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1. Einleitung 1

1. Einleitung

Nach Erkrankungen des Herz-Kreislaufsystems stellen maligne Tumorerkrankungen die
zweithaufigste Todesursache in Deutschland und den westlichen Industrienationen dar. In
Deutschland wird jedes Jahr bei 350.000 Personen eine Neuerkrankung an malignen
Tumoren diagnostiziert (Deutsche Krebsgesellschaft, 2002). Gynakologische Tumore bilden
in der weiblichen Bevolkerung der westlichen Industrienationen die grofite Gruppe maligner
Erkrankungen und sind die haufigste Todesursache bei Frauen unter 50 Jahren.

In der Gruppe der gynakologischen Tumore stellen das Mammakarzinom (Brustkrebs) und
das Ovarialkarzinom (Eierstockkrebs) besonders problematische Falle dar.

Das Mammakarzinom ist mit 25,9% aller Karzinome die haufigste Tumorerkrankung der
Frau. Das Risiko, an einem Mammakarzinom zu erkranken, liegt in Deutschland bei ca. 12%,
d.h. etwa jede zehnte Frau wird im Laufe ihres Lebens an Brustkrebs erkranken. Geschéatzt
wird, dass jahrlich in Deutschland bei insgesamt rund 46.300 Frauen die Erstdiagnose
Brustkrebs gestellt wird. Auch Manner kdénnen an Brustkrebs erkranken. Bei Mannern
handelt es sich jedoch um eine extrem seltene Erkrankung. Die Zahl der Neuerkrankungen
in Deutschland betragt etwa 400 im Jahr (Deutsche Krebsgesellschaft, 2002).

Das Ovarialkarzinom ist mit einer Rate von 4,2% aller Krebserkrankungen ebenfalls eine
haufige Krebserkrankung und es kommt zu ca. 7.500 Neuerkrankungen pro Jahr (Deutsche
Krebsgesellschaft, 2002). Die Problematik des Ovarialkarzinoms liegt vor allem in der meist
sehr spaten Diagnose. Ein Ovarialkarzinom kann lange unbemerkt bleiben, da es sich
zunachst in die freie Bauchhohle ausbreiten kann. Erst wenn es so grof ist, dass es Druck
auf andere Organe ausibt, verschlechtert sich das Befinden der Patientin. Meist wird das
Ovarialkarzinom erst in diesem Stadium entdeckt, da die Patientinnen aufgrund fehlender
Beschwerden vorher keinen Arzt aufsuchen. In diesem fortgeschrittenen Stadium hat der
Tumor das ihn umgebende Gewebe oft schon zerstort und intraperitoneal in der Bauchhoéhle
oder systemisch Metastasen gebildet. Aufgrund der spaten Diagnose und der schon oft
eingesetzten Metastasierung ergibt sich fur Ovarialkarzinom-Patientinnen eine schlechte
Prognose, d.h. Uberlebensrate der Patientinnen.

Aufgrund der relativ hohen Wahrscheinlichkeit, an Brustkrebs zu erkranken, und der sehr
schwierigen und oft zu spaten Diagnose des Eierstockkrebs gehort die friihzeitige Diagnose
und erfolgreiche Therapie des Mamma- und Ovarialkarzinoms zu den wichtigen

Forschungsgebieten der gynakologischen Onkologie.
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1.1. Klassische Therapieansatze bei gynakologischen Tumoren

Zur Behandlung von Tumoren stehen klassischerweise die Operation, Bestrahlung,
Chemotherapie und Anti-Hormontherapie zur Verfigung. Die Wahl des Therapieverfahrens
ist in erster Linie vom Tumorstadium abhangig. Als primare Mallnahme wird die
Tumormasse moglichst vollstandig operativ entfernt. Neben der Entfernung des
Primartumors kann dabei die ndahere Umgebung und haufig betroffene Organe nach weiteren
Tumorherden abgesucht werden. Da bei fortgeschrittenen Krebsleiden eine Heilung durch
alleinige Operation normalerweise unwahrscheinlich ist und um das Risiko eines Rezidivs,
d.h. ein Wiederauftreten der Tumorerkrankung, zu minimieren, sind weitere Therapie-
mafnahmen unverzichtbar. In der Regel werden deshalb nach der Operation Bestrahlungen
mit ionisierender Strahlung oder eine Chemotherapie mit Zytostatika durchgefihrt. Diese
begleitenden Behandlungen sollen die mdglicherweise zurlckgebliebenen minimalen
Tumorreste und eventuelle systemische Mikrometastasen therapieren. Die genaue Auswahl
der Therapievariante und mdgliche Kombinationen sind dabei stark abhangig von der Art des
Primartumors.

Als weitere erganzende Therapieform ist die Anti-Hormontherapie zu nennen. Bei allen
Varianten der Anti-Hormontherapie ist das Ziel die proliferative und damit Tumorwachstums-
fordernde Wirkung des Ostrogens oder Progesterons auszuschalten. Das kann durch die
Blockade der zelluldren Hormonrezeptoren oder durch die Inhibition der Ostrogenproduktion
erreicht werden.

Trotz aller therapeutischen Mdaglichkeiten bleibt die Prognose gerade fir Mamma- und
Ovarialkarzinom-Patientinnen sehr schlecht. Die Prognose ist in erster Linie von der
Klassifizierung und Stadieneinteilung des Primartumors abhangig. Beim fortgeschrittenen
Ovarialkarzinom mit Metastasen in ndherer Umgebung betrégt die 5-Jahres-Uberlebensrate
nur weniger als 25% und in ca. 70% aller Falle kommt es zur Ausbildung eines Rezidivs
(Medicine-Worldwide, 2002). Je friher dabei das Rezidiv auftritt, desto ungunstiger ist die
Prognose fir die Patientin. Beim fortgeschrittenen Mammakarzinom ist die 10-Jahres-
Uberlebensrate mit weniger als 30% ebenfalls sehr schlecht, allerdings kann die
Wahrscheinlichkeit eines Rezidivs durch eine Chemotherapie um 20-35% gesenkt werden
(MedPort, 2002).

Obwohl gerade fiir die Chemo- und Anti-Hormontherapie in den letzten Jahren viele neue
Substanzen mit unterschiedlichen antitumoralen Ansatzen entwickelt wurden und Kombi-
nationsstrategien verschiedener Substanzen eine hohere Wirksamkeit zeigten, ist die
Prognose unzureichend geblieben.

Im Falle des Ovarialkarzinoms reagiert der Tumor in der Regel gut auf die primare
Chemotherapie und es kommt zu einem Riickgang der Tumorerkrankung, aber bei vielen

Patientinnen kommt es nach dieser Chemotherapie zur Auspragung einer Resistenz der
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Tumorzellen gegen die Wirkstoffe. Dadurch kann das Rezidiv oft weniger erfolgreich mit

einer sekundaren Chemotherapie behandelt werden.

1.2. Alternative, gentherapeutische Therapieansatze

Die unzureichenden Heilungsaussichten bei Mamma- und Ovarialkarzinomen nach
klassischer Behandlung und die damit verbundene schlechte Prognose und verringerte
Lebenserwartung der Patientinnen zeigen die Bedeutung und den Bedarf, der an neuen und
alternativen Therapieansatzen in der Krebstherapie besteht. Unbestrittener Weise fiihrt die
klassische Behandlung mit Operation und anschlieBender Bestrahlung und Chemotherapie
zur effizienten Reduzierung der Tumorlast, allerdings kénnen geringe Tumorreste und
Mikrometastasen aus der ndheren und entfernteren Umgebung des Primartumors nicht
immer operativ entfernt werden und damit steigt die Gefahr eines Rezidivs stark an. Hier
bietet sich an, mit alternativen, ergdnzenden Therapieansatzen eine bessere Behandlungs-
strategie zu entwickeln. Um die Gefahr eines Rezidivs zu verringern und so die Prognose flr
die Patientin zu verbessern, muss die minimal-residuale Tumorerkrankung moglichst effizient
therapiert werden. Durch die Schwierigkeit der Behandlung systemischer Metastasen ist es
im Sinne einer maximalen Therapieeffizienz vorteilhaft, die verbleibenden Tumorzellen mit
verschiedenen Methoden zu attackieren und dabei alternative Strategien anzuwenden.
Vielen Tumoren gelingt es der Immunabwehr des Koérpers zu entkommen. Indem Tumore
beispielsweise ihre immunogenen Antigene abspalten (Antigen-Shedding), werden die
Antikérper und Effektor-T-Zellen blockiert oder es kommt durch Defekte in der Antigen-
Prozessierung zum Verlust der Immunogenitat der Tumore (Cromme et al., 1994; Restifo et
al.,, 1993). Ein Verlust der Immunogenitdt kann auch durch Defekte im MHC-Komplex
hervorgerufen werden (Branch et al.,, 1995). Um dennoch eine Antikdrper-vermittelte
Immunantwort zu induzieren, kénnen die Tumorantigene ex vivo in autologe Antigen-
prasentierende Zellen, z.B. dendritische Zellen, eingebracht werden. Diese manipulierten
dendritischen Zellen kénnen dann in vivo eine antitumorale Immunantwort auslésen (Ribas
et al., 2000; Monahan und Salgaller, 1999).

Weitere Mechanismen der Immunabwehr zu entkommen, bestehen in der Blockade der T-
Zell-Funktion durch die Sekretion immunsupprimierender Faktoren (Arteaga et al., 1993)
oder durch Blockade der Fas/FasL-vermittelten Zytolyse (Owen-Schaub, 1995). Einige
Tumore kdnnen sogar durch die Expression des FasL die Apoptose der T-Zellen hervorrufen
und sich durch Zerstérung der zytotoxischen T-Lymphozyten vor deren Angriff schitzen
(Zeytun et al., 1997). Um das Immunsystem gegen das Tumorgewebe zu aktivieren, kann
man in den Tumorzellen die Expression und Ausschittung von Botenstoffen (Zytokine, y-
Interferon, Tumor-Nekrose-Faktor) induzieren. Durch dieses Verfahren sollen spezifisch die

T-Zellen angelockt werden, welche dann in ihrer aktivierten Form die Tumorzellen
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attackieren konnen. Gleichzeitig sollen die toxischen Nebeneffekte systemischer
Zytokingaben vermieden werden (Vieweg und Gilboa, 1995; Meazza et al., 1996; Gillies et
al., 2002).

Eine weitere Mdglichkeit das Immunsystem gegen die Krebszellen zu aktivieren besteht in
der Auslésung einer adoptiven Immunantwort. Hierfir werden die T-Zell-Rezeptoren der
zytotoxischen T-Lymphozyten gentechnisch manipuliert, so dass sie ein Tumorzell-
spezifisches Antigen erkennen und so gezielt diese Tumorzellen attackieren und lysieren
(Herrmann et al., 2002; Dall et al., 1997). Durch die Verwendung von modifizierten, chimaren
T-Zell-Rezeptoren erfolgt die MHC-unabhangige Antigenerkennung, -Bindung und Zytolyse
der Tumorzellen.

Neben diesen immunologischen Ansatzen besteht die Moglichkeit Gendefekte, die an der
Entstehung der Krebserkrankung beteiligt sind, zu substituieren. Ein geeigneter Kandidat ist
das Tumorsuppressorgen p53. Das Genprodukt von p53 spielt eine wichtige Rolle in der
Genregulation und damit der normalen Zellproliferation, in der Regulation des Zellzyklus und
der Apoptose (programmierter Zelltod) (Harris und Holstein, 1993). Mutationen oder
Deletionen von p53 sind in vielen Karzinomen als auffalligste genetische Veranderung
beschrieben worden (von Grueningen et al., 1999). Das Einbringen von Wildtyp-p53 (Wt-
p53) in die p53-defekten Tumorzellen fihrt zur Induktion der Apoptose in proliferierenden
Krebszellen (Nielsen et al., 1998a).

Eine andere Strategie zur Tumorbekampfung liefert die Suizidgentherapie. Dabei wird ein
nicht-humanes Gen in die Tumorzellen eingeschleust. Dieses Suizidgen vermittelt eine
Sensitivitat gegenlber einer nicht-toxischen Substanz, die intrazellular von dem Genprodukt

zu einem Toxin umgewandelt wird und so die Tumorzelle abtétet.

1.2.1. Suizidgentherapie mit HSV-TK

Die Thymidin-Kinase aus dem Herpes Simplex-Virus (HSV-TK) ist ein bekanntes Suizidgen.
Das Genprodukt ist ein Enzym, das an der DNA-Synthese beteiligt ist. Die Expression der
HSV-TK alleine ist nicht toxisch fur die Zelle (Wigler et al., 1977). Im Gegensatz zum
humanen Homolog kann die HSV-TK neben den normalen Substraten aber auch Nukleosid-
Analoga, wie z.B. das Ganciclovir (GCV) enzymatisch umbauen. Dabei katalysiert HSV-TK
die Monophosphorylierung zum GCV-Monophosphat (Elion et al., 1977) und zelleigene
Kinasen die Umwandlung zum GCV-Triphosphat. Dieses Nukleotid-Analogon wird in die
DNA eingebaut und fuhrt dort zur Inhibition der DNA-Synthese und zur Blockade der RNA-
Polymerase und so zum Tod der Zelle (Furman et al., 1980). Es handelt sich also um ein
System, das aus zwei Komponenten besteht (HSV-TK und GCV), die beide alleine nicht

toxisch wirken, aber zusammen zum Zelltod fiihren.
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Beim Einsatz der HSV-TK stellt der sogenannte ,Bystander-Effekt eine zusatzliche
Effizienzverbesserung dar. Er beschreibt das Phanomen, dass eine grélRere Anzahl an
Tumorzellen abgetdtet wird, als urspringlich mit dem HSV-TK-Gen transduziert wurden
(Culver et al., 1992). Mit Hilfe des Bystander-Effekts kdnnen Tumorzellen in vitro zu 100%
abgetdtet werden, wenn initial nur ca. 10% der Zellen die HSV-TK exprimieren (Freeman et
al., 1992). Der Mechanismus des Bystander-Effekts basiert auf dem interzellularen Transport
von GCV-Triphosphat oder Botenstoffen, die den Zelltod auslésen. Fur den Transport sind
vor allem die Gap Junctions wichtig, denn in Zellen ohne Gap Junctions zeigte sich kein
Bystander-Effekt (Burrows et al., 2002; McMasters et al., 1998).

Die erfolgreichen in vitro-Versuche fuhrten schon 1997 zur Entwicklung einer klinischen
Phase I-Studie mit HSV-TK bei Krebspatienten (Alvarez und Curiel, 1997). Bis zum heutigen
Tag zeigen klinischen Protokolle und Studien im Vergleich zum Tiermodell (Anderson et al.,
1999) eine unerwartet niedrige Reaktion des Tumors auf die Suizidgentherapie, die auf eine
zu geringe Gentransfereffizienz zurlickzuflihren sein kdnnte.

Fir die Suizidgentherapie ist ein Gentransfer in bestimmte Zielzellen/Tumorzellen nétig. Die
essentielle Voraussetzung flr einen Erfolg der Gentherapie ist also der effiziente Gentransfer

mithilfe geeigneter Vektorsysteme.

1.3. Vektorsysteme

Die Methode des Gentransfers in Zellen gehdrt seit Jahrzehnten zur Routinearbeit in der
biologischen Forschung. Die verschiedenen Methoden basieren auf physikalischen (z.B.
Elektroporation), chemischen (z.B. Kalzium-Phosphat, Liposomen) oder biologischen
Systemen (z.B. Viren). Diese Vektorsysteme sorgen fur die Ubertragung der genetischen
Information, indem sie DNA in Zielzellen transportieren. Dabei unterscheiden sich die
Vektorsysteme im Prinzip der DNA-Einschleusung und somit in der Effizienz und der
Toxizitat des Gentransfers.

Obwohl in vitro mit allen Methoden ein erfolgreicher Gentransfer durchgefuhrt werden kann,
haben die klinischen Studien der letzten Jahre gezeigt, dass die Gentransfereffizienz das
groflite Problem einer erfolgreichen gentherapeutischen Behandlung von Krebspatienten
darstellt. Deshalb ist es flir die Gentherapie von entscheidender Bedeutung die Gentransfer-
eigenschaften der Vektorsysteme zu verbessern. Neben den viralen Vektorsystemen zeigen
vor allem die liposomalen Vektoren in vitro eine gute Gentransfereffizienz. Ihre natirliche
Funktion des Gentransfers verleiht den viralen Systemen prinzipiell gute Gentransfer-
eigenschaften. Durch die biologische Komplexitat der Viren und den daraus resultierenden
Schwierigkeiten einer cGMP-konformen Produktion, Beschrankungen in der Aufnahme-
kapazitat von neuem genetischen Material und ihrer Immunogenitat in vivo ist der Einsatz

von viralen Vektoren limitiert. Im Gegensatz dazu zeigen nicht-virale Systeme geringere
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Immunogenitaten, leichtere Produktion unter cGMP-Bedingungen und hohe DNA-Aufnahme-
Kapazitaten (Mahato et al., 1997; Cristiano et al., 1998).
Da sowohl virale als auch nicht-virale Vektorsysteme spezifische Vorteile bieten, wird die

Optimierung beider Systeme verfolgt.

1.3.1. Liposomale Vektorsysteme

Unter den nicht-viralen Vektorsystemen reprasentieren die liposomalen Transfersysteme auf
der Basis kationischer Lipide die wichtigste Gruppe. In den letzten Jahren haben
verschiedene pharmazeutisch-forschende Unternehmen eigene nicht-virale Vektorsysteme
auf Basis kationischer Lipide auf den Markt gebracht. Diese kommerziell erhaltlichen
Lipofektionssysteme vermitteln in vitro gute Gentransferraten mit akzeptablem Toxizitatsprofil
(Madry et al., 2000; Haines et al., 2001). In unseren gynakologischen Tumorzelllinien zeigt
Fugene6™ (Roche, Mannheim) die héchsten Gentransferraten. Trotzdem liegt die
Gentransfereffizienz noch deutlich unter denen viraler Systeme. Fur eine mdgliche klinische
Anwendung der Gentherapie werden Vektorsysteme bendtigt, deren Produktion unter cGMP-

6TM

Bedingungen moglich ist. Da Fugene nicht in cGMP-Qualitat hergestellt werden kann

(Angaben des Herstellers) und die Gentransfereffizienz nicht optimal ist, hat unsere Arbeits-

[ fusogenes Helferlipid DOPE ]
1,2-Dioleoyl-sn-glycero-3-phospho-ethanolamin Zelle
+
kationisches Lipid
CCQ22 oder CCQ32
Endozytose
enzymatischer
Abbau
zytosolische
reisetzung
positiv geladene
Liposomen
+ -
:> Lipoplexe Transkription
Translation
Protein

Abbildung 1.3.1. Schematische Darstellung der Lipofektion
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gruppe ein neues liposomales Vektorsystem entwickelt (Keil et al., 2001), dass in GMP-
Qualitat produziert werden kann. Es besteht aus neuartigen kationischen Lipiden (CCQ22
oder CCQ32) und dem Helferlipid DOPE, das inverte hexagonale Phasen induzieren kann
und deshalb Membran-fusogene Eigenschaften besitzt (Koltover et al., 1998). Das Prinzip
der Lipofektion ist in Abbildung 1.3.1. dargestellt. Die neuartigen Carboxycholesteryl-
modifizierten Chloroquin-Analoga CCQ22 und CCQ32 kombinieren die Puffer-Kapazitat des
Chloroquins und die Lipidstruktur des Cholesterins. Zusammen mit dem Helferlipid DOPE
bilden sich nach Rekonstitution der Lipide in Wasser Liposomen aus, die sich mit der DNA
zu sogenannten Lipoplexen verbinden. Die Lipoplexe werden endozytotisch in die Zellen
aufgenommen, kénnen in den Endosomen den pH puffern und so die Degradation der DNA
verhindern (Keil et al., 2001; Geall et al., 1998). Uber noch unbekannte Wege gelangt die
DNA in den Zellkern und es kommt zur Expression der eingeschleusten Genkassette.

Wie alle Gentransfertechniken beinhaltet auch die Lipofektion zytotoxische Nebeneffekte
(Cortesi et al., 1996; Kono et al., 2001). Durch die Verwendung einer Kombination aus zwei
verschiedenen Lipiden (CCQ, DOPE) besteht die Moglichkeit eine Balance zwischen
maximalem Gentransfer und minimaler Zytotoxizitat zu entwickeln. Erste Hinweise deuten
darauf hin, dass sich unterschiedliche Mischungsverhaltnisse von kationischem Lipid (CCQ)
und Helferlipid (DOPE) in ihren Gentransfer- und Toxizitatseigenschaften unterscheiden (Keil
et al., 2001).

Einige liposomale Vektoren auf der Basis kationischer Lipide sind in klinischen Studien bei
Krebserkrankungen oder zystischer Fibrose getestet worden (Nabel et al., 1993; Caplen et
al., 1995). Allerdings zeigten die Lipide in vivo geringe Gentransferraten und nur eine
transiente Expression des Transgens (Li und Huang, 2000).

Liposomale Vektorsysteme missen also hinsichtlich der Gentransfereffizienz weiter optimiert
werden. Ein weiteres Problem bei der Anwendung von Liposomen als gentherapeutische
Vehikel in der Krebstherapie von Ovarialkarzinom-Patientinnen liegt in der Sensibilitat
gegenlber Serum und Aszites. Bei vielen Ovarialkarzinom-Patientinnen kommt es zur
intraperitonealen Ausbreitung des Tumors, die oft mit einer Uberproduktion von Aszites
einhergeht. Aszites ahnelt in vielen Belangen dem Serum. Gerade Serum ist aber bekannt
fur seinen negativen Einfluss auf einen liposomalen Gentransfer. Es verhindert die korrekte
Komplexbildung von DNA und Lipid und bewirkt so eine Aggregation der Lipoplexe, gefolgt
von DNA-Freisetzung und Abbau aus dem Lipoplex (Li S et al., 1999). Neben einer
verbesserten Gentransfereffizienz bendtigen Liposomen eine Resistenz gegen die negativen
Einflisse des Aszites, um effektiv in der Behandlung von Ovarialkarzinom-Patientinnen

eingesetzt werden zu kdénnen.
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1.3.2. Virale Vektorsysteme

Aufgrund ihres effizienten Gentransfers in eukaryotische Zellen sind Viren die
vielversprechendsten Vektoren fir eine erfolgreiche Gentherapie. Die Vektoren kénnen auf
vielen Virusklassen basieren (Retroviren, Adenoviren, Adeno-assoziierte Viren, Lentiviren,
etc.). Adenoviren sind zur Zeit die meist-genutzten Vektoren, da sie ein breites
Wirtszellspektrum besitzen, teilende und ruhende Zellen infizieren kdnnen und relativ leicht
in groRen Mengen herzustellen sind.

Adenoviren sind ca. 80-100 nm grof3, haben eine ikosaedrische Struktur und ein lineares
doppelstrangiges DNA-Genom von ca. 36 kb Grof3e (Abbildung 1.3.2.A).
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Abbildung 1.3.2. Schematische Darstellung eines Adenovirus (A) und Prinzip der Infektion (B)
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Die Infektion der Adenoviren erfolgt Gber den Coxsackie-Adenovirus-Rezeptor (CAR) und
den Vitronectin-Rezeptor, der aus o,fs-Integrinen aufgebaut ist. Die Internalisierung des
Adenovirus lauft in zwei Schritten ab. Bei der initialen Bindung des Adenovirus an die Zelle
kommt es zur Interaktion zwischen dem zellularen CAR und der Fiber-Knob-Domane des
Virus. Erst nach der initialen Bindung kommt es in einem zweiten Schritt zur zusatzlichen
Interaktion von adenoviralen Penton-Proteinen mit dem Integrin-Rezeptor auf der
Zelloberflache. Dadurch wird das Adenovirus in Vesikeln in die Zelle aufgenommen
(McDonald et al., 1999) und verliert dabei seine Fiber-Strukturen (siehe Abbildung 1.3.2.B).
Die Ansduerung des Endosomen-Vesikels bewirkt eine Konformationsanderung der Virus-
Kapsid-Proteine, die daraufhin mit der Endosomen-Membran interagieren kénnen und die
Zerstorung der Vesikel zur Folge hat (Varga et al., 1991). Die in das Zytoplasma
freigesetzten Adenoviren lagern sich an Kernporen der Kernmembran an und die virale DNA
wird durch die Kernporen in den Zellkern eingeschleust, wohingegen die leeren Virushillen
abgebaut werden. Die Adenovirus-DNA liegt extrachromosomal, episomal im Nukleus vor
und wird nicht in die zellulare DNA integriert.

Adenovirale Vektoren mit Deletionen der Genbereiche E1 und E3 kénnen bis zu 7,5 kb
Fremd-DNA aufnehmen. Der Genbereich E1 ist verantwortlich flr die Regulation der
Virusreplikation und E3 dient dem Schutz der infizierten Zelle vor dem Immunsystem. Durch
die Deletion des Regulator-Bereichs E1 sind die rekombinanten adenoviralen Vektoren
replikations-inkompetent. Die Produktion der rekombinanten Adenoviren muss deshalb in
bestimmten Wirtszellen erfolgen, welche die Deletion der E1-Gene komplementieren und so
die Replikation ermdglichen. Um die DNA-Kapazitdt der adenoviralen Vektoren zu erhéhen,
ist es moglich weitere Genbereiche zu deletieren. In den sogenannten 3.
Generationsvektoren ist nahezu das gesamte Adenovirusgenom entfernt und es kann bis zu
37 kb Fremd-DNA integriert werden. Allerdings ist die Produktion sehr kompliziert und
aufwendig und bendtigt spezielle Helferviren, um alle Gendeletionen zu komplementieren
(Danthinne und Imperiale, 2000).

Nach Infektion liegt das rekombinante Adenovirus-Genom episomal im Zellkern vor und es

kommt zur transienten Expression der eingefiigten Gene.

1.4. Aktuelle Problematik gentherapeutischer Versuchsanséatze

Obwohl adenoviral vermittelte Gentherapien in vitro sehr vielversprechende Ergebnisse
zeigen und ein effektives Tumor-Zell-Killing vermitteln, lasst sich die hohe Wirksamkeit in
vivo bisher nicht bestatigen. In diversen klinischen Studien konnten die adenoviralen

Vektorsysteme die vielversprechenden in vitro-Resultate bisher nicht bestatigen.
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Ein Grund fur die mangelhafte Effizienz in vivo liegt in der unzureichenden Gentransferrate.
Ein entscheidender Faktor flr dieses Phanomen ist der Mangel Coxsackie-Adenovirus-
Rezeptor (CAR) auf primaren Tumorgeweben (Li, Pong et al., 1999). Aufgrund von
fehlendem CAR auf der Zelloberflache kommt es zu keiner Adenovirus-Infektion und somit
auch zu keiner Transgen-Expression in diesen Tumorzellen.

Neben dem Mangel an CAR spielt auch die Auslésung einer Immunantwort eine wichtige
Rolle fur den fehlenden Erfolg der adenoviralen Gentherapie in vivo. Die Gabe von
Adenoviren 16st eine starke Entziindungsreaktion und eine Immunantwort aus. Die schnell
einsetzende Ausschittung inflammatorisch wirkender Zytokine flhrt zur Infiltration von
Lymphozyten in das betroffene Gewebe, gefolgt von der Auslésung einer spezifischen T-
Zell-Antwort und der Ausschuttung neutralisierender Antikérper (Dai et al., 1995). Das
Transgen und virale Gene werden in transfizierten Zellen tber MHC | oder MHC Il (major
histocompatibility complex) prasentiert und lésen so eine spezifische CD4*- und CD8"-T-Zell-
Antwort aus. Diese immunogenen Eigenschaften limitieren die Transduktionseffizienz der
adenoviralen Vektoren (Coukos und Rubin, 2001) und verhindern eine Wiederholung der
Vektorapplikation zur Erhéhung der Effizienz.

Gerade flr das Ovarial-Karzinom spielt die Prasenz neutralisierender Antikorper gegen
adenovirale Vektoren eine wichtige Rolle. Ein klinischer Aspekt der Erkrankung ist das
haufige Vorkommen von malignem Aszites, der betrachtliche Konzentrationen an
neutralisierenden Antikorpern enthalten kann (Stallwood et al., 2000). Intraperitoneale
Therapien der malignen Erkrankung stellen also eine wichtige Herausforderung bei der
Therapie des Ovarialkarzinoms dar.

Neben der unzureichenden Effizienz in vivo stellt die Spezifitat der Gentherapie ein weiteres
entscheidendes Problem dar. Die adenovirale Infektion erfolgt unspezifisch in allen Zellen mit
CAR, also auch auferhalb des Zielgewebes. In Abhangigkeit von ihrer CAR-Expressions-
starke kann es in lebenswichtigen Organen (Leber, Niere, Milz) zu Dosis-limitierenden und
lebensbedrohlichen toxischen Nebenwirkungen kommen (Marshall, 1999; Bilbao et al.,
2000). Um starke bis todliche Nebenwirkungen zu verhindern, ist es zwingend notwendig, die
Gentherapie  spezifisch auf das Zielgewebe einzuschranken bzw. keinerlei
Suizidgentherapie-Effekte in den lebenswichtigen Organen zu induzieren (Casado et al.,
2001a).

1.4.1. Steigerung der Gentransfereffizienz

Die Limitierung der Gentransfereffizienz ist hauptsachlich auf die Immunogenitat der adeno-
viralen Vektoren bzw. die Abwesenheit von CAR auf den Tumorzellen zurtickzuflihren. Durch
die Reduktion der Immunogenitat der Vektoren sollte es mdglich sein, die Gentransfer-

eigenschaften in vivo zu verbessern. Bei der Entwicklung der sogenannten 3. Generations-
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vektoren wurden nahezu alle viralen Genomsequenzen entfernt (Hammerschmidt, 1999).
Durch das Fehlen jeglicher viraler Gene ist die Prasentation viraler Gene durch die infizierten
Zellen ausgeschaltet und die Immunabwehr kann nicht mehr spezifisch diese Zellen
eliminieren. Dadurch vermitteln diese 3. Generationsvektoren eine langere Expression des
Transgens bei geringerer Virus-assoziierter Toxizitat (Balague et al., 2000).

Um die Problematik der CAR-Abwesenheit in den Tumorgeweben zu umgehen, ist es
moglich den Virustropismus zu modifizieren. Die initiale Bindung des Adenovirus an den
CAR der Zelle wird von der Knob-Doméane des Fiber-Proteins vermittelt (Louis et al., 1994).
Durch das Einfugen heterologer Ligandendomanen in den HI-Loop der Fiber-Knob-Domane
ist es gelungen die Beteiligung dieser Domane an der initialen Zellbindung zu beweisen
(Krashnyk et al., 1998). Durch das Einfligen eines RGD-4C Motivs in den HI-Loop der Fiber-
Knob-Domaéane (siehe Abbildung 1.4.1.) wird die Bindung und Internalisation des Adenovirus
unabhangig vom CAR verlaufen und nur von den o,fs- bzw. o,ps-Integrinen abhangen
(Dmitriev et al., 1998), die von den meisten Ovarialkarzinomen exprimiert werden (Cannistra
et al., 1995). Diese RGD-modifizierten Adenoviren kénnen vor allem beim Ovarialkarzinom

eine deutliche Verbesserung der Gentherapie-Ergebnisse bewirken, denn es zeigt sich eine
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Abbildung 1.4.1. RGD-Modifikation des Adenovirus. Abbildung entnommen aus:1993 Physiology or
Medicine Nobel Poster (http://www.nobel.se/medicine/educational/poster/1993/genes-in-pieces.html)

um das 100- bis 1000-fach erhdhte Reportergenexpression in primaren Tumorzellen
(Dmitriev et al., 1998). Neben dieser Erhdhung des Gentransfers bzw. der Genexpression
zeigt das RGD-modifizierte Adenovirus eine geringere Sensitivitdt gegenlber den
inhibitorischen Einflisse durch malignen Aszites. Adenoviren mit Wildtyp(Wt)-Hllle zeigen

bei Gegenwart von Aszites eine deutlich reduzierte Gentransferrate aufgrund von anti-
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adenoviralen Antikdrpern, wohingegen RGD-modifizierte Adenoviren keine Beeintrachtigung
ihrer Gentransfereigenschaften durch Aszites zeigen (Hemminki et al., 2001; Blackwell et al.,
2000).

1.4.2. Etablierung einer spezifischen Gentherapie

Um die Spezifitat der gentherapeutischen Behandlung zu erhéhen, sind prinzipiell zwei
Ansatze maoglich. Durch transfektionelles Targeting kann die Infektidsitat der adenoviralen
Vektoren spezifisch auf gewlinschte Zielzellen gesteuert werden. Dafiir missen die
rekombinanten Vektoren gentechnologisch modifiziert werden, so dass sie ihre Infektion und
Internalisation nicht mehr an den nativen CAR gekoppelt ist, sondern nur noch Uber einen
neuen, tumorspezifischen Rezeptor funktioniert (Wickham, 2000).

Die zweite Moglichkeit ist die Etablierung eines transkriptionellen Targetings. Basis des
transkriptionellen Targetings ist die Verwendung von regulativen Promotor-Elementen, die
eine Aktivitdt hauptsachlich in den Tumorzellen zeigen, d.h. die Expression des Transgens
findet nur in den Tumorzellen statt (Nettelbeck et al., 2000), obwohl auch normale
Kdrperzellen transduziert wurden. Idealerweise sollte der Promotor vor allem in der Leber
keinerlei Aktivitdt besitzen, denn dort werden bei systemischer Applikation der
rekombinanten Adenoviren ein Groliteil der Vektoren herausgefiltert. Da Hepatozyten eine
starke Expression von CAR zeigen, werden die gentherapeutischen Adenoviren die
Leberzellen effektiv infizieren. Fir eine gefahrlose Anwendung der systemischen
Suizidgentherapie mit adenoviralen Vektorsystemen muss also gewahrleistet sein, dass es in
den transduzierten Hepatozyten zu keiner Expression des Suizidgens kommt. Nur so kann
die potentielle Gefahr einer lebensbedrohlichen Hepato-Toxizitdt minimiert werden
(Bauerschmitz et al., 2002b; van der Elb et al., 1998).

Potentielle Kandidaten von Promotoren kdnnen beispielsweise aus der Klasse gewebs- bzw.
tumorspezifischer Promotoren kommen oder es handelt sich um induzierbare
Regulatorelemente, die durch eine spezielle Behandlung temporar induziert werden
(Nettelbeck et al., 2000). Idealerweise kombiniert der Promotor beide Eigenschaften, d.h. er

ist nach gezielter Induktion fiir einen definierten Zeitraum nur in Tumorzellen aktiv.

1.4.2.1. Gewebe-/Tumorspezifische Promotoren

Gewebespezifische Promotoren zeigen eine Aktivitat in speziellen Geweben, wohingegen sie
in den restliche Geweben keine Genexpression vermitteln. Vielen Genen kann man keine
spezifische Funktion allein in einem bestimmten Gewebetyp zuordnen, da ihre Funktion

allgemeiner Natur ist und deshalb in vielen Zelltypen bendtigt wird.
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Allerdings kann flr das Brustgewebe eine einzigartige Funktion, die Milchbildung wahrend
der Stillzeit, identifiziert werden. Kein anderes Gewebe wird die Milchproduktion durchflihren
und deshalb keine Gene exprimieren, die fur Milchproteine kodieren. Das Mammakarzinom
entsteht oft aus den Zelltypen, die auch fir die Milchbildung verantwortlich sind.
Mammakarzinome zeigen charakteristische Eigenschaften, die auch wahrend der Stillzeit im
normalen Brustgewebe auftreten (Wiseman und Werb, 2002). Es gibt also Ahnlichkeiten
zwischen laktierendem Brustgewebe und Mammakarzinomgewebe. Mit Promotoren der
Gene von Milchproteinen sollte es mdglich sein, eine spezifische Genexpression in
Mammakarzinomen hervorzurufen. Als Hauptbestandteile der Milch sind das o-Lactalbumin
(ALA) und B-Casein (CAS) bekannt.

Fir ALA ist eine Expression in Uber 60% von Brustkrebsgeweben beschrieben (Thean und
Toh, 1990) und somit auch der Promotor fur ALA aktiv. Die Verwendung des ALA-Promotors
fur die transkriptionell regulierte Suizidgentherapie zeigt, dass der ALA-Promotor in der Lage
ist, spezifisch in Mammakarzinomzelllinien die Expression des Suizidgens zu induzieren,
wohingegen Tumorzelllinien mit anderem Ursprung keine ALA-gesteuerte Suizidgen-
expression zeigen (Anderson et al., 1999). Fir die Untersuchungen wurde eine Sequenz der
5'Region (Nukleotide —737 bis +14) des ALA-Gens verwendet (Anderson et al., 1999).

Als weiterer wichtiger Faktor der Milch ist das CAS ein potentieller Kandidat, um eine
Spezifitdt gegen das Mammakarzinom zu entwickeln. Der Promotorbereich des CAS ist gut
charakterisiert (Winklehner-Jennewein et al., 1998). Durch Homologie-Untersuchungen mit
anderen Spezies sind zwei homologe Regionen identifiziert worden, die eine spezifische
Expression im Milch-produzierenden Brustgewebe vermitteln. Der proximale Promotor
(Nukleotide -468 bis +20) und das 5’-Enhancer-Element (Nukleotide -4817 bis —4170)
enthalten viele Bindungsstellen fur Transkriptionsfaktoren, die bei der Regulation der
Milchbildung in Nagern eine wichtige Rolle spielen (Rosen et al., 1998; Winklehner-
Jennewein et al., 1998). Die Induktion der CAS-Expression ist vor allem von Hormonen,
Prolactin und Glucocorticoidhormonen, abhangig. Fur das Prolactin wird eine Beteiligung an
der Proliferation von Brustkrebszellen diskutiert (Goffin et al., 1999), so dass der CAS-
Promotor ein méglicher, Brustkrebs-spezifischer Kandidat ist.

Neben den Gewebe-spezifischen Promotoren sind eine Reihe von Promotoren beschrieben
worden, die eine Tumor-spezifische Aktivitat zeigen, aber im Normalgewebe nicht aktiv sind.
Die Cyclooxigenase 2 (COX2) ist eine induzierbare Isoform aus der Familie der
Cyclooxigenasen. Diese sind essentiell notwendig in der Synthese von Eicosanoiden, dazu
gehdren Prostaglandine und Prostazykline. Die COX2-Isoform ist unter normalen
physiologischen Bedingungen in den meisten Geweben nicht nachweisbar (Dubois et al.,
1998), wohingegen ein Zusammenhang mit der Karzinogenese besteht (Williams et al.,

1999) und eine erhéhte Expression des COX2-Gens in einer Reihe von Karzinomen vorliegt
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(Wesseling et al., 2001). Die Charakterisierung des Promotors (Nukleotide —1432 bis +59)
zeigte eine Tumor-spezifische Reportergenexpression (Yamamoto et al., 2001), die ein
transkriptionelles Targeting beim Ovarialkarzinom ermdglicht (Casado et al., 2001b).

Der Heparin-bindende Wachstums- und Differenzierungsfaktor Midkine (MK) zeigt eine
mittlere bis schwache Expression im humanen Darm, Lunge und Schilddrise, ist aber
induziert in embryonalen Karzinomzellen und zeigt eine erhdhte Expression in vielen
Karzinomen (Wesseling et al., 2001). Die Analyse des Promotorbereichs (Nukleotide —2285
bis +28) zeigt eine Tumor-spezifische Expression des Reportergens (Adachi et al., 2000).

Ein entscheidender Vorteil der Promotoren COX2 und MK ist, neben der Tumor-spezifischen
Aktivitat bzw. erhdhten Aktivitat in Karzinomen, die Inaktivitat in der Leber (Adachi et al.,
2000; Yamamoto et al., 2000). Das ermdglicht ihre Verwendung als gentherapeutische

Regulatorelemente, da nicht mit einer Hepatotoxizitat zu rechnen ist.

1.4.2.2. Induzierbare Promotoren

Induzierbare Promotoren zeigen eine niedrige basale Expressionsaktivitat, aber nach
Induktion steigt die Aktivitat stark an und es kommt zu einer starken Genexpression. Als
Induktor kénnen hierbei pharmakologische Praparate, Hormone, Wachstumsfaktoren oder
bestimmte physiologische Bedingungen dienen. In der Krebstherapie ist die Verwendung von
pharmakologischen Induktoren sinnvoll, die gleichzeitig Bestandteil der konventionellen
Therapiemodalitat sind (Nettelbeck et al., 2000).

Nach der operativen Entfernung der Haupttumorlast wird als erganzende
Therapiemallinahme eine Chemotherapie durchgefihrt. Gerade bei Ovarialkarzinomen
entwickelt sich relativ haufig eine Resistenz des Tumors gegen die -eingesetzten
Chemotherapeutika. Die Folge ist, dass die chemoresistenten Tumorzellen Uberleben und
zur Rezidiv-Auspragung bzw. zur Metastasierung der Erkrankung und damit der geringeren
Uberlebenswahrscheinlichkeit der Patientin beitragen. Bei vielen chemoresistenten Tumoren
kann eine Erhéhung der Expression des Multidrug Resistance Gens MDR1 nachgewiesen
werden (Nooter et al., 1991; Schondorff et al., 2002). Das Gen kodiert fur das P-
Glykoprotein, einen Membrantransporter, der hydrophobe Fremdstoffe, Peptide und
bestimmte Chemotherapeutika aktiv aus der Zelle befordert (Geick et al., 2001). Dadurch
wird verhindert, dass die zytostatisch-wirkenden Chemotherapeutika ihre Toxizitat
intrazellular entfalten. Des weiteren ist beschrieben, dass die MDR-Expression durch
verschiedene Steroidhormone und Chemotherapeutika induziert bzw. erhéht wird (Walther et
al., 1997; Geick et al., 2001). Zu den MDR-induzierenden Chemotherapeutika zahlen die
Stoffgruppen der Taxane und Anthrazykline (Miller et al., 2001; Schondorff et al., 2002). Die
Induktion der MDR-Expression erfolgt Uber zwei ,drug responsive elements®, die im

Promotorbereich identifiziert wurden (Walther et al., 1997). Ein Promotorelement (Nukleotide
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-207 bis +158) vermittelt die Konzentrations- und Zeit-abhangige Expression eines
Reportergens nach Induktion durch die Gabe von Taxanen oder Anthrazyklinen (Walther et
al., 1997).

Obwohl auch in der Leber und der Niere geringe MDR-Expressionslevel dokumentiert sind
(Geicke et al., 2001), eignet sich der MDR-Promotor besonders fiir die regulative Kontrolle
der Suizidgenexpression beim Ovarialkarzinom. Hier kommt es sehr oft zur Auspragung
einer MDR-assoziierten Chemoresistenz, so dass eine alleinige Chemotherapie keine Effekt
auf das Tumorwachstum haben kann. Durch eine Kombination von Chemo- und Gentherapie

(Abbildung 1.4.2.2.) ist theoretisch auch die Eliminierung der chemoresistenten Tumorzellen
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Abbildung 1.4.2.2. Mégliche Kombination aus Chemotherapie mit Adriamycin (ADR) und Gentherapie

maoglich. Nach operativer Entfernung der Haupttumormasse wird der Rest des Primartumors
mit einer Chemotherapie mit Taxanen oder Anthrazyklinen behandelt. Die Uberlebenden
Tumorzellen sind chemoresistent, zeigen also eine MDR-Expression, die eine Aktivitat des
MDR-Promotors in den Tumorzellen voraussetzt. Nun wird eine Gentherapie mit einem
Suizidgen unter der regulativen Kontrolle des MDR-Promotors durchgefiihrt. Da die
chemoresistenten Tumorzellen das MDR-Gen exprimieren, wird auch das Suizidgenprodukt
hergestellt. Damit sind die Tumorzellen sensitiv gegeniuber GCV und kénnen durch

anschlielende GCV-Gabe getdtet werden.
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1.5. Klinische Anwendung einer Suizidgentherapie bei Karzinomen

Da die Ausschopfung aller konventionellen Strategien bei der Behandlung von Mamma- und
Ovarialkarzinomen nur unbefriedigende Heilerfolge zeigt und vor allem beim Ovarialkarzinom
die Prognose der Patientinnen unverandert schlecht bleibt, besteht akuter Bedarf an
weiteren, alternativen und erganzenden TherapiemalRnahmen.

Die Suizidgentherapie sollte bei einem mdglichst geringen Tumorvolumen gestartet werden,
denn die tierexperimentellen Suizidgentherapien zeigen vielversprechende Erfolge, wenn die
Tumorlast bei Beginn der Therapie nicht zu grof3 ist (Bauerschmitz et al., 2002b). Nach
Ausschdpfung aller konventionellen Methoden zur Reduktion der Tumorlast verspricht eine
zusatzliche Gentherapie bessere Heilungschance (Tong et al., 1997) und vermindert das
Risiko einer Rezidiv-Auspragung oder Metastasierung des Tumors.

Bei der Suizidgentherapie handelt es sich um eine neuartige Behandlungsstrategie, die in
der Klinik bisher nicht routinemaRig eingesetzt wird. Deshalb ist die klinische Anwendung
zunachst nur im Rahmen von Phase I-lll Studien an Patientinnen mdglich, die bereits
austherapiert sind, denen also mit konventionellen Behandlungen nicht mehr geholfen
werden kann. Aus diesem Grund ist es von generellem Interesse, ob eine Suizidgentherapie
kompatibel mit einer Chemotherapie, als letztem Schritt der konventionellen Behandlungs-
strategie, ist oder sich beide Methoden eventuell gegenseitig beeinflussen. Die
Chemotherapie ist ein wichtiger Bestandteil der konventionellen Behandlung und durch eine
zusatzliche Suizidgentherapie sollten sich keine inhibitorischen Effekte zeigen. Die
antitumorale Effizienz der jeweiligen Einzeltherapie, Chemo- oder Suizidgentherapie, soll in
der Kombination nicht negativ beeinflusst werden. Idealerweise zeigen sich synergistische,
antitumorale Effekte bei der kombinierten Behandlung mit konventioneller Chemo- und
Suizidgentherapie.

Bisher sind in in vitro Untersuchungen verschiedene Kombinationsmoglichkeiten von
Chemo- und Suizidgentherapie getestet worden. Dabei sind die zeitliche Abfolge der
Therapien und die Wahl des Chemotherapeutikums variiert worden (Tong et al., 1998). Die
Ovarialkarzinom-Zelllinien zeigten nach Virusinfektion ihre normale Sensitivitat gegenlber
den anschliefiend eingesetzten Chemotherapeutika, aber eine Vorbehandlung der Zellen mit
einer Chemotherapie beeinflusste die Effizienz der anschlielenden Gentherapie. Nach
Absetzen der Chemotherapie zeigten die Zellen wieder die normale Sensitivitat gegenlber
der Gentherapie. Nach Virusapplikation bewirkte die gleichzeitige Gabe von GCV und dem
Chemotherapeutikum Topotecan ein hoheres Killing der Tumorzellen, als die Topotecan-
Gabe nach Ende der Gentherapie (Tong et al., 1998). Synergistische Effekte bei der
Kombination von Suizidgentherapie und Topotecan-Gabe sind auch in vivo im Tierversuch
bestatigt worden. Tiere, die mit einer Kombinationstherapie behandelt wurden, zeigten

héhere Uberlebensraten als nach Einzeltherapie (Wildner et al., 1999). Eine klinische Studie
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(Phase 1) zeigte, dass die intraperitoneale Applikation der adenoviralen Vektoren, gefolgt von
GCV- und Topotecan-Gabe, ohne anhaltende Toxizitatssymptomatik gut vertragen wurde,
obwonhl der Vektor eine konstitutive Expression des Suizidgens in allen transduzierten Zellen
vermittelte (Hasenburg et al., 2000).

Neben den synergistischen Effekten von Suizidgentherapie und Topotecan-Chemotherapie
sind auch mit einer Taxol-Chemotherapie in Kombination mit einer Gentherapie erhdhte
antitumorale Effekte beschrieben worden. Allerdings handelte es sich hier um
Gensubstitutionstherapien (Nielsen et al., 1998b) oder es wurden onkolytische Adenoviren
verwendet (Yu et al., 2001).

Die Chemotherapeutika Topotecan bzw. Taxol werden in der Kombination mit der
Suizidgentherapie eingesetzt, da es sich um moderne Zytostatika handelt, die bei der
Behandlung von primaren gynakologischen Tumoren und auch Rezidiven verwendet
werden.

Topotecan ist ein Inhibitor fir das Enzym Topoisomerase |. Dieses ist essentiell fir das
Zellwachstum und die Proliferation. Es katalysiert die Entspiralisierung der DNA durch
Schneiden und Religation eines DNA-Strangs und wird fir die DNA-Replikation, DNA-
Reparatur und Genexpression bendtigt. Der zytotoxische Effekt von Topotecan entsteht
durch die Stabilisierung des Enzym-DNA-Komplexes. Dadurch kommt es zur Blockade der
DNA-Reparatur, Doppelstrangbriichen und Fragmentation der DNA, die im Zelltod resultiert
(Bothmann et al., 1989).

Taxol inhibiert die Zellreplikation durch Verstarkung der Polymerisation der Tubulin-
Monomere zu stabilen Mikrotubuli, die nicht mehr in der Lage sind, den korrekten Mitose-
Spindel-Apparat auszubilden. Dadurch kommt es zur Zellzyklusblockade in der Mitose und

anschlieender Aktivierung der Apoptose (Rowinsky et al., 1990; Donaldson et al., 1994).
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1.6. Fragestellungen

Die Entwicklung einer erfolgversprechenden tumorspezifischen Suizidgentherapie zur
Behandlung gynakologischer Karzinome erfordert die Optimierung der Gentransfereffizienz
und Etablierung einer spezifischen Suizidgenexpression.

Fir den Gentransfer stehen generell virale und nicht-virale Vektorsysteme zur Verfigung. Mit
den Carboxycholesteryl-modifizierten Chloroquin-Analoga (CCQs) steht ein liposomales
Vektorsystem zur Verfigung, dessen Potential flr die Gentherapie noch nicht untersucht ist
(Keil et al., 2000). Bei den viralen Vektorsystemen sind die Adenoviren die am haufigsten
benutzten Gentransfersysteme. Die Problematik des Coxsackie-Adenovirus-Rezeptor-
Mangels (CAR-Mangel) auf Tumorzellen und damit mangelhafter adenoviraler Gentransfer-
effizienz bei vielen Tumoren kann mit Modifikationen des Virustropismus (RGD-Modifikation
der Fiber Knob-Domane) gelost werden.

Um eine Spezifitdt der Gentherapie zu erreichen, kann die Transkription des Suizidgens Uber
Promotorelemente auf bestimmte Gewebetypen eingeschrankt werden. Neben den
Karzinom-bezogenen Promotoren MK und COX2 bieten sich fir das Mammakarzinom
Promotoren fiir die Milchprotein-Gene ALA und CAS und fir das Ovarialkarzinom der

Chemotherapie-induzierbare Promotor MDR an.

Zusammengefasst ergeben sich folgende Aufgabenstellungen:

1.) nicht virale Systeme:

Die CCQ-vermittelte Lipofektion soll an Mamma- und Ovarialkarzinomzelllinien optimiert und
mit kommerziell erhaltlichen Lipofektionssystemen verglichen werden. Neben der
Gentransfereffizienz sind auch die Toxizitat der Lipofektion, sowie der Einfluss von malignem

Aszites auf die Gentransfereigenschaften der Lipofektion Gegenstand der Arbeit.

2.) virale Systeme:

Die adenoviral-vermittelte Suizidgentherapie in Mamma- und Ovarialkarzinom wird in vitro
mit Adenoviren ohne Modifikation der Hulle und mit RGD-modifizierten Adenoviren
untersucht. Besonderes Interesse besteht an der Uberpriifung der erhdhten Infektidsitat der
RGD-Viren in Zelllinien mit CAR-Mangel.

3.) Transkriptionelle Regulation der Genexpression

Nach Klonierung der Promotoren ALA und CAS werden diese zusammen mit den
Promotoren MK, COX2 und MDR hinsichtlich ihrer Aktivitat in den Mamma- und
Ovarialkarzinomzelllinien getestet. Durch Zellproliferationsassays wird untersucht, ob die

Promotoraktivitat fir die Suizidgentherapie ausreicht.
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4.) Kombination aus Chemo- und Suizidgentherapie

Fir die klinische Anwendung sind negative Auswirkungen von Chemo- und
Suizidgentherapie aufeinander auszuschlieBen. Die Kompatibilitit der adenoviral-
vermittelten Suizidgentherapie mit der Taxol- oder Topotecan-Chemotherapie ist in
Tierversuchen bestéatigt worden. Allerdings sind bisher immer Adenoviren mit der Wt-Hille
verwendet worden. Um aber die Vorteile der RGD-Hullenmodifikation auch klinisch nutzen zu
koénnen, fehlt der Nachweis der Kompatibilitdt RGD-Virus vermittelter Suizidgentherapie und
Chemotherapie. Dafur wird in Tierversuchen die Kombination aus Chemotherapie mit Taxol
oder Topotecan in unterschiedlichen zeitlichen Kombinationen mit der RGD-Adenovirus-

vermittelten Suizidgentherapie am subkutanen Ovarialkarzinommodell untersucht.
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2. Material und Methoden

2.1. Reagenzien und Losungen

A.L.F.-Auftragspuffer
100 ml Formamid
5 g Amberlite
600 mg Dextran
4 ml 20 mM EDTA, pH 8,3

Bindsilan
4 ml Ethanol absolut
15 wl Bindsilan (Pharmacia)
1 ml 10% Essigsaure

Dialysepuffer
10 mM Tris pH 8,0
2 mM MgCl,
5% Sucrose

Farbelésung
100 mmol/l Natriumphosphat
1,3 mmol/l MgCl,
3 mmol/l KsFe(CN)e
3 mmol/l K4Fe(CN)e
0,4 mg/ml X-Gal

Fixierldsung
0.5% Glutaraldehyd in PBS

Gellésung fur A.L.F.-Gele
25,2 g Harnstoff
9 ml Monomerenlésung (40 %)
25,5 ml Aqua dest.
6 ml 6 x TBE
0,2 ml 10% APS
40 ul TEMED

2.2. Zellkultur

Monomerenldsung (29:1)
29% Acrylamid
1% N,N-Methylen-bisacrylamid

Monomerenldsung (19:1)
19% Acrylamid
1% N,N-Methylen-bisacrylamid

Probenpuffer
7 mol/l Harnstoff
40% (v/v) Glycerin
50 mmol/l EDTA
10 mmol/l Tris
0,1% (w/v) Bromphenolblau

1x TBE
0,2 M Tris
0,17 M Borsaure
2 mM EDTA, pH 8,0

1xTE
10 mM Tris, pH 8,0
1 mM EDTA

Viruslysepuffer
0,1% SDS (w/v)
10 mM Tris-HCI (pH 7,4)
1mM EDTA

Virusverdiinnungspuffer
8 g NaCl
0,2 g KCI
3 g Tris
ad 800 ml H,O; autoklavieren,
Zugabe 10 % Glycerin (steril)

Alle Zellkulturen werden unter aseptischen Bedingungen bei 37°C, 5% CO, und 95%

Luftfeuchtigkeit kultiviert. Das verwendete, sterile Plastikmaterial wird von den Firmen

Greiner (Frickenhausen), Gibco (Karlsruhe) und Nunc (Wiesbaden) bezogen.

2.2.1. Verwendete Zelllinien

Fur die in vitro- und in vivo Versuche werden humane Zelllinien gynakologischen Ursprungs

eingesetzt. Die Produktion von Adenoviren wird in der Zelllinie 293 (s.u.) durchgefiihrt, die

Teile des adenoviralen Genoms als stabile Integration enthalt.
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Die Kulturmedien enthalten fétales Kalberserum (10% v/v), L-Glutamin (2mM), Glukose (1,0
bzw. 4,5 g/l) und das Antibiotikum Gentamicin (50 pg/ml). Im Kulturmedium fir die
Normalgewebszelllinie MCF-12A wird Pferdeserum (HS) anstelle von fotalem Kalberserum
(FCS) verwendet. Weitere zelllinienspezifische Zusatze zu den Kulturmedien sind der

Tabelle 2.2.1. zu entnehmen.

Zelllinie Ursprung Kulturmedium Zusatze Bezugsquelle
Nieren- - : . Qbiogene,
293 Karzinom Minimum Essential Medium - Heidelberg
Mamma- T o
BT-20 karzinom DMEM (1 g/l Glukose) Vitamine (1% v/v) ATCC (HTB-19)
Prof. Pfleiderer,
Ovarial- T Universitat
Hey karzinom RPMI1640 Vitamine (1% v/v) Freiburg,
Deutschland
Mamma- T o
MCF-7 karzinom DMEM (1 g/l Glukose) Vitamine (1% (v/v) ATCC (HTB-22)
Cholera-Toxin(100 ng/ml)
Mamma- DMEM:DMEM/NutMix-F12 EGF (20 ng/ml) )
MCF-12A | Gewebe (1:1) Insulin (0,01 mg/miy  [ATCC (CRL-10782)
Hydrocortison (500 ng/ml)
MDAH 2774 kca)ff}ﬂﬁ% DMEM (4,5 g/l Glukose) Vitamine (1% viv)  |ATCC (CRL-10303)
Mamma- . o o
SK-BR-3 karzinom McCoy's 5A Vitamine (1% v/v) ATCC (HTB-30)
sK-ov-3 | JOvarial RPMI1640 Vitamine (1% viv) | ATCC (HTB-77)
karzinom
Prof. Curiel,
Ovarial- , University of
SKOV3.IP1 karzinom DMEM/NutMix-F12 Alabama at
Birmingham, USA
Mamma- - . , T o
T-47-D karzinom Minimum Essential Medium Vitamine (1% v/v) ATCC (HTB-133)
ZR-75-1 i':"a”.‘ma' Minimum Essential Medium |  Vitamine (1% v/v) | ATCC (CRL-1500)
arzinom

Tabelle 2.2.1. Auflistung der Zelllinien, Kultivierungsmedien und Bezugsquellen

2.2.2. Kultivierung der Zellen

Die Zellen werden in Gewebekulturflaschen kultiviert und bis zu konfluentem Wachstum im
Begasungsbrutschrank (Heraeus, Hanau) inkubiert. Zweimal wochentlich erfolgt ein

Mediumwechsel mittels steriler Einmalpipetten.



2. Material und Methoden 22

2.2.3. Induktion der MDR-Expression

Um eine Resistenz der Zellkulturen gegenuber Anthrazyklinen zu erreichen, werden die
Zellen mit steigenden Konzentrationen des Chemotherapeutikums Doxorubicin inkubiert. Die
langsame Steigerung der Konzentration ermdglicht den Zellen den Aufbau der Resistenz
basierend auf dem MDR1-Gen. Im niedrigen Konzentrationsbereich erfolgt eine Steigerung
in Schritten von 50 ng/ml; ab einer Konzentration von 500 ng/ml wird die Konzentration in

Stufen von 100 ng/ml erhoht.

2.2.4. Subkultivierung

Zur Passagierung konfluenter Kulturen werden die adharend wachsenden Zellen mit einer
0,05% (w/v) Trypsin/0,02% (w/v) EDTA-L6sung geerntet und vereinzelt. Durch Zentrifugation
(5 min, 1200 Upm) werden die Zellen sedimentiert und dann ihrem Wachstum entsprechend

anteilig neu ausgesat.

2.2.5. Kryokonservierung

Die sedimentierten Zellen werden in Einfriermedium (Kulturmedium mit 10% (v/v) DMSO)
resuspendiert, in Kryorohrchen Uberfihrt und Uber Nacht bei -80°C eingefroren. Die

Langzeitaufbewahrung erfolgt in flissigem Stickstoff.

2.3. RNA-/DNA-Analytik

2.3.1. RNA-Isolation

Um bei der Isolierung der RNA Kontaminationen durch RNAsen zu vermeiden, missen alle
verwendeten Lésungen mit Diethylpyrocarbonat (DEPC) behandelt werden. Hierzu wird
DEPC im Verhaltnis 1:10 mit absolutem Ethanol gemischt, im Verhaltnis 1:100 den
Lésungen zugesetzt und die Lésung nach Inkubation bei 37°C tUber Nacht autoklaviert.

Bei der Isolierung der gesamten Ribonukleinsduren wird TRIzol™ (Gibco, Karlsruhe) verwen-
det. Dieses Verfahren ist eine Weiterentwicklung der Methode nach Chomczynski und
Sacchi (1987) und basiert auf einer monophasischen aus Phenol-Guanidinisothiocyanat-
Ldsung, die wahrend des Homogenisierens und der Lyse die Integritat der RNA schitzt.
Nach 5 Minuten Inkubation bei Raumtemperatur (RT) werden 200 pl Chloroform zugegeben
und die Proben ca. 15 Sekunden geschdttelt. Nach 2-3 min Inkubation bei RT werden die
Proben fir 15 min bei 4°C und 12000 Upm zentrifugiert. Die wassrige RNA-haltige Phase

wird in ein neues Eppendorf-Gefall Gberfiihrt und mit 500 pl Isopropanol versetzt. Nach 10
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min Inkubation bei RT wird die prazipitierte RNA durch Zentrifugation (10 Minuten, 4°C,
12000 Upm) pelletiert, mit 1 ml 75% (v/v) Ethanol (-20°C) gewaschen und erneut fir 5 min
bei 9500 Upm und 4°C zentrifugiert. Nach vollstadndiger Entfernung des Ethanols wird das
RNA-Pellet im Heizblock bei 55°C fir 5-10 min getrocknet und in 20 bis 100 pyl DEPC-

Wasser resuspendiert. Die Bestimmung der RNA Konzentration erfolgt photometrisch.

2.3.2. cDNA-Synthese

Bei der cDNA Synthese werden mit Hilfe der Reversen Transkriptase mit Random-Primer
(Hexaoligonukleotide) Gesamt-RNA in cDNA translatiert. Die Verwendung unspezifischer
Random-Primer ermdglicht es, mehrere Transkripte gleichzeitig zu untersuchen und zu
quantifizieren. Zunachst wird die RNA (5 pg) fur 5 Minuten bei 95°C denaturiert und
anschlielend auf Eis abgekuhlt. AnschlieBend wird der Reaktionsansatz zugeben, sodass
folgende Konzentrationen vorliegen: 50 mM KCI, 10 mM Tris/HCI, 7.5 mM MgCl,, 0.1 mg/ml
BSA, 15 mM DTT, je 1 mM dATP, dCTP, dGTP und dTTP, 1 U/ul RNasin, 1000 pmol
Random-Primer und 9.5 U (0,5 ul) Reverse Transkriptase. Fur die cDNA Synthese wird der
Reaktionsansatz 10 Minuten bei 25°C und danach 45 Minuten bei 42°C inkubiert.
AnschlieBend wird die Reverse Transkriptase durch 5 Minuten bei 95°C inaktiviert. Nach
Abklhlung auf Eis werden die cDNA Proben bei -20°C gelagert.

2.3.3. Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

Die PCR dient der Amplifikation spezifischer DNA-Sequenzen. Die PCR Reaktionen werden
in 50 yl Ansatzen pipettiert. Sie enthalten 50 ng DNA (5 ul), 1 x PCR Reaktionspuffer, jeweils
125 pyM dNTPs, 5- und 3°- Primer sowie Tag-Polymerase (Amersham Pharmacia Biotech,
Freiburg). Die Sequenzen der einzelnen Primer sind der Tabelle 2.3.3.1 zu entnehmen. Soll
eine Detektion mit Hilfe des A.L.F.-Sequenzers erfolgen, so ist der 5-Primer mit dem
Fluoreszenzfarbstoff Cy5-markiert. FlUr die Reaktionen wird ein Hybaid Omnigene PCR-
Cycler benutzt. Zum Schutz vor Verdunstung missen diese Reaktionen mit 2 Tropfen
Mineraldl Uberschichtet werden. Zur Vermeidung unspezifischer Nebenreaktionen werden
die PCR-Reaktionen mit einem “Hot-Start” gestartet, d.h. die Polymerase wird wahrend einer
Vorlaufphase von 10 Minuten bei 94°C zugegeben. Am Schluss jeder PCR-Reaktion wird
eine “final extension” (8 Minuten bei 72°C) durchgefuhrt, um einen vollstandigen Abschluss

aller Reaktionen zu ermdglichen.
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amplifizierte DNA

Basensequenz

Fragmentldnge

B-Actin

5°-agagatggccacggctgcett-3°
5"-atttgcggtggacgatggag-3°

446 bp (cDNA)
652 bp (gen. DNA)

B-Casein-Enhancer

5’-tcccccgggggagceaagcctcttattctagtge-3°
5°-ccgctcgagegggtttggcetgactgtgttgga-3°

680 bp

B-Casein-Promotor 5’-ggaagatcttccggagaaacagtttgcctcaca-3° 511 bp
5’-cccaagcttgggtccatcagcttctgtgactg-3°

a-Lactalbumin-Promotor | 5°-gaagatcttcgagctcctgggctcaagtgatccaccagac-3° 772 bp
5’-cccaagcttgggccaagaacctgaaatgga-3°

GAPDH-Expression 5’-ccatggagaaggctgggg-3"* 195 bp
5’-caaagttgtcatggatgacc-3’

MDR-Expression 5’-tcattcgagtagcggctctt-3™* 177 bp
5"-cttctttgctectecatige-3°

Screen-Luc 5°-tggaagacgccaaaaacataaag-3” 1643 bp
5’-gatctttccgeccttctigg-3°

Screen-Promotor 5’-ctagcaaaataggctgtccecca-3° variabel
5’-ctttatgtttttggcgtcttcca-3°

Screen-HSV-TK 5’-gcttaccatggcttcgtacc-3° 1337 bp
5’-ccccctgaacctgaaacata-3°

Sequenzierprimer 5’-cgacgttgtaaaacgacggccag-3* variabel
5’-caggaaacagctatgac-3™*

pGL3-Sequenzierung 5’-cgacgttgtaaaacgacggccagtctagcaaaataggctgtccc-3” | variabel

5’-caggaaacagctatgaccctttatgtttttggcgtcticca-3°

Tabelle 2.3.3:

Primer-Sequenzen; gekennzeichnete Primer (*) sind zur Detektion im A.L.F. CY5

markiert; die Sequenz der GAPDH-Expression-Primer ist von Taylor et al. 1994
Ubernommen

2.3.3.1. Uberpriifung der Qualitit der cDNA durch B-Actin-PCR

Die synthetisierte cDNA wird mittels R-Actin-PCR (Tabelle 2.3.3.1.) auf ihre Qualitat und eine
eventuelle Kontamination mit genomischer DNA untersucht. Die Primer sind so gewahlt,
dass genomische DNA aufgrund der zusatzlichen Intronsequenzen ein grélReres Fragment
(652 bp) ergibt als das cDNA-Fragment (446 bp).

Substanz Volumen (ul) Temperatur- und Zeitbedingungen
H,O 32,5

10x Puffer 5 94°C > 1 min

5 Primer 2,0 (20 pmol) 62°C 2> 1 min

3 Primer 2,0 (20 pmol) 72°C 2> 1 min
dNTPs 3,0 (7,5 nmol) Zyklenanzahl: 27
Taqg-Polymerase 0,5(2,5U)

Tabelle 2.3.3.1. B-Actin-PCR-Reaktionsansatz und PCR-Bedingungen

2.3.3.2. Amplifikation der Promotoren aus genomischer DNA

Die Promotoren der Gene a-Lactalbumin und p-Casein werden mittels PCR aus
genomischer Blut-DNA amplifiziert. Die Primersequenzen sind so gewahlt, dass artifizielle
Erkennungssequenzen fir definierte Restriktionsendonukleasen eingefligt werden. Dadurch
kann das PCR-Produkt direkt fur die Insertion in die Klonierungs- und Expressionsvektoren

verwendet werden.
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Substanz Volumen (ul) Temperatur- und Zeitbedingungen
H,O 32,5

10x Puffer 5 94°C 2> 1 min

5 Primer 2,0 (20 pmol) 62°C > 1 min
3’Primer 2,0 (20 pmol) 72°C > 1 min
dNTPs 3,0 (7,5 nmol) Zyklenanzahl: 27
Tag-Polymerase 0,5(2,5U)

Tabelle 2.3.3.2.1 a-Lactalbumin-Promotor-PCR-Reaktionsansatz und PCR-Bedingungen

Substanz Volumen (ul) Temperatur- und Zeitbedingungen
H,O 32,5

10x Puffer 5 94°C > 1 min

5 Primer 2,0 (20 pmol) 57°C > 1 min

3 Primer 2,0 (20 pmol) 72°C > 1 min
dNTPs 3,0 (7,5 nmol) Zyklenanzahl: 35
Taqg-Polymerase 0,5(2,5U)

Tabelle 2.3.3.2.2. -Casein-Promotor-PCR-Reaktionsansatz und PCR-Bedingungen

Taqg-Polymerase 0,2(1U)

Substanz Volumen (ul) Temperatur- und Zeitbedingungen
H,O 343

10x Puffer 5 94°C > 1 min
5'Primer 1,5 (15 pmol) 56°C > 1 min
3'Primer 1,5 (15 pmol) 72°C 2> 1 min
dNTPs 2,5 (6,25 nmol) Zyklenanzahl: 30

Tabelle 2.3.3.2.3. B-Casein-Enhancer-PCR-Reaktionsansatz und PCR-Bedingungen

2.3.3.3. Quantitative RT-PCR zur Bestimmung der mRNA Expression

Mit Hilfe der quantitativen RT-PCR wird die mRNA Expression des Gens MDR1 bestimmt.

Das Prinzip beruht auf einer simultanen Koamplifikation des zu untersuchenden Gens und

eines “single copy” Gens, d.h. eines in nur einer Kopienzahl vorliegenden Referenzgens in
einem PCR Ansatz. Als Referenzgen wird GAPDH (Glyzerinaldehyd-3-Phosphat-

Dehydrogenase) verwendet. Die Bedingungen (Tabelle 2.3.3.) missen so gewahlt sein, dass

3'Primer MDR 40 pmol

2,0 ( )
2,0 ( )
5Primer MDR 4,0 (40 pmol)
4,0 ( )
3,0 ( I

dNTPs 7,5 nmol)

Taqg-Polymerase 0,5(2,5U)

Substanz Volumen (ul) Temperatur- und Zeitbedingungen

H,O 24,5

CDNA 5 (1ug)

10x Puffer 5

5'Primer GAPDH 20 pmol 94°C 2 1 min

3’Primer GAPDH 20 pmol 60°C 2> 1 min
72°C > 1 min

Zyklenanzahl: 25

Tabelle 2.3.3.3. Reaktionsansatz der quantitativen RT-PCR und Bedingungen
Die 5-GAPDH-Primer werden sowohl CY5-markiert, als auch unmarkiert in
einem Verhaltnis von 1:10 eingesetzt.

allein die Menge der eingesetzten cDNA limitierend ist, also keine Abhangigkeit von der
eingesetzten Menge an Primer, Nukleotiden und Taqg-Polymerase besteht. Die Detektion der
PCR Produkte sowie die quantitative Bestimmung der Produktmengen erfolgt mit Hilfe des

A.L.F.-Sequenzers und der Fragment Manager Software wie unter 2.4.1. beschrieben.
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2.3.3.4. Screening der Klonierung

Zur Uberprifung der korrekten Insertion von Promotoren und Genen in die Vektoren zur
Adenovirus-Produktion werden die Klone mittels PCR analysiert. Hierbei sind die Primer so
gewahlt, dass sie entweder aulerhalb des Promotorbereichs, also 5" und 3" ansetzen, so
dass alle Promotoren mit einem Primerpaar amplifiziert werden kénnen, oder sie setzen

innerhalb der kodierenden Sequenz der Gene Luciferase und HSV-TK an.

Substanz Volumen (ul) Temperatur- und Zeitbedingungen
H,O 32,5

10x Puffer 5 94°C > 1 min

5 Primer 2,0 (20 pmol) 62°C > 1 min
3'Primer 2,0 (20 pmol) 72°C > 1 min
dNTPs 3,0 (6 nmol) Zyklenanzahl: 27
Taqg-Polymerase 0,5(2,5U)

Tabelle 2.3.3.4.1. Promotor-Screening-PCR-Reaktionsansatz und PCR-Bedingungen

Substanz Volumen (ul) Temperatur- und Zeitbedingungen
H,O 32,5

10x Puffer 5 94°C - 1 min
5'Primer 2,0 (20 pmol) 62°C 2> 1 min
3"Primer 2,0 (20 pmol) 72°C > 1 min
dNTPs 3,0 (7,5 nmol) Zyklenanzahl: 27

Taqg-Polymerase 0,5 (2,5U)
Tabelle 2.3.3.4.2. Luciferase-Screening-PCR-Reaktionsansatz und PCR-Bedingungen

Substanz Volumen (ul) Temperatur- und Zeitbedingungen
H,O 32,5

10x Puffer 5 94°C 2> 1 min

5 Primer 2,0 (20 pmol) 60°C - 1 min
3'Primer 2,0 (20 pmol) 72°C > 1 min
dNTPs 3,0 (7,5 nmol) Zyklenanzahl: 27

Taqg-Polymerase 0,5(2,5U)
Tabelle 2.3.3.4.3. HSV-TK-Screening-PCR-Reaktionsansatz und PCR-Bedingungen

2.3.4. Photometrische Quantifizierung von Nukleinsauren

Zur Feststellung der Nukleinsdure-Konzentration in Losungen wird eine photometrische
Bestimmung durchgefihrt. Die spektralphotometrische Messung erfolgt bei den
Wellenlangen 260 nm und 280 nm.

Der molare Extinktionskoeffizient € betragt bei 260 nm fir RNA und einzelstrangige DNA 25
cm?/mg, fiir doppelstrangige DNA 20 cm?mg und fiir Oligonukleotide 30 cm?/mg.

Die Konzentration der RNA ergibt sich nach dem Lambert-Beer'schen Gesetz aus folgender
Formel: ¢ = E - 1/e - 1/d (c: Konzentration in mg/ml; E: Extinktion bei 260 nm; d: Schichtdicke

der Kuvette = 1 cm).
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2.3.5. Sequenzierung

Zur Uberpriifung der korrekten Klonierung wird das resultierende Plasmid bzw. das Insert
sequenziert. Die Sequenzierreaktion wird mit dem “Thermo Sequenase fluorescent labelled
primer cycle sequencing kit” (Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg) durchgefiihrt. Dieses
Kit beruht auf dem Prinzip der Sequenzierung nach Sanger und setzt den Einsatz
fluoreszenzmarkierter Primer zur Detektion der Sequenzierprodukte auf einem
automatischen Laser-Sequenzer voraus. Um Stérsignale durch bei der Reaktion nicht
verbrauchte Primer und dNTPs zu vermeiden, missen die PCR Produkte vor der
Sequenzierung aufgereinigt werden. Dies geschieht mit Hilfe der MicroSpin™ S400 S&ulen
von Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg). Die mit TE-Puffer voraquilibrierten Saulen
werden 1 Minute bei 3000 Upm in einer Eppendorf Tischzentrifuge zentrifugiert.
AnschlieRend werden sie mit 50 yl PCR Produkt beladen und erneut fir 3 Minuten bei 3000
Upm zentrifugiert. Das Eluat kann direkt in die Sequenzierung eingesetzt werden.

Um die Automatisierung der Sequenzierung zu ermdglichen, wird die Sequenzierung in 2
Teilschritten vorgenommen. Zuerst wird in einer PCR der zu sequenzierende DNA-
Doppelstrang 5" und 3" mit einer Erkennungssequenz fur die M13 Universal- oder Reversal-
Primer versehen. In der zweiten, automatisierten PCR werden alle Fragmente mit einer

standardisierten PCR mit M13-Primern sequenziert.

2.3.5.1. EinfUgen der artifiziellen M13-Sequenz

Die Primer dieser PCR erkennen die Basensequenz des benutzten Klonierungsvektor pGL3-
Basic (Promega, Mannheim) und kdnnen deshalb fur alle Klonierungsprodukte verwendet
werden. Zusatzlich zu der Erkennungssequenz enthalten sie eine Basensequenz aus dem

Bakteriophagen M13, die flr die Automatisierung von Sequenzierungsreaktionen verwendet

wird.

Substanz Volumen (ul) Temperatur- und Zeitbedingungen
H,O 32,5

DNA 5 (50 ng)

10x Puffer 5 94°C 2> 1 min

5 Primer 3,0 (30 pmol) 58°C > 1 min
3'Primer 3,0 (30 pmol) 72°C 2> 1 min
dNTPs 3,0 (7,5 nmol) Zyklenanzahl: 30
Taqg-Polymerase 0,5(2,5U)

Tabelle 2.3.3.5.1. Reaktionsansatz und Bedingungen der ersten Sequenzierungs-PCR

2.3.5.2. Sequenzierungsreaktion

Die Sequenzierungsreaktion erfolgt in 4 PCR-GefalRen pro Probe (je ein Cup pro Base). Als

Sequenzier-Primer werden die Cy5-markierten M13 Universal- oder Reversal-Primer
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eingesetzt. Die Reaktion wird mit einem Tropfen Mineraldl Uberschichtet, fir 5 Minuten bei
95°C denaturiert und wie folgt durchgefuhrt.
Ein Ansatz setzt sich wie folgt zusammen:

5 ul aufgereinigtes PCR-Produkt

1 ul Sequenzierprimer (1pMol/ul)

2 yl Reaktionsmix (ddATP, ddCTP, ddGTP oder ddTTP)

8 ul Gesamtvolumen

PCR Bedingungen

Universal 60°C 30 sec

95°C 30 sec

30 Zyklen

Reversal 55°C 30 sec

95°C 30 sec

30 Zyklen

Tabelle 2.3.3.5.2. Bedingungen der zweiten Sequenzierungs-PCR

Durch die Zugabe von 5 ul Stoplésung wird die Sequenzierungsreaktion abgebrochen und
das Sequenzier-Produkt anschlieRend vom Mineraldl abgetrennt. Die Auftragung und

Detektion mit Hilfe des A.L.F.-Sequenzers erfolgt wie unter 2.4.1. beschrieben.

2.4. Elektrophoretische Auftrennungsmethoden

2.4.1. Elektrophoretische Auftrennung mit dem A.L.F. und A.L.F.express

Mit Hilfe von Sequenzierautomaten (A.L.F. und A.L.F.express, Pharmacia) ist die
Auftrennung und Quantifizierung auch geringer Probemengen mdglich. Die Fluoreszenz der
markierten PCR-Produkte wird durch einen Laserstrahl im unteren Drittel des vertikalen
Polyacrylamidgels angeregt. Senkrecht zum Laserstrahl erfolgt die Detektion der emittierten
Strahlung Uber Photodioden bei einer Wellenlange von 632,8 nm (Helium-Neon-Laser). Den
Detektoren vorgelagert sind optische Filter, um die Hintergrundstrahlung und das Streulicht
zu eliminieren. In der Analyse mit dem A.L.F. werden Cy5-markierte PCR-Produkte
verwendet. Die Intensitdt der emittierten Fluoreszenz wird direkt wahrend der
elektrophoretischen Auftrennung durch das optische System des A.L.F. oder A.L.F.express
gemessen und die Daten werden durch eine gekoppelte EDV erfasst und gespeichert. Nach
Beendigung des Laufs kénnen die Rohdaten mit Hilfe der Software (Fragment-Manager)
ausgewertet werden. Je nach Experiment werden die Gelzusammensetzung und der Lauf
unter verschiedenen Bedingungen durchgeflhrt.

Fur die Gelldsung werden 25,2 g Urea und 9 ml Monomerenlésung in 25,5 ml Aqua dest.

geldst und mit 5 g Amberlite fur 10 Minuten geruhrt. Fir ein Sequenziergel wird die Mono-
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merenldésung 19:1, flir eine Fragmentanalyse die Monomerenlésung 29:1 eingesetzt. Nach
dem Filtrieren von 6 ml 6 x TBE und der Lésung wird die Gellésung entgast. Dann werden 40
pI TEMED und 200 pl 10%iges APS zugegeben und die Lésung zwischen die Glasplatten
gegossen.

Fir die Fragmentanalysen werden die PCR-Produkte mit Aqua dest. 1:5 verdinnt. 5 ul der
Verdinnung werden mit 5 pl A.L.F.-Probenauftragspuffer versetzt. Sowohl fir die Fragment-
als auch fir die Sequenzanalysen werden die Proben vor dem Gelauftrag 5 Minuten bei
95°C denaturiert und 3 Minuten auf Eis abgekuhlt.

Laufbedingung Fragmentanalyse Sequenzieranalyse
Spannung 1500 Volt 1500 Volt

Strom 34 mA 34 mA

Leistung 38 Watt 30 Watt

Temperatur 40°C 50°C

Laufpuffer 0,6 x TBE 0,6 x TBE

Tabelle 2.4.1. Bedingungen fur A.L.F.-Polyacrylamidgel-Elektrophoresen

2.4.2. Elektrophoretische Auftrennung mit Agarosegelen

Um die Gréle der PCR-Produkte zu Uberprifen, werden die PCR-Produkte auf 1,5%-ige
Agarosegele aufgetragen. Als Langenstandard wird ein 1 kb DNA-Standard von EuroGentec
(Seraing, Belgien) aufgetragen, mit deren Hilfe die Fragmentlange der aufgetrennten PCR-
Produkte ermittelt werden kann. Die Elektrophorese erfolgt je nach der aufzutrennenden
Fragmentlange bei einer Spannung von 100 bis 110 Volt fir 45 bis 90 Minuten. Das Gel wird
nach dem Lauf in einer Ethidiumbromid-Lésung (10 pg/ml) fir mindestens 30 Minuten
gefarbt. Durch die Bestrahlung mit UV-Licht (A=312 nm) kann die Fluoreszenz des

interkalierten Agens angeregt und die DNA-Fragmente nachgewiesen werden.

2.5. Mikrobiologische Methoden

2.5.1. Bakterienstdamme

Es wird mit den E. coli Stdmmen DH5a und BJ8183 gearbeitet, die wie folgt charakterisiert
sind:

DH50:: F, $80dlacZAM15, A(lacZYA-argF), U169, deoR, recA1, endA1, hsdR17(r., my’)
phoA, supE44, \'thi-1, gyrA96, relA1

BJ5183: endA, sbcBC, recBC, galK, met, thi-1, bioT, hsdR (Str')




2. Material und Methoden 30

2.5.2. Medien und Aufzucht von E. coli

Alle E. coli werden generell in LB-Medium (1% Trypton, 0,5% Hefeextrakt, 0,5% NaCl) und
bei 37°C Kkultiviert. Zur Selektion plasmidhaltiger Zellen wird dem Medium nach dem
Autoklavieren 50 ug/ul Ampicillin bzw. Kanamycin zugesetzt (Selektionsmedium).

Feste Nahrmedien enthalten zusatzlich 2% Agar.

2.5.3. Plasmide

2.5.3.1. pGL3-Basic (Promega)

Der pGL3-Basic dient der Untersuchung von Genexpression regulierenden Faktoren bei
Saugerzellen. Diese Faktoren kénnen cis-aktivierende Elemente sein, wie z. B. Promotoren
oder Enhancer, aber auch trans-aktivierende Elemente, wie z. B. DNA-bindende Proteine.
Dieser Vektor enthalt die fur Luziferase (aus Photinus pyralis) kodierende Region, die zur
Kontrolle fiur die Transkriptionsaktivitdt transformierter eukaryontischer Zellen eingesetzt

wird. Fir die Selektion transfizierter E. coli Zellen besitzt der Vektor eine Ampicillinresistenz.

2.5.3.2. Plasmide basierend auf pGL3-Basic

Neben der Insertion der verschiedenen Promotoren in pGL3-Basic werden auch Vektoren
mit alternativen Reportergenen verwendet. Anstelle der Luziferase wird die kodierende
Region fur die B-Galactosidase (lacZ aus E. coli) oder die Thymidin-Kinase des Herpes
simplex-Virus (HSV-TK) benutzt. Die Details der verschiedenen Plasmid-Vektoren sind dem

Anhang | zu entnehmen.

2.5.3.3. Plasmide zur Klonierung rekombinanter Adenoviren

Zur Klonierung rekombinanter Adenoviren wird das AdEasy™-System der Firma Qbiogene
(Heidelberg) verwendet. Dabei wird das DNA-Fragment in ein pShuttle-Plasmid eingeflgt.
Die Insertion in das Adenovirusgenom erfolgt mittels homologer Rekombination. Als
homologe Bereiche dienen hierbei entweder die Region des linken und rechten Arms oder
der rechte Arm und der Replikationsursprung der Plasmide. Diese Regionen sind in beiden
Plasmiden, pShuttle und pAdEasy (Adenovirusgenom), sequenzidentisch. Die Details der

verschiedenen Plasmide kénnen dem Anhang | entnommen werden.
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2.5.4. Klonierung

2.5.4.1. Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Fir die Elution von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen wird das QIAquick Gel Extraction Kit
(Qiagen) verwendet. Nach der Auftrennung werden die gewiunschten Banden unter einer
UV-Licht aus dem Ethidiumbromid-gefarbten Gel herausgeschnitten und in ein Eppendorf
Cup Uberfahrt. Nach der Gewichtsbestimmung des Agarosestiickchens wird dieses mit dem
dreifachen Volumen des Puffers QG versetzt und bei 50°C geschmolzen. Nach Zugabe
eines Volumens Isopropanol wird das Gemisch auf die Sdule aufgetragen und 1 Minute bei
13000 rpm zentrifugiert. Zur Aufreinigung der an die Siliconmembran der Saule gebundenen
DNA wird diese nach Herstellerangaben mit einer Waschlésung (Puffer PE) behandelt und
erneut 1 Minute bei 13000 rpm zentrifugiert. AnschlieBend wird die DNA mit 30 pl

Elutionspuffer durch erneute Zentrifugation von der Saule eluiert.

2.5.4.2. Restriktionsanalysen

Alle Restriktionen werden unter den vom Hersteller der Restriktionsenzyme angegebenen
Bedingungen und unter Verwendung der mitgelieferten Puffer durchgeflhrt. Die Restriktion
wird in 20 pl Ansatzen durchgefihrt und Gber Nacht bei 37°C inkubiert.

2.5.4.3. Ligation

Die Ligation von DNA-Fragmenten erfolgt in einem 20 yl Gesamtvolumen, wobei die molare
Menge des Insertionsfragmentes das 4-fache der Vektor-DNA ausmachen soll. Die Vektor-
und Insert-DNA wird zusammen mit Wasser fir 5 min auf 65°C erhitzt, um vorhandene
Sekundarstrukturen der DNA aufzuschmelzen. Nach Zugabe von Puffer erfolgt die Ligation
in Gegenwart von 1U T4-Ligase (Roche, Mannheim) bei Raumtemperatur Uber Nacht bei
15°C. Zur Inaktivierung der Ligase wird der Reaktionsansatz abschlieRend fur 10 min auf
65°C erhitzt und auf Eis abgekuhilt.

2.5.4.4. Transformation von E. coli mittels Elektroporation

2.5.4.4.1. Herstellung kompetenter E. coli Zellen

Fur die Herstellung der kompetenten Zellen wird zunachst eine 10 ml Vorkultur Gber Nacht
bei 37°C angezichtet. Mit dieser Vorkultur werden 500 ml LB-Medium angeimpft. Das Zell-

wachstum wird photometrisch bei A = 600 nm verfolgt. Bei einer optischen Dichte von ca.
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ODegoonm = 0,6 werden die Zellen geerntet und in Zentrifugenréhrchen 10 Minuten auf Eis
inkubiert. Die Zellen werden bei 4°C und 4000 g fir 15 Minuten pelletiert. Anschliel3end
werden die Zellen zweimal mit eiskaltem Wasser (500 ml und 250 ml) gewaschen und
zentrifugiert. Nach einem Waschschritt mit 10 ml 10%igem Glycerin und erneuter
Zentrifugation werden die Zellen in 1,5 ml 10%-igem Glycerin resuspendiert, 8 40 ul in

Eppendorf Cups aliquotiert und bei -80°C gelagert.

2.5.4.4.2. Elektroporation

Kompetente Zellen werden auf Eis aufgetaut und mit dem Vektor gemischt. Das Gemisch
wird in Elektroporationskuvetten (Elektrodenabstand = 0,2 cm) gegeben. Die Elektroporation
erfolgt in einem Gene Pulser (BioRad, Munchen) durch einen exponentiell abfallenden
Spannungspuls bei 2,5 kV, 25 yF, 200 Q und t = 4,0. Nach dem Puls werden die Zellen mit
1 ml LB-Medium aus der Kivette herausgespilt und in einem Eppendorf Cup flr 1 h bei
37°C geschittelt. AnschlieBend werden die Zellen auf Agar-Platten mit Selektionsmedium
ausplattiert und tber Nacht bei 37°C inkubiert.

2.5.4.5. Plasmidpraparation

Fur die Isolierung hochreiner Plasmid-DNA werden verschiedene Kits verwendet. Die Plas-
midpraparation aus einer 2 ml Ubernachtkultur erfolgte mittels des GFX™ Micro Plasmid
Prep Sample Kits (Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg). Fir eine Midipraparation aus
einer 250 ml Ubernachtkultur wird das EndoFree Plasmid Midi Kit (Qiagen) verwendet. Die

Praparationen erfolgten nach den vom Hersteller beschriebenen Angaben.

2.5.4.6. Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (PCIl)-Aufreinigung

Fir die Klonierung der rekombinanten Adenoviren wird die verwendete DNA prinizipiell
mittels Phenol:Chloroform:Isoamylalkohol-Fallung (25:24:1) aufgereinigt. Hierzu wird die
DNA-haltige Ausgangslosung mit einem Volumen Phenol:Chloroform:Isoamylalkohol
(25:24:1) versetzt, durch Vortexen gemischt und zur Phasentrennung fir 15 sec bei
maximaler Umdrehungszahl zentrifugiert. Die wassrige, DNA-haltige obere Phase wird in ein
neues Reaktionsgefald Uberfihrt. Nach Zugabe von 0,1 Volumen 3 M NaAcetat-Lésung und
2,5-3 Volumen Ethanol (-20°C) erfolgt die DNA-Fallung bei -80°C (> 30 min). Die gefallte
DNA wird durch Zentrifugation (4°C, 14000 Upm, 5 min) pelletiert, das Pellet mit 70 %

Ethanol (v/v) gewaschen und nach Trocknen in H,O resuspendiert.



2. Material und Methoden 33

2.5.4.7. Manipulation der DNA

Um bei der Klonierung die unerwiinschte Religation der Basisvektoren zu verhindern,
werden die linearisierten Basisvektoren mit der CIP (calf intestine phosphatase) behandelt.
Dieses Enzym katalysiert die Dephosphorylierung der DNA-Enden und verhindert durch die
Entfernung der Phosphatreste die Religation der DNA-Enden. Nur durch die Insertion eines
DNA-Fragments mit intakten Phosphatresten kann der linearisierte Vektor wieder zu einem
zirkularen Plasmid geschlossen werden.

Fur die Dephosphorylierung wird der Restriktionsansatz abschlieend fiir 2 x 30 min mit je 1
Ml CIP (1 U) inkubiert. Zur Inaktivierung der CIP wurde der Reaktionsansatz flr 10 min auf
65°C erhitzt.

2.6. Liposomaler Gentransfer

Der nicht-virale Gentransfer mit Hilfe von Lipiden findet Gber sogenannte Lipoplexe statt, die
aus DNA und Liposomen bestehen. Diese Lipoplexe werden endozytotisch in die Zellen
aufgenommen und die DNA gelangt im Anschluf® in den Zellkern, wo die Transkription
stattfindet.

2.6.1. Herstellung der Lipide und Liposomen

Die kationischen Lipide CCQ22 und CCQ32 werden entsprechend der Anleitung in Keil et al.
(2001) hergestellt. Anschlielend werden sie mit dem neutralen Phospholipid DOPE in
unterschiedlichen molaren Verhaltnissen gemischt und in H,O rehydriert. Das molare
Mischungsverhaltnis von kationischem Lipid (CCQ22 bzw. CCQ32) zu fusogenem Helferlipid
(DOPE) dient hierbei auch der genauen Namensgebung. Die Liposomen bestehend aus 30
mol% CCQ32 und 70 mol% DOPE werden als CCQ32-30 bezeichnet. Fir eine optimale

Liposomenbildung wird die Lésung 5 min in einem Ultraschallbad behandelt.

2.6.2. Lipofektion

Die Liposomen bestehend aus CCQ22 bzw. CCQ32 und DOPE, sowie das

Lipofektionsreagenz Fugene6™

(Roche, Mannheim) und DC-Chol werden 5 min in
Kulturmedium ohne FCS bei RT inkubiert. Zu den verdiinnten Liposomen wird 1 yg Plasmid-
DNA hinzugegeben, so dass ein Mischungsverhaltnis DNA/Liposomen von 1:3 (BT-20,
MCF7, SK-BR-3), 1:4 (MDAH 2774) bzw. 1:5 (Hey, SK-OV-3, ZR-75-1) entsteht. Nach
Inkubation fir 15 min bei RT werden die entstandenen Lipoplexe tropfchenweise zu den in

normalem Kulturmedium gehaltenen Zellen gegeben.
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2.6.3. X-Gal-Farbung

Fir die X-Gal-Farbung werden 1-2x10° Zellen/Well in einer 6-Well-Platte ausgesat. Nach 24
h wird die Lipofektion bei einer Konfluenz von 60-80% durchgefihrt und hierbei das Plasmid
pRC/CMVlacZ (Keil et al. 2001) ubertragen. Anschliefend werden die Zellen fur 48h bei
37°C und 5% CO, inkubiert. Nach Waschen mit PBS werden die Zellen mit einer
eisgekuhlten Fixierlésung fixiert (5 min bei RT), 3x mit PBS gewaschen und danach die
Farbeldésung zugegeben. Nach Inkubation Gber Nacht bei 37°C werden die blau-gefarbten

Zellen im Lichtmikroskop ausgezahilt.

2.6.4. Bestimmung der Zytotoxizitat

Zur Bestimmung der Toxizitat der Lipofektion wird eine Analyse durchgefiihrt, bei der die
Aktivitdt des zelleigenen Enzyms ,Saure Phosphatase® als Malstab fiir die Vitalitat der
Zellpopulation gemessen wird (Groth et al. 1998). In einer 96-Well-Platte werden 1,2x10*
Zellen/Well ausgesat und die Lipofektion mit verschiedenen Bedingungen durchgefiihrt. Zwei
Tage spater wird die Saure Phosphatase-Aktivitat der lysierten Zellpopulation in jedem Wells

gemessen, wie in Keil et al. (2001) beschrieben.

2.6.5. Analyse der Gentransfereffizienz

Zur detaillierten Analyse der Gentransfereffizienz wird das Plasmid pEGFP-C (Clontech,
Heidelberg) verwendet. Dieses Reporterplasmid kodiert flir das Green Fluorescent Protein
(GFP). Die GFP-Expression kann auf zellularer Ebene mittels Durchflusszytometrie (FACS-
Analyse) detektiert werden. Fiir die FACS-Analyse werden 0,4-1x10* Zellen/Well in einer 24
Well-Platte ausgesat und 24h spater die Lipofektion durchgefihrt. Nach weiteren 48h werden
die Zellen geerntet, in PBS resuspendiert und auf Eis gelagert. Im Durchflusszytometer wird

die GFP-Expression von 3000-5000 Zellen gemessen.

2.7. Adenoviraler Gentransfer

Der Gentransfer basierend auf Viren ist die effizienteste Methode, um Fremd-DNA in
Zielzellen einzubringen. Die Adenoviren sind zur Zeit die bedeutendste Gruppe der viralen
Vektorsysteme, da sie ein sehr breites Wirtszell-Spektrum besitzen und in vitro und in vivo

gute Gentransferraten zeigen.
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2.7.1. Klonierung des rekombinanten Adenovirusgenom

Beim Adenovirusgenom handelt es sich um ein ca. 36 kb groRRes lineares DNA-Molekll, das
die Erkennungssequenz von jedem kommerziell erhaltlichen Restriktionsenzym mehrfach
enthalt. Deshalb eignet sich das Adenovirusgenom nicht zur direkten Klonierung.

Zur Herstellung rekombinanter, adenoviraler Vektoren wird das AdEasy™-System
(Qbiogene, Heidelberg) verwendet. Um nun die gewlnschte Fremd-DNA in das
Adenovirusgenom zu integrieren, wird dabei der ,Umweg“ (iber sogenannte Shuttle-Plasmide
gewahlt. Dabei wird, wie in Abbildung 2.7.1. gezeigt, in einem ersten Schritt das gewlinschte
DNA-Fragment in den Shuttle-Vektor eingebaut und dieses in einem zweiten Schritt Uber

homologe Rekombination in das Adenovirusgenom integriert.
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Abbildung 2.7.1. Herstellung rekombinanter Adenoviren mit dem AdEasy-System' " (Ubersicht)

2.7.1.1. Klonierung in pShuttle

Um das Reportergen Luziferase bzw. das Suizidgen HSV-TK unter der Kontrolle der
verschiedenen Promotoren in adenovirale Vektoren zu klonieren, wird das entsprechende
DNA-Fragment aus Promotorbereich und Genkassette Uber die Restriktionsendonukleasen
Not | und Sal | in den pShuttle-Vektor eingefiigt. Nach Kontrolle der Klonierung tber den
Verdau des resultierenden Plasmids mit verschiedenen Restriktionsendonukleasen wird der
rekombinante pShuttle-Vektor mit Pme | linearisiert. Der Reaktionsansatz wird nach

Dephosphorylierung mittels PCI-Aufreinigung von allen Proteinen und lonen befreit und in
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die Elektroporation eingesetzt. Aus den resultierenden Klonen werden die Plasmide isoliert

und mittels Restriktionsverdau auf das korrekte Insert untersucht.

2.7.1.2. Homologe Rekombination

Um eine erhohte Effizienz bei der homologen Rekombination zu erreichen, werden die
Plasmide pAdEasy und pShuttle nacheinander in E.coli (BJ5183) transfiziert. BJ5183 ist ein
Bakterienstamm, der die Rekombination méglich macht, allerdings sind die rekombinanten
Plasmide in BJ5183 nicht Uber langere Zeit stabil, sodass flur eine Praparation gréRerer
Plasmidmengen auf den Stamm DH5a zurtickgegriffen werden muss. Nach Transfektion des
pAdEasy-Plasmids, welches das Resistenzgen gegen Ampicillin enthalt, in BJ5183 werden
die Klone mittels Ampicilin-Resistenz auf die Prasenz von pAdEasy selektioniert. Von einem
positiven Klon werden elektrokompetente Bakterien hergestellt. In diese BJ5183+pAdEasy
wird nun das linearisierte, rekombinante pShuttle-Plasmid transfiziert und Uber die dort
enthaltene Kanamycin-Resistenz selektioniert. Die korrekten rekombinanten Klone werden
durch Verdau mit Restriktionsendonukleasen detektiert und die Plasmide in groRerer Menge

mit dem EndoFree Plasmid Midi Kit (Qiagen, Hilden) hergestellt.

2.7.1.3. Transfer in Verpackungszelllinie und Klonselektion

Um die rekombinanten Plasmide aus Adenovirusgenom und  eingefugter
Genexpressionskassette als adenovirale Partikel zu verpacken, missen diese in die
Verpackungszelllinie 293 transferiert werden. Die Zelllinie 293 stammt von einem
embryonalen Nierenzellkarzinom ab und enthalt Fragmente der Adenovirus-DNA. Durch die
stabile Integration der E1-Region des Adenovirusgenoms in 293 kann diese Zelllinie die
Deletion des E1-Bereichs in adenoviralen Vektoren komplementieren und es kommt zur
Replikation des rekombinanten Adenovirus in 293-Zellen.

Nach Linearisierung des in 2.7.1.2. hergestellten rekombinanten Adenovirus-Plasmids mit
Pac | und anschliefiender PCI-Aufreinigung wird die DNA in die 293-Zellen eingebracht. Als
Transfektionsmethode dient die Kalziumphosphat-Technik, die entsprechend den Angaben
des Herstellers (Qbiogene, AdEasy ™-System) durchgefiihrt wird. Nach der Transfektion der
293-Zellen und Replikation kommt es zur lytischen Freisetzung der rekombinanten
Adenoviren. Damit die Diffusion der viralen Partikel minimiert wird, werden die Zellen mit
Agarose-haltigem Nahrmedium (1,25% Agarose w/v) Uberschichtet. Dadurch kénnen nach 2-
3 Wochen isolierte Plaques im Zellmonolayer gepickt werden, um damit an einzelne Klone
des rekombinanten Adenovirus zu gelangen. Bei den Klonen wird mittels PCR ein Screening
auf die eingefiigten Promotoren und Genexpressionskassetten durchgefliihrt (siehe 2.3.3.4.)

und mit einem Genexpressions-Assay (siehe 2.8.) die Funktionalitat der Viren tberpruft.
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2.7.2. Produktion von adenoviralen Vektoren
Um fur die Experimente eine ausreichende Menge an Adenoviren zur Verfigung zu haben,

wird die Virusproduktion in groRem Malstab durchgefiihrt. Das Eintreten des zytopathischen
Effekts (CPE) dient hier als Malstab flir die erfolgreiche Virusproduktion. Der CPE
beschreibt ein Phanomen, das bei der Virusreplikation und —Produktion in 293-Zellen auftritt,
da diese die Deletion des Wildtyp-Adenovirusgenoms komplementieren. Dadurch kommt es
zum Durchlaufen des lytischen, adenoviralen Infektionszyklus und in der Folge zum
Absterben der Zellen nach Adenovirus-Produktion. Dieses zeigt sich primar in der
Abkugelung und der Ablésung der Zellen vom Kulturgefall. Die Adenoviren sind bis zur Lyse
der Zellen, die erst 1-2 Tage spater einsetzt, innerhalb der Zellen eingeschlossen und

kénnen so durch die Ernte der Zellen angereichert werden.

2.7.2.1. Zellkultur

293-Zellen werden in 40 Zellkulturplatten (& 175 cm?) ausgeséat und bei einer Konfluenz von
>90% die adenovirale Infektion durchgefuhrt. Fur die Virusinfektion wird ein Aliquot des
vorhergehenden Produktionsmalstab (2 x 75 cm?) verwendet. Die Infektion wird mit
Kulturmedium durchgefuhrt, das 2% FCS enthalt. Fir die Infektion wird das Kulturmedium
von den Zellen entfernt und das virushaltige Medium (7 ml) zugegeben. Nach 2 h wird mit
Kulturmedium (2% FCS) auf das normale Kultivierungsvolumen (30 ml) aufgefillt. Dabei ist
zu beachten, dass die Zellen durch die virale Infektion unter groiem Stress stehen und sich
nun sehr leicht von dem Schalenboden ablésen. Um das zu verhindern, muss das
Kulturmedium &ulerst vorsichtig zugegeben werden. Die infizierten Kulturen werden bei
37°C und 5% CO, inkubiert, bis sich ein vollstandiger zytopathischer Effekt (CPE) einstellt.
Die 293-Zellen beginnen ca. 2 Tage nach Infektion sich abzukugeln und I6sen sich bis zum
3. Tag vom Boden des KultivierungsgefalRes ab. Nach der Ernte muissen die Zellen

mdglichst bei 4°C gelagert werden, um eine vorzeitige Lyse der Zellen zu verhindern.

2.7.2.2. Freisetzung der Adenoviren

Um die Adenoviren gezielt aus den Verpackungszellen freizusetzen, wird das Pellet nach der
Ernte der Zellen durch einen sogenannten Gefrier-Tau-Zyklus aufgeschlossen. Dabei wird
die Zellsuspension abwechselnd fir 20 min in flissigem Stickstoff (-196°C) eingefroren und
sofort wieder im 37°C Wasserbad aufgetaut (20 min). Nach viermaligem Gefrier-Tau-Zyklus

sind alle Zellen lysiert und die Viren liegen frei in der Lésung vor. Zur Abtrennung der
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Zelltrimmer wird fir 10 min bei 4°C und 1200 Upm zentrifugiert und der Virus-haltige

Uberstand in ein neues GefaR iberfiihrt.

2.7.2.3. Aufreinigung und Dialyse

In der Virussuspension liegen neben den infektidsen viralen Partikeln auch defekte virale
Partikel und Reste von Zelltrimmern vor. Um nun die infektiosen Partikel zu isolieren, wird
die Virussuspension Uber zwei CsCl-Gradienten aufgereinigt. Daflir wird ein diskontinuier-
licher CsCl-Gradient in Zentrifugenréhrchen (Quick-Seal, Beckman, Palo Alto, CA, USA)
gegossen, indem zuerst die Virussuspension eingefiillt wird. AnschlieRend wird die leichtere
CsCl-Lésung (Dichte: 1,2 g/cm®) unterschichtet und durch Unterschichten der schwereren
CsCl-Lésung (Dichte: 1,4 g/cm®) das Volumen des Réhrchens aufgefiillt. Dieser Gradient
wird fir 90 min bei 5°C und 60.000 Upm zentrifugiert. Die Bande der infektidsen viralen
Partikel wird eluiert und Uber einen zweiten identischen diskontinuierlichen Gradienten weiter
aufgereinigt. Dieser zweite Gradient wird bei 5°C und 60.000 Upm flir >18h zentrifugiert. Die
infektiosen, adenoviralen Partikel werden zur Entfernung des CsClI Gber Nacht dialysiert. Das
Volumen des Dialysepuffer betragt hierbei mindestens das 200fache Volumens der

Viruslésung. Nach Abschluss der Dialyse kénnen die Viren bei —80°C gelagert werden.

2.7.2.4. Titerbestimmung

Um die Ausbeute der Virusproduktion bestimmen zu kdnnen, wird die Anzahl der viralen

Partikel Uber zwei Bestimmungsmethoden ermittelt.

2.7.2.4.1. OD-Messung

Diese Methode basiert auf der Messung der Extinktion viraler DNA. Ein Aliquot der
Viruslésung wird durch ein aquivalentes Volumen des Viruslysepuffers lysiert, indem unter
Schutteln fir 20 min bei 56°C inkubiert wird. AnschlielRend wird die Probe mit Dialysepuffer
so verdunnt, dass eine Endverdinnung der Viruslésung von 1:30 erreicht wird. Durch
Messung der optischen Dichte dieser Probe kann auf die Anzahl viraler Partikel in der
Lésung geschlossen werden. Dabei entspricht die Extinktion von 1 ODagonm= 1,1x10" Viren.
Der Virustiter berechnet sich dabei nach folgender Formel:

OD2s0nm X Verdiinnungsfaktor x 1,1x10"" = Titer in VP/m.

2.7.2.4.2. Tissue Culture Infectious Dose (TCIDsg)

Diese Methode basiert auf der Auspragung des CPE in 293-Zellen. Der Test wird in 96-Well-
Platten durchgefiihrt. Die Zellen werden in einer Dichte von 1x10* Zellen/Well und 100 pl
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Volumen ausgesat und direkt im Anschluss mit den Viren infiziert. Die Spalten 11 und 12
(siehe Abbildung 2.7.2.4.2.) stellen die Negativ-Kontrollen dar und werden deshalb nicht mit
Virus infiziert. Fir die virale Infektion werden die entsprechenden Verdinnungen der
Stammldsung in 293-Kulturmedium mit 2% FCS angesetzt. Die Infektion wird mit den in
Abbildung 2.7.2.4.2. angegebenen Virusverdinnungen und einem Volumen von 90 pl
durchgeflhrt. Die Platte wird nun 10 Tage bei 37°C und 5% CO, im Brutschrank inkubiert.
Die Auswertung erfolgt durch Auszahlung der Wells, die CPE zeigen. Ein Well wird als CPE-
positiv gewertet, wenn nur wenige Zellen CPE zeigen. Zu beachten ist, dass die
Virusverdinnungen so gewahlt sind, dass die niedrigste Verdinnung CPE in allen Wells und
die héchste Verdinnung in keinem Well CPE zeigt.

Der Virustiter T berechnet sich nach folgender Formel:

T =10"9%9 mit  d = log (Verdiinnungsfaktor) und S = SCPE-Wells/10

In dem angegebenen Beispiel (Abbildung 2.7.2.4.2.) ist die Verdinnung jeweils um den
Faktor 10 erhoht worden, d.h. d=1 und die Summe aller Wells mit CPE ist 85, da auch die
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Abbildung 2.7.2.4.2. Pipettierschema und exemplarisches Ergebnis eines TCIDsq
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ausgelassenen Verdiinnungsstufen 10" bis 10 fir die Berechnung gewertet werden
miissen. Demnach ergibt sich ein Titer von T = 10""®>%% = 10° pro 90 pl, die fir die
Infektion verwendet worden sind. Um den Titer in die gebrauchliche Einheit ,plaque forming
unit“ (PFU) umzurechnen, muss vom TCIDso-Titer 0,7 log subtrahiert werden. In dem Beispiel
ergibt sich also:

T =1x10° TCIDso/90 pl = 1 x 10%%7/90 pl = 1 x 10%* PFU/90



2. Material und Methoden 40

2.8. Genexpressions-Assays

2.8.1. Luziferase/Galaktosidase-Assay (12-Well-Platten)

Mit diesem Assay wird der Nachweis der Funktionalitdt und die Induzierbarkeit der
verwendeten Promotoren erbracht. Daflir werden die klonierten Expressionsplasmide mittels
liposomaler Transfektion (Fugene6™, Roche, Mannheim) in die gut transfizierbare Zellinie
SK-0OV-3 gebracht. Um unterschiedliche Gentransferraten zwischen den unterschiedlichen
Versuchsgruppen auszugleichen, werden die Ergebnisse der Promotor-Aktivitat mithilfe
eines Kontrollplasmids normiert. Dieses Kontrollplasmid enthalt das Gen lacZ unter der
Kontrolle des konstitutiven Promotors fir das [B-Aktin-Gen (Flétotto, 2001). Bei der
Normierung wird der Quotient aus Luciferase- und Galaktosidase-Expression gebildet und

als relative Licht-Emission (RLU) bezeichnet.

2.8.1.1. Zellkultur

Fir das Luziferase/Galaktosidase-Assay werden 2:10° Zellen pro Well ausgeséat. Die
liposomale Transfektion erfolgt 24 h spater. Nach weiteren 48 h werden die Zellen lysiert.
Daflr wird das Kulturmedium von den Zellen entfernt und die Zellen zweimal mit PBS (ohne
Ca? und Mg®") gewaschen. Pro well werden 100 pl Lysispuffer (Reporter Lysis Buffer,
Promega, Mannheim) zugegeben, die Zellen mit einem Zellschaber von der Platte gelést und
die Zellsuspension 10 Sekunden gevortext. Um einen vollstdndigen Zellaufschluss zu

gewabhrleisten, wird das Lysat fur mindestens 30 Minuten bei —80°C eingefroren.

2.8.1.2. Luziferase-Messung (Luciferase Assay, Promega, Mannheim)

20 pl der Zellsuspension werden in ein Messrohrchen Uberflhrt. Die Messung erfolgt in
einem Luminometer der Firma Berthold. Durch automatische Injektion werden 100 ul Luzife-
rase Assay Substratidsung (Promega, Mannheim) zugesetzt. Die Messung erfolgt

automatisch 5 Sekunden nach der Injektion Gber einen Zeitraum von 15 Sekunden.

2.8.1.3. Galaktosidase-Messung (Galactolight-Assay, Tropix, Bedford, MA, USA)

Dem Galactolight Assay Reagenz (Light Emission Accelerator Il) wird vor Gebrauch eine
30%-ige H,O, Lésung (1 pl/ml Accelerator) zugegeben. 10 pl der Zellsuspension werden
vorgelegt. Nach Zugabe von 100 pl Galactolight Reaktionspuffer wird die Suspension gut
gemischt und fir 60 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Die Messung erfolgt im

Luminometer der Firma Berthold. Dazu wird nach automatischer Injektion von 100 pl Light



2. Material und Methoden 41

Emission Accelerator Il und einer Inkubationsphase von 5 Sekunden die Lichtemission Uber

einen Zeitraum von 5 Sekunden gemessen.

2.8.2. Luziferase-Assay (96-Well-Platten: Bright-Glo™, Promega, Mannheim)

Bei diesem Assay handelt es sich um eine spezielle Variante des Luziferase-Assays, das fir
die Messung von 96-Well-Platten entwickelt wurde. Einerseits ist die Signalintensitat der
Luziferase-Reaktion stabiler (Halbwertszeit >25 min im Vergleich zu < 1 min), so dass die
reproduzierbare Messung von 96 Proben gewahrleistet werden kann und andererseits ist die
Sensitivitdt gegenuber anderen Signal-stabilisierten Luziferase-Assays hoher. Dadurch
kénnen auch geringe Luziferaseaktivitaten im letzten Well der Messplatte analysiert werden.
Fir das Bright-Glo™-Assay werden die Zellen entsprechend den Angaben in Tabelle 2.8.2.1.
ausgesat. Die adenovirale Infektion der Zellen erfolgt 24 h spater. Nach weiteren 48 h
werden die Zellen lysiert. Daflr wird das Kulturmedium von den Zellen entfernt und die
Zellen einmal mit PBS (ohne Ca®* und Mg?*) gewaschen. Pro well werden 100 pl Lysispuffer
(Glo Lysis Buffer, Promega, Mannheim) zugegeben. Nach 5 Minuten Inkubation bei
Raumtemperatur ist die Zelllyse abgeschlossen und 50 pl des Lysats werden in die
Messplatte Uberfilhrt. Nach Zugabe eines &quivalenten Volumens Bright-Glo™-Assay
Reagenz und 5 Minuten Inkubation bei RT wird die Luziferase-Aktivitat gemessen. Dazu
misst das Plattenluminometer (Microplate Luminometer, Berthold Detection Systems,

Pforzheim) die Lichtemission jedes Wells fur die Zeitdauer von 1 Sekunde.

Zelllinie Zellzahl pro Well
BT-20 7.000
Hey 7.000
MCF7 7.000
MCF12A 2.500
MDAH 2774 3.500
SK-BR-3 7.000
SK-OV-3 15.000
SKOV3.IP1 15.000
T-47D 15.000
ZR-75-1 15.000

Tabelle 2.8.2.1. Zellzahl/Well fur 96-Well-Platten

2.8.3. Zellproliferations-Assay (MTT)

Mit Hilfe dieses Zellproliferations-Assays wird die Expression des Suizidgens HSV-TK
analysiert. Die Suizidgenexpression fuhrt zusammen mit der Gabe von Ganciclovir (GCV)
zum Absterben der Zellen und damit zu einer negativen Zellproliferation.

Der nicht-radioaktive Test basiert auf die Umsetzung des gelben Tetrazoliumsalzes MTT zu

rotem Formazan durch metabolisch aktive Zellen. An dieser Umsetzung sind neben dem



2. Material und Methoden 42

zelleigenen Succinat-Tetrazolium-Reduktase-System auch die zelluldren Elektronen-
donatoren NADH und NADP beteiligt.
NADH+H"
MTT Formazan
NAD"
Abbildung 2.8.3. Farbreaktion des MTT-Zellproliferations-Assays

Die Umsetzung von MTT zu Formazan kann spektrometrisch quantifiziert werden. Die Zellen
(siehe Tabelle 2.8.2.1.) werden in 100 pl Medium in 96-Wellplatten ausgesat und 24h spater
transfiziert. Dazu wird die entsprechende Anzahl adenoviraler Partikel in 20 ul
Virusverdinnungspuffer angesetzt und nach Entfernung des Kulturmediums zu den Zellen
gegeben. Zwei Stunden spater wird das Kulturvolumen mit normalem Kulturmedium auf 100
pl aufgeflllt. AnschlieBend wird taglich ein Mediumwechsel durchgefihrt und GCV dem
Medium zugesetzt. Am finften Tag nach adenoviraler Infektion wird 10 yl MTT-Reagenz (5
mg/ml MTT in PBS) zugegeben. Nach 4 h Inkubation (37°C, 5% CO;) wird 100 yl SDS (10%
(w/v) in 0,01 mol/l HCI) hinzu pipettiert, um den Farbniederschlag des Formazans wieder zu
I6sen. Die Platte wird dann Uber Nacht inkubiert und anschlieRend die Absorption des

Formazans bei 573 nm und bei einer Referenzwellenlange von 650 nm gemessen.

2.9. in vivo Experiment: Tierversuch

Im murinen Nacktmausmodell wird die Wirksamkeit des therapeutischen Ansatzes in vivo
Uberprift. Daflr werden den Mausen subkutan Tumorzellen der Zelllinien SKOV3.IP1 oder
MDAH 2774 (je 1x10” Zellen) implantiert. Wenn der entstehende subkutane Tumor das
Volumen von ca. 150 — 200 mm? erreicht hat (= Tag 1), wird mit der Therapie begonnen. Die
TumorgrofRe V wird dabei nach folgender Formel bestimmt:

V = Lange x Breite’ x 0,5 (nach Arteaga et al. 1993)
Der Therapieplan kann der Tabelle 2.9. entnommen werden.
Die Chemotherapie besteht in der intraperitonealen Injektion von Topotecan (2 mg/kg
Korpergewicht) bzw. Taxol (5 mg/kg Korpergewicht) an vier Tagen. Bei der Gentherapie wird
intratumoral das Adenovirus RGD-CMV-TK injiziert. Hier werden an 3 aufeinanderfolgenden
Tagen jeweils 5 x 10° Viren in 3 Stichkanalen verabreicht und zwei Tage spater mit der Gabe
von GCV begonnen. Die GCV-Gabe erfolgt intraperitoneal Gber 14 Tage mit einer taglichen
Dosis von 50 mg/kg Kérpergewicht.
Die TumorgroRe wird taglich mit einer Schieblehre bestimmt, um Unterschiede des

Tumorwachstums in den verschiedenen Gruppen festzustellen.
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Nr. | Bezeichnung | Therapie Tumore
1 | SKOV:NK -—-

2 | SKOV:GCV GCV (Tag 1-14)

3 |SKOV: CT1 Topotecan (Tag 1-4)

4 |SKOV:CT2 Taxol (Tag 1-4)

5 | SKOV: Virus RGD-CMV-TK (Tag 1-3)

6 | SKOV: GT RGD-CMV-TK (Tag 1-3); GCV (Tag 5-18)

7 | SKOV: Kombi 1 | Topotecan (Tag 1-4); RGD-CMV-TK (Tag 6-8); GCV (Tag 10-23)

8 | SKOV: Kombi 2 | RGD-CMV-TK (Tag 1-3); GCV (Tag 5-18) Topotecan (Tag 19-22)

9 | SKOV: Kombi 3 | RGD-CMV-TK (Tag 1-3); GCV (Tag 5-18); Topotecan (Tag 5-8)

10 | SKOV: Kombi 4 | Taxol (Tag 1-4); RGD-CMV-TK (Tag 6-8); GCV (Tag 10-23)

11 | SKOV: Kombi 5 | RGD-CMV-TK (Tag 1-3); GCV (Tag 5-18) Taxol (Tag 19-22)

12 | SKOV: Kombi 6 | RGD-CMV-TK (Tag 1-3); GCV (Tag 5-18); Taxol (Tag 5-8)

13 | MDAH:NK -

14 | MDAH:GCV GCV (Tag 1-14)

15 | MDAH: CT1 Topotecan (Tag 1-4)

16 | MDAH: CT2 Taxol (Tag 1-4)

17 | MDAH: Virus RGD-CMV-TK (Tag 1-3)

18 |MDAH: GT RGD-CMV-TK (Tag 1-3); GCV (Tag 5-18)

19 | MDAH: Kombi 1 | Topotecan (Tag 1-4); RGD-CMV-TK (Tag 6-8); GCV (Tag 10-23)

20 | MDAH: Kombi 2 | RGD-CMV-TK (Tag 1-3); GCV (Tag 5-18) Topotecan (Tag 19-22)

21 | MDAH: Kombi 3 | RGD-CMV-TK (Tag 1-3); GCV (Tag 5-18); Topotecan (Tag 5-8)

22 | MDAH: Kombi 4 | Taxol (Tag 1-4); RGD-CMV-TK (Tag 6-8); GCV (Tag 10-23)

23 | MDAH: Kombi 5 | RGD-CMV-TK (Tag 1-3); GCV (Tag 5-18) Taxol (Tag 19-22)

00|00 (00|00 |00 |00 |00|00|00(00(00(00|00|00|00|00(00(00(00|00|00|00|C0 (00

24 | MDAH: Kombi 6 | RGD-CMV-TK (Tag 1-3); GCV (Tag 5-18); Taxol (Tag 5-8)

Tabelle 2.9. Therapieschema und Gruppeneinteilung des Tierversuchs

2.10. Statistische Analyse

Fur die statistische Analyse werden die Daten aus separaten Experimenten verwendet. Die
Zytotoxizitats-Assays liegen in doppelter und die FACS-Analysen, Luziferase- und MTT-
Assays in dreifacher Ausfiihrung vor. Es werden immer Mittelwerte £+ Standardabweichung
angegeben. Im Falle einer Berechnung der Signifikanz wird der Student’s t-Test (paarweise,

doppelseitig) verwendet. P-Werte <0,05 werden als signifikant gewertet.
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3. Ergebnisse

3.1. Liposomaler Gentransfer

Die entscheidenden Kriterien fir den Erfolg neuartiger Gentransfersysteme sind einerseits
die Transfektionseffizienz und andererseits das Ausmaly der unerwiinschten Nebenwirkun-
gen, wie z.B. der Zytotoxizitat, die von den neuen Systemen ausgelést werden. Diese zwei
Faktoren, Gentransfereffizienz und Zytotoxizitdt, wurden bei den neuen liposomalen
Systemen auf Basis der kationischen Lipide CCQ22 und CCQ32 untersucht und jeweils mit
den etablierten Gentransfersystemen Fugene6™ bzw. DC-Chol und Fugene6™ verglichen.

3.1.1. Zytotoxizitat der Lipide CCQ22 und CCQ32

Um die Toxizitat der Liposomen, bestehend aus CCQ22 bzw. CCQ32 und DOPE, zu
untersuchen, wurde ein Reportergen-Assay verwendet, das auf der Quantifizierung der
Aktivitat des zelleigenen Enzyms saure Phosphatase basiert (Groth et al., 1998). Die

enzymatische Phosphatase-Aktivitat diente dabei als Malstab fur die Zellvitalitat.
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{ ECCQ22-30
| -
- BCCQ22-40
60% I 1 ECCQ22-50
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Hey MDAH SK-OV-3 ZR-75-1 BT-20 MCF-7 SK-BR-3
2774

Abbildung 3.1.1.1. Zellvitalitédt nach liposomalem Gentransfer mittels CCQ22. Der Bezugswert (100%
vitale Zellen) ergibt sich aus nicht-transfizierten Zellen. Dargestellt sind die Mittelwerte =
Standardabweichung von zwei separaten Experimenten.
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Um die zytotoxischen Nebenwirkungen des liposomalen Gentransfers zu reduzieren, wurden
die Konzentrationen von DNA und Lipid sowie das Mischungsverhaltnis von DNA und Lipid
bzw. von kationischem Lipid zu Helfer-Lipid variiert.

Erfahrungsgeman zeigen Liposomen, die aus 20-50 mol% kationischem Lipid CCQ22 bzw.
CCQ32 bestehen, gute Gentransferraten bei geringer Zytotoxizitat (Keil et al., 2001). Die
Abbildungen 3.1.1.1. und 3.1.1.2. zeigen die Zusammenfassungen der Zytotoxizitats-
messungen in den getesteten Zelllinien.

Die Zytotoxizitat liposomaler Gentranfers-Techniken ist in verschiedenen Zelllinien sehr
unterschiedlich.

Generell konnte zwischen Zelllinien unterschieden werden, die anfallig (BT-20, SK-OV-3)
oder unempfindlich (MDAH 2774, ZR-75-1) fur zytotoxische Schaden aufgrund eines
liposomalen Gentransfers waren. Die Zytotoxizitat der Lipofektion wurde durch den Vergleich
mit untransfizierten Zellen bestimmt. Bei Verwendung von Fugene6™ iiberlebten nur 28%
der BT-20-Zellen, aber 99% der MDAH 2774-Zellen (Abbildung 3.1.1.1.).

140%
120% i
100% T &
T OFugene6™
80% IE: T 0ccQ32-20
T ECCQ32-30
== p—
i _ ECCQ32-40
60% i B CCQ32-50
i = {
40%| | |1
20%
0%
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Abbildung 3.1.1.2. Zellvitalitat nach liposomalem Gentransfer mittels CCQ32. Der Bezugswert (100%
vitale Zellen) ergibt sich aus nicht-transfizierten Zellen. Dargestellt sind die Mittelwerte +
Standardabweichung von zwei separaten Experimenten.

Ein ahnliches Bild zeigte sich bei Verwendung von CCQ32-30 (30 mol% CCQ32 und 70
mol% DOPE). Bei BT-20-Zellen ergaben sich 19,5% und bei MDAH 2774-Zellen 106% vitale
Zellen (Abbildung 3.1.1.2.). Somit wurden MDAH 2774-Zellen durch einen liposomalen



3. Ergebnisse 46

Gentransfer mittels Fugene6™ (P=0,049) und CCQ32-30 (P=0,033) signifikant geringer
geschadigt als BT-20-Zellen.

Mit Ausnahme der MDAH 2774-Zellen war der Gentransfer mit CCQ22-Liposomen in allen
Zelllinien weniger toxisch als bei Verwendung von CCQ32. Bei CCQ22-vermitteltem
Gentransfer zeigte sich in den meisten Zelllinien kein Zusammenhang zwischen Zytotoxizitat
und Mischungsverhaltnis von kationischem und Helfer-Lipid (Abbildung 3.1.1.1.). Die
Lipofektion mit CCQ32 fuhrte allerdings zu erhdhter Toxizitdt bei steigendem Anteil des
kationischen Lipids in den Liposomen (Abbildung 3.1.1.2.).

Im Vergleich zum Referenzsystem Fugene6™ bewirkte CCQ22 eine vergleichbare und je
nach Mischungsverhaltnis auch eine zum Teil deutlich geringere Zytotoxizitat, so dass in den
meisten Zelllinien nach Lipofektion Uber 50% vitale Zellen nachzuweisen waren (Abbildung
3.1.1.1.). Liposomen bestehend aus 20 mol% CCQ32 zeigten in allen Zelllinien eine zum Teil
deutlich schwachere Toxizitat als Fugene6™. Alle anderen Mischungsverhéltnisse filhrten
jedoch zu einer erhdhten Zytotoxizitat und damit zur Abnahme der vitalen Zellen (Abbildung
3.1.1.2)).

3.1.2. Optimierung der Gentransfereffizienz bei Verwendung von CCQ22 und CCQ32

Unterschiedliche Mischungsverhaltnisse der Lipide CCQ mit DOPE hatten je nach Zelllinie
sehr verschiedene Auswirkungen auf die Vitalitdt der transfizierten Zellpopulation. Aus
diesem Grund liegt die Vermutung nahe, dass die unterschiedlichen Mischungsverhaltnisses
von kationischem Lipid und Helferlipid analog zur Zytotoxizitdt auch unterschiedliche
Gentransfereigenschaften aufweisen kdnnten.

Die Gentransfereffizienz der neuen Liposomen wurde nach Transfer des Reportergens
Green fluorescent protein (GFP) durch fluorozytometrische Messung (FACS-Analyse)

bestimmt und mit den Ergebnisse nach DC-Chol- bzw. Fugene6™

-Lipofektion verglichen.

Die Gentransfereffizienz war abhangig von der Zelllinie und den Lipofektionsbedingungen
(siehe Abbildung 3.1.2.1.). In Hey-Zellen erreichte man die héchsten Gentransferraten mit
den Liposomen CCQ22-40 (30,9%), wohingegen mit Fugene6™ 14,5% und mit DC-Chol
40,9% GFP-positive Zellen erreicht wurden (Abbildung 3.1.2.1.). Die Unterschiede in den

Gentransferraten zwischen CCQ22, Fugene6™

und DC-Chol waren nicht signifikant.

In MDAH 2774-Zellen, die relativ resistent gegen eine Lipofektion waren, lag die Gentrans-
ferrate zwischen 10% (CCQ22-30) und 17,2% (CCQ22-50) je nach Lipofektionsvariante. Im
Vergleich mit 7,1% GFP-exprimierenden Zellen nach Fugene6™-Transfektion war die Erho-
hung der Gentransferrate auf 17,2% bei Verwendung von CCQ22-50 signifikant (P=0,015).
Die Ergebnisse der analogen Experimente mit dem Lipid CCQ32 sind in Abbildung 3.1.2.2.
dargestellt. Es zeigte sich wiederum eine Abhangigkeit der Gentransfereffizienz von der

Zelllinie und dem Verhaltnis kationisches Lipid/Helferlipid. In Hey-Zellen erreichte man mit
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CCQ32-30 eine Gentransferrate von 51,9%, was einer signifikant hoheren Effizienz als

14,5% GFP-positiver Zellen bei Verwendung von Fugene6™ entspricht (P=0,042).
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Abbildung 3.1.2.1. Gentransferraten (% GFP-positive Zellen) nach Lipofektion mit CCQ22 in
unterschiedlichen molaren Mischungsverhaltnissen mit DOPE. Zur Kontrolle dient die Transfektion mit
einem Plasmid ohne GFP-Reportergen. In den Zelllinien BT-20, MCF-7 und SK-BR-3 sind nur die
Liposomen CCQ22-30 getestet worden, da diese in den meisten Fallen gute Gentransferraten liefern.
Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardabweichung von drei separaten Experimenten. Die
markierten Balken (*) zeigen signifikant héhere Gentransferraten im Vergleich zur Transfektion mit
Fugene6™.

Die Mammakarzinom-Zelllinie ZR-75-1 zeigte besonders eindrucksvoll, wie stark die
Gentransferrate durch die Wahl der Lipofektionsbedingungen mit den CCQs beeinflusst
werden konnte (Abbildung 3.1.2.2.). Der Anteil GFP-exprimierender Zellen stieg von 0,3%
bei Verwendung von CCQ32-20 mit steigendem Anteil an kationischem Lipid bis auf 36,2%
bzw. 36,5% mit CCQ32-40 und CCQ32-50. In Relation zu 5,9%- und 5,4%-GFP-positiven
Zellen nach Lipofektion mit Fugene6™ bzw. DC-Chol war die Erhdhung der Gentransfer-
effizienz mit CCQ32 signifikant (P=0,0043 und P=0,0057).

Den absolut hochsten Anteil an GFP-positiven Zellen zeigte die Zelllinie SK-OV-3 nach
Lipofektion mit CCQ32-40. Hier ergab sich eine Gentransferrate von 55,5%, die aber nur
unwesentlich héher lag als bei Verwendung von Fugene6™ (52,5%).

Zusammengefasst ergaben die Lipofektionsexperimente, dass CCQ22 und CCQ32 in allen
getesteten Zelllinien mit Ausnahme von BT-20 vergleichbare oder signifikant hohere

Gentransferraten zeigten als die Referenzsysteme Fugene6™ und DC-Chol.
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Abbildung 3.1.2.2. Gentransferraten (% GFP-positive Zellen) nach Lipofektion mit CCQ32 in
unterschiedlichen molaren Mischungsverhaltnissen mit DOPE. Zur Kontrolle dient die Transfektion mit
einem Plasmid ohne GFP-Reportergen. In den Zelllinien BT-20, MCF-7 und SK-BR-3 sind nur die
Liposomen CCQ32-30 getestet worden, da diese in den meisten Féllen gute Gentransferraten liefern.
Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardabweichung von drei separaten Experimenten. Die
markierten Balken (*) zeigen signifikant héhere Gentransferraten im Vergleich zur Transfektion mit
FugeneGTM.

3.1.3. Einfluss von Aszites auf die Gentransfereffizienz

Patientinnen mit intraperitoneal metastasiertem Ovarialkarzinom leiden oftmals an der
Uberproduktion von Aszites. Die Nutzung einer liposomal-vermittelten Gentherapie bei
intraperitonealer Applikation setzt die Resistenz des Gentransfers gegeniber dem Einfluss
des Aszites voraus. Um die Beeinflussung der Lipofektion durch Aszites zu untersuchen,
wurden die Zelllinien in Kultivierungsmedium mit 10% FCS oder alternativ mit verschiedenen
Aszites-Konzentrationen transfiziert.

Der Einfluss von unterschiedlichen Aszites-Konzentrationen auf die Gentransfereffizienz der
Lipofektion ist in der Abbildung 3.1.3.1. dargestellt. Als Testsystem dienten hier SK-OV-3-
Zellen, eine Ovarialkarzinomzelllinie, bei der gute Gentransferraten erreicht werden konnten.
Bei Verwendung der CCQ-Liposomen zeigte sich eine geringe Reduktion der Gentransfer-
effizienz von 41,3% auf 26,8% bis 33,8%. Interessanterweise war der Effekt bei 5% Aszites
starker ausgepragt (26,8% GFP-positive Zellen) als bei 40% Aszites-Anteil (33,8% GFP-
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positive Zellen). Der Rickgang der Gentransferrate schwachte sich also bei steigender

Aszites-Anteil ab.
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Abbildung 3.1.3.1. Einfluss von Aszites auf die Gentransferraten (% GFP-positive Zellen) der
Lipofektion mit Fugene6™ und CCQ 32-40 in SK-OV-3. Dargestellt sind die Mittelwerte +
Standardabweichung von drei separaten Experimenten.

Bei der Lipofektion mit Fugene6™ hatte Aszites einen dramatischen Einfluss auf die
Gentransfereffizienz. Fugene6™ wurde durch die Gegenwart von Aszites im Gegensatz zu
den CCQs sehr stark inhibiert. Ohne Aszites wurden Gentransferraten von 59,2% erreicht,
wohingegen der Anteil GFP-positiver Zellen mit zunehmender Aszites-Konzentration auf
32,2% (5% Aszites), 16,4% (20% Aszites) bzw. 1,0% (40% Aszites) sank.

Durch die Variierung der molaren Mischungsverhaltnisse von CCQ und DOPE wurde
versucht, die Reduktion der Gentransfereffizienz bei Gegenwart von Aszites in den Ovarial-
karzinomzelllinien zu minimieren (Abbildung 3.1.3.2.). Dafur wurden die Ovarialkarzinom-
Zelllinien Hey, MDAH 2774 und SK-OV-3 mit vier verschiedenen CCQ-Liposomen
transduziert, wobei sich der Rickgang der Gentransferrate relativ konstant bei allen
getesteten Lipofektionsbedingungen zeigte. Allerdings war die Aszites-abhangige Reduktion
der Gentransfereffizienz in verschiedenen Zelllinien unterschiedlich stark ausgepragt. In SK-
OV-3-Zellen betrug der Rickgang der Gentransferrate 10-15%, in Hey-Zellen 5-10% und in
MDAH 2774-Zellen nur weniger als 3%.
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Abbildung 3.1.3.2. Einfluss von Aszites auf die Gentransferraten (% GFP-positive Zellen) in den
Ovarialkarzinomzelllinien bei verschiedenen Lipofektionsbedingungen. Dargestellt sind die Mittelwerte
* Standardabweichung von drei separaten Experimenten.

3.2. Effizienz und Toxizitat des adenoviralen Gentransfers

Die Adenoviren stellen aufgrund ihrer guten Gentransfereigenschaften in teilende und
ruhende Zellen das zur Zeit bedeutendste virale Vektorsystem dar. Sie vermitteln in vitro und
in vivo einen effizienten Gentransfer (Robbins et al., 1998), allerdings ist auch eine virale
Infektion toxisch fur die Zelle. Aus diesem Grund wurde der Anteil vitaler Zellen nach
adenoviraler Infektion gynakologischer Tumorzelllinien untersucht. Dabei wurden verschie-
dene Virusmengen fir die Infektion eingesetzt. Die Virustiter wurden als ,multiplicity of
infection® (MOI) angegeben. Eine MOI von 100 bedeutet, dass pro Zelle 100 infektiose
adenovirale Partikel eingesetzt wurden, wobei die Anzahl infektioser Partikel auf den TCIDso-
Titer bezogen war. Die Quantifizierung der vitalen Zellen erfolgte mit MTT-Assays.

Die Abbildung 3.2.1. zeigt erwartungsgemaR, dass hohe Virusdosen starker toxisch auf die
Zellen wirkten. Man sah in allen Zelllinien eine Abnahme der vitalen Zellen nach viraler
Infektion. Wie auch bei der Lipofektion wurden bei der adenoviralen Transfektion Zelllinien-
abhangige Unterschiede in der Zytotoxizitadt beobachtet.

Die Infektionsdosis von 10 viralen Partikeln pro Zelle (10 MOI) fuhrte bei den meisten Zell-

Linien zu einer relativen geringen Toxizitat, so dass Uber 60% vitale Zellen gemessen wurde.
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Abbildung 3.2.1. Toxizitat einer adenoviralen Infektion am Beispiel des Ad-CMV-TK in den gynékolo-
gischen Zelllinien. Aufgetragen ist der Anteil vitaler Zellen im Vergleich zu nicht infizierten Zellkulturen
(0 MOQI). Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardabweichung von drei Einzelmessungen.

Bei 100 MOI zeigten sich starke Unterschiede. MDAH 2774- und SKOV3.IP1-Zellen waren
relativ unempfindlich gegenlber der adenoviralen Transfektion, hier Uberlebten 91% (MDAH
2774) bzw. 81% (SKOV3.IP1) der Zellen. Die Zelllinien ZR-75-1 und SK-OV-3 waren
dagegen sehr empfindlich gegen die hohe Virusdosis, denn es konnten nur 12% vitale Zellen
detektiert werden. Nach Infektion mit 100 MOI von Ad-CMV-TK konnten also in der Zelllinie
MDAH 2774 signifikant mehr vitale Zellen nachgewiesen werden, als in den Zelllinien ZR-75-
1 (P=0,014) und in SK-OV-3 (P=0,016).

Bei Verwendung von unterschiedlichen adenoviralen Vektoren fiel die toxische Wirkung in
den verschiedenen Zelllinien unterschiedlich stark aus (siehe auch 3.4.3.). In den meisten
Fallen zeigten sich aber grundsatzliche Tendenzen, d.h. eine bestimmte Zelllinie war
generell empfindlich gegenuber einer adenoviralen Infektion bzw. ein bestimmtes Virus war

in allen Zelllinien relativ aggressiv und zytotoxisch.

3.3. Transkriptionelle Requlation der Genexpression

Um eine Zell- bzw. Gewebe-spezifische Gentherapie zu entwickeln, wurde versucht, mit

geeigneten Promotorelemente die Expression der transfizierten Gene nur in bestimmten
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Zelltypen zu induzieren. Fir diese transkriptionelle Steuerung der Gentherapiespezifitat
wurden die Promotoren der Gene multiple drug resistance (MDR), a-Laktalbumin (ALA), B-
Casein (CAS), Midkine (MK) und Cyclooxigenase-2 (COX2) verwendet. Fir die Analyse der
Promotoraktivitdt mussten die Promotoren dafiir vor geeignete Reportergene bzw. das
Suizidgen HSV-TK kloniert werden. Als Reportergene wurden neben der Luziferase (aus
Photinus pyralis) auch die B-Galaktosidase (lacZ aus E.coli) verwendet. Die Promotoren
MDR, ALA und CAS wurden im Rahmen dieser Arbeit in geeignete Vektoren kloniert,
wohingegen die Promotoren MK und COX2 in Kombination mit dem Reportergen Luziferase
bzw. dem Suizidgen HSV-TK als rekombinante Adenoviren von der Arbeitsgruppe um Prof.
Curiel (University of Alabama, Birmingham, Alabama, USA) zur Verfligung gestellt wurden.
Als Kontrollpromotor wurde der konstitutive, starke virale ,immediate early” Promoter des

Cytomegalovirus (CMV) verwendet und in allen Experimenten eingesetzt.

3.3.1. Klonierung der Promotorsequenzen

Die Promotorelemente ALA und CAS wurden mittels PCR aus genomischer DNA von
Lymphozyten amplifiziert. Die Primer enthielten neben den homologen Regionen zusatzlich
die Sequenzen flr die Restriktionsendonukleasen Bgl Il bzw. Hind Ill, so dass die Promotor-
regionen direkt in die ,Multiple Cloning Site“ (MCS) des Reportervektors pGL3-Basic
(Promega, Mannheim) kloniert werden konnten. Das Enhancer-Element des CAS-Promotors
wurde ebenfalls aus genomischer DNA von Lymphozyten amplifiziert. Die Primer enthielten
artifizielle Schnittstellen fiir die Enzyme Sma | und Xho |, so dass das Enhancer-Element
direkt vor den CAS-Promotor in die MCS des Vektors integriert werden konnte.

Die Regulatorelemente MDR und CMV wurden aus den Plasmiden pSP72-mdrp,m (zur
Verfigung gestellt von Prof. Walter, Dr. Stein, Max-Dellbriick-Zentrum, Berlin) bzw.
pRC/CMV (Invitrogen, Karlsruhe) Gber Bgl ll- und Hind lll-Verdau in pGL3-Basic eingefligt.
Zum Austausch des Reportergens wurde die Luziferase lber die Enzyme Hind llI/Xba bzw.
Hind lll/Bam HI ausgeschnitten und gegen die Genkassetten fiur B-Galaktosidase (Hind
[1l/Bam HI) oder HSV-TK (Hind lll/Xba |) ausgetauscht. Die B-Galaktosidase wurde aus dem
Plasmid pRSV-BGal (zur Verfiigung gestellt von Dr. Makri, Onkologische Chemie, Universitat
Dusseldorf) und HSV-TK aus dem Vektor pVP22&TK (zur Verfligung gestellt von Dr. Prisack,
Onkologische Chemie, Universitat Dusseldorf) entnommen. Die Plasmidkarten aller

klonierten Vektoren sind in Anhang | aufgelistet.

3.3.2. Sequenzierung der Promotorelemente

Zur Kontrolle der korrekten Klonierung wurden die Promotorbereiche der pGL3-Vektoren
(ALA, CASENH, CMV, MDR) sequenziert, damit eine Mutation der Basensequenz



3. Ergebnisse 53

ausgeschlossen werden konnte. Die Sequenzierung lieferte eine Basensequenz, die vor der
MCS begann und im Reportergen Luziferase endete, so dass die gesamte MCS mit den
eingefligten Promotorsequenzen analysiert werden konnte. Die ermittelte Basensequenz

zeigte keinerlei Abweichungen von der verdffentlichten Sequenz.

3.3.3. Uberpriifung der Funktionalitit der klonierten Promotoren

Trotz der Uberpriiften Promotorbasensequenz liefert erst der Nachweis der Genexpression
Gewissheit Uber die korrekte regulatorische Funktion. Die Promotoren ALA, CASENH, CMV
und MDR wurden in Kombination mit dem Reportergen lacZ untersucht, da der Nachweis der

B-Galaktosidase-Expression mittels der X-Gal-Farbung zeit- und kostensparend durchgefiihrt
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Abbildung 3.3.3.1. X-Gal-Farbung der Zelllinien ZR-75-1 (A) und SK-OV-3 (B) nach Lipofektion mit
Expressionsplasmiden ohne (neg. Kontrolle) bzw. mit den Promotoren ALA, CASENH, CMV und MDR

werden kann. Das X-Gal dient als Substrat fur die B-Galaktosidase und fuhrt zu einer Blau-
farbung der lacZ-exprimierenden Zellen. In Abbildung 3.3.3.1. sind exemplarisch die X-Gal-
Farbungen von zwei Zelllinien (ZR-75-1, SK-OV-3) dargestellt. Bei den Promotoren ALA und
CASENH wurden die Zellen vor der liposomalen Transfektion mit den Hormonen Prolactin (5
pg/ml) und Dexamethason (1 umol/l) inkubiert. Dadurch sollten die hormonellen

Bedingungen optimiert werden, um die Aktivitdt der Promotoren und so die Genexpression
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zu ermd@glichen. Fur den Promotor MDR wurden im Falle von SK-OV-3 MDR-resistente
Zellen und bei ZR-75-1 MDR-native Zellen eingesetzt.

In beiden Zelllinien war bei Verwendung eines Kontrollplasmids mit dem lacZ-Reportergen
ohne vorgeschalteten Promotor keine Farbung der Zellen zu sehen. Bei Verwendung des
starken CMV-Promotors konnte man deutlich die Blau-Farbung der transfizierten Zellen
erkennen. Im Vergleich von ZR-75-1 und SK-OV-3 fiel der hohere Anteil an gefarbten SK-
OV-3-Zellen auf. Bei Verwendung von ALA und MDR =zeigte die X-Gal-Farbung die
Funktionalitat der spezifischen Promotoren, da ein deutlicher Anteil der Zellen blau-gefarbt
war. Der CASENH-Promotor allerdings bewirkte nur in einzelnen Zellen eine sehr geringe
Blaufarbung (Markierung durch Pfeil), die auch durch langere hormonelle Induktion nicht
verbessert werden konnte.

Die X-Gal-Farbung lieferte den Nachweis der lacZ-Expression bei Verwendung der
Promotoren CMV, ALA und MDR. Die Genexpression unter der regulativen Kontrolle des

CASENH-Promotors konnte nicht eindeutig nachgewiesen werden.

3.3.4. Induktion der spezifischen Promotoren

Mit Hilfe von sensibleren und quantifizierbaren Analysemethoden wurden die Aktivitaten der
Promotorregionen untersucht, um die Induzierbarkeit der Genexpression durch die

regulativen Elemente naher zu definieren.

3.3.4.1. Induktion der MDR-Expression

Die Analyse der MDR-gesteuerten Genexpression erfolgte mittels RT-PCR. Das
Chemotherapeutikum Doxorubicin gehort zur Wirkstoffklasse der Anthrazykline und eine
Resistenz gegen diesen Wirkstoff wird Uber das MDR-Gen ausgepragt. In der Zellkultur
konnte nur in SK-OV-3-Zellen ein Wachstum in Kulturmedium mit Doxorubicin erreicht
werden. Diese Resistenz der Zellkultur gegen Doxorubicin basierte auf der Expression des
Resistenzgens MDR. Fur die Analyse der Expressionsstarke des MDR-Gens und damit der
Aktivitat des MDR-Promotors wurde eine RT-PCR durchgefiihrt. Dabei wurde die RNA von
Zellkulturen eingesetzt, die mit verschiedenen Konzentrationen von Doxorubicin prainkubiert
wurden. Zur Detektion und Quantifizierung diente ein DNA-Sequenzer (A.L.F., Pharmacia),
der die Fluoreszenz-markierten RT-PCR-Produkte nach Laseranregung mithilfe einer
Photodiode messen kann. Zur Relativierung der Messergebnisse wurde ein Referenzgen
parallel gemessen, das konstitutiv exprimiert wird. Hier wurde als Referenzgen die
Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) verwendet, dessen RNA ein PCR-
Produkt von 195 bp lieferte, wohingegen MDR in einem 177 bp-grof3en Produkt resultierte.

Die elektrophoretische Auftrennung im A.L.F. trennte die beiden PCR-Produkte, so dass
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zwei Signale detektiert werden konnten. Das frihere Signal zeigt die Menge an MDR-PCR-
Produkt und das spatere Signal die GAPDH-Produkte. Die Abbildung 3.3.4.1.1. zeigt das
Ergebnis der A.L.F.-Analyse von SK-OV-3 Kulturen, die mit unterschiedlichen Doxorubicin-
Konzentrationen inkubiert wurden.

Die Relativierung des Messung auf das Ergebnis mit GAPDH ermdglichte einen Vergleich
der zwei unterschiedlichen PCR-Produkte, denn UnregelmaRigkeiten aufgrund variabler
Qualitat der isolierten RNA, in der cDNA-Synthese oder der anschlieRenden PCR-
Amplifikation wurden minimiert, da es sich bei GAPDH um ein konstitutiv exprimiertes Gen

handelt. Daher sollte die Expressionsstarke in allen Zellkulturen gleich stark erfolgen.

Inkubation ohne
Doxorubicin

T e— = MDR-Expression
177 bp Produkt)

Prainkubation mit
100 ng/ml Doxorubicin

< GAPDH-Expression
195 bp Produkt)

Prainkubation mit
250 ng/ml Doxorubicin

J =
177bp 195 bp

Abbildung 3.3.4.1.1. A.L.F.-Analyse der MDR-Expression in SK-OV-3 nach Inkubation mit
unterschiedlichen Doxorubicin-Konzentrationen

» GrolRe des PCR-Fragments

Die Ergebnisse zeigten eine geringe MDR-Expression der SK-OV-3 Zellen, auch wenn sie
ohne Doxorubicin kultiviert wurden. Diese Basalexpression des MDR-Gens konnte durch die
Prainkubation mit Doxorubicin gesteigert werden. Bei beiden Doxorubicin-Konzentrationen
stieg die Menge an detektiertem MDR-PCR-Produkt, erkenntlich an der Flache unter der
Signalkurve, deutlich an. Im Vergleich zu GAPDH konnte man eine Zunahme der MDR-
Expression bei Erhéhung der Doxorubicin-Konzentration von 100 ng/ml auf 250 ng/ml
erkennen. Die Starke der MDR-Genexpression nahm mit steigender Doxorubicin-
Konzentration zu. Also scheint die MDR-Promotor-Aktivitat, abgesehen von einer geringen

basalen Aktivitat, durch Doxorubicin konzentrationsabhangig induzierbar zu sein.
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3.3.4.2. Quantifizierung der ALA-, CASENH- und MDR-gesteuerten Genexpression

Die Aktivitat der Promotoren ALA, CASENH und MDR wurde mit einem Luziferase-Assay
nachgewiesen. Das MeRsystem basiert auf der Promotor-regulierten Luziferase-Expression.
Die emittierte Lumineszenz kann quantifiziert werden und so die Aktivitat der Luziferase und
damit die Promotor-Aktivitat bestimmt werden. Zur Relativierung der Messergebnisse wurde
ein Referenzsystem verwendet. Hierbei handelte es sich um das Gen B-Galaktosidase unter
der regulativen Kontrolle des konstitutiven B-Aktin-Promotors (Flétotto, 2001). Da zum
Transfer der Expressionsplasmide die Lipofektion verwendet wurde, braucht man das

Referenzsystem, um z.B. Schwankungen in der Gentransfereffizienz auszugleichen.
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Abbildung 3.3.4.2.1. Luziferase/Galaktosidase-Assay nach Fugene8''-Transfektion von Luziferase-
Reporterplasmiden mit unterschiedlichen Promotoren in SK-OV-3. Dargestellt sind die Mittelwerte +
Standardabweichung von drei Experimenten.

Die prinzipielle Funktionalitdt der Promotoren wurde in SK-OV-3-Zellen gezeigt. Deshalb
wurden fur die Quantifizierung der Promotoraktivitdt ebenfalls SK-OV-3-Zellen verwendet,
die je nach getestetem Promotor unterschiedlich vorbehandelt wurde. Zur Stimulation des
ALA- und CASENH-Promotors wurden die Hormone Prolactin (5 pg/ml) und Dexamethason
(1 ymol/l) eingesetzt, fir den MDR-Promotor das Zytostatikum Doxorubicin (3,2 pg/ml).

Bei diesen Versuchen diente das Plasmid pGL3-Basic (Promega, Mannheim) als Negativ-
Kontrolle (NK), da es sich hierbei um einen Expressionsvektor handelt, der das Reportergen

Luziferase ohne vorgeschalteten Promotor enthalt und nur eine minimale Hintergrundaktivitat
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zeigte. Der virale Promotor CMV flihrte zur starken Expression der Luziferase (8,54 RLU),
wohingegen der CASENH-Promotor, unabhangig von Hormonen, keine Reportergenexpres-
sion vermitteln konnte (Abbildung 3.3.4.2.1.). Fur den Promotor ALA konnte die induzierbare
Reportergenexpression durch die Behandlung der Zellen mit Dexamethason und Prolactin
gezeigt werden. In den unbehandelten Zellen war der Promotor nahezu inaktiv (0,016 RLU),
durch hormonelle Stimulation wurde eine 9-fach hdéhere Promotoraktivitat erreicht (0,145
RLU). Der MDR-Promotor zeigte, wie schon in der RT-PCR-Analyse gesehen, eine geringe
Aktivitat in SK-OV-3 (0,099 RLU). Diese basale Aktivitat lief3 sich durch die Vorbehandlung
der Zellen mit Doxorubicin um den Faktor 5,5 steigern (0,544 RLU).

3.4. Adenoviraler Gentransfer

Um die Vorteile des effizienteren Gentransfers durch adenovirale Vektorsysteme nutzen zu
kénnen, wurden die erfolgsversprechenden Promotoren ALA und MDR, sowie der Kontroll-
promotor CMV, mithilfe des AdEasy™-Systems in das adenovirale Genom integriert. Die
resultierenden rekombinations-defizienten Adenoviren des Serotyps 5 enthielten die
Promotorelemente, die jeweils die Expression des Reportergens Luziferase bzw. des
Suizidgens HSV-TK regulierten. Da fur den CASENH-Promotor trotz Hormon-Behandlung
der Zellen weder in der X-Gal-Farbung noch in den Luziferase/Galaktosidase-Assays eine
Funktionalitat bzw. Aktivitat nachgewiesen werden konnte, wurde dieser Promotor nicht mehr
in den weiteren experimentellen Ansatzen verwendet.

Zusatzlich zu den selbst klonierten Promotoren lagen fir die adenoviralen Experimente die
Promotoren der Gene Midkine (MK) und Cyclooxigenase2 (COX2) vor, die in Kombination
mit Luziferase und HSV-TK von Prof. Curiel (Birmingham, Alabama, USA) zur Verfigung
gestellt wurden. Desweiteren kam das RGD-modifizierte Adenovirus RGD-CMV-TK zum

Einsatz, das die HSV-TK unter der regulativen Kontrolle des CMV-Promotors enthalt.

3.4.1. Klonierung und Produktion der rekombinanten Adenoviren

Fur die Klonierung der Expressionskassetten, bestehend aus Promotorelement und
Reportergen, wurden pShuttle-Plasmide des AdEasy ™-Systems verwendet. Zur Herstellung
der Kontrollviren konnte ein pShuttle-CMV mit integriertem CMV-Promotor genutzt werden,
so dass nur noch das Gen eingefligt werden musste. Die Gene HSV-TK und Luziferase
wurden aus den pGL3-basierenden Vektoren (siehe 3.3.1. und Anhang I) mit den Restrik-
tionsenzymen Hind 1ll und Xba | ausgeschnitten und in pShuttle-CMV eingefugt. Die Gen-
kassetten ALA-Luc und ALA-HSVTK wurden mittels Not | und Sal | in pShuttle integriert. Fur
den MDR-Promotor musste eine 2-Schritt-Klonierung angewendet werden. Es wurde zuerst

das Gen (HSV-TK oder Luc) durch die Enzyme Not | und Sal | in pShuttle eingefiigt und in
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einem zweiten Schritt der MDR-Promotor tber Nhe | und Hind Il vor das Gen kloniert. Die
Plasmidkarten aller klonierten Vektoren sind in Anhang | aufgefihrt. Die homologe Rekom-
bination mit dem Adenovirus-Genom (AE1AE3) erfolgte in E.coli. Nach Transfer des rekombi-
nanten Adenovirus-Genoms in die Verpackungszelllinie 293 kam es dort zur Produktion der
adenoviralen Vektoren. Um Fehler wahrend der Klonierung und Verpackung des Genoms
auszuschlieen, wurden die resultierenden Adenovirus-Plaques hinsichtlich ihrer eingefigten
DNA-Fragmente analysiert und ein Funktionstest durchgefiihrt. Mittels PCR wurden alle
Plagues auf das Vorhandensein der eingefligten Promotorelemente und Gene Uberprift.
Dem Nachweis der korrekten PCR-Produkte folgte ein funktioneller Nachweis der Genex-
pression. Die Luziferase-Expression wurde mit einem Luziferase-Assays und die HSV-TK-
Expression mittels MTT-Assay bestimmt. Die Plaques mit den hdochsten Genexpressionen
wurden fur die Virusproduktion verwendet. Nach Aufreinigung der Viren und Bestimmung der

Virentiter wurden die rekombinanten Adenoviren in Luziferase- bzw. MTT-Assays eingesetzt.

3.4.2. Nachweis der Promotor-Aktivitdt durch Luziferase-Assays

Die Aktivitat der Promotoren ALA, CMV, COX2, MDR und MK wurde durch Luziferase-
Assays in den verfigbaren gynakologischen Zelllinien analysiert. Als Negativ-Kontrolle
diente das Virus RGD-CMV-TK, da es keine Luziferase-Genkassette enthalt und somit auch
keine Luziferase-Aktivitat besitzen kann. Lumineszenzen nach Infektion mit RGD-CMV-TK

wurden als Hintergrundsignale der Zellkulturen gewertet.
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Abbildung 3.4.2.1. Luziferase-Aktivitdten (RLU) der Promotoren CMV, MK und COX2 in den gynako-
logischen Zelllinien nach Infektion mit 100 MOI. Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardabweichung
von drei Experimenten.

Da es sich in allen adenoviralen Konstrukten um isogenetische Vektoren handelte, konnte

innerhalb einer Zelllinie eine Relativierung der Promotorstarke auf die Aktivitdt des CMV-
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Promotors vorgenommen werden. In den Versuchen wurde keine Relativierung der
Luziferase-Aktivitdt auf ein Referenzsystem, z.B. den Proteingehalt der Zellsuspension,
durchgefuhrt. Deshalb waren keine Vergleiche zwischen zwei Zelllinien moglich, da
Unterschiede in der Zellzahl, der Gentransfereffizienz oder der Toxizitat der Virusinfektion in
den unterschiedlichen Zelllinien unberucksichtigt blieben.

Der CMV-Promotor fihrte in allen Zelllinien zu einer starken Luziferase-Expression
(Abbildung 3.4.2.1.). Allerdings deuten die Abweichung in den Luziferase-Aktivitaten um den
Faktor 100 in den Zelllinien ZR-75-1 und MDAH 277) auf Unterschiede in der Gentransfer-
effizienz hin, denn diese starken Abweichungen lassen sich nur schwer alleine auf
Unterschiede in der Zellzahl und der Toxizitat zurtckfuhren.

Die Promotoren MK und COX2 zeigten ebenfalls in allen Zelllinien eine deutliche Aktivitat,
d.h. die Promotoren MK und COX2 kdnnen eine Genexpression in gynakologischen

Tumorzelllinien auslosen.
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Abbildung 3.4.2.2. Luziferase-Aktivitat (RLU) der Promotoren CMV und ALA in den gynakologischen
Zelllinien nach Infektion mit 100 MOI. Fir den ALA-Promotor sind die Versuche mit und ohne
Hormoninkubation (5 pg/ml Prolactin, 1 umol/l Dexamethason) der Zellen durchgefiihrt worden.
Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardabweichung von drei Experimenten.

Im Vergleich zu MK und COX2 zeigte sich bei Verwendung des ALA-Promotors ein
differenzierteres Bild (Abbildung 3.4.2.2.). Es lielen sich Zelllinien unterscheiden, die ohne
Hormon-Vorbehandlung entweder keine ALA-vermittelte Reportergenexpression (MCF-7)
bzw. relativ hohe Expressionsstarken zeigten (BT-20, SK-OV-3). In MCF-7-Zellen lag die
Starke des Luziferase-Signals nur unwesentlich héher als bei Verwendung des RGD-CMV-
TK-Virus ohne Luziferase-Gen, aber in BT-20- und SK-OV-3-Zellen wurden 100-1000x
hdéhere Messwerte gemessen.

Bei der Analyse des Hormoneinflusses auf die ALA-vermittelte Luziferase-Expression ergab

sich, dass vor allem die Normalgewebe-Zelllinie MCF-12A einen starken Anstieg der
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Luziferase-Expression um ca. den Faktor 1000 nach Hormongabe zeigte (Abbildung
3.4.2.2.). In 3 weiteren Zelllinien (T-47D, SK-OV-3, SKOV3.1P1) lieR® sich eine hormonelle
Induktion der Luziferase-Expression um ca. den Faktor 7 beobachten, wohingegen die

anderen Zelllinien keine Zunahme der Signal-Intensitat nach Hormongabe zeigten.
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Abbildung 3.4.2.3. Luziferase-Aktivitat (RLU) der Promotoren CMV und MDR in den gynakologischen
Zelllinien nach Infektion mit 100 MOI. Fir den MDR-Promotor sind in SK-OV-3 die Versuche mit und
ohne Doxorubicin-Inkubation (3,2 pg/ml) der Zellen durchgefihrt worden. Dargestellt sind die
Mittelwerte + Standardabweichung von drei Experimenten.

-

Ein ahnliches Bild zeigte sich bei Verwendung des MDR-Promotors (Abbildung 3.4.2.3.). Die
Expressionsstarken der Zellkulturen ohne Vorbehandlung mit Doxorubicin ergab unter-
schiedliche Basisaktivitaten in den diversen Zelllinien. In MCF-7-Zellen zeigte der MDR-
Promotor nur eine minimale Aktivitadt, da die Signalstarke nur wenig starker als das Hinter-
grundsignal (RGD-CMV-TK) war. In BT-20- und SK-OV-3-Zellen konnten deutlich héhere Lu-
ziferase-Aktivitditen gemessen werden. Die Prainkubation von SK-OV-3-Zellen mit
Doxorubicin zeigte einen deutlichen Anstieg der MDR-Promotor-Aktivitat. Die Zunahme des
Luziferase-Signals um einen Faktor 25 verdeutlicht die Induzierbarkeit des MDR-Promotors
durch Anthrazyklin-Gabe.

Die Luziferase-Assays zeigten, dass die Promotoren MK und COX2 in allen getesteten
gynakologischen Zelllinien aktiv waren, wohingegen ALA und MDR nur in einigen Zelllinien
geringe Aktivitat besalen, die aber durch die Vorbehandlung der Zellen mit Hormonen bzw.

Anthrazyklinen induziert oder verstarkt werden konnte.

3.4.3. Promotor-requlierte in vitro Suizidgentherapie

Obwonhl in 3.4.2. die Aktivitat der Promotoren gezeigt wurde, bleibt fragwirdig, ob die
Promotoren geeignet sind, um eine spezifische Suizidgentherapie zu induzieren. Fir eine

erfolgreiche Suizidgentherapie wird eine Promotoraktivitat benétigt, die eine ausreichende



3. Ergebnisse 61

HSV-TK-Expression in den Zelllinien ermdglicht. Die ausreichende Promotoraktivitat wurde
in vitro in MTT-Assays zum Nachweis der Suizidgen-Wirkung analysiert.

Als adenovirale Vektoren wurden RGD-CMV-TK bzw. Ad-CMV-TK verwendet, die beide das
Suizidgen unter der Kontrolle des CMV-Promotors enthalten und eine RGD-modifizierte bzw.
Wildtyp (Wt)-Virushille besitzen. Desweiteren wurden die Vektoren Ad-MK-TK, Ad-COX2-
TK, Ad-ALA-TK und Ad-MDR-TK eingesetzt, die jeweils die HSV-TK unter der Kontrolle des
angegebenen Promotors in einer Wt-Adenovirushille enthalten. Die Zellen wurden bei Ver-
wendung der ALA-TK-Variante mit den Hormonen Prolactin (5 ug/ml) und Dexamethason
(1umol/l) vorbehandelt, da die meisten Zelllinien in den Luziferase-Assays (Abbildung
3.4.2.2.) eine erhdhte Genexpression nach Hormonbehandlung gezeigt haben. Bei Verwen-
dung des MDR-Promotors wurden SK-OV-3 Zellen eingesetzt, die mit (3,2 ug/ml) bzw. ohne
Doxorubicin vorbehandelt wurden. Fir alle anderen Zelllinien war die Zugabe von Doxo-
rubicin toxisch, so dass nur Zellen ohne Doxorubicin-Vorbehandlung verwendet wurden.

Da es sich bei der Suizidgentherapie um ein 2-Komponenten-System handelt, das seine
Zytotoxizitat erst entfaltet, wenn Suizidgenexpression und Ganciclovir (GCV)-Gabe
kombiniert vorliegen, wurde die Wirkung von adenoviralem Gentransfer und GCV-Gabe

jeweils einzeln und in Kombination analysiert.
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Abbildung 3.4.3.1. Toxizitat von GCV in Abhangigkeit von der Konzentration in den gynakologischen
Zelllinien. Dargestellt sind die Mittelwerte = Standardabweichung von 6 Experimenten mit jeweils 6
Einzelmessungen.

Wie schon unter 3.2. gezeigt wurde, fuhrte der alleinige adenovirale Gentransfer zu
toxischen Effekten, die von der Zelllinie und dem Virus abhingen. Die virale Toxizitat stieg
dabei mit der Erhéhung der Virusdosis an. Ebenso verhielt es sich mit der Gabe von GCV.
Wie in Abbildung 3.4.3.1. dargestellt, fuhrte GCV in den Zelllinie zu unterschiedlich starken
Zytotoxizitaten, die mit Erhéhung der Konzentration anstiegen. In den meisten Zelllinien kam

es jedoch selbst mit der hdéchsten Konzentration (100 pg/ml) nur zu unbedeutenden
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Auswirkungen auf die Zellvitalitdt, da deutlich mehr als 80% der Zellen Uberlebten. Nur in
MDAH 2774- und T-47D-Zellen zeigte sich eine tendenziell starkere toxische Wirkung, die
zum Absterben von ca. 30% der Zellen fuhrte.

Da sich die Toxizitaten von Virus- bzw. GCV-Gabe unspezifisch auf alle Zellen in der Kultur
auswirken, ist es wichtig diese Effekte zu berlcksichtigen. Um eine verlassliche Aussage
Uber die spezifische Wirkung der Suizidgentherapie in vitro zu bekommen, wurden bei der
Analyse jeweils die Versuchsansatze ohne und mit GCV-Gabe bei verschiedenen MOI
betrachtet. Aus dem Vergleich der verschiedenen Ansatze konnte gefolgert werden, ob die
Messwerte sich durch additive, zytotoxische Effekte der alleinigen GCV- und Adenovirus-
Gabe erklaren lieRen oder synergistische Effekte auftraten, die nur mit einer erfolgreichen
Suizidgentherapie zu erklaren waren. Zur Relativierung der absoluten Messwerte wurden
diese normiert. Dabei diente der Versuchsansatz ohne Virus- und GCV-Applikation als

Kontrolle und das Ergebnis wurde als Bezugswert (100% vitale Zellen) ausgewahlt.
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Abbildung 3.4.3.2. Suizidgentherapie in vitro nach Infektion mit RGD-CMV-TK. Die verwendeten GCV-
Konzentrationen sind 10 pg/ml (+) oder 100 yg/ml (*). Die Virusdosis ist 1 MOI ((1), 10 MOI (A) oder
100 MOI (o). Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardabweichung von sechs Einzelmessungen.

In den Versuchen mit RGD-CMV-TK (Abbildung 3.4.3.2.) zeigte sich nach alleiniger viraler
Infektion ein Anteil von 67% (MCF-7) bis 108% (ZR-75-1) vitaler Zellen. Die unspezifische
Toxizitat der alleinigen GCV-Applikation flihrte zu einer Abnahme der Zellvitalitat. Sie
schwankte zwischen 80% (T-47D) und 105% (ZR-75-1). In den therapeutischen Gruppen,
also der Gabe von GCV nach adenoviraler Transfektion mit RGD-CMV-TK, sah man in allen
Zelllinien eine deutlich starkere Abnahme der vitalen Zellen. Vor allem in MCF-12A-, BT-20-
und Hey-Zellen wurde ein effizientes Abtoten vermittelt und es konnten <30% vitale Zellen
nach der Suizidgentherapie mit RGD-CMV-TK detektiert werden.

Die geringste spezifische Toxizitat nach Suizidgentherapie mit RGD-CMV-TK zeigte sich in
ZR-75-1- und T-47D-Zellen. Da ZR-75-1-Zellen keine unspezifische Toxizitat nach alleiniger
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GCV- oder Virus-Gabe zeigten, war die geringe Abnahme der Zellvitalitdt nach Suizidgen-
therapie signifikant (P<0,005). In T-47D-Zellen hatte die adenovirale Transfektion keine
Auswirkungen (100% vitale Zellen), jedoch bewirkte die alleinige Gabe von GCV eine
Abnahme der vitalen Zellen um ca. 20%. Die Suizidgentherapie resultierte in einer erhdhten
therapeutischen Toxizitat im Vergleich mit der unerwiinschten Toxizitat nach alleiniger Virus-
bzw. GCV-Gabe, so dass nur noch ca. 64% vitale Zellen gemessen wurden. Diese Abnahme
an vitalen Zellen war signifikant (P=0,0194) bei Vergleich mit den theoretischen Werten fur
die additiven Effekte von adenoviraler Infektion und GCV-Gabe. Fir die Berechnung der
theoretischen additiven Effekte wurde die unspezifische Toxizitat der GCV-Gabe mit den

gemessenen Zellvitalitdtsdaten nach adenoviraler Transfektion verrechnet.
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Abbildung 3.4.3.3. Suizidgentherapie in vitro nach Infektion mit Ad-CMV-TK. Die verwendeten GCV-
Konzentrationen sind 10 pg/ml (+) oder 100 ug/ml (*). Die Virusdosis ist 1 MOI ((1), 10 MOI (A) oder
100 MOI (o). Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardabweichung von sechs Einzelmessungen.

Bei Verwendung von Ad-CMV-TK (Abbildung 3.4.3.3.), das ebenfalls die HSV-TK unter der
Kontrolle des CMV-Promotors enthalt, ergab sich tendenziell eine etwas starkere,
unspezifische Toxizitat durch die alleinige Adenovirus-Gabe. Sie resultierte in 40% (T-47D)
bis 91% (MDAH 2774) vitalen Zellen. Die GCV-Applikation flhrte zu Zellvitalitaten zwischen
69% (T-47D) und 103% (MDAH 2774). Bei Betrachtung des Suizidgentherapie-Ansatzes
(+Virus / +GCV) zeigte sich eine starke Zytotoxizitat in den meisten Zelllinien, so dass nach
Suizidgentherapie nur 8-38% vitale Zellen detektiert werden konnten. Nur in T-47D-Zellen
blieb fragwurdig, ob die 23% vitale Zellen nach Virus- und GCV-Applikation Resultat einer
erfolgreichen Suizidgentherapie waren, da hier schon die alleinige Gabe von GCV oder Virus
eine hohe unspezifische Zytotoxizitat bewirkte.

Eine Addition der unspezifischen, toxischen Effekte von alleiniger GCV- und Virusapplikation
ergab theoretisch eine Zellvitalitat von 28% (69% von 40% = 28%). Der Vergleich mit den
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23% vitale Zellen nach Suizidgentherapie ergab keine signifikante Abweichung (P=0,1357),

so dass eine erfolgreiche Suizidgentherapie statistisch nicht bestatigt werden konnte.
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Abbildung 3.4.3.4. Suizidgentherapie in vitro nach Infektion mit Ad-COX2-TK. Die verwendeten GCV-
Konzentrationen sind 10 pg/ml (+) oder 100 pg/ml (). Die Virusdosis ist 1 MOI (), 10 MOI (A) oder
100 MOI (o). Dargestellt sind die Mittelwerte = Standardabweichung von sechs Einzelmessungen.

Die Infektion durch Adenoviren mit HSV-TK unter der Kontrolle des COX2-Promotors
(Abbildung 3.4.3.4.) fuhrte in den meisten Zelllinien zu einer erfolgreichen Suizidgentherapie,
da deutliche synergistische Effekte von kombinierter Adenovirus- und GCV-Gabe zu
beobachten waren. Nur in der Zelllinie T-47D zeigten sich keine signifikanten Unterschiede
zwischen der unspezifischen Wirkung der alleinigen Virus- bzw. GCV-Gabe und der
gewdlnschten, spezifischen Wirkung nach Suizidgentherapie. Die T-47D-Zellen zeigten, wie
bei den vorhergehenden Viren, eine deutliche Empfindlichkeit gegen die GCV- und die Virus-
Applikation (73% bzw. 84% vitale Zellen). Der Anteil vitaler Zellen nach Suizidgentherapie
war mit 64% unwesentlich héher als bei Addition der singularen Effekte (61% vitale Zellen).
Der COX2-Promotor konnte also keine Suizidgentherapie in T-47D-Zellen vermitteln.

Das Adenovirus mit MK-Promotor (Abbildung 3.4.3.5.) zeigte in 6 Zelllinien eine deutliche
Zytotoxizitat nach Suizidgentherapie (MCF-12A, BT-20, MCF-7, SK-BR-3, Hey, SK-OV-3,
SKOV3.IP1).

In den Zelllinien ZR-75-1 und MDAH 2774 war der Rickgang der Zellvitalitat nach
Suizidgentherapie dem theoretischen Wert der additiven toxischen Effekte der Einzel-
applikation sehr ahnlich und die Abweichung nicht signifikant (P=0,2276 und P=0,7908).
Obwohl in T-47D-Zellen die Virus-Applikation keine Auswirkungen auf die Zellvitalitat hatte,
war die erhohte Toxizitdt nach Suizidgentherapie (69% vitale Zellen) im Vergleich zur
alleinigen Virus- (99%) bzw. GCV-Gabe (84%) nicht signifikant (P=0,1382), da die Standard-

abweichung gerade nach Virus-Applikation sehr hoch war.
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Abbildung 3.4.3.5. Suizidgentherapie in vitro nach Infektion mit Ad-MK-TK. Die verwendeten GCV-
Konzentrationen sind 10 pg/ml (+) oder 100 pg/ml (*). Die Virusdosis ist 1 MOI (), 10 MOI (A) oder
100 MOI (o). Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardabweichung von sechs Einzelmessungen.

Die Suizidgentherapie unter Kontrolle des ALA-Promotors (Abbildung 3.4.3.6.) ergab in den
gynakologischen Zelllinien sehr unterschiedliche Ergebnisse. Die Zelllinien MCF-7, T-47D,
Hey und SKOV3.IP1 lielten keine spezifische ALA-vermittelte Suizidgenwirkung erkennen,
da die spezifischen, zytotoxischen Wirkungen der Suizidgentherapie nicht signifikant von den

unspezifischen toxischen Wirkungen der Einzelapplikation von Virus und GCV war.
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Abbildung 3.4.3.6. Suizidgentherapie in vitro nach Infektion mit Ad-ALA-TK. Die verwendeten GCV-
Konzentrationen sind 10 pyg/ml (+) oder 100 pg/ml (*). Die Virusdosis ist 1 MOI (), 10 MOI (A) oder
100 MOI (o). Dargestellt sind die Mittelwerte =+ Standardabweichung von sechs Einzelmessungen.

Bei ZR-75-1-Zellen konnten nach Suizidgentherapie 59% vitale Zellen detektiert werden,
wohingegen die Addition der unspezifischen Toxizitat von alleiniger GCV- bzw. Virus-Gabe

69% vitale Zellen ergab. Aufgrund der hohen Standardabweichung der alleinigen Virus-Gabe
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war die erhdhte Abnahme von vitalen Zellen nach Suizidgentherapie nicht signifikant von den
additiven Effekten der unspezifischen Toxizitaten zu unterscheiden (P= 0,1630).

In den Zelllinien MCF-12A, BT-20, SK-BR-3, MDAH 2774 und SK-OV-3 war die Reduktion
der vitalen Zellen nach Suizidgentherapie signifikant von der Addition der unspezifischen
Toxizitat der Einzelapplikationen zu unterscheiden (P<0,05).

Bei Verwendung des MDR-Promotors fiir die Regulation der Suizidgenexpression (Abbildung
3.4.3.7.) zeigten die Zelllinien BT-20, SK-BR-3, T-47D, ZR-75-1, Hey, MDAH 2774 und
SKOV3.IP1 keine Beeinflussung ihrer Zellvitalitat, welche die unspezifischen Toxizitaten der
GCV- oder Virus-Gabe alleine signifikant Uberstiegen.

In MCF-12A- und MCF-7-Zellen war der Unterschied zwischen der Addition der
unspezifischen Effekte und den spezifischen, therapeutischen zytotoxischen Effekten nach

Suizidgentherapie signifikant (P<0,01).
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Abbildung 3.4.3.7. Suizidgentherapie in vitro nach Infektion mit Ad-MDR-TK. Die verwendeten GCV-
Konzentrationen sind 10 pg/ml (+) oder 100 pg/ml (*). Die Virusdosis ist 1 MOI (), 10 MOI (A) oder
100 MOI (o).Fur SK-OV-3 sind Experimente ohne und mit Prainkubation der Zellen mit 3,2 ug/mi
Doxorubicin abgebildet. Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardabweichung von sechs
Einzelmessungen (in MDAH 2774 nur 3 Einzelmessungen).

Interessanterweise zeigte sich in SK-OV-3-Zellen ohne Prainkubation mit Doxorubicin keine
signifikante Erhéhung der Toxizitat nach Suizidgentherapie mit Ad-MDR-TK im Vergleich zur
Addition der unspezifischen Einzeltoxizitaten von Virus- bzw. GCV-Gabe (P=0,1795). Nach
Prainkubation der Zellen mit Doxorubicin war der Unterschied der toxischen Wirkung von
Suizidgentherapie und Einzelapplikation aber deutlich starker und der Vergleich der
spezifischen Toxizitat der Suizidgentherapie mit den additiven, unspezifischen Effekten von
Virus- und GCV-Gabe lieferte einen signifikanten Unterschied (P=0,0027). Also scheint der
MDR-Promotor in den Doxorubicin-behandelten Zellen eine starkere Aktivitat zu besitzen

und somit eine effizientere Suizidgentherapie zu ermdglichen.
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3.5. Kombination aus Chemo- und Gentherapie in vivo

Die erhdhte Infektiositat der RGD-modifizierten Adenoviren in Tumoren mit reduzierter oder
fehlender Coxsackie-Adenovirus-Rezeptor-Expression (CAR) kénnte ein wichtiger Fortschritt
in der Entwicklung adenoviraler Vektoren fir die Gentherapie von Karzinomen sein. Fur die
klinische Anwendung ist die Kompatibilitat mit der klassischen Chemotherapie eine Grund-
voraussetzung fur alle neuen, erganzenden Therapieformen. Deshalb wurde in Tierexperi-
menten getestet, ob sich eine Suizidgentherapie mit RGD-CMV-TK-Adenoviren und eine
Chemotherapie mit Topotecan oder Taxol gegenseitig beeinflussen. Die beiden Therapien

dirfen sich nicht inhibieren, sondern sollten additiv oder idealerweise synergistisch wirken.
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Abbildung 3.5.1. TumorgréRen in mm° im Nacktmausmodell nach unterschiedlichen Therapien
(Kontrollen). Dargestellt sind die Mittelwerte von 8 Tumoren. Aus Griinden der Ubersicht sind keine
Standardabweichungen aufgefuhrt.

Da es in der Literatur Hinweise gibt, dass die zeitliche Reihenfolge eine Rolle fir die Effizienz

der Kombination aus Chemo- und Gentherapie spielt, wurden alle zeitlichen Kombinations-
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moglichkeiten getestet. Auf Nacktmdusen wurde ein subkutanes Tumormodell mit den
Ovarialkarzinom-Zelllinien SKOV3.IP1 und MDAH 2774 etabliert. Die Hemmung des Tumor-
wachstums durch verschiedene Therapieschemata wurde miteinander verglichen, indem
taglich die Tumorgréfe bestimmt wurde.

Die unbehandelten Kontrollgruppen zeigten ein starkes, unbeeinflusstes Tumorwachstum,,
das nach 30 Tagen eine GréRe von 1200 mm?® (SKOV3.IP1) bzw. 1000 mm® (MDAH 2774)
erreichte (Abbildung 3.5.1.). Die Kontrollversuche zur Analyse der unspezifischen, toxischen
Wirkung von GCV- bzw. Virus-Applikation alleine fuhrten zum Teil zu leichten Reduktionen
der TumorgrélRen. Wahrend die intraperitoneale Gabe von GCV nur unbedeutenden Einfluss
auf die TumorgrélRe hatte, bewirkte die intratumorale Virusinjektion (RGDTKKSSTR) eine

Verringerung der TumorgréRe auf 700 mm?® (MDAH 2774) bzw. 500 mm?® (SKOV3.1P1).
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Abbildung 3.5.2. TumorgréRe in mm° im Nacktmausmodell nach unterschiedlicher Therapie.
Dargestellt sind die Mittelwerte von 8 Tumoren nach Einzeltherapien mit Topotecan, Taxol oder nach
Suizidgentherapie. Aus Griinden der Ubersicht sind keine Standardabweichungen aufgefiihrt.
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Die Einzeltherapien mit den Chemotherapeutika Topotecan oder Taxol bewirkte in MDAH
2774-Tumoren im Vergleich mit den unbehandelten Negativ-Kontrollen ein geringeres
Tumorwachstum nach 30 Tagen, da der Tumor nur noch ca. 700 mm?® groR war (Abbildung
3.5.2.). Nach Suizidgentherapie mit RGD-CMV-TK-Infektion und anschlieRender GCV-Gabe
zeigte sich nur ein minimaler Riickgang der TumorgréRe auf ca. 950 mm?®.

In SKOV3.IP1-Tumoren zeigten die Chemotherapeutika und vor allem die Suizidgentherapie
eine deutlich starkere Wirkung als in MDAH 2774-Tumoren (Abbildung 3.5.2.). Nach der
Gabe von Topotecan oder Taxol war das Tumorwachstum deutlich gehemmt und nach 30
Tagen wurde eine TumorgréRe von 730 mm?® (Topotecan) bzw. 600 mm? (Taxol) gemessen.
Nach Durchflihrung der Suizidgentherapie zeigte der Tumor normales Wachstum bis zum 7.
Tag, danach begann die Wachstumskurve abzuflachen und ab Tag 15 kam es sogar zum
Ruckgang der TumorgréfRe. Nach 30 Tagen war der Tumor wieder etwa auf die GroéfRe vor
Beginn der Suizidgentherapie zuriickgegangen (200 mm?).

Die Kombinationstherapie bestehend aus Chemotherapie mit Topotecan und RGD-CMV-TK-
vermittelter Suizidgentherapie (Abbildung 3.5.3.) resultierte bei MDAH 2774-Tumoren
generell in kleineren Tumorgréfien im Vergleich zu den Einzeltherapien. In SKOV3.1P1-
Tumoren zeigte sich ein geringeres Tumorwachstum nach Kombinationstherapie im
Vergleich zur alleinigen Topotecan-Therapie, allerdings war die TumorgréRe nach 30 Tagen
gréRer als nach alleiniger Suizidgentherapie (=200 mm?®).

Bei MDAH 2774-Tumoren zeigten die verschiedenen zeitlichen Variationen der Kombination
aus Topotecan-Chemotherapie und Suizidgentherapie unterschiedliche Einflisse auf das
Tumorwachstum (Abbildung 3.5.3.). Die schnellste Reaktion auf die Therapie zeigte sich bei
der synchronen Anwendung von Topotecan und Suizidgentherapie. In dieser Gruppe setzte
der Rickgang der Tumorgréfe direkt nach dem Start der GCV- und Topotecan-Gabe ein
und hielt bis ca. Tag 15 an. Danach wuchs der Tumor wieder langsam weiter und erreichte
nach 30 Tagen eine GréRe von ca. 150 mm®. In der gestaffelten Anwendung kam es zu
einem starkeren frGthen Tumorwachstum. Wenn mit der Gabe von RGD-CMV-TK gestartet
wurde, lag die maximale Tumorgréfie an Tag 10 vor, bei Start mit Topotecan an Tag 20.
Danach setzte ein starker Rickgang der Tumorgréfe ein, der bis Tag 24 anhielt. Bis zum
Tag 30 wuchs der Tumor wieder auf eine GréRe von 200-250 mm? an.

In den SKOV3.IP1-Tumoren zeigte sich bei den Kombinationsvarianten (Abbildung 3.5.3.),
die mit der Virus-Gabe starteten (,1. Suizidgentherapie, 2. Topotecan®; ,Topotecan + Suizid-
gentherapie®), ein ahnlicher Verlauf des Tumorwachstums, wie bei alleiniger Suizidgenthe-
rapie. Es kam zu einem langsamen Anstieg der TumorgréRe bis Tag 16, allerdings war der
danach einsetzende Rickgang der TumorgréRe etwas weniger stark als bei der alleinigen
Suizidgentherapie, so dass bis Tag 30 nur ein Riickgang auf 250-350 mm? festzustellen war.

Bei Start mit Topotecan-Gabe und anschlieRender Suizidgentherapie begann der Tumor
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schon ab Tag 8 kleiner zu werden, bis an Tag 13 die minimale Tumorgréf3e erreicht war.

Dann wuchs der Tumor, bis an Tag 30 eine GréRe von ca. 200 mm? erreicht war.
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Abbildung 3.5.3. Tumorgréfen in mm°® im Nacktmausmodell nach unterschiedlichen Therapien.
Aufgefiihrt sind die Kombinationen aus Suizidgentherapie mit Topotecan-Gabe in verschiedenen
zeitlichen Varianten. Dargestellt sind die Mittelwerte von 8 Tumoren Uber einen Zeitraum von 30
Tagen. Aus Griinden der Ubersicht sind keine Standardabweichungen aufgefiinrt.

Die Kombination der Suizidgentherapie mit einer Taxol-Chemotherapie (Abbildung 3.5.4.)
resultierte in beiden Tumor-Modellen in einem starkeren Rickgang der Tumorgrofie als die
alleinige Taxol-Therapie. In MDAH 2774-Tumoren lag die Tumorgréf3e nach 30 Tagen bei
300-550 mm® und damit deutlich unter der GréRe nach alleiniger Suizidgentherapie. In
SKOV3.IP1-Tumoren war die GréRe mit ca. 200 mm® nach 30 Tagen vergleichbar mit der
Tumorgrof3e nach alleiniger Suizidgentherapie.

In MDAH 2774- und SKOV3.IP1-Tumormodellen der Nacktmaus zeigten alle drei zeitlichen

Varianten der Kombination aus Taxol-Chemotherapie und Suizidgentherapie jeweils einen
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ahnlichen Verlauf des Tumorwachstums. Bei MDAH 2774-Tumoren zeigte sich Uber die

gesamte Versuchsdauer ein langsamer und relativ gleichmafiger Anstieg der Tumorgrof3e,

wohingegen in SKOV3.IP1-Tumoren vor Ende der therapeutischen Injektionen eine maxima-
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Abbildung 3.5.4. TumorgréRen in mm° im Nacktmausmodell nach unterschiedlichen Therapien.
Aufgefiihrt sind die Kombinationen aus Suizidgentherapie mit Taxol-Gabe in verschiedenen zeitlichen
Varianten. Dargestellt sind die Mittelwerte von 8 Tumoren Uber einen Zeitraum von 30 Tagen. Aus

Griinden der Ubersicht sind keine Standardabweichungen aufgefiihrt.

le TumorgréRe nach 15-20 Tagen erreicht wurde und danach ein deutlicher Rickgang der

TumorgrofRe gemessen werden konnte. Gemeinsam fiir beide Tumortypen war die schnelle

Wirkung der gleichzeitig durchgefiihrten Chemo- und Gentherapie, also die zeitgleiche Gabe

von Taxol und GCV nach der Virus-Transduktion, im Vergleich zu einem sequentiellen

Therapieschema. Der friher einsetzende Rickgang der TumorgréRe war aber nur ca. bis

zum Tage 18 von den anderen Varianten zu unterscheiden, danach verlief das Tumor-

wachstum in allen drei zeitlichen Therapieschemata parallel.
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4. Diskussion

Aufgrund der geringen Heilungsaussichten nach klassischer Behandlung des Mamma- und
Ovarialkarzinoms werden groRe Anstrengungen zur Entwicklung alternativer Therapie-
ansatze unternommen. Eine innovative Strategie zur Tumorbekampfung besteht in der
Suizidgentherapie mit der Thymidin-Kinase aus dem Herpes simplex-Virus (HSV-TK). Dabei
wird die HSV-TK in die Tumorzellen eingeschleust und vermittelt eine spezifische
zytotoxische Sensitivitdt gegenuber der ansonsten nicht-toxischen Substanz Ganciclovir
(GCV). Das GCV wird intrazellular von dem Genprodukt der HSV-TK zu einem Toxin
umgewandelt, das die Tumorzelle abtdtet. Essentielle Voraussetzungen flr die erfolgreiche
Suizidgentherapie sind einerseits der effiziente Gentransfer zur optimalen Verteilung des
Suizidgens innerhalb des Tumors und die spezifische Wirkung der Therapie im Tumor, um
mogliche Nebenwirkungen zu minimieren.

Far den Gentransfer stehen virale und nicht-virale Vektorsysteme zur Verfugung. Bei den
viralen Vektoren stellen Adenoviren und bei den nicht-viralen Vektoren die Lipofektion das
wichtigste System dar. Da die Vektorsysteme trotz guter in vitro-Ergebnisse in vivo bzw. in
der klinischen Anwendung nur unzureichende Gentransfereffizienzen ergeben haben, war
eine Verbesserung der vorhandenen Adenovirus- und Lipofektions-Systeme notwendig.
Durch die Entwicklung von neuen kationischen Lipiden und Adenoviren mit verandertem
Tropismus, die ein RGD-Motiv in der Fiber-Knob-Domane besitzen, standen zwei neuartige
Vektorsysteme zur Verfligung, die hinsichtlich ihres Gentransferpotentials in Mamma- und
Ovarialkarzinomen getestet wurden. Zum Vergleich wurden etablierte Lipofektionssysteme
(Fugene6™) bzw. adenovirale Vektorsysteme ohne RGD-Modifikation eingesetzt. Ein Ziel
dieser Arbeit war die Effizienzsteigerung des Gentransfers mit den innovativen Vektoren im
Vergleich zu den etablierten Systemen.

Neben der Effizienzsteigerung in vivo ist die Entwicklung einer Spezifitat der Gentherapie ein
wichtiger Forschungsschwerpunkt. Da der Gentransfer mit den verwendeten Vektorsystemen
unspezifisch in allen Korperzellen erfolgt, muss die Spezifitdt Uber die Expression des
Suizidgens erreicht werden. Gerade die adenovirale Infektion erfolgt sehr effizient in lebens-
wichtigen Organen (Leber, Niere, Milz), da dort der Coxsackie-Adenovirus-Rezeptor (CAR)
stark exprimiert wird. So kann es zu Dosis-limitierenden und lebensbedrohlichen toxischen
Nebenwirkungen kommen, wenn das Suizidgen konstitutiv exprimiert wird. Um diese Neben-
wirkungen zu verhindern, ist es notwendig, die Gentherapie spezifisch auf das Zielgewebe
einzuschranken bzw. keinerlei Suizidgentherapie-Effekte in den lebenswichtigen Organen zu
induzieren. Durch geeignete Promotorelemente ist es mdglich, die Transkription des Suizid-
gens spezifisch in den Zielzellen zu induzieren. Geeignete Promotoren zur spezifischen

Regulation der Suizidgenexpression sollten eine konstitutive bzw. spezifisch induzierbare
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Aktivitat in Tumorzellen zeigen, wahrend sie im Normalgewebe inaktiv sind. Im Rahmen
dieser Arbeit wurde das Potential ausgewahlter Promotoren in der Suizidgentherapie gyna-
kologischen Tumorzelllinien getestet.

Fir die klinische Anwendung einer Suizidgentherapie muss eine Kompatibilitdt mit den
etablierten Behandlungsmethoden gewahrleistet sein. Gerade die Chemo- und Suizidgen-
therapie sollten nicht inhibierend miteinander interagieren. Um das klinische Potential des
Adenovirus RGD-CMV-TK zu testen, wurde die Suizidgentherapie in Kombination mit
verschiedenen Chemotherapien durchgefihrt. Idealerweise ergeben sich nach Chemo- und
Gentherapie additive oder synergistische antitumorale Effekte, die eine Verbesserung der

Langzeiterfolge der Krebstherapie ermdglichen.

4.1. Liposomaler Gentransfer

Seit der ersten erfolgreichen Transfektion in vitro (Felgner et al., 1987) wurde der liposomale
Gentransfer mit kationischen Lipiden intensiv erforscht. Obwohl die Gentransfereigen-
schaften der Liposomen in den letzten Jahren deutlich verbessert wurden (Wheeler et al.,
1996; Lee et al.,, 1996; Madry et al.,, 2000; Haynes et al., 2001), blieb die Gentransfer-
effizienz im Vergleich mit viralen Vektorsystemen deutlich geringer. Der Vorteil der Lipo-
fektion liegt in der fehlenden Immunogenitat und der leichteren Produktion der Liposomen
nach cGMP-Richtlinien, was fir eine spatere klinische Anwendung von Vorteil ist.

Um die Lipofektion weiter zu verbessern, wurden zwei neue kationische Lipide, CCQ22 und
CCQ32, entwickelt (Keil et al., 2001). Im Rahmen dieser Arbeit wurde untersucht, ob die
neuen kationischen Lipide fir eine Anwendung in der Suizidgentherapie von
gynakologischen Karzinomen geeignet sind und héhere Gentransferraten als die etablierten
Lipofektionssysteme ermdglichen. Dafir wurde neben der Gentransfereffizienz und der
Toxizitat in den Zelllinien auch der Einfluss von FCS oder Aszites auf die Gentransfer-
effizienz analysiert. Gerade die Gentransfereffizienz in Anwesenheit von Aszites ist fir die

topische Therapie des Ovarialkarzinoms von weitreichender Bedeutung.

Generell wirken alle Gentransfertechniken toxisch auf die Zellen (Cortesi et al., 1996; Kono
et al.,, 2001; Yamazaki et al., 2001). Die zytotoxischen Nebeneffekte werden dabei von der
DNA und den liposomalen Vektoren ausgel6st, die in relativ hohen Konzentrationen der
Zellkultur zugesetzt werden. Dabei scheinen gerade Lipide, die einen effizienten Gentransfer
ermdglichen, starker toxisch zu wirken (Cortesi et al., 1996; Kono et al., 2001).

Bei Verwendung der Liposomen auf Basis der CCQ-Lipide und DOPE war die Starke der
Toxizitat von der Lipid-Zusammensetzung abhangig. Da sich in den Zelllinien unterschiedlich
starke Toxizitdten der gleichen Liposomen zeigten, hatten auch Zelllinien-spezifische

Parameter Einfluss auf die Rate der tGiberlebenden Zellen. In den meisten Zelllinien nahm die



4. Diskussion 74

Toxizitat mit héherem Anteil an kationischem Lipid zu (Abbildung 3.1.1.1. und 3.1.1.2.). Bei
Verwendung von CCQ22 war die Toxizitit im Vergleich mit Fugene6™ ahnlich oder weniger
stark ausgepragt. Nach Lipofektion mit CCQ32 zeigten sich in den meisten Zelllinien hdhere

Toxizitdten als nach Fugene6™

-Lipofektion, wenn der Anteil des kationischen Lipids >30
mol% war. Andere innovative Liposomen auf der Basis kationischer Lipide ergaben 15% bis
60% vitale Zellen nach Lipofektion (Cortesi et al., 1996), wohingegen mit CCQ-Liposomen je
nach Zelllinie 17% bis >100% vitale Zellen gemessen wurden. Die Liposomen auf Basis der

neuen kationischen Lipide zeigten also ein dhnliches Zytotoxizitats-Profil (Réder et al.,2002).

Fir die Gentransfereffizienz ist der Einfluss Zelllinien-spezifischer Faktoren bekannt
(Hernandez et al,. 1997) und konnte mit den CCQ-Liposomen bestatigt werden (Abbildung
3.1.21. und 3.1.2.2.). Systematische Analysen der Gentransfereffizienzen bei variablen
Lipofektionsbedingungen zeigten, dass Zelllinien-spezifische Bedingungen hinsichtlich der
DNA- bzw. Lipid-Menge, des DNA/Lipid-Verhaltnisses und auch des Mischungsverhaltnisses
von kationischem Lipid zu Helferlipid nétig waren, um optimale Gentransferraten zu erzielen
(Roder et al., 2002). Die Optimierung der Gentransfereffizienz zeigte vor allem in ZR-75-1-
Zellen beeindruckende Erfolge. Durch die Veranderung des Mischungsverhaltnisses von
CCQ32 und DOPE konnten hier signifikante Verbesserungen der Transduktion erreicht
werden. Mit CCQ32-20 (20 mol% CCQ32 und 80 mol% DOPE) wurden nur <1% der Zellen
transduziert, aber nach Verwendung von CCQ32-40 zeigte mit Uber 36% ein signifikant
(P=0,0043) groRerer Anteil der Zellen eine GFP-Expression (Abbildung 3.1.2.2.)

Die erzielten Gentransferraten von zum Teil unter 20% (MDAH 2774, BT-20) verdeutlichen
die Notwendigkeit, die vorhandenen Lipofektionssysteme weiter zu verbessern. Neben den
kationischen Lipiden kénnen zur Steigerung der Transfereffizienz andere Parameter der
Lipofektion geandert werden. Durch die Addition eines Polymers, das aus den Aminosauren
Lysin und Histidin besteht, wurde die Gentransfereffizienz von Liposomen gesteigert (Chen
et al.,, 2000) und die Verwendung von modifizierten DOPE-Analoga anstelle von DOPE
ermoglichte bessere Transduktionsraten mit kationischen Lipiden (Boussif et al., 2001). Die
Kombination der erwahnten Modifikationen mit den CCQ-Lipiden kénnte in einer weiteren

Verbesserung ihrer Gentransfereigenschaften resultieren.

In der Literatur wurde ein inhibierender Einfluss von Serum oder Aszites auf die Gentransfer-
eigenschaften von viralen und nicht-viralen Vektorsystemen beschrieben (Blackwell et al.,
2000; Audouy et al., 2000; Yamazaki et al., 2000; Haines et al., 2001). Im Falle der Lipo-
fektion sind die genauen Ursachen der Inhibition noch nicht bekannt, aber eine
Destabilisierung der Lipoplexe mit anschlieBender Degradation der DNA scheint daran
beteiligt zu sein (Li S et al., 1999).
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Die Liposomen auf der Basis der CCQs zeigten keine Destabilisierung in Zellkulturen, da bei
normalen Kulturbedingungen (10% FCS) Gentransferraten von Uber 40% erreicht wurden
(Abbildung 3.1.3.1.). Da die Anwesenheit von FCS keine negativen Auswirkungen auf den
Gentransfer der Lipofektion hatte, wurde die Untersuchung des Aszites-Einflusses als ein
neuer Versuchsansatz im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrt. Daflr wurde die Gen-
transfereffizienz in Gegenwart von Aszites anstelle von FCS ermittelt. Obwohl mit Aszites
eine Reduktion der Gentransfereffizienz mit CCQ32-40 um 10% bis 15% gemessen wurde,
beruhte dieser Effekt wahrscheinlich nicht auf inhibierenden Einflissen des Aszites, da die
Erhéhung der Aszites-Konzentrationen von 5% auf 40% keine weitere Abnahme der Gen-
transfereffizienz, sondern eine deutlich geringere Reduktion bewirkte (Abbildung 3.1.3.1.).
Eine zunehmende Inhibition des Gentransfers bei steigender Aszites-Konzentration konnte
bei der Verwendung von Fugene6™ beobachtet werden. Hier sank der Anteil GFP-positiver
Zellen bei Zugabe von Aszites dramatisch und bei Verwendung von 40% Aszites wurden nur
noch <1% der Zellen transduziert (Roder et al., 2002).

Bei Kultivierung der Zellen mit Aszites anstelle von FCS konnte eine langsamere Zellproli-
feration beobachtet werden, da ein langerer Zeitraum bis zur Konfluenz der Kultur benétigt
wurde. Die Zellproliferation ist als wichtiger Faktor fir den Gentransfer bekannt und gerade
fur die Lipofektion ein kritischer Faktor (Brunner et al., 2000; Mortimer et al., 1999; Wilke et
al., 1996; Tseng et al., 1999). Da aber manche Tumorzelllinien ohne Wachstumsfaktoren
oder Proliferation-fordernde Substanzen wie FCS kultiviert werden konnen, sind die
unterschiedlich starken Einflisse des Aszites auf die verschiedenen Zelllinien (Abbildung
3.1.3.2.) mdglicherweise mit den verschieden hohen Proliferationsraten ohne FCS zu
erklaren. Die Abhangigkeit der Gentransfereffizienz einer Lipofektion von der mitotischen
Aktivitdt der Zellen schrankt die Nutzung des liposomalen Gentransfers auf stark

proliferierende Zellen ein.

Zusammengefasst zeigten die Untersuchungen, dass die Liposomen auf Basis der
kationischen Lipide CCQ22 und CCQ32 in der Lage waren einen effizienten Gentransfer in
die getesteten gynakologischen Krebszelllinien zu vermitteln. In insgesamt 5 Zelllinien (Hey,
MDAH 2774, SK-OV-3, ZR-75-1, MCF-7) wurden mit den CCQ-Liposomen hohere
Gentransferraten als mit Fugene6™ erzielt, in drei Zelllinien (Hey, MDAH 2774, ZR-75-1) war
die Erhdhung signifikant. Die zytotoxischen Nebeneffekte der CCQ-Liposomen waren
vergleichbar mit denen anderer Lipofektionssysteme und Aszites zeigte keinen dramatischen
Einfluss auf die Gentransfereffizienz. Allerdings war eine Optimierung der Lipofektions-
Bedingungen fur jede Zelllinie erforderlich, um optimale Gentransferraten zu erreichen. Diese
Voraussetzung fur das Erreichen hoher Gentransferraten schrankt den klinischen Einsatz der

Liposomen im Rahmen onkologischer Prozesse ein.
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4.2. Adenoviraler Gentransfer

Die hohe Effizienz des Gentransfers mit adenoviralen Vektoren wurde von diversen Arbeits-
gruppen beschrieben. Mit hohen Viruskonzentrationen war es maéglich 100% der Zellen in
vitro zu transduzieren (Tong et al.,, 1996). Die Problematik des Coxsackie-Adenovirus-
Rezeptor-Mangels (CAR-Mangel) und damit der Resistenz vieler Tumorgewebe gegen eine
adenovirale Infektion fuhrte zur Entwicklung der RGD-modifizierten Adenoviren, die in
Tumoren ohne CAR-Expression eine hohere Gentransfereffizienz zeigen (Dmitriev et al.,
1998). Die antitumorale Wirkung der Adenoviren RGD-CMV-TK und Ad-CMV-TK wurde in

vitro getestet.

Analog zum Gentransfer mit Liposomen ist auch eine adenovirale Transduktion mit toxischen
Nebeneffekten assoziiert. Wie in Abbildung 3.2.1. dargestellt, bestand eine Abhangigkeit der
Zytotoxizitdt von der eingesetzten Virusmenge, die sich in den getesteten Zelllinien
verschieden stark auspragte. Beim Vergleich verschiedener Adenoviren hinsichtlich ihrer
Toxizitat in einer Zelllinie fielen deutliche Unterschiede auf. Da die gleichen Zellkultur-
bedingungen und Viruskonzentrationen vorlagen, muss der Unterschied auf anderen Para-
metern beruhen. Eine Erklarung liefert die Beobachtung, dass reine Virushillen, ohne
intaktes Genom, toxische Effekte auslésen (Muruve et al., 1999). Das macht die Qualitat der
Virusproduktion und —praparation zu einem wichtigen Parameter in der Analyse der
Zytotoxizitat eines adenoviralen Gentransfers. Einen Anhaltspunkt fir die Qualitat der Virus-
praparation liefert die Konzentration aller Viruspartikel im Vergleich zu der Konzentration an
infektiosen Partikeln, die eine Reportergenexpression induzieren konnen. In Tabelle 4.2.1.
sind die Titer aller im MTT-Test eingesetzten Viren und die resultierende Zytotoxizitat einer

Transfektion mit den entsprechenden Viren aufgelistet.

Virus virale Partikel infektiose Partikel Verhaltnis vitale Zellen nach
VP/mlI TCIDso/ml VP/TCIDsq Infektion mit Virus
RGD-CMV-TK 6,15x10" 2,21x10" 27,8 69,59%
Ad-CMV-TK 1,34x10" 4,25x10° 31,5 38,28%
Ad-COX2-TK 1,57x10"" 5,55x10° 28,3 52,30%
Ad-MK-TK 1,25x10" 8,82x10° 141,7 29.21%
Ad-ALA-TK 7,37x10" 3,51x10"" 2,1 92,66%
Ad-MDR-TK 1,07x10" 1,63x10™° 6,6 56,80%

Tabelle 4.2.1. Virustiter der unterschiedlichen adenoviralen Vektoren und resultierende Toxizitat am
Beispiel der Zelllinie BT-20. Die virale Infektion wurde mit 100 MOI (TCIDso-Titer) durchgefihrt.

Obwohl verschiedene Adenoviren nur unter Vorbehalt hinsichtlich ihrer toxischen Eigen-
schaften verglichen werden sollten, bestatigten diese exemplarischen Daten in der Zelllinie
BT-20 die Abhangigkeit der Toxizitat von der Qualitat der Viruspraparation. Das Virus mit
dem besten Verhaltnis von VP zu TCIDs, also dem geringsten Anteil an defekten viralen
Partikeln (Ad-ALA-TK), zeigte die geringste Toxizitat (93% vitale Zellen) nach Transduktion,
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wohingegen das Virus mit dem schlechtesten Verhaltnis von VP zu TCIDs, die héchste
Toxizitat (29% vitale Zellen) zeigte.

Die Toxizitat von modifizierten Adenoviren, deren Infektion CAR-unabhangig funktioniert, ist
vergleichbar mit Adenoviren mit Wildtyp (Wt)-Hulle (Alemany et al., 2001). Auch fur das Virus
RGD-CMV-TK wurde keine Veranderung der Toxizitdt im Vergleich mit Adenoviren ohne
RGD-Modifikation dokumentiert (Hemminki et al., 2001). Das Virus RGD-CMV-TK, konnte in
allen Zelllinien eine signifikante Abnahme der Zellzahl nach Suizidgentherapie auslésen
(Abbildung 3.4.3.2.). Die erfolgreiche Suizidgentherapie erkennt man an der signifikant
hdheren therapeutischen Toxizitat der kombinierten Virus- und GCV-Gabe im Vergleich zur
Addition der unspezifischen Toxizitat von alleiniger GCV- bzw. alleiniger Virus-Gabe. Bei
Verwendung von Ad-CMV-TK konnte mit Ausnahme von T-47D-Zellen in allen Zelllinien ein
signifikanter Effekt der Suizidgentherapie festgestellt werden (Abbildung 3.4.3.3.). Der
Vergleich von RGD-CMV-TK und Ad-CMV-TK zeigte jedoch keine signifikanten Unterschiede
in der Starke ihrer suizidalen Effekte, obwohl eine erhdhte Infektidsitat im Vergleich mit
Adenoviren ohne RGD-Hullenmodifikation festgestellt wurde (Hemminki et al., 2001). Die
erhohte Infektiositat von RGD-CMV-TK zeigt sich unter physiologischen Bedingungen, da es
hier nur fUr eine sehr kurze Zeitdauer zur Interaktion von Virus und Wirtszelle kommt und die
Infektion mit RGD-CMV-TK im Vergleich mit unmodifizierten Adenoviren zu hoheren
Gentransferraten fuhrt. In den in vitro Versuchen wurden die Viren fur 2h mit den Zellen
inkubiert und bei diesen optimalen Bedingungen zeigte sich keine erhohte Infektidsitat der
RGD-Viren.

In der Zelllinie T-47D wurde bei Verwendung von RGD-CMV-TK eine therapeutische
Wirkung der Suizidgentherapie gemessen, aber nicht bei Verwendung von Ad-CMV-TK. Eine
Erklarung fir dieses Phanomen liefert die Beobachtung, dass die Effizienz einer adeno-
viralen Gentherapie durch niedrige Expressionslevel des Coxsackie-Adenovirus-Rezeptor
(CAR) limitiert wird (Kim et al., 2002; Li Y et al., 1999). Dass in T-47D-Zellen mit Adenoviren,
welche die wt-Hllle besitzen, keine zytotoxischen Effekte nach Suizidgentherapie ausgelost
werden konnten, scheint an der geringen Gentransfereffizienz von Wt-Adenoviren zu liegen.
Da das RGD-modifizierte Adenovirus CAR-unabhangig infiziert und eine erfolgreiche
Suizidgen-vermittelte Zytotoxizitat induzieren konnte, liegt die Vermutung nahe, dass die
Zelllinie T-47D eine sehr niedrige oder keine CAR-Expression zeigt. Fur die Internalisation
des Adenovirus werden neben dem CAR auch die Integrine (o3 und o,5) benétigt. Diese
Molekule, CAR und Integrine, zeigen kein ubiquitares Vorkommen in Tumorgeweben (Zeimet
et al., 2002). Mdgliche Verbesserungen der adenoviralen Suizidgentherapie bestehen in der
weiteren Optimierung des adenoviralen Gentransfers durch Modifikationen des Virus. Eine
neuartige Mdglichkeit stellt der Austausch der Fiber-Knob-Domane dar. Die meisten

adenoviralen Vektoren basieren auf dem Serotyp 5-Adenovirus (Ad5). Dieser Ad5 bendtigt
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den CAR als primaren Rezeptor fir die Infektion, der in Tumoren variabel exprimiert wird und
bei Mangel an CAR die Adenovirus-Infektion limitieren kann. Durch den Austausch der Ad5-
Fiber-Knob-Domane gegen eine Fiber-Knob-Domane aus Adenoviren des Serotyp 3 (Ad3)
wird der Virus-Tropismus verandert, so dass die Infektion nicht mehr Gber den CAR erfolgt.
Der Rezeptor flr das Ad 3 scheint in Ovarialkarzinomen hdher exprimiert zu sein als der
CAR und bietet deshalb die Méglichkeit héhere Gentransfereffizienzen zu erreichen
(Kanerva et al., 2002a). Weitergehende Studien zeigten, dass chimare Ad5 mit Fiber-Knob-
Domane aus Ad3 in vitro und in vivo bessere Gentransferraten als RGD-modifizierte Viren
ergeben und die Toxizitdt und Verteilung im Organismus der modifizierten Adenoviren

vergleichbar mit den Wt-Adenoviren des Serotyp 5 sind (Kanerva et al., 2002b).

Zusammengefasst zeigten die Experimente, dass die Toxizitdt des adenoviralen Gen-
transfers stark abhangig von der Qualitat der Viruspraparation war und in den getesteten
Zelllinien unterschiedlich starke Auswirkungen zeigte. Nur qualitativ gute Viruspraparationen
fUhrten bei hohen Virentitern zu relativ geringen Toxizitaten in der Zellkultur. Das modifizierte
Virus RGD-CMV-TK erméglichte in allen getesteten Mamma- und Ovarialkarzinom-Zelllinien
eine effiziente Suizidgentherapie und zeigte in der Ad5-resistenten Tumorzelllinie T-47D mit

fehlendem CAR die Verbesserung des Gentransfers im Vergleich mit Ad-CMV-TK.

4.3. Transkriptionelle Requlation und Induktion der Genexpression

Um eine spezifische Expression des Transgens in den Tumorzellen - nicht aber in den Zellen
des Normalgewebes - zu erreichen, sollte die Transkription des Suizidgens unter die
Kontrolle geeigneter Promotoren gestellt werden. Idealerweise flihrt ein tumorspezifischer
Promotor zu keiner Expression im Normalgewebe, ist aber im Tumorgewebe aktiv oder
spezifisch induzierbar.

In der Literatur werden die Promotoren der Gene Cyclooxigenase 2 (COX2) und Midkine
(MK) als potentielle Kandidaten fiir die tumorspezifische Regulation der Suizidgenexpression
bezeichnet, da sie einerseits in den lebenswichtigen Organen inaktiv sind (Adachi et al.,
2000; Yamamoto et al., 2000) und andererseits eine spezifische Expression in vielen
Tumoren vermitteln kdnnen (Wesseling et al., 2001; Casado et al., 2001b). Im Rahmen
dieser Arbeit wurden die Promotoren COX2 und MK in den Mamma- und Ovarialkarzinom-
Zelllinien analysiert und getestet, ob sie eine Suizidgentherapie in vitro vermitteln kénnen.
Fir die Behandlung des Mammakarzinoms scheinen die Promotoren der Gene flr die Milch-
proteine a-Lactalbumin (ALA) und B-Casein (CAS) geeignet zu sein, da diese nur im
laktierenden Brustgewebe gebildet und deshalb sehr restriktiv reguliert werden. Dadurch wird
eine Aktivitat der Promotoren im Normalgewebe ausgeschlossen. Mammakarzinome zeigen

ahnliche Eigenschaften wie Milch-produzierende Zellen, da sie haufig aus Zelltypen
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entstehen, die in der laktierenden Brust fur die Bildung der Milchproteine verantwortlich sind.
Im Laufe der Schwangerschaft, Geburt und Stillzeit kommt es wahrend der Verzweigung der
Milchgange zur Vermehrung und Proliferation von Epithelzellen und diese zeigen Karzinom-
ahnliche Eigenschaften, wie z.B. Fahigkeit zur Neoangiogenese und Resistenz gegen
Apoptose-Signale (Wiseman et al., 2002; Djonov et al., 2001).

Der Promotor des Multiple Drug Resistance (MDR)-Gens, das eine Resistenz von Tumor-
zellen gegen die Chemotherapeutika aus der Wirkstoffklasse der Taxane und Anthrazykline
vermittelt, schien im Rahmen der Suizidgentherapie fur die Behandlung des Ovarial-
karzinoms geeignet, da hier besonders haufig eine Resistenz nach Chemotherapie auftritt.
Die Chemotherapie-resistenten Tumorzellen stellen bei der klassischen Tumorbehandlung
einen negativen Prognosefaktor dar, da sie nur schwer mit zusatzlichen Behandlungen
therapierbar sind. Die eigentlich negative Eigenschaft der MDR-basierten Resistenz kann als
Angriffpunkt der Suizidgentherapie genutzt werden, indem der MDR-Promotor fir die
Transkriptionsregulation der HSV-TK eingesetzt wird. Da die chemoresistenten Tumorzellen
das MDR-Gen exprimieren, wirde auch das Suizidgenprodukt hergestellt werden und die
Tumorzellen kénnten durch GCV-Gabe getotet werden (siehe Abbildung 1.4.2.2.). Durch
eine Kombination aus Chemotherapie und Suizidgentherapie unter regulatorischer Kontrolle

des MDR-Promotors sollte also eine synergistische Tumortherapie moglich sein.

In den Luziferase-Assays zeigten die Promotoren COX2 und MK in allen getesteten Zelllinien
eine deutliche Aktivitat (Abbildung 3.4.2.1.). Allerdings konnte bei Verwendung Ad-COX2-TK
in der Zelllinie T-47D und mit Ad-MK-TK in den Zelllinien T-47D, ZR-75-1 und MDAH 2774
kein signifikanter Effekt der Suizidgentherapie festgestellt werden. Diese anscheinend
widerspruchlichen Daten erklaren sich wahrscheinlich aufgrund der unterschiedlichen Ana-
lysesysteme. Da im Luc-Assay die Luziferase-Aktivitat des Zelllysats analysiert wird, kbnnten
wenige transfizierte Zellen mit starker Luziferase-Expression ein nachweisbares Signal
ergeben, obwohl der Prozentsatz transduzierter Zellen vernachlassigbar ist und im MTT-
Assay keine signifikante Abnahme der Zellzahl bewirken wirde. Im MTT-Assay wird ein
Schwellenwert der HSV-TK-Expression bendtigt, damit die nicht-transduzierten Zellen den
toxischen Effekt der Suizidgentherapie nicht durch vermehrte Zellteilung kompensieren
kénnen. Im Falle der Zelllinie T-47D wird dieser Schwellenwert vermutlich aufgrund der
mangelhaften Transduktion mit Wt-Adenoviren und in ZR-75-1- und MDAH 2774-Zellen

vermutlich durch zu geringe Promotoraktivitaten verfehilt.

Nach Uberprifung der korrekten Klonierung der Promotoren ALA und CASENH durch die
DNA-Sequenzierung zeigte sich in der X-Gal-Farbung (Abbildung 3.3.3.1.) bei Verwendung

des ALA-Promotors eine deutliche Aktivitat, bei Verwendung des CASENH-Promotors aber
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keine deutliche Farbung. Der CASENH-Promotor zeigte auch in Luziferase (Luc)-Assays
keine Aktivitat (Abbildung 3.3.4.2.1.), so dass dieser in den weitergehenden Experimenten
nicht mehr verwendet wurde. Der Grund fur die fehlende Aktivitdt des CASENH-Promotors
konnte an der unvollstdndigen bzw. falschen hormonelle Induktion liegen. Obwohl fur das
Casein-Gen eine Aktivierung durch Prolactin und Glucocorticoid-Hormone beschrieben
wurde (Rosen et al.,, 1998), kdnnte fur die Induktion der CASENH-Promotor-Aktivitat die
Verwendung weiterer Hormone notwendig sein. Fur den ALA-Promotor zeigte sich in den
Luc-Assays eine geringe basale Aktivitdt, die nach Inkubation mit Prolactin und
Dexamethason um den Faktor 9 verstarkt wurde (Abbildung 3.3.4.2.1.). Diese Induktion
resultierte im Vergleich zum CMV-Promotor in relativ geringen Promotoraktivitaten. Der ALA-
Promotor war in den getesteten Zelllinien also relativ schwach (Abbildung 3.4.2.2.). Um die
ausreichende Aktivitat des ALA-Promotors flr eine Suizidgentherapie zu testen, wurden mit
den hormonell induzierten Zelllinien eine in vitro-Suizidgentherapie durchgefiihrt. In den
Zelllinien T-47D und SKOV3.1P1 zeigte sich keine erfolgreiche Suizidgentherapie (Abbildung
3.4.3.6.), obwohl im Luc-Assay eine Induktion des ALA-Promotors gezeigt werden konnte.
Ursache war vermutlich wieder die Unterschreitung des Schwellenwertes, ab dem ein Effekt
der HSV-TK-Expression detektiert werden konnte.

Obwohl in den Zelllinien BT-20 und SK-BR-3 im Luc-Assay keine Induktion der ALA-
gesteuerten Genexpression durch die Hormon-Gabe induziert werden konnte, zeigte sich
nach Suizidgentherapie mit Ad-ALA-TK ein signifikanter Effekt (Abbildung 3.4.3.6.).
Allerdings war die Basisaktivitat des ALA-Promotors in diesen Zellen relativ hoch, so dass
sie ausreichend gewesen sein konnte, den therapeutischen Effekt nach Suizidgentherapie

auszulosen.

In Bezug auf den MDR-Promotor war von Interesse, ob man in den Zelllinien in vitro eine
Resistenz gegen das Zytostatikum Doxorubicin auslésen konnte. Erkennbar war die
Resistenz an der Proliferation der Zellen trotz der Zugabe von Doxorubicin zum
Kulturmedium. Die Kultivierung der verschiedenen Zelllinien mit Doxorubicin gelang nur im
Falle von SK-OV-3-Zellen, fir die eine Resistenz basierend auf dem MDR-Gen gezeigt
wurde (ATCC, 2002) und hier bestatigt werden konnte. Die Analyse zeigte eine geringe
basale Expression, obwohl die Zellen ohne Doxorubicin kultiviert wurden. Nach Zugabe von
Doxorubicin erhdhte sich die Expressionsstarke des MDR-Gens und liel3 sich
konzentrationsabhangig steigern (Abbildung 3.3.4.1.1.). Nach Uberprifung der korrekten
Klonierung des MDR-Promotors durch Sequenzierung zeigte sich in der X-Gal-Farbung
(Abbildung 3.3.3.1.) eine deutliche Aktivitat in SK-OV-3-Zellen.

In Luziferase-Assays (Abbildung 3.3.4.2.1.) konnten die Induzierbarkeit der MDR-

gesteuerten Expression nach Inkubation von SK-OV-3-Zellen mit Doxorubicin gezeigt
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werden. Hier kam es zu einer Verstarkung der Promotoraktivitdt um den Faktor 5,5,
wohingegen in allen anderen Zelllinien nur relativ schwache Basalaktivitaten gemessen
wurden (Abbildung 3.4.2.3.). ErwartungsgemaR zeigten die SK-OV-3-Zellen nach Inkubation
mit Doxorubicin eine therapeutische Wirkung nach Suizidgentherapie mit Ad-MDR-TK,
wohingegen die unbehandelten SK-OV-3-Zellen keine Wirkung zeigten (Abb. 3.4.3.7.). Ohne
Doxorubicin-Inkubation reichte die Basalaktivitdt des MDR-Promotors nicht aus, um bei einer
Infektionsdosis von 10 MOI und Gabe von 100 ug/ml GCV ein Abtdéten der Zellen
auszuldsen. Bei einer Erhéhung der Virusdosis auf 100 MOI zeigte sich auch in den Zellen
ohne Doxorubicin-Vorbehandlung eine starke Reduktion der vitalen Zellen, die sich nicht
signifikant von Zellen mit Doxorubicin-Vorbehandlung unterschied. Das bedeutet, dass bei
100 MOI die Kopienzahl von MDR-TK in der Zelle und die basale Promotoraktivitat eine
ausreichende Expression der HSV-TK und damit eine therapeutische Wirkung der

Suizidgentherapie vermitteln konnte.

Zusammengefasst zeigten die Promotoren CMV, COX2, MK, ALA und MDR eine
ausreichende Aktivitdt, um eine Suizidgentherapie in vitro durchzuflihren. Die antitumorale
Effizienz war dabei von der Zelllinien-spezifischen Aktivitat der Promotoren und der
ausreichenden CAR-Expression abhangig. Im Falle der Promotoren ALA und MDR war die
optimale Stimulation der Zellen mit Hormonen bzw. Doxorubicin wichtige Voraussetzung flr
die ausreichende Transgenexpression. Diese vielversprechenden Daten zeigen, dass die
Promotor-gesteuerte Suizidgenexpression eine geeignete Strategie zur Etablierung einer
Tumor-spezifischen Therapie sein koénnte. In weitergehendenden Experimenten sollte vor
allem das Potential des MDR-Promotors in einem in vivo-Therapieansatz analysiert werden,
da sich fur austherapierten Patientinnen mit chemoresistenten Tumoren eine Behandlungs-

strategie ergeben wiirde.

Weitere Verbesserungsmoglichkeiten der Effizienz und Spezifitat der Suizidgentherapie
ergeben sich aus den systematischen, vergleichenden Analysen der Genexpression von
Tumor- und Normalgeweben. Neben den verwendeten Promotoren werden immer weitere
vielversprechende Promotor-Kandidaten fiir eine tumorspezifische Expression entwickelt.
Hierbei sind vor allem Promotoren von wichtigen Genen der Neoangiogenese von
Bedeutung. Ein potentieller Kandidat ist der Promotor des Flt-1-Gens, das fur einen Rezeptor
des vaskularen endothelialen Wachstumsfaktor (VEGF) kodiert. Das VEGF ist einer der
Hauptfaktoren in der Regulation der Blutgefalbildung. Da die Blutgefal3bildung in den
Tumorzellen fehlreguliert ist, kommt es in Tumorzellen zur Uberexpression des Flt-1-Gens,
die fir eine Transgenexpression durch den Flt-1-Promotor genutzt werden konnte
(Bauerschmitz et al., 2002b).
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Falls die Aktivitat des spezifischen Promotors zu gering sein sollte, gibt es weitere
Moglichkeiten, um die transkriptionelle Aktivitat zu verstarken. Der spezifischen Promotor
kann die Expression eines synthetischen Transkriptionsaktivator regulieren. Vor das
eigentliche Reportergen unter der Regulationskontrolle des spezifischen Promotors werden
die entsprechenden Bindungsstellen flr den Transkriptionsaktivator eingefiigt. Dadurch wird
die Expression des Reportergens uber den synthetischen Transkriptionsfaktor um bis zu
100-fach verstarkt und die Spezifitat bleibt erhalten (Nettelbeck et al., 1998 und 2000).

Zur Minimierung der unerwilnschten Nebenwirkungen bei einer basalen Expression des
verwendeten Promotors in lebenswichtigen Organen wie z.B. der Leber kdnnen spezielle
Transgenkonstrukte verwendet werden (Reynolds et al., 2001). Dabei werden die
Ubertragenen Transgene Uber eine nicht-humane Rekombinase inaktiviert. Diese nicht-
humane Rekombinase wird in dem gefahrdeten Organ exprimiert, blockiert die Expression
des Transgens und damit die potentielle Toxizitat.

Eine weitere Effizienzsteigerung der Suizidgentherapie ist durch die Anwendung anderer
Purin-Analoga anstelle von GCV mdglich. Dadurch konnte der Bystander-Effekt in der

Suizidgentherapie um den Faktor 3 gesteigert werden (Degréve et al., 1999).

4.4. Kombination aus Chemo- und Gentherapie im Tierversuch

Fir die klinische Anwendung der Gentherapie zur Behandlung des Ovarialkarzinoms ist der
Einfluss des Aszites auf die Gentransfereffizienz ein wichtiger Faktor. Fir RGD-modifizierte
Adenoviren wurde im Gegensatz zu Adenoviren mit Wildtyp(Wt)-Hille keine Inhibition des
Gentransfers durch neutralisierende Antikorper aus dem Aszites beschrieben (Blackwell et
al., 2000). Da diese Antikorper, die gegen die Fiber-Knob-Doméane des Adenovirus gerichtet
sind, in einem hohen Prozentsatz der Bevdlkerung nachgewiesen wurden (Schulick et al.,
1997; Rosenberg et al., 1998), sollten fiir eine erfolgreiche, klinische Gentherapie Adeno-
viren mit modifiziertem Tropismus verwendet werden. Durch die RGD-Modifikation der Fiber-
Knob-Domaéane verlieren die Antikdrper ihre neutralisierende Wirkung, so dass mit diesen
RGD-Adenoviren eine erfolgreiche, intraperitoneale Gentherapie maoglich ist (Blackwell et al.,
2000). Um das Potential des RGD-CMV-TK-Virus fur die klinische Anwendung
einzuschatzen, muss auch eine Kompatibilitdt mit den etablierten Therapiemallhahmen
vorhanden sein. In der klinischen Anwendung wirde eine Suizidgentherapie nur erganzend
und begleitend neben den klassischen Methoden angewendet werden. Die Wirkung der
Suizidgentherapie mit RGD-CMV-TK und der Chemotherapie durfen sich nicht gegenseitig
inhibieren, sondern sollten sich idealerweise additiv oder synergistisch verstarken.

Im subkutanen Tumormodell mit Nacktmausen wurden unterschiedliche Kombinationen von
Chemo- und Gentherapie hinsichtlich ihrer antitumoralen Effekte am Beispiel von 2 Ovarial-

karzinom-Zelllinien analysiert. Dabei wurden neben zwei Chemotherapeutika auch drei
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zeitliche Kombinationen von Chemo- und Suizidgentherapie untersucht. In Tabelle 4.5.1.
sind die Ergebnisse der Experimente zusammengefasst. Neben der finalen Tumorgréfie
nach einem Beobachtungszeitraum von 30 Tagen und den unterschiedlichen Behandlungs-
strategien ist auch die Tumorgrélte am Tag der letzten therapeutischen Injektion von GCV
bzw. dem Chemotherapeutikum angegeben. Bei der alleinigen Suizidgentherapie wurde die
letzte GCV-Injektion an Tag 14 verabreicht, bei der gleichzeitigen Durchfiihrung von Chemo-
und Gentherapie wurde die letzte therapeutische Injektion an Tag 18 und bei der gestaffelten

Anwendung an Tag 23 (1. Chemotherapie) bzw. an Tag 22 (1. Gentherapie) gegeben.

nach Tag 30 letzte therapeutische Injektion
Therapie MDAH 2774 SKOV3.IP1 MDAH 2774 SKOV3.IP1
NK 991 1175 -- --
GCV 1152 1023 -- --
Topo 743 730 -- --
Taxol 644 603 - --
Virus 667 510 -- --
ST 951 187 256 360
1. Topo, 2. ST 255 192 173 203
1. ST, 2. Topo 194 237 135 321
ST + Topo 154 336 76 411
1. Taxol, 2. ST 538 225 499 296
1. ST, 2. Taxol 321 168 275 333
ST + Taxol 402 165 266 420

Tabelle 4.5.1. TumorgréRen in mm® am Tag 30 bzw. am Tag der letzten therapeutischen Injektion
von GCV oder dem Chemotherapeutikum. Als Therapien wurden neben den Kontrollgruppen
verschiedene zeitliche Kombinationen von Chemo- und Suizidgentherapie durchgefiihrt (NK:
Negativ-Kontrolle; GCV: GCV-Gabe; Topo: Topotecan-Gabe; Taxol: Taxol-Gabe; Virus: RGD-CMV-
TK-Injektion; ST: Suizidgentherapie). Aufgefuhrt sind die Mittelwerte von 8 Tumoren.

Interessanterweise zeigten die zwei Tumormodelle (MDAH 2774, SKOV3.IP1) eine unter-
schiedliche Wachstumsdynamik (Tabelle 4.5.1.). Offensichtlich trat die Wirkung der Suizid-
gentherapie in MDAH 2774-Tumoren schnell ein, so dass es schon nach wenigen Tagen zu
einer Hemmung des Tumorwachstums kam. Nach der letzten therapeutischen Injektion
nahm die Tumorgrofie wieder zu, da sich die Uberlebenden Tumorzellen wieder vermehren
konnten. In SKOV3.IP1-Tumoren setzte die Therapie-Wirkung erst spater ein, aber die
kontinuierliche GréRenreduktion des Tumors flhrte nach 30 Tagen oft zu kleineren Tumoren
als im MDAH 2774-Modell. Da auch in der Klinik des Ovarialkarzinoms solche
unterschiedlichen Wachstumsverlaufe bekannt sind, wurden beide Modelle experimentell
intensiv weiterverfolgt. In MDAH 2774-Tumoren zeigte die Kombination mit Topotecan die
hohere antitumorale Effizienz, aber in SKOV3.IP1-Tumoren besalten beide Kombinationen
keinen deutlichen Vorteil gegenuber der alleinigen Suizidgentherapie. Taxol zeigte lediglich
tendenziell eine etwas bessere Wirkung.

In MDAH 2774-Tumoren zeigte sich eine synergistische Wirkung von Chemo- und Suizid-
gentherapie. Nach alleiniger Suizidgentherapie wurden nur minimale Effekte gemessen, aber

die Kombinationstherapie mit Topotecan oder Taxol verursachte sehr viel starkere antitu-
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morale Effekte, die auch deutlich starker waren als die Addition der antitumoralen Effekte
von alleiniger Suizidgen- bzw. Chemotherapie. Diese synergistische Wirkung einer Kombina-
tionstherapie trotz ineffektiver Suizidgentherapie wurde schon fir andere Adenoviren und
Chemotherapeutika beschrieben (Gurnani et al., 1999; Wildner et al., 1999).

In SKOV3.IP1-Tumoren zeigte die Suizidgentherapie einen starken Rickgang der Tumor-
groéle, deshalb verblieb wenig Spielraum fir additive oder synergistische Effekte einer Kom-
binationstherapie. In drei Kombinationstherapie-Ansatzen waren die Tumore an Tag 30
sogar groRer als nach alleiniger Suizidgentherapie. Die fehlende Verbesserung der anti-
tumoralen Effizienz der Kombinationstherapie kann mit der identischen Wirkungsstrategie
von Chemo- und Suizidgentherapie erklart werden. Beide Methoden wirken vor allem gegen
proliferierende Zellen. Da aber beide Methoden schon alleine in SKOV3.IP1-Tumoren gute
antitumorale Effekte erzielen und die proliferierenden Zellen téten, kann die zweite Therapie
nicht mehr effizient wirken.

Eine moglichst frihe Behandlung mit mehreren Wirkstoffen flihrte in der Chemotherapie zu
hoheren antitumoralen Effekten als die Gabe von nur einem Wirkstoff. Analog dazu bestand
die Erwartung, dass die simultane Durchfiihrung der Chemo- und Suizidgentherapie
effizienter sein sollte als die sequentielle Kombination, die mit normalen Adenoviren bestatigt
wurde (Wildner et al., 1999). Im Rahmen dieser Arbeit konnte fir MDAH 2774-Tumore diese

Hypothese nur bei Verwendung von Topotecan eindeutig bestatigt werden (Tabelle 4.5.1.).

Die Wirksamkeit der Suizidgentherapie ist oft limitiert, da das replikations-defiziente
Adenovirus den meist soliden Tumor nur ineffizient infiltrieren und penetrieren kann. Deshalb
bleibt die Wirkung auf den dufleren Bereich des Tumors beschrankt. Durch die Verwendung
von onkolytischen, replikationskompetenten Adenoviren, deren Replikation selektiv nur in
Tumorzellen erfolgen kann, ist eine bessere Penetration des Tumors und so eine effiziente
Tumorbehandlung mdglich (Heise et al., 2000; Kirn et al., 2001; Bauerschmitz et al., 2002a).
Durch die Kombination der selektiven, onkolytischen Virusreplikation und der spezifischen
Suizidgenexpression mit Bystander-Effekt sollte eine Verbesserung der antitumoralen

Effizienz der Krebs-Gentherapie mdglich sein.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass die Kombination der Suizidgentherapie und
der Chemotherapie in MDAH 2774-Tumoren wirksamer war als die Einzeltherapien. Dass in
SKOV3.IP1-Tumoren die kombinierte Therapie nur in Einzelfallen wirksamer war als die
alleinige Suizidgentherapie, erklart sich aufgrund der hohen antitumoralen Effizienz der
Suizidgentherapie. Dadurch gab es nur wenige proliferierende Tumorzellen, die durch die
zusatzliche Chemotherapie abgetétet werden konnten. Aufgrund variabler Ergebnisse der

verschiedenen Versuchsansdtze konnte keine zeitliche Kombinationsmoglichkeit als
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optimale Lésung fur alle Versuche identifiziert werden. Da keine inhibierenden Einflisse von
Chemo- und Suizidgentherapie mit RGD-CMV-TK aufgetreten sind, bietet die Kombination
die Madglichkeit, starkere antitumorale Effekte als mit der jeweiligen Einzeltherapie zu
erreichen. Die synergistische Wirkung in Tumoren, die schlecht auf eine Chemotherapie
reagieren, sollte nach operativer Entfernung der Haupttumorlast und Behandlung des
minimalen Tumorrests mit einer Kombination aus Chemo- und Gentherapie zu einer

deutlichen Verbesserung der Langzeit-Therapie-Erfolge fuhren.
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5. Zusammenfassung

Die Suizidgentherapie mit HSV-TK bietet die Moglichkeit einer vielversprechenden,
innovativen Therapieerganzung in der gynakologischen Onkologie, um die Prognose und
Heilungsaussichten der Patientinnen zu verbessern.

In vitro und in Tierversuchen konnten bisher gute Therapieergebnisse erzielt werden, aber
erste klinische Anwendungen lieferten enttduschende Resultate. Aufgrund einer zu geringen
Gentransfereffizienz und fehlender Spezifitat der verfligbaren Systeme ergaben sich unbe-
friedigende Ergebnisse, so dass Verbesserungen der Suizidgentherapie fir die effiziente
klinische Anwendung nétig waren.

Durch RGD-Modifikation von adenoviralen Vektoren konnte eine erhdhte Infektidsitat der
Vektoren erreicht werden, die sich vor allem bei Tumoren mit verringerter oder fehlender
CAR-Expression auswirkte. In der vorliegenden Arbeit konnte mit einem RGD-modifizierten
Adenovirus in allen getesteten Zelllinien eine Suizidgentherapie induziert werden, obwohl
diese zum Teil durch einen analogen Wt-Vektor nicht therapiert werden konnten. Fir die
potentielle klinische Anwendung der RGD-Viren war die Kompatibilitat mit einer klassischen
Chemotherapie von besonderem Interesse. In Tierversuchen wurde gezeigt, dass in Tumo-
ren, die schwach auf eine singulare Suizidgen- bzw. Chemotherapie reagierten, eine Kombi-
nation der beiden Therapien synergistische antitumorale Effekte hervorrief. Dabei konnte in
verschiedenen Tumorsystemen keine zeitliche Kombinationsfolge favorisiert werden.
Hinsichtlich der Immunogenitat haben nicht-virale Vektorsysteme (z.B. Lipofektion) gegen-
Uber den viralen Vektoren den Vorteil keine Immunantwort auszulésen. Das in unseren
Zelllinien effizienteste Lipofektionssystem kann aber nicht in cGMP-Qualitat hergestellt und
deshalb nicht klinisch angewendet werden. Das neue CCQ-basierte Lipofektionssystem
wurde im Rahmen dieser Arbeit auf seine Gentransfereffizienz und Toxizitat in vitro getestet
und zeigte im Vergleich mit dem Referenzsystem bessere bis vergleichbare Resultate. Die
Prasenz von Aszites, ein klinisch relevanter Faktor, hatte auf das neue CCQ-basierte System
keinen deutlichen Einfluss, wohingegen das Referenzsystem stark inhibiert wurde.

Die transkriptionelle Kontrolle der Suizidgenexpression mit spezifischen Promotoren
ermoglicht die Einschrankung der Therapiewirkung auf das Tumorgewebe. Die mit der
Karzinogenese assoziierten und in wichtigen Organen inaktiven Promotoren MK und COX2
zeigten ebenso wie der ALA- und MDR-Promotor eine Aktivitat in den getesteten Zelllinien.
Allerdings ist flr die erfolgreiche Suizidgentherapie mit den Promotoren ALA und MDR eine
Induktion der Promotoraktivitat notwendig. Im Falle des MDR-Promotors lasst sich die
ungunstige klinische Situation von Chemotherapie-resistenten Tumoren ausnutzen, da eine
MDR-Promotor-regulierte Suizidgentherapie nur in den resistenten Zellen toxisch wirken

sollte.
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€
°C

Mm

A

Ad5
ADR
A.L.F.
Abb.
ALA
APS
Aqua dest.
ATCC
bp

bzgl.
bzw.

C

ca.
CAR
CAS
CASENH
ccQ
cDNA
cGMP
CIP
CMV
d.h.
dATP
dCTP
DEPC
dGTP
DMSO
DNA
dNTP
DOPE
DTT
dTTP

E
EDTA
et al.
evtl.
FACScan
FCS

G
GAPDH
Ganciclovir
GCvV

h

HS
HSV-TK
kb

kDa
Luc

molarer Extinktionskoeffizient

Grad Celsius

Micrometer

Adenin

Adenovirus des Serotyp 5

Adriamycin (=Doxorubicin)

Automated Laser Fluorescent DNA Sequencer
Abbildung

alpha-Lactalbumin

Amoniumpersulfat

destilliertes Wasser

American type culture collection
Basenpaare

bezuglich

beziehungsweise

Cytosin

circa

Coxsackie-Adenovirus-Rezeptor
beta-Casein

beta Casein + Enhancer-Element
Carboxycholesteryl- modifizierte Chloroquine
komplementare DNA

current good manufacturing practice

Calf Intestine Phosphatase

immediate early Promotor des Cytomegalovirus
das heif3t

Desoxyadenosin-5-triphosphat
Desoxycytidin-5"-triphosphat
Diethylpyrocarbonat
Desoxyguanosin-5-triphosphat
Dimethylsulfoxid

Desoxyribonukleinsdure
Desoxynukleotid-5"-triphosphat
1,2-Dioleylglycerol-3-Phosphoethanolamin
Dithiothreitol
Desoxythymidin-5"-triphosphat

Extinktion

Ethylendiamintetraacetat

und andere

eventuell

Fluorescence activated cell scanning
fotales Kalberserum

Guanin
Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase
([+]-9-[1,3-Dihydroxy-2-propoxymethyl]guanine)
Ganciclovir

Stunde

Pferde-Serum

Thymidin-Kinase aus Herpes simplex-Virus
Kilobasenpaare

Kilo-Dalton

Luziferase
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MCS
MDR
Min

ml
mol%
mRNA
MTT
nm

oD

P

PBS
PCI
PCR
PFU
RLU
RNA
RT
RT-PCR
SDS
sec

T

t

Taq
TBE
TCIDsg
TEMED
Tris

Upm
uUTpP
uv

VEGF
VP

wt
X-Gal
z.B.

multiple cloning site

multiple drug resistance

Minute

Milliliter

molare Prozent

messenger RNA
3-[4,5-Dimethylthiazol-2-2yl]-2,5-Diphenyl-Tetrazolium-Bromid
Nanometer

optische Dichte

Wahrscheinlichkeit
Phosphat-gepufferte Kochsalzlésung
Phenol : Chloroform : Isoamylalkohol (25:24:1)
Polymerasekettenreaktion

Plague forming unit

relative Lichteinheit

Ribonukleinsaure

Raumtemperatur

Reverse Transkriptase PCR
Natrium-dodecyl-Sulfat

Sekunde

Thymin

Zeit

Tag-Polymerase

Tris-Borat-EDTA

Tissue culture infectous dose

N, N, N, N-Tetramethylethylen-diamin
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
Uracil

Unit (Enzymaktivitat)

Umdrehungen pro Minute
Uridin-5"-triphosphat

Ultraviolettes Licht

Volt

vascular endothelial growth factor
Virus Partikel

Wildtyp
(5-bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-galactopyranoside)
zum Beispiel
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|. Plasmidkarten

pGL3-ALA
5556,Clal,
5452,Clal,
5310,Pvul, :
| MIuNI,571
Kpnl, 717
4941,Nael. i Hindll,797
) ! i Bsm|,804
: ‘i Ncol,830
f1 i ,
ori I ALA Prom "",,Nar|,864
4264,Pvul.
4257 Avall
amres  PGL3-ALA
5562 bps “Bcll,1412
4035,Avall”

2872, Nae|'

Funktionelle Einheiten des Plasmids:
ALA-Promotor:
Luziferase-Reportergen:
Poly-A (aus SV40):
Ampicillin-Resistenzgen:

Replikationsursprung (f1 ori):

“Avall, 2011

i i Xbal,2486
i Nael,2501
it Bsml,2561
| Hpal,2644

% Bsml,2660

i Clal,2740
iBamHI,2748
Sall,2754

37-798
832-2484
2516-2737
3824-4684
4817-5217

Kpnl
Sacl
Miul
Nhel
Xmal
Smal
Xhol
Bglll
Sacl
44
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pGL3-CASENH

Kpnl,1
;Sacl,7
5960,Clal 115
5856,Clal, & Nhel.21
5714,Pwl, Pwull, 413

,Bgl1,507
] .Xho|,695
','{,Bglll,699

Avall, 1195
{ HindIll, 1201
#Bsml,1208
¥ Nco1,1234
—"_Narl,1268

CAS Prom
-

~N

4668,Pvul,
4661,Avall 5000 oo
Amp Res pGL3-CASENH
4439 Avall” 5966 bps
" Bel1,1816

“Avall 2415

3276,Nael’

3158,Sa/1% i i iXbal2890

3152,BamHI; i i Nael,2905
3064,Bsml :
3048,Hpal

Funktionelle Einheiten des Plasmids:

ENH-Element: 59-695
CAS-Promotor: 736-1201
Luziferase-Reportergen: 1236-2888
Poly-A (aus SV40): 2920-3141
Ampicillin-Resistenzgen: 4228-5088

Replikationsursprung (f1 ori): 5221 5675
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pGL3-CMV
5673,Cla|:
5569,Cla|: :Sall,56
5427,Pvul, P MI,252
.Ndel,507
.Ncol,634
5058,Nae|n‘ : Sac! 838
JHindlll,914
i i Bsml,921
| CMV Prom ; 5;1"",Nco|,947
*.Narl,981
4381,Pvul,
4374, Avall .
Amp Res pGL3'CMV
5679 bps
4152,Avall Bcll,1529
“Avall,2128

2089, Nael E :"‘-.\'Xbal,2603
2871,Sall i Nael,2618
2865,BamHIi (i Bsml2678
2857,Clal | Hpal,2761
Bsm|,2777
Funktionelle Einheiten des Plasmids:
CMV-Promotor: 37-915
Luziferase-Reportergen: 949-2601
Poly-A (aus SV40): 2633-2854
Ampicillin-Resistenzgen: 3941-4801

Replikationsursprung (f1 ori): 4934-5388

Kpnl
Sacl
Miul
Nhel
Xmal
Smal
Xhol
Bglll
36
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pGL3-MDR
Xbal,69 1
“Xho!,131
i Bsm1,143 Ronl
i Sacl
.Sacl,262 Mi
S H ul
5215Clal, | £ | ixpal432 "
5111,Clal, | & | iSa)l438 e
4969,Pvul, | ' Pstl.444 Xhel
3 Hlnd|||,456++ Balll
/" Narl,523 9
) EcoRV
4600,Nael, Clal
EcoRI
54
_.Bcl1,1071
3923,Pvul, _ pGL3-MDR
3916,Avall.: Amp Re4000
5221 bps
3694,Avall”
" Avall, 1670

'\ Xbal, 2145

\ Nael,2160
i 'Bsml,2220
i Hpal,2303
§ Bsml2319
i Clal,2399
{ BamHI,2407
i Sall,2413
Nael,2531
Funktionelle Einheiten des Plasmids:
MDR-Promotor: 37-457
Luziferase-Reportergen: 491-2143
Poly-A (aus SV40): 2175-2396
Ampicillin-Resistenzgen: 3483-4343

Replikationsursprung (f1 ori): 4476-4930
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pGlacZ-ALA
7340,Clal,
7236,Clal,
7094,Pvul, ;
b MIuN1,571
6725,Nael, " Kpnl,717
> / Hindlll,797
\ .Kpn1,1000
f1 ori / .Clal,1082
LA Prom * /vl 1168
6048,Pvul. \ £ Pvul 1198
6041,Avall’,
5819,Avall... ..Hpal,1502

pGlacZ-ALA

7346 bps " Clal, 1901
Pvul,1924
- Hpal,2126
EcoRV,2189
% Miu1,2380
y Pvul, 2404
. . Bcll,2424
4656,Nael Avall,2619
4538,Sall’; |
4532,BamHl | . Pwl2857
4482 Bsml| 4 . Sacl,3014
4088,Pvull} P Miu1,3160
4082,EcoRl | i Miul,3585
4034,Nde| :
3725,Pvull
Funktionelle Einheiten des Plasmids:
ALA-Promotor: 37-797
lacZ-Reportergen: 881-4138
Ampicillin-Resistenzgen: 5608-6468

Replikationsursprung (f1 ori): 6601-7055

Kpnl
Sacl
Miul
Nhel
Xmal
Smal
Xhol
Bglll
Sacl
44
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pGlacZ-CASENH

Kpnl,1
iSacl,7
iMiul,15
iNhel,21
7744,Clal £ Smal 26
7640,Clal, & Pvull, 413
7498,Pvul, i E i .Bglll,507

.Xhol,695

7129,Nae|.\ i Bgl1,699

Avall, 1195
6452,Pvul, | /.HindIll, 1201

6445,Avall N CAS Prom _Kpn1,1404

7000 / . Cla |,1486
6223,Avall . 7 Pvull, 1572
“ Amp Res o0 Pl 1602

- w0 PGlacZ-CASENH . Hpal 1906
7750 bps B

" Clal,2305
Pvul 2328

- Hpal,2530

5060,Nael . EcoRV,2593
4942, Sall7 | 2 Miul, 2784
4936,BamHI Y Pvul,2808
4886,Bsm| . Bcll,2828
4492, Pvull? | 2 Avall, 3023
i ! : Pvul 3261
4486,EcoRI | P P
: ; : : Sacl,3418
4438 Nde| P Myl 564
4129 Pvull ’

3989, Miul’

Funktionelle Einheiten des Plasmids:

ENH-Element: 59-695
CAS-Promotor: 736-1201
lacZ-Reportergen: 1285-4542
Ampicillin-Resistenzgen: 6012-6872

Replikationsursprung (f1 ori): 7005-7459
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pGlacZ-CMV
7457,Clal,
7353,Clal, ..Sall56
Ll .Nde1,507
6842,Nael, ' .Ncol,634
‘ .Sac,838
¢ Hindlll,914

Kpn1,1117
“ Clal,1199

6158,Avall. " _Pwll, 1285

5936,Avall.__

Amp Res

..Hpal,1619
6000
pGlacZ-CMV
2000
7463 bps - }
"Clal,2018
. Hpal,2243
EcoRV,2306
" Bcll,2541
4773 Nael
4655,Sall ; | Avall,2736
4649,BamHI "} ‘
4089.Bsm] i 'Sacl,3131
4205,Pvull; |
4199,EcoRI
4151,Ndel :
3842,Pvull

Funktionelle Einheiten des Plasmids:

CMV-Promotor: 37-914
lacZ-Reportergen: 998-4255
Ampicillin-Resistenzgen: 5725-6585

Replikationsursprung (f1 ori): 6718-7172

Kpnl
Sacl

Nhel
Xmal
Smal
Xhol

Bglll

36
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pGlacZ-MDR
Xbal,69
i Xhol, 131 ]
Bsm1,143 Konl
_Sac|,262 SP”I
i BamHI426 M";’CI
i Xbal,432 Nhel
i Sall,438 e
i Psth444 Xmal
| Hindlll, 456 Sral
6384,Nae I\ ",Kpn 1,659 Bl
Pvull,827 EcoRV
i MDR Prom ’ EcoRI
1 ori I 54
_.Hpal,1161
5700,Avall.
5478,Avall...
pGlacZ-MDR
7005 bps “Hpal,1785
EcoRV,1848
- MIu1,2039
Bcl1,2083
" Avall, 2278
4315Nael”  Sacl,2673
4197,Sall; | ‘Miu1,2819
4191,BamHI’ | ‘_
4141,Bsm| : .MIU|,3244
3ra7.puull; ¢ "Pvull,3384
3741,EcoRl i ’
3693,Ndel
Funktionelle Einheiten des Plasmids:
MDR-Promotor: 37-456
lacZ-Reportergen: 540-3797
Ampicillin-Resistenzgen: 5267-6127

Replikationsursprung (f1 ori): 6260-6714
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pGTK-ALA
1
Kpnl
Sacl
5002,Clal, %,’,“ ||
4898,Clal, | X el
4756,Pvul, i ma
| Smal
Xhol
.MIuNI,571 Bglll
4387,Nael. .Kpn1,717 Sacl
; ,Hindill,797 44
| ALAProm g _,-",Nco 1,804
5000 ' Miul,831
_.Nael,900
Avall, 971
_.EcoRV,1034
_..EcoRV,1138
Amp Res
3710,Pvul 5008 bps TK
3703,Avall
- Apal, 1422
 MIuNI,1455
3481,Avall ~PSt|,1550
- Apal, 1639
. Apal, 1683
. MIuNI,1749
Y. Nael,1805++
it Xmal, 1911
Smal,1911
i i Xbal,1932

i Nael,1947
Bsm1,2007
i Hpal,2090
Bsm1,2106

i Clal,2186

i BamHI,2194
{ Sall,2200
Nael,2318

Funktionelle Einheiten des Plasmids:

ALA-Promotor: 37-797
HSV-TK-Reportergen: 806-1936
Poly-A (aus SV40): 1962-2183
Ampicillin-Resistenzgen: 3270-4130

Replikationsursprung (f1 ori): 4263-4717
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pGTK-CASENH

5406,Clal,
5302,Clal, |
5160,Pvul,
| Pwull413
" .Bglll,507
4791,Nael. Xho!,695
y /.Bgl11,699
Avall, 1195
CAS Prom £ HindIll, 1201
1000 - i Ncol,1208
4114,Pvul, " _Miul,1235
4107 Avall pGTK-CASENH ..Nae1,1304
Amp Resgooo
- 5412 bps ~__Avall,1375
EcoRV,1438
3885 Avall ™ " EcoRV,1542
. Apal 1826
~ MIuNI,1859
. Pstl,1954
. Apal,2043 ++
MIuNI, 2153 ++

I [ Smal 23154+
i i Xbal,2336
2722,Nae| Nl 2351
o Bsml,2411
{ Hpal,2494
Bsm|1,2510
Clal,2590
BamHI,2598
Sall, 2604
Funktionelle Einheiten des Plasmids:
ENH-Element: 59-695
CAS-Promotor: 736-1201
HSV-TK-Reportergen: 1210-2334
Poly-A (aus SV40): 2366-2587
Ampicillin-Resistenzgen: 3674-4534
Replikationsursprung (f1 ori): 4667-5121

Kpnl
Sacl

Miul

Nhel
Smal
Xmal
26
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pGTK-CMV
1
Kpnl
Sacl
5119,Clal, Miu|
5015,Clal, i .Sall,56 Nhel
4873,Pvul, O Miul,252 Xmal
) ] Smal
_Ndel,507 Xhol
4504,Nael, Ncol,634 Sarl
.Sacl,838
£ Hindlll,914
" /.Ncol,921
i Miu1,948
..Nael,1017
_Avall,1088
_.EcoRV,1151
w0  pPGTK-CMV ECcoRV,1255
3827,Pvul - Amp Res
Pvul -
3820,Avall 5125 bps
3508, Avall” - Apal, 1539
_ MIuNI,1572
~ Pstl,1667
. Apal,1756
. Apal, 1800 ++
(. Nael,1922++
i Xmal, 2028 ++

1 Xbal,2049
Nael,2064

L 'Bsml,2124
i Hpal,2207
i Bsml2223
i Clal,2303
{ BamHI,2311
i Sall2317
Nael,2435
Funktionelle Einheiten des Plasmids:
CMV-Promotor: 37-914
HSV-TK-Reportergen: 923-2053
Poly-A (aus SV40): 2079-2300
Ampicillin-Resistenzgen: 3387-4247

Replikationsursprung (f1 ori): 4380-4834
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pGTK-MDR

Xbal,69
. Xhol,131 1
i Bsml,143 Kpnl
.Sacl,262 Sacl
‘BamHI|,426 Miul
;_Xba 1,432 Nhel

i Sall 438 Xmal
Pstl,444 Smal
! Hindlll,456 Xhol
Ncol,463 ++ Bglll

Nael,559 EcoRV
4 EcoRlI

EcoRV,693 54
_.EcoRV,797

4415,Pvul,

4046,Nae I,“

_Apal, 1081
T MIuNI 1114

pGTK-MDR
4667 bps

Amp Res Pst1,1209

Apal, 1298
_ Apal,1342
.. MIuNI,1408
Nael,1464

3369,Pvul’”

~Xmal,1570
Smal, 1570
: Xbal,1591
. Nael, 1606
it Bsml, 1666
i Hpal,1749
i Bsml,1765

i BamHI,1853
: Sall, 1859
Nael, 1977

Funktionelle Einheiten des Plasmids:

MDR-Promotor: 37-456
HSV-TK-Reportergen: 465-1595
Poly-A (aus SV40): 1621-1842
Ampicillin-Resistenzgen: 2929-3789

Replikationsursprung (f1 ori): 3922-4376
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pShuttle-ALA-Luc

Kpn1,348

i Not|,354 523
i Clal412 Kpnl
9236,Dralll il Clal516 Sacl

' ; i ! Sacl566 Miul
8810,Ncol. ] : Nhol
‘ ) Xhol
,Kpnl,1239 Bgl”

/ Hindlll,1319 558

' 7 .Ncol,1352

LITR
% res | ALAN

pS-ALA-Luc
9505 bps

6591,Ndel 7 o
6586,8amHl

Clal,3262
6098,Avrll

i 1Sall,3276
i 'Bglll,3286

5550,Pmel [ :‘ﬁacﬂ'ﬁgg
5410,Sacl i con

5220,Ncol’

Funktionelle Einheiten des Plasmids:

left inverted terminal repeat (LITR): 4-106
ALA-Promotor: 559-1320
Luziferase-Reportergen: 1354-3006
Poly-A (aus SV40): 3038-3259
right inverted terminal repeat (RITR): 6468-6570
Replikationsursprung (pBR322 ori): 6648-7426

Kanamycin-Resistenzgen: 8250-9044

/" Xbal,3008
X.. Hpal 3166

BamH|,3270



8. Anhang

pShutlle-ALA-TK

523
Kpn!,348 Kpn|
8682,Dralll i Not1,354 Sacl|
; Sacl,566 Miul
8256,Ncol, Nhel
‘ Xhol
Kpn1,1239
LITR i Hindlll, 1319 Bglll
{ /Ncol,1326 558
[ * ¥ Miul,1353
Kana res ALA Prom g
\ EcoRV,1556

8000 _.EcoRV,1660

PS-ALA-TK .00 —
8951 bps

ori
Xbal,2454

<. Hpal 2612
% BamHI,2716
% 4 Sall, 2722
i Bglll,2732
% Sacl,2853
Ncol,2881

6037,Nde |7
6032,BamHI

5544, Avrll”

4996, Pmel |
4856,Sacl ;
4666,Ncol

Funktionelle Einheiten des Plasmids:

left inverted terminal repeat (LITR): 4-106
ALA-Promotor: 559-1319
HSV-TK-Reportergen: 1328-2458
Poly-A (aus SV40): 2484-2705
right inverted terminal repeat (RITR): 5914-6016
Replikationsursprung (pBR322 ori): 6094-6872

Kanamycin-Resistenzgen: 7696-8490



8. Anhang

pShuttle-CMV-Luc

.Ncol, 701
,Bgll1,937
9135,Xmnl, ::';_Sall,949
8880,Dralll, : Notl,955
8537,Rsrll, : i ; iXhol,962
8454,Ncol. HindlIl,971
k Bsm|,978
LITR N & Ncol, 1004
7863,Ball. / CMV Promoter
Kana res

Bcll,1586
AN
8000

pS-CMV-LUC 20 ~
9149 bps

i Xbal,2660

¥ EcoRV,2669
bal,2687
. 1% Bcll, 2697

i 11Bsml,2785
i 1 Hpal,2801

i Bsml,2884
Ncol,3079

6230,BamHI”

5742, Avrll’

5202,EcoRI *Bsm|.4005
5194,Pmel i
5036,Bsm|

4864,Ncol

Funktionelle Einheiten des Plasmids:

left inverted terminal repeat (LITR): 4-106
CMV-Promotor: 400-930
Luziferase-Reportergen: 1006-2658
Poly-A (aus SV40): 2804-2925
right inverted terminal repeat (RITR): 6112-6214
Replikationsursprung (pBR322 ori): 6292-7069

Kanamycin-Resistenzgen: 7894-8688



8. Anhang

pShuttle-CMV-TK

8581,Xmnl,
8326,Dralll, |

7900,Ncol.,

937
Bglll
.Ncol,701 Kpnl

Sall
LITR N
Cll\/IV Promoter
Kana res

M Q05 Not|
8000

_EcoRV,1208 Xhol

. Hindlll
LEcoRV,1312 |y %

978
Apal, 1596

.Apal, 1813
- .Apal,1857
Xbal,2106
/ EcoRV,2115
“ Xbal, 2133

pS-CMV-TK
8595 bps polyA+

2000

[ ] “Hpal,2247

“Ncol,2525
5676,BamHI”

5188,Avrll "Apal,3475

*Apal, 3781

42256,,5/5212'; ‘Bbs|,4275
4310,Ncoll
Funktionelle Einheiten des Plasmids:
left inverted terminal repeat (LITR): 4-106
CMV-Promotor: 400-930
HSV-TK-Reportergen: 980-2104
Poly-A (aus SV40): 2250-2371
right inverted terminal repeat (RITR): 5558-5660
Replikationsursprung (pBR322 ori): 5738-6515

Kanamycin-Resistenzgen: 7340-8134



8. Anhang
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pShuttle-MDR-Luc

Kpn 1,348
i Not1,354
" Kopnl523
iSacl,529
i iNhel543
9150,Xmn|, i iXhol554
8895,Dralll, i iBglll,558
8469,Ncol, j i EcoRV,564++

.Sacl,784 ++
LITR N
%res | MDR Prom

Ncol,1011
AN

8000

pS-MDR-Luc 200 ~
9164 bps

“Xbal,2667
6250,Nde % Sall,2935
6245,BamHl % Bglll, 2945
* Sacl,3066
Ncol,3094

5217,EcoRI; |
5209,Pmel
5069,Sacl ;
4879,Ncol

Funktionelle Einheiten des Plasmids:

left inverted terminal repeat (LITR): 4-106
MDR-Promotor: 559-978
Luziferase-Reportergen: 1013-2665
Poly-A (aus SV40): 5697-2918
right inverted terminal repeat (RITR): 6127-6229
Replikationsursprung (pBR322 ori): 6307-7085

Kanamycin-Resistenzgen: 7909-8703



8. Anhang

pShuttle-MDR-TK

Kpn1,348
i Not|,354
{  Kpnl523
i iSacl,529

i Nhe 1,543
i Xho!,554
i Bglll,558
i ECORV,564 ++
i Xhol,653 ++

/ BamH1,948 ++

# Ncol,985

EcoRV,1215
" EcoRV,1319

8596,Xmnl,
8341,Dralll, :

7915,Ncol.

LITR
% tes |  MDR Prom

8000

pS-MDR-TK
8610 bps

...Xbal,2113

| Hpal,2271
\ BamHI1,2375
. 4 Sall, 2381
iy, Bgl11,2391
4 Sacl,2512
Ncol,2540
5696,Ndel
5691,BamHI

4663,EcoRI;
4655,Pmel
4515,Sac| i
4325,Ncol

Funktionelle Einheiten des Plasmids:

left inverted terminal repeat (LITR): 4-106
MDR-Promotor: 559-978
HSV-TK-Reportergen: 987-2117
Poly-A (aus SV40): 2143-2364
right inverted terminal repeat (RITR): 5573-5675
Replikationsursprung (pBR322 ori): 5753-6531

Kanamycin-Resistenzgen: 7355-8149



8. Anhang
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pAd-Shuttle-ALA-Luc

35982,Pac I:

33943,Dralll, .Dralll, 2664

i Pacl 2929

ori %
Kana res
30210,Dralll. Vol ALAProm
29779,Spel.; 35000 Xbal,5941
29357, Dralll.. Luc
7 Poly-A
- 5000

30000

pAdS-ALA-Luc
35983 bps 10000

20000
/
Ad5deltaE1/deltaE3
21698,Dralll’

! ' Pmel,15952
18668,Dralll

Funktionelle Einheiten des Plasmids:
Replikationsursprung (pBR322 ori): 76-854

Kanamycin-Resistenzgen: 1678-2472
ALA-Promotor: 3492-4253
Luziferase-Reportergen: 4287-5939

Poly-A (aus SV40): 5971-6192

“"Dralll,9108



8. Anhang

pAd-Shuttle-ALA-TK

35428,Pac|,Ndel,19

,Dralll,2664
i ,Pacl,2929
‘.Srf1,3480

33389,Dralll,

ori %
30576,Ndel, Kana res
29670,Srfl. Xbal,5387
29656,Dralll ', ALA Pro 4

29225,Spell. 35000

28803,Dralll .
~
30000

pAdS-ALA-TK
35429 bps 10000

...Dralll,8554

/

Ad5deltaE1/E3

21691,Ndel
21144,Dralll

| ‘Pme,15398
18114,Dralll

Funktionelle Einheiten des Plasmids:
Replikationsursprung (pBR322 ori): 76-854

Kanamycin-Resistenzgen: 1678-2472
ALA-Promotor: 3492-4252
HSV-TK-Reportergen: 4261-5391

Poly-A (aus SV40): 5417-5638



8. Anhang
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pAd-Shuttle-CMV-Luc

35626,Pac,

33587,Dralll, .Dralll, 2664

i Pacl,2929

ori %

29868, Sr7l, Kanares A\
29854, Dralll’: ' cMv-Promotor N
29423,Spel._ 35000 )

29001, Dralll . Luziferase
) ~ polyA+
~ 5000

30000

pAdS-CMV-Luc
35627 bps 10000 _

_..Dralll,8752

25000

/
Ad5deltaE1/E3

21342,Dralll’

! 'Pmel,15596
18312,Dralll

Funktionelle Einheiten des Plasmids:
Replikationsursprung (pBR322 ori): 76-853

Kanamycin-Resistenzgen: 1678-2472
CMV-Promotor: 3333-3863
Luziferase-Reportergen: 3939-5591

Poly-A (aus SV40): 5737-5858



8. Anhang
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pAd-Shuttle-CMV-TK

35072,Pacl,

33033,Dralll, .Dralll, 2664

{ Pacl,2929

ori %

Kana res

I CMV Promoter
35000

29314,S/fl,
29300,Dralll
28869,Spel..

28447 Dralll N

30000

_..Dralll,8198

pAdS-CMV-TK
25000 35073 bpS 10000

/

Ad5deltaE1/E3

20788, Dralll’
Pme,15042

17758, Dralll

Funktionelle Einheiten des Plasmids:
Replikationsursprung (pBR322 ori): 76-853

Kanamycin-Resistenzgen: 1678-2472
CMV-Promotor: 3333-3863
HSV-TK-Reportergen: 3913-5037

Poly-A (aus SV40); 5183-5304



8. Anhang
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pAd-Shuttle-MDR-Luc

35641,Pac,

33602,Dralll, .Dralll, 2664
> ; .Pacl,2929
ori %
Kana res
29869,Dralll. L MDR Prom
29438,Spel. 35000 Luc
29016,Dralll.__ _ Poly-A
~ 5000

30000

pAdS-MDR-Luc
35642 bps oo _

25000

/

Ad5deltaE1/E3

21357,Dralll’

! 'Pmel,15611
18327, Dralll

Funktionelle Einheiten des Plasmids:
Replikationsursprung (pBR322 ori): 76-854

Kanamycin-Resistenzgen: 1678-2472
MDR-Promotor: 3492-3911
Luziferase-Reportergen: 3946-5598

Poly-A (aus SV40): 5630-5851




8. Anhang

120

pAd-Shuttle-MDR-TK

35087,Pacl,

33048,Dralll, _,Dra 11,2664

{ Pacl,2929

ori %
Kana res
I
29315,Dralll. 25000 MDR Prom
e spal. P
ratll.. N s/
30000 5000

pAdS-MDR-TK
25000 35088 bpS 10000

/
Ad5deltaE1/E3
20803,Dralll’

_ "Pme1,15057
17773,Dralll

Funktionelle Einheiten des Plasmids:

Replikationsursprung (pBR322 ori): 76-854

Kanamycin-Resistenzgen: 1678-2472
MDR-Promotor: 3492-3911
HSV-TK-Reportergen: 3920-5050

Poly-A (aus SV40): 5076-5297
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