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Arbeitshypothese

Der Tumortherapie mit immunstimulatorischen Zytokinen liegt die Erkenntnis
zugrunde, dass Tumorzellen der Erkennung durch die koérpereigene Abwehr
entgehen und auf diese Weise ungehindert wachsen kénnen. Durch den Einsatz
geeigneter Zytokine und Kostimulatoren lasst sich eine Erkennung der Tumorzellen
durch das Immunsystem erreichen, was im gunstigsten Fall zu einer vollstandigen
Regression des Tumors und samtlicher Metastasen fuhrt. Da die systemische
Applikation von Zytokinen in zahlreichen Fallen von schweren toxischen
Nebenwirkungen gefolgt war, gilt es, die verwendeten Zytokine und Kostimulatoren
moglichst lokal einzusetzen, was sich im Falle des hepatozelluldren Karzinoms gut

mittels adenoviraler Vektoren verwirklichen lasst.

Der zum Zweck einer solchen Tumortherapie in der Arbeitsgruppe entwickelte Vektor
erlaubt die Expression von IL-12, IL-2 und 4-1BBL. Um die Einzelwirkungen der
immunstimulatorischen Faktoren bestimmen zu kdénnen, wurden 2zwei weitere
Vektoren konstruiert, von denen der eine nur fur IL-12 und der andere fur IL-12 und
4-1BBL zusammen kodiert. Die Vektoren induzierten im verwendeten Tumormodell

eine deutliche Tumorregression in den Buffaloratten.

Ziel dieser Arbeit ist es, die Wirkung der drei Vektoren gegen HCC-Tumoren im
Niedrigdosisbereich zu untersuchen. Hierzu sollten die mittels MRT bestimmten
TumorgréRen ausgewertet und die Immunzellinfiltration durch histologische
Farbungen begutachtet werden. Des Weiteren galt es, ein Protokoll zur
Lebendzellpraparation zu etablieren, das in Zukunft auch quantitative Aussagen zur

Infiltration von Tumorgewebe mit Immunzellen erlauben soll.



1. Einleitung

1.1 Hepatozelluldres Karzinom (HCC)

Als maligner Tumor mit hepatozelluldrer Differenzierung ist das hepatozellulédre

Karzinom in Afrika und Sudostasien einer der haufigsten Tumoren, fir den es eine

Reihe pradisponierender Faktoren gibt:

e Hepatites B-Virus-Infektion

¢ Aflatoxine

e Alkohol

e Steroide (Anabolika)

e Hepatites C-Virus-Infektion

o Stoffwechselerkrankungen (H&mochromatose, aq-Antitrypsin-Mangel,
Glykogenspeicherkrankheit Typ | und hereditdre Tyrosinédmie)

(Okuda 2000)

In den westlichen Industrielédndern ist das HCC relativ selten. (Die Inzidenz in Europa

und den USA betragt etwa 3 Félle / 100 000 Einwohner im Jahr). In Sudafrika und

Ostasien liegt die Inzidenz bei 50-150 Fallen / 100 000 Einwohnern im Jahr. Die in

Abb. 1 dargestellte Karte bietet einen guten Eindruck Uber das unterschiedliche

Auftreten des hepatozelluldren Karzinoms (aus Bdcker, Denk, Heitz: Pathologie,

2001 nach GloboCan, IARC, Lyon, 1997).

Die Bedeutung der Pravention wird besonders deutlich, wenn man sich die
Therapiemdéglichkeiten vor Augen fuhrt (Okuda 2002, Hall et al. 2003):

Das HCC lasst sich mit konventioneller Chemotherapie kaum behandeln (Venook
1994). Die Operabilitat variiert stark mit dem makroskopischen Tumortyp, wobei es
fur Patienten mit multiplen Tumorherden noch immer keine effiziente Therapie gibt,
da sich hier auch keine Chemoembolisationen durchfihren lassen. Die
Radiofrequenzablation stellt  ebenfalls nur  far  einige Félle eine
Behandlungsmdglichkeit dar (Guglielmi et al. 2003). Die Prognose ist nach wie vor
insgesamt schlecht (Colombo 2001, Venook 1994). Hinzu kommt die beim HCC



ausgepragte Tendenz zur Gefdlinvasion sowie zur intra- und extrahepatischen
Metastasierung (insbesondere in Lunge, Knochen und Haut), die eine Behandlung im

fortgeschrittenen Stadium zuséatzlich erschweren.

Abb. 1: Inzidenz des HCC weltweit. Die Zahlen entsprechen den Neuerkrankten je 10 000 Einwohnern pro Jahr
fiir die jeweiligen Lénder. (aus Bocker, Denk, Heitz: Pathologie, 2001 nach GloboCan, IARC, Lyon, 1997)

Makroskopisch unterscheidet man beim HCC massive, multinoduldre und diffuse
Typen der Tumoren, deren Farbe je nach Differenzierung braunrot, griinlich oder
grauweild ist.

Mikroskopisch sind die Tumorzellen trabekuldr angeordnet, doch finden sich auch
tubuldre und papilldre Strukturen. Zwischen den mehrere Zelllagen dicken Trabekeln
finden sich von Endothelzellen ausgekleidete sinusoidéhnliche Blutrdume, die frei
von Kupfferzellen sind. Es finden sich Nekrosen sowie haufig Gefal3einbriche.

Im Serum ist haufig ein Anstieg des as-Fetoproteinspiegels festzustellen.



1.2 Tumorabwehr und Immunantwort: Bedeutung verschiedener

Immunzellen zu unterschiedlichen Behandlungszeitpunkten

Eine Problematik bei der Tumorabwehr besteht in einer mangelnden Bekampfung
der Tumorzellen durch das Immunsystem. Hierfir kommen verschiedene Ursachen
in Frage. Zum einen ist die allgemeine Schwachung des Immunsystems eines
Patienten zu nennen, wie sie durch fortgeschrittenes Alter, als Folge von Bestrahlung
oder durch Immundefekte wie AIDS hervorgerufen werden kann. Zum anderen sind
Defizienz und Toleranz als mégliche Grinde zu nennen. Defizienz beschreibt die
Unfahigkeit eines Organismus, eine Immunantwort gegen den Tumor zu initiieren
und ist auf die Tatsache zuriickzuftihren, dass nicht fur jedes Antigen auch immer ein
entsprechender Immunzellklon existiert, so dass sich gewissermalen eine Nische fir
den Tumor findet. Toleranz beschreibt das Ausbleiben einer adaquaten
Immunreaktion gegen einen Tumor, wenn dieser eine zu geringe Immunitat aufweist,
sprich immunologisch kérpereigenen Strukturen sehr ahnlich ist. Dass es im
gesunden Individuum regelhaft zur Bekdmpfung entarteter Zellen kommt (sofern die
Immunitat gro® genug ist) wird u. a. durch die Beobachtung nahegelegt, dass
immungeschwachte Patienten zur Ausbildung von Tumoren neigen. Hier sind zum
einen Karposi Sarkome, non-Hodgkin-Lymphome wie das Burkitt-Lymphom, oder
Angiosarkome bei AIDS zu nennen (Goedert et al. 1998, Dal Maso et al. 2001,
Launay et al. 2003, Dal Maso et al. 2003), wobei weitere Tumorarten in diesem
Zusammenhang untersucht wurden (Grulich et al. 2002), zum anderen ist ein Anstieg
maligner Erkrankungen mit héherem Alter festzustellen (z.B. chronisch lymphatische
Leukd&mien).

Reagiert das Immunsystem gegen einen Tumor, so laufen die gleichen Prozesse ab,
die auch gegen andere Antigene ablaufen. Dies bedeutet, dass sowohl natirliche
Killerzellen (NK-Zellen) als auch antigenspezifische zytotoxische T-Zellen an der
Bekdmpfung des Tumors beteiligt sind. Des Weiteren sind spezifische Antikdrper flr
die Antitumorantwort des Immunsystems maligeblich an der Vermittlung der

zytotoxischen Reaktion der T-Killerzellen beteiligt.



1.3 Tumorgentherapie

Die Gentherapie stellt eine vielversprechende Mdéglichkeit der Tumorbehandlung dar.
Zu den moéglichen Behandlungsarten gehéren die Therapie mit zytotoxischen Genen
(suicide gene therapy, Yamamoto et al. 2001) oder aber mit so genannten Prodrugs;
hierbei werden Medikamente wie Ganciclovir, die z.B. durch die vektorkodierte
Herpes Simplex Virus-Thymidinkinase (HSV-tk) aktiviert werden, eingesetzt
(Kuriyama et al. 1999, Chen et al. 1994). Auch andere Kombinationstherapien - zum
Beispiel mit Cyclophosphamid, IL-2 und tumorinfiltrierenden Lymphozyten
(Rosenberg et al. 1986) oder mit fur IL-12 und Angiostatin kodierenden adenoviralen
Vektoren (Gyorffy et al. 2001) - werden beschrieben. Einen guten Uberblick iber die
Tumorgentherapie gewdhren Wadhwa et al. (2002).

Die in dieser Studie angewandte Therapie mit immunstimulatorischen Cytokinen
stellt eine weitere Art der Tumorgentherapie dar, durch die das Erkennen von
Tumorzellen durch das Immunsystem erreicht wird. Hierbei werden die Immunzellen
durch die gentherapeutisch eingesetzten Cytokine aktiviert und zur Proliferation

angeregt.

1.3.1 Vektoren fiir die Tumorgentherapie

Fur die in vivo Gentherapie von Tumoren stehen verschiedene Behandlungsarten
und Vektoren zur Verfigung. Neben der Therapie mit zytokinmodifizierten
Tumorzellen (Siapati et al. 2003) spielen vor allem mehrere virale Vektoren eine
bedeutende Rolle: das Vaccina-Virus (Chen et al. 2001) findet ebenso Verwendung
wie retrovirale (Tanaka et al. 2000, Kuriyama et al. 1999) und adenovirale Vektoren
(Addison et al. 1995, Yamamoto et al. 2001).

Adenovirale Vektoren haben nicht nur den groRen Vorteil, dass sie verhaltnismaRig
leicht hochkonzentriert hergestellt werden koénnen, sie infizieren auch sowohl
proliferativ aktive als auch nicht aktive Zellen (Mazzolini et al. 1999, Breyer et al.
2001); fur die Behandlung des HCC von Vorteil ist des weiteren der hohe

Hepatotropismus dieser Viren (Alemany et al. 2000).



Adenoviren  sind  doppelstrangige  DNA-Viren ohne  Hullmembran  mit
Ikosaederstruktur und einem Durchmesser von 60-90 nm. lhr Genom ist linear
organisiert und 36 kB gro3.

Sie verursachen typischerweise lokale Infekte des Respirations- und
Gastrointestinaltrakes, koénnen jedoch aufgrund der weiten, wenn auch fir
verschiedene Gewebe sehr variablen Verbreitung des Coxsackievirus-Adenovirus-
Rezeptor (CAR) (Fechner et al. 1999) eine Vielzahl von Zellen infizieren (Bramson et
al. 1995), wobei es zu bemerken gilt, dass der CAR in zahlreichen, nicht jedoch allen
Tumorzelllinien herunterreguliert ist (Pandha et al. 2003). Der CAR ist ein
membransténdiges 46-kDa Glykoprotein (Bergelson et al. 1997), das vermutlich
Bestandteil der Zonula occludens (tight junction) ist (Cohen et al. 2001). Der
Rezeptor erleichtert die Internalisation von Adenoviren und kann einen Einfluss auf
das Zellwachstum haben (Okewanga et al. 2001, Okewanga et al. 2000). Uber seine
physiologische Bedeutung ist nach wie vor wenig bekannt (Cohen et al. 2001).

Der Wildtyp-Adenovirus bindet an die Ligandendoméane des CAR und Uber seine
Pentonbasis an Integrine (membranstandige Proteine der Wirtszelle) (Wickham et al.
1993, Soudais et al. 2000), wodurch es zur Internalisierung als coated-pit-Vesikel
kommt (Wang et al. 1997). Sodann erfolgt die Aufnahme in Endosomen, wo
Capsidproteine und ein kovalent an den DNA-Strang gebundenes Protein den
lysosomalen Abbau durch Nucleasen verhindern. Durch  Ruptur der
Endosomenmembran wird das Nucleokapsid ins Cytosol freigesetzt, und nach
Ablésung des Capsids wird das Genom in den Zellkern transferiert. Nun beginnt die
Expression viruskodierter Gene: etwa acht Stunden nach der Infektion beginnt die
Expression von E4 das die konsekutive Expression von E, (DNA-Polymerase), E;
und E4 transaktiviert. Diese fungieren als Transkribtionsregulatoren, die fur die

Replikation des viralen Genoms sorgen (Vorburger et al. 2002).

Ersetzt man nun die E¢-Region durch andere Gene, so ermdglicht dies die
Herstellung replikationsdefizienter Adenovirusvektoren (Graham et al. 1992, Bett et
al. 1994). Inzwischen gibt es eine Anzahl weiterer Méglichkeiten der Deletion z.B. in
der E3-Region und zwischen der E4-Region und dem Ende des Genoms, um
replikationsdefiziente adenovirale Vektoren zu konstruieren (Vorburger et al. 2002).

Die auf diese Weise konstruierten, mit Deletionen in verschiedenen Regionen



versehenen Vektoren zeigen bessere Wirkungen bei geringerer Toxizitat (Schiedner
et al. 1998).

Da das Genom von Adenoviren nicht in das Wirtsgenom eingebaut wird (Breyer et al.
2001), sinkt nicht nur das Risiko einer Insertionsmutation (Review: Vorburger et al.
2002), sondern auch die Gefahr toxischer Nebenwirkungen durch vektorkodierte
Cytokine, die in zahlreichen Tierexperimenten (Colombo et al. 2002, Chen et al.
2001, Orange et al. 1995; teilweise IFNy-vermittelt: Sacco et al. 1997) und auch in
einigen klinischen Studien (Robertson et al. 2002, Robertson et al. 1999, Lenzi et al.
2002, Leonard et al. 1997) bei héheren Dosen beobachtet wurden. Eine der
Haupteinschrankungen der adenoviralen Gentherapie scheint durch die kérpereigene
Immunantwort gegen adenovirale Proteine zu bestehen, die eine wiederholte
Vektorgabe uneffektiv machen (Yoon et al. 2001, Yang et al. 1994, Yang et al. 1993,
Yang et al. 1995, Dai et al. 1995, Gilgenkrantz et al. 1995). Bramson et al. allerdings
berichten, dass eventuell vorhandene Antikérper gegen Adenoviren Kkeine
Einschrankung bezuglich der Wiederholbarkeit einer Behandlung darstellen, sondern
im Gegenteil eine Verringerung der Virus-Disseminierung von der Inokulationsstelle
bewirken (Bramson et al. 1997). Die Bedeutung dieser Beobachtung wird deutlich,
wenn man sich vor Augen fihrt, dass bei etwa 50% aller untersuchten Kinder in
Washington im Alter von 6-11 Monaten bereits Antikérper gegen einen oder mehrere
Serotypen von Adenoviren nachweisbar waren und der Prozentsatz derjenigen mit
neutralisierenden Antikdérpern mit zunehmendem Alter steigt (Heubner et al. 1954).
Hilleman et al. (1955) berichten ebenfalls davon, dass mindestens 50% der Kinder
bis zum Alter von 5 Jahren eine Infektion mit Adenoviren durchgemacht haben. Fir
die systemische Applikation (i.v.) der Vektoren ist zwar ein guter Transport zur Leber,
dort aber die hauptséachliche Infektion von Hepatozyten und nur weniger Tumorzellen
beschrieben (Yoon et al. 2001). Des Weiteren gilt, dass die Infizierbarkeit des
Tumors auf vascularem Weg abnimmt, je gréller der Tumor zum
Behandlungszeitpunkt bereits ist (Bilbao et al. 2000). Als mégliche Grinde gelten
u.a. eine Blut-Tumor-Barriere fir Adenoviren (Bilbao et al. 2000) und der Unterschied
zwischen fenestrierten Lebersinusoiden und neoplastischen Blutgefalden (Yoon et al.
2001), deren Aufbau von dem normaler Sinusoide verschieden ist (Dhillon et al.
1992). So erscheint die direkte Virusinokulation in den Tumor sinnvoll, bei der die um

den Stichkanal liegenden Tumorzellen infiziert werden (Yoon et al. 2001, Bilbao et al.



2000), wodurch es zur hauptsachlichen Genexpression im Tumorgewebe kommt. Die
dadurch bedingte lokale Produktion der Interleukine senkt die Gefahr toxischer

Nebenwirkungen weiter (Mazzolini et al. 1998).

Die trotz allem stattfindende Infektion von benachbarten Hepatozyten geht auf
rezirkulierende Adenoviren zurilick, die den gut vaskularisierten Tumor vermutlich auf

dem Blutweg verlassen (Yoon et al. 2001).

1.3.2 Tumorgentherapie mit immunstimulatorischen Cytokinen

In den letzten Jahren wurden zahlreiche Studien durchgefihrt, die die Gentherapie
mit immunstimulatorischen Cytokinen wie IL-2, IL-4, IL-6, IL-7 oder IL-12 als
vielversprechende Moglichkeit der Krebstherapie erscheinen lassen (Barajas et al.
2001, Seidel et al. 1998, Brunda et al. 1993).

Far die primare Immunantwort nach der Behandlung mit einem fur IL-12 kodierenden
adenoviralen Vektor scheinen vor allem NK-Zellen von gréfter Wichtigkeit zu sein
(Pham-Nguyen et al. 1999, Yao et al. 1999). Sie werden durch die lokale IL-12-
Produktion der transfizierten Tumorzellen chemotaktisch angelockt, zur Proliferation
angeregt (Gately et al. 1992, Robertson et al. 1992) und in ihrer zytolytischen
Aktivitdt gestarkt (Barajas et al. 2001, Kobayashi et al. 1989, Naume et al. 1992,
Trinchieri 1995). Andererseits wird eine Antitumorwirkung durch IL-12 sowohl in NK-
Zell-defizienten beige-Mausen als auch in M&usen ohne NK-Zellen beschrieben
(Brunda et al. 1993), was die Bedeutung von Angiogeneseinhibition, Einfluss auf die
T-Zell-Differenzierung und direkte Wirkung von IL-12 auf Tumoren fur die

vollstdndige Tumorregression verdeutlicht (Review: Trinchieri 2003).

Die von uns untersuchte Behandlungsmethode nutzt die Expression von IL-12, |L-2

und 4-1BBL durch adenovirale Vektoren.
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1.3.3 Interleukin-12

Interleukin-12 (IL-12) wird hauptséachlich von aktivierten inflammatorischen Zellen wie
Makrophagen, Neutrophilen, dendritischen Zellen (Macatonia et al. 1995), Mikroglia,
und Monozyten produziert (Trinchieri 2003). Die Sekretion wird durch T-Zellen Uber
IFNy (Ma et al. 1996) sowie durch Interaktion zwischen dem CDA40-Liganden auf
aktivierten T-Zellen und CD40 auf Makrophagen und dendritischen Zellen geférdert
(Schulz et al. 2000). Des Weiteren erfolgt eine Stimulierung der IL-12-Produktion
durch von NK-Zellen sekretiertes IFNy und IL-13 und durch Zell-Zell-Interaktion
(Gerosa et al. 2002). Die T-Zellen und NK-Zellen wiederum werden im Rahmen der
primaren Immunantwort zur IFNy-Produktion angeregt. Gehemmt wird die IL-12-
Sekretion durch IL-10 (D’Andrea et al. 1993), das die Synthese eines die IL-12-Gen-
Transkription blockierenden Proteins induziert (Aste-Amazega et al. 1998).
AuBerdem wird die Bildung durch TNF, IFN-a und IFN-B gehemmt (Cousens et al.
1999).

Als heterodimeres Molekll besteht Interleukin 12 aus einer p35- und einer p40-
Untereinheit (Stern et al. 1990, Kobayashi et al. 1989). Die beiden Untereinheiten
des IL-12 missen in derselben Zelle produziert werden, damit sich das biologisch
aktive Cytokin bilden kann (Wolf et al. 1991). IFNy, dessen Produktion u.a. von [L-12
geférdert wird (Chan et al. 1991, Kobayashi et al. 1989, Kubin et al. 1994, Car et al.
1995, Wigginton et al. 2001, Manetti et al. 1994), férdert selbst die Transkription der
p40- (Ma et al. 1996) wie auch die der p35-Untereinheit, was zur Bildung des
Heterodimers fuhrt (Trinchieri 2003). Hierbei handelt es sich also um einen
sogenannten feed-forward Mechanismus (positive autokrine und parakrine

Stimulation).

Aufgrund seiner aktivierenden (Kobayashi et al. 1989, Trinchieri 1995) und
proliferationssteigernden (Perussia et al. 1992, Trinchieri 1995) Wirkung auf NK-
Zellen (Barajas et al. 2001, Wolf et al. 1991, Trinchieri 1995), die es zur IFNy —
Produktion anregt (Portielje et al. 2002, Mazzolini et al. 1999, Kobayashi et al. 1989,
Manetti et al. 1994, Wolf et al. 1991, Seder et al. 1993, Trinchieri 1995, Chan et al.
1991), wurde es auch NK-stimulierender Faktor (NKSF) genannt (Kobayashi et al.

1989). Seine Bedeutung fiir die zellvermittelte Immunantwort geht jedoch weit Gber
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diese Funktion hinaus: IL-12 stimuliert die antigenspezifische Antwort durch CD8-
Zellen (Martarini et al. 2000, Curtsiger et al. 1999, Brunda et al. 1993), die CD4+ T-
Zell-Antwort (Trincheri 1995, Hirschowitz et al. 1999) und hat antiangiogenetische
Wirkung, die von verschiedenen Arbeitsgruppen untersucht wurde (Gee et al. 1999,
Pertl et al. 2001, Barajas et al. 2001, Gerber et al. 2003). Diese ist auf eine IFNy-
Wirkung zurtickzufihren (Voest et al. 2003), da dieses die Produktion des Interferon-
induzierbaren  Proteins 10  (IP-10) férdert, welches schlieBlich  die
antiangiogenetische Wirkung vermittelt (Sgadari et al. 1996, Yao et al. 2000). Des
Weiteren wird NK-Zellen ein entscheidender Beitrag zur antiangiogenetischen
Wirkung von IL-12 zugeschrieben (Yao et al. 1999). Eine direkte hemmende Wirkung
auf das Tumorwachstum wird von einigen Autoren angezweifelt (in Brunda et al.
1993 erwahnte unveréffentlichte Beobachtungen), jedoch in einer Studie von Su et
al. (2001) beschrieben. Auch die Induktion einer Antitumorimmunitét durch I1L-12 wird
regelmalig diskutiert (Hirschowitz et al. 1999, Bramson et al. 1997, Pitzer et al.
1997).

Wahrend die proliferationssteigernde Wirkung von IL-12 auf praaktivierte T- und NK-
Zellen relativ ausfihrlich beschrieben ist (Perussia et al. 1992, Stern et al. 1990),
wobei es zuerst zu einem Anstieg der NK-Zellzahl kommt, der ein - evtl. die NK-
Zellen eliminierender - T-Zellanstieg folgt (Fogler et al. 1998), bleiben ruhende T- und
NK-Zellen von der Anwesenheit von IL-12 weitgehend unbeeinflusst (Kobayashi et
al. 1989, Perussia et al. 1992). Die Bedeutung dieser Zellen fiur die Antitumorwirkung
von IL-12 ist weniger klar, obwohl sie Thema verschiedener Studien war. Mazzolini et
al. (1999), Brunda et al. (1993) und Mogi et al. (2000) beschreiben Gbereinstimmend
eine hervorragende Bedeutung von CD8+-Zellen fiur die Tumorregression. Im
Gegensatz dazu sprechen Martinet et al. (2002) den NK-Zellen den entscheidenden
EinfluR auf die Tumorzellen zu, den Pham-Nguyen et al. (1999) fur die Initialphase
der Antitumorantwort bestatigen, die jedoch flr das Langzeitiberleben allein nicht
ausreichen. In anderen Studien wird entweder den CD4+- und CD8+-Zellen (Guinn
et al. 1999, Pitzer et al. 2001, Tanaka et al. 2000) oder aber den CD8+- und NK-
Zellen (Martinet et al. 2000) zusammen die Hauptwirkung zugeschrieben. In jingerer
Zeit wurde nun eine Tumorregression nach Behandlung mit IL-12 beobachtet,
unabhangig davon, ob dem Versuchstier keine CD4+-, CD8+- oder NK-Zellen fur die

Antitumorwirkung zur Verfugung standen, solange nur die anderen beiden Zellarten
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weiter zur Verfigung standen (Narvaiza et al. 2000). Da bei dem Fehlen einer
einzigen Zellart der Einflul auf das Tumorwachstum jedoch massiv abnimmt, scheint
die entscheidende Rolle dem Zusammenspiel aller Immunzellen zuzukommen. Fir
die Wirkung auf Metastasen wiederum schlagen Siders et al. (1998) einen génzlich
von T- und NK-Zellen unabhangigen Mechanismus vor. Uber die Frage, welchen
Zellen bei der Antitumorwirkung durch IL-12 die gréRte Bedeutung zukommt,

herrscht demnach nach wie vor Uneinigkeit.

Der Einsatz dieses &aulerst effektiven Mediators IL-12 wird in der Praxis durch
toxische Nebenwirkungen, die bei héheren Dosen auftreten kénnen, leider erheblich
eingeschrénkt. Die Symptome reichen von Schiittelfrost, Fieber, Ubelkeit und
Ohnmacht Uber Leukopenie, Thrombozytopenie, hepatotoxische Nebenwirkungen,
gastrointestinale Blutungen, Diarrhoe und katheterassoziierte Infektionen (Robertson
et al. 2002, Robertson et al. 1999, Lenzi et al. 2002) bis zu tédlichen Komplikationen
(Leonard et al. 1997). Bei systemischer Gabe lasst sich eine Verringerung der
Toxizitdt durch wiederholte Verabreichung erzielen, doch sinkt gleichzeitig die
Wirksamkeit (Portielie et al. 2003), was ein solches Vorgehen in der Praxis
unbrauchbar macht. Die lokale IL-12-Produktion stellt folglich eine vielversprechende

Alternative dar.

Interferon y (IFNy) selbst besitzt ebenso wie IL-12 Antitumoraktivitdt, wie aus
Tierstudien bekannt ist (Gee et al. 1999, Brunda et al. 1987, Truitt et al. 1989-90,
Brunda et al. 1986). Aulerdem ist eine antiangiogenetische Wirkung fur IFNy
beschrieben (Gee et al. 1999, Coughlin et al. 1998, Majewski et al. 1996), die Uber
IP-10 (IFNy-induzierbares Protein) vermittelt wird (Angiolillo et al. 1996, Sgadari et al.
1996). Die IFNy-Produktion wird posttranskriptional durch IL-12 und IL-2 reguliert
(Hodge et al. 2002).

Zusammenfassend sind die Antitumorwirkungen von IL-12 in Abb. 2 dargestellt.
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Abb. 2: Antitumorwirkung von IL-12.

IL-12 wird von verschiedenen Zellarten oder im Falle der Gentherapie von transfizierten Tumorzellen
gebildet (Macatonia et al. 1995, Trinchieri 2003). Es stimuliert die Proliferation und Zytotoxizitit von
CD8+- (Martarini et al. 2000, Curtsiger et al. 1999) und NK-Zellen (Kobayashi et al. 1989, Mazzolini
et al 1999) sowie die CD4+-Zell-Differenzierung (Trinchieri 1995, Hirschowitz et al. 1999); des
Weiteren hat es direkte antiangiogenetische Wirkungen (Gee et al. 1999) und zytotoxische Wirkungen
auf den Tumor. Das von den NK-Zellen gebildete IFNy stimuliert die T-Zellen (Trinchieri 2003), wirkt
zytotoxisch auf die Tumorzellen (Gee et al. 1999) und entfaltet iiber IP 10 seine antiangiogenetische
Wirkung (Sgadari et al. 1996). Als Teil der erworbenen Immunantwort bilden B-Zellen gegen den
Tumor gerichtete Antikorper.
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1.3.4 Interleukin-2

Bei IL-2 handelt es sich um ein Zytokin, das hauptsachlich von stimulierten T-Zellen
gebildet wird. Es gilt als einer der wichtigsten autokrinen Wachstumsfaktoren fur T-
Zellen und induziert deren Differenzierung zu Effektorzellen. Des Weiteren férdert IL-
2 die Proliferation von NK-Zellen, steigert deren zytolytische Aktivitat. Synergistisch
mit IL-12 wird die IFNy-Produktion angeregt (Chan et al. 1992). Die IL-2-
Antitumoraktivitédt wurde in einer ganzen Anzahl von Studien sowohl am Tiermodell
(Tanaka et al. 2000, Addison et al. 1995, Cordier et al. 1995, Truitt et al. 1989-90) als
auch am Menschen untersucht (Seidel et al. 1998, Lotze et al. 1986, Rosenberg et
al. 1987). Hierbei beschreiben Hirschowitz et al. (1999) einen entscheidenden
Einfluss von IL-2 auf die Aktivierung von CD8+-Zellen, wéhrend Cordier et al. (1995)
eine Infiltration des Tumors mit Makrophagen und T-Zellen beobachteten. Sogar eine
IFNy-unabhéngige NK-Zell-Zunahme ist beschrieben (Fogler et al. 1998). Wie IL-12
ist auch IL-2 in der Lage, eine Antitumorimmunitat zu induzieren (Emtage et al. 1998,
Addison et al. 1995, Cordier et al. 1995), wenngleich auch nicht in allen Modellen
(O’Malley et al. 1997). In Kulturen humaner T-Zellen verhindert IL-2 auch die
Ausbildung der Anergie, der antigeninduzierten Unfahigkeit zur Reaktionsbildung

(Essery et al. 1988), die sich sonst in der Immunantwort finden kann.

Auch fir IL-2 sind schwere toxische Nebenwirkungen beschrieben (Addison et al.
1998, Seidel et al. 1998, Chen et al. 2001, Toloza et al. 1996). So berichten Siegel et
al. (1991) von Odemen, Anamie, Fieber, Ubelkeit und Hypotension nach Behandlung
mit IL-2. Trudel et al. (2003) beobachteten Haematurie und grippeédhnliche
Symptome, die sich jedoch klinisch gut beherrschen lie3en.

Histologisch fuhrt die Behandlung mit IL-2 zu Nekrosen im Tumorgebiet und zur

Infiltration mit Makrophagen und T-Zellen (Cordier et al. 1995).

1.3.5 Kombinationstherapie mit IL-12 und IL-2

IL-2 und IL-12 wurden sowohl einzeln als auch in Kombination mit unterschiedlichem
Erfolg eingesetzt. So beschreiben Mazzolini et al. (1999), Hirschowitz et al. (1999),
Tanaka et al. (2000), Seidel et al. (1998) und Bramson et al. (1997) Gbereinstimmend
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einen Rickgang im Tumorvolumen bei einer Behandlung mit fur IL-12 kodierenden
adenoviralen Vektoren, Barajas et al. (2001) und Caruso et al. (1996) beschreiben
gar eine Totalremission in einem Teil der Falle. Auch eine verlangerte Uberlebenszeit
durch IL-12 wurde beobachtet (Brunda et al. 1993). Fir IL-2 beschreiben Hirschowitz
et al. (1999), Seidel et al. (1998) und Emtage et al. (1998) Ubereinstimmend einen
zeitweisen Rickgang im Tumorvolumen bei einer Behandlung mit einem flr dieses
Cytokin kodierenden Vektoren. Auch eine vollstdndige Remission bei einem Teil der
Tiere wird gelegentlich beschrieben (Addison et al. 1995, Cordier et al. 1995).
O'Malley et al. (1997) allerdings berichten, dass mit IL-2 allein kein
zufriedenstellendes Ergebnis zu erreichen ist. Eine Antitumorimmunitat wird ebenfalls
fur beide Cytokine beschrieben (Addison et al. 1995) und ist fur IL-2 vermutlich auf

eine CD8+-Reaktion zurtckzufihren (Fearon et al. 1990).

Eine Kombination der beiden Cytokine wird in verschiedenen Arbeiten beschrieben
und fur sinnvoll erachtet (Hirschowitz et al. 1999, Vagliani et al. 1996, Pappo et al.
1995), wobei auch fir die Kombinationstherapie mit IL-12 und IL-2 von toxischen
Wirkungen berichtet wird (Chen et al. 2001).

1.3.6 Kostimulatoren

Eine weitere Moglichkeit, die Antitumorwirkung von Cytokinen zu verstarken, besteht
in der Kombination mit Kostimulatoren. Wahrend das erste Signal fir die Aktivierung
naiver T-Zellen die Bindung von durch MHC-Molekiile prasentiertes Antigen (Ag) an
den T-Zellrezeptor (TCR) ist, wird seit einiger Zeit angenommen, dass die Interaktion
zwischen einem Kostimulator und dem jeweiligen Bindungspartner das zur T-
Zellaktivierung zusatzlich benétigte zweite Signal stellen (Boussiotis et al. 1994). Das
Fehlen eben dieser Kostimulation wird als ein mdglicher Entstehungsmechanismus
der Defizienz des Immunsystems gegeniber Tumoren diskutiert (Chen et al. 1993,
Chen et al. 1992). Des Weiteren kann das Fehlen dieser Kostimulation auch dazu
fuhren, dass T-Zellen ihren autokrinen Wachstumsfaktor I[L-2 bei erneuter

Stimulierung nicht produzieren kénnen (Schwartz et al. 1990).
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In den letzten Jahren wurde eine ganze Anzahl kostimulatorischer Molekule
beschrieben, darunter B7-1, B7-2 und 4-1BBL.

1.3.7 B7

Zu den B7-Rezeptoren zahlt man B7-1, B7-2, B7-H2 und B7-H3. B7-1 und seine
Interaktion mit CD28 gehdéren zu den bisher am besten untersuchten
Wirkungsweisen von Kostimulatoren (Allison 1994, Linsley et al. 1990).

Far die B7-1- bzw. -2-Expression missen die meisten antigenprésentierenden Zellen
(APC) erst aktiviert werden (Hathcock et al. 1994), dann jedoch finden sie sich auf
Makrophagen, dendritischen Zellen, aktivierten B-Zellen (Hathcock et al. 1994, Razi-
Wolf et al. 1992) und T-Zellen (Azuma et al. 1993). Die Wirkungsweise von B7-1 und
B7-2 ist von der des T-Zellrezeptors verschieden, obwohl alle drei Uber eine Tyrosin-
Phosphorylierung wirken (Nunés et al. 1996). Uber die CD28-Stimulation durch B7
kommt es zur Proliferation und Zytokinsekretion von T-Zellen und gleichzeitig Uber
CTLA4 zur Limitierung der T-Zellexpansion (Gribben et al. 1995). Unabhangig von
CD28 und CTLA-4 werden NK-Zellen durch CD80 und CD86 aktiviert (Wilson et al.
1999). B7-1, dessen Wirkung auf T-Zellen gréRer ist als die von B7-2 (van Dijk et al.
1996), ist stark synergistisch mit IL-12 in der Induktion der Proliferation und
Zytokinproduktion durch T-Zellen (Putzer et al. 1997, Kubin et al. 1994). Durch die
Kombinationsbehandlung mit B7-1 und IL-12 lie sich eine vollstdndige
Tumorregression erreichen (Emtage et al. 1998), wenngleich diese Wirkung
vermutlich von der Tumorart abhangig ist (Chong et al. 1998). Sogar B7-1 alleine ist
in der Lage, eine Tumoreradikation und Antitumorimmunitdt zu induzieren
(Dessureault et al. 1999), wobei auch hier eine starke Abhangigkeit von der Tumorart
gegeben ist (Chen et al. 1994). Als Mechanismen gelten hierbei eine Verlangerung
der CD4+-Antwort, wobei deren IL-2-Produktion und klonale Expansion geférdert

werden, sowie eine voribergehende CD8+-Antwort (Deeths et al. 1997).
B7-H2 und —H3 werden von nicht lymphoiden Geweben expremiert und beeinflussen

periphere Lymphozyten. Kirzlich wurde eine Tumorbehandlung mit B7-H3

beschrieben, die in einigen Tieren zu einer vollstandigen Tumorregression fiihrte und
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dariiber hinaus eine CD8"- und NK-Zell-vermittelte Tumorimmunitét hervorrief (Sun
et al. 2003).

1.3.8 4-1BBL

4-1BBL, ein bisher weniger erforschter Kostimulator, kénnte sogar eine gréRere
Effektivitat als B7-1 (CD80) fur direkte Antigenprasentation durch Tumorzellen in der

primaren Antitumorantwort besitzen (Mogi et al. 2000).

4-1BBL ist ein der Familie der Tumornekrosefaktoren angehérendes Glykoprotein
des Typs Il (Alderson et al. 1994, Goodwin et al. 1994), das typischerweise an ein
auf aktivierten, nicht aber auf ruhenden T-Zellen expressioniertes
Tansmembranprotein — 4-1BB — (Pollok et al. 1993) bindet. Kommt es nun zusétzlich
zur Stimulierung des T-Zellrezeptors (TCR) zu dieser Interaktion, so wird die
Proliferation und Cytokinproduktion in T-Zellen angeregt (Hutardo et al. 1995).
Besonders zu erwahnen sind in diesem Zusammenhang die Fo6rderung der
Produktion von IL-2 (Hutardo et al. 1995, Chu et al. 1997,) und IFNy (Shuford et al.
1997), die an der Antitumorwirkung mafgeblich beteiligt sein kénnten, sind doch
beide Mediatoren selbst als gegen Tumoren wirksam bekannt (Tanaka et al. 2000,
Addison et al. 1995, Cordier et al. 1995, Gee et al. 1999). Auch eine
Antitumorimmumnitdt durch 4-1BBL wird beschrieben, wobei diese durch
Koexpression von 4-1BBL zusammen mit B7 die grof3te Wirkung zeigte (Guinn et al.
1999, Melero et al. 1998).

Bei Behandlung eines Tumors mit einem fiir 4-1BBL kodierenden Vektor beschreiben
nun Melero et al. (1998) und Mogi et al. (2000) Ubereinstimmend Tumorregression.
Die Zellart, deren durch 4-1BBL induzierte Proliferation fir die Antitumor-Wirkung die
groflite Bedeutung zu haben scheint, sind CD8+-Zellen (Melero et al. 1998 und Mogi
et al. 2000), wobei deren Stimulation IL-2-unabh&ngig zu sein scheint (Shuford et al.
1997). Auch zeigen Chu et al. (1997), dass sich die Th1- und Th2-Antwort
unabhangig von einem CD28-Signal ausbilden kann.
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Eine physiologische Expression von 4-1BBL findet sich nur auf einigen
antigenprasentierenden Zellen (APC) (Pollok et al. 1993, Alderson et al. 1994),
darunter aktivierte B-Zellen, Makrophagen (Pollok et al. 1994) und dendritische
Zellen (Ruiz et al. 2001), wobei es erst nach T-Zellaktivierung durch Stimulierung des
TCR in Gegenwart von Cytokinen oder in Kombination mit CD28-Ligandenbindung
(Pollok et al. 1993) zur Expression des 4-1BBL auf den T-Zellen kommt.

Ein ernsthafter Vergleich der Ergebnisse der verschiedenen Arbeiten bezlglich der
Rolle der einzelnen Komponenten der Antitumor-Immunreaktion wird dadurch
erschwert, dass ein Gutteil der Untersuchungen an unterschiedlichen
Tumormodellen mit ungleicher Immunitat, Erreichbarkeit durch den jeweiligen Vektor
usw. durchgefihrt wurden. So werden Zellen des hepatozelluldren Karzinoms
(Barajas et al. 2001) genauso in Tumormodellen verwendet wie Zellen des
follikularen Schilddrisenkarzinoms (Zhang et al. 2003) und Lebermetastasen des
Mammakarzinoms (Martinet et al. 2002). Folglich kénnen die obigen Ausfiihrungen
allenfalls einen Uberblick Uiber die Immunantwort gegen Tumoren bieten, sie aber

nicht erschépfend behandeln.

1.4 Durchflusszytometrische Analysen

Die Durchflusszytometrie bietet die Mdoglichkeit, Zellen diskriminiert nach ihrer
Granularitdt oder mit spezifischen Antikérpern nach Oberflachenmolekilen zu
zahlen. Das zugrundeliegende Prinzip macht sich einerseits die verschiedene
Lichtstreuung zunutze, die Zellen verschiedener Gré3e und Granularitat hervorrufen,
wenn ein Lichtstrahl auf sie trifft, andererseits die Fluoreszenz mit entsprechenden

Farbstoffen markierter spezifischer Antikdrper.

In der Durchflusszytometrie wird monochromatisches kohéarentes Licht verwendet,
wie es von Argon-Lasern produziert wird. Durch eine bestimmte Technik werden die
Zellen so in das System des Durchflusszytometers gewirbelt, dass sich die Zellen
alle einzeln hintereinander anordnen und so im rechten Winkel den Laserstrahl

kreuzen. Um eine optimale Messung durchfihren zu kénnen, mul® unter anderem
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der Durchmesser des Lichtstrahls kleiner als der Zelldurchmesser sein und die Zelle
in ihrem Strom mittig flieen, da nur dann die Fluorochrome maximal angeregt
werden und das gebeugte Licht ausschlieldlich partikelabhangig ist. Der
Brechungsindex und die Partikelgréfe werden nun vom Engwinkelstreulicht (forward
scatter) erfasst, die Granularitdt einer Zelle erfasst das Weitwinkelstreulicht (side
scatter), wodurch sich verschiedene Zellarten unterschiedlich darstellen. Da sich
Zellen aber im Flussstrom des Gerates nicht immer optimal ausrichten, ist das
Streulicht variabel, was eine Darstellung der Zellpopulationen als Punktwolken zur
Folge hat. Hierbei wandelt das Durchflusszytometer die durch die Messung
gewonnenen Spannungsimpulse Uber analoge schliel3lich in digitale Signale um, die

sich sowohl im Computer speichern als auch weiter bearbeiten lassen. (Nebe 1996)

Der grol3e Vorteil bei der Untersuchung von Zellen mittels Durchflusszytometrie
besteht darin, dass sie eine quantitative Beurteilung der betrachteten Zellen erlaubt,
wobei innerhalb relativ kurzer Zeit zahlreiche Proben begutachtet werden kénnen.
Dies stellt einen entscheidenden Vorteil gegenliber der Histologie dar, die fiir eine
qualitative Aussage zwar gut geeignet ist, allerdings allenfalls eine semiquantitative

Beurteilung erméglicht.

1.5 Zielsetzung

Ziel dieser Arbeit ist die Untersuchung der Wirkung von IL-12, IL-2 und 4-1BBL auf
das hepatozelluldre Karzinom im Rattenmodell. Die Zytokine IL-12, IL-2 und der
Kostimulator 4-1BBL erreichen ihren Wirkort - den Tumor — durch adenovirale
Vektoren, die direkt in den Tumor inokuliert werden. Zu diesem Zweck sollen
einerseits die Entwicklung der Tumorvolumina mittels MRT beobachtet und
ausgewertet werden, andererseits soll die Immunzellinfiltration in das Leber- und
Tumorgewebe histologisch untersucht und ein Protokoll zur Zellvereinzelung aus
Geweben etabliert werden, um immunologische Untersuchungen in Zukunft
durchflusszytometrisch durchfiihren zu kénnen. Des Weiteren sollen eventuelle

toxische Wirkungen auf die Leber durch diese Behandlungen anhand der
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Serumparameter GOT und GPT durch Vergleich der bestimmten Werte zu zwei
Behandlungszeitpunkten bestimmt werden.

Eine der Mdglichkeiten, toxische Effekte durch die Interleukine zu vermeiden, ist die
Dosisreduktion. Im Vergleich zu anderen Arbeitsgruppen, die mit Dosen von 108-10°
plaque forming units (pfu) (Mazzolini et al. 1999) oder 5 x 10° pfu (Addison et al.
1995) arbeiten, ist schon die von Dr. Reinhard Wahler in dieser Arbeitsgruppe in
einer vorherigen Studie verwendete Dosis von 5 x 10° infectious units (i.u.), bei der
noch 80% der behandelten Tiere eine Totalremission zeigten, verhaltnismafRig
niedrig. Die in der aktuellen Studie verwendete Dosis von nur 1 x 10° i.u. soll nun

zeigen, ob und gegebenenfalls welche Effekte sich hier noch nachweisen lassen.
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2 Material und Methoden

2.1 Zellkultur

2.1.1 Verwendete Zellen

Bei den fUr die Tumorinokulation verwendeten MH-7777A-Zellen handelt es sich um
Rattenhepatomzellen, die von der DSMZ (Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH) bezogen wurden. Die einem Lebertumor
einer Buffalo-Ratte entstammende Zelllinie wachst in Monolayern und zeigt runde

polymorphe Zellen.

Diese Zelllinie wurde bisher bereits am UKE zur Tumorimplantation verwendet
(Krupski 2001).

Die Zellen sind laut Angabe des Herstellers DSMZ negativ fiir reverse Transkriptase
und frei von Mycoplasmen. Der Zellkulturschrank hat eine Temperatur von 37°C bei

einem CO,-Partialdruck von 5%.

Material
o Zellen: MH-7777A Rattenhepatomzellen (DSMZ-Deutsche Sammlung von

Mikroorganismen und Zellkulturen, No. ACC 345)

e Waschlésung: Dulbecco’s PBS (Invitrogen Corporation, Cat.N0.14190-094)

e Medium fir MH-7777A-Zellen: 500ml Medium enthalten 370ml Dulbecco’s MEM
ohne Glutamax (Invitrogen Corporation, Cat.N0.41965-039), 100ml Horse
Serum, hitzeinaktiviert (GIBCO BRL, Cat.N0.26050-047), 25ml FCS (GIBCO
BRL, Cat.No. 011-06290), 0,5ml Penicillin/Streptomycin (Invitrogen Corporation,
Cat.N0.15140-122) und 5ml L-Glutamin 200MM (Invitrogen Corporation, Cat.No.
25030-024)

e Trypsin-EDTA (Invitrogen Corporation, Cat.No. 25300-054)

e FCS —Fetal Calf Serum (GIBCO BRL, Cat.No. 011-16290)
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DMSO —-Dimethyl Sulfoxide (Sigma, Cat.No. D-5879)
Zellkulturflaschen: Nunclon dSurface (Nalge Nunc International, Cat.No. 147589)
Totfarbstoff: Trypanblau

2.1.2 Passagieren der Kultur

Da Zellen konfluent wachsen und durch Kontaktinhibition in ihrer Teilungsfahigkeit

eingeschrénkt werden, mussen die Zellkulturen zur Vermehrung regelmafig geteilt

1.

werden.

Das Medium wird aus der T75-Zellkulturflasche entfernt.

Mit 15 ml PBS (37°C) wird die Kultur vorsichtig gewaschen und das PBS wieder
abgesaugt.

Es wird 1 ml Trypsin (37°C) zugegeben und mit den Zellen 3-5 min lang
inkubiert.

Durch leichtes Klopfen werden die Zellen vom Flaschenboden geldst.

Nun werden 7 ml Medium hinzugegeben und der Zellrasen unter mehrmaligem
Wiederaufnehmen des Mediums vom Flaschenboden abgespiilt.

Durch erneutes Aufnehmen der Zellsuspension und anschlieRendes Auspumpen
gegen den Wiederstand des Flaschenbodens werden die Zellen vereinzelt.

Fur eine 1:4 Passage werden nun 2 ml in eine mit 15 ml vorgewarmten Mediums
bestlickte T75-Flasche gegeben.

Durch leichtes Bewegen der liegenden Flasche werden die Zellen und das
Medium verteilt.

Abschlieend werden die Zellen mikroskopisch kontrolliert.

2.1.3 Einfrieren von Zellen

Zur Aufbewahrung werden die Zellen mit DMSO stabilisiert und bei —-196°C

eingefroren.

Das Medium wird aus der T300-Zellkulturflasche entfernt und die Zellen mit 15
ml PBS gewaschen; das PBS (37°C) wird entfernt.
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Es werden 5 ml Trypsin (37°C) zugegeben und mit den Zellen 3-5 min inkubiert.
Durch leichtes Klopfen werden die Zellen vom Flaschenboden geldst.

Es werden 15 ml Medium zugegeben und der Zellrasen unter mehrmaligem
Wiederaufnehmen des Mediums vom Flaschenboden abgespiilt.

Nun wird die Zellsuspension fir 10 min bei 500 X g und 4°C zentrifugiert.

Der Uberstand wird entfernt.

Das Zellpellet wird in 15 ml Medium aufgenommen und gut durchmischt.

Erneut wird bei 500 X g und 4°C fur 10 min zentrifugiert und anschlieend der
Uberstand entfernt.

Den Zellen (ca. 1 ml) werden 4ml reines FCS und 600 yl DMSO zugesetzt.
Sodann werden sie mit FCS auf 6 ml aufgefillt.

Die Zellen werden in mit Datum, Zellname und Passagenzahl beschrifteten

Kryoampullen zuerst bei —20°C, spéater bei —196°C eingefroren.

2.1.4 Auftauen eingefrorener Zellen

Das fur die Stabilisierung der Zellen bei —196°C benétigte DMSO st fur das

Zellwachstum schadlich, weshalb es ausgeschwemmt werden muss.

Die Ampulle enthalt die Zellen in 90% FCS und 10% DMSO.

Die Ampulle wird zigig aufgetaut.

Der Ampulleninhalt wird mit 15 ml Medium (37°C) in eine T75-Zellkulturflasche
pipettiert.

Nach 3-4-stiindiger Inkubation wird das Medium entfernt und 15 ml frischen
Mediums werden zugegeben (nun ist das DMSO ausgeschwemmt).

Es erfolgt eine mikroskopische Kontrolle der Zellen.

Am né&chsten Morgen wird das Medium erneut gewechselt.

2.1.5 Vorbereitung der Zellen zur Inokulation

Um eine relativ genau bestimmte Zellzahl inokulieren zu kénnen, missen die Zellen

gezahlt und auf eine bestimmte Konzentration gebracht werden.
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1. Nach Entfernen des Mediums werden die Zellen vorsichtig mit 15 ml PBS in der
T75-Flasche gespult und anschliel3end das PBS entfernt.

2. Die Zellen werden mit 1 ml Trypsin tberschichtet und 2 min inkubiert.

Es werden 6 ml DMEM zugegeben und der Zellrasen unter mehrmaligem

Wiederaufnehmen des Mediums vom Flaschenboden abgespiilt.

Die Zellsuspension wird nun 10 min bei 500 X g und 4°C zentrifugiert.

Nach Entfernung des Uberstandes wird das Zellpellet in 10 ml PBS gelést und 5

min bei 500 X g und 4°C zentrifugiert.

Bis auf einen kleinen Uberstand wird das PBS abgesaugt.

Das verbliebene PBS wird mit dem Pellet aufgemischt.

Es werden 10 ul abpipettiert und mit Trypanblau (mindestens 1:1) gefarbt.

© © N o

Von den gefarbten Zellen werden erneut 10 pl abpipettiert und auf eine
Zahlkammer gegeben, wo nun die lebenden (nicht angefarbten) Zellen gezéhlt
werden.
10. Ist auf diese Weise die Zellkonzentration bestimmt, so werden die nétigen
Verdinnungen berechnet, da die beiden Tumoren durch eine unterschiedliche
Zellzahl gebildet werden sollen:

e rechter Tumor: 20 ml mit einer Zellzahl von 3,25 X 10%/ml

e linker Tumor: 20 ml mit einer Zellzahl von 5 X 10*/ml

2.2 Adenovirale Vektoren

Bei den verwendeten adenoviralen Vektoren handelt es sich um ein von der Firma Q-
BIOgene erworbenes Kontrollvirus (Ad5.Null, Cat.No. ADV0060), im folgenden Ad-0
genannt, sowie um drei von Dr. Reinhard Wahler im Rahmen seiner Doktorarbeit
konstruierte Vektoren. Ad-O ist ein Adenovirus, das keine Transgene oder
Expressionskassetten enthalt. Der Ad-1 Vektor kodiert fur IL12, Ad-2 hingegen fur
IL12 und 4-1BBL. Ad-3 schlieldlich fuhrt zur Expression von IL12, 4-1BBL und IL2.
Als IL12 wird hier das Einketten-IL12 (sclL 12) bezeichnet. Die Vektoren Ad-1, Ad-2
und Ad-3 bauen auf einem in E; und E3 deletierten Adenovirus auf.

Bei den verwendeten Genen handelt es sich um murine Gene, die auch in der Ratte

translatiert werden kénnen. Sie stehen unter der Kontrolle eines Promotors aus dem
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humanen Cytomegalievirus und sind in verschiedenen Expressionskassetten
lokalisiert. Das Gen fir IL-12, das sich in allen drei Vektoren in der ersten
Expressionskassette befindet, wird am starksten exprimiert, wéhrend das in der
dritten Expressionskassette lokalisierte Gen fiur IL-2 die geringste Auspragung
erfahrt.

Der Aufbau der Vektoren ist im Folgenden schematisch dargestellt.

..................... virale Gene ————— | | |Adenovirus Type 5
3:1:1:1:1:1:1:1:3:1:1:1:3:3:3:3:3:1:1:1:1:1:1:1:1:1:1:1:3:|_ R Vektor(AE1,AE3)
/ Transgene
Ad-1
| (Transgene: 2,6 kb)
IL12 H SV40 pA |

PV-IRES

m >{a-1BBL}{ sv40 pA|

o~ —

N

7 (Transgene: 4,1 kb)

PV-IRES EMCV-IRES Ad-3

r ™ Ac-3 [N
m = > 12 {'sv40 pA] (Transgene: 5,3 kb)

Abb. 3: Die adenoviralen Vektoren Ad-1, Ad-2 und Ad-3 in schematischer Darstellung. Die Grofe der gesamten
Transgenkassette (inkl. CMV und pA) ist fiir jeden Vektor rechts angegeben. ITR: Inverted Terminal Repeat; ‘V:
eine als Verpackungssignal bezeichnete DNA-Sequenz des Adenovirus; CMV: Promoter aus dem humanen
Cytomegolovirus; SV40 pA: Polyadenylierungssequenz aus dem Simian Virus 40; IRES: interne ribosomale
Eintrittsstelle; PV: Poliovirus; EMCV: Encephalomyocarditis Virus; IL12: murines, einkettiges Interleukin-12
(scIL12); 4-1BBL: ein muriner T-Zell-Kostimulator aus der TNF-Familie; IL2: murines Interleukin-2.

Die Abbildung wurde freundlicherweise von Herrn Dr. R. Wahler zur Verfigung
gestellt. (Wahler 2003)
Das zur Behandlung verabreichte Virusvolumen betrug 30 pl mit einer

Viruskonzentration von 1 X 10° i.u.
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2.3 HCC-Modell in der Ratte

In der vorliegenden Arbeit fanden MH-7777A-Zellen Verwendung. Diese niedrig
differenzierten, schnell wachsenden Hepatomzellen werden in Kultur vermehrt und
sodann auf eine Konzentration von 3,25 X 10*/ml Zellen fur den rechten bzw. 5 X
10*/ml Zellen fur den linken Tumor gebracht. Je 20 ml der jeweiligen Zellsuspension
werden mannlichen Buffalo-Ratten in den rechten bzw. den linken Leberlappen
inokuliert. Der rechte Leberlappen dient in diesem Fall als Modell einer

Lebermetastase, die nicht direkt behandelt wird.

2.3.1 Tiere

Bei den verwendeten Tieren handelte es sich um einen Inzuchtstamm von
Buffaloratten der Art Rattus norvegicus (Wanderratte). Die Ratten wurden erworben
von der niederlandischen Zweigstelle der Firma Harlan Sprague Dawley,
Indianapolis, USA.

Die Tiere wurden in Normalkafigen gehalten und bekamen Hartfutterpellets als
Nahrung. In den ersten vier Wochen nach Tumorinokulation wurde den Tieren
Wasser mit Novalgin (Novaminsulfon-ratiopharm Tropfen, PZN - 3530402)
angeboten; 450 ml enthalten 12 Tropfen Novalgin. In den folgenden zwei Wochen

bekamen sie reines Wasser.

Tierversuchsleiter war Dr. Frank Schnieders, Leiter der Arbeitsgruppe Gentherapie
des Instituts fur Molekulare Zellbiologie, Zentrum fir Experimentelle Medizin des
Universitatsklinikums Hamburg-Eppendorf.

Der Tierversuch wurde von der Behérde fur Arbeit, Gesundheit und Soziales, Amt fur
Gesundheits- und Veterindrwesen, Tesdorpfstr. 8, 20148 Hamburg unter der

Nummer 56/02 genehmigt.
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2.3.2 Tumor- und Virusinokulation

Material

Ketamin-Stock: 25 mg/ml (Ketanest, Pfizer; PZN 7829486)

Rompun-Stock: 20 mg/ml (Rompun 2%, Bayer; PZN 1320422)
Betdubungsgemisch: 6 mg/ml Ketanest, 1,6 mg/ml Rompun in 0,9% NaCl (fur 50
ml: 12 ml Ketanest, 4 ml Rompun und 34 ml 0,9% NaCl)

BD Micro-Fine U100 Insulinspritzen (Becton Dickinson, Cat.No. Ref 320813)
Diethylether (Merck, Cat.No. 159016)

Tumorzellen: MH-7777A Rattenhepatomzellen (DSMZ-Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen, No. ACC 345)

Behandlung: als Vektoren dienen die in unserem Labor entwickelten Ad-1, Ad-2,
Ad-3

als Kontrollbehandlungen kommen zum Einsatz: Ad-0 (Ad5.Null, Q-BlOgene,
Cat.No. ADV0060) sowie Dulbecco’s PBS (Invitrogen Corporation,
Cat.N0.14190-094)

Operationsbesteck (Fine Scientific Tools, diverse Instrumente)

Nahtmaterial: Vicryl (Polyglactin 910, Ethicon, Inc., Johnson & Johnson)

Histacryl (Aesculap, Cat.No. A191050052)

Leukosilk

Prozedur

1.

Die Ratte wird in einen Exsikkator gesetzt, der unter der Bodenplatte mit
ethergetrankten Papiertiichern gefullt ist.

Hat das Tier das Bewusstsein verloren, so wird es mit Ketamin/Rompun betaubt
(etwa 0,6 ml Narkosemischung auf 10 g Ko&rpergewicht), indem das
Betaubungsmittelgemisch subcutan in den Unterbauch injiziert wird.

Den Tieren wird Leukosilk um die Beine geklebt und das Tier sodann mit durch
das Leukosilk gestochenen Kanilen auf der Unterlage fixiert; wahrend der
ganzen Operation liegt vor der Nase des Tieres ein mit ethergetrankten
Papiertlichern gefiilltes 50 ml-Falcon, wodurch die Dauerhaftigkeit der Narkose

gesichert wird.
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Zeigt das Tier keine Reflexe mehr, so wird der Bauchraum mit einem etwa 3-4
cm langen Schnitt eréffnet, wobei zuerst die Haut, dann auch das Bauchfell
durchtrennt wird.

Das Omentum majus wird zurtickgeklappt und die entsprechenden Leberlappen
werden aufgesucht.

Als Tumoren werden in den rechten Leberlappen 20 ml MH-7777A-Zellen (3,25
X 10*ml) gespritzt, in den linken Leberlappen 20 ml MH-7777A-Zellen (5 X
10%/ml).

30 sec nach dem Einspritzen der Zellen wird die Nadel aus der Leber
herausgezogen und in genau diesem Moment auf die Einstichstelle Histacryl
gegeben, wodurch ein Rickfluss der Tumorzellen aus der Leber und damit die
Bildung von Bauchraummetastasen durch die Inokulation verhindert werden soll.
Nun wird das Omentum majus wieder in seine urspriingliche Lage gebracht und
sodann zuerst das Bauchfell und im Anschluf® die Haut mit einer fortlaufenden

Naht geschlossen.

Zur Behandlung wird anstelle der Tumorzellen der jeweilige Vektor beziehungsweise

das PBS verabreicht, wobei die Inokulation nur in den linken Tumor erfolgt. Das

verabreichte Virusvolumen betragt 30 pl mit einer Viruskonzentration von 1 X 10° i.u.

Direkt vor der Inokulation werden die Viren mit einer abgeschnittenen Pipettenspitze

(cell saver tips, Biozym) aufgemischt und sodann in eine Micro-Fine Insulinspritze

aufgezogen. Bei der Injektion selbst wird das Gesamtvolumen von 30 ul an der

Einstichstelle durch leichtes Zurilickziehen und erneutes tieferes Einstechen auf eine

groliere Flache verteilt.

2.3.3 Magnetresonanztomographie (MRT) der Ratten

Die magnetresonanztomographische Untersuchung der Ratten dient sowohl der

Grélenabschatzung der Tumoren als auch der Verlaufskontrolle individueller Tiere.

Material

Magnetom Symphony, 1,5 Tesla (Siemens)
Diethylether (Merck, Cat.No. 159016)
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e Betdubungsgemisch: 6 mg/ml Ketanest, 1,6 mg/ml Rompun in 0,9% NaCl (fur 50
ml: 12 ml Ketanest, 4 ml Rompun und 34 ml 0,9% NacCl)

Prozedur
Die Ratten werden mit Diethylether betdubt, gewogen und bekommen sodann das

Ketamin/Rompun-Gemisch injiziert, damit die Betdubung lange genug fir die MRT-
Messung anhalt.
Die verwendete Spulenkombination ist folgende:
1. CP-Head (Kopfspule)
2. Oberflachenspulen (4 Stick):
e 2 small flex loop coils ventral und dorsal der Untersuchungsregion (Leber)
e 2 Kiefergelenkspulen (double loop array coils) rechts und links der
Untersuchungsregion (Leber)

Darstellung des Spulenaufbaus fur die MRT-Untersuchungen:

W

Abb. 4: Darstellung des Spulenaufbaus fiir die MRT-Untersuchungen:
Hellgrau ist der Korper der Ratte dargestellt

1: small flex loop coils

2: dobble loop array coils (Kiefergelenksspulen)

3: CP-Head (Kopfspule)
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Es werden zwei Sequenzen je Ratte aufgenommen:
1. Gradienten-Echo-Sequenz (GRE) T1-gewichtet mit einer Repititionszeit (TR) von

198 ms, einer Echozeit (TE) von 6 ms und einem Field of View (FOV) von 71 mm X
53,3 mm). Die Matrix besteht aus 256 X 96 Pixeln, die Voxelgréfe ist 0,6 X 0,3 X 2
mm.

2. Turbo-Spin-Echo (TSE) T2-gewichtet mit einer Repititionszeit (TR) von 3100 ms,
einer Echozeit (TE) von 97 ms und einem Field of View (FOV) von 70 mm X 52,5
mm). Die Matrix besteht aus 256 X 96 Pixeln, die VoxelgréfRe ist 0,5 X 0,3 X 2 mm.

In den T1-gewichteten Sequenzen stellt sich das hepatozelluldre Karzinom im
Normalfall hypodens dar, in der T2-gewichteten Sequenz hyperdens. Anhand der
gewonnenen Schnittbilder werden die Tumor- und gegebenenfalls Metastasengréfen
bestimmt und deren Entwicklung als Graphik dargestellt.

Die Abschédtzung der Tumorvolumina erfolgt durch Messung des Tumors in drei
Dimensionen und Berechnung nach der Formel:

V=4/3xmxAxBxC,wobei A, Bund C den Tumorradien entsprechen.

2.3.4 Praparation der Ratten zur Gewinnung von Gewebeproben

Die Praparation der Leber und ihr Einfrieren bei —80°C ermdglicht die Konservierung

des Gewebes und seine spatere Aufarbeitung fir histologische Untersuchungen.

Material
o Ketamin-Stock: 25 mg/ml (Ketanest, Pfizer; PZN 7829486)

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

e Betdubungsgemisch: 6 mg/ml Ketanest, 1,6 mg/ml Rompun in 0,9% NaCl (fur 50 ml:
12 ml Ketanest, 4 ml Rompun und 34 ml 0,9% NaCl)

e PBS: Dulbecco’s PBS (Invitrogen Corporation, Cat.No.14190-094)

e Tissue Tek O.T.C. Compound (Sakura, Cat.No. 4583)

e Préaparationsbesteck (Fine Scientific Tools, diverse Instrumente)
Prozedur

1. Das Tier wird bei einem Gewicht von 250-290 g mit 2,5 ml Ketamin/Rompun-

Gemisch durch subcutane Injektion in den Unterbauch betaubt.
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2. Ist das Tier reflexfrei, so wird der Bauchraum eréffnet und sodann zigig das
Diaphragma (Zwerchfell) durchtrennt und der Brustkorb eréffnet.

3. Der rechte Vorhof wird punktiert und 1 ml Blut enthommen; nach Entfernen der
Kandule ist der rechte Vorhof eréffnet.

4. Das Herz wird mit der Pinzette angehoben und der linke Ventrikel von unten
punktiert; auf diesem Weg wird das Tier mit 50-100 ml PBS perfundiert, bis die
Leber merklich heller wird.

5. Nun wird die Milz enthommen und fir die durchflusszytometrische Analyse
weiterverarbeitet. (Siehe 2.4)

6. Vorsichtig wird nun die Leber freiprapariert und entnommen.

7. Die Leber wird einmal in toto und einmal mit den Tumoren im Anschnitt fotografiert.

8. Je ein Stuck behandelten und unbehandelten Tumors sowie tumorfreien
Leberlappens werden in Tissue Tek eingebettet und in flissigem Stickstoff auf -
196°C heruntergekihlt; die Lagerung erfolgt bei —80°C.

9. Ein etwa 400 mg schweres Stiick Gewebe aus dem behandelten Tumor wird fur die

Durchflusszytometrie vorbereitet. (Siehe 2.4)

2.4 Isolierung von Milz-, Leber-, und Tumorzellen fiir die

Durchflusszytometrie

Eine Isolierung der Zellen aus Milz, Leber oder Tumor fiir die Durchflusszytometrie ist

ndtig, da nur einzelne Zellen korrekt gemessen werden kénnen.

Material

e Medium A: Ansatz fur 400 ml: 350 ml RPMI-1640 mit 25 mM HEPES und Gin
(Invitrogen Corporation, Cat.No. 52400-025), 2 ml Sodium-Pyruvat (Invitrogen
Corporation, Cat.No. 11360-039), 2 ml 100% nichtessentielle Aminosauren
(Invitrogen Corporation, Cat.No. 11140-035), 0,7 ul R-Mercaptoethanol (Sigma,
Cat.No. M-6250), 20 ml FCS-Foetal Calf Serum, Mycoplasma & Virus sceened
(GIBCO BRL, Cat.No. 011-06290), 1 ml Penicillin/Streptomycin (Invitrogen
Corporation, Cat.No. 15140-122)
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ACK-Puffer (Lysepuffer): 500 ml ACK-Puffer enthalten 4,012 g NH4CI, 0,692 ¢
K2CO3 (M(K2CO3)=138,21 g/mol), 100 pl 0,5 M EDTA, H,0 ad 400 ml, der pH wird
auf 7,2-7,4 mit 1 N HCI eingestellt, ad 500 ml; der Puffer wird gefiltert (0,2 um)
Medium: RPMI-1640 with Glutamax-I (Invitrogen Corporation, Cat.No.61870-010)
Waschlésung: Dulbecco’s PBS (Invitrogen Corporation, Cat.No.14190-094)
CHD-Gemisch: 9 ml enthalten 450 pl Collagenase IV (Sigma, Cat.No. C 5138), 450
Ml Desoxyribonuklease | (Sigma, Cat.No. D 5025), 450 ul Hyaluronidase V (Sigma,
Cat.No. H6254) ad 9 ml RPMI-Medium with Glutamax-| (Invitrogen Corporation,
Cat.No. 61870-010)

Knoblauchpresse: Koncis (lkea, Cat.No. 26116885)

Filteraufsatze: Filcons, 50 um (BD Biosciences, Cat.No. 340601)

Prozedur

Leber- und Tumorzellen:

1.
2.

® N o o

Der Gewebeblock wird durch die Knoblauchpresse in ein 50 ml Falcon gedriickt.

2 ml des CDH-Gemisches werden zugegeben und die Falcons im Riittelinkubator
bei Raumtemperatur 1 Stunde inkubiert.

Die gewonnene Zellsuspension wird bei 400 X g fir 5 min zentrifugiert und der
Uberstand entfernt.

Das Pellet wird in 2 ml ACK-Puffer aufgelést und die Lyse durch die sofortige
Zugabe von 3 ml PBS (eiskalt) beendet.

Filtern der Zellsuspension durch Filteraufsétze (50 pm).

Zentrifugation bei 400 X g und 4°C fiir 5 min , Entfernen des Uberstandes.
Aufnehmen der Zellen in 1-2 ml Medium A.

Zahlen der Zellen im Durchflusszytometer.

Das Protokoll zur Lebendzellgewinnung wurde entwickelt durch Verédnderung eines

Protokolls von Dessureault et al. (1999).

Milzzellen:

1.

Das ganze Organ wird mit dem Skalpell in 1-2 mm grof3e Stiicke geschnitten.

2. Mit dem Spritzenkolben werden diese Stiicke durch ein engmaschiges Metallsieb

gedrickt, das sodann mit 10 ml PBS gespuilt wird.

33



Die Aufbewahrung erfolgte bis zur Weiterverarbeitung auf Eis.
4. Zentrifugation der Zellen fur 10 min bei 200 X g und 4°C, Entfernung des
Uberstandes.
5. Zugabe von 15 ml ACK-Puffer zur Lyse der Erythrozyten, Inkubation bei
Raumtemperatur fir 5 min.
Zugabe von 20 ml PBS (eiskalt).
Zentrifugation fiir 10 min bei 200 X g und 4°C, Entfernen des Uberstandes.

© N o

Resuspension des Pellets in 10 ml eiskaltem Medium A.

9. Filtern der Zellsuspension durch Filteraufsatze (50 pm).

10. Zentrifugation fur 10 min bei 200 X g und 4°C, Entfernen des Uberstandes.
11. Resuspension des Pellets in 5 ml RPMI-Medium.

12. Zahlung der Zellen im Durchflusszytometer.

2.5 Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie ermdglicht die quantitative Analyse von Zellen und

Zellinfiltraten.

Material
e  Totfarbstoff: 7-AAD (Beckman Coulter, Cat.No. IM3422)
o Flow Count Fluorospheres (Becton Dickinson, Cat.No. 7547053)

o Durchflusszytometer: Cytomics FC 500 (Beckman Coulter)

Prozedur
Es werden 100 ul Zellsuspension und 100 ul Flow Count Fluorospheres und 20 pl 7-

AAD gemischt. Im Durchflusszytometer werden die Zellen gezahlt.

Zum Auswerten werden die Proben nun mit dem dafiir geeigneten Protokoll analysiert.
Hierbei macht man sich die monochromatische Laser-Anregung mit dem FC 500 bei
bestimmten Farbstoffen zunutze, wobei 7-AAD (7-Aminoactinomycin D) bei 647 nm

angeregt wird.
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2.6 Blutentnahme bei Buffaloratten

Material

e 1M EDTA (Sigma, Cat.No. ED 2 SS)

e Spritzen: Omnifix-F 1ml (Braun, PZN 0569881)

e Kandilen intraoperativ: Sterican 27 G (Braun, PZN 2050864 )

e Kandilen bei Praparation: Sterican 20 G (Braun, PZN 2050798)

e Eppendorf-Reaktionsgefald: 500 PP-Reaktionsgefal 1,5 ml (Greiner bio-one,
Cat.No. 616201)

e Abnahmerdhre (Plexiglas)

Um Blutparameter wie GOT und GPT der Tiere im Behandlungsverlauf beobachten zu
kénnen, muss Blut einerseits intraoperativ, andererseits aber auch ohne Operation aus

der Schwanzvene entnommen werden.

Prozedur

Intraoperativ:

1. Betdubung des Tieres und anschlielende Eréffnung des Bauchraumes.

2. Der Darm wird vorsichtig herausgenommen und auf eine mit physiologischer
Kochsalzlésung (0,9% NaCl) befeuchtete Mullbinde gelegt.

3. Die untere Hohlvene (V. cava inf.) wird aufgesucht und etwa 500 pl Blut mit der
Spritze enthommen.

4. Nach Entfernung der Kanille wird das Blut in ein Eppendorf-Reaktionsgefal}
verbracht, das 10 yl 1M EDTA enthalt.

5. Bis zur Weiterverarbeitung der Probe werden diese auf Eis aufbewahrt.

6. Der Darm wird wieder eingebracht und die eigentliche Operation fortgesetzt.

7. Die Blutprobe wird spater bei 14 000 rpm und 4°C fir 3 min zentrifugiert; das Serum
wird abpipettiert und bei —20°C gelagert.

Aus der Schwanzvene:
1. Die Ratte wird in die Abnahmeréhre verbracht, wobei diese leicht schrag mit der

Offnung nach unten gehalten wird, so dass das Tier hineinklettert.
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2.Nach Fixierung der Ratte in der Réhre wird der Schwanz in warmes Wasser
gehalten, um die Gefélle zu dilatieren.

3. Nach 2 min werden mit der Spritze aus einer der lateralen Schwanzvenen etwa 500
Ml Blut entnommen.

4. Nach Entfernung der Kanile wird das Blut in ein 10 pl 1M EDTA enthaltendes
Eppendorf-Reaktionsgefald gegeben und bis zur Weiterverarbeitung auf Eis
aufbewahrt.

5. Die Blutproben werden spéater 3 min bei 14 000 rpm und 4°C zentrifugiert; das
Serum wird abpipettiert und bei —20°C aufbewahrt.

Wahrend der Praparation:

1. Das Tier wird bei einem Gewicht von 250-290 g mit 2,5 ml Ketamin/Rompun-
Gemisch betaubt.

2. Ist das Tier reflexfrei, so werden der Bauchraum eréffnet und sodann zligig das
Diaphragma (Zwerchfell) durchtrennt und der Brustkorb eréffnet.
Der rechte Vorhof wird punktiert und 1 ml Blut enthommen.

4. Das Blut wird in ein 10 pl 1M EDTA enthaltendes Eppendorf-Reaktionsgefaf
gegeben und auf Eis gelagert.

5. Spater werden die Blutproben 3 min bei 14 000 rpm und 4°C zentrifugiert; das

Serum wird abgenommen und bei —20°C gelagert.

2.10 Serumanalysen

Die Analysen zur Feststellung der GOT- und GPT-Aktivitat im Serum wurden im Institut
fur klinische Chemie des Universitatskrankenhauses Eppendorf mit einem
Roche/Hitachi-Modularsystem durchgefiihrt. Der Enzymgehalt im Serum wird in Units

per Liter (U/l) angegeben.

Der GOT/GPT-Quotient errechnet sich durch Teilung des Wertes fir die GOT-
Aktivitdt durch den Wert der GPT- Aktivitat.
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2.11 Immunhistologie

Zum Nachweis verschiedener Immunzellpopulationen in Leber- und Tumorgewebe |&sst

sich die Immunhistologie verwenden, bei der spezifische Antikérper durch verschiedene

Systeme sichtbar gemacht werden kénnen.

2.11.1 APAAP-Methode

Material

CD4 (BD Biosciences, Cat.No. 550297)

CD8a (BD Biosciences, Cat.No. 550298)

CD161 - NKR-P1A (Becton Dickinson, Cat.No. 550306)

Mischung fur Primé&rantikérper: Der Primarantikérper (CD4, CD8a oder NKR) wird
mit Tris-Puffer versetzt (1:50) und dies dann mit Kaninchenserum (1:20) gemischt
APAAP-Dualsystem (Bestandteile: ADS 1013 und ADS 101A; Dianova, Cat.No.
ADS 101)

Tris-Puffer: 4,9 g Tris-Base (Sigma, Cat.No. T-1503), 1,5 g Tris-HCI (Merck,
Cat.No.) und 8,7 g NaCl (J.T. Baker, Cat.No. 0278) ad 1 | Aqua bidest; der Puffer
wird mit 1 N HCI auf pH 8,7 eingestellt

Kaninchenserum (in unserem Labor gewonnen)

Fast Red: Sigma Fast (Sigma, Cat.No. F-4648)

Meyer’'s Hematoxilin Solution (Sigma, Cat.No. MHS-16)

Glycerol Gelantine (Sigma, Cat.No. GG-1)

Objekttrager:  HistoBond  Adhasions-Objekttrager zur  Anheftung  von
Gewebeschnitten (HistoBond, Cat.No. 901236)

Mikrotom-Kryostat Cryo-Star HM 560 M (Microm International GMBH, Walldorf,
Deutschland)
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Prozedur

N

2B .

~

11.
12.

13.
14.

15.

16.

17.

Die verwendeten Schnitte haben eine Dicke von 5 ym und sind methanolfixiert.

Die Schnitte werden mit je 100 ul einer Mischung aus Kaninchenserum und Tris-
Puffer (1:20) Uberschichtet und 10 min inkubiert.

Die Schnitte werden mit Tris-Puffer gewaschen (1 min).

Es folgt die Inkubation mit dem jeweiligen Primarantikérpergemisch fur 1 Stunde.
Samtliche Schnitte werden zweimal etwa 3 min mit Tris-Puffer gewaschen.

Nun werden die Schnitte mit je 100 pl Dualsystem-Brickenantikdérper (1:100 in
Tris-Puffer) fir 30 min inkubiert.

Erneutes zweimaliges Waschen mit Tris-Puffer (3 min).

Es folgt die Inkubation mit dem Dualsystem-APAAP-Komplex (1:100 in Tris-Puffer)
far 30 min.

Zweimaliges Waschen mit Tris-Puffer (3 min).

. Inkubation der Schnitte fir 15 min mit Dualsystem-Brickenantikérper (1:100 in

Tris-Puffer).

Erneut folgt zweimaliges Waschen mit Tris-Puffer (3 min).

Fur weitere 15 min werden die Schnitte mit dem Dualsystem-APAAP-Komplex
(1:100 in Tris-Puffer) inkubiert.

Die Objekttrager werden vorsichtig unter Leitungswasser gespiilt.

Auf jeden Schnitt werden je 100 ul Fast Red-Reagenz (je 1 Tablette Tris und Fast
Red auf 1ml Aqua bidest.) gegeben.

Wenn eine deutliche Rotféarbung der Gewebe unter dem Mikroskop zu sehen ist
(nach etwa 50 min Inkubation), werden die Schnitte erneut mit Leitungswasser
gespult.

Fur 2 min werden die Objekttrager in Meyer's Hematoxylin getaucht und
anschliel3end sofort unter Leitungswasser geblaut.

Die noch feuchten Schnitte werden mit Glycerol Gelantine eingedeckelt und

eventuell vorhandene Luftblasen vorsichtig mit der Pinzette ausgestrichen.
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2.11.2 Peroxidase

Material

CD4 (BD Biosciences, Cat.No. 550297)

CD8a (BD Biosciences, Cat.No. 550298)

CD161 - NKR-P1A (Becton Dickinson, Cat.No. 550306)

CD80 — B7-1 (Becton Dickinson, Cat.N0.555012)

Macrophage Subset (Becton Dickinson, Cat.N0.554900)

Mischung fir Primé&rantikdrper: Der Primarantikérper (CD4, CD8a, CD161, CD80
und Makrophage Subset) wird mit PBS versetzt (1:50) und dies dann mit
Kaninchenserum (1:20) gemischt.

Maus-PAP: Mouse PAP (Dako, Cat.No. P 0850)

Anti-Maus 1gG-Biotin: Biotinylated Rabbit Anti-Mouse Immunoglobulins (Dako,
Cat.No. E 0354)

ABC-Komplex: Vectastain ABC-Komplex PK-6100 (Linearis, Cat.No. PK-6100)
Rezept fur 4% PFA: 8 g Paraformaldehyd (Sigma, Cat.No. P-6148) und 100 ml Aqua
dest. unter dem Abzug auf 60°C erhitzen und durch Zugabe einiger Tropfen 1 N
NaOH auflésen; ist die klare Lé6sung auf Raumtemperatur abgekihlt, so werden 100
ml zweifaches PBS hinzugegeben.

Rezept fur 1 | PB (0,1 M): 2,49 g Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4; Merck,
Cat.No. 104873), 14,6 g di-Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat (Na,HPO4 X 2 H0;
Merck, Cat.No. 6580) ad 1 | Aqua dest.

Rezept fur 5 | zehnfaches PBS: 400 g NaCl (J.T. Baker, Cat.No. 0278), 10 g KCI
(Merck, Cat.N0.1.04936.1000), 10 g Kaliumdihydrogenphosphat (KH,PO4; Merck,
Cat.No. 104873) und 72 g di-Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat (Na;,HPO4 X 2
H.O; Merck, Cat.No. 6580) ad 5 | Aqua dest. (pH 6,9); nach 1:10 Verdinnung pH
7.4

Rezept fur 500 ml Tris (0,05 M): 3,02 g Tris-Base (Sigma, Cat.No. T-1503) und 4,5 g
NaCl (J.T. Baker, Cat.No. 0278) ad 450 ml, dann Einstellung auf pH 7,6 mit 1 N HCI,
dann ad 500 ml.

Rezept fir 100 ml DAB: 2,25 g Diaminobenzidin 4 HCI (Sigma, Cat.No. D-5637)
werden in 100 ml Tris gelést und anschlielend filtriert; das DAB wird in 1 ml Aliquots

eingefroren und bei —20°C aufbewabhrt.
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Entwicklungslésung fur die Peroxidaseaktivitat: 45 ml PB, 1 ml DAB (22,5 mg), 18
mg Ammoniumchlorid (Sigma, Cat.No. A-4514), 900 ul Nickelsulfat (1,3 g / 100 ml;
Merck, Cat.No. 1.06727.0100), 900 pl 1% Glucose (Sigma, Cat.No. G-8270) und
150 pl Glucose-Oxidase (1,2 mg / ml; Sigma, Cat.No. G-2133).

H,0O,: Wasserstoffperoxid 30% (Merck, Cat.No. 1.08597.1000)

Rezept fur 1 | Kernechtrot: 50 g Aluminiumsulfat (Merck, Cat.No. 1.01211.1000) und
1 g Kernechtrot (Chroma-Gesellschaft Schmid & Co.) in 1 | Aqua dest. heil} 16sen
und nach dem Erkalten filtrieren.

Rothihistol (Carl Roth GmbH & Co, Cat.No. 6640.1)

Entellan neu (Merck, Cat.No. 1.07961.0100)

Prozedur

1. Fixieren der Schnitte in 4% PFA in PBS fur eine halbe Stunde.

2. Blocken der endogenen Peroxidase mit 3% H20; in Methanol (-20°C) fur 30 min.

3. Spilen der Schnitte in Aqua dest. fir 30 min.

4. Waschen in PBS fir 15 min.

5. 30 min Inkubation mit 2% Kaninchenserum in PBS.

6. Inkubation mit dem Priméarantikérper in PBS und 2% Kaninchenserum tber Nacht.

7. Am né&chsten Morgen wird dreimal fir je 10 min in PBS gewaschen.

8. Inkubation mit Anti-Maus 1gG-Biotin (60 min).

9. Zweifaches Waschen in PBS (je 10 min).

10. 30 min Inkubation mit Maus-PAP fur 30 min.

11. Erneutes zweifaches Spilen der Schnitte in PBS (je 10 min).

12. Es folgt die Inkubation mit dem ABC-Komplex (30 min).

13. Einmaliges Spiilen in PBS (10 min).

14. Spulen in PB (10 min).

15. Entwicklung der Peroxidaseaktivitat in der Entwicklungslésung fir 10-30 min (die
Entwicklung wird unter dem Mikroskop beobachtet).

16. Stoppen der Peroxidaseaktivitat durch Waschen in PBS (3 X 5 min).

17. Gegenfarben mit Kernechtrot fir 1 min.

18. Spulen in PBS (3 X 5 min).

19. Aufsteigende Alkoholreihe:
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o 70% 5 min
o 80% 5 min
e 96% 5 min
e 100% 5 min
20. Zweimaliges Spiulen in Rothihistol (einmal fir 4 min, einmal fir 6min).
21. Eindeckeln mit Entellan. AnschlieRend werden die Schnitte zwei Tage liegend

gelagert.

2.12 Histologie

2.12.1 Hamatoxylin-Eosinfarbung (HE)

Die Farbung histologischer Schnitte mit Hdmatoxylin-Eosin lasst die Zellkerne blau und
das Zytoplasma rot erscheinen, wodurch sich ein Uberblick tber die Zellen eines

Gewebes gewinnen lasst.

Material

e Meyer's Hematoxylin Solution (Sigma, Cat.No. HHS-16)

e Certistain Eosin G (gelblich) (Merck, Cat.No. 1.15935)

e Rezept fur 250 ml 0,1%iges Eosin: 0,25 g gelbes Eosin werden in 250 ml Aqua dest.

geldst.

Methode

Die Schnitte werden 5 min in Methanol (-20°C) fixiert.
Spulen der Objekttrager in Aqua dest.

Farben der Schnitte in Hadmatoxylin fur 5 min.

Blduen unter fliellendem Leitungswasser fur 10 min.
Gegenfarben mit Eosin (5 min).

Spulen in Aqua dest.

N o g s~ 0N~

Aufsteigende Alkoholreihe:
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o 70% 5 min
o 80% 5 min
e 96% 5 min
e 100% 5 min
8. Zweimaliges Spilen in Rothihistol (einmal fiir 4 min, einmal fir 6 min).

9. Eindeckeln mit Entellan.

Die histologischen Schnitte wurden mit einem Leica DMLB-Mikroskop begutachtet und

mit einer Leica DC100-Kamera aufgenommen.

2.13 Liste der Antikérper

Die Antikérper wurden unverdiinnt bei 4°C aufbewahrt.

Primarantikdrper

Maus anti-Ratte CD4, monoklonal, Isotyp Maus (BALB/c) 19G2a«, Clone OX-38 (BD
PharMingen, Cat.No. 550297)

Der Antikdrper reagiert mit dem CD4-Antigen, das sich vor allem auf einer Untergruppe
der T-Lymphozyten (darunter die meisten T-Helferzellen), Monozyten, Macrophagen
und einigen dendritischen Zellen findet.

Maus anti-Ratte CD8, monoklonal, Isotyp Maus (BALB/c) IgG1, Clone OX-8 (BD
PharMingen, Cat.No. 550298)

Der Antikdrper reagiert mit der 32-kDa alpha-Kette des CD8-Antigens, das sich auf den
meisten zytotoxischen T-Lymphozyten und T-Supressorzellen findet.

Maus anti-Ratte Macrophagen Subset, monoklonal, Isotyp Maus IgGa2a«, Clone
HIS36, Immunogen: nicht genannt (BD PharMingen, Cat.No. 554900)

Der Antikdrper reagiert mit einem ED2-dhnlichen Antigen, das sich auf

Gewebsmakrophagen, nicht aber auf Monozyten findet.
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Maus anti-Ratte CD80, monoklonal, Isotyp Maus (BALB/c) IgGsk, Clone 3HS,
Immunogen: HTLV-1-transformierte Ratten T-Zelllinie Lewis-S1 (BD PharMingen,
Cat.No. 555012)

Der 3H5-Antikérper reagiert mit CD80 (B7-1), einem Transmembranprotein der
Immunglobulin-Superfamilie, das sich vornehmlich auf antigenprasentierenden Zellen
findet.

Maus anti-Ratte CD161, monoklonal, Isotyp Maus IgG+, Clone 10/78, Immunogen:
nicht genannt (BD PharMingen, Cat.No. 555009)

Dieser Antikérper bindet an NKR-P1A, ein Homodimer von 60-kDa, das sich auf allen

Naturlichen Killer- (NK)-Zellen und einigen T-Lymphozyten findet.

Sekundarantikdrper

Kaninchen anti-Maus Immunglobuline, biotinyliert, (DAKO, Cat.No. E 0354)

Der biotinylierte Antikdrper reagiert mit allen Untergruppen von Mause-lgG sowie mit
Mause-IgM; Reaktionen mit anderen Mausimmunglobulinen Uber die Leichtketten ist
wahrscheinlich. Kreuzreaktionen mit Immunglobulinen anderer Spezies sind mdglich.
Kaninchen-anti-Maus-Briickenantiképer, polyklonal, Isotyp Kaninchen IgG, Antigen
Maus IgG (schwere und leichte Kette) (dianova, Cat.No. ADS 101-B)

Tertiarantikbrper

Maus-anti-Radieschenperoxidase, monoklonal, Isotyp Maus IgG «, (DAKO, Cat.No. P
0850)

Es handelt sich bei Maus PAP um l6sliche Komplexe aus Radieschenperoxidase und
Maus-anti-Radieschenperoxidase-Antikérper.

Maus-anti-Alkalische Phosphatase, monoklonal, Isotyp Maus IgG, Antigen Alkalische
Phosphatase aus dem Kalbintestinaltrakt (dianova, Cat.No. ADS 101-A)
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2.14 Statistik

Die statistische Auswertung geschah durch Berechnung der Mittelwerte und
Standardabweichungen fir die Gewichtsveranderungen und Tumorvolumina unter
Verwendung der Software MS Excel. Hierbei wurden die Standardabweichungen mit
der Funktion STABW berechnet. Die Korrelation der GOT- und GPT-Werte mit dem

Tumorvolumen wurde mit der Funktion KORREL berechnet.
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3 Ergebnisse

Um die Wirkung von IL-12, IL-2 und 4-1BBL auf das hepatozelluldre Karzinom bei
Verwendung eines adenoviralen Vektors bei einer Viruskonzentration von 1 x 10° zu
untersuchen, wurde eine Studie mit Buffaloratten durchgefiihrt. Die untersuchten
Parameter waren neben der Immunzellinfiltration in Tumor- und Lebergewebe die
Gewichtsentwicklung und die Werte der Serum-GOT und —-GPT.

3.1 Gewichtsentwicklung

Das Gewicht der Ratten kann in Grenzen als Indikator fur den gesundheitlichen Zustand
der Tiere gewertet werden. Die Gewichtsentwicklung der verschiedenen

Behandlungsgruppen ist in Abb. 5 dargestellt.

Die Gewichtsbetrachtung beginnt in der Woche der Tumorimplantation. Bis zur dritten
Woche, dem Zeitpunkt der Virusinokulation, sind allenfalls geringe Anderungen des
Gewichts zu verzeichnen, doch in der dritten Woche nach der Tumorimplantation
(Beobachtungszeitpunkt 4) kommt es zu einem klaren Gewichtsverlust in allen
Behandlungsgruppen. In den kommenden Wochen nehmen die Tiere der
Kontrollgruppen stetig weiter ab, was auch fir die Ad-2-behandelten Tiere gilt. In
Gegensatz dazu nimmt das Gewicht der Tiere der Ad-1- und Ad-3-Behandlungsgruppen
zwischen der vierten und der finften Woche nach der Tumorinokulation
(Beobachtungszeitpunkte 5 und 6) wieder zu und liegt sechs Wochen nach der
Tumorimplantation (Beobachtungszeitpunkt 7) im Mittel leicht Gber dem Wert der

dritten Woche (Beobachtungszeitpunkt 4).
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3.2 Tumorvolumenentwicklung

Bei der Betrachtung der Tumorvolumina wird deutlich, dass das Startvolumen der
verschiedenen Behandlungsgruppen bis auf die PBS-Gruppe etwa gleich ist. Die
geringere StartgréRe der Tumoren der PBS-Tiere ist auf das Fehlen des linken Tumors
zurUckzufihren. Die Tumorvolumina der PBS-, Ad-O- und Ad-2-behandelten Tiere
nehmen im Mittel kontinuierlich zu. Bei den Ad-1- und den Ad-3-behandelten Tieren ist

ab der dritten Woche nach Virusgabe (finf Wochen nach Tumorimplantation) ein klarer

Ruckgang des Tumorvolumens zu verzeichnen.

Abb. 5: Mittelwerte der
Gewichtsverldufe der
verschiedenen Behandlungs-
gruppen tiber sieben Wochen.
Das Startgewicht der Tiere
aller Gruppen liegt dicht bei
einander, wihrend die Mittel-
werte der verschiedenen
Behandlungsgruppen  nach
siecben  Wochen deutlich
verschieden sind. So liegt das
Gewicht der Ad-1-Gruppe im
Mittel nur etwa 20g, das der
Ad-0-Gruppe hingegen rund
70g unter dem Startgewicht.
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Mittelwerte der Tumorvolumina der iiberlebenden Tiere
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Abb. 6: Mittelwerte der Tumorvolumina der iiberlebenden Tiere nach Vektortyp iiber einen Zeitraum von fiinf
Wochen beginnend mit dem Tag vor der Tumorbehandlung.

Um eine mdgliche Abhangigkeit der Tumorentwicklung von der AnfangstumorgréRe zu
untersuchen, wurden unter den Tieren zwei nach Starttumorvolumen geordnete
Gruppen gebildet und dort die Verdnderung der Tumoren der einzelnen Tiere
beobachtet.
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Entwicklung des Tumorvolumens bei einem Starttumorvolumen < 0,40 cm?®
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Abb. 7: Individuelle Entwicklung des Tumorvolumens bei den einzelnen Tieren mit einem Tumorstartvolumen <
40 cm?.

Entwicklung der Tumorvolumina bei Tieren mit einem Starttumorvolumen von 0,45-0,75 cm?®
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Abb. 8: Individuelle Entwicklung des Tumorvolumens bei den einzelnen Tieren mit einem Tumorstartvolumen
von 0,45-0,75 cm®.

48



Bei einem Starttumorvolumen < 0,40 cm® zeigen das Ad-O-Tier und eines der
dargestellten PBS-Tiere einen progressiven Verlauf des Tumorwachstums; gleiches gilt
fur das abgebildete Ad-1-Tier. Das eine dargestellte PBS-Tier allerdings war drei
Wochen nach der Tumorimplantation tumorfrei. Die Ad-2- oder Ad-3-behandelten Tiere
mit diesem Startvolumen zeigten samtlich nach anfanglichem Tumorwachstum eine

Regression.

Im Gegensatz dazu ist bei Tieren mit einem Tumorstartvolumen von 0,40-0,75 cm®
festzustellen, dass die PBS-, Ad-0- und Ad-2-Tiere einen stetig progressiven Verlauf
aufweisen, wahrend das Ad-1-Tier ab der zweiten Woche nach Virusgabe, die Tiere der
Ad-3-Gruppe ab der dritten bzw. vierten Woche nach der Virusgabe einen Rickgang im

Tumorvolumen aufweisen.

Besonders deutlich lasst sich die Entwicklung der Tumorvolumina anhand der MRT-
Bilder darstellen (Abb. 9 und 10). Die Tumoren und Metastasen stellen sich in der T1-
gewichteten Sequenz als hypodense, in der T2-gewichteten Sequenz als hyperdense

Strukturen dar.
Das Bild, das sich nach der Praparation bei makroskopischer Betrachtung der Tumoren

bietet, verdeutlicht noch einmal die groRen Unterschiede im Verlauf des

Tumorwachstums, die schon in den MRT-Bildern deutlich wurden (Abb. 11).
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MRT-Bilder eines mit Ad-0 behandelten Tieres (Konftrolltier)

Eine Woche nach Virusgabe Vier Wochen nach Virusgabe

Zwei Wochen nach Virusgabe

Abb. 9: MRT-Bilder eines mit Ad-0 behandelten Tieres iiber einen Zeitraum von fiinf Wochen, beginnend mit dem Tag
vor der Virusgabe. Deutlich ist die Progredienz im Tumorwachstum zu erkennen.

Die Tumoren werden durch einen — markiert.

(MRT-Bilder in Zusammmenarbeit mit Dr. H. Ittrich, Prof. Dr. G. Krupski-Berdien, Klinik/Poliklinik fiir Diagnostische
und Interventionelle Radiologie)
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MRT-Bilder eines mit Ad3 behandelten Tieres

Vier Wochen nach Virusgabe

Zwei Wochen nach Virusgabe

Abb. 9: MRT-Bilder eines mit Ad-3 behandelten Tieres iiber einen Zeitraum von fiinf Wochen, beginnend mit dem Tag vor
der Virusgabe. Nachdem in den ersten drei Bildern eine Progredienz des Tumorwachstums zu erkennen ist, nimmt das
Tumorvolumen in den folgenden zwei Wochen deutlich ab..

Die Tumoren werden durch einen — markiert.

(MRT-Bilder in Zusammmenarbeit mit Dr. H. Ittrich, Prof. Dr. G. Krupski-Berdien, Klinik/Poliklinik fiir Diagnostische und
Interventionelle Radiologie)
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Makroskopische Bilder der Tumoren

Abb. 11 a/b: Ein PBS-behandeltes Tier mit 24,60 cm® Tumorendvolumen, dessen multiple Lungenmetastasen
im rechten Bild dargestellt sind

|

Abb. 12 a/b: Ein Ad-0-behandeltes Tier mit einem Tumorendvolumen von 18,20 cm?; rechts der Anschnitt
des Tumors

Abb. 13 a/b: Ein so gut wie tumorfreies Ad-1-behandeltes Tier (0,03cm® Tumorvolumen). Auf dem linken
Bild im Vordergrund ist die Histacryl-Plombe zu sehen; rechts der Anschnitt der Leber

Die auf den Bildern sichtbare Skalierung istin cm angegeben.
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3.3 Serumanalysen

Die Analysen zur Feststellung der GOT- und GPT-Aktivitat im Serum wurden im Institut
fur klinische Chemie des Universitatskrankenhauses Eppendorf unter Zusammenarbeit

mit Herrn Dr. Munif Haddad mit einem Roche/Hitachi-Modularsystem durchgefihrt.

Den behandelten Tieren wurde zweimal Blut abgenommen: einmal direkt vor der
Virusgabe bei eréffnetem Situs aus der V. cava (grof3e Hohlvene), das andere Mal bei
der Praparation vor der Perfusion aus dem rechten Vorhof. Das Bundesamt fir
Veterindrwesen beschreibt fiir Ratten mit einem Gewicht von 200 g ein zulassiges
Entnahmevolumen von 2 ml innerhalb zwei Wochen; bei einem Gewicht von 300 g sind
es 3 ml (Bundesamt fur Veterindrwesen, Information Tierschutz 3.02). Mit 1 ml pro
Blutentnahme und einem Rattengewicht von im Mittel etwa 250 g lagen die
abgenommenen Blutmengen deutlich unter diesem Wert. Das zur Gewinnung des
Normalserums verwendete Blut wurde zwei gesunden Ratten aus der Schwanzvene
entnommen. Da die auf diese Weise gewonnene Blutmenge relativ gering ist (das
Bundesamt fiir Veterindrwesen beschreibt die Schwanzvenenpunktion als Mittel der
Wahl fir die Gewinnung von bis zu 0,15 ml Blut) und andere Entnahmemethoden wie
die Zungenvenepunktion oder das Legen eines Jugularis- oder Femoraliskatheters, die
samtlich eine Allgemeinanasthesie erfordern, fir die einmalige Gewinnung von
Normalserum gesunder Tiere unverhaltnismalig ist, wurde das Blut der zwei Tiere

vereinigt.

3.4 Auswertung der Serumanalysen

Wie die beiden Abb. 14 und 15 deutlich zeigen, liegen die Serumaktivitidten von GOT
und GPT zum Behandlungsbeginn bei allen tumortragenden Tieren in einem Bereich,
der nicht wesentlich von 180-200 U/l abweicht. Das Kontrollserum liegt mit jeweils etwa
300 U/I um einiges héher, was aufgrund der kleinen Tierzahl (zwei gesunde Tiere) und
der Tatsache, dass es sich um vereinigtes Serum zweijdhriger Tiere handelt, jedoch

nicht notwendigerweise als signifikant anzusehen ist. Die Betrachtung der Werte vier
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Wochen nach Virusgabe (respektive PBS) hingegen zeigt deutliche Unterschiede
zwischen den Behandlungsgruppen: Wéhrend die Enzymaktivitidten im Serum der
beiden Kontrollgruppen jeweils sehr hoch sind, findet sich fur Ad-1 ein nur maRiger
Anstieg, der fur GOT gar kaum Uber dem Wert des Normalserums liegt; anders ist dies
bei der GPT-Aktivitat, die sich nicht nur im Schnitt gegeniber dem Wert vor der
Behandlung verdoppelt hat, sondern die auch deutlich Gber der des Normalserums liegt.
Anders bei den Ad-2-behandelten Tieren: fur GOT zeigt sich eine Verdreifachung der
Serumaktivitat, fir GPT gar ein Anstieg um mehr als das Dreifache. Den im Mittel
geringsten GOT- wie auch GPT-Anstieg im Serum verzeichnen die Ad-3-behandelten
Tiere, bei denen beide Werte vier Wochen nach der Behandlung beziehungsweise
sechs Wochen nach der Tumorimplantation niedriger liegen als im gemessenen

Normalserum; dies reflektiert den physiologischen Schwankungsbereich.

Mittelwerte der GOT-Serumaktivitat
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Abb. 14: Mittelwerte der GOT-Serumaktivititen der verschiedenen Behandlungsgruppen vor und vier Wochen nach
der Virus- bzw. PBS-Inokulation.
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Mittelwerte der GPT-Serumaktivitat
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Abb. 15: Mittelwerte der GPT-Serumaktivititen der verschiedenen Behandlungsgruppen vor und vier Wochen nach
der Virus- bzw. PBS-Inokulation.

Die GOT- wie auch die GPT-Aktivitat bei Tieren mit einem Tumorendvolumen von unter
1 cm? ist niedriger als vor der Virusgabe (Abb. 16), da zu diesem Zeitpunkt die Tumoren
bereits zwei Wochen gewachsen sind und damit im Mittel deutlich groRer als 1 cm®

sind.
Tiere, die nun mit einem Tumorendvolumen von mehr als 10 cm® eine massive

Leberschadigung erfahren haben, weisen auch entsprechend hohe Serumaktivitaten
von GOT und GPT auf (Abb. 17 und 18).
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Serum-GOT einzelner Tiere mit einem Tumorvolumen <1 cm?

2500
2000 mPBS
| Ad-1
1500 O Ad-1
= O Ad-1
=) W Ad-2
1000 HAd-3
W Ad-3
500 O Ad-3
. ﬂ_l:-:— T

GOT vor Virus GOT 4 Wochen nach Virus

Beobachtungszeit

Abb. 16: Individuelle Serum-GOT-Aktivititen einzelner Tiere mit einem Tumorendvolumen von < 1 ¢m® vor und
vier Wochen nach der Virus- bzw. PBS-Inokulation. Die GOT-Werte sinken leicht im Behandlungsverlauf.

Serum-GOT einzelner Tiere mit einem Tumorendvolumen > 10 cm?
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Abb. 17: Individuelle Serum-GOT-Aktivititen einzelner Tiere mit einem Tumorendvolumen von > 10 cm’ vor und
vier Wochen nach der Virus- bzw. PBS-Inokulation. Deutlich ist der Anstieg der GOT-Serumaktivitit im
Behandlungsverlauf bei den Tieren mit dem Tumorendvolumen von > 10 cm® zu erkennen.
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Abb. 18: Individuelle Serum-GPT-Aktivititen einzelner Tiere mit einem Tumorendvolumen von > 10 ¢cm’ vor und
vier Wochen nach der Virus- bzw. PBS-Inokulation. Deutlich ist auch hier der Anstieg der GPT-Serumaktivitit im
Behandlungsverlauf bei den Tieren mit dem Tumorendvolumen von > 10 cm®, wobei das eine Ad-2-behandelte Tier
trotz seines groflen Tumors einen leichten Riickgang in der GPT-Aktivitét zeigt.

Der GOT/GPT-Quotient erlaubt eine Aussage Uber den Schweregrad einer Leberschadigung,
da die GOT-Aktivitat im Zytoplasma 30%, in den Mitochondrien jedoch 70% betréagt,
wéhrend die GPT-Aktivitat zu nahezu 100% im Zytoplasma zu finden ist. Hieraus ergibt
sich, dass aufgrund eben dieser Verteilung der Quotient eine Aussage Uber die
Schwere der Zellschadigung erlaubt. Beim Menschen zeigen Werte kleiner 1 einen

leichten Leberschaden an, Werte grélRer 2 stehen fur einen schwerwiegenden, eher

Serum-GPT einzelner Tiere mit einem Tumorendvolumen > 10 cm3
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nekrotisierenden Leberschaden.
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Kontrollen |PBS Ad-0 Ad-1 Ad-2 Ad-3
GOT/GPT | 1,04 1,72 0,95 1,27 1,94 1,18
Quotient 573 0,89 1,16 0,92 0.86 0,91
vor der
Behandlung| 198 1,50 1,33 0,94 1,02 0,98
1,13 1,16 0.89 1,77
1,60 1,26 1,09
1,42 1,15 1,47
I e 0 S S
GOT/GPT 1,24 0,61 227 2,07 1,04
Quotient 0,6 0,72 0,93 0,95 1,04
vier
Wochen 0,64 * 1,05 4,69 1,63
nach der 0,68 0,75 1,09
Behandlung * 1,54 1,23
* 0,72 *

Tabelle 1: GOT/GPT-Quotient der Tiere direkt vor der Vektor- bzw. PBS-Inokulation und vier Wochen nach der
Behandlung. Das Blut fiir die erste Messung wurde intraoperativ aus der groen Hohlvene (V. cava) entnommen, fiir
die zweite Messung wurde das Blut wihrend der Préparation aus dem rechten Vorhof entnhommen. Die mit *
markierten Tiere waren zum Zeitpunkt der Préparation bereits verstorben, so dass von ihnen keine Werte vorliegen.

Die Betrachtung des GOT/GPT-Quotienten der verschiedenen Behandlungsgruppen
ergibt, dass die Leberzellschadigung sich bei den beiden Kontrollgruppen
abzuschwachen scheint (Ruckgang von 1,3 auf 0,83 bzw. von 1,2 auf 0,67). Aufgrund
der besonders kleinen Gruppengrél3en (drei bzw. zwei Tiere) kédnnen die Werte zwar
kaum als verlasslich gelten, scheinen aber dennoch eine Tendenz aufzuzeigen. Einen
deutlichen Anstieg des Quotienten im Mittel verzeichnet die Ad-2-Gruppe (von 1,2 auf
1,8). Fur Ad-1 und Ad-3 bleibt der Quotient im Mittel bei 1,2. Nur bei Betrachtung der
Mediane des GOT/GPT-Quotienten nimmt dieser bei den Ad-1- und Ad-3-behandelten
Tieren ab (fur Ad-1 von 1,21 auf 0,99, fur Ad-3 von 1,13 auf 1,09).

Die Serumspiegel beider Enzyme und das Tumorvolumen sind - nach

Behandlungsgruppen geordnet — in den Abb. 19 und 20 fir jedes einzelne Tier

dargestellt.
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Tumorvolumen,Serum-GOT und -GPT der Tiere 112 zu den Zeitpunkten der Blutentnahmen
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Abb. 19: Tumorvolumina, Serum-GOT und -GPT der Tiere 1-12 zu den Zeitpunkten der Blutentnahmen.
Dargestellt sind das Tumorvolumen, die Serum-GOT und die Serum-GPT fiir jedes Tier der Tiere 1-12 zu den
Zeitpunkten der beiden Blutabnahmen einen Tag vor der Virusgabe und vier Wochen danach. Unter den
Tiernummern findet sich in Klammern die Behandlungsart des jeweiligen Tieres. (Mit * markierte Tiere sind
im Laufe der Studie verstorben.)
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Tumorvolumina, Serum-GOT und -GPT der Tiere 1324 zu den Zeitpunkten der Blutentnahmen
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Abb. 20 : Tumorvolumina, Serum-GOT und -GPT der Tiere 13-24 zu den Zeitpunkten der Blutentnahmen.
Dargestellt sind die Werte fiir jedes der Tiere 13-24 zu den Zeitpunkten der beiden Blutabnahmen einen Tag
vor der Virusgabe und vier Wochen danach. Mit einem * markierte Tiere sind im Laufe der Studie verstorben.
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Wie deutlich zu sehen ist, sind die GOT- wie auch die GPT-Werte der einzelnen Tiere
der beiden Kontrollgruppen (PBS und Ad-0) vier Wochen nach der Behandlung deutlich
héher als zum ersten Entnahmezeitpunkt. Die einzige Ausnahme bildet das PBS-Tier,
das bereits eine Woche nach Virusinokulation tumorfrei war. In der Ad-1-Gruppe findet
sich ein Tier, das einen klaren Anstieg der GOT- und GPT-Werte zeigt, die anderen
Uberlebenden Tiere zeigen einen Rickgang der Serumwerte. Die Werte der Ad-2-
Behandlungsgruppe stellen sich heterogen dar: wahrend zwei der Tiere einen
Ruckgang der Serum-GOT-Aktivitdt und drei einen Rickgang der Serum-GPT-Aktivitat
aufweisen, ist bei den anderen Tieren ein mafRiger bzw. in einem Fall sogar ein

massiver Anstieg der Serumenzymwerte zu verzeichnen.

Die Abbildungen 21 und 22 veranschaulichen noch einmal die Abhangigkeit der
Serumaktivitdten von GOT und GPT vom Gesamttumorvolumen der Tiere. Wenngleich

die Abhangigkeit nicht vollkommen linear ist, so ist die Tendenz doch klar zu erkennen.

Korrelation von Tumorvolumen und Serumaktivitat von GOT
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Abb. 21: Die Abbildung zeigt die Korrelation von Tumorvolumen und der Serumaktivitit von GOT aller Tiere zu
verschiedenen Behandlungszeitpunkten. Eine Abhingigkeit der Serumaktivitit vom Tumorvolumen ist klar zu
erkennen.
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Korrelation von Tumorvolumen und Serumaktivitat von GPT
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Abb. 22: Die Abbildung zeigt die Korrelation von Tumorvolumen und der Serumaktivitit von GPT aller Tiere zu
verschiedenen Behandlungszeitpunkten. Eine Abhéngigkeit der Serumaktivitit vom Tumorvolumen ist klar zu
erkennen.

Die Korrelation der GOT-Werte mit der TumorgréRRe liegt mit 0,925 nahe bei 1, was
einer grof3en linearen Abhé&ngigkeit entspricht. Fur die Korrelation der GPT-Werte mit
der TumorgréfRe ergibt sich mit 0,892 ein Wert, der leicht unter dem fur GOT, jedoch

noch immer nahe 1 liegt.

3.5 Etablierung der Lebendzellpraparation

Die Etablierung einer Methode zur Lebendzellpraparation ist fur die Beurteilung der
Immunzellinfiltration von Leber- und Tumorgewebe von Interesse, erlaubt sie doch
eine  durchflusszytometrische Analyse der Infiltrate. Der Vorteil der
Durchflusszytometrie gegenuber der Histologie besteht darin, das eine quantitative
Aussage Uber die verschiedenen Komponenten der Immunantwort mdglich ist,

wéhrend die Histologie nur qualitative und semiquantitative Aussagen erlaubt.
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Fur die Durchflusszytometrie bendtigt man Suspensionen vereinzelter lebender
Zellen. Eine solche Suspension galt es zu gewinnen, wobei ein von Desserault et al.
(1999) beschriebenes Protokoll als Grundlage diente. Fir unsere Untersuchungen
von vorrangigem Interesse war die Untersuchung von Lebergewebe mit den
enthaltenen Immunzellen; des Weiteren sollte versucht werden, die Immunzellen aus
der Milz zu isolieren. Entscheidend ist hierbei, dass es gelingt, lebende Zellen zu

gewinnen.

Der Anteil der lebenden Zellen an der Gesamtzellzahl der Zellsuspension eines
bestimmten Gewebes wird bestimmt, indem der Suspension der Totfarbstoff 7-AAD
(7-Aminoactinomycin D) zugesetzt wird, der nur in tote Zellen eindringen kann und
dort an DNA bindet. Auf diese Weise werden tote und schwer beschédigte Zellen
markiert. Nach Anregung durch den monochromen Laser des Durchflusszytometers
wird der Farbstoff bei 647 nm detektiert und zur Gesamtzellzahl ins Verhéltnis
gesetzt. Die auf diese Weise durchgefihrten Messungen ergaben sehr eindeutige
Ergebnisse. Um nicht nur das Verhaltnis der lebenden zu den toten Zellen, sondern
auch deren absolute Zahl zu bestimmen, werden Flow-Check-Fluorospheres und
Flow-Check 770 Fluorospheres im Verhéltnis 1:1 gemischt und mit diesen das
Durchflusszytometer geeicht. Fihrt man nun die Messung mit dem Totfarbstoff
durch, so setzt das Durchflusszytometer die gemessene Zellzahl zur Eichung ins

Verhéltnis und berechnet daraus die absolute Zellzahl.

Im Folgenden ist als Beispiel fiir die durchflusszytometrischen Analysen eine

Messung von Tumorzellen und deren Farbung mit 7-AAD dargestellt (Abb. 23 a-c).
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Abb. 23 a-c: Durchflusszytometrische Messungen. a) Einstellung des Durchflusszytometers mit Flow-Chek-Beads.
(Die den Flow-Count-Beads entsprechenden griinen Punkte befinden sich in dem kleinen schwarzen Kistchen.) b)
Dargestellt ist das gating, bei dem die zu untersuchenden Zellen ausgewidhlt werden. In diesem Fall wurden alle
Zellen ausgewihlt, wodurch 95% der Zellen im Gate sind. ¢) In einer Lebend-Tod-Farbung wird der Anteil der
lebenden Zellen einer Zellsuspension ermittelt. Die farbig dargestellten Zellen auf der linken Seite (75,4%) zeigen
keine Fluoreszenz und leben somit. Die auf der rechten Seite grau dargestellten Zellen weisen Fluoreszenz auf, da
sie mit 7-AAD, einem die DNA firbenden Fluoreszenzfarbstoff, markiert sind.

Nachdem das Durchflusszytometer mit den Flow-Check-Beads eingestellt ist (siehe
Abb. 23 a: die grunen Punkte, die den Flow-Check-Beads entsprechen, befinden sich
weitgehend in dem kleinen schwarzen Kastchen rechts im Bild), werden die zu
untersuchenden Zellen ausgewahlt (so genanntes ,gating“). In diesem Fall wurden alle
Zellen ausgewahlt, weshalb sich 95,0% der Zellen im Gate befinden (die dinne
schwarze Linie umfasst fast alle Zellen), da die Uberlebenszahl der Zellen insgesamt

und unabhangig von der Zellart bestimmt werden sollte (Abb.23 b).

Die durchgefiihrte Totfarbung separiert die Zellen klar in zwei Populationen (Abb. 23 c):
links im Bild finden sich die lebenden Zellen, die frei von Fluoreszenz sind (hier ist
fluoreszenzfrei als Fluoreszenz < 30 definiert). Von der Population der lebenden grenzt

sich klar erkennbar die Population der toten Zellen ab.

64



Um einen ersten Eindruck von den Mdéglichkeiten der Gewebebearbeitung zu gewinnen,
wurden als Vorversuche sowohl Leber- als auch Milzproben mit einem Skalpell in etwa
1 mm groRe Stlicke geschnitten und durch ein engmaschiges Metallsieb gedrickt. Nach
entsprechender Weiterverarbeitung (vgl. Material und Methoden) und im Falle der
Leber- und Tumorverarbeitung nach Enzymverdau wurden beide Gewebearten nach
abschlielender Zentrifugation durch Filteraufsatze (50 um) gefiltert. Die auf diese
Wiese gewonnenen Milzzellen waren zufriedenstellend homogen suspendiert, die
Leber- und Tumorzellen hingegen waren trotz des Enzymverdaues nicht ausreichend
vereinzelt, wodurch ein grolRer Teil der Zellen in den Filteraufsatzen zurtckblieb;
zuséatzlich neigten diese Zellen nach dem Filtern so stark zum Verklumpen, das eine

Analyse im Durchflusszytometer nicht mdglich war.

Durch Variation der Dauer des Enzymverdaus und Vergleich der ausschlieRlichen
Zellseparation durch Passagieren durch das Sieb mit der Vereinzelung durch die
Behandlung mit dem Enzymgemisch stellte sich heraus, dass eine kurze Behandlung
mit den Enzymen sowohl die effektivste als auch schonendste Methode der
Zellvereinzelung darstellt: Nicht nur, dass sich beim Filtern durch die Filteraufsatze
kaum Rickstande fanden, die Zahl der lebenden Zellen betrug nach vier Stunden
enzymatischer Behandlung im Lebergewebe 27,9% gegenuber nur 19,1% lebender
Zellen nach Vereinzelung mittels des Siebes. Der Vergleich der Zahl lebender Zellen in
der Suspension ergab 53% Uberlebende nach zweistiindigem Verdau gegeniiber
25,8% lebenden Zellen nach vierstindigem Verdau. Da dies eine steigende Zahl
lebender Zellen mit sinkender Zeit der Enzymbehandlung vermuten Iasst, die
mechanische Beanspruchung der Zellen beim Pressen durch das Sieb andererseits
aber ebenfalls problematisch ist, musste das Gewebe mdglichst schonend zerkleinert

werden, um die zur Zellvereinzelung nétige Enzymbehandlung verkirzen zu kénnen.

In einem nachsten Durchgang wurden die Gewebe durch eine Edelstahl-
Knoblauchpresse mit gut passendem Stempel gepresst, anstatt sie mit dem Skalpell zu
zerkleinern und durch das Sieb zu pressen. Dann wurde nach dem zuvor
beschriebenen Protokoll weiter gearbeitet, wobei die Inkubationszeit auf eine Stunde
reduziert wurde und dem Filtern der Leber- und Tumorzellsuspension durch die
Filteraufsatze nur noch eine Zentrifugation folgte. Die Préparation der Leber- und

Tumorzellen auf diese Weise erbrachte deutlich bessere Ergebnisse als bei dem ersten
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Versuch: die Zellen waren nach der Inkubation mit den Enzymen besser vereinzelt als
nach der vorherigen Bearbeitung mit dem Skalpell und neigten weniger zur
Verklumpung. Fur die Bearbeitung der Milz hingegen erwies sich die Knoblauchpresse
als wenig geeignet, da ein groRer Teil des Gewebes in der Presse zurlck blieb,
weshalb die Milz im Folgenden wie schon zuvor mit dem Skalpell und dem Sieb

zerkleinert wurde.

Die Praparation der Tiere ergab im folgenden bis zu 90,5% lebende Zellen aus
Tumorgewebe und bis zu 90,3% lebende Zellen aus Milzgewebe. Allerdings fiel eine
grolde Schwankungsbreite der Zahl der Uberlebenden Zellen der verschiedenen Tiere
auf, gab es doch auch Zellsuspensionen, die nur 41,5% lebende Zellen aus
Tumorgewebe oder nur 19,5% lebende Zellen aus Milzgewebe enthielten. Beim
Auftragen der Zahl der Uberlebenden Zellen in der Reihenfolge der Praparation der
Tiere zeigte sich fur die Milzzellen eine deutliche Abhangigkeit des Zelliberlebens von

der Zeit, die bis zur Weiterverarbeitung verging.

Tag 1: Uberleben der Milzzellen
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Abb. 24: Uberlebende Milzzellen in % nach der Zellseparation in der zeitlichen Reihenfolge der Priparationen (Am
ersten Tag wurden sechs Tiere prépariert).
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Tag 2: Uberleben der Milzzellen
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Abb. 25: Uberlebende Milzzellen in % nach der Zellseparation in der zeitlichen Reihenfolge der Préparationen am
zweiten Tag. Wie schon an den Werten der am ersten Tag préparierten Tiere zu sehen ist, steigt die Uberlebensrate

der Zellen, je niher der Zeitpunkt der Priparation an dem der Weiterverarbeitung liegt. (Am zweiten Tag wurden
vierzehn Tiere prépariert.)

Da die Milzzellen entweder bis zur Weiterverarbeitung auf Eis aufbewahrt wurden oder
aber direkt mit ACK-Puffer die Erythrozyten lysiert wurden und zwischen diesen beiden
Behandlungsweisen keine Unterschiede erkennbar waren, liegt die Vermutung nahe,
dass das Uberleben der Zellen von der Gesamtdauer von der Préparation bis zur

durchflusszytometrischen Analyse fiir das Uberleben der Zellen entscheidend ist.
Fur die Tumorzellen sieht dies ganz anders aus: Es findet sich auch hier eine Differenz

in der Zahl der Uberlebenden Zellen, die allerdings deutlich kleiner ist als die der

Milzzellen und die nicht vom Zeitpunkt der Weiterverarbeitung abzuhadngen scheint.
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Abb. 26: Uberlebende Tumorzellen in % nach der Zellseparation in der zeitlichen Reihenfolge der Priparationen
(Am ersten Tag der Praparationen wurden die Tumoren von vier Tieren weiterverarbeitet).
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Abb. 27: Uberlebende Tumorzellen in % nach der Zellseparation in der zeitlichen Reihenfolge der Priparationen. Es
ist kein Zusammenhang zwischen dem Zeitpunkt der Préparation und dem der Weiterverarbeitung in Bezug auf das

Uberleben der Zellen zu erkennen. (Am zweiten Tag der Priparationen wurden die Tumoren von zehn Tieren
weiterverarbeitet.)
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In den aufgefihrten Graphiken sind die Tiere in der Reihenfolge der Pré&paration
dargestellt. Man kann davon ausgehen, dass fir je zwei Tiere etwa eine Stunde
Praparationszeit bendétigt wurde. Die Tumorzellen wurden nun teils sofort mit den
Enzymen verdaut, teils vor dem Verdau eine Stunde auf Eis gelagert. Nach der
Enzymbehandlung folgten die Zentrifugation und die Aufnahme in Medium A. Die Zellen
wurden nun alle auf Eis gelagert, bis alle Gewebe fiir die durchflusszytometrische
Analyse bereit waren. Weder der Zeitpunkt des Enzymverdaus, noch die Dauer der
anschliefenden Lagerung auf Eis haben hierbei einen entscheidenden Einfluss auf das

Uberleben der Zellen.

Die weitere Untersuchung der Zellsuspensionen auf das Vorhandensein verschiedener
Immunzellen sowie deren Differenzierung fuhrten im zeitlichen Rahmen dieser Arbeit

nicht zu verwertbaren Ergebnissen.

3.6 Histologische Analyse der Immunzellinfiltrate in den Tumoren und

dem Lebergewebe

3.6.1 Etablierung von Histologieprotokollen

Als Vorversuch wurden Schnitte in zwei Dicken (5 pm und 10 ym) angefertigt und diese
dann entweder in 100% Methanol (-20°C), in 30% Aceton / 70% Methanol (-20°C) oder
in 4% Paraformaldehyd (PFA) fur 30 min fixiert. Die nun zur Begutachtung der
Morphologie durchgefiihrte Farbung mit Hamatoxylin liel3 deutlich erkennen, dass
Paraformaldehyd das morphologisch beste Ergebnis brachte. Da es sich bei dem
geschnittenen Gewebe hauptsachlich um teils nekrotischen Tumor handelte, sahen die
Schnitte bei 10 ym deutlich besser aus als die 5 ym dicken. Reines Lebergewebe
hingegen lasst sich gut bei 5 ym schneiden, der Vergleichbarkeit halber wurde bei den

vorliegenden Schnitten jedoch auch hier die Dicke von 10 um gewahit.
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Die teils relativ stark aufgeweiteten Sinusoide der Leberschnitte sind mdéglicherweise
auf das verhaltnismalig grole Perfusionsvolumen zuriickzufihren, durch das

andererseits aber die Erythrozyten nahezu restlos entfernt werden konnten.

Fur immunhistologische Farbungen sollte in unserem Labor ein Farbeprotokoll unter
Verwendung von Fast Red etabliert werden, bei dem mit Hamatoxylin gegengefarbt
wird.

Fast Red ist das Substrat der Wahl fir Antikérper, die an alkalische Phosphatase
gebunden sind, und ergibt eine intensive Rotfarbung der spezifisch angeférbten
Bereiche. Hamatoxylin farbt das Chromatin der Zellkerne und einige Bestandteile des

Zytoplasmas blau an.

Zur Farbung wurden die bei —20°C gelagerten Schnitte 30 min in 100% Methanol (-
20°C) fixiert und anschlie®end in PBS (4°C) gewaschen. Nun wurden die Schnitte
gemal der Arbeitsanleitung des APAAP-Systems mit Kaninchenserum in Tris-Puffer
(1:20) 10 min lang inkubiert, einmal in Tris-Puffer gespilt (1 min) und sodann 60 min mit
dem primédren Antikérper (1:50 in der 1:20-Mischung aus Serum und Tris-Puffer) bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach zweimaligem Waschen in Tris folgten zwei je
sechzigminttige Inkubationen: die erste mit dem Dualsystem-Briickenantikérper (1:100
in Tris), die zweite mit dem Dualsystem-APAAP-Komplex (1:100 in Tris), zwischen
denen zweimal mit Tris gewaschen wurde. Es folgt eine erneute Inkubation mit dem
Dualsystem-Briickenantikdrper (1:100 in Tris) - diesmal fir 15 min — und nach erneutem
zweimaligem Spilen in Tris eine weitere flinfzehnminitige Inkubation mit dem
Dualsystem-APAAP-Komplex (1:100 in Tris). Anschlielend wurden die Schnitte unter
Leitungswasser gespult und im Anschluf} bei Raumtemperatur mit Fast Red-Reagenz
Uberschichtet. Die unter dem Mikroskop verfolgte Entwicklung wurde nach 40 min durch
Spulen in Leitungswasser beendet und eine Gegenfarbung mit Hamatoxylin
durchgefuihrt. Nach 6 min in der Farbeldsung wurden die Schnitte 10 min lang unter
flieBendem Leitungswasser geblaut und die Schnitte im Folgenden mit
Glycerolgelantine eingedeckelt.

Da das Farbeergebnis nicht zufrieden stellend war, wurden nun nach und nach
Veranderungen im Protokoll vorgenommen, um eine deutliche spezifische Anfarbung
zu erzielen. Hierzu wurden im ersten Schritt die Inkubationszeiten fur die jeweils zweite

Inkubation der Dualsystem-Antikdrper von 15 min auf 25 min erhéht. Auch die Fast
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Red-Entwicklungszeit wurde variiert. Da dies alles keine Veranderung brachte, wurden
die Schnitte nun Gber Nacht bei 4°C mit dem Primarantikérper inkubiert, wobei das
Protokoll sonst wie zuvor durchgefihrt wurde (1. Inkubation mit Dualsystem-Antikérpern
je 30 min, 2. je 15 min). Eine spezifische Anfarbung liel3 sich nun zwar erkennen, doch
Uberzeugte das sich ergebende Bild nicht durch seinen Gesamteindruck, erschien doch
die spezifische Anfarbung noch immer etwas undeutlich vor einem nur mafRig zu
erkennenden Gewebshintergrund. Aus diesem Grund galt es, ein anderes Protokoll zu
finden, das =zu einer klareren Abhebung der spezifischen Anfarbung vom

Gewebshintergrund fuhrt.

Bei dem als Ersatz gewé&hlten Protokoll handelt es sich um ein Peroxidase-
Antiperoxidase-Protokoll in Kombination mit einem Avidin-Biotin-Komplex (ABC). Die
Gegenfarbung erfolgt mit Kernechtrot.

Durch die Entwicklung der Peroxidaseaktivitat stellen sich die spezifisch angefarbten
Stellen dunkelbraun bis tief violett dar, wahrend Kernechtrot die Kerne rot und das

Zytoplasma leicht rosa anféarbt.

Die fur dieses Farbeprotokoll durchgefihrten Vorversuche hatten zwei Probleme zum
Thema: Die verwendete Antikérperkonzentration sollte (berprift werden und
Hintergrundphdnomene, die bei der Verwendung eines ahnlichen Protokolls aufgetreten
waren, sollten beseitigt werden. Hierzu wurden in 4% PFA fixierte Schnitte teils direkt,
teils nach Blocken der endogenen Peroxidase mit 3% H20; in Methanol (-20°C) sowohl
mit als auch ohne Mausserum mit verschiedenen Konzentrationen primarer Antikdrper
inkubiert. Als Antikérperverdinnungen wurden 1:50, 1:100 und 1:200 gewahit. Die
anschlielende Begutachtung ergab, dass die mit H,O, geblockten Schnitte nicht
notwendigerweise weniger Hintergrund aufwiesen als die nicht geblockten. Der Zusatz

von Mausserum scheint ebenfalls kaum Einfluss auf die Bildqualitdt zu haben.

Die optimierten Histologieprotokolle finden sich im entsprechenden Abschnitt des

Kapitels Material und Methoden.
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3.6.2 Auswertung der Histologien

Die Farbung histologischer Schnitte mit spezifischen Antikérpern wurde durchgefihrt,
um einen Eindruck vom Vorkommen und der Verteilung verschiedener Immunzellen zu
erhalten und zu Uberprifen, ob der Tumor B7-1-positiv ist und sich gleichzeitig einen

Uberblick (iber die Prasenz aktivierter B-Zellen und Monozyten zu verschaffen.

PBS-Gruppe

Die Tiere der PBS-Gruppe zeigten im behandelten Tumor vereinzelte Makrophagen und

in der Leber einige wenige CD4+-Zellen, Makrophagen und NK-Zellen.

Ad-0-Gruppe

In der zweiten — mit Ad-0 behandelten — Kontrollgruppe fand sich in der Leber erneut
eine Infiltration mit NK-Zellen, diesmal zusammen mit einigen Makrophagen. Der
behandelte Tumor wies einige CD8+- und vereinzelte CD4+-Zellen auf, NK-Zellen
fanden sich kaum. Im unbehandelten Tumor war eine leichte Infiltration mit CD8+-Zellen

und eine maRige mit NK-Zellen zu erkennen; Makrophagen fanden sich nur vereinzelt.

Ad-1-Gruppe

Ad-1, der nur fir IL-12 kodierende Vektor, sorgte im behandelten Tumor fir eine
Infiltration mit einigen CD4+-, CD8+- und NK-Zellen. In der direkten Umgebung von
GefalRen und vereinzelt sogar im Gewebe befanden sich Makrophagen. Der
unbehandelte Tumor wies im Gefalbereich einige NK-Zellen und Makrophagen auf. Die
Leber zeigte eine massive Infiltration mit Makrophagen, die die Bereiche um die
Zentralvene aussparte. Des Weiteren war sie deutlich von NK-Zellen infiltriert und auch

CD4+- sowie CD8+-Zellen kamen vor.

Ad-2-Gruppe
Der an den Schnitten der Ad-2-behandelten Tiere gewonnene allgemeine Eindruck
deckte sich mit den anhand der Tumormassen gemachten Beobachtungen: bei den

Ad2-behandelten Tieren, deren Tumorvolumina Uber den gesamten
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Beobachtungszeitraum im Mittel progressiv waren, fand sich im behandelten Tumor
keine nennenswerte Infiltration mit Makrophagen, CD4+ oder CD8+ T-Lymphozyten;
NK-Zellen fanden sich nur vereinzelt. Im unbehandelten Tumor dieser Tiere war eine
stellenweise Infiltration durch CD4+-Zellen festzustellen, und es gab vereinzelt
Makrophagen. Die Leber dieser Tiere zeigte eine deutliche Anzahl von NK-Zellen sowie
eine erneut die Zentralvene aussparende massive Infiltration mit Makrophagen. CD4+-

und CD8+-Signale fanden sich nur vereinzelt.

Ad-3-Gruppe

Ad-3 nun schliel3lich sorgte fur eine Infiltration des unbehandelten Tumors mit CD4+-
CD8+- und NK-Zellen, der behandelte Tumor war frei von Immunzellen. In der Leber
dieser Tiere fanden sich nur einige wenige CD4+- und CD8+-Zellen, jedoch wie schon
bei den Ad-1- und Ad-2-Tieren eine deutliche Infiltration mit NK-Zellen und

Makrophagen.

Aufgrund der Art der Anfarbung wurde deutlich, dass der Tumor nicht B7-1-positiv ist.
Es fanden sich jedoch bei allen Tieren Anfarbungen (haufig den Bereich der
Zentralvene aussparend), die auf aktivierte Immunzellen (aktivierte B-Zellen,
Monozyten) zurtickzufiihren sind. Diese waren in den Lebern der behandelten Tiere
(Ad-1, Ad-2, Ad-3) deutlich haufiger als in denen der Kontrolltiere (PBS, Ad-0). Im
behandelten Tumor zeigte sich eine verstarkte Anfarbung bei Ad-1-behandelten
Tieren, die anderen Tiere wiesen eine etwa gleichstarke Infiltration mit aktivierten

Immunzellen auf.
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Kontrolle vs Makrophagenantikérper
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Abb. 28: Dargestellt sind in der oberen Reihe Schnitte der Leber eines Ad-1-behandelten Tieres
ohne priméren Antikorper, in der Zeile darunter das gleiche Gewebe mit Makrophagenantikdrper
als primdrem Antikorper. Darunter ist in gleicher Weise Tumorgewebe desselben Tieres zu sehen.
In der linken Spalte sicht man Schnitte in 100facher Vergroerung, auf der rechten in 400facher
Vergroferung.

74



CD4+ Leber

X 100

Ad-3

Abb. 29: CD4+ Leber. Dargestellt ist die Infiltration der Leber mit CD4+-Zellen bei den
unterschiedlichen Behandlungsarten. In der linken Spalte sieht man Schnitte in 100facher
VergroBerung, auf der rechten in 400facher VergroBerung
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CD4+ Tumor

PBS

Ad-0

Ad-1

Ad-2

Ad-3

Abb. 30: CD4+ Tumor. Dargestellt ist die Infiltration des Tumors mit CD4+ Zellen bei den unterschiedlichen
Behandlungsarten. In der linken Spalte sieht man Schnitte in 100facher Vergrofierung, auf der rechten in
400facher Vergroferung.
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CD8+ Leber

X100

Abb. 31: Dargestellt ist die Infiltration der Leber mit CD8+-Zellen bei den unterschiedlichen
Behandlungsarten. In der linken Spalte sieht man Schnitte in 100facher Vergroerung, auf der rechten in
400facher VergroBerung.
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CD8+ Tumor

PBS

Ad-0

Ad-1

Ad-2

Ad-3

Abb. 32: Dargestellt ist die Infiltration des Tumors mit CD8+-Zellen bei den unterschiedlichen
Behandlungsarten. In der linken Spalte siecht man Schnitte in 100facher Vergroferung, auf der rechten

in 400facher Vergroferung.
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CD161+ Leber

X 100

Ad-3

Abb. 33: Dargestellt ist die Infiltration der Leber mit CD161-positiven Zellen bei den
unterschiedlichen Behandlungsarten. In der linken Spalte sieht man Schnitte in 100facher
VergroBerung, auf der rechten in 400facher Vergroferung.
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CD161+ Tumor

Ad-3

e S N g ’A L5 % g i
Abb. 34: Dargestellt ist die Infiltration des Tumors mit CD161-positiven Zellen bei den
unterschiedlichen Behandlungsarten. In der linken Spalte sieht man Schnitte in 100facher

VergroBerung, auf der rechten in 400facher VergroBerung.
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Makrophagen Leber

X100

PBS

Ad-0

Ad-1

Ad-2

Abb. 35: Dargestellt ist die Infiltration der Leber mit Makrophagen bei den unterschiedlichen
Behandlungsarten. In der linken Spalte sieht man Schnitte in 100facher Vergréerung, auf der
rechten in 400facher Vergroferung.
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Makrophagen Tumor

X100

PBS

Ad-0

Ad-1

Ad-2

Ad-3
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Abb. 36: Dargestellt ist die Infiltration des Tumors mit Makrophagen bei den unterschiedlichen
Behandlungsarten. In der linken Spalte sieht man Schnitte in 100facher VergroBerung, auf der
rechten in 400facher Vergréferung.
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CD80+ Leber

PBS

Ad-0

Ad-1

Ad-2

Ad-3

Abb. 37: Dargestellt ist die Infiltration der Leber mit CD80+-Zellen bei den unterschiedlichen
Behandlungsarten. In der linken Spalte sieht man Schnitte in 100facher Vergréerung, auf der
rechten in 400facher VergréBerung.
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CD80+ Tumor

X100

PBS

Ad-0

Ad-1

Ad-2

Ad-3

Abb. 38: Dargestellt ist die Infiltration des Tumors mit CD80+-Zellen bei den unterschiedlichen
Behandlungsarten. In der linken Spalte sieht man Schnitte in 100facher VergréBerung, auf der
rechten in 400facher Vergroferung.
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4 Diskussion

Im Rahmen der vorliegenden Studie wurden Daten Uber die Entwicklung des
Tumorvolumens, der Leberenzyme GOT und GPT sowie Uber den Gewichtsverlauf der
behandelten Tiere erhoben. Des Weiteren wurden immunhistochemische Farbungen
von Leber- und Tumorgewebe angefertigt, um einen Uberblick tber die Infiltration mit

Immunzellen zu gewinnen und ein Protokoll zur Lebendzellpréparation etabliert.

4.1 Gewichtsverldufe

Veranderungen des Kdrpergewichtes kénnen als Indikator fir den Allgemeinzustand
der Ratten gewertet werden. Die Ergebnisse der Gewichtsbetrachtung zeichnen die
anhand der Entwicklung der Tumorvolumina gemachten Beobachtungen nach: Die
Tiere der PBS-, Ad-0- und Ad-2-behandelten Gruppen, die ein im Mittel verhaltnismalig
groRes Tumorvolumen hatten, zeigen eine stetige Gewichtsabnahme. Im Gegensatz
dazu ist in den Ad-1- und Ad-3-Behandlungsgruppen ab der finften Woche nach der
Tumorimplantation (drei Wochen nach der Vektorgabe) eine Gewichtszunahme
festzustellen, die auf eine Verbesserung des Allgemeinzustandes der Tiere schlielRen

l&sst und mit einer Abnahme des Tumorvolumens einhergeht.

4.2 Behandlungsverlauf anhand der Tumorvolumina

Bis auf die PBS-Gruppe ist das Startvolumen der Tumoren in den verschiedenen
Behandlungsgruppen etwa gleich. Die geringere Startgréfde der Tumoren der PBS-Tiere
ist auf das Fehlen des linken Tumors zurlckzufiihren. Diese Tiere wurden als PBS-
Gruppe gewahlt, um sicherzustellen, dass keine der Behandlungsgruppen einen Vorteil
gegenuber der anderen hat. Ein Vorteil einer Kontroligruppe gegenuber den
Behandlungsgruppen ist hingegen durchaus zu akzeptieren. Die Tumorvolumina der
PBS-, Ad-0- und Ad-2-behandelten Tiere nehmen im Mittel kontinuierlich zu, wobei sich

die Ad-2-Gruppe nicht wesentlich von den Kontrolltieren unterscheidet. Bei den Ad-1-
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und den Ad-3-behandelten Tieren ist ab der dritten Woche nach Virusgabe (funf
Wochen nach Tumorimplantation) ein klarer Rickgang des Tumorvolumens zu

verzeichnen.

Da die Entwicklung der Tumoren bei den Ad-2-behandelten Tieren anders verlief als in
den beiden Studien bei héherer Dosis — ein Verlauf dhnlich dem der Ad-1 oder Ad-3-
Gruppe schien danach wahrscheinlicher als der gefundene Verlauf, der eine grol3e
Ahnlichkeit mit den Kontroligruppen aufweist—, wurde der Verlauf mit den
Starttumorvolumina  korreliert. Es war keine direkte  Abhéangigkeit des
Krankheitsverlaufes von der StarttumorgréfRe festzustellen, wobei die Verlaufe der Tiere
mit einem Starttumorvolumen von 0,40-0,75 cm® genau den im Mittel gemachten
Beobachtungen entsprachen. Bei den Startvolumina <0,40 cm?® bestatigt sich diese
Tendenz mit der Ausnahme eines Ad-2-behandelten Tieres, das eine vollstandige
Tumorregression aufweist und eines Tieres, das eine Woche nach PBS-Gabe tumorfrei
war. Zu bemerken ist hierbei, dass das geheilte Ad-2-Tier mit einem Tumorstartvolumen
von 0,14 cm® deutlich unter 0,40 cm® lag. Viel erstaunlicher jedoch erscheint die
Heilung des Tieres nach PBS-Gabe, die sicher durch das extrem kleine
Tumorstartvolumen von nur 0,06 cm® begiinstigt wurde und méglicherweise durch eine
allgemeine Stimulierung des Immunsystems durch die Operationen zur Tumor- und
Virusinokulation oder aber durch eine vorbestehende Fahigkeit dieses Tieres, eine
Immunantwort gegen diese Tumorzelllinie auszubilden, schliel3lich zur Heilung flhrte.
Auch wurde in mehreren Studien eine nicht tumorspezifische Immunstimulation - zum
Beispiel durch bakterielle Infektionen oder Komponenten von Bakterienzellmembranen -
beobachtet (Thatcher et al. 1979), die zum Teil eine vollstdndige Tumorregression

hervorrufen konnte (Nagorsen et al. 2002, Ehrenfeld et al. 1994).

Weshalb der Ad-2-Vektor so schlecht im Verhaltnis zu Ad-1 und Ad-3 abschneidet, lasst
sich nicht einwandfrei klaren. Da bei héheren Dosen gerade fir Ad-2 und Ad-3 ahnliche
Wirksamkeiten gefunden wurden (Wahler 2003), ware es mdglich, dass Ad-2 bei einer
Dosis von 1 x 10° fiir die Induktion einer Antitumorantwort nicht ausreicht, wenn nicht
der Tumor besonders klein ist. Aufgrund der kleinen Gruppen von nur je sechs Tieren
wurde allerdings nur eine Ad-2-Charge verwendet, so dass auch die Md&glichkeit

besteht, dass die verwendeten Vektoren ihre Aktivitat verloren haben.
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Bei einer friiheren Studie unserer Arbeitsgruppe mit 2,3 X 107 i. u. fand sich bei einer
Gruppengréfie von zehn Tieren eine Uberlebensrate von 90%, die Uberlebenden Tiere
waren nach sieben Wochen tumorfrei (Waehler et al. 2005). Im Vergleich dazu erzielten
Barajas et al. (2001) z.B. mit einer Dosis von 5 X 10° pfu eines adenoviralen Vektors,
der fur IL-12 (AdCMVIL-12) kodierte, eine totale Tumorregression in nur 50% der
behandelten Tiere mit einer Langzeitiberlebensrate von 60%. In der vorliegenden
Studie wurde nun mit einer Virusdosis von 1 X 10° teils eine nahezu vollstindige
Tumorreduktion mit dem fir single-chain IL-12 kodierenden Ad-1 erzielt. Im Einzelnen
fand sich eine fast vollstdndige Tumorreduktion bei 50% der Tiere bei einer

Uberlebensrate von 67%. Ein Tier zeigte ein deutlich progressives Tumorwachstum.

Einer der Hauptgriinde fir die guten Erfolge mit den verwendeten Vektoren mag in der
Verwendung von single-chain 1L-12 (sclL-12) liegen. Der Vorteil hierbei kénnte u. a.
sein, das beim sclL-12 die Bildungsrate bei nahe 100% liegen durfte, was sich bei
nativem IL-12 durchaus anders darstellt, muss dieses sich doch erst aus den beiden
Untereinheiten (p40 und p35) bilden (vgl. Wolf et al. 1991), woraus eine niedrigere
Bildungsrate resultieren mag. Auch eine hdhere Rezeptoraffinitat fir single-chain 1L-12
als fur natives IL-12 ist denkbar, jedoch noch nicht ausreichend untersucht; gleiches gilt

fur die in vivo Halbwertszeit von sclL-12.

Ein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den Behandlungsgruppen lasst sich in
dieser Studie nicht nachweisen, was aufgrund der geringen Gruppenstarken allerdings

nicht erlaubt, auf ein Fehlen eines solchen Unterschiedes zu schliel3en.

4.3 Serumanalysen

Den Erwartungen entsprechend sinkt die Serumaktivitat von GOT und GPT bei Tieren
mit einem Tumorendvolumen < 1 cm® unter die Werte derselben Tiere zwei Wochen
nach Tumorinokulation, da die Tumoren zu diesem Zeitpunkt groRer waren als vier
Wochen nach der Behandlung. Ebenso den Erwartungen entsprechend waren die
Ergebnisse der Tiere mit einem Tumorendvolumen > 1 cm®, weil bei diesen Tieren die

Tumoren vier Wochen nach der Behandlung in den meisten Féallen um ein Vielfaches
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grolder sind als direkt vor der Behandlung. Dies zeigt deutlich die Abhangigkeit der
Serumenzymaktivitdt von der GrélRe der Tumoren und der damit verbundenen
Leberschadigung. Laut dem Ergebnis des GOT/GPT-Quotienten, der eine Aussage
Uber die Schwere einer Leberzellschadigung erlaubt, ergibt sich fur die Ad-2-Gruppe
eine schwerer werdende Leberschadigung. Fur die Ad-1- und Ad-3-Tiere bleibt die
Schadigung im Mittel gleich, wohingegen die Schwere der Zellschadigung bei den
Kontrolltieren trotz stetig steigender Serum-GOT- und GPT-Aktivitdt nach dem
GOT/GPT-Quotienten abndhme. Hier stellt sich die Frage, wie aussagekraftig der
GOT/GPT-Quotient bei Ratten ist bzw., ob sich die Verteilung der Enzyme auf die
Zellkompartimente nicht deutlich von der des Menschen unterscheidet, so dass
jedenfalls eine Aussage gemal der Regel ,Werte gréler 1 entsprechen einer
schweren, Werte kleiner 1 einer leichten Leberzellschadigung“ nicht notwendigerweise

maoglich ist.

Die Untersuchung der Serum-GOT- und GPT-Werte ist besonders deshalb von
Bedeutung, weil sich bei einigen Tieren eine teils massive Infiltration der Leber und der
Tumoren mit Immunzellen findet, die zu starken Leberschadigungen fuhren kénnte. Da
nun aber die Serumwerte der Tiere mit einem Tumorendvolumen < 1 c¢cm® eine sehr
niedrige GOT- und GPT-Aktivitdt aufweisen, scheint dies bei den Tieren, die erfolgreich
behandelt wurden, nicht der Fall zu sein. Die Immunzellinfiltration scheint auch nicht fir
die bei Tieren mit einem Tumorendvolumen > 1 cm® teils sehr hohen GOT- und GPT-
Werte verantwortlich zu sein, finden sich diese doch genauso bei Kontrolltieren, deren
Leber und Tumoren kaum eine Infiltration mit Immunzellen aufweisen. Hier ist die
Schadigung der Leberzellen wohl eher auf das destruktive Tumorwachstum

zuriickzufuhren.
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4.4 Methodenvalidierung der Zellpraparation und Lebend-Tod-
Farbung

Die Gewinnung und Vereinzelung lebender Zellen aus Milz, Leber und Tumor erbrachte
die gewiinschten Ergebnisse, lag das Uberleben der Tumorzellen doch bei bis zu
90,5%. Bis auf die Zellen eines Tieres (41,5% lebende Zellen) fanden sich fir alle
anderen Tumoren Uberlebensraten von iber 50%. Dies sind Ergebnisse, die es
wahrscheinlich erscheinen lassen, dass man diese Zellen erneut in Kultur nehmen
kénnte, um erneut Untersuchungen an ihnen durchfilhren zu kénnen (verandertes

Protokoll nach Dessureault et al. 1999).

Die langfristig angestrebte  Untersuchung dieser Zellen auf bestimmte
Oberflachenmolekiile mit spezifischen Antikérpern mittels Durchflusszytometrie flihrte

im zeitlichen Rahmen dieser Arbeit nicht zu Ergebnissen.

4.5 Histologische Untersuchungen zur Infiltration des Tumor- und

Lebergewebes mit Immunzellen

In den histologischen Schnitten lasst sich teilweise eine deutliche Infiltration mit

Immunzellen nachweisen.

Wie erwartet zeigen die Kontrolltiere (PBS- und Ad-0-Gruppe), die ein stetiges
Tumorwachstum aufwiesen, kaum infiltrierende Immunzellen in der Leber oder dem
Tumor. Der Ad-2-Vektor zeigt eine ahnlich geringe Wirksamkeit wie der Ad-0-Vektor
und PBS. Da Ad-1 im Gegensatz dazu eine deutliche Infiltration hervorruft, wird
deutlich, dass durch das vektorkodierte IL-12 allein eine effektive
Antitumorimmunantwort induziert werden kann. Die Kombination aus I1L-12, 4-1BBL und
IL-2, flr die Ad-3 kodiert, bewirkt ebenfalls eine klare Tumorregression, was die
Mdoglichkeit, IL-12 und 4-1BBL kdnnten in diesem Fall antagonistisch wirken, sehr

unwahrscheinlich erscheinen lasst, zumal Mogi et al (2000) fir 4-1BBL eine gréRere
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Effektivitdt fur die direkte Antigenprasentation durch Tumorzellen in der primaren
Antitumorantwort als durch CD80 fur méglich halten.

Die Fahigkeit des IL-12, die Proliferation von NK-Zellen zu induzieren (Prussia et al.
1992) und deren Reaktion mit dem Gefalkendothel zu férdern (Allavena et al. 1994),
zeigt sich in den Gewebeschnitten der Ad-1-Gruppe, die samtlich NK-Zellen aufwiesen.
Ahnlich war dies bei Ad-3-behandelten Tieren, wobei sich im behandelten Tumor selbst
allerdings keine NK-Zellen fanden. Im Gegensatz dazu fanden sich bei den PBS-Tieren
im Tumor keine, in der Leber nur vereinzelte NK-Zellen, und auch die Ad-O-Tiere
wiesen eine geringere NK-Zell-Infiltration der Leber und des Tumors auf als Ad-1- oder
Ad-3-behandelte Tiere.

Ebenso verhélt es sich mit den CD4+- und den CD8+-Zellen: sie scheinen im Rahmen
einer leichten Entziindungsreaktion durch die Inokulation des Vektors vereinzelt
einzuwandern (Ad-0-Gruppe), finden sich bei behandelten Tieren (Ad-1 und Ad-3)
jedoch in gréRerer Zahl. Da beide Zellarten durch IL-12 angeregt werden kénnen, IFNy
zu produzieren (Manetti et al. 1994), das seinerseits sowohl auf Tumorzellen (Gee et al.
1999) als auch die Angiogenese wirkt (Voest et al. 2003), erscheint eine wesentliche
Bedeutung fir die Tumorregression wahrscheinlich. Die mdglichen Griinde fur die bei
der Ad-2-Gruppe nur aullerst geringe Infiltration mit Immunzellen (vergleichbar der
Reaktion der Ad-0-Gruppe) wurde oben bereits ausfihrlich erlautert, wobei zu
bemerken ist, dass die Infiltration mit NK-Zellen kaum schwé&cher ausfillt als die der Ad-
1- und Ad-3-Tiere. Die im Verhaltnis zur PBS-Gruppe leicht stdrkere Immunreaktion der
Ad-0- und der Ad-2-Gruppe kann auf eine Immunreaktion gegen die adenovirale
Vektorenhille zuriickzufiihren sein (Jooss et al. 2003); ob auch die NK-Zell-Antwort der

Ad-2-Tiere darauf zurlickzufiihren ist, ist hingegen unklar.

Die Anférbung der Makrophagen wie auch die Farbung auf aktivierte CD4+-, CD8+-,
NK- und B-Zellen sowie Monozyten (CD80+) erbrachte bei den Ad1-, Ad-2- und Ad-3-
Tieren regelmaRig das Bild den Bereich der Zentralvene aussparender Zellen; beide

Kontrollgruppen wiesen eine bedeutend geringere Zahl dieser Zellen auf.

Mdoglicherweise deutet das bei den behandelten Tieren insgesamt eher sparliche
Vorkommen von CD4+-, CD8+- und NK-Zellen einerseits und die gro3e Zahl von
Makrophagen andererseits fur eine im Wesentlichen bereits abgelaufene

Immunantwort, nach der nun Zelltrimmer in groRen Mengen durch die Makrophagen
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beseitigt werden. Gestitzt wird diese Vermutung von der Beobachtung, dass das
Tumorgewebe dieser Tiere zum groften Teil nekrotisch ist, was auch von Cordier et al.
(1995) bei Behandlung mit IL-2 beobachtet wurde. Die von Mazzolini et al. (1999)
gemachten Beobachtungen lassen darauf schlie3en, dass der Hauptteil der Antitumor-
Immunantwort innerhalb der ersten zwei bis drei Wochen nach Behandlung ablauft,
waren doch zu diesem Zeitpunkt die meisten Tiere bereits tumorfrei. Dies deckt sich
auch mit der von unserer Arbeitsgruppe gemachten Beobachtung einer massiven NK-
Zellinfiltration nach zwei Wochen bei mit 2,3 X 107 i. u. Ad.sclL-12 behandelten Tieren
(Waehler et al. 2005).

Eine Potenzierung der Fahigkeit des Vektors zur Induktion einer Antitumorantwort von
dem fir IL-12 kodierenden Ad-1 zu dem fir IL-12, 4-1 BBL und IL-2 kodierenden Ad-3
l&sst sich in dieser Studie nicht nachweisen. Eine solche Verstarkung des Effektes
erscheint plausibel, sind doch IL-12 (Hirschowitz et al. 1999, Mazzolini et al. 1999) wie
auch IL-2 (Hirschowitz et al. 1999, Seidel et al. 1998) allein bekannt dafir, eine
Tumorregression induzieren zu kénnen. Dartber hinaus wird die Kombination von IL-12
und IL-2 vielfach als Erfolg versprechend angesehen (Hirschowitz et al. 1999, Caruso et
al. 1996) und sogar in einigen Fallen beschrieben (Addison et al. 1998, Soiffer et al.
1993, Rossi et al. 1994, Lode et al. 1999). Wenn Hill et al. (2002) von einer
verminderten Antitumorwirkung von IL-12 mit IL-2 zusammen berichten, so mag dies
eher auf eine zeitlich verschiedene Gabe der beiden Interleukine zurtickzufihren sein

als auf ein generelles Problem bei der Kombination der Interleukine.

Zu bemerken ist bei dieser Auswertung, dass die Untersuchung der Infiltration des
Tumorgewebes in den drei Behandlungsgruppen (Ad-1, Ad-2, Ad-3) an Tieren
durchgefuhrt wurde, die keine UbermaRig gute Antitumorreaktion zeigten, da nur bei
diesen Tieren noch genug Tumormasse fur die Histologie vorhanden war. (Zum
Zeitpunkt der Praparation waren bereits zwei der drei Ad-1-Tiere nahezu tumorfrei, zwei
weitere waren verstorben. In der Ad-2-Gruppe war die Situation fir die
Préparatgewinnung deutlich besser: nur ein Tier war tumorfrei, so das hier die
Betrachtung wohl auf jeden Fall als reprasentativ zu gelten hat. Ad-3 wiederum sorgte
bei drei Tieren fur einen fast vollstdndigen Rickgang des Tumors; ein Tier kam nicht-

tumorbedingt um.)
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Ausblick

Um eine klare Unterscheidung in der Wirksamkeit der drei Vektoren (Ad-1, Ad-2 und
Ad-3) zu ermdglichen, gilt es, in einem nachsten Schritt die Homogenitat in Bezug auf
die StarttumorgréRen zu erhéhen. Dazu kénnen Untersuchungen dienen, die an
solitéaren transplantierten Tumoren im gleichen HCC-Modell in der Ratte durchgefiihrt
werden.

Schlieflich bleibt die Méglichkeit, die Virusmenge auf 1 X 10°i. u. zu reduzieren, um auf
diese Weise eventuell eine klarere Diskriminierung zu erreichen, in der ggf. curative

Effekte durch IL-12-Expression alleine nicht mehr erreicht werden.

Aktuelle klinische Ergebnisse genetischer Immuntherapie mit
Zytokinen

Seit der Fertigstellung der experimentellen Arbeit im Jahre 2003 wurden verschiedene
klinische Studien zur Tumorgentherapie verdéffentlicht, deren Ergebnisse im Folgenden

kurz umrissen werden sollen.

So berichten Sangro et al. (2004) (ber eine Untersuchung an Patienten mit
fortgeschrittenen Tumoren des Magen-Darm-Traktes, die mit einem IL-12
exprimierenden Adenovirus behandelt wurden. Der Behandlungserfolg reichte bei den
untersuchten 21 Patienten von einem Stillstand der Erkrankung (48%) bis zu einer

Teilremission; in 38% der Falle schritt die Erkrankung weiter fort.

In einer weiteren Studie behandelten Heinzerling et al. (2005) neun Melanompatienten
mit Plasmiden, die fir IL-12 kodierten. Hier zeigten finf Patienten ein deutliches
Ansprechen des Tumors, das bei zwei Patienten zu einer Totalremission, bei zweien zu

einer Teilremission und bei einem zu einem gestoppten Tumorwachstum flihrte.

In einer zweiten Studie mit Melanompatienten verwendeten Triozzi et al. (2005a) ein fir
IL-12 kodierendes Kanarien-Pocken-Virus zur Behandlung. Die an den neun Patienten
beobachteten Ergebnisse ohne deutlichen Therapieerfolg (sieben Patienten mit

fortschreitender Erkrankung, nur ein Patient ohne fortschreitende Krankheit sowie einer
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mit Tumorregression) fuhren die Autoren auf eine zu geringe IL-12-Expression als

wahrscheinlichste Ursache zuriick.

Allen oben genannten Studien ist gemein, dass keine dosislimitierende Toxizitat fir die
Behandlung beobachtet wurde, unabhé&ngig davon, ob mit viralen Vektoren oder
Plasmiden gearbeitet wurde und ob diese fur IL-12 oder IL-2 kodierten. Gleiches gilt
auch fur den Kostimulator B7.1 (Triozzi et al. 2005b). Vielmehr fanden sich in den
meisten Fallen nur leichtere Nebenwirkungen wie Fieber, Schwitzen (Sangro et al.
2004), Myalgien und Schittelfrost (Triozzi et al. 2005). Gelegentlich fand sich unter der
Behandlung auch eine Lymphopenie (Sangro et al. 2004), wie auch schon Trudel sie in
einem Fall bei der Behandlung des Prostatakarzinoms mit adenoviral exprimiertem |L-2
beschrieben hatte (Trudel et al. 2003).

Weiter gestitzt werden diese Beobachtungen durch Studien von Pantuck et al. (2004),
Colombo et al. (2005) und O’Malley et al. (2005), die ebenfalls Gbereinstimmend Uber
keine dosislimitierende Toxizitdt berichten, sondern nur die im Verhdaltnis zur
systemischen Zytokingabe (Lenzi et al. 2002, Leonard et al. 1997) vergleichsweise

milden Nebenwirkungen beschreiben.

Zusammenfassend sprechen diese Daten dafiir, dass mit der geringen Toxizitat der
beschriebenen Behandlungsformen eine wichtige Voraussetzung fir die breitere
klinische Erprobung genetischer Zytokintherapiekonzepte gegeben ist, die Wirksamkeit
der verwendeten Vektoren jedoch ausflhrlich in klinischen Studien an Patienten
evaluiert werden muf}, arbeiten doch die meisten Tiermodelle — einschlie3lich dem in
der vorliegenden Arbeit verwendeten — mit monoklonalen transplantierten Tumoren,
wéhrend man es der Klinik mit polyklonalen Tumoren zu tun hat. Deren Behandlung
stellt sich als deutlich komplexer dar als die monoklonaler Tumoren, jedoch zeigten die

oben angefiihrten Studien durchaus schon vielversprechende Resultate.

Neben der erzielten Sicherheit der genetischen Zytokinexpression wurden auch
Hinweise auf eine Wirksamkeit der Zytokine erhalten, die jedoch in den genannten
Studien noch nicht zu den erwiinschten durchschlagenden Ergebnissen gefihrt hat. Die

Optimierung der Vektoren und die Optimierung der Applikation stehen hier im
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Mittelpunkt des Interesses. Die in diesem Projekt gewahlte Kombination synergistisch
wirksamer Immunstimulatoren kann ein wesentlicher Schritt auf dem Weg zu diesem
Ziel sein, wie die hier durchgefiihrten Studien am Tiermodell suggerieren. Eine Reihe
von Fragen bleiben auch auf der immunologischen Seite innerhalb der klinischen
Studien zu klaren. In klinischen Studien missen neue Endpunkte definiert werden, die
diese Fragen beantworten kdénnen. Einerseits bleibt abzuwarten, welche Ergebnisse
weiterfihrende Studienphasen der zitierten Studien ergeben. Andererseits soll auf
diesem Hintergrund auch fur die adenovirale Zytokintherapie dieses Projektes eine

klinische Erprobung vorbereitet werden.

5 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde die Wirkung immunstimulatorischer Gentherapie auf
das hepatozelluldre Karzinom (HCC) am Rattenmodell untersucht. Hierzu wurden den
Ratten mittels Inokulation von MH-7777A-Zellen je zwei Tumoren in die Leber
implantiert. Direkt in die Tumoren wurden zwei Wochen spéater die Therapeutika (Ad-1,
Ad-2 oder Ad-3) bzw. die Kontrollen (Ad-0 oder PBS) appliziert. Die Tumorgrofie aller
Tiere wurde wahrend des Beobachtungszeitraumes von sechs Wochen im MRT
verfolgt. Um den Einfluss der Behandlung auf die Leber abschatzen zu kénnen, wurden
Verédnderung der Serumaktivitdt von GOT und GPT anhand von Blutproben ermittelt,
die direkt vor und vier Wochen nach Virusapplikation gewonnen wurden. Nach Ablauf
des Behandlungszeitpunktes wurden Leber- und Tumorproben fiir die histologischen
Untersuchungen entnommen.

In der Untersuchung wurde deutlich, dass die eingesetzten Vektoren — insbesondere
Ad1 (IL-12 exprimierend) und Ad3 (IL-12, IL-2 und 4-1BBL exprimierend) — eine
deutliche Reduktion des Tumorvolumens bis hin zu einer vollstdndigen Remission
bewirken kdénnen. Die Verdnderung des Tumorvolumens korreliert weitestgehend mit
der Hohe der Serumaktivitdten der Leberenzyme GOT und GPT, die zunachst mit
steigender TumorgrélRe deutlich ansteigen, bei einsetzendem Behandlungserfolg
jedoch wieder sinken. Das Gewicht im Gegensatz dazu sinkt zunachst mit steigendem

Tumorvolumen, nimmt aber bei Tieren mit sinkender Tumorlast schlielRlich wieder zu.
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Histologisch findet sich vier Wochen nach der Behandlung bei den Tieren der beiden
Kontrollgruppen (PBS und AdO) wie auch bei den mit Ad2 behandelten Tieren kaum
eine Infiltration mit Immunzellen. Im Gegensatz dazu weisen die Ad1- und die Ad3-
behandelten Tiere eine Infiltration mit CD4+-, CD8+- und NK-Zellen auf. Die Anfarbung
auf Makrophagen wie auch auf aktivierte CD4+-, CD8+-, NK- und B-Zellen sowie
Monozyten (CD80+) zeigte bei den Ad1-, Ad-2- und Ad-3-Tieren regelmalig eine
Aussparung der Gewebsinfiltration der Zentralvene mit diesen Zellen; beide

Kontrollgruppen wiesen eine bedeutend geringere Zahl dieser Zellen auf.

Eine klare Unterscheidung der Wirksamkeit der drei Vektoren Ad1, Ad2 und Ad3 ist in
dieser Studie nicht méglich, wenngleich es in diesem Fall scheint, als sei Ad2 deutlich
weniger wirksam als Ad3 aber auch als Ad1. Dies unterscheidet sich von in einer
vorherigen Studie gemachten Beobachtungen (Waehler 2003), die bei einer geringeren
Wirksamkeit von Ad1 eine dhnliche Wirksamkeit von Ad2 und Ad3 nahe legten. Ob eine
Unterscheidung bezlglich der Wirksamkeit moglich ist, werden zuklnftige

Untersuchungen zeigen missen.
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6 Abkiirzungsverzeichnis

7-AAD:
Abb.:
ABC:
Ad:

Ag:
AIDS:

APAAP:

CAR:

7-Aminoactinomycin D
Abbildung
Avidin-Biotin-Komplex
Adenovirus

Antigen

Aquiered Immuno Deficiency Syndrome

Alkalische-Phosphatase-Anti-Alkalische-Phosphatase

Coxsackie and Adenovirus Receptor

Cluster of Differentiation

Cytomegalivirus

Tag

Dulbecco’s Modified Eagle Medium

Dimethyl Sulfoxide

Desoxyribonukleinsdure

Eppstein Barr Virus
Ethylendiamin-Tetraessigsaure
Encephalomyocarditis Virus

Fetal Calf Serum
Glutamat-Oxalazetat-Transaminase (Syn.: ASAT)
Glutamat-Pyruvat-Transaminase (Syn.: ALAT)
Hepatozellulares Karzinom
N-2-Hydroxy-Ethylpiperazin-N-2-Ethan-Sulfons&ure
Herpes Simplex Virus-Thymidinkinase
Interferon y

Immunglobulin

Interleukin

Interne ribosomale Eintrittsstelle

Inverted Terminal Repeat

infectious units
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i V.
kD:
MHC:
MRT:
NK:
PBS :
pfu:
pH :

PV:
rpm:
sclL-12:
TCR:
Th:
TNF:
TRIS:
Wo:

Intravends

kilo-Dalton

Major histocompatibility complex
Magnetresonanztomographie
Natural killer cells
Phosphatgepufferte Salzlésung
Plaque forming units

Negativer dekadischer Logarithmus der H;O"-
lonenkonzentration

Poliovirus

rounds per minute

single chain IL-12

T-Zellrezeptor

T-Helfer (Zelle)

Tumor Necrosis Factor
Tris[HydroxymethyllJaminomethan
Woche
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7 Abbildungsverzeichnis und Verzeichnis der Tabellen

Abb.

Abb. 2
Abb. 3

Abb. 4
Abb. 5

Abb. 6
Abb. 7

Abb.

Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.

Abb.

Abb.
Abb.
Abb.
Abb.

10:
11:
12:
13:
14:
15:
16:
17:
18:
19:

20:

21:
22:
23:
24:

Inzidenz des HCC weltweit

Antitumorwirkung von IL-12

Die adenoviralen Vektoren Ad-1, Ad-2 und Ad-3 in schematischer
Darstellung

Darstellung des Spulenaufbaus fir die MRT-Untersuchungen

Mittelwerte der Gewichtsverldufe der verschiedenen Behandlungsgruppen
Uber sieben Wochen

Mittelwerte der Tumorvolumina der tberlebenden Tiere

Entwicklung des Tumorvolumens bei einem Starttumorvolumen von < 0,40
cm?

Entwicklung der Tumorvolumina bei Tieren mit einem Starttumorvolumen
von 0,40-0,75 cm?

MRT-Bilder eines mit Ad-0 behandelten Tieres (Kontrolltier)

MRT-Bilder eines mit Ad-3 behandelten Tieres

Makroskopische Bilder der Tumoren

Makroskopische Bilder der Tumoren

Makroskopische Bilder der Tumoren

Mittelwerte der GOT-Serumaktivitat

Mittelwerte der GPT-Serumaktivitat

Serum-GOT einzelner Tiere mit einem Endtumorvolumen < 1 cm?
Serum-GOT einzelner Tiere mit einem Endtumorvolumen > 10 cm?
Serum-GPT einzelner Tiere mit einem Endtumorvolumen > 10 cm?
Tumorvolumina, Serum-GOT und GPT der Tiere 1-12 zu den Zeitpunkten
der Blutentnahmen

Tumorvolumina, Serum-GOT und GPT der Tiere 13-24 zu den Zeitpunkten
der Blutentnahmen

Korrelation von Tumorvolumen und Serumaktivitadt von GOT

Korrelation von Tumorvolumen und Serumaktivitat von GPT
Durchflusszytometrische Messungen

Uberleben der Milzzellen
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Abb.
Abb.
Abb.
Abb.

Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.

25:
26:
27:
28:

29:
30:
31:
32:
33:
34:
35:
36:
37:
38:

Tbl. 1:

Uberleben der Milzzellen
Uberlebende Tumorzellen
Uberlebende Tumorzellen
Kontrolle vs Ad-1-Makrophagenantikérper (oben Leber-, unten
Tumorgewebe)

CD4+ Leber

CD4+ Tumor

CD8+ Leber

CD8+ Tumor

CD161 Leber

CD161 Tumor
Makrophagen Leber
Makrophagen Tumor
CD80+ Leber

CD80+ Tumor

GOT/GPT Quotient der Tiere direkt vor und vier Wochen nach

Vektorinokulation
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