinem sogenannten Fiber an
CAR, erfolgt die Integration des Virus in die Zelle mittels dieses RGD-Motivs des
Virus und der durch die Zelle exprimierten Integrine. Das Einklonieren der RGD-4C
Doméne nahe der Andockstelle des Virus im Fiber erlaubt eine direkte Anknupfung
des Virus an die Integrine unter Umgehung des CAR (11, 15). Integrine werden im
Rahmen der malignen Transformation nicht niedriger exprimiert, sondern nehmen
auf der Tumorzelloberflache eher noch zu (11, 15). Mit dieser Virusmodifikation wird
eine um 2-3 Zehnerpotenzen hohere Transduktion von malignen Zellen im Vergleich
zu unmodifizierten Adenoviren erreicht. Bei benignen Zellen dagegen bleibt die
Transduktionsrate nahezu konstant (11, 15). Diese Virusmodifikation fuhrte zu einer
gewissen ,Tumorspezifitat® des Virus und damit zu ersten erfolgreichen Ansatzen,
welche tierexperimentiell auch in vivo Uberzeugen konnten.

Zusatzlich wurde an weiteren Veranderungen der Virushulle gearbeitet mit dem Ziel
das CAR-abhangige natirliche ,Targeting® des Virus durch alternative
tumorzellspezifisches Targeting zu ersetzen. Prinzipiell gibt es zwei verschiedene
Ansatze der Virusmodifikation, welche entweder die eigentliche Zellinfektion
(transduktionales Targeting) oder die spatere Genexpression (transkriptionales

Targeting) betreffen.



Transduktionales Targeting hat eine zielzell-spezifische Veranderung des viralen
Bindungsmechanismus an die Zelle zum Ziel. Dies kann durch zwischengeschaltete
Linkerelemente oder durch direkte Veranderungen an der Virushulle geschehen.
Linker sind z.B. bispezifische Antikérper mit CAR auf Seiten des Virus und gegen
einen spezifischen Rezeptor an der Zielzelle. In mehreren Ansatzen wurde dies
erfolgreich erprobt. In vivo Experimente zeigten eine ausreichende Stabilitat dieser
Komplexe aus Virus und Linkerelement auf. Bispezifische Adaptermolekule
beinhalten u.a. bispezifische Antikorper, chemische Konjugate von Antikdrper-
Fragmenten (z.B. Fab) (4, 17-22) und zielselektiven Liganden (z.B. Folat) oder
zellspezifischen Rezeptoren (z.B. EGFR) und rekombinante Fusionsproteine (23, 24).
Drei verschiedene genetische Veranderungen an der Virushille sind derzeit in
Erprobung: 1. Fiber-pseudotypisierung, 2. die Inkorporierung neuer Liganden in den
Fiber und 3. das Entfernung des ,Fiberknobs”. Die Pseudotypisierung besteht aus
einer Kombination verschiedener Typen von ,Fiber“-Proteinen (entsprechen einem
,<Abstandselement® zwischen Virushulle und Bindungselement) und ,Knob“-Proteinen
(eigentliches Bindungselement) in einem Virus. Die Kombination von Ad5-Fiber und
Ad3-Knob hat sich als besonders selektive Chimare fur die Transduktion von
Ovarialkarzinomzellen gezeigt (25, 26). Die Inkorporation neuer Liganden in den
Fiber mit gleichzeitiger Ablation des naturlichen Tropismus (komplette Ausschaltung
der Bindung des Adenovirus an den CAR-Rezeptor durch Entfernen des originaren
Knob) konnte durch ein synthetisches Fibertrimerisat mit angeknupfter neuer
Bindungsstelle erreicht werden.

Transkriptionales Targeting erfolgt mittels eines dem viralen Genom vorgeschalteten
Steuerelements. Dieses zielzellspezifische Steuerelement (Promotor) kontrolliert
entweder das Ubertragene Gen oder im Falle von replizierenden Viren deren
Replikation selbst. Ein idealer Tumor-spezifischer-Promotor (TSP) ist nur in den
Tumorzellen aktiv, und sollte insbesondere in der Leber als Hauptabbauort fur
Adenoviren nicht aktiv sein. Als einer der ersten tumorspezifischen Promotoren
wurde der Promotor des ,Carcino-embryogenic Antigen“ (CEA) (27) erfolgreich
getestet, welches in zahlreichen gastrointestinalen, pankreatischen und
Lungenkarzinomvarianten exprimiert wird (27). Fur das Ovarialkarzinom ist der cox-2
Promotor von besonderem Interesse (28). Er ist nachgewiesenermal3en hochaktiv in
diesen Tumorzellen und nicht aktiv in der Leber. Dies macht ihn zu einem idealen

TSP fur gynakologische Tumoren (29).
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Die Tumorzellresistenz gegenuber zytotoxischen Agenzien zahlt zu den wichtigsten
limitierenden Faktoren einer erfolgreichen Chemotherapie. Die Multidrugresistenz
(mdr1) ist ein relevanter Resistenzmechanismus von Primartumoren und resistenten
Rezidiven bei humanen Leukadmien und soliden Tumoren (30, 31). Gerade
Ovarialkarzinome entwickeln haufig im fortgeschrittenen Stadium multiple
Resistenzen gegenuber Zytostatika (32).

In gentherapeutischen Ansatzen besteht die Option, unter Verwendung des mdr-
Promotors maligne chemoresistente Tumorzellen abzutéten, die mit konventionellen
Therapieverfahren nicht erreicht werden. Bei der mdr-Promotor gesteuerten
Suizidgenexpression konnte bereits im Tierversuch eine effiziente Tumorregression
sowie gute Virustoleranz nachgewiesen werden (33).

Friuhe Strategien nutzten eine als Suizidgentherapie bezeichnete Variante der
Gentherapie und erbrachte erste, insbesondere vorklinische Erfolge, die sich leider in
klinischen Tests oft nicht wiederholen lieRen (2).

Die fur eine erfolgreiche Tumortherapie notwendige Transduktionsrate konnte
insbesondere bei groleren Tumoren bislang nicht erreicht werden. In Abhangigkeit
von der Applikationsart wurden nur wenige Millimeter Tumorgewebe infiltriert und
abgetotet (2). In der Folgezeit wurde eine zielgerichtete und kontrollierte Replikation
von Viren in Zielzellen mit nachfolgender Infizierung und Abtotung weiterer
benachbarter Zielzellen als effizienzsteigerndes Prinzip diskutiert. Konditional
replizierende Adenoviren (CRAds = conditionally replicative adenovirus) erfullen
diesen Anspruch. Durch zielzellspezifische Steuerung der viralen Replikation wird
diese auf Tumorzellen beschrankt und ist in normalem Gewebe nahezu unmdglich
(2). Gesteuert werden kann die Replikation der CRAds auf zwei verschiedene Arten:
1. durch Vorschaltung eines TSP vor ein essentielles Gen der viralen Replikation
(z.B. das E1 Gen = ,early replication gene 1%) oder 2. durch genetische
Veranderungen in den Replikationsgenen selbst, die ihre Funktion auf bestimmte
Zellen limitieren.

Als erstes CRAd wurden Daten mit dem ONYX-015 Virus publiziert (34-37). In diesem
CRAd-System sind zwei Mutationen im E1B 55-kd Protein daflr verantwortlich, dass
dieses Virus sich nur in Zellen mit mutiertem p53 erfolgreich replizieren kann, in
normalem Gewebe ist die Replikation drastisch erschwert. Dieses CRAd wird bereits
in Phase-lll Studien getestet und zeigt insbesondere in Kombination mit

Chemotherapeutika Erfolge in der Therapie von Kopf-Hals-Tumoren (38, 39). Die
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zweite Gruppe weist eine 24-Basenpaar-Mutation (A24) in E1A auf. E1A ist der erste
Abschnitt des E1-Gens, welches als fruhes Replikationsgen essentiell fur die
Virusreplikation ist. Folge ist eine Abhangigkeit der viralen Replikation von einem
mutierten Rb-p16 (40, 41). Dies zeigte sich bisher als spezifisch fur Tumorzellen und
nicht nachweisbar in Normalgewebe. Interessanterweise wird die Virusreplikation
auch behindert, wenn in eine Zelle nachtraglich ein intaktes Rb-p16 eingeflgt wird
(40). Als weitere Delta-Modifikation wurde A2 entdeckt, welches an ein mutiertes
p300-Protein gebunden ist, eine weitere typische Mutation vieler menschlicher
Tumorzellen (42). Wichtig ist anzumerken, dass alle im Vorfeld beschriebenen
Modifikationen auch an CRAds mdglich sind, diese also mehrfach modifiziert werden

konnen.
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Material und Methoden

Eine detaillierte Beschreibung der Methoden befindet sich in den Originalpublikationen.

1. Zellinien und primare Zellkultur

Tabelle 1. Liste der humanen Zellinien dieser Arbeit

Zellinie Beschreibung Publikation
293 Transformierte embryonale Nierenzellen (Y,
911 Transformierte embryonale Retinoblasten vV

A549 Adenokarzinom der Lunge I, i, 1Iv
ES-2 Ovarialadenokarzinom \Y,
Hey Ovarialadenokarzinom v
ov-4 Ovarialadenokarzinom vV
SKOV-3.ip1 Ovarialadenokarzinom A\
NCCIT Testiculares Teratokarzinom I
NTERA-2 Testiculares Teratokarzinom I
PA-1 Teratokarzinom des Ovars I
F9 Teratokarzinom des Ovars (murin) I

AU565 Mammakarzinom I

GI-101A Mammakarzinom I

ZR-75-1 Mammakarzinom I

C33A Zervixkarzinom 1l
Caski Zervixkarzinom 1]
Hela Zervixkarzinom I
SiHa Zervixkarzinom 1
BEAS-2B Lungenepithelzellen I
BT474 Adenokarzinom der Mamma v
FHS173WE Fibroblasten vV

HMEC Brustendothelzellen v

HUVEC Vendse endotheliale Zellen 1l

nHEPs Hepatozyten v
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Primare Adenokarzinomzellen des Ovars wurden immunomagnetisch von malignem
Aszites gewonnen, welcher von Patientinnen, die sich einer Punktion in der
Frauenklinik der Universitat von Alabama in Birmingham unterzogen, zu
Forschungszwecken bereitgestellt wurde (43). Ovarialkarzinomzellen wurden an
einen anti-TAG-72-Mausantikorper gebunden (CC-49, grol3zugig bereitgestellt von
Dr. J. Schlom, National Institute of Health, Bethesda, MD) und nachfolgend mittels
metallisierter anti-Maus-IgG (Pan Mouse IgG Dynabead, Dynal AS, Oslo, Norwegen)
magnetisch separiert (I1).

Gewinnung und Analyse der primaren Ovarialkarzinom-Spharoide (Il) wurde bereits
ausfuhrlich beschrieben (44). Aufbereitete, unpassagierte Zellen wurden Uber Nacht
in mit 3% Agar beschichteten Zellkulturflaschen auf einem Ruttler inkubiert. Die so
erzeugten Spheroide, i.e. dreidimensionale Zellstrukturen, wurden resuspendiert und
direkt nachfolgend infiziert.

Mononukleare Blutzellen (peripheral blood mononuclear cells - PBMC) wurden aus
frischem Zitratblut von gesunden Spendern separiert. Hierzu wurde das Blut mit PBS
(Mediatech, Herndon, VA) gemischt, vorsichtig mit Histopaque®-1077 (Sigma
Diagnostics, St. Louis, MO) unterlegt und schlieRlich 20 Minuten zentrifugiert zur
Gradientenbildung. Nach zwei Waschgangen in PBS wurden die Zellen zur
Vitalitatsprifung mit Trypan Blau (Mediatech) gefarbt und gezahlt. Die weitere
Inkubation erfolgte in Rundboden-96-Kammerplatten in RPMI 1640 Medium mit 2
mM L-Glutamin (Mediatech) und 10% FBS (HyClone).

2. Adenovirale Vektoren und Replikationskompetente Adenovirusen (I-1V)

Tabelle 2. Liste der adenoviralen Vektoen dieser Arbeit

Virus Beschreibung Publikation

Ad5flt-1luc E1-deletetiert, Luciferasegen unter flt-1 I
Promotorkontrolle an Stelle von E1

AdCMVluc1 E1-deletetiert, Luciferasegen unter CMV

Promotorkontrolle an Stelle von E1
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Ad5flt-1LacZ

E1-deletetiert, LacZ-Gen unter flt-1

Promotorkontrolle an Stelle von E1

Ad5CMVLacZ E1-deletetiert, LacZ-Gen unter CMV
Promotorkontrolle an Stelle von E1
Ad5lucRGD E1-deletetiert, Luciferasegen unter CMV I, Hi
Promotorkontrolle an Stelle von E1, RGD-4C
Modifikation im HI-loop der Knobdomane
Ad5/3luc1 E1-deletetiert, Luciferasegen unter CMV v
Promotorkontrolle an Stelle von E1, Fiberchimare
aus tail und shaft von Ad5 mit der Knobdomane
von Ad3
Tabelle 3. Liste der CRAds dieser Arbeit
Virus Beschreibung Publikation
Adwt300 Adenovirus Wildtyp 1, v
Ad5RGD RGD-4C Modifikation im HI-loop der |
Knobdomane
Ad5-A24RGD 24-bp Deletion in CR2 von E1A, RGD-4C [, 1
Modifikation im HI-loop der Knobdomane
Ad5/3-A24 24-bp Deletion in CR2 von E1A, Fiberchimare v
aus tail und shaft von Ad5 mit der Knobdomane
von Ad3
Ad5/3cox2LE1 E1A mit cox2L Promotor, Fiberchimare aus tail v
und shaft von Ad5 mit der Knobdomane von Ad3
Ad5/3cox2Ld24 24-bp Deletion in CR2 von E1A mit cox2L Y
Promotor, Fiberchiméare aus tail und shaft von
Ad5 mit der Knobdomane von Ad3
Ad5/3cox2Ld2d24 24-bp Deletion in CR2 sowie zusatzliche 6-bp v
deletion in E1A mit cox2L Promotor,
Fiberchimare aus tail und shaft von Ad5 mit der
Knobdomane von Ad3
Ad5/3cox2ME1 E1A mit cox2M Promotor, Fiberchimare aus tail v

und shaft von Ad5 mit der Knobdomane von Ad3
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Ad5/3cox2Md24 24-bp Deletion in CR2 von E1A mit cox2M v
Promotor, Fiberchimare aus tail und shaft von
AdS5 mit der Knobdomane von Ad3
Ad5/3cox2Md2d24 | 24-bp Deletion in CR2 sowie zusatzliche 6-bp \Y

deletion in E1A mit cox2M Promotor,
Fiberchimare aus tail und shaft von Ad5 mit der

Knobdoméane von Ad3
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Tabelle 4. Plasmide zur Virusklonierung

Plasmid Beschreibung Publikation
pShuttle Shuttle plasmid mit GL3B unter cox2L A\
GL3Bcox-2pL Promotorkontrolle
pShuttle Shuttle plasmid mit GL3B unter cox2M v
GL3Bcox-2M Promotorkontrolle
pSE1 Shuttle plasmid mit Wildtyp E1A \Y
pSE1d24 Shuttle plasmid mit 24-bp Deletion in CR2 von v

E1A
pSE1d2d24 Shuttle plasmid mit 24-bp Deletion in CR2 sowie A\
zusatzlicher 6-bp deletion in E1A
pTU5/3 E1-deletiertes Ad5-Genom mit Fiberchimare aus \Y
tail und shaft von Ad5 und der Knobdomane von
Ad3

2.1 Konstruktion der cox-2 CRAdSs (V)

Die sechs cox2-CRAds wurden folgendermalden kloniert: Zur Gewinnung der beiden
cox2 Promotor Konstrukte wurden pShuttleGL3Bcox-2pL und pShuttleGL3Bcox-2M
je mit Kpnl und Hindlll bei 37°C Uber Nacht verdaut. Die E1-Shuttleplasmide pSE1,
pSE1d24 und pSE1d2d24 wurden mit Xhol und Notl verdaut zur Entfernung des
natlrlichen E1-Promotors. Die verschiedenen DNA-Sequenzen wurden mit T4-
Polymerase behandelt und anschlieRend ligiert. Die korrekte Ausrichtung der
Promotoren im Konstrukt wurde per PCR kontrolliert. Das restliche virale Genom
stammt von Pac1 verdautem pTU-5/3, bei welchem GFP und Luciferase anstelle von
E1 vorliegen. Nachfolgend wurden die sechs verschiedenen pSE-Varianten mit dem
linearisiertem pTU-5/3 Genom in 911 Zellen ko-transfiziert. Plaques wurden 7 bis 20
Tage nach Infektion vereinzelt und amplifiziert. Die gewonnenen Viren wurden
schlieBlich bezuglich ihres Promotor-E1 Status, der Anwesenheit der 5/3-
Fibermodifikation und des Fehlens sowohl von Wildtyp-E1 als auch GFP per PCR

Uberprift.
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2.2 Amplifizierung der Viren (I-1V)

Die adenoviralen Vektoren und CRAds wurden in 293- beziehungsweise A549-Zellen
amplifiziert. Die Aufbereitung erfolgte dann mittels doppelter CsCl-Gradienten in
standardisierter Form. Virale Partikel wurden mittels 260nm-Photometrie bestimmit.

Infektiose Partikel wurden in Ublicher Weise per Plaque-Assay ermittelt

3. In vitro Experimente (I-IV)

3.1 Luciferase Assay (l)

Die verschiedenen Zellinien wurden an Tag 1 mit 25.000 Zellen/Kammer auf 24-
Kammer-Platten in 1 ml Wachstumsmedium plattiert. Am zweiten Tag erfolgte die
Infektion mit 5, 50 oder 500 PFU pro Zelle flr zwei Stunden in 200 yl 2% Medium auf
einer elektrischen Wiege. Nachfolgend wurden die Zellen einmal mit einem Milliliter
PBS gewaschen und mit einem Milliliter Medium bedeckt. Nach 24 Stunden wurde
das Medium entfernt, die Zellen mit 200 yl Reporter Lysis Buffer lysiert (Promega,
Madison, WI) und einmal schockgefroren. 20 pl jeder Probe wurden in 100 pl
Luciferase Assay Reagent (Promega, Madison, WI) gelést und Lichtemmision mit
einem Berthold Lumat LB9501 gemessen. Standardisierung erfolgte, indem die

Ergebnisse des CMV-Promotors fur jede Zellinie als 100% festgelegt wurden.

3.2 LacZ-Farbung ()

Die verschiedenen Zellinien wurden an Tag 1 mit 50.000 Zellen/Kammer auf 24-
Kammer-Platten in 1 ml Wachstumsmedium plattiert. Am zweiten Tag erfolgte die
Infektion mit 500 PFU pro Zelle fur zwei Stunden in 200 pl 2% Medium auf einer
elektrischen Wiege. Nachfolgend wurden die Zellen einmal mit einem Milliliter PBS
gewaschen und mit einem Milliliter Medium bedeckt. Nach 24 Stunden wurde das
Medium entfernt, und die Zellen zweimal mit PBS gewaschen. Zellen wurden fixiert
mit 0.5% Glutaraldehyd und erneut zweimal mit PBS gewaschen. Die Farbung
erfolgte fur 2,5 Stunden mit standardisierter X-Gal Lésung (40 ul 2% X-gal, 10 ul 0.3
M Kaliumferrizyanid, 10 pl 0.3 M Kaliumferrozyanid und 940 pl PBS por ml).
Nachfolgend wurden die Zellen erneut fur 10 Minuten mit PBS gewaschen und ein
zweites Mal mit 10 % gepuffertem Formalin fir 30 Minuten fixiert. Bilder wurden im

Lichtmikroskop bei 10-facher Vergrolierung erstellt.
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3.3 RT-PCR (l)

RNA der Zellen wurde mit RNeasy mini prep kit (Qiagen, Valencia, CA) extrahiert, mit
Deoxyribonuclease | (Life Technologies, Rockville, MD) fur 30 min behandelt und
RT-PCR von je 90 ng RNA mit OneStep RT-PCR Kit (Qiagen, Valencia, CA)
durchgefuhrt. Folgende Primer wurden verwendet:

Tabelle 5. Primer fir RT-PCR

Fit-1 Publikation
vorwarts 5-TGC TTG AAA CCG TAG CTG G-3 I
rackwarts 5-GGT GCC AGAACCACT TGATT-3 I
GAPDH
vorwarts 5'-TCC CAT CAC CAT CTT CCA-3 I
ruckwarts 5-CAT CAC GCC ACAGTT TCC-3 I

Vorlaufige serielle Verdunnungsproben dienten zur Kontrolle der linearen

Amplifikation der Gene wahrend der Versuchsreihe.

3.4 Kristallviolett Assay (ll)

Die verschiedenen Zellinien wurden an Tag 1 mit 500.000 Zellen/Kammer auf 6-
Kammer-Platten in 3 ml Wachstumsmedium plattiert. Am zweiten Tag erfolgte die
Infektion mit 0, 0.1, 1 or 10 VP pro Zelle fur eine Stunde in 500 pl 2% Medium auf
einer elektrischen Wiege. Nachfolgend wurden die Zellen einmal mit zwei Milliliter
PBS gewaschen und in drei Milliliter Medium mit 5 % FBS kultiviert. Das
Wachstumsmedium wurde jeden Tag gewechselt. An Tag 10 (PA-1), Tag 14 (Hey,
SKOV3.ipl) beziehungsweise Tag 17 (OV-4) wurde das Medium vorsichtig
abgezogen und die Zellen zweimal mit je 1 ml PBS gewaschen. Danach erfolgte die
Fixierung der Zellen mit 10 % gepufferter Formalinlésung. Die Farbung erfolgte mit
einprozentiger Kristallviolettlosung (in 70% Ethanol als Tragerlosung) fur 20 Minuten
in Raumtemperatur. Uberschiissige Farbeldsung wurde mit Leitungswasser

abgewaschen, und Aufnahmen der Platten nach Trocknung erstellt (45).
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3.5 Protein basierter Oncolyse Assay (I, Ill, IV)

Der MTS Assay wurde durchgeflhrt wie zuvor beschrieben (16). In Kirze: Die
verschiedenen Zellinien wurden an Tag 1 mit 15.000 Zellen/Kammer auf 96-
Kammer-Platten in 100 y | Wachstumsmedium plattiert. Am zweiten Tag erfolgte die
Infektion mit 0, 0.1, 1 oder 10 VP pro Zelle fur eine Stunde in 50 yl 2% Medium auf
einem Ruttler. Nachfolgend wurden die Zellen einmal mit Medium gewaschen und in
100 pl 5% Medium kultiviert, welches jeden zweiten Tag gewechselt wurde. An Tag 8
(PA-1), Tag 15 (Hey, SKOV3.ipl) bzw. Tag 16 (OV-4) wurden die Platten zweimal mit
PBS gewaschen, die Zellen mit Reporter Lysis Buffer (Promega, Madison, WI) lysiert
und einmal schockgefroren. Die Proteinkonzentration wurde mittels DC Protein
Assay system (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA) bestimmt.

Die Zervixkazinomzellinien Caski, Hela, SiHa and C33A wurde analog infiziert und
kultiviert. An Tag 13 (SiHa and C33A) bzw. Tag 14 (Caski and Hela) wurde ein MTS
assay (CellTiter96®Aqueous One Solution Reagent, Promega, Madison, WI) nach
Vorschrift des Herstellers durchgefuhrt.

Fir die dreifach modifizierten CRAds erfolgte Plattierung, Infektion und weitere
Kultivierung wie oben beschrieben. An Tag 7 (hnHEPs), Tag 9 (A549, BT474), Tag 10
(FHS173WE), Tag 14 (SKOV3.ip1), Tag 17 (OV-4) bzw. Tag 18 (Hey and ES-2)
wurde ein MTS assay (CellTiter96®Aqueous One Solution Reagent, Promega,

Madison, WI) nach Herstellervorschrift durchgefthrt.

3.6 Quantitative PCR (ll, lll, IV)

Primare Ovarialkarzinomzellen wurde wie zuvor beschrieben von malignem Aszites
gewonnen und kultiviert (43). Analyse und Kultivierung von Spheroiden aus primaren
Zellen erfolgte ebenfalls wie beschrieben (44). In Kurze: Aufbereitete, unpassagierte
Zellen wurden uber Nacht in mit 3% Agar beschichteten Zellkulturflaschen auf einer
elektrischen Wiege inkubiert. Die so erzeugten Spheroide, i.e. dreidimensionale
Zellstrukturen, wurden resuspendiert und direkt nachfolgend mit 1000 VP Ad5-
A24RGD pro Zelle infiziert. Am nachsten Tag wurden die Spheroide in 5 Aliquote von
1 x 10° Zellen geteilt und an funf aufeinanderfolgenden Tagen weiter bearbeitet. DNA
wurde mit QlAamp DNA Mini Kit (Qiagen Inc., Valencia, CA) extrahiert und
quantitative PCR fiir adenovirales E1 mit Lightcycler® methodology (46) nach

Herstellervorgaben durchgefihrt. Zur besseren Darstellbarkeit der Negativkontrolle,
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wurden Werte unter der Nachweisgrenze des Assays als ,1“ gesetzt und die Ubrigen
Werte in Relation dazu dargestellt.

Ebenfalls 10° Zellen pro Kammer wurden zur Bestimmung der E4-Kopienanzahl (lll,
IV) auf 96-Kammer Platten kultiviert und mit 0, 1 und 10 VP pro Zelle infiziert. Die
Zellen von je 4 Kammern wurden an den Tagen 2, 4, 6, 8 und 10 gewonnen und
schockgefroren. DNA wurde mit DNeasy Tissue Kit (Qiagen Inc., Valencia, CA)
gewonnen und die quantitative PCR fur E4 nach Herstellerangaben wie zuvor
beschrieben durchgefuhrt (46). Die E4 Kopienanzahl wurde gegen humanes R-Aktin

normalisiert.

Tabelle 6. Primer und Proben der quantitativen PCR

Adenovirales E1 Publikation
vorwarts 5-AACCAGTTGCCGTGAGAGTTG-3’ I
rickwarts 5-CTCGTTAAGCAAGTCCTCGATACA-3 I
Probe 5-CACAGCCTGGCGACGCCCA-3 Il

Adenovirales E4

vorwarts 5-GGAGTGCGCCGAGACAAC-3’ 1, v
ruckwarts 5-ACTACGTCCGGCGTTCCAT-3’ 1, v
Probe 5’-TGGCATGACACTACGACCAACACGATCT-3’ 1, v

Humanes R-actin

vorwarts 5’-TAAGTAGGCGCACAGTAGGTCTGA-3’ [, 1, v
ruckwarts 5-AAAGTGCAAAGAACACGGCTAAGT-3' i, 1, v
Probe 5’-CAGACTCCCCATCCCAAGACCCCA-3’ I, 1, v

3.7 Oncolyse Assay fur mononukleare Zellen aus peripherem Blut (PBMC) (l11)

An Tag 1 wurden PBMC und C33A Zellen mit 150.000 Zellen pro Kammer auf 96-
Kammer Rundbodenplatten in 100 ul aufgebracht, welches 0, 10, 100 oder 1000 VP
pro Zelle enthielt. Die weitere Kultivierung der Zellen erfolgte bei 37°C und 5% CO..
MTS Assay wurde an Tag 4 bzw. Tag 6 durchgefuhrt nach Herstellervorgaben. Die

Ergebnisse sind dargestellt in Proportion zu uninfizierten Zellen.
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3.8 Nachweis viraler Replikation in PBMC (lil)
10° PBMC/Kammer wurden kultiviert mit 5 pg/ml Phytohemagglutinin-P (PHA-P,

Sigma), 100 IU/ml recombinantem humanen Interleukin 2 (IL-2, Proleukin, Chiron,
Emeryville, CA) oder ohne Stimulans bei 37°C und 7% CO,. Infektion erfolgte mit
1000 VP/Zelle Ad5-A24RGD, Ad5-A24E3 oder Ad5lucRGD. Die Zellen von je vier
Kammern wurden nach 1 Stunde, 4 Tagen oder 6 Tagen gewonnen und gefroren.
DNA wurde mit DNeasy Tissue Kit (Qiagen Inc., Valencia, CA) extrahiert und
quantitative PCR fiur E4 wie zuvor beschrieben durchgefiihrt (46). E4 Kopienzahl ist

normalisiert zu human R3-Aktin.

3.9 Aufnahme von Tritium-markierten Thymidin in PBMC (lll)

PBMC wurden in Quadruplikets mit 10°> Zellen/Kammer plattiert und stimuliert mit 5
pg/ml PHA-P oder 100 IU/ml IL-2. Diese wurden mit 1000 VP/Zelle Ad5-A24RGD,
Ad5-A24E3 oder Ad5IucRGD in einem Gesamtvolumen von 200 ul infiziert, und
nachfolgend bei 37°C und 7% COg kultiviert. An Tagen 3 und 5 wurden die Zellen mit
1 uCi Tritium-markierten Thymidin (New England Nuclear, Boston, MA) 18 — 20
Stunden vor Ernte der Zellen mit einem Skatron Micro96 Harvester behandelt. Das
von den Zellen aufgenommene Tritium wurde mittels Packard Matrix 9600 Beta
Counter bestimmt. Die Ergebnisse sind dargestellt in Ausschlagen pro Minute und
umgewandelt in einen Stimulationsindex in Relation zu den Kammern ohne

Stimulation und ohne Virus.

3.10 Bestimmung der viralen Replikation mittels TCID50 (IV)
1.5x10* Zellen/Kammer SKOV3.ip1 oder BT474 wurden in 96-Kammer Platten

kultiviert und nach 24 Stunden mit 10 VP/Zelle infiziert. Je vier Kammern (Zellen und
Uberstand) wurden nach 2, 4, 6 und 8 Tagen geerntet und auf 48-Kammer Platten
ubertragen. Diese wurden dreimal gefroren bei -80°C und aufgetaut, bevor ein
standardisierter TCID50 Test mit 10* Zellen/Kammer 293 Zellen mit Verdiinnungen

bis zu 10E-13 durchgefuhrt wurde. Die Ergebnisse wurde nach 10 Tagen abgelesen.
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4. Praklinische, in vivo Evaluation der Viren

4.1 Therapeutisches Ovarialkarzinom-Modell (I1)

Weibliche CB17 SCID Mause (n=11/Gruppe) wurden intraperitoneal injiziert mit 1 x
10" SKOV3.ip1 Zellen an Tag 0. An Tagen 4, 5 und 6 wurde den Mausen ebenfalls
intrapertinoneal entweder 1 x 10" oder 5 x 10° VP von Ad5-A24RGD, Ad5lucRGD
(nicht-replikative Kontrolle) oder reine Tragersubstanz (1 ml Opti-MEM) injiziert. Die
Mause wurden nachfolgend taglich kontrolliert und im Falle deutlichen Leidens
euthanasiert. Die Uberlebenszeit wurde als Kaplan-Meier Kurve dargestellt. Mit Hilfe
von LIFETEST in SAS v.8.2 wurde die Ad5-A24RGD Gruppe mit den anderen
Gruppen verglichen als log-rank Test. Die Daten lieRen sich im Weibull-Modell als
individueller Vergleich zwischen der Ad5-A24RGD Gruppe und den Kontrollen
darstellen als chi-Quadrat Test in SAS v.8.2 LIFEREG.

4.2 Zervixkarzinom Tiermodell (lll)

Weibliche CRL.Nu/Nu Mause (Charles River Laboratories, Wilmington, MA)
(n=5/Gruppe) wurden in beiden Flanken mit 1x10” C33A Zellen subkutan injiziert und
Tumorwachstum abgewartet. Nach 21 Tagen wurden die Viren entweder intratumoral
oder intravends injiziert und die TumorgroRe wurde im weiteren Verlauf taglich
bestimmt. Als Tragersubstanz der Viren dienten 200 pl Opti-MEM. Sobald die
TumorgroRe einer Maus das gesetzliche Limit Uberschritt, Schmerz oder Strel’ bei
den Mausen vorlag, wurde die gesamte Gruppe euthanasiert. Die Tumorgréfe ist
dargestellt als Prozentsatz der Grofe am Tag der ersten Virusinjektion, welcher als

100% festgesetzt wurde. Zusatzlich dargestellt ist der Standardfehler.

4.3 Biodistribution for Ad5-A24RGD (lll)

C33A Tumoren wurden inokuliert in weibliche Nacktmause analog zu 4.2
(n=3/group). An Tag 21 wurden 5x10" VP Ad5-A24RGD in 200ul OptiMEM
intravends jeder Maus appliziert. An Tagen 1 und 7 nach Injektion wurden Leber,
Milz, Nieren, Herz, Lungen und Tumoren entfernt und schockgefroren mit einem
Alkohol-Trockeneis Gemisch. DNA wurde extrahiert und die Kopienzahl von E4

bestimmt wie beschrieben.

23



4.4 In vivo Imaging und Uberleben der dreifach modifizierten CRAds (IV)

Hey Ovarialkarzinomzellen wurden subcutan in Nacktmause injiziert und
Tumorwachstum bis zu einer GréRe von ca. 10 mm? abgewartet. Nun wurden 3x108
VP jedes CRAds an drei aufeinander folgenden Tagen appliziert, und die
TumorgroRe im weiteren Verlauf regelmaRig gemessen. Darstellung erfolgt in
Relation zur Grof3e am Tag der ersten Virusgabe.

Hey Ovarialkarzinomzelltumoren wurden initiiert wie zuvor. Bei einer Tumorgrolie
von 10 mm® erfolgte die gleichzeitige Gabe von 3x10® VP Ad5/3Luc1 (nicht
replizierendes, Luciferase-expressendes Kontrollvirus) mit jedem CRAd und nach 3
Tagen wurde die Luciferase Expression in vivo gemessen. Hierzu wurden 4,5 mg d-
luciferin (Promega) intraperitoneal jeder Maus verabreicht in 100 pl FBS-freiem
Wachstumsmedium. Aufnahmen erfolgten durch IVIS 100 mit Living Image v. 2.50
(Xenogen inc., Alameda, CA).

SKOV3.ip1 Peritonealkarzinose wurde mit 107 Zellen pro Maus etabliert. Nach 7
Tagen wurden 10® VP Ad300wt, Ad5/3d24 oder Ad5/3Cox2Ld24 ebenfalls
intraperitoneal an drei aufeinander folgenden Tagen appliziert und die

Uberlebenszeit der Mause bestimmt.
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5. Statistik (11, 111, V)

Der ANOVA F-test (ll) (SAS v.8.2, SAS Institute, Cary, NC) wurde durchgefuhrt zur
Bestimmung der Unterschiede in der onkolytischen Potenz der verschiedenen Viren
fur die verschiedenen Virusdosen und Zellinien. Bei unklaren Ergebnissen wurde
zusatzlich der zweiseitige t-Test genutzt, um statistische Signifikanz im Vergleich zur
nicht replikativen Kontrolle zu bestimmen.

Zur Analyse der Tumorgrofien (lIl) wurde ein Modell der wiederholten Messungen mit
PROC MIXED (SAS ®Ver. 8.02) genutzt. Log-Transformation erfolgte als
Normalisierung. Mittels  f-Test wurden die Effekte der einzelnen
Behandlungsgruppen, Zeitpunkt und Dauer der Behandlung bestimmt. Die
TumorbasisgroRe ist als Co-Variante in allen Modellen enthalten. Uber alle
Zeitpunkte wurde ein t-statistischer Mittelwert erstellt fur adjustierte Differenzen. Ein
beidseitiger p-Wert von < 0,05 wurde als statistisch signifikant fur alle Analysen
angesehen.

Ein F-Test (IV) wurde angewandt zur Bestimmung der Unterschiede der
onkolytischen Potenz der Viren zwischen den verschiedenen Dosen und Zellinien.
Bei unklaren Ergebnissen wurde zusatzlich der zweiseitige t-Test genutzt, um
statistische Signifikanz im Vergleich zur nicht replikativen Kontrolle, zur Delta24-
Chimere ohne Promotor und des Wildtyps zu bestimmen. Ein beidseitiger p-Wert von
< 0,05 wurde als statistisch signifikant fur alle Analysen angesehen. In vivo wurden
mittlere TumorgrélRe und Standardabweichung fur jede Gruppe und jeden Zeitpunkt
bestimmt und non-parametrisch auf Signifikanz bestimmt. Proc Mixed in SAS v.6.12
(SAS Institute, Cary, NC) wurde zur Bestimmung des Effekts von Gruppe bzw. Zeit

auf das Tumorwachstum paarweise genutzt.
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Ergebnisse

1. Transkriptionales Targeting von Teratokarzinomzellen mit Hilfe des flt-1
Promotors (l)

FIt-1, einer der Rezeptoren des vascular endothelial growth factor (VEGF), weist eine
unregulierte Expression sowohl in Tumorgefallen als auch dem eigentlichen
Tumorgewebe auf. Daher erscheint der flt-1 Promotor als moéglicher Kandidat zur
tumorspezifischen Transgenexpression im adenoviralen Kontext, insbesondere da er
nicht von Lebergewebe oder ausgereiften Gefalizellen exprimiert wird.

Wir konnten mittels zwei verschiedener Nachweismethoden zeigen, dal
Teratokarzinomzellinien unabhangig von ihrem origindren Gewebe eine eigene
endogene  flt-1 Expression  aufweisen, nicht jedoch Ovarialkarzinom-,
Mammakarzinom- oder Zervixkarzinomzellinien. Unsere Daten lassen es als
wahrscheinlich erscheinen, daf® die berichtete mRNA Expression von flt-1 in
Tumorblocks von Adenokarzinomen des Ovars (47) von nicht-Karzinomzellen wie
Endothelzellen der Tumorblutgefale verursacht wurde. Ebenfalls in Kontrast zu
unseren Ergebnissen ist die Veroffentlichung von Masood et al. (48), der mittels RT-
PCR eine Vielzahl von Tumorzellinien positiv fur flt-1 testete, einschliel3lich der
Ovarialkarzinomzellinie Hey. Eine mégliche Erklarung fur diese Diskrepanz kénnte im
Zusammenhang mit den Zellen (z.B. Passagenummer) stehen, oder assoziiert sein
mit der Sensitivitat der RT-PCR.

Obwohl das Teratokarzinom ein seltener Tumor ist und flr gewohnlich mit
Chemotherapie gut behandelt werden kann, sind diese Ergebnisse von Interesse, da
der flt-1 Promotor aktiv ist unabhangig vom Gewebetyp, vom dem es abstammt. Wir
fanden den flt-1 Promotor aktiviert sowohl in ovariellen als auch in testikularen
Teratokarzinomen. Jeder Promotor, der aktivierbar bleibt nach Klonierung in das
adenovirale Genom, dabei ausreichende Level von Transgenexpression erreicht und
vom Phanotypus her in Lebergewebe nicht aktiv ist, ist von potentiellem klinischen
Nutzen. Die klare Korrelation von Transgenexpression und flt-1 mRNA in
Teratokarzinomen, die wir mittels unserer Versuche zeigen konnten, laldt vermuten,
dal} dieser Promotor diese notwendigen Eigenschaften aufweist. Daher erscheint flt-

1 als moglicher Kandidat zum transkriptionellen Targeting von Teratokarzinomen.
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Der biologische Grund fur die hier in Treatokarzinomzellen gefundene Aktivitat des
flt-1 Promoters bleibt unklar. Da Teratokarzinome von undifferenzierten,
pluripotenten frihen embryonalen Zellen abstammen und sowohl Zellen des Endo-,
Meso- und Ektoderms enthalten (49), kdnnte dieser Mangel an Differenzierung eine
modgliche Begriindung flir Expression dieses sonst nur in reifen Endothelien aktiven
Promotors darstellen. Dies ware in Ubereinstimmung mit Studien, die eine
Abhangigkeit der flt-1 Expression vom Differenzierungsstatus fanden (50, 51). Um
diese Hypothese weiter zu untersuchen, induzierten wir eine artifizielle
Differenzierung der Teratokarzinomzellen mit Retinolsdaure und cAMP oder
Valproinsaure (52, 53), gefolgt von einer Infektion mit Luziferase exprimierenden
Viren. Obwohl wir die artifizielle Differenzierung der Zellen an Hand von
Veranderungen der cmv-gesteuerten Genexpression und des mikroskopischen
Aspekts der Zellen sahen, konnte keines der Experimente einen Zusammenhang
zwischen flt-1 Expression und artifizieller Differenzierung zeigen. Dabei sollte jedoch
beachtet werden, dald die hier genutzten Modelle nicht einem naturlichen
Differenzierungsprozel’ entsprechen und dementsprechend nur von eingeschrankter

Aussagekraft sind.

2. Infektiositat von Ovarialkarzinomzellen mit dem konditional replikativem
Adenovirus Ad5-A24RGD (Il)

In allen getesteten Zellinien zeigt der Kristallviolett basierte Zellviabilitats-Assay eine
ausgepragte Replikation und dadurch bedingte Onkolyse fur Ad5-A24RGD und
Ad5wtRGD. In den vorliegenden Adenokarzinomlinien (Hey, SKOV3.ip1 und Ov-4)
sind Replikation und Onkolyse von beiden Viren annahernd gleich, wohingegen bei
der Teratokarzinomlinie PA-1 das Virus mit Wildtyp E1 (Ad5wtRGD) etwas potenter
als Ad5-A24RGD erscheint. Die Negativkontrolle Ad5LucRGD verursacht keinerlei
Onkolyse in allen Zellinien. Diese qualitativen Daten wurden quantitativ bestatigt mit
einen Assay, der auf der tatsachlichen Proteinkonzentration beruht. Bei Infektion mit
10 VP/Zelle Ad5-A24RGD fanden wir fur Hey, SKOV3.ip1, PA-1 und OV-4, 11.2%,
46.2%, 73.0% und 46.7% der Zellen vital bei Versuchsende (im Vergleich zur nicht-
infizierten Kontrolle). Ahnliche Ergebnisse sahen wir bei Infektion mit der positiven
Kontrolle AdSwtRGD (13.7%, 22.7%, 28.0%, 51.9%). Somit hat Ad5-A24RGD eine

ahnliche onkolytische Potenz wie Viren mit Wildtyp E1.

27



Spheroide aus primaren Ovarialkarzinomzellen stellen ein hoéchst realitatsnahes
Modell zur Bestimmung der Replikationsstarke von CRAds dar. AuRerdem sind sie
eine der wenigen Mdglichkeiten, primare Karzinomzellen in Zellkultur zu halten, ohne
sie klonalem Selektionsdruck durch Passagierung und Adaptation an
Zellkulturbedingungen auszusetzen. Die Spheroide wurden an den Tagen 1 bis 5
nach Infektion kollektiert, und quantitative PCR zur Bestimmung der viralen
Kopienzahl durchgeflihrt. Am ersten Tag nach Infektion mit Ad5-A24RGD wurden
1,13 Viruskopien pro Zellkammer bestimmt. Diese Zahl stieg exponentiell an auf
1036 — 19.336 — 402.000 — 4.296.000 Kopien an den Tagen 2 - 3 - 4 - 5. Der
Nachweis einer effektiven Replizierung von Ad5-A24RGD in primaren,
unpassagierten Ovarialkarzinomzellen konnte somit erbracht werden.
Zusammengefal3t haben wir ein neues, replikationskompetentes Virus, AdS5-
A24RGD, erfolgreich an verschiedenen in vitro Modellen mit Ovarialkarzinomzellen
getestet. Wir sahen ahnliche Replikation und Onkolyse dieses Agenz wie bei der
positiven Wildtypkontrolle (beide Viren mit erhohter Infektiositat durch Modifikation
der Virusrezeptorbindung). Zusatzlich fanden wir in einem hochst realitatsnahen
Spheroidmodell mit primaren Karzinomzellen eine exponentielle Zunahme der
Viruskopien von Ad5-A24RGD.

Somit kann Ad5-A24RGD sowohl Ovarialkarzinomzellinien als auch primare

Ovarialkarzinomzellen effektiv infizieren und sich in diesen replizieren.

3. Therapeutischer Effekt des konditional replizierenden Adenovirus Ad5-
A24RGD in einem orthotopen Ovrialkarzinom-Mausmodell (ll)

Unter Nutzung eines etablierten Mausmodells peritonealer Karzinose nach
intraperitonealer Injektion von SKOV3.ipl Zellen behandelten wir die Mause mit
ebenfalls intraperitonealen Applikationen von 1 x 10" VP Ad5-D24RGD, dem nicht
replizierenden Virus Ad5LUcRGD oder reiner Tragersubstanz an drei aufeinander
folgenden Tagen. Der Median des Uberlebens war jeweils 64, 45 und 36 Tage. Die
mittlere Uberlebenszeit fiir Ad5LucRGD war 45,7, die fur Tragersubstanz 37,6 Tage.
In der statistischen Analyse mit log-rank und Chi-Quadrat Test erwies sich das
Uberleben der mit Ad5-A24RGD behandelten Gruppe als signifikant (berlegen
(P<0.0001).
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In gleicher Weise wurde eine geringere Virusdosis (5 x 10® VP/Tag) untersucht. Der
Uberlebensmedian wurde fur Ad5-A24RGD nicht errreicht, fiir Ad5LucRGD betrug er
40 und fur die virusfreie Kontrollgruppe 36 Tage. Die Mittelwerte betrugen 41,9
bezeihungsweise 37,6 Tage. Alle Mause der Kontrollgruppen verstarben innerhalb
von 60 Tagen, wohingegen alle mit Ad5-A24RGD behandelten Mause zumindest bis
Tag 61 lebten. In der statistischen Analyse mit log-rank und Chi-Quadrat Test erwies
sich auch hier das Uberleben der mit Ad5-A24RGD behandelten Gruppe als
signifikant Uberlegen (P<0.0001). Interessanterweise wies keine der mit Ad5-
A24RGD behandelten Mause Anhalt fur eine Peritonealkarzinose auf. Statt dessen
entwickelten mehrere Mause subkutane Tumoren im Bereich des Nadelweges der
Zellinjektion, welche im zeitlichen Verlauf die Tétung der Tiere indizierte. Alle Tiere
der Kontrollgruppen verstarben durch oder wurden getotet wegen intraperitonealer
Tumormassen.

Wir vermuten, dal} die subkutanen Tumore durch verschleppte Zellen wahrend der
Injektion entstanden sind. Ad5-A24RGD hatte vermutlich auf Grund der
intraperitonealen Injektion nur minimalen Zugang zu subkutanem Gewebe und
konnte daher die dort sich entwickelnden Tumoren nicht eradizieren. Als
Nebenbemerkung sei vermerkt, dal} dies der erste Bericht Uber eine Heilung bzw. ein
Langzeituberleben in Mausen mit diesem hochaggressiven Tumormodell ist.

Der niedrigeren Virusdosis von 5 x 10° VP téglich tiber drei Tage wiirden ca. 1 x 10"
VP fur einen 60 kg schweren Mensch entsprechen. di1520 wurde in einer klinischen
Studie mit intraperitonealen Dosen téglich zwischen 1 x 10" und 1 x 10" VP an fiinf
aufeinander folgenden Tagen appliziert (54). Die Studie ergab, dal® Patienten mit
Resttumoren {iber 2 cm dosislimitierende Nebenwirkungen ab etwa 1 x 10" VP uber
finf Tage zeigten, wahrend Patienten ohne groReren Tumorrest 1 x 10" VP (iber
funf Tage ohne Toxizitat vertrugen. Obwohl ein Datenvergleich zwischen in vivo
Studien an Mausen und klinischen Studien unzuldssig ist, da sich humane
Adenoviren in Mausen nicht replizieren, lassen die Ergebnisse hier die onkolytische
Potenz von Ad5-A24RGD aus vielversprechend fir eine klinische Anwendung

erscheinen.
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4. Infektiositat von Zervixkarzinomzellen mit dem konditional replikativem
Adenovirus Ad5-A24RGD (lll)

In allen vier getesteten Zervixkarzinomzellinien zeigte der auf mitochondrialer
Aktivitat beruhende MTS-Zellaktivitats-Assay Onkolyse fur Ad5-A24RGD und
Ad300wt. Nach Infektion mit 10 VP/Zelle Ad5-A24RGD verblieben von C33A, Caski,
Hela und SiHa Zellen, 0%, 24%, 16.5% und 34% im Vergleich zur nicht infizierten
Kontrolle vital, wohingegen bei Infektion mit 10VP/Zelle der Wildtypkontrolle 0%, 6%,
11% und 29% der Zellen vital verblieben. In vitro zeigt demnach Ad5-A24RGD eine
ahnliche onkolytische Potenz wie das Wildtypvirus.

Ad5-A24RGD wurde ebenfalls mit Ad5-A24E3 verglichen. Dieses Virus hat die
gleiche 24 Basenpaar Modifikation zur Limitierung der Replikation auf Rb-p16
mutierte Zellen wie Ad5-A24RGD, besitzt jedoch nicht RGD im Bindungselement,
welches eine erhohte Infektiositat des Virus unabhangig von CAR gewahrleistet. Wir
fanden eine ahnliche beziehungsweise erhdhte onkolytische Potenz fur die hier
getesteten Zervixkarzinomlinien. Dies ist vereinbar mit den Ergebnissen anderer
Gruppen und unseren eigenen friheren Ergebnisse, welche eine vergleichbare

replikative Starke von CR2 mutierten und Wildtyp-Adenoviren ergab (16, 55).

5. Mononukleéare Zellen des peripheren Bluts (PBMC) konnen von Ad5-A24RGD
infiziert, aber nicht lysiert werden (lll)

Von besonderem Interesse fur einen moglichen Einsatz von Ad5-A24RGD im
Rahmen Kklinischer Studien ist der Effekt auf Leukozyten. Es ist bekannt, dal}
Adenovirus Typ 5 nur in geringem Male PBMCs infizieren kann (56, 57), obwohl
mittels hoher Virusdosen eine Transduktion durchaus moglich ist (58, 59). Bislang ist
jedoch nicht untersucht, ob die RGD Modifikation zu einer erhdhten Infektiositat fur
PBMCs sorgt, da diese Zellen die zur RGD-vermittelten Transduktion bendtigten
Integrine auf ihrer Membran exprimieren (60). Das adenovirale Kapsid induziert
klonale Teilung in verschiedenen PBMC-Varianten, und PBMC zeigen Migration zu
adenoviral infiziertem Gewebe (58, 60, 61). Aus diesem Grunde konnte eine
adenovirale Infektion von PBMC mit nachfolgender Replikation im Rahmen einer
klinischen Erprobung zu potentieller hamatologischer Toxizitat fuUhren.

PBMC aus frisch gewonnenem Citratblut zeigten keine Reduktion ihrer Vitalitat 4
oder 6 Tage nach Infektion mit bis zu 1000 VP/Zelle Ad5-A24RGD. Die als Kontrolle

ebenfalls infizierten Zervixkarzinomzellen waren zu 100% lysiert an beiden
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Zeitpunkten. 1000 VP/Zelle entspricht einer Viruslast von 10™ VP i.v. fir einen
erwachsenen Mensch mit 4.3x10° Leukozyten/Liter. Nach Chemotherapie weisen
Patienten typischerweise solche Werte auf (62). Damit korrelieren 1000 VP/Zelle mit
der Exposition im Rahmen einer klinischen Studie.

Um in vivo Aktivierung der PBMC zu imitieren, wurden PBMC in vitro mit Ad5-
A24RGD bzw. den adaquaten Kontrollen infiziert und simultan stimuliert mit
rekombinantem humanen IL-2 oder PHA-P. Tritum Aufnahme diente als
Proliferationsmarker. An Tag 4 wiesen sowohl mit IL-2 als auch mit PHA-P stimulierte
Zellen unabhangig von einer viralen Infektion eine deutliche Proliferation auf.
Allerdings expandierten die mit Ad5-A24RGD infizierten Zellen minimal geringfugiger.
An Tag 6 hatten diese Unterschiede zugenommen, was auf einen mdglichen
toxischen Effekt durch Ad5-A24RGD hinweist. Zum Nachweis, ob dieser Effekt durch
virale Replikation bedingt ist, wurde mittels quantitativer PCR die Anzahl der
Viruskopien in stimulierten und unstimulierten Zellen bestimmt. Keiner der Viren
zeigte hier nachweisbare Replikation.

Nach Infektion mit Ad5-A24RGD konnten wir keine nachlassende Vitalitat der PBMC
verzeichnen. Die fehlende Replikation von Ad5-A24RGD in PBMC war zudem
unabhangig von Stimulation. Trotzdem lassen unsere Ergebnisse vermuten, dal}
Ad5-A24RGD mit durch IL-2 oder PHA-P bedingter Stimulation interferiert. Dies war
insbesondere an Tag 6 offensichtlich. Ursachlich hierfur kdnnte die Expression von
E1 in den Zellen sein, da Ad5LucRGD keine Veranderungen bewirkte. Auch das
isogenetische Kontrollvirus mit Wildtypkapsid (Ad5-A24E3) zeigte keinerlei Effekte
auf PBMC, was eine durch RGD bedingte erhohte Infektivitat ebenfalls fur PBMC
wahrscheinlich macht. Trotz der anzunehmenden Infektion von PBMC durch AdS5-
A24RGD konnte sich das Virus offensichtlich nicht replizieren und zur Lyse fuhren.
Ursachlich mogen ein intakter Rb/p16 Zyklus oder andere zellspezifische Griinde
sein.

Dennoch, diese Experimente wurden durchgefuhrt zur Erlangung erster Hinweise auf
eine mdgliche Toxizitat, und weitere umfangreichere Studien sind eindeutig
notwendig. Des weiteren ergeben vorklinische Studien zwar wichtige und
interessante Datensatze, jedoch erst durch klinische Studien wird sich die Effektivitat

und das Sicherheitsprofil neuer Substanzen beurteilen lassen.
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6. Biodistribution und Virusreplikation in vivo des konditional replikativen
Adenovirus Ad5-A24RGD (lll)

Vor einem klinischen Test sollten die besten zur Verfugung stehenden praklinischen
Assays eingesetzt werden, nicht nur um die Effektivitat, sondern auch um die
Sicherheit einer Substanz zu testen. Umfassende Toxizitatsstudien an Mausen mit
humanen Adenoviren sind nicht sinnvoll, da sich diese in Mausen nicht replizieren
(61). Biodistribution kann aber in Mausen untersucht werden.

Achtzehn Stunden nach i.v. Injektion von Ad5-A24RGD wurde das Virus
hauptsachlich in der Leber, der Milz (35 % der Leberdosis), den Lungen (25 %) und
im Tumor (14 %) gefunden, wahrend Herz (1,8 %) und Nieren (1,4 %) kaum infiziert
wurden. Das Leber-Tumor-Verhaltnis der gemessenen Viruskopien betrug 7:1. An
Tag 7 nach Injektion fanden wir eine 558-fache relative Zunahme der Viruslast im
Tumor, eine in vivo Replikation im Tumor damit anzunehmen. Die eingesetzte Dosis
war analog zu friheren Versuchen mit E1-deletierten, nicht-replikativen Viren
gewahlt worden, um eine direkte Vergleichsmdglichkeit zu gewahren (25). Unsere
Daten zeigen deutliche Ubereinstimmung mit den Vorwerten von RGD-modifizierten
Viren. Wie erwartet, war die Leber das wichtigste Zielorgan der Viren nach i.v.
Applikation. Im Gegensatz zur i.p. Gabe, bei der Milz und Leber eine ahnliche
Virusaufnahme zeigten (25), nimmt die Milz nach i.v. Virusgabe nur 35 % der
Leberdosis auf. Wahrend die Lungen nach i.p. Gabe fast keinerlei Viruslast zeigten,
gelangen 25 % der Leberdosis nach i.v. Gabe in die Lungen.

Wie zuvor erwahnt replizieren sich humane Adenoviren nicht in Mausen (61), daher
war es ein erwartetes Ergebnis, keine virale Replikation im murinen Gewebe
nachweisen zu konnen. In der Leber fanden wir einen nichtsignifikanten 3,5-fachen
Anstieg viraler DNA, welcher durch geringgradige Multiplikation der viralen DNA
ohne Produktion eigentlicher Virionen bedingt sein mag.

Zur Durchfuhrung relevanter Toxizitatsstudien ist die Entwicklung weiterer
syngenetischer Modelle notwendig (61). Die Aussagefahigkeit dieser Modelle bleibt
jedoch solange begrenzt, wie kein Tiermodell existiert, das die Replikation humaner
Adenoviren ausreichend zulaft. Bislang veroffentliche Daten mit syrischen Hamstern
(63) und Schweinen (64) sind jedoch sehr vielversprechend und konnten eine

Maglichkeit zur praklinischen Toxizitatsprifung darstellen.
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7. Therapeutische Effektivitat des konditional replikativen Adenovirus Ad5-
A24RGD in einem Zervixkarzinom-Mausmodell (1ll)

Der ultimative praklinische Test fur experimentelle Therapeutika sind in vivo Modelle.
Hier nutzten wir ein Mausmodell zur Nachahmung lokaler
Zervixkarzinommetastasen, die einer direkten Injektion zuganglich sein konnten.
C33A Tumoren wurden subkutan etabliert, und die Mause in gleiche 6 Gruppen
eingeteilt. Die Gruppen erhielten drei aufeinander folgende intratumorale Dosen von
entweder 107, 108, 10° oder 10" VP Ad5-A24RGD, 10'° VP des E1-deletierten Virus
Ad5lucRGD oder reine Tragersubstanz (mock) in 200 ul OptiMEM. Die beiden
letztgenannten Behandlungsmethoden zeigten keinerlei EinfluR auf das
Tumorwachstum. Ad5-A24RGD fuhrte im Vergleich zu mock und Ad5LucRGD
sowohl mit 10" (p<0.0001 fiir beide) als auch mit 10° VP (p<0.0001 versus
Ad5lucRGD und p=0.0004 versus mock) zu einem signifikanten Rlckgang des
Tumorwachstums mit zeitweiliger Ruckentwicklung und folgendem
Wachstumsstillstand. 10® VP war ebenfalls in seiner Wirkung signifikant (p=0.0002
versus Ad5IucRGD und p=0.0190 versus mock). Interessanterweise ergab sogar die
geringste Dosis einen therapeutischen Effekt in diesem aggressiven Tumormodell,
wobei die hdheren Dosen jedoch effektiver waren. Vergleicht man Gewicht von
Mensch und Maus, so entsprechen 10’ VP der Maus ungefahr 2x10'° VP fiir einen
Menschen. Dies ist deutlich unter den 1x10" VP, die vom einem anderem CRAd
(CV706) in einer klinischen Phase | Studie intratumoral injiziert wurden, ohne
dosislimitierende Nebenwirkungen aufzuweisen (65).

Metastasiert-disseminierte Zervixkarzinome stellen klinisch die grofte therapeutische
Herausforderung dieses Tumortyps dar. Hier ist eine systemische Applikation
notwendig. Daher testeten wir Ad5-A24RGD auch mit i.v. Injektionen bei Mausen mit
multiplen subkutanen Tumoren. Die Mause erhielten entweder eine Einmalgabe von
10" VP, drei Gaben von 3x10'® VP oder eine Einzelgabe von 10" VP Ad5-A24RGD
intravends verabreicht. Als Kontrollen dienten eine einmalige Injektion von 10" VP
Ad5lucRGD oder von reiner Tragersubstanz.

Intravendse Injektion von 10" VP Ad5-A24RGD fiihrte zu einer zwar signifikanten,
jedoch nur minimalen Reduktion der Tumorgrof3e (P=0.0002 versus Ad5lucRGD und
p=0,0125 versus mock). Dies steht in Einklang mit frGheren Studien, in welchen 1-2 x

10"° VP als Leberdosis definiert wurden. Diese Virusmengen werden von den Kupffer
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Zellen der Leber zurickgehalten (25, 66, 67). In anderen Worten, lediglich dies
ubersteigende Virusdosen fuhren zu einer effektiven Viruszirkulation im Blut.

Dazu passend resultieten 10" VP in einer signifikanten Reduktion des
Tumorwachstums, unabhangig, ob als Einzeldosis oder dreigeteilt. Die Dreifachgabe
zeigte einen ausgepragteren therapeutischen Effekt gegeniber mock, Ad5lucRGD
oder der niedrigen Einzeldosis (alle p<0,0001), allerdings waren die Signifikanzen
der Einmalgabe von 10" VP gegeniiber den Kontrollen identisch. Wir fanden keinen
Unterschied in der Effektivitat zwischen der Dreifach- und der hdheren
Einfachapplikation (p=0,3681). Wir konnten somit einen deutlichen therapeutischen
Benefit in diesem Modell erzielen.

In Gesamtschau zeigen diese Daten, dal3 Ad5-A24RGD auch bei intravenoser Gabe
erfolgreich in vivo Tumorzellen infizieren, sich in diesen replizieren und schlief3lich
diese lysieren kann. Ebenso sahen wir keine visuelle Evidenz fur Toxizitat, sei es bei

intratumoraler oder intravenoser Gabe.

8. Effekt der Kombination von Promotor und Deletion auf die Selektivitat und
Effektivitat von konditional replikativen Adenoviren (IV)

Wir klonierten sechs neue Viren unter der Kontrolle des cox2 Promotors, je drei mit
einer langeren und drei mit einer kirzeren Variante des Promotors (28, 68). Beide
Promotorvarianten haben sich in friheren Studien als nutzlich zur Gentherapie des
Ovarialkarzinoms erwiesen (69, 70). Cox2 wird allgemein als geeigneter
tumorspezifischer Promotor (TSP) angesehen, da er eine relativ geringe Expression
in Lebergewebe, jedoch eine hohe Expression in vielen Tumortypen inklusive des
Ovarialkarzinoms aufweist (68-71). Drei verschiedene Varianten des zentralen
adenoviralen Replikationsregulatorgens E1A wurden verwendet: Wildtyp E1, eine
Delta24-modifizierte Version (24 bp Deletion in der Retinoblastombindungsstelle von
E1A) oder als Delta2-Delta24-modifizierte Version (zusatzliche 3 bp Deletion —
kodierend fur die zweite Aminosaure von E1A, welche die p300 Bindungsstelle
darstellt (72)). Sowohl Spezifitat als auch Effektivitat der Delta24-modifizierten Viren
wurde friher schon nachgewiesen (16, 72-75). Theoretisch sollte die zusatzliche
Deletion in E1A mit dadurch erhdhter Kontrolle von E1 zu einer hoheren Spezifitat
mit groRerem therapeutischen Fenster fuhren (Unterschied der Replikationsstarke
zwischen normalen und Karzinomzellen). Eine frihere Publikation konnte eine

erhohte Spezifitdt durch die Delta2-Mutation fur das Zervixkarzinom nachweisen
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(76). Alle sechs neuen Viren sind in ihrer Infektiositat erhdoht durch eine
Chimarenbildung aus Adenovirus Typ 3 fiber knob sowie Adenovirus Typ 5 fiber shaft
und Kapsel. Sie stellt die aktuell beste Methode des transduktionellen Targetings fur
Ovarialkarzinomzellen dar (25, 26, 73, 75).

Nicht alle adenoviralen Serotypen binden an CAR und haben damit einen
unterschiedlichen Tropismus. Die zuvor beschriebene Chimarenbildung bei
Adenoviren ersetzt Fiber und / oder Knob mit dem entsprechenden Element eines
anderen Serotyps (73, 77-79). Der Rezeptor des Adenovirus Typ 3 ist bislang
unbekannt. Wahrend einige Publikationen CD46 als Ad3 Rezeptor angeben (80),
sehen andere Autoren CD46 als Rezeptor fur Gruppe B Adenoviren mit Ausnahme
von Ad3 an (81, 82).

Unabhangig von dieser Diskussion erhohen Ad5/3 Chimaren den Gentransfer zu
Ovarialkarzinomzellinien und primaren Ovarialkarzinomzellen bis zu 291-fach (26).
Wichtig ist ebenfalls, dal} Biodistribution und Toxizitat im Mausmodell fir die
Chimaren wie fur RGD-modifizierte Viren nicht signifikant von Wildtyp Adenovirus 5
abweicht, welches sich in klinischen Studien als sicher erwiesen hatte (2).

Zwei Varianten des cox2 Promotors wurden in dieser Studie verglichen: eine langere
Variante (cox2L, 1554 bp), die als spezifischer gilt, und eine mittlere Variante
(cox2M, 988 bp), die eine starkere Genexpression bewirkt (28, 68). In unseren
Handen zeigten beide Promotoren ahnliche Ergebnisse, wobei sich cox2L jedoch als
geringfugig spezifischer, insbesondere im Zusammenhang mit Wildtyp E1A, erwies.
In Tumorzellen fanden wir keine signifikanten Differenzen zwischen beiden
Promotoren, obwohl eine gewisse Tendenz des cox2M Promotors bestand, zu einer
minimal erhdohten Zelltodrate in Kombination mit Wildtyp E1 oder Delta2-Delta24 zu

fuhren.

35



AdS genome
LIT RITR

E3 intact

El deletion and Ad3 knob in fiber
replacement with:

[
[— |
[E— |
'
[— |
[— 1|

Abb. 2: Schematische Darstellung der sechs verschiedenen dreifach-modifizierten
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Im Vergleich der verschiedenen E1-Mutationen, erbrachte delta-24 die positivsten
Ergebnisse. Die Onkolyseraten waren hoher (cox2L) oder gleichwertig (cox2M)
verglichen zu Wildtyp E1. Die Uberlegenheit der delta-24 Mutation war schon in
frheren Studien von verschiedenen Arbeitsgruppen nachgewiesen worden (16, 55).
Die durch delta-2-delta-24 verursachte Onkolyse war im Schnitt zehnmal geringer im
Vergleich mit den beiden anderen E1-Mutationen. Dies ist in Ubereinstimmung mit
der Literatur, die einen langeren und langsameren Replikationszyklus bei mehrfach
modifizierten Adenoviren beschreibt (76, 83). Hervorzuheben ist, dal} wir im
Zusammenhang mit Ovarialkarzinomzellen keine Zunahme der Spezifitdt fur die
zusatzliche delta-2 Mutation neben der delta-24 Mutation finden konnten. Daher
scheint ein doppelt modifiziertes E1 keinen zusatzlichen therapeutischen Gewinn
uber Delta-24 beim Ovarialkarzinom zu bewirken.

Die Spezifitat von heterologen Promotoren ist beeinflul3t durch virale Elemente wie
z.B. die gedrehten, terminalen Wiederholungen (inverted terminal repeats — ITR).
Daher ist es wichtig hervorzuheben, dal} die Spezifitdt des cox2 Promotors erhalten
werden konnte: in der niedrig cox2 exprimierenden Zellinie BT474 war die

Replikation um den Faktor 100 im Vergleich zum Wildtyp verringert. Im Gegensatz
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dazu war die Replikation in der cox2 positiven Zellinie A549 absolut gleichwertig zum
Wildtyp mit der Ausnahme des doppelt modifizierten delta-2-delta-24, welches als
cox2 minimal langsamer replizierte. A549 Zellen exprimieren CAR in hoher
Konzentration (84), womit diese Zellinie den Vergleich der chimaren CRAds mit dem
Wildtyp erlaubt, da alle Viren ahnlich effektiv die Zellen infizieren.
Ovarialkarzinomzellen wurden als refraktar fur Infektion mit Adenovirus Typ 5 Viren
beschrieben. Daher wahlten wir ein transduktionales Targeting unter Nutzung des
Knobs von Serotyp 3 fur unsere neuen CRAdSs. In den Zellinien OV-4 und SKOV3.ipl
fuhrt Adenovirus 5 Wildtyp nur zu minimaler Onkolyse, wahrend die 5/3 CRAds eine
bis zu 1000-fach héhere Efektivitat in Infektion und Zellyse zeigten. Dies ist bedingt
durch die starke Expression des Adenovirus 3 Rezeptor auf diesen Zellen (26). Da
dieser Nachweis direkt Uber Bindungs- und Hemmungsassays erfolgte, ist das
Ergebnis unabhangig von der anhaltenden Diskussion Uber die Beschaffenheit des
Rezeptors fur Adenovirus Typ 3. CD46 wird von einigen als Ad3 Rezeptor
angesehen (80), wohingegen andere CD46 als Rezeptor fur Gruppe-B Adenoviren
mit Ausnahme von Ad3 beschreiben (81, 82).

In den Ovarialkarzinomzellinien Hey und ES-2 war die Zellyse mit den 5/3 CRAds um
den Faktor 10 erhoht. Gleiches galt fur die Fibroblastenzellinie FHS173WE. Sie
exprimiert kein CAR auf ihrer Oberflache, scheint aber Adenovirus Typ 3 Rezeptoren
aufzuweisen, da Viren mit Serotyp 3 Knob die Zellen infizieren kénnen. Mit
Inkubationszeiten entsprechend denen der Karzinomlinien fanden wir keine Zellyse
der Fibroblasten. Mit langeren Inkubationszeiten wurde eine Zellyse jedoch auch in
diesen Zellen evident. Um dies weiter zu untersuchen, testeten wir die
verschiedenen Fibroblastenlinien auf ihre cox2 Expression ebenso wie die mogliche
Induktion einer cox2 Expression bedingt durch die Virusinfektion selber. Obwonhl
diese Ergebnisse schwer in Bezug auf mogliche Toxizitat zu bewerten sind, da
Fibroblasten in vivo nicht replizieren (was jedoch in vitro geschieht), ist dies unserer
Ansicht nach ein brauchbares Modell zur Determinierung moglicher
Toxizitatsunterschiede der CRAdSs.

Interessanterweise replizierten alle 5/3 CRAds in der Fibroblastenlinie FHS173WE.
Durch den cox2 Promotor wurde die Virusselektivitat jedoch signifikant erhoht im
Vergleich zu Ad5/3d24 (p<0,01 bei Infektion mit 1 VP/Zelle) mit einem 10-fachen

Unterschied in Zellyse.
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Zusatzlich konnten wir zeigen, dal® cox2 Promotor gesteuerte CRAds im Vergleich
zur isogenetischen Kontrolle Ad5/3d24 eine vergleichbare und teilweise leicht
erhohte Aktivitat in Tumorzellen aufweist. Dies ist wahrscheinlich durch die erhdhte
Menge von zelltoxischen E1A in der Zelle bedingt, welches promotorgesteuert
exprimiert wird. Dies konnte die Virusreplikation verstarken, oder die starkere
Zytolyse ist durch den Antitumoreffekt des E1A Proteins per se erzeugt (85). In
nichtreplizierenden Fibroblasten war die Replikation der cox2 gesteuerten CRAds
reduziert und keines der getesteten Viren lysierte humane mononukleare Zellen des
peripheren Bluts (PBMC). Dies konnte einen interessanten Sicherheitsaspekt
darstellen (86).

Die Leber stellt ein Schlusselorgan in Bezug auf mogliche Toxizitat bei adenoviraler
Gentherapie dar (87). Daher untersuchten wir ebenfalls primare humane
Hepatozyten auf virale Replikation. Keines der hier getesteten cox2 gesteuerten
CRAds replizierte in diesen Zellen, was eine zumindest 100-fache Differenz in
Replikation im Vergleich zum Wildtyp Virus bedeutet. Dies spricht fur eine potentiell
geringe Lebertoxizitat. AulRer Hepatozyten ist die Leber aber unter anderem auch
aus endothelialen Zellen und spezialisierten Makrophagen, sogenannten Kupffer-
Zellen, aufgebaut. Da des weiteren die dreidimensionale Struktur der Leber eine
wichtige Rolle in Bezug auf adenoviralen Gentransfer bedeuten konnte, sind
klinische Testreihen notwendig, um zuverlassige Daten zur Toxizitat zu gewinnen.
Zusammenfassend zeigen unsere Daten eine deutlich erhdhte Spezifitat und
Effektivitat von Viren, die eine Kombination von cox2 Promotor und delta24 Mutation
aufweisen, im Vergleich mit nicht modifizierten Wildtyp Viren. Des weiteren
erscheinen CRAds mit der delta24 Mutation denen mit der delta2delta24
Doppelmutation Uberlegen zu sein, da sie bei vergleichbarer Spezifitat effektiver in
Ovarialkarzinomzellen replizieren. Ebenso ist Ad5/3cox2L.d24 starker onkolytisch als
Ad5/3cox2E1  oder Ad5/3d24. Kombiniert man die in vitro Daten in
Ovarialkarzinomzellen (cox2 delta2z4 100-mal effektiver) mit den Daten der
Hepatozyten (Ad5wt 100- bis 1000-fach toxischer), erhalt man fur Ad5/3cox2Ld24 ein
um 10.000- bis 100.000-fach grofieres therapeutisches Fenster im Vergleich zu Ad5
Wildtyp. Cox2L erwies sich aulderdem in unserer Studie als spezifischer im Vergleich
zu cox2M. Damit erscheint Ad5/3cox2Ld24 als Virus der Wahl zu weiteren Studien,

auch in Hinblick auf mdgliche spatere klinische Studien.
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9. Therapeutische Effektivitat ausgewahlter dreifach-modifizierter selektiv
onkolytischer Adenoviren in vivo (IV)

Die ultimative praklinische Evaluation experimenteller Therapeutika stellen in vivo
Modelle dar. Hier wandten wir ein Mausmodell an, das lokale Metastasen eines
fortgeschrittenen Ovarialkarzinoms widerspiegelt. Ovarialkarzinom-Xenographen
wurden subkutan etabliert und direkt intratumoral die Viren injiziert. Ad5/3cox2Ld24
zeigte hier starkeren antitumoralen Effekt als die Positivkontrolle Ad300wt
(p=0,0001), and war signifikant effektiver als die Negativkontrolle Ad5LacZ (p<0,01)
und mock (p<0,001). Ad5/3d24 war Ad5/3cox2Ld24 vergleichbar (p=0,4).
Ad5/3cox2Ld2d24 und Ad5/3cox2LE1 zeigten in diesem hochaggressiven Modell
keine bessere Effektivitat als die Negativkontrollen (p nicht signifikant).

Um die Replikation der Viren in vivo zu studieren, fuhrten wir eine Koinfektion der
CRAds mit einem Luciferase-exprimierenden, nicht replikationskompetenten Virus
(Ad5/3luc1) durch. Dieses Virus kann sich nur in Anwesenheit von durch CRAd-
Replikation erzeugtem E1 replizieren. Im direkten Vergleich mit Tumoren, welche mit
einer nichtreplikativen Kontrolle koinfiziert wurden, wiesen die Tumoren nach
Koinfektion mit den CRAds eine signifikant erhohte Luciferase-Expression auf
(p<0,01 fir alle CRAdS).

Als orthotopes Modell fur ein weit fortgeschrittenes Ovarialkarzinom etablierten wir
SKOV3.ipl Tumormetastasen intraperitoneal mit 10” Zellen/Maus. Nach 7 Tagen
wurden den Mausen ebenfalls intraperitoneal an drei aufeinander folgenden Tagen
entweder 10® VP/Tag oder reine Tragersubstanz (mock) injiziert. Nach 90 Tagen
wiesen Ad300wt (p=0,002), Ad5/3cox2Ld24 (p<0,001) und Ad5/3d24 (p<0,001) ein
signifikant verlangertes Uberleben im Vergleich zur mock-Gruppe auf. Auch hatten
Ad5/3cox2Ld24 (p=0.120) und Ad5/3d24 (p=0.148) einen starkeren antitumoralen
Effekt als die Positivkontrolle Ad300wt, obwohl dies nicht signifikant war zu diesem
Zeitpunkt der Untersuchung. Ad5/3cox2Ld24 und Ad5/3d24 zeigten vergleichbare
Effektivitat (p=0,971).

Auch hier erscheint cox2L-delta24 als Virus der Wahl fiur weitergehende Studien.
Ahnlich wie Ad5/3d24, welches derzeit fir eine klinische Studie in Finnland

vorbereitet wird, kdnnte Ad5/3cox2Ld24 spater klinisch erprobt werden.
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Diskussion

Krebs ist die zweithaufigste Todesursache in Europa nach kardiovaskularen
Erkrankungen und begrundet derzeit ca. ein Viertel aller jahrlichen Todesfalle.
Wahrend bei jungeren Frauen das Zervixkarzinom relativ haufig auftritt, nimmt die
Inzidenz von Ovarial- und Endometriumkarzinomen mit steigendem Alter der
Patientin zu. Trotz vielfaltiger Innovationen in Therapiekonzepten und —modalitaten,
konnte hier insbesondere fiir fortgeschrittene Stadien das statistische Uberleben nur
geringfugig gesteigert werden (88, 89).

Flr operable Patientinnen stellt die Operation den Grundpfeiler gynakologischer
Therapie dar; Gewinnung und Sicherung der Histologie, adaquates Staging und
bestmogliche Zytoreduktion sind hier die Ziele. Daher stellt die vollstandige
Entfernung allen tumorésen Gewebes eine Grundvoraussetzung zur Chance eines
kurativen Ansatzes fur fast alle gynakologischen Tumorentitdten dar. Ausnahme
hiervon sind jahrlich wenige Zervix- oder Endometriumarzinome, die effektiv mit einer
kombinierten Radiochemotherapie alleine behandelt werden konnen. Verbesserte
Anasthesieverfahren, welche aufwandige Operationen auch an Patientinnen mit
reduziertem Allgemeinzustand erlauben, und moderne Operationsverfahren
ermdglichen heute mehr Patientinnen, sich einer kurativen Operation zu unterziehen
(90).

Innovationen der Radiatio haben mit verbesserten Strahlenquellen, der
computergestitzten dreidimensionalen Strahlungsplanung vor Therapiebeginn,
ebenso wie fortschrittichere Chemotherapien mit verbesserten Regimen oder
modernen Medikamenten das Outcome von Patientinnen mit gynakologischen
Karzinomen deutlich verbessert (91, 92). Hocheffektive Therapiekombinationen (91,
92) und verschiedene Applikationsrouten wie z.B. in Studien die intraperitoneale
Chemnotherapie haben zusatzlich die Chancen beim Ovarialkarzinom verbessert
(93-95).

Im Zusammenschluld verbesserten sich so sowohl das krankheitsfreie als auch das
Gesamtuberleben bei Patientinnen in fruhen Stadien, wohingegen Frauen mit
metastasierter Erkrankung meist nur palliativ behandelt werden konnten (89).

Gerichtete Therapieansatze konnten hier einen Losungsansatz darstellen, obwohl in
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Abwesenheit eines ubiquitaren Onkogens, einfach-gerichtete Ansatze wohl keinen

signifikanten Benefit erreichen werden (96).

In den letzten Dekaden haben enorme Anstrengungen der Basiswissenschaften
dazu gefuhrt, Krebs als Erkrankung mutierter Gene anzusehen. Insbesondere
epigenetische und genetische Alterationen von Tumorsupressor- und von
Onkogenen scheinen ursachlich in der Entstehung von Karzinomen zu sein. Diese
Veranderungen konnen hereditaren Ursprungs sein, oder — deutlich haufiger —
wahrend der individuellen Lebenszeit eintreten. Eine logische Schluffolgerung ist ein
Therapieansatz mit dem Ziel, diese molekularen Defekte zu korrigieren. Ebenso
konnten diese Unterschiede zur Steuerung eines antitumoralen Effekts gegen
maligne Zellen genutzt werden. Damit basieren die molekularen Therapien auf der
Detektion ebendieser Defekte in Tumorzellen, welche sie vom normalen Gewebe
unterscheiden (82, 97, 98). Die Gentherapie beinhaltet eine Vielzahl
unterschiedlicher Ansatze, deren gemeinsame Grundlage der Transfer von Genen
oder genetischem Material darstellt, die nachfolgend fur eine bestimmtes Protein
kodieren oder als komplettes Virus den antitumoralen Effekt vermitteln (99-101).

Der Gentransfer erfolgt mittels verschiedener Vektorsysteme mit distinkten Vorziigen
und Nachteilen. Durch unterschiedliche Spezifikationen eignen sich diese
Vektorsysteme entweder eher zur Therapie monogenetischer Erkrankungen,
erworbener Erkrankungen oder von Karzinomen. Wahrend die Therapie der beiden
erstgenannten typischerweise von einer langfristigen Genexpression und somit
stabilen, nicht-immunogenen Gentransfermethode profitiert, ist fur die Gentherapie
von Karzinomen eine effektive und ausgepragte Transduktion der Zielzellen
essentiell. Derzeit werden hauptsachlich Adenoviren (Ad), Retroviren einschlieflich
der Lentiviren, adeno-assoziierte Viren (AAV) und nichtvirale Gentransfersysteme

eingesetzt.

1. Methoden der Karzinomgentherapie

Gentherapie fur Karzinome kann zumindest in sechs unterschiedliche Kategorien
eingeteilt werden: 1) Kompensation von Mutationen, 2) molekulare Chemotherapie,
3) genetische Immunopotenzierung, 4) genetische  Modulation  von
Resistenz/Sensitivitat, 5) onkolytische (conditional replizierende) Viren und 6)

antiangiogenetische Gentherapie. Ziel der Mutationskompensation ist die Korrektur
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schwerwiegender molekularer Veranderungen innerhalb der Krebszelle. Beispiele
seien hier die Mutation der Tumorsupressorgene p53 oder BRCA1, sowie die
Uberexpression von Onkogenen wie erbB-2 (102, 103) (Abb. 3). Molekulare
Chemotherapie, auch bekannt als Suizidgen- oder prodrug-conversion Gentherapie,
bedeutet die selektive Expression von prodrug-aktivierenden Enzymen innerhalb der
Ziel- bzw. Tumorzelle mit dem Ziel der Eradikation (Abb. 4). Klinische Studien
nutzten Vektoren, welche entweder die Herpes simplex Thymidinkinase (HSV-TK)
oder die Echerichia coli Cytosindeaminase (E. coli CD) ubertrugen. Diese wandelten
nachfolgend entweder Ganciclovir (HSV-TK) oder 5-Fluorouracil (E. coli CD) in
potente Zellgifte um. Eine zusatzliche laterale Diffusion des aktiven Zellgiftes in nicht-
transduzierte Nachbarzellen oder eine Signalibermittlung zwischen den Zellen zur
Einleitung der Apoptose fuhrt zu zusatzlicher Zytolyse, welche als ,bystander-effect"
beschrieben wird. Daher ist bei diesem Ansatz die Transduktion aller Zielzellen nicht
erforderlich (104).

| | proraoter | P53 gene | pi | ‘
/ Infection of ce]ls\
’ ormal cells \ ’ Cancer cells \
\with wtpis gene " \with £33 mutation ’

No cell death Cell death

Abb. 3: Mutationskompensation: Expression eines Wildtyp p53 Gens in Zellen mit
mutierter Kopie dieses Gens fuhrt zu Zelltod in solchen Zellen mit zuvor mutiertem

Gen
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Im Gegensatz hierzu, involvieren Ansatze zur genetischen Immunopotenzierung die
Modifizierung entweder von Immun- oder Tumorzellen zur verbesserten
immunologischen Erkennung der neoplastischen zellen (105) (Abb. 5). In einer
randomisierten Phase-llI-Studie an Patienten mit Nierenzellkarzinomen steigerte eine
autologe Nierenzelltumorvakzine das progressionsfreie 70-Monate-Uberleben von
59% auf 72% Die Impfung wurde gut vertragen, und lediglich bei 12 von 379
Patienten traten schwerwiegende Nebenwirkungen auf (106).

In einem weiteren Ansatz wurde eine Vielzahl von Strategien zur Modifizierung der
Sensitivitat oder Resistenz gegentber Chemotherapie oder Bestrahlung untersucht

mit dem Ziel eines erhdhten therapeutischen Indexes (107, 108).

Onkolytische Adenoviren, auch bekannt als conditional replizierende Adenoviren
(CRAdSs), nutzen tumorspezifische Veranderungen in der Zelle, um eine gezielte

Replikation mit nachfolgender Lyse der Zielzelle zu steuern.

Die antiangiogenetische Gentherapie schlieldlich zielt auf die Behinderung der

Ausbildung neuer Gefalde in Tumorgewebe ab und verhindert so Tumorwachstum.

1. Infection of cells *
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2. Application of prodrug Death of infected cells
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Abb. 4: Suizidgenetherapie: Nach Transfektion der Zelle mit einem Vektor fur HSV-
TK bewirkt die Gabe von Ganciclovir den Zelltod infizierter Zellen. Der sogenannte

Bystander-Effekt fuhrt zur Zerstorung ebenfalls umliegender Zellen.
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Abb. 5: Immunopotenzierung: Patienteneigene Zellen werden gewonnen und in vitro
mit einem Interleukin-codierenden Vektor infiziert. AnschlieBend werden die

transfizierten Zellen refundiert und I6sen einen Immunreaktion gegen den Tumor aus

2. Gentransfermethoden

Traditionell wird das Retrovirus zum Gentransfer eingesetzt, welches sich in das
Genom der Zielzelle integriert und damit zu einer langfristigen Genexpression flhrt.
Dies bedingt aber auch einen der Hauptnachteile, da diese Integration eine Mutation
oder Onkogenese auslosen kann. Des weiteren ist die Transduktionseffizienz relativ
gering, hohe Dosen sind schwer herzustellen und es erfolgt lediglich eine Infektion
teilender Zellen (109-111). Dies macht Retroviren mehrheitlich zur Therapie solcher
Erkrankungen attraktiv, die einer langfristigen Genexpression bedurfen. Lentiviren
konnten einige dieser Probleme |6sen, jedoch sich klinische Sicherheit und
Effektivitat noch nicht hinreichend nachgewiesen. Adeno-assoziierte Viren sind nicht-
pathogene, einstrangige DNA Viren, welche als Wildtype in Chromosom 19
integrieren und zu einer langfristigen Genexpression flhren, wahrend
Rekombinanten mehrheitlich episomal verbleiben (112). Erste praklinische Studien
erbrachten vielversprechende Ergebnisse (113). Andererseits scheint das adeno-
assoziierte Virus jedoch auch ursachlich flr Deletionen oder Veranderungen in
Chromosom 19 zu sein (114). Nicht-virale Vektoren wurden in den vergangenen

Jahren ebenfalls untersucht. Liposomale Vektorsystemesind kationische Komplexe
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mit dem Transgen innerhalb der Lipiddoppelmembran, welches modifiziert werden
kann zur selektiven Bindung an spezifische Zielrezeptoren. Liposome werden via
Endozytose in die Zielzelle aufgenommen und entlassen nachfolgend ihre DNA-
Ladung in die Zelle. Zur Therapie von Karzinomen erscheinen Liposomen bislang
wenig geeignet bedingt durch ihre geringe Transduktionseffizienz. Ausgepragter

noch in vivo, wurde dies auch in klinischen Studien aufgezeigt (85, 97, 99, 115-118).

3.1 Adenoviren in der Gentherapie

Adenoviren sind Doppelstrang-DNA Viren bestehend aus den Hauptkomponenten
Hexon, Penton und Fiber. Die adenovirale Infektion wird vermittelt durch die knob
Region am carboxy-teminalen Ende des Fibers und ihren korrespondierenden
Rezeptor, des Coxsackie-Adenovirus Rezeptor (CAR) fur die meisten Serotypen. Im
Anschluly an die Rezeptorbindung folgen Interaktionen zwischen zellularen
Integrinen und dem Arginin-Glyzin-Aspartam Motiv der Pentonbasis. Es kommt zur
Ausbildung von Endosomen mit nachfolgender Internalisation des Virus. Durch einen
pH-Wechsel im Endosom wird das Virus aus dem Endosom frei gesetzt und ein
Dynein-/Dynaktin- abhangiger DNA-Transport im Zytoplasma zum Zellkern entlang
der Mikrotubuli beginnt. SchlieRlich bindet die adenovirale DNA an den Core-
Komplex Rezeptor des Zellkerns, wird in den Nukleus importiert und die adenovirale
Proteinsynthese oder, im Falle von nicht replikationskompetenten Adenoviren, die
Transgenexpression beginnt (119). Zum Ende des adenoviralen Replikationszyklus
wird die Zelle lysiert und die neugebildeten Virionen freigesetzt. Die adenovirale DNA
wird regelhaft nicht in das Genom der Zielzelle integriert, was ein niedriges Risiko zur
Mutagenese bedingt. Dementsprechend ist das Adenovirus mit seiner zeitlich
begrenzten Genexpression durch die Zielzelle weniger geeignet flir Therapien, bei
denen eine langfristige Expression gewinscht wird. Fur Krebsgentherapieansatze ist
es jedoch favorisiert, da hier typischerweise eine Zerstorung der Zielzelle gewunscht
wird. Die adenovirale Infektion ist nicht abhangig von der Zellzyklusphase; ruhende
und teilende Zellen werden infiziert.

Ein besonders ansprechendes Merkmal der adenoviralen Krebsgentherapie ist seine
immense Kapazitat im Gentransfer und in der Genexpression in vivo. Auch ist die
Produktion hoher Virustiter in cGMP-Qualitat, notwendig zur Durchfihrung klinischer
Tests, gut etabliert. Die adenovirale Infektion von Gewebe ist hauptsachlich abhangig

von der CAR-Expression (3-9, 120-126). Der naturliche Tropismus intravaskularer
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Adenoviren fuhrt zu einer Akkumulation der Viren hauptsachlich in der Leber, der
Milz, Herz, Lungen und Nieren (127-131). Gewebsmakrophagen, wie die Kuppfer-
Zellen der Leber, spielen die Hauptrolle in der Eliminierung von Adenoviren aus dem
Blutkreislauf. Und obwohl CAR ubiquitdar von fast allen epithelialen Geweben
exprimiert wird, wurde ein Mangel an oder eine Minderregulierung von CAR fir viele
Tumorgewebe berichtet. Dies konnte im Zusammenhang mit Tumoraggressivitat
stehen und ein verbreitetes Phanomen sein (3-14, 19, 126, 132-136). Vorlaufige
Ergebnisse suggerieren einen Zusammenhang zwischen CAR-Funktion und
Zelladhasion. Vermutet wird ein Tumor-supprimierender Effekt (7, 8), da CAR eine
der transmembrandsen Komponenten der tight junctions sein kénnte (125). Uberdies
wurde eine inverse Korrelation von CAR-Expression und Tumorstadium gefunden (7,
137). Die Uberaktivitat des RAS-MAPK pathways, anzutreffen in vielen oder gar den
meisten Tumoren, konnte ebenso fur eine Minderung von CAR verantwortlich sein
(137).

Der weitgefacherte Tropismus von Adenoviren laldt eine Steuerung der Infektion
gegen Tumorgewebe sinnvoll erscheinen. Hier gibt es zwei prinzipielle Ansatze: a)
transkriptionales Targeting und b) transduktionales Targeting. Transkriptionales
Targeting ist die genetische Limitation der Expression des nachgeschalteten Gens
auf bestimmte Zelltypen durch Vorschaltung von Promotersequenzen von Genen, die
im Zielgewebe Uberexprimiert sind (138, 139, 140 . Diese regulierenden Sequenzen
werden als Tumor-spezifische Promotoren (TSP) bezeichnet {Binley, 1999 #283).
Gene unter Kontrolle eine TSP werden bevorzugt in solchen Geweben exprimiert, die
den TSP aktivieren konnen (141).

Transduktionales Targeting beinhaltet die chemische oder genetische Modifikation
des Adenovirus zum Wechsel seines Tropismus vom natirlichen Rezeptor CAR zu
einem anderen Bindungselement, das bevorzugt von den Zielzellen exprimiert wird.
Eine ideale Tragetingstrategie wurde aus Blockade der CAR-Bindung und
gleichzeitiger Einflhrung eines neuen Tropismus zu einem Tumorassoziierten
Rezeptor oder Oberflachenmarker. Die rapide Zunahme von Wissen uber die
adenovirale Struktur und Biologie der letzten Jahre hat zu einigen signifikanten
Errungenschaften gefuhrt (142, 143). So wurden verschiedene Peptide als Liganden
in unterschiedlichste Positionen des Fibers, Hexons oder Pentons eingefligt, und

gezielte Punktmutationen in der Fiber-knob Region unternommen (143).
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3.2 Klinische Studien mit adenoviralen Vektoren

Adenoviren sind aktuell das meist genutzte Vektorsystem in klinischen Studien der
Krebsgentherapie. Zum Ende des Jahres 2005 waren mehr als 380 klinische Studien
genehmigt und Uber 200 schleusten Patienten ein (144). Die meisten waren Phase-|
und Phase-ll Studien, womit die primaren Ziele die Gewinnung von allgemeinen
Daten zur Anwendungssicherheit (Phase-1) oder moglichen Effektivitat (Phase-Il)
sind. Genetische Immunotherapie ist bislang der haufigste klinische Testansatz.
Adenoviren konnten sich als ideale Vakzinen erweisen, da sie hochimmunogen sind
und Effektivitat mit Sicherheit verbinden (22, 145-148).

Zusatzlich zur genetischen Immunotherapie, lassen sich klinische Studien zur
Krebstherapie mit adenoviralen Vektoren in drei weitere Hauptgruppen einteilen: a)
Suizidgentherapie, b) Genersatz und c) Rezeptorbindung. Die Suizidgentherapie
beinhaltet typischerweise die Inkorporation eines prodrug-konvertierenden Enzyms.
Phase-| Studien wurden unter anderem durchgefihrt zur Therapie von Gliomen (149-
151), von Ovarialkarzinomen (152-154), von Prostatakarzinomen (155, 156) und
Mesotheliomen (157). Interessanterweise war das overall survival von Gliom-
Patienten, die nach Resektion in Ad-HSVtk/Ganciclovir, Retrovirus-HSVtk/Ganciclovir
oder Kontrolle randomisiert wurden, in der Adenovirus Gruppe signifikant verlangert
(149). Eine weitere randomisierte Studie mit 36 Gliompatienten resultierte ebenfalls
in einem signifikant verlangertem Uberleben der Patienten, die nach lokaler Injektion
von Ad-HSKtk systemisch Ganciclovir erhielten (158). Eine Phase-lll Studie ist zur
Zeit offen.

Mehrere Studien kombinierten Suizidgentherapie und derzeit gebrauchliche
Therapiemodelle. Zehn Patientinnen mit Ovarialkarzinomrezidiv unterzogen sich
zunachst einer Debulkingoperation, erhielten nachfolgend zuerst eine
intraperitoneale Therapie mit Ad-HSVtk, dann intravends Ganciclovir und schlie3lich
eine Chemotherapie mit Topotecan. Bei Publizierung der Studie lebten drei der zehn
Patientinnen mit einen Nachbeobachtungszeit zwischen 30 und 31 Monaten (159). In
einer weiteren Phase-l/ll Studie wurde adenovirale Suizidgentherapie mit
Bestrahlung und Hormontherapie kombiniert. Ziel war hier die Expansion des
therapeutischen Index der Bestrahlung (160). Es wurde keine zusatzliche Toxizitat
durch die Kombination gefunden, und die Sicherheit dieses Ansatzes konnte so

gezeigt werden. Auch zwei Jahre nach Abschluld der Therapie wurden keine
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signifikanten Langzeit-Toxizitaten gefunden. In der Gruppe der low-risk Patienten
wurden keine Metastasen oder positiven Biopsien nach 21 Monaten gefunden (161).
In Bezug auf Genersatzstrategien erweist sich p53 als Hauptziel in Phase-l und
Phase-Il Studien (162-172). Die wohl vielversprechensten Ergebnisse wurden nach
intratumoraler Gabe der Adenoviren in Kombination mit Chemotherapie gesehen
(173). Die chinesischen Gesundheitsbehorden lielen 2003 ein rekombinantes Ad-
p53 (bekannt unter dem Markennamen Gendicine) fur den klinischen Gebrauch zu
(174, 175).

Als weiteres Tumorsupressorgen wurde mda-7 in einer klinischen Phase-lI Studie
untersucht. Zehn Patienten mit soliden Tumoren erhielten intratumorale Injektionen
gefolgt von Exzision der Lasionen, was die Demonstration der Transgen-Expression
erlaubte (176). Rezeptorbindung wurde hauptsachlich an Patientinnen mit
Ovarialkarzinom und erbB-2 als Ziel untersucht (177, 178). Keine der Studien zeigte
dosislimitierende Nebenwirkungen, auch wenn bis zu 7,5 x 10" virale Partikel taglich
an funf aufeinander folgenden Tagen appliziert wurden (172). Daher kann
geschlossen werden, daly Gentherapie mit nicht-replikationskompetenten Adenoviren
als sicher anzusehen ist, und obwohl der Gentransfer durchaus variabel war, konnte

in einigen Fallen Effektivitat nachgewiesen werden.

4.1 Transcriptionales Targeting

Ein Promoter ist die Komponente der transkriptionalen Einheit, welche in die Bindung
der RNA-Polimerase eingebunden und zur Initierung der mRNA Transkription
notwendig ist. Ein Promoter wird aktiviert von Transkriptionsfaktoren unter Gewebe-
spezifischer Kontrolle. Damit muf® ein Gewebe, in dem ein Promoter aktiviert werden
soll, spezifische Faktoren exprimieren, die den Promoter erkennen. Eine Vielzahl von
TSP wurde fur die Krebsgentherapie untersucht, einigen fehlte jedoch ausreichende
Aktivitat, ausreichende Spezifitat oder beides. Daher hat sich die Forschung in letzter
Zeit auf die genaue Evaluation von Promotorkandidaten, welche die notwendigen
Attribute aufweisen, fokussiert (Abb. 9).

4.1.1 Tumor-spezifische Promotoren

Als einer der ersten tumor-spezifischen Promotoren wurde der Promoter des

carcinoembrionalen Antigens (CEA), welcher von vielen Magen-, Pankreas- und
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Lungentumoren exprimiert wird, untersucht (179). Er wurde zur Steuerung eines
HSVtk Elements eingesetzt, und wahrend CEA-negative Zellinien resistent
gegenuber einer Ganciclovir Therapie waren, erwiesen sich CEA-positive Zellen ca.
1000-fach sensitiver (180). Nach intraperitonealer Injektion bei Mausen mit CEA-
exprimierenden Tumoren konnte eine signifikante Tumorregression gezeigt werden
(180). Wichtiger noch war der signifikante Bystander-Effekt (27, 179). Ein
Adenovirus, welches entweder lacZ oder CD unter der Kontrolle des CEA Promoter
fuhrte, zeigte signifikante Expression in Tumorxenographen und konnte die
Uberlebenszeit verlangern (181). Des weiteren fand sich nach intravendser
Applikation von Ad-CEA nur eine geringe Toxizitat fir normales Lebergewebe (182).
Als Therapieoption fur Hepatome wurde der Promoter des alpha-Fetoproteins (AFP)
untersucht. Nach subkutaner Injektion in Hepatome in vivo zeigte sich signifikante
Tumorregression (183).

Zur Therapie gynakologischer Malignome wurden verschiedene Promotoren
untersucht. Der L-Plastin Promoter (LP-P) wurde zur transkriptionellen Kontrolle
einer lacZ Expression in Ovarial- und Mamma-Karzinom Zellinien eingesetzt im
Vergleich mit dem ubiquitaren cmv-Promoter (184). In den Tumorzellinien und Zellen
aus Aszites erwiesen sich beide Promotoren als aktiv, wohingegen normale
Hautfibroblasten und normale Peritonealzellen nur sehr geringe Aktivitaten fur LP-P
aufwiesen. Eine weitere Studie sah LP-P spezifische Expression von lacZ und CD in
Zellinien von Ovarial- und Blasenkarzinomen im Vergleich zu cmv (185). Mehr als
drei viertel aller humanen epithelialen Ovarialkarzinome exprimieren das DF3-
Protein, wohingegen normale Mesothelzellen des Peritoneum dies nicht tun (186).
Der DF3 Promoter erwies sich als spezifisch aktiv zur Expression von BAX in vitro fur
Ovarialkarzinomzellen (187). Nach intraperitonealer Injektion in Ovarialtumor-
tragende Mause war die BAX-Expression hauptsachlich im Tumorgewebe
nachweisbar und Uber 99% Eradikation konnte gezeigt werden.

Der Cyclooxygenase-2 (cox-2) Promoter wurde zusammen mit dem midkine (mk)
Promoter fur Ovarialkarzinome untersucht. Beide Promotoren waren in einer Palette
von Ovarialkarzinomzellinien und  primar-gewonnenen Tumorzellen aktiv,
wohingegen die Aktivitat in normalen Mesothelien und normalem Lebergewebe
vermindert war (69).

Der cox-2 Promoter wurde ebenfalls im Kontext von Magenkarzinomen untersucht.

Das Aktivitatsprofii des Promoters korrelierte zum cox-2 RNA Status in
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Magenkarzinomlinien. Nach intravaskularer Injektion erwies sich die Leberexpression
mit cox-2 als geringer im Vergleich zum cmv Promoter. Cox-2 ist ausreichend aktiv
um Zellyse in cox-2 positiven Zellen zu bewirken, wenn er HSVtk steuert, und dabei
selektiv genug, um cox-2 negative Zellen auszusparen. In vivo zeigte sich eine
deutlich verminderte Lebertoxizitat im Vergelich zu cmv Promoter gesteuerten Viren
(28).

Das Gen des sekretorischen Leukoprotease Inhibitors (SLPI) wird von verschiedenen
Karzionomtypen exprimiert, unter anderem von Ovarialkarzinomzellen. Die
Expression in Normalgewebe wie der Leber ist gering (188). Daher wurde der SLPI
Promoter zur Transgen-Expressionssteuerung in Ovarialkarzinomzellinien und
primaren Tumorzellen, gewonnen aus Aszitesproben, eingesetzt (189). Der Promoter
war in vitro sowohl in den getesteten Zellinien als auch primaren Tumorzellen aktiv.
Ein orthotopes Mausmodell mit disseminierten peritonealen Ovarialkarzinom wurde
eingesetzt zum Nachweis hoher Tumor- versus geringer Leberexpression durch den
SLPI Promoter. Adenovirales HSVtk unter der Kontrolle des SLPI Promoters
verlangerte signifikant das Uberleben in Kombination mit Ganciclovir (189). Als
weitere Promotoren mit vielversprechenden praklinischen Ergebnissen wurden
Tyrosinase, erbB2, Surfactant Protein B, Proopiomelanocortin und flt-1 getestet (190-
193).

4.1.2 Tumorgefal3-spezifische Promotoren

Targeting von Gefallendothelien in  Tumorgewebe koénnte ebenfalls einer
Gentherapie zuganglich sein. Dieses Gewebe ist unabhangig vom Tumortyp und
einfach per intravaskularer Injektion zu erreichen. Zusatzlich sind Endothelzellen
(EC) nicht maligne, damit keinem Selektionsdruck ausgesetzt und werden selten
resistent gegenitber der Behandlung (194). E-Selectin Expression ist gering in
normalen Blutgefallen, jedoch hoch in Kapillaren von Tumorgewebe, weswegen der
Promoter zur Steuerung adenoviraler Expression eingesetzt wurde. Nach Infektion
eprimierten Endothelzellen das Reportergen auf hohem Niveau, wohingegen
Nichtendothelzellen nur eine geringe Expression aufwiesen. Die Zugabe von TNF-
alpha als Promoterinducer fuhrte zu einer weiteren Steigerung der E-Selectin
Aktivitat (195). Der Maus-Preproendothelin-1 (PPE-1) Promoter wurde ebenfalls als

TSP zur adenoviral-vermittelten Steuerung in Endothelzellen eingesetzt.
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Systemische Gabe bei Lungentumor-tragenden Mausen ergab eine selektive

Genexpression in der Neovaskulatur der primaren Tumoren (196).

4.1.3 Therapie-induzierte Promotoren

Ein weiterer Ansatz der Krebsgentherapie steuert die Genexpression mit
Promotoren, die durch eine konventionelle Behandlung wie Chemotherapie oder
Bestrahlung induziert werden. Ein Beispiel ist der early growth response gene 1
(EGR-1) Promotor. Nach Induktion durch Bestrahlung steuerte er als TSP die
spezifische Expression von lacZ und HSVtk in Gliomen und hepatozellularen
Karzinomen. Die Bestrahlungs-induzierte Transkription des EGR-1 Promotors wurde
schon mit relativ geringen Dosen erreicht (197, 198).

Die Kombination von Bestrahlung und strahleninduzierter adenoviraler Gentherapie
wird fur Zervixkarzinom-Modelle entwickelt und zeigte erste vielversprechende
Ergebnisse in praklinischen Studien (199).

TSP haben das Potential, die potentielle Toxizitat einer Krebsgentherapie zu mindern
und stellen eine bedeutende Mdoglichkeit dar zur spezifischen Steuerung der
Genexpression in malignen Zellen. Sie kénnen jedoch nicht die Effektivitat der
adenoviralen Infektion der Zielzellen erhéhen. Durch Kombination des
transkriptionalen Targeting mit Methoden zur Infektivitatserhohung konnen deutlich

verbesserte Vektorsysteme konstruiert werden.

4.2 Transduktionales Targeting

Transduktionale Targeting Strategien (Abb. 6) dienen einer selektiven Erh6hung des
Gentransfers in die Zielzellen bei gleichzeitig reduzierter Aufnahme des Ubrigen
Gewebes. Grundsatzlich gibt es zwei verschiedene Ansatze des transduktionalen
Targeting: a) genetisch und b) physikalisch. In einigen Publikationen werden sie auch
als ein-Komponenten beziehungsweise zwei-Komponenten Targeting bezeichnet.
Erstere beinhaltet die genetische Modifikation des Adenoviruses mit Inkorporation
eines Liganden, welcher Zielzell-spezifische Rezeptoren erkennt, und/oder den

naturlichen Rezeptor blockt.

4.2.1 Genetisches transduktionales Targeting
Mehrere Bereiche der Adenoviren sind geeignet zur Inkorporation von Liganden.

Einer ist der HI-Loop des Fibers, in welchen ein Integrin-bindendes RGD-4C Motiv
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integriert werden kann (11, 15). RGDTKSSTR ist ein RGD-4C modifizierter
adenoviraler Vektor, der sowohl HSVtk zur molekularen Chemotherapie als auch das
humane Somatostatin Rezeptor Subtyp-2 (SSTR2) Gen zum nicht-invasiven Imaging
enthalt (46). Das RGD-4C Motiv erlaubt die praferentielle Infektion von
Ovarialkarzinomzellinien und primaren Ovarialkarzinomzellen. Die verstarkte
Infektion war auch in Anwesenheit von Aszites nachweisbar. Des weiteren wurde
eine klinische Anwendung gespiegelt durch die intraperitoneale Gabe von
RGDTKSSTR bei Mausen mit disseminiertem humanen Ovarialtumoren unter Zusatz
von malignem Aszites von Ovarialkarzinompatientinnen. Signifikant verlangertes
Uberleben wurde gesehen im Vergleich mit einer isogenetischen RGD-4C freien und
weiteren Kontrollen (200). Dieser Ansatz wurde klinisch getestet an Patientinnen mit
fortgeschrittenem Ovarialkarzinom (201), Ergebnisse wurde bislang aber noch nicht
veroffentlicht.

In einer weiteren Studie wurden Adenoviren mit Luziferase als Reportergen mit und
ohne RGD-4C Modifikation getestet (25). In stringenten praklinischen Modellen mit
primaren Ovarialkarzinomzellen (in An- und Abwesenheit von neutralisierenden
Antikérpern) sowie in einem murinem Ovarialkarzinom-Modell fand sich eine deutlich
erhohte Gentransferrate durch die RGD-4C modifizierten Viren.

Da Adenoviren bevorzugt in der Leber akkumulieren und dort potentiell lebertoxisch
wirken, ist Untargeting der Leber ein wichtiges Ziel (136, 202). Hierzu wurden Viren
erzeugt, welche weder an CAR noch an zellulare Integrine binden. Gemeinsam
stehen sie fir ein Groldteil der hepatischen Adenovirusaufnahme. Die so
modifizierten Viren erwiesen sich als signifikant reduziert bezuglich ihrer
Transduktionsfahigkeit von Lebergewebe (203). Eine zusatzliche Ablation der
Heparansulfat-Glykosamingykan-Bindungsstelle des Fiberschafts, ein weiteres
wichtiges Rezeptorelement der adenoviralen Infektion, flihrte zu einer Abrogation der
Lebertransduktion in vitro und in vivo. Die Transduktion des Zielgewebes war bei
diesen Viren zwar ebenfalls reduziert, jedoch zu einen deutlich geringeren
Prozentsatz (204).

4.2.2 Fiber-Chiméaren

Nicht alle adenoviralen Serotypen binden an CAR und haben somit einen anderen

Tropismus. Fiber-Chimaren sind in Fiber oder Knob verandert durch Ersatz des
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originaren Elements durch das eines anderen adenoviralen Subtyps (73, 77-79).
Adenovirus Typ 3 hat einen bislang nicht-identifizierten Rezeptor. Einige
Publikationen sehen CD46 als Ad3-Rezeptor an (80), mehrere aktuelle
Veroffentlichungen fanden jedoch CD46 eher als mdglichen Rezeptor flr alle Gbrigen
Adenoviren der Subgruppe B mit Ausnahme des Adenovirus 3 (81, 82).

Nichts desto trotz, Chimaren des Adenovirus Typ 5 mit der Fiberdomane des
Adenovirus Typ 3 haben einen bis zu 291-fach erhdhten Gentransfer in
Ovarialkarzinomzellinien und primare Tumorzellen (26). Wichtig ist zudem, dal}
sowohl Biodistribution als auch Toxizitat im Mausmodell fur Ad5/3-Chimaren und
RGD-modifizierte Viren sich nicht signifikant von der des Adenovirus 5 Wildtyp
unterscheiden, welcher sich in klinischen Studien bereits als sicher erwiesen hat.
Ebenso wurden Adenoviren mit Polylysin-Motiven im C-Terminus des Fibers kloniert.
Diese Modifikation erlaubt eine CAR-unabhangige Bindung zu Heparansulfat-
Proteoglykanen (HSPG). Heparansulfat-Proteoglykane stellen wie bereits erwahnt
eine Subgruppe des adenoviralen Rezeptors dar, und sind bevorzugt auf
Tumorzellen exprimiert. Konsequenterweise zeigten die so modifizierten Viren eine

deutlich bevorzugte und erhdhte Infektiositat flir Tumorzellen (205-207).

4.2.3 Physikalisches transduktionales Targeting

Bei physikalischen Targeting Methoden werden die Adenoviren mit bispezifischen
Molekulen verbunden, welche sowohl CAR als auch einen weiteren Zelltyp-
spezifischen Rezeptor erkennen. Der grofte Vorteil dieser Methode besteht in der
Fille von Antikérpern und Liganden, die fur diesen Ansatz ausgewahlt werden
konnen. Beispielsweise wurde der fibroblast growth factor Typ 2 (FGF2) mit dem
Fab-Fragment eines anti-Knob Antikorpers konjugiert. Dieses Fab-FGF2 Konjugat
wies eine bis zu 9-fach erhdhte Transgen-Expression in Ovarialkarzinomzellen auf.
Nach intraperitonealer Applikation von HSVtk Viren bei tumortragenden Mausen
fuhrte diese Modifizierung zu einer Uberlebensverlangerung von 36 auf 44 Tage
(208). AulRerdem konnte eine verminderte hepatische Toxizitat gezeigt werden (209).
Der Ansatz verlangerte ebenso das Uberleben bei Mausen mit Melanom-Xenografts
(209). Weitere Fab-Ligand-Konjugate wurden in ahnlicher Weise untersucht und

brachten vielversprechende praklinische Ergebnisse (17, 18, 20, 21).

53



Ein anderer transduktionaler Targeting-Ansatz nutzt sCAR-Ligand Konjugate. Hier
wird die sekretorische Ektodomane von CAR mit dem gewlnschten Liganden
fusioniert. Der epidermal growth factor (EGF) wurde zum Beispiel mit sCAR
konjugiert mit dem Ziel, Adenoviren gegen solche Zellen zu richten, welche den
EGF-Rezeptor Uberexprimieren (23, 24). Eine dosisabhangige Steigerung der
Luziferase Expression wurde in Zellinien nachgewiesen sowohl fur nicht-
replizierende als auch fur onkolytische Adenoviren (45). Wurden zuvor mit
onkolytischen Adenoviren infizierte Zellen subkutan injiziert, reichten 1% von mit
diesen gerichteten Adenoviren infizierten Zellen in der injizierten Suspension aus, um
Tumorwachstum zu verhindern, und 5% genigten, um etablierte Tumoren zu heilen.
sCAR wurde ebenfalls an single-chain Antikorper fur c-erbB-2 Onkoproteine
gebunden. Auch hier konnte ein signifikanter Anstieg des Gentransfers gesehen
werden (210).

Obwohl zwei-Komponenten Targeting vielversprechende Ergebnisse zur Richtung
von Adenoviren zu neuen Rezeptoren erbracht hat, bestehen weiterhin deutliche
Nachteile bei diesem Ansatz. Zwei-Komponenten Gentransfersysteme haben eine
deutlich komplexere Pharmakodynamik und —kinetik, und ihre Stabilitdt in vivo im
Menschen wurde bislang nie untersucht. Daher erscheinen ein-Komponenten

Systeme als eher einsatzfahig fur klinische Gentherapiestudien.
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Abb. 6: A) Transkriptionales Targeting: Ein gewebespezifischer Promotor wird dem
Transgen oder einem zur Replikation notwendigen Gen vorgeschaltet. Lediglich
Zellen, die den gewebespezifischen Promotor exprimieren, kdénnen nun die
Transkription des Transgens (nicht-replikative Viren) oder die Replikation
(replikationskompetente Viren) aktivieren.

B) Transduktionales Targeting: Der Fiberknob des Adenovirus, verantwortlich fur den
Tropismus, wird ersetzt oder geblockt mittels eines anderen Bindungselements.

Damit wird der Tropismus des Virus zu einem tumorspezifischen Rezeptor verandert.

5.1 Konditional replizierende Adenoviren (CRAds) als onkolytische Agenzien

Obwohl nicht-replizierende Adenoviren der ersten Generation in vitro und in vivo
hohe Transduktionsraten und ein gutes Sicherheitsprofil gezeigt haben, lassen
klinische Studien vermuten, dal} der antitumorale Effekt mit diesem Ansatz alleine
nicht ausreichend sein konnte (211). Tumortargeting und Infektionserhhung haben
zwar die praklinischen Ergebnisse dramatisch verbessert, flr den klinischen Nutzen
scheinen jedoch weiterhin mehrfache Gaben bei nicht-replizierenden Viren
notwendig zu sein. Viren, die sich gezielt innerhalb des Tumorgewebe replizieren
und ausbreiten, kénnten durch eine verbesserte Tumorpenetration eine lokale
Amplifikation des Effekts bewirken. Mit diesem Ziel wurden konditional replizierende

Adenoviren (CRAds) entwickelt. CRAds sind genetisch modifizierte Viren, die
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tumorspezifische Anderungen nutzen, um eine bevorzugte Replikation der Viren im
Zielgewebe zu fordern (55, 76, 83, 212-214). Der virale Replikationszyklus endet mit
der Zellyse, und fihrt damit zur Freisetzung der neugebildeten Virionen und
nachfolgender Infektion der umgebenden Zellen (Abb. 7). Damit ist der antitumorale
Effekt nicht durch ein Transgen vermittelt, sondern bedingt durch die eigentliche
Replikation des Virus. Theoretisch halt dieser onkolytische Effekt an, bis keine
Tumor- bzw. Zielzellen mehr vorhanden sind.

Es existieren zwei verschiedene Ansatzpunkte, um die virale Replikation zu
kontrollieren. Einer ist die Kontrolle von Replikationregulatoren, wie z.B. des frihen
viralen Gens E1 durch einen TSP, was als Typ-| CRAd bezeichnet wird. Der andere
beinhaltet die Nutzung spezifischer Deletionen im viralen Genom (Typ-Il CRAd), die
nur durch ebenso spezifische Faktoren der Zielzelle Uberwunden werden kdnnen
(35, 40). Beide Faktoren kdonnen kombiniert werden mit dem Ziel einer weiter
erhohten Spezifitat (72).

Ein Promotor ist eine DNA Sequenz, die eine Transkription des nachfolgenden Gens
erlaubt. Er funktioniert gemeinsam mit anderen Regulatorregionen (z.B. Enhancern,
Silencern, Insulatoren) und steuert so das Transkriptionslevel des kontrollierten
Gens. Bei CRAds wird das Transkriptionslevel von Replikationsgenen kontrolliert,
wodurch die Replikation der Viren auf solche Zellen begrenzt wird, in welchen dieses
Promotorelement aktiv ist.

Eine Vielzahl von Promotoren wurde getestet zur Steuerung der viralen Replikation
(29, 215-221). In den meisten Fallen kontrolliert der TSP die Expression von E1A als
dem entscheidenden Regulator der adenoviralen Replikation. PSA und Kallikrein-2
wurden als TSP fur Prostatakarzinome gestestet und AFP flr Hepatome (209, 217,
219). Bei Einsatz des DF3/MUC1 Promotors zur Steuerung von E1A in
Mammakarzinomzellen zeigte sich dort eine ahnliche Replikationsstarke wie bei
Wildtypadenoviren, wohingegen in negativen Zellinien die Replikation deutlich
vermindert war. Eine intratumorale Einzelinjetion dieses TSP-kontrollierten CRAds
fUhrte in vivo zu einer signifikanten Reduktion der Tumorlast (220). Zur Behandlung
solider Tumoren in der Kinderheilkunde wurde midkine (MK) als TSP utilisiert. Dieses
CRAd zeigte spezifische und hochaktive Replikation in MK-positiven Zellen und
fUhrte in vitro rasch zu einem kompletten Tumorzelltod (222). Um den onkolytischen
Effekt weiter zu erhéhen, wurden Transgenelemente fir Zytokine oder Prodrug-

aktivierende Enzyme in das virale Genom eingefugt (220, 223, 224). Der
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letztgenannte Therapieansatz konnte auch zur Minderung der Virusreplikation im
Falle deutlicher Toxizitat eingesetzt werden.

Des weiteren existieren mehrere Ansatze zu spezifischen Deletionen im viralen
Genom zur Erzeugung von CRAds. Die Replikation der Viren ist hier gesteuert durch
Deletionen in viralen Replikationsgenen, welche in normalen Zellen die Replikation
blockieren, von mutierten Zellen jedoch umgangen werden kdonnen und so dort zu
Replikation mit abschlieRender Lyse fuhren.

Als erstes CRAd dieser Art wurde ONYX-015 vorgestellt. Es weist zwei Mutationen in
Genen auf, die fur das E1B 55-kd Protein kodieren (225, 226). Die Aufgabe dieses
Proteins besteht in der Bindung und Inaktivierung von p53 in infizierten Zellen und
Induktion der S-Phase, Grundvoraussetzungen fur die virale Replikation (34-37).
Daher sind diese Viren geeignet, praferentiell in p53-mutierten Zellen zu replizieren,
ein haufiges Merkmal vieler Tumorzellen (34). Alternative Mechanismen der
Replikationssteuerung dieser Viren wurden diskutiert (227), und ihre Selektivitat in
Frage gestellt (228, 229). Unabhangig von diesen Fragestellungen zeigten erste
Studien, dal dieses Virus effektiver in Tumorzellen als in Normalzellen repliziert (35,
83, 230-232). Allerdings ist die Funktion von E1B 55-kd nicht alleine die p53-Bindung
(232), weshalb dieses Virus im Vergleich zu Wildtypadenoviren deutlich ineffizienter
repliziert (34, 231, 233). Zusatzlich haben einige Studien eine Replikation von ONYX-
015 in normalem, nicht Zielgewebe gefunden (234, 235).

Die zweite Hauptgruppe der Gruppe-lI-CRAds ist gekennzeichnet durch eine 24
Basenpaar Deletion in der konstanten Region 2 (CR2) des E1A Gens (35, 40, 41).
Dieser Bereich des E1A Proteins ist verantwortlich flur die Bindung des
Retinoblastoma Tumorsupressor/Zellzyklusregulator Proteins (Rb), notwendig fur
eine effektive Virusreplikation (142). Viren diesen Deletions-Typs haben eine
verminderte Fahigkeit, den G1-S-Phase Checkpunkt zu passieren. Daher kénnen sie
sich nur in solchen Zellen effektiv replizieren, in denen dieser Schritt nicht notwendig
ist; hauptsachlich Tumorzellen sind defizient im Rb-p16 pathway (40, 55), und die
Studienlage indiziert, dal® dies fur fast alle humanen Tumorarten der Fall ist (236).
Zusatzlich konnte nachgewiesen werden, dal} die Replikation von CR2-deletierten
Viren minimiert ist in  nicht-replizierendem Normalgewebe (40, 55).
Interessanterweise konnte die Replikation ebenfalls signifikant reduziert werden,

wenn Rb in zuvor defekten Zellen reaktiviert wurde (40).
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Adenoviren mit Mutationen in sowohl CR1 als auch CR2 Regionen von E1A (delta2-
delta24-Viren) erlauben ihre Replikation nur in solchen Zellen, welche Onkoproteine
E6 und E7 des humanen Papillomvirus exprimieren (76). Auch wurden CRAds mit
einer zusatzlichen Deletion in CR3, der Bindungsstelle fir den p300
Zellzyklusregulator, beschrieben (42). Diese Viren wurden weiter modifiziert durch

Ersatz des natlrlichen Promotors von E4 durch einen TSP (237).

replivation

Morrmal cell

Abb. 7: Konditional replikative Adenoviren sind in ihrer Replikation gebunden an
spezifische Faktoren ihrer Ziel- (Karzinom-)zellen. Replikation der Viren fuhrt zu
onkolytischem Zelltod und Freisetzung neuer Virionen zur Infektion umliegender

Zellen.

5.2 Gerichtete konditional replizierende Adenoviren

Nicht gerichtete CRAds infizieren die Zielzellen basiert auf ihrem Expressionslevel
von CAR, welcher extrem unterschiedlich bei klinischen Tumoren ist. Trotzdem
zeigten schon diese Erstgenerations-CRAds einen gewissen klinischen Nutzen
(136). Dieser Anfangserfolg lalt vermuten, dald bei effektiverer Infektion und
spezifischer Replikation der Viren weitere Verbesserungen moglich sind und ein
klinischer Nutzen erreicht werden konnte. Diese Vermutung wird unterstitzt durch
den Nachweis einer engen Korrelation zwischen Infektivitat und onkolytischer Potenz

(14, 45, 238). Konsequenterweise wurden CRAds mit verbesserter
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Infektionskapazitat konstruiert und zeigten beeindruckende praklinische Ergebnisse.
Ad5- A24RGD ist ein CR2 mutiertes CRAd mit einem RGD-4C Motiv im Fiber (41,
239), welches ahnliche onkolytische Potenz wie ein Wildtyp Adenovirus in
Ovarialkarzinomzellen zeigt. Des weiteren ist dieses CRAd in der Lage, effizient in
Spheroiden von primaren Ovarialkarzinomzellen zu replizieren, und flhrte zu einem
signifikant  verlangertem  Uberleben in einem aggressiven orthotopen
Ovarialkarzinommodell (16). Diese Ergebnisse fuhrten zu einer Phase | Studie, in der
Patienten mit Gliom oder Ovarialkarzinom mit Ad5-A24RGD behandelt wurden (240).
Als weiterer Ansatz zur Verbesserung der Infektion von Tumorzellen durch CRAds
wurden Fiber-Chimaren kloniert. Diese Chimaren haben beispielsweise
Bindungselemente bestehend aus Tail und Shaft von Adenovirus Typ 5 und Knob
des Adenovirus Typ 3 (25, 26, 73, 241), und Ad5/3A24 erwies sich als hoch
onkolytisch mit einer klar bevorzugten Replikation in Tumorgewebe. Auch hier wurde
ein Protokoll fiir eine klinische Anwendung zugelassen und die Offnung einer Studie
wird in kurze erwartet. Auler Ad5/3 Chimaren wurden auch solche aus Ad5 und
Ad11 (242, 243) sowie Ad5 und Ad35 (244, 245) untersucht (246).

Die aktuelle Entwicklung geht zu doppelt oder sogar dreifach modifizierten CRAds
um die Spezifitat der Infektion weiter zu erhéhen und gleichzeitig die onkolytische
Potenz der Viren zu erhalten (29, 71, 72). So fuhrte beispielsweise die Kombination
des tumorspezifischen Promotors cox2L mit einer CR2 mutierten E1A
Transkomplementation und der Ad5/3 Fiber-Chimare zu dem CRAd Ad5/3cox2L.d24,
welches hoch-selektive Replikation in Tumorgewebe aufwies bei vollstandig
erhaltenener onkolytischer Potenz (29).

Ein bislang ungelostes Problem in der praklinischen Testung von CRAds bezuglich
Effektivitat und Anwendungssicherheit ist das Fehlen eines adaquaten Tiermodells.
Humane Adenovirus Serotypen replizieren sich nicht bis kaum im Gewebe der
weithin genutzten Maus- oder anderer Tiermodelle. Daher sind aussagefahige Daten
zur Anwendungssicherheit nur schwerlich zu erhalten, und Aussagen zur Effektivitat
konnten verfalscht sein durch die fehlende Immunantwort in vielen Xenograph-
Modellen. Daher wurden eine Vielzahl weiterer Tiermodelle untersucht, und cotton
rats (247), Syrian hamsters (63) und Schweine (64) wiesen zumindest in gewissen

Geweben eine reduzierte Replikation humaner Adenoviren auf.
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5.3 Klinische Studien mit CRAds

Die erste klinische Studie mit replikationskompetenten Adenoviren wurde bereits kurz
nach ihrer Entdeckung in den 1950er Jahren durchgefuhrt. Unterschiedliche
Serotypen von Wildtyp Adenoviren wurden intratumoral, kombiniert intravends-
intraarteriell oder rein intravends bei Patientinnen mit Zervixkarzinom appliziert.
Neben der klinischen Response wurde auch der Effekt einer Immunsuppression
untersucht. Die overall response Rate, gemessen als Formation von Nekrosearealen,
war 65% (248). Die Autoren der Studie beschrieben keinerlei schwerwiegenden
Nebenwirkungen, jedoch war ein Wiederauftreten des Tumors haufig. Die erste
klinische Studie mit einem CRAd startete fast 50 Jahre spater und basierte auf der
Entwicklung von viralen Vectoren, welche sich bevorzugt und besser im Zielgewebe
replizieren (Tabelle 7).

Das erste in einer klinischen Studie eingesetzte CRAd war das ONYX-015 Virus. In
einer begrenzten Anzahl von Biopsien aus injiziertem Tumorgewebe konnte die
Replikation von ONYX-015 nachgewiesen werden. Es kam zu keinen
schwerwiegenden Nebenwirkungen, das Sicherheitsprofil war exzellent (249, 250).
Da Onkolyse theoretisch ein synergistischer Effekt zu Bestrahlung oder
Chemotherapie mit nicht Uberlappenden Nebenwirkungen und Toxizitatsprofil ist (35,
37), erschien es offensichtlich, CRAd Therapie mit diesen beiden Ansatzen zu
kombinieren.  Hierflir zeigen eine Reihe Klinischer Studien vielversprechende
Ergebnisse bei sehr gutem Sicherheitsprofil (38, 39, 250).

Besonders vielversprechende Daten erbrachte eine Phase Il Studie mit kombinierter
Anwendung von intratumoral injizierten ONYX-015 und gleichzeitiger Cisplatin/5-
Fluorourazil Chemotherapie bei 30 Patienten mit fortgeschrittenen Kopf-Hals-
Tumoren (38). 83% der Tumoren sprachen auf die Therapie an; bei 63% war die
Reaktion offensichtlich mit Gber 50% Reduktion der Tumormasse. Partielle Response
wurde bei 36% nachgewiesen, und 27% der Patienten hatten eine ,komplette®
Response. Dies ist besonders interessant, da Kopf-Hals-Tumoren als haufig resistent
zu gegenwartigen Behandlungsoptionen gelten. Obwohl die Patienten dieser Studie
oft mehrere Tumoren aufwiesen, wurde je nur einer fur die virale Injektion
ausgewahlt. In der weiteren Nachbeobachtungszeit kam es haufiger bei den nicht
injizierten Tumoren zu einem erneuten Wachstum bzw. Wiederauftreten. Eine

weitere Studie mit dhnlichem Ansatz erbrachte vergleichbare Datensatze (39). Die
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Offnung einer Phase |l Studie mit ONYX-015 ist fir die USA seit 2002 geplant (39),
wurde jedoch bislang nicht gestartet. Statt dessen wurde in China mit einen eng
verwandten Virus, H101, eine Phase Ill Studie durchgefuhrt (251). Die zusatzliche
Therapie mit Virus in Kombination mit Chemotherapie erhdhte die Responserate von
39,6 auf 78,8%. Eine Zunahme an schwerwiegenden Toxizitatsereignissen wurde
hierbei nicht beschrieben. Bislang ist dies die einzige randomisierte klinische Studie
mit CRAds, welche publiziert wurde. Im November 2005 wurde H101 von den
chinesischen Behdrden in Kombination mit 5-FU klinisch zugelassen (252).

Ein anderes in klinischen Studien eingesetztes CRAd ist CV-706, ein Virus bei dem
die Replikation unter der Kontrolle des tumorspezifischen PSA Promotors steht
(253). In einer Phase | Studie mit 20 Patienten zeigte sich ein gutes Sicherheitsprofil.
Auch konnte ein vorlaufiger Nachweis von viraler Replikation und antitumoralen

Effekts des Virus erbracht werden.

6. Modellsysteme — primare Tumorzellen und Spheroide

Die praklinische Entwicklung neuer Therapieansatze mit replikationskompetenten
Adenoviren ist limitiert durch geeignete Testsubstrate. Als Resultat ihrer Anpassung
an die Wachstumsbedingungen in vitro haben Zellinien hochwahrscheinlich
Veranderungen in ihren Geno- und Phanotypen durchgemacht. Dies zeigt sich in den
oft gefundenen Unterschieden zwischen Daten, gewonnen von Zellinien, und solchen
von klinischen Proben. Der translationale Forschungsansatz von der Laborbank zum
Patientenbett wirde von Modellen, welche naher an der klinischen Realitat sind,
deutlich profitieren. Daher ist die Isolation von reinen Krebszellen ohne Beisatz von
Normalgewebe aus klinischen Proben ein attraktives Konzept. Eine dieser Methoden
ist in der Isolation von primaren Ovarialkarzinomzellen aus malignem Aszites bei
diagnostiziertem Adenokarzinom des Ovars beschrieben. Es konnte eine
Tumorzellpopulation mit 96%-iger Reinheit gewonnen werden (43). Von Nachteil ist,
dall primare Tumorzellen ex vivo nur sehr eingeschrankt Tests fur Virusreplikartion
und Onkolyse zuganglich sind, da sie in Kultur nur eine sehr begrenzte
Lebensfahigkeit von ca. 7 Tagen haben (254). Dies ist deutlich zu kurz fur typische
Assays mit CRAds. Auch sind die Zellkultur typischen Monolayer nicht geeignet, um
die Virusdissemination in Tumoren zu testen, da humane solide Tumoren in der
Regel dreidimensional sind. Dem entsprechend wurde ein dreidimensionales

Modellsystem aus Spheroiden von unpassagierten, aufgereinigten primaren
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Ovarialkarzinomzellen entwickelt, welches die meisten der zuvor genannten
Probleme und Einschrankungen Uberbrickt (44, 73, 255, 256). Spheroide blieben in
Kultur far uber 4 Wochen vital und erlaubten so die Quantifizierung der CRAd

Replikation ex vivo in primarem Tumorgewebe.

7. Zukunftsperspektiven

Mit dem zunehmenden Verstandnis der molekularen Veranderungen in Krebszellen
bietet sich die Gentherapie als logische Therapieoption an. Nach anfanglicher
Euphorie und darauf notgedrungen folgender Enttauschung, resultiert jetzt die
stringente Forschung im praklinischen und Basisbereich in ersten klinisch
anwendbaren Ansatzen. In Bezug auf die Immunogenitat von Adenoviren, welche
natzlich ist als Ausléser einer Immunrekation gegen infizierte Tumorzellen aber
gleichzeitig todlich sein kann, wenn eine zu hohe Virusdosis gegeben wird (257), ist
es wichtig darauf hinzuweisen, dald die Anwendungssicherheit der Adenoviren nie
ein limitierender Faktor in klinischen Studien war. Im Gegenteil, schwerwiegende
Nebenwirkungen oder Toxizitat traten in den klinischen Studien zur Krebstherapie nie
auf (1, 240). Ebenso gibt es Hinweise auf eine echte antitumorale Wirksamkeit der
adenoviralen Gentherapie (38, 149, 158, 173, 175, 251).

Auch konnte in anderen Medizinbereichen nachgewiesen werden, dal® Gentherapie
krankheitsbedingende Phanotypen korrigieren kann (258-261). Beiden Ansatzen
gemeinsam ist der rationale Ansatz, den die Forscher wahlten zur Entwicklung ihrer
Gentransfer-Vektoren. Die Durchbriche im klinischen Bereich fullen also auf den
Fortschritten in der Vektorentwicklung. Es bleibt abzuwarten, ob weitergehende
Verbesserungen der Krebsgentherapie-Reagenzien schlullendlich zu einem
ahnlichen klinischen Erfolg fuhren. Die erfolgreiche und moglichst vollstandige
Transduktion des Tumorgewebes ist der limitierende Faktor, welcher mit zunehmend
besseren Vektoren angegangen wird. Hauptstitzen werden hier wohl
replikationskompetente Systeme, Erhéhung und Steuerung der Vektorinfektiositat
sein. Diese zuvor beschriebenen onkolytischen Adenoviren haben die Mdglichkeit
einer Amplifikation im Tumorgewebe. Durch immer genauere Steuerung der
Replikationskompetenz (transkriptionales Targeting) und immer gezieltere Infektiosiat
fur Tumorzellen (transduktionales Targeting) konnten in vitro und zum Teil auch in

vivo um mehrere Zehnerpotenzen bessere Daten als mit den onkolytischen Viren der
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ersten Generation erreicht werden, die bislang in klinischen Studien eingestzt wurden
(16, 29, 86). Klinische Studien mit onkolytischen Viren der zweiten oder dritten
Generation stehen jedoch bislang aus.

Ein weiteres zu I6sendes Problem ist die begrenzte Mdglichkeit der EinfluBnahme
auf einmal applizierte Vektorsysteme. Die Behandlung der Nebenwirkungen einer
viralen Therapie war bislang rein symptomatisch. Mit Chlorpromazin und Apigenin
scheinen sich hier zwei Wirkstoffe zu etablieren, mit denen virale Replikation in vitro
und in vivo reduziert werden kann. Dies entsprache einer kausalen Therapie

madglicher Toxizitaten einer viralen Gentherapie (Kanerva, in press).

8. Schluf¥folgerungen

Derzeitige Therapieoptionen vieler Karzinomarten sind haufig limitiert, und
insbesondere die Therapie fortgeschrittener Stadien ist oft rein palliativ. In den
vergangenen Jahrzehnten konnte insbesondere die Therapie friiher Karzinomstadien
deutlich verbessert werden mit Hilfe moderner Chemotherapien, gezielterer
Bestrahlung und verbesserter Operationstechniken. Der klinische Benefit fur
Patienten mit fortgeschrittenen Stadien ihrer Erkrankung war deutlich weniger
dramatisch. Auch bleibt die Toxizitat der aktuellen Therapieverfahren ein relevantes
Problem. Es besteht also weiterhin ein Bedarf fur neue und weiter verbesserte
Therapieverfahren, welche diese Probleme I6sen kdnnten. Obwohl die Gentherapie
sich als potentieller Kandidat hervorgetan hat, und erste klinische Nachweise fur
Effektivitat und Sicherheit dieser Therapieoption existieren, blieben klinische Erfolge
mit Viren der ersten Generation bislang aus. Es bleibt abzuwarten, ob sich die
dramatischen Verbesserungen, welche mit Viren der nachfolgenden Generationen
erreicht wurden, auch in klinischen Studien zeigen. Dank der additiven oder
synergistischen Effekte, welche Gentherapie mit etablierten Therapien wie
Bestrahlung oder Chemotherapie zeigt, ist es wahrscheinlich, dal’ die Gentherapie in
einer solchen Kombination zu einer klinischen Anwendung kommen wird. Hierbei ist
ein wichtiger Aspekt, dal} die Nebenwirkungen der adenoviralen Gentherapie wenig
bis keine Uberlappung zu denen der Bestrahlung oder Chemotherapie aufweist. In
China wurde onkolytische Gentherapie nach dort durchgefuhrten Phase-Ill Studien
mit einem ONYX-015 ahnlichen Virus in Kombination mit Chemotherapie Ende 2005

klinisch zugelassen (252).
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Tabelle 7: Klinische Studien mit konditional replikativen Adenoviren zur Krebstherapie®

Phas Patiente Max.

Ansatz s Route®  Erkrankung® Ref.
e n Dosis
Wildtyp-Ad
(verschieden | ne® 30 nd" it, ia, iv Zervix Ca. (248)
e Serotypen)
ONYX-015 [ 22 1x10"" PFU it SCCHN (249)
ONYX-015 [ 23 1x10"" PFU it Pankreas Ca. (262)
13 i Metastaten in
ONYX-015 I 10 2x10° VP iv (263)
der Lunge
1x10™°
ONYX-015 I 16 ip Ovarial Ca. (264)
VP/d x5d
1x10""
ONYX-015 I 16 ip Ovarial Ca. (265)
PFU/d x5d
di1520-TK- | 9 1x10'2 VP it Prostata Ca. (266)
CcD®9
CV706 [ 20 1x10"° VP it Prostata Ca. (65, 253)
Colorektale
(und andere
ONYX-015 | I-Il 33 2x10" VP iha Gl) Ca. (267)
metastasiert in
die Leber
. hepatozell. Ca.
dl1520° + o
) 1 it, iv, und Gl Ca.
5-FU (in -1 16 3x10"" PFU } (268)
iha metastasiert in
Phase Il)
die to Leber
1x10"
VP/d x .
ONYX-015 Il 40 it SCCHN (250, 269)
10d/2wk
cycle
ONYX-015 + 10
] ) 1x10
Cisplatin + Il 37 it SCCHN (38)
PFU/d x 5d
5-FU
ONYX-015 + 10
] ) 1x10
Cisplatin + Il 14 it SCCHN (39)
PFU/d x 5d
5-FU
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ONYX-015 2x10"" VP,
+/- -1 21 1/wk, 8 it Pankreas Ca. (270)
Gemcitabine cycles
2x10"* VP
Metastasierte
ONYX-015 1 18 every two iv (271)
colorektale Ca.
weeks
Lokal
CG7870 I-11 20 1x10" VP it rekurrente (272)
Prostata Ca.
H101
+ Cisplatin
P 1.5x10" _
or [l 160 it SCCHN (251)
} . VP/d x 5d
Adriamycin
+ 5-FU
12 ) Metastasierte
CG7870 | 23 6X10“° VP iv (273)
Prostata Ca.
Gesamtzahl 528

@Versuch der Darstellung moglichst aller klinischen Studien mit onkolytischen Adenoviren. Flr eine

komplette Auflistung der Gentherapiestudien, siehe (274, 275)

® ne = nicht erfalt

C

4 Ca. = Karzinom, SCCHN = squamous cell cancer of the head and neck, Gl = gastrointestinal
© dI1520 ist der Originalname von ONYX-015, ebenfalls veréffentlicht als CI-1042.
"bezieht sich auf die maximale Dosis per Zyklus falls mehrere Zyklus appliziert wurden. Oft wurde die

maximal tolerierte Dosis nicht erreicht. VP = viral particles. PFU = particle forming (infectious) units.

9 TK = Herpes simplex Virus Thymidinkinase, CD = Cytosindeaminase

" hicht bestimmt durch Methoden vergleichbar zu heutigen Assays

iv = intravends, ia. intra-arteriell, it = intratumoral, ip = intraperitoneal, iha = intrahepatische Arterie
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Zusammenfassung

Diese Arbeit spannt den Bogen adenoviraler Therapie von ihren ersten Anfangen mit
nicht-replizierenden adenoviralen Vektoren zu den aktuellen mehrfach modifizierten
konditional replizierenden Adenoviren.

Jeder Promoter, der nach Klonierung in das adenovirale Genom aktiv bleibt,
ausreichende Transgenexpression bewirkt und einen ,liver-off* Phanotyp aufweist, ist
als potentiell klinisch nutzlich anzusehen. Wir fanden den flt-1 Promotor aktiv in
Teratokarzinomzellen, unabhangig davon, ob die Zellen von Ovar- oder
Testisgewebe abstammten. Der zusatzliche Nachweis einer engen Korrelation von
Transgenexpression und flt-1 mRNA in unserer Studie ist ein weiterer Hinweis, dal}
dieser Promotor die gewlnschte Charakteristik aufweist. Demnach konnte der flt-1
Promotor ein guter Kandidat fur transkriptionelles Targeting von Teratokarzinomen
sein.

Im nachsten Schritt testeten wir ein replikationskompetentes Virus, Ad5-A24RGD,
zur Behandlung von Ovarialkarzinommodellen. Wir sahen eine dem Wildtypvirus
vergleichbare Replikation und Onkolyse in Ovarialkarzinomzellinien sowie in
dreidimensionalen Spheroiden primarer Tumorzellen. Wir malRen eine exponetielle
Zunahme von Ad5-A24RGD Partikeln in primaren Zellen als Hinweis auf
hocheffiziente Replikation des Virus. Abschliellend fanden wir in einem orthotopen
Mausmodell fur peritoneal-metastasierte Ovarialkarzinome einen signifikanten
Uberlebensvorteil fir mit Ad5-A24RGD behandelte Mause und in 50% eine
vollstandige Eradikation des Tumors. Daher ist Ad5-A24RGD als effektive
experimentelle Therapieoption flr Ovarialkarzinome anzusehen, und konnte
potentiell auch bei anderen Tumorentitaten aktiv sein.

Dies konnten wir insbesondere flr die Behandlung von Zervixkarzinomen
demonstrieren. Ad5-A24RGD wurde nach in vitro Nachweis der Effektivitat sowohl
lokal als auch systemisch appliziert, und ein therapeutischer Nutzen konnte auch fur
geringe Virusdosen gezeigt werden, die (konvertiert in humane Dosen) in anderen
Zusammenhangen bereits klinisch appliziert worden waren und ein gutes
Sicherheitsprofil aufwiesen. Damit konnten wir den Nachweis erbringen, dall Ad5-

A24RGD ein sinnvoller Kandidat fur klinische Studien an Ovarial- und
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Zervixkarzinomen bei Patientinnen ist, die sich als refraktar fiur derzeitige
Therapieoptionen erwiesen haben.

Davon unbesehen stellt die Moglichkeit schwerer Nebenwirkungen in den
angestrebten klinischen Studien durch eine Replikation der Viren aul3erhalb des
Tumors Grund genug dar, diesbezliglich schon im vorhinein Anstrengungen zu
unternehmen. Wir testeten zwei Varianten des cox2 Promotors in Kombination mit
drei verschiedenen E1-Transkomplementationen und fanden deutlich erhodhte
Spezifitat und Effektivitat bei Viren, die eine Kombination aus cox2 Promotor und
delta24 Deletion aufwiesen, im Vergleich zu Viren ohne diese Deletion. Desweiteren
waren delta24-CRAds denen mit delta2delta24 Mutation Uberlegen, da sie eine
starkere  Replikation bei vergleichbarer Spezifitat zeigten. Auch war
Ad5/3cox2Ldelta24  onkolytischer als Ad5/3cox2LE1 oder Ad5/3d24. Bei
Zusammenschau der gewonnen Daten an Ovarialkarzinomzellen
(Ad5/3cox2Ldelta24 zeigte sich 100-fach effektiver) mit den Daten von primaren
Leberzellen (Ad5wt war 100- bis 1000-fach toxischer) ergab sich fir
Ad5/3cox2Ldelta24 ein therapeutisches Fenster von 10.000 bis 100.000 im Vergleich
zu Ad5wt. Bezogen auf die Promotorkonfiguration erwies sich cox2L sowohl als
spezifischer wie auch als effektiver im Vergleich mit cox2M. Daher erscheint
Ad5/3cox2Ldelta24 als Virion der Wahl fur weitere Untersuchungen und konnte
neben Ad5/3d24 in klinische Studien Eingang finden.

Zusammengefaldt ist die spezifische und gleichzeitig effektive Transduktion von
Tumorzellen der limitierende Schritt fur adenovirale Vektoren. Erst dadurch werden
replikationskometente Viren wieder von groRerem Interesse fur klinische Studien. Ein
zentrales Problem ist, dal} der primare Adenovirus-Rezeptor CAR von Tumorzellen
oft nur minimal, von Normalgewebe und hier vor allem der Leber jedoch stark
exprimiert wird. Targetingstrategien und Methoden zur gezielten Erhohung der
Infektiositat wurden daher angewandt und erbrachten signifikante Erfolge auch in
klinischen Studien. Und obwohl andere virale Vektoren als besser zur Therapie
hereditarer Erkrankungen geeignet erscheinen, sind Adenoviren vielversprechende
und sichere Substanzen in der Onkologie, was eine Vielzahl klinischer Studien
gezeigt hat. Wichtiger noch konnten Synergien und ein Fehlen von Kreuzresistenzen
in Kombination mit Chemotherapie oder Radiatio nachgewiesen werden. Daher
konnte nicht nur in China eine Kombinationstherapie die Zukunft der CRAds in der

Onkologie sein.
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