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1. Einleitung 
 
1.1. Gentherapie 
Gentherapie bedeutet im allgemeinen die Einschleusung eines oder mehrerer 

Fremdgene in den Organismus mit therapeutischem Nutzen für das Individuum. 

Somatische Gentherapie hat zum Ziel, vererbte oder erworbene genetisch de-

terminierte Erkrankungen durch das Einbringen von gesunden Genen in be-

stimmte Zielzellen des Körpers zu heilen. Das Konzept der Gentherapie ent-

stand aus der initialen Beobachtung, dass bestimmte Erkrankungen durch ein-

zelne, dysfunktionelle Gene entstehen. Diese monogenetischen Erkrankung 

sind theoretisch durch die Insertion und Expression einer normalen Kopie des 

mutierten oder deletierten Genes in somatischen Zellen heilbar. 1990 wurde 

weltweit die erste gentherapeutische Behandlung der monogenetischen SCID 

(Severe Combined Immunodeficiency) durchgeführt und stellte den Beginn 

gentherapeutischer Verfahren auch in klinischen Ansätzen dar. 

Aus diesen Ursprüngen ist die Gentherapie polygenetischer Erkrankun-

gen wie z.B. die Therapie maligner Tumoren hervorgegangen. Maligne Erkran-

kungen bieten eine Reihe von gentherapeutischen Ansatzpunkten. Die Steige-

rung der Immunogenität eines Tumors, die Einschleusung eines Suizid-Gens 

oder die Reexpression eines verlorenen Gens der Zell-Zyklus-Kontrolle sind 

nur einige Beispiele für solche gentherapeutische Ansätze bei der Behandlung 

von Tumoren (Galanis and Russell, 2001). Ein weiterer Grund ist die nur tran-

sient notwendige Expression des therapeutischen Genes in der Tumortherapie 

im Gegensatz zur möglichst lebenslangen Expression einer funktionellen Kopie 

bei monogenetischen Erkrankungen (Roth and Christiano, 1997; Anklesaria, 

2000).  

Desweiteren stellen die Krebserkrankungen eine zunehmende Majorität 

in der Morbidität westlicher Gesellschaften dar. Bösartige Tumore sind in 

Deutschland nach den kardiovaskulären Erkrankungen die zweithäufigste To-

desursache (Schmoll, 1996). Das Bronchialkarzinom ist die häufigste Krebsto-

desursache bei Männern (Herold, 2005). In Deutschland erkrankten im Jahr 

2000 bundesweit im Jahr 394.700 Personen an einer Krebserkrankung. Das 

mittlere Erkrankungsalter für eine maligne Erkrankung liegt bei 66 Jahren für 

Männer und bei 67 Jahren für Frauen. Insgesamt verstarben im Jahr 2000 in 

Deutschland 209.184 Personen an Krebs (Krebsregister des Robert-Koch-
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Instituts, 2004). Anhand dieser Zahlen wird die Bedeutung der Behandlung ma-

ligner Tumoren deutlich. Chirurgie, Strahlentherapie und Chemotherapie stellen 

die drei wichtigsten Säulen der Therapie maligner Tumore dar. Als innovatives 

Konzept in der onkologischen Therapie wird die Gentherapie im Rahmen von 

experimentellen und klinischen Studien durchgeführt.  

 
1.2. Vektoren in der Gentherapie 
Als Vehikel für einen Gentransfer werden zurzeit virale und nicht virale Vekto-

ren eingesetzt. Ist die Entscheidung für einen der in Frage kommenden Vekto-

ren getroffen, gibt es zwei Möglichkeiten der weiteren Vorgehensweise: die ex 

vivo-Therapie, bei der dem Patienten die eigenen Zellen entnommen werden, 

um sie nach der Behandlung mit Vektoren zu reimplantieren, und die in vivo-

Therapie, die eine direkte Applikation der Vektoren beim Patienten erfordert. 

Da Viren die biologische Eigenschaft besitzen, ihr Genmaterial in Fremdorga-

nismen einzuschleusen, lag es nahe, sie als Vektoren einzusetzen, wobei für 

die gentherapeutische Anwendung generell die folgenden Virustypen Verwen-

dung finden: Retroviren, Lentiviren, AAV und Adenoviren. Retroviren wie MuLV 

(Murine Leukaemia Virus) werden ca. in 60 % aller klinischen Studien einge-

setzt. Sie transferieren Gene zum Wirtsgenom und ermöglichen so eine stabile 

Genexpression. Allerdings können Retroviren nur Genmaterial in eine sich tei-

lende Zelle transduzieren. Da innerhalb eines Tumors nicht alle Zellen sich in 

Teilung befinden werden, werden andere virale Vektoren benötigt, die unab-

hängig vom Prozess der Zellteilung wirken. Einen solchen Vektor stellen die 

Lentiviren dar. Ein bekannter Vertreter dieser Gruppe ist HIV (Human Immuno-

deficiency Virus). Der Gentransfer mit Hilfe von HIV kann sowohl in sich teilen-

den als auch in ruhenden Zellen erfolgen. Dabei beobachtet man eine längere 

Expressionsdauer des transduzierten Genmaterials als bei einem Gentransfer 

durch andere Retroviren. Jedoch wird diskutiert, dass Lentiviren wie HIV auf 

das Wirtsgenom einen mutagenen Effekt ausüben könnten, der seinerseits zu 

einer Malignombildung führen kann.  

Als weitere Virusgruppe in der Gentherapie sind die sogenannten AAV 

(Adeno-assoziierte Viren) zu nennen. Diese sind nicht pathogene Einzelstrang-

DNA-Viren, die zur eigenen Replikation Helferviren benötigen. AAV-Vektoren 

transduzieren sowohl proliferierende wie ruhende Zellen und führen zu einer 

stabilen Expression der übertragenen Gene. Auf Grund fehlender Pathogenität  
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gelten sie als sichere Vektoren. Jedoch können AAV-Vektoren nur Gene in der 

Größe von 3,5 bis 5,0 Kilobasen übertragen. Ein weiterer Nachteil ist die weit 

verbreitete Antikörperpräsenz in der Bevölkerung. So besitzen etwa 80 % aller 

Erwachsenen Antikörper gegen AAV (Verma und Somia, 1997; Kay et al., 

1997; Anderson, 1998). 

Eine der wichtigsten Klassen der in der Gentherapie eingesetzten Viren 

sind die Adenoviren. Der Adenovirus ist ein DNA-Virus, der die oberen Atem-

wege infiziert und einen natürlichen Tropismus für das Epithel der oberen A-

temwege, die Hornhaut des menschlichen Auges sowie den Gastrointesti-

naltrakt hat (Brody et al., 1994). Bei Adenoviren handelt es sich um nicht-

behüllte DNA-Viren. Ihr Capsid besteht aus einem icosaedrischen Protein, aus 

dem Proteinfibrillen nach außen hinausragen. Am Ende dieser Fibrillen befindet 

sich C-terminal eine Kopf-Domäne, die für die Bindung an seinen zellulären 

Rezeptor verantwortlich ist (Bergelson et al., 1997; Bewley et al. 1999; Roelvink 

et al., 1999). Die Aufnahme des Virus in die Zelle wird durch rezeptorvermittelte 

Endozytose vermittelt (Greber et al., 1993). In diesem Zusammenhang wurde 

ein 46-kDa großes, membranständiges Protein identifiziert, welches als Bin-

dungspartner für Adenoviren sowie für Coxsackie B-Viren dient und entspre-

chend mit der Kurzbezeichnung CAR benannt wurde (Bergelson et al., 1997). 

Die rezeptorgebundenen Viren werden über Integrine eingeschleust und über 

Mikrotubuli zum Zellkern transportiert (Leopold et al., 2000).  

Für die gentherapeutische Anwendung werden rekombinante, aus dem 

Adenovirus 5 abgeleitete Viren verwendet. Im Gegensatz zu Retroviren, deren 

Tropismus auf sich teilende Zellen beschränkt ist, können Adenoviren ein brei-

tes Spektrum von Zellen infizieren, die Zellteilung stellt keine Bedingung zur 

Infektion dar. Die Effektivität der Infektion ist hoch, doch wird die transfizierte 

DNA meist nicht in das Genom der Wirtszelle integriert und somit werden die 

transfizierten Gene nur für eine beschränkte Zeitdauer exprimiert. In der Zell-

kultur wird ein Maximum der Expression transfizierter Gene nach 2-4 Tagen 

erreicht und fällt dann kontinuierlich ab. Nach 7 Tagen post infektionem ist nur 

noch eine geringfügige Expression adenoviral transfizierter Gene nachweisbar 

(Field, 2005).  
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Adenovirale Vektoren in der Gentherapie können bis zu 8 kb fremde DNA auf-

nehmen. Die Gene E1A und E1B, die die Information für die adenovirale  

Replikation enthalten, werden ersetzt. An ihre Stelle treten die einklonierten 

therapeutischen Gene, wobei zur Kontrolle dieser Gene verschiedene Promoto-

ren vorgeschaltet werden. Häufig kommt als Promotor der Cytomegalievirus-

Promotor zum Einsatz, der in humanen Zellen zu einer hohen Genexpression 

führt. Durch die Deletion der adenoviralen Gene E1A und E1B ist der Virus 

nicht replikationsfähig. In der Produktion von adenoviralen Vektoren wird häufig 

die 293-Zellinie verwendet, die die Replikationsmaschinerie zur Vermehrung 

der adenoviralen Vektoren zur Verfügung stellt.  

Adenovirale Vektoren werden aufgrund ihrer Fähigkeit, verschiedene 

Zelltypen zu infizieren, für ein großes Spektrum gentherapeutischer Ansätze in 

vivo eingesetzt (Nemunaitis et al, 2001; Hasenburg et al, 2001). Da Adenoviren 

viele menschliche Zellen befallen können, sind sie für systemische Genthera-

pien nur bedingt geeignet, da es auch zur Infektion von Normalgewebszellen 

kommt. Ein Problem ist die ungewollte, zum Teil hohe Entzündungsreaktion, 

welche als Nebenwirkung der adenoviralen Vektoren auftreten können. Bei sys-

temischen Gentherapien mit adenoviralen Vektoren kommt es zudem zu einem 

hohen First-Pass-Effekt der systemisch injizierten Vektoren in der Leber, bei 

dem ein erheblicher Teil der in der Blutbahn zirkulierenden Vektoren in die He-

patozyten aufgenommen werden.  

In den Hepatozyten werden die aufgenommenen Vektoren abgebaut 

und kehren nicht mehr in den Kreislauf zurück. Aufgrund der Infektion der He-

patozyten durch adenoviralen Vektoren kann konsekutiv eine Hepatitis entste-

hen in Abhängigkeit der Konzentration der systemisch applizierten Viren. Diese 

Umstände können verhindern, dass der nötige therapeutische Virustiter im 

Zielgewebe bei systemischer Applikation erreicht werden kann. Deshalb wird in 

gentherapeutischen Ansätzen die lokale Gabe des Vektors bevorzugt, um eine 

Schonung des umgebenden Normalgewebes vor den adenoviral transduzierten 

Effekten zu gewährleisten.  

 

 

 

 

 

 10



 

 

1.3. Die Bedeutung der intratumoralen Injektion im Rahmen der Genthe-
rapie 
Tumoren des Kopf-Hals-Bereichs eignen sich dafür aufgrund ihrer meist ober-

flächlichen Lage sehr und werden in verschiedenen Phase II-Studien unter-

sucht (Birmingham et al, 2001; Galanis et al, 2001; Pfeiffer et al, 2001, Khuri et 

al, 2000). Betrachtet man die Studienlage, so werden in der Gentherapie ma-

ligner Kopf-Hals-Tumore in acht von 22 laufenden Studien adenovirale Vekto-

ren verwendet (Jee et al, 2002). In den anderen Studien werden z.B. Retroviren 

oder auch Adeno-assoziierte Viren verwendet.  

Die Adenoviren stellen die Majorität der in gentherapeutischen Studien 

von Kopf-Hals-Tumoren verwendeten Vektoren dar. Eine besondere Bedeu-

tung kommt bei diesem therapeutischen Verfahren der intratumoralen Injektion 

zu. Voraussetzung für das Gelingen einer adenoviralen Gentherapie ist die 

möglichst vollständige Beimpfung  des Tumorgewebes mit einer ausreichend 

hohen Virusmenge.  Das Transgen kann nur dort erfolgreich exprimiert werden, 

wo die Zellen ausreichenden Kontakt zum Virus hatten. Dies bedeutet, dass 

alle Tumorzellen mit dem Virus in Kontakt kommen müssen, um eine hohe 

Transfektionsrate des transduzierten therapeutischen Gens in den zu behan-

delnden Tumorzellen zu gewährleisten. Eine effektive  Injektion der Vektoren ist 

somit ein entscheidender methodischer Bestandteil der adenoviralen Genthe-

rapie. Die direkte Injektion einer Viruslösung in den Tumor bietet sich überall 

dort an, wo der Tumor gut zugänglich lokalisiert ist, wie im Beispiel der Hals-

Kopf-Tumoren.  

Für die systematische Untersuchung der transgenen Expression und ih-

rer bestimmenden Faktoren bietet sich die Verwendung humaner Tumoren als 

Xenotransplantat auf der Nacktmaus an. Da es sich bei den Xenotransplantat-

Tumoren in einem solchen Tiermodell um relative kleine Strukturen handelt,  ist 

die manuelle Handhabung von Injektionsgeräten problematisch. Wichtige Pa-

rameter wie Injektionstiefe und Nadelposition können bei manueller Injektions-

führung nicht kontrolliert werden. Die Folge ist eine ungleichmäßige bzw. will-

kürliche Verteilung der injizierten Flüssigkeiten, was die Transfektion des inji-

zierten Tumors beeinträchtigen kann. Der Erfolg einer intratumoralen Injektion 

wird durch eine Anzahl verschiedener Faktoren beeinflusst wie der Anzahl und 

Positionierung der Nadeln sowie der Flussrate während der Injektion.  
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Zudem sind Gewebedruckspitzen zu vermeiden, durch welche die injizierte 

Flüssigkeit wieder austreten könnte. Die Gesamtheit der oben genannten Pa-

rameter sind für einen maximalen Injektionserfolg zu untersuchen.    
Lammering et al. konnten nachweisen, dass ein Zurückziehen der Injek-

tionsnadeln während des Injektionsprozesses den Transfektionserfolg verbes-

sert, doch ist  ein kontrolliertes Zurückziehen der Kanülen bei so kleinen Tumo-

ren wie auf der Nacktmaus schwierig zu handhaben und nicht reproduzierbar.  

Es ist davon auszugehen, dass der Erfolg einer adenoviralen Gentherapie 

maßgeblich von der Qualität der Injektion bestimmt wird, eine niedrige transge-

ne Expression muss nicht zwangsläufig bedeuten, dass die Expression per se  

nicht funktioniert, sondern kann durchaus methodisch, d.h. durch eine ungüns-

tige Virusverteilung nach Injektion bedingt sein. Die in der Literatur beschriebe-

nen unbefriedigenden Ergebnisse einer experimentellen adenoviralen Genthe-

rapie (Jee et al, 2002) lassen sich  durch suboptimale Injektionsmethoden er-

klären.  

Ein methodisches Ziel der vorliegenden  Arbeit war es, ein Injektionssys-

tem zu entwickeln, welches ein kontrolliertes Vorschieben von Injektionsnadeln 

unter Ausschluss äußerer Einflüsse und eine Infusion definierter Volumina er-

möglicht. Mit Hilfe der Magnetresonanztomographie wurde die intratumorale 

Verteilung der Injektionsflüssigkeit beurteilt, während der Nachweis adenovira-

ler Genprodukte in den injizierten Tumoren als funktioneller Endpunkt verwen-

det wurde. 
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1.4. Zielsetzung der vorliegenden Arbeit: 
 
 

1. Entwicklung eines Injektionssystems zur kontrollierten intratumoralen In-

jektion von Tumor-Xenotransplantaten auf der Nacktmaus 

 

2. Optimierung der Magnetresonanztomographie für die Darstellung des In-

jektionserfolgs der Tumor-Xenotransplantate, Auswahl eines geeigneten 

MR-Kontrastmittels und Bestimmung seiner optimalen Konzentration  

 

3. Darstellung intratumoral injizierter Flüssigkeiten in der Magnetresonanz-

tomographie und Analyse des Injektionserfolges 

 

4. Vergleichende Untersuchung der adenoviralen Transfektionseffizienz an 

verschiedenen Plattenepithelkarzinomen des Kopf- und Halsbereichs in 

Zellkultur und Tiermodell 

 

5. Bestimmung der Expression des Coxsackie- und Adenovirus-Rezeptors 

(CAR) und dessen Einfluss auf die adenovirale Transfektionseffizienz 

der untersuchten Plattenepithelkarzinomen 
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2. Material und Methoden 
 

2.1. Verwendete Zelllinien 
Im Rahmen der vorliegenden Untersuchungen wurden die Zellinien FaDu, 

HuH7, UD-SCC-2, UD-SCC-6, und UD-SCC-7a verwendet. Es handelt sich 

dabei um Plattenepithelkarzinome unterschiedlicher Ursprungslokalisationen. 

Während der FaDu dem Hypopharynx entstammt, wurden die Zelllinien UD-

SCC-2, UD-SCC-6, und UD-SCC-7a aus Karzinomen des Oro- und Hypopha-

rynx etabliert. Bei der darüber hinaus verwendeten Zellinie HuH7 handelt es 

sich um ein humanes Leberzellkarzinom. In Nacktmäusen wächst die  FaDu-

Zellinie als wenig differenzierter Tumor mit einer medianen Verdoppelungszeit 

zwischen 100 mm³ und 400 mm³ von etwas über vier Tagen. Die Zellinien UD-

SCC-2, UD-SCC-6 und UD-SCC7a wurden freundlicherweise von Prof. Bier 

(Universität Düsseldorf) zur Verfügung gestellt und aus Kultur auf Nacktmäuse 

verbracht und dort als Xenotransplantate etabliert.  

 

2.1.1. Bedingungen der Zellkultur 
Alle  Zelllinien wuchsen in Zellkulturflaschen (Fa. Falcon) und wurden in einem 

Begasungsbrutschrank bei 37°C Temperatur und in einer 5%-igen CO2-

Atmosphäre inkubiert. Die Zellen wurden regelmäßig etwa alle sieben Tage in 

einem Verhältnis von 1:4 gesplittet. FaDu- sowie  HuH7-Zellinien wurden in 

DMEM, die UD-SCC Zellinien in MEM Medium kultiviert. Die Medien wurden 

mit 10% fötalem Kälberserum sowie 1% Penicillin/Streptomycin  angereichert. 

Alle Medien und Zusätze wurden von der Firma Gibco bezogen.  

 

2.1.2.  Etablierung von Xenotransplantaten  
Um vergleichende Untersuchungen von Zellen aus Kultur mit Tumorzellen im 

Gewebsverband zu ermöglichen, wurden aus den verschiedenen Zellinien Xe-

notransplantate auf der Nacktmaus etabliert. Nach Induktion von Tumoren 

durch subkutane Injektion von 106 Tumorzellen wurden die entstehenden Tu-

moren entnommen, in Flüssigstickstoff gelagert und aus diesem Tumorstock 

sequentiell weiter transplantiert. 
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2.2. Tumor-Wirt-System 
Als Tumor-Wirtsystem wurde das Xenotransplantat auf der Nacktmaus ver-

wendet. Der Vorteil dieses experimentellen Systems besteht in erster Linie dar-

in, dass verschiedene humane Tumorzelllinien systematisch unter in vivo Be-

dingung, d.h. als solide wachsende Tumoren untersucht werden können. 

  

2.2.1. Versuchstiere 
Es wurden ca. 12 Wochen alte Nacktmäuse des Stammes NMRI nu/nu ver-

wendet. Die Tiere stammten aus der Tierzucht der zentralen Tierhaltung des 

Universitätsklinikums Hamburg-Eppendorf. Die Tiere wurde in Filtertop-Käfigen 

(Makrolonkäfige Typ 3) auf Weichholzgranulat (Streu3/4R, Sniff bedding®) 

gehalten. Gefüttert wurde pelletierte Haltungsdiät (Altromin®) und Leitungs-

wasser ad libitum. Streu, Futter und Wasser wurden vor Verwendung sterili-

siert. Bei künstlichem Licht wurde ein Hell-Dunkelrhythmus von 12 Stunden 

eingehalten und die Luftfeuchtigkeit und Temperatur mittels Klimaanlage auf 

55% ± 5% bzw. 23°C ± 2°C eingestellt). Eine Genehmigung von der Behörde 

für Arbeit, Gesundheit und Soziales der Hansestadt Hamburg zur Durchführung 

der Experimente lag vor. 

 

2.2.2. Tumoren 
Bis auf die Zelllinie des FaDu, welche schon als Xenotransplantat vorlag, wur-

den alle anderen Zelllinien zunächst als solche etabliert. Somit standen fünf 

humane Tumoren für die vergleichende Untersuchung der Transfektionseffi-

zienz zur Verfügung.  

 

2.2.2.1. Transplantationen 
Die zur Transplantation anstehende Nacktmaus wurde durch intraperitoneale 

Gabe von  100mg/kg KG Ketavet® (Fa. Parke-Davis) und 1,5mg/kg KG Rom-

pun® (Fa. Bayer) anästhesiert. Nach Erreichen einer ausreichenden Narkose-

tiefe wurde am Hinterlauf in Höhe der Oberschenkelmuskulatur ein etwa 3mm 

langer Hautschnitt ausgeführt und eine subkutane Gewebetasche gebildet. In 

diese Gewebetasche wurde nun ein etwa 8 mm3 großes Tumorstück eingelegt, 

der aus dem Tumorstock entnommen worden war. Nach Einlage des Tumor-

stücks wurden die Wundränder deckungsgerecht aneinandergelegt. Ein primä-

rer Wundverschluss mittels Hautnaht war nicht erforderlich. 
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2.2.2.2. Bestimmung des Tumorvolumens 
Die Tumoren wurden mit Hilfe einer Schieblehre vermessen und das Tumorvo-

lumen bestimmt. Unter der Annahme, dass es sich bei den Tumoren um Rota-

tionselipsoide handelt, wurde das Volumen mit Hilfe folgender Formel berech-

net: 

  

                       V= (a2*b*π)/6             (Gleichung 1) 

 

wobei a die größere, b die kleinere der senkrecht aufeinanderstehenden bei-

den Achsen beschreibt. 

 
2.3. Quantifizierung  der Transfektionseffizienz in vitro mittels Durchfluß-
zytometrie 
Es wurde ein enhanced green fluorescent protein (eGFP)- exprimierendes A-

denovirus des Serotyps 5 verwendet, bei welchem die adenoviralen Gene E1A 

und E1B ersetzt und die genetische Information für eGFP einkloniert wurde. 

Dieses eingefügte Gen steht unter Kontrolle eines CMV-Promotors. Das grün-

fluoreszierende Protein (GFP), welches natürlicherweise von der Ohrenqualle 

(Aurelia aurita) exprimiert wird, besitzt die Eigenschaft, intensiv grün zu fluores-

zieren. Erfolgreich transfizierte Zellen lassen sich von Kontrollzellen anhand der 

intensiven Grünfluoreszenz unterscheiden. Die transfizierten Zellen lassen sich 

direkt im Fluoreszenzmikroskop betrachten oder im Flußzytometer quantifizie-

ren. Der Virus wurde freundlicherweise von Dr. rer. nat. Frank Schnieders (In-

stitut für Biochemie und Molekularbiologie II, Molekulare Zellbiologie, AG Gen-

therapie) zur Verfügung gestellt.  

Zur Bestimmung der adenoviralen Transfektionseffizienz wurden vorbereitend 

in einer 6-well Platte (Fa. Gibco ) zunächst  2 x 105 Zellen pro well ausgesäht 

und einen Tag später mit dem Virus transifiziert. Dabei wurde eine Viruskon-

zentration von 10 (MOI 10)  bzw. von 100 (MOI 100) Partikeln pro Zellen einge-

setzt. Die MOI wurde anhand der Zellzahl eines zu diesem Zweck mitgeführten 

Kontrollwell eingestellt. Der Virus wurde in 800 µl Medium den Zellen pro well 

zugegeben und 20 Minuten unter mehrfachem Schwenken darauf belassen. Im 

Anschluss wurde  die Viruslösung abgesaugt und 3 ml Medium pro well zuge-
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geben. Nach 48 Stunden wurden die Zellen abtrypsiniert und die Grünfluores-

zenz im Durchflusszytometer Cytomics FC 500 (Fa. Beckham Coulter)  

quantifiziert. Eine detaillierte Beschreibung der experimentellen Protokolls ist im 

Anhang beigefügt. 

 
2.4. Immunhistochemischer Nachweis der Expression des Coxsackie- und 
Adenovirus-Rezeptor (CAR) 
Der Coxsackie- und Adenovirus-Rezeptor (CAR) ist ein 46 kD großes Trans-

membran-Protein und stellt eine Komponente der Tight-Junction dar. Seine 

physiologische Funktion beinhaltet die Adhäsion von Zellen im Gewebsver-

band. Dieses Protein wird durch das Adenovirus zur Bindung an die Zellober-

fläche und Internalisation in die Zelle genutzt und stellt den Hauptinfektionsweg 

des Adenovirus in die Zelle dar.  

Unter der Annahme, dass das Ausmaß der CAR-Expression direkt mit 

der adenoviralen Transfektionseffizienz korreliert, wurde CAR für die verschie-

denen Zellinien in vitro immunhistochemisch bestimmt und mit der Transfekti-

onseffizienz in vitro der Plattenepithelkarzinome verglichen.  

 Für den Nachweis des CAR-Rezeptors in Zellen aus Zellkultur wurde auf 

einen 6-Kammer Objektträger (Fa. Falcon) 10.000 Zellen pro Kammer  der ent-

sprechenden Zelllinien in 1ml Medium aufgebracht. Nach 48 Stunden wurde 

das Medium entfernt, die Kunststoffkammern mit PBS gewaschen und an-

schließend die Kammern entfernt. Auf den verbleibenden Objektträgern ließen 

sich im Anschluss die Zellen für den immunhistochemischen Nachweis bearbei-

ten. Dazu wurden die Objektträger zu Beginn mit Paraformaldehyd und an-

schließend zur Blockierung unspezifischer Bindungsstellen mit einem Serum-

gemisch aus Esel- und  Pferdeserum inkubiert. Anschließend wurde der CAR 

nachweisenden Antikörper (anti-hCAR,  Klon RmcB, Fa. Upstate, Charlottesvil-

le, USA) und nach mehreren Waschvorgängen ein zweiter Chromophor (Cy3)-

Konjugat Antikörper (Jackson Immunoresearch, West Grove, PA,  USA) aufge-

bracht. Nach weiteren Waschgängen wurde eine spezifische Zellkernfärbung 

mit 4'-6-Diamidino-2-Phenylindol (DAPI) angeschlossen und das Präparat unter 

Verwendung eines Tropfens Mowiol (Calbiochem, Bad Soden, Germany) ein-

gedeckelt. Die Immunfluoreszenz wurde ermittelt und dokumentiert mit Hilfe 

eines Zeiss Axiovert 100 Mikroskops, ausgestattet mit einer  AxioCam Digital 

Kamera. Eine detaillierte Beschreibung der Färbeprozedur ist im Anhang beige-

fügt.  
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2.5. Bestimmung der tumoralen Transfektionseffizienz in vivo 
Die Einbringung des Vektors in den Tumor stellt einen entscheidenden Schritt 

in der Effizienz einer adenoviralen Infektion von Tumorgewebe dar. Um diesen 

wichtigen Schritt optimal durchführen zu können, wurde ein pumpengesteuer-

tes Mikroinjektionssystem entwickelt. Als Anforderungen für dieses System soll-

te ein kontrolliertes Vorschieben mehrerer Injektionsnadeln unter Ausschluss 

äußerer Einflüsse und eine Injektion definierter kleinster Volumina ermöglicht 

werden.   

 

2.5.1. Intratumorale Injektion 
Es wurde  ein  Injektionssystem für die adenovirale Gentherapie auf der 

Nacktmaus benötigt, das folgende Bedingung erfüllt  

o Die Injektionsnadeln sollen stabil an den Tumor angenähert wer-

den, um das Zielen sowie die Festlegung der optimalen Position 

der Injektionsnadeln zu erreichen. 

o Die festgelegte Nadelposition soll während der Injektion stabil 

bleiben 

o Der Nadelvorschub während der Injektion soll kontrollierbar, die 

Injektionstiefe messbar sowie veränderbar sein.  

o Gewährleistung größtmöglicher Anwendersicherheit beim Um-

gang mit Adenoviren  

 

2.5.1.1. Das Mikroinjektionssystem MAGD 
Unter Berücksichtigung dieser Anforderungen wurde ein Injektionssystem zur 

intratumoralen Applikation von Adenoviren entwickelt, wobei das Volumen der 

Injektion im Bereich weniger Mikroliter liegt (Microinjectionsystem for Adenovi-

ral Gene Delivery; MAGD). Das Mikroinjektionssystem MAGD besteht aus zwei 

Halterungen, die auf einer Plexiglasplatte von 40 x 40 cm Größe montiert sind, 

vier Injektionseinheiten sowie einer Pumpeneinheit (Abb. 2.1). Die Halterungen 

sind aus Kupferrohr konstruiert und bestehen aus zwei Pfeilern, die eine Ver-

bindungsstange stützen, an der wiederum die Injektionseinheiten montiert sind. 

Die Kupferrohre haben einen Außendurchmesser von 12 mm und werden 

durch eine Gewindestange gestützt, deren metrisches Gewinde soweit runter-

geschliffen wurde, so dass es exakt in das Kupferrohr eingeführt werden kann.  
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Abb. 2.1 MAGD-System in der Übersicht von oben 
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Die Gewindestange ist 40 mm länger als das äußere Kupferrohr,  sodass oben 

und unten das Rohr mittels einer passenden Mutter an die Grundplatte ver-

schraubt werden kann. Die Grundplatte ist mit Bohrungen von 18 mm Durch-

messer in verschiedenen Positionen versehen, so können die Halterungen va-

riabel positioniert werden. Der Winkel der Halterung  besteht aus einem  pas-

senden T-Stück aus Kupfer, welches durch Verwendung einer Haltemutter mit 

dem Pfeiler verbunden wird. Der rechtwinklige Ausgang des T-Stücks wird zur 

Verbindung der beiden gegenüberliegenden Pfeiler mit einem 12mm Kupfer-

rohr genutzt. An diesen Verbindungsrohren werden die Injektionsarme ange-

bracht, die die funktionelle Einheit des Bogens bilden. 

Die Injektionsarme bestehen jeweils aus einer Mikrometerschraube mit 

stehender Spindel, an der mittels Plastikklemmen eine 27 Gauge-

Injektionsnadel befestigt ist. Die stehende Spindel verhindert eine freie Rotation 

der Nadel und begrenzt deren Schubrichtung. Durch die Verwendung eines 

Luer-Anschlusses und eines 20 cm langen Perfusor®-Schlauches (Fa. Braun) 

wird die Verbindung des Mikroinjektionssystems mit dem Pumpensystem er-

reicht, wobei für jeden Arm eine separate Pumpe zur Verfügung steht. Die 

Verwendung von in der Medizintechnik üblichen Schlauch- und Nadelsysteme 

garantiert Kompatibilität der Komponenten sowie ein einfaches Wechseln der 

Injektionsnadel ohne Demontage der Injektionsarme. Die Mikrometerschraube 

bildet mit der Injektionskanüle eine Einheit und wird mittels eines 12 mm Kup-

ferrohrs mit den Halterungen der Grundplatte verbunden. Hierzu ist eine spe-

zielle Fixierung notwendig (Abb. 2.2). Diese besteht aus zwei 15 mm Kunst-

stoffschellen aus der Hydrauliktechnik, die mittels einer 6 mm Schraube metri-

schen Gewindes verbunden sind. Die eine Schelle nimmt die Injektionseinheit 

auf, die andere verbindet die Injektionseinheit mit den rechtwinkligen Halterun-

gen. Diese Konstruktion garantiert eine stabile Positionierung der Injektionsein-

heit. Um eine stufenlose Drehbarkeit der Injektionseinheit sowie eine stabile 

Fixierung in der angewählten Position zu ermöglichen, wurde auf einer Seite 

der Schellen eine Stahlplatte aufgeschraubt. Auf dieser Stahlplatte wurde ein 6 

cm langes Edelstahlrohr aufgelötet, dessen Innendurchmesser den Außen-

durchmesser des Kupferrohrs der Injektionseinheit um 1/10mm übersteigt. Da-

durch gleitet das Rohr der Injektionseinheit ohne Verwendung von Schmiermit-

teln ruckfrei in der Führung.  
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Abb. 2.2 Injektionsarm und Halteeinheit des 
MAGD-Systems  
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Um das Gleiten der Injektionseinheit zu begrenzen, wurde ein Loch in die Edel-

stahlrohr-Führung gebohrt und auf diese Öffnung eine 6 mm Messing-Mutter 

aufgelötet. Im Gewinde dieser Mutter verläuft eine Flügelschraube, mit der ma-

nuell durch den Benutzer die Einstellung der Injektionseinheit festgestellt wer-

den kann.  

Die Verbindung der beiden Schellen stellt eine Besonderheit dar, da sie 

drehbar ausgeführt ist. Dazu wurde die Schraubverbindung der beiden Schel-

len um einen Sprengring definierter Härte ergänzt. Dieser Sprengring sorgt für 

die Verspannung der beiden Halteschellen untereinander und verhindert das 

Abgleiten der vom Benutzer gewählten Position der Injektionseinheit, da sich 

das Hauptgewicht am Ende des Armes befindet und somit eine große Hebel-

wirkung auf die Verstellung ausgeübt wird. Die Härte des verwendeten Spreng-

ringes ist so gewählt, dass für eine Verstellung der beiden Halteschellen nur ein 

kleines Losbrechmoment bei gleichzeitig guter Positionsfixation des Haltearms 

vorhanden ist. Durch die Kombination dieser konstruktiven Einheiten ist eine 

Bewegung der Injektionsarme in allen drei Richtungen des Raumes möglich.     

Ergänzt wird das Injektionssystem durch das Pumpensystem Bee hive 

(Fa. Bioanalytical, Cheshire, UK.) Dieses besteht aus vier Infusionspumpen 

sowie einem Infusionscontroller der die vier  Pumpeneinheiten unabhängig 

voneinander steuert. So lässt sich die Flussrate jeder einzelnen Pumpe zwi-

schen  0.1 µl/min bis 100 µl/min anwählen. Beim Gebrauch einer 1.0 ml Spritze 

betragen die Flussraten zwischen 0.1 µl/min und 100.0 µl/min. Da die Pumpen 

außerhalb der Injektionseinheit liegen und nicht wesentlich größer als die ver-

wendeten Spritzen selbst sind, kann ein individueller Aufbau des Pumpensys-

tems ausgeführt werden. Die Pumpen werden mit der Injektionseinheit durch 

Perfusor®-Schläuche (Fa. Braun) verbunden. 
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2.5.1.2. Prozedere der intratumoralen Injektion mittels MAGD  
Auf Grundlage des Tumorvolumens wird das Injektionsvolumen definiert und 

jeweils dieses Gesamtinjektionsvolumen auf die vier Spritzen des Beehive-

Systems verteilt. Die Flussrate wird definiert und entsprechend der beiden Pa-

rameter die Injektionszeit bestimmt. Bei einem Injektionsvolumen von z.B. 100 

µl wird also über jede der vier Spritzen jeweils 25 µl appliziert, bei einer Fluss-

rate von 5 µl/min ergibt sich eine Injektionszeit von 5 Minuten innerhalb derer 

das gesamte Injektionsvolumen in den Tumor verbracht wird.  

Das tumortragende  Tier wird durch intraperitoneale Gabe von 100 mg/kg KG 

Ketavet® (Fa. Parke-Davis) und 1,5 mg/kg KG Rompun® (Fa. Bayer) anästhe-

siert und auf der Grundplatte  mittels Leukosilk®-Streifen locker fixiert. Nach-

dem die Injektionsarme manuell so eingestellt wurden, dass die Injektionsna-

deln in einem Winkel von 45° zur Grundplatte und je 90° zur nächsten Injekti-

onsnadel stehen, erfolgt der Vorschub der Injektionsnadel mittels der Mikrome-

terschraube, die Injektionstiefe ist an der Rändelschraube an einer Mikrometer-

skala ablesbar. Abbildung 2.3 zeigt den experimentellen Aufbau und die unter 

Verwendung des MAGD-Systems am tumortragenden Tier. Sind die Nadeln 

appliziert, folgt die Infusion, wobei die Injektionsnadeln alle 30 Sekunden um 

1mm zurückgezogen wurde. Am Ende der Applikation des Injektionsvolumens 

verbleiben die Nadeln für 30 Sekunden im Tumor, anschließend werden die 

Nadeln entfernt und bei großen Injektionsvolumina die Injektionsstellen mittels 

Gewebekleber (Histoacryl®, Fa. Braun) verschlossen, um eine Leckage der 

injizierten Lösung zu verhindern. 
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Abb. 2.3 Experimentelle Anwendung von MAGD bei einer 
intratumoralen Injektion 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 24



 
2.6. Darstellung der Tumorinjektionserfolges mit Hilfe der Magnetreso-
nanztomographie 
Die Verteilung der intratumoral applizierten Flüssigkeit wurde mit Hilfe der 

Magnetresonanztomographie dargestellt. Der Vorteil dieser Methode liegt in der 

hohen Ortsauflösung im Bereich weniger Millimeter, welche für die Darstellung 

von subkutan implantierten Tumoren auf der Nacktmaus notwendig ist. Die 

Anwendung dieser diagnostischen Methode wird dadurch erleichtert, dass sie 

nicht mit einer Strahlenbelastung für Tier oder Experimentator verbunden ist. 

Da die Mäuse klein und somit die Summe der Messsignale ebenfalls sehr ge-

ring sind, musste das experimentelle Setup um weitere Spulen im Untersu-

chungsfeld ergänzt werden. Die Injektion kann nur vor und nicht während der 

Messung erfolgen, da die magnetisierbaren Injektionsnadeln nicht im  Magnet-

feld  bestehen können. Wie unter 2.5.1.2 beschrieben, wurde den Tumoren mit 

Hilfe des MAGD-System Kontrastmittel injiziert und die Tiere 10 Minuten nach 

Injektion der Untersuchung im Magnetresonanztomographen zugeführt.  

 

2.6.1. Prozedere der MRT-Aufnahme 
Für die MRT-Untersuchungen erhielten die Tiere eine wie unter 2.5.1.2 be-

schriebene Generalanästhesie mit Rompun/Ketavet. Der verwendete 

Magnetresonanztomograph „Magnetom Symphony“ der Fa. Siemens (Magnet-

feldstärke 1,5 Tesla) wurde für die Aufnahmen mit einer Kopfspule sowie zu-

sätzlich mit zwei Kiefergelenksspulen ausgestattet, um eine maximale Signal-

aufnahme zu erreichen. Die anästhesierte Maus wurde auf der Seite liegend in 

die Kopfspule gelegt, entsprechend abgepolstert und der Tumor jeweils ober-

halb und unterhalb mit einer Kiefergelenksspule belegt.  

Zur Untersuchung des Tumors kam eine T1-Sequenz sowie eine T2*tse-

Sequenz zum Einsatz. Die Anzahl der MRT-Schnitte eines Tumors schwankte 

je nach Tumorgröße zwischen 4 und 8 transversalen Schnittbildern pro Tumor. 

Die Schichtdicke der MRT-Schnitte betrug 1,5 mm. Die Anzahl der MRT-

Schnitte wurde begrenzt durch die Untersuchungszeit sowie die Erwärmung 

des Gewebes während der MRT-Aufnahmen im Magnetresonanz-

tomographen. Dadurch war keine weitere engere Wahl der Schichtdicken mög-

lich.  
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2.6.2. Methodische Vorversuche 
2.6.2.1. Bestimmung der optimalen Kontrastmittelkonzentration  
Zur Kontrastierung der injizierten Flüssigkeit wurde ein spezielles MR-

Kontrastmittel verwendet (SPIO-Kontrastmittel, Resovist®, Fa. Schering di-

agnostics, Berlin, Germany). Dieses Kontrastmittel besteht aus Eisenoxid-Ionen 

(Fe2+), die mit einer Carboxydextran-Hülle umgeben sind und etwa eine Größe 

von 45 nm besitzen. Durch die paramagnetischen Eigenschaften des Eisen-

oxids nimmt es im Magnetfeld des MR-Tomographen Einfluss auf die Relaxati-

onszeiten und führt bei den in dieser Arbeit verwendeten MR-Sequenzen zu 

einem Signalverlust innerhalb des örtlichen Wirkbereichs.  

Die optimale Verdünnung des zur Injektion verwendeten Kontrastmittels ist ein 

entscheidender Parameter der erfolgreichen Bilddarstellung. Eine zu hohe 

Konzentration des verwendeten  SPIO-Kontrastmittels induziert ungewollte 

Suszeptibilitätseffekte, die die Darstellung injizierter Kontrastmittellösung beein-

trächtigen und zu einer Verfälschung des Injektionsergebnisses führen.  

In einem Vorversuch wurde die optimale Verdünnung des Kontrastmittels be-

stimmt.  Dazu wurden Eppendorf-Reaktionsgefäße mit unterschiedlichen SPIO-

Lösungen unterschiedlicher Konzentrationen magnetresonanztomographisch 

untersucht und die Signalauslöschung bestimmt. Als Simulation der in vivo-

Injektion wurde zudem Hühnerfleisch mit den SPIO-Lösungen unterschiedlicher 

Konzentration parallel injiziert und magnetresonanztomographisch vermessen. 

Abbildung 2.4 zeigt die Ergebnisse dieser Messungen. Auf der Ordinate ist die 

Konzentration des SPIO-Kontrastmittels in mol/l, auf der Abszisse die Signalin-

tensität in relativen Einheiten aufgetragen. Bei Konzentrationen der SPIO-

Partikel von weniger als 1 x 10-6 mol/l ist die Signalauslöschung für eine aussa-

gekräftige Messung nicht ausreichend, daher sind diese nicht für die Anwen-

dung empfehlenswert. Bei Werten von 1x10-6 Partikeln findet eine komplette 

Signalauslöschung statt. Diese Konzentration wurde für alle Messungen und 

Bilderstellungen verwendet. Höhere Konzentrationen, die größer sind als 1*10-6 

SPIO-Partikel, führen zu einer erhöhten Signalauslöschung und das magnetre-

sonanztomographische Bild deckt sich durch zu hohe Kontrastierung nicht mit 

dem realen Bild. Es wird mehr erreichte Fläche angezeigt als es in Wirklichkeit 

besteht und dies führt zu falsch positiven Werten für die durch die Injektion er-

reichte Tumorfläche.  
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Abb. 2.4  Signalintensität der Magnetresonanztomographie als  
Funktion der Konzentration an  SPIO –Partikeln. SPIO-
Konzentrationen höher als 10-6 führen zu einem starken  
Signalverlust. 
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Außerdem führt eine zu hohe SPIO-Konzentration zu ungewollten Suszeptibili-

tätseffekten, die zu einer Unschärfe des kontrastierten Bezirks führen und die 

Auswertung beeinträchtigen.    

Zur Simulation der in-vivo Situation wurde 50 µl Kontrastmittel steigender Kon-

zentrationen mittels MAGD in Hühnerfleisch injiziert und wiederum die Signal-

auslöschung bestimmt. Abbildung 2.5 zeigt die Ansammlung des Kontrastmittel 

am Injektionsort, die signalarmen, dunklen Flächen entsprechen dem injizierten 

Kontrastmittel. Die Konzentration des Kontrastmittels nimmt von links nach 

rechts ab. Es zeigt sich bei hohen Kontrastmittelkonzentrationen, dass die Flä-

che geringer Signalintensität höher ist als bei niedrigeren Konzentrationen. In 

Relation zum injizierten Kontrastmittelvolumen ist diese Fläche zu groß. Niedri-

ge Konzentrationen des Kontrastmittels führen zu keiner Kontrastierung mehr 

und führen zu einem zum Muskelgewebe isointensen Signalverhalten. Bei der 

Verwendung von 10-6 mol/l SPIO-Partikel ist ein zufriedenstellender magnetre-

sonanztomographischer Nachweis gewährleistet. 

 

2.6.2.2. Bestimmung des optimalen Injektionsvolumen für die intratumora-
le Mikroinjektion 
Es wurden FaDu-Tumoren auf der Nacktmaus mit verschiedenen Volumina von 

Kontrastmittel mittels MAGD injiziert und der Injektionserfolg magnetresonanz-

tomographisch kontrolliert. Das Untersuchungsverfahren ist unter 2.6.1 be-

schrieben. Es wurden Kontrastmittelmengen von 10, 25 und 50 % des Tumor-

volumens vergleichend untersucht und Abb. 2.6 zeigt  exemplarische Ergebnis-

se dieser Untersuchung. Es  zeigte sich bei injizierten Kontrastmittelmengen 

von 10 % des Tumorvolumens (Abb. 2.6b) eine zu geringe Infiltration des Tu-

mors. Bei Kontrastmittelmengen von mehr als 50 Prozent des Tumorvolumens 

(Abb. 2.6a) wurde zwar eine hohe Infiltration des Tumors mit Kontrastmittel be-

obachtet, jedoch traten aber ungewünschte Leckagen des injizierten Kontrast-

mittels aus den Injektionsstellen auf. Bei einem Injektionsvolumen von 25 % 

des Tumorvolumens zeigten sich befriedigende Ergebnisse und diese wurde 

für alle weiteren Versuche als Standard-Injektionsvolumen festgelegt.  
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 Abb.2.5 Injektionen von unterschiedlichen Kontrastmittelkonzentrationen in 
Hühnerfleisch bei gleichem Injektionsvolumen. Die Pfeile geben die 
Injektionsorte und die Konzentrationen an. 
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Abb. 2.6 a und b  Darstellung einer Leckage (Panel A) und einer ungenügenden injizier-
ten Kontrastmittelmenge (Panel B). In Panel A sind die gute Infiltration des Tumors bei 
einem Injektionsvolumen von 50% des Tumorvolumens erkennbar. Gleichzeitig lässt 
sich die Leckage des Injektionsmediums erkennen (Pfeil). Panel B zeigt eine ungenü-
gende Kontrastmittelinfiltration. Es wurden 10% des Tumorvolumens als Injektions-
volumen verwendet. Die Grenzen des Tumors sind mit einer gelben Linie gekennzeich-
net. Innerhalb des Tumors findest sich das Injektionsvolumen als signalarmes Areal ne-
ben helleren, nicht injizierten Tumorarealen.  
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2.6.2.3. Auswertung der MRT-Bilder 
Die in den Versuchen aufgenommenen Bilder wurden in eFilm workstation® 

(Fa. Merge, Version 1.8.3, Toronto, Kanada) selektiert und in ImageJ (Version 

1.3j, National Institute of health, USA) ausgewertet. Dazu wurden die selektier-

ten Bilder in ImageJ importiert und die Fläche des Tumors berechnet. An-

schließend wurde die injizierte Schnittebene importiert und die Fläche des inji-

zierten Areals, welche sich dunkler darstellte, bestimmt (Abb. 2.7a und b). 

Außer der Fläche wurden der mittlere Grauwert, dessen statistische Standard-

abweichung und der minimale sowie maximale Grauwert bestimmt. Bei stritti-

gen Entscheidungen, ob eine Fläche noch injiziert war oder nicht, wurde zu-

sätzlich der mittlere Grauwert mit in die Analyse einbezogen. Dabei galt die 

Reduktion des mittleren Grauwertes um 50% im Vergleich zum Nativbild als 

noch durch die Injektion erreichte Fläche, kleinere Werte in angrenzenden Flä-

chen wurden ausgenommen. Zur Auswertung kamen die T2*tse-Sequenzen 

und zum Vergleich die T1-Sequenzen. Um eine Memorierung der Bilder durch 

den Untersucher zu vermeiden, wurden die Bilder in sechsmonatigem Abstand 

ein zweites Mal verblindet ausgewertet und die Ergebnisse verglichen.   

Aus der Grundfläche des Nativbildes und der Fläche des durch die Injektion 

erreichten Areals wurde als relativer Ausdruck des Injektionserfolges der pro-

zentuale Anteil der erreichten Grundfläche ermittelt und für jede einzelne 

Schnittebene berechnet.  

 

2.6.2.4.  Bestimmung der optimalen Tumorgröße für die intratumorale 
Mikroinjektion 
Die Tumorgrösse ist ein wichtiger Parameter zur Erlangung einer optimalen 

intratumoralen Injektion. Da sich die Tumoren auf der Nacktmaus in ihrer Grö-

ße im Bereich weniger Millimeter bewegen, ist eine Mindesttumorgröße für ein 

günstiges Handling des Tumors erforderlich. Zudem muss für spätere histologi-

sche Untersuchungen und die Tumorzellvereinzelung eine ausreichende Ge-

webemenge und Tumorzellpopulation gewonnen werden. Die Größe des Tu-

mors wird durch die systemischen Effekte des  

Tumorwachstums auf der Nacktmaus begrenzt. Nekrotische Tumoren sind für 

eine intratumorale Injektion durch Leckagebildung nicht verwendbar, zudem 

sind solch große Tumoren für das Versuchstier eine Belastung.  
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Abb.2.7b Anlage eines Messtools aus 
ImageJ zur Bestimmung der injizierten 
Fläche. Die Grenzfläche wird durch die 
gelbe Linie innerhalb des Tumors  
angezeigt. Durch Verschiebung der 
Punkte kann diese Fläche verändert 
werden. 

Abb.2.7a  Koronarschnitt eines mit 
SPIO-Kontrastmittel injizierten  
Plattenepithelkarzinoms auf der  
Nacktmaus unter Verwendung von 
ImageJ. Man beachte die Signalreduk-
tion im Bereich des Tumors (Pfeil).  
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Zur Bestimmung der optimalen Tumorgrösse wurden Größenklassen von  10-

80 mm3, 80-120 mm3, 120-400 mm3 festgelegt und jeweils fünf Tumoren pro 

Größenklasse untersucht. Für jeden untersuchten Tumor wurde  die Infiltration 

mit dem SPIO-Kontrastmittel nach MAGD vermittelter Tumorinjektion bestimmt. 

Injektion sowie die Analyse der magnetresonanztomographischen Aufnahmen 

wurde nach dem unter 2.5.1.2 sowie 2.6.1 genannten Protokollen durchgeführt.   

Das Ergebnis ist in Abbildung 2.8 zusammengefasst. Dargestellt ist die Effi-

zienz der intratumoralen Injektion als prozentualer Anteil des erreichten Tumor-

volumens. Es sind jeweils die Ergebnisse der magnetresonanztomographi-

schen Aufnahmesequenzen für die drei verschiedenen Voluminagruppen ge-

genübergestellt. Zudem ist das Ergebnis der im Abstand von sechs Monaten 

geführte zweite Auswertung vergleichend in gleicher Weise aufgeführt. Für alle 

drei Größengruppen konnte mittels des Mikroinjektionssystems MAGD und 

dem entwickelten Protokoll eine Injektion der Tumoren unabhängig ihrer Größe 

von über 90% der Tumorfläche im Schnitt erreicht werden. Diese zeigte sich 

vom Tumorvolumen unabhängig. Die Variation innerhalb der Gruppen liegt bei 

wenigen Prozent bei niedriger Standardabweichung vom Mittelwert. Die zweite 

Auswertung der magnetresonanztomographischen Schnitte brachte ein annä-

hernd gleiches Ergebnis. Hieraus lässt sich schließen, dass für die intratumora-

le Injektion durch das Mikroinjektionssystem MAGD und das aufgeführte Proto-

koll eine effiziente Methode zur erfolgreichen Injektion von adenoviralen Vekto-

ren zur Verfügung steht. Für die weiteren Untersuchungen der adenoviralen 

Transfektionseffizienz im in vivo-Tumormodell auf der Nacktmaus wurde das 

oben aufgeführte Tumorvolumen von 80 mm3 bis 120 mm3 ausgewählt, da die-

ses Volumen eine ausreichende Gewebegewinnung für histologische und fluß-

zytometrische Analysen des Tumors bei optimalem Handling und niedriger Be-

lastung der tumortragender Nacktmaus verspricht.  
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 Abb. 2.8 Analyse der magnetresonanztomographisch erhobenen Da-

ten der Injektion mittels MAGD und einer Injektionsvolumen von 25% 
des Tumorvolumens. Dargestellt ist die erreichte Tumorfläche in  
Prozent der drei Tumorvolumengruppen und die 2. Analyse der 
verblindeten Untersuchung. Erkennbar ist die für alle Gruppen gültige 
Infiltration des Tumors von 90% seiner Tumorfläche.   
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2.7. Quantifizierung der tumoralen Transfektionseffizienz in vivo 
Es wurden Xenotransplantate der Zelllinien FaDu, UD-SCC-2, UD-SCC-6, UD-

SCC-7a und HuH7 untersucht. Mittels MAGD wurden jeweils pro Tumor ca. 107 

Viruspartikel verabreicht. Die Tumorvolumina zum Zeitpunkt der Injektion be-

trugen zwischen 80 mm³ und 230 mm³. Eine Woche nach Injektion wurde das 

Tier getötet (CO2) und der Tumor entnommen. Das entnommene Gewebe wur-

de mit Hilfe einer Gewebepresse zerkleinert und in ein 50 ml Falcon-Röhrchen 

überführt. Bis zur Weiterverarbeitung fand eine Kühlung des Gewebes auf Eis 

statt. 1,5 ml eines Enzymgemisches aus Collagenase, Hyaluronidase und De-

soxyribonuklease wurde auf das Gewebe gegeben und anschließend im Rüttel-

inkubator bei Raumtemperatur eine Stunde inkubiert. Die gewonnene Zellsus-

pension wurde bei 800 U/min 5 Minuten zentrifugiert und der Überstand ent-

fernt. Das Pellet wurde kurz in 2 ml ACK-Puffer homogen per Vortex suspen-

diert und die Lyse sofort durch Zugabe von 3 ml eiskaltem PBS gestoppt. An-

schließend zentrifugierte die Suspension 5 min bei 800 U/min und 4°C, der Ü-

berstand wurde anschließend entfernt. Dem angedauten Gewebe wurde 2 ml 

PBS zugegeben, in eine 5 ml Spritze aufgenommen und durch ein Filcon Filter 

(70µm Porenweite) gepresst. Anschließend fand eine Analyse der Zellen und 

Bestimmung der Expression des Transgens eGFP im Flusszytometer (Fa. 

Beckham Coulter). Die Bestimmung des Anteils GFP-positiver Zellen mittels 

Durchflusszytometrie fand analog zu dem unter 2.3. beschriebenen Verfahren 

statt. 
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3. Ergebnisse  
 
3.1. Vergleich der adenoviralen Transfektionseffizienz verschiedener Plat-
tenepithelkarzinomzellinien in vitro. 
Die verwendeten Zellinien FaDu, UD-SCC-2, UD-SCC-6, UD-SCC-7a und 

HuH7 wurden unter den Bedingungen der Zellkultur mit AdV-eGFP infiziert. 

Dabei wurden die Zellen mit einer adenoviralen Partikelzahl von 10 bzw. 100 

Partikel pro Zelle (MOI 10 und MOI 100) transfiziert. Erfolgreich transfizierte 

Zellen exprimieren das GFP-Gen, dessen Produkt die Grünfluoreszenz der Zel-

len bedingt. Diese wurde flusszytometrisch bestimmt und als  Parameter der 

Transfektionsrate quantifiziert. Die Ausgabe der Ergebnisse erfolgt in halbloga-

rithmischer Darstellung als Intensität der Grünfluoreszenz (Abszisse) als Funk-

tion des sogenannten sideward scatter (Ordinate), ein Parameter, der die Gra-

nularität der Zellen beschreibt. Mit diesem Parameter lassen sich zelluläre von 

nicht-zellulären Strukturen in der Probe differenzieren. Da die Granularität für 

jede Zellpopulation in definierten Grenzen variabel ist, erscheint diese in der 

Darstellung als Punktwolke. Abbildung 3.1. zeigt exemplarisch den Vergleich 

der GFP-Expression einer untransfizierten (Panel A) und einer transfizierten  

Zellpopulation (Panel B)  von 10.000 Zellen. Die Zellen zeigen eine geringe 

Eigenfluoreszenz, die aber begrenzt ist und nicht über einen Wert von 10 hi-

nausgeht. Anhand dieser Kontrollmessung lässt sich ein Schwellenwert definie-

ren. Alle Zellen, die in transfizierten Proben eine Grünfluoreszenz höheren 

Ausmaßes zeigen, werden als positiv bewertet und ihr Anteil an der Gesamt-

zahl der gemessenen Zellen berechnet. Der in dem Beispiel dargestellte 

Grenzwert zeigte sich auch bei wiederholten Messungen als reproduzierbar 

und wurde somit als Schwellenwert für alle Messungen der verschiedenen Zel-

linien verwendet. Jede Messung beinhaltet die Erfassung von mindestens 105 

Zellen . 

 

 

 

 

 

 

 36



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FaDu Kontrolle UD-SCC-6 MOI 100 

untrans-
fiziert 

untrans-
fiziert 

transfiziert 

G
ra

nu
la

ri
tä

t (
si

de
w

ar
d 

sc
at

te
r)

, r
el

. E
in

he
ite

n 
 

Grünfluoreszenz (rel. Einheiten) 
 

-
 

 
Abb. 3.1 Exemplarische Darstellung der mittels Flusszytometrie bestimmten Grün
fluoreszenz von unbehandelten Kontrollzellen (links) der Zellinie FaDu und mit  
einer MOI von 100 transfizierten Zellpopulation der Zellinie UD-SCC-6.    
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Analog zu Abb. 3.1 sind in Abb. 3.2 und 3.3 die erreichte GFP-Expression in 

den verschiedenen Zellinien dargestellt, wobei eine MOI von 10 (Abb. 3.2) bzw. 

von 100 (Abb. 3.3) verwendet wurde. Dabei fällt die Zunahme an GFP-positiven 

Zellen mit Steigerung der MOI von 10 auf 100 auf. Wie am Beispiel der Zelllinie 

HuH7 zu erkennen ist, liegen sämtliche in der Messung erfassten Zellen im als 

GFP-positiv definiertem Bereich. Dies bedeutet eine maximale Transfektion. 

Eine vergleichbar hohe Expressionsrate zeigen die Zelllinien UD-SCC-2 und  

UD-SCC-6. Die Expressionsmuster bleibt aber niedriger als bei der Zelllinie 

HuH7. Die Zelllinie UD-SCC-7a zeigt ein ähnlich niedriges Expressionsmuster 

wie die FaDu-Zellinie.  

Anhand der durchgeführten Transfektionen lässt sich feststellen, dass mit einer 

MOI von 10 eine nur unbefriedigende Transfektionsrate von maximal 53.2% 

erreicht wird.   

Die Transfektionsraten bei der MOI 10 liegen bei 2.1± 1.1 %, 53.2 ± 2.8 %, 23.4 

± 3.7 %, 29.2 ± 3.9 %, 3.4 ± 2.3 % der Zelllinien FaDu, HuH7, UD-SCC-2, UD-

SCC-6 und UD-SCC-7a. Die Erhöhung der MOI von 10 auf 100 führt zu Trans-

fektionsraten von  99.1 ± 1 %, 94.2 ± 6.6 % bzw. 91.2 ± 2.1 % der Zelllinien 

HuH7, UD-SCC-2 bzw. UD-SCC-6. Die für die FaDu und UD-SCC-7a Zelllinien 

bestimmten Transfektionsraten sind im Vergleich dazu mit Werten von 8.8± 3.7 

% bzw. 16.9 ± 5.0 % relativ gering.   

Deutliche Unterschiede des Transfektionserfolges bestehen zwischen den ver-

wendeten Zelllinien. Während FaDu und UD-SCC7a-Zellen auch bei einer MOI 

von 100 nur  zu 8.8 % bzw. 16.9 %  transfiziert werden, lassen sich HuH7, UD-

SCC-2 und UD-SCC-6 Zellen mit einer MOI von 100 zu 99.1 %, 94.2 % bzw. 

91.2 % erfolgreich transfizieren. Abbildung 3.4 stellt diese Ergebnisse als Mit-

telwerte und Standardabweichung der fünf unabhängig durchgeführten Experi-

mente zusammenfassend dar. 
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Abb. 3.2 Fluoreszenzzytometrie der untersuchten Tumorzellinien bei 
einer MOI von 10.  
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Abb. 3.3 Fluoreszenzzytometrie der untersuchten Tumorzellinien bei 
einer MOI von 100.  
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Abb. 3.4  Zusammenfassende Darstellung der mittleren Transfektions-
effizienz der  Zelllinien FaDu, HuH7, UD-SCC-2, UD-SCC-6, und UD-SCC-
7a bei einer MOI von 10 (linkes Panel) bzw. von 100 (rechtes Panel). Die 
Fehlerbalken geben die Standardabweichung an;  n=5.
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3.2. Vergleich der GFP-Expression verschiedener Plattenepithelkarzinom-
zellinien als Xenotransplantat nach intratumoraler AdV-Transfektion mit-
tels MAGD  
Die Effizienz der adenoviraler Transfektion wurde für subkutan wachsende Tu-

moren der Zelllinien FaDu, UD-SCC-2, UD-SCC-6 und UD-SCC-7a bestimmt. 

Die Tumoren wurden mit den in vitro verwendetem adenoviralen Vektor (AdV-

eGFP) infiziert. Die Injektion erfolgte mit Hilfe des Mikroinjektionssystem 

MAGD. Es wurden jeweils 107 virale Partikel pro Tumor mit einer Flussrate von 

5 µl pro Minute eingebracht. Der Tumor wurde eine Woche nach Transfektion 

entnommen, vereinzelt und die GFP-Expression der Zellsuspension wie bei 

den Experimenten in Zellkultur flusszytometrisch bestimmt. Analog zu Abbil-

dung 3.2 ist in Abbildung 3.5 das Ergebnis als Anteil GFP-positiver Zellen aus 

der Tumorzellsuspension von FaDu,  UD-SCC-2 , UD-SCC-6 und UD- SCC-7a 

Tumoren dargestellt. Hier fällt auf, dass mit Ausnahme des FaDu-Tumors sich 

an den anderen untersuchten Tumorzellinien in vivo eine GFP-Expression fin-

det. Die GFP-Expression des FaDu-Tumors ist sehr gering, das Scattergramm 

liegt links von der Grenzlinie zur Grünfluoreszenz. Die verschiedenen UD-SCC-

Zellinien hingegen sind generell in vivo transfizierbar, da das Scattergramm 

dieser Zellpopulationen rechts der Grenzlinie im Bereich der Grünfluoreszenz 

liegen.  

Es wurden jeweils fünf Tumoren der Zelllinien transfiziert und die mittlere 

Transfektionsrate bestimmt. Die Ergebnisse sind Abbildung 3.6 zusammenge-

fasst. Für die Tumorzellinien FaDu, UD-SCC-2 , UD-SCC-6 und UD-SCC-7a 

wurden mittlere Transfektionsraten von 8.9 ± 10.5 %, 39.0 ±  21.0 %,  53.6 ± 

1.1 % bzw. 54.2 ± 8.9 % bestimmt. Dabei fällt auf, dass Zellinien, die in vitro 

eine geringe Transfektionsrate aufweisen, wie z.B. der FaDu-Tumor auch als  

subkutan wachsenden Tumoren eine geringe Transfektionsrate zeigen. Die in 

vitro ebenfalls gering transfizierbare Zellinie UD-SCC-7a zeigt demgegenüber 

als solide wachsender Tumor eine sehr hohe Transfektionsrate von 54.2% ± 

8.9 %.  
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Abb. 3.5 Fluoreszenzzytometrisch bestimmte GFP-Expression nach 
intratumoraler AdV-Infektion in vivo. Für jede untersuchte Zellinie ist 
exemplarisch ein Beispiel dargestellt.   
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Abb. 3.6  Darstellung der statistischen Auswertung der  
infizierten Zelllinien FaDu, UD-SCC-2, UD-SCC-6, und UD-
SCC-7a in vivo. Angeben ist der rel. Anteil der grünfluores-
zierenden Zellen und die dazugehörige Standardabwei-
chung; n=5.  
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Einen abschließenden Vergleich der in vitro und in vivo erhobenen Daten zei-

gen die Abbildungen 3.7 und 3.8. Abbildung 3.7 zeigt für jede Zelllinie die in 

vitro mit einer MOI von 100 und die entsprechenden im gewachsenen Tumor 

erreichten Transfektionsraten. Für FaDu, UD-SCC-2 und UD-SCC-6 konnten 

generell die in vitro bestimmte Transfizierbarkeit durch die in vivo Bestimmung 

bestätigt werden, wobei die beiden UD-SCC-Zellinien als gut transfizierbar und 

der FaDu als gering transfizierbar zu bewerten sind. Der UD-SCC-7a stellt, wie 

schon erwähnt, insofern eine Besonderheit dar, als dass er die in vitro be-

stimmte Transfektionsrate in vivo deutlich übersteigt. Dieser Zusammenhang ist 

in Abbildung 3.8 als Punktdiagramm dargestellt, in der die Transfektionsraten in 

vitro in Korrelation zu der in vivo bestimmten Transfektionsraten aufgetragen 

sind. Die Datenpunkte, die die Ergebnisse des UD-SCC-7 zeigen, liegen weit 

einer linearen Korrelation.    

  

3.3.  Immunhistochemische Bestimmung der Expression der Coxsackie- 
und Adenovirus-Rezeptoren (CAR) der verwendeten Zellinien 
Die Ausstattung einer Zelle mit dem membranständigen (CAR)-Rezeptor wird 

direkt mit dem Erfolg adenoviraler Transfektion in Verbindung gebracht. Diese 

membranständigen Rezeptoren werden interzellular an den Berührungspunk-

ten der Zellmembran exprimiert und stellen die Penetrationsstelle der Adenovi-

ren in das Zytoplasma der nun infizierten Zelle dar.  Es wird davon ausgegan-

gen, dass die Transfektionsrate direkt mit dem Ausmaß der Rezeptorexpressi-

on korreliert. Zur Überprüfung der Annahme, dass die Rezeptorexpression der 

verwendeten Zelllinien gemäß ihrer divergenten Transfektionsraten schiedlich 

stark ausgeprägt ist, wurden die Zellen aus Kultur auf die Expression von CAR 

immunhistochemisch untersucht. Die Abbildung 3.9 zeigt exemplarisch für die 

Zelllinien FaDu und UD-SCC-2 ein Beispiel der Rezeptorexpression. Diese 

Aufnahmen wurden nach Fixierung, immunhistochemischer Färbung auf den 

CAR-Rezeptor an einem Fluoreszenzmikroskop der Fa. Zeiss (Axiovision) er-

stellt.  
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Abb. 3.7  Zusammenfassende Darstellung der statistischen Auswer-
tung der infizierten Zelllinien FaDu, UD-SCC-2, UD-SCC-6, und UD-
SCC-7a in vitro und in vivo. Angeben ist der rel. Anteil der grünfluo-
reszierenden Zellen und die dazugehörige Standardabweichung. 
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Abb. 3.8  Zusammenfassende  Darstellung der statistischen Auswer-
tung der infizierten Zelllinien FaDu, UD-SCC-2, UD-SCC-6, und UD-
SCC-7a in vitro und in vivo als Punktdiagramm. Die Transfektions-
effizienz der einzelnen Zellinie in vitro ist gegen die Transfektions-
effizienz in vivo aufgetragen.   
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Abb. 3.9 Vergleich der Immunfluoreszenz auf CAR der Zellinien FaDu (Panel A) 
und HuH7 (Panel B). Die Zellkerne sind mittels DAPI blau eingefärbt, rote Fluo-
reszenz zeigt die Expression von CAR an. Auffallend ist die nicht vorhandene 
Rotfluoreszenz bei der FaDu-Zellinie im Gegensatz zur Zellinie HuH7.   
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Die mikroskopischen Aufnahmen lassen die blaugefärbten Zellkerne erkennen 

(ZK). Die rote Fluoreszenz zeigt Coxsackie- und Adenovirus-Rezeptoren (CAR) 

an, die sich an den interzellulären Kontakten befinden. Generell zeigen die ver-

schiedenen Zelllinien ein unterschiedliches Expressionsmuster in der CAR-

Rezeptoren (Abb. 3.10). Die FaDu-Zellinie (Panel A) zeigt nur vereinzelt die 

Expression von CAR-Rezeptoren. Es fallen nur die dichtgedrängt stehenden 

Zellkerne und eine unspezifische Rotfluoreszenz im Hintergrund auf. Eine nen-

nenswerte Expression von CAR-Rezeptoren ist nicht erkennbar. Anders verhält 

es sich bei der HuH7-Zellinie (Panel B), hier ist die Rotfluoreszenz sehr ausge-

prägt. Es finden sich einzelne rote Punkte und gleichmäßig rot fluoreszierende 

Linien, die eine hohe Expression der CAR-Rezeptoren anzeigt. Bestätigt wird 

dies durch die Verteilung der Rotfluoreszenz, die sich an den interzellulären 

Zonen der Tumorzellen befindet, zytoplasmatische Fluoreszenz findet sich 

nicht.         

Die UD-SCC-2 Zelllinie (Panel C) zeigt ebenso eine hohe Rotfluores-

zenz. Die Verteilung stellt sich aber im Vergleich zur HuH7-Zellinie mehr punkt-

förmig dar. Zellen der Linie UD-SCC-6  (Panel D) zeigen eine ausgeprägte, auf 

die interzellulare Zone beschränkte Rotfluoreszenz. Hier lässt sich deutlich er-

kennen, wie die CAR-Rezeptoren an der Zelloberfläche in Erscheinung treten. 

Die UD-SCC-7a Zellinie (Panel E) zeigt eine andere Rotfluoreszenz im Ver-

gleich zu den anderen Zellinien. Die Rotfluoreszenz ist geringer ausgeprägt 

und punktförmig an der Zelloberfläche angeordnet. Die Expression ist auch 

nicht gleichförmig, es finden sich Zonen mit höherer Fluoreszenz im Wechsel 

mit Zonen geringerer Aktivität der Fluoreszenz. Insgesamt ist die Verteilung der 

Fluoreszenz im Vergleich zu den anderen UD-SCC-Zellinien deutlich geringer 

aber immer noch höher als die bei  FaDu-Zellen  dargestellte Expression. 
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Abb. 3.10 Immunfluoreszenz auf CAR der untersuchten Tumorzellinien FaDu, HuH7, 
UD-SCC-2, UD-SCC-6 und UD-SCC-7a.  
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4. Diskussion 
 
4.1. Intratumorale Injektion unter Verwendung des Mikroinjektions-
systems MAGD 
Im Rahmen einer adenoviralen Gentherapie stellt die sichere und effektive Vi-

rusapplikation in das Zielgewebe den entscheidenden Schritt für den Erfolg der 

Gentherapie dar. Die lokale Vektorapplikation oberflächennaher Tumoren hat 

sich gegen die systemische Gabe adenoviraler Vektoren durchgesetzt, da limi-

tierende Nebenwirkungen wie die Virussegregation in den Hepatozyten mit der 

Folge einer geringen systemischen Viruskonzentration sowie eine damit ver-

bundene Hepatitis und Aktivierung des Immunsystems entfallen. Eine sichere 

Deponierung des Vektors im Tumor ist für eine erfolgreiche Gentherapie von 

zentraler Bedeutung. In der Literatur werden verschiedene Verfahren zur loka-

len Vektorapplikation beschrieben. Zaharoff et al. sowie Li et al. versuchen, die 

Transfektionsrate durch in vitro bewährte Verfahren wie die Elektroporation 

schon bei der Vektorapplikation zu verbessern. Allgemein anerkannt ist die 

intratumorale Mikroinjektion zur Anlieferung des adenoviralen Vektors in den 

Tumor. Diese wird in verschiedenen Studien durch eine manuelle Applikation 

der Injektionsnadeln in den Tumor und die manuelle oder pumpengesteuerte 

Infusion des Vektors in den Tumor bewerkstelligt. Die manuelle Handhabung 

von Injektionsnadeln und die manuelle Infusion verringert die Reproduzierbar-

keit des Injektionserfolgs und erhöht das Risiko unerwünschter Freisetzung der 

Vektoren.  

Ziel der Arbeit war die Entwicklung eines Systems zur kontrollierten In-

jektion von Tumoren auf der Nacktmaus und der lokalen Applikation adenovira-

ler Vektoren in die so erreichten Tumoren. Lammering et al. bedienen sich ei-

nem Mikroinjektionssystem zur kontrollierten Infusion definierter Volumina, wo-

bei die Injektionsnadeln manuell platziert werden. (Lammering et al. 2001, 

Lammering et al. 2003).  Diese Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass die Verän-

derung der Nadeltiefe während der Injektion die Transfektionsrate signifikant 

verbessern kann. Dieses Ergebnis wurde bei der Konstruktion des Mikroinjekti-

onssystems MAGD berücksichtigt und ein Verfahren entwickelt, das bei maxi-

maler Anwendersicherheit die Durchführung standarisierter Injektionsprotokolle 

ermöglicht. Durch die pumpengesteuerte Injektion ist eine unerwünschte  
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Kontamination durch die Freisetzung adenoviraler Vektoren weitgehend ver-

hindert. Außerdem bietet das MAGD-System die Möglichkeit, kontrolliert wäh-

rend der Injektion die Nadelposition kontrolliert zu verändern. So können auch 

für solche Anwendungen mit Veränderung der Nadeltiefe standarisierte Injekti-

onsprotokolle erreicht werden.  

Zum Nachweis der erfolgreichen Injektion kam in dieser Arbeit die Mag-

netresonanztomographie zum Einsatz. Unter Verwendung spezieller Kontrast-

mittel konnte gezeigt werden, dass durch den Einsatz des MAGD-Systems 

Tumoren einer Größe von 80mm3 bis 200mm3 mit einem Viertel ihres Volu-

mens vollständig beimpft werden können.  

Die wesentlichen Vorteile des MAGD-Systems sind neben der Verbesse-

rung der Anwendersicherheit eine gute Reproduzierbarkeit der Ergebnisse 

intratumoraler Injektionen. Im Rahmen der biologischen Varianz ist es nun 

möglich, innerhalb eines Experiments eine Serie von Tumoren bei gleichblei-

bendem Injektionserfolg mit einem adenoviralen Vektor zu beimpfen. Somit 

wird unter Verwendung des MAGD-Systems eine sichere Vektorapplikation 

ermöglicht und die Reproduzierbarkeit intratumoraler Injektionen gewährleistet.  

Nachteile des MAGD-Systems sind der gesteigerte Zeitaufwand der In-

jektion sowie die etwas sperrige Handhabung. Technisch kann die hier vorge-

stellte Methode sicherlich noch optimiert werden. Wünschenswert wäre eine 

Automatisierung der Bedienung des MAGD-Systems gänzlich ohne eine ma-

nuelle Bedienung am Gerät. Zudem wäre eine magnetresonanztomographi-

sche Darstellung und Verfolgung der injizierten adenoviralen Vektoren in Echt-

zeit denkbar. Zu diesem Zweck wäre ein Umbau des hier vorgestellten MAGD-

Systems unter Verwendung von Metallen wie Titan oder Kunststoffen erforder-

lich, um die magnetresonanztomographische Bildgebung nicht zu beeinflussen. 

Um eine Darstellung des Vektors während der Injektion im Magnetresonanzto-

mographen zu erreichen, müssten Kontrastmittel vom SPIO-Typ an die adeno-

virale Hülle gekoppelt oder in das Capsid eingeschleust werden. Die Kopplung 

von SPIOs an verschiedene molekulare Strukturen ist bereits gelungen und 

Gegenstand intensiver Forschung (Frank et al. 2004, Himes et al. 2004, Toma 

et al. 2005).  
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Vergleicht man die guten Ergebnisse der intratumoralen Injektionen mittels 

MAGD und die Transfektionseffizienz der intratumoral applizierten Adenoviren, 

so stellt sich eine Diskrepanz zwischen der guten Effektivität der Injektionsme-

thode und der zum Teil unbefriedigenden Transfektionseffizienz der mit AdV-

eGFP injizierten Tumoren dar. Die zum Teil nur geringen Transfektionsraten 

können nicht mit einer ineffektiven Transfektionsmethode erklärt werden. Es ist 

davon auszugehen, dass nicht technische, sondern biologische Mechanismen 

der schwankenden Transfektionseffizienz zu Grunde liegen.  

 
4.2. Vergleichende Untersuchung der adenoviralen Transfektionseffizienz 
unterschiedlicher Xenotransplantate von Plattenepithelkarzinomzellinien 
des Kopf-Hals-Bereichs 
Mit Hilfe des im Rahmen dieser Arbeit entwickelten MAGD-Systems wurden die 

Transfektionsfähigkeit verschiedener Plattenepithelkarzinome des Kopf-Hals-

Bereiches als Xenotransplantat im Mausmodell durch Adenoviren untersucht 

und diese mit der Transfektionseffizienz der entsprechenden Zellinie in vitro 

verglichen. Die untersuchten Plattenepithelkarzinomzellinien zeigten in vitro wie 

in vivo ausgeprägte Unterschiede in der Effektivität der Transfektion, wobei 

diese Unterschiede nicht notwendigerweise direkt korrelierten. So lag bei den 

untersuchten Zellinien in vitro die Transfektionsrate bei Raten von 8.8 % bei der 

FaDu-Zellinie bis zu einer Rate von 94.2 % bzw. 91.2 % bei der Zellinie UD-

SCC-2 und UD-SCC-6. Diese hohen Transfektionsraten zeigten generell eine 

ausgeprägte Fähigkeit zur Aufnahme adenoviraler Vektoren an. Die Zellinie 

UD-SCC-7a ließ sich ähnlich wie die FaDu-Zellinie nur zu 17.2 % mit dem ade-

noviralen Vektor transfizieren. Die zum Vergleich hinzugezogene Zellinie HuH7, 

ein primäres Leberzellkarzinom, zeigte mit 99.1 % eine sehr hohe Transfekti-

onsrate. Für diese Zellinie ist eine hohe adenovirale Transfektionsfähigkeit be-

kannt (Ye et al., 2005). Fast alle Zellen dieser Zellinie konnten zur Expression 

des Transgens eGFP gebracht werden. Vergleicht man die Transfektionsraten 

dieser Zellinie mit den für die Zellinien UD-SCC-2 und UD-SCC-6 erhobenen 

Daten, so zeigt sich auch für diese Plattenepithelkarzinome eine sehr gute 

Transfektionsfähigkeit. Im Gegensatz dazu stehen die Transfektionsergebnisse 

der ebenfalls untersuchten Plattenepithelkarzinomen FaDu und UD-SCC-7a. In 

der Literatur ist die unterschiedliche Effektivität der Transfektion mit Adenoviren 

innerhalb von Plattenepithelkarzinomen ähnlicher Topik wie in dieser Arbeit 

gezeigt worden (Jee et al. 2002).  
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Die in vivo erhobenen Daten zeigen für die einzelnen Zellinien untereinander 

ebenfalls Unterschiede der Transfektionsfähigkeit, dabei liegt die Transfektions-

fähigkeit in vivo generell unter der in Zellkultur nachgewiesenen Transfektion-

seffizienz. Dies ist möglicherweise auf eine höhere adenovirale Vektorkonzent-

ration in vitro zurückzuführen, die sich in vivo nicht erreichen lässt, da dort eine 

exakte Zellzahlbestimmung nicht möglich ist und die Zellen im Gewebeverband 

von den adenoviralen Vektoren weniger gut erreicht werden als unter den opti-

malen Bedingung der Zellkultur. Zudem wird die Konzentration des adenovira-

len Vektors in vivo durch das Tiermodell begrenzt da zu hohe Vektorkonzentra-

tionen zu immunologischen Allgemeinreaktionen an den injizierten Versuchstie-

ren führen.  

 
4.3. Die Bedeutung des Coxsackie- und Adenovirus-Rezeptor (CAR) für 
die adenovirale Transfektion 
Vergleicht man die in vivo erreichte Transfektionsrate der Zellinie UD-SCC-7a 

mit der Transfektionseffizienz der Zellen in Kultur, so kann eine signifikante Er-

höhung der Transfektionsrate in vivo festgestellt werden. Somit stellt diese Zel-

linie insofern einen Sonderfall dar, da die unter den optimalen Bedingungen der 

Zellkultur nachgewiesenen Transfektionsraten von 20 % im Tumorgewebe mit 

über 50% deutlichen überschritten wurde. Diese Unterschiede des Transfekti-

onserfolges in vivo und in vitro lassen sich möglicherweise mit den zellulären, 

rezeptorvermittelten Prozessen der Bindung und Aufnahme des adenoviralen 

Vektors erklären. Als verantwortlich für die adenovirale Bindung gilt der Coxsa-

ckie- und Adenovirus-Rezeptor (CAR), von dem bekannt ist, dass er bei der 

Transfektion von Normal- wie Tumorzellen eine entscheidende Rolle spielt.  

Die Adenovirus-Subtypen 2 und 5 benötigen die Anwesenheit von CAR 

sowie die vitronektin- bzw. fibronektinbindenden Integrine an der Zelloberflä-

che, um die Zellen effizient zu infizieren. CAR vermittelt die erste Bindung des 

Adenovirus an die Zellen, während Integrine für die Internalisierung des Virus in 

die Zellen verantwortlich sind. Die Integrine αvβ3 und αvβ5 sind dabei entschei-

dend für die Internalisation der rezeptorgebundenen Viren in die Zellen nach 

der Bindung an CAR, Mikrotubuli transportieren die eingeschleusten Viren in 

den Zellkern (Wickham et al. 1993, Leopold et al. 2000). 

CAR stellt ein Zelladhäsionsmolekül an Normal- wie an Tumorzellen dar, 

dass sich bei subkonfluent wachsenden Zellen in Kultur an ihren interzellulären 

Kontakten nachweisen lässt. In differenzierten humanen Atemwegsepithelien 
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wurden CAR im Bereich der basolateralen Membran nachgewiesen, insbeson-

dere an basolateralen Zelladhäsionen.  

Eine Reihe von Studien haben die Expressionshöhe von CAR und die 

Adenovirus-Zellbindung, -Zellinfektion oder adenovirale Transgenexpression in 

einer positiven Relation zueinander beobachtet (Bergelson et al. 1997; Hemmi 

et al. 1998; Li et al. 1999; Tomko et al. 1997; Wickham et al. 1993). Die Bedeu-

tung von CAR bei der adenoviralen Transfektion als primärer Bindungspartner 

konnte deutlich nachgewiesen werden. Zellen, die einer adenoviralen Infektion 

gegenüber resistent waren und keine CAR-Expression zeigten, wurden durch 

eine Transfektion eines CAR-exprimierenden Plasmids adenoviral infizierbar. 

Dies konnte an CHO-Zellen (Bergelson et al. 1997), Blasenkarzinom-Zellen (Li 

et al. 1999) und humanen Fibroblasten (Hidaka et al. 1999) gezeigt werden. 

CAR wurde somit eindeutig als wesentlicher Bindungspartner für Adenoviren 

an der Zelloberfläche identifiziert (Bergelson et al. 1997, Tomko et al. 1997). 

Jedoch sind weitere Moleküle erforderlich, um die Internalisierung der Viruspar-

tikel zu vermitteln. Integrine dürften somit ebenso für den adenoviralen Trans-

duktionsprozeß limitierend sein. Als Hauptbindungspartner stellt CAR einen der 

Hauptfaktoren für eine effektive Transfektion durch adenovirale Vektoren inner-

halb der adenoviralen Gentherapie dar. 

Das Expressionsmuster des CAR-Proteins wurde im Rahmen der vorlie-

genden Arbeit durch Immunfluoreszenz an subkonfluent gewachsenen Zellen 

aus Kultur analysiert. In der Immunfluoreszenz zeigen sich an interzellulären 

Kontakten intensive CAR-Färbungen. Dabei folgten die Unterschiede in der 

Intensität der CAR-Färbung generell den Unterschieden der Transfektionseffi-

zienz der Zellinien in vitro. Diese Ergebnisse bestätigen die in der Literatur be-

schriebene Abhängigkeit der Transfektionseffizienz von der CAR-Expression, 

wie sie für die Infektion von Normal- und Tumorzellen ebenso gezeigt werden 

konnte (Colin et al. 2000, Koi et al. 2001, Hutchin et al. 2000, Kasono et al. 

1999, Li et al. 1999, Carson et al. 1999).  

Betrachtet man die Ergebnisse der Transfektionseffizienz in vivo, so wird 

deutlich, dass diese nicht mit den Ergebnisse der in vitro-Untersuchungen kor-

relieren. So zeichnet sich die Zellinie UD-SCC-7a in Kultur durch eine erhöhte 

Transfektionsrate aus, während die anderen Zellinien unter den in vitro beste-

henden Transfektionsraten zurückbleiben. Diese Ergebnisse weisen darauf hin, 

dass die CAR-Expression in Zellkultur anders als im Gewebe ausgeprägt sein 

könnte. Bei den in vivo infizierten Zellen liegt eine solide gewachsene,  
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dreidimensionale Tumormatrix vor, während für die in vitro-Untersuchungen ein 

zweidimensionaler Monolayer untersucht wurde. Eine Erklärung für die bessere 

Transfektionseffizienz der Zellinie UD-SCC-7a in vivo wäre eine absolut erhöh-

te CAR-Expression gegenüber der Rezeptordichte in vitro durch die dreidimen-

sionale Tumormatrix und damit vermehrten interzellulären Adhäsionen, an de-

nen die CAR-Rezeptoren exprimiert werden. 

Dem gegenüber muß die Verschlechterung in vitro gut transfizierbarer 

Zellinien wie UD-SCC-2 zur Transfektionseffizienz in vivo diskutiert werden. Es 

wäre vorstellbar, dass eine dreidimensionale Anordnung der Tumorzellen bei 

hoher CAR-Rezeptordichte die Infektion der Tumorzellen durch adenovirale 

Vektoren erschwert, z.B. durch eine homophile Assoziation von CAR bei höhe-

rer CAR-Expression an der Zellmembran (Runnebaum, 2001). Insofern könnte 

eine homophile Assoziation von CAR bei der interzellulären Adhäsion die ade-

novirale CAR-Bindung behindern. Weiterführende Untersuchungen wären sinn-

voll, um zu überprüfen, ob Zellen in Kultur möglicherweise generell eine verän-

derte CAR-Expression aufweisen als Zellen im Gewebeverband. Diese Frage-

stellung konnte im Rahmen der vorliegenden Arbeit nicht untersucht werden, ist 

aber Gegenstand fortführender Arbeiten.    

Neben dem Einfluss der CAR-Expression auf Tumorzellen im Rahmen 

einer adenoviralen Gentherapie muß auch die Rolle der Integrine für den Erfolg 

der Transfektion diskutiert werden. Bei Ovarialkarzinom-Zellen ist der Verlust 

der Integrin-Expression ein stärkerer limitierender Faktor für die adenovirale 

Transduktion als der Verlust von CAR (Brüning et al. 2001). Gering differenzier-

te Ovarialzellkarzinome zeichnen sich häufig durch den Verlust der Integrin-β3-

Untereinheit aus. Die Wiederherstellung der Expression der β3-Untereinheit in 

hoch metastatischen Melanomzellen verhinderte einen aggressiven Phänotyp 

(Danen et al. 1996). Denkbar wäre, dass der Differenzierungsgrad eines Tu-

mors generell dessen Transfizierbarkeit bestimmt und niedrig differenzierte 

Tumore sich am wenigsten für die adenovirale Gentherapie eignen. Dies steht 

jedoch nicht in Bezug auf eine reduzierte CAR-Expression, sondern eher in 

Bezug zur reduzierten Expression von Integrin-Untereinheiten. Somit muß bei 

einem Verlust der ehemals guten Transfektionsfähigkeit eines experimentellen 

Tumors in hoher Passage neben dem Verlust der CAR-Expression auch an 

eine Veränderung der Integrin-Expression an der Zelloberfläche gedacht wer-

den.  
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Eine weitere Hypothese zur Erklärung der unterschiedlichen Transfektionsrate 

an Plattenepithelkarzinomen wäre eine Veränderung der Integrin-Expression 

durch das Wachstum der Zellen in einer dreidimensionalen Struktur. Die Ex-

pression von Integrin αvβ5 sowie α5β1 könnte im Gegensatz zum Wachstum als 

Monolayer in der Zellkultur beim Wachstum als solider Tumor gesteigert sein. 

Dieser Effekt könnte die Bahnung des Adenovirus in die Zelle vereinfachen und 

zu einer erhöhten Transfektionseffizienz führen. Dieser Sachverhalt kann ne-

ben einer Erhöhung der CAR-Expression als Erklärungsansatz für die verbes-

serte Transfektionsrate von Plattenepithelkarzinomen in vivo herangezogen 

werden und könnte die erhöhte Transfektionsrate der Zellinie UD-SCC-7a in 

vivo erklären.  

 

 
4.4. Mögliche Lösungen der Problematik niedriger Transfektionsraten bei 
der  adenoviralen Gentherapie 
Eine weitere Möglichkeit der Lösung des Problems der niedrigen adenoviralen 

Transfektionseffizienz liegt neben der Steigerung der CAR-Expression der Ziel-

zelle in der molekularen Veränderung adenoviraler Strukturen. Curiel et al. und 

Dehari et al. konnten in ihren Arbeiten eine tausendfache Steigerung der 

Transgenexpression durch Veränderung der „Fiber knobs“ erreichen. Diese aus 

dem adenoviralen Capsids herausragenden adenoviralen Anteile sind eine der 

wichtigsten Schaltstellen zur Bindung des Virus an den CAR-Rezeptor. Verän-

derungen dieser entscheidenden Capsid-Strukturen führen zu einer verbesser-

ten Bindung an den CAR-Rezeptor und somit an die Zielzelle. Diese Verände-

rungen führten auch zu einer Veränderung der Aufnahme des systemisch ap-

plizierten Vektors in der Leber. An entscheidenden Capsidanteilen veränderte 

Adenoviren werden vom Hepatozyten nicht mehr aufgenommen und die Ade-

noviren verbleiben in der Zirkulation. Der First-Pass-Mechanismus der Leber 

kann damit effektiv umgangen und die Effektivität einer systemischen adenovi-

ralen Gentherapie gesteigert werden.  

Eine weitere Problemlösung zur Steigerung der adenoviralen Trans-

fektionseffizienz liegt in der Applikationsform des therapeutischen adenoviralen 

Vektors. Lee et al. (2000) konnten durch eine Einbindung des adenoviralen 

Vektors in polykationische Liposomen eine signifikante Steigerung der Trans-

fektionsrate in vivo erreichen. 
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5. Zusammenfassung und Ausblick 
 
Ziel der vorliegenden Arbeit war die Entwicklung eines Systems zur kontrollier-

ten Injektion von Tumoren auf der Nacktmaus und der lokalen Applikation ade-

noviraler Vektoren in Xenotransplantate verschiedener Plattenepithelkarzinom-

zellinien. Mit dem in dieser Arbeit vorgestellten Mikroinjektionssystem MAGD 

steht eine Methode zur Verfügung, mit dem eine ortsgenaue und volumenkon-

trollierte Injektion von relativ kleinen Tumoren auf der Nacktmaus möglich ist. 

Die Parameter der Injektion lassen sich am Gerät und dem dazugehörigen 

Pumpensystem so modifizieren, dass ein Vielzahl von Möglichkeiten zur Fest-

legung eines optimalen Injektionsprotokolls zur Verfügung stehen. Durch die 

Verwendung einer Mikrometerschraube ist die kontrollierte Veränderungen der 

Injektionsnadel während des Injektionsprozesses möglich. Neben der Variabili-

tät liegt der Vorteil des Systems in der Reproduktionsfähigkeit von intratumora-

len Injektionen innerhalb der biologischen Varianz. Mittels Magnetresonanzto-

mographie ließ sich ein Nachweisverfahren etablieren, mit dem intratumoral 

injizierte Volumina mit der Hilfe von SPIO-Kontrastmitteln sehr sensitiv und 

spezifisch zur Darstellung kommen können. Die offene Konstruktion des Mikro-

injektionssystems MAGD lässt Raum für Veränderungen und ist ausreichend 

flexibel für die Anwendung in unterschiedlichen Tiermodellen. Das in dieser 

Arbeit verwendete Setup der Mikroinjektion hat sich bewährt und kann zur si-

cheren intratumoralen Injektion kleinster Volumina im Tiermodell bei guter Re-

produzierbarkeit der Injektionsparameter erfolgreich eingesetzt werden. 

Desweiteren wurde die Transfektionseffizienz von Plattenepithelkarzi-

nomen durch adenovirale Vektoren in Zellkultur und im Tiermodell vergleichend 

untersucht. Es fand sich ein signifikanter Unterschied der Transfektionseffizienz 

innerhalb der untersuchten Tumorzellinien in vitro, die von sehr niedrigen Raten 

von 2.1 % zu sehr hohen Raten von 99.1 % der Transfektionseffizienz reichten. 

Auch in vivo zeigten sich Unterschiede in der Transfektionseffizienz, die aber 

nicht generell mit der in vitro bestimmten Transfektionsrate korrelierten. Es ist 

davon auszugehen, dass die Transfektionseffizienz direkt von der Expression 

des Coxsackie- und Adenovirus-Rezeptor (CAR) abhängt. Die Unterschiede 

der in Zellkultur ermittelten Transfektionseffizienz korrelieren mit der Expressi-

on von CAR in vitro.  
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In vivo unterscheidet sich die Transfektionseffizienz maßgeblich von den Er-

gebnissen in Zellkultur. Dies könnte möglicherweise auf die Veränderung der 

Wachstumsbedingungen zurückzuführen sein, welche die Tumorzellen erfah-

ren, wenn sie aus einer in vitro- in eine in vivo-Situation gebracht werden. Die-

se Hypothese wird gegenwärtig im Rahmen weiterer experimenteller Untersu-

chungen überprüft. Dazu wird der CAR-Expressionsstatus in vivo immunhisto-

chemisch bestimmt und verglichen, in wieweit sich diese von der CAR-

Expression der Zellen in Kultur unterscheidet. Diese fortführenden Untersu-

chungen dienen zum einen die Verifizierung des Systems durch einen anderen 

Experimentator sowie der Korrelation der Transfektionsrate in vivo mit dem in 

vivo exprimierten CAR.  

Es gibt Hinweise darauf, dass sich die Intensität der CAR-Expression mit 

zunehmender Passagierung eines Tumors im Tiermodell möglicherweise ver-

ändert und infolgedessen auch die Transfektionseffizienz. Diesbezüglich wäre 

eine systematische Untersuchung des Zusammenhangs zwischen Tumorpas-

sage, CAR-Expressionsintensität und Transfektionseffizienz eine sinnvolle Wei-

terführung der experimentellen Arbeiten. Als experimentelles Vorgehen wäre 

vorzuschlagen, verschiedene Tumorzellinien zu untersuchen, welche deutliche 

Unterschiede der  Transfektionseffizienz in Kultur aufweisen. Als Xe-

notransplantate werden dann diese Tumorzellinien seriell transplantiert und 

nach jeder Passagierung die adenovirale Transfektionseffizienz  sowie die 

CAR-Expression  des Tumorgewebes bestimmt. Mit Hilfe der Ergebnisse las-

sen sich die erreichten Transfektionsraten der Xenotransplantate  mit Verände-

rungen der CAR-Expression über die fortlaufende Passagierung des Experi-

mentaltumors korrelieren und somit die Dynamik und Determinanten des ade-

noviralen Transfektion möglicherweise identifizieren. 
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7. Anhang: experimentelle Protokolle  
 
Auflistung der verwendeten Antikörper und Lösungen: 

 

� Rompun-Stock: 20 mg/ml (Rompun 2%, Bayer; PZN-1320422) 

� Betäubungsgemisch: 6 mg/ml Ketanest, 1,6 mg/ml Rompun in 0,9% 

NaCl  

(für 50 ml: 12 ml Ketamin (25/mg/ml), 4 ml Rompun (2%), 34 ml 0,9% 

NaCl) 

� ACK-Puffer (Lysepuffer): 500ml ACK-Puffer enthalten 4,012 g NH4Cl, 

0,692 g K2CO3 (M(K2CO3)=138,21 g/mol), 100 µl 0,5 M EDTA, H2O ad 

400 ml, der pH wird auf 7,2-7,4 mit 1 N HCl eingestellt, ad 500 ml; der 

Puffer wird gefiltert (0,2 µm) 

� Medium für Enzymgemisch CHD: RPMI-1640 with Glutamax-I (Invitro-

gen Corporation, Cat.No.61870-010) 

� CHD-Gemisch: 2 ml enthalten 100 µl 40 mg/ml Collagenase (Sigma, 

Cat.No. C 5138), 100 µl 6 mg/ml Desoxyribonuklease I (Sigma, Cat.No. 

D 5025), 100 µl 6 mg/ml Hyaluronidase V (Sigma, Cat.No. H6254) ad 2 

ml RPMI-Medium with Glutamax-I (Invitrogen Corporation, Cat.No. 

61870-010)  

� PBS: 137 mM NaCl, 2,7 mM KCL, 2mM KH2PO4, 10 mM Na2HPO4 * 

2H20, autoklaviert 

� PGS: 0.5% Glycin (1.5g), 0.05% Saponin (150mg) in PBS pH 7.4 

(300mL) pro Stände 

� Donkey/Horse/BSA-Mix: 10 % (v/v) Donkey Serum, 5 % (v/v) Horse Se-

rum, 1 % (w/v) BSA  in PGS 

� anti-hCAR Antikörper, Klon RmcB, Fa Upstate, Charlottesville, USA  

� Cy3-Konjugat Antikörper, Fa. Jackson Immunoresearch, West Grove, 

PA,  USA 

� DMEM, Medium für Zellkultur als Trockenpulver, Fa. Gibco, No. 31600, 

angesetzt mit  1M Hepes, 10% fötalem Kälberserum, 1% Penicil-

lin/Streptomycin,  

� MEM, Medium für Zellkultur, Fa. Gibco, No. 11012, angesetzt mit 10% 

fötalem Kälberserum, 1% Penicillin/Streptomycin 
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� Penicillin/Streptomycin: Invitrogen, Karlsruhe, No. 15140-122, 10.000 

U/ml Penicillin, 10.000 µg/ml Streptomycin 

� Trypsin-EDTA: Invitrogen, Karlsruhe, No. 25300-054, 0,05% (w/v) 

Trypsin, 0,02% (w/v) EDTA 

� Fötales Kälberserum (FCS): Invitrogen, Karlsruhe, No. 10270-106 

� Paraformaldehyd (PFA), Fa. Merck, No. 8.18715.0100 

 

 

 

Prozeduren & Protokolle: 
 

Tumorzellenvereinzellung für die Messung im Durchflusszytometer: 
1) Betäubung des Tieres 

2) Tumorentnahme 

3) Die Gewebeblöcke werden mittels Gewebepresse zerkleinert und in 

ein 50 ml Falcon-Röhrchen überführt 

4) Aufbewahrung des Gewebes bis zur Weiterverarbeitung auf Eis 

5) 1,5 ml des CHD-Gemisches werden zugegeben und die Falcons im 

Rüttelinkubator bei Raumtemperatur 1 Stunde inkubiert 

6) Die gewonnene Zellsuspension wird bei 200 x g für 5 min zentrifu-

giert und der Überstand entfernt  

7) Das Pellet wird in 2 ml ACK-Puffer homogen suspendiert und die Ly-

se sofort  

durch Zugabe von 3 ml eiskalten PBS gestoppt 

8) Zentrifugaton bei 200 x g Für 5 min und 4°C, entfernen des Über-

standes 

9) Aufnehmen der Zellen in 1-2 ml PBS  

10)  Das angedaute Gewebe wird mit einer Spritze durch ein Filcon (Po-

renweite 50 µm) gepreßt 

11)  Zählen der Zellen im Durchflußzytometer Cytomics FC 500 (Fa. 

Beckman Coulter)       
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Anti - hCAR Immunfluoreszenz 
 
1) Objektträger in 4% PFA in PBS für 20 Minuten bei Raumtemperatur fixieren 

2) Waschen der Objektträger in PBS für 5 Minuten, dann 5mal wiederholen.  

     Zuletzt für 5 Minuten in PGS waschen  

3) Blockieren mit Donkey/Horse/BSA-Mix für 20 Minuten bei Raumtemperatur 

4) anti-hCAR (RmcB) in Donkey/Horse/BSA-Mix für eine Stunde bei 37°C  

      → Verdünnung:      1:100                                            

 

5) Objektträger 2 x in PBS kurz tauchen, 2 x für 5 Minuten in PGS waschen 

6) Cy3-labeled Donkey anti-Mouse Antikörper für 45 Minuten bei 37°C     

     inkubieren 

 → 1 : 500 in Donkey/Horse/BSA-Mix    

7) 2 x kurz in PBS tauchen, 3 x für 5 Minuten in PBS waschen   

8) Objektträger für 5 Minuten in DAPI bei Raumtemperatur inkubieren 

 → 50 µL DAPI stock-Lsg. (5mg DAPI / 20 mL @ 4˚C) auf 100ml PBS 

9) Objektträger für  3 x für jeweils 5 Minuten in PBS waschen 

10) Objektträger in MOWIOL mit PPD (anti-fading reagent) eindeckeln 
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Protokoll AdV-GFP Infektion von Kulturzellen 
 
Tag 0:  

1. Die zu untersuchenden Tumorzellen in 6-well-Platten aussähen, Zell-

dichte 2-4*105 Zellen pro well,  

2. Pro Zellinie 1 well für Negativkontrolle einplanen 

 

Tag 1:  
1. Zellzahl der ausgesähten Zellen bestimmen 

2. AdV-GFP für MOI 10 und MOI 100 berechnen 

3. Medium vollständig abnehmen 

4. pro well 800µl Viruslösung (für die jeweilige MOI) hinzugeben, auf aus-

reichende Durchmischung der Viren mit dem Trägermedium achten 
5.  3h bei 37°C im Inkubator belassen, Virus komplett entfernen und mit 3ml   

Medium pro  Well auffüllen 
6.   48 Stunden Inkubationszeit 

 

Tag 4: 
1. Abtrypsinieren der Zellen und Analyse der Transgenexpression mittels 

FACS  
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