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Zusammenfassung

Ein GroBteil der an einem Ovarialkarzinom erkrankten Patientinnen leidet an dem sekun-
déaren Symptom des malignen Aszites. Therapeutisch steht der VEGF-Antikorper Bevaci-
zumab zur Reduktion dieses Aszites zur Verfiigung. Bisher wurde der Antikdrper intrave-
nos verabreicht. In dem hier untersuchten Ovarialkarzinom-Mausmodell wurde die Effizi-
enz einer intravendsen und einer intraperitonealen Applikation von Bevacizumab mitei-
nander verglichen. Es konnte gezeigt werden, dass eine intraperitoneale Injektion des An-
tikdrpers eine viel versprechende Alternative darstellt. Sowohl in der Monotherapie als
auch in einer Kombinationstherapie mit Paclitaxel war festzustellen, daB sich der Uberle-
benszeitraum verlangert und sich der Bauchumfang reduziert hat.

In der Behandlung maligner Tumore stellen die konditional replikativen Adenoviren eine
neue sichere Behandlungsmdglichkeit dar. Fiir eine effektive und sichere gentherapeuti-
sche Behandlung des Ovarialkarzinoms ist eine gezielte Infektion der malignen Tumorzel-
len ebenso wichtig wie eine auf Karzinomzellen spezialisierte Virusreplikation. Um diese
Voraussetzungen zu schaffen, werden konditional replikative Adenoviren verwendet, bei
denen eine Modifikation der adenoviralen Fiber durch Einsatz einer 5/3 Fiber-Chimaére
vorliegt. Dies ist zum jetzigen Zeitpunkt ein etablierter Ansatz, um die beim Ovarialkarzi-
nom vorhandene CAR-Defizienz zu umgehen. Fiir eine gezielte virale Infektion der Kar-
zinomzelle und Replikation in der Karzinomzelle wurde fiir die Versuche der Multiple
Drug Resistance Gen 1 Promotor (MDR1-Promotor) gewdhlt. MDR1 gilt als das bedeu-
tendste Resistenzgen beim Ovarialkarzinom und ist verantwortlich fiir die rasche Resis-
tenzentwicklung auf Zytostatika. Fiir die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit wurden Un-
tersuchungen an einem Ovarialkarzinom-Mausmodell durchgefiihrt. Es zeigten sich in den
Gruppen, die eine alleinige intraperitoneale virale Therapie mit CRAds oder eine Kombi-
nationstherapie bestehend aus CRAd, Zytostatikum und/oder Antikdrper erhalten haben,
die lingsten Uberlebenszeitriume. Somit konnte die Effektivitit der MDR1 gesteuerten
Adenoviren und der positive Einfluss auf den Uberlebensfaktor bewiesen werden. Um die
spezifische Infektion der malignen Tumorzellen zu demonstrieren, wurde in den Tumoren
immunhistochemisch das virale E1A Protein nachgewiesen. Da die hier verwendeten kon-
ditional replikativen Adenoviren einen natiirlichen Lebertropismus aufweisen, wurden die
Lebern der Méuse hinsichtlich einer mdglichen Lebertoxizitét histopathologisch und im-
munhistochemisch untersucht. Es konnten in der H&E Farbungen und in den immunhisto-
chemischen untersuchten Schnitten der Lebern keine beweisende virale Infektion nachge-
wiesen werden. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass die auf chemoresis-
tente-MDR-exprimierende Ovarialkarzinomzellen zielende Therapie mittels konditional
replikativer Adenoviren eine viel versprechende Alternative fiir eine zukiinftige Therapie
des zytostatikaresistenten Ovarialkarzinoms darstellt.
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Einleitung -1-

1 Einleitung
1.1 Malignome bei Frauen

In Deutschland und in den westlichen Industrienationen stellen maligne Tumorerkrankun-
gen nach den Herz-Kreislauferkrankungen die zweithdufigste Todesursache dar. In
Deutschland erkranken jedes Jahr 450.000 Menschen neu an Krebs, 216.000 versterben.
Bei Frauen ist die hidufigste Krebsart mit 59.510 Neuerkrankungen pro Jahr das
Mammakarzinom gefolgt vom Colonkarzinom mit 33.620 Neuerkrankungen und dem
Bronchialkarzinom mit 15.180 Neuerkrankungen. Das Ovarialkarzinom stellt das fiinft-

héufigste Malignom der Frau dar (Deutsche Krebshilfe e.V., 2010).

1.2 Das Ovarialkarzinom

In Deutschland erkranken pro Jahr ca. 7.700 Frauen am Ovarialkarzinom. An 5. Stelle steht
es bei den Krebstodesfillen (Robert Koch Institut, 2010). Das Ovarialkarzinom ist nach
dem Corpuskarzinom der zweithdufigste weibliche Genitaltumor, hat aber aufgrund seiner
hohen Mortalitdt eine schlechtere Prognose (Siegel et al., 2013). Das mittlere Erkrankungs-
alter liegt bei 69 Jahren und liegt somit ein Jahr unter dem mittleren Erkrankungsalter fiir
Krebs insgesamt (Robert Koch Institut, 2010). Ca. 90% der Malignome des Ovars stellen
epitheliale Tumore dar (Alvarez et al., 1999), (Pfisterer, 2002), (Quirk and Natarajan,
2005). Des Weiteren kommen auch Keimzell-, Keimstrangdriisentumore oder Sarkome
vor. Bei Patientinnen unter 45 Jahren, 5-10% der Ovarialkrebspatientinnen, treten ver-
mehrt Keimzelltumore auf. Neueste pathologische Untersuchungen konnten aufweisen,
dass das Ovarialkarzinom auch aus nicht Ovargewebe entsteht und dass die einzelnen His-
totypen oftmals nur wenige molekulire Ahnlichkeiten zeigen (Kurman and Shih Ie, 2010).
Es konnte nachgewiesen werden, dass oftmals die distale Tube, aber auch das Ovargewebe
der Ursprungsort fiir ein serdses Ovarialkarzinom sind (Piek et al., 2001), (Lee et al., 2007),
(Levanon et al., 2010). Klarzellige und endometrioide Karzinome stehen in einem engen
Zusammenhang mit einer Endometrioseerkrankung (Kuo et al., 2009), (Jones et al., 2010),
(Wiegand et al., 2010). Die Mehrzahl von invasiv muzindsen Karzinomen sind Metastasen
am Ovar. Hier liegt oftmals eine maligne Erkrankung des Magen-Darm- Traktes vor (Lee
and Young, 2003), (Zaino et al., 2011), (Kelemen and Kobel, 2011). Verbesserte histolo-
gische Einteilungen, immunologische Marker und genetische Untersuchungen haben ge-

zeigt, dass Tumore die bisher dem endometrioiden Ursprung zugeordnet wurden, eher zu
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den serésen Tumoren eingeteilt werden miissen (Kobel et al., 2008), (Kobel et al., 2009),

(Madore et al., 2010).

Die Atiologie des Ovarialkarzinoms ist weitgehend ungeklirt, es gibt verschiedene Hypo-
thesen zur Entstehung. Die durch die Ovulation immer wiederkehrende Ruptur und Rege-
neration des Oberflachenepithels des Ovars bei gleichzeitig erhohtem Gonadotropinspie-
gel steigert die Wahrscheinlichkeit der malignen Entartung des Ovarepithels: Incessant-
Ovulation-Theorie nach Fathalla 1971 (Fathalla, 1971). Somit werden als Risikofaktoren,
an einem Ovarialkarzinom zu erkranken, unter anderem eine friithe Menarche, spite Me-
nopause und Nulliparitit genannt (Whittemore et al., 1992), (Hartge et al., 1994),
(Hankinson et al., 1995). Stillen und die langjdhrige Einnahme von oralen Kontrazeptiva
haben eine protektive Funktion (Franceschi et al., 1991), (Beral et al., 2008). Eine Tuben-
ligatur oder eine Hysterektomie scheinen ebenso einen protektiven Einfluss zu haben
(Irwin et al., 1991), (Kauff et al., 2008), (Rebbeck et al., 2009). Ein erhohtes Erkrankungs-
risiko liegt bei Frauen vor, deren Verwandte ersten Grades an Mamma- oder Ovarialkar-
zinom erkrankt sind oder die selbst an einem Mamma-, Darm-, oder Corpuskarzinom lei-
den. Genetische Préadispositionen, Mutationen des BRCA 1- (Breast Cancer 1) und BRCA
2- (Breast Cancer 2) Tumorsupressorgens liegen bei ca. 5% der Ovarialkarzinom-Patien-
tinnen vor. Das Risiko, am Ovarialkarzinom bis zum 70. Lebensjahr zu erkranken, steigt
fiir die Mutationstridgerinnen des BRCA 1 aufbis zu 65% und fiir die Mutationstrdgerinnen
des BRCA 2 auf'bis zu 44% (van der Kolk et al., 2010). Frauen, die aus einer Risikofamilie
stammen, erkranken im Durchschnitt 10 Jahre friiher als Frauen ohne das gleiche familidre
Risiko (early onset). Die Diagnose des Ovarialkarzinoms wird meistens erst in einem sehr
spaten Stadium der Erkrankung diagnostiziert. Zu den Hauptsymptomen zdhlen: diffuse
Unterbauchbeschwerden, akutes Abdomen (durch tumorbedingte Darmkompression oder
Stieldrehung) oder eine Tumorkachexie mit gleichzeitiger massiver Zunahme des Bauch-

umfanges durch eine Peritonealkarzinose mit konsekutivem Azsites.
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1.2.1 Therapie des Ovarialkarzinoms

Die Therapie des Ovarialkarzinoms besteht im Wesentlichen aus zwei Mafinahmen: der
operativen Therapie zur Reduzierung der Tumorlast und der postoperativen adjuvanten
Chemotherapie (Carboplatin und Paclitaxel) fiir die FIGO-Stadien IIb-1V (Fédération In-
ternationale de Gynécologie et d’Obstétrique) (du Bois et al., 2003). Mit der radikalen
operativen Tumorentfernung (Debulking), die den Goldstandard der Ovarialkarzinomthe-
rapie darstellt (Pfisterer et al., 2003), (Wimberger et al., 2007), (Abaid et al., 2010), wird
versucht, eine komplette Tumorreduktion (RO-Resektion) zu erreichen, da die makrosko-
pische Tumorfreiheit eine Grundvoraussetzung fiir einen optimalen Therapieerfolg bedeu-
tet (Lichtenegger et al., 1998), (Breidenbach et al., 2002), (Bristow et al., 2002), (Harter et
al., 2006), (du Bois et al., 2009). Liegt postoperativ ein Tumorrest von < 1cm vor, haben
diese Patientinnen einen signifikanten Uberlebensvorteil gegeniiber Patientinnen mit sub-
optimalem Debulking (du Bois et al., 2009). Zunichst zeigt das Ovarialkarzinom eine hohe
Ansprechrate auf Zytostatika, aber unter der Primédrtherapie kommt es immer wieder zur
Entstehung von Mehrfachresistenzen gegeniiber den eingesetzten Zytostatika (Schondorf
et al., 2002), (Hille et al., 2006), (Meinhold-Heerlein and Hauptmann, 2014). Aufgrund
dieser Mehrfachresistenzen kommt es trotz radikal chirurgischer Primirtherapie und da-
rauf folgender Kombinationschemotherapie bei 40%-60% der Patientinnen zur Entwick-

lung von Ovarialkarzinomrezidiven (Ozols, 2002), (Fung-Kee-Fung et al., 2007).

1.2.2 Peritonealkarzinose- Aszites

Am hiufigsten tritt ein Rezidiv in Form einer Peritonealkarzinose mit Aszitesbildung auf
(Pfisterer, 2002). In diesem Stadium der Erkrankung handelt es sich in den meisten Fillen
um eine Palliativsituation. Bis vor einigen Jahren konnte eine Verbesserung der Lebens-
qualitdt oftmals nur durch eine mehrfach wiederholte Parazentese erreicht werden
(Ayantunde and Parsons, 2007). Doch auch hierbei zeigte sich eine starke Belastung der
Patientinnen aufgrund der mehrfachen Wiederholungen oder auch Infektionen (Becker et
al., 2006), (Chung and Kozuch, 2008). Eine wirklich dauerhafte Symptomlinderung konnte
bisher nicht erreicht werden. Bei der Behandlung der Rezidive steht die Chemotherapie im
Vordergrund. Nach dem Zeitpunkt des Auftretens werden die Rezidive in Friih- und Spét-
rezidive aufgeteilt. Die Frithrezidive treten wihrend der Primértherapie oder in einem Zeit-

raum von weniger als 6 Monaten nach Beendigung der Primértherapie auf. Diese friihen,
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platinrefraktdaren Rezidive haben eine schlechtere Prognose als die platinsensiblen Spatre-
zidive und werden mit einer nicht-platinhaltigen Monotherapie z.B. mit pegyliertem, lipo-
somalem Doxorubicin oder Topotecan oder Gemcitabin oder Paclitaxel behandelt. Tritt
ein Rezidiv nach einem tumorfreien Intervall von > 6 Monaten auf, so wird es als platin-
sensibles Spéatrezidiv bezeichnet und eine Kombinationstherapie bestehend aus Carbopla-
tin mit entweder Paclitaxel oder pegyliertem, liposomalem Doxorubicin oder Gemcitabin
angewendet. Bei einem platinsensiblen Spitrezidiv gibt es die Moglichkeit einer sekunda-
ren tumorreduktiven Operation, abhingig von der Linge des rezidivfreien Intervalls und
der individuellen Situation der Patientin. Die zeitliche Linge des tumorfreien Intervalls
korreliert mit der Chance der postoperativen Tumorfreiheit (Janicke et al., 1992),
(Eisenkop et al., 1995), (Park et al., 2010), (Tentes et al., 2010). Das Wachstum, die Pro-
gression und die Metastasierung maligner Tumore sind angiogeneseabhdngig, da der Tu-
mor ab einer bestimmten Grof3e ein eigenes Gefdlsystem auftbauen muss. Fiir die Regula-
tion dieser pathologischen Angiogenese ist der Vascular Endothelial Growth Factor
(VEGF) von entscheidender Bedeutung, (Ferrara and Henzel, 1989), (Tischer et al., 1989),
(Ferrara and Davis-Smyth, 1997), (McMahon, 2000). In benignen Geweben ist die VEGF-
Konzentration gering. Im malignen Tumor dagegen wird die VEGF-Expression gesteigert
und der GefaBwachstumsfaktor VEGF aktiviert Endothelzellen, Perizyten und glatte Mus-
kelzellen. Darauthin folgt eine Lyse des Bindegewebes, welches die Kapillaren umgibt
und es kommt zu einer Zellmigration kleinerer Zellausldufer in das Gewebe. Durch Prolife-
ration und Migration schon bestehender Endothelzellen entstehen neue Kapillaren. Mit der
Umwandlung zu Ateriolen, Arterien, Venolen und Venen wird der Prozess der Angioge-
nese abgeschlossen (Gospodarowicz et al., 1989), (Ferrara, 1999). Die VEGF-Expression
korreliert negativ mit der Tumorprogression und der Uberlebenschance der Patientinnen.
Der VEGF-Antikorper Bevacizumab bindet mit hoher Affinitdt an alle humanen VEGF-
Isoformen, daraus folgt eine Blockierung der Bindung von VEGF an die Rezeptoren
VEGF-Rezeptor 1 und VEGF-Rezeptor 2, die sich an der Oberflache von Endothelzellen
befinden (de Vries et al., 1992), (Terman et al., 1992). Es folgt die Hemmung der Tumor-
progression und die mikrovaskulidre Permeabilitidt wird verringert (Yukita et al., 2000),
(Jain, 2001), (Numnum et al., 2006). Durch die zusétzliche Anwendung des VEGF-Anti-
korpers Bevacizumab kann die Lebensqualitdt durch eine verringerte Aszitesbildung ver-
bessert werden (Yukita et al., 2000). Ebenso kann auch die Uberlebenszeit durch den Ein-
satz von Bevacizumab verldngert werden. Dies konnte ihm Rahmen der GOG-218-Studie

bewiesen werden. Hier zeigte sich ein Vorteil der Kombinationstherapie im Vergleich zur
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Monochemotherapie (14,1 Monate versus 10,3 Monate) (Katsumata et al., 2009). In einer
weiteren Studie (AGO-OVAR 11/ICON7) konnte ebenfalls ein verlingertes Uberlebens-
intervall fiir die Zusatzbehandlung mit Bevacizumab nachgewiesen werden (Perren et al.,
2011). Somit stellt Bevacizumab einen wichtigen Bestandteil aktueller Studien dar, um
eine weitere verbesserte Wirkung zu erzielen (Heitz et al., 2012). Seit November 2012
gehort der VEGF-Antikorper aufgrund der vielen positiven Studienergebnisse zur Thera-
pie des ersten platinsensiblen Rezidivs (Aghajanian et al., 2012).

1.2.3  Die Resistenzentwicklung des Ovarialkarzinoms- das MDR-1 Gen

Zu Beginn der Chemotherapie ist das Ovarialkarzinom in den meisten Fillen chemosensi-
bel, doch unter der Primértherapie und auch bei Ovarialkarzinomrezidiven kommt es hiu-
fig zu Zytostatikaresistenzen (Schondorf et al., 2002), (Hille et al., 2006). Eine Multiple-
Drug-Resistenz basiert auf der Ausbildung von aktiven Transportproteinen aus der Familie
der ATP Binding Cassette Transporter (ABC-Transporter). Beim Ovarialkarzinom hat be-
sonders das Multiple Drug Resistance Gen 1 (MDR-1 Genprodukt; p-Glykoprotein (p-gp))
eine grofle Bedeutung bei der Entstehung von Chemotherapieresistenz, besonders in der
Resistenzentwicklung gegeniiber Anthrazyklinen und Taxanen (Miller and Ojima, 2001),
(Zhou, 2008), (Li et al., 2010a). Das MDR-1 Gen stellt eine membranstindige Efflux-
pumpe dar, die in vielen Geweben wie z.B. in der Lunge, der Leber, der Niere oder in der
Plazenta vorhanden ist (Cordon-Cardo et al., 1990), (Sugawara et al., 1997). Sie ist fiir die
gezielte Stoffelimination aus der Zelle zustdndig und schiitzt die Zelle somit vor toxischen
Substanzen (Kerb et al., 2001), (Leslie et al., 2005). Tumorzellen erhalten durch diesen
Mechanismus einen Wachstumsvorteil in der Gegenwart MDR-assoziierter Agenzien
(Coldman and Goldie, 1987). Viele Medikamente konnen das MDR-1 Gen induzieren
(z.B. Carbamazepin, Rifampicin) und auch inhibieren (z.B. Cicplsporin, Erythromycin,
Verapamil) (Perez-Tomas, 2006). Malignome konnen beziiglich des MDR-1 Status unter-
schieden werden. Kolon-, Nieren- und Leberkarzinome weisen von Beginn an eine hohe
MDR-1 Gen-Aktivitdt auf. Das Ovarialkarzinom, das Non-Hodgkin Lymphom und die
chronisch myeloische Leukémie zeigen gelegentlich vor der Zytostatikatherapie eine leicht
erhohte MDR-1 Gen-Aktivitdt. Dagegen zeigen die akute lymphatische Leukidmie, das
Mammakarzinom und das Phdochromozytom erst nach einer Zytostatikatherapie eine er-
hohte MDR-1 Gen-Aktivitit (Goldstein et al., 1989). Bei der Untersuchung der basalen

MDR-1 Gen-Aktivitdt von unbehandelten humanen Ovarialkarzinomzellen konnte gezeigt
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werden, dass insbesondere bei gut differenzierten serosen und muzindsen Ovarialkarzi-
nomzellen eine hohe basale MDR-1 Gen-Expression vorliegt (Arao et al., 1994). Diese
MDR-1 Gen-Expression in priméren, unbehandelten Ovarialkarzinomen steht im engen
Zusammenhang mit der Tumorprogression (Lu et al., 2007). Findet sich eine niedrige
MDR-1 Gen-Expression in Ovarialtumorzellen, so korreliert diese mit einer hoheren Uber-
lebensrate der Patientinnen (Materna et al., 2004), (Raspollini et al., 2005), (Odening et
al., 2009), liegt dagegen eine erhdhte Expression des MDR-1 Gens vor, so ist das Risiko,
Gehirnmetastasen beim Ovarialkarzinom zu entwickeln, erh6ht (Matsuo et al., 2010). Wei-
tere direkte Zusammenhénge lassen sich zwischen Tumorstadium, Grading, Aszites, Re-
zidivhiufigkeit und der MDR-1 Gen-Uberexpression nachweisen (Chen et al., 2009).
Wihrend der Zytostatikatherapie konnen bestimmte Zytostatika wie z.B. Cisplatin,
Doxorubicin und besonders Paclitaxel sowohl in primdren Ovarialkarzinomzellen als auch
in Rezidivkarzinomzellen zu einer verstirkten Induktion des MDR-1 Gens und somit zu
einer verstiarkten Expression des MDR-1 Gens auf der Zellmembran chemoresistenter Kar-
zinome fithren (Nooter and Herweijer, 1991), (Schondorf et al., 2003), (Hille et al., 2006).
Infolge dieser verstarkten Induktion des MDR-1 Promoters kommt es zu einer vermehrten
p-gp Synthese, dadurch werden Zytostatika aktiv aus den Zellen heraustransportiert (Miller

and Ojima, 2001), ohne dass sie dort effektiv zytostatisch wirken konnten.
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1.3 Gentherapeutische Ansétze beim Ovarialkarzinom

Durch Debulking und Chemotherapie kann zwar effizient die Primartumorlast reduziert
werden, doch die Entstehung von Rezidiven und inapperenten Mehrfachresistenzen unter
Chemotherapie zeigen die Notwendigkeit von alternativen Therapiemdglichkeiten auf.
Neue Erkenntnisse iliber die molekulare Entstehung von Malignomen ermoglichen neue
Therapieansitze in der Behandlung von Krebserkrankungen. Besonders die Entwicklung
der Gentherapie stellt eine innovative Therapieoption dar. Das therapeutische Gen wird
dabei in die Zielzelle eingeschleust und kann so {iber sein Genprodukt, das sich positiv auf
den Verlauf der Erkrankung auswirkt, am Ursprungsort der Erkrankung wirken (Mountain,
2000). Liegen der Erkrankung zum Beispiel Gendefekte zugrunde, so konnen diese mittels
Gentherapie kompensiert werden. Ein groBler Vorteil der Gentherapie besteht darin, dass
eine gezielte Wirkung am Ursprungsort der malignen Erkrankung durchgefiihrt werden
kann. Zurzeit werden viele klinische Gentherapiestudien in unterschiedlichen Krankheits-
bereichen durchgefiihrt. Der grofite Anteil mit 64,2% der Studien findet sich im Bereich
der Tumorerkrankungen, gefolgt von monogenetischen Erkrankungen (Zystische Fibrose,
erbliche Muskeldystrophie) mit 9,2%, Infektionskrankheiten mit 8% und Herzkreislaufer-
krankungen mit 7,8% (The Journal of Gene Medicine 2015 John Wiley and Sons Ltd.

www.wiley.co.uk/genmed/clinical).

Aufgrund der molekularen Unterschiede zwischen benignen und malignen Zellen kann
durch Gentherapie gezielt in die Prozesse der Karzinogenese eingegriffen werden, dabei
werden unterschiedliche Gentherapiekonzepte genutzt. In der sogenannten Mutationskom-
pensation wird ein funktionales Gen, z.B. das Tumorsupressorgen p53 eingebracht, das zur
Korrektur des krebsverursachenden Genmutationsdefektes fithrt (Nielsen and Maneval,
1998), (Clayman et al., 1999), (Roth, 2006), (Sakai et al., 2010). Bei der Suizidgentherapie
(Prodrugtherapie) wird ein bestimmtes Gen in die malignen Tumorzellen eingeschleust.
Das Produkt dieses Suizidgens, meist ein Enzym, bewirkt die intrazelluldre Konvertierung
einer separat verabreichten zunéchst nicht- toxischen Substanz (Prodrug) zu einem Toxin,
welches die maligne Tumorzelle abtotet (McCormick, 2001). Die prominenteste Enzym-
Prodrug-Kombination stellen die Herpes Simplex Virus Thymidin Kinase (HSVtk) und
Ganciclovir (GCV) dar (Furman et al., 1980), (Moolten, 1986). Einen weitereren Ansatz
stellen die onkolytischen Adenoviren oder konditional replizierenden Adenoviren

(CRAds) dar. CRAds besitzen ein sehr groles Wirtsspektrum und die Infektion erfolgt
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sowohl in ruhende als auch in teilungsaktive Zellen (Wickham et al., 1993). Mittels Re-
zeptorbindung erfolgt die virale Infektion der Zieltumorzelle (Bergelson et al., 1997),
(Tomko et al., 1997), gefolgt von der viralen Replikation, die zu einer gezielten Tumor-

zellzerstorung fithrt (Bauerschmitz et al., 2002a), (Raki et al., 2006).

Die grofite Herausforderung in der Forschung der Gentherapie beruht auf der Entwicklung
sicherer, nicht toxischer Vektorsysteme und der Gewihrleistung einer ausreichend hohen
Gentransfereffizienz. Des Weiteren muss eine spezifische Transgenexpression erzielt wer-
den, um mogliche Nebenwirkungen zu vermeiden. Weil sie diesen Voraussetzungen ge-
niigen und vielféltige gezielte Manipulation hinsichtlich der Genexpression und zellspezi-
fischer Virusreplikation zulassen, haben sich in den letzten Jahren Viren als Genvehikel
etabliert. Nicht-virale Vektoren, wie Plasmide oder synthetisch hergestellte liposomale
Vektoren, lassen sich zwar leichter in grolen Mengen herstellen und weisen eine geringere
Immunogenitit und eine hohe DNA- Kapazitdt auf, aber ihre Zellspezifitit ist zu gering
(Roder et al., 2003). In ca. 70% aller momentan durchgefiihrten klinischen Gentherapie-
studien werden virale Genvektoren verwendet. Die Auswahl des verwendeten Virus wird
von mehreren unterschiedlichen Faktoren beeinflusst. Beriicksichtigt wird die Art der Ziel-
zelle bzw. des Zielgewebes und auch die Unterscheidung, ob eine transiente (Adenovirus,
Vakzinevirus) oder eine langfristige (Retrovirus, Adeno- assoziiertes Virus) Transgenex-
pression angestrebt wird (Danthinne and Imperiale, 2000). Adenoviren sind momentan mit
22,5% die am héufigsten genutzten Vektoren, gefolgt von Retroviren mit 18,8% und Plas-
mid-DNA mit 17,5% (The Journal of Gene Medicine 2015 John Wiley and Sons Ltd.

www.wiley.co.uk/genmed/clinical).
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1.4 Adenovirale Gentherapie

Am bedeutendsten fiir die Gentherapie mittels viraler Vektorvehikel sind derzeit die A-
denoviren. Sie wurden im Jahre 1953 erstmals von W.P. Rowe aus adenoidem Gewebe
und Tonsillen isoliert (Rowe et al., 1953). Adenoviren zeichnen sich durch ein grofles
Wirtszellspektrum und eine hohe DNA-Kapazitit aus. Ferner sind ihre Gentransferraten in
vivo als auch in vitro in hohem Malle stabil. MaB3geblich sind zudem ihre Gentransduktion
in teilungsaktive und teilungsinaktive Zellen und die Mdoglichkeit, sie fiir die klinische Te-
stung sowohl in hoher Menge als auch hoher Qualitit (Good Manufacturing Practice:
GMP) zu kultivieren (Wickham et al., 1993), (Bauerschmitz et al., 2002a), (Vorburger and
Hunt, 2002), (Imperiale and Kochanek, 2004). Das Risiko einer Mutagenese ist sehr ge-
ring, da das adenovirale Genom nicht in das Wirtszellgenom integriert wird und nach er-
folgter Infektion meist extrachromosomal verbleibt (Harui et al., 1999), (Dormond et al.,
2009). Ebenso ist die Pathogenitit fiir den Menschen sehr gering (Takafuji et al., 1979).
Die iiber 50 bekannten humanen Serotypen der Adenoviren (Subtypen A-F) sind verant-
wortlich fiir folgende Erkrankungen beim Menschen: Pathologien des Respirationstraktes
(grippaler Infekt, Bronchitis), Bindehautentziindungen und Entziindungen des Magen-
Darm-Traktes (Brody and Crystal, 1994), (Brody et al., 1994), (Nemerow and Stewart,
1999). Die haufigsten adenoviralen Vektorsysteme gehoren zum Serotyp 5 (AdS5) aus der
Gruppe C. Ein Nachteil der Adenoviren beruht auf ihrem natiirlichen Tropismus. Dieser
fihrt bei intravasalen Adenoviren zu einer Akkumulation insbesondere in der Leber, mit
darauffolgender Hepatotoxizitit (Tanaka et al., 2007), (Arnberg, 2009). Aber auch in der
Milz, dem Herz und in den Nieren findet sich eine Akkumulation (Huard et al., 1995), (van
der Eb et al., 1998), (Reynolds et al., 1999), (Wood et al., 1999), (Bilbao et al., 2000).
Einen Losungsansatz hierzu bietet das transduktionale Targeting, mit dem eine selektive

Infektion maligner Tumorzellen angestrebt wird.
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1.4.1 Adenovirale Infektion der Zielzelle

Die adenovirale Infektion einer Zelle erfolgt in zwei Schritten. Der erste Schritt beginnt
mit einer initialen Bindung des Viruspartikels mittels der am carboxy-terminalen Ende der
viralen Fiber befindlichen Knob Region an den korrespondierenden Rezeptor der Zielzelle.
Dieser Rezeptor ist im Falle des Adenovirus Serotyp 5 und auch der meisten anderen Se-
rotypen der Coxsackie-Adenovirus Rezeptor CAR (Bergelson et al., 1997), (Tomko et al.,
1997). CAR stellt ein 46 kDa grof3es integrales Membranprotein dar, das {iber eine typische
Transmembrandoméine verfiigt, sowie iiber eine lange zytoplasmatische Doméne und eine
extrazelluldre Region, bestehend aus zwei immunglobulindhnlichen Doménen (Philipson
and Pettersson, 2004). Im zweiten Schritt kommt es zu einer Interaktion zwischen dem
RGD Motiv (Arginin-Glycin-Aspartat) des adenoviralen Penton Proteins und den oyB3-In-
tegrinen der Zelle (Wickham et al., 1993). Dies fiihrt zu einer Internalisierung des Virus
iiber Endozytose durch Vesikel, dabei kommt es zum Verlust der Fiberstruktur (Varga et
al., 1991), (McDonald et al., 1999). Aufgrund einer pH Erniedrigung im Endosom kommt
es zu einer Konformationsverdanderung der Kapsidproteine und zu einer Interaktion mit der
Zellmembran; dies flihrt zu einer Zerstorung der Vesikel. Die freigesetzten Viruspartikel
befinden sich im Zytoplasma und werden, mittels Mikrotubuli vermitteltem Transport, zur
Kernmembran transportiert und durch Kernporen in den Zellkern geschleust. Im Nucleus
liegt die adenovirale DNA extrachromosomal vor und es erfolgt die Transkription. Die

leeren Virushiillen werden abgebaut.

1.4.2 Adenoviraler Replikationszyklus

Die gesamte adenovirale Replikation wird in 2 Phasen unterteilt (eine friihe und eine spite
Phase, jeweils vor oder nach der DNA Replikation) (Fessler and Young, 1998). Nach der
Infektion der Zielzelle wird das virale Gen E1A als erstes Gen transkribiert. Dessen Gen-
produkt induziert nachfolgend wiederum die Transkription fritherer Gene (E1B-E4)
(Volpers and Kochanek, 2004), (Howarth et al., 2010). Der Genbereich E1 ist fiir die virale
Replikation verantwortlich, da er den zelluldren Metabolismus zugunsten der viralen Rep-
likation manipuliert (Endter and Dobner, 2004). Der Bereich E3 dient dem Schutz der in-
fizierten Zelle vor dem Immunsystem (Russell et al., 2004). Die Replikation der viralen
DNA erfolgt mittels der DNA Replikationsmechanismen der Wirtszelle. Spate Gene ko-
dieren fiir strukturelle Virusproteine. Die Zusammensetzung neuer Virionen erfolgt aus

Virusgenomen und viralen Hiillproteinen, danach erfolgt die Induktion der Zelllyse und es
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kommt zur Freisetzung der neu produzierten Virionen, die dann wiederum benachbarte

Zellen infizieren konnen.

1.4.3 Adenoviraler Gentransfer

Aufgrund ihrer leichten Modifizierbarkeit zu Genvehikeln werden Adenoviren in genthe-
rapeutischen Anwendungen eingesetzt. In der ersten Generation der adenoviralen Vekto-
ren wurde eine Deletion der frithen Gene E1 und E3 durchgefiihrt, um eine hohere Gen-
transportkapazitit zu erlangen, sie kdnnen ca. 7,5 kb Fremd-DNA aufnehmen (Bett et al.,
1994). Infolge der Deletion des E1 Gens sind die Erstgenerationsvektoren replikationsin-
kompetent (Danthinne and Imperiale, 2000). Deshalb muss die Produktion dieser rekom-
binanten adenoviralen Vektoren in Zielzellen erfolgen, die diese Deletion des E1 Gens
komplementieren und somit die Replikation ermoglichen. In der zweiten Generation der
adenoviralen Vektoren tragen zusétzliche Deletionen zu einer Erh6hung der Insertkapazi-
tit bei und die Vektoren erhalten somit einen groferen anti-tumoralen Effekt (Gorziglia et
al., 1996), (Krasnykh et al., 2000), (Barton et al., 2006). In den adenoviralen Vektoren der
dritten Generation wurde fast das gesamte Adenovirusgenom entfernt (Gutless Vektoren)
und somit die Moglichkeit erschaffen, bis zu 36 kb Fremd-DNA zu integrieren (Alba et
al., 2005). Trotz guter préklinischer Erfolge erzielten nicht-replikative Adenoviren auf-
grund geringer Gentransferraten sowie mangelnder Zellspezifitit, in klinischen Studien
nur méBige Erfolge (Vorburger and Hunt, 2002). Nach den neuesten Erkenntnissen scheint
die Ausbreitung der therapeutischen Viren im Zielgewebe und auch die sekundir erfolgte
Infektion benachbarter Zielzellen der entscheidende Faktor fiir die klinische Effizienz der
Gentherapie zu sein. Deshalb gewinnen die replikationskompetenten, onkolytischen Viren
immer mehr an Bedeutung, da ihre Zielzellen-Infektion die Tumorzellzerstérung durch die
virale Replikation zur Folge hat (Relph et al., 2005), (Zhang et al., 2010). Durch diese
selektive Replikation in Tumorzellen erzielen diese so genannten onkolytischen Adenovi-
ren oder konditional replikativen Adenoviren (CRAds), hohere Transduktionsraten und
bessere Tumorpenetration. Deshalb konnten sie in mehreren Studien sicherer eingestuft
werden als nicht replikative Adenoviren (Hemminki and Alvarez, 2002), (Lichtenstein and

Wold, 2004), (Kanerva et al., 2007).

1.44 Konditional replikative Adenoviren (CRAds)

Die konditional replikativen Adenoviren werden als onkolytische Agenzien in der Tu-

mortherapie verwendet. CRAds représentieren eine neue Klasse anti-tumoraler Vektoren,
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die den Anspriichen einer sich selbst erneuernden und selbst limitierenden Therapieoption
geniigen. Zur Minderung der Nebenwirkungen und Optimierung der Sicherheitsaspekte
wurden Modifikationen der CRAd-Vektoren durchgefiihrt, so dass sich die Replikation nur
auf malignes Tumorgewebe beschrinkt (Abbildung 1).

> @

Abbildung 1: Schematischer CRAd Replikationszyklus
Die Infektion von malignen Tumorzellen (blau) resultiert in Virusreplikation, On-
kolyse und Freisetzung der Virionen. In benignen Zellen (gelb) erfolgt keine Rep-
likation, d.h. diese Zellen werden nicht lysiert.

In benignen Zellen wird die adenovirale Replikation unterdriickt, wohingegen die Virus-
replikation nach Infektion der Tumorzielzelle zu einer Amplifikation der initialen Vek-
tordosis fiihrt. Ein Replikationszyklus dauert je nach Serotyp zwischen 18 und 36 Stunden.
Nach Infektion der Zelle folgt die selektive virale Replikation in den Zielzellen, welche
mit Lyse der Zelle, Freisetzung der neu gebildeten Viren und Infektion der Nachbarzellen
endet. Folge ist ein tumorspezifisches, sich selbst amplifizierendes Therapiekonzept, das
solange fortbesteht, wie Tumorzellen existieren. Theoretisch ist ein CRAd- Partikel aus-
reichend, um eine effiziente Tumorpenetration und Zelllyse des Tumorgewebes (Onko-
lyse) zu induzieren. Bis heute wurden drei verschiedene Klassen von CRAd-Vektoren

(Typ I-1II) durch gezielte Modifikation des CRAd-Genoms entwickelt.

Typ I: In diesen CRAds finden sich unterschiedliche Deletionen in den Replikationsgenen,
die fiir die Virusreplikation nétig sind. Diese Deletionen konnen tumorspezifisch kompen-

siert werden. Das ist moglich, da es Unterschiede in den Zellzyklusregulationen zwischen
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benignen und malignen Tumorzellen gibt. Als Beispiel ist hier die 24 Basenpaar (bp)-De-
letion (A24-Deletion) in der Retinoblastom-Binderegion (Rb-Binderegion) CR2 (constand
region 2) des E1A Gens zu nennen (Fueyo et al., 2000). Durch die Entfernung der Binde-
stelle des Retinoblastom-Proteins kommt es zur viralen Bindung und Replikation in Zellen
mit defektem Rb-Pathway, wie es in Tumorzellen zu finden ist (Wang et al., 1995),
(Nettelbeck, 2008). Bei einer weiteren Deletion, der A2-Deletion des E1A-Gens, wird die
Bindestelle fiir das zelluldre p300-Protein entfernt, so dass es zu einer Verhinderung der
Zellzyklusprogression von der G1- in die S-Phase kommt. Dadurch kommt es zu einer
Beschriankung der Replikation auf Zellen, wie z.B. maligne Tumorzellen, die unabhéngig
vom p300-Pathway proliferieren (Howe et al., 2000), (Nettelbeck et al., 2002). Durch eine
Kombination mehrerer Deletionen kann die Tumorselektivitit erhoht werden, jedoch

kommt es zu einer Abnahme der viralen Replikation (Bauerschmitz et al., 2002a).

Typ II: Durch den Einbau tumorspezifischer Promotoren in die CRAds vor frithe virale
Gene kann eine Steuerung der viralen Replikation erfolgen, so dass eine Transkription nur
in der Zielzelle erfolgt (transkriptionelles Targeting) (Dorer and Nettelbeck, 2009), (Li et
al., 2010b). Damit ist die Virusreplikation abhingig von der Aktivitdt und Spezifitit des

heterologen Promotors.

Typ III: Diese CRAds basieren auf der Kombination aus den CRAd-Typen Typ [ und Typ
II. Dementsprechend sind in diesen CRAds Deletionen in relevanten Replikationsgenen
und heterologe Promotoren zu finden, die diese Replikationswege regulieren. Die CRAds
vom Typ III verfiigen iiber die hochstmogliche Spezifitit der adenoviralen Replikation
(Nettelbeck et al., 2002), somit kann die Tumorselektivitit weiter erhoht werden (Haviv

and Curiel, 2003).

Weitere Ansétze zur Steuerung der adenoviralen Replikation befassen sich mit einer tu-
morspezifischen Kontrolle der mRNA-Translation des E1A-Gens (Translationales Targe-

ting) (Stoff-Khalili et al., 2008).

1.4.4.1 Transduktionelles Targeting

Das transduktionelle Targeting dient der gezielten Infektion maligner Tumorzellen, um
eine moglichst hohe onkolytische Wirkung zu erzielen. Der natiirliche Rezeptor (Coxsa-
ckie-Adenovirus-Rezeptor, CAR) des Adenovirus 5 (Ad5) wird auf Tumorzellen aber nur

sehr unzureichend exprimiert (Jee et al., 2002), (Kawashima et al., 2003), (Sakurai et al.,
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2007). CAR fungiert zusédtzlich als Tumorsupressorgen und wird in bestimmten Tumoren-
titdten herunterreguliert (Short et al., 2004). Beim Ovarialkarzinom zeigt sich nur eine ge-
ringe Anzahl der Coxsackie-Adenovirus-Rezeptoren, daher ist eine Infektion mit AdS nur
sehr begrenzt moglich (Kanerva et al., 2002a), (Rein et al., 2006), (Ingram et al., 2010).
Benignes Gewebe von Leber, Lunge, Milz oder Niere exprimiert dagegen eine hohe An-
zahl von CAR’s (Glasgow et al., 2006). Dies stellt die Verwendung der Adenoviren vor
das Risiko von toxischen Nebenwirkungen z.B. an der Leber (Evoy et al., 1997), (Barnett
et al., 2002), (Sharma et al., 2009). Um gleichwohl eine ausreichende Infektionsrate der
Zieltumorzellen zu erreichen und gleichzeitig die toxischen hepatischen Nebenwirkungen
zu reduzieren, ist eine Verdnderung des Tropismus vonnéten (Rein et al., 2005). Auf Ova-
rialkarzinomzellen werden Ad3-Rezeptoren in einer grolen Anzahl exprimiert (Kanerva
et al., 2002a). Um eine bessere Bindung zwischen Adenovirus und Ovarialkarzinomzelle
zu erreichen, wurde eine Fiber-Knob-Doméne des Adenovirus vom Serotyp 5 durch ein
Fiber-Knob des Adenovirus vom Serotyp 3 ersetzt (Kanerva et al., 2002b), (Tsuruta et al.,
2007). Die Ad5/3 modifizierten Vektoren konnen signifikant héhere Transduktionsraten
bei Ovarialkarzinomzellen mit herabgesetzter CAR-Expression erzielen als Ad5-Vektoren
(Kanerva et al., 2002b), (Hall et al., 2009). Eine Verdanderung der Lénge und der Flexibi-
litdt der Fiber-Shaft-Doméne kann die Interaktion zwischen Adenovirus und Tumorzelle
beeinflussen. Gezeigt wurde dies in der Gentherapie des Ovarialkarzinoms, da durch diese
modifizierte Shaft-Domine der Lebertropismus adenoviraler Vektoren reduziert werden

kann (Breidenbach et al., 2004).

1.4.4.2 Transkriptionelles Targeting

Das transkriptionelle Targeting ermdglicht eine adenovirale Tumorselektivitit. Hierbei
werden genetische Steuerelemente (Promotoren) genutzt, um die adenovirale Replikation
auf Tumorzellen zu beschranken. In Tumorzellen findet sich oftmals eine Hochregulation
vieler Gene, die in normalem oder gesundem Gewebe nicht zu finden ist. Die Promotoren
dieser im Tumorgewebe hochregulierten Gene kdnnen als tumorspezifische Promotoren
(TSP) fiir die Steuerung der onkolytischen Adenoviren genutzt werden (Cody and
Douglas, 2009). Dafiir wird ein tumorspezifischer Promotor vor frithe virale Gene (E1A,
E1B) geschaltet, die essentiell fiir die virale Replikation in der Wirtszelle sind. Die Virus-
replikation ist abhidngig von der Aktivitdt des Promotors in der infizierten Wirtszelle, somit
eignen sich tumorspezifische Promotoren, da diese im gesunden Gewebe keine Aktivitét

und im Tumorgewebe eine sehr starke Aktivitdt aufweisen (Wong et al., 2010). Dadurch
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konnen toxische Nebenwirkungen reduziert werden. In vergangenen Untersuchungen
konnte fiir die Therapie des Ovarialkarzinoms der Secretory Leucoprotease Inhibitor-Pro-
motor (SLPI-Promotor) (Rein et al., 2005), der Mesothelin-Promotor (MSLN-Promotor)
(Breidenbach et al., 2005), (Tsuruta et al., 2007), der Cyclooxygenase2-Promotor (COX2-
Promotor) (Bauerschmitz et al., 2006) und der Alpha Chemokin Rezeptor-Promotor
(CXR4-Promotr) (Rocconi et al., 2007) identifiziert werden. Es konnte gezeigt werden,
dass das SLPI-Gen in Tumorproben von Patientinnen mit Ovarialkarzinom gegeniiber ge-
sundem epithelialen Ovarialgewebe 60-fach iiberexprimiert wird (Hough et al., 2000),
(Hough et al., 2001). Beim MSLN-Promotor handelt es sich um ein Glykoprotein der Zell-
oberfliche, das in verschiedenen Tumortypen wie Ovarialkarzinomen, Mesotheliomen und
einigen Plattenepithelkarzinomen iiberexprimiert wird. Im Normalgewebe findet sich
keine Expression. Das COX2-Gen kodiert das Enzym Cyclooxygenase2, welches unter
physiologischen Bedingungen nicht in Geweben nachweisbar ist. In Ovarialkarzinomzel-
len zeigt sich dagegen eine starke Expression dieses Enzyms. Im Falle des chemoresisten-
ten Ovarialkarzinoms konnte der Multiple Drug Resistance Promotor (MDR1-Promotor)
identifiziert werden. Dieser ist ein induzierbarer Promotor, das bedeutet, dass eine niedrige
basale Aktivitdt in Ovarialkarzinomzellen vorliegt und eine Zytostatikatherapie zu einer
verstirkten Genexpression fithren kann (Abolhoda et al., 1999), (Kuo, 2009). Nach einer
Behandlung mit Anthrazyklinen oder Taxanen zeigt sich eine erhohte MDR 1-Expression
(erhohte p-Glykoprotein Synthese), wodurch die bei einem Rezidiv erneut eingesetzten
Chemotherapeutika vermehrt aktiv aus der Tumorzelle heraustransportiert werden (Miller
and Ojima, 2001), (Schondorf et al., 2003), (Martirosyan et al., 2010). Dieser MDR1-Pro-
motor scheint ein sehr guter und vielversprechender Kandidat fiir die Therapie des fortge-
schrittenen Ovarialkarzinoms zu sein. Der Ansatz erlaubt es, gezielt Ovarialkarzinomzel-

len zu eliminieren.

1.5 Das Ad5/3MDRIE1

In der vorliegenden Arbeit wurden konditional replizierende Adenoviren verwendet, die

verschiedene Targeting-Strategien in sich vereinen.

1.5.1 5/3 Fiberchimerisierung

Es konnte bereits gezeigt werden, dass die onkolytische Potenz der replikationskompeten-
ten Adenoviren von der Infektionsrate der malignen Tumorzellen abhéngig ist (Douglas et

al., 2001), (Van Geer et al., 2010). In dieser Arbeit wurden CRAds verwendet, die auf dem
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Serotyp 5 basieren, deren Chimaére aber die Knob-Doméne des Adenovirus des Serotyps 3
tragen (Kanerva and Hemminki, 2004). Somit kommt es zu einer CAR unabhédngigen
Transduktion. Durch diese fibermodifizierten Adenoviren kann der Gentransfer in Ovari-
alkarzinomzellen nachweislich um den Faktor 300 gesteigert werden (Kanerva et al.,
2002a). Ebenfalls konnte bereits bewiesen werden, dass die chimédren Ad5/3-Vektoren den
Ad5-basierenden Vektoren sehr stark dhneln, somit konnte ihre Verwendung in der weite-

ren Forschung als sicher eingeschitzt werden (Rein et al., 2005), (Dias et al., 2010).
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1.5.2 MDRI1-Promotor

Unter einer Primértherapie des Ovarialkarzinoms oder auch bei Ovarialkarzinomrezidiven
findet sich vermehrt eine MDRI1 assoziierte Zytostatikaresistenz der Tumorzellen
(Schondorf et al., 2002), (Hille et al., 2006). Im direkten Vergleich zwischen benignem
Ovarialgewebe und malignem Ovarialtumorgewebe konnte gezeigt werden, dass bei un-
behandeltem Ovarialkarzinomgewebe eine hohere MDR 1-Expressionsrate vorliegt (Arao
etal., 1994), (Cheng et al., 2000), (Auner et al., 2010). Somit wird MDR1 als ein wichtiger
Promotor in der Therapie des Ovarialkarzinoms mittels CRAds angesehen. In in vitro Ver-
suchen mit MDR1 gesteuerten Adenoviren konnten bereits erfolgreiche Ergebnisse ver-
zeichnet werden. In Zytotoxizitdtsassays wurde ein stirkerer onkolytischer Effekt mittels
MDRI1-Promotor assoziierten Adenoviren hervorgerufen als mit Vergleichsviren
(Bauerschmitz et al., 2008). Um diese Effektivitit in vivo nachzuweisen, wurden in der
vorliegenden Arbeit in einem in vivo Mausmodell CRAds verwendet, denen der MDR1-
Promotor vor das friihe virale Gen E1A geschaltet wurde. Daraus folgt eine Virusreplika-
tion in Zellen mit einer hohen MDR1-Expression, in diesem Fall den Ovarialkarzinomzel-
len. Eine basale Expression des MDR1-Gens findet sich besonders in der Leber und der
Niere (Cordon-Cardo et al., 1990), (Yoshikawa et al., 2004), (Israeli et al., 2005), (Liu et

al., 2010), deshalb ist eine flir das maligne Tumorgewebe gezielte Virusinfektion wichtig.

1.5.3 Tumorspezifische E1A Deletion

Zusatzlich zum transkriptionellen und transduktionellen Targeting kann durch eine gene-
tische Verdnderung der essentiellen Virusgene die Tumorspezifitit der CRAds gesteigert
werden. Diese Verdnderung stellt einen weiteren zusdtzlichen Sicherheitsmechanismus
dar, um die virale Replikation auf maligne Tumorzellen zu reduzieren. Diese Veridnderung
kann durch eine A24-Deletion in der CR2-Region des E1A-Gens erfolgen. Dabei werden
acht Aminoséduren aus dem E1A-Genprodukt entfernt (Fueyo et al., 2000). Das E1A-Pro-
tein des Wildtypvirus bindet ohne vorherige Deletion an das Retinoblastom-Protein (Rb1)
und induziert somit die S-Phase mit folgender Zellproliferation und Virusreplikation. Er-
folgt die 24 Basenpaar-Deletion aus dem E1A-Gen, wird die Bindungsstelle fiir das Rb1-
Protein entfernt: Es kann zu keiner Bindung zwischen Adenovirus und benigner Zelle
kommen, und es wird auch kein Eintritt der Wirtszelle in die S-Phase induziert. Da die
Zellzyklusprogression jedoch essentiell fiir die Virusvermehrung ist, wird die Virusrepli-
kation damit in benignen Wirtszellen verhindert. In malignen Tumorzellen ist dieser Rb-

Pathway oftmals defekt, so dass die Zellproliferation unabhingig von der Rb-vermittelten
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Zellzykluskontrolle erfolgen kann (D'Andrilli et al., 2004), (Wong et al., 2010). Daher
konnen die A24-deletierten CRAds in diesen malignen Tumorzellen replizieren (Fueyo et
al., 2000). Durch diese gezielte Deletion des E1A-Gens kann eine Replikationsabhéngig-
keit von einem defekten Rb-Pathway geschaffen und somit die Replikation der CRAds auf
maligne Tumorzellen reduziert werden. Aufgrund der guten Ergebnisse in Sicherheit und
Effizienz wird die A24-Deletion der CRAds als ein weiterer Sicherheitsmechanismus im

Bereich der Gentherapie von malignen Tumoren verwendet (Rocconi et al., 2007), (Dias

et al., 2010).
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2 Zielsetzung der Arbeit

Maligner Ascites ist ein klinisch relevantes und schwer zu behandelndes Symptom bei
Patientinnen mit Ovarialkarzinom. Ein neuer Therapieansatz in der medikamentdsen Be-
handlung dieser Erkrankung ist der anti-VEGF-Antikorper Bevacizumab. Bevacizumab ist
in der Therapie unterschiedlicher Malignome bereits fest etabliert. Ein Ziel der vorliegen-
den Arbeit war es, unterschiedliche Applikationsmodi von Bevacizumab bei Ovarialkarzi-
nompatientinnen mit malignem Ascites zu untersuchen. Hierzu wurde in einem Ovarial-
karzinom — Mausmodell die intravendse mit der intraperitonealen Applikation, sowohl in
Form einer Monotherapie, als auch in Kombination mit Zystostatika miteinander vergli-

chen.

Ein 2. Aspekt der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung synergistischer Effekte einer
antiangiogenen Therapie mit dem anti-VEGF-Antikorper Bevacizumab und einer Krebs-
gentherapie mit konditional replizierenden Adenoviren (CRAds). Das Wirkprinzip von
CRAGs ist die selektive Virusreplikation in der Tumorzelle mit nachfolgender Onkolyse.
Die selektive Replikation wird gesteuert mittels transkriptionalem Targeting unter Einsatz
tumorspezifischer Promotoren. In der vorliegenden Arbeit wurde das CRAd iiber den kor-
respondierenden Promotor des MDR1-Gens gesteuert. Das MDR1-Gen ist das bedeu-
tendste Resistenzgen des Ovarialkarzinoms und verantwortlich fiir die rasche Zystostati-
karesistenz von Ovarialkarzinomzellen nach Zystostatikaapplikation. Durch die selektive
Steuerung der Replikation des onkolytischen Adenovirus iiber den MDR1-Promotor eignet
sich dieses gentechnisch hergestellte Virus in besonderer Weise zur Behandlung zytosta-
tikaresistenter Ovarialkarzinomzellen. Dies konnte in Voruntersuchungen bereits in vitro
gezeigt werden. Ziel der vorliegenden Arbeit war es nun, synergistische Effekte zwischen
einer MDR 1—gesteuerten Krebsgentherapie und Zystostatika bzw. einer anti-VEGF-Anti-
korpertherapie zu untersuchen. Eine derartige Untersuchung liegt bislang nicht vor. Die
Untersuchungen wurden durchgefiihrt an einem Ovarialkarzinom-Mausmodell mit Peri-
tonealkarzinose. Um cinen Hinweis auf die klinische Anwendbarkeit zu erhalten, wurden

zusitzlich Toxizitdtsuntersuchungen durchgefiihrt.
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3 Material und Methoden
3.1 Zellkultur

Fiir den Tierversuch wurden die humanen Tumorzellen der Zelllinie SKOV3ip verwendet,
um ein gutes intraperitoneales Anwachsen der Tumorzellen zu ermdglichen. In vorherigen
Arbeiten konnte gezeigt werden, dass SKOV3ip ein verstéirktes invasiveres intraperitone-

ales Wachstum aufzeigen konnte als die Zelllinie SKOV3 (Bai et al., 2006).

Die Zellen wurden in Gewebekulturflaschen (Vol. 550 ml, Cellstar, Greiner bio-one
GmbH, Frickenhausen, Deutschland) geziichtet. Um ein optimales Wachstumsmilieu zu
erreichen, wurden die Zellen unter sterilen Bedingungen im Inkubator (Heraeus, Hanau,
Deutschland) bei 37°C, 5% CO2 und 95% Luftfeuchtigkeit kultiviert. Das Kulturmedium
(RPMI Media 1640, Gibco, Invitrogen GmbH, Darmstadt, Deutschland) wurde zunéchst
mit L-Glutamin 20 mM (Gibco, Invitrogen GmbH, Darmstadt, Deutschland), mit dem An-
tibiotikum Gentamycin 50 pg/ml (Gibco, Invitrogen GmbH, Darmstadt, Deutschland) und
mit Foetal Calf Serum (FCS) 500 ml (PAA Laboratories GmbH, Pasching, Osterreich)

versetzt, der Mediumswechsel erfolgte alle 2 bis 3 Tage.

3.2 Subkultivierung der Zellen

Nach Erreichen von Konfluenz wurde eine Subkultivierung durchgefiihrt. Fiir das
Passagieren wurden die Zellen mit 10 ml phosphatgepufferter Kochsalzlosung ohne Cal-
cium und Magnesium (PBS) (PAA Laboratories GmbH, Pasching, Osterreich) gewaschen
und anschlieBend trypsiniert. Dazu wurden 5 ml Trypsin (Sigma-Aldrich, Steinheim,
Deutschland) (1:10 mit PBS verdiinnt) hinzugefiigt und die Kulturflasche fiir ca. 5 Minuten
in den Inkubator gestellt. Sobald eine Ablosung der Zellen vom Flaschenboden zu erken-
nen war, wurde der Ablosevorgang mit Zugabe von 5 ml Kulturmedium beendet. Das im
Medium enthaltene Foetal Calf Serum (FCS) stoppte den Abldsevorgang indem es das
Trypsin inhibierte. Die entstandene Suspension aus Zellen, Medium und Trypsin wurde in
ein 15 ml Falconrohrchen (BD Biosciences, New York, USA) iiberfiihrt und fiir 5 Minuten
bei 1000 UpM zentrifugiert (Megafuge 1.0, Heraeus, Hanau, Deutschland). Der Uberstand
wurde verworfen und das entstandene Zellpellet wurde mit 1 ml Kulturmedium resuspen-

diert.
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3.3 Zellzihlung

Zur Vorbereitung wurde ein Deckgldschen auf die Neubauer-Zédhlkammer (Beyer GmbH,
Diisseldorf, Deutschland) aufgesetzt, an den Kontaktstellen zeigten sich so genannte
,Newtonringe*. Dies war das Zeichen, dass eine korrekte Anheftung vorlag und dass die
Tiefe der Zahlkammer 0,1 mm betrug. Um die Zellen mittels der Neubauer-Zéhlkammer
zdhlen zu kénnen, wurden 10 pl der Zellsuspension mit 10 pl Trypanblau (Sigma-Aldrich,
Steinheim, Deutschland) gemischt und dann jeweils 10 pl unter jede Seite der Zahlkammer
pipettiert. Aufgrund der Trypanblaufidrbung konnte ein Vitalititstest der Zellen durchge-
fiihrt werden. Geschidigte Zellen nahmen den blauen Farbstoff auf und lieen sich so von
den transparent erscheinenden vitalen Zellen unterscheiden. Folgende Formel wurde zur

Berechnung der Zellzahl verwendet:

gezahlte Zellen
Zellen/pl =

Ausgezihlte Fliche (mm? ) x Kammertiefe (mm) x Verdiinnungsfaktor

Abbildung 2: Formel zur Berechnung der Zellzahl

3.4 Kryokonservierung

Fiir die Kryokonservierung wurden die sedimentierten Zellen in Gefriermedium (Kultur-
medium+ 10% (v/v) Dimethylsulfoxid (DMSO)) (Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutsch-
land) resuspendiert und in 2 ml Kryordhrchen iiberfiihrt. Die Zellen wurden bei -20°C ge-
lagert.

3.5 Tierexperiment

Die Tierversuche wurden durchgefiihrt in der Tierversuchsanstalt der Heinrich-Heine-
Universitit Diisseldorf. Zuvor erfolgte eine Meldung tiber die geplanten Versuche an die
Bezirksregierung Diisseldorf. Ein Tierversuchsantrag wurde gestellt und vom Landesamt
fir Natur, Umwelt und Vebraucherschutz Nordrhein-Westfalen (AZ 8.87-
50.10.37.09.223) genehmigt. Als Experimentatorin absolvierte ich erfolgreich den Ver-
suchstierkundekurs der Tierversuchsanstalt der Heinrich-Heine-Universitdt Diisseldorf.
Um eine addquate Durchfithrung der Experimente zu gewéhrleisten, wurde ich bei Bedarf
von einer wissenschaftlichen Mitarbeiterin der Universitéitsfrauenklinik Diisseldorf unter-
stiizt. Sie absolvierte ebenfalls erfolgreich den Versuchstierkundekurs der Tierversuchsan-
stalt der Heinrich-Heine-Universitit Diisseldorf. Fiir die Versuche wurden 130 weibliche

SCID (Severe Combined Immune Deficiency) Méuse verwendet. Die Tiere wurden von der
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Firma Taconic (Eiby, Ddnemark) bezogen. SCID Miuse haben aufgrund eines kombinier-
ten B- und T-Zelldefektes eine herabgesetzte humorale und zelluldre Immunitit und eignen
sich daher besonders fiir die Untersuchung humaner Karzinome. Zu Beginn der Versuche

waren die Tiere 6 Wochen alt und wogen jeweils ca. 20 g.

3.5.1 Allgemeine Tierhaltungsbedingungen

Im S2 Labor der Tierversuchsanstalt Diisseldorf herrschten fiir den gesamten Zeitraum
standardisierte Bedingungen mit 22 +/- °C Raumtemperatur, 55 +/- % relative Luftfeuch-
tigkeit und Kunstlichtbeleuchtung ca. 320 Lux in 1 Meter Hohe mit einem 12/12 Rhyth-
mus. Die Miuse wurden fiir die Zeit des Versuches in offenen Makrolonkifigen gehalten.
Als Einstreu wurde unbehandeltes Weichholzgranulat genutzt. Als ad libitum Nahrung fiir
die Tiere wurden ca. 8 mm grofle unbehandelte Wiirfel Trockenfutter verwendet. Das ad
libitum Triankewasser wurde mit Ozon angereichert, entchlort und zur Keimabtétung zu-
dem bestrahlt. Die Kéfige wurden einmal wdchentlich von den Tierpflegern der Tierver-
suchsanstalt Diisseldorf gesdubert und mit frischer Einstreu ausgelegt. Aufgrund der be-
sonderen Immundefizienz der SCID Méuse, wurde von den Experimentatoren und dem
Tierpflegepersonal spezielle Schutzkleidung getragen. Zu Beginn der Versuche wurden

die Mause in 13 Gruppen randomisiert.

3.5.2 Tumorzellen

Die Kultivierung und Subkultivierung der Zellen fand im molekulargenetischen Labor der
Frauenklinik der Universitdt Diisseldorf statt. Fiir die Kultivierung der Zellen wurden Zell-
kulturflaschen mit einem Volumen von 550 ml verwendet. Zeitgerecht ausgesét konnten
fiir Therapie 1 und Therapie 2 jeweils 2x107 Zellen/ Flasche aus 45 Flaschen geerntet wer-
den. Die Zellen wurden in Kulturmedium resuspendiert. Fiir die Injektion wurden je 1x107
Zellen in 500 pl Kulturmedium in Iml Tuberculin-Spritzen (B.Braun, Melsungen,

Deutschland) aufgezogen.

3.5.3 Aufbereitung der Pharmazeutika

Die verwendeten Medikamente wurden am jeweiligen Tag der Injektion aus der Zentral-
apotheke der Universitdtsklinik der Universitdt Diisseldorf abgeholt. Bevacizumab lag als
100mg/4ml Injektionslosung vor (Roche, Basel, Schweiz). Die Standarddosierung von Be-
vacizumab liegt bei 10mg/kg Korpergewicht. Die Berechnung fiir den Versuch ergab eine

Dosierung von 10ug/g Korpergewicht/Maus. Das Korpergewicht der Méuse lag zu Beginn
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der Versuche bei ca. 20 g. Der Antikorper wurde 1:5 mit Aqua dest. (B.Braun, Melsungen,
Deutschland) verdiinnt, in sterile 1 ml Tuberculin-Spritzen aufgezogen und bis zum Injek-
tionszeitpunkt auf Eis gelagert. Paclitaxel lag als 6 mg/ml Injektionslosung vor (Neocorp
AG, Weilheim, Deutschland). Die Standarddosierung von Paclitaxel betridgt 10mg/kg Kor-
pergewicht. Die Berechnung fiir den Versuch ergab ebenfalls eine Dosierung von 10ug/g
Korpergewicht/Maus. Paclitaxel wurde 1:15 mit Natriumchlorid (NaCl, Merck, Darm-
stadt, Deutschland) verdiinnt und in sterile Iml Tuberculin-Spritzen aufgezogen. Novant-
rone lag als 2mg/ml Injektionslosung vor (Baxler Oncology GmbH, Halle, Deutschland).
Die Standarddosierung von Novantrone betrdgt Img/kg Korpergewicht. Die Berechnung
fiir den Versuch ergab eine Dosierung von 1pg/g Korpergewicht/Maus. Novantrone wurde
1:50 mit Natriumchlorid verdiinnt, in sterile 1 ml Tuberculin-Spritzen aufgezogen und bis

zum Injektionszeitpunkt auf Eis gelagert.

3.6 Verwendete Adenoviren

Das replikationsdefiziente Adenovirus AASMDRIuc und das fiberchimerisierte Adenovi-
rus Ad5/3MDRI1E1 wurden freundlicherweise von Prof. Curiel (University of Birmin-
gham, Alabama, USA) zur Verfiigung gestellt. Da die Viren bei -20°C lagerten, wurden
sie kurz vor der Injektion in einem mit Eis gefiillten Styroporbehélter bei Raumtemperatur
aufgetaut. Die Verdiinnung erfolgte geméf der Virentiter mit sterilem Natriumchlorid, so
dass 10° Viruspartikel (VP)/ml NaCl vorlagen. Zur Injektion wurden sterile 1ml Tubercu-
lin-Spritzen mit je 5x10% VP/500ul Natriumchlorid aufgezogen und bis zur Injektion auf
Eis gelagert. In klinischen Studien konnte gezeigt werden, dass bei einer Verabreichung
von 1x10'> VP bei einer 60 kg schweren Patientin keine dosislimitierenden Nebenwirkun-
gen zu erwarten sind (Bauerschmitz et al., 2002b). Von den in dieser Arbeit verwendeten
Adenoviren, Ad5/3MDRI1E1 und AdSMDRIuc, wurde gemil3 der Umrechnung fiir jede

Injektion eine Dosis von jeweils 5x10% Viruspartikel verwendet.
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3.7 Experimentelles Design

Vor Beginn der Versuche wurden die Méuse randomisiert auf Gruppen verteilt. Tabellen

1 und 2 zeigen die Behandlung der 13 verschiedenen Gruppen.

Tabelle 1: Untersuchung der Effizienz einer intravendsen versus intraperitonealer Therapie mit
dem VEGF-Antikorper Bevacizumab

Kombinationstherapie mit Paclitaxel und Bevacizumab
Gruppe Tag 1 Tag 10 Tag 11 Tag 15
1 Negativkontrolle SKOV3ip
1x107Zellen
5 Bevacizumab i.p. SKOV3ip Bevacizumab
1x107Zellen 10pg/g
3 Bevacizumab i.v. SKOV3ip Bevacizumab
1x107Zellen 10pg/g
4 Paclitaxel i.p. SKOV3ip Paclitaxel Paclitaxel
1x107Zellen 10pg/g 10ug/g
5 Bevacizumab i.p. SKOV3ip Bevacizumab Paclitaxel Paclitaxel
+ Paclitaxel i.p. 1x107Zellen 10pg/g 10pg/g 10ug/g
6 Bevacizumab i.v. SKOV3ip Bevacizumab Paclitaxel Paclitaxel
+ Paclitaxel i.p. 1x107Zellen 10pg/g 10png/g 10pg/g
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Tabelle 2: Untersuchung einer Kombinationstherapie mit onkolytischem Adenovirus, Paclitaxel
und Bevacizumab

Kombinationstherapie mit onkolytischem Adenovirus,
Paclitaxel und Bevacizumab
Gruppe Tag 1 Tag 10 Tag 11 Tag 15 Tag 16
- AdSMDRIuc i.p. | SKOV3ip Ad5 MDRIuc
1x107Zellen
3 Paclitaxel i.p. SKOV3ip Paclitaxel Paclitaxel
1x107Zellen 10pg/g 10ug/g
Ad5/3MDRIE1 SKOV3ip Ad5/3MDRIEI
9 ; ;
Lp. 1x10'Zellen
10 Novantrone i.p. SKOV3ip Novantrone | Novantrone | Ad5/3MDRIEI1
+ Ad5/3MDRIE!1 | 1x107Zellen lug/g lpg/g
1 Paclitaxel i.p. SKOV3ip Paclitaxel Paclitaxel | Ad5/3MDRIE1
+ Ad5/3MDRIE!1 | 1x107Zellen 10ug/g 10pg/g
Novantrone SKOV3ip | Bevaci- | Novantrone | Novantrone | Ad5/3MDRIEI1
12 + Bevacizumab i.p. | 1x107Zellen | zumab lug/g lpg/g
+ Ad5/3MDRIE1 10pg/g
Paclitaxel SKOV3ip | Bevaci- | Paclitaxel Paclitaxel | Ad5/3MDRIE1
13 + Bevacizumab i.p. | 1x107Zellen | zumab 10ug/g 10pg/g
+ Ad5/3MDRIE1 10pg/g

Am Tag 1 wurde allen 130 Miusen SKOV3ip Ovarialtumorzellen (1x10’Zellen) intrape-
ritoneal verabreicht. Vor der Injektion wurde der Bauch mittels Hautantiseptikum (Kodan,
Schiilke&Mayr GmbH, Norderstedt, Deutschland) desinfiziert, um eine mogliche Infek-
tion durch die Injektion zu verhindern. Die Injektion erfolgte mittels steriler Iml Tubercu-
lin-Spritzen und Kaniilen mit dem Gauge-Wert 23 G (Smith’s Medical, St.Paul, USA) in
den linken Unterbauch der Méuse. Fiir alle weiteren Injektionen wurden sterile 1ml Tu-
berculin-Spritzen und Kaniilen mit dem Gauge-Wert 26 G (Smith’s Medical, St.Paul,
USA) genutzt. Am Tag 10 wurde den Gruppen 2, 5, 12 und 13 pro Maus jeweils 10ug/g
Korpergewicht Bevacizumab i.p. injiziert. Die Gruppen 3 und 6 erhielten ebenfalls 10pug/g
Korpergewicht Bevacizumab, aber diesen beiden Gruppen wurde der VEGF-Antikorper

iiber die Schwanzvene i.v. verabreicht. Daflir wurden die Mause einzeln in eine Injekti-
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onsrohre gesetzt, um sie sicher zu fixieren. Die Injektion erfolgte nach einer Warmebe-
strahlung der Schwanzvene mittels einer Rotlichtlampe. Durch die Warmebehandlung di-
latierte die Vene, so wurde die intravendse Injektion vereinfacht. Am Tag 11 wurde den
Gruppen 4, 5, 6, 8, 11 und 13 pro Maus 10pg/g Korpergewicht Paclitaxel i.p. injiziert. Am
gleichen Tag wurde den Gruppen 10 und 12 1ug/g Korpergewicht Novantrone intraperi-
toneal verabreicht. Am Tag 15 wurde den Gruppen 4, 5, 6, 8, 11 und 13 erneut 10ug/g
Korpergewicht Paclitaxel intraperitoneal injiziert. Die Gruppen 10 und 12 erhielten am
Tag 15 1pg/g Korpergewicht Novantrone intraperitoneal gespritzt. Am Tag 16 erfolgte die
Beimpfung der Gruppe 7 mit dem Virus AdSMDRIuc. Die Gruppen 9, 10, 11, 12, 13 er-
hielten am gleichen Tag das Virus Ad5/3MDRIEI, jeweils 5x10® Viruspartikel in 500ul

Natriumchlorid geldst, intraperitoneal.

An den folgenden 120 Tagen wurden die Mause téglich beobachtet und inspiziert. Dabei
wurde unter anderem das allgemeine Wohlbefinden der Tiere beurteilt. Zeigten sich Zei-
chen einer Dyspnoe, einer starken Kachexie und/oder ein Gewichtsverlust >15%, so wur-
den die Tiere durch cervikale Dislokation getotet. Zielparameter waren die Untersuchung
der Uberlebenszeit nach Implantation der Tumore, sowie das Gewicht und der Bauchum-

fang, um die Aszitesmenge zu evaluieren.

3.8 Probenentnahme bei den Mausen

Nach 120 Tagen Beobachtungszeit wurden alle noch nicht verstorbenen Tiere mittels cer-
vikaler Dislokation getdtet, um das Experiment zu beenden. Die Sektion der Tiere fand
unter einer sterilen Reinraumwerkbank (Clean Air, Hilden, Deutschland) der Tierversuchs-
anstalt der Universitit Diisseldorf statt, die Probenentnahme erfolgte bei allen Tieren in
gleicher Weise. Zunédchst wurde mittels einer digitalen Waage das Korpergewicht der
Maiuse ermittelt. AuBerdem wurde mit Hilfe einer Schublehre der Bauchumfang der Tiere
von anterior nach posterior und von lateral nach lateral gemessen, um anschlieend die
Sektion durchzufiihren. Bei den meisten Tieren lag ein blutiger Aszites vor, dieser wurde
in sterile 1,5 ml Eppendorf-Tubes (Eppendorf, Hamburg, Deutschland) tiberfiihrt. Konnte
bei der Inspektion des Abdomens ein Tumor festgestellt werden, so wurde er entnommen
und in gepuffertem Formalinaldehyd 4% (Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland) aufbe-
wahrt. Bei allen Tieren wurde zudem die Leber entnommen und in gepuffertes Formali-

naldehyd 4% tiberfiihrt. Die Tumor- und Leberpriparate konnten fiir die H&E-Farbungen
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und immunhistochemischen Untersuchungen genutzt werden. Abbildungen 3 bis 5 zeigen

exemplarisch den Situs von Méusen der verschiedenen Behandlungsgruppen.

Abbildung 4: Maus mit blutigem Aszites und intraperitonealem Tumor (Gruppe 1)
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Abbildung 5:  Maus mit intraperitonealem Tumorwachstum und blutigem Aszites
(Gruppe 3)



Material und Methoden

-29 -

3.8.1

Verwendete Chemikalien, Losungen und Materialien

Tabelle 3: Verwendete Chemikalien, Losungen und Materialien

Chemikalien und Losungen

Hersteller

Standardkulturmedium RPMI 1460 Gibco, Invitrogen GmbH, Darmstadt,
Deutschland

DMSO (Dimethylsulfoxid) Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

L-Glutamin 20 mM Gibco, Invitrogen GmbH, Darmstadt,
Deutschland

Gentamycin 50 pg/ml Gibco, Invitrogen GmbH, Darmstadt,
Deutschland

Foetal Calf Serum (FCS), 500 ml

PAA Laboratories GmbH, Pasching, Os-
terreich

Trypsinlésung

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

PBS Dulbecco’s Phosphate Buffered Sa-
line

PAA Laboratories GmbH, Pasching, Os-
terreich

Formaldehyd (4% gepuffert pH 6,9)

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Trypanblau Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Natriumchlorid Merck, Darmstadt, Deutschland

SKOV3ip Prof. David Curiel, Gene Therapy Center
University of Birmingham, Birmingham,
Alabama, USA

Bevacizumab Roche, Basel, Schweiz

Paclitaxel Neocorp AG, Weilheim, Deutschland

Novantrone Baxler Oncology GmbH, Halle, Deutsch-
land

Ad5SMDRIuc Prof. David Curiel, Gene Therapy Center

Ad5/3MDRIE1 University of Birmingham, Birmingham,

Alabama, USA

Kodan Hautantiseptikum

Schiilke&Mayr
Deutschland

GmbH, Norderstedt,
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Materialien und Geriite

Hersteller

Gewebekulturflaschen 250 ml, 550 ml

Cellstar, Greiner bio-one, Frickenhausen,
Deutschland

Kryor6hrchen Cellstar, Greiner bio-one, Frickenhausen,
Deutschland
Einmalpipetten Costar Stripette, Corning, New York, USA

Sterile Einmalpipetten 5 ml, 10 ml, 50 ml

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen,
Deutschland

Falcon- Tubes 5 ml, 15 ml, 50 ml

BD Biosciences, New York, USA

Tuberkulinspritzen 1ml

B.Braun, Melsungen, Deutschland

Kaniilen 23G, 26G

Smith’s Medical, St.Paul, USA

Eppendorf-Tubes 1,5 ml

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Histosette 11

Les Plastiques Simport Plastics, Beloeil,
Canada

Begasungsbrutschrank

Heraeus, Hanau, Deutschland

Wasserbad

Lauda DR. R. Wobser GmbH & CO. KG,
Lauda-Konigshofen, Deutschland

Berner Latex Schutzhandschuhe

Berner International GmbH, Elmshorn,
Deutschland

Neubauer-Zihlkammer

Beyer GmbH Diisseldorf, Deutschland

Mikroskop Wilovert, Wetzlar, Deutschland
Steril Bank Clean Air, Hilden, Deutschland
Zentrifuge Megafugel.0, Heraeus, Deutschland
Reinraumwerkbank Clean Air, Hilden, Deutschland
Digitale Waage Leifheit AG, Nassau, Deutschland
Schublehre Famex, Remscheid, Deutschland

Digitalkamera

Canon IXUS 100 IS, Tokyo, Japan
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3.9 H&E-Firbung und Immunhistochemie

Die zu untersuchenden Gewebe (Tumoren und Lebern) wurden nach der Entnahme in For-
malinaldehyd 4% fixiert. Dann wurden diese Proben in Histosetten II (Les Plastiques Sim-
port Plastics, Beloeil, Canada) umgebettet, um sie im Entwésserungsautomaten (Citadel
2000, Skandon, Frankfurt am Main, Deutschland) zu entwéssern. AnschlieBend wurden
die Gewebestiicke auf einer GieBstation in Paraffin eingebettet. Nach Durchhértung der
Paraffinblocke muflten diese auf einer Kiihlplatte auf -20°C heruntergekiihlt werden, um
die Hérte fiir ein verbessertes Schneiden zu erhohen. Mittels Rotationsmikrotom (Jung RM
2045, Leica, Wetzlar, Deutschland) wurden von jedem Paraffinblock 4-5 pm dicke
Schnitte angefertigt. Diese Schnitte wurden zunéchst in ein Wasserbad (Aqua dest.) iiber-
fiihrt und anschlieBend auf Glasobjekttrager (Paul Marienfeld GmbH & Co KG, Lauda-
Konigshofen, Deutschland) gezogen. Das zwischen Deckglas und Gewebeschnitt einge-
schlossene Wasser war zu entfernen, indem der Glasobjekttrager auf eine Wérmeplatte
gelegt wurde. Fiir die immunhistochemische Fiarbung nach der Avidin-Biotin-Complex
Methode wurden repriasentative Einzelschnitte iiber Nacht bei 56°C in einem Inkubations-
schrank (Heraeus, Hanau, Deutschland) gelagert, in den letzten 10 Minuten wurde die

Temperatur auf 100°C erhoht.

3.9.1 Hamatoxylin-Eosin Farbung

Fiir eine Ubersichtsfirbung der Priparate wurde eine H&E Firbung (Hamatoxylin-Eosin
Farbung) durchgefiihrt. Bei diesem Férbeverfahren werden durch zwei unterschiedliche
Einzelfarbungen verschiedene Strukturen eines feingeweblichen Schnittes angefarbt. Der
erste Farbstoff ist Himatoxylin und stammt aus dem Blauholzbaum. Nach Aufbereitung
entsteht Himalaun mit seiner Féarbeeigenschaft. Besonders saure, basophile Strukturen
(Zellkerne mit Desoxyribonukleinsdure (DNA) und raues Endoplasmatisches Retikulum
(rER)) werden durch Himalaun (Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland) angefarbt. Eosin
stellt einen synthetischen Farbstoff dar. Mit seiner sauren Eigenschaft farbt er alle basi-

schen, acidophilen Strukturen (Zellplasmaproteine) rot an.

Die Objekttriager mit den Préparateschnitten wurden fiir 2x10 Minuten in Xylol (organi-
sches Losungsmittel) (Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland) entparaffiniert. Die Rehyd-
rierung erfolgte durch Lagerung in einer absteigenden Alkoholreihe (99,5%-96%-80%)
(Zentralapotheke, Universititsklinik Diisseldorf, Diisseldorf, Deutschland) fiir jeweils 3

Minuten. Darauf folgte die 10 miniitige Kernfiarbung mit Himalaun. Anschlieend wurden
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die Objekttrager in Leitungswasser gewaschen bis keine Farbwolken mehr sichtbar waren.
Da Hamalaun die Zellkerne zunichst rot anfarbt und diese erst in stark saurem Milieu (pH
3) ihre blaue Farbe erhalten, wurden die Objekttrdger fiir 10 Minuten in Leitungswasser
gelagert. Nach der Blduung bewirkte eine 1%ige Eosin-Losung die Farbung des Zytoplas-
mas. Auf einen Waschvorgang in puffer based saline (PBS) folgte die Dehydrierung in
einer aufsteigenden Alkoholreihe (70%, 80% 96%, 99,5%). Um die Schnitte zu kliren,
wurde Xylol eingesetzt. Die Untersuchung der eingefarbten Praparate fand mit einem Pha-
senkontrastmittelmikroskop statt, nachdem sie mittels Eukitt (Kindler GmbH & Co, Frei-

burg, Deutschland), einem wasserfreien Einschlussmittel, eingedeckt waren.
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3.9.2 Immunhistochemie

Die immunhistochemische Farbung diente dazu, den VEGF-Nachweis und das virale Pro-
tein EIA im Tumorgewebe und in der Leber der Versuchstiere darzustellen. Diese Me-
thode basiert auf der Bindung von Antikdrpern an bestimmte Antigenstrukturen der Ziel-

zelle.

Um die entnommenen Gewebe immunhistochemisch zu farben, wurde die Avidin-Biotin-
Complex Methode (ABC-Methode) genutzt. Bei dieser enzymatischen Methode wird das
Antigen durch Farbreaktion dargestellt. Als Grundlage dient die hohe Bindungsaffinitit
zwischen Avidin und Biotin. Avidin ist ein aus Hiithnereiweif} isolierbares Glykoprotein
mit vier Bindungsstellen fiir Biotin. Die Gewebeproben werden mit einem Primérantikor-
per inkubiert. Dieser bindet mit seinem Fab-Fragment spezifisch an ein Gewebsantigen.
Anschliefend wird mit einem verdiinnten biotinylierten Sekundér-Briicken-Antikorper in-
kubiert, der gegen den Primérantikorper gerichtet ist. Dieser Sekundérantikdrper bindet an
das Fc-Fragment des Primirantikorpers. Am Fc-Fragment des Sekundérantikorpers befin-
det sich ein Biotin-Rest und dieser verbindet sich nach Zugabe von einem Avidin-Biotin-
Peroxidase-Complex mit dem Avidin dieses Komplexes. Nach der Inkubation mit einem
Peroxidase-Substrat (3,3 Diaminobenzidin Tetrahydrochlorid) wird das Antigen durch
eine braunliche Farbung sichtbar. Dabei zerfillt die Peroxidase unter Zugabe von Wasser-
stoffperoxyd zu Sauerstoff und Wasser, Elektronen fiir den Enzymzerfall werden vom
DAB zur Verfligung gestellt und dabei wird das DAB selbst oxidiert. Diese Oxidation stellt

sich als braunes Reaktionsprodukt dar.

Um die Schnitte fiir die immunhistochemische Farbung vorzubereiten, wurden sie fiir 25
Minuten in Xylol entparaffiniert und in einer absteigenden Alkoholreihe (99,5%-96%-
80%) fiir jeweils 3 Minuten hydriert. Darauf folgte ein Waschvorgang in Leitungswasser.
Anschliefend wurden die Proben fiir 15 Minuten im Citrat Puffer (pH 6,0) gekocht, um
eine Demaskierung zu erreichen. Bei der Formaldehydfixierung kann es ndmlich durch
eine Vernetzung der Eiweifstrukturen zu einer Epitopstrukturenverdnderung kommen.
Nachdem die Objekttrager wieder Raumtemperatur (RT) erreicht hatten, waren sie in Lei-

tungswasser zu waschen, um den Citrat Puffer zu entfernen.

In Geweben, wie z.B. der Leber, befindet sich eine endogene Peroxidase. Um eine endo-

gene Peroxidaseaktivitit wihrend der immunhistochemischen Fiarbung zu verhindern,
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wurden die Proben fiir 15 Minuten in einer 3% H>O, (Wasserstoffperoxyd) Losung bei RT
inkubiert, womit die endogene Peroxidase zu blockieren war. Nachdem die Objekttrager
mit PBS gewaschen waren, wurden alle weiteren Schritte der Immunhistochemie in
Feuchtkammern bei RT durchgefiihrt, so dass die Schnitte nicht austrocknen konnten. Nor-
malserum (Vector Laboratories, Burlingame, USA) diente dazu, unspezifische Bindungen
zu verhindern. Hierflir wurden die Schnitte fiir 30 Minuten bei RT mit Normalserum inku-
biert. Das verwendete Serum muss von einem Tier der gleichen Spezies stammen wie der
biotinylierte Zweitantikdrper. Nach Abklopfen des iiberschiissigen Serums fand die Inku-
bation mit dem Ad-E1A spezifischen, polyklonalen IgG Primérantikorper aus dem Kanin-
chen (Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz, USA) fiir 45 Minuten bei RT statt. Nach
Waschen mit PBS folgte die Inkubation mit dem verdiinnten biotinylierten Sekundaranti-
kérper (Vector Laboratories, Burlingame, USA) im Uberschuss fiir 30 Minuten bei RT.
Das nach Herstellerangaben zubereitete ABC Reagenz (Avidin und biotinylierte Meerret-
tich-Peroxidase) (Vector Laboratories, Burlingame, USA) wurde fiir 30 Minuten bei RT
gelagert und nach einem erneuten Waschschritt mit PBS fiir 30 Minuten aufgetragen. Nach
abermaligem Waschen mit PBS fand die Inkubation mit dem DAB Peroxidase Substrat
(SkyTec, Logan, Utah, USA) fiir 5 Minuten bei RT statt. Nach einem erneuten Wasch-
schritt waren die Zellkerne mit Himalaun gegenzufarben. Hierfiir wurden die Objekttriager
fiir 2-3 Sekunden in Hdmalaun getaucht und anschlieBend in Leitungswasser gewaschen,
bis keine Farbwolken mehr sichtbar waren. Da Hamalaun die Zellkerne zuerst rot anfarbt
und diese erst in stark saurem Milieu (pH 3) ihre blaue Farbe erhalten, war es erforderlich,
die Objekttrager fiir 10 Minuten in Leitungswasser zu lagern. Um die Préparate moglichst
vollstindig zu entwéssern, wurden diese einer aufsteigenden Alkoholreihe (70%-80%-
96%-99,5%) ausgesetzt. Xylol diente anschlieBend dazu, die Priparate zu kldren. Mit Eu-
kitt wurden die Schnitte fiir die mikroskopische Untersuchung eingebettet. Die immunhis-
tochemisch geférbten Schnitte lieBen sich mittels IRS Score (Immunreaktiver Score) nach
Remmele und Stegner (1987) auswerten (Tabelle 4). Hierbei werden die Werte fiir die
Farbintensitdt der Zellkernfarbung (0-3 Punkte) und der Prozentsatz der positiven Zellen
(0-4 Punkte) miteinander multipliziert, wobei fiir die Farbintensitét der vorherrschende In-

tensitdtsgrad ausschlaggebend ist. IRS Score 0-2 = negativ; IRS Score > 3 = positiv.
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Tabelle 4: Immunreaktiver Score (IRS) nach Remmele und Stegner 1987

Keine Schwache MaiBige Starke
Farbreaktion Farbreaktion Farbreaktion Farbreaktion
0 Punkte 1 Punkt 2 Punkte 3 Punkte
Keine positi-
ven Zellkerne IRS=0 IRS=0 IRS=0 IRS=0
0 Punkte
<10% positive
Zellkerne IRS=0 IRS=1 IRS=2 IRS=3
1 Punkt
10-50% posi-
tive Zellkerne IRS=0 IRS=2 IRS=4 IRS=6
2 Punkte
51-80% posi-
tive Zellkerne IRS=0 IRS=3 IRS=6 IRS=9
3 Punkte
>80% positive
Zellkerne IRS=0 IRS=4 IRS=38 IRS=12
4 Punkte

Der Vascular Endothelial Growth Factor VEGF findet sich iiberwiegend im nuklearen
Bereich der malignen Tumorzellen, so dass bei einer braunen Anfarbung des nuklearen
Bereichs ein positiver VEGF-Nachweis gezeigt werden kann. Eine blaue Kernfarbung
zeigt keinen VEGF-Nachweis und wird somit als negativ gewertet. Aufgrund der daraus
resultierenden geringen Fallzahl konnte der IRS Score nicht statistisch ausgewertet wer-

den. Die Ergebnisse reprisentativer Schnitte wurden deskriptiv bewertet.
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3.9.2.1 Verwendete Chemikalien, Losungen und Materialien

Tabelle 5: Verwendete Chemikalien, Losungen und Materialien

Chemikalien und Losungen

Hersteller

Vectastain-ABC-Peroxidase-Kit

Vector Laboratories, Burlingame,
USA

Primérantikérper Ad-2/5 ET1A (13S-5):s¢-430

Santa Cruz Biotechnology, Inc.,
Santa Cruz, USA

Anti-Mouse IgG biotinylierter Sekundér-AK

Vectastain ABC- Peroxidase Kit

Normalserum (Horse Normal Serum)

Vectastain ABC- Peroxidase Kit

3% Wasserstoffperoxyd

Selbstherstellung aus Stammldsung

DAB (3,3 Diaminobentidin- Tetrahydrochlorid)

SkyTec, Logan, USA

Mayers Hédmalaun

Merck KGaA, Darmstadt, Deutsch-
land

absteigende Alkoholreihe (99,5%, 96%, 80%)
aufsteigende Alkoholreihe (70%, 80% 96%,

99,5%)

Zentralapotheke, Universitétsklinik
Diisseldorf, Diisseldorf, Deutschland

Xylol

Merck KGaA, Darmstadt, Deutsch-
land

Einschlussmittel Eukitt

Kindler GmbH & Co, Freiburg,
Deutschland

PBS Puffer

Selbstherstellung aus Stammldsung

Citrat Puffer

Selbstherstellung aus Stammldsung

Materialien und Geriite

Hersteller

Entwisserungsautomat Citadel 2000, Skandon, Frankfurt am
Main, Deutschland

Mikroskop Ernst Leitz GmbH, Wetzlar, Deutsch-
land

Objekttrager Paul Marienfeld GmbH & Co KG,
Lauda-Konigshofen, Deutschland

Eindeckglaser Engelbrecht, Engermiinde, Deutsch-
land

Rotationsmikrotom Jung RM 2045, Leica, Wetzlar,

Deutschland

Inkubationsschrank

Heraeus, Hanau, Deutschland
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Citrat Puffer: Stammlosung (MERCK) 10x konzentriert:

PBS Puffer:

3% H»0z:

21 g Zitronensdure Monohydrat auf 1000 ml Aqua dest.
pH 6.0 mit 2N NaOH eingestellt

Gebrauchslosung: Stammldsung 1:10 mit Aqua dest. verdiinnt

Stammlosung (MERCK) 10x konzentriert:

80 g NaCl,

2 g KCl,

5,71 g Na2HPOq,

2 g KH,POq4

Substanzen in 1000 ml Aqua dest. 1dsen und pH 7,4 einstellen

Gebrauchslosung: Stammldsung 1:10 mit Aqua dest. verdiinnt

Stammlosung (MERCK) mit Aqua dest 1:10 verdiinnt
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4 Ergebnisse

In der hier vorliegenden Arbeit wurde an einem in vivo Mausmodell der Einfluss der Ap-
plikationsart auf die antitumorale Wirkung des VEGF-Antikérpers Bevacizumab unter-
sucht (Therapie 1). Die Versuche dienten dazu, die Effektivitit der Reduktion des malig-
nen Aszites zwischen der intravendsen (i.v.) und der intraperitonealen (i.p.) Verabreichung
von Bevacizumab zu vergleichen. Zusitzlich wurde gepriift, ob die bisher in vitro getestete
Effizienz einer MDR gesteuerten Adenoviralen Gentherapie beim Ovarialkarzinom sich in
vivo verifizieren ldsst. Bei bereits durchgefiihrten in vitro Versuchen zeigten sich syner-
gistische Effekte einer Zytostatikatherapie und Adenoviraler Gentherapie. Die Untersu-
chung des Effektes einer kombinierten Chemo-, Gen- und Antikdrpertherapie wurde in
einem Tiermodell (Mausmodell; immundefiziente SCID Méuse) durchgefiihrt, da die
Transduktionseffizienzen in vivo von denen bei in vitro Experimenten deutlich abweichen
koénnen (Therapie 2). Untersucht wurden die Uberlebenszeit, das Gewicht, der Querschnitt
des Abdomens, die Aszitesmenge, die Tumorselektivitit der CRAds und die onkolytische

Potenz der Therapie.
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4.1 Ergebnisse der Kombinationstherapie mit Paclitaxel und
Bevacizumab

4.1.1 Uberlebensdauer

Um die Wirksamkeit der Therapie, einer anti-VEGF und Zytostatikatherapie, in Bezug auf
die Uberlebenszeiten der Miuse zu untersuchen, wurden verschiedene Behandlungsgrup-
pen miteinander verglichen. Die Abbildung 6 zeigt die Uberlebensrate der Gruppen 1-6.
In den Gruppen 1-6 der Kombinationstherapie, bestehend aus Paclitaxel und Bevacizumab,
betrug das mediane Uberleben 38, 51, 50,5, 60, 78 und 77,5 Tage. Aussagen zur unter-
schiedlichen Effizienz einer intraperitonealen (Gruppe 2) versus einer intravendsen
(Gruppe 3) Injektion des Antikdrpers Bevacizumab hinsichtlich der Uberlebensdauer, las-
sen sich aufgrund der Versuchsergebnisse mit einem medianen Uberleben von 51 Tagen
bei i.p. Injektion und 50,5 Tagen bei i.v. Injektion nicht treffen. Ebenso zeigte sich kein
signifikanter Unterschied im medianen Uberleben bei intraperitonealer Antikdrperinjek-
tion in Kombination mit Paclitaxel i.p. (Gruppe 5) mit 78 Tagen zu intravendser Antikor-
perinjektion in Kombination mit Paclitaxel i.p. (Gruppe 6) mit 77,5 Tagen. In der Gruppe
ohne Therapie (Gruppe 1) kam es dagegen zur kiirzesten medianen Uberlebensdauer von
38 Tagen. Im paarweisen Vergleich der Uberlebensdauer wurden alle Gruppen einzeln mit
der Gruppe verglichen, die keine Therapie erhalten hat (Gruppe 1). Es zeigte sich fiir die
Gruppen mit der Kombinationstherapie Bevacizumab i.p. oder i.v. + Paclitaxel i.p.
(Gruppe 5 und Gruppe 6) ein signifikant lingeres Uberleben als fiir die Miuse ohne The-
rapie (Gruppe 1) (p-Wert < 0,001). Nach einer Therapie mit Bevacizumab i.p. (Gruppe 2),
Bevacizumab i.v. (Gruppe 3) oder Paclitaxel i.p. (Gruppe 4) zeigte sich im Vergleich zu
den nicht behandelten Tieren ein ebenfalls signifikant verlingerter Uberlebenszeitraum (p-
Wert < 0,05). Das Uberleben kann durch eine Kombinationstherapie im Vergleich zu einer
Monotherapie verldngert werden (p-Wert < 0,001). Kein signifikanter Unterschied im me-
dianen Uberleben zeigte sich zwischen der Therapie mit Bevacizumab i.p. + Paclitaxel i.p.

(Gruppe 5) und Bevacizumab i.v. + Paclitaxel i.p (Gruppe 6).
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Uberleben (Tage)

— SKOV3ip, keine Therapie (Gruppe 1)
— Bevacizumab i.p. (Gruppe 2)
Bevacizumab i.v. (Gruppe 3)
Paclitaxel i.p. (Gruppe 4)
— Bevacizumab i.p. + Paclitaxel i.p. (Gruppe 5)

— Bevacizumab i.v. + Paclitaxel i.p. (Gruppe 6)

Abbildung 6: Kaplan-Meier Uberlebenskurve nach Behandlung mit Bevacizumab, Paclitaxel
oder einer Kombinationstherapie

4.1.2 Gewicht

Ziel der Behandlung war die Reduktion von Tumor und Azites im Mausmodell. Da die
direkte Quantifizierung von Aszites bei den Miusen nicht moglich ist, wurde das Gewicht
der Méuse bestimmt, um indirekt den Behandlungserfolg messen zu konnen. Zu Beginn
der Versuche wurden die Mause der Gruppen 1-6 einzeln mittels Digitalwaage gewogen,

damit wihrend des Beobachtungszeitraumes von 120 Tagen regelméfig eine Gewichts-



Ergebnisse -41 -

kontrolle durchgefiihrt werden konnte. Dargestellt wird dies in der Abbildung 7. Das Aus-
gangsgewicht der Tiere lag am Tag 1 der Versuche bei ca. 20 g pro Maus. Ebenfalls doku-

mentiert wurde das Gewicht zum Zeitpunkt des Todes.

Kontrolle

SKOV3ip (Gr.1)

Bevacizumab i.p. (Gr.2)

Gewicht (min) g

Bevacizumab i.v. (Gr.3) m Gewicht (max) g

B Gewicht (median) g

Paclitaxel i.p. (Gr.4)

Bevacizumab i.p.+ Paclitaxel i.p. (Gr.5)

Bevacizumab i.v.+ Paclitaxel i.p. (Gr.6)

Abbildung 7: Gewicht der Méuse nach Behandlung mit Bevacizumab, Paclitaxel oder
einer Kombinationstherapie
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4.1.3 Querschnittsfliche Abdomen

Bei der Erkrankung des Ovarialkarzinoms entwickeln viele Patientinnen malignen Aszites
aufgrund der Peritonealkarzinose (Pfisterer, 2002). Ein Ziel der vorliegenden Arbeit war,
es den Einfluss einer anti-VEGF, einer Zystostatikum beziehungsweise einer Kombinati-
onstherapie von Antikorper und Zytostatikum zu untersuchen. Um eine Verdnderung des
Bauchumfanges zu dokumentieren, wurde das Abdomen der Miuse mittels einer Schub-
lehre zu Beginn der Versuche und am Todeszeitpunkt vermessen und eine Querschnitts-
fliche (mm?) des Abdomens errechnet (A= m.LL*AP/4, wobei LL= Abstand lateral links
bis lateral rechts und AP= Abstand anterior bis posterior). Die graphische Auswertung
dieser Untersuchungsergebnisse ist in der Abbildung 8 dargestellt.

N\

Kontrolle

SKOV3ip (Gr.1)

Bevacizumab i.p. (Gr.2)

Querschnitt (min) mm?
Bevacizumab i.v. (Gr.3) ® Querschnitt (max) mm?

B Querschnitt (median) mm?
Paclitaxel i.p. (Gr.4)

Bevacizumab i.p.+ Paclitaxel i.p. (Gr.5)

i

Bevacizumab i.v.+ Paclitaxel i.p. (Gr.6)

0 100 200 300 400 500

Abbildung 8: Querschnittsfliche Abdomen nach Behandlung mit Bevacizumab, Paclitaxel oder
einer Kombinationstherapie

In Zusammenschau der Abbildung 6 und Abbildung 7 ergeben sich nachfolgende Ergeb-
nisse: Die Tiere der Gruppe 1 erhielten nur eine Injektion der Ovarialkarzinomzellen
SKOV3ip ohne nachfolgende Therapie. Die erste Maus verstarb bereits nach 36 Tagen, zu

diesem Zeitpunkt konnte bereits eine deutliche Zunahme des Bauchumfanges der anderen
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Tiere dieser Gruppe festgestellt werden. Das Durchschnittsgewicht zum jeweiligen Todes-
zeitpunkt betrug 19,1 g. Gleichzeitig zeigten sich sehr gro3e Unterschiede in der Quer-
schnittsfliche des Abdomens, wie in der Abbildung 8 zu sehen ist. Die minimale Quer-
schnittsfliiche betrug 254,5 mm? und die maximale Querschnittsfliche 452,4 mm?. Diese
Unterschiede lassen sich mit einer moglichen Tumorkachexie und einer deutlichen As-
zitesbildung erkliren. Betrachtet man in der Abbildung 6 die mediane Uberlebensdauer
nach der i.p. Behandlung mit Bevacizumab (Gruppe 2) von 51 Tagen mit der von der i.v.
Therapie mit Bevacizumab (Gruppe 3) von 50,5 Tagen, so zeigt sich kein signifikanter
Unterschied. Zusitzlich ergab sich kein groer Unterschied der medianen Gewichtswerte
mit 17,5 g in Gruppe 2 und 18,3 g in Gruppe 3 (Abbildung 7). Da die mediane Quer-
schnittsfliche der Gruppe 3 mit 312,2 mm? groBer war als die der Gruppe 2 mit 265,2
mm? (Abbildung 8), sich aber die Kdrpergewichte kaum unterschieden, kann man eine
stiarkere Aszitesbildung der Gruppe 3 vermuten. Dies wird unterstiitzt von dem Vergleich-
sergebnis des Bauchumfanges von Gruppe 3 mit Gruppe 1 (p-Wert 0,715), hier kann man
nicht von einer erfolgreichen Aszitesreduzierung ausgehen. Vergleicht man die alleinige
Paclitaxel i.p. Injektion (Gruppe 4), so zeigt sich im Vergleich zur Gruppe 1 ohne weitere
Therapie eine Reduzierung des Bauchumfanges
(p-Wert < 0,05). Im Vergleich der Bevacizumab i.p. + Paclitaxel i.p. (Gruppe 5) und der
Therapie Bevacizumab i.v. + Paclitaxel i.p (Gruppe 6) zur nicht therapierten Gruppe 1
zeigen sich folgende p-Werte < 0,001 und <0,001. Vergleicht man die Therapie Bevaci-
zumab i.p. + Paclitaxel i.p. (Gruppe 5) und die Therapie Bevacizumab i.v. + Paclitaxel i.p
(Gruppe 6) jeweils mit der alleinigen Therapie von Bevacizumab (Gruppen 2 und 3) oder
Paclitaxel (Gruppe 4), so zeigt sich eine signifikante Reduzierung des Abdomenumfanges
bei den Kombinationstherapien (Gruppe 5 und Gruppe 6)
(p-Wert <0,001).

4.1.4 Pathologische Untersuchung des Tumorgewebes

In Therapie 1 wurde an einem in vivo Mausmodell der Einfluss der Applikationsart 1.p.
und i.v. des VEGF-Antikorpers Bevacizumab auf die antitumorale Wirkung untersucht. In
den vorliegenden Versuchen wurden mittels Immunhistochemie das Tumorgewebe der
Mause der Kontrollgruppe (Gruppe 1), der Gruppe 2 mit der intraperitonealen Bevacizu-
mab Injektion und der Gruppe 3 mit der intravendsen Bevacizumab Injektion auf ihre

VEGF Nachweisbarkeit untersucht.
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4.1.4.1 Hamatoxylin-Eosin Fiarbung des Tumorgewebes

Die zu untersuchenden Tumorgewebsschnitte der Gruppen 1, 2 und 3 wurden mittels der
Héamatoxylin-Eosin Farbung angefdarbt und mikroskopisch untersucht (Abbildung 9). In
diesem Teil der Untersuchungen sollte der Unterschied einer intraperitonealen Verabrei-
chung von Bevacizumab zu einer intravendsen Verabreichung herausgearbeitet werden.
Exemplarisch wurden hierfiir nur die Tumore aus den Gruppen 1, 2 und 3 mittels Hima-
toxylin-Eosin Féarbung untersucht. In allen Farbungen zeigt sich eine papillire Tu-
morstruktur, so dass weitere Schnitte auch fiir die folgende Immunhistochemische Fér-

bung und Untersuchung genutzt werden konnten.

Abbildung 9: Histopathologische Untersuchung des Tumorgewebes,
Therapie mit Bevacizumab
Abbildung A (VergroBerung 200fach) ohne Therapie (Gruppe 1)
Abbildung B (VergroBerung 200fach) Bevacizumab i.p. (Gruppe 2)
Abbildung C (VergroBerung 200fach) Bevacizumab i.v. (Gruppe 3)
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Tabelle 6: Zusammenfassung der Histologischen Untersuchung

Gewebe Farbung Histologische Untersuchung

Tumor 1 HE Papillare Tumorstruktur

SKOV3ip

Tumor 2 HE Papilldre Tumorstruktur
Bevacizumab i.p.

Tumor 3 HE Papillare Tumorstruktur

Bevacizumab 1.v.
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4.1.4.2 Immunhistochemische Fiarbung des Tumorgewebes

Die zu untersuchenden Tumorgewebsschnitte der Gruppen 1, 2 und 3 wurden mittels Im-
munhistochemie angefarbt und mittels Mikroskop und dem Immunreaktiven Score (IRS

Score) nach Remmele und Stegner (1987) ausgewertet (Tabelle §).

Abbildung 10: Immunhistochemische Untersuchung des Tumorgewebes,
Therapie mit Bevacizumab
Abbildung A (VergroBerung 200fach) ohne Therapie (Gruppe 1)
Abbildung B (Vergréfierung 200fach) Bevacizumab i.p. (Gruppe 2)
Abbildung C (Vergréfierung 200fach) Bevacizumab i.v. (Gruppe 3)
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In der Abbildung 10 ist exemplarisch der immunhistochemische Nachweis von VEGF dar-
gestellt. Eine starke Auspragung des Endothel Wachstumsfaktors ldsst sich an der starken
Braunfiarbung der Zellkerne erkennen. In Abbildung A zeigt sich eine Anfarbung des Ova-
rialkarzinomtumorgewebes mit einem IRS Score von 12 Punkten. Dies ldsst auf eine starke
Vaskularisierung des Tumorgewebes schlieBen. Die Abbildung B zeigt den Tumorgewebe
nach einer intraperitonealen Therapie mit dem VEGF-Antikorper Bevacizumab, der ein
IRS Score von 6 Punkten aufweist. Dies ldsst auf ein durch das Bevacizumab verringertes
vaskuldres Wachstum des Tumors schlieBen. In der Abbildung C ist der Ovarialkarzinom-
tumorgewebe nach einer intravendsen Bevacizumab Therapie mit einem IRS Score von 12
Punkten dargestellt. Dieser starke VEGF Nachweis deutet darauf hin, dass eine intravendse
Verabreichung von Bevacizumab eine geringere Effektivitdt in der antitumoralen Wirkung

aufweist als eine intraperitoneale Injektion.
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4.2 Untersuchung einer Kombinationstherapie mit onkolytischem A-
denovirus, Paclitaxel und Bevacizumab

4.2.1 Uberlebensdauer

Voruntersuchungen zeigten ein glinstiges Wirkprofil einer i.p. Therapie im Vergleich zu
einer i.v. Applikation einer Chemo- und Antikdrpertherapie in Bezug auf die Uberlebens-
dauer als auch auf die Aszites- und Tumorreduktion. Im néchsten Schritt wurde die zusétz-
liche Effektivitit einer i.p. applizierten spezifischen onkolytischen Gentherapie untersucht.
Um die Wirksamkeit der verschiedenen Therapiegruppen zu bestimmen, wurde das Uber-
leben der Méuse dokumentiert (Abbildung 11). In den Gruppen 7-13 betrug das mediane
Uberleben 33,5, 60, 120, 64, 120, 98,5, 120 Tage. Im Vergleich der Gruppen Paclitaxel
1.p. (Gruppe 8) und Ad5/3MDRIEI i.p. (Gruppe 9) ergab sich eine deutlich ldngere medi-
ane Uberlebenszeit der Gruppe 9 mit 120 Tagen. In Gruppe 8 lag der mediane Uberlebens-
zeitraum bei nur 60 Tagen (p-Wert < 0,001). Vergleicht man die Gruppe Paclitaxel i.p.
(Gruppe 8) mit der Gruppe Paclitaxel i.p. und Ad5/3MDRIE1 Virus i.p. (Gruppe 11), so
zeigt sich ein Uberlebensvorteil der Gruppe 11, auf die mediane Uberlebenszeit bezogen,
von 60 Tagen. Diese Verldngerung der Uberlebenszeit lisst sich am ehesten durch die zy-
totoxische Wirkung von Paclitaxel erkldren. Die Kombinationstherapie von
Ad5/3MDRIEL i.p. mit Paclitaxel i.p. (Gruppe 11) zeigt keinen signifikanten Uberlebens-
vorteil im Vergleich zur alleinigen Virustherapie mit AdS/3MDRIET1 in Gruppe 9 (p-Wert
0,584). Vergleicht man die Verwendung von Novantrone i.p. in Kombination mit dem Vi-
rus Ad5/3MDRIE1 i.p. (Gruppe 10) mit der Kombination Paclitaxel i.p. mit dem Virus
Ad5/3MDRIET i.p. (Gruppe 11), so zeigt sich, dass die Verwendung von Paclitaxel i.p.
mit 120 Tagen Uberlebensdauer im Median zu einer verlingerten Uberlebenszeit gegen-
iiber der Verwendung von Novantrone i.p. mit einer medianen Uberlebensdauer von nur
64 Tagen (p-Wert < 0,05 ) fiihrt. In der zusétzlichen Kombination mit Bevacizumab i.p.
(Gruppe 12 und Gruppe 13) zeigt sich ebenfalls eine verbesserte Uberlebensdauer mit 120
Tagen im Median der Gruppe mit der Therapie Ad5/3MDRIEI i.p. + Paclitaxel i.p. + Be-
vacizumab i.p. (Gruppe 13) im Vergleich zu der Gruppe 12 mit Ad5/3MDRIE] i.p. + No-
vantrone L.p. + Bevacizumab .p.
(p-Wert < 0,05). Aus diesen beiden Ergebnissen ldsst sich schlieBen, dass durch eine No-
vantrone i.p. Therapie die Uberlebenszeit eher verkiirzt wird, was moglicherweise auf ei-
nen toxischen Effekt der Kombination zuriickzufiihren ist. Diese Bevacizumab i.p. Injek-

tion fiihrt aber im Vergleich der Therapie Ad5/3MDRI1EI 1.p. + Paclitaxel i.p. (Gruppe 11)
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zur Therapie Ad5/3MDRIEI i.p. + Paclitaxel i.p. + Bevacizumab i.p. (Gruppe 13) zu kei-

ner verlingerten Uberlebenszeit. Beide Gruppen haben eine mediane Uberlebensdauer von

120 Tagen (p-Wert 0,998).
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Uberlebensrate (%)
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| | ]
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Uberleben (Tage)

— AdSMDRIuc i.p. (Gruppe 7)
— Paclitaxel i.p. (Gruppe 8)
Ad5/3MDRIET1 i.p. (Gruppe 9)
— Ad5/3MDRI1EI + Novantrone i.p. (Gruppe 10)
Ad5/3MDRIEL1 + Paclitaxel 1.p. (Gruppe 11)
Ad5/3MDRIE1 + Novantrone + Bevacizumab 1.p. (Gruppe 12)
— Ad5/3MDRI1EI1 + Paclitaxel + Bevacizumab i.p. (Gruppe 13)

Abbildung 11: Kaplan-Meier Uberlebenskurve,

Kombinationstherapie mit onkolytischem Adenovirus, Paclitaxel und
Bevacizumab
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4.2.2 Gewicht

Zu Beginn der Versuche wurden auch die Méuse der Gruppen 7-13 gewogen, und die Ge-
wichtsveranderung wihrend des Beobachtungszeitraumes von 120 Tagen in der Abbildung
12 dokumentiert. Das Ausgangsgewicht der Tiere lag am Tag 1 der Versuche ebenfalls bei
jeweils ca. 20 g/Maus.

Ad5MDRIuc i.p. (Gr.7)

Paclitaxel i.p. (Gr.8)

AdSMDRIEL i.p. (Gr.9)

Gewicht (min) g

Ad5MDRIE1 + Novantrone i.p. (Gr.10) B Gewicht (max) g

® Gewicht (median) g

Ad5SMDRIEL + Paclitaxel i.p. (Gr.11)

AdSMDRIE1 + Novantrone +
Bevacizumab i.p. (Gr.12)

i

Ad5MDRIEI + Paclitaxel +
Bevacizumab i.p. (Gr.13)

Abbildung 12: Gewicht zum Todeszeitpunkt,
Kombinationstherapie mit onkolytischem Adenovirus, Paclitaxel und
Bevacizumab
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4.2.3 Querschnittsfliche Abdomen

1 |
Ad5MDRIuc i.p. (Gr.7)
Paclitaxel i.p. (Gr.8)
Ad5SMDRIE1 i.p. (Gr.9)
. Querschnitt (min) mm?
Ad5MDRIE1 + Novantrone i.p. . )
(Gr.10) B Querschnitt (max) mm

B Querschnitt (median) mm?

Ad5MDRIE]1 + Paclitaxel i.p.
(Gr.11)

Ad5SMDRIEI + Novantrone +
Bevacizumab i.p. (Gr.12)

AdSMDRIEI + Paclitaxel +
Bevacizumab i.p. (Gr.13)

0 100 200 300 400 500

Abbildung 13: Querschnittsfliche Abdomen,
Kombinationstherapie mit onkolytischem Adenovirus, Paclitaxel und
Bevacizumab

In den Abbildungen 12 und 13 zeigt sich in der Gruppe 7 ein medianes Gewicht von
17,6 g zum Todeszeitpunkt mit einer medianen Querschnittsfliche des Abdomens von
279,9 mm?. Aufgrund der Kontrolltherapie mit dem AdSMDRIuc-Virus und einem bei der
Sektion erkennbaren sehr ausgepragten Tumorwachstum, kann der Gewichts- und Quer-
schnittsverlust der Méuse auf eine Tumorkachexie zuriickzufiihren sein. Die Gruppe, die
nur eine alleinige chemotherapeutische Therapie mit Paclitaxel i.p. erhalten hat (Gruppe
8), zeigte ebenfalls einen tumorbedingten Gewichtsverlust. Doch teilweise war in dieser
Gruppe auch eine Zunahme des Querschnittes des Abdomens auf bis zu
443,3 mm? festzustellen. Diese ldsst sich auch mit dem vermehrten sichtbaren intraperi-
tonealen Karzinomwachstum erklaren. Bei der alleinigen Adenoviralen-Therapie mit dem
Virus Ad5/3MDRI1E1 (Gruppe 9) zeigt sich eine mediane Uberlebensdauer von 120 Ta-
gen, ein Gewichtsunterschied von 6 g im Vergleich zu der Kontrollgruppe und eine medi-

ane Querschnittsfliche von nur 198 mm2 Das lange Uberleben dieser Therapiegruppe



Ergebnisse -52 -

konnte auf das Fehlen chemotherapeutischer Nebenwirkungen hindeuten. Die auffillig
kurze Lebensdauer einer Maus in Gruppe 10 beruht auf Komplikationen wéhrend der int-
raperitonealen Injektion der SKOV3ip Zellen, die Maus verstarb direkt nach der Injektion.
In dieser Gruppe war besonders das struppige Fell der Miuse auffillig, ebenso die haufig
bei der  Sektion  sichtbare  griinliche  Verfairbung der  Organe im
Abdomen. Vergleicht man die Gruppe, die eine Therapie bestehend aus AdS/3MDRIE1 +
Paclitaxel i.p. (Gruppe 11) erhalten hat, mit der Gruppe, der Ad5/3MDRIE1 + Paclitaxel
1.p. + Bevacizumab i.p. (Gruppe 13) verabreicht wurde, so fallt auf, dass beide Gruppen
ein medianes Uberleben von 120 Tagen aufweisen. In der Gruppe 13 liegt ein medianes
Gewicht von 17,5 g vor, in Gruppe 11 betrigt dies 14 g, doch gleichzeitig zeigt sich in
Gruppe 13 mit 195,1 mm? eine verringerte mediane Querschnittsfliche des Abdomens im
Vergleich zur Gruppe 11 mit 220,6 mm?. Dies ldsst auf eine verringerte Aszites-Bildung

aufgrund der Bevacizumab Injektion schlieBen.

4.2.4 Pathologische Untersuchung des Tumorgewebes

In Therapie 2 wurde an einem in vivo Mausmodell der synergistische Effekt einer antian-
giogenen Therapie mit dem anti-VEGF-Antikorper Bevacizumab, einer Zytostatika The-
rapie und einem MDR-gesteuerten CRAd untersucht. In den vorliegenden Nachuntersu-
chungen wurden mittels Immunhistochemie exemplarisch die Tumore der Miuse der

Gruppen 7, 9, 11 und 13 untersucht.
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4.2.4.1 Himatoxylin-Eosin Fiarbung des Tumorgewebes

Die zu untersuchenden Tumorschnitte der Gruppen 7, 9, 11 und 13 wurden mittels der
Héamatoxylin-Eosin Farbung angefarbt und mikroskopisch untersucht. Alle Abbildungen

zeigen ein ausgeprigtes Tumorwachstum, so dass weitere Schnitte dieser Tumoren fiir die

Immunhistochemische Farbung und Untersuchung genutzt werden konnten.

Abbildung 14: Histopathologische Untersuchung des Tumorgewebes,
Kombinationstherapie mit onkolytischem Adenovirus, Paclitaxel und
Bevacizumab
Abbildung A (VergroBerung 200fach) AdSMDRIuc i.p. (Gruppe 7)
Abbildung B (VergroBerung 200fach) AdS/3MDRI1E] i.p. (Gruppe 9)
Abbildung C (VergroBerung 200fach)
Ad5/3MDRI1E1+Paclitaxel i.p. (Gruppe 11)
Abbildung D (VergroBerung 200fach)
Ad5/3MDRI1E1+Paclitaxel i.p.+ Bevacizumab i.p. (Gruppe 13)
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Tabelle 7: Zusammenfassung der Histologischen Untersuchung

Gewebe Farbung Histologische Untersuchung
Tumor 7 HE Ausgeprigtes Tumorwachstum
Ad5MDRIuc i.p.
Tumor 9 HE Ausgeprigtes Tumorwachstum
Ad5/3MDRIET i.p.
Tumor 10 HE Ausgeprigtes Tumorwachstum
Novantrone i.p. + Ad5/3MDRI1E1
Tumor 11 HE Ausgeprigtes Tumorwachstum
Paclitaxel i.p. + Ad5/3MDRIE1
Tumor 13 HE Ausgeprigtes Tumorwachstum

Paclitaxel + Bevacizumab 1.p.
+ Ad5/3MDRIEI
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4.2.4.2 Immunhistochemische Farbung des Tumorgewebes

In den Gruppen 7, 9, 11 und 13 wurde die tumorspezifische Replikation der rekombinanten
CRAds nachgewiesen. Es wurde eine immunhistochemische Darstellung des viralen E1A
Proteins durchgefiihrt. Die immunhistochemisch gefirbten Schnitte wurden mittels Mik-
roskop und dem Immunreaktiven Score (IRS Score) nach Remmele und Stegner (1987)

ausgewertet (Tabelle 8).

Abbildung 15: Immunhistochemische Untersuchung des Tumorgewebes,
Kombinationstherapie mit onkolytischem Adenovirus, Paclitaxel und
Bevacizumab
Abbildung A (VergroBerung 200fach) AdSMDRIuc i.p. (Gruppe 7)
Abbildung B (VergroBerung 200fach) Ad5/3MDRIELI i.p. (Gruppe 9)
Abbildung C (VergroBerung 200fach)
Ad5/3MDRI1E1+Paclitaxel i.p. (Gruppe 11)
Abbildung D (VergroBerung 200fach)
Ad5/3MDR1E1+Paclitaxel i.p.+ Bevacizumab i.p. (Gruppe 13)

In der Abbildung 15 sind exemplarisch immunhistochemische Nachweise des viralen E1A
Proteins dargestellt. In Abbildung A zeigt sich der Ovarialkarzinomtumorgewebe nach ei-
ner Therapie mit dem replikationsdefizienten Virus AASMDRIuc mit einem IRS Score von

1 Punkt, d.h. es findet sich kein Nachweis des viralen E1A Proteins.
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In Abbildung B zeigt sich Tumorgewebe nach einer intraperitonealen Injektion von
Ad5/3MDRIE] mit einem IRS Score von 12 Punkten. Dies ldsst auf eine gute intrazellu-
lare virale Replikation schliefen. In Abbildung C wird Tumorgewebe nach Therapie mit
Ad5/3MDRIE1 + Paclitaxel i.p. und einem IRS Score von 6 Punkten gezeigt. Auch hier
hat eine intrazelluldre Replikation des viralen E1A Proteins stattgefunden, ebenso in Ab-
bildung D nach einer Therapie mit Ad5/3MDRI1E1 + Paclitaxel i.p. + Bevacizumab 1i.p.

und mit einem IRS Score von 6 Punkten.

4.2.5 Histologische Untersuchung der Leber

Die entnommenen Lebern der Miuse wurden pathologisch untersucht. Aufgrund hoher
Coxsackie-Adenovirus-Rezeptor (CAR) Expression auf der Leber, kann es zu einer he-
patotoxischen Nebenwirkung der adenoviralen Therapie kommen, da die Leber das Haupt-
abbauorgan der Adenoviren darstellt (Lieber et al., 1997), (Barnett et al., 2002), (Sharma
et al., 2009).
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4.2.5.1 Himatoxylin-Eosin Firbung der Leber

Die zu untersuchenden Leberschnitte der Gruppen 7, 9, 11 und 13 wurden mittels der Ha-
matoxylin-Eosin Farbung angefarbt und mikroskopisch untersucht (Abbildung 16). Es lie3
sich bei keiner der Fiarbungen eine Hepatotoxizitit nachweisen. Lediglich in Abbildung C

(Ad5/3MDRIEL + Paclitaxel i.p. (Gruppe 11)) waren leichte lobulédre und portale Entziin-

dungen festzustellen.

Abbildung 16: Histopathologische Untersuchung der Leber,
Kombinationstherapie mit onkolytischem Adenovirus, Paclitaxel und
Bevacizumab
Abbildung A (VergoBerung 200fach) AdSMDRIuc i.p. (Gruppe 7)
Abbildung B (VergroBerung 200fach) Ad5/3MDRIETI i.p. (Gruppe 9)
Abbildung C (VergroBerung 200fach)
Ad5/3MDRI1E1+Paclitaxel i.p. (Gruppe 11)
Abbildung D (VergroBerung 200fach)
Ad5/3MDRI1E1+Paclitaxel i.p.+Bevacizumab i.p. (Gruppe 13)
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4.2.5.2 Immunhistochemische Fiarbung der Leber

In den Gruppen 7, 9, 11 und 13 wurde die Therapie mit rekombinanten CRAds auf hepato-
toxische Nebenwirkungen tiberpriift. Dazu diente eine immunhistochemische Darstellung
des viralen E1A Proteins. Die immunhistochemisch gefdarbten Schnitte wurden mittels

Mikroskop und dem Immunreaktiven Score (IRS Score) nach Remmele & Stegner (1987)

ausgewertet (Tabelle 8).

Abbildung 17: Immunhistochemische Untersuchung der Leber,
Kombinationstherapie mit onkolytischem Adenovirus, Paclitaxel und
Bevacizumab
Abbildung A (VergroBerung 200fach) AdASMDRIuc i.p. (Gruppe 7)
Abbildung B (VergroBerung 200fach) AdS/3MDRIEL i.p. (Gruppe 9)
Abbildung C (VergréBerung 200fach)
AdS5/3MDRI1E1+Paclitaxel i.p. (Gruppe 11)
Abbildung D (VergroBerung 200fach)
Ad5/3MDRI1E1+Paclitaxel i.p.+ Bevacizumab i.p.
(Gruppe 13)
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Tabelle 8: Zusammenfassung der IR Score Ergebnisse

Gewebe Farbung Immunreaktiver Score
Tumor 1 [HC VEGF | > 80% der Zellen haben reagiert
SKOV3ip 12
Tumor 2 IHC VEGF | > 80% der Zellen haben reagiert
Bevacizumab i.p. 6
Tumor 3 IHC VEGF | 50-80% der Zellen haben reagiert
Bevacizumab i.v. 12
Leber 7 IHC ETA | Negativ
Ad5SMDRIuc i.p.
Tumor 7 IHC E1IA | <10% der Zellen haben reagiert
Ad5SMDRIuc i.p. 1
Leber 9 IHC E1A | > 80% der Zellen haben reagiert
Ad5/3MDRIEL i.p. 12
Tumor 9 IHC E1A | > 80% der Zellen haben reagiert
Ad5/3MDRIEL i.p. 12
Leber 10 IHC E1A | > 80% der Zellen haben reagiert
Novantrone i.p. + Ad5/3MDRIE1 10 Artifizielle Anféarbung
Tumor 10 IHC E1A | 50-80% der Zellen haben reagiert
Novantrone i.p. + Ad5/3MDRI1EI 3
Leber 11 IHC E1A | > 80% der Zellen haben reagiert
Paclitaxel i.p.+ Ad5/3MDRIE1 12
Tumor 11 IHC E1A | 50-80% der Zellen haben reagiert
Paclitaxel i.p.+ Ad5/3MDRIEI 6
Leber 13 IHC E1A | > 80% der Zellen haben reagiert
Paclitaxel + Bevacizumab i.p. 6
+ Ad5/3MDRI1EI
Tumor 13 IHC E1A | 10-50 % der Zellen haben reagiert
Paclitaxel + Bevacizumab i.p. 6
+ Ad5/3MDRIE1

Die Untersuchung zeigte eine deutliche Reaktion von Ad5/3MDRI1E]1 in Tumor und Le-

ber. Die Tumorspezifitit war durch die EIA Féarbung nicht nachweisbar

(Tabelle 8).
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5 Diskussion

Das Ovarialkarzinom stellt unter den gyndkologischen Karzinomerkrankungen die héu-
figste Todesursache dar (du Bois et al., 2009), (Siegel et al., 2013). Zum Zeitpunkt der
Diagnosestellung liegt in den meisten Féllen ein weit fortgeschrittenes Tumorstadium vor
(FIGO II oder IV), da die Erkrankung oftmals nur unspezifische Frithsymptome aufweist.
Trotz verbesserter Operationsverfahren sowie verbesserter chemotherapeutischer Thera-
pieschemata erleiden viele der Patientinnen ein Rezidiv (Ozols, 2002), (Fung-Kee-Fung et
al., 2007). Die Entstehung von Resistenzen gegeniiber Zystostatika reduzieren die aktuel-
len Therapiemoglichkeiten (Schondorf et al., 2002), (Hille et al., 2006). Oftmals kann nur
noch die Verbesserung der Lebensqualitét der Patientinnen im Vordergrund stehen. Be-
sonders das Vorliegen von Peritoneal- und Pleurakarzinosen bedingt eine schlechtere
Prognose (Eitan et al., 2005). Durch eine Aszitespunktion kann oftmals nur ein kurzfristi-
ger Erfolg in der Verbesserung der Lebensqualitit erreicht werden. Bevacizumab, ein Va-
scular Endothelial Growth Factor (VEGF)-Antikorper, ist wirksam in der Behandlung des
Ovarialkarzinomrezidivs (Aghajanian et al., 2012). In Studien wurden Erfolgsraten der
Remission von 16 und 18% bei platinsensiblen und platinresistenten Karzinomen erreicht
(Cannistra et al., 2007), (Burger et al., 2007). Durch die Antikorpertherapie konnte der
therapeutische Effekt der Zystostatika Behandlung gesteigert werden. Die Lebenserwar-
tung konnte somit signikfikant gesteigert werden (Mabuchi et al., 2008). Moglicherweise
kann ein Benefit aus der Kombination von Cisplatin vorbehandelten Ovarialkarzinomzel-
len und der antiangiogenetischen Wirkung des VEGF-Antikdrpers flir die Behandlung von
Patientinnen mit Peritonealkarzinose gezogen werden (Shah et al., 2009). Auch wenn be-
reits in 2 Studien gezeigt werden konnte, dass eine Kombinationstherapie mit Bevacizu-
mab und Zytostatika zu einer deutlichen Uberlebenszeitverlingerung fiihrt, miissen auch
immer mdgliche Nebenwirkungen und die Lebensqualitit beachtet werden (Katsumata et
al., 2009), (Stark et al., 2013), (Perren et al., 2011, Monk et al., 2013). Durch die Anwen-
dung von Bevacizumab kann auch eine Reduzierung der Aszitesmenge durch Verringe-
rung der VEGF-Konzentration erreicht werden (Yukita et al., 2000). Diese Ergebnisse
stimmen mit der Beobachtung von erhéhter VEGF-Konzentration in malignem Aszites
iiberein (Senger et al., 1983), (Zebrowski et al., 1999), (Hefler et al., 2007), (Ellis and
Hicklin, 2008). Fiir die Prognose und den Therapieverlauf des Ovarialkarzinoms spielt die
Angiogenese eine bedeutende Rolle (Bamias et al., 2012). In mehreren Studien konnte der

Zusammenhang zwischen der Dichte der neugebildeten Gefialie, der VEGF-Konzentration
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und dem Ausmal einer malignen Tumorerkrankung bewiesen werden (Ferrara, 2004). Des
Weiteren konnte bereits gezeigt werden, dass die VEGF- Expression signifikant negativ
mit dem Uberlebenszeitraum von Ovarialkarzinompatientinnen korreliert (Siddiqui et al.,
2011). Bevacizumab hat eine hohe therapeutische Potenz, da die VEGF-Konzentration be-
sonders in maligne verdndertem Gewebe erhoht ist. In gesundem Gewebe findet sich statt-
dessen eine sehr geringe VEGF-Konzentration (Rein et al., 2004). Bereits in praklinischen
Studien konnte unter Bevacizumab ein verringertes Karzinomwachstum nachgewiesen
werden (Gerber and Ferrara, 2005). Der Antikorper bewirkt eine Reduktion der GefaB-
dichte, des GefaBdurchmessers und der GefaBBpermeabilitit. Die fiihrt zu einer verringerten
Menge an Aszites. Die Beeinflussung von VEGF und der VEGF-Rezeptoren sind wichti-
ger Bestandteil zahlreicher klinischer Untersuchungen (Jain et al., 2006). Ziel ist die Re-
duktion der Aszitesmenge und des Tumorwachstums nach Bevacizumabverabreichung an
Ovarialkarzinomtiermodellen zu untersuchen (Hu et al., 2002). In einer Studie von Mabu-
chi et al. konnte gezeigt werden, das Bevacizumab intraperitoneal (i.p.) eine antitumorale
Aktivitdt sowohl als Single-Therapie als auch in Kombination mit Cisplatin aufweisen
kann. Bevacizumab wird in der iberwiegenden Zahl der klinischen und praklinischen Un-
tersuchungen intravends appliziert. Der mogliche Benefit einer verldngerten antiangioge-
netischen Behandlung wird akutell in der AGO-OVAR 17 Studie untersucht. Die Absorp-
tionsrate von Bevacizumab nach i.p. Injektion wurde bereits untersucht. Es zeigte sich eine
rasche und nahezu vollstindige Absorption des VEGF-Antikorpers. Eine Fragestellung
dieser Arbeit war die Untersuchung der Wirksamkeit der i.v. und i.p. Applikation von Be-
vacizumab im Mausmodell. Es konnte bei der Kombinationstherapie von Bevacizumab
und Paclitaxel kein signifikanter Unterschied in Bezug auf die Lebenserwartung durch die
Unterscheidung der Bevacizumabverabreichung i.v. versus i.p. gezeigt werden. Diese Er-
gebnisse passen zu den klinischen Untersuchungen von Shah, Veith, Bernacki and Baltha-
sar. Die Uberlebenszeit konnte nachweislich durch eine kombinierte Therapie von Beva-
cizumab mit Carboplatin i.p. oder besonders mit Paclitaxel i.p. verldngert werden. Hierbei
kommt der Applikationsart von Bevacizumab (i.v. versus i.p.) keine aussschlaggebende
Bedeutung zu (p-Wert < 0,586) (Shah et al., 2011). Bei einer Untersuchung von bereits im
hohen Mal3e vortherapierten Ovarialkarzinompatientinnen erhielten diese 15mg/kg Beva-
cizumab i.v. alle drei Wochen (Numnum et al., 2006), (Gerber and Ferrara, 2005). Bei
allen Patientinnen konnte eine verringerte Menge an Aszites nachgewiesen werden. Seit

Beginn dieser Therapie bendtigte keine Patientin eine Aszitespunktion. Einigen Patientin-
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nen wurde Bevacizumab i.p. verabreicht (Kobold et al., 2009). Neun Patientinnen mit As-
zites mit den Grunderkrankungen
Colon-, Mamma-, Endometrium- und Ovarialkarzinom, die zuvor regelmafig eine As-
zitespunktion bendtigten, erhielten monatlich Smg/kg Bevacizumab i.p.. In acht von neuen
Fillen (89%) konnte der Zeitraum zwischen den Aszitespunktionen verldngert werden
(Shah et al., 2011). Die intraperitoneale Injektion scheint die Methode der Wahl zu sein
um den Antikorper genau dort zu injizieren wo sich die Aszitesansammlung, getriggert
durch die erhohte VEGF-Konzentration, befindet. Der Wirkungseffekt von Bevacizumab,
egal ob alleine verabreicht oder in Kombination mit Paclitaxel i.p., zeigte keine Abhéngig-
keit von der Art der Injektion. In den hier durchgefiihrten Versuchen zeigt sich, dass die
Behandlung von malignem Aszites mit Bevacizumab i.p. eine sehr effektive Alternative

zur 1.v. Verabreichung des VEGF-Antikorpers darstellt.

Eine weitere Fragestellung der hier vorliegenden Arbeit war die Untersuchung einer gen-
therapeutischen Behandlung des Ovarialkarzinoms. Gentherapeutische Behandlungsan-
sédtze, in denen virale Vektoren fiir einen Gentransfer genutzt werden, haben in praklini-
schen Studien verheiBungsvolle Ergebnisse erzielt. Aufgrund von Bedenken hinsichtlich
der therapeutischen Sicherheit bauten sich die bisherigen gentherapeutischen Ansétze auf
nicht replikationsfahigen Viren auf. Bedauerlicherweise zeigte sich in bisherigen klini-
schen Versuchen eine ineffiziente Tumortransduktion, besonders bei einer sehr ausgeprag-
ten Tumorerkrankung und einer gro3en Tumormasse. Dies verhinderte oftmals ein klini-
sches Benefit in diesen Therapieversuchen (Puumalainen et al., 1998). Durch die Anwen-
dung replikationskompetenter Viren, die sich in der Tumormasse ausbreiten, konnte eine
verbesserte Penetration erzeilt werden. In Hinblick auf gyndkologische Karzinomerkran-
kungen waren Replikationkompetente Adenoviren schon vor 50 Jahren Bestandteil der
medizinischen Forschung (Huebner et al., 1956). Bedauerlicherweise zeigt sich im Ovari-
alkarzinom, wie in vielen anderen Karzinomen, eine variable und oft schwache Expression
des CAR-Rezeptors (Rein et al., 2006). Ein weiterer Faktor, der Grund fiir das Nichtan-
sprechen einer Therapie mit AdS CRAds, konnte das Vorhandensein einer groBen Menge
an malignem Aszites sein. Denn dort befindet sich oftmals eine hohe Zahl an Ad5 CRAds
Antikorpern (Raki et al., 2008). Somit kdnnten eine verstirkte Infektionsfihigkeit der
CRAds, keine spezifische Bindung an CAR-Rezeptoren und eine Verringerung der Anti-

korper eine hilfreiche Verbesserung in der Effizienz der auf onkolytischen Adenoviren



Diskussion -63 -

aufbauenden Therapie gegen das Ovarialkarzinom darstellen. In vorherigen Untersuchun-
gen konnte gezeigt werden, dass ein gezielter Einsatz von Ad5/3MDRIE]1 in der Behand-
lung von chemotherapeutisch vorbehandelten Ovarialkarzinomzellen eine effektive Op-
tion darstellt (Rein et al., 2011). Ausgerechnet auf Ovarialkarzinomzellen wird eine hohe
Anzahl von Ad3- Rezeptoren exprimiert. Um eine verbesserte Bindung zwischen der A-
denovirus-Bindungsregion, dem Fiber-Knob und den Ovarialkarzinomzellen zu erzeugen
wurde ein Fiber-Knob Austausch durchgefiihrt. Die hier eingesetzten Adenoviren vom Se-
rotyp 5 erhielten somit einen Fiber-Knob vom Serotyp 3 (Kanerva et al., 2002a), (Tsuruta
et al., 2007). Einen vielversprechenden Ansatz fiir eine weitere Effektivitétssteigerung der
gentherapeutischen Karzinomtherapie stellt die Kombinationstherapie von CRAds mit Zy-
tostatika dar. Diverse klinische Studien konnten einen synergistischen Effekt von onkoly-
tischen Adenoviren und einem Chemotherapeutikum in der Tumorzelllyse aufweisen (You
et al., 2000), (Gomez-Manzano et al., 2006), (Mantwill et al., 2006), (Hoffmann et al.,
20006), (Raki et al., 2005), (Raki et al., 2008). Die Sicherheit dieser Kombinationstherapie
wurde bereits mehrfach demonstriert (Xia et al., 2004), (Raki et al., 2008), (Lu et al., 2004),
(Hecht et al., 2003). Ein wichtiger Aspekt in der Kombinationstherapie aus Zytostatika und
CRAds ist die unterschiedliche Toxizitét der beiden Therapiebestandteile. Zudem zeigen
sich keine Kreuzresistenzen zwischen CRAds und Zytostatika, die eine verringerte Ent-
wicklung von resistenen Karzinomzellen hervorrufen. Mehrere Mechanismen, die einen
erhohten therapeutischen Effekt der Kombinationstherapie verursachen, konnten erforscht
werden. Durch eine starke Expression des E1A-Gens in den CRAds kann die Sensitivitit
der Tumorzellen auf die Chemotherapie erhoht werden (Yu et al., 2001), (Lee et al., 2003).
Dartiberhinaus kann ein Zytostatikum die Replikationsrate der CRAds erhohen (Yu et al.,
2001). Denn der Rezeptorstatus auf den Karzinomzellen wird zuvor dadurch beeinflusst
(Raki et al., 2008). Erleiden Patientinnen ein Ovarialkarzinomrezidiv, so zeigt sich hierbei
sehr hiufig eine Zytostatikaresistenz bei einer anfanglichen Zytostatikasensibilitdt. Im ma-
lignen Ovarialgewebe liegt eine stark erhohte Expressionsrate von MDR1 Promotoren vor.
Dies verursacht einen verstarkten Efflux der Zytostatika aus der Karzinomzelle und somit
zu einer erhohten Resistenzentwicklung (Miller and Ojima, 2001), (Zhou, 2008), (Li et al.,
2010a). Durch die spezielle Behandlung mit Ad5/3MDRI1E1 kann somit eine gezielte spe-
zifische Wirkung in resistenten Ovarialkarzinomzellen hervorgerufen werden. Um den
neuartigen Ansatz einer Kombinationstherapie von Ad5/3MDRIE!I mit Zytostatikum zu
untersuchen, wurde hier in dieser Arbeit die klinische Situation eines vortherapierten Ova-

rialkarzinoms nachgebildet. Verwendet wurden die standardméfig genutzten Substanzen



Diskussion -64 -

wie Paclitaxel und Bevacizumab. Untersucht wurde die Effizienz der Kombinationsthera-
pie an einem Ovarialkarzinom-Mausmodell. SCID Maiuse eignen sich zur Erforschung der
CRAd-Transduktion und der viralen Replikation in den Karzinomzellen. Aufgrund der pa-
thologischen Ausbreitung eines Ovarialkarzinoms entlang des Peritoneums fiel die Wahl
bei dem Versuchsaufbau auf eine i.p. Verbareichung. In vorherigen Studien konnte bereits
bewiesen werden, dass sich somit eine erhohte Zytostatikakonzentration herbeifiihren 14sst
(Howell et al., 1982, Markman et al., 1992), (Yen et al., 2001). Schon die Einzeltherapie
von Ad5/3MDRE] i.p. und Paclitaxel i.p. fiihrte zu einer Verlingerung der Uberlebenszeit
im Vergleich zu der Behandlung mit einem nichtreplikativen Kontrollvirus. Bei den hier
durchgefiihrten Versuchen konnte eine Effizienzsteigerung der kombinierten Chemo- und
Gentherapie nachweise nachgewiesen werden. Bisher konnte gezeigt werden, dass die
durch Zytostatika induzierte Tumorzellapoptose, der durch Adenovirus induzierte
Apoptose, iiberlegen ist (Ingemarsdotter et al., 2010). Zytostatika fithren zu keiner Erho-
hung der viralen Ausbreitung oder Infektiositdt. Bei der Frage nach klinischer Anwendung
stellt sich die Frage nach der moglicherweise erhohten Lebertoxizitit. Um dies herauszu-
finden, wurde in dieser Arbeit die Lebertoxizitit einer kombinierten Chemo- und Genthe-
rapie im Mausmodell untersucht. Es ist bekannt, dass es nach einer systemischen Adeno-
virus-Applikation zu mikroskopisch nachweisbaren Effekten in den Miuselebern kommt
und sich klinische Zeichen einer Lebertoxizitit innerhalb einer Woche zeigen (Wrighton
et al., 1995), (Jessen et al., 2003). In den hier vorliegenden Untersuchungen konnte das
virale Protein E1A sowohl in den Tumoren als auch in den Lebern nachgewiesen werden.
Dies konnte moglicherweise auf einem Kurzzeiteffekt beruhen. Denn in den histopatho-
logischen Untersuchungen konnten keine Anzeichen einer Lebertoxizitit nachgewiesen
werden. Schlussfolgernd kann man sagen, dass unter Verwendung von etablierten chemo-
resistenten Karzinomzelllinien und einem SCID Mausmodell, sich die Kombination aus
konditional replizierenden Adenoviren (CRAds) und gebrauchlichen Zytostatika als eine
erfolgsversprechende Therapiemdglichkeit aufweist. Jedoch sind klinische Untersuchun-

gen notig, um die hier vorliegenden Untersuchungsergebnisse zu bestétigen.
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6 Schluffolgerungen

In dieser Dissertation wurde an einem Ovarialkarzinom-Mausmodell die Effizienz einer
intravendsen versus einer intraperitonealen Injektion von einem VEGF-Antikorper
(Bevacizumab) verglichen. Es konnte demonstriert werden, dass eine intraperitoneale In-
jektion des Antikorpers eine vielversprechende Alternative zu der bisher intravendsen In-
jektion darstellt. Der Uberlebenszeitraum konnte deutlich verlingert und der Bauchumfang

signifikant verringert werden.

Bei weiteren Versuchen in dieser Dissertation konnte bewiesen werden, dass konditional
replizierende Adenoviren eine neue sichere Behandlungsmdglichkeit des chemoresisten-
ten Ovarialkarzinoms darstellen. Aufgrund einer Modifikation der adenoviralen Fiber
durch Einsatz einer 5/3 Fiber-Chimére kann eine gezielte Infektion der Ovarialkarzinom-
zellen herbeigefiihrt werden. Als weiterer Faktor fiir eine gezielte Infektion der chemore-
sistenten Ovarialkarzinomzellen wurde der Multiple Drug Resistance Gen I Promotor
(MDR1-Promotor) verwendet. Durch dieses Gen kommt es zu einer schnellen Zytostati-
karesistenz der Zellen. Bei einer alleinigen intraperitonealen viralen Therapie mit CRAds
oder bei einer Kombinationstherapie, bestehend aus CRAd, Zytostatikum und/oder Anti-
korper, konnten die lingsten Uberlebenszeitriume nachgewiesen werden. Zum Nachweis
der spezifischen Infektion der malignen Tumorzellen wurde mittels Immunhistochemie
das virale E1A Protein nachgewiesen. Zum Ausschluss einer Lebertoxizitdt der CRAds
wurden die Lebern histopathologisch und immunhistochemisch untersucht. Alle Ergeb-
nisse in dieser Dissertation zeigen auf, dass eine Therapie mittels VEGF-Antikorper, Zy-
tostatikum und CRAds eine vielversprechende Alternative fiir eine zukiinftige Therapie

des zytostatikaresistenten Ovarilkarzinoms darstellt.
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