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Zusammenfassung 
 

Ziel der vorliegenden Arbeit war die molekulare Charakterisierung von primären 

Lungenkarzinomen, die Identifizierung neuer prognostischer Faktoren sowie die Etablierung 

eines neuen Vektorsystems, dem adeno-assoziierten Virus Typ-2 (AAV-2) zur 

Genersatztherapie beim Lungenkarzinom.  

Da wir nachweisen konnten, dass ein neues Vektorsystem, rAAV-2, einen hohen Tropismus 

für Lungengewebe hat, untersuchten wir die histologischen Subtypen von Lungenkarzinomen 

hinsichtlich ihrer möglichen Empfänglichkeit für einen rAAV-2-vermittelten Gentransfer. Es 

zeigte sich dabei eine hohe Affinität von rAAV-2 ausschließlich zu den nicht-kleinzelligen 

Lungenkarzinomen (NSCLC), da diese den Rezeptorbesatz aufwiesen, die rAAV-2 zur 

effektiven Infektion benötigen. Vor der Durchführung von funktionellen Experimenten 

entwickelten wir eine real-time PCR Methode zur Qantifizierung von genomischen und 

infektiösen Titern der rekombinant hergestellten AAV-2-Partikel. Für die funktionellen 

Untersuchungen verwendeten wir einen neuen, therapeutischen rAAV-2-Vektor, der das 

humane Wildtyp-p53-Gen enthält (rAAV-2-p53). Dieser therapeutische Vektor zeigte in-vitro 

eine signifikante Hemmung des Zellwachstums von NSCLC-Zelllinien. Weiterhin erhöhte 

rAAV-2-p53 die Sensitivität von Tumorzellen gegenüber dem Chemotherapeutikum Cisplatin. 

Die präklinischen Vorarbeiten betrachteten wir als Vorraussetzung für einen Einsatz des 

AAV-2-Vektorsystems im Rahmen einer klinischen Studie zur Behandlung von Patienten mit 

nicht-kleinzelligem Lungenkarzinom. 

Zur individuellen Prognose des Krankheitsverlaufes für Patienten mit Lungenkarzinom und 

der Wirksamkeit einer bestimmten Therapie ist die Identifizierung pathophysiologisch 

relevanter Gene entscheidend. Die Fortschritte in der Erforschung prognostischer und 

prädiktiver Faktoren sind beim NSCLC mit Identifizierung von p53, k-ras oder EGFR-1 bereits 

erkennbar. Demgegenüber sind die Erkenntnisse von prognostisch relevanten Signalwegen 

beim SCLC gering. In meiner Arbeit stelle ich 2 pathophysiologisch relevante Gene vor. 

Dabei handelt es sich um den c-kit-Rezeptor und das „fragile histidine triad“ (FHIT)-

Tumorsupperssorgen, deren Proteinexpression in 88 % bzw 62 % aller SCLC-Primärtumore 

immunhistochemisch nachweisbar ist. Die klinische Relevanz liegt darin, dass Patienten mit 

Expressionsverlust jedes einzelnen dieser beiden Gene eine signifikant schlechtere 
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Überlebenswahrscheinlichkeit haben. Somit ist es möglich eine Patientengruppe zu 

identifizieren, die einer modifizierten Therapieform bedarf. 

Eine molekulare Charakterisierung der Lungenkarzinome ist durch Oligonukleotid-Mikroarray-

Technologie möglich. So verglichen wir das Genexpressionsprofil von primären 

Lungentumoren mit normalem Lungengewebe. Mittels computerunterstützter Normalisierung 

und Multiklassenanalyse der Daten gelang es, 944 signifikante Gene bei SCLC und NSCLC 

zu identifizieren, die gegenüber dem Normalgewebe der Lunge differentiell exprimiert waren. 

In Abhängigkeit vom histologischen Subtyp zeigten sich Unterschiede bei solchen Genen, die 

an der Regulation von Proliferation und Zelladhäsion beteiligt sind. Weiterhin wiesen die 

Lungentumore ein individuelles Muster von Genen auf, die für Strukturproteine kodieren. Die 

differentielle Genexpression erlaubt eine diagnostische Unterscheidung der unterschiedlichen 

histologischen Lungenkarzinomentitäten auf molekularer Ebene. Darüber hinaus wurden für 

SCLC sowie die Adeno- und Plattenepithelkarzinome der NSCLCs Gene identifiziert, die 

erfolgversprechende Kandidaten für eine zielgerichtete Therapie sind. 
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1. Einleitung 
 

Das Lungenkarzinom steht als Todesursache durch Krebs bei Männern an erster und bei 

Frauen an dritter Stelle. So starben in Deutschland im Jahre 2000 39.000 Menschen an 

einem Lungenkarzinom. Selbst mit der derzeit besten chemotherapeutischen Behandlung mit 

einer Kombination aus Cisplatin und einem weiteren Zytostatikum wie Vinorelbine oder 

Gemcitabine liegt die mediane Überlebenszeit für Patienten mit fortgeschrittenem 

Lungenkarzinom bei 9-11 Monaten (Schiller, 2001; Schiller, 2002). Die neue Generation von 

Zytostatika, wie z.B. die Taxane, führte zu keiner Verbesserung des Gesamtüberlebens der 

Patienten (Schiller, 2002). Um die Therapie auf eine pathophysiologische Grundlage zu 

stellen, bedarf es eines besseren Verständnisses der molekularen Karzinogenese der 

Lungentumoren. Im Gegensatz zu anderen soliden Tumoren, wie z.B. dem kolorektalen 

Karzinom, ist über den Prozess der Entwicklung einer normalen Zelle des Lungengewebes 

zum invasiven Lungenkarzinom nur wenig bekannt. Dabei gilt es zu beachten, dass unter 

dem Begriff Lungenkarzinom verschiedene histologische Entitäten zusammengefasst 

werden, die charakteristische Unterschiede aufweisen. So unterscheidet man histologisch 

zwischen kleinzelligen und nicht-kleinzelligen Lungenkarzinomen, wobei letztere in 

großzellige Karzinome, Plattenepithelkarzinome und Adenokarzinome unterteilt werden. 

Diese Klassifikation spiegelt auch eine unterschiedliche Prognose wider, wobei je nach 

histologischem Phänotyp die genetischen Veränderungen unterschiedlich sind. So ist das 

Tumorsuppressorgen (TSG) p16 bei 30-70 % der Patienten mit NSCLC inaktiv, während ein 

weiteres Tumorsuppressorgen, das Retinoblastom-(RB) Gen, nur in 15-30 % der Fälle 

verändert ist (Forgacs, 2001). Dem gegenüber beobachtet man bei Patienten mit SCLC in 

über 90 % ein abnormales RB-Gen, während das TSG p16 intakt ist (Wistuba, 2001). Von 

besonderem therapeutischen Interesse sind Gene, die in Tumoren von Patienten mit SCLC 

und NSCLC in gleicher Weise verändert sind. Tatsächlich zeigen beide Subgruppen in 

karyotypischen Untersuchungen eine Reihe von identischen Chromosomenaberrationen 

(Girard, 2000). Ein Locus mit der höchsten Deletionsrate liegt auf Chromosom 17p, wo das 

Tumorsuppressorgen p53 kodiert wird. Das p53 Protein hat eine Schlüsselrolle für die 

Aufrechterhaltung der genomischen Integrität wobei Schäden der zellulären DNA einen 

Anstieg in der Konzentration von p53 zur Folge haben. Dadurch kommt es in einem zweiten 
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Schritt zu einem Anstieg proapoptotischer, zellzyklusarretierender und DNA-

reparaturregulierender Gene (Levine, 1997). Angesichts der exponierten Stellung von p53 ist 

es möglich, in das gesteigerte Wachstumsverhalten der Lungentumorzelle einzugreifen. Als 

Gentransfersysteme werden virale und nicht-virale Vektoren verwendet, von denen 

insbesondere virale Vektoren für die klinische Anwendung eine Rolle spielen. An ein virales 

Vektorsystem, welches in-vivo Verwendung finden soll, wird eine Vielzahl von Anforderungen 

gestellt. Neben einer fehlenden Pathogenität für den Menschen sollte die 

Lungenkarzinomzelle möglichst selektiv und unabhängig vom Zellzyklus durch den Vektor 

infiziert werden. Postinfektös sollte der replikationsunfähige Vektor intrazellulär persistieren, 

damit das therapeutische Gen über einen langen Zeitraum transkribiert und translatiert 

werden kann. Ein solches Vektorsystem, welches diesen durch seine Eigenschaften diesen 

Voraussetzungen nahe kommt, leitet sich vom Wildtyp des adeno-asoziierten Virus Typ 2 (wt-

AAV-2) ab. Das zu den Parvoviren gehörende, replikationsunfähige DNA-Virus, das die 

Zielzelle unabhängig vom Zellzyklus infiziert, ist erst nach Superinfektion mit einem zweiten 

Virus aus der Herpes- oder Adenovirusfamilie in der Lage, sich zu replizieren. Darüber hinaus 

führt AAV-2 beim Menschen zu keiner Erkrankung (Berns, 1990; Monahan, 2002). Das 

therapeutische Potential dieses Vektorsystems wurde bereits in klinischen Studien gezeigt, in 

denen die Sicherheit und Effektivität von rekombinant hergestellten AAV-2 (rAAV-2) als 

Gentransfersystem zur Behandlung von Patienten mit zystischer Fibrose (Moss, 2004) und 

Hämophilie B (Wang, 2005) nachgewiesen werden konnte. Eine Brücke zur Krebstherapie 

eröffnete sich durch die Erkenntnisse, dass eine Infektion mit wt-AAV-2 einen 

tumorhemmenden Einfluss auf die Entstehung des Zervixkarzinoms hat (Smith, 2001) und 

die Sensitivität von Sarkom- und Karzinomzellen für eine Chemotherapie erhöht (Duverger, 

2002; Schwarzbach, 2002). Eines unserer Ziele war es, dieses Vektorsystem für die 

Behandlung von Patienten mit Lungenkrebs zu entwickeln und einzusetzen. Dazu 

untersuchten wir den Tropismus von AAV-2 für normales Lungengewebe und       

Lungenkarzinome. Für funktionelle Experimente benutzten wir eine Methode, um genomische 

und infektiöse rAAV-2-Titer unabhängig vom therapeutischen Gen zu ermitteln. Danach 

entwickelten wir den therapeutischen rAAV-2-p53-Vektor, der die DNA für das p53 trägt. 

Danach analysierten wir die funktionellen Effekte von p53 auf Zelllinien von nicht-kleinzelligen 

Lungenkarzinomen. Zusätzlich führten wir funktionelle Tests mit dem Chemotherapeutikum 
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Cisplatin durch, um zu sehen, ob rAAV-2-p53 die Chemosensitivität von Tumorzellen 

erhöhen kann. 

Neben p53 ist bei Lungenkarzinomen von einem Verlust von weiteren, bisher unbekannten 

Tumorsuppressorgenen auszugehen. Neben den bereits beschriebenen drei chromosomalen 

Regionen mit den höchsten Deletionsraten existiert ein weiterer Locus mit Verlust am kurzen 

Arm von Chromosom 3, der bei 90-100 % der Tumoren von Patienten mit SCLC und 50-80 % 

der Tumoren von Patienten mit NSCLC vorhanden ist (Wistuba, 2001). Als Kandidat für ein 

potentielles Tumorsuppressorgen in dieser Region gilt das „fragile histidine triad“ (FHIT)-Gen, 

eine Dinukleotidhydrolase auf Chromosom 3p14. In Tumorzellen wurde durch Gentransfer 

des FHIT-Gens in-vitro- und in-vivo Apoptose eingeleitet und Tumorwachstum verhindert 

(Roz, 2002; Ji, 1999). Neben der Rolle als Tumorsuppressorgen war die Expression dieses 

Genes bei Tumoren von Patienten mit NSCLC im Stadium I mit einem besseren medianen 

Überleben assoziiert (Toledo, 2004). Somit galt die Expression von FHIT als prognostischer 

Faktor für diese Patienten. Somit war ein weiterer wesentlicher Aspekt meiner Arbeit die 

Identifikation von neuen, molekularen Prognosefaktoren bei kleinzelligen Lungenkarzinomen. 

Hierzu bauten wir eine Gewebebank für Patienten mit SCLCs auf, deren Krankheitsverlauf im 

weiteren sorgfältig dokumentiert wurde. Mittels immunhistochemischer Färbemethoden 

bestimmten wir die Expression von FHIT und überprüften einen möglichen Zusammenhang 

mit dem Überleben der Patienten. Neben dem Tumorsuppressorgen FHIT untersuchten wir 

auch die Expression des c-kit-Rezeptors. Da der c-kit Rezeptor auf 79-88% der kleinzelligen 

Lungenkarzinome exprimiert wird (Hibi, 1991), spielt er für die Pathophysiologie von SCLCs 

eine wichtige Rolle (Rygaard, 1993). Diese Hypothese wird unterstützt durch die Expression 

des „stem cell factors“ (SCF) in 57-76 % aller untersuchten SCLC-Zelllinien, da SCF der 

Ligand von c-kit ist und im Sinne einer autokrinen Schleife die Zellproliferation erhöht (Hibi, 

1991). Zur Prüfung der prognostischen Relevanz bestimmten wir mittels Immunhistochemie 

die Expression dieses Rezeptors bei Patienten mit SCLC und prüften in Univariat- und 

Multivariatanalysen, ob c-kit ein unabhängiger Prognosemarker ist. 

Da mit den bisherigen Methoden nur einzelne Gene hinsichtlich ihrer prognostischen 

Relevanz untersucht werden konnten, suchten wir nach einer Möglichkeit, einen größeren 

Anteil des Transkriptoms der Lungentumorzelle zu betrachten. Dies ist mit Hilfe der 

Microarray-Technologie möglich, wobei für Patienten mit Plattenepithelkarzinomen in der 
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Kopf-Halsregion die prognostische Relevanz der Methodik gezeigt werden konnte (Hanna, 

2001). So ließen sich mit Hilfe der cDNA Array Diagnostik sechzig tumor-assoziierte Gene 

identifizieren, deren Expression eine Vorhersage erlaubte, ob der Tumor auf eine 

Strahlentherapie ansprechen würde. Der dritte Teil meiner experimentellen Arbeit beschäftigt 

sich daher mit der Entwicklung und Nutzung einer Methode zur molekularen 

Charakterisierung von Lungenkarzinomen. Dabei isolierten wir zunächst das Tumorgewebe 

aus Bronchoskopieproben mittels „Laser-Capture Mikrodissektion“. Damit konnten wir mittels 

der Affymetrix-GeneChip-Technologie ein 8793 Gene umspannendes Expressionsprofil von 

primären humanen Lungenkarzinomen erstellen. Wir ermittelten die Genexpressionsprofile 

der Tumoren von 20 Patienten mit NSCLC und 9 Patienten mit SCLC. Diese Profile 

verglichen wir mit denen aus 5 Proben von Patienten ohne Lungentumor. Auf diese Weise 

gelang es uns, 944 Gene zu identifizieren, die von Adenokarzinomen, 

Plattenephitelkarzinomen und kleinzelligen Karzinomen der Lunge im Vergleich zu normalen 

Lungengewebe differentiell exprimiert werden. Auf der Grundlage dieser Ergebnisse konnten 

wir eine Datenbank zur molekularen Klassifikation der Lungentumore aufbauen. Neben der 

damit geschaffenen neuen Klassifikation haben wir einen Einblick auf neue Aspekte in der 

Pathophysiologie des jeweiligen histologischen Subtyps gewonnen. 
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2. Einsatz des adeno-assoziierten Virus Typ 2 (AAV-2) als Vektor zur Therapie beim 
nichtkleinzelligen Lungenkarzinom (NSCLC) 

 
2.1. Lebenszyklus des AAV-2-Wildtyps und Herstellung von rekombinanten AAV-2- 

Partikeln 
 

Der AAV-2-Wildtyp (wt-AAV-2) gehört zu der Gruppe der humanen Parvoviren und besteht 

aus 4679 Basen einer Einzelstrang-DNA, die von einer Kapsidhülle umgeben ist. Mit seiner 

Größe von 22nm gehört es zu den kleinsten bekannten infektiösen Viren. Trotz der hohen 

Seroprävalenz von wt-AAV-2 von 80 % in der Bevölkerung ist das Virus mit keiner 

Erkrankung assoziiert (Monahan, 2002).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abb. 1: Größenvergleich von Adenovirus und adeno-assoziiertem Virus Typ-2 in 250.000facher 
Vergrößerung (Quelle: Prof. Steward McNulty, Vetenary Sciences Division, Queen´s University, 
Belfast, GB, www.qub.ac.uk). 

 

Das Genom von wt-AAV-2 kodiert für zwei Proteine rep und cap. Das nicht strukturbildende 

Rep-Protein dient der viralen Replikation und chromosomalen Integration, während das Cap-

Protein die Virushülle bildet, welche die DNA umgibt und die ikosaedrische Struktur von AAV-

2 formt. Im AAV-2-Genom wurden drei Promotor p5, p19 und p40 identifiziert. Die Transkripte 

des p5 und p19 Promotors bilden durch alternatives Splicen die vier Rep-Proteine Rep40, 

Adeno-assoziiertes 
Virus Typ 2 

Adenovirus 
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Rep52, Rep68 und Rep78. Die Transkripte des p40 Promotors bilden die 3 

Hüllstrukturproteine von AAV-2, VP1, VP2 und VP3, die im stöchiometrischen Verhältnis von 

1:1:10 gebildet werden. Das AAV-2-Genom wird flankiert durch die „Inverted Terminal 

Repeats“ (ITR), die aus 145 Basenpaaren an jeder Endseite des Genoms bestehen. Die ITRs 

sind wichtige Elemente für die Verpackung, Replikation, Transkription und Integration von 

AAV-2 in der Wirtszelle. 

 

  
 
Abb. 2: Genomische Anordnung und Organisation des wt-AAV-2. 

 

wt-AAV-2 ist ein Dependovirus und benötigt die Hilfe eines weiteren Virus zur eigenen 

Replikation. Als Helferviren wurden Mitglieder aus den Familien der Herpesviren und 

Adenoviren identifiziert. In Abwesenheit der Helferviren integriert sich das AAV-2-Genom in 

eine zwei Kilobasen umfassende Stelle im langen Arm von Chromosom 19 (19q13.3). Diese 

Rep 68 und Rep78 vermittelte, zielgerichtete provirale Integration in das Wirtschromosom ist 

ein bislang einzigartiges Phänomen bei Viren, die eukaryote Zellen infizieren können. Wenn 

eine latent durch wt-AAV-2-infizierte Zelle durch ein Adeno- oder Herpesvirus superinfiziert 

wird, kommt es, nach Exzision der proviralen DNA aus dem Wirtschromosom 19, zur 

Replikation und Verpackung des wt-AAV-2-Genoms. Die durch das Helfervirus bedingte 

Zelllyse führt schließlich zur Freisetzung der neugebildeten AAV-2-Viren (Vihinen-Ranta, 

2004).  

P5 P19 P40 

ITR ITR Rep Cap 

V 

V 

Rep78 
Rep68 
Rep52 
Rep40 

VP-1 (87 kd) 
VP-2 (73 kd) 
VP-3 (62 kd) 

wt-AAV-2 
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Am Beginn meiner Arbeit stand die Herstellung von rekombinanten AAV-2-Partikeln (Ref. A). 

Diese rAAV-2-Partikel sollten ohne Superinfektion eines Helfervirus produziert werden, um 

ein reines rAAV-2-Vektorprodukt zu erhalten und eine Rekombination mit anderen Viren zu 

vermeiden. Aufbauend auf den Arbeiten von Hörster (1999), Grimm (1998) und Samulski, 

(1989), die zur Klonierung des Vektorplasmids pAAV-gfp-AR6- und des Helferplasmids pDG 

führten, verwendeten wir diese zwei Plasmide zur Produktion von rekombinanten rAAV-2-

Partikeln. Das Vektorplasmid pAAV-gfp-AR6- enthielt das Markergen für das „Enhanced 

Green Fluorescent Protein (EGFP)“ und als therapeutisches Gen die HIV-1 gerichtete 

Antisensesequenz AR6. Flankiert wurden die Gene von den ITRs des AAV-2-Klons psub201, 

während der „immediate-early“ Promoter des humanen Zytomegalievirus als Promotor diente. 

Das Helferplasmid pDG enthielt alle Verpackungs- und adenoviralen Helfervirusgene Rep, 

Cap bzw. E2A, E4, VA, die zur rAAV-2-Partikelproduktion benötigt werden. Vektor- und 

Helferplasmid transfizierten wir mittels Kalziumphosphatpräzipitation in die 

Produktionszelllinie 293T. Nach Ernte, Aufreinigung und Konzentration der gebildeten rAAV-

2-Vektoren bestimmten wir durchflusszytrometrisch die Höhe des infektiösen Titers. Nach 

Infektion der Zelllinie HeLa mit dem EGFP transgenen rAAV-2-Vektor bestimmten wir den 

prozentualen Anteil an grün fluoreszierenden HeLa-Zellen, wobei der infektiöse rAAV-2-Titer, 

je nach Vektorpräparation, zwischen 4x108 und 2x109 / ml lag. Um für die weiteren 

Zellexperimente einen einheitlichen Vektortiter zu erhalten, führten wir alle aufgereinigten 

Vektorpräparationen zu einer Gesamtsuspension mit einem Titer von 6x108 rAAV-2-Partikeln 

pro Mililiter zusammen. Unsere Untersuchungen zeigten, wie es durch die Verwendung der 

Plasmide pAAV-gfp-AR6- und pDG möglich ist, ohne eine Superinfektion von Adenoviren 

oder Herpesviren infektöse rAAV-2-Partikel in hoher Konzentration und Reinheit herzustellen.
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2.2 Tropismus von AAV-2 in humane Zellen und Lungenkarzinomzellinien 

 

Nach der Herstellung von infektiösen rAAV-2-Partikeln wandten wir uns der Frage zu, ob 

AAV-2 ein geeignetes Vektorsystem für einen Gentransfer in Zellen aus der Lunge oder 

Lungenkarzinomen ist. Ergebnisse über die Empfänglichkeit unterschiedlicher Gewebe für 

AAV-2 waren bisher für verschiedene Tiere und Zelllinien bekannt. Diese Resultate sind 

zunächst jedoch nicht auf primäre, humane Zellen übertragbar. Deshalb untersuchten wir den 

Tropismus von rAAV-2 beim Menschen an „gesunden“ Zellen. Hierzu wurden neun 

unterschiedliche, primäre Zelltypen neuroektodermaler, mesenchymaler oder endodermaler 

Herkunft mit rAAV-2 transduziert. (Ref. A). Wir inkubierten  infektöse, virale rAAV-2-EGFP-

Partikel mit den primären humanen Zellen und analysierten den viral vermittelten Transfer 

des EGFP-Gens mittels Durchflusszytometrie. Von den neun untersuchten primären 

humanen Zelltypen wiesen Bronchialepithelzellen, arterielle Endothelzellen sowie glatte und 

quergestreifte Skelettmuskulatur die höchsten Transduktionsraten zwischen 34,3 % und 81,6 

% auf. Geringere Transduktionsraten zwischen 4,3 % und 19,5 % fanden wir bei 

Chondrozyten, Haarfollikelzellen und Fibroblasten, während CD34-positive, hämatopoietische 

Blutstamm-und Vorläuferzellen sowie Melanozyten für einen AAV-2-vermittelten Gentransfer 

resistent waren. 

Da das Bronchialepithel der Lunge zu den empfänglichsten humanen Zellen für rAAV-2 

gehörte, interessierte uns als nächstes das Verhalten von Zellen aus Lungenkarzinomen 

gegenüber AAV-2. Wir untersuchten daher zehn Lungenkarzinomzelllinien hinsichtlich der 

Effizienz eines AAV-2-vermittelten Gentransfers (Ref. D). Bei NSCLC-Zelllinien zeigte sich 

eine hohe Empfänglichkeit für rAAV-2 mit einer Transduktionseffizienz zwischen 64,4 % und 

98,9 %. Im Gegensatz dazu waren SCLC-Zelllinien nahezu resistent mit Transduktionsraten 

zwischen 1,1 % und 5,9 %.  
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KleinzelligesKleinzelliges Lungenkarzinom Lungenkarzinom 
ZellinieZellinie H562H562

LungenepithelLungenepithel LungenepithelLungenepithel

KleinzelligesKleinzelliges Lungenkarzinom Lungenkarzinom 
ZellinieZellinie H562H562

NichtkleinzelligesNichtkleinzelliges

Lungenkarzinom Lungenkarzinom ZellinieZellinie H157H157
NichtkleinzelligesNichtkleinzelliges

Lungenkarzinom Lungenkarzinom ZellinieZellinie H157H157

 
 Abb. 3: Unterschiedlicher Tropismus von rAAV-2 in Lungenepithel, kleinzellige  
 und nichtkleinzellige Lungenkarzinome. 

 

Als Grund für die unterschiedlichen Transduktionsergebnisse zwischen den verschiedenen 

primären humanen Zellen und den Lungenkarzinomzellinien vermuteten wir einen 

unterschiedlichen Rezeptorbesatz der Zellen, der für die Bindung und Internalisierung von 

rAAV-2 von Bedeutung ist. Die AAV-2-Infektion wird initiiert durch die Bindung an ein 

ubiquitär vorkommendes membranassoziiertes Heparansulfat-Proteoglykan, während der 
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Eintritt von AAV-2 in die Zelle durch mindestens einen der bisher bekannten Korezeptoren, 

dem „fibroblast growth factor receptor-1“ (FGFR-1) und Integrin αVß5, vermittelt wird. Wir 

untersuchten daher mittels Immunhistochemie und Durchflußzytometrie die Expression von 

FGFR-1 und αVß5 auf den benignen und malignen Zellen. Es zeigte sich, dass die Zellen 

bzw. Zelllinien, die hohe Transduktionsraten für rAAV-2 aufwiesen, beide AAV-2-

Korezeptoren exprimierten. Im Gegensatz dazu konnte keiner der beiden AAV-2-

Korezeptoren auf den Zelltypen bzw. Zelllinien nachgewiesen werden, die niedrige 

Transduktionsraten aufwiesen oder für einen AAV-2-vermittelten Gentransfer resistent waren 

(Ref. A und Ref. D).  

Insbesondere zeigten die Experimente, dass rAAV-2 ein effektiver Vektor für einen 

Gentransfer in nicht-kleinzellige Lungenkarzinome ist. Der Grund dieser hohen rAAV-2-

Transduktionsrate basiert auf der Expression beider AAV-2-assoziierter Korezeptoren auf der 

Zelloberfläche von nicht-kleinzelligen Lungentumoren. Diese Ergebnisse können als 

Grundlage zur Weiterentwicklung des Vektorsystems und funktioneller Experimente zur 

Hemmung des Zellwachstums von Tumoren dieser Entität dienen. 
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2.3   Quantifizierung von rAAV-2-Partikeln 
 

Neben der Auswahl einer geeigneten Zielzelle ist es für gentherapeutische Ansätze mit dem 

rAAV2-Vekor wichtig, den viralen Titer bestimmen zu können. Die bisherige 

Virusquantifizierung beruhte darauf, das grün-fluoreszierende Markergen für EGFP mittels 

rAAV-2-vermitteltem Gentransfer in die Zelle einzuschleusen. Mittels des 

durchflusszytometrisch bestimmten prozentualen Anteils grün fluoreszierender Zellen konnte 

der infektiöse virale Titer bestimmt werden.  

Für gentherapeutische in-vivo Studien bedarf es keines Markergens, sondern nur des 

therapeutischen Gens. Deshalb ließ sich die oben beschriebene Methode zur Bestimmung 

des viralen Titers nicht verwenden. Wir entwickelten daher eine quantitative „real-time“ PCR-

Methode (qPCR), um den genomischen rAAV-2-Titer zu bestimmen (Ref. B). Als Zielsequenz 

für die PCR-Primer wurde die CMV-Promotorsequenz im rekombinanten AAV-2-Genom 

gewählt, da der CMV-Promotor bei Gentherapiestudien beim Menschen am häufigsten 

verwendet wurde. Mit Hilfe des rAAV-2-Vektorplasmids erstellten wir durch serielle 

Verdünnungen eine DNA-Standardeichkurve, welche fünf Logarithmusstufen umfasst. Um die 

unbekannte Kopienzahl der bei der Vektorpräparation entstehenden rAAV-2-Partikel zu 

ermitteln, setzten wir die PCR-Kurve der rAAV-2-Partikel in Beziehung zur DNA-

Standardeichkurve. Basierend auf der Menge an viraler Einzelstrang-DNA in der Probe 

berechneten wir so den genomischen Virustiter. Zur Validierung der neuen Methode haben 

wir die qPCR ermittelten rAAV-2-Titer mit der bisher verwendeten durchflusszytrometrischen 

Standardmethode verglichen. Zwischen den Ergebnissen von 42 verschiedenen, über fünf 

log Stufen umfassenden rAAV-2-Titern, die mit beiden Methoden bestimmt wurden, zeigte 

sich ein signifikanter (p<0.0001) Korrelationskoeffizient von 0,85. 
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Abb. 4: Vergleich der rAAV-2-Titer gemessen mit der durchflusszytometrischen 
Standardmethode (FACS) im Vergleich zur neuen qPCR. Insgesamt wurden 42 unterschiedliche 
rAAV-2-Proben, die als Punkte dargestellt sind, miteinander verglichen. Der Korrelationskoeffizient r 
nach Pearson betrug 0,85. 
 

Weiterhin konnten wir im Vergleich der beiden Methoden zeigen, dass die Rate von 

genomischen zu infektiösen rAAV-2-Partikeln im Mittel bei 253:1 lag. Innerhalb von 42 

Viruspräparationen kamen somit auf einen infektiösen rAAV-2-Partikel 253 Partikel, die durch 

fehlerhafte Hüllproteine oder Rezeptoren nicht in der Lage sind, eine Zelle zu infizieren. Die 

hohe Standardabweichung dieser Ratio (SD+241) macht deutlich, wie sehr die Ratio 

zwischen genomischen und infektiösen Partikeln (mit <10:1 bis >800:1), je nach Qualität der 

individuellen viralen Vektorherstellung, variieren kann. 

Für funktionelle Experimente mit rAAV-2-Vektoren, die aus verschiedenen Präparationen 

stammen, ist der infektiöse Vektortiter also relevanter als der genomische Titer, da nur 

infektöse Vektoren einen Gentransfer vermitteln. Unser nächstes Ziel war daher die 

Weiterentwicklung der qPCR zur Quantifizierung der genomischen und infektiösen rAAV-2- 

Titer (Ref. C). Die Methode basiert auf dem Lebenszyklus des wt-AAV-2. Nach Infektion der 

rAAV-2-permissiven Zelllinie HeLa mit dem rAAV-2-Virus wurde diese lysiert. Die funktionell 

inaktiven, einsträngigen DNA-haltigen viralen Partikel zerstörten wir mit einer spezifischen, 

enzymatischen S1-Einzelstrang-DNAse-Verdauung. Die verbliebenen, transkriptionell aktiven 

doppelsträngigen rAAV-2-Kopien quantifizierten wir mit der oben beschriebenen qPCR-

Methode. Zur Validierung der neuen Methode wurden 40 rAAV-2-Präparationen mit zwei 

Viraler Titergemessen mit qPCR 
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anderen Standardmethoden auf ihren infektiösen viralen Titer hin untersucht und die 

Ergebnisse der drei Methoden miteinander verglichen. Als Standardmethoden dienten der 

standardisierte, aber zeit- und materialaufwändige „Infectious Center Assay“ (ICA) sowie der 

bereits oben beschriebene durchflusszytrometrische Nachweis der EGFP-Expression. 

Zwischen den gemessenen infektiösen Titern der qPCR und der durchflusszytometrischen 

Methode zeigte sich ein signifikanter (p<0,001) Korrelationskoeffizient von 0,87. Auch im 

Vergleich zur zweiten Standardmethode, dem ICA, fanden wir eine signifikante (p<0.001) 

Korrelation von 0,8 zu den gemessenen infektiösen Titern der qPCR.  

Somit konnten wir eine Methode etablieren, mit der die genomischen und infektiösen Titer 

von rAAV-2-Präparationen ohne Markergen einfach und valide bestimmt werden konnten. 

Diese Methode erleichtert weitere therapeutisch ausgerichtete, rAAV-2-vermittelte 

Gentherapieexperimente.  
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2.4   Einsatz von rAAV-2 bei NSCLC-Zelllinien 
 
Nach Identifizierung von Zellen von nicht-kleinzelligen Lungenumoren als geeignetes 

Zielgewebe und Etablierung einer Methode zur Quantifizierung von genomischen und 

infektiösen rAAV-2-Titern, versuchten wir einen gentherapeutisch wirksamen rAAV-2-Vektor 

zu klonieren und an NSCLC-Zelllinien zu erproben (Ref. D). Zur Wiederherstellung der pro-

apoptotischen p53 Funktion in p53-deletierten oder -mutierten NSCLC-Zelllinien stellten wir 

einen rAAV-2-Vektor (rAAV-2-p53) her, der die Wildtyp p53-cDNA enthält. Nach Bestimmung 

des genomischen Titers des neuen p53-kodierenden, rekombinanten AAV-2 infizierten wir die 

Zelllinien H1299, H23 und H157 von Patienten mit NSCLC unterschiedlicher Histologie. In 

Abhängigkeit der verwendeten Konzentration von 30 - 600 genomischen rAAV-2-p53-

Partikeln pro Zelle ließ sich das Tumorzellwachstum der untersuchten NSCLC-Zelllinien um 

44 % bis 71,7 % hemmen. Als Kontrolle für diese Experimente verwendeten wir einen rAAV-

2-Vektor, der die cDNA für das EGF-Protein enthielt und keinen Effekt auf die 

Tumorzellproliferation hatte. Die durch den rAAV-2-p53 Vektor vermittelte Hemmung des 

Zellwachstums war im Vergleich mit dem rAAV-2-EGFP-Kontrollvektor mit einer vierfach 

höheren Apoptoserate in der Tumorzelle vergesellschaftet.  

Danach untersuchten wir, ob die rAAV-2-vermittelte Wiederherstellung von p53 in der 

Tumorzelle die Chemosensitivität für Cisplatin, eines in der Behandlung von Patienten mit 

Lungenkarzinomen sehr häufig verwendeten Zytostatikums, erhöhen  kann (Ref. D). In 

Kombinationsexperimenten von rAAV-2-p53 und Cisplatin konnten wir nachweisen, dass 

durch den Synergismus von rAAV-2-p53 und Cisplatin eine additive bzw. über-additive 

Wachstumshemmung induziert wird. Diese lag in Abhängigkeit von der verwendeten Zelllinie, 

zwischen 81% und 91%. Die Tumorzellen, die die Kombinationstherapie überlebten, waren 

selbst unter optimalen Wachstumsbedingungen in ihrem klonogenen Langzeitwachstum 

signifikant gehemmt. Im Gegensatz dazu erzielten wir keine zusätzliche 

Wachstumshemmung durch die Kombinationsbehandlung von Cisplatin und rAAV-2-

Kontrollvektor im Vergleich zu Zellen, die  nur mit Cisplatin behandelt wurden. 

Diese Experimente zeigen, dass rAAV-2-Vektoren ein geeignetes Transfersystem für 

nichtkleinzellige Lungenkarzinome sind und damit potentiell für einen therapeutischen Einsatz 

in Frage kommen. 
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3   Identifizierung neuer prognostischer Faktoren bei Patienten mit klein- 
zelligem Lungenkarzinom (SCLC) 
 

3.1 Die prognostische Bedeutung des c-kit Rezeptors bei Patienten mit SCLC  
 

Um neue prognostische Gene bei Patienten mit SCLC zu identifizieren, untersuchten wir die 

Expression von potentiell relevanten Genen auf Proteinebene. Ein interessanter Vertreter ist 

der c-kit Rezeptor, der von 79 % bis 88 % der untersuchten Zelllinien von Patienten mit 

kleinzelligem Lungenkarzinom exprimiert wird. Da 57 % bis 76 % der SCLC-Zelllinien neben 

dem c-kit Rezeptor auch den aktivierenden Liganden, den „stem cell factor“ (SCF), 

exprimieren, lässt sich über ein autokrines Wachstumssignal beim SCLC spekulieren (Hibi, 

1991). Durch die Autostimulation des Rezeptors kommt es zur Phosphorylierung von 

Tyrosinresten am intrazellulären Anteil des c-kit Rezepors, die ihrerseits als Bindungsstellen 

für intrazelluläre Signalproteine fungieren. Zu diesen zählen Vertreter der jak/stat, ras/raf und 

pdk1/akt-Signalkaskaden, durch die verschiedenste Zellfunktionen wie Proliferation, 

Adhäsion, Chemotaxis und Apoptose vermittelt werden (Heinrich, 2002).  

Um den Anteil an c-kit positiven kleinzelligen Tumoren zu bestimmen und die prognostische 

Bedeutung dieses Rezeptors für Patienten mit SCLC zu ermitteln, untersuchten wir 203 

Primärtumoren von Patienten mit kleinzelligem Lungenkarzinom auf eine c-kit Expression 

(Ref. E) und fanden diese auf 87,7 % aller Tumore. Bei den Patienten war eine fehlende c-

kit-Expression mit einem signifikant (p=0,0084) schlechteren Überleben verbunden. 

Unabhängig von der Stärke der c-kit Expression lag das mittlere Überleben bei den c-kit-

positiven Patienten bei 358 (+49) Tagen, während die Patienten, deren Tumor kein c-kit 

exprimierte, bei 151 (+15) Tagen lag. Weiterhin korrelierte der Anteil c-kit exprimierender 

Tumorzellen mit der Überlebenszeit des Patienten. Patienten, deren Tumor mehr als 75 % c-

kit positiver Zellen aufwies, hatten ein mittleres Überleben von 424 Tagen. Hingegen sank 

das mittlere Überleben auf 295 Tage für die Patienten, deren Tumor zwischen 25 % - 75 % c-

kit positiver Tumorzellen aufwies. Die schlechteste Prognose mit einem mittleren Überleben 

von 164 Tagen hatten die Patienten, deren Tumor keine oder einen Anteil von unter 25 % c-

kit positiver Zellen hatte. Neben der univariaten Analyse mit dem Kaplan-Meier Modell führten 

wir auch eine multivariate Analyse durch. Neben der TNM-Klassifikation und dem 
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Performance-Status des Patienten war der Anteil der c-kit positiven Tumorzellen ein 

unabhängiger prognostischer Parameter. 

 

B

D
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Abb. 5: Differentielle Expression des c-kit-Rezeptors bei kleinzelligen Karzinomen der Lunge. 
A: Bronchialepithel. B: Als Positivkontrolle wurde ein Gastrointestinaler Stromazelltumor (GIST) 
verwendet, der eine hohe Expression des c-kit Rezeptors aufweist. C: SCLC mit fehlender c-kit 
Expression. D, E, F: SCLC mit schwacher, inermediärer und starker  immunhistochemischer c-kit-
Färbereaktion.  
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Abb. 6: Abhängigkeit des Gesamtüberlebens des Patienten mit SCLC von der Anzahl c-kit-
exprimierender Tumorzellen. 

 

Diese Daten belegen die prognostische Relevanz des c-kit Rezeptors bei Patienten mit 

SCLC. Da sich die Prognose der Patienten mit dem Anteil positiver c-kit Tumorzellen 

verbessert, ist von einer Hemmung des Rezeptors kein therapeutischer Effekt zu erwarten. 

Diese Einschätzung ist nicht rein spekulativer Natur, wenn man sich das Ergebnis einer 

klinischen Phase II Studie bei Patienten mit SCLC betrachtet, die mit dem Tyrosinkinase-

Inhibitor (TKI) Imatinib (Glivec™) behandelt wurden. Der TKI inhibiert neben anderen 

Tyrosinkinasen auch die intrazelluläre c-kit-Kinasedomäne. Die 12 mit Imatinib behandelten 

Patienten wiesen alle einen Krankheitsprogress auf (Krug, 2005), was darauf schließen lässt, 

dass eine Hemmung des Rezeptors Wachstum und Expansion der Tumorzellen fördert. 
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3.2 Die prognostische Bedeutung des Tumorsuppressorgen FHIT bei Patienten mit 
SCLC 

 
Eine Gemeinsamkeit zwischen kleinzelligen und nichtkleinzelligen Lungenkarzinomen ist der 

chromosomale Verlust bestimmter Genabschnitte, die somit bei der Pathophysiologie dieser 

Tumore eine Rolle spielen könnten. Einer dieser Abschnitte ist der kurze Arm des 

Chromosoms 3, wobei 90 bis 100 % der Patienten mit SCLC und 50 bis 80% der Patienten 

mit NSCLC mindestens ein Allel der Regionen 3p25, 3p21.3 und 3p14  verloren haben 

(Wistuba, 2001). Das „fragile histidine triad“ (FHIT) Gen, welches in der 3p14.2 Region liegt, 

könnte daher bei der Entstehung von Lungenkarzinomen eine Rolle spielen. Obwohl der 

exakte Signalweg für das aus 146 Aminosäuren bestehende 16,8 kDa große Protein FHIT 

unbekannt ist, geht man davon aus, dass es als Signalmolekül in der p53 assoziierten 

Apoptose und Zellzykluskontrolle involviert ist. Um die prognostische Relevanz von FHIT als 

mögliches Tumorsuppressorgen zu beleuchten, untersuchten wir 225 paraffin-eingebettete 

Primärtumoren von Patienten mit kleinzelligem Lungenkarzinom im Zusammenhang mit 

deren Überleben (Ref. F). Eine FHIT Expression fand sich bei 61,8% der SCLC Tumoren. 

Patienten ohne Nachweis des FHIT Proteins hatten eine signifikant (p=0,0061) kürzere 

mediane Überlebenszeit von 157 Tagen. Im Vergleich dazu lebten Patienten, deren Tumore 

FHIT exprimierten, im Median 210 Tage.  

Darüber hinaus bestimmten wir den Anteil FHIT positiver Tumorzellen und korrelierten diesen 

Wert mit der Überlebenszeit des Patienten. Hatten die Tumoren der Patienten einen Anteil an 

FHIT positiven Tumorzellen von weniger als 25 %, so lag deren mediane Überlebenszeit bei 

155 Tagen. Demgegenüber hatten die Patienten, in deren Tumor mehr als 25 % der Zellen 

FHIT positiv waren mit 217 Tagen eine signifikant (p=0,0016) längere Überlebenszeit. In der 

multivariaten Analyse nach dem Cox-Regressionsmodell war der Anteil FHIT positiver 

Tumorzellen unter 11 klinischen Variablen ein unabhängiger prognostischer Faktor für 

Patienten mit kleinzelligem Lungenkarzinom.  
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Abb. 7: Differentielle FHIT-Expression bem SCLC.  
A, B: Kontrollfärbungen am Nierengewebe. Die Pfeile zeigen die als Positivkontrolle dienenden 
Nierentubuli. Die Pfeilspitze in B zeigt das als Negativkontrolle dienende  Bindegewebe zwischen den 
Nierentubuli. C: SCLC ohne FHIT-Expression. D, E, F: SCLC mit schwacher, mittlerer und starker 
immunhistochemischer Färbereaktion für FHIT. Die Pfeilspitzen in D zeigen die schwache FHIT-
Expression in Tumorzellen, der Pfeil zeigen eine ebenfalls schwache Färbereaktion am 
physiologischen, mehrschichtigen Flimmerepithel der Lunge. 
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Abb. 8: Abhängigkeit des Überlebens der Patienten mit SCLC von der Anzahl FHIT-
exprimierender Tumorzellen.  
Die gestrichelte Linie zeigt die Überlebenskurvenj von Patienten, deren Tumore < 25 % FHIT positiver 
Zellen aufwiesen. Die durchgezogene Linie beschreibt die Überlebenskurve für die Patienten mit 
SCLC, deren Tumore aus > 25 % FHIT positiver Zellen bestanden. 
 

Diese Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass FHIT bei SCLC möglicher Teil eines 

zellzyklusregulierenden Tumorsuppressors sind. Neben der Bedeutung des FHIT-Gens als 

einem neuen prognostischen Marker bei Patienten mit SCLC könnte es zu einem potentiellen 

Kandidatengen für eine Genersatztherapie mit einem viralen Vektor werden. 

Überleben in Tagen

p=0,0016 
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4. Molekulare Charakterisierung von Lungentumoren im Vergleich zu 
normalem Lungengewebe 

 
Nachdem wir die prognostische Bedeutung von c-kit und FHIT gefunden hatten, wollten wir 

uns in einem nächsten Schritt einen umfassenderen Einblick in die molekulare Pathogenese 

von Lungenkarzinomen verschaffen. Durch die Isolierung von Tumorzellen aus einem 

Gewebeverband mittels der lasergestützten Mikrodissektion (Laser Capture Microdissection, 

LCM) und der Genexpressionsanalyse von Tumorzellen mit Hilfe von Oligonukleotid-

Mikroarrays benutzten wir zwei Methoden.  

Dazu untersuchten wir 29 Proben von primären Lungenkarzinomen, wobei es sich um 20 

NSCLCs (10 Adenokarzinome und 10 Plattenepithelkarzinome) und 9 SCLCs handelte. Als 

Kontrollgruppe wurden 5 Proben aus dem Lungengewebe von Patienten ohne 

Lungenkarzinom verwendet, die aus anderen Gründen bronchoskopiert  

wurden. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 
 
Abb. 9: Methode der Laser-Capture Mikrodissektion.  
Mittels computergestützter Software wird das unter dem Mikroskop identifizierte Tumorareal markiert, 
isoliert und zur weiteren Aufarbeitung aus dem restlichen Gewebeverband entfernt. 
 
Von den Biopsaten, die während der Bronchoskopie gewonnen wurden, fertigten wir 

zunächst 8 µm dicke Kryoschnitte an. Nach Fixation, Dehydratation und Färbereaktion 
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isolierten wir dann aus den Tumorarealen Gewebe für die Untersuchung der Genexpression 

mittels LCM.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abb. 10: Unterschiede im Genexpressionsprofil zwischen normalem Lungengewebe und 
Adenokarzinomen, Plattenepithelkarzinomen und kleinzelligen Karzinomen der Lunge 
 
 
Dazu extrahierten wir aus den Tumorzellen die RNA, welche nach einer bioanalytischen 

Qualitätskontrolle amplifiziert und mit Oligonukleotid-Arrays der Firma Affymetrix hybridisiert 
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wurde. Auf diesem Array sind 8793 charakterisierte Gene aufgetragen. Die 

computergestützte Auswertung der Expressionsdaten umfasst nach der Normalisierung 

mittels „variance stabilizing transformation“ die Multiklassenanalyse auf der Grundlage der 

„significance analysis of microarrays“ (SAM) zur Identifikation von signifikant unterschiedlich 

exprimierten Genen. Die hierarchische Clusteranalyse erlaubte anhand der 

Genexpressionsprofile eine Unterscheidung zwischen Lungentumoren und Normalgewebe 

der Lunge. Im Vergleich zum Normalgewebe fanden wir für das kleinzellige Lungenkarzinom, 

das Plattenepithel- und das Adenokarzinom der Lunge insgesamt 404, 335 bzw. 205 Gene, 

die bei einer geschätzten Fehlerrate (false discovery rate) von < 2,6 % mindestens um den 

Faktor 2 differentiell exprimiert waren. Zum besseren pathophysiologischen Verständnis 

wurden diese Gene ihren biologisch-funktionellen Gruppen zugeordnet.  

In Abhängigkeit vom histologischen Subtyp zeigten sich bemerkenswerte Unterschiede 

zwischen den histologischen Subtypen der Lungenkarzinome. Bei den 

Plattenepithelkarzinomen waren 22 % aller signifikant differentiell exprimierten Gene solche, 

die an der Steuerung der Tumorzellproliferation beteiligt sind. Diese Gene waren, verglichen 

mit dem Normalgewebe, zwischen 2,1 und 5,7 fach überexprimiert. Drei dieser Gene, die der 

Gruppe der Cykline angehören, sind Schlüsselgene innerhalb des Zellzykluses. Die im 

Plattenephithelkarzinom im Vergleich zu normalem Lungengewebe überexprimierte „cyklin-

dependent kinase 4“ führt direkt oder indirekt über Kompexbildung mit Cyklin D2 oder Cyklin 

D3, die ebenfalls überexprimiert sind, zur Phosphorylierung des Tumorsuppressorgens Rb. 

Durch das phosphorylierte und somit inaktivierte Rb kann die Tumorzelle den ersten 

Checkpunkt zwischen G1 und S-Phase passieren. Das Fortschreiten in die S zur G2-Phase 

bzw. von der G2-Phase in die mitotische M-Phase der Zelle wird durch die Cykline A2 und B2 

vermittelt, die bei Plattenepithelkarzinomen ebenfalls beide überexprimiert wird.  
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Abb. 11: Verteilung der 944 signifikanten, differentiell exprimierten Gene der Lungentumore im 
Vergleich zum physiologischen Lungengewebe.  
Pfeile nach oben bzw. unten symbolisieren die Anzahl der Gene, die in dieser Entität gegenüber der 
Kontrolle über- bzw. unterexprimiert sind. 
 

Im Vergleich zu den Plattenepithelkarzinomen lag der Anteil proliferationsassoziierter Gene 

bei den Adenokarzinomen lediglich bei 1%, während 9% aller signifikanten Gene beim 

Adenokarzinom die Zelladhäsion regulierten. Hier zeigte sich, im Vergleich zur Kontrolle, ein 

Muster von differentiell über- oder unterexprimierten Zelladhäsionsmolekülen, welche die 

Invasivität und Metastasierung der Lungenkarzinome beeinflussen. Die drei Gene ICAM-1, 
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    Kleinzelliges    
Bronchialkarzinom  

 Plattenepithelkarzinom
            

  Adenokarzinom 
       

Integrin beta-2 und alpha-3 waren beim Adenokarzinom im Vergleich zu Normalgewebe 

zwischen 2,1 und 5,8 fach überexprimiert, während acht Gene, zwei davon aus der Familie 

der Cadherine, zwischen 2,1 und 12,3 fach herunterreguliert waren. Die differentielle 

Expression von Adhäsionsmolekülen moduliert das invasive Wachstum einer Tumorzelle, 

wobei die erhöhte Expression von Integrin alpha-3 das Metastasierungspotential bei 

Lungenkarzinomen steigert (Gogali, 2004). Weiterhin ist die reduzierte Expression der 

kalziumabhängigen Cadherine, die eine Zell-Zell-Adhäsion vermitteln, mit Tumorprogression, 

Metastasierung und ungünstiger Prognose bei gastrointestinalen Tumoren und urogenitalen 

Tumoren assoziiert (Kase, 2000).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abb. 12: Einteilung der signifikant differentiell exprimierten Gene in sieben biologisch 
relevante, funktionelle Gruppen. DNA- Reparatur und Proliferation nimmt vom Adenokarzinom zum 
kleinzelligen Lungentumor hin zu. Veränderungen der Gene bezüglich Metabolismus, Zelladhäsion, 
Immunsystem und Strukturproteine sind bei allen drei Subtypen zu finden.   
 

Kleinzellige Lungenkarzinome zeigten ihre ontogenetische Verwandtschaft zu neuronal 

differenziertem Gewebe dadurch, dass elf Gene gegenüber normalem Lungengewebe 

überexprimiert waren, wie beispielsweise das synaptosomal-assoziierte Protein, 

Synaptotagmin sowie das synaptotagmin-bindende Protein. Die Relevanz dieser Proteine für 

die Pathophysiologie des kleinzelligen Lungenkarzinoms ist bisher nicht beleuchtet worden. 
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In der Zusammenschau erlauben diese Ergebnisse einen tieferen Einblick in 

pathophysiologische Vorgänge der Kanzerogenese für die histologischen Subtypen der 

Lungenkarzinome. Mit Hilfe der Cluster-Analyse lassen sich diese nun molekular 

klassifizieren. Die Identifizierung von einzelnen Genen innerhalb der funktionellen 

Gengruppen bietet weiterhin die Grundlage für die Entwicklung neuer Substanzen, die für die 

Therapie möglichst spezifisch für den jeweiligen Subtyp des Lungenkarzinoms sind. 
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Schlussfolgerungen und Ausblick 
 

Durch genetische Aberrationen kann es zu einem Ausfall von Tumorsuppressorgenen oder 

einer Überexpression von Onkogenen kommen, die zur unkontrollierten Proliferation von 

Tumorzellen führt. Mittels viraler Vektoren ist es prinzipiell möglich, auf molekularer Ebene 

durch Gentransfer gezielt in das Wachstumsverhalten einzugreifen. Die bis dato am 

häufigsten verwendeten viralen Vektoren für eine Gentherapie beim Menschen basieren auf 

Adenoviren und Retroviren. Beide Vektosysteme haben jedoch den entscheidenden Nachteil, 

per se Krankheiten auszulösen. So können adenovirale Vektorsysteme beim Menschen eine 

schwere Immunantwort, das sogenannte „systemic inflammatory response syndrome“ (SIRS) 

auslösen, welches zum Multiorganversagen führt (Hollon, 2000). Retroviren integrieren nach 

Infektion nach dem Zufallsprinzip in das Genom der Zielzelle, was zu Insertionsmutationen 

und so zu malignen Erkrankungen führen kann. In einer französischen Studie kam es durch 

Gentransfer mit retroviralen Vektoren bei 2 von 11 Patienten mit schwerer Immundefizienz 

(SCID) zu der Entwicklung eines T-Zell-Lymphoms (Check, 2003).  

Das in unserer Arbeitsgruppe etablierte, auf dem adeno-asoziierten Virus Typ 2 basierende 

Vektorsystem, ist im Vergleich zu den adeno- und retroviralen Vektorsystemen ein „junges“, 

dessen Potential erst seit etwa 10 Jahren genutzt wird. Die Eigenschaften von wt-AAV-2 

weckten besonderes Interesse im Hinblick auf eine mögliche Krebstherapie. So konnte durch 

einen direkten tumorhemmenden Effekt einer wt-AAV-2-Infektion das Risiko für das Auftreten 

eines Zervixkarzimoms gesenkt werden. Weiterhin ließ sich die Sensitivität von Karzinom- 

und Sarkomzelllinien gegenüber verschiedenen chemotherapeutischen Substanzen durch 

eine Wildtypinfektion steigern und Nebenwirkungen von Chemotherapien vermindern. Die 

fehlende Humanpathogenität, niedrige Immunogenität von AAV-2 und schließlich der von uns 

gezeigte Tropismus für nicht-kleinzellige Lungenkarzinome ermutigten uns, dieses 

Vektorsystem für einen gentherapeutischen Einsatz zur Therapie von Patienten mit 

Lungenkarzinom beim Menschen weiterzuentwickeln. Nachdem wir mit der 

Virusquantifizierung die Grundlagen für experimentelle Untersuchungen beim 

Lungenkarzinom geschaffen hatten, galt es zu untersuchen, ob therapeutische rAAV-2-

Vektoren zur Behandlung von NSCLCs geeignet sind. Dazu konstruierten wir einen neuen 

rAAV-2-p53-Vektor, welcher das human Wildtyp-p53-Gen kodiert. Wir wählten als 
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therapeutisches Gen p53, da seine apoptoseinduzierenden Eigenschaften in 

Lungenkarzinomen bereits hinlänglich bekannt sind. Mit Hilfe des Vektors konnten wir zeigen, 

dass es im Vergleich mit dem EGFP kodierenden rAAV-2-Kontrollvektor zu einer p53-

vermittelten Wachstumsinhibition aller untersuchten NSCLC-Zelllinien kam. Der inhibitorische 

Effekt von p53 beruhte dabei auf einer gesteigerten Apotoserate in den 

Lungenkarzinomzelllinien. Da die Arbeiten von Duverger (2002) und Schwarzbach (2002) 

gezeigt hatten, dass die Sensitivität von Tumorzellen durch wt-AAV-2 alleine oder den 

zusätzlichen Einsatz von chemotherapeutischen Substanzen erhöht werden kann, 

untersuchten wir, ob rekombinante AAV-2-Vektoren auch diese Eigenschaften aufweisen. 

Wie die Ergebnisse unserer Experimente zeigten, hatte der rekombinante AAV-2-Vektor die 

Fähigkeit des Wildtyps verloren, Tumorzellen in An- oder Abwesenheit eines 

Chemotherapeutikums zu sensibilisieren. Wahrscheinlich beruht dies auf der Entfernung des 

Replikationsproteins rep aus dem Genom des Wildtyps, was für die Herstellung 

rekombinanter AAV-2-Partikel eine unverzichtbare Voraussetzung ist. Trotz der fehlenden 

Sensibilisierung von Tumorzellen durch rAAV-2 konnten wir durch die kombinierte 

Behandlung von Cisplatin und dem therapeutischen rAAV-2-p53-Vektor eine additive oder 

überadditive Wachtumshemmung beim NSCLC erreichen. Selbst die überlebenden 

Tumorzellen waren trotz optimaler Wachstumsbedingungen in ihrer Fähigkeit signifikant 

beeinträchtigt, Tumorkolonien auszubilden. Grundsätzlich ist das AAV-2-Vektorsystem also 

für eine Gentherapie von Patienten mit NSCLCs geeignet. Die Übertragung solcher in-vitro 

Experimente in eine Krebsbehandlung beim Menschen ist jedoch aus verschiedensten 

Gründen problematisch und unterscheidet sich stark vom gentherapeutischen Einsatz von 

somatischen Erkrankungen einzelner Gene wie zum  

Beispiel bei einem Enzymdefekt. Bei Patienten mit Hämophilie B, bei denen der 

Gerinnungsfaktor IX vermindert ist, ließen sich Faktor IX-Gen-enthaltende rAAV-2-Partikel 

erfolgreich in den Muskel transduzieren. Der im Muskel produzierte Gerinnungsfaktor wurde 

anschließend kontinuierlich ins periphere Blut sezerniert. Bei einer gentherapeutische 

Krebstherapie würde der intravenös applizierte rAAV-2-Vektor aufgrund seiner von uns 

gezeigten Affinität zu Endothelzellen und glatten Gefäß-Muskelzellen nicht am eigentlichen 

Wirkort, dem Lungentumor, ankommen. Daher müsste ein therapeutischer rAAV-2-Vektor 

direkt intratumoral appliziert oder per Aerosol inhaliert werden (Moss, 2004). Alternativ 
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könnten die Rezeptoren von rAAV-2 so modifiziert werden, dass ein selektiver Tropismus nur 

noch für Lungentumorzellen besteht. Eine Oberflächenmodifikation zur Schaffung einer 

Vektorspezifität für eine Tumorzelle ließ sich bereits für Zellen von Patienten mit chronischer 

lymphatischer Leukämie (CLL), die normalerweise resistent gegenüber wt-AAV-2 sind, 

erfolgreich demonstrieren (Girod, 1999; Buning, 2003).  

Neben der Identifizierung von prädiktiven Markern bildete die Suche und Identifikation von 

prognostisch relevanten Genen den zweiten Schwerpunkt meiner Arbeit. Beim kleinzelligen 

Lungenkarzinom ist bereits zu einem frühen Zeitpunkt mit einer Fernmetastasierung zu 

rechnen. Nur in den limitierten Krankheitsstadien I-II ist eine Operation als kurative Therapie 

möglich und nach wie vor wird die Frage nach einer adjuvanten Therapie kontrovers 

diskutiert. Gelänge es, prognostische Faktoren zu finden, die bei gleicher Therapie den 

individuellen Krankheitsverlauf vorhersagen könnten, so wäre es möglich, die Patienten nach 

diesen Kriterien zu stratifizieren. Mit dem Nachweis des c-kit Rezepors und des 

Tumorsuppressorgens FHIT beim SCLC gelang es, zwei Gene mit prognostischer Bedeutung 

zu beschreiben. Der Verlust der Expression von FHIT oder c-kit war mit einem signifikant 

schlechteren Überleben der Patienten mit SCLC vergesellschaftet. Diese Untersuchungen 

könnten Grundlage für klinische Studien sein bei denen Patienten mit ungünstiger 

Markergenkonstellation mit Verlust des c-kit-Rezeptors und des FHIT-Gens eine intensivere 

Chemo- bzw. Radiotherapie erhalten um so deren Prognose zu verbessern. 

Nachdem wir die prognostische Bedeutung von c-kit und FHIT gezeigt hatten, wollten wir im 

dritten Teil dieser Arbeit einen umfassenderen Einblick in die molekulare Pathogenese von 

Lungenkarzinomen gewinnen. Erst die Entwicklung neuer Methoden eröffnete uns die 

Möglichkeit, eine Genexpressionsanalyse von primären Lungenkarzinomen durchzuführen. 

Hierzu gehörte zum einen die selektive Isolierung von Tumorzellen aus einer heterogenen 

Gewebeprobe mit der Laser-Capture Mikrodissektion sowie die Bestimmung des 

Transkriptoms der Tumorzellen durch die Oligonukleotid-Arraytechnologie mit Hilfe einer 

biomedizinischen Datenverarbeitung. Mit diesen Methoden erstellten wir eine molekulare 

Datenbank von Lungenkarzinomen unterschiedlicher Histologie, deren Genexpressionsprofile 

sich einerseits untereinander und andererseits von gesundem Lungengewebe signifikant 

unterschieden. In Abhängigkeit des Subtyps erhielten wir dabei Einblick in die 

unterschiedliche Pathophysiologie der Lungenkarzinome. Beim Plattenephithelkarzinom 
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fanden wir drei zentrale Gene, deren Überexpression den Zellzyklus in Richtung Proliferation 

und Zellteilung lenken. Diese Gene gehören zu den Cyklinen und den cyklinabhängigen 

Kinasen (CDK). Die Bedeutung dieses Signalweges liegt darin, dass in den letzten Jahren 

eine neue Substanzgruppe, die „small molecule inhibitors“, entwickelt wurde, die spezifisch 

an verschiedenen Stellen der intrazellulären Signalkaskade eingreifen können. Diese CDK-

Modulatoren blockieren die ATP-Bindungsstelle der CDKs. Einer dieser Modulatoren ist 

Flavopiridol, ein Pan-CDK-Inhibitor, der in einer klinischen Phase II Studie bei 20 Patienten 

mit fortgeschrittenem NCSLC verwendet wurde. Das mediane Überleben dieser Patienten lag 

bei 7,5 Monaten, was dem Zeitraum entspricht den ein Patient üblicherweise mit einer 

chemotherapeutischen Behandlung erreichen würde (Senderowicz, 2003). Auf der Grundlage 

dieser Ergebnisse kam es zu einer randomisierten Phase III-Studie, in der eine 

chemotherapeutische Standardbehandlung mit einer Kombinationstherapie aus Flavopiridol 

und Chemotherapie verglichen wird. Da Flavopiridol jedoch ein Pan-CDK-Inhibitor ist und 

somit auch CDKs inhibiert, die in der Pathophysiologie der NSCLCs wahrscheinlich keine 

Rolle spielen, könnten unsere Ergebnisse einer spezifischeren Inhibition relevanter 

Zellzyklusgene dienen.  

Die Identifizierung neuer therapeutisch relevanter Gene für eine Therapie bei Patienten mit 

NSCLC ist notwendig, da sich die Prognose der Patienten quoad vitam kaum verbessert hat. 

Seit Entdeckung der Überexpression des epidermalen Wachstumsfaktor-Rezeptors-1 

(EGFR-1) beim NSCLC wurden eine Reihe von „small molecule inhibitors“ entwickelt, welche 

die EGFR-1-Tyrosinkinase selektiv inhibieren. EGFR-1 und die nachgeschaltete 

Signalkaskade sind für das Zellwachstum, Expression proangiogenetischer Faktoren sowie 

eine verminderte Empfindlichkeit der Tumorzelle gegenüber einer Strahlen- oder 

Chemotherapie von Bedeutung. In klinischen Phase III-Studien führte die Hemmung von 

EGFR-1 bei 10 % bis 20 % der stark vorbehandelten Patienten mit NSCLC zu einem 

Tumorrückgang um mehr als 50 % (Perez-Soler, 2004). Da nur ca. 10 % der Patienten auf 

die molekulare Therapie ansprechen, haben wir zur Identifizierung dieser Patientengruppe 

eine klinische Studie initiiert. Ziel ist die Therapieoptimierung durch die Identifikation solcher 

Gene, die als Indikator für ein Ansprechen auf den EGFR-1-gerichteten 

Tyrosinkinaseinhibitor dienen könnten. Vor Therapiebeginn mit dem EGFR-1-Tyrosinkinase-

Inhibitor Erlotinib wird den Patienten daher bronchoskopisch eine Tumorprobe entnommen, 
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von der unter Einsatz der Laser Capture Microdissektion und Array-Technologie ein 

Genexpressionsprofil erstellt wird. Das analysierte Transkriptom des Tumors wird unter 

besonderer Berücksichtigung der EGF-Rezeptorfamilie und nachgeschalteter 

Signaltransduktionmoleküle mit dem Therapieansprechen des Patienten korreliert, um auf 

diesem Weg pädiktive Gene zu ermitteln. Damit könnte es gelingen, auf molekularer Ebene 

die Gruppe von Patienten zu identifizieren, die von einer tumorgerichteten Therapie mit 

Erlotinib einen besonderen Nutzen haben. 
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7. Abkürzungsverzeichnis          

 
 AAV-2   : adeno-assoziiertes Virus Typ-2 
 CDK   : cyklin dependent kinase 
 CLL   : chronische lymphatische Leukämie 

c-kit : cellular homologue of kit, the Hardy-Zuckerman 4 feline sarcoma 
virus oncogene 

 EGFP   : enhanced green fluorescence protein 
 EGFR-1  : epidermal growth factor receptor-1 
 FACS   : fluorescence activated cell sorting 
 FGFR-1  : fibroblast growth factor receptor-1 
 FHIT   : fragile histidine triad 
 GFP   : green fluorescence protein 
 HeLa   : Zervixkarzinomzelllinie der Patientin Helen Lang 
 ICA   : infectious center assay 
 ICAM-1  : intercellular adhesion molecule-1 
 kd   : Kilodalton 

LCM   : laser capture microdissection 
 NSCLC  : non-small lung cell carcinoma 
 p16   : Protein der Größe 16 kd 
 p53   : Protein der Größe 53 kd 
 rAAV-2  : rekombinant hergestelltes adeno-assoziiertes Virus Typ-2 
 r-AAV-2-EGFP : rAAV-2, Vekor für EGFP 
 r-AAV-2-p53  : rAAV-2, Vekor für p53 
 Rb   : Retinoblastoma 
 qPCR   : quantitative polymerase chain reaction 

SAM   : significance analysis of microarrays 
 SCID   : severe combined immundeficiency 
 SCLC   : small cell lung cancer 
 SIRS   : systemic inflammatory response syndrome 



 41

SCF   : stem cell factor 
TKI   : Tyrosinkinaseinhibitor 

 TSG   : Tumorsuppressorgen 
VST   : variance stabilizing transformation 

 wt-AAV-2  : Wild-Typ des adeno-assoziiertes Virus Typ-2 
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