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1. Einleitung

Gegenstand dieser Arbeit ist die zytostatische Behandlung gentechnisch

veranderter maligner Gliomzellinien.

1.1. Gliome

Gliome sind neuroepitheliale Tumore, ausgehend von den Gliazellen des
Zentralnervensystems, d.h. von den Oligodendrozyten und den Astrozyten. Die
Inzidenz primérer intrazerebraler Tumoren liegt in Europa bei ca. 7 — 10
Neuerkrankungen pro 100.000 Einwohner und Jahr (Counsell et al 1996, Cordera
et al 2002). Auch wenn die neuroepithelialen Tumoren insgesamt nur ca. 2% aller
menschlichen Tumoren ausmachen und somit insgesamt selten vorkommen, so
zahlen sie doch zu den geflrchtetesten Tumoren des Erwachsenenalters (Kleihues
et al 1997). Die mediane Uberlebenszeit eines Glioblastompatienten liegt heute
trotz aller therapeutischer Bemihungen bei ca. einem Jahr (Oh et al 2004, Gil-
Salu et al 2004, Rainov 2000).

Gliome werden heutzutage anhand eines von der World Health Organization
(WHO) empfohlenen Kilassifikationssystems in die Malignitatsgrade | bis 1V
eingeteilt (Kleihues et al 1993). Das hdufigste Gliom ist mit einem Anteil von ca.
40 - 50 % an den intrazerebralen Tumoren das am meisten maligne, das
Glioblastom entsprechend WHO Grad 1V (L6nn et al 2003, Greenberg 2001).
Insgesamt macht das Glioblastom ca. 15%-20% aller intrakraniellen Tumoren aus
(Thomas und Graham 1995).

Histologisch handelt es sich bei den Glioblastomen um zellreiche, polymorphe
Tumoren glialen Ursprunges mit sehr hoher Mitoserate, wobei entscheidende
Kriterien das Vorkommen flachenhafter Nekrosen mit radidr angeordneten

Tumorzellen sowie ausgepragte GefaRproliferate sind (Kleihues et al 1997).

Trotz ausgedehnter epidemiologischer Studien ist es bisher nicht gelungen,
Umweltfaktoren zu identifizieren, die fir die Entstehung von Gliomen

verantwortlich sind. Gesichert ist allein die gelegentliche Induktion von Gliomen



durch therapeutische Dosen ionisierender Strahlen (Kleihues et al 1997, Lonser et
al 2003). Auch im Rahmen genetischer Erkrankungen, wie dem Li-Fraumeni-

Syndrom, kénnen Gliome geh&uft auftreten (Louis und von Deimling 1995).

1.2. Konventionelle Behandlungsstrategien

Die meisten Gliome wachsen primar unifokal oder diffus infiltrierend, und zu den
gegenwadrtigen Standardtherapien z&hlen die chirurgische Resektion, die
Strahlenbehandlung und die Chemotherapie (Nieder 2002, Shapiro WR und
Shapiro JR 1998).

Eine Wirksamkeit der Therapie im Sinne einer Uberlebenszeitverlangerung ist
hierbei insbesondere fir die weitestgehende chirurgische Tumorresektion
nachgewiesen (Lacroix et al 2001, Hess 1999). Im Jahre 1884 erfolgte die erste
Operation eines Patienten mit einem malignen Gliom (Bennett und Godlee 1884).
Diese Eingriffe blieben bis zur Mitte des 20. Jahrhunderts mit einer hohen
Morbiditdt und Mortalitat behaftet. Die operative Behandlung maligner Gliome
konnte zwar unter Zuhilfenahme moderner bildgebender Verfahren und durch den
Einsatz intraoperativer Neuronavigationssysteme verbessert werden, jedoch wird
die operative Therapie sowohl durch die charakteristische, mitunter
hemispharentiiberschreitende Tumorzellinfiltration (Giese et al 2003, Shapiro WR
1999), als auch durch die Tatsache, daR die Radikalitat einer Operation unter
funktionellen Aspekten aufgrund der Lage der Tumoren in der Néhe kritischer

neuroanatomischer Strukturen limitiert ist, eingeschrankt.

Obwohl Gliome nur eine méRige bis geringe Strahlenempfindlichkeit besitzen,
fuhrt auch die Bestrahlung, insbesondere nach vorangegangener chirurgischer
Resektion, zu einer Verlangerung der Uberlebenszeit (Walker et al 1978,
Muacevic und Kreth 2003). Eine Ganzhirnbestrahlung bietet hierbei keine
Vorteile gegeniber einer lokalen Bestrahlung (Leibel und Sheline 1987). Zum
derzeitigen Standard gehort deshalb die adjuvante lokale Strahlentherapie in einer
Dosis von 54-60 Gy in 30 Einzeldosen (Kortmann et al 2003).



In der Primartherapie der malignen Gliome war der Wert der Chemotherapie
zusatzlich zur Strahlentherapie lange Zeit nicht eindeutig gesichert (Kortmann et
al 2003, Prados und Levin 2000, Shapiro WR und Shapiro JR 1998). Als adjuvant
verabreichte Chemotherapeutika kamen hauptséchlich Alkylantien zum Einsatz
(Nieder 2002, Poeck und Hacke 2001), vor allem die die Blut-Hirn-Schranke
penetrierenden Nitrosoharnstoffe wie BCNU, CCNU, PCNU und Fotemustin,
aber auch andere Substanzen wie z.B. Procarbazin oder Temozolamid, welches
z.T. alkylierende Wirkung besitzt (Krauseneck und Mdller 1995). Ein weit
verbreitetes Chemotherapieverfahren ist eine Kombinationstherapie aus CCNU,
Procarbazin und Vincristin  (Levin et al 1985). Die Erfolge der
Chemotherapieverfahren waren jedoch lange Zeit uneinheitlich. Nur fur einzelne
Patientenkollektive mit bestimmten prognostischen Faktoren wie z.B. jlingerem
Lebensalter oder oligodendroglialem Tumoranteil konnte eine
Lebenszeitverlangerung durch adjuvante Chemotherapie beobachtet worden
(Cairncross et al 1994, Kortmann et al 2003, Fine et al 1993).

Erst in jlngster Zeit konnte im Rahmen klinischer Phase 111 Studien eine klinisch
bedeutsame und statistisch signifikante Verlangerung der Uberlebenszeit von
Glioblastompatienten durch adjuvante Chemotherapien erreicht werden. Es
konnte gezeigt werden, dafll sowohl die Implantation von BCNU-getrankten
Schwammchen (Gliadel®) in die Tumorresektionshéhle als auch die orale Gabe
von Temozolamid (Temodal®) wahrend und nach der adjuvanten Bestrahlung die
mediane Uberlebenszeit von Glioblastompatienten verliangert (Stupp et al 2005,
Combs et al 2005, Westphal et al 2003).

1.3. Die VDEPT als therapeutischer Ansatz

Die bis zum heutigen Tage zur Verfugung stehenden Behandlungsmdglichkeiten
kdnnen die Lebenserwartung von Gliompatienten lediglich um mehrere Monate
verlangern, sind jedoch nicht imstande sie zu heilen (Mahaley et al 1989). Daher
wird in vielen experimentellen Ansdtzen nach weiteren Verbesserungen der

Therapiemdglichkeiten gesucht.



Ein solcher Ansatz ist die gentherapeutische Behandlung von Tumoren.
Rekombinante DNS-Technologien und molekularonkologische Erkenntnisse
kénnen uns heute neue Maoglichkeiten er6ffnen, Medikamente selektiv auf
Tumorzellen wirken zu lassen. Der am hé&ufigsten verfolgte gentherapeutische
Ansatz ist die sogenannte Virus Directed Enzyme/Prodrug Therapy (VDEPT)
(Moolten 1986, Culver et al 1992).

Hierbei wird durch virale Vektoren die genetische Information fir die
Thymidinkinase des Herpes Simplex Virus Typ 1 (HSV-tk) in Tumorzellen
eingebracht. Bei diesen transfizierten Tumorzellen wird, im Gegensatz zu den
normalen Zellen, die virale Thymidinkinase exprimiert. Dadurch werden die
Zellen fur eine medikamenttse Behandlung mit antiviralen Nukleotidanaloga
selektiv empfindlich. Diese antiviralen Nukleotidanaloga werden als Prodrugs
bezeichnet, weil sie ihre zytotoxische Wirkung nicht direkt, sondern erst nach
intrazellularer enzymatischer Verdnderung entfalten. Die transfizierten
Tumorzellen koénnen somit Prodrug-Verbindungen im Gegensatz zu nicht
transfizierten Zellen selektiv zu hochtoxischen Metaboliten aktivieren (Balzarini
et al 1993).

1.3.1. Aciclovir und Ganciclovir

Im Jahre 1977 wurde mit Aciclovir das erste spezifische Virustatikum entwickelt,
das selektiv durch die virale Thymdinkinase phosphoryliert wird (Fyfe et al 1978,
Elion et al 1977, Schaeffer et al 1978). Aciclovir erwies sich als ein duf3erst
potentes Antiherpetikum, was zur Entwicklung von strukturanalogen Substanzen,
darunter auch 9-(1,3-Dihydroxypropoxymethyl)guanin (Ganciclovir [GCV])
fihrte (de Clerq 1995; s. Abb. 1). Aufgrund seiner besonderen Effektivitit gegen
das Zytomegalievirus wurde GCV zum Mittel der Wahl bei CMV-Infektionen,
insbesondere bei immunsupprimierten Patienten. (Markham und Faulds 1994,
Faulds und Heel 1990).
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Abbildung 1: Strukturformeln von Aciclovir und seinem Strukturanalogon Ganciclovir

Die virale Thymidinkinase des Herpes Simplex Virus Typ 1 kann GCV selektiv
zu GCV-Monophosphat phosphorylieren (Wildner et al 1999; s. Abb. 2). GCV-
Monophosphat wird anschlieBend durch die virale und durch zelluldre
Thymidinkinasen weiter zu GCV-Di- und -Triphosphat phosphoryliert, welches
schliellich den aktiven zellschddigenden Metaboliten darstellt (Matthews und
Boehme 1988).
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Abbildung 2: Schematische Darstellung der selektiven Phosphorylierung von Ganciclovir durch die virale

Thymidinkinase



Die zytotoxische Wirkung resultiert wahrscheinlich einerseits aus dem Einbau in
die DNS mit nachfolgenden DNS-Strangabbriichen und andererseits aus der
kompetitiven Hemmung der viralen und der zelluldaren DNS-Polymerase (Mar et
al 1985, Reardon 1989, de Clerg 1997, Faulds und Heel 1990, Lullmann und
Mohr 1999).

1.3.2. Andere Nukleotidanaloga

Neben GCV kdnnen eine Reihe weiterer Nukleotidanaloga, darunter 5-lodo-2’-
deoxyuridin (Idoxuridin [IDU]), 5-Trifluoromethyl-2’-deoxyuridin (Trifluridin
[TRD]), 5-Bromo-2’-deoxyuridin (Bromodeoxyuridin [BrDU] und (E)-5-(2-
Bromovinyl)-2’-deoxyuridin (Bromovinyldeoxyuridin [BVDU]), den Zelltod von
Herpes-Simplex-Virus Typ 1-Thymidinkinase exprimierenden Zellen induzieren
(Rainov et al 1996, de Clerg 1997). Diese auch in der vorliegenden Arbeit
untersuchten Substanzen sind antiherpetische Virustatika, deren Anwendung beim
Menschen bereits erfolgt ist (de Clerqg 1997).

IDU wurde erstmals im Jahre 1962 zur Behandlung der herpetischen Keratitis
verwendet (Kaufman 1962). Seit 1964 wird auch TRD zur Behandlung der
herpetischen Keratitis verwendet (Kaufman und Heidelberger 1964). BVDU wird
seit vielen Jahren in der topischen Behandlung der Herpeskeratitis eingesetzt
(Maudgal und de Clerg 1991), sowie seit kurzem auch in der Behandlung des
Herpes Zoster (Wutzler et al 1995). BrDU findet als Strahlensensitizer klinische
Verwendung (Prados et al 1998).

1.3.3. Klinische Anwendung

Die Transfektion von Tumorzellen mit dem Gen flr die Herpes Simplex Virus
Typ 1-Thymidinkinase und die Behandlung mit Virustatika stellt einen
innovativen Ansatz zur adjuvanten Therapie humaner Gliome dar (Mizuno et al
1989, Chen et al 1994). Das therapeutische Konzept der VDEPT wurde
demzufolge in verschiedenen Klinischen Studien zur Behandlung des
Glioblastoms erprobt, darunter auch in Phase Il Studien (Ram et al 1997,
Sterman et al 1998, Klatzmann et al 1998, Rainov 2000). Die Ergebnisse dieser



Studien waren bislang allerdings enttduschend. VVon besonderer Bedeutung waren
hierbei die niedrige Effizienz der bislang zur Verfugung stehenden retroviralen
Vektoren bzw. der Vektor-produzierenden Zellen und somit niedrigen in vivo-
Transduktionsraten ~ von  Tumorzellen. Die in vivo  beobachteten
Transduktionsraten lagen unter 1%, und deshalb war auch die Wirksamkeit von
GCV in vivo gering (Hadaczek et al 2005, Shand et al 1999, Rainov 2000).

Daher wird dringend nach Verbesserungen dieser vom Konzept der hohen
Tumorselektivitat der Medikamente her reizvollen Therapieform gesucht, sei es
unter Ausnutzung und Ausweitung des Bystander-Effektes, der Verbesserung der
in vivo Transduktionsraten, z.B. durch adenovirale Vektoren, oder durch
pharmakodynamische Verbesserungen durch Transduktion mit Thymidinkinase-
Varianten, die eine hohere Substratspezifitat fur GCV besitzen (Smitt et al 2003,
Germano et al 2003, Kokoris und Black 2002, Trask et al 2000).

In Zukunft konnten aber, sollten die vorbeschriebenen Schwierigkeiten
hinsichtlich der Applikationsform bei der VDEPT Uberwunden werden, auch
pharmakologische Optimierungsstrategien, z.B. durch Prodrug-
Kombinationstherapien, von Bedeutung sein. Das Prinzip der VDEPT selbst stellt
dann nicht nur fur die Behandlung von Gliomen, sondern auch fir die Behandlung
anderer maligner Erkrankungen oder der graft-versus-host-Reaktion nach

Knochenmarkstransplantationen eine vielversprechende Maoglichkeit dar.

1.4. Arbeitshypothese und Fragestellung

Ausgehend von der Uberlegung, daR sich auch in der klassischen Chemotherapie
eine gute zytostatische Wirkung meist erst durch Kombination verschiedener
Substanzen erzielen [&3t, wurde in Voruntersuchungen im Labor fir
Hirntumorbiologie der Neurochirurgischen Kilinik untersucht, ob &hnliche
synergistische Wirkungssteigerungen der Einzelsubstanzen bei der VDEPT
ebenfalls durch Kombination verschiedener Prodrugs erreicht werden kdnnen. Es
konnte hierbei gezeigt werden, dall z.B. BVDU die Toxizitdt von GCV auf
verschiedene, die Herpes-Simplex-Virus Typ 1-Thymidinkinase exprimierende

Zellinien in vitro potenziert (Hamel et al 2001).



Die Fragestellung der vorliegenden Arbeit ist es zu klaren, inwieweit auch andere

Kombinationen antiviraler Prodrugs zu einer Wirkungsverstarkung fuhren.

Potentielle in vitro-Effekte lassen jedoch keine Rickschlisse auf den in vivo-

Nutzen zu, so dal in vitro beobachtete Effekte durch Tierversuche nachfolgend

validiert werden miissen.

Deshalb sollten die folgenden Fragen ndher untersucht werden:

Welche Prodrug-Kombinationen konnen sich gegenseitig in ihrer
zytotoxischen  Wirkung auf HSV-tk exprimierende Tumorzellen
verstarken? Uber GCV und BVDU hinaus sollen die folgenden, der
Herpes Simplex Virus Typ 1-Thymidinkinase als Substrat dienenden
Substanzen untersucht werden: BrDU, IDU und TRD.

Lasst sich durch die kombinierte Gabe von BVDU und GCV eine
Verstarkung der antitumordésen Wirkungen dieser Prodrugs auch in vivo

beobachten, d.h. in subkutanen Tumoren athymischer Mause?



2. Methoden

2.1. Zellkultur

2.1.1. Zellinien

Die verwendeten Tumorzellinien

OL-STK - Gliom (Ratte)
PA317 (mod. 3T3) - Fibroblasten (Maus)
C6-STK - Gliom (Ratte)
Al72-STK - Gliom

SF295-STK - Gliom

U87-STK - Gliom

U251-STK - Gliom

WIiDR-STK - Coloncarcinom
HCT116-STK - Coloncarcinom

wurden durch Transfektion mit einem die Herpes Simplex Virus Typ 1-
Thymidinkinase exprimierenden STK-Retrovirus im Brain Tumor Research
Center, UCSF, USA, hergestellt (Hamel et al 2001). Als Negativkontrolle wurde
die nicht transfizierte Zellinie 9L-BTRC verwendet. Alle Zellkulturlinien werden
bei —257° C in flissigem Stickstoff gelagert.

Zum Kultivieren wurden die Zellinien in Plastik-Zellkulturflaschen (BD
Biosciences) bei 37° C und 5% CO, in wasserdampfgesattigter Atmosphére
inkubiert. Als Wachstumsmedium dienten 20ml Dulbecco’s MEM (Gibco)
versetzt mit 10% fotalem Kalberserum (Gibco) sowie jeweils 5% 200mM L-
Glutamin (Gibco) und 100mM Na-Pyruvat (Biochrom).

Wenn die Zellen nach drei bis vier Tagen in einer Kulturflasche zu einem dichten
Zellrasen ausgewachsen waren, wurden die Zellen vereinzelt und ca. 5% der
Zellen wurden erneut zur Fortfihrung der Kultur in Kulturflaschen unter den o.g.

Bedingungen inkubiert.
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Hierzu wurde das Nahrmedium steril abgesaugt und die Zellen mit ca. 4ml 10%
Trypsin-EDTA (Gibco) versetzt. Nach 5-10 Minuten weiterer Inkubation hatten
sich die Zellen abgekugelt und waren von der Kunststoffoberfliche der
Kulturflasche abgeschwommen. Die Zellen wurden sodann durch mehrmaliges

Aufziehen und Ausblasen mit einer sterilen 5ml Pipette (Falcon) vereinzelt.

Die Zellen, die nicht zur Aufrechterhaltung der Zellkultur verwendet wurden,

standen fur die Experimente zur Verfiugung.

2.1.2. Medikamente

Untersucht wurden die Wirkungen auf das Tumorzellwachstum fir die
Substanzen GCV (Sigma), BVDU (Berlin Chemie), BrDU (Sigma), IDU (Sigma)
und TRD (Sigma).

Es wurden aus den gelieferten Reinstsubstanzen jeweils Stocklésungen laut
Herstellerangabe hergestellt. GCV wurde in einer Konzentration von 200mM in
H.O geldst. BVDU wurde in einer Konzentration von 10mM in CH,OH gel6st.
BrDU wurde in einer Konzentration von 100mM in 0,1 M NH4OH gelést. IDU
wurde in einer Konzentration von 10,0mM in 1 N NaOH geldst. TRD wurde in
einer Konzentration von 10,0mM in H,O geldst. Die Stocklésungen wurden bei —
20° C gelagert.

Fur die Versuche wurden aus den Stockldsungen jeweils Verdinnungsreihen
hergestellt. Da bei den Versuchen den Zellen zusétzlich zu einer Substanz jeweils
entweder dieselbe Menge Nahrmedium oder dieselbe Menge einer anderen
Substanz zugesetzt wurden, wurden die Substanzen in den Verdinnungsreihen

zweifach konzentriert angesetzt:

GCV: 20nM - 100nM - 200nM — 400nM — 1,0uM - 2,0uM - 4,0uM - 10,0uM
BVDU: 20nM - 50nM - 100nM - 200nM — 1,0uM

BrDU: 200nM - 400nM - 1,0uM - 2,0uM - 5,0uM - 10,0uM - 20,0uM

IDU : 200nM - 400nM - 1,0uM - 2,0uM - 5,0uM — 10,0uM - 20,0uM

TRD : 200nM - 400nM - 1,0uM - 2,0uM - 5,0uM - 10,0uM - 20,0uM
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2.1.3. Proliferationsassay in vitro

Die Zellsuspensionen, die aus der Vereinzelung der Zellinien flr die Experimente
zur Verfugung standen, wurden zundchst 1:1 mit Nahrmedium verdunnt. Eine
Probe wurde dann in einer Neubauer Zahlkammer unter einem
Phasenkontrastmikroskop (Leica) gezahlt. Flr diese Verdiinnungen ergaben sich

Zellkonzentrationen zwischen 5x10* und 2x10° Zellen/ml.

Die Suspensionen wurden dann durch Hinzugabe von N&hrmedium weiter
verdiinnt, bis sich fir ein Volumen von ca. 20ml eine Zellkonzentration von 2x10*
Zellen/ml ergab. Durch mehrmaliges Aufziehen und Ausblasen mit einer sterilen
10ml Pipette (Falcon) wurde diese Zellsuspension gut durchmischt, bevor von
dieser jeweils 100ul mittels einer sterilen 5ml Pipette (Eppendorf) und einer
Pipettierhilfe (Pipetman) in einen Napf einer 96-Napf-Titerplatte (NUNC)
gegeben wurden. Die beimpften 96-Napf-Titerplatten wurden wie die Zellinien

bei 37° C und 5% CO; in wasserdampfgesattigter Atmosphare inkubiert.

Nach 24h Inkubation wurde unter einem Phasenkontrastmikroskop tberprift, ob
die Zellen sedimentiert und am Kunststoff des Napfbodens angeheftet waren.
Sodann wurde das Nahrmedium aus den Napfen steril abgesaugt und die Zellen
entsprechend der nachfolgenden Abbildung (Abb. 3) behandelt.

Jeder Napf sollte mit 100ul einer zu untersuchenden Prodrugkonzentration bzw.
Kombination von Prodrugs gefillt sein. Die linken drei Né&pfe der ersten
horizontalen Reihe stellten die Kontrolle dar und auf diese wurden jeweils 100pl

Né&hrmedium gegeben.
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Abbildung 3: Beschickung der 96-Napf-Titerplatten mit zwei verschiedenen Prodrugs in unterschiedlichen

Konzentrationen

Auf die Ubrigen Napfe der ersten drei vertikalen Reihen und die tbrigen Néapfe der
ersten horizontalen Reihe wurden jeweils nur 50pl Nahrmedium gegeben. Auf
jeden Napf einer horizontalen Reihe mit Ausnahme der drei linken in der ersten
Reihe wurden 50ul einer zu untersuchenden Prodrug in aufsteigender
Konzentration gegeben, auf jeden Napf einer vertikalen Reihe mit Ausnahme der
Néapfe in der obersten horizontalen Reihe wurden jeweils 50ul einer zweiten

Prodrug in aufsteigender Konzentration gegeben.

Nach vollstandiger Beschickung wurden die Zellkulturplatten erneut inkubiert.
Die Proliferation der Zellen in den Na&apfen wurde téglich unter einem
Phasenkontrasmikroskop tberprdift.

Die Auswertung dieser Versuchsanordnung erfolgte, wenn die unbehandelten
Zellen in ihren Né&pfen einen dichten, konfluierenden Zellrasen gebildet hatten.
Ein konfluierender Zellrasen in diesen Né&pfen konnte jeweils zwischen dem

flinften und siebten Tag nach Versuchsbeginn beobachtet werden.
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2.1.4. Qualitative Auswertung

Aus allen Népfen einer 96-Napf-Zellkulturplatte wurde das Medium steril
abgesaugt. Dies geschah, ohne mit der Pasteur-Pipette den Napfboden zu
bertihren, um das unbeabsichtigte Absaugen anhaftender Zellen zu verhindern.
AnschlieBend wurden die Zellen durch Zugabe von 0,1% Kiristallviolett (0,1%
Kristallviolett, 20% CH,OH, 79,9% H,0) fur 20 Minuten fixiert und gefarbt.
Dann wurde das nicht gebundene Kristallviolett unter flieBendem Wasser tber

mehrere Stunden abgespiilt.

2.1.5. Quantitative Auswertung

Bei denjenigen Zellinien und Prodrug-Kombinationen, bei denen die qualitative
Auswertung Hinweise auf wirkungsverstarkende Interaktionen ergab, erfolgte in
einer Wiederholung eine quantitative Auswertung bei den Konzentrationen, bei

denen maximale wirkungsverstarkende Effekte vermutet wurden.

Unter Zugabe von 50ul Trypsin-EDTA wurden die Zellen fur 5 Minuten inkubiert
zur Vereinzelung und Abkugelung. Danach wurden 50ul 0,4% Trypanblau
zugesetzt und die Zellen einige Male zur Durchmischung aufgesaugt und

ausgeblasen.

Im Anschluf3 erfolgte die Z&hlung in einer Neubauer Zahlkammer unter einem
Phasenkontrastmikroskop. Gezahlt wurden die unbehandelten Kontrollen, die
Né&pfe, in denen maximale Effekte beobachtet wurden, und die mit nur einer der
Prodrugs behandelten Kontrollen. Pro Napf wurden jeweils zwei Z&hlungen

durchgefiihrt.
2.2. Tierversuche
In einem ersten Tierversuch sollte untersucht werden, ob GCV einen

dosisabhangigen, proliferationshemmenden Einflu® auf das in vivo Wachstum von
Gliomzellen hat, die mit dem Herpes Simplex Virus Typ 1-Thymidinkinase-Gen
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transfiziert worden sind. In einem folgenden Tierversuch sollte der Einfluf? der

zusétzlichen Gabe von BVDU uberprift werden.

2.2.1. Mause

Fur die Experimente wurde ein subkutanes Tumormodell in athymischen nu/nu-
Nacktmdusen gewdhlt. Die Durchfihrung der Experimente wurde unter der

Antragsnr. 10/00 durch die Freie und Hansestadt Hamburg genehmigt.

Die verwendeten Tiere stammen aus der eigenen Zucht der Versuchstierhaltung
des Universitatsklinikums Hamburg-Eppendorf. Sie wurden in keimarmen
Barriererdumen mit kontrollierter Temperatur und Luftfeuchtigkeit und einem
12h-Tag/Nacht-Rhythmus in Kunststoffkafigen gehalten. Wasser und Futter

standen den Tieren jederzeit zur Verfugung.

Verwendet wurden ausschlielflich weibliche Tiere. Das Alter der Tiere bei
Versuchsbeginn betrug ca. 6-8 Wochen.

2.2.2. Gewinnung der Tumorzellen

Fur die in vivo Experimente wurden Zellen der Linien 9L-STK und SF295-STK

verwendet. Sie wurden auf die oben beschriebene Weise gewonnen.

Pro Tier sollte eine subkutane Injektion von 3x10° Zellen erfolgen und jedem Tier
konnten subkutan maximal 100ul einer Zellsuspension injiziert werden. Daher
wurde die fur den jeweiligen Versuch benétigte Anzahl von Zellen berechnet, und
die Konzentration der aus den Zellinien gewonnenen Zellen wurde durch Zéhlung

in einer Neubauer Zahlkammer unter einem Phasenkontrastmikroskop bestimmt.

Das flr die Tumorzellimplantation jeweils bendtigte Volumen wurde steril
abpipettiert und die Zellsuspension in einer Zentrifuge (Hettich) fiir 5 min bei
1000 U/min zentrifugiert. Der Uberstand wurde steril abpipettiert. Die Zellen
wurden mit 10 ml PBS gewaschen und erneut abzentrifugiert. Dieser VVorgang

wurde wiederholt durchgefihrt, so dal} die Zellen insgesamt dreimal gewaschen
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wurden. Anschliefend wurde den Zellen genau so viel zusatzfreies Dulbecco’s
MEM Nahrmedium zugesetzt, daB die Konzentration der Zellsuspension 3x10’

Zellen/ml betrug.

Die Zellsuspension wurde in 1ml Insulinspritzen (Braun) aufgezogen. Die im
Kunststoffrohrchen verbliebenen Zellen wurden mit 0,4% Trypanblau (Sigma)
gefarbt und unter einem Phasenkontrastmikroskop begutachtet, wobei sich nur

avitale Zellen blau farbten.

2.2.3. Proliferationsassay in vivo

Vor Versuchsbeginn wurden die Tiere randomisiert und durch Ohrmarkierungen
gekennzeichnet. Den Tieren wurden jeweils 100ul der oben beschriebenen

Zellsuspension subkutan in die rechte Flanke injiziert.

Etwa 4 bis 5 Tage nach Tumorzellinjektion hatten sich an den Einstichstellen
kleine solide Tumorknodtchen gebildet. Die Tiere wurden dann uber einen
Zeitraum von 7 Tagen téglich unter Gewichtskontrolle behandelt. Ab dem letzten
Tage der Behandlung wurde die GroRe der soliden Tumoren regelmaRig
bestimmt. Das Tumorvolumen und das Gewicht der Tiere wurden alle zwei Tage

bis zum Versuchsende ermittelt.

Zur  Tumorvolumenbestimmung wurden die Tumorknoten mittels einer
Schubleere in Langs- und Querrichtung ausgemessen, ohne die Tumoren zu
quetschen. Die anndhernde Berechnung der TumorgroRe erfolgte unter

Anwendung der Formel
Volumen=Y:* Breite’*Lange (Dethlefsen et al 1968).
Die Tiere wurden durch Genickbruch in CO,-Narkose getétet, sobald die

Tumoren entweder ulzerierten oder eine GroRe erreichten, die mit einer Belastung

der Tiere einhergingen.
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2.2.3.1. Kontrollbehandlung

Eine Kontrollbehandlung erfolgte durch intraperitoneale Injektion von 150ul
NaCl 0,9% (Braun) sowie fir den zweiten Versuch mit einer zusatzlichen
peroralen Gabe von 100ul Olivendl-DAB (Apotheke UKE) mit einer 1ml

Insulinspritze und einer gebogenen, stumpfen Knopfkaniile.

2.2.3.2. Behandlung mit GCV

Die Behandlung mit GCV (Cymeven®, Hoffmann-La Roche) erfolgte durch
gewichtsabhangige, intraperitoneale Injektionen von 30mg/kgkKG bzw.
80mg/kgKG GCV.

Hierfur wurden 500mg GCV Trockenpulver zunéchst in 10ml NaCl 0,9% (Braun)
geldst und anschlieBend 1:4 mit NaCl 0,9% verdinnt. Von dieser Lésung mit
einer Wirkstoffkonzentration 10mg/ml wurden den Tieren die entsprechende
Menge intraperitoneal (i.p.) injiziert.

2.2.3.3. Behandlung mit BVDU
Die Behandlung mit BVDU erfolgte durch gewichtsabhéngige, perorale
Verabreichung von ca. 60mg/kg KG BVDU mit einer 1ml Insulinspritze und einer

gebogenen, stumpfen Knopfkaniile.

Das BVDU Trockenpulver wurde zuvor in einer Konzentration von 9mg/ml in
Olivenol-DAB gelost.
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3. Ergebnisse

3.1. Auswertung der in vitro-Proliferationsassays

3.1.1. Kombination BVDU/TRD

Beide Substanzen waren flr die verwendeten transfizierten Zellinien zytotoxisch.
Dabei zeigten sich die Zellinien unterschiedlich empfindlich fir die Prodrugs, so
dal eine bestimmte Prodrug-Konzentration bei verschiedenen Zellen
unterschiedlich starke Wirkungen hatte. Eine Wirkungsverstarkung bei
kombinierter Behandlung konnte bei fast allen untersuchten Zellinien beobachtet

werden.

Auf die nicht HSV-tk transfizierte Zellinie 9L-BTRC entfaltete BVDU keine
zytotoxische Wirkung (Abb. 4). TRD hingegen entfaltete auch auf diese Zellinie
eine proliferationshemmende Wirkung ab Konzentrationen von 0,1uM. Aufféllig
war, dal} unter einer fir die 9L-BTRC-Zellinie sicher toxischen Konzentration
von 0,5uM TRD bei der transfizierten 9L-STK noch Zellproliferation zu
beobachten war (Abb. 4).

Bei der 9L-STK-Zellinie waren proliferationshemmende Wirkungen ab
Konzentrationen von 25nM BVDU bzw. 0,5uM TRD zu beobachten. In der
Kombination der Substanzen war die zytotoxische Wirkung gegeniber den
Einzelgaben deutlich erhdht (Abb. 4). Da hier wirkungsverstarkende Effekte zu
erkennen waren, erfolgte in einer nachfolgenden Wiederholung des Experimentes
eine Quantifizierung: Unter 25nM BVDU betrug die Fraktion berlebender Zellen
nach 5-tdgiger Inkubation 79,7% und nach Inkubation mit 0,5um TRD 43,8% im
Vergleich zur unbehandelten Kontrollgruppe. Nach kombinierter Inkubation
fanden sich noch 10,3% der Zellen (Abb. 5.).
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Abbildung 4: Mit Kristallviolett gefarbte und fixierte 96-Napf-Titerplatten nach Behandlung mit BVDU und
TRD
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Abbildung 5: graphische Darstellung der Quantifizierung der proliferationshemmenden Wirkungen von
BVDU und TRD bzw. ihrer Kombination auf die 9L-STK Zellinie; Mittelwerte und Standardabweichungen
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Einen &hnlichen Effekt hatte die kombinierte Behandlung mit BVDU und TRD
auf die HCT116-STK Zellinie. Die Farbung und Fixierung mit Kristallviolett
ergab Hinweise fur eine wirkungsverstarkende Interaktion ab Konzentrationen
von BVDU 10nM und TRD 0,2uM (Abb. 4). Im Rahmen der Quantifizierung
ergaben sich maximal wirkungsverstarkende Effekte fir die Kombination aus
BVDU 50nM und TRD 0,2uM. Nach Inkubation mit 50nM BVDU bzw. 0,2um
TRD betrugen die Fraktionen (berlebender Zellen 9,4% bzw. 53,0%. Nach
kombinierter Inkubation betrug sie lediglich noch 1,1% (Abb. 6).

HCT116-STK

0,1

T

Fraktion Uberlebender Zellen

0,01

Kontrolle BVDU 50nM TRD 0,2uM BVDU+TRD

Abbildung 6: graphische Darstellung der Quantifizierung der proliferationshemmenden Wirkungen von
BVDU und TRD bzw. ihrer Kombination auf die HCT116-STK Zellinie; Mittelwerte und Standardabweichungen

Auch bei der SF295-STK Zellinie konnte bei kombinierter Behandlung mit
BVDU und TRD eine verstarkte Proliferationshemmung beobachtet werden. Die
Inkubation mit 50nM BVDU oder 2,5uM TRD hatte jeweils leichte toxische
Effekte, wohingegen die kombinierte Inkubation in diesen Konzentrationen zu
einer deutlichen Wachstumshemmung fuhrte (Abb. 4). Die Quantifizierung ergab
eine Fraktion Uberlebender Zellen nach Behandlung mit 50nM BVDU von 92,4%
und nach Behandlung mit 2,5um TRD von 26,7%. Nach kombinierter
Behandlung betrug die Fraktion tberlebender Zellen nur noch 3,1% (Abb. 7).
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Abbildung 7: graphische Darstellung der Quantifizierung der proliferationshemmenden Wirkungen von BVDU
und TRD bzw. ihrer Kombination auf die SF295-STK Zellinie; Mittelwerte und Standardabweichungen

Eine Wirkungsverstarkung im Vergleich zur Toxizitdt der Einzelsubstanzen
konnte auch bei der C6-STK Zellinie gesehen werden. Eine maximale
Wirkungsverstarkung wurde in der Kombination aus 100nM BVDU und 0,5uM
TRD beobachtet. Diese Kombination flihrte zu einer Fraktion tiberlebender Zellen
von 5,2% im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle. Nach alleiniger Behandlung
mit BVDU und TRD in den eben genannten Konzentrationen betrugen die
Fraktionen uberlebender Zellen 37,5% fur BVDU bzw. 34,9% fir TRD (Abb. 8).

C6-STK

0,1

Fraktion Uberlebender Zellen

0,01

Kontrolle BVDU 100nM TRD 0,5uM BVDU+TRD

Abbildung 8: graphische Darstellung der Quantifizierung der proliferationshemmenden Wirkungen von
BVDU und TRD bzw. ihrer Kombination auf die C6-STK Zellinie; Mittelwerte und Standardabweichungen
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Bei den Zellinien A172-STK, U87-STK, U251-STK und WiDR-STK konnten
ebenfalls leichte wirkungsverstarkende Effekte dieser Kombinationsbehandlung
festgestellt werden (Abb.9). Fir die A172-STK und die U87-STK Zellinien
konnten Wirkungsverstarkungen bei der Kombination aus 100nM BVDU und
1,0uM TRD, fir die U251-STK und die WIDR-STK Zellinien konnten
Wirkungsverstarkungen bei Kombination aus 100 bzw. 500nM BVDU und 1,0uM
TRD gesehen werden (Abb. 9). Diese Effekte waren jedoch nicht so deutlich wie
bei den bereits oben erwéhnten Zellinien, so dal auf eine weitere Quantifizierung

verzichtet wurde.
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Abbildung 9: mit Kristallviolett gefarbte und fixierte 96-Napf-Titerplatten nach Behandlung mit BVDU und
TRD
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Eine solche Wirkungsverstarkung konnte bei der PA317 Zellinie nicht beobachtet
werden (nicht abgebildet), wobei die Einzelsubstanzen ab Konzentrationen von
100nM (BVDU) bzw. 0,5 uM (TRD) proliferationshemmende Wirkungen hatten,.

3.1.2. Kombination GCV/TRD

GCV zeigte als Monosubstanz eine zytotoxische Wirkung auf die untersuchten
HSV-tk transfizierten Zellinien. Auf die nicht transfizierte Zellinie 9L-BTRC
hatte GCV keine zytotoxische Wirkung. Eine Wirkungsverstarkung bei
kombinierter Behandlung mit TRD konnte, in unterschiedlicher Auspragung, bei

der Mehrzahl der untersuchten transfizierten Zellinien beobachtet werden.

Erneut zeigte sich TRD fur die nicht transfizierte 9L-BTRC Zellinie in geringerer
Konzentration toxisch als fir die transfizierte 9L-STK Zellinie (Abb. 10).

Bei der 9L-STK Zelle fanden sich leichte proliferationshemmende Wirkungen
von GCV ab Konzentrationen von 100nM und von TRD ab Konzentrationen von
0,5uM (Abb. 10). In der Kombination beider Prodrugs lielR sich eine deutliche
Wirkungsverstarkung feststellen (Abb. 10). Diese Wirkungsverstarkung wurde
nachfolgend quantifiziert. Es ergab sich  hierbei eine  maximale
Wirkungsverstarkung in der Kombination aus 100nM GCV und 1,0uM TRD. Bei
alleiniger Inkubation mit GCV in der entsprechenden Konzentration ergab sich
eine Fraktion Uberlebender Zellen von 65,0% im Vergleich zur unbehandelten
Kontrolle. Die entsprechende Fraktion tberlebender Zellen nach Inkubation mit
1,0uM TRD betrug 12,7%. Nach kombinierter Inkubation mit 100nM GCV und
1,0um TRD uberlebten im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle lediglich 0,4%
der Zellen (Abb. 11).
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Abbildung 10: mit Kristallviolett gefarbte und fixierte 96-Napf-Titerplatten nach Behandlung mit GCV und
TRD
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Abbildung 11: graphische Darstellung der Quantifizierung der proliferationshemmenden Wirkungen von
GCV und TRD bzw. ihrer Kombination auf die 9L-STK Zellinie; Mittelwerte und Standardabweichungen



24

Bei der SF295-STK Zellinie konnte bei kombinierter Behandlung mit GCV und
TRD ebenfalls eine verstarkte Proliferationshemmung beobachtet werden. Die
Inkubation mit 10nM GCV oder 2,5uM TRD hatte jeweils einen maRigen
toxischen Effekt, der bei kombinierter Inkubation in diesen Konzentrationen
deutlich starker war (Abb. 10). Die nachfolgende Quantifizierung ergab eine
Fraktion Uberlebender Zellen nach Behandlung mit 10nM GCV von 39,3% und
nach Behandlung mit 2,5um TRD von 27,3%. Nach kombinierter Behandlung
betrug die Fraktion Gberlebender Zellen noch 2,5% (Abb. 12).

SF295-STK
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Fraktion tUberlebender Zellen
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Kontrolle GCV 10nM TRD 2,5uM TRD+GCV

Abbildung 12: graphische Darstellung der Quantifizierung der proliferationshemmenden Wirkungen von
GCV und TRD bzw. ihrer Kombination auf die SF295-STK Zellinie; Mittelwerte und Standardabweichungen

Ahnliche Effekte zeigte die Behandlung mit GCV und TRD bei der WiDR-STK
Zellinie. Die Inkubation mit 200nM GCV bzw. 1,0um TRD alleine fiihrte nur zu
einer leichten Proliferationshemmung. Die kombinierte Inkubation fiihrte zu einer
wesentlich  starkeren Hemmung des Zellwachstums (Abb. 10). Bei
Quantifizierung dieses Effektes ergab sich fir die alleinige Inkubation mit 200nM
GCV eine Fraktion U(berlebender Zellen von 33,7% im Vergleich zur
unbehandelten Kontrolle. Fiir die alleinige Inkubation mit 1,0uM TRD ergab sich
eine Fraktion (berlebender Zellen von 69,5%. Die kombinierte Inkubation
Uberlebten nur 6,2% der Zellen (Abb. 13).
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Abbildung 13: graphische Darstellung der Quantifizierung der proliferationshemmenden Wirkungen von
GCV und TRD bzw. ihrer Kombination auf die WiDR-STK Zellinie; Mittelwerte und Standardabweichungen

Die Kombination von GCV und TRD fiihrte auch bei der HCT116-STK Zellinie
zu einer verstarkten Proliferationshemmung verglichen mit der jeweils alleinigen
Inkubation. Ein maximaler Effekt ist hier fur die Kombination aus 100nM GCV
und 0,2uM TRD zu erkennen gewesen (Abb. 14).

Eine nachfolgende quantitative Auswertung ergab bei alleiniger Inkubation mit
100nM GCV eine Fraktion tberlebender Zellen von 29,8% verglichen mit der
unbehandelten Kontrolle. Nach alleiniger Inkubation mit 0,2uM TRD lebten noch
53,0% der Zellen verglichen mit der unbehandelten Kontrolle. Die kombinierte
Inkubation flihrte zu einer Fraktion tberlebender Zellen von nur noch 3,6% (Abb.
15).
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Abbildung 14: mit Kristallviolett gefarbte und fixierte 96-Napf-Titerplatten nach Behandlung mit GCV und
TRD

HCT116-STK

Fraktion tUberlebender Zellen

GCV 100nM GCV+TRD

Kontrolle

TRD 0,2uM

Abbildung 15: graphische Darstellung der Quantifizierung der proliferationshemmenden Wirkungen von
GCV und TRD bzw. ihrer Kombination auf die HCT116-STK Zellinie; Mittelwerte und Standardabweichungen
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Bei der A172-STK Zellinie liel? sich durch die Kombination von GCV und TRD
eine allenfalls leichte Wirkungsverstarkung der Einzelsubstanzen nachweisen. Der
wirkungsverstarkende Effekt, der insbesondere bei der kombinierten Inkubation
mit 500nM GCV und 1,0uM TRD gesehen werden konnte (Abb. 14), war jedoch

schwach, so daR auf eine Quantifizierung verzichtet wurde.

Ahnlich verhielt es sich mit der U251-STK Zellinie. Auch hier wurde auf die
Quantifizierung des nur leicht wirkungsverstarkenden Effektes verzichtet. Man
erkennt einen schwachen Effekt bei der kombinierten Inkubation mit 100nM GCV
und 1,0uM TRD (Abb. 14).

Keine wirkungsverstarkenden Effekte bei Behandlung mit GCV und TRD fanden
sich bei den Zelllinien C6-STK (Abb. 14), PA317 und U87-STK (nicht
abgebildet).

3.1.3. Kombination GCV/BrDU

BrDU war fur alle HSV-tk transfizierten Zellinien dosisabhangig zytotoxisch
(Abb. 16, 18). Auf die nicht transfizierte 9L-BTRC Zellinie hatte BrDU, ebenso
wie GCV, keinen zytotoxischen Effekt (Abb. 16)

Jedoch war das Wachstum von 9L-STK Zellen unter Inkubation mit BrDU
dosisabhéngig gehemmt (Abb. 16). Wéhrend Dosen von bis zu 0,2uM BrDU nur
wenig Effekt auf das Wachstum dieser Zellinie hatten, kam es bei Inkubation mit
0,5uM zu einer stark reduzierten Zellproliferation. Bei dieser Konzentration
zeigte sich eine Wirkungsverstarkung zusammen mit GCV in den
Konzentrationen von 100nM und 200nM (Abb. 16).

Die nachfolgende quantitative Auswertung ergab den stérksten Effekt bei der
kombinierten Inkubation der 9L-STK Zellinie mit 0,5uM BrDU und 200nM
GCV. Die alleinige Inkubation mit 0,5uM BrDU fiihrte zu einem Uberleben von
12,3% der Zellen im Vergleich mit der unbehandelten Kontrolle. Nach Inkubation
mit 200nm GCV lebten noch 24,3% der Zellen. Die Fraktion tiberlebender Zellen
nach kombinierter Inkubation betrug lediglich 1,6% (Abb. 17).
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Abbildung 16: mit Kristallviolett gefarbte und fixierte 96-Napftiterplatten nach Behandlung mit GCV und BrDU
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Abbildung 17: graphische Darstellung der Quantifizierung der proliferationshemmenden Wirkungen von
GCV und TRD bzw. ihrer Kombination auf die HCT116-STK Zellinie; Mittelwerte und Standardabweichungen
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Bei den Ubrigen Zellinien fanden sich keine Hinweise flir eine

Wirkungsverstarkung der GCV-Toxizitédt durch zusatzliche Gabe von BrDU.

Dariiberhinaus auffallig war, dal} die Inkubation der SF295-STK Zellinie mit
BrDU einen hemmenden Effekt auf die GCV-Wirkung hatte (Abb. 18). Man
erkennt deutlich, daB auf diese Zellinie die alleinige Gabe von 50nM GCV bereits
einen deutlichen wachstumshemmenden Effekt hat, der bei zusétzlicher Gabe von
BrDU bis zu Dosen von 2,5uM abnimmt (Abb. 18).
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Abbildung 18: mit Kristallviolett gefarbte und fixierte 96-Napftiterplatten nach Behandlung mit GCV und
BrDU
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3.1.4. Kombination GCV/IDU

Auch IDU war dosisabhéangig proliferationshemmend auf die untersuchten HSV-

tk transfizierten Zellinien. IDU war erst in hohen Konzentrationen leicht
wachstumshemmend fur die nicht transfizierte Zellline 9L-BTRC, wohingegen
zytotoxische Effekte auf die transfizierte 9L-STK Zellinie bereits bei deutlich

niedrigeren Konzentrationen zu beobachten waren (Abb. 19, 20).
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Abbildung 19: mit Kristallviolett gefarbte und fixierte 96-Napftiterplatten nach Behandlung mit GCV und IDU
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Auf die Zellinien 9L-STK, HCT116-STK, WiDR-STK und U251-STK entfalteten
GCV und IDU dosisabhdngige zytotoxische Wirkungen, ohne dall es bei
kombinierter Inkubation zu einer Wirkungsverstarkung kam (Abb. 19, U251-STK
nicht abgebildet).

Auf die Zellinien A172-STK und PA317 hatte die Inkubation mit IDU nur
schwache proliferationshemmende Effekte. Eine Wechselwirkung zwischen GCV
und IDU konnte bei kombinierter Inkubation nicht beobachtet werden (Abb. 20,
PA317 nicht abgebildet).
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Abbildung 20: mit Kristallviolett gefarbte und fixierte 96-Napftiterplatten nach Behandlung mit GCV und IDU
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Ahnlich wie bei der Behandlung mit BrDU konnte bei der SF295-STK Zellinie
durch die zusatzliche Gabe von IDU eine Abschwachung der GCV-induzierten
Proliferationshemmung beobachtet werden. Dieser Effekt wurde noch deutlicher
sichtbar, als die SF295-STK Zelle mit hohen, sicher toxischen Dosen GCV
behandelt wurde. Man erkennt z.B. noch deutliche Zellproliferation bei
kombinierter Inkubation mit 2100nM GCV und 1,0uM IDU, obwohl sich nach
alleiniger Inkubation mit 100nM GCV keine Zellen mehr durch die
Kristallviolett-Farbung darstellen lieRBen (Abb. 20).

Eine ahnliche Beobachtung konnte fir die Kombination GCV/IDU bei den
Zellinien C6-STK und U87-STK gemacht werden. Bei der C6-STK Zellinie war
die kombinierte Inkubation mit 50nM GCV und 2,5uM IDU weniger zytotoxisch
als die alleinige Inkubation mit GCV. Bei der U87-STK Zellinie war die
kombinierte Inkubation mit 200nM GCV und 1,0uM IDU weniger zytotoxisch als
die alleinige Inkubation mit GCV (Abb 20).
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3.1.5. Zusammenfassung

Insgesamt fanden sich bei den untersuchten Zellinien unterschiedliche Effekte der
einzelnen Medikamentenkombinationen. Die Ergebnisse sind in Tabelle 1

zusammengefalit:
Zellinie GCV+TRD | BVDU+TRD| GCV+BrDU | GCV+IDU | GCVv+BVDU
(Harrel et al 2001)
9L-STK + + + 0 N
PA317 o) 0 o) 0 "
C6-STK o) + 0 ] 0
Al172-STK (+) ) 0] o] +
SF295-STK + + ] ) +
UB7-STK o) ©) o) - +
U251-STK (+) +) 0] o] +
WIDR-STK + ) 0] @] O
HCT116-STK + + 0] @) )

Tabelle 1: Interaktionen von Prodrugkombinationen in vitro; + = Wirkungsverstirkung; O = keine

Interaktion; - = Wirkungsabschwachung; () = schwache Wirkung
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3.2. Auswertung der Tierversuche

Fur die Tierversuche entschied man sich fur die SF295-STK Zellinie. Die SF295
Zellinie ist eine weit verwendete Zellinie in subkutanen Mausmodellen und auch
die STK-Variante wurde in Mausmodellen untersucht (Sturtz et al 1997). Aus den
oben beschriebenen Ergebnissen und aus Voruntersuchungen zeigt sich zudem,
dai? diese Zellinie in vitro besonders sensibel auf die Behandlung mit antiviralen

Substanzen reagiert (Hamel et al 2001).

Allerdings konnte selbst unter Erhéhung der Zahl der injizierten Zellen auf 5*10°
Zellen/Tier kein konstantes subkutanes Tumorwachstum beobachtet werden.
Daher wurden die Tierversuche schlieflich mit 9L-STK Zellen durchgefihrt, die

zuverldssig zu groBRen subkutanen Tumoren wuchsen.

Abbildung 21: HE-Schnitt eines subkutanen 9L-STK Tumors, 10-fache VergréRerung

3.2.1. Behandlung mit GCV

In einer ersten Versuchsanordnung sollte Gberprift werden, ob GCV das
Wachstum subkutan implantierter Tumoren dosisabhéngig beeinflusst. Hierbei
konnte anhand der in zweitdgigen Abstdnden bestimmten Tumorvolumina eine
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eindeutige Beziehung zwischen GCV-Dosis und Tumorvolumen festgestellt

werden. Unter der Behandlung mit GCV verstarb keines der Tiere vorzeitig.

Bei den Tieren der mit 100ul NaCl 0,9% i.p. behandelten Kontrollgruppe kam es
zu  einem  kontinuierlichen ~ Tumorwachstum.  Ein  durchschnittliches
Tumorvolumen von tber 1000mm? wurde bei dieser Gruppe nach 20 Tagen post

implantationem erreicht (Abb. 22).

Demgegenuber fand sich bei den Tieren, die mit GCV 30mg/kgKG i.p. ein
verzogerter Anstieg der mittleren Tumorvolumina. Ein durchschnittliches
Tumorvolumen von tber 1000mm® wurde nach 33 Tagen post implantationem
erreicht (Abb. 22).

Messzeitpunkte

—— a0l 09% —B— COVBOMYkgKG GOVOMGhKG

Abbildung 22: Mittelwerte der Volumina der subkutanen 9L-STK-Tumoren behandelt mit GCV und einer
NaCl-Kontrolle im zeitlichen Verlauf, die Standardabweichungen sind als Balken dargestellt; erste Messung 6

Tage nach Behandlungsbeginn, Messungen alle zwei Tage.



36

Dieser proliferationshemmende Effekt des i.p. verabreichten GCV wurde bei
Erhohung der verabreichten Dosis auf 80mg/kgKG noch deutlicher. Ein
durchschnittliches Tumorvolumen von {iber 1000mm?® wurde bei dieser Gruppe
von Tieren erst nach 39 Tagen post implantationem erreicht (Abb. 22).

3.2.2. Behandlung mit GCV und BVDU

In einem folgenden Experiment sollte nun untersucht werden, ob die zusétzliche
Gabe von BVDU 60mg/kgKG den Effekt der i.p. Gabe von GCV verstarken kann.
Unter der Behandlung verstarb kein Tier vorzeitig an medikamentds-toxischen
Wirkungen. Ein Tier aus der Gruppe der mit BVDU 60mg/kgKG und GCV
80mg/kgKG behandelten Tiere verstarb an Tag 3 der Behandlung aufgrund eines
Applikationsfehlers.

Bei den Tieren der Kontrollgruppe kam es wie im Vorversuch zu einem
sofortigen, steten Anstieg der Tumorvolumina. Ein mittleres Tumorvolumen von

tiber 10000mm®wurde nach 18 Tagen post implantationem erreicht (Abb. 23).

Entsprechend den Ergebnissen des vorangegangenen Tierversuches kam es bei der
Behandlung der Tiere mit GCV 80mg/kgkG zu einem deutlich spéater
einsetzenderen und langsameren Anstieg der Tumorvolumina, nach 40 Tagen post
implantationem betrug das mittlere Tumorvolumen erstmalig tber 1000mm?
(Abb. 23).

Die alleinige perorale Verabreichung von BVDU 60mg/kgKG hatte keinen Effekt
auf das Tumorwachstum im Vergleich zur Kontrollgruppe. Hier lag das mittlere
Tumorvolumen ebenfalls nach 18 Tagen post implantationem erstmalig Uber
1000mm? (Abb. 23).

Auch bei kombinierter Gabe von BVDU 60mg/kgKG und GCV 80mg/kg KG
zeigte sich keine signifikante Veranderung des Tumorwachstums im Vergleich
zur alleinigen Gabe von GCV 80mg/kgKG. Das mittlere Tumorvolumen lag

erstmalig nach 38 Tagen post implantationem tber 2000mm? (Abb. 23).
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Abbildung 23: Mmittelwerte der Volumina der subkutanen 9L-STK-Tumoren behandelt mit GCV, GCV + BVDU

und einer NaCl-Kontrolle im zeitlichen Verlauf, die Standardabweichungen sind als Balken dargestellt; erste

Messung 6 Tage nach Behandlungsbeginn, Messungen alle zwei Tage.

Bei der Kombination aus BVDU 60mg/kgKG und GCV 30mg/kgKG konnte ein
mittleres Tumorvolumen von (iber 1000mm® erstmalig nach 34 Tagen post
implantationem beobachtet werden. Es fand sich damit keine signifikante
Verénderung des Tumorwachstums im Vergleich mit dem Tumorwachstum bei
alleiniger Gabe von CGV 30mg/kgKG, wie es im ersten Versuch beobachtet
werden konnte (Abb. 23).
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4. Diskussion

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob die Gabe
unterschiedlicher  Virustatikakombinationen einen proliferationshemmenden
Effekt auf das Wachstum von malignen Gliomzellen hat, in die zuvor durch
Transfektion die genetischen Informationen flr die Herpes Simplex Virus Typ 1-

Thymidinkinase eingebracht wurden.

Insgesamt konnte bestatigt werden, dall HSV-tk positive Zellen hochsensitiv
gegenlber antiviralen Prodrugs sind, wie es zuvor in zahlreichen Untersuchungen
gezeigt werden konnte (Maleniak et al 2001, Grignet-Debrus et al 2000, Sturtz et
al 1997, Rainov et al 1996).

4.1. In vitro Versuche

Die in vitro Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dal3 die verwendeten
Substanzen GCV, BVDU, BrDU, IDU und TRD auf die untersuchten, die Herpes

Simplex Virus Typ 1-Thymidinkinase exprimierenden Zellinien toxisch wirken.

Dabei waren GCV und BVDU {ber alle untersuchten Zellinien betrachtet bereits
in niedrigeren Dosierungen zytotoxisch als TRD, IDU oder BrDU. Dies l&sst sich
durch die Tatsache erklaren, da® GCV und BVDU besonders effektive Substrate
der Herpes Simplex Typ 1-Thymidinkinase sind (Balzarini et al 1993), wobei
auch andere Mechanismen eine Rolle spielen mdgen.

Dartiberhinaus lieR sich auch auf die nicht transfizierte Zellinie 9L-BTRC ein
zytotoxischer Effekt von TRD und, in geringerem MaRe, auch von IDU
feststellen. Auffallend dabei ist, da? TRD auf die nicht transfizierte 9L-BTRC
bereits in niedrigeren Dosen zytotoxisch war als auf die transfizierte 9L-STK

Zellinie.

Die zytotoxische Wirkung von TRD auch auf HSV-tk negative Zellen ist bereits
oft beobachtet worden. TRD besitzt nur geringe strukturelle Unterschiede zu

Thymidin und wird nicht nur durch die virale sondern auch die zellulére
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Thymidinkinase phosporyliert und anschlieRend in die DNS auch nicht-
transfizierter Zellen eingebaut (Temmink et al 2005, Wigdahl und Parkhurst
1981). Dies erklart auch die myelosuppressiven, mutagenen und teratogenen
Effekte, die nach systemischer TRD-Gabe beim Menschen beobachtet worden
sind (de Clerg 1996).

Im Gegensatz zu den Ubrigen verwendeten Prodrugs wird IDU nicht nur durch die
virale, sondern auch durch die zelluld&re Thymidinkinase zum Monophosphat
phosphoryliert (Schuerman et al 2003). Da die virale Thymidinkinase jedoch eine
breitere Substratspezifitat besitzt als die zelluldre (Spadari et al 1992), erfolgt die
Phosphorylierung vorwiegend Uber die virale Thymidinkinase und der
zytotoxische Effekt ist hauptséchlich in HSV-tk positiven Zellen zu finden
(Schuerman et al 2003).

Die Tatsache, daB TRD auf die transfizierte Zellinie 9L-STK weniger zyotoxisch
war, liegt moglicherweise an einer erhéhten Aktivitdt der Thymidin-
Phosphorylase in der transifizierten Zellinie, wobei die Enzymaktivitdt im

Rahmen dieser Arbeit nicht untersucht wurde.

Ziel einer kombinierten Behandlung mit verschiedenen Prodrugs ist das
Ausnutzen moglicher wirkungsverstarkender Effekte, so dal} durch eine jeweils
niedrigere Dosis der Einzelsubstanzen auch die Nebenwirkungen reduziert werden

kdnnen.

Nach den Ergebnissen der in vitro Untersuchungen sind die Kombinationen aus
GCV/TRD und TRD/BVDU besonders zur Behandlung HSV-tk transfizierter
Zellen geeignet, denn Wirkungsverstarkungen waren bei diesen Prodrug-
Kombinationen bei der Mehrzahl der untersuchten Zellinien zu beobachten: Die
Kombination von BVDU und TRD fiihrte zu einer Wirkungsverstarkung bei acht
von neun untersuchten Zellinien. Die Kombination von GCV und BVDU fihrte

zu Wirkungsverstarkungen bei sechs von neun untersuchten Zellinien.

Eine wirkungsverstarkende Interaktion zweier Prodrugs ist dann zu erwarten,

wenn diese ihre zytotoxische Wirkung Uber unterschiedliche Mechanismen
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entfalten. Der Effekt, den bei kombinierter Behandlung parallel ablaufende,
mechanistisch unterschiedliche Einwirkungen auf den Zellteilungsmechanismus
haben, ist dann so groR, daR die zelluldren Kompensationsversuche zu einem
hoheren Prozentsatz scheitern als nach alleiniger Gabe einer Prodrug mit der

Folge, dal3 vermehrt Zellen apoptotisch werden.

Erklart werden kann die zytotoxische Wirkung aller im Rahmen der vorliegenden
Arbeit verwendeten Prodrugs auf die transfizierten Zellinien zumindest dadurch,
dal diese Substanzen nach Phosphorylierung durch die virale Thymidinkinase zu
Monophosphaten und durch weitere Phosphorylierung durch die virale und die
zelluldre Thymidinkinase zu Triphosphaten als Antimetabolite in die DNS
inkorporiert werden, so dafl der DNS-Strang als Matrize nicht mehr
funktionsféhig ist (Lillmann und Mohr 1999).

Dariiberhinaus ist bekannt, dall GCV seine zytotoxische Wirkung wenigstens tber
zwei unterschiedliche Mechanismen entfaltet: erstens, nach Phosphorylierung
zum jeweiligen Triphosphat durch Einbau in die zellulare DNS mit nachfolgenden
Strangabbriichen sowie zweitens, durch Hemmung der viralen und zelluldren
DNS-Polymerase (de Clerg 1997, Faulds und Heel 1990, Reardon 1989, Mar et al
1985).

Die Hemmung der DNS-Polymerase hat zur Folge, dafl die zellulare DNS
Reparatur, z.B. nach Einbau falscher DNS-Bausteine, nicht suffizient ist, was den

Zelltod nach sich ziehen kann.

Das durch die virale Thymidinkinase aktivierte BVDU greift ebenfalls auf
unterschiedlichen Wegen in den zellularen Regelkreislauf ein: BVDU-MP hemmt
die zellulare Thymidilatsynthase und BVDU-TP wird in die DNS als
Antimetabolit inkorporiert (Wildner et al 1999, Hamel et al 2001, Balzarini et al
1987, Balzarini et al 1993, Shigeta et al 1985).

Die Thymidilatsynthase ist das fur die Thyminnukleotid-Synthese verantwortliche
zelluldre Enzym, welches die Methylierung von Desoxyuridinmonophosphat zu

Thymidinmonophophat katalysiert (L6ffler 1997).
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Neben BVDU kann aber auch TRD die zelluldre Thymidilatsynthase hemmen,
nachdem es durch die virale, aber auch durch die zelluldare Thymidinkinase zum
Monophosphat phosphoryliert worden ist. TRD-MP bindet kovalent an die
Thymidilatsynthase und hemmt dadurch deren Aktivitat (Temmink et al 2005).

Durch diese unterschiedlichen zellbiologischen Mechanismen kann die
Wirkungsverstarkung, die im Rahmen der vorliegenden Arbeit insbesondere bei
Kombination der Prodrugs GCV, TRD und BVDU gesehen werden konnte, gut

erklart werden.

Unklar ist bislang allerdings, welcher der Mechanismen fir die zytotoxische
Wirkung von BVDU verantwortlich ist. Einerseits soll die Hemmung der
Thymidilatsynthase der entscheidende BVDU-Effekt sein (Balzarini et al 1987),
andererseits hemmt BVDU die Thymidilatsynthase, auch ohne da es zu
zytotoxischen Effekten kommt (Hamel et al 2001, Wildner et al 1999) . In einer
Studie konnte zudem keine Beziehung zwischen den zytotoxischen Dosen und
den die Thymidilatsynthase hemmenden Dosen gesehen werden (Hamel et al
2001).

Wenn die zytotoxische Wirkung von BVDU und auch TRD auf der Hemmung der
Thymidilatsynthase beruhte und die Hemmung der Thymidilatsynthase der Grund
fur  die  Wirkungsverstairkung von GCV  wadre, dann  missten
Wirkungsverstarkungen, die bei der Kombination von GCV und BVDU gesehen
werden, auch bei der Kombination von GCV und TRD zu beobachten sein.

Dies ist vorliegend jedoch nicht bei allen Zellinien der Fall. Obwohl die
Kombination aus GCV und BVDU zu einer Wirkungsverstarkung bei der PA317
und der U87-STK Zellinie gefiihrt hat (Hamel et al 2001), war bei kombinierter
Behandlung dieser Zellinien mit GCV und TRD keine Prodrug-Interaktion zu
beobachten. Analog hierzu konnte im Rahmen dieser Arbeit bei der Kombination
aus GCV und TRD eine Wirkungsverstarkung auf die Zellinien WiDR-STK und
HCT116-STK beobachtet werden, was bei der Kombination aus GCV und BVDU
nicht der Fall war (Hamel et al 2001).
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Demzufolge scheint, auch wenn BVDU, ebenso wie TRD, die Thymidilatsynthase
hemmt, dies nicht der entscheidende Effekt fir die Wirkung von BVDU zu sein.

Letztendlich bleibt aber der Wirkungsmechanismus unklar.

Offensichtlich anders als bei den zuvor genannten Prodrug-Kombinationen
verhielt es sich bei der Interaktion zwischen GCV und den beiden halogenierteren
Desoxyribosiden IDU und BrDU.

Bei der Kombination von GCV und IDU kam es bei keiner der untersuchten
Zellinien zu einer Wirkungsverstarkung, sondern bei drei Zellinien konnte sogar
eine Wirkungsabschwachung beobachtet werden. Die Kombination von GCV und
BrDU fuhrte nur bei einer Zellinie zu einer Wirkungsverstarkung und bei einer
Zellinie zu einer Wirkungsabschwéchung.

Die strukturelle Verwandschaft dieser beiden Prodrugs fuhrte wahrscheinlich zu
diesen ahnlichen Ergebnissen bei kombinierter Behandlung mit GCV. Sowohl
IDU als auch BrDU konnen anstelle des Thymidins als Substrat der DNS-
Polymerase | dienen und werden, ebenso wie GCV, als falscher Baustein in die
DNS inkorporiert (Loffler 1997). Darlberhinaus dienen diese Substanzen sowohl
der zelluldren als auch der viralen Thymidinkinase als Substrate, mit einer
hoheren Affinitdt zur viralen Thymidinkinase (Spadari et al 1995). Sterische
Effekte konnten der Grund fir die leicht bessere Wirksamkeit von BrDU

gegeniber IDU sein.

Zu erkléaren ist die Beobachtung, dal? es bei den Kombinationen aus GCV und
BrDU (mit Ausnahme der 9L-STK Zellinie) sowie aus GCV und IDU keine
Wirkungsverstarkungen gegeben hat, dadurch, daf3 Gber additive Effekte hinaus
keine Wirkungsverstarkung zu erwarten ist, wenn zwei Prodrugs um dasselbe

Enzym konkurrieren und sich gegenseitig kompetitiv hemmen.

Dadurch ist aber nicht erklart, warum die Kombination GCV/BrDU bei der
SF295-STK Zellinie und die Kombination GCV/IDU bei den Zellinien SF295-
STK, C6-STK und U87-STK nicht nur zu keiner Wirkungsverstarkung, sondern

sogar zu einer Wirkungsabschwachung von GCV gefuhrt hat.
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Dies konnte darauf zuriickzufuhren sein, dal? die hauptsachliche zytotoxische
Wirkung von IDU und BrDU auf dem direkten Einbau dieser Substanzen in die
zelluldare DNA resultiert, und diese beiden Prodrugs der Herpes Simplex Virus
Typ 1-Thymidinkinase nicht nur als Substrat dienen, sondern das Enzym selbst
kompetetiv hemmen kdnnen. Hohe Dosen GCV wiirden dann die inhibitorische
Wirkung ihrerseits tGberwinden. Dieser Effekt konnte im Rahmen der Versuche

auch beobachtet werden.

4.2. In vivo Versuche

Da es offenbar geschlechtsspezifische Unterschiede gibt, die das Wachstum
xenotransplantierter Tumore im Mausmodell beeinflussen kénnen (Vincent und
Nicholls 1967, Singh et al 2005), und da ausgeschlossen werden sollte, daf}
dartiber hinaus mogliche geschlechts- oder altersspezifische Unterschiede, die
EinfluR auf die Wirksamkeit der verabreichten Medikamente nehmen, die
Aussagekraft der Ergebnisse der Tierversuche mindern, entschied man sich zur
Verwendung ausschlieBlich weiblicher Tiere einer Altersgruppe. Es wurden junge
Tiere verwendet, da Xenotransplantate bei dlteren nu/nu-Nacktmausen
mdoglicherweise aufgrund endogen erhéhter IL-2 Produktion nicht immer sicher

zu soliden Tumoren wachsen (Bubenik et al 1992).

Mit der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, daR die VDEPT auch in vivo
ein geeignetes Instrument der Tumortherapie sein kann. In beiden durchgefihrten
Tierexperimenten war das Tumorwachstum bei den mit GCV behandelten Tieren
im Vergleich zur Kontrollgruppe dosisabhéngig deutlich verzdgert. Die
Behandlung mit GCV fiihrte verglichen mit den unbehandelten Tieren in beiden

Versuchen zu einer Verdoppelung der Uberlebenszeit.

Diese Ergebnisse sind konsistent mit den bisherigen Forschungsergebnissen
(Culver et al 1992, Xu et al 1997, Grignet-Debrus et al 2000). Eine Effektivitat
von GCV im Rahmen der VDEPT konnte in vivo zudem ebenfalls in einem
intracerebralen Tumormodell mit Gliomzellen nachgewiesen werden (Mizuno et
al 1998).
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Eine solche antitumordse Wirkung konnte im Rahmen der vorliegenden Arbeit bei
der alleinigen Gabe von BVDU in vivo nicht beobachtet werden. Auch konnte
durch zusatzliche Gabe von BVDU das Tumorwachstum im Vergleich zur mit
GCV behandelten Gruppe nicht weiter verlangsamt werden. Insofern konnte die
Arbeitshypothese, dal sich die Toxizitat von GCV durch zusatzliche Gabe von

BVDU auch in vivo steigern lasst, nicht bewiesen werden.

Mdogliche Ursachen fir die fehlende in vivo Wirksamkeit von BVDU in der
vorliegenden Arbeit kdnnten einerseits in einer zu niedrigen Dosierung und
andererseits in der Applikationsform liegen, denn Grignet-Debrus et al ist es
erfolgreich gelungen, subkutane 9L-STK Tumoren in athymischen Méusen in
ihrem Wachstum durch Behandlung mit BVDU zu hemmen. In dieser
Untersuchung konnte ein zytotoxischer Effekt von BVDU gesehen werden, der
allerdings unter dem Effekt von GCV auf Herpes Simplex Virus Typ 1-
Thymidinkinase-positive Tumorzellen liegt (Grignet-Debrus et al 2000).

Die niedrigere Selektivitat von BVDU fur die Herpes Simplex Virus Typ 1-
Thymidinkinase kdnnte hohere Dosierungen vonndten machen. Grignet-Debrus et
al applizierten nicht 60 mg/kgKG sondern 80 mg/kgKG. Es ist zudem mdglich,
dal? die orale Applikation von BVDU die Bioverfuigbarkeit reduziert. Grignet-
Debrus et al applizierten BVDU (ber intraperitoneale Injektionen. Schlief3lich
besteht noch die Mdglichkeit, dal das Losen des BVDU-Trockenpulvers in

Olivendl einen negativen Einflul auf die Resorption des BVDU hatte.

Prinzipiell aber ist BVDU beim Menschen auch nach oraler Gabe gegen das
Herpes Simplex Virus Typ 1 wirksam (Field und de Clerq 1981). Besser wirksam
ist BVDU aber gegen das Varizella Zoster Virus. BVDU ist bereits zur oralen
Therapie des Herpes Zoster beim Menschen zugelassen (Brivudin®). In mehreren
klinischen Studien konnte hier eine Wirksamkeit nach oraler Gabe gezeigt werden
(Wutzler et al 1995, Wassilew et al 2003, Wassilew et al 2005).

Allerdings konnten auch Grignet-Debrus et al keine in vivo-Wirksamkeit flr
BVDU auf Varizella Zoster Virus-Thymidinkinase-positive Tumorzellen

feststellen, was insofern Uberrascht, als dal BVDU eine hohere Spezifitat fir
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diese Thymidinkinase besitzt als fir die des Herpes Simplex Virus Typ 1 (Andrei
et al 1995) und eine in vitro-Wirksamkeit von BVDU auf Varizella Zoster Virus-

Thymidinkinase-positive Tumorzellen besteht (Degréve et al 1997).

Ahnliche Ergebnisse erhielten auch andere Arbeitsgruppen, die BVDU zur
Behandlung des Herpes Simplex Virus Typ 1 untersuchten. Trotz einer
nachgewiesenen, hohen in vitro-Wirksamkeit blieb die in vivo Anwendung im
Mausmodell, unabhangig von der Applikationsform (oral/i.p.) ohne Effekt (Field
et al 1984, Wutzler et al 1997).

4.3. Ausblick

Sollten die vorbeschriebenen Schwierigkeiten hinsichtlich der Applikationsform
bei der VDEPT (berwunden werden, dann konnten in Zukunft auch
pharmakologische Optimierungsstrategien, z.B. durch Prodrug-
Kombinationstherapien, von Bedeutung sein. Nach den in vitro Ergebnissen der
vorliegenden Arbeit scheinen diese durchaus maglich.

Ein noch zu Gberwindendes Problem bliebe aber das im Rahmen der vorliegenden
Arbeit Dbeobachtete, variable Ansprechen der Zellinien auf die Prodrug-
Kombinationen sowie die hier nicht nachgewiesene Wirksamkeit von BVDU in
vivo. Dieses unterschiedliche Ansprechen spiegelt nur einen Teil der Komplexitét
und Heterogenitat der malignen Gliome wider, und ein variables Ansprechen der

Tumoren dirfte sicherlich auch in klinischen Studien zu erwarten sein.

Die widerspruchlichen Ergebnisse betreffend den Wirkmechanismus und die
Wirksamkeit von BVDU auf das Herpes Simplex Virus Typ 1 bzw. HSV-tk
positive Zellen und die Tatsache, dafl die Kombination von GCV und den
halogenierten Desoxyribosen zu einer Wirkungsabschwéchung von GCV auf
HSV-tk positive Zellen geflhrt hat, sollten Anlal3 zu weiterer Forschungsarbeit

geben.
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5. Zusammenfassung

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde die Wirksamkeit verschiedener
antiviraler Substanzen in kombinierter Gabe auf gentechnisch verdnderte

Tumorzellen in vitro und in vivo untersucht.

Die Ergebnisse der in vitro-Untersuchungen an neun Zellinien zeigen, dal} die
Kombination aus GCV und TRD sowie aus TRD und BVDU zu einer gegenuber
der Einzelgabe verstarkten Hemmung der Tumorzellproliferation bei der
Mehrzahl der behandelten Zellinien flihrt. Diese verstarkte Hemmung konnte bei
kombinierter Behandlung mit GCV und BrDU bzw. GCV und IDU nicht
beobachtet werden.

In den in vivo-Untersuchungen konnte zwar eine proliferationshemmende
Wirkung von GCV auf die Tumoren festgestellt werden, dieser Effekt lieR sich
durch zusétzliche Gabe von BVDU nicht weiter steigern. BVDU selbst blieb in
vivo ohne messbare antiproliferative Effekte.

Die Feststellungen, daB nicht alle Zellinien in gleicher Weise auf die Behandlung
reagieren und daB sich in vivo keine Wirkungsverstarkung einer in vitro
wirkungsverstarkenden Substanzkombination beobachten lieR, sprechen dafir,
dal bei Anwendung im Rahmen klinischer Studien wohl &hnliche

unterschiedliche Effekte bei den Patienten gesehen werden kdénnten.

Weitere Studien hinsichtlich des komplexen Wirkmechanismus auf zellul&rer

Ebene erscheinen daher wiinschenswert.
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