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EINLEITUNG

1 Einleitung
1.1 Tumorbiologische Grundlagen

1.1.1 Mechanismen der Tumorentstehung

Der Gebrauch des Begriffs “Tumor” geht auf Hippocrates und Galen im Sinne einer
entziindlichen Schwellung zuriick. Heutzutage versteht man unter einem Tumor jedoch
weniger ein Entziindungszeichen als vielmehr eine Schwellung auf dem Boden einer
Neoplasie.

Der Prozess der Transformation normaler Zellen in maligne Krebszellen wird als
Karzinogenese bezeichnet. In der Regel handelt es sich dabei um eine Serie somatischer
Mutationen in unterschiedlichen Genen, die {iber mehrere Jahre hinweg kumulieren (Nowell,
1976; Frisch, 1994). Durch gewisse toxische Faktoren ausgelost, kann dieser Prozess jedoch
beschleunigt sein. Die resultierende autonome Zellregulation und klonales neoplastisches
Wachstum konnen entweder Folge einer Inaktivierung und Suppression von
Tumorsuppressorgenen oder einer Aktivierung und Uberexpression von Onkogenen sein
(Weinberg, 1996). Hierzu kommt es durch fortschreitende Verdnderungen des Genoms durch
Punktmutationen, chromosomale Translokation oder Amplifikation von Genabschnitten.
Zellfunktionen und -teilung erfolgen dann losgeldst von einer ilibergeordneten Regulation,
was zu einem unregulierten neoplastischen Wachstum fiihrt. Prognostisch entscheidend im
Prozess der Entstehung von Krebs ist die Initiation von lokaler Invasion und tumorinduzierter
Neovaskularisation als Voraussetzung fiir das Metastasieren von Tumorzellen. Die Invasion
ist gekennzeichnet durch lokale Proteolyse, zelluldre Adhédsion sowie Migration und ist eine
aktive Bewegung von neoplastischen Zellen iiber Gewebebarrieren und extrazelluldre Matrix
hinaus. Um Metastasen bilden zu konnen, miissen die verschleppten Tumorzellen die lokalen
und systemischen Abwehrmechanismen an einem vom Primértumor entferntem Ort
iiberwinden.

Man geht bei der Krebsentstehung von einem Mehrstufenkonzept aus. Der Initiations- und
Promotionsstufe folgt dabei in der Regel, jedoch nicht zwingend, die Immortalisierung. In der
Initiationsstufe verursacht ein physikalisches, chemisches oder biologisches Agens eine
Verdnderung in der molekularen Struktur der zelluliren DNS. Diesem molekularen Schaden
folgt die Promotionsstufe, in der die Expression derjenigen Gene, die bei der Proliferation und
Differenzierung der Zelle mitwirken, moduliert wird. Als Immortalisieung wird der Ubergang

von einem benignen in einen malignen Tumor bezeichnet.
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1.1.2 Angiogenese

Als Angiogenese bezeichnet man die Aussprossung neuer Kapillaren aus vorbestehenden
BlutgefdB3en. Physiologischerweise schliefit die Angiogenese im jungen Erwachsenenalter ab.
Im gesunden Erwachsenen findet sie sich dann nur noch wéhrend des Menstruationszykluses
im Endometrium und in den Ovarien, wihrend Wundheilung und wéhrend
Entziindungsvorgidngen. Angiogenese kann jedoch auch in einigen pathologischen Prozessen
wie der rheumatoiden Arthritis, der diabetischen Retinopathie und Tumorerkrankungen
stattfinden (Folkman, 1985).

Bei der Bildung neuer Blutgefid3e spielen viele Zellen eine wichtige Rolle, indem sie 16sliche
angiogenesefordernde bzw. -hemmende Molekiile sezernieren (Koch, Cho et al., 1992), wobei
noch nicht ganz klar ist, wie diese Effektorzellen aktiviert werden. Hypoxie, die aus der
insuffizienten Blutversorgung resultiert, ist ein wichtiger auslosender Faktor von Angiogenese
(Shweiki, Itin et al., 1992; Plate, Breier et al., 1993).

Es gibt eine ganze Auswahl von Angiogeneseinduktoren, die man in drei Gruppen einteilen
kann (Klagsbrun und Moses, 1999). Die Erste Klasse besteht aus der vaskuldiren
endothelialen Wachstumsfaktor (VEGF) -Familie und den Angiopoietinen, die spezifisch an
Endothelzellen binden. Zu der zweiten Klasse gehoren meist direkt wirkende Molekiile wie
einige Zytokine, Chemokine (Moore, Keane et al., 1998) und angiogenesefordernde Enzyme
(Brown und Giaccia, 1998; Chiarugi, Magnelli et al., 1998), die neben Endothelzellen eine
gro3e Spannbreite anderer Zielzellen aktivieren. Das bekannteste Mitglied dieser Gruppe, der
Fibroblasten-Wachstumsfaktor-2 (FGF-2), war einer der ersten angiogenen Peptide, die
charakterisiert wurden. Die dritte Gruppe der Angiogenese-Molekiile schlieBt indirekt
wirkende Faktoren ein, deren Effekt auf Angiogenese durch die Freisetzung direkt wirkender
Molekiile durch Makrophagen, Endothelzellen und Tumorzellen erfolgt. Am besten
untersucht sind der Tumornekrosefaktor-o. (TNF-a) und der transformierende
Wachstumsfaktor-f (TGF-B), welche endotheliale Zellproliferation in vitro hemmen. In vivo
induziert TGF-B Angiogenese und stimuliert die Expression von TNF-a, FGF-2, PDGF
(thrombozytirer Wachstumsfaktor) und VEGF durch angelockte Entziindungszellen (Falcone,
McCaffrey et al., 1993; Pintavorn und Ballermann, 1997).

1.1.3 Das Blutgefiafisystem des Tumors

Erreicht ein Tumor einen Durchmesser von etwa 100 — 200 um stellt sich, bedingt durch den

Mangel an Néhrstoffen und Sauerstoff, in der Tumorperipherie (Gasparini, Toi et al., 1999)
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ein Gleichgewicht ein, bei dem die Anzahl der proliferierenden Tumorzellen und die der
absterbenden Zellen sich die Waage halten. In-situ-Karzinome kénnen auf diese Art und
Weise schlafend und unentdeckt bis zu mehrere Jahre existieren ohne zu metastasieren
(Folkman, 1995). Nach einigen Monaten oder Jahren kann sich der Tumor durch Induktion
der Formierung von Kapillaren in einen angiogenen Phidnotyp umwandeln und beginnen, das
umliegende Gewebe zu infiltrieren. Dieser “angiogenic switch” wird durch das
Zusammenspiel angiogenesechemmender und —fordernder Faktoren im Tumor reguliert. So
kann der angiogene Phdnotyp aus einer vermehrten Produktion angiogenesefordernder
Faktoren durch die Tumorzellen, wie FGF-2 und VEGF, und/oder durch eine
Herabregulierung negativer Modulatoren, wie Thrombospondin-1 (TSP-1), in Gewebe mit
schwacher Durchblutung resultieren (Pepper, 1997). Wie bei der physiologischen
Angiogenese ist auch bei der tumorinduzierten Angiogenese Hypoxie die wichtigste
Antriebskraft fiir die Bildung neuer GefdaBle. Sie induziert die Expression von VEGF und
dessen Rezeptor Hypoxie-induzierbarer Faktor-lo. (HIF-1a) (Jiang, Huang et al., 1997;
Carmeliet, Moons et al., 1998). Andere Faktoren wie Angiopoietine und Pldttchen-vermittelte
Wachstumsfaktoren (PDGFs) rekrutieren Stiitzzellen wie Perizyten und glatte Muskelzellen,
die wihrend der Reifung der neuen Gefil3e die gebildeten Endotheltunnel umgeben.
Tumorgefifle unterscheiden sich strukturell und funktionell von normalen Gefa3en. Sie sind
geschlangelt und erweitert mit unregelméfigem Durchmesser, starken Verdstelungen und
vielen Kurzschliissen (Jain, Koenig et al., 1996; Hashizume, Baluk et al., 2000). Auch
bezogen auf ihre Ultrastruktur sind Tumorgefidle anormal. Thre Winde weisen zahlreiche
endotheliale Fenster auf und die Basalmembran ist irregulir oder nicht vorhanden.
Tumorendothelzellen sind ebenfalls unnormal in ihrer Form. Sie wachsen iibereinander und
ragen in das Gefafllumen hinein (Hobbs, Monsky et al., 1998; Dvorak, Nagy et al., 1999;
Hashizume, Baluk et al., 2000), was zur Folge hat, dass der Tumorblutfluss chaotisch ist
(Baish und Jain, 2000). Dies fiihrt oft zu einer Unterversorgung einiger Tumorabschnitte mit
nachfolgender Nekrose (Helmlinger, Yuan et al., 1997).

Klinische Studien, die den Zusammenhang zwischen Tumorangiogenese und Prognose
werteten, untermauern die Relevanz von Neovaskularisierung fiir die Tumorbiologie. Beim
invasiven Brustkarzinom korrelieren die Metastasierung zu lokalen Lymphknoten und
Fernmetastasierung (Weidner, Semple et al, 1991) stark mit der Dichte der
Tumormikrogefdle (Horak, Leek et al., 1992). Auch findet man erhohte Werte des
Angiogenesefaktors FGF im Urin von Patienten verschiedener Tumorerkrankungen (Nguyen,

Lehr et al., 1993). Eine derartige Bewertung der Ausdehnung der Tumorneovaskularisierung
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durch nicht-invasive Laboruntersuchungen erlaubt die Frithe Erkennung von Tumoren und die

Uberwachung der Therapie (Nguyen, Lehr et al., 1993).

1.1.4 Die Bedeutung des Tumorendothels fiir die Tumortherapie

In den Siebzigern und den frithen Achtzigern machten Folkman und Denekamp auf die
Bedeutung der Blutversorgung fiir das Tumorwachstum aufmerksam und auf die Moglichkeit,
dies fiir die Tumortherapie auszunutzen (Folkman, 1972; Denekamp, 1984). Da
Tumorendothelzellen vom Blut aus leichter zuginglich sind, stellen sie einen viel
attraktiveren Angriffspunkt fiir die spezifische Gabe von Therapeutika dar als die
Tumorzellen selbst. Obwohl die Permeabilitit der Tumorgefile verglichen mit normalen
GefaBen gesteigert ist, sind nicht alle TumorgefiBle undicht. Auch erweisen sich die
TumorgefdaBwénde und der hohe interstitielle Fliissigkeitsdruck innerhalb des Tumorgewebes
als eine wesentliche Barriere fiir den Transport gegen Tumorzellen gerichteter Therapeutika
(Jain, 1997; Molema, de Leij et al., 1997). Ferner sind Tumorendothelzellen ein sinniges Ziel,
da das Wachstum und das Uberleben der Tumorzellen von einer intakten Blutversorgung
abhingen. Wihrend Tumorzellen genetisch instabil sind, stindig mutieren und in der Lage
sind Resistenzen gegeniiber Zytostatika auszubilden, sind Endothelzellen genetisch stabil und
entwickeln nur selten Resistenzen gegeniiber Therapeutika (Folkman, 1997).

Fir eine wirksame Antiangiogenese-Therapie bendtigt man Antikérper, die an
Zelloberflichenmarker binden, die entweder spezifisch fiir Tumorendothelzellen sind oder auf
diesen vermehrt exprimiert werden. Potentielle Zielmolekiile sind dabei das o,;-Integrin, E-
Selektin und VEGF- und Tie-Rezeptoren. In einer Studie konnte spezifisch die Proliferation
von fetaler Leber-Kinase-1 (Flk-1)-positiven Endothelzellen in vitro und die Angiogenese in
vivo durch chemisch an ein Diphterietoxinmolekiil (DT385) gebundenes VEGF gehemmt
werden (Arora, Masood et al., 1999).

Eine weitere Moglichkeit der Modulation von Tumorangiogenese ist die Gentherapie. Damit
kann eine anhaltende therapeutische Freisetzung von aktiven Substanzen erzielt werden. Zum
Beispiel hat man adenovirale und retrovirale Vektoren, dessen cDNS fiir Angiostatin (Tanaka,
Takahashi et al., 1998) oder den Plittchenfaktor-4 (PF-4) (Tanaka, Cao et al., 1998) oder
Antisense-VEGF (Im, Gomez-Manzano et al., 1999) kodierten, eingesetzt, um

Endothelzellwachstum in vitro und Angiogenese und Tumorwachstum in vivo zu hemmen.
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1.1.5 Das aktivierte Tumorendothel

Das Gefdlendothel ist nicht nur eine passive Auskleidung von Blutgefilen ohne
metabolische Aktivitdt, sondern ist aktiv an Entziindungsreaktionen und Thrombosierung
beteiligt. Endothelzellen sind sowohl Quelle wie auch Ziel verschiedener Zytokine und
Wachstumsfaktoren, die Anderungen in der Funktion des Endothels verursachen. Diese
funktionelle Reprogrammierung, die man als Aktivierung des Endothels bezeichnet, findet
nicht nur in Entziindungs- und Gerinnungssituationen, sondern auch wéhrend Angiogenese
statt (Mantovani, Bottazzi et al., 1992).

Der Grundzustand von Endothelzellen wird als antikoagulatorisch angesehen, d.h. dass
intrinsischer und extrinsischer Gerinnungsweg inaktiviert sind. Durch die klassischen
proinflammatorischen Zytokine TNF und Interleukin-1 (IL-1) durchlaufen Endothelzellen
eine ausgeprigte phanotypische Verdnderung und konnen die Entstehung von Thromben und
Entziindungen begiinstigen. Zusétzlich besitzen Endothelzellen aktive gerinnungshemmende
Mechanismen, indem sie Thrombomodulin an ihrer Oberfldche exprimieren und Protein S
sezernieren, wodurch die aktivierte Protein C-Kaskade katalysiert wird (Stern, 1986). TNF
und IL-1 kénnen die antikoagulatorische Beschaffenheit des Endothels reduzieren, indem sie
Thrombomodulin herabregulieren (Lentz, McKean et al., 1989; Moore, Esmon et al., 1989)
und/oder die Bildung von Gewebsthromboplastin induzieren, der als Initiator des
extrinsischen Gerinnungsweges in ruhendem Endothel abwesend ist (Nawroth, Bank et al.,
1986; Nawroth und Stern, 1986). Bei der Modifikation von GefdBtonus und —permeabilitit
spielt auch die Aktivierung der Endothelzellen durch Thrombin, Histamin, VEGF und
proinflammatorischen =~ Zytokinen eine  Rolle. Diese  Mediatoren setzen die
Endothelbarrierefunktion in vitro und in vivo herab, was zu einer Extravasation von
Plasmaanteilen wie Fibrinogen und Fibronektin fiihrt (Senger, Galli et al., 1983; Yi und
Ulich, 1992; Worrall, Chang et al., 1997).

Eine Hauptwirkung von Zytokinen auf die Endothelfunktion ist die Zunahme der
Leukozytenadhédsion und —transmigration. Endothelzellen sind durch das Sezernieren von
Signalstoffen, die Exprimierung von Adhésionsmolekiilen und das Variieren des Blutflusses
an der Rekrutierung von Leukozyten beteiligt. Durch Induktion von Oberflichenexpression
von Bindungssmolekiilen bringen TNF und IL-1 eine normalerweise eher inaktive
Endotheloberfliche = dazu, adhdsiv  fir Leukozyten zu sein. Zu diesen
Transmembranmolekiilen gehdren P- und E-Selektin, die zu Leukozytenrollen fithren und das

vaskuldre Zelladhdsionsmolekiil-1 (VCAM-1) und das intrazelluldire Adhdsionsmolekiil-1
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(ICAM-1), die eine stirkere Interaktionen zwischen Leukozyten und Endothel bewirken und
fiir die Transmigration bedeutend sind (Springer, Desai et al., 1994). Ferner 16sen TNF und
IL-1 die Freisetzung von Chemokinen wie das Monozyten-attrahierende Protein-1 (MCP-1)
oder das Neutrophile anlockende Interleukin-§ (IL-8) aus (Mantovani, Sozzani et al., 1997).
Chemokine erleichtern Leukozyten die Transmigration durch das Endothel vermutlich nicht
nur durch ihre chemotaktische Aktivitit, sondern auch durch die Fahigkeit die Affinitdt der
Leukozytenintegrine zu ihren Endothelliganden zu erhéhen (Smyth, Mossman et al., 1994;
Weber, 1996).

Das aktivierte Endothel fiihrt in Tumoren zu einer gesteigerten GefaBBpermeabilitit (Dvorak,
Nagy et al, 1992) und zur Bildung des prokoagulativ wirkenden ftissue factors
(Gewebsthromboplastin) (Contrino, Hair et al., 1996) und einiger Adhésionsproteine wie E-
Selektin und VCAM-1 (Renard, Lafage-Pochitaloff et al., 1996; Ogawa, Umehara et al.,
1999).

1.2 Tumornekrosefaktor-o und das Meth-A-Sarkom

1975 entdeckten Carswell et al., dass Serum, das von Méiusen gewonnen wurde, die
sequentiell mit einem starken Aktivator des mononuklearen phagozytiren Systems und
Endotoxins behandelt wurden, in soliden Tumoren Nekrose und Tumorregression induzieren
konnte. So entstand der Begriff Tumornekroseserum (TNS). Aus TNS konnte ein Faktor
isoliert werden, dem alleine man die tumornekrotisierende Komponente zusprach und der
deshalb Tumornekrosefaktor (TNF) genannt wurde. Obwohl TNF urspriinglich als Nekrose
induzierend beschrieben wurde, scheint in einigen Fillen die Induktion der Apoptose
(programmierter Zelltod) bei der Tumorregression eine wichtigere Rolle zu spielen.

TNF-a (Kachektin) und TNF-B (Lymphotoxin) gehdren zu einer Familie sezernierter
Proteinen und Zelloberflichenproteinen, die auf die Induktion immunologischer und
inflammatorischer Vorgénge einen Einfluss haben (Pujo-Borell et al., 1987). TNF-a spielt bei
verschiedenen pathologischen Vorgidngen wie septisch-toxischer Schock (Tracy und Black,
1987)), Kachexie (Beutler, Milsark et al., 1985), erworbenes Immundefektsyndrom (AIDS)
(Duh, Maury et al., 1989) und der Pathogenese einiger autoimmuner Erkrankungen (Pujo-
Borell et al., 1987) eine entscheidende Rolle.

TNF-o wird hauptsdchlich von aktivierten Monozyten und Makrophagen gebildet (Carswell,
Old et al., 1975). Dabei wird das membranstindige Vorldufermolekiil (tmTNF) mit einem

Molekulargewicht von 26 kD mit Hilfe einer spezifischen Metalloproteinase (TNF-o-
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konvertierendes Enzym, TACE) durch proteolytische Abspaltung des C-terminalen Endes in
die l6sliche Form (sTNF) mit einem Molekulargewicht von 17 kD (157 Aminosduren)
iiberfiihrt (Pennica, Nedwin et al., 1984; Aggarwal, Kohr et al., 1985).

Wihrend das 16sliche TNF-Protein fiir die systemischen Effekte verantwortlich gemacht wird,
ist die membranstindige Form in der Lage, im direkten Kontakt zweier Zellen zu wirken
(Perez, Albert et al., 1990). Sowohl Iosliche als auch membranstindige TNF-Proteine sind
Homotrimere (Wingtfield, Pain et al., 1987; Schoenfeld, Poeschl et al., 1991) mit drei TNF-
Rezeptor-Bindungsstellen (Van Ostade, Van der Heyden et al., 1999).

Es sind zwei unterschiedliche TNF-Rezeptoren beschrieben, die fiir die biologische Aktivitit
von TNF verantwortlich sind: der 7TNF-Rezeptor I (TNF-RI) mit einem relativen
Molekulargewicht von 55-60 kD und der 75-80 kD groBe TNF-Rezeptor II (TNF-RII)
(Loetscher, Schlaeger et al., 1990; Smith, Davis et al., 1990; Goodwin, Anderson et al., 1991;
Lewis, Tartaglia et al., 1991). Beide TNF-Rezeptoren werden unabhidngig von einander auf
der Zellmembran praktisch aller somatischer Zellen exprimiert. Die extrazelluldren Anteile
von TNF-RI und TNF-RII sind zu 28 % identisch, wohingegen die intrazelluldren
Komponenten keinerlei Homologie aufweisen (Camerini, Walz et al., 1991; Itoh, Kohgo et
al., 1991). Dies fiihrt zu unterschiedlicher zelluliren Antwort bei Aktivierung der beiden
Rezeptoren (Dembic, Loetscher et al., 1990). TNF-RI besitzt ein konserviertes
zytoplasmatisches Signalmotiv, dessen Aktivierung in der Zelle zu Apoptose fiihrt. Dieses
Signalmotiv wird deshalb als “Todesdomédne” bezeichnet (Tartaglia, Rothe et al., 1993).
Obwohl TNF-RII diese Domine nicht besitzt, wurde auch bei Stimulation dieses Rezeptors
die Induktion von Apoptose beobachtet (Heller, Song et al., 1992). Wahrscheinlich wird
hierbei durch die Stimulation des TNF-RII die Bildung von TNF induziert, welches dann
autokrin oder parakrin iiber den TNF-RI Apoptose induziert (Grell, Zimmermann et al.,
1999).

Die Aktivierung von TNF-RI bzw. TNF-RII durch TNF-a induziert eine Oligomerisation des
Rezeptors und eine Rekrutierung mehrerer Signalproteine zu ihren zytoplasmatischen
Doménen (Hsu, Xiong et al.,, 1995; Hsu, Huang et al., 1996). Unter den klassischen
Transkriptionsfaktoren, die von TNF-a aktiviert werden, spielt der nukleare Faktor kB
(NFxB) die wichtigste spezifische Rolle in der Regulation von Entziindungsgenen (Pahl and
Baeuerle, 1996; Barnes, Haddad et al., 1997). Tartaglia et al. (1993a; 1993b) zeigten, dass
tmTNF-a gegeniiber sSTNF-a in verschiedenen Systemen wie auch der T-Zell-Aktivierung der
starkere Aktivator des TNF-RII ist (Decoster, Vanhaesebroeck et al., 1995; Grell, Douni et

al., 1995). In unserer Arbeitsgruppe wurde tmTNF-a im Tumorendothel des Meth-A-Sarkoms
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der Maus detektiert (Clauss, Sunderkotter et al., 2001). Es konnte gezeigt werden, dass das in
Endothelzellen von Sarkomen gebildete tmTNF-a-Protein fiir die VEGF induzierte
GefaBhyperpermeabilitdt absolut notwendig ist. So war in Abwesenheit von tmTNF-a (durch
Neutralisation mittels eines Antikdrpers oder in TNF-knock-out-Mausen) VEGF nicht in der
Lage, die GefdBBpermeabilitit zu erhohen (Clauss, Sunderkotter et al., 2001). Die Funktion
von TNF-a in Endothelzellen bestand hier in einer Voraktivierung des Endothels, welche die
Wirkung des VEGFs in Bezug auf die Permeabilitét erst ermoglichte.

Das Methylcholanthren A (Meth A) induzierte Sarkom wurde in Méusen vielfach als Model
verwendet, um durch LPS (Carswell et al., 1975) und TNF-a (Van de Wiel, Bloksma et al.,
1989) induzierte hdmorrhagische Nekrosen zu studieren. Dieser experimentelle Tumor
zeichnet sich durch seine gute Therapierbarkeit mit 16slichem TNF, eine erhohte
GefaBpermeabilitit und ein aktiviertes Tumorendothel aus (Watanabe, Niitsu et al., 1988; Van
de Weil, Bloksma et al., 1989). Etwa eine Woche nach subkutaner Inokulation des Tumors ist
eine einzelne Injektion von TNF-a (2 pg i.p. oder i.t.) ausreichend, um innerhalb weniger
Tage eine hdmorrhagische Nekrose gefolgt von volliger Tumorregression hervorzurufen.
Dabei werden intravasale Fibrinablagerungen beobachtet, die sich zu verschliefenden
Thrombosen in den TumorgefdB3en, jedoch nicht in normalen Gefa3en, entwickeln (Nawroth,
Handley et al., 1988). Da TNF-a primir auf das Tumorgefdl3system wirkt (Kawai, Satomi et
al., 1987; Palladino, Patton et al., 1987; Manda, Shimomura et al., 1987; Tomazic, Farha et
al., 1988; North und Havell 1988; Van de Weil, Bloksma et al., 1989) sind Meth-A-
Sarkomzellen in vitro TNF-a gegeniiber weitgehend resistent (Creasey, Reynolds et al.,
1986).

Aus dem Uberstand von Meth-A-Sarkomzellen konnten drei verschiedene Polypeptide isoliert
werden, die in der Lage sind, die Expression von Gewebsthromboplastin im Endothel zu
induzieren und die prokoagulatorische Aktivitit dieser Zellen durch TNF-a zu verstdrken:
VEGF, das endotheliale Monozyten-aktivierende Polypeptid-1 (EMAP 1) und EMAP II
(Clauss, Gerlach et al., 1990; Clauss, Murray et al., 1990; Kao, Ryan et al., 1992; Kao, Houck
et al., 1994, Marvin, Libutti et al., 1996). Es scheint, dass vom Tumor stammende Faktoren
das Tumorendothel fiir TNF-a sensibilisieren konnen und dadurch an der selektiven
Beschiddigung der Tumorgefiafie beteiligt sind. In diesem Zusammenhang wurde vor einigen
Jahren gezeigt, dass VEGF und TNF-a die Expression von endothelialem
Gewebsthromboplastin synergistisch induzieren (Clauss, Grell et al.,, 1996). Zahlreiche
Studien demonstrierten, dass T-Zellen beim antitumoralen Effekt von TNF-a eine wichtige

Rolle spielen. So konnten in Meth A Tumoren-tragenden athymischen Mausen keine TNF-a
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induzierte Regression der Sarkome nachgewiesen werden und auch Tumoren in Nacktmdusen
zeigten nach TNF-a-Behandlung weniger ausgepriagte hdmorrhagische Nekrosen verglichen
mit immunkompetenten Tieren (Haranaka, Satomi et al., 1984). Bei Méusen, die durch TNF-
a-Gabe von Meth-A-Sarkomen geheilt wurden, beobachtete man die Entwicklung einer

spezifischen T-Zell-induzierten Immunantwort (Palladino, Patton et al., 1987).

1.3 Tumortherapie

1.3.1 Therapie solider Tumoren

Die wichtigsten Behandlungsmethoden bei Tumorerkrankungen sind der chirurgische
Eingriff, die Radiotherapie und die Chemotherapie. Je nach Krebsform und Behandlungsziel
konnen die Behandlungsmoglichkeiten einzeln oder kombiniert eingesetzt werden.

Bis heute ist die Chirurgie die am hiufigsten angewandte Methode zur Behandlung von
Krebs. Dabei wird der Tumor wenn moglich zusammen mit einem umgebenden Bereich von
gesundem Gewebe entfernt, um moglichst sicher zu sein, dass keine Tumorreste
zuriickbleiben. Wenn ein Tumor vollstindig und mit ausreichendem Sicherheitsabstand
entfernt wird bevor es zur Metastasierung kommt, kann die Erkrankung damit geheilt sein.
Bei vielen Tumorerkrankungen wird jedoch sicherheitshalber eine Nachbehandlung (z.B.
Strahlen- oder Chemotherapie) durchgefiihrt, um zu vermeiden, dass einzelne, verbliebene
Tumorzellen spiter zu einem Riickfall der Tumorerkrankung fiithren.

Eine weitere wichtige Therapiemethode bdsartiger Erkrankungen ist die Strahlentherapie.
Hierbei verwendet man energiereiche Formen der elektromagnetischen Strahlung und
Teilchenstrahlung. An den durchstrahlten Kdrperbereich wird durch die Strahlung Energie
abgegeben, was zu somatischen Verdnderungen in den Zellen fiihrt. Wesentlich fiir die
Wirkung der Strahlentherapie sind vor allem Schédigungen der DNS im Zellkern. Oftmals
werden die Bestrahlungen gut vertragen, manchmal koénnen jedoch unangenehme
Nebenwirkungen wie Kopfschmerzen, Miidigkeit auf Grund eines sich verschlechternden
Blutbildes, Ubelkeit, Schleimhautentziindungen, Hautverbrennungen- und -rétungen und
Durchfall auftreten.

Haben sich schon Metastasen in andere Organe des Korpers abgesiedelt, reichen meist die
lokalen Behandlungsformen Operation und/oder Bestrahlung allein nicht mehr aus, um die
weitere Ausbreitung der Krebserkrankung aufzuhalten. In diesen Fallen muss die systemische
Behandlung mit Zytostatika den gesamten Organismus erfassen. Meist werden mehrere

Zytostatika kombiniert und gleichzeitig eingesetzt. Dabei gibt es eine grofle Anzahl
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verschiedener Chemotherapie-Kombinationen, die in ihrer Wirkung und auch in ihrer
Vertraglichkeit sehr unterschiedlich sind. Da die intravends verabreichten Substanzen iiber
den Blutstrom in alle Regionen des Kdorpers gelangen, spricht man auch von "systemischer
Therapie".

Ein Problem der Chemotherapie ist die Resistenzentwicklung. Viele Tumoren kdnnen sich
unter der Behandlung so sehr verdndern, dass sie nicht mehr auf das entsprechende
Zytostatikum  ansprechen. Dariiber hinaus ist die Chemotherapie bei vielen

Tumorerkrankungen von vornherein nur wenig wirksam.

1.3.2 TNF-a in der Tumortherapie

Seit 1985 wird rekombinantes TNF-a in der klinischen Onkologie verwendet. Préklinische in
vitro-Experimente mit Zellkulturen und Studien in Tiermodellen konnten die antitumorale
Eigenschaft von TNF-a demonstrieren. Phase I und II der klinischen Erprobung zeigten
jedoch sehr schnell, dass die systemische Verabreichung von TNF-a zu erheblichen
Nebenwirkungen fiihrt. Dabei zeigte sich die systemische Toxizitdt von TNF-a vor allem in
Form von Hypertonie, Fieber, Schiittelfrost, Anorexie, Schwindel, Kopfschmerzen und
Miidigkeit. Die klinische Manifestation der Nebenwirkungen &hnelten damit derer, die
wiéhrend Infektionen und Entziindungen beobachtet werden konnen. Die maximal tolerierte
Dosis bei fortgeschrittenen Krebspatienten lag mit durchschnittlich 300 g/m? sehr niedrig und
nur selten sprachen die Tumoren auf die Behandlung an (Zamkoff, Newman et al., 1989). Seit

1988 wird weitgehend auf eine systemischen Verabreichung von TNF-a verzichtet.

1.3.3 Neue Strategien in der Tumortherapie mit TNF-a

Um jedoch nicht v6llig auf TNF-a in der Tumortherapie verzichten zu miissen, wurden neue
Strategien entwickelt, die toxischen Nebenwirkungen bei der Therapie mit TNF-a zu
reduzieren. Dabei spielen die lokale Applikation von TNF-a, eine Kombination mit anderen
Zytokinen oder Chemotherapeutika und gezielte Gentherapie eine wesentliche Rolle. Diese
neuen Ansitze werden zum Teil schon in klinischen Studien gepriift und kénnten in naher

Zukunft in der Tumortherapie ihren festen Platz haben.
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1.3.3.1 Isolierte Extremititenperfusion

Um die hohen Nebenwirkungen, die bei der systemischen Verabreichung von TNF-a
auftraten, zu umgehen, wird eine direkte Applikation von TNF-a an den Ort des
neoplastischen Geschehens angestrebt. Die isolierte Extremitdtenperfusion (“isolated limb
perfusion”) ist eine etablierte Methode fiir die Behandlung regional fortgeschrittener
Melanome und Weichteilsarkome (Fraker und Alexander et al., 1994). Bei dieser Methodik
werden die zu- und abfiihrenden Gefdlle der Extremitét chirurgisch an eine extrakorporale
Pumpe angeschlossen, was die Gabe hoher Dosen eines Zytostatikums mit akzeptabler
Toxizitdt und minimalen systemischen Nebenwirkungen erlaubt. Dabei konnte in vielen
Féllen eine vollstindige und lang andauernde Tumorregression erzielt werden (Lejeune,
Lienard et al., 1994). Um die Toxizitit der Therapie zusitzlich herabzusetzen, wurden
Kombinationstherapien durchgefiihrt, wobei mit Dreier-Kombination von TNF-a, Melphalan
und Interferon-y bei Hyperthermie grof3e Erfolge erzielt werden konnten (Lejeune, Lienard et
al., 1995). Darauf aufbauend wurden weitere Studien durchgefiihrt wie die isolierte Perfusion
von Nieren mit TNF-a bei regionalem Nierenzellkarzinom und die isolierte hepatische
Perfusion mit TNF-o und Melphalan beim Schwein. Trotz der vielversprechenden Ergebnisse,
die in weiteren Studien bestdtigt wurden (Lejeune, 1997), bleibt der groBBe Nachteil dieser

Therapieform die Beschrankung auf die lokale Anwendbarkeit.

1.3.3.2 Retrovirale Gentherapie

Eine noch stirker lokal beschriankte Wirkung von TNF-a kann durch den spezifischen
Gentransfer in die Zellen des Tumors oder angrenzenden Gewebes erreicht werden. Von
einigen Forschungsgruppen konnte gezeigt werden, dass die Implantation von Tumorzellen,
die zuvor durch in vitro-Einschleusung von Zytokingenen modifiziert wurden, zu potenter
antitumoraler Aktivitdt in vivo bei Méusen fiihren kann. Diese Methoden sind noch in der
Entwicklungsphase und bis heute wurden nur Versuche in Zellkulturen und in Tieren
durchgefiihrt. In Studien mit TNF-a-Gen transfizierten Fibroblasten begannen diese Zellen
TNF-a zu produzieren und besallen dadurch antitumorale Eigenschaften (Fushimi, Torigoe et
al., 1998). In einer weiteren Studie zeigte die intratumorale Injektion von TNF-a in einem
Vektor mit begleitender Bestrahlung vollige Tumorregression in 70 % der implantierten
humanen Gliome in athymischen Nacktméusen (Staba, Mauceri et al., 1998).

Retrovirale Vektoren sind modifizierte Retroviren, in denen Gene, die fiir die Replikation

benotigt werden (gag, pol und env), eliminiert und durch gewiinschte Gene ersetzt wurden.
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Zur genetischen Information, die in den Vektoren erhalten wird, gehoren die langen
terminalen Wiederholungen, die sowohl fiir die Expression des viralen Genoms als auch fiir
die Integration des Proviruses in das Wirtsgenom notwendig sind. Ferner sind die Signale fiir
die reverse Transkription des viralen Genoms und fiir die Einkapselung (y-Motiv) der
retroviralen Genome in die Viruspartikel der virusproduzierenden Zellen erhalten. Weil
rekombinante Retroviren nicht kompetent fiir Replikation sind, werden sie von
Verpackungszelllinien produziert, die speziell hergestellt wurden, um die eliminierten gag,

pol und env-Gene zu exprimieren.

1.4 Zielsetzung der Arbeit

Da schnell wachsende Tumoren zur Aufrechterhaltung ihres gesteigerten N&ahr- und
Sauerstoffbedarfes auf das Wachstum von neuen Tumorgefdllen angewiesen sind, basiert ein
Forschungsansatz zur experimentellen Tumortherapie auf der Moglichkeit, den Tumor durch
eine gegen das GefdBendothel gerichtete Therapie von der notwendigen Blutversorgung
abzuschneiden und Tumorregression auszulosen. Die Sensibilisierung des Tumorendothels
durch endothelzellaktivierende Faktoren spielt dabei eine entscheidende Rolle. Kiirzlich hat
unsere Arbeitsgruppe herausgefunden, dass tmTNF-a im Tumorendothel des TNF-sensitiven
Meth-A-Sarkoms der Maus hochreguliert ist. Zusétzlich konnte demonstriert werden, dass das
tmTNF-a-Protein das Tumorendothel voraktiviert und so fiir die VEGF induzierte
GefaBhyperpermeabilitdt absolut notwendig ist (Clauss, Sunderkotter et al., 2001).

In der vorliegenden Arbeit wurde am Meth A- und B16-Tumormodell versucht, unter
Verwendung von retroviralem Genstransfer, nicht prozessierbares tmTNF im Tumorendothel
zu exprimieren. Damit sollte nicht nur die therapeutisch benétigte Konzentration an
toxischem loslichem TNF erniedrigt werden, sondern auch die hohere endothelaktivierende
Potenz von tmTNF ausgenutzt werden.

Fiir den Gentransfer stand ein retroviraler Vektor zur Verfligung, der fiir eine nicht spaltbare,
mutierte Form von murinem tmTNF kodierte. Mit Hilfe eines Gerinnungstests sollte zunéchst
die biologische Aktivitit der Zellklone getestet werden. AnschlieBend sollte versucht werden,
den retroviralen Titer durch Konzentrierung zu steigern, um eine effizientere Infektion der
Tumorzellen und Tumorendothelzellen zu erreichen. SchlieBlich sollten die konzentrierten
retroviralen Vektoren in vivo am Mausmodell des Meth-A-Sarkoms und des B16-Melanoms
therapeutisch angewendet und die Antitumorwirkung der Behandlung anhand induzierter

hidmorrhagischer Nekrosen und Reduktion des Tumorgewichts dokumentiert werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Geriite

Zentrifugen:

Inkubatoren:

Mikroskope:

Schiittler:

Sonstige:

Tischzentrifuge Centrifuge 5415 C (Eppendorf, Hamburg)
Tischzentrifuge 4-10 (Sigma, Deisenhofen)

Kiihlzentrifuge Centrikon T-124 (Kontron Instruments, Ziirich, CH)
Kiihlzentrifuge Centrikon T-1170 (Kontron Instruments, Ziirich, CH)
Rotor A 8.24 (Kontron Instruments, Ziirich, CH)

Rotor A 6.14 (Kontron Instruments, Ziirich, CH)

CO,-begasbarer Brutschrank fiir Zellkultur IR-Autoflow (Nuaire iiber
Zapf, Sarstedt)

Axiocam (Zeiss, Oberkochen)

Axiophot (Zeiss, Oberkochen)

Axiovert 135 (Zeiss, Oberkochen)

Standard 25 (Zeiss, Oberkochen)

Stemi SV 11 Préparationsmikroskop (Zeiss, Oberkochen)
Wilovert S (Hund, Wetzlar)

IKA-Schiittler MTS2 (Janke & Kunkel, IKA Labortechnik,
Staufen/Breisgau)

Kreisschiittler KS 250 basic (Janke & Kunkel, IKA Labortechnik,
Staufen/Breisgau)

Rocky (Uniequip Laborgeritebedarf, Miinchen)

Vortex VF2 (Bender und Hobein AG, Ziirich, CH)

Autoklav Varioklav Typ 300 (H+P Labortechnik, OberschleiBheim)
Digitalkamera Axiocam (Zeiss, Oberkochen)

Digitalkamera Fuji HC-300Z (Fuji Film iiber Raytest,
Straubenhardt)

Feinwaage MC1 Research RC210D (Sartorius, Gottingen)
Heizblock Thermomixer 5436 (Eppendorf, Hamburg)

Heizplatte (Medax Nagel GmbH, Kiel)

Kryostat Microm HM 500 OM (Microm Laborgerite, Walldorf)
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Laborwaage MC1 Laboratory LC4800P (Sartorius, Gottingen)
Magnetriihrer [kamag RCT (IKA Labortechnik, Staufen/Breisgau)
Netzgeridt Modell E455 (Consort iiber Frobel, Wasserburg)
PH-MeBgerit 192 (WTW, Weilheim)

Pipetten (Abimed, Langenfeld; Eppendorf, Hamburg)

Sterilbank Class 11, Typ A/B3 (Nuaire liber Zapf, Sarstedt)
Wasserbad Modell SW-20C (Julabo Labortechnik, Seelbach)
Zellzéhlgerit (Casey-1, Schirfe-System, Reutlingen)

2.2 Chemikalien

Die verwendeten Chemikalien wurden, sofern im Text nicht ndher bezeichnet, von den
folgenden Firmen im Reinheitsgrad p.A. bezogen:

Boehringer (Mannheim), Difco (Augsburg), Fluka (Neu Ulm), Gibco Life Technologies
(Eggenstein), Hoechst AG (Frankfurt/Main), J.T. Baker (Griesheim), Merck/Fischer
(Frankfurt), Riedel-de Haen (Seelze), Roth (Karlsruhe), Serva (Heidelberg), Sigma
(Deisenhofen).
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2.3 Zellbiologische Methoden

2.3.1 Standardlosungen und —medien fiir die Gewebekultur

PBS: »Phosphate buffered saline* 1 x (Biochrom, Berlin)

DMEM " Dulbecco's Modifikation von Eagle’s Medium mit 4,5 g/l Glukose
(Gibco Life Technologies, Eggenstein)

RPMI: Medium RPMI 1640 (Gibco Life Technologies, Eggenstein)

FCS: Fotales Kilberserum
(Cytogen, Costar, Bodenheim)
(Lot Nr. A01125-213, PAA Laboratories, Colbe)
(Ch.-B. S604920, PAN Systems, Aidenbach)

CS: Kaélberserum
(Lot Nr. 104H9325, Sigma, Deisenhofen)
(Lot Nr. 55H9301, Sigma, Deisenhofen)

HS: Humanserum (Sigma, Deisenhofen)

L-Glutamin: 200 mM Glutamin (Gibco Life Technologies, Eggenstein)
Endkonzentration 2 mM

MCDB 131: Medium MCDB 131 (Gibco Life Technologies, Eggenstein)

Natriumpyruvat: 100 mM (Gibco Life Technologies, Eggenstein)
Endkonzentration ImM

ECGS: 3mg/ml Endothelzell-Wachstumszusatz (Promocell, Heidelberg)

Trypsin/EDTA-Losung: 0,5 g/l Trypsin, 0,2 g/l EDTA (PAA Laboratories, Colbe)

Heparin: 10 mg/ml in PBS (Sigma, Deisenhofen)
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P/S:

Gentamycin:

Gelatine:

Penicillin-Streptomycin (PAA Laboratories, Colbe)
10000 Einheiten/ml Penicillin
10 mg/ml Streptomycin
Endkonzentration 1 % (v/v)

10 mg/ml (Gibco Life Technologies, Eggenstein)
Endkonzentration 1 mg/ml

0,2 % (w/v) in PBS (Serva, Heidelberg)

2.3.2 Verwendete Zelllinien und Kulturmedien

Bezeichnung Referenz Beschreibung Medium/Substrat
HUVEC Jaffe et al., 1973; Humane MCDBI131/8% FCS/
Thornton et al., 1983 [ Nabelschnurvenen- 2% HS /100 pg/ml
endothelzellen Heparin / 1% P/S/ 1%
Amph /1% GIn/ 0,4%
ECGS/Gelatine
NIH 3T3 Millauer et al., 1994 Murine Fibroblasten DMEM"/ 10 % FCS
GP+E86 Markowitz et al., 1988 | Verpackungszelllinie DMEM"/ 10 % FCS

zur helfervirusfreien
Produktion ekotroper
Retroviren

GP+E86-pBabeNeo

Dr. Georg Breier
(MPI, Bad Nauheim)

pBabeNeo-
exprimierende
GP+E86-Zelllinie

DMEM"/ 10 % FCS

GP+E86-pBabeNeo- | Andreas Hilbig (MPI, |pBabeNeo-tmTNF- DMEM"/ 10 % FCS
tm TNF #3 Bad Nauheim) exprimierende
GP+E86-Zelllinie
GP+E86-pBabeNeo- | Andreas Hilbig (MPI, |pBabeNeo-tmTNF- DMEM"/ 10 % FCS
tmTNF #15 Bad Nauheim) exprimierende
GP+Eg6-Zelllinie
BFS-1 Dr. Daniela Maennel | Murine Sarkomzellen | RPMI 1640 /10 %FCS /
(Regensburg) 2%GIn/1%P/S/1%
Na-Pyruvat
B16 Dr. Daniela Maennel | Murine Melanomzellen | DMEM" /10 % FCS /

(Regensburg)

2%GIn/1%P/S/1%
Na-Pyruvat

Tab. 2.1: Ubersicht der verwendeten Zelllinien und Kulturmedien.
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2.3.3 Kultivieren von eukaryontischen Zellen

Die Kultivierung eukaryontischer Zellen erfolgte im entsprechenden Wachstumsmedium
(Tab. 2.1) auf Gewebekulturflaschen oder Gewebekulturschalen (Costar, Bodenheim;
Greiner, Solingen; Nunc, Wiesbaden-Biebrich) in einer wassergesittigten Atmosphére bei
37 °C und 5 % COs,.

Die Zelllinien wurden in 75 cm? grofBen Gewebekulturschalen kultiviert. Nach erreichter
Konfluenz wurden die Zellen mit PBS gewaschen und dann mit 1 ml Trypsin/EDTA-Ldsung
bei 37 °C inkubiert, bis sie sich abzuldosen begannen. Die Reaktion wurde unter dem
Mikroskop kontrolliert und nach Zugabe von 5 ml Wachstumsmedium durch die darin
enthaltenen Trypsininhibitoren gestoppt. Die Zellsuspension wurde in ein 15 ml Falcon-
Rohrchen (Greiner, Solingen) iiberfiihrt und fiir 5 min bei 1200 Upm zentrifugiert. Das
Zellsediment wurde vorsichtig in frischem Medium resuspendiert und in neuen

Gewebekulturschalen ausgesiit.

2.3.4 Langzeitlagerung von eukaryontischen Zellen

Die Langzeitlagerung von eukaryontischen Zellen erfolgte in fliissigem Stickstoff. Hierzu
wurden die Zellen wie im vorigen Kapitel beschrieben von der Gewebekulturschale abgelost
und abzentrifugiert. Das Sediment wurde in 2 ml Wachstumsmedium mit 10 % DMSO
(Sigma, Deisenhofen) resuspendiert, je 2 ml in Kryordhrchen (Greiner, Solingen) iiberfiihrt
und tiber Nacht in aufrechter Position bei -80 °C eingefroren. Etwa 3 — 4 Tage spéter wurden
die Zellen in einen Tank mit fliissigem Stickstoff eingelagert.

Zur Rekultivierung wurden die Zellen in einem Wasserbad bei 37 °C mdglichst schnell
aufgetaut und das Kryordhrchen von auBlen mit 70%igem Ethanol gereinigt. Dann wurde die
Zellsuspension in 5 ml vorgewdrmtem Wachstumsmedium aufgenommen und fiir 5 min bei
1200 UpM zentrifugiert. Das Zellpellet wurde anschlieend in frischem Kulturmedium
resuspendiert und in Gewebekulturflaschen ausgesit. Die weitere Kultivierung der Zellen

erfolgte wie in Abschnitt 2.3.3 beschrieben.

2.3.5 Bestimmung der Zellzahl

Die Zellen wurden wie oben beschrieben von der Kulturschale abgeldst und in einem
definierten Volumen Wachstumsmedium resuspendiert. Eine geringe Menge der
Zellsuspension wurde entnommen, die Zellen mit einem Neubauer-Himazytometer

ausgezihlt und die Zellzahl dann auf das Gesamtvolumen bezogen bestimmt.
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2.4 Isolation und Konzentration retroviraler Vektoren

Zur Konzentrierung der Retroviren wurden zwei Protokolle miteinander verglichen, um in

den weiteren Versuchen stets die effektivere Methode anzuwenden.

2.4.1 Isolation und Konzentrierung von Retroviren nach Constance Cepko

Die GP+E86-Zellklone wurden in 75 cm? Zellkulturflaschen im entsprechenden Medium bis
zu einer Konfluenz von ca. 80 % kultiviert. Die Zellen wurden dann aus der Flasche
herausgelost, 1:4 verdiinnt in frischem Medium resuspendiert und in neue Flaschen verteilt.
Nach einer Inkubationszeit von 72 h wurde das Medium abgenommen, durch einen 0,45pum
Filter gefiltert und in sterile (mit 100%igem Ethanol gewaschene) Zentrifugenbehélter
(Beckman Centrifuge, Bremen) gegeben. Dann wurde das Medium bei 4 °C mit einer
Geschwindigkeit von 20000 UpM fiir 20 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde erneut in
sterile Zentrifugenbehilter gegeben und unter gleichen Bedingungen wie zuvor, nun aber fiir
2 h, zentrifugiert. Nach dieser zweiten Zentrifugation wurde der Uberstand vorsichtig
abgekippt und das Pellet mit einer Pasteur-Pipette in PBS + 1 % BSA, in 5 % des
urspriinglichen Mediumvolumens resuspendiert. Das Viruskonzentrat wurde bis zur

Verwendung in 2 ml Cryo-Vials bei —80 °C gelagert.

2.4.2 Isolation und Konzentrierung von Retroviren nach Neil E. Bowles

Die GP+E86-Zellklone wurden wie in 2.4.1 beschrieben kultiviert, in neue Flaschen verteilt,
fiir 72 h inkubiert und das Medium durch 0,45 um Filter gefiltert. Das Medium wurde dann in
sterile, mit Ethanol absolut gewaschen, 280 ml Zentrifugenbehélter gegeben. Jeweils
insgesamt 6 Behélter wurden in den Rotor (A 6.14, Kontron Instruments, Ziirich, Schweiz)
gegeben und fiir 16 h bei 4 °C bei 6000 UpM zentrifugiert. Nach Zentrifugation wurde der
Uberstand durch Aspiration entfernt und das Pellet mit einer Pasteur-Pipette in PBS + 1 %
Albumin, in 1 % des urspriinglichen Mediumvolumens resuspendiert. Das Viruskonzentrat
wurde durch 0,45 um Filter gefiltert und bis zur Verwendung in 2 ml Cryo-Vials bei —80 °C
gelagert.

2.4.3 Bestimmung des Virustiters

Am Tag vor der Titerbestimmung wurden NIH 3T3-Zellen in einer Dichte von 1 x 10° Zellen
pro 28 cm”® Schale (Greiner, Solingen) ausgesit. Das Viruskonzentrat wurde aufgetaut und in

Verdiinnungen von 10°, 10 und 107 zur Infektion auf NIH 3T3-Zellen gegeben. Nach 3 h
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Inkubation im Brutschrank (37 °C) wurden 3 ml 3T3-Medium hinzugefiigt. Nach weiteren 48
h Inkubation wurde jede 28 cm® Schale 1:18 auf jeweils zwei 78 cm” Schalen (Greiner,
Solingen) gesplittet. Zum 3T3-Medium wurde zur Selektion der infizierten Zellen das
Antibiotikum G418 in einer Verdiinnung von 1:100 hinzugefiigt. Die durch das G418-
Antibiotikum selektionierten Zellklone wurden nach 10 — 14 Tagen mit Kristallviolett-Losung
(0,5 % (w/v) in 30 % Methanol) gefarbt und ausgezahlt. Der Virustiter berechnet sich aus der
Anzahl der Kolonien multipliziert mit dem Verdiinnungsfaktor unter Beriicksichtigung des
zur Infektion eingesetzten Volumens und wird in ,,Kolonie-bildende Einheiten* (cfu) pro ml

Kulturiiberstand angegeben.

2.5 Histologie
2.5.1 Herstellung von Gefrierschnitten

Das in Tissue Tek (Sakura, Tokyo, Japan) eingebettete Gewebe wurde aus dem —80 °C-
Gefrierschrank entnommen und fiir mindestens 15 min auf —20 °C erwidrmt. Im Kryostat
wurden bei einer Kammertemperatur von —22 °C und einer Messertemperatur von —17 °C 8
um-Schnitte des Gewebes angefertigt und auf TESPA-beschichtete Objekttriger (Menzel-
Gldser, Braunschweig) transferiert. Die Gewebeschnitte wurden fiir mindestens 1 h bei
Raumtemperatur getrocknet und entweder sofort fiir eine Farbung verwendet oder bei —20 °C
in mit Kieselgelsickchen (Merck/Fischer, Frankfurt) bestiickten FEinfrierboxen (Kartell,
Noviglio, Italien) gelagert.

2.5.2 Hamatoxylin-Eosin-Firbung von Gewebeschnitten

Die Hamatoxylin-Eosin-Féarbung basiert auf der Oxidation von Hadmatoxylin zu dem blauen
Farbstoff Hédmatein. Dieser bildet mit Aluminiumionen positiv geladenen Komplexe, die
ithrerseits mit basophilen Strukturen interagieren, etwa den negativ geladenen
Phosphatgruppen der DNS im Zellkern. Azidophile Zell- und Gewebestrukturen wie das
Zytoplasma oder Interzellularsubstanzen werden rot gefarbt.

Die eingefrorenen Gewebeschnitte wurden fiir mindestens 30 min bei Raumtemperatur
aufgetaut, anschlieBend fiir 1 min in PBS rehydriert und 2 min in Himatoxylin-Lésung Gill
Nr.1 (Sigma, Deisenhofen) inkubiert. In einem 10miniitigen Waschschritt unter flieBendem
Leitungswasser wurde iiberfliissiger Farbstoff entfernt. Die Gewebeschnitte wurden in einem
zweiten Farbungsschritt fiir I min mit Eosin-Y-Losung (Sigma, Deisenhofen) angeférbt und

anschlieBend fiir 10 bis 30 sec in 70 % Ethanol-Losung differenziert. Dann wurden die
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Schnitte flir jeweils 5 min in einer aufsteigenden Ethanolreihe (90 %, 96 % und 100 %)
entwassert, 2 x 8 min in Roticlear (Roth, Karlsruhe) inkubiert und in Entellan (Merck/Fischer,

Frankfurt) eingedeckelt.

2.6 Immunproteinchemie

2.6.1 Standardlosungen fiir die Proteinbiochemie und die Immunhistologie

PBS: 0,137 M NaCl
2,7 mM KCI
4,3 mM Na ,HPO,
1,4 mM KH,PO4

TBS: 20 mM Tris-HCI (ph 7,6)
50 mM NaCl

TBSA: 1 % (w/v) BSA in TBS

TBST: 1 % (v/v) Tween 20 in TBS

2.6.2 Immunfluoreszenz-Firbung

Die eingefrorenen Gewebeschnitte wurden fiir mindestens 30 min bei Raumtemperatur
aufgetaut, dann 10 min mit —20 °C kaltem Aceton fixiert und 30 min luftgetrocknet. Die
einzelnen Schnitte wurden mit einem Fettstift (DAKO, Hamburg) umrandet, 5 min in TBS
rehydriert und anschlieBend mit je 100 pl Blockldsung (Tab. 2.2) fiir 60 min bei
Raumtemperatur in einer Feuchtkammer auf einem Schiittler inkubiert. Nach einem kurzen
Waschschritt in TBS folgte die 1. Inkubation {iber Nacht bei 4 °C in der Feuchtkammer. Am
nidchsten Morgen wurden die Schnitte 1 x mit TBS und 2 x mit TBST je 5 min auf dem
Schiittler mit 200 pl/Schnitt gewaschen. Der 2. und 3. Inkubationsschritt fand jeweils fiir 30
min bei Raumtemperatur in einer Feuchtkammer auf einem Schiittler statt. Zwischendurch
wurden die Schnitte wie oben beschrieben gewaschen. Nach dem dritten Inkubationsschritt

wurden die Schnitte 3 x flir 5 min in TBS und 1 x in destilliertem Wasser gewaschen und mit
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Mowiol eingedeckt. Die Pridparate wurden iiber Nacht bei Raumtemperatur getrocknet und
anschlieend im Dunkeln gelagert.

Mowiol wurde als FEindeckmedium fiir Fluoreszenzfairbungen verwendet, da es
lichtempfindliche Fluoreszenzfarbstoffe konserviert. Dies ermdglicht das Analysieren von
Priparaten iiber einen Zeitraum von mehreren Monaten.

Zur Herstellung von Mowiol wurden 6 g Glycerol (87 %) mit 2,4 g Mowiol (Calbiochem,
Bad Soden) in einem 50 ml Falconréhrchen verriihrt und nach Zugabe von 6 ml H,O fiir 2 h
auf einem Drehschiittler gemischt. Nach Zugabe von 12 ml 200 mM Tris-HCl (pH 8,5) wurde
die Losung fiir 30 min auf 60 °C erwdrmt und nach Abkiihlung auf Raumtemperatur fiir 20
min bei 5000 UpM zentrifugiert. Der Uberstand wurde aliquotiert und in Eppendorf-Gefilen
bei —20 °C gelagert. Die jeweilige Gebrauchslosung wurde bei 4 °C gelagert und vor
Benutzung auf Raumtemperatur erwérmt.

Die Analyse der Priparate erfolgte mikroskopisch (Axiophot oder Axiovert 135, Zeiss,
Oberkochen) durch Anregung der Farbstoffe mittels UV-Licht geeigneter Wellenldnge.

Blocklosung Inkubation I Inkubation II Inkubation IIT
30min, RT iiber Nacht, 4°C 30min, RT 30min, RT
50 % Ziegenserum + 10 [ mAK rat-anti- goat-anti-rat [gG- FITC-Streptavidin,

% Kaninchenserum in | muPECAM-1, Uberst. |Biotin, 1:250 in TBSA |1:1000 in TBSA
TBSA (Mec 13.3)

TBSA sTNFRI/Fc, rab-anti-hu IgG, goat-anti-rab IgG-Cy3,
lpg/ml in TBSA 1:250 in TBSA 1:250 in TBSA

TBSA mAK rat-anti- goat-anti-rat [gG- FITC-Streptavidin,
muPECAM-1, Uberst. |Biotin, 1:100 in TBSA |1:1000 in TBSA +
+ sTNFRI/Fc, lpug/ml |+ rab-anti-hu IgG, goat-anti-rab 1gG-Cy3,
in TBSA 1:100 in TBSA 1:250 in TBSA

Tab. 2.2: Ubersicht iiber die Verwendung von Blocklésung, Erst- und Zweitantikérperpaaren fiir die indirekte
Immunfluoreszenz

Abkiirzungen: (Cy3) Indocarbocyanin, (FITC) Fluoresceinisothiocyanat, (goat) Ziege, (hu) human, (mAK) monoklonaler
Antikorper, (mu) Maus, (rab) Kaninchen, (rat) Ratte, (RT) Raumtemperatur, (STNFRI/Fc) 16sliche TNFRI/Fc-Chimére,
(Ubst.) Hybridomiiberstand.
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2.7 Morphologische Auswertung von Gewebeschnitten

2.7.1 Bestimmung der Kapillardichte in Gewebeschnitten

Um die Tumorkapillaren flir eine Auszdhlung sichtbar zu machen, wurde zunédchst wie in
2.6.2 beschrieben eine Féarbung mit einem monoklonalen Antikérper gegen den
Endothelzellmarker =~ PECAM-1  (Mec  13.3)  durchgefiihrt. =~ Mit Hilfe eines
Fluoreszenzmikroskopes (Axiophot, Zeiss, Oberkochen) wurden die Tumorgefifie eines
repriasentanten Tumorabschnittes dargestellt und mit einer digitalen Kamera (AxioCam, Zeiss,
Oberkochen) fotografiert. Nachdem die Abbildungen ausgedruckt wurden, wurde die Anzahl

der Kapillaranschnitte ausgezéhlt und durch die gesamte Gewebeschnittfliche geteilt.

2.7.2 Bestimmung des Gefifanteils in Gewebeschnitten

Wie in 2.7.1 beschrieben wurden die Gewebeschnitte angefarbt, fotografiert und auf Papier
ausgedruckt. Die Bestimmung der Kapillardichte erfolgte mit Hilfe eines durchsichtigen
Rasters bestehend aus 1 cm® groBen Quadraten. Durch Auflegen des Rasters auf die
Papierausdrucke und Auszdhlung der Quadrate, die Kapillaren schnitten, konnte das
Verhéltnis zwischen der summierten Kapillarflichen und des Tumorgewebeschnittes

berechnet werden.

2.7.3 Bestimmung des Nekroseanteils in Gewebeschnitten

Die Gewebeschnitten wurden wie in 2.5.2 beschrieben durch Hdmatoxylin-Eosin-Farbung
gefirbt und mit einer im Mikroskop (Axiophot, Zeiss, Oberkochen) integrierten
Digitalkamera (Fuji HC-300Z, Fuji Film tiber Raytest, Straubenhardt) fotografiert.
AnschlieBend wurden die Abbildungen ausgedruckt. Die Bestimmung des Anteiles der
Nekroseareale erfolgte mit Hilfe des in 2.7.2 beschrieben Rasters. Durch Auszdhlung der
Quadrate, die intaktes bzw. nekrotisches Tumorgewebe schnitten, konnte der Nekroseanteil

des Tumorgewebeschnittes berechnet werden.
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2.8 In vitro Studien zur biologischen Aktivitit

2.8.1 Gerinnungstest

Im Gerinnungstest wurde die Aktivitdt von Gewebsthromboplastin in HUVEC nachgewiesen.
Gewebsthromboplastin ist als Oberflichenmolekiil auf Endothelzellen exprimiert und ist der
Initiator der extrinsischen Gerinnungskaskade.

Humane Nabelschnurvenenendothelzellen (HUVEC) der Passagen 2 bis 4 wurden auf
gelatinisierte Zellkulturschalen mit einem Durchmesser von 35 mm ausgesit und bis zur
Konfluenz in Wachstumsmedium kultiviert. Zu Beginn des Experiments wurden die Zellen
einmal mit PBS gewaschen. Anschliefend wurden die Zellen mit jeweils 1 x 10° GP+E86-
Zellen (transfiziert/untransfiziert) in 3 ml Wachstumsmedium fiir 6-8 h bei 37 °C inkubiert.
Als Positivkontrolle diente die Zugabe von je 5 pM rekombinantem humanem TNF
(Boehringer, Mannheim), als Negativkontrolle wurden die HUVEC ausschlieBlich mit
Wachstumsmedium inkubiert. Es wurden jeweils drei Proben analysiert, von denen der
Mittelwert ermittelt wurde.

Zur Quantifizierung der Gerinnungsaktivitdit wurden die HUVEC einmal mit
Gerinnungspuffer (4 °C) gewaschen und pro 35 mm-Schale mit 1 ml Gerinnungspuffer
versetzt. Die Zellen wurden mit Hilfe eines Zellschabers (Greiner, Frickenhausen) vom
Boden der Kulturschale abgeldst, in Glasrohrchen (Neutrex) iiberfiihrt und fiir 5 min bei 3000
UpM abzentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt und das Zellpellet in 100 pl
Gerinnungspuffer resuspendiert. Die Proben wurden entweder sofort analysiert oder bis zum
Zeitpunkt der Auswertung bei -80 °C gelagert.

Zur Durchfiihrung des Gerinnungstests wurden die Proben mit 100 pl humanem Plasma
gemischt, mit 100 pl CaCl,-Losung (20 mM CaCl in ddH2O) versetzt und in einem
Wasserbad bei 37 °C bis zum Auftreten eines visuell wahrnehmbaren Fibringerinnsels
geschiittelt. Die Zeit zwischen Zugabe der CaCl,-Losung und des Auftretens des

Fibrinklumpens wurde gemessen und iiber die Formel 3,21 x 10" x X+

(X = gemessene
Zeit in sec) in pg Gewebsthromboplastin-Aquivalent pro Probe umgerechnet. Hierbei
entspricht 1 Gewebsthromboplastin-Aquivalent der gerinnungsférdernden Aktivitit von 1 pg

rekombinantem Gewebsthromboplastin-Protein.
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2.9 Experimente am Tiermodell

2.9.1 Subkutane Implantation von Tumorzellen und intratumorale bzw.

intraperitoneale Injektion von Losungen

Die Meth-A-Sarkomzellen bzw. Bl6-Melanomzellen wurden mit Trypsin-EDTA-Lsung
vom Boden der Kulturschale abgelost (vgl. 2.3.3), durch Zentrifugation (5 min bei 1200
UpM) pelletiert und in sterilem PBS resuspendiert (3 x 10’ Zellen/ml). Die Mause (C57/BI6)
wurden kurz mit Halothan narkotisiert (Fluothane, Zeneca GmbH, Plankstadt) und das Fell an
der Injektionsstelle durch Rasur entfernt. Pro Maus wurden 1,5 x 10° Tumorzellen in einem
Volumen von 50 pl PBS subkutan in den Riicken injiziert. Nach Anwachsen der Zellen wurde
das Tumorvolumen regelméBig kontrolliert. Am Tag 7 bis 10 nach der Inokulation, wenn der
Tumor ein Volumen von etwa 1 ¢cm’ besal}, wurden entweder Viruskonzentrat, 16sliches
rekombinantes humanes TNF (Boehringer, Mannheim) oder Melphalan (Alkeran, Glaxo
Wellcome, Bad Oldesloe) intratumoral bzw. intraperitoneal verabreicht. In den
Tumorexperimenten wurde den Méusen stets 50 pl Viruskonzentrat injiziert. Dies entspricht
beim transfizierten GP+E86-tmTNE-Zellklon etwa 5 x 10° infektidsen Partikeln und beim
Leervektor 2 x 10° infektiosen Partikeln. Kleine Variationen lieBen sich durch die Prozedur
der Konzentrierung und der Injektion nicht verhindern.

Als Kontrolle wurde den Méusen 50 ul PBS injiziert.

2.9.2 Isolierung von Tumorgewebe

Nach einer definierten Zeitspanne nach der therapeutischen Behandlung wurden die Méuse
narkotisiert und durch Genickbruch getdtet. Die iiber dem Tumorgewebe lokalisierte Haut
wurde gedffnet, der zwischen Haut und Muskel gelegene Tumor herausgeschélt und in PBS
(4 °C) iiberfiihrt. AnschlieBend wurde das Tumorgewebe in Tissue Tek eingebettet und sofort
mit Trockeneis/Isopentan eingefroren. Die Lagerung des eingebetteten Tumorgewebes

erfolgte bei —80 °C.
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3 Ergebnisse

3.1 Invitro-Analyse der GPE+E86-Zellklone

3.1.1 Analyse der durch transfizierte GP+E86-Zellen induzierte Expression von Tissue

Factor

Fiir den Gentransfer wurde ein retroviraler Vektor verwendet, der fiir eine nicht spaltbare,
mutierte Form von murinem tmTNF kodiert. Um zu verhindern, dass die membransténdige
Form von TNF durch die entsprechende Metalloproteinase (TACE) in die 16sliche Form
gespalten wird, wurde artifiziell eine Mutation an der Schnittstelle zwischen der
Vorlaufersequenz und der reifen 16slichen Form von TNF induziert. Dazu wurden an der
Schnittstelle 9 Aminosduren entfernt und an Position 11 die Aminosdure Lysin durch
Glutamat ersetzt. Nachdem die cDNS des murinen tmTNF in den retroviralen Vektor pBabe
Neo (Morgenstern und Land, 1990) kloniert wurde, wurden die virusverpackende GP+E86-
Zellen mit diesem Vektor transfiziert (Markowitz, Goff et al., 1988; Dissertation von Andreas
Hilbig, 2002). Insgesamt wurden 17 transfizierte GP+E86-Zellkolonien isoliert und
expandiert. Da aber nur bei den Zellklonen #3 und #15 mittels RT-PCR die spezifische
tmTNF-Sequenz auf RNA-Ebene nachgewiesen werden konnte (Dissertation von Andreas
Hilbig, 2002), wurden die folgenden Experimente nur mit diesen beiden Zellklonen
(GP+E86-tmTNF #3 bzw. GP+E86-tmTNF #15) durchgefiihrt. Als Negativkontrolle diente
stets ein GP+E86-Zellklon, der lediglich mit dem retroviralen Vektor pBabe Neo transfiziert
wurde (GP+E86-pBabeNeo). Die von diesem Zellklon sezernierten retroviralen Vektoren
(Re.pBabeNeo) kodierten somit nicht fiir tmTNF.

Da nach Infektion von virusproduzierenden Zellen neben der Hiillproteine auch andere
retrovirale Polypeptide auf der Zellmembran présentiert werden, kann ein Gerinnungstest
durchgefiihrt werden, um auf der Oberfldche der GP+E86-tmTNF-Zellen exprimiertes tmTNF
zu detektieren (vgl. 2.8.1). Der Gerinnungstest beruht auf der Induktion von
Gewebsthromboplastin durch die Stimulation von TNF-Rezeptoren (Clauss, Gerlach et al.,
1990). Die TNF-induzierte Expression des Membranproteins Gewebsthromboplastin auf den
verwendeten Zellen (HUVEC) fiihrt nach Zugabe von humanem Plasma und Rekalzifizierung
mit CaCl,-Losung zu einer verkiirzten Gerinnungszeit im Vergleich zu unstimulierten
HUVEC. Als Positivkontrolle dienten HUVEC, die mit 5 pM rekombinantem humanem TNF
inkubiert wurden, als Negativkontrolle wurden die HUVEC ausschlieBlich mit Medium
versetzt. Um sicherzustellen, dass die mit tmTNF transfizierten GP+E86-Zellen stets

biologisch aktiv waren, wurde der Gerinnungstest in regelmafigen Abstéinden durchgefiihrt.
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An dieser Stelle wird ein repridsentatives Beispiel fiir einen durchgefiihrten Gerinnungstest
gezeigt (Abb. 3.1). Der GP+E86-tmTNF-Zellklon #15 p+24 zeigte mit dem Mittelwert von
ca. 3000 pg Gewebsthromboplastin-Aquivalent/Test die stirkste Induktion von
Gewebsthromboplastin und somit indirekt die hochste Expressionsrate von TNF. Im
Vergleich zu den Leervektor-GP+E86-Zellen lag der Wert um den Faktor 80 hoher. Ebenso
zeigte der GP+E86-tmTNF-Zellklon #3 p+17, mit einem Wert von etwa 1800 pg
Gewebsthromboplastin-Aquivalent/Test, die Féahigkeit der Stimulation der
Gewebsthromboplastin-Aktivitdt in HUVEC, die im Vergleich zu den GP+E86-pBabeNeo-
Zellen 50mal hoher lag. Der Mittelwert der mit 16slichem TNF stimulierten HUVEC
(Positivkontrolle) lag mit 3500 pg Gewebsthromboplastin-Aquivalent/Test wie erwartet hoher
als die Werte der Klone #3 und #15. Mit 40 ng Gewebsthromboplastin-Aquivalente/Test lag
der Mittelwert der unstimulierten HUVEC (Negativkontrolle) im Bereich des Wertes der
GP+E86-pBabeNeoZellen.
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Abb. 3.1: Effekt der GP+E86-Zellklone auf TNF-a-vermittelte Gewebsthromboplastin-Induktion.
HUVEC wurden 6 — 8 h bei 37 °C mit den GP+E86-Zellklonen verschiedener Passagen stimuliert. Als Kontrollen wurden
16sliches TNF und Medium alleine eingesetzt. Dargestellt sind die Mittelwerte + SA der ermittelten Ergebnisse bei drei

analysierten Proben.

In weiteren Gerinnungstests konnten die ermittelten Werte flir die beiden transfizierten
GP+E86-Zellklone #3 und #15 bestitigt werden (Daten nicht gezeigt). Die Analyse von vier

unabhingigen Experimenten ergab eine durchschnittliche Erhdhung der Stimulation der
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Gewebsthromboplastin-Aktivitit der HUVEC um den Faktor 70 durch die GP+E86-tmTNF-
Zellen #15 und um den Faktor 50 durch den GP+E86-tmTNF-Zellen #3 im Vergleich zu den
GP+E86-pBabeNeo-Zellen. Die Variation der Werte in den einzelnen Experimenten kann auf
die Unterschiede in der Herkunft der HUVEC (Spender) und des Plasmas, sowie auf
Abweichungen der individuellen Messgenauigkeit zurlickgefiihrt werden.

Zusammenfassend ist festzuhalten, dass die gerinnungsfordernde Aktivitit der GP+E86-
tmTNF-Zellen gegeniiber den GP+E86-pBabeNeo-Zellen signifikant und konstant erhoht
blieb. Deren durchschnittliche Stimulation der Gewebsthromboplastin-Aquivalent-Aktivitit
lag stets im Bereich der unstimulierten HUVEC.

3.1.2 Bestimmung des retroviralen Titers

Um die von den virusverpackenden Zelllinien freigesetzte Anzahl von Retroviren zu
bestimmen, wurden Titerbestimmungen durchgefiihrt (vgl. 2.4.4). Zusédtzlich wurde eine
Kinetik erstellt, mit deren Hilfe herausgefunden werden sollte, nach welchem Zeitraum nach
Zugabe frischen Zellmediums zu den GPE-E86-Zellen, sich die groite Anzahl retroviraler
Vektoren im Uberstand befindet. Hierzu wurden von den GP+E86-Zellklonen jeweils 24, 48,
72, 96 und 120 h nach Wechsel des Zellmediums ein kleiner Teil des Uberstandes
entnommen (Abb. 3.2).

Die Auswertung ergab, dass der hochste retrovirale Titer bei dem GP+E86-tmTNF-Zellklon
nach 96 h erreicht wurde, bei dem GP+E86-pBabeNeo-Zellklon stellte sich der maximale
Virustiter bereits nach 72 h ein. Mit 8,25 x 10° cfu/ml lag die maximale Virusmenge im
Uberstand des GP+E86-pBabeNeo-Zellklons etwa 4 mal hoher als der des GP+E86-tmTNF-
Zellklons. Eine Erkldrung hierfiir konnte die zytotoxische Aktivitit des von den GP+E86-
tmTNF-Zellklonen exprimierten tmTNF sein (Carswell, Old et al., 1975).
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Abb. 3.2: Zeitliche Kinetik des retroviralen Titers im Uberstand von virusproduzierenden GP+E86-Zellen.
Nach Zugabe frischen Mediums zu halbkonfluenten virusproduzierenden GP+E86-Zellen wurde in regelméBigen Abstinden

der sich im Zelliiberstand befindende retrovirale Titer gemessen.

Um einen hochstmdéglichen Virustiter zu gewéhrleisten, wurden fiir die nachfolgenden in
vivo-Experimente der GP+E86-Uberstand zur Gewinnung der retroviralen Vektoren stets 96 h

nach Passage der GP+86-Zellen entnommen.

3.2 Isolation und Konzentrierung von Retroviren

Obwohl rekombinante retrovirale Vektoren fiir die Transfektion von Zielorganen in vivo
weitldufig genutzt werden, sind die verwendeten viralen Titer oftmals nicht ausreichend, um
eine therapeutisch wirksame Infektion der Zielzelle zu erzielen (Bowles, Eisensmith et al.,
1996). Deshalb wurde im folgenden Experiment versucht, durch eine Erhéhung des
retroviralen Titers eine effektivere Infektion der Zellen zu bewirken. Hierzu wurden zwei
verschiedene Protokolle miteinander verglichen, um fiir anschlieBende in vivo-Versuche die
wirksamere Methode anzuwenden (Abb. 3.3).

Bei der Methode nach Constance Cepco (vgl. 2.4.1) wurden retrovirale Titer gemessen, die
beim GP+E86-tmTNF-Zellklon im Durchschnitt bei 1,0 x 10® cfu/ml und beim GP+E86-
pBabeNeo-Zellklon im Durchschnitt bei 2,0 x 10° cfu/ml lagen. Bei einem Grundtiter vor
Aufkonzentrierung von 1,7 x 10° cfu/ml im Durchschnitt beim GP+E86-tmTNF-Zellklon und
57 x 10° cfu/ml beim GP+E86-pBabeNeo-Zellklon bedeutete dies ein Anstieg des
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retroviralen Titers um das 60- bzw. 35fache. Die Konzentrierung der Viren nach der Methode
von Neil E. Bowles (vgl. 2.4.2) ergab Werte, die beim GP+E86-tmTNF-Zellklon im
Durchschnitt bei 1,3 x 10® cfu/ml und beim GP+E86-pBabeNeo-Zellklon bei 4,6 x 10® cfu/ml
lagen. Gegeniiber den Werten vor der Konzentrierung (s.o.) bedeutete dies eine Zunahme der

retroviralen Konzentration bei beiden Klonen um etwa das 80fache.

10.000.000.000

B Re.tmTNF
1.000.000.000 -
ERe.pBabeNeo
100.000.000 -
- 10.000.000 -
E
E| 1.000.000 -
2
= 100.000 -
5 10.000 -
o=
g 1.000 -
100 -
10 -
1 .

Virustiter vor Virustiter nach Virustiter nach
Konzentrierung Konzentrierung Konzentrierung
(Cepco) (Bowles)

Abb. 3.3: Retrovirale Titer vor und nach Konzentrierung.
Der retrovirale Titer im Uberstand der virusproduzierenden GP+E86-Zellen wurde mit Hilfe von zwei Protokollen (Cepco

und Bowles) konzentriert, um einen héheren Virustiter zu erzielen.

Da mit Hilfe der Viruskonzentrierung nach Bowles Titer erzielt wurden, die verglichen mit
der Virusaufkonzentrierung nach Cepco um den Faktor 1,3 — 2,3 hoher lagen, wurden

nachfolgende Viruskonzentrierungen stets nach diesem Protokoll durchgefiihrt.
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3.3 In vivo-Tumorexperimente

3.3.1 Tumorkinetik beim Meth-A-Sarkom

Der tiberwiegende Teil der Versuche, in denen tumortragenden Miusen entweder 16sliches
TNF (sTNF) oder fiir transmembranes TNF kodierende Retroviren (Re.tmTNF) injiziert
wurde, erfolgten am Tumormodell des Meth-A-Sarkoms. Zur Analyse der geernteten
Tumoren wurden stets Gewebeschnitte hergestellt, die histologisch auf Nekrosen, Grad der
Vaskularisierung und TNF-Expression untersucht wurden. Die Tatsache, dass TNF auch
endogen in den Endothelzellen unbehandelter Meth-A-Sarkome exprimiert wird (vgl. 1.2)
erschwert die immunhistologische Auswertung der mit Re.tmTNF behandelten Tumoren, da
nicht eindeutig abgegrenzt werden kann, ob immunhistologisch detektiertes TNF eine Folge
erfolgreicher Integration des viralen Genoms oder endogen ist.

Im folgenden Experiment sollte untersucht werden, ob im Meth-A-Sarkom ein bestimmtes
Wachstumsalter existiert, in dem keine endogene TNF-Expression nachgewiesen werden
kann. Ziel wire es dann, Re.tmTNF zu einem Zeitpunkt im Tumorwachstum zu injizieren, in
dem das Meth-A-Sarkom kein endogenes TNF exprimiert. Auf diese Weise konnte
immunhistologisch nachgewiesene TNF-Expression einer erfolgreichen Integration des
retroviralen Genoms zugeschrieben werden.

Hierzu wurden Tumoren, die Miusen intrakutan auf die Flanken injiziert wurden (vgl. 2.9.1),
5, 7,9 bzw. 11 Tage nach Inokulation der Meth-A-Sarkomzellen geerntet (vgl. 2.9.2). Nach
Wiegen der Tumoren, wurden Gefrierschnitte angefertigt, die immunhistologisch mit Hilfe
von anti-PECAM-1- und anti-TNF-Antikorpern (vgl. 2.6.1) sowie mit Hadmatoxylin/Eosin
(vgl. 2.5.2) gefarbt und auf TNF-Expression, Grad der Nekrotisierung und Gefdf3dichte
untersucht wurden.

Die immunhistologische Firbung zeigte TNF-Expression in Tumoren jeder Altersgruppe
(Tab. 3.1). Bei den Tumoren, die 9 Tage nach Tumorinokulation geerntet wurden, konnte
sogar ausnahmslos in jedem Tumor endogene TNF-Expression nachgewiesen werden. Alle

Tumoren waren frei von Nekrosen.
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Zeitpunkt | Anzahl der Mikrogefilie Gefal3- TNF-Expression
der Ernte | Tumoren (pro mm®) anschnittsfliche
(in %)
Tag$5 7 220 + 46 7,9+2.0 =+ + |+ [+ ] -] -
Tag 7 7 334+ 60 50+1,3 —+ |+ [+ +]-1-7]-
Tag9 8 264 + 56 44+1,1 |+ |+ |+ |+ |+ |+
Tag 11 8 295+ 78 44+13 + I+ |+ ]+ +]-1-

Tab. 3.1: Histologischer Befund S, 7, 9, und 11 Tage nach Inokulation von Meth-A-Sarkomzellen in C57/Bl6-Méuse.
An verschiedenen Tagen nach Inokulation von Meth A Tumorzellen wurden die Morphometrie des Geféfisystems und die
TNF-Expression der Tumoren ausgewertet. Die TNF-Expression wurde semiquantitativ bewertet: - keine TNF-Expression

nachweisbar, + médfBige TNF-Expression nachweisbar, ++ starke TNF-Expression nachweisbar.

Bei der Auswertung der immunhistologisch mit einem gegen PECAM-1 gerichteten
Antikorper gefarbten Tumorschnitte war zu erkennen, dass die Anzahl der Blutgefille
(GefédBdichte) im Tumor im Laufe des Tumorwachstums deutlich zunimmt (Abb. 3.4). Bei 5
Tage alten Tumoren konnten im Durchschnitt 220 GefiBanschnitte pro mm’ eines
repriasentativen Tumorabschnitts gezdhlt werden. Die Anzahl stieg bis zum 11. Tag

kontinuierlich auf 295 GefdBanschnitte pro mm? an.

400

360

320 A

280

240

GefiBanschnitte pro mm’

200

Tag5 Tag7 Tag9 Tag 11

Abb. 3.4: Gefifldichte in Meth-A-Sarkomen in Abhiingigkeit von der Wachstumsdauer.
An verschiedenen Tagen nach Tumorzellinokulation wurde die Anzahl von GefiBanschnitten pro mm?® in Tumorbereichen

hochster Gefaldichte ausgezéhlt.

Waihrend die Anzahl der Gefia3e im Laufe des Tumorwachstums deutlich zunahm, nahmen

die Durchmesser der Tumorgefille signifikant ab (s. Abb. 3.6 B, D, F, H). Am 5. Tag nach
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Inokulation der Tumorzellen nahmen die TumorgefdBanschnitte in Bereichen hdchster
GefiBldichte im Durchschnitt 7.9 % der Tumorschnittfliche ein. Der Anteil der
GefidBanschnitte am Tumorquerschnitt nahm in den folgenden 6 Tagen bestindig bis auf 4,4

% ab (s. Abb. 3.5).

Anteil der Gefiflanschnitte am
Gesamttumorquerschnitt in %

Tag$5 Tag7 Tag9 Tag 11

Abb. 3.5: Anteil der Gefidflanschnitte in % in Meth-A-Sarkomen in Abhingigkeit von der Wachstumsdauer.
An verschiedenen Tagen nach Tumorzellinokulation wurde der prozentuale Anteil der GefdBanschnitte am gesamten

untersuchten Tumorgewebe in Tumorbereichen hochster Gefa3dichte ermittelt.

In diesem Experiment konnte kein Zeitpunkt ermittelt werden, in dem alle Tumoren frei von
endogener TNF-Expression waren. Deshalb blieb in den folgenenden Versuchen das Problem
bestehen, dass bei im Tumor nachgewiesenem TNF nicht bestimmt werden konnte, ob es
endogen exprimiert wurde oder die erfolgreiche Integration des Virus-Genoms mit einer
konsekutiven Expression von TNF anzeigte. In einigen Versuchen zeigte sich dennoch, dass
in einigen Behandlungsgruppen intratumoral deutlich mehr TNF nachgewiesen werden
konnte als in anderen.

Die Abnahme des Anteils der Fliche der GefaBanschnitte am Tumor bei gleichzeitiger
Zunahme der Anzahl der GefdBanschnitte ist Ausdruck fiir das ,,Sprouting® der Gefdlle im
Rahmen der Angiogenese. Hierbei wird zunichst ein primitiver, wenig differenzierter
Gefidllplexus gebildet, der anschlieBend durch Teilung der Endothelzellen in ein archisch
gegliedertes, reifes GefaBBsystem umgebaut wird. In den folgenden Experimenten wurde stets
auch die GefiaBmorphologie der Tumoren ermittelt. Dabei konnte untersucht werden, ob die
entsprechende Behandlung des Tumors zu einer Verdnderung des Tumorgefillsystems oder

zu einer Verzogerung in deren Entwicklung fiihrte.
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TNF PECAM-1

Abb. 3.6.: Immunhistologische Darstellung der TNF-Expression und der Tumorgefifidichte in Meth-A-Sarkomen, die
an verschiedenen Tagen nach Tumorzellinokulation geerntet wurden.

Indirekte Immunfluoreszenz (TNFRI/Fc bzw. Mec 13.3) auf Gefrierschnitten. A,B: Tumorernte an Tag 5. C, D: Tumorernte
an Tag 7. E, F: Tumorernte an Tag 9. G, H: Tumorernte an Tag 11.
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3.3.2 Intratumorale Injektion von tmTNF-exprimierenden Retroviren in Meth-A-

Sarkome

Nach intratumoraler Injektion des fiir tmTNF-kodierenden retroviralen Vektors Re.tmTNF
sollte gepriift werden, ob die Integration des Virusgenoms in Tumor- bzw.
Tumorendothelzellen im Tumor eine erhohte tmTNF-Expression bzw. eine vermehrte
Ausbildung von Nekrosen verursacht.

Dazu wurde Méausen 10 Tage nach intrakutaner Inokulation von Meth-A-Sarkomzellen auf
den Riicken intratumoral entweder 16sliches TNF (sTNF), TNF-Viruskonzentrat (Re.tmTNF)
oder Kontrollviruskonzentrat (Re.pBabeNeo) injiziert. Die Tumoren wurden 24 h nach sTNF-
bzw. Virusinjektion entnommen und nach Anfertigung von  Gefrierschnitten
immunhistologisch auf Gefaf3dichte und TNF-Expression untersucht.

Da auch einige unbehandelte Meth-A-Sarkome endogen TNF exprimieren, ldsst im Tumor
nachgewiesene TNF-Expression nur bedingt auf eine erfolgreiche Integration des retroviralen
Genoms schlieBen (vgl. 3.3.1).

Dennoch war in diesem Versuch auffillig, dass bei allen Tumoren, die mit sTNF oder
Re.tmTNF behandelt wurden, eine schwache oder starke Expression von TNF detektiert
werden konnte (Abb. 3.7), wohingegen nur einer der 3 Tumoren der Kontrollgruppe schwach
TNF-positiv war. Jeweils einer der untersuchten Tumoren der mit Re.tmTNF oder sTNF
behandelten Gruppen wies Nekrosen auf, die etwa ein Sechstel der untersuchten
Tumorschnittflichen einnahmen. In der mit dem Kontrollvirus Re.pBabeNeo behandelten
Gruppe wurden hingegen in keinem der Tumoren Nekrosen entdeckt. Die Analyse der
Morphometrie des Gefdllsystems liel keine Unterschiede beziiglich der Vaskularisierung in
den verschiedenen Gruppen feststellen (Daten nicht gezeigt).

In den untersuchten Tumoren war ein gewisser Zusammenhang zwischen der Stiarke der TNF-
Expression und Nekrosebildung zu erkennen. In zwei der drei Tumoren mit starker TNF-
Expression lieBen sich Nekrosen nachweisen, wobei in keinem der Tumoren, die keine oder

eine geringe TNF-Expression zeigten, Nekrosen zu sehen waren.
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Abb. 3.7: Immunhistologische Darstellung der TNF-Expression in Meth-A-Sarkomen nach intratumoraler Therapie
10 Tage nach Tumorzellinokulation.

Indirekte Immunfluoreszenz (TNFRI/Fc) auf Gefrierschnitten. A - C: Injektion von 16slichem TNF. D - F: Injektion von
Re.tmTNF. G - I: Injektion von Re.pBabeNeo.
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3.3.3 Intratumorale Injektion von tmTNF-exprimierenden Retroviren in Meth-A-

Sarkome mit anschlieBender intratumoralen Injektion von sTNF

Clauss, Sunderkotter et al. (2001) konnten zeigen, dass membranstindiges TNF (tmTNF) fiir
die VEGF-vermittelte endotheliale Hyperpermeabilitét in vitro und in vivo unverzichtbar ist.
Die Erhohung der Tumorgefipermeabilitit ist bei der Antitumortherapie von grofer
Bedeutung, da das eingesetzte Zytostatikum auf diese Weise leichter an den Wirkort, die
Tumorzellen, gelangt (Yuan et al.,, 1998). Zusidtzlich konnten bei Experimenten an
Tumormodellen und bei der isolierten Extremititenperfusion (vgl. 1.3.3.1) demonstriert
werden, dass eine Zunahme der Gefdlpermeabilitdit im Tumor die Ausbildung von
hdmorrhagischen Nekrosen nach TNF-a-Applikation begiinstigt (Shimomura et al., 1988;
Havell et al., 1988; Nooijen et al., 1998).

In diesem Versuch sollte nun iberpriift werden, ob die erhohte TNF-Expression der
Tumorendothelzellen durch gentherapeutische Vorbehandlung mit Re.tmTNF die
nekrotisierende Wirkung von intratumoral injiziertem sTNF steigern kann.

Dazu wurde Meth-A-Sarkom-tragenden Méusen 8 Tage nach Inokulation der Tumorzellen
entweder Re.tmTNF oder Re.pBabeNeo intratumoral appliziert. Nach weiteren 48 h wurden
die beiden Gruppe in 2 weitere unterteilt, von denen der einen intratumoral sTNF und der
anderen als Negativkontrolle PBS injiziert wurde. Die Tumoren wurden 24 h nach sTNF-
bzw. PBS-Injektion entnommen. Bei den angefertigten Gefrierschnitten wurden anschlie3end
mit Hilfe immunhistologischer Farbung die Gefaf3dichte und die TNF-Expression untersucht.
Unabhéngig von der Therapie war bei allen Tumoren nach immunhistologischer Farbung
TNF-Expression auf den Endothelzellen zu sehen (Farbungen nicht gezeigt).

Bei der Untersuchung der HE-gefirbten Schnitte fiel auf, dass fast alle Tumoren, die mit
Re.tmTNF vorbehandelt wurden, groBere Nekrosen aufzeigten (Abb. 3.8). Bei den Tieren,
denen nach Behandlung mit Re.tmTNF sTNF injiziert wurde, wiesen alle Tumoren groBere
Nekrosen auf, die zwischen 21 % und 85 % der Tumorschnittflichen einnahmen. Ahnlich war
es bei den Tumoren, die mit Re.tmTNF und PBS behandelt wurden. Hier fanden sich in zwei
von drei Tumoren Nekrosen auf 14 bzw. 43 % der analysierten Tumorbereiche. Im Gegensatz
hierzu zeigte die Gruppe, die mit dem Leervektor Re.pBabeNeo und anschlieBend mit sTNF
behandelt wurde nur in einem der untersuchten Tumoren eine Nekrose. Sie nahm 46 % des
Tumorquerschnittes ein. Bei der Kontrollgruppe, der Re.pBabeNeo und PBS injiziert wurde,
lieB sich lediglich in einem Tumor eine winzige zentrale Nekrose (< 0,1 % der untersuchten

Tumorschnittfliche) detektieren.
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Die immunhistologische Untersuchung der Tumorschnitte mit einem anti-PECAM-I-

Antikorper lieB in den Tumoren aller Gruppen eine vergleichbar gute Ausbildung von

BlutgefiaBen erkennen.

Injektion Detektion | Tumor 1 Tumor 2 Tumor 3
Re.tmTNF TNF + ++ 4t
+ sTNF Nekrose 21 % 27 % 85 %
Re.tmTNF TNF ++ ++ ++
+ PBS Nekrose 43 % 14 % -
Re.pBabeNeo TNF + ++ ++
+ sTNF Nekrose 46 % - -
Re.pBabeNeo TNF ++ ++ ++
+ PBS Nekrose 0,1 % - -

Tab. 3.2: Histologischer Befund nach Vorbehandlung der Tumoren mit Re.tmTNF und anschliefender
intratumoraler Applikation von sTNF.

Die TNF-Expression wurde semiquantitativ bewertet: - keine TNF-Expression nachweisbar, + méaBige TNF-Expression
nachweisbar, ++ starke TNF-Expression nachweisbar. Bei der Beurteilung der Nekrosen wurde der Anteil am gesamten

Tumorquerschnitt bestimmt.

In diesem Versuch konnte gezeigt werden, dass die intratumorale Injektion von Re.tmTNF die
Ausbildung von Tumornekrosen induzieren kann. Es wurde auch beobachtete, dass dieser
Effekt durch die zusitzliche intratumorale Injektion von 16slichem TNF noch verstéarkt wurde.
Eine verdnderte Gefdmorphologie oder eine vermehrte Expression von TNF gegeniiber den

anderen Gruppen konnte jedoch nicht festgestellt werden.
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Abb. 3.8: Nekrosen in Meth-A-Sarkomen nach intratumoraler Gentherapie und anschlieBender intratumoraler
Injektion von léslichem TNF bzw. PBS.

Hématoxylin/Eosin geférbte Gefrierschnitte. A - C: Injektion von Re.tmTNF und 16slichem TNF. D - F: Injektion von
Re.tmTNF und PBS. G - I: Injektion von Re.pBabeNeo und 16slichem TNF. J - L: Injektion von Re.pBabeNeo und PBS. Die

Pfeile markieren nekrotische Areale.
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3.3.4 Intratumorale Injektion von tmTNF-exprimierenden Retroviren in Meth-A-

Sarkome mit anschlieBender intraperitonealen Injektion von sTNF

Im vorangehenden Versuch (vgl. 3.3.3) induzierte die lokale Gabe von sTNF bei allen
Maiusen, denen zuvor intratumoral Re.tmTNF injiziert wurde, die Ausbildung von
Tumornekrosen. Da es in der Tumortherapie in der Regel einfacher ist das entsprechende
Zytostatikum nicht lokal, sondern systemisch zu applizieren, wurde nun iiberpriift, ob die
lokale Vorbehandlung der Tumoren mit Re.tmTNF die nekrotisierende Wirkung von sTNF
auch bei dessen systemischer (intraperitonealer) Gabe verstirken kann.

Der Versuchsablauf war wie in 3.3.3 beschrieben, nur wurde den Tieren 48 h nach
intratumoraler Re.tmTNF-Injektion sTNF bzw. PBS nicht intratumoral, sondern
intraperitoneal injiziert.

Bei der immunhistologischen Untersuchung der Tumoren konnten in den verschiedenen
Gruppen keine Unterschiede hinsichtlich der TNF-Expression festgestellt werden.

Beziiglich der Morphometrie des Gefd3systems war zu erkennen, dass die Tiere, die zunédchst
intratumoral mit Re.tmTNF und dann anschlieBend mit STNF behandelt wurden, im
Durchschnitt die geringste Tumorgefddichte aufwiesen (Tab. 3.3 und Abb. 3.9). In dieser
Gruppe konnten durchschnittlich 64 GefiBanschnitte pro mm?” gezihlt werden. Der Anteil der
GefaBlumen am gesamten Tumorquerschnitt betrug im Durchschnitt 3,6 %. In den Tumoren
der anderen Miusen fiel die Zahlung der GefiBe mit 98 bis 148 GefiBanschnitten pro mm?
etwa 2- bis 3 mal hoher aus. Auch die GefdBanschnittsfliche lag mit 4,4 bis 4,6 % des
Gesamttumorquerschnittes etwas hoher als in der ersten Gruppe. Dennoch war in allen
Gruppen die Tumorvaskularisierung im Vergleich zu unbehandelten Tumoren, die 11 Tage
nach Tumorinokulation geerntet wurden (vgl. 3.3.1), deutlich geringer entwickelt. Bei einem
dhnlichem Anteil der Flache der Gefdflanschnitte am gesamten Tumorquerschnitt zeigte sich
vor allem eine eindeutig geringere Anzahl der GefdBanschnitte.

Nekrosen fanden sich lediglich in zwei der Tumoren von Tieren, die mit der
Kombinationstherapie aus Re.pBabeNeo und sTNF behandelt wurden. Die GroBe der
Nekrosen lag bei 6 bzw. 60 % des untersuchten Tumorquerschnitts.

Im Gegensatz zum vorherigen Versuch (vgl. 3.3.3), bei dem die intratumorale Injektion von
STNF keine Unterschiede in der TumorgefaBmorphologie bewirkte, konnte in diesem
Experiment durch die systemische Applikation von sTNF, bei intratumoralen Vorbehandlung
mit Re.tmTNF, eine deutliche Reduktion der Gefa3dichte erzielt werden. Dennoch konnte in

diesem Versuch kein Zusammenhang zwischen der Reduktion der GefdBdichte und der
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Induktion von Tumornekrose festgestellt werden. Denn durch die Vorbehandlung der
Tumoren mit Re.tmTNF konnte die tumornekrotisiernde Wirkung von sTNF nicht verstarkt
werden. Keiner der Tumoren dieser Gruppe wies nekrotische Areale auf. Im Gegenteil fanden
sich in den Miusen, denen vor systemischer STNF-Applikation intratumoral der Kontrollvirus

Re.pBabeNeo injiziert wurde, in zwei der Tumoren deutlich nekrotische Bezirke.

Therapie Anzahl der Tumoren Mikrogefifie GefiBlanschnittsfliche
(pro mm?) (in %)
Re.tmTNF + sTNF 3 64 +21 3,6 £3,5
Re.tmTNF + PBS 3 98 + 81 44 +£13
Re.pBabeNeo + sTNF 3 148 =77 46 +2,2
Re.pBabeNeo + PBS 3 101 £ 16 4,5 £0,8

Tab. 3.3: Histologischer Befund nach Vorbehandlung der Meth-A-Sarkome mit Re.tmTNF und anschliefender
intraperitonealer Applikation von sTNF.
In den verschiedenen Gruppen wurden die Anzahl der MikrogefiBe pro mm?® eines Tumoranschnittes und die Summe der

GeféaBanschnittsflichen bezogen auf den gesamten Tumorquerschnitt gemessen.
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-

Abb. 3.9: Immunhistologische Darstellung der Tumorgefifldichte in Meth-A-Sarkomen nach intratumoraler
Gentherapie und anschlieBender intraperitonealen Injektion von léslichem TNF bzw. PBS.

Indirekte Immunfluoreszenz gegen PECAM-1 (Mec 13.3) auf Gefrierschnitten. A - C: Injektion von Re.tmTNF und
16slichem TNF. D - F: Injektion von Re.tmTNF und PBS. G - I: Injektion von Re.pBabeNeo und 18slichem TNF. J - L:
Injektion von Re.pBabeNeo und PBS.
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3.3.5 Intratumorale Injektion von tmTNF-exprimierenden Retroviren in B16-

Melanome

Das maligne Melanom ist eine von epidermalen Melanozyten ausgehende Neoplasie und gilt
als der bosartigste Tumor der Haut, da er friihzeitig lymphogen und hdmatogen metastasiert.
Seit der Erstpublikation durch Liénard und Lejeune 1992 werden bei Patienten mit in-transit-
Melanommetastasen isolierte Extremitdtenperfusionen (vgl. 1.3.3.1) unter Verwendung von
TNF-0 und Zytostatika vorgenommen. Die hohen Raten kompletter Remissionen haben zu
einer intensiven Erprobung dieser Therapie gefiihrt. Im folgenden Experiment sollte
untersucht werden, ob tmTNF-exprimierende Retroviren Tumorendothelzellen von B16-
Melanomen infizieren konnen.

Hierzu wurde Mausen 8 Tage nach intrakutaner Inokulation von B16-Melanomzellen auf den
Riicken entweder Re.tmTNF oder Re.pBabeNeo intratumoral injiziert. Die Tumoren wurden
4 Tage nach Virusinjektion entnommen und nach Herstellung von Gefrierschnitten
histologisch auf TNF-Expression und Nekrosen analysiert. Zusétzlich wurden unbehandelte
B16-Melanome untersucht, die 12 Tage nach Tumorzellinokulation geerntet wurden.

Die immunhistologische Untersuchung der Tumorblutgefille ergab, dass die Tumoren aller
Gruppen dhnlich gut vaskularisiert waren (Daten nicht gezeigt). Mit Hilfe
immunhistologischer TNF-Farbung (Abb. 3.10; Tab. 3.4) konnte bei allen Tumoren
unabhingig von der Therapie TNF-Expression detektiert werden, wobei bei zwei Tumoren
aus der Gruppe, die mit Re.tmTNF behandelt wurden, die TNF-Expression deutlich stirker
ausfiel als in den tibrigen Tumoren. Es war eindeutig zu erkennen, dass das TNF-Protein vor
allem von den Tumorendothelzellen exprimiert wurde. Praktisch in allen Tumoren, in die
Viruskonzentrat injiziert wurde, konnten Nekrosen festgestellt werden (Abb. 3.11). In der
Gruppe, die mit Re.tmTNF behandelt wurde, zeigten zwei von drei Tumoren Nekrosen, die 6
bzw. 9 % der untersuchten Tumorschnittfliche einnahmen. Bei den Mausen, die mit dem
Re.pBabeNeo behandelt wurden, wurde sogar in allen Tumoren Nekrosen detektiert. Sie
nahmen 4, 8 bzw. 33 % der untersuchten Tumorschnittfliche ein. In der Gruppe der
unbehandelten Tiere konnte lediglich in einem Tumor eine sehr kleine Nekrose (1 % des
untersuchten Tumorschnittes) nachgewiesen werden.

Die erhohte TNF-Expression in den Tumoren, die mit Re.tmTNF behandelt wurden, ldsst
folgern, dass eine Integration der retroviralen DNS in das Genom der Tumorendothelzellen

mit anschlieBender TNF-Expression erfolgen kann. Dennoch scheint die Ausbildung von
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Nekrosen im B16-Melanom unabhéngig von der Hohe der TNF-Expression zu sein, da schon

alleine die Injektion von Viruskonzentrat zu Tumornekrosen fiihrt (Abb. 3.11 D — F).

Therapie Detektion | Tumor 1 | Tumor 2 | Tumor 3
Re.tmTNF TNF + ++ ++
Nekrose - 6 % 9%
Re.pBabeNeo TNF + + +
Nekrose 33% 8 % 4%
unbehandelt TNF + + +
Nekrose 1 % - -

Tab. 3.4: Histologischer Befund in Bl6-Melanomen nach intratumoraler Gentherapie 8 Tage nach
Tumorzellinokulation.

Die TNF-Expression wurde semiquantitativ bewertet: - keine TNF-Expression nachweisbar, + méaBige TNF-Expression
nachweisbar, ++ starke TNF-Expression nachweisbar. Bei der Beurteilung der Nekrosen wurde der Anteil am gesamtem

Tumorquerschnitt bestimmt.
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-
Abb. 3.10: Immunbhistologische Darstellung der TNF-Expression in Bl16-Melanomen nach intratumoraler

Gentherapie 8 Tage nach Tumorzellinokulation.
Indirekte Immunfluoreszenz (TNFRI/Fc) auf Gefrierschnitten. A, B: Injektion von Re.tmTNF. C, D: Injektion von
Re.pBabeNeo. E, F: unbehandelt. A, C, E: 10-fach vergroBert. B, D, F: 20-fach vergroBert
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Abb. 3.11: Nekrosen in B16-Melanomen nach intratumoraler Gentherapie 8 Tage nach Tumorzellinokulation.
Héamatoxylin/Eosin gefarbte Gefrierschnitte. A - C: Injektion von Re.tmTNF. D - F: Injektion von Re.pBabeNeo. G - I:

unbehandelt. Die Pfeile markieren nekrotische Areale.
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3.3.6 Intratumorale Injektion von tmTNF-exprimierenden Retroviren in B16-

Melanome mit anschlieBender intraperitonealen Injektion von sTNF

Auf Grund des vorangegangenen Versuches (vgl. 3.3.5) kann davon ausgegangen werden,
dass die Endothelzellen von B16-Melanomen durch Re.tmTNF infiziert werden kdnnen, was
anschlieBend zu einer Hochregulation von TNF auf dem Tumorendothel fiihrt. Nun sollte
untersucht werden, ob die Erhohung der TNF-Expression auf dem Tumorendothel das B16-
Melanom fiir eine anschlieBende systemische Behandlung mit 16slichem TNF-a
sensibilisieren kann.

Zu diesem Zweck wurde Maiusen 11 Tage nach intrakutaner Inokulation von BI16-
Melanomzellen auf den Riicken entweder Re.tmTNF oder Re.pBabeNeo intratumoral
injiziert. Die beiden Gruppen wurden 48 h nach Injektion des Viruskonzentrats in 2 weitere
Gruppen unterteilt, von denen der einen intraperitoneal STNF und der anderen PBS gespritzt
wurde. Die Tumoren wurden 24 h nach sTNF- bzw. PBS-Inokulation entnommen.

Bei der immunhistologischen Firbung der Tumorschnitte zeigte sich, dass die TNF-
Expression in den Gruppen stirker war, die mit Re.tmTNF vorbehandelt wurden (Tab. 3.6).
In diesen Gruppen konnte bei allen Tumoren TNF auf der Oberfliche der
Tumorendothelzellen detektiert werden. In jeweils einem Tumor der beiden Gruppen konnte
sogar eine sehr starke Expression von TNF ermittelt werden. Bei den Tumoren der Gruppen,
die mit einer intratumoralen Injektion von Re.pBabeNeo vorbehandelt wurden, konnte in 6
der 9 Tumoren eine schwache Expression von TNF nachgewiesen werden. Die iibrigen 3
Tumoren waren TNF-negativ.

Nekrosen konnten in allen Tumoren detektiert werden, die systemisch mit sTNF behandelt
wurden (Tab 3.6). Dabei waren bei den Tieren, die mit Re.tmTNF vorbehandelt wurden im
Durchschnitt 42 % der untersuchten Tumorquerschnitte nekrotisch. Bei der Gruppe, die mit
dem Kontrollvirus Re.pBabeNeo vorbehandelt wurde, lag dieser Wert mit 38 % in einem
dhnlichen Bereich. Im Gegensatz hierzu wurden bei den Miusen die mit Re.tmTNF und PBS
therapiert wurden nur bei 3 der 5 Tiere Nekrosen gefunden, die zwischen 12 und 82 % der
untersuchten Tumorquerschnitte einnahmen. Die Tumoren der Tiere, denen nach
intratumoralen Injektion von Re.pBabeNeo systemisch PBS appliziert wurde, waren alle frei

von Nekrosen.
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Injektion |Detektion |Tumor 1|Tumor 2| Tumor 3| Tumor 4| Tumor 5| Mittelwert
Re.tmTNF TNF + ++ + +
+ sTNF Nekrose | 35 % 12 % 58 % 63 % 42 %
Re.tmTNF TNF + ++ + + +
+ PBS Nekrose - - 16 % 12 % 82 % 22 %
Re.pBabeNeo TNF - - + + +
+ sTNF Nekrose 14 % 86 % 62 % 26 % 4% 38 %
Re.pBabeNeo TNF - + + +
+ PBS Nekrose - - - - 0%

Tab. 3.5: Histologischer Befund nach Vorbehandlung der Meth-A-Sarkome mit Re.tmTNF und anschliefender

intraperitonealen Applikation von sTNF.

Die TNF-Expression wurde semiquantitativ bewertet: - keine TNF-Expression nachweisbar, + méaBige TNF-Expression

nachweisbar, ++ starke TNF-Expression nachweisbar. Bei der Beurteilung der Nekrosen wurde der Anteil am gesamtem

Tumorquerschnitt bestimmt.

Bei den Tumoren der verschiedenen Gruppen konnten nur geringe Unterschiede der

Vaskularisierung festgestellt werden (Abb. 3.12). Die Tumorgefdafldichten der ersten 3

Gruppen lagen mit von 110 bis 117 GefiBanschnitten pro mm® etwas hoher als die der

Gruppe, die weder mit Re.tmTNF noch mit sTNF behandelt wurde. Hier lag die

durchschnittliche TumorgefaBdichte bei 84 GefiBanschnitten pro mm®.
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Abb. 3.12: Anzahl der Gefiflanschnitte pro mm?® in einem Tumorabschnitt hichster Gefifidichte nach Therapie mit
Re.tmTNF und sTNF.
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Bei den Tumoren der Maéuse, die zunédchst intratumoral mit dem tmTNF-Virus und
anschlieBend intraperitoneal mit STNF behandelt wurden, nahmen die Tumorgefiie 1,7 % des
Tumorquerschnitts ein. Im Vergleich hierzu lag bei den Tumoren der Gruppe, die zunéchst
mit dem Kontrollvirus Re.pBabeNeo und dann mit PBS behandelt wurde, dieser Wert mit 2,5
% etwa 50 % hoher. Die beiden anderen Gruppen (Re.tmTNF + PBS und Re.pBabeNeo +
sTNF) lagen mit 2,4 % bzw. 2,0 % dazwischen (Abb. 3.13).

Anteil der Gefidflanschnitte am
Gesamttumorquerschnitt in %
[\

RetmTNF + sTNF Re.tmTNF + PBS Re.pBabeNeo + sTNF Re.pBabeNeo + PBS

Therapie

Abb. 3.13: Anteil der GefiBlanschnitte in % am Tumorquerschnitt in einem Tumorabschnitt hochster Gefialidichte

nach Therapie mit Re.tmTNF und sTNF.

Die Auswertungen des Experimentes bestétigte, dass eine systemisch Applikation von sTNF
in B16-Melanomen zu einer vermehrten Ausbildung von Nekrosen fiihrt. Bei allen Tumoren,
die intraperitoneal mit STNF behandelt wurden, konnten Tumornekrosen detektiert werden.
Auch die alleinige intratumorale Injektion von Re.tmTNF fiihrte in 3 von 5 Tumoren zu
Nekrosen, wohingegen die Injektion von Re.pBabeNeo mit anschlieender systemischer Gabe
von PBS in keinem der untersuchten Tumoren Nekrosen induzieren konnte.

Entgegen der Erwartungen waren die GefiBle in den mit Re.tmTNF + Ioslichen TNF
behandelten Tumoren verzweigter und weniger geweitet gegeniiber den Kontrolltumoren

(Re.pBabeNeo + PBS) (s. Abb. 3.13).
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3.3.7 Dosis-abhingige Wirkung von Melphalan auf das Meth-A-Sarkom

Melphalan ist ein Zytostatikum aus der Gruppe der Alkylanzien. Da bei in vitro- und in vivo-
Studien Synergismen zwischen der antitumoralen Wirkung von Melphalan und TNF
festgestellt werden konnten (Manusama, Nooijen et al., 1996; Manusama, Stavast et al., 1996;
Nooijen, Manusama et al., 1996), sollte nun untersucht werden, ob die tumorhemmende
Aktivitdt von Melphalan durch eine gentherapeutische Vorbehandlung der Meth-A-Sarkome
mit RetmTNF verstirkt werden kann. Um zundchst zu untersuchen, in welchen
Konzentrationen Melphalan alleine im Meth-A-Sarkom zytostatisch wirkt, wurde Melphalan
in steigenden Dosen intraperitoneal in tumortragende Maduse injiziert. Im néchsten
Experiment sollte dann gepriift werden, ob sich die zuvor ermittelte wirksame Minimaldosis
von Melphalan durch intratumorale Vorbehandlung der Tumoren mit Re.tmTNF verringern
lasst.

Fiir die Dosis-Kinetik wurde Méusen jeweils 2 Tumoren intrakutan auf die Flanken injiziert.
Nachdem die Méuse 3 Tage nach Inokulation der Tumorzellen zufillig in 5 Gruppen geteilt
wurden, wurde ihnen 1 mg, 2,5 mg, 5 mg bzw. 10 mg Melphalan pro kg Korpergewicht
intraperitoneal verabreicht. Einer Kontrollgruppe wurde intraperitoneal PBS injiziert. Nach
weiteren 3 Tagen wurden die Tumoren entnommen und gewogen.

Bei der Quantifizierung der Tumorvaskularisierung lieBen sich nur geringe Unterschiede in
Abhingigkeit von der applizierten Melphalandosis feststellen (Abb. 3.14). In den Gruppen,
die zwischen 0 mg und 5 mg Melphalan pro kg Korpergewicht erhielten, konnten im
Durchschnitt zwischen 104 und 115 GefdBanschnitte pro mm® gezdhlt werden. Bei der
Gruppe, die 10 mg Melphalan pro kg Korpergewicht erhielt, war die Tumorgefa3dichte mit
im Durchschnitt 92 TumorgefiBanschnitten pro mm” 20 % geringer als die der mit PBS
behandelten Gruppe.

Obwohl die Untersuchung der HE-gefdarbten Schnitte ergab, dass alle Tumoren frei von
Nekrosen waren, lieBen sich signifikante Unterschiede in der Tumormasse in Abhdngigkeit
von der verabreichten Melphalandosis feststellen (Abb. 3.15). Wahrend Tumoren der Gruppe
1 (1 mg Melphalan pro kg Korpergewicht) am Ende der Therapie mit im Durchschnitt 202 mg
dhnlich viel wogen wie die mit PBS-behandelten Tiere (206 mg im Durchschnitt), war das
Tumorgewicht der Gruppe 4 (10 mg Melphalan pro kg Korpergewicht) mit 113 mg im
Durchschnitt 44 % geringer. Das durchschnittliche Tumorgewicht lag in den Gruppen 2 (2,5
mg Melphalan pro kg Koérpergewicht) und 3 (5 mg Melphalan pro kg Koérpergewicht) mit im

Durchschnitt 188 mg bzw. bei 138 mg zwischen den beiden anderen Gruppen.
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Abb. 3.14: Anzahl der Gefiflanschnitte pro mm’ in einem Tumorabschnitt héchster Gefifidichte nach Therapie mit
Melphalan.
3 Tage nach intrakutaner Inokulation der Tumorzellen in ¢57/B16-Méuse wurde den Tieren 1 mg, 2,5 mg, 5 mg bzw. 10 mg

Melphalan pro kg Kérpergewicht intraperitoneal verabreicht. Einer Kontrollgruppe wurde intraperitoneal PBS injiziert.
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Abb. 3.15: Dosis-abhiingige Wirkung von Melphalan auf das Tumorwachstum am Modell des Meth-A-Sarkoms.

3 Tage nach intrakutaner Inokulation der Tumorzellen in ¢57/B16-Méuse wurde den Tieren 1 mg, 2,5 mg, 5 mg bzw. 10 mg

Melphalan pro kg Korpergewicht intraperitoneal verabreicht. Einer Kontrollgruppe wurde intraperitoneal PBS injiziert.
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Zusammenfassend lédsst sich sagen, dass Melphalan bei nur schwachem antiangiogenem und
fehlendem nekrotisierendem Effekt, in Abhidngigkeit von der applizierten Dosis das
Tumorwachstum der Meth-A-Sarkome hemmte. Jedoch induzierte eine Dosis von 10 mg
Melphalan pro kg Korpergewicht bereits hohe toxische Nebenwirkungen, was sich

symptomatisch als Haarausfall bei 2 von 3 Méusen manifestierte.

3.3.8 Intratumorale Injektion von tmTNF-exprimierenden Retroviren in Meth-A-

Sarkome mit anschlieBender intraperitonealen Injektion von Melphalan

Im vorherigen Versuch induzierte die Injektion von 10 mg Melphalan pro kg Korpergewicht
neben einer Hemmung des Tumorwachstums auch starke toxische Nebenwirkungen (Ausfall
der Kopfhaare) bei 2 Tieren (vgl. 3.3.7).

Durch intratumorale Injektion von tmTNF-exprimierenden Retroviren und anschlieBender
intraperitonealen Injektion von Melphalan wurde nun gepriift, ob die priaktivierende
Wirkung von TNF auf das Tumorendothel dazu fiihrt, dass die Gabe der Dosis von 5 mg
Melphalan pro kg Korpergewicht, eine deutlichere Hemmung des Tumorwachstums bewirkt
als in dem vorangehenden Experiment.

Dazu wurden Maiusen jeweils 2 Tumoren intrakutan auf die Flanken injiziert. Den Méusen
wurde 8 Tage nach Inokulation der Tumorzellen entweder Re.tmTNF oder Re.pBabeNeo
intratumoral injiziert. Nach weiteren 48 Stunden wurde jede Gruppe in 2 weitere unterteilt,
denen intraperitoneal 5 mg Melphalan pro kg Korpergewicht bzw. PBS injiziert wurde. Da
die Tumoren in situ nicht gewogen werden konnen, wurden sie tdglich mit Hilfe einer
Schieblehre gemessen. 12 Tag nach Melphalan- bzw. PBS-Gabe wurden die Tumoren

entnommen.
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Abb. 3.16: Intratumorale Injektion von Re.tmTNF mit anschlieSender intraperitonealen Injektion von Melphalan.

Beim Verlauf des Tumorwachstums zeigten sich in den verschiedenen Gruppen keine
wesentlichen Unterschiede (Abb. 3.16). Zu Beginn der Therapie lag der durchschnittliche
Tumorquerschnitt bei allen Gruppen zwischen 34 und 46 mm® am Ende der Therapie
zwischen 132 und 157 mm’. Die geringste GroBenzunahme war in den beiden Gruppen
festzustellen, die intratumoral mit Re.tmTNF vorbehandelt wurden (Abb. 3.17). In der Gruppe
1 (Re.tmTNF + Melphalan) hatten die Tumoren bei Therapiebeginn eine durchschnittliche
TumorgréBe von 50 mm” und sie hatten sich am Ende der Therapie mit einer TumorgroBe
von im Durchschnitt 157 mm® um etwa 240 % vergroBert. Ahnlich war der Verlauf bei den
Tumoren der Gruppe 2 (Re.tmTNF + PBS), deren durchschnittliche Tumorgréfle bei
Therapiebeginn bei 44 mm?” lag und auch um etwa 240 % auf 150 mm” zunahm. Das stirkste
Tumorwachstum zeigte sich in der Gruppe, die mit Re.pBabeNeo und Melphalan therapiert
wurde. Hier lag zu Beginn die durchschnittliche TumorgroBe bei 36 mm” und diese erreichte
am Ende der Therapie mit 165 mm? einen Wert, der 350 % hoher lag. Die Tumoren der 4.
Gruppe (Re.pBabeNeo + PBS) wuchsen von im Durchschnitt von 35 mm® auf eine

durchschnittliche Endgréfe von 132 mm?. Die GroBenzunahme lag damit bei etwa 280 %.
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Abb. 3.17: Intratumorale Injektion von Re.tmTNF mit anschlieSender intraperitonealen Injektion von Melphalan.

Die tumorhemmende Eigenschaft von Melphalan, wie sie im vorherigen Versuch
demonstriert wurde (vgl. 3.3.7), konnte in diesem Experiment nicht bestitigt werden. In den
Gruppen, denen intratumoral der Kontrollvirus Re.pBabeNeo injiziert wurde, zeigten die
Tumoren, die systemisch mit Melphalan therapiert wurden, sogar ein stirkeres
Tumorwachstum als jene, denen lediglich PBS intraperitoneal gespritzt wurde. Allerdings
konnte eine gewisse Hemmung des Tumorwachstums durch die intratumorale Injektion von
Re.tmTNF dargestellt werden. Beide Gruppen, die intratumoral Re.tmTNF erhielten, hatten,
verglichen mit den Gruppen, denen Re.pBabe Neo injiziert wurde, eine geringere
GroBenzunahme. Diese war unabhingig davon, ob den Tieren im Anschluss systemisch
Melphalan appliziert wurde oder nicht. Es zeigte sich also kein Synergismus zwischen der

wachstumshemmenden Wirkung von Re.tmTNF und Melphalan.
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4 Diskussion

4.1 TNF-a als antineoplastische Substanz

Seit Mitte der Achtziger wird TNF aufgrund seiner antineoplastischen Eigenschaften in der
Tumortherapie eingesetzt. TNF wirkt allerdings nicht auf alle Tumorzelllinien zytotoxisch,
auf einige wirkt es lediglich wachstumshemmend ohne die Tumorzelle zu zerstoren. In den
meisten Zellen jedoch wird durch TNF-a in vitro nicht einmal das Zellwachstum gehemmt.
Der zytostatische Effekt auf Tumorzellen wird hauptsichlich durch einen komplexen
Mechanismus vermittelt, der zur Induktion von Apoptose in der Zielzelle fiihrt. Obwohl die
Signalwege, die zum Zelltod fiihren, in den letzten Jahren detailliert charakterisiert wurden,
ist immer noch nicht vollig klar, warum einige Tumorzellen gegeniiber der antitumoralen
Eigenschaft von TNF resistent sind. Eine Erkldrung wurde durch die Beobachtung geliefert,
dass einige Zellen mit Mutationen in Proteinen mit zentraler Bedeutung im Apoptose-
Mechanismus vor dem Zelltod geschiitzt sind.

Bei der selektiven Wirkung von TNF auf die Tumorgefale des Meth-A-Sarkoms spielt die
prokoagulatorische Aktivierung des Tumorendothels scheinbar eine bedeutende Rolle, da der
antitumorale Effekt von TNF durch Gerinnungshemmer und Hemmer der
Plattchendegranulation (Manda, Shimomura et al., 1987) gehemmt werden kann. Die hohe
Sensitivitidt des Meth A Tumors gegeniiber TNF ist aber auch durch die hohe Immunogenitit
des Tumors bedingt (Palladino et al., 1987), denn Tumorregression und die Induktion von
hdmorrhagischen Nekrosen wurden als von T-Zellen abhédngigen Immunreaktionen
beschrieben (Havell et al., 1988; North & Havell, 1988). Dies wird unter anderem durch die
Tatsache bekriftigt, dass sowohl in nicht-immunogenen Tumoren als auch in Tumoren, die
Nacktméusen injiziert wurden, verglichen mit immunogenen Tumoren und Tumoren
immunkompetenter Maéuse, reduzierte hdmorrhagische Nekrosen und reduzierte
Langzeitliberlebensraten beobachtet wurden (Haranaka et al., 1984). Diese Entdeckung steht
in Einklang mit der Theorie von Endothelzellaktivierung und der durch Adhésionsproteine
und Chemokine kontrollierten Extravasation von Leukozyten als Voraussetzung fiir die
Induktion von Tumornekrose. Es ist daher anzunehmen, dass der groBere Erfolg der TNF-
Therapie in murinen Tumormodellen gegeniiber der klinischen Erprobungen bei Menschen
durch das Fehlen von Immunitit in den meisten humanen Tumoren bedingt ist. Nach der
Beobachtung, dass sich nach Infusion von TNF in Meth A Tumor-tragenden Mé&usen
intravasale Fibrinablagerungen in den Tumorgefiflen jedoch nicht in den iibrigen Gefillen

finden (Nawroth et al., 1988), konnten drei verschiedene Polypeptide aus Meth A
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Zelliiberstand isoliert werden (Clauss et al., 1990a; 1990b; Kao et al., 1992). Diese
Polypeptide steigerten die prokoagulatorische Eigenschaften des Tumorendothels durch
Induktion von Gewebsthromboplastin. Da sie auch eine chemotaktische und Monozyten-
aktivierende Wirkung zeigten, wurden diese Faktoren als endotheliale Monozyten-
aktivierende Polypeptide (EMAPs) bezeichnet. EMAP II wird bei Apoptose in Tumorzellen
freigesetzt und kann hédmorrhagische Nekrosen durch die Anlockung von Leukozyten
verstiarken (Kao et al., 1992; Nawroth et al., 1988). Die Bildung von EMAP II wird auch
durch Hypoxie induziert. So findet sich EMAP II in mit TNF-a behandelten Meth-A-
Sarkomen und B16-Melanomen insbesondere in der Ndhe nekrotischer Areale hochreguliert
(Matschurat et al., 2003). Ein weiteres Protein, das an der Endothelsensibilisierung mitwirkt,
ist das membranstindige Vorldufermolekiil (tmTNF) des 16slichen TNF. TmTNF ist selektiv
in den Blutgefdflen des Meth-A-Sarkoms hochreguliert und ist essentiell fiir die durch VEGF
induzierte Hyperpermeabilitdt der Tumorblutgefifle (Clauss et al., 2001). AuBBerdem wurde
nachgewiesen, dass die vermehrte Bildung von tmTNF durch die Tumorendothelzellen die
Aktivitdt von Tissue Factor erhoht (A. Willuweit, Dissertation 2000). In der vorliegenden
Arbeit konnte gezeigt werden, dass die intratumorale Injektion von Re.tmTNF in Meth A
Tumor-tragende Méuse die Ausbildung von zentralen Tumornekrosen induziert. Auch wenn
in dieser Arbeit mit Melphalan keine Erfolge erzielt werden konnten, koénnte die
endothelzellaktivierende Potenz von tmTNF in Kombination mit anderen Zytostatika fiir die
Therapie des Meth-A-Sarkoms und vielleicht auch anderer Tumoren eine Bedeutung

erlangen.

4.2 Klonierung der ¢cDNS von murinem membranstandigen TNF-a

Gentherapie ist der Transfer genetischen Materials in Zellen eines Individuums mit dem Ziel
einen therapeutischen Nutzen flir den Patienten zu erzielen. Die gegenwértigen
Gentherapieverfahren sind hauptsdchlich ex vivo-Verfahren, bei denen aus dem Patienten
Zellen isoliert, im Labor modifiziert und dem Patienten reimplantiert werden. Viele
angeborene oder erworbene Erkrankungen treten jedoch in Zellen oder Organen auf, die sich
nicht entfernen, kultivieren, modifizieren und reimplantieren lassen. In diesen Fillen ist es
angebracht, dem Patienten die Vektoren lokal oder systemisch zu verabreichen und die
Infektion in vivo ablaufen zu lassen (Mulligan et al., 1993; Miller et al., 1992).

In klinischen Studien kommen beim Gentransfer Retroviren, Adenoviren und Plasmid-

Liposom-Komplexe als Vektoren zur Anwendung. Da sie das therapeutische Gen durch
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unterschiedliche Mechanismen transferieren, haben sie fiir verschiedene Anwendungsbereiche
jeweils Vor- und Nachteile (Boris-Lawrie und Temin, 1994). So versucht man derzeit zur
Behandlung hereditdrer und chronischer Funktionsstorungen retrovirale Vektoren
einzusetzen. Replikationsdefiziente rekombinante retrovirale Vektoren konnen bis zu 9 kb
exogener Information speichern. Sie transferieren ihre genetische Information in das Genom
der Zielzelle, wodurch der Genotyp der Zielzelle theoretisch dauerhaft modifiziert wird
(Temin, 1990). Eine groe Gefahr bei der Verwendung retroviraler Vektoren besteht zum
einen in der Moglichkeit, dass sich vermehrungsféhige Viren bilden, zum anderen, dass sie zu
multiplen Integrationen in das Genom der Zielzelle fithren. Dies ist besonders bedrohlich,
wenn die provirale DNS zufillig ein Tumorsupressorgen unterbricht oder ein Onkogen
aktiviert. Die klinische Anwendung retroviraler Vektoren wird durch weitere Faktoren
limitiert. Retroviren konnen nur sich teilende Zellen infizieren, da das Aufldsen der
Kernmembran wihrend der Mitose eine Voraussetzung fiir die Integration der proviralen
genetischen Information in das Wirtsgenom darstellt. Sie sind auflerdem empfindlich
gegeniiber Inaktivierung durch das Komplementsystem, und die viralen Titer sind oftmals
nicht ausreichend fiir eine effiziente Infektion der Zielzelle (Temin, 1990). Retrovirale
Vektoren werden daher beim Menschen fast ausschlieBlich in ex vivo-Gentherapien
eingesetzt.

Adenoviren werden hingegen iiberwiegend im in vivo-Transfer verwendet. Sie kénnen in
hohen Titern (bis zu 10" viraler Partikel pro ml) produziert werden und kénnen Gene
effizient in replizierende und nicht-replizierende Zellen integrieren (Rosenfeld et al., 1991).
Die iibertragene genetische Information bleibt dabei epichromosomal, wodurch das Risiko
einer stindigen Alteration des zelluliren Genotyps und das Auftreten von
Insertionsmutationen unterbunden wird. Die Verwendung adenoviraler Vektoren wird jedoch
durch die Induktion nicht-spezifischer Entziindungsreaktionen und gegen den Vektor
gerichtete zelluldre Immunabwehr limitiert (Wickham et al., 1993).
Plasmid-Liposom-Komplexe haben als Gentransfersysteme verschiedene Vorteile gegeniiber
anderen Vektoren. Sie konnen Gene unlimitierter GroBe transferieren, sie replizieren und
rekombinieren nicht zu geféhrlichen Partikeln und da sie keine Proteine besitzen, losen sie
kaum Entziindungsreaktionen aus (Farhood et al., 1994). Der entscheidende Nachteil dieser
Vektoren liegt jedoch darin, dass der Zielzelle tausende von Plasmiden présentiert werden
miissen, um einen erfolgreichen Gentransfer zu erzielen.

In der vorliegenden Arbeit wurde fiir den in vivo-Gentransfer der auf der Grundlage des

Maus-Leukédmie-Virus (MLV) entwickelte retrovirale Vektor pBabe Neo, in den die cDNS
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von murinem tmTNF kloniert wurde, verwendet. Zur Verpackung des retroviralen Genoms
diente die Zelllinie GP+E86. Diese Verpackungszelllinie ist zur Produktion ecotroper
(nagerspezifischer) helfervirusfreier Virusiiberstinde geeignet, da die fiir die Replikation
notwendigen Gene (y-Motiv und 3’LTRs) aus dem Genom entfernt wurden. Essentielle
Gensequenzen wie gag, pol und env wurden auf zwei verschiedenen Plasmiden in die Zellen
integriert, so dass diese in der Lage sind, infektiose, aber replikationsdefiziente Viren zu

produzieren.

4.3 In vitro-Analyse der transfizierten GP+E86-Zellklone

4.3.1 TNF-induzierte endotheliale Gerinnungsaktivitit

Da die Stimulation von TNF-Rezeptoren auf HUVEC zu einer gesteigerten Expression von
Gewebsthromboplastin fiihrt (Clauss et al., 1990), wurde die biologische Aktivitit der mit
tmTNF transfizierten GP+E86-Zelllinien mit Hilfe eines Gerinnungstests ermittelt (vgl.
3.2.1). Hierbei konnte gezeigt werden, dass die GP+E86-Zellklone, die fiir tmTNF kodierten
in der Lage waren, die TNF-vermittelte Gewebsthromboplastin-Expression in HUVEC zu
verstirken. Zwar besaBlen sie nicht die Gewebsthromboplastin-induzierende Potenz von
sTNF, sie wirkten dennoch etwa 50 bis 80fach stirker gerinnungsfordernd als die GP+E86-
Zellklone, die lediglich mit dem Leervektor transfiziert waren. Die gerinnungsfordernde
Aktivitdt der mit dem Leervektor-GP+E86-Zellen stimulierten HUVEC lag im Bereich der
unstimulierten HUVEC (Negativkontrolle).

Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass das tmTNF-Gen nicht nur erfolgreich in das Genom
der virusverpackenden Zelllinien integriert wurde, sondern auch, dass das TNF-Protein von

diesen Zellen synthetisiert und auf der Zelloberfldche exprimiert wurde.

4.3.2 Expression retroviraler Vektoren

Um zu bestétigen, dass die verwendeten virusverpackenden Zelllinien tatsdchlich infektiose
retrovirale Partikel freisetzen, wurden Titerbestimmungen durchgefiihrt (vgl. 2.4.4). Dabei
konnten im Uberstand der Leervektorzellen GP+E86.pBabeNeo mit ungefihr 8 x 10° cfu/ml
etwa 4mal so viele infektiose Partikel detektiert werden wie im Uberstand der tmTNF-
transfizierten Zellen GP+E86.tmTNF (vgl. 3.2.1). Es zeigten sich auch Unterschiede der

beiden Zelllinien in der Zeitdauer, die bendtigt wurde, um den maximalen Virustiter zu
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erreichen. Im Uberstand der GP+E86.tmTNF-Zellen stieg der Virustiter kontinuierlich an bis
er nach Erreichen des maximalen Wertes nach 96 h wieder abfiel. Der hochste Virustiter im
Zelliiberstand der GP+E86.pBabeNeo-Zellen stellte sich hingegen bereits nach 72 h ein. Eine
Erkliarung fiir den langsameren Anstieg des viralen Titers und die geringere maximal erreichte
Virusmenge im Uberstand der Re.tmTNF-exprimierenden GP+E86-Zellen kénnte das auf der
Zellmembran exprimierte tmTNF sein, das zytotoxisch auf die Nachbarzellen wirkt und
dadurch den Proteinstoffwechsel dieser Zellen und somit auch die Bildung retroviraler

Vektoren hemmt.

4.3.3 Erhohung des retroviralen Titers

Der Hauptvorteil, den Retroviren gegeniiber anderen viralen Vektoren besitzen, ist die
Féhigkeit, eine langanhaltende Transduktion des Zielorgans zu erzielen. Dennoch ist die
Virusmenge, die durch die virusverpackenden Zellen produziert wird, héufig nicht
ausreichend, um eine therapeutisch wirksame Infektion der Zielzellen zu bewirken. Eine
Moglichkeit, das Infektionsspektrum in vitro zu vergroBern, ist die gemischte Infektion von
Zielzellen mit retroviralen Vektoren und defekten Adenoviren (Adams et al., 1995). Da der
adenovirale Rezeptor auf den Zielzellen im Uberfluss vorhanden ist, ist es fiir das Adenovirus
einfacher als flir das Retrovirus, dessen Rezeptoren offensichtlich nur in begrenzter Anzahl
und auch nur zu bestimmten Zeitpunkten vorhanden sind, an seinen Rezeptor zu binden. Das
Adenovirus scheint dann beim Eindringen in die Zelle den retroviralen Vektor mit
hineinzuschleusen. Die mit diesem System erzielten infektiosen Titer sind jedoch fiir die
klinische Anwendung immer noch zu niedrig.

Eine weitere Moglichkeit eine Erhohung der Titer retroviraler Vektoren zu erzielen, ist die
Konzentration der Viren durch Zentrifugation. Um fiir die in vivo-Experimente
hochstmogliche retrovirale Titer zu erhalten, wurden in der vorliegenden Arbeit zwei
verschiedene Protokolle, die die retrovirale Konzentration durch Zentrifugation beschreiben,
miteinander verglichen (vgl. 3.3). Bei der Methode nach Cepko et al. (1989) wurde der
Uberstand der virusverpackenden Zellen erst 20 min und dann noch einmal 2 h bei 20000
UpM zentrifugiert. Hierbei wurde der virale Titer beim GP+E86-tmTNF-Zellklon im
Durchschnitt um das 60fache und beim GP+E86-pBabeNeo-Zellklon um das 35fache erhoht.
Im Gegensatz hierzu wurde der Zelliiberstand in dem Protokoll nach Bowles et al. (1996) bei
nur 6000 UpM fiir 16 h zentrifugiert. Der hierbei durchschnittlich erreichte Virustiter lag bei

beiden virusverpackenden Zelllinien etwa 80mal hoher als vor Konzentrierung der Viren.
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Eine Erkldrung dafiir, dass bei der letzteren Methode Titer erzielt werden konnten, die etwa
doppelt so hoch lagen wie bei der ersten Methode, konnte die Tatsache sein, dass die
Infektiositit der retroviralen Vektoren durch die physikalische Schadigung, die die Retroviren
durch Ultrazentrifugation erleiden, stark vermindert wird. Ein weiterer Nachteil der
Ultrazentrifugation ist der Umstand, dass hiermit nur sehr geringe Mengen Zelliiberstand
zentrifugiert werden konnen. Aus diesen Griinden wurden die Viruskonzentrierungen fiir die

anschlieBenden in vivo-Versuche stets nach dem Protokoll von Bowles et al. durchgefiihrt.

4.4 Retrovirale Gentherapie mit tmTNF

4.4.1 Retrovirale Infektion von Tumor- und Endothelzellen

Mittels retroviraler Vektoren konnen Zellen infiziert werden, in deren Genom sich dann die
retrovirale cDNS stabil integriert. Retrovirale Gentherapie bietet somit die Mdglichkeit, eine
anhaltende therapeutische Freisetzung von aktiven Substanzen zu erzielen. Wenn das
therapeutische Gen fiir ein giftiges Genprodukt kodiert oder fiir ein Gen, das eine Sensitivitit
gegeniiber Vorldufersubstanzen vermittelt, ist es wichtig, dass das therapeutische Gen gezielt
exprimiert wird (Moolten et al., 1994). Da der in retroviralen Vektoren hdufig verwendete
MLV-Promotor unspezifisch in vielen verschiedenen Zellarten zur Expression von
nachgeschalteten Genen fiihrt, konnen gewebespezifische regulatorische Elemente entweder
an Stelle der Regulationselemente des MLV-Promotors oder zusétzlich im zentralen Bereich
des retroviralen Vektors eingebaut werden.

Ein Beispiel ist der Tyrosinase-Promotor, der in Melanomzellen aktiv ist und in einer Studie
an das Herpes-Simplex-Virus-Thymidinkinase (HSV-tk) -Suizidgen gekoppelt wurde. Man
injizierte anschlieBend retrovirale Vektoren, denen diese Genkassette eingebaut wurde, in die
Schwanzvene von Maiusen, die ein metastasierendes Melanom in sich trugen. Nach
systemischer Verabreichung der nicht-toxischen Vorldufersubstanz Ganciclovir, die vom
HSV-tk-Genprodukt in ihre aktive, toxische Form (phosphoryliertes Ganciclovir)
umgewandelt wird, trat ein therapeutischer Effekt ein (Vile et al., 1994).

In der vorliegenden Arbeit wurde tmTNF als therapeutisches Gen nicht unter der Kontrolle
eines spezifischen Promotors exprimiert. Die selektive Infektion von Tumorzellen und
Tumorendothelzellen sollte allein durch die lokale, intratumorale Injektion der retroviralen
Vektoren erzielt werden. Zum Nachweis des exprimierten tmTNF im Tumorgewebe mittels

indirekter Immunfluoreszens wurde eine Chimére des humanen TNF-Rezeptors I mit dem Fc-
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Teil des humanen IgG eingesetzt, die murines TNF-Protein in der ldslichen und
membranstiddigen Form bindet.

Clauss et al. (2001) konnten bereits zeigen, dass im Tumorendothel einiger unbehandelter
Meth-A-Sarkome endogen tmTNF exprimiert wird. Dies konnte in der vorliegenden Arbeit
bestdtigt werden (vgl. 3.3.1). Bei 22 von 30 untersuchten Meth-A-Sarkomen konnte
unabhingig vom Tumoralter TNF detektiert werden. Der Vergleich zwischen den
imunhistologischen TNF- und PECAM-I1-Firbungen zeigte deutlich, dass die TNF-
Expression endothelialen Ursprungs war. Die Tatsache, dass TNF endogen in den
Endothelzellen unbehandelter Meth-A-Sarkome exprimiert wird, erschwerte die
immunhistologische Auswertung der mit Re.tmTNF behandelten Tumoren. Es konnte
ndmlich nicht unterschieden werden, ob immunhistologisch detektiertes TNF eine Folge
erfolgreicher Integration und Expression des viralen Genoms oder endogenen Ursprungs war.
Es wurde deshalb gepriift, ob in den mit Re.tmTNF behandelten Tumoren eine signifikant
gesteigerte Anzahl von TNF-postiven Tumoren und/oder eine erhdhte Expressionsstirke
gefunden werden konnte, um dadurch auf eine erfolgreiche Integration des retroviralen
Genoms schlieen zu kdnnen.

Zunichst wurde untersucht, ob eine intratumorale Injektion von Re.tmTNF in Meth-A-
Sarkomen zu einer erkennbar gesteigerten Expression von TNF in diesen Tumoren fiihrte
(vgl. 3.3.2). Tatsdchlich konnte in allen Tumoren, die intratumoral entweder mit Re.tmTNF
oder sTNF behandelt wurden, schwache oder starke TNF-Expression nachgewiesen werden.
Bei den Tieren, denen intratumoral das Kontrollvirus Re.pBabeNeo injiziert wurde, fand sich
lediglich bei einem der drei Tumoren eine schwache Expression von TNF. Ahnlich verhielt es
sich, als B16-Melanom-tragenden Méusen intratumoral Re.tmTNF bzw. Re.pBabeNeo und
anschlieend intraperitoneal sSTNF bzw. PBS injiziert wurde (vgl. 3.3.6). Bei allen Tieren, die
intratumoral mit Re.tmTNF behandelt wurden, konnte in den Tumoren eine schwache bis
starke Expression von TNF detektiert werden, wohingegen nur sechs der neun mit
Re.pBabeNeo behandelten Tumoren schwach TNF-positiv waren. Die intraperitoneale
Verabreichung von sTNF blieb ohne Einfluss auf die TNF-Detektion in den Tumoren. Dies
liegt wahrscheinlich daran, dass der fiir den Nachweis von TNF eingesetzte Antikorper
(TNFRI/Fc) TNF als I6sliche und membranstindige Form bindet, jedoch nicht sTNF, das
rezeptorgebunden an der Zelloberfldche sitzt (Gerspaech et al., 2000).

In allen anderen Versuchen, bei denen Miuse mit einer Kombinationstherapie aus Re.tmTNF
und TNF behandelt wurden, konnte nach der Injektion von Re.tmTNF keine verstarkte TNF-

Expression beobachtet werden. Stets war unabhingig von der Therapie in den meisten
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Tumoren eine Expression von TNF zu finden, die in den mit Re.tmTNF behandelten Tumoren
auch nicht erkennbar starker ausfiel. Insgesamt erwies sich die semiquantitative Auswertung
der TNF-Expression mittels indirekter Immunfluoreszenz als unbefriedigend, da hiermit
lediglich die Prdsens von TNF nachgewiesen werden kann. Jedoch beweist diese Methode
nicht, dass eine erfolgreiche Integration des therapeutischen Gens in das Genom der Zielzelle
stattgefunden hat. Zusitzlich unterliegt die Angabe iiber die Stirke der Expression zum Teil
der Interpretation des Auswertenden. Alternativ konnte eine in situ-Hybridisierung
durchgefiihrt werden, bei der es moglich ist, zellulire mRNA im Gewebe direkt zu
detektieren. Diese Methode basiert auf der spezifischen Hybridisierung einer radioaktiv
markierten Nukleinsdure-Sonde mit der komplementiren zelluldiren RNA. Dadurch konnten
Transkripte des therapeutischen Gens in mit dem retroviralen Vektor infizierten Zellen

identifiziert werden.

4.4.2 Einfluss der retroviralen  Gentherapie mit tmTNF auf  die

Tumorvaskularisierung

Das Meth-A-Sarkom ist das klassische Beispiel eines TNF-sensitiven Tumors. Dabei stellt in
erster Linie das GefaBsystem dieses Tumors, das sich verglichen mit anderen Tumormodellen
durch eine gesteigerte Gefdllpermeabilitit und ein aktiviertes Tumorendothel auszeichnet,
einen Angriffspunkt fiir TNF dar (Watanabe et al., 1988; Van de Wiel et al., 1989).

In der vorliegenden Arbeit erfolgte die Darstellung der Tumorgefia3e stets mittels indirekter
Immunfluoreszenz mit einem gegen den Endothelzellmarker PECAM-1 gerichteten
Antikdrper. Um bei nachfolgenden Versuchen die Morphologie des GefiaB3systems therapierter
Tumoren besser beurteilen zu konnen, wurde zunédchst das GefaBBsystem von unbehandelten
Meth-A-Sarkomen zu verschiedenen Zeitpunkten nach Inokulation der Tumorzellen
untersucht (vgl. 3.3.1). Dabei war zu beobachten, dass sich die Tumorgefd3e im Verlauf des
Tumorwachstums immer stirker verzweigten. Jedoch nahmen die GefaBBdurchmesser
erheblich ab, so dass der Gesamtquerschnitt der Tumorgefd3e einen immer geringeren Anteil
am Tumorquerschnitt einnahm. Dies 148t sich dadurch erkldren, dass bei der
Tumorangiogenese initial eine Vasodilatation der Gefdlle erfolgt. Gleichzeitig kommt es zu
einer VEGF-vermittelten gesteigerten Durchldssigkeit der Endothelzellen. Der Anstieg der
vaskuldren Permeabilitdt fiihrt zu einem Austritt von Plasmaproteinen ins Gewebe, die

wandernden Endothelzellen als Matrix dienen. AnschlieBend kommt es durch Sprossung und
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Intussuszeption zur Ausbildung eines immer feineren Tumorgefdfnetzes (Abb.3.6 B, D, F,
H).

Die pluripotente Wirkung von TNF lésst sich auch in seiner Wirkung auf Endothelzellen und
die GefdBbildung bei wachsenden Tumoren beobachten. Wiahrend einige Studien darauf
hindeuten, dass TNF zum Teil durch Modulation des VEGF-spezifischen angiogenen
Signalweges durch Herabregulation von VEGF-Rezeptoren in HUVEC einen antiangiogenen
Effekt austibt (Peterson et al., 1996), scheint TNF auf der anderen Seite unter bestimmten
Umsténden in vivo indirekt angiogen zu wirken (Montrucchio et al., 1994). Ob therapeutisch
appliziertes TNF in vivo angiogen oder antiangiogen wirkt, ist daher nicht vdllig
vorhersehbar.

In der vorliegenden Arbeit lie sich in der Mehrzahl der in vivo-Versuche nach Therapie mit
Re.tmTNF bzw. sTNF kein Effekt auf die Tumorvaskularisierung beobachten. Mikroskopisch
wiesen diese Tumoren, verglichen mit den unbehandelten Kontrolltumoren, keinen
Unterschied in der Gefdlldichte auf. Ein gewisser Effekt zeigte sich lediglich als Meth-A-
Sarkom-tragenden Méusen intratumoral Re.tmTNF bzw. Re.pBabeNeo und anschlieBend
intraperitoneal sTNF bzw. PBS injiziert wurde (vgl. 3.3.4). Hierbei hatte die
Kombinationstherapie von Re.tmTNF und sTNF eine hemmende Wirkung auf die
Tumorvaskularisierung verglichen mit den anderen Therapien. Dieser Effekt lieB3 sich jedoch
nicht beobachten, als Mausen nach intratumoraler Vorbehandlung mit Re.tmTNF ebenfalls
intratumoral sTNF appliziert wurde (vgl. 3.3.3). Hier waren bei der Betrachtung der
Tumorvaskularisierung keine Unterschiede gegeniiber der Kontrollgruppen zu sehen.

Diese Beobachtung deutet darauf hin, dass TNF systemisch appliziert indirekt {liber die
Induktion antiangiogener Faktoren die Angiogenese hemmt. Es ist jedoch auch denkbar, dass
TNF seinen antiangiogenen Effekt nur intravasal entfalten kann und nicht wenn es paravasal
direkt in den Tumor injiziert wird. Hierbei kommt es eher zur direkten Schidigung von
Tumorgewebe mit anschlieBender Ausbildung von Nekrosen (vgl. 3.3.3).

Ebenfalls bewirkte die intratumorale Re.tmTNF-Injektion bei Méusen mit B16-Melanomen
weder eine Hemmung noch eine Forderung der TumorgefaBbildung (vgl. 3.3.5). Auch die
zusétzliche intraperitoneale Verabreichung von sTNF zeigte hier keinen Effekt auf die

Gefafldichte in den Melanomen (vgl. 3.3.6).
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4.4.3 Einfluss der retroviralen Gentherapie mit tmTNF auf die Ausbildung von
Tumornekrosen

TNF wirkt zum einen direkt zytotoxisch auf Tumorzellen, zum anderen 16st es durch
Induktion von Thrombosen, Blutungen und gesteigerter GefédBpermeabilitidt hamorrhagische
Nekrosen aus (Watanabe et al., 1988).

Zunéchst wurde untersucht, ob durch retroviralen Gentransfer im Tumorendothel exprimiertes
nicht prozessierbares tmTNF durch seine koagulations- und permeabilititsférdernde Wirkung
indirekt zu Tumornekrose fiihrt. Es zeigte sich, dass die intratumorale Injektion von
Re.tmTNF in Meth A Tumor-tragende Mause bei der Hilfte der Tiere die Ausbildung von
zentralen Tumornekrosen induzierte (vgl. 3.3.2; 3.3.3). Dagegen blieben alle Tumoren, die
mit dem Kontrollvirus Re.pBabeNeo behandelt wurden, frei von Nekrosen. Deutlicher war
der Befund nach einer zusdtzlichen intratumoralen sTNF-Injektion 48 h nach der
intratumoralen Vorbehandlung mit Re.tmTNF. Hier fanden sich bei allen Tumoren, die mit
Re.tmTNF und sTNF behandelt wurden, grofle zentrale Nekrosen. In der Gruppe, der nach
intratumoraler Injektion des Kontrollvirus Re.pBabeNeo systemisch sTNF appliziert wurde,
lieB nur einer der drei untersuchten Tumoren nekrotische Areale erkennen. Offensichtlich
konnte das auf den Endothelzellen exprimierte tmTNF das Tumorendothel fiir eine folgende
STNF-Therapie sensibilisieren. Durch das tmTNF wurde mdglicherweise nicht nur die
indirekte tumornekrotisierende Wirkung von sTNF durch Induktion gesteigerter intravasaler
Koagulationsbereitschaft und Erh6hung der Gefillpermeabilitét potenziert. Vermutlich konnte
das injizierte sTNF durch die bereits entstandenen GefdBschiddigungen direkt ins
Tumorstroma eindringen, wo es seine zytotoxische Wirkung entfaltete.

Diese synergistische tumornekrotisierende Wirkung von gentherapeutisch exprimiertem
tmTNF und injiziertem sTNF war nicht zu beobachten als sTNF nach intratumoraler
Vorbehandlung mit Re.tmTNF systemisch (intraperitoneal) verabreicht wurde (vgl. 3.3.4).
Bei diesem Versuch konnte die sytemische Injektion von sTNF nach intratumoraler
Vorbehandlung mit pBabeNeo bei zwei der drei untersuchten Tumoren Nekrosen induzieren.
Hingegen waren alle Mause, die nach intratumoraler Re.tmTNF-Applikation eine
intraperitoneale sTNF-Injektion erhielten, frei von Tumornekrosen. Auch alle Tumoren, die
sytemisch mit PBS behandelt wurden, blieben ohne Nekrosen.

Hier wire eigentlich zu erwarten gewesen, dass Re.tmTNF am Ort der Injektion nicht nur
Tumorzellnekrosen induziert, sondern auch zu einer gesteigerten GefaBBpermeabilitit fiihrt,
was wiederum das Eindringen des systemisch applizierten sTNF in das Tumorinterstitium

erleichtern und somit einen zusitzlichen antitumoralen Effekt herverufen sollte.
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Die Tatsache, dass die intratumorale Verabreichung von Re.tmTNF nicht wie erwartet bei
allen Tumoren Nekrosen induzierte, konnte an einem Behandlungsfehler liegen, wenn die
retroviralen Vektoren aus technischen Griinden nicht direkt intra-, sondern paratumoral
appliziert wurden.

In den nachfolgenden Versuchen wurden éhnliche Therapiestrategien am Modell des B16-
Melanoms durchgefiihrt. Bei einer Patientenstudie von Leujeune et al. (1995) konnte mittels
isolierter Extremitdtenperfusion (vgl. 1.3.3.1) bei Patienten mit Melanom-in-transit-
Metastasen durch die Kombinationstherapie aus TNF, einem Zytostatikum, Interferon-y und
Hyperthermie bei iiber 90 % der Patienten eine komplette Tumorregression erzielt werden.
Auch andere Studien demonstrierten die Sensitivitit von malignen Melanomen gegeniiber
TNF.

In der vorliegenden Arbeit zeigte sich, dass schon die alleinige Injektion von retroviralen
Vektoren, unabhingig davon ob der Vektor fiir tmTNF kodierte oder nicht, Tumornekrosen in
B16-Melanomen induzierte (vgl. 3.3.5). Hierfiir konnten die physikalischen Kréfte
verantwortlich sein, die bei der Injektion der Retroviren entstehen. FEine zellulédre
Immunabwehrreaktion, die zur Abtdtung der mit viralen Partikeln infizierten Zellen fiihrte, ist
bei lokaler Applikation der Retroviren eher unwahrscheinlich. Bei der Kombinationstherapie
mit intratumoraler Injektion des retroviralen Vektors und anschlieBender intraperitonealer
Gabe von sTNF Ioste auch die systemische Gabe von sTNF bei allen Tumoren Nekrosen aus.
In der Gruppe, in der die Mduse die Kombination Re.tmTNF/PBS erhielten, fanden sich in
drei von fiinf Tumoren Nekrosen. Wider Erwartung konnte die intratumorale Gabe des
Kontrollvirus in dieser Versuchsreihe in keinem der fiinf Tumoren Nekrosen induzieren,
wenn eine systemische Gabe von PBS folgte. Vermutlich war es nicht gelungen, die Viren

direkt intratumoral zu applizieren.

4.4.4 Einfluss der retroviralen Gentherapie mit tmTNF kombiniert mit Melphalan auf

das Tumorwachstum

Bei einigen in vivo-Studien konnten Synergismen in der antitumoralen Wirkung von TNF und
Melphalan demonstriert werden (Manusama et al., 1996a; 1996b; Nooijen et al., 1996). Die
Tatsache, dass dieser Synergismus in vitro nicht beobachtet werden konnte, deutet darauf hin,
dass die antitumorale Wirkung in vivo auf indirekte Mechanismen, wie die Steigerung der

GefaBpermeabilitit oder die Aktivierung des Immunsystems beruhen.
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Um zu ermitteln in welchen Dosen Melphalan im Meth A Tumormodell wachstumshemmend
wirkt, wurde Melphalan in steigenden Dosen angefangen bei 1 mg bis 10 mg pro kg
Korpergewicht intraperitoneal in tumortragende Mdiuse injiziert. Die antineoplastische
Wirkung von Melphalan erfolgt durch Alkylierung von Nukleinséuren. Dieser zytotoxische
Effekt macht sich wihrend der DNS-Synthese bemerkbar. Es war daher zu erwarten, dass
Melphalan nicht nur auf die Tumorzellen hemmend wirken wiirde, sondern auch auf die
Tumorendothelzellen, die wéhrend der Tumorangiogenese stark proliferieren. Die
systemische Verabreichung von Melphalan zeigte jedoch nur in der héchsten Dosis (10 mg
pro kg Korpergewicht) einen leichten antiangiogenen Effekt (vgl. 3.3.7). Die Wirkung auf das
Tumorwachstum war hingegen relativ deutlich. Die Tumoren, die mit einer Dosis von 5 mg
Melphalan pro kg Kdrpergewicht therapiert wurden, wogen im Durchschnitt 33 % weniger als
die mit PBS behandelten Kontrolltumoren. Bei den mit 10 mg behandelten Tumoren war das
Tumorgewicht im Durchschnitt sogar 44 % geringer. Allerdings waren bei den Mausen dieser
Gruppe auch schwere Nebenwirkungen in Form von Kopfhaarverlust bei zwei Tieren zu
beobachten.

Im néchsten Experiment sollte gepriift werden, ob die observierte tumorhemmende Wirkung
von Melphalan durch die gentherapeutische Vorbehandlung der Tumoren mit Re.tmTNF
verstirkt werden kann (vgl. 3.3.8). Es wurde erwartet, dass die antivaskuldre Aktivitidt von
TNF durch die Induktion von Entziindungsreaktionen und Hyperpermeabilitit in den
Tumorgefdfen, die Verteilung von Melphalan im Tumorgewebe erleichtern wiirde.

Es zeigte sich jedoch, dass die systemische Applikation von 5 mg Melphalan pro kg
Korpergewicht, unabhéngig davon, ob die Tumoren mit Re.tmTNF oder Re.pBabeNeo
vorbehandelt wurden, keine hemmende Wirkung auf das Tumorwachstum hatte. Eine geringe
tumorhemmende Wirkung hatte allerdings die gentherapeutische Behandlung der Tumoren
mit Re.tmTNF. Wihrend die Tumoren, die mit dem Kontrollvirus behandelt wurden, im
Durchschnitt um 315 % an Gréfe zunahmen, lag die GroBenzunahme der mit Re.tmTNF
behandelte Tumoren durchschnittlich lediglich bei 240 %. Dennoch blieb der synergistische
tumorhemmende Effekt zwischen TNF und Melphalan aus. Selbst die wachstumshemmende
Wirkung von 5 mg pro kg sytemisch appliziertem Melphalan, wie sie im vorherigen Versuch
zu beobachten war, konnte hier nicht bestitigt werden.

In verschiedenen Studien demonstrierte die Kombinationstherapie aus Melphalan und TNF
bei der isolierten Extremitdtenperfusion signifikante Erfolge in der Behandlung von
Weichteilsarkomen (Schraffordt et al., 1998). Dies erkliart man vor allem mit der durch TNF

induzierten Gefaflpermeabilitit, die der zytostatischen Substanz Melphalan das Eindringen ins
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Tumorgewebe erleichtert. Die synergistische Wirkung von TNF und Melphalan erfolgt dabei
im wesentlichen durch indirekte antitumorale Effekte wie der Zerstorung von Tumorgefa3en
und der konsekutiven erhohten Wirksamkeit von Melphalan. Neben seiner alkylierenden
Aktivitdt fiihrt Melphalan tliber Vernetzung der DNS-Stringe und Verdnderung der
Purinbasen der DNS zur Storung des Zellmetabolismus und Behinderung der Verdoppelung
der DNS in der S-Phase.

Warum Melphalan in diesem Experiment keine tumorhemmende Wirkung zeigte ist unklar.
Eine Moglichkeit wire, dass das verwendete Melphalan durch falsche Lagerung inaktiv war.
Leider bestand aus organisatorischen Griinden keine Moglichkeit dieses Experiment zu

wiederholen.

4.5 Die Bedeutung der Gentherapie in der Behandlung von Tumoren

Da die Behandlung einer Krebserkrankung meist ein langwieriges Geschehen darstellt, ist der
Einsatz der Gentherapie durch ihre Fahigkeit hohe therapeutische Titer kontrolliert iiber einen
langen Zeitraum zu erhalten, eine attraktive Behandlungsmethode. In den vergangenen Jahren
wurden viele neue Strategien zur Therapie solider Tumoren mittels Gentransfer entwickelt.
Die drei wichtigsten Ansétze sind die Tumorsuppressorgen-Therapie, die Suizidgen-Therapie
und die Immunmodulationsgentherapie. Durch eine antiangiogene Gentherapie konnten die
Nebenwirkungen, die bei der traditionellen Tumortherapie durch Bestrahlung und dem
Einsatz von Zytostatika oftmals unumginglich sind, verringert oder sogar beseitigt werden.
Zur Zeit wird antiangiogene Gentherapie vor allem mit den endothelzellspezifischen und
antiangiogenen Molekiilen Endostatin und Angiostatin durchgefiihrt. Fiir Endostatin
kodierende adenovirale Vektoren, die {iber einen Zeitraum von zwei Wochen systemisch
verabreicht wurden, hemmten in einer Studie signifikant das Wachstum von Nierentumoren
und Lungenkarzinomen in Méusen (Blezinger et al., 1999). Auch die intravendse Injektionen
von Plasmid-Liposom-Komplexen, die Endostatin und Angiostatin exprimierten, zeigten eine
effektive Tumorhemmung bei Brustkrebs (Chen et al., 1999). Als sehr effektiv in der
Hemmung von Tumorwachstum erwies sich ebenfalls die Kombination von Bestrahlung und
Angiostatin-Gentherapie im Gliomamodell (Griscelli et al., 2000). Solche synergistischen
Effekte sind vielfach beschrieben, der Wirkmechanismus ist jedoch noch weitgehend
unbekannt.

Da p53, das in Zellen eine wichtige Rolle bei der Transkription, DNS-Reparation, Apoptose

und Angiogenese spielt, das Gen ist, das in menschlichen Tumoren am hiufigsten mutiert ist,
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erlangte es eine groe Bedeutung in der Tumorgentherapie. Die Transduktion von
Krebszellen mit p53 kann nicht nur das Wachstum und die Angiogenese signifikant hemmen,
sondern induziert auch in zahlreichen Tumormodellen Apoptose in p53-defizienten Zellen
(Fujiwara et al., 1994; Lesoon-Wood et al., 1995; Xu et al., 1997). In der Phase I der
klinischen Erprobung gelang es sogar durch Injektion eines retroviralen Vektors, das fiir p53
kodierte, bei 6 von 9 Patienten mit Lungentumoren das Tumorwachstum zu hemmen (Roth et
al., 1996). Dennoch ist die Tumorsuppressorgen-Therapie durch den Mangel an identifizierten
Tumorgenen limitiert. Hinzu kommt, dass die vollige Regression behandelter Tumoren nur
selten erfolgt, da es meist nicht gelingt, eine ausreichend hohe Anzahl von Zellen im Tumor
zu transfizieren.

Ein anderer Ansatz in der Tumorgentherapie ist die in vivo-Transfektion mit flir toxische
Substanzen kodierenden Genen. In der vorliegenden Arbeit gelang es mittels
gentherapeutischer Behandlung mit fiir tmTNF kodierenden retroviralen Vektoren in Meth-A-
Sarkomen Tumornekrosen zu induzieren. Trotz deutlicher Fortschritte in der
Tumorgentherapie existieren noch einige ungeldste Probleme. Die Entwicklung effektiverer
Methoden, um die gewebespezifische Infektion zu gewéhrleisten, bleibt ein Hauptziel in der
Gentherapie. Dazu wurden bereits eine Anzahl Zelloberflichenrezeptoren untersucht und
verschiedene Ansdtze zur Modifikation vorgeformter Virionen und zur Pseudotypisierung
viraler Partikel weiterentwickelt. In den wenigen Féllen, in denen eine Transfektion gelang,
waren die Infektionsraten meist sehr niedrig.

Ein weiteres Problem der systemischen Gentherapie ist die Inaktivierung retroviraler
Vektoren durch das Immunsystem, besonders durch das Komplementsystem (Welsh et al.,
1975). Die Inaktivierung hingt dabei vom Retrovirus und von der Zelle, die das Virus
produziert, ab. Von Mauszellen erzeugtes MLV wird eher inaktiviert als MLV, das von
menschlichen Zellen produziert wird (Takeuchi et al., 1994). Daher sollte es mdglich sein,
durch bestimmte Kombinationen von Viren und Verpackungszellen humanen Ursprungs
Vektoren herzustellen, die eine hohe Resistenz gegeniiber Komplementinaktivierung
aufweisen. Ein anderer Weg wire, monoklonale Antikorper, die bestimmte Komponenten des
Komplementsystems blockieren, einzusetzen (Panthier et al., 1989).

Zusammenfassend ist die Gentherapie fiir der Behandlung von Tumorerkrankungen ein
vielversprechender Ansatz. Sie kann dabei alleine eingesetzt werden oder in der Kombination

mit traditionellen Therapien wie Bestrahlung oder Chemotherapie.
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5 Zusammenfassung

Obwohl zahlreiche in vitro- und in vivo-Studien die antitumorale Eigenschaft von TNF
demonstrierten, wird die klinische Anwendung von TNF in der Therapie von
Krebserkrankungen durch die bei systemischer Verabreichung auftretenden erheblichen
Nebenwirkungen und die verhdltnismaBig niedrigen Ansprechraten der Tumoren limitiert.

In der vorliegenden Arbeit wurde an den Tumormodellen des Meth-A-Sarkoms und des B16-
Melanoms die Wirkung der gentherapeutischen Tumorbehandlung mit membranstindigem
Tumornekrosefaktor (tmTNF) auf die Tumorzellen und auf das Tumorendothel untersucht.
Hierzu wurde der fiir die cDNA von tmTNF kodierende retrovirale Vektor pBabe Neo
verwendet. Da fiir eine effiziente Infektion der Zielzellen ein hoher viraler Titer notwendig
ist, wurden die Retroviren zunichst mittels Zentrifugation konzentriert.

In vivo konnte gezeigt werden, dass die intratumorale Injektion des fiir tmTNF kodierenden
retroviralen Vektors in Meth A Fibrosarkomen die Ausbildung von Tumornekrosen induziert.
Nach Injektion eines Kontrollvirus, das nicht fiir tmTNF kodierte, fanden sich hingegen keine
Tumornekrosen.

Anschliefend wurde gepriift, ob die intratumorale Injektion des Viruskonzentrates die
tumornekrotisierende Wirkung von nachfolgend systemisch verabreichtem TNF potenzieren
kann. Die antitumorale Wirkung des therapeutischen Gens wurde dabei durch die
anschlieBende intratumorale Injektion, jedoch nicht durch eine systemische Verabreichung,
von loslichem TNF (sTNF) verstirkt. In B16-Melanomen induzierte bereits die alleinige
intratumorale Injektion von Retroviren, unabhingig davon, ob die Retroviren fiir tmTNF
kodierten oder nicht, die Entstehung von Tumornekrosen. Durch die nachfolgende
systemische Applikation von sTNF konnte kein zusitzlicher tumornekrotisierender Effekt
erzielt werden.

Abschliefend wurde am Meth-A-Sarkom untersucht, ob die gentherapeutische
Vorbehandlung des Tumorendothels mit tmTNF die antineoplastische Wirkung des
Zytostatikums Melphalan potenzieren kann. Es stellte sich heraus, dass die intratumorale
Behandlung der Tumoren mit dem fiir tmTNF kodierenden Virus eine leichte
wachstumshemmende Wirkung auf die Tumoren hatte. Die Wachstumshemmung wurde

durch die anschlieBende systemische Behandlung mit Melphalan jedoch nicht verstérkt.
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6 Summary

Although numerous in vitro- and in vivo-studies have demonstrated the antitumoral property
of TNF, the clinical use of TNF in the therapy of cancer is limited by the severe side effects
and the relatively low response of the tumors to therapy when administered systemically.

In this study, the effect of gene therapeutic tumor therapy with transmembrane tumor necrosis
factor (tmTNF) in tumor cells and tumor endothelium was determined in the meth A sarcoma
and the B16-Melanoma tumor models. To this effect, the cDNA of the retroviral vector pBabe
Neo encoding tmTNF was used. As a high viral titer is necessary for efficient infection of the
target cells, the retroviruses were concentrated by centrifugation.

In vivo results showed that the intratumoral injection of the retroviral vector encoding tmTNF
induced tumor necrosis in meth A sarcoma. However, no tumor necrosis was detected after
injection of a control virus not encoding tmTNF.

Furthermore, tests were carried out to determine whether the intratumoral injection of the
concentrated virus is able to intensify the antitumoral effect of subsequent, systemically
injected TNF. Results obtained demonstrated that the antitumoral effect of the therapeutic
gene was increased by subsequent intratumoral injection, but not by systemic treatment with
soluble TNF (sTNF). In B16-Melanoma, even the sole intratumoral injection of the retrovirus
induced tumor necrosis, regardless of whether or not the Retroviruses encoded tmTNF.
Subsequent, systemic administration of sSTNF had no additional effect on tumor necrosis.
Finally, an investigation was conducted to determine whether the gene therapeutic
pretreatment of the tumor endothelium with tmTNF is capable of enhancing the antineoplastic
effect of the cytostatic drug Melphalan in meth A sarcoma. The findings revealed that the
intratumoral treatment of the tumors with the virus encoding tmTNF had a slight growth-
retarding effect. However, growth inhibition was not intensified by subsequent

systemic treatment with Melphalan.
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7 Abkiirzungsverzeichnis
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9.2 Lebenslauf

Personlich Angaben

Geburtsdatum
Geburtsort

Familienstand

Schulausbildung

Aug 1984 — Apr 1987
Apr 1987 — Jul 1988
Aug 1988 — Jul 1990
Aug 1990 — Jun 1997
Jun 1997

Universititsausbildung

Okt 1997

Okt 1998 — Jul 1999

Sep 1999

Mair 2001
Feb 2000 — Feb 2003

Okt 2001 — Jul 2002

Okt 2002 — Jul 2003

Sep 2003
Nov 2004

10. Mai 1978
Zaria in Nigeria

ledig

Grundschule in Zaria / Nigeria
Grundschule in Bad Konig
Forderstufe in Bad Konig
Gymnasium in Michelstadt

Abitur

Beginn des Studiums der Humanmedizin an der Justus-Liebig-
Universitét in Gieflen

Tutor der Lehrveranstaltung “Demonstration der Anatomie” am
Institut fiir Anatomie an der Justus-Liebig-Universitit in Gielen
Arztliche Vorpriifung

Erster Abschnitt der édrztlichen Priifung

Promotionsarbeit am Max-Planck-Institut fiir Physiologische und
Klinische Forschung in Bad Nauheim unter der Leitung von PD Dr.
Matthias Clauss. Thema: ,,Gentherapeutischer Einsatz von tmTNF-
exprimierenden retroviralen Vektoren am Modell des Meth-A-
Sarkoms und des B16-Melanoms in vivo«

Austauschjahr mit “Erasmus-Stipendium” an der Universitit von
Lausanne, Schweiz

Studentische Hilfskraft am Institut fiir Physiologie an der Justus-
Liebig-Universitit in Gielen

Zweiter Abschnitt der drztlichen Priifung

Dritter Abschnitt der drztlichen Priifung
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Famulaturen

Mair 2000 — Apr 2000 Chirurgie am Kreiskrankenhaus in Erbach

Jul 2000 — Sep 2000 Padiatrie am Tupua Tamasese Meaole Hospital in Apia, Samoa

Feb 2002 — Mir 2002 Dermatologie am Centre Lémanique de Laser Esthétique in
Lausanne, Schweiz

Aug 2002 — Sep 2002 Neurologie am Universitétsklinikum in Gieflen

Praktisches Jahr

Okt 2003 — Feb 2004 Innere Medizin am Universititsklinikum in Gie3en

Feb 2004 — Jun 2004 Chirurgie am Hopital Pitié-Salpétriere in Paris, Frankreich
Jun 2004 — Aug 2004 Pédiatrie am Universitdtsklinikum in Genf, Schweiz

Aug 2004 — Sep 2004 Pédiatrie am Universitdtsklinikum in Gieflen
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9.3 Eidesstattliche Erklirung

Ich erkldre: Ich habe die vorgelegte Dissertation selbstindig, ohne unerlaubte fremde Hilfe
und nur mit den Hilfen angefertigt, die ich in der Dissertation angegeben habe. Alle
Textstellen, die wortlich oder sinngemill aus verdffentlichten oder nicht verdffentlichten
Schriften entnommen sind, und alle Angaben, die auf miindlichen Auskiinften beruhen, sind
als solche kenntlich gemacht. Bei den von mir durchgefiihrten und in der Dissertation
erwdhnten Untersuchungen habe ich die Grundsitze guter wissenschaftlicher Praxis, wie sie
in der ,,Satzung der Justus-Liebig-Universitidt Gieen zur Sicherung guter wissenschaftlicher

Praxis* niedergelegt sind, eingehalten.

Gieflen, 31.11.2004
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