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Einleitung 4

1 Einleitung

1.1 Gentherapie in der Krebsforschung

Das Einschleusen therapeutischer Gene in humane somatische Zellen zur Heilung
einer bestimmten Krankheit ist Grundlage der somatischen Gentherapie. Die
eingeschleusten Fremdgene sind inaktiv, bis sie innerhalb der Zielzellen durch die
zellulare Transkriptions/Translations-Maschinerie in ein therapeutisches Protein
umgewandelt werden. Gentherapie wird fur folgende Indikation in klinischen Studien
wie monogenetische Krankheiten (Hamophilie A and B, Zystische Fibrose) sowie
infektiose und vaskulare Krankheiten angewendet. Weitere Anwendungsgebiete sind
DNS Vakzination (1), metabolische Krankheiten und zerebrale Krankheiten sind erst
kirzlich in das Blickfeld der Forschung gerlickt. Das Hauptaugenmerk gilt derzeit
aber der Entwicklung von neuen Behandlungsmethoden bei Krebserkrankungen.
Krebs ist ein Krankheitkomplex mit vielen verschiedenen Auspragungen, die durch
eine Vielzahl von unterschiedlichen genetischen Abnormalitaten im Zellgenom, wie z.
B. mutationsbedingte Veranderungen oder dem Fehlen von bestimmten Genen,
verursacht wird. Krebsleiden werden in zunehmendem Mal3e diagnostiziert und sind
nach wie vor die zweithaufigste Todesursache in den Industrienationen.
Standardbehandlung bei Krebs ist die chirurgische Entfernung des Tumors mit
nachfolgender Strahlen- und/oder Chemotherapie. Diese Strategie ist jedoch nicht
immer erfolgreich, entweder weil der Tumor nur teilweise entfernt werden kann,
bereits metastasiert ist oder resistent ist. Strahlen- und/oder Chemotherapie haben
oft auch erhebliche Nebenwirkungen, die die Lebensqualitat der Patienten stark
beeintrachtigen. Daher werden dringend Behandlungsmethoden bendtigt, die den
Tumor und dessen Metastasen selektiv eliminieren, dabei aber gesundes Gewebe
moglichst nicht angreifen und somit Nebenwirkungen reduzieren oder sogar vollig
vermeiden. Die Gentherapie bietet die Moglichkeit, solche Krankheiten durch
Gensubstitution zu heilen, die auf einem einzigen genetischen Defekt beruhen.
Durch das Einbringen eines gesunden Gens konnen mutierte DNS-Abschnitte, die

fur nicht funktionierende oder ,kranke® Proteine in einer Krebszelle kodieren (wie z.
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B. das Protein p53 als wichtiger Mediator fur Apoptose), ersetzt oder wieder
hergestellt werden. Aullerdem konnte durch Gentherapie gezielt das Immunsystem
aktiviert werden, das dann Tumorzellen selektiv erkennen und eliminieren kann.
Andere therapeutische Konzepte zielen auf das direkte Abtéten von Tumorzellen
durch das Einbringen Zelltod-induzierender Gene (Tumor-Nekrose-Faktor alpha) und

das Verhindern von Tumorneogenese (2).

Derzeit sind ca. zwei Drittel der klinischen Gentherapie-Studien gegen Krebs
gerichtet (3). Die groRte Herausforderung dabei ist die Entwicklung von effektiven
Vektoren fur den Transport der Gene in die Zielzelle. Grundsatzlich unterscheidet
man zwischen viralen und nichtviralen Systemen. Dabei stellt der systemische
Gentransfer Uber den Blutstrom derzeit noch eine grol3e Barriere dar, da die
Vektoren oft durch Blutkomponenten wie Plasmaproteine, das Komplementsystem,
Gerinnungsfaktoren- und/oder durch Zellen des Retikulo-Endothelialen-Systems
(RES) eliminiert werden. Bei zellspezifischen Vektoren kann der Erfolg durch die
begrenzte Diffusion der Partikel im Zielgewebe limitiert sein. Andere physikalische
Gentransfermethoden werden lokal angewendet. Sie sind zum Teil wirkungsvoller,
was den Gentransfer betrifft, haben aber auch den Nachteil, dass sie durch den
lokalen Einsatz nur auf einen begrenzten Tumorbereich angewendet werden konnen.
Eine Strategie, um diesen Nachteil zu umgehen ist, das Immunsystem durch
Gentherapie soweit zu aktivieren, dass es den Tumor und dessen Metastasen selbst

erkennen und selektiv eliminieren kann.

1.2 Gentransfersysteme in vivo

1.21 Virale Gentransfersysteme

Viren haben effektive Mechanismen entwickelt, ihr Genom in die Saugetierzelle zu
transportieren und waren daher auch die ersten Vektoren, die fur gentherapeutische
Ansatze eingesetzt wurden. Theoretisch kann ein einziges Virus die Expression des

gewulnschten Gens in der Zielzelle bewirken.

Zunachst wurden in Studien Retroviren fur den Gentransfer in Saugetierzellen ex
vivo eingesetzt (4), in Einzelfallen bereits mit therapeutischen Erfolg (5). Retrovirale

Vektoren bergen jedoch das Risiko, unspezifisch in das Wirtzellgenom zu integrieren,
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was unter Umstanden zu einer Aktivierung von Onkogenen fuhrt. In einer kurzlich
durchgefuhrten Gentherapiestudie mit Retroviren beim Menschen kam es aufgrund

dieses Vorgangs zum Ausbruch einer Leukamie (6).

Im Gegensatz zu den retroviralen Vektoren erdffnen adenovirale Genfahren die
Moglichkeit, sowohl teilende als auch nicht-teilende Zellen zu infizieren. Aufgrund
des naturlichen Tropismus der Adenoviren und ihrer immunogenen Eigenschaften ist
eine wiederholte Anwendung Uber den Blutstrom allerdings nicht moglich. Deshalb
wird versucht, durch Veranderung der Oberflachenstruktur, die immunogenen
Eigenschaften der Adenoviren zu reduzieren. Dies erfolgte sowohl durch genetische
Modifikation der Kapsid-Proteine (7;8), als auch durch chemische Modifikation der

Kapsid-Oberflache durch hydrophile Polymere und Rezeptorliganden (9).

Adeno-assoziierte Viren (AAV) reprasentieren eine Gruppe von nicht-pathogenen
Viren, die auch fur die Tumor-Gentherapie eingesetzt werden konnen (10). Zwar
kann dieses virale Vehikel nur relativ kurze Sequenzen an genetischem Material
transportieren, daflir vermittelt es aber eine langandauernde Expression des
Transgens in vivo. Das Risiko einer unspezifischen Integration in das Wirtszellgenom

bleibt allerdings auch dabei erhalten (11).

1.2.2 Nichtviraler Gentransfer

Beim nichtviralen Gentransfer werden physikalische Methoden wie Elektroporation
(12;13), Gene Gun (14), Magnetofektion (15) und Infrarot-Lasertechnik (16), die lokal
eingesetzt, oder partikulare Vehikelsysteme, wie Polyplexe, Lipoplexe oder
Lipopolyplexe (17) appliziert, die auch systemisch angewendet werden konnen.
Nichtvirale Gentransfersysteme bieten einige Vorteile im Vergleich zu den viralen
Vektoren. Nukleinsauren (z. B. Plasmid-DNS oder siRNS) und die Transportpartikel,
soweit man diese benotigt, konnen in groRen Mengen mit relativ niedrigen Kosten
produziert werden. Aullerdem besitzen sie keine oder nur geringe immunogene
Potenz. Jedoch sind auch mit diesen Methoden einige Barrieren zu Uberwinden: Bei
den systemisch Uber den Blutstrom eingebrachten Genfahren addieren sich
Probleme wie PartikelgroRe der Vektoren, unspezifische Interaktionen mit
Blutbestandteilen und der extrazellularen Matrix, sowie dem Nachteil einer nicht

zielgerichteten und unspezifischen Bindung an diverse Zelltypen (18). Obwohl einige
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Vektoren zu Verfugung stehen, die effektive Transfektionsraten in Zellkultur zeigen,
ist ein effizienter und zielgerichteter spezifischer Gentransfer in vivo noch eine grol3e
Herausforderung. Zum Beispiel missen beim systemischen Einschleusen von DNS-
Partikeln die transfizierenden Komplexe klein genug sein, um physiologische
Barrieren zu passieren und sich spezifisch an die Zielzelle zu binden. Sie sollten
aullerdem resistent gegen enzymatischen Abbau im Blut und anderen
Korperflissigkeiten sein und dirfen nicht mit Zellen des unerwinschten,
unspezifischen Gewebes, wie zum Beispiel der Lunge oder dem Retikulo-
Endothelialen-System (RES) interagieren. Wenn die Genfahren von den Zielzellen
durch Adsorption oder durch Rezeptor-vermittelte Endozytose aufgenommen worden
sind, so ist der limitierende Faktor die endosomale Freisetzung der DNS in das
Zytoplasma und ihr Transport zum Zellkern der Zelle. Ein gro3er Vorteil nichtviraler
DNS-Komplexe liegt darin, dass die GroRe der darin integrierten therapeutischen
Gene nicht limitiert ist wie bei den viralen Vektoren. Des weiteren erlaubt das
synthetische Design eine hohe Flexibilitdt und kann relativ einfach durch
unterschiedliche chemische und physikalische Modifikationen geandert werden.
Polykationische Tragermolekile konnen zu dem als eine Art Baustein genutzt
werden, an den verschiedene biologische Molekule mit unterschiedlichen Funktionen
angehangt werden. Ein gut charakterisiertes und in den letzten Jahren viel
verwendetes Tragermolekule ist das Polykation Polyethylenimin (PEI), mit dessen
Hilfe man einige physiologischen Barrieren (wie Verhinderung des Abbaus der

Genfahren durch das RES ) der nichtviralen Gentherapie uberwinden konnte (19).

Ein grolRer Vorteil physikalischer Gentransfermethoden wie z. B. der Elektroporation
ist, dass sie einfacher zu handhaben sind, meistens sogar unverpackte DNS in
beliebiger Menge eingesetzt werden kann, und die Zellmembranbarriere bei den
physikalischen Methoden leicht zu Uberwinden ist. Der groRe Nachteil dieser
Methoden ist, dass sie nur lokal angewendet werden konnen. Bei der Therapie von
Metastasen stellt dies nach wie vor ein Problem dar. Dabei ist die Herausforderung in
der Tumorbehandlung nicht die durch die physikalische Methode erreichbare
Genexpression, sondern die richtige Zusammenstellung von therapeutischen Genen

mit und ohne Kombination mit anderen Medikamenten.
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1.3  Strategien und Methoden

1.3.1 Polyethylenimin-Polyplexe fiir den systemischen Gentransfer
Polyethylenimin (PEI), ein organisches Makromolekil mit einer hohen Dichte
protonierbarer Aminen, eignet sich optimal fur die Kondensation und Komplexierung
von DNS. Die positiven Ladungen der Stickstoffe im PEI Molekll kénnen mit den
negativ geladenen Phosphatgruppen der DNS interagieren und somit kann die DNS
in kompakte kleine Komplexe kondensiert werden (20-22). Die so komplexierte DNS
wird effektiv vor dem Abbau durch Nukleasen geschutzt. Zudem kann es zu einer
verstarkten zellularen Aufnahme dieser Partikel durch adsorptive Endozytose oder
Makropinozytose kommen. Das Ausmall der DNS-Kondensierung hangt vom
Verhaltnis der positiv geladenen Stickstoffgruppen im Polykation zu den negativ
geladenen Phosphatgruppen der DNS ab und wird im Falle eines einfachen
Polyplexes (bestehend aus PEI und DNS) als N/P-Verhaltnis angegeben. Der Vorteil
von PEI gegenuber anderen Polyaminen wie den Polylysinen besteht darin, dass bei
physiologischem pH nur ein Teil der potentiell protonierbaren Aminogruppen
tatsachlich protoniert ist. Deshalb kann PEI in saurem Millieu (wie z. B. nach der
Internalisierung in Endosomen) weitere Protonen aufnehmen und dadurch den pH-
Wert abpuffern, was zu einer erhohten Freisetzung aus dem endosomalen
Kompartiment fuhrt. Diese Protonierungskapazitat von PEI hat sich als sehr wichtig
fur die Transfektionseffizienz erwiesen, da PEIl zur guten DNS-Kondensation
zugleich eine (intrinsische) endosomolytische Aktivitat besitzt und dadurch die
Endosomenmembran aufgeldst und die DNS intrazellular freigesetzt werden kann
(18).

Wird fur die DNS-Komplexierung wenig Polykation (also ein niedriges N/P-Verhaltnis)
benutzt, werden die Komplexe zwar elektroneutral, formen dafur aber grolRe
Aggregate, die fur die systemische in vivo Applikation nicht geeignet sind. Bei einem
hohen N/P-Verhaltnis dagegen sind die Komplexe klein und I6slich, aber positiv
geladen. Diese Komplexe konnen unspezifisch direkt mit der Zelloberflache von
vielen Zelltypen interagieren und von diesen aufgenommen werden (23). Allerdings

vermitteln die positiven Ladungen auch die Aggregation von Erythrozyten. Neben der
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Erythrozyten-Aggregation kann eine Aktivierung des Komplement-Systems die Folge
von systemisch verabreichten Komplexen sein (24).

Mit PEI-Polyplexen sind hohe Transfektionraten in vitro und auch in einigen
Applikationen in vivo erzielt worden (25-27). Relativ hohe Reportergen-Expression
nach lokaler und systemischer Applikation wurde mit linearen PEI22-Komplexen
(Molekulargewicht 22 kDa) gefunden, wobei das Lungengewebe die hochste
Expression zeigte (28), wahrend eine spezifische, gezielte Genexpression im Tumor
oder Organen nicht erreicht wurde. Trotzdem wurden in dieser Arbeit, um eine
Ausgangsbasis fur den systemischen Gentransfer zu haben, zuerst einfache
PEI22lin/DNS-Komplexe in drei verschiedene Mausstamme injiziert und somit eine

Ausgangsbasis etabliert.

Bei dem fur in vitro und in vivo Transfektionen optimierten N/P-Verhaltnis von 6 ist bis
zu 80% des PEI nicht mit der DNS komplexiert, sondern frei in Losung (29;30). Da
ungebundenes PEI auf zellularer (Erythrozyten, Lungenendothel) und systemischer
(Aktivierung des Komplementsystems) Ebene toxisch wirkt (31;32), ist es
wunschenswert, freies PEI von den Komplexen abzutrennen, was in unserer Gruppe
durch GrofRRenausschlusschromatographie (SEC) erreicht wurde (33). Da freies PEI
wesentlich kleiner ist als der DNS-Komplex, kann es mit den Poren des
Saulenmaterials besser interagieren, wird also im Vergleich zum Komplex auf der
Chromatographiesaule retadiert und kann so abgetrennt werden. Die gelfiltrierten
Partikel zeigten in vitro zwar eine leicht reduzierte Transfektionseffizienz, dafur aber
eine erheblich verringerte Toxizitat. Deswegen sollte als nachster Schritt im Rahmen

dieser Arbeit die Anwendung der gereinigten Vehikel in vivo untersucht werden.

Wie oben erwahnt, fuhrt die systemische Applikation einfacher PEI/DNS-
Transfektionskomplexe vor allem zu einer hohen Transgen-Expression in der Lunge.
Aulerdem bewirkt die positive Oberflachenladung der Komplexe unspezifische
Interaktionen mit Blutkomponenten oder gesundem Gewebe, was den zielgerichteten
Gentransfer zu einem weit entfernt wachsenden Tumor erschwert. Es mussten
deshalb Liganden gefunden werden, die an das Polykation konjugiert werden kénnen
und zielgerichtet an bestimmte Oberflachenstrukuturen der gewlnschten Zielzellen
binden. Zugleich sollte dadurch die positive Oberflachenladung der Komplexe
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abgeschirmt werden (34). Dies wurde z. B. durch das integrieren von Transferrin-
Liganden in die Komplexe in entsprechend hoher Dichte erreicht. Transferrin ist ein
Glykoprotein, das mit hoher Affinitat an den Transferrin-Rezeptor bindet. Letztere
sind auf stark proliferierenden Tumorzellen in erhdhtem Male zu finden. Mit
Transferrin abgeschirmte Komplexe kdnnen so erstens selektiv im Tumorgewebe
akkumulieren und zeigen zweitens durch die resultierende elektroneutrale
Aulenladung keine Erythrozyten-Aggregation mehr. Dadurch kann der Komplex
langer in der Blutzirkulation bleiben und somit auch entferntes Tumorgewebe
erreichen. In friheren in vivo Versuchen wurden mit Transferrin abgeschirmte
Transfektionskomplexe bereits erfolgreich von R. Kircheis und Kollegen eingesetzt
(35). Diese Komplexe sollten nun auch hier etabliert und an 3 verschiedenen

Mausstammen mit den dazugehdérenden Tumormodellen in vivo getestet werden.

Da die Partikel Uber Endozytose in die Zelle gelangen, musste ein Weg gefunden
werden, die Komplexe aus den Endosomen in das Zytoplasma freizusetzen, bevor
lysosomale Enzyme die DNS-Partikel abbauen. Dazu wurde das membranaktive
Peptid Melittin direkt an das Polykation gekoppelt. Melittin ist eine Komponente des
Bienengiftes und kann synthetisch hergestellt werden (36). Durch seine Eigenschaft
Membranen zu destabilisieren und zu lysieren, bewirkt Melittin eine verbesserte
Freisetzung von DNS-Komplexen aus Endosomen in das Zytosol. Die
Transfektionseffektivitat von Melittin alleine und in Kombination mit PEl wurde
ausfuhrlich in vitro getestet und konnte weiter verbessert werden (37). Die
Wirksamkeit von Melittin-Komplexen sollte in dieser Arbeit nun auch in vivo getestet

werden.
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der zellularen Aufnahme von PEI-Polyplexen. Die
Transferrin-abgeschirmten Polyplexe werden durch Rezeptor vermittelte Endozytose
aufgenommen. In der Zelle erfolgt die Freisetzung der Polyplexe aus den Endosomen durch
das an den Polyplexen gebundene, endosomolytisch aktive Melittin. Die freien Polyplexe
werden zum Zellkern transportiert und die DNS dort freigesetzt. Quelle: Arbeitskreis Prof. E.
Wagner, LMU Miinchen.

1.3.2 Elektroporation

Fir den lokalen Gentransfer wurde die physikalische Methode der Elektroporation
eingesetzt. Hier wird mit Hilfe von feinen Nadel-Elektroden oder Kaliper-Elektroden
kurzzeitig ein elektrisches Feld (20 - 100 V) im Zielgewebe erzeugt (38). In diesem
Feld orientieren sich lonen und freie geladene Molekule aufgrund ihrer Ladung, so
dass es zu einem Elektrophorese-ahnlichen Transport durch die Lipiddoppelschicht
von den Zellmembranen kommt. Es entstehen dabei in der Membran reversible
hydrophile Kanal Poren, die fur mehrere Sekunden bis Minuten gedffnet sind. Durch
diese Poren kénnen auch relativ grolRe Molekule wie Nukleinsduren in die Zellen
eingeschleust werden. Dieser Molekultransfer nach Elektroporation der Zellmembran
ist durch vier wichtige Schritte gekennzeichnet: die Bindung der Nukleinsauren an die
Zellmembran, die Insertion des Molekuls Uber die entstandenen Poren, der Transport
durch die Membran in das Zytosol und schlieRlich der Transport in den Zellkern (39).
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Abbildung 2: Darstellung von Membranporen in der Lipiddoppelschicht der Zellmembran, wie
sie durch Elektroporation erzeugt werden. Durch diese Poren konnen verschiedene
Substanzen wie Plasmid-DNS, Chemotherapeutika und Medikamente ins Zellinnere gelangen.
Quelle: Prof. E. Wagner, LMU Miinchen

Die entscheidenden Parameter bei der Elektroporation sind die Starke des
elektrischen Feldes und die Pulslange. Starke und Ausdehnung des elektrischen
Feldes sind Funktionen aus angelegter Spannung (in V/cm), Elektrodendesign (vor
allem der Abstand zwischen den Elektroden) und dem Widerstand des jeweiligen
Gewebes (40). Die Effizienz der Elektroporation variiert in Abhangigkeit von den
verwendeten Parametern und betroffenen Geweben. Die Dauer der Pulse und die
Hohe der angesetzten Spannung haben signifikanten Einfluss auf die Effizienz,
wahrend die Anzahl der Pulse vor allem die Wahrscheinlichkeit erhoht, dass jede
Zelle im elektrischen Feld Membranporen ausbildet und somit transfiziert wird. Die
Hoéhe der Spannung in Verbindung mit der Pulsdauer ist deshalb wichtig, weil ein
sehr niedriger elektrischer Impuls moéglicherweise die Zellmembranen nicht soweit
verandert, dass ein vermehrter Eintritt von Nukleinsauren stattfindet. Langere Pulse
bei niedriger Spannung haben einen ahnlichen Effekt wie kirzere Pulse mit hoherer
Spannung. Die meisten der in vivo Elektroporationen werden mit niedriger Spannung
(20 — 100 V) und einer Pulsdauer im Millisekundenbereich durchgeflhrt. Diese
Methode ist nicht schmerzhaft und lediglich als leichtes Kribbeln spurbar (41). Die
Dosierung der verschiedenen Parameter wird so gewahlt, dass keine
Gewebeschaden auftreten. Versuche in Mausen und anderen Labornagern haben
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eine 100 — 1000 fache Steigerung der Genexpressionen nach Elektroporation
gezeigt. Die Elektroporation ist demnach eine effiziente Methode, um Nukleinsauren
in das Zielgewebe einzuschleusen. Auch in anderen Tierspezies wie
Meerschweinchen, Kaninchen, Schweinen und Affen gibt es mittlerweile erste
Versuche, bei denen die Elektroporation erfolgreich zur Steigerung der
Genexpression ohne irgendeine Schadigung der Tiere angewendet wurde (42-44). In
USA und Kanada wird die Elektroporation bereits beim Menschen in klinischen
Studien der Phase |l zur Therapie von Prostatakarzinom, Basalzellkarzinom,
Melanom, Pankreas- und Leberkarzinom wund bei Brustkrebs lokal zur
Chemotherapie mit Bleomycin oder Cisplatin mit grolem Erfolg eingesetzt (32;45-
47). Die Wirkung des lokal injizierten Chemotherapeutikums wurde mittels
Elektroporation in den Tumoren derart verstarkt, dass es zum massiven Tumorzelltod
und damit zum Verschwinden der Tumoren kam: 98% komplette Reduktion bei
Basalzellkarzinom (48) und 89% bei Melanom mit Bleomycin (49). In den klinischen
Studien wurde die Behandlung von allen Patienten gut toleriert und zeigte wesentlich
weniger unerwlnschte Nebenwirkungen als die herkdbmmliche Methode der
systemischen Verabreichung von Chemotherapeutika. In dieser Arbeit wurde
zunachst die Elektroporation mit Reportergenen an verschiedenen Tumormodellen in
der Maus etabliert, um die bestmdglichen Parameter der Applikation in Tumor und

Muskel zu evaluieren.

1.3.3 Tumor-Gentherapie mit dem TNFa-Gen

Tumor-Nekrose-Faktor alpha (TNFa) ist ein pleiotropes Zytokin, das in
Mausmodellen hamorraghische Tumornekrose und Tumorregression auszuldsen
kann. Die Wirkung von TNFa basiert auf der Aktivierung und Schadigung von
Tumorgefaliendothelzellen, Aktivierung von Entzindungs- und Immunzellen, und der
direkten zytotoxischen Wirkung an Tumorzellen. Obwohl in Tierversuchen die
potente antitumorale Aktivitdt von TNFa demonstriert wurde, verhindert die starke
systemische Toxizitat (z. B. disseminierte Koagulopathie, metabolische Azidose,
akute Hypotension und Organversagen) die klinische Anwendung von TNFa in
Proteinform. Um den antitumoralen Effekt von TNFa zu steigern und systemische

Nebenwirkungen zu minimieren, wurde in klinischen Studien die sogenannte
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Isolierte-Gliedmalen-Perfusion entwickelt, bei der eine Kombination von TNFa mit
Interferon oder Melphalan eingesetzt wurde. Trotzdem ist die systemische
Applikation noch eine grol’e Herausforderung (50). Ein neuartiger Ansatz, das
zytotoxische Potential von TNFa fur die Krebstherapie zu nutzen, ware die
Gentherapie. Die Dosierung des therapeutischen wirksamen Zytokins kann hier
anhand der Menge des eingesetzten Gens sichergestellt und die Therapie

zielgerichtet auf die Tumorzellen angewendet werden (51).

In dieser Arbeit wurde das TNFa-Gen lokal im Tumor mittels Elektroporation und
systemisch mit Hilfe von Polyplexen eingesetzt. In weiteren Versuchen wurde eine
Kombinationstherapie mit und ohne dem Chemotherapeutikum Doxil® durchgefiihrt.
Intraperitoneal verabreichtes Doxil® wird von allen Zellen des Korpers unspezifisch
aufgenommen und kann dort seine Wirkung entfalten (52). In Kombination mit der
TNFa Applikation sollte somit ein synergistischer Effekt zwischen Gentherapie und
niedrig dosierter Chemotherapie mit dem Ziel eruiert werden, das Tumorwachstum
zu reduzieren oder sogar eine Tumoreradikation zu erreichen. Diese
Kombinationstherapie wirde somit einen neuen Ansatz darstellen, um die

Chemotherapie wirkungsvoller und vor allem vertraglicher zu machen.

Zusatzlich zu dem Zytokin TNFa wurde das Zytokin IFNa intratumoral mittels
Elektroporation appliziert, um eine Kombinationstherapie aus systemischem und
lokalem Gentransfer zu evaluieren. Interferon alpha (IFNa) ist ein Glykoprotein mit
antiviralen und immunregulatorischen Eigenschaften. Es gibt fir IFNa mehrere
Subtypen mit vielfaltigen biologischen Funktionen, die das Zellwachstum
kontrollieren, zum Beispiel durch Hemmung der Angiogenese (53). IFNa war das
erste in klinischen Studien eingesetzte Zytokin zur Krebstherapie. Die Behandlung
mit IFNa ist bei einigen Krebsarten, wie Nierenzellkarzinom, malignes Melanom,
Basalzellkarzinom und bei multiplen Myelomen sehr effektiv. Eine Uberzeugende
therapeutische Wirksamkeit ist allerdings erst bei lang andauernder taglicher,
klinischer Anwendung zu sehen. Im Tumormodellen der Maus wurde in einer Studie
die Wirksamkeit von intratumoral applizietem IFNa-Gen, mit nachfolgender
Elektroporation, als sehr viel versprechend beschrieben (53). Obwohl diese Methode
hier sehr effizient war, gibt es Einschrankungen bei der klinischen Anwendung, da

sie wenig praktikabel fir Metastasen und fur mikroskopisch kleine Tumorreste nach
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chirurgischer Entfernung des Haupttumors ist (54). Um diesem Problem
entgegenzutreten, sollte in der vorliegenden Arbeit die Wirkung von intratumoral
injiziertem IFNa-Gen und nachfolgender Elektroporation in Kombination mit einer

systemischen Applikation des TNFa-Gens in Polyplexen getestet werden.

1.3.4 Enzym-Prodrug-Therapie mit P450-Gen und CPA

Die ,,Gene-directed Enzyme / Prodrug Therapy®, kurz auch GDEPT genannt, ist eine
neuartige Therapieform, die sich in der Zellkultur bereits als sehr erfolgreich erwiesen
hat (55). Das Konzept dieser Therapie ist die Verabreichung der inaktiven Vorstufe
eines Medikaments (Prodrug), das erst durch eine enzymatische Reaktion in der
Zielzelle zum aktiven Wirkstoff konvertiert wird. Diese Umsetzung erfolgt durch ein
spezifisches, ansonsten im Korper nicht oder nur in geringen MalRen exprimiertes
Enzym. Das fir dieses Enzym kodierende Gen wird in der GDEPT moglichst selektiv
in die Tumorzelle eingeschleust. Danach erfolgt die Applikation der inaktiven
Vorstufe des Zytostatikums und dessen Umsetzung im Tumor zum aktiven Metabolit.
Die Folge ist eine hohe Konzentration des Chemotherapeutikums lokal innerhalb des
Tumors, was zu einer erheblichen Reduktion der systemischen Toxizitat fuhrt. In
dieser Arbeit wurde Cyclophosphamid (CPA) als Prodrug und das fur das Enzym
Cytochrom P450 kodierende Gen eingesetzt.

CPA wird schon lange in der Krebstherapie als Chemotherapeutikum verwendet,
dabei wird in klinischen Anwendungen die maximale tolerierbare Dosis von CPA im
Abstand von drei Wochen eingesetzt. Das intravends applizierte Medikament wird in
der Leber in die aktive Form metabolisiert und gelangt von dort wieder in den
Kreislauf zu den Tumorzellen, aber auch zu gesundem Gewebe. Das Zytostatikum
wird durch Cytochrom P450 hydroxyliert und in die zytotoxischen Metabolite Acrolein
(Denaturierung von Proteinen) und Phosphoramid Mustard (Quervernetzung von
DNS Strangen) umgewandelt (56;57). Die Nebenwirkungen dieser Therapie sind
allerdings erheblich, da der aktive Metabolit relativ unspezifisch im gesamten

Organismus wirkt.

Mit dem oben beschriebenen neuartigen therapeutischen Konzept GDEPT sollen die
Nebenwirkungen durch die zielgerichtete, vorerst lokale Anwendung um ein

Vielfaches reduziert werden. Zusatzlich soll zu GDEPT ein neues Therapieschema
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der CPA Applikation etabliert werden. Dazu wurde in der vorliegenden Arbeit den
Mausen eine moderate Dosis von CPA alle 7 Tage intraperitoneal appliziert, da die
Gruppe um Waxman durch dieses Therapieschema zusatzlich zu stark reduzierten

Nebenwirkungen einen anti-angiogenetischen Effekt im Tumor feststellte (58).

1.4 Ziele der Arbeit

Ziel der Arbeit war die Etablierung zweier verschiedener nichtviraler
Gentransfersysteme in vivo und deren weitere Optimierung fur therapeutische
Einsatze. Dabei handelte es sich einerseits um systemischen Gentransfer mit
Polyplexen und andererseits um physikalischen Gentransfer durch Elektroporation.
Hierbei waren neue Transfermethoden fur Nukleinsduren zu testen und zu
etablieren. Effiziente Genexpression im Gewebe und Tumor wurde mit
Reportergenen und therapeutischen Genen in vivo an verschiedenen Mausstammen
gezeigt. Als Reportergene wurden die Gene fur Luziferase (Luc), 3-Galaktosidase (13-
gal) und fur das grun fluoreszierende Protein (GFP) benutzt. Anschlielend wurde die
therapeutische Einsetzbarkeit dieser zwei Gentransfersysteme in vivo getestet.
Dabei wurde die Wirksamkeit der Zytokine Interferon alpha (IFNa) sowie Tumor-
Nekrose-Faktor alpha (TNFa) alleine und in Kombination mit dem
Chemotherapeutikum Doxil® evaluiert. Des weiteren wurde die therapeutische
Einsetzbarkeit von GDEPT (gene direct enzyme/prodrug therapy) evaluiert. Dazu
wurde das Cytochrom P450 Gen lokal mittels Elektroporation und systemisch mit
Polyplexformulierungen in Kombination mit dem Chemotherapeutikum CPA

eingesetzt.



Material und Methoden 17

2 Material und Methoden

21 Chemikalien und Reagenzien

Verzweigtes PEI mit einem durchschnittlichen Molekulargewicht von 25 kDa (B-PEI
oder PEI25br) und Succinimidyl 3-(2-pyridyldithio)propionat (SPDP) wurde bei
Sigma-Aldrich (Taufkirchen) bestellt, Melittin-SH-Peptid (CIGA VLKV LTTG LPAL
ISWI KRKR QQ; Reinheit > 95% nach HPLC Messung) wurde von der Arbeitsgruppe
Dr. Arnold, Genzentrum der Universitdt Minchen synthetisiert. Lineares PEI
(PEI22lin) mit einem durchschnittlichen Molekulargewicht von 22 kDa ist Uber
Euromedex (Exgen 500, Euromedex, Souffelweyersheim, Frankreich) verfugbar. PEI
wurde in einer Konzentration von 1 mg/ml oder 1,4 mg/ml eingesetzt und vorher mit
HCI neutralisiert. PEI-Konjugate mit humanem Transferrin (Tf-PEI25br, 25 kDa,
verzweigt), wurden in einer Konzentration von 1 mg/ml oder 1,23 mg/ml angewendet
und wie in (18) beschrieben synthetisiert. PEI25lin mit 25 kDa wurde von
Polysciences (Eppelheim) geliefert. Melittin-PEI (25 kDa, linear) wurde von Wolfgang
Rédl (Pharmazie, LMU Minchen) analog wie in Ogris et al. (37) fur Melittin-PEI (25
kDa, verzweigt) beschrieben synthetisiert, jedoch mit folgenden Modifikationen: 0,8
pmol von PEI25lin wurden mittels HCI auf pH 7,1 eingestellt und daraufhin mit 40
pmol SPDP (geldst in 0.2 ml DMSO, wasserfrei) gemischt und auf 2 ml mit 50 mM
HEPES pH 7,1, 250 mM NaCl aufgefullt. Die Mischung wurde Uber Nacht bei
Raumtemperatur  inkubiert. Dieses Reaktionsgemisch wurde auf eine
Gelfiltrationssaule (Sephadex G-25 superfine; HR10/30 column, Amersham
Biosciences, 20 mM HEPES pH 7,1, 250 mM NaCl) geladen um somit
uberschussiges SPDP sowie niedermolekulare Nebenprodukte entfernen zu kdnnen.
Im gereinigten Produkt war PEIl im molaren Verhaltnis von 0,9/1 mit SPDP modifiziert
(37). 7 mg (2,42 pmol) D-Mel-SH wurden in 100 mM HEPES, 500 mM NacCl (Puffer
begast mit Argon) pH 7,4, gelést und mit 0,1 umol von PEI-PDP gemischt. Nach 4 h
unter Argon-Atmosphare wurde die Mischung auf eine Kationenaustauschersaule
(Macro-prep High S; BioScale 2 ml; BioRad, Minchen) geladen und mittels eines
Salzgradienten (von 0,5 bis 3 M NaCl in 20 mM HEPES pH 7,1) fraktioniert. Mel-PEI
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eluierte zwischen 1,45 und 3 M NaCl, und wurde anschlielend mittels Ultrafiltration
(Millipore-Ultrafiltration membranes MWCO 10,000) aufkonzentriert und entsalzt
(Endkonzentration von 20 mM HEPES, 250 mM NaCl pH 7,4). Die Lésung wurde
anschlielend sterilfiltriert (0,2 um Membranfilter, Corning, New York, USA) und bei -
80°C gelagert. Der PEI-Gehalt (0,06 mg/ml) wurde spektrophotometrisch mit Hilfe
eines Trinitrobenzolsulfonsaure (TNBS)-Assays bei 405 nm bestimmt. Der Gehalt an
Melittin (34 nmol) wurde Uber die Extinktionskoeffizienten bei 280 nm berechnet (e =
5570 M™).

Eingesetzte Chemotherapeutika wie das Liposomales Doxorubicin (Caelyx®) wurden
von Dr. Lars Lindner (Klinikum Gro3hadern, Munchen) zur Verfugung gestellt und ist
kommerziell bei Essex Pharma (Munchen) erhaltlich. Die Stammldésung (2 mg/ml
Doxil®-HCl) wurde bei 4°C gelagert und kurz vor der Benutzung mit 5% steriler
Glucose Losung (w/v) auf eine Endkonzentration von 0,125 mg/ml verdunnt.
Cyclophosphamid (CPA) wurde bei Sigma (Taufkirchen) bestellt. Das Pulver wurde in
Phosphat-gepufferter NaCl-Lésung (PBS, 20 mM Phosphat pH 7,4, 145 mM NaCl) in
einer Konzentration von 10 mg/ml geldst, durch eine 0,2 ym Membran (UALILAB,

Bruchsal) sterilfiltriert und in Aliquots bei -20°C gelagert.

2.2 Plasmide
Das Plasmid pCMVLuc (Photinus pyralis Luziferase) unter der Kontrolle des CMV

Enhancers/Promotors (Luc) (59), wurde endotoxinfrei von Elim Biopharmaceuticals
(San Francisco, USA) oder von PlasmidFactory (Bielefeld) produziert. Die Plasmide
pCMVI3-gal kodierend fur R-Galactosidase (60), pPEGFP-N1, kodierend fur das grune
fluoreszierende Protein (GFP), pGSmuTNFa kodierend fur Tumor-Necrose-Faktor a
(TNF a) (50), und pGW-mulFNAa kodierend fur Interferon-alpha (IFNa), alle unter
der Kontrolle des CMV-Promoters, wurden von ELIM Biophamarceuticals (San

Franscisco, USA) produziert.

2.3 Herstellung von Polyplexen

Zur Herstellung der Polyplexe wurden DNS und PEI separat auf gleiche Volumina mit
dem angegebenem Puffer verdunnt. Anschlie®end wurde die PEI-Lésung zur DNS-

Ldsung hinzugegeben und durch sofortiges rasches auf- und abpipettieren gemischt
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(flash-mixing), um die Bildung einer moglichst homogenen Suspension mit gleich
groRen Partikeln zu gewahrleisten. Die DNS wurde mit PEIl oder PEI-Konjugaten in
einem molaren Verhaltnis von PEI-Stickstoff zu DNS-Phosphat (N/P-Verhaltnis) von
4,8 oder 6 zu Partikeln kondensiert. Um zum Beispiel einen Polyplex mit N/P 4,8 zu
generieren, wurden 50 ug Plasmid mit 31,3 yg PEI gemischt und dadurch Partikel
gebildet. Die Polyplexe wurden zu einer endgultigen DNS-Konzentration von 200
pg/ml durch mischen mit HEPES-gepufferter Glucose (5% Glucose w/v, 20 mM
HEPES, pH 7,1; HBG) oder in einer 1:1 Mischung von HBS (75 mM NaCl, 20mM
HEPES pH 7,1) und HBG (20 mM HEPES, 5 % Glucose w/v) kondensiert, um eine
Isoosmolaritat der Losung sicher zu stellen. Transferrin (Tf)-PEI/DNS-Polyplexe
wurden ahnlich hergestellt wie die PEI22-Komplexe, jedoch mit der Ausnahme, dass
das PEI teilweise durch das Tf-PEI-Konjugat ersetzt wurde (25 % Tf-PEIl, 75 %
PEI22). Zum Beispiel wurden fur ein N/P = 4,8 50 yg DNS mit einer Mischung von
7,8 pg Tf-PEI25br und 23,5 ug PEI22 gemischt. Die Polyplexe wurden mindestens 20

Minuten bei Raumtemperatur stehen gelassen bevor sie benutzt wurden.

2.4 Messungen von PartikelgroRe und Zeta-Potential

Partikelgrofe und Oberflachenladung (Zeta-Potential) der Transfektionskomplexe
wurden in einem Malvern Zetasizer 3000HS (Malvern Instruments, Worcestershire,
UK) mittels Laser-Licht Scattering gemessen wie von Kircheis et al (18) beschrieben.
Polyplex-Lésungen mit 10 ug DNS wurden in dem entsprechenden Puffer auf ein
Endvolumen von 1 ml verdinnt, die GréRenbestimmung erfolgte durch Mittelung von
10 Messungen. Fur die Bestimmung der Oberflachenladung wurden die Komplexe
mit 10 mM NaCl Lésung zu einer DNS-Endkonzentration von 2 pg/ml auf 5 ml
verdunnt. Aus funf Einzelmessungen wurde der Wert flr das Zeta-Potential gemittelt.
Das Zeta-Potential fur Transfektionskomplexe mit PEI22lin in HBG, N/P von 6 betrug
25 +/- 5 mV, fur Transfektionskomplexe mit Tf-PEI25br/PEI22lin 25%/75% in HBS1/2
N/P 4,8, 0 +/- 5 mV, fur Tf-PEI25br/PEI22lin 25%/75% in HBS1/2 N/P 6 betrug es 0,4
+/- 1,6 mV und fir Transfektionskomplexe mit Tf-PEI25br/PEI25lin-mel HBS1/2, bei
N/P 6 betrug es 1,6+/-0 mV. Die Grol3e der Transfektionskomplexe mit PEI22lin N/P
6 betrug ca. 3000 nm, fur die Transfektionskomplexe mit Tf-PEI25br/PEI22lin N/P 4,8
ca. 2500 nm, fur Tf-PEI25br/PEI22lin N/P 6 ca. 652 nm und fur die
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Transfektionskomplexe mit Tf-PEI25br/PEI25lin-Melittin wurde die GroRe mit 964 nm

gemessen.

2.5 Reinigung der Polyplexe durch GroRenausschluB-
Chromatographie

Die Reinigung der Polyplexe wurde von Sabine Boeckle durchgefuhrt. Die
GroRenausschluss-Chromatographie (SEC) wurde an einem BioLogic HR Systems
durchgefuhrt, das mit einer Bio-Scale MT 2 Saule (7 x 52 mm, 2,3 ml Saule,
Volumen; Bio-Rad, Munchen) ausgerustet war. Die Saule wurde mit S-200 HR
(Pharmacia Biotech, Uppsala, Schweden, Ausschlussgrenze flur globulare Proteine
250 kDa) gefullt. Nach Equilibrieren mit HBG wurde die Saule mit 200 ug PEI22lin
konditioniert, um die unspezifische Adsorption zu reduzieren. Bis zu 2 ml Volumen
mit bis zu 400 pg/ml DNS/PEI wurde auf die Saule geladen. Die SEC wurde bei einer
DurchfluBrate von 0,5 ml/min durchgeflhrt, Fraktionen von 0,3 ml wurden
gesammelt. Die Absorption der DNS-Polyplexe wurde bei 254 nm aufgezeichnet.
Fraktionen mit der groRten Absorption wurden gesammelt und die DNS wurde durch
Messung der Absorption bei 260 nm an einem Cary 3 Bio Spectrophotometer
(Varian, Mulgrave, Australien) quantifiziert. Die DNS-Konzentration wurde auf Basis
von 1 ODysp = 45 pg/ml oder 40 pg/ml fur DNS gebunden an PEI22lin bestimmt.
Diese Werte wurden ermittelt, indem der Standard fur PEI-Polyplexe mit dem
Standard von freier Plasmid DNS verglichen wurde. Der PEI22lin Inhalt der
Fraktionen wurde durch einen Kupfer-Komplex-Assay bei 285 nm gemessen, wie
von Ungaro et al beschrieben (61). In Anwesenheit von Plasmid-DNS wurde die

Konzentration von PEI22lin durch folgende Gleichung berechnet:
C Lrel = ABStor — ABSpns / € LpEircu iy * b

ABStot = Absorption bei 285 nm von PEI22lin/Cu(ll) in Gegenwart von DNS

ABSpns = Absorption bei 285 nm von dem PEI22lin-Polyplex

€ Lreicu (1) = Molare Absorptivitat von PEI22lin/Cu(ll) bei 285 nm (€ L-peicu a1y = 6,31 X
10°)

b = optische Weglange (cm)
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Ist der PEI22lin Inhalt bei 285 nm (als PEI22lin/Cu(ll) Komplex) gemessen, so ist die
Absorption durch DNS (ABSpns) bei Anwesenheit in der Lésung betrachtlich und

muss von der Gesamtabsorption abgezogen werden (ABS+or).

2.6 Zellkultur

CT26-Maus Colon-Karzinom-Zellen (ATCC CRL-2638), B16F10-Maus-Melanom
(erhalten von I. J. Fidler, Texas Medical Center, Houston, USA) und Neuro2A-Maus-
Neuroblastom-Zellen (ATCC CCI-131) wurden in DMEM (Invitrogen GmbH,
Karlsruhe) mit 10 % fétalem Kalberserum (FKS) kultiviert. Huh7-Humane
hepatozellulare Karzinom-Zellen (JCRB 0403; Tokio, Japan) und HepG2-Humane
hepatozellulare Karzinom-Zellen (ATCC HB-8065) wurden in DMEM/F12 (1/1)
Medium (Invitrogen, GmbH, Karlsruhe) mit 10 % FKS kultiviert. Alle Zelllinien wurden
ohne Antibiotika bei 37°C mit 5 % CO, angereicherter und angefeuchteter Luft
kultiviert.

2.7 Versuchtiere

Mause wurden entweder von Labortierzichtern bezogen (Harlan Winkelmann,
Borchen oder Charles River, Sulzfeld) oder stammten aus der eigenen Zucht. Bis zu
5 Tiere wurden in individuell beltfteten Kafigen (Typ Il, lang, Tecniplast IVC System;
Buguggiate, ltalien) unter spezifiziert pathogen freien Bedingungen gehalten. Die
Raumtemperatur betrug 21°C, die relative Luftfeuchte war 60% und der Tag/Nacht-
Rhythmus betrug 12 Stunden. Futter (Sniff, Spezialdiaten, Maus: Sorte Haltung,
autoklavierbar, Soest) und Wasser wurden vor der Verabreichung autoklaviert und
standen den Mausen ad libitum zur Verfugung. Die Kafigeinstreu bestand aus
Sagespane (3/4 Faser, Abedd, Kéflach, Osterreich) und zusétzlich erhielten die Tiere
Zellstoff, ein rotes Maushaus (Tecniplast, Italien) und einen Nagertunnel aus Holz
(Abedd, Kéflach, Osterreich). Die Kéafige wurden mit Einstreu und den Zuséatzen
bestlickt und vor der Benutzung autoklaviert. Mause, die von den Labortierziichtern
geliefert wurden, hatten mindestens eine Woche Zeit, sich vor Versuchbeginn an die

neue Umgebung zu akklimatisieren.

Die Tierversuche sind im Rahmen der Tierversuchantrage gemal} § 8 des Deutschen

Tierschutzgesetzes durch die Regierung Oberbayern genehmigt worden. Alle in
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dieser Arbeit durchgefuhrten Experimente wurden im Rahmen der beiden
genehmigten Tierversuchantrage ,Gentherapeutische Behandlung von Tumoren im
Tier-Modellsystem® mit dem Aktenzeichen 209.1/211-2531-5/03, Antragsteller: Prof.
E. Wagner und ,Elektroporation zur Behandlung von Tumoren mit therapeutischen
Nukleinsauren® mit dem Aktenzeichen 209.1/211-2531-63/03, Antragsteller: Dr. C.

Culmsee.

2.8 Experimentelle Tumormodelle

Die Tumorzellen wurden wie in Kapitel 2.6 beschrieben kultiviert und mit einer
Trypsin/EDTA-L6sung (Invitrogen) bei einer Dichte von 70 — 80 % geerntet, nachdem
das Medium entfernt und die Zellen mit PBS gewaschen worden waren. Die
Zellsuspension wurde dann mit FKS-haltigem Medium gemischt, um das Trypsin zu
inaktivieren. Beim Auszahlen unter dem Lichtmikroskop wurden nur morphologisch
sichtbar lebende Zellen mittels einer Zahlplatte nach Rosenberg gezahilt.
Anschlielend wurde die Zellsupension 4 min bei 150 g zentrifugiert, mit PBS
gewaschen, nochmals zentrifugiert und dann in PBS in der gewdlnschten
Konzentration aufgenommen. Die Mause wurden an einer Flanke mit einem
elektrischen Kurzhaarschneider (Braun) geschoren und anschlielend mit Isofluran
(Forene®, Abbott, Wiesbaden) in eine kurze Inhalationsnarkose gelegt. Wahrend der
Narkose wurden 100 ul der Tumorzellsuspension in unterschiedlicher Konzentration
subkutan mit einer 25 G Nadel (Braun, Melsungen) injiziert. Die Mause wurden
regelmalig auf Tumorwachstum hin untersucht. Sobald der Tumor sichtbar wurde
(ab einer GroRe von 10 mm?®), wurde die TumorgréRe mit einem digitalen
MeRschieber (Digi-Met, Preisser, Gammertingen) jeden zweiten Tag gemessen.
Jede Messung beinhaltet drei Parameter, immer um 90° versetzt und das
Tumorvolumen wurde mittels der Formel a x b x ¢ x 0.4 (wobei a, b und c den drei
Messwerten entsprechen) berechnet. Da bei den Messungen die Haut, die den
Tumor umgibt immer mit gemessen wird, muss ein Korrekturfaktor mit 0,4 eingefugt

werden um das wirklichen Tumorvolumen zu erhalten.

Syngene-Tumormodelle:
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Zehn Wochen alte BALB/c-Mause erhielten 10* bis 10° CT26-Tumorzellen durch eine
subkutane Injektion von 100 ul einer Zellsuspension (62). Mannlichen und weiblichen
8 - 14 Wochen alte A/J-Mausen wurden 10° Neuro2A-Zellen in 100 pl subkutan
injiziert. (63). Fur das Maus-Melanom-Modell wurden 8 - 10 Wochen alte weibliche
C57BL/6-Mause mit 10* bis 10° B16F10-Tumorzellen wie oben beschrieben injiziert
(64).

Xenografte Tumormodelle in SCID-Mausen:

SCID-Mause besitzen eine autosomal rezessive Mutation, die eine Differenzierung in
T- und B-Lymphozyten unmoglich macht (65). Diese Mutation resultiert in einer
Hypogammaglobulinamie und einer fehlenden Immunsystemfunktion, die durch T-
und B-Lymphozyten gesteuert wird. Dies ermoglicht das Wachstum von xenograften
Tumoren und verhindert ihre Abstol3ung. Mannlichen und weiblichen 8 — 9 Wochen
alten SCID-Mausen wurde subkutan eine Tumorzellsuspension wie oben
beschrieben injiziert. Dabei wurden fur das Huh7-Tumormodell 5x10° Zellen und fiir

das HepG2-Tumormodell 1x107 Zellen pro Maus injiziert.

2.9 Systemische Applikation von Polyplexen

Fir die intravendse Injektion von Polyplexen wurden die Mause fixiert, indem sie in
modifizierte 50 ml Falcon Réhrchen verbracht wurden. Eine Offnung am Boden
erlaubte die Luftzufuhr und eine Offnung neben dem Deckel das Hervorholen des
Schwanzes. Der Schwanz wurde fur ca. 3 min in 37°C warmes Wasser gehalten, um
eine Dilatation der Schwanzvenen zu erreichen. Polyplexe in einem Endvolumen von
250 pl wurden mit eine Insulin-Nadel (30 G Nadel, U 40, Becton, Dickinson)
innerhalb von 5 - 15 Sekunden appliziert.

2.10 Luziferase-Reportergen-Expressions-Assay

24 bis 48 h nach der Injektion von Transfektionskomplexen wurden die Tiere mittels
CO, euthanasiert, die entsprechenden Organe entnommen, sofort in fllissigem
Stickstoff schockgefroren und bei -80° C gelagert. Nachdem die Organe auf Eis
aufgetaut waren, wurde dem Gewebe 0,5 — 1 ml einer 250 mM TRIS-Pufferlosung,

pH 7,5 zugesetzt und diese mit einem IKA-Gewebe Homogenisierer (IKA Werke,
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Staufen) zerkleinert. AnschlieRend wurde das Homogenisat fur 10 min bei 4°C und
2800 g zentrifugiert (Haereus Megafuge 1.0 R). 25 ul von dem klaren Uberstand
wurden abgenommen und damit die Luziferaseaktivitdt mit einem Luminometer
LB9507 (Berthold, Bad Wildbad) gemessen wie in Kircheis et al. beschrieben (66).
Das Hintergrundsignal der Luziferasemessungen (durchschnittlich 50 - 250 RLU)
wurde von jedem Wert abgezogen und die Transfektionsrate wurde in RLU (Relative

Lichteinheiten) pro Organ berechnet.

2.11 Elektroporation in vivo

Plasmid-DNS wurde entweder unverdunnt benutzt oder in sterilem Wasser, in 5%
Glucose oder in 20% Glucose verdunnt. Die Endkonzentration der Plasmid-DNS
betrug 1 - 2 mg/ml. Die Mause wurden mit Hilfe eines Narkosegerates (Trajan,
Drager, Libeck) mit Isofluran (Forene®, Abbott, Wiesbaden) in Narkose gelegt. Zum
Erhalt des Toleranzstadiums wurden 1,5 — 2 % Isofluran in Sauerstoff (400 ml/min)
uber eine Kopfkammer verabreicht. Die Kopfkammer wurde so konstruiert, dass nur
die Nase der Maus mit dem Narkosegasgemisch in Beruhrung kam und somit die
genaue Beobachtung des Tieres gewahrleistet war. Das Fell wurde mit einem
elektrischen Rasierer geschoren und 25 — 50 yl DNS-Lésung wurden mit einer
Insulin  Nadel (30-G Nadel, U-40, Becton-Dickinson) intratumoral und/oder
intramuskular injiziert. Eine Minute nach der Plasmid-Injektion wurde die Haut mit
einer Isopropanol-Lésung (70% v/v) angefeuchtet, um die Leitfahigkeit zu erhdhen.
Danach wurde die Elektroporation und somit das Senden von elektrischen Pulsen mit
einem Elektroporator (Electro square porator ECM 830, BTX, Genetronics, San
Diego, USA) durchgefuhrt. Zwei verschiedene Elektroden wurden benutzt, die nicht
invasive Kaliper-Elektrode und die invasive Zwei-Nadel-Elektrode. Die Kaliper-
Elektrode besteht aus zwei rostfreien Stahlplatten mit einer Flache von 1 cm? je
Platte. Fur die Elektroporation wurde nach der Plasmid Injektion das Gewebe
vorsichtig zwischen die zwei Platten geklemmt und anschliel3end elektroporiert. Der
Abstand zwischen den beiden Plattenelektroden variierte zwischen 0,2 und 1 cm. Die
Nadel-Elektrode ist mit zwei Nadeln ausgestattet, die einen fixen Abstand von 0,5 cm
zueinander haben. Fir die Elektroporation wurde nach der Plasmid Injektion die

Nadeln in das zu elektroporierende Gewebe gestochen und danach die elektrischen
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Pulse gesendet. Die elektrischen Pulse wurden mit einer Frequenz von 1 Hz, einer
Pulslange von 25 — 50 ms und einer Spannung von 80 — 1000 V/cm gesendet. Die

Anzahl der elektrischen Pulse betrug 2 — 6 Pulse pro Tumor oder Muskel.

2.12 Intraperitoneale Applikation

Die Chemotherapeutika Caelyx®, Doxil (Essex Pharma, Miinchen) und CPA
(Cyclophosphamid, Sigma, Taufkirchen) wurden intraperitoneal appliziert. Dazu
wurden die Mause mit einer Hand fixiert, auf den Rucken gedreht und in Richtung
Kopf leicht nach unten gehalten (um den Darm nach vorne zu verlagern und eine
versehentlich Injektion ausgeschlossen wird). Dann wurde das Chemotherapeutika
mit einer 25 G Nadel (Braun, Melsungen) intraperitoneal appliziert. Die
Chemotherapeutika wurden jeden zweiten bis siebten Tag in einem Volumen von 80
— 350 pl je nach Indikation verabreicht. Das Kérpergewicht der Mause wurde danach

jeden zweiten Tag gemessen.

213 Epifluoreszenz-Mikroskopie

FUr die immunhistochemischen Verfahren zum Nachweis von Plasmid pCMVLuc
wurden den Mausen Transfektionskomplexe (PEI221in/PEG-PEI22 90%/10% in HBG,
N/P 6) injiziert, in denen die DNS mit Cy3 markiert war. Dazu wurden 50 ug DNS
unter Benutzung eines Label IT Kit (MIRUS, Madison, WI) markiert und intravenés
injiziert. Die histologischen Praparate wurden fiur die Epifluoreszenz-Mikroskopie
vorbereitet (siehe 2.14) und Cy3-Fluoreszenz wurde unter Benutzung eines 546 + 12
nm Filters angeregt und die Emission unter Benutzung eines 575 - 640 nm Filter
gemessen. Die DNS Verteilung im Gewebe wurde mit Hilfe eines Axiovert 200
Fluorescenz Mikroskops (Zeiss, Jena), ausgerustet mit einer Zeiss Axiocam Kamera,
sichtbar gemacht. Das Licht wurde durch ein 63 x 1,4 NA Ol Immersions-Objektiv
(Zeiss, Jena) oder ein 40 fach oder 10 fach vergroRerndes Objektiv ohne Ol
detektiert. Die digitale Bildverarbeitung und Bildanalyse wurde mit der Axiovision 3.1
Software (Zeiss) durchgefuhrt. Die Farbung der Praparate erfolgte mit 4°,6'-
Diamindino-2-Phenylindoldihydrochlroid (DAPI) der Firma Boehringer (Mannheim, 1
Mg/ml in Methanol), um die Zellkerne und damit die Gewebestrukturen sichtbar zu

machen. Diese wurden von Melinda Kiss durchgeflhrt.
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2.14 Histologie

Fir alle Praparate wurden die Tiere 4 — 24 Stunden nach der Injektion euthanasiert,
die Organe enthommen, in Einbettmedium (OCT Tissue Tek) eingelegt und bis zum
Erstarren des Einbettmediums auf Trockeneis gelagert. Die Organproben wurden bei
-80°C gelagert. Fur die Immunhistologie wurden die Organe mit einem Kryomikrotom
(Leica CM 3050s, Bensheim) bei -20°C in 6 — 7 ym diunne Praparate geschnitten,
diese auf einen Objekttrager verbracht, in eisgekihltem Aceton fixiert und gefarbt.
FUr den immunhistologischen Nachweis von Endothelzellen, wurde das Gewebe mit
Ratte-anti-Maus CD31 Antikorper (CD31 ist ein Antigen auf Endothelzellen)
behandelt (Pharmingen, BD BioSciences, San Diego, USA). Der Antikdrper CD31
reagiert spezifisch mit dem Antigen zum Antigen-Antikdrper-Komplex. Mit einem
zweiten Antikorper, Ziege-anti-Ratte, an den der Fluoreszenzfarbstoff Alexa 488
(Molecular Probes, Invitrogen GmbH, Karlsruhe) gekoppelt ist, kann man den 1.
Antikorper markieren und somit unter dem Epifluoreszenz Mikroskop sichtbar
machen. Dazu wird der Fluoreszenzfarbstoff bei einer Wellenlange von 488 nm
angeregt und die Emission bei 520 nm deteketiert. Um die Zellkerne im Gewebe
erkennen zu konnen, wurden die Praparate mit DAP| (Boehringer, Mannheim, 1

Mg/ml in Methanol) einer Zellkernfarbung unterworfen.

FUr den histologischen Nachweis von GFP wurden 20 ym dicke Gewebeschnitte
unter dem Epifluoreszenz-Mikroskop visualisiert. Dazu wurden die Praparate bei 488
nm angeregt und die Emission bei 520 nm dedektiert.

2.15 Erythrozyten-Aggregation

Erythrozyten wurden von frisch gewonnenem heparinisierten Mausblut einer
C57BL/6-Maus isoliert. Sie wurden in HBG-Puffer in drei Zyklen durch Zentrifugieren
bei 400 g fur 10 Minuten bei 4° C gewaschen. Die Erythrozyten-Suspension (50 pl)
wurde in einer 24-Well-Platte gegeben und mit PEI22lin-Polyplexen (mit 5 ug DNS)
oder mit PEI22lin alleine versetzt. In den Kontrollen wurden die Erythrozyten mit
HBG alleine gemischt. Nach 15 min Inkubation bei 37° C wurden die
Aggregationsphasen der Erythrozyten mittels Kontrastaufnahmen mit einem Axiovert
200 Mikroskop (Carl Zeiss, Jena) ausgerustet mit einer Sony DSC-S75 Kamera
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(Sony Electronics, USA) analysiert. Dieser Versuch wurde von Sabine Boeckle
durchgefuhrt.

2.16 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der Versuche basierte auf zwei verschiedene Methoden.
In den Experimenten, in denen nur ein gemessener Wert pro Tier vorliegt (z. B.
Luziferase-Expression im Tumor) wurde die statistische Auswertung mit dem
Programm WinStat berechnet. Dazu wurden die zum jeweiligen Versuchsaufbau
passenden Methoden wie t-Test oder mittels ANOVA der LSD-Test und der
Duncan’s-Test  angewendet. Far  die Experimente in  denen  der
Tumorwachstumsverlauf Uber mehrere Tage beobachtet wurde, erfolgte fur die
statistische Berechnung mit dem ,Procedure Mixed“ des SAS-Systems. Dies ist ein
Softwarepaket zur statistischen Datenverwaltung und -analyse der Firma SAS (SAS
Institute Inc., Cary, USA). Analysiert wurden die Wachstumsparameter in einem
gemischten linearen Modell unter der BerlUcksichtigung der Verlaufstrukturen der
Daten mit einem zufalligen Effekt mit dem Trend fur einzelne Tiere (67). Es wurden
die Tumorwachstumsdaten pro Tag der Gruppen mit Standardfehler berechnet und
mit den Daten der anderen Gruppen verglichen. Es wurden nur die Versuche

ausgewertet, die eine Tierzahl von mindestens n = 5 Tieren pro Gruppe enthielten.
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3 Ergebnisse

3.1  Polyethylenimin-Polyplexe fir den systemischen Gentransfer

3.1.1 PEI22lin-Polyplexe in verschiedenen Mausstammen

Jeweils vier Tiere aus den Mausstammen, BALB/c, SCID and C57BL/6 wurden
PEI22lin Polyplexen in HBG N/P 6 intravends injiziert. Jede Maus erhielt dabei 50 pg
Luziferase-Plasmid-DNS (Abbildung 3). Das Zeta-Potential der
Transfektionskomplexe betrug + 25+/-5 mV und die Grof3e der Komplexe ca. 3000
nm. Vierundzwanzig Stunden nach der Transfektion war im Vergleich zu den
anderen Organen die Genexpression in der Lunge am starksten ausgepragt, wobei
die hochsten Werte bei den SCID-Mausen zu finden waren. Die Expression in den
Organen dieses Mausstamms erfolgte in absteigender Reihenfolge von Lunge, Herz,
Niere, Leber zur Milz. Bei dem Mausstamm BALB/c war die absteigende Reihenfolge
etwas anders: von Lunge, Herz, Milz, Leber zur Niere. Wie schon vorher bei den
SCID-Mausen zeigten die Tiere nach der intravendsen Injektion ein gestortes
Allgemeinbefinden wie gestraubtes Fell und ein auffallig ruhiges Verhalten.
Nochmals anders war die absteigende Reihenfolge in der Expression bei dem
Mausstamm C57BL/6 von Lunge, Milz, Leber, Herz zur Niere. Dieser Mausstamm
tolerierte die Komplexe recht gut und zeigte kein bis kaum gestortes
Allgemeinbefinden. Des weiteren wurde hier der Einfluss von unterschiedlichem
DNS-Gehalt auf die Expressionsraten getestet, wobei eine Gruppe 25 pg und die
andere 50 ug Plasmid erhielt. Dabei waren nur geringe Unterschiede festzustellen,
nur in Leber und Milz war eine hdhere Expression mit 50 ug Plasmid gegenuber der
niedrigeren Dosis zu finden. Diese Untersuchungen dienten als Kontrolle fur
nachfolgende Experimente, um unterschiedliche Expressionsmuster von PEI22lin-

Komplexen in verschiedenen Mausstammen zu eruieren.
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Abbildung 3: Reportergenexpression nach systemischer Applikation von PEI22lin
Transfektionskomplexen in HBG, N/P 6 in BALB/c-, SCID- oder C57BL/6-Mausen.
Transfektionskomplexe mit einer Endkonzentration von 200 pg/ml pCMVLuc-DNS (50 ug DNS
per Maus in 250 pl) wurden in die Schwanzvene der Mause injiziert. Im C57BL/6-Mausmodell
erfolgte die Applikation zuséatzlich mit 25 uyg DNS und 50 pg DNS. Die Luziferase-Expression
wurde 24 h nach der Applikation als totale Luziferase-Expression pro Organ gemessen. Die
Luziferaseaktivitat ist als Mittelwert + SD von 4 Tieren pro Gruppe dargestelit.

3.1.2 Gelfiltrierte PEI22lin-Polyplexe

Frihere Zellkulturexperimente legten nahe, dass freies, nicht an Polyplexe
gebundenes PEI toxisch wirkt (31). Um den Einfluss von ungebundenem PEI22lin zu
testen, wurden 3 verschiedene DNS/PEI22lin-Komplexe (hergestellt in HBG mit N/P
6) an BALB/c-Mausen mit n = 4 Tieren pro Gruppe verglichen. Gelfiltrierte
Transfektionskomplexe wurden mit nicht filtrierten Komplexen und geffiltrierten
Transfektionskomplexen, denen nach der Aufreinigung freies PEI22lin hinzugeflgt
wurde, verglichen. Dazu wurden den BALB/c-Mausen die Komplexe mit 50 ug
pCMVLuc-DNS in 250 yl HBG intravends injiziert. Es konnte ein grof3er Unterschied
in der akuten Toxizitat nach der Injektion von PEI-haltigen im Vergleich zu PEl-freien
Polyplexen festgestellt werden. Mause, die entweder nicht gelfiltrierte PEI22lin-
Polyplexe oder gelffiltrierte Polyplexe mit nachtraglich hinzugefiugtem PEI22lin
erhielten, zeigten ein gestortes Allgemeinbefinden wie gestraubtes Fell und
reduzierte Aktivitat, die bis zur Beendigung des Experiments andauerten. Im
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Gegensatz dazu wurde bei Mausen die gelfiltrierte PEI22lin-Komplexe erhielten kein
gestortes Allgemeinbefinden beobachtet. Die Applikation von nicht gelffiltrierten
PEI22lin-Polyplexen fuhrte zu einer hohen Luziferase-Expression (Abbildung 4) in
der Lunge (> 500 fach hoher als in der Leber und > 100 fach héher im Vergleich zu
den anderen Organen). Ahnliche Ergebnisse zeigten friihere Arbeiten (27;28;68).
Dasselbe Expressionsprofil wurde in der Gruppe gefunden, die gelfiltrierte PEI22lin-
Komplexe mit hinzugeflgtem freiem PEI22lin erhielt. Im Gegensatz dazu zeigte die
Gruppe mit gelfiltrierten PEI22lin-Komplexen eine geringere Expression in allen
Organen, die Expressionswerte in der Lunge waren 200 fach niedriger im Vergleich
zur Gruppe die Polyplexe mit freiem PEI erhielt. Die Tiere aller drei Gruppen zeigten
einen Gewichtsverlust (Abbildung 5), wobei die Tiere, die nicht gelfiltrierte Komplexe
erhielten, signifikant hdheren Gewichtsverlust zeigten (8,4 +/- 2,1 %) als die Tiere,
die gelfiltrierte Komplexe erhielten (Gewichtsverlust von 5,8 +/- 1,1 %). Der
Gewichtsverlust der Tiere, die gelfiltrierte Komplexe und zugesetztes freies PEI22lin
erhielten, betrug 6,7 +/- 1 % und war zu keiner der beiden anderen Gruppen
signifikant verschieden (p < 0,05 ANOVA, Duncan’s Test). Das Zeta-Potential und
die GroRe der Komplexe wurden durch die Gelfiltration nicht beeinflusst (siehe
Kapitel 3.1.1).
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Abbildung 4: Gelfiltration von Polyplexen. Reportergen-Expression nach systemischer
Applikation von Transfektionskomplexen mit PEI22lin in HBG, N/P 6 in BALB/c-Mausen.
Transfektionskomplexe mit einen Endkonzentration von 200 pg/ml pCMVLuc-DNS (50 pg DNS
per Maus in 250 pl) wurden in die Schwanzvene von BALB/c Mausen injiziert und die
Luziferase-Expression 24 h nach der Applikation als totale Luziferase-Expression pro Organ
gemessen. Die Luziferaseaktivitit ist als Mittelwert + SD von 4 Tieren pro Gruppe dargestellt.
Bezeichnung von links nach rechts: nicht gelfiltrierte Polyplexe, gelfiltrierte Polyplexe,
gelfiltrierte PEI22lin-Polyplexe + zugesetztes freies PEI22lin.
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Abbildung 5: Gewichtsverlust nach systemischer Applikation von Transfektionskomplexen in
BALB/c-Mause. Bezeichnung von links nach rechts: nicht gelfiltrierte PEI22lin-Polyplexe,
gelfiltrierte PEI22lin-Polyplexe, gelfiltrierte Polyplexe + zugesetztes freies PEI22lin. Der
Gewichtsverlauf stellt den Mittelwert + SD von 4 Tieren pro Gruppe am Tag 1 vor der
Applikation und am Tag 2, 24 h nach der Applikation dar.
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Dasselbe Experiment wurde mit dem Mausstamm C57BL/6 mit einer Tierzahl von n =
5 Tieren pro Gruppe durchgefuhrt. Die DNS-Menge betrug hier 25 ug, die
Endkonzentration 200 pg/ml. Die Tiere erhielten 125 ul Transfektionskomplex
intravenos injiziert. Das Ergebnis (Abbildung 6) war ahnlich wie bei dem Mausstamm
BALB/c. Gelfiltrierte, nicht filtrierte und gelfiltrierte Transfektionskomplexe mit
nachtraglich zugefugtem freien PEI22lin zeigten die selben relativen Verhaltnisse wie
in dem Experiment mit dem Mausstamm BALB/c. Allerdings reagierten die Mause
dieses Mausstammes weniger empfindlich auf die intravends verabreichten
Transfektionskomplexe. Es wurde kein oder nur geringfligig gestortes
Allgemeinbefinden beobachtet, was einerseits an der geringen applizierten Menge,
andererseits an dem sehr robusten Mausstamm liegen kann. Die Tiere aller drei
Gruppen erlitten einen Gewichtsverlust (Abbildung 7), wobei der Gewichtsverlust der
Tiere, die nicht gelfiltrierte Komplexe erhielten, bei 7,2 +/- 2,1% lag und bei Tieren,
die gelfiltrierte Komplexe + freies PEI22lin erhielten, mit 8,15 +/- 2,29% signifikant
héher war als bei den Tieren, die gelfiltrierte Komplexe erhielten (Gewichtsverlust
von 4,7 +/- 1,89 %) (p < 0,05, ANOVA, Duncan’s Test).

Die unterschiedliche Toxizitat der Komplexe konnte durch einen Erythrozyten-
Aggregationstest nachgewiesen werden (Abbildung 8). Dabei wurde bei den
Komplexen, die freies PEI enthielten, eine deutliche Aggregation der Erythrozyten
beobachtet, wahrend in der Kontrollgruppe (nur HBG-Puffer) und der Gruppe, die nur
gelfiltrierte Komplexe erhielt, keine Aggregation detektiert wurde. In diesen Gruppen

war kein freies PEI22lin vorhanden.
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Abbildung 6: Gelfiltration von Polyplexen. Reportergen-Expression nach systemischer
Applikation von PEI22lin in HBG, N/P 6 Polyplexen in C57BL/6-Mause. Transfektionskomplexe
mit einen Endkonzentration von 200 pg/ml pCMVLuc-DNS (25 pug pro Maus) wurden in die
Schwanzvene von C57BL/6 Mausen injiziert und die Luziferase-Expression wurde 24 h nach
der Applikation als totale Luziferase Expression pro Organ gemessen. Die Luziferaseaktivitat
ist als Mittelwert + SD von 5 Tieren pro Gruppe dargestellt. Bezeichnung von links nach rechts:
nicht gelfiltrierte PEI22lin-Polyplexe, gelfiltrierte PEI22lin-Polyplexe, gelfiltrierte Polyplexe +
freies PEI22lin.
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Abbildung 7: Gewichtsverlust nach systemischer Applikation von PEI22lin-
Transfektionskomplexen in C57BL/6-Mause. Bezeichnung von links nach rechts: Gelfiltrierte
PEI22lin-Polyplexe, gelfiltrierte Polyplexe + freies PEI22lin, nicht gelfiltrierte PEI22lin-
Polyplexe. Der Gewichtsverlauf ist als Mittelwert + SD von 5 Tieren pro Gruppe am Tag 1 vor
der Applikation und am Tag 2, 24 h nach der Applikation dargestelit.
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Abbildung 8: Erythrozyten-Aggregation verursacht durch PEI22lin-Polyplexe oder freies
PEI22lin. Gewaschene Maus-Erythrozyten einer C57BL/6-Maus wurden in HBG inkubiert. (A):
Kontrolle, es wurde nur Puffer hinzugefiigt. (B): Nicht gelfiltrierte PEI22lin Polyplexe, (C):
gelfiltrierte PEI22lin-Polyplexe, (D): PEI22lin alleine, die Menge an PEI ist dieselbe wie die bei
den nicht gelfiltrierten Polyplexen (B).

Ein ahnliches Experiment wurde mit dem Mausstamm SCID und einer Tierzahl von n
= 3 Tiere pro Gruppe durchgefihrt (Abbildung 9). Um den Einfluss der Gelfiltration
von Transfektionskomplexen auf die Transgenexpression im Tumor zu untersuchen,
wurden zum ersten Mal tumortragende Mause (HepG2-Tumor) eingesetzt. Sie
erhielten gelffiltrierte und nicht gelfiltrierte PEI22lin-Polyplexe mit einer DNS-Menge
von 50 ug pCMVLuc-DNS und einer Endkonzentration von 200 pug/ml. Pro Maus

wurde 250 ul Transfektionskomplex intravends verabreicht.

Die gelffiltrierten Komplexe bewirkten im Vergleich zu den nicht gelfiltrierten
Komplexen in allen Organen eine geringere Expression. In der Lunge war die
Expression 100 fach reduziert, im Tumor dagegen war die Expression durch die
gelfiltrierten Komplexe sogar geringfligig hoher als bei den nicht gelfiltrierten
Komplexen. Die Tiere beider Gruppen zeigten einen Gewichtsverlust (Abbildung 10),
wobei Gewichtsverlust bei den Tieren, die nicht gelfiltrierte Komplexe erhielten, mit
10 +/- 3,7 % hoher war als bei den Tieren, die gelfiltrierte Komplexe erhielten
(Gewichtsverlust von 5,2 +/- 4,4 %). Allerdings war der Gewichtsverlust zwischen

den beiden Gruppen aufgrund der groRen Streuung nicht signifikant. Die erhaltenen
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Resultate zeigen, dass freies PEI in DNS/PEI-Polyplexformulierungen fur einen
effizienten intravendsen Gentransfer in die Lunge notwendig ist, aber auch eine
erhebliche Toxizitat verursacht. Um Uber systemische Applikation einen effizienten
Gentransfer in andere Organe oder Tumore erzielen zu kénnen, mussen daher

andere Wege eingeschlagen werden.
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Abbildung 9: Gelfiltration von Polyplexen. Reportergen-Expression nach systemischer
Applikation von PEI22lin in HBG, N/P 6 Polyplexen in SCID-Mausen mit einem HepG2-Tumor.
Gelfiltrierte Polyplexe und nicht gelfiltrierte PEI22lin-Transfektionskomplexe mit einer
Endkonzentration von 200 pg/ml pCMVLuc-DNS (50 pg pro Maus) wurden in die Schwanzvene
von SCID-Mausen mit HepG2-Tumoren injiziert und die Luziferase-Expression wurde 24 h nach
der Applikation gemessen als totale Luziferase-Expression pro Organ. Bezeichnung von links
nach rechts: nicht gelfiltrierte PEI22lin-Polyplexe, gelfiltrierte Polyplexe. Die Luziferaseaktivitat
ist als Mittelwert + SD von 3 Tieren pro Gruppe dargestellt.
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Abbildung 10: Gewichtsverlust nach systemischer Applikation von PEI22lin-
Transfektionskomplexen in SCID-Mause mit einem HepG2-Tumor. Bezeichnung von links nach
rechts: Gelfiltrierte = PEI22lin-Polyplexe, nicht gelfiltrierte = PEI22lin-Polyplexe. Der
Gewichtsverlauf ist als Mittelwert + SD von 3 Tieren pro Gruppe am Tag 1 vor der Applikation
und am Tag 2, 24 h nach der Applikation dargestellt.
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3.1.3 Transferrin-konjugierte PEI-Polyplexe mit und ohne Melittin

Wie fruher bereits gezeigt, kann der Einbau von Transferrin in PEI/DNS-Komplexe
unerwunschte Nebenwirkungen wie Erythrozyten-Aggregation und hohe Expression
in der Lunge stark reduzieren, da durch Transferrin die positive Au3enladung der
Partikel abgeschirmt wird und somit unspezifische Interaktionen reduziert werden.
Tumortragende BALB/c-Mause mit CT26-Tumor, C57BL/6-Mause mit B16F10-Tumor
und A/J-Mause mit Neuro2A-Tumoren wurden daher mit 250 pl eines
Transfektionskomplexes, bestehend aus 50 pg pCMVLuc-DNS und Tf-
PEI25br/PEI22lin (25% / 75% in HBS 2, N/P 4,8), intravends injiziert. Die Partikel
hatten eine Groflde von 2500 nm und ein Zeta-Potential von 0 +/- 5 mV.

Gegenuber der Expression mittels dem Transfektionskomplex PEI22lin wie in Kapitel
3.1.1 beschrieben, zeigte das Ergebnis flr diesen Komplex bei dem Mausstamm
BALB/c (Abbildung 11, Bild A) und C57BL/6 (Abbildung 11, Bild B) eine leichte
Reduktion der Expression in allen Organen, vor allem aber in der Lunge. In den
CT26-Tumoren von BALB/c-Mausen war fast keine Expression zu finden, in den
B16F10-Tumoren von C57BL/6-Mausen war eine geringe Expression nachzuweisen.
Die starke Expression im Schwanz ist auf die intravendse Injektionsstelle
zurlckzufuhren. Dagegen zeigte das Ergebnis bei den A/J-Mausen eine um bis zu
13 fach hohere Expression in den Neuro2A-Tumoren im Vergleich zu allen anderen
Organen, gegenuber der Lunge eine 5 fach hohere Expression (Abbildung 11, Bild
C). Die Tiere zeigten kein gestortes Allgemeinbefinden. Aus diesem Grund wurde fur
die weitere Optimierung der Transfektionskomplexe vorerst der A/J-Mausstamm

weiter eingesetzt.
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Abbildung 11: Reportergen-Expression nach systemischer Applikation von PEIl-
Transfektionskomplexen. BALB/c-Mduse mit CT26-Tumor, C57BL/6-Mause mit B16F10-Tumor
und A/J-Mause mit Neuro2A-Tumoren wurden je Maus 250 ul des Tf-PEI25br/PEI22lin 25%/75%
in HBS1/2 N/P 4.8 Komplexes mit 50 uyg pCMVLuc intravenos verabreicht. Bild A zeigt die
Expression der Organe in BALB/c-Mausen. Bild B zeigt die Expression der Organe in C57BL/6-
Mause. Bild C zeigt die Expression der Organe in A/J-Mause. Die Luziferaseaktivitat ist als
Mittelwert + SD in den BALB/c-Mausen von 6 Tieren, in den C57BL/6-Mausen von 4 Tieren und
in den A/J-Mausen von 3 Tieren dargestelit.

Da mit den Transferrin-gekoppelten Komplexen bereits ein guter zielgerichteter
Gentransfer in dem A/J-Mausstamm mit Neuro2A-Tumoren mdglich war, wurde im
nachsten Schritt zur Optimierung der endosomalen Freisetzung PEI22lin durch ein
PEI25lin-Melittin-Konjugat ausgetauscht. Die Groflie der Partikel betrug 964 nm und
das Zeta-Potential 1,6 +/- 0 mV. Ein Komplex mit folgender Zusammensetzung

wurde gewahlt: Tf-PEI25br/PEI25lin-mel 25%/75% in HBG, N/P 6.
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Abbildung 12: Reportergen-Expression nach systemischer Applikation von
Transfektionskomplexen in A/J-Mause mit Neuro2A-Tumoren. Bild A: Tf-PEI25br/PEI22lin
25%I75% in HBS %2, N/P 4,8 und Tf-PEI25br/mel-PEI25lin 25%/75% Komplexe (in HBG, N/P 6).
Bild B: Tf-PEI25br/mel-PEI25lin 25%/75% in HBG, N/P 6 und PEI25br/PEI22lin 25%/75% in HBS
2, N/IP 6. Die Luziferaseaktivitat ist als Mittelwert + SD von 3 Tieren pro Gruppe dargestelit.

Die Ergebnisse im ersten Versuch (Abbildung 12, Bild A) zeigten fir den Tf-
PEI25br/PEI25lin-mel-Komplex  hdhere, aber nicht signifikant  erhdhte
Expressionswerte  gegenuber den normalen  Transferrinkomplexen  (Tf-
PEI25br/PEI22lin in HBS1/2, N/P 4,8). In einem zweiten Versuch wurden die
Transferrinkomplexe (Tf-PEI25br/PEI22lin in HBS1/2, N/P 6) mit den Expressionen
der Tf-PEI25br/PEI25lin-mel Komplexe (in HBG bei N/P 6) verglichen. Durch den
hoheren N/P-Wert werden die Transferrinkomplexe kleiner (Grof3e: 652 nm, Zeta-
Potential: 0,4 +/- 1,6 mV). Die DNS-PEI Komplexe konjugiert mit dem Melittin-
Konjugat waren im Tumor (Abbildung 12, Bild B) signifikant hoher gegenlber den
Transferrinkomplexen mit N/P 6 (p < 0,05, t-Test, unabhangig).
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3.1.4 Histologie nach systemischem Gentransfer

Zur Kontrolle, ob die DNS Uberhaupt die Organe erreicht, wurden
Transfektionskomplexe (PEI22Iin/PEG-PEI22 90%/10% in HBG, N/P 6) mit Cy3-
markierter DNS intravends in eine BALB/c-Maus appliziert. Polyethylenglycol (PEG)
wird zum Abschirmen der positiven Ladung der Komplexe eingesetzt. Die Organe
wurden wie in Kapitel 3.14 beschrieben flr die Histologie aufgearbeitet. Die Bilder
zeigen die Leber einer BALB/c Maus (Abbildung 13). Um die Strukturen besser
erkennen zu konnen, wurde eine Zellkernfarbung mit DAPI vorgenommen, die blau

erscheint. Die roten Punkte stellen die Cy3-markierte DNS dar.

Abbildung 13: Histologisches Praparat einer BALB/c-Mauseleber. Transfektionskomplexe
(PEI22lin/PEG-PEI22 90%/10% in HBG, N/P 6) mit Cy3-markierter DNS (GFP) wurden intravenos
appliziert. Bild A zeigt in den roten Punkten die markierte DNS. Die DAPI-gefarbten Zellkerne
erscheinen Blau. Bild B: Dasselbe Bild wie A nur ohne Zellkernfairbung zur besseren
Darstellung der markierten DNS.

Um die Wirksamkeit von Tf-PEI25br/PEI22lin-Komplexen auch histologisch
nachweisen zu kdénnen, wurde einer A/J-Maus oben genannter Transfektionskomplex
mit Plasmid-DNS kodierend flur GFP intravends verabreicht (Abbildung 14). 24
Stunden spater wurde die Maus eingeschlafert, die Lunge und der Tumor exzisiert,
eingefroren, in 20 ym dicke Praparate geschnitten und unter dem Epifluoreszenz-
Mikroskop ausgewertet. Da die Praparate in manchen Abschnitten sowohl in Lunge
als auch im Tumor eine hohe Eigenfluoreszenz aufwiesen, war es schwierig, sie von
GFP-transfizierten Zellen zu unterscheiden. Deshalb konnten im Tumor (Abb. 14,
Bild A) nur einige wenige Zellen gefunden werden, die sicher GFP exprimieren. In
Abb. 14, Bild B sieht man im linken Bildabschnitt deutlich die Eigenfluoreszenz von

nekrotischem Tumorgewebe, wahrend der noch intakte Tumor im rechten
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Bildabschnitt bis auf eine Stelle keine Fluoreszenz zeigt. In der Lunge (Abb. 14, Bild
C) ist deutlich eine griine Floureszenz in der Bildmitte zu sehen, bei der es sich
hdchstwahrscheinlich um eine GFP-Expression handelt. Auf Abb. 14, Bild D ist ein
Lungenabschnitt mit griner Fluoreszenz zu sehen, wobei es sich hier vermutlich um
einen Artefakt handelt. Anhand dieser Bilder ist zu sehen, dass es fast unmdglich ist
eine echte GFP-Expression von Eigenfluoreszenzen und Artefakten zu
unterscheiden. Da das GFP beim Einfrieren der Praparate aus dem Zellkern austrat,

konnte kein deutliches Bild bezuglich zellularer Lokalisation erhalten werden.

Abbildung 14: Versuch zum histologischen Nachweis von GFP-Expression in Lunge und
Tumor. Einer tumortragenden A/J-Maus (Neuro2A) wurde intravends ein Tf-PEI25br/PEI22lin-
Komplex mit pCMVGFP-DNS verabreicht. Bei der Auswertung mittels
Epifluoreszenzmikroskopie stellt sich GFP in einer starken griinen Fluoreszenz dar. Viele
Zellen zeigen eine starke Eigenfluoreszenz, daher der griinliche Hintergrund. Die Bilder B - C
sind mit 200 facher VergroBerung, das Bild A mit 400 facher VergroRerung aufgenommen. Bild
A: Tumor, Bild B: Tumor, der im linken Bildabschnitt nekrotisch ist und daher eine starke
Eigenfluoreszenz zeigt. Bild C: Lunge mit deutlicher GFP-Expression in der Bildmitte. Bild D:
Griine Fluoreszenz in einem kleinem Lungenabschnitt, der vermutlich ein Artefakt darstelit.

Die Grole und Anzahl der Tumorgefalle stellen fur den systemischen Gentransfer
den begrenzenden Faktor fur dessen Effektivitat dar. Je groRer die Blutgefalle und je

haufiger sie in einem Tumor vorkommen, desto wahrscheinlicher sollte effizienter
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Gentransfer werden. Wichtig ist aullerdem eine erhohte Permeabilitat
(Fenestrierung) der Gefalwande im Tumor, damit die relativ grof3en
Transfektionskomplexe Uberhaupt erst aus dem Blutgefal® in das Gewebe gelangen
kénnen. Deswegen wurde das Gefaldsystem der Tumore histologisch untersucht. Fur
eine optische Bewertung wurden Antikoperfarbungen mit CD31 und Alexa 488 in
Tumorpraparaten unterschiedlicher Mausstamme (CT26-Tumor einer BALB/c-Maus,
B16F10-Tumor einer C57BL/6-Maus und Neuro2A-Tumor einer A/J-Maus)
durchgefuhrt (Abbildung 15).

Abbildung 15: Histologische Préaparate von verschiedenen Tumormodellen in der Maus. Die
Zellkerne sind mit DAPI blau geféarbt. Griin sind die mit einem Anti CD31 Antikérper markierten
und einem zweiten Antikoper (Alexa 488) gefdarbten Endothelzellen. Bild A zeigt den CT26-
Tumor einer BALB/c Maus. Bild B zeigt den B16F10-Tumor einer C57BL/6-Maus und Bild C
zeigt den Neuro2A-Tumor einer A/J-Maus. VergroRerung: 200 fach.

Wiederum sind die Zellkerne mit DAPI blau angefarbt, wahrend die grine Farbung
das Endothel der Blutgefale sichtbar macht, was in der Abbildung deutlich zu
erkennen ist. Im CT26-Tumormodell sind nur sehr kleine Gefale vorhanden,
wahrend im B16F10-Tumormodell und im Neuro2A-Tumormodell groRere Blutgefalle

sichtbar sind.
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3.2 Elektroporation fiir den lokalen Gentransfer von DNS

3.21 Etablierung des CT26-Tumormodells

Als erstes Modell fur die Elektroporation wurde das CT26-Tumormodell, syngen
wachsend in BALB/c-Mausen, etabliert. Das CT26-Kolon-Karzinom wurde
ursprunglich mittels N-nitroso-N-methylurethan in BALB/c-Mausen induziert (62). In
dieser Arbeit wurden 3 Gruppen mit jeweils 8 BALB/c-Mausen und drei
unterschiedlich Konzentrationen von Tumorzellen in 100 yl pro Maus subkutan
appliziert. Gruppe 1 erhielt 100.000 Zellen/Maus, Gruppe 2 500.000 Zellen/Maus und
Gruppe 3 1.000.000 Zellen/Maus. Tag O markiert den Tag der subkutanen
Applikation. Ab Tag 6 wurden die Mause jeden zweiten Tag gewogen und die
TumorgroRe mit einem digitalen Melschieber gemessen. Die untersuchten
Parameter waren Korpergewicht, Tumorwachstum, Anzahl von Tumornekrosen und

die Homogenitat der Gruppe.

In Gruppe 1 (Abbildung 16, Bild A) erfolgte das Wachstum der Tumore sehr langsam
und sehr heterogen. Das Korpergewicht blieb konstant (Abbildung 16, Bild B). Eine
Maus musste vorzeitig eingeschlafert werden, da der Tumor intraperitoneal
angewachsen war. Es wurden keine Tumornekrosen beobachtet und bei zwei Tieren
verschwand der Tumor wieder. Am Tag 14 betrug das durchschnittliche
Tumorvolumen 100 mm?>. In Gruppe 2 (Abbildung 17, Bild A) erfolgte der
Tumorwachstumsverlauf in 6 von 8 Tieren sehr homogen. Alle Tiere entwickelten
einen Tumor, allerdings wurde bei zwei Tieren der Tumor nekrotisch. Die Gruppe
wies ein homogenes Korpergewicht auf (Abbildung 17, Bild B). Am Tag 14 betrug
das durchschnittiche Tumorvolumen 150 mm?®. Auch in Gruppe 3 war der
Tumorwachstumsverlauf homogen (Abbildung 18, Bild A). Alle Tiere entwickelten
einen Tumor, doch dieser wurde bei 6 Mausen nekrotisch. Die Ursache dieser hohen
Rate von nektrotischen Tumoren liegt an der hohen Anzahl (1.000.000 Zellen/Maus)
an applizierten Tumorzellen. Die Tumore wachsen daraufhin sehr schnell und
konnen kein ausreichendes Versorgungssystem ausbilden und werden dann oft von
der Mitte ausgehend nekrotisch. Das Korpergewicht blieb weniger homogen als in
den anderen Gruppen (Abbildung 18, Bild B). Am Tag 14 betrug das

durchschnittliche Tumorvolumen 120 mm?®.
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Abbildung 16: Etablierung des CT26-Tumormodells in der BALB/c-Maus: A)
Tumorwachstumsverlauf von den einzelnen Tieren in Gruppe 1. 100.000 Tumorzellen/Maus in
100 pl PBS wurden subkutan appliziert. B) Gewichtskurve. Die Bezeichnung P450 stellt die
Projektnummer dieser Versuchreihe dar.
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Abbildung 17: Etablierung des CT26-Tumormodells in der BALB/c-Maus: A)
Tumorwachstumsverlauf von den einzelnen Tieren in Gruppe 2. 500.000 Tumorzellen/Maus in
100 pl PBS wurden subkutan appliziert. B) Gewichtskurve. Die Bezeichnung P450 stellt die
Projektnummer dieser Versuchreihe dar.
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Abbildung 18: Etablierung des CT26-Tumormodells in der BALB/c-Maus: A)
Tumorwachstumsverlauf von den einzelnen Tieren in Gruppe 3. 1.000.000 Tumorzellen/Maus in
100 pl PBS wurden subkutan appliziert. B) Gewichtskurve. Die Bezeichnung P450 stellt die
Projektnummer dieser Versuchreihe dar.

Aufgrund der geringen Anzahl von Nekrosen, gleichmaRigem Tumorwachstum in der
Gruppe und konstantem Korpergewicht wurde die Gruppe 2 mit einer Tumorzelldosis
von 500.000 Zellen in 100 uyl PBS pro Maus als die sich am homogensten
verhaltende Gruppe ausgewahlt. Fur zuklnftige Experimente wurde weiterhin diese

Zelldosis benutzt.
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3.2.2 Etablierung der Elektroporation

Zur Etablierung der Elektroporation in verschiedenen Mausstammen wurde in allen
Experimenten das Reportergen pCMVLuc eingesetzt. Der Spannungsbereich wurde
zwischen 80 V bis 1000 V gewahlt. Die Kontrollgruppen erhielten unverpackte
pCMVLuc-DNS intratumoral und/oder intramuskular appliziert, ohne nachfolgende
Elektroporation. Ein generelles Problem war die hohe Streuung der Ergebnisse bei
gleich behandelten Tieren einer Gruppe. Bei vielen Versuchen zeigten sich trotzdem
deutliche Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen, die aber nur selten
signifikant waren. Die statistische Auswertung der Versuche 1 bis 4 wurde mit
ANOVA, LSD-Test, mit p < 0,05 durchgefihrt. In Versuch 1 und 2 wurden zwei
verschieden Elektroden benutzt, die invasive Nadel-Elektrode und die nicht invasive
Kaliper-Elektrode (Abbildung 19). In den Versuchen 3 — 5 wurde nur die Kaliper-
Elektrode benutzt.

I -

Abbildung 19: Fiir die Etablierung der Elektroporation wurden zwei verschiedene Elektroden
benutzt. Bild A: Kaliper-Elektrode. Bild B: Nadel-Elektrode.

Zur Durchfuhrung der ersten Experimente wurde der Mausstamm BALB/c mit
syngenen CT26-Tumoren gewahlt (Abbildung 20). Um die Zahl der Versuchstiere
mdglichst gering zu halten, wurde bei einer Maus sowohl die Elektroporation am
Tumor als auch am gegenuberliegenden Oberschenkelmuskel angewendet. Die
Elektroporation wurde wie in Kapitel 2.11 beschrieben durchgefuhrt. In Gruppe 1
wurde eine Kaliper-Elektrode benutzt und als Pulsparameter 80 V/Organ, eine
Pulsdauer von 25 ms und eine Frequenz von 10 Hz gewahlt. Fur Tiere der Gruppen
2 — 5 wurde die Nadel-Elektrode mit den gleichen Pulsparametern benutzt, mit dem
Unterschied, dass hier Spannung 160 V/cm betrug. In allen Gruppen wurden zwei
Pulse eingesetzt, nur in Gruppe 2 wurden sechs Pulse angewendet. Alle Tiere
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erhielten 50 ug DNS in 50 pl DNS-LOsung. Dabei wurden zwei verschiedenen DNS-
Losungen verwendet, um zu testen, welche DNS-L6sung zur hochsten Expression
fuhrt. In den Gruppen 2, 4 und 5 wurde die DNS in 20% Glucose geldst, bei Gruppe
1, 3 und der Kontrolle in H20. In den Gruppen 1 — 4 und in der Kontrollgruppe wurden
die Tiere 24 h nach der Elektroporation eingeschlafert, in Gruppe 5 nach 48 h.
AnschlieRend wurde die Expression in Muskel und Tumor gemessen.
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Abbildung 20: Versuch 1. Elektroporation von Tumor und Muskel in der BALB/c-Maus mit
CT26-Tumor. Alle Tiere erhielten 50 uyg pCMVLuc-DNS in verschiedenen Lésungen intratumoral
und intramuskular appliziert, die Elektroporation wurde mit einer Pulsdauer von 25 ms und
10Hz durchgefiihrt. Gruppe 1: Kaliper-Elektrode mit 80 V/Organ, 2 Pulse, 24 h, DNS in H,O
gelost. Gruppe 2: Nadel-Elektrode, 160 V/cm, DNS in 20% Glucose gelost und sechs Pulse, 24
h. Gruppe 3: Nadel-Elektrode, 160 V/cm, DNS in H,O gel6st, 2 Pulse, 24 h. Gruppe 4: Nadel-
Elektrode, 160 V/cm, DNS in 20% Glucose gelost, 2 Pulse, 24 h. Gruppe 5: Nadel-Elektrode, 160
V/icm, DNS in 20% Glucose gelost, 2 Pulse, 48 h. Kontrollgruppe: erhielt jeweils 50 ug DNS in
H,O gelost ohne Elektroporation. Die Luziferase-Expression wurde 24 — 48 h nach der
Applikation gemessen als totale Luziferase-Expression pro Organ. Die Luziferaseaktivitit ist
als Mittelwert + SD von 3 - 4 Tieren pro Gruppe dargestellt. Die mit * gekennzeichneten
Gruppen, zeigen eine signifikant hohere Expression im Vergleich zu den durch
Verbindungsbalken gekennzeichneten Gruppen (p< 0,05, ANOVA, LSD-Test).

Dies diente dazu, den optimalen Zeitpunkt der maximalen Luziferase-Expression zu
herauszufinden. Die Anzahl der Tiere war n = 4 bei den Gruppen 3, 4 und der
Kontrollgruppe und bei Gruppe 2 und 5 n = 3. Gruppe 1 stellte einen Vorversuch zur

Anwendung der Kaliper-Elektrode dar, deshalb betrug die Tieranzahl hier n = 2.
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Auswirkung der Anzahl an Pulsen: Der Unterschied zwischen sechs und zwei

gesendeten Pulsen fuhrte bei zwei Pulsen zu einer signifikanten Steigerung der
Expression (50 fach) im Muskel, aber nur zu einer 2 fachen nicht signifikanten
Steigerung im Tumor. Daher wurden in den folgenden Versuchen immer 2 Pulse

gesendet.

Effekt der DNS-Losung: Weder im Muskel noch im Tumor zeigte sich ein signifikanter

Unterschied bei den verwendeten DNS-Losungen. Da die Handhabung der 20% igen
Glucose aufgrund ihrer zahflissigen Konsistenz weitaus komplizierter war, wurde in

den weiteren Experimenten die DNS immer in H,O gelost.

Einfluss des Zeitpunktes: Sowohl im Tumor als auch im Muskel sank die Expression

nach 48 h verglichen mit der nach 24 h erheblich ab, allerdings war der Unterschied
statistisch nicht signifikant. Zwischen der Kontrollgruppe und Gruppe 1 (Kaliper-
Elektrode) war kein Unterschied feststellbar. Hochstwahrscheinlich war die
angesetzte Spannung mit 80 V/Organ fur eine effiziente Expression zu gering. Ein
grolRes Problem bei diesem Versuch verursachte die sehr harte Konsistenz der
CT26-Tumore. Hier war es deutlich schwieriger die gesamten 50 ul zu injizieren. Im

Muskel stellte dies kein Problem dar.

Im nachsten Versuch wurde die Verwendung der Kaliper-Elektrode fur Tumor und
Muskel naher ausgetestet (Abbildung 21). Es wurde wie im vorhergehenden Versuch
der Mausstamm BALB/c mit CT26-Tumoren eingesetzt, die Tierzahl betrug n = 4 pro
Gruppe. Alle Tiere erhielten jeweils 50 pg pCMVLuc in H,O gelést sowohl
intratumoral als auch intramuskular injiziert. Um die Schwierigkeiten bei der Injektion
in die sehr harten Tumore zu umgehen, wurde die DNS diesmal in der Konzentration
von 2 mg/ml eingesetzt und das Endvolumen somit auf 25 pl reduziert. Alle Versuche
wurden mit einer Pulsdauer von 25 ms, einer Frequenz von 10 Hz und 2 Pulsen
durchgefuhrt. Die Spannung variierte zwischen den Gruppen. Die Kontrollgruppe
erhielt nur DNS ohne Elektroporation. Die Tiere von Gruppe 1 erhielten 80 V/Organ,
von Gruppe 2 160 V/Organ und von Gruppe 3 320 V/Organ. Gruppe 4 erhielt 80
V/0,5 cm mit der Nadel-Elektrode wie schon die Gruppe 3 in Versuch 1. Sie diente

als Kontrolle, um eine Konstante zu Versuch 1 darzustellen.
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Abbildung 21: Versuch 2: Elektroporation von Tumor und Muskel in der BALB/c-Maus mit
CT26-Tumor. Etablierung der Kaliper-Elektrode. Alle Tiere erhielten jeweils 50ug pCMVLuc
Gen, in 25 pl H,O geldst, intratumoral und intramuskuléar injiziert. Alle Versuche wurden mit
einer Pulsdauer von 25 ms, 10 Hz und mit 2 Pulsen durchgefiihrt. Die Spannung wurde variiert.
Die Kontrollgruppe erhielt nur DNS ohne Elektroporation. Gruppe 1: erhielt 80 V/Organ. Gruppe
2: 160V/Organ. Gruppe 3: 320 V/Organ. Gruppe 4:Als Vergleich wurde nochmals die
Nadelelektrode mit 80 V benutzt. Die Luziferase-Expression wurde 24 h nach der Applikation
gemessen als totale Luziferase-Expression pro Organ. Die Luziferaseaktivitat ist als Mittelwert
+ SD von n = 4 Tieren pro Gruppe dargestellt. Die Gruppe mit * gekennzeichnet, hat eine
signifikant (p< 0,05, ANOVA, LSD-Test) hdhere Expression zu den anderen, durch
Verbindungsbalken gekennzeichneten Gruppen.

Ergebnis Muskel: Zwischen der Kontrolle und der Gruppe 1 mit 80 V konnte kein

Unterschied festgestellt werden. Die Spannung von 80 V/Organ war offensichtlich zu
gering. Die Expression in Gruppe 2 mit 160 V war um das 40fache hdher als in der
Kontrollgruppe und wurde durch Erhéhung der Spannung auf 320 V nicht weiter
gesteigert. Aullerdem war die Expression genauso hoch wie in Gruppe 4, die mit der
Nadelelektrode mit 80 V/0,5 cm behandelt worden war. Das mittels Elektroporation
behandelte Hinterbein zeigte bei den Mausen der Gruppe 2 keine
Lahmungserscheinungen, dagegen zeigten die Mause der Gruppe 3 nach
Elektroporation mit der hochsten Spannung eine Lahmung des Hinterbeines, die bei
2 von 4 Mausen auch noch nach 24 h bestand. Es traten keine Hautverbrennungen
auf. Der Versuch zeigte, dass eine Spannung von 160 V im Muskel ausreicht, um
eine sehr hohe Genexpression zu erzielen. Die Muskelzellen reagieren sehr sensibel
auf elektrische Pulse. Da die Elektroporation bei 160 V/Organ durchgefuhrt wurde
und der Muskel eine Dicke von 4 mm hat, betragt die umgerechnete Spannung 400
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V/iem. 320 V wie in Gruppe 3 sind fur den Muskel zu hoch, da sich die Muskelzellen
danach anscheinend nur sehr langsam erholen. Die Unterschiede zwischen den

Gruppen waren nicht signifikant.

Ergebnis Tumor: Nur Gruppe 3 mit 320 V zeigte eine signifikant hdhere Expression

(140fach) als die Kontrollgruppe. Alle anderen Gruppen zeigten keinen Unterschied
zur Kontrolle. Bei der hohen Spannung wird eine gleich hohe Expressionsrate
erreicht wie im Muskel. Anscheinend brauchen Tumorzellen eine weitaus hdhere

Spannung zur Aufnahme von Plasmid-DNS.

Da der CT26-Tumor sehr schlecht durchblutet ist und durch seine harte Konsistenz
die Elektroporation erschwert, wurde fur die Versuche 3 (Abbildung 22) und 4
(Abbildung 23) der syngene Mausstamm A/J mit gut durchbluteten Neuro2A-
Tumoren verwendet. Der Tumorzellklon Neuro2A (Neuroblastom) war urspringlich
von einem spontanen Tumor im Albino-Mausstamm A isoliert worden (63). Bei
diesen Experimenten wurde auf Erfahrungen aus den Versuchen 1 und 2

zuruckgegriffen.

In Versuch 3 wurde die Elektroporation mit der Kaliper-Elektrode an Tumor und
Muskel durchgefuhrt und den Tieren jeweils 50 yg pCMVLuc-DNS gel6st in 50 pl
H>O injiziert. Die Tierzahl betrug n = 4 pro Gruppe. Alle Versuche wurden mit einer
Pulsfrequenz von 10 Hz und 2 Pulsen durchgefuhrt. Pulsdauer und Spannung
wurden variiert. Die Kontrollgruppe erhielt nur DNS ohne Elektroporation. Gruppe 1
erhielt 120 V/Organ in 25 ms, Gruppe 2 220 V/Organ in 25 ms und Gruppe 3 erhielt
220 V/Organ in 50 ms um den Vergleich mit Gruppe 2 zu ermdglichen. Gruppe 4
erhielt 300 V in 25 ms.
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Abbildung 22: Versuch 3: Elektroporation von Tumor und Muskel in der A/J-Maus mit Neuro2A-
Tumor. Etablierung der Kaliper-Elektrode. Die Tiere erhielten jeweils 50 yg pCMVLuc in 50 pl
H,O geldst intratumoral als auch intramuskular injiziert. Alle Versuche wurden mit einer
Pulsfrequenz von 10 Hz und mit 2 Pulsen durchgefiihrt. Die Pulsdauer und die Spannung
wurden variiert. Die Kontrollgruppe erhielt nur DNS ohne Elektroporation. Gruppe 1: erhielt 120
V/Organ in 25 ms. Gruppe 2: 220 V/Organ in 25 ms. Gruppe 3: 220 V/Organ in 50 ms. Gruppe 4:
300 V in 25 ms. Die Luziferase-Expression wurde 24 h nach der Applikation gemessen und als
totale Luziferase-Expression pro Organ angegeben. Die Luziferaseaktivitat ist als Mittelwert +
SD von 4 Tieren pro Gruppe dargestellt. Die Gruppen mit * gekennzeichnet, haben eine
signifikant (p< 0,05, ANOVA, LSD-Test) hdhere Expression zu den anderen, durch
Verbindungsbalken gekennzeichneten Gruppen.

Ergebnis Muskel: Die Gruppen 1 — 4 zeigten alle hohe Expression im Vergleich zur

Kontrollgruppe. Allerdings war nur Gruppe 2 mit 220 V in 25 ms mit einer 17 fach
starkeren Expression signifikant gegenuber der Kontrolle erhdht. Auch die
Ergebnisse aus Versuch 1 und 2 bestatigen, dass die niedrige Spannung von 300
V/em (120 V/Organ) zu ausreichender Expression im Muskel fuhrt und mit einer
hoéheren Spannung keine starkere Expression erreicht werden kann. Gruppe 2 und 3

zeigten bei unterschiedlicher Pulsdauer gleiche Expressionwerte.

Ergebnis Tumor: Gruppe 1 mit 120 V/Organ zeigte keine hdhere Expression im

Vergleich zur Kontrollgruppe. Mit steigender Spannung konnte eine hdhere
Expression erreicht werden. Auch diesmal zeigte sich zwischen Gruppe 2 und 3 mit
unterschiedlicher Pulsdauer nur ein geringer, nicht signifikanter Unterschied. Daher
wurde in spateren Experimenten immer die Pulsdauer von 25 ms eingesetzt. Die

hochste Expression wurde mit 300 V/Tumor erreicht: Sie war um das 350fache



Ergebnisse 53

starker als bei der Kontrollgruppe und auch signifikant hoher als in allen anderen

Gruppen.
*
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Abbildung 23: Versuch 4: Elektroporation des Tumors mit der Kaliper-Elektrode in der A/J
Maus mit Neuro2A Tumor. Die Tiere erhielten jeweils 50 pg pCMVLuc in 50 pyl H,O geldst
intratumoral appliziert. Alle Versuche wurden mit einer Pulsfrequenz von in 10 Hz, einer
Pulsdauer von 25 ms und mit 2 Pulsen durchgefiihrt. Die Spannung und die Zeit wurden
variiert. Die Kontrollgruppe erhielt nur DNS ohne Elektroporation. Gruppe 1: erhielt 300V/Organ
in 25ms. Gruppe 2: 350V/Organ in 25 ms. Gruppe 3: 400 V/Organ in 25 ms. Gruppe 4: 350 V in
25 ms, Entnahmezeitpunkt 48 h. Die Luziferase-Expression wurde 24 - 48 h nach der
Applikation gemessen als totale Luziferase-Expression pro Organ. Die Luziferaseaktivitit ist
als Mittelwert + SD von 4 Tieren pro Gruppe dargestellt. Die Gruppe mit * gekennzeichnet, hat
eine signifikant (p< 0,05, ANOVA, LSD-Test) hohere Expression zu den anderen, durch
Verbindungsbalken gekennzeichneten Gruppen.

Um herauszufinden wie hoch die Spannung im Tumor flr eine optimale Expression
angelegt werden kann, wurde ein weiterer Versuch 4 mit Neuro2A-Tumoren in A/J-
Mausen durchgefuhrt. Diesmal wurde die Elektroporation mit der Kaliper-Elektrode
nur am Tumor eingesetzt. 50 ug pCMVLuc-DNS in 50 ul H,O gel6st wurden in den
Tumor injiziert (Abbildung 23). Alle Versuche wurden mit einer Pulsfrequenz von 10
Hz, einer Pulsdauer von 25 ms und mit 2 Pulsen durchgefihrt. Spannung und
Zeitpunkte der Expressionsmessung wurden variiert. In den Gruppen 1 - 3 fand die
Entnahme der Tumore nach 24 h statt. Die Kontrollgruppe erhielt nur DNS ohne
Elektroporation. Gruppe 1 erhielt 300 V/Tumor in 25 ms, Gruppe 2 erhielt 350
V/Tumor in 25ms, Gruppe 3 erhielt 400 V/Tumor in 25 ms, Gruppe 4 erhielt 350 V in
25 ms mit einem Entnahmezeitpunkt von 48 h. Die Tieranzahl betrug n = 4 pro

Gruppe.
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Ergebnis Tumor: Gruppe 1 und 2 hatten beide eine nicht signifikante, um das 500

fache hohere Expression im Vergleich zur Kontrollgruppe. Gruppe 3 mit 400 V/Tumor
hatte eine 3500 fache hdhere Expression als die Kontrolle und war signifikant hoher
im Vergleich zu allen anderen Gruppen. Gruppe 4 zeigte mit der Auswertung nach 48
Stunden eine nicht signifikant geringere Expression als die Gruppe 2 bei der
Auswertung nach 24 Stunden.

Da in den nachfolgenden therapeutischen Experimenten der SCID-Mausstamm mit
Huh7-Tumoren eingesetzt wurde, mussten die Parameter flr die Elektroporation
erneut etabliert werden. Da in den vorangegangenen Versuchen immer die
Spannung pro Tumor angegeben wurde, aber nicht die Spannung pro cm, wurde in
diesem Versuch die Tumorgrole gemessen und die Spannung nach der
TumorgroRe angelegt. Dadurch konnte erstmals die angelegte Spannung pro cm

angegeben werden.

1E+9
1E+8 |
1E+7 +
1E+6 |
1E+5 -

RLU/Organ

120|120 200 180 180 | 360 180 | 270| 360 | 360 0,0 300 | 500

400V/cm 600V/cm 900V/cm Kontrolle 000V/cm

Volt pro TumorgroRe

Abbildung 24: Versuch 5: Elektroporation des Tumors mit der Kaliper-Elektrode in SCID-
Mausen mit Huh7-Tumoren. 50 pyg pCMVLuc DNS in 50 pl H,O wurden intratumoral injiziert. Die
TumorgréBe wurde gemessen und die Spannung nach der GréBe des Tumors verabreicht. Da
die Tierzahlen pro Gruppe zwischen 2 und 4 Tieren pro Gruppe variierten, wurde die
Expressionswerte der einzelnen Tiere dargestellt. Die Pulszahl war 2 mit einer Pulsdauer von
25 ms und einer Frequenz von 10 Hz. Es wurden Spannungen von 120 V — 500 V pro Tumor
angelegt.

SCID-Mausen mit Huh7-Tumor wurde 50 pg pCMVLuc-DNS in 50 pl wassriger
Ldsung intratumoral injiziert. Die TumorgrofRe wurde vermessen und die angelegte
Spannung der Grolde des Tumors angepasst. Die Tierzahl pro Gruppe lag zwischen
n =2 und n =4. Gruppe 1 erhielt 400 V/cm, Gruppe 2 600 V/ cm, Gruppe 3 900 V/cm
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und Gruppe 4 1000 V/cm. Die Kontroligruppe erhielt Plasmid-DNS ohne
Elektroporation intratumoral injiziert. Da die Abweichungen der gefundenen
Expressionen innerhalb der Gruppen sehr gro3 sind, wurden die Daten nach

applizierter Volt/Tumor in einer Einzeltierdarstellung wiedergegeben (Abbildung 24).

Ergebnis Tumor: Es bestand ein deutlicher Unterschied zwischen Tieren, die weniger

als 180 V/Tumor erhielten, und Tieren die mehr als 270 V/Tumor erhielten. Mause
die 120 - 180 V/Tumor erhielten, wiesen keine hdhere Expression im Vergleich zur
Kontrolle auf. Tiere die mit 270 V/Tumor, 300 V/Tumor, 360 V/Tumor und 500
V/Tumor behandelt wurden, zeigten eine sehr hohe Expression. Es stellte sich
heraus, dass es keine Rolle spielte, wie viel Volt/cm gesendet wurde,
ausschlaggebend alleine war die gesendete Spannung/Tumor. Daher war es fur die

Elektroporation nicht von Bedeutung, wie grof3 die Tumore waren.

3.2.3 Histologischer Nachweis von GFP-Expression nach Elektroporation

Um die Lokalisation der Genexpression im elektroporierten Tumor nachzuweisen,
wurden der Neuro2A-Tumor von einer A/J-Maus und der Huh7-Tumor von einer
SCID-Maus mit dem Reportergen GFP transfiziert. Dabei wurden 50 pg pCMVGFP-
DNS in 50 pl H2O in den Tumor injiziert und nachfolgend die Elektroporation
durchgefuhrt. 24 h spater wurden die Tiere eingeschlafert, der Tumor exzisiert, in
Einbettmedium eingelegt und bei -80°C eingefroren und gelagert. Die Tumore
wurden mit einem Kryotom in 20 pum dicke Praparate geschnitten und

fluoreszenzmikroskopisch untersucht.

Der Neuro2A-Tumor einer A/J-Maus zeigte keine GFP-Expression, beim Huh7-
Tumor einer SCID-Maus wurde in einem kleinen Abschnitt des Tumors eine geringe
Expression nachgewiesen. Abbildung 25, Bild A und Bild C zeigen das jeweilige
Durchlichtbild eines Huh7-Tumors und die Abb. 25, Bild B und Bild D die
dazugehorige GFP-Expression, wobei allerdings unklar ist, ob es sich dabei wirklich
um eine GFP-Expression handelt. In Bild C handelt es sich im Durchlichtbild
eindeutig um einen Ring aus Bindegewebszellen, die auch in Bild D eine deutliche
grune Fluoreszenz zeigen. Wahrscheinlich handelt es sich dabei um

Eigenfluoreszenz.
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Abbildung 25: Versuch zum histologischen Nachweis von GFP-Expression. 50 pg in 50 pl
Plasmid-DNS kodierend fiir GFP wurde intratumoral in einen Huh7-Tumor einer SCID-Maus
appliziert und danach die Elektroporation durchgefiihrt. 24 h danach wurden die Mause
eingeschlafert und die Tumore eingefroren. Bild A zeigt das Durchlichtbild eines Huh7-Tumors.
Bild B zeigt die dazugehorige GFP-Expression und es ist eine GFP-Expression zu finden. Bild
C zeigt das Durchlichtbild eines weiteren Tumorabschnitts. Deutlich ist hier ein
Bindegewebsring um die Tumorzellen. Bild D zeigt die dazugehorige griine Floureszenz.
Wahrscheinlich handelt es sich dabei um Eigenfloureszenz. VergroBerung: 200 fach.

3.3  Tumor-Gentherapie mit dem TNFa-Gen

Die vielfaltigen Aufgaben des Proteins TNFa wurden bereits in der Einleitung
beschrieben. Um die systemische Toxizitat des TNFa-Proteins zu umgehen, wurde in
diesen Versuchen die Plasmid-DNS fur das TNFa-Gen lokal am Tumor mit Hilfe der
Elektroporation und systemisch mit Hilfe von Transfektionskomplexen (wie in Kapitel
3.1.1 beschrieben) in diesen Versuchreihen eingesetzt. Die Versuche wurden in zwei
verschiedenen Tumormodellen durchgeflihrt werden, dem B16F10-Melanom-Modell
in dem Mausstamm C57BL/6 und dem Neuro2A-Neuroblastom-Modell im A/J-
Mausstamm. Fur beide Tumormodelle konnten in friheren Arbeiten Dbereits

therapeutische Effekte der TNFa-Gentherapie bei systemischer Applikation
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nachgewiesen werden (50), allerdings wurde dabei keine Heilung erzielt. In der
vorliegenden Arbeit wurde daher alternativ eine Kombinationstherapie mit dem
Chemotherapeutikum Doxil® getestet, um etwaige additive oder synergistische

Effekte herauszufinden.

3.3.1 Etablierung des B16F10-Tumormodells in der C57BL/6-Maus

Fur die TNFa-Gentherapie wurde als Tumormodell das B16F10-Melanom in der
C57BL/6-Maus gewahlt. Der Klon B16F10 wurde von |.J. Fidler isoliert, da sich nach
i.v. Injektion des ursprunglichen B16-Melanom-Modells, ein hohes Potential flur
Lungenmetastasen ergab (64). Bei dem ursprunglichen B16-Melanom-Modell
handelt es sich um ein spontanes Melanom, welcher bei dem Mausstamm C57BL/6J
isoliert wurde (69). Die Tumore sind zwar relativ gut durchblutet, doch aufgrund ihrer
Struktur fur die Gentherapie nicht so leicht zuganglich. Die Wirkung einer
tumorspezifischnen  TNFa-Gentherapie wurde in  Kombination mit dem

Chemotherapeutikum Doxil untersucht.

Um das Tumormodell zu etablieren, wurden zunachst 3 Gruppen mit jeweils 8
C57BL/6-Mausen verwendet, denen an Tag 0 drei unterschiedliche Dosen an
B16F10-Tumorzellen subkutan appliziert wurden. Gruppe 1 erhielt 100.000
Zellen/Maus, Gruppe 2 500.000 Zellen/Maus und Gruppe 3 1.000.000 Zellen/Maus.
Ab Tag 7 wurden die Mause jeden zweiten Tag gewogen und die Tumorgrof3e mit
einem digitalen Kaliper-Messgerat gemessen. Wichtige Parameter waren
Korpergewicht, Tumorwachstum, Anzahl an Tumornekrosen und die Homogenitat

der Gruppe.

In Gruppe 1 (Abbildung 26, Bild A) war das Wachstum der Tumore sehr langsam,
daftr war der Wachstumsverlauf gleichmaRig, allerdings mit einer breiten Streuung
der TumorgrofRe. Eine Maus entwickelte erst nach 16 Tagen einen Tumor. Bei 4 von
8 Tieren wurde der Tumor nekrotisch. An Tag 14 betrug das durchschnittliche
Tumorvolumen 200 mm?®. Das Gewicht der Tiere innerhalb der Gruppe war sehr
homogen (Abbildung 26, Bild B).
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Abbildung 26: Etablierung des B16F10-Tumormodells in der C57BL/6-Maus: A)
Tumorwachstumsverlauf von den einzelnen Tieren in Gruppe 1. 100.000 Tumorzellen/Maus in
100 pl PBS wurden subkutan appliziert. B) Gewichtskurve. Die Bezeichnung P450 stellt die
Projektnummer dieser Versuchreihe dar.

In Gruppe 2 (Abbildung 27, Bild A) war das Tumorwachstum langsam und der
Wachstumsverlauf sehr heterogen. Eine von 8 Mausen entwickelte keinen Tumor,
bei einer anderen verschwand der Tumor wieder und bei einer entwickelte sich der
Tumor erst an Tag 21. Zwei von 8 Tieren entwickelten bereits an Tag 16 eine
Tumornekrose. Das Korpergewicht innerhalb der Gruppe war heterogen (Abbildung
27, Bild B) und das durchschnittliche Tumorvolumen an Tag 14 konnte aufgrund der

grolien Heterogenitat nicht ermittelt werden. In Gruppe 3 (Abbildung 28, Bild A) war
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der Tumorwachstumsverlauf relativ homogen. Jede Maus entwickelte einen Tumor,
wobei dieser bei einer der Mause schon im frihen Wachstumsstadium nekrotisch
wurde. Das Koérpergewicht in der Gruppe war relativ heterogen (Abbildung 28, Bild

B). An Tag 14 betrug das durchschnittliche Tumorvolumen ca. 120 mm?.
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Abbildung 27: Etablierung des B16F10-Tumormodells in der C57BL/6-Maus: A)
Tumorwachstumsverlauf von den einzelnen Tieren in Gruppe 2. 500.000 Tumorzellen/Maus in
100 pl PBS wurden subkutan appliziert. B) Gewichtskurve. Die Bezeichnung P450 stellt die
Projektnummer dieser Versuchreihe dar.



Ergebnisse 60

- 1000 -
'1=- 900 - —+—P450_ 4. 5_1
E ggg ] = P450_4_5_2
S 600 - ——P450_4_5_3
E £ 4 ——P450_4_5_4
% 400 - ——P450_4_6_1
2 300 - ——P450_4_6_2
o ——P450_4_6_3
€ 200 - 4.6
3 100 - ——P450_4_6_4
[
0 ]
7 9 12 14 16
Zeit nach Tumorinjektion (Tage)
23
=22 - B ——P450_4_5_1
e —=—P450_4_5_2
5 21 1 —+—P450_4_5_3
'S | ——P450_4_5_4
& 20 —*—P450_4_6_1
2 19 1 —e—P450_4_6_2
0 ——P450_4_6_3
v 18 - ——P450_4_6_4
17 I I I I I 1

0 7 9 12 14 16
Zeit nach Tumorinjektion (Tage)

Abbildung 28: Etablierung des B16F10-Tumormodells in der C57BL/6-Maus: A):
Tumorwachstumsverlauf von den einzelnen Tieren in Gruppe 3. 1.000.000 Tumorzellen/Maus in
100 pl PBS wurden subkutan appliziert. B) Gewichtskurve. Die Bezeichnung P450 stellt die
Projektnummer dieser Versuchreihe dar.

Aufgrund der geringen Anzahl von Nekrosen, des vergleichsweise gleichmafigen
Tumorwachstums und trotz der relativ heterogenen Entwicklung des Kérpergewichts,
wurde die Tumorzelldosis von 1.000.000 Zellen/Maus der Gruppe 3 als die

zuverlassigste Dosierung ausgewahlt und fur zukunftige Experimente benutzt.
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3.3.2 Systemische TNFa-Gentherapie mit und ohne Doxil® im B16F10-
Tumormodell

In einem ersten gro® angelegten Versuch wurde an Tag 0 40 C57BL/6-Mausen
1.000.000 B16F10-Zellen/Maus subkutan appliziert. Die Tiere wurden in 5 Gruppen
mit jeweils n = 8 eingeteilt. Eine Maus starb wahrend der Injektion, somit bestand die
.Kontrollgruppe“ aus n = 7 Tieren. An Tag 10 wurde mit der systemischen
Gentherapie begonnen und an Tag 11 erfolgte die intraperitoneale Doxil-Applikation.
Die Therapien wurden immer abwechselnd durchgefihrt. Tumorwachstum und
Gewicht der Tiere wurden jeden 2. Tag gemessen. Die systemische Applikation
erfolgte dreimal pro Woche mit 250 uyl des Transfektionskomplexes (Tf-
PEI25br/PEI22lin 25%/75% in HBS1/2, N/P 4,8) mit 50 ug TNFa- oder Luziferase-
Gen pro Maus. Doxil® wurde dreimal pro Woche intraperitoneal mit einer
Konzentration von 1 mg/kg appliziert. Zuvor wurden die Tiere gewogen, um fur jedes
Tier die seinem Korpergewicht entsprechende Menge Doxil® zu ermitteln. Die
,Kontrollgruppe® erhielt keine Therapie. Die ,Doxil-Gruppe® erhielt nur Doxil® i. p. und
diente als Kontrolle, um das Tumorwachstum bei dieser Behandlung beobachten zu
konnen. Die Gruppe ,TNFa“ erhielt nur den Transfektionskomplex mit dem TNFa-
Gen und galt als weitere Kontrollgruppe, um auch hier das Tumorwachstum mit
dieser Monotherapie beobachten zu kénnen. Die Gruppe ,TNFa + Doxil“ war die
eigentliche therapeutische Gruppe. Die Gruppe ,Luc + Doxil“ erhielt dieselbe
Therapie wie die zuvor genannte Gruppe, jedoch wurde hier das Gen TNFa gegen
das Gen fur Luziferase ausgetauscht. Diese Gruppe diente dazu, die Wirkung des

angewendeten Gens flr die Therapie bewerten zu kdnnen.
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Abbildung 29: TNFa-Gen +/- Doxil in der C57BL/6-Maus im B16F10-Tumormodell. Die Mause
erhielten abwechselnd die Doxil-Applikation i.p. und den intraven6sen systemischen
Gentransfer mit dem Transfektionskomplex Tf-PEI25br/PEI22lin 25%/75% in HBS1/2, N/P 4,8.
Die ,,Kontrollgruppe“ blieb unbehandelt. Die Gruppe ,Doxil“ erhielt nur Doxil in einer
Konzentration von 1 mg/kg. Die Gruppe ,,TNFa“ erhielt den Transfektionskomplex mit TNFa-
Gen. Die Gruppe ,,TNFa + Doxil“ erhielt abwechselnd den Transfektionskomplex mit TNFa-Gen
und das Doxil. Die Gruppe ,,Luc + Doxil“ erhielt den Transfektionskomplex mit Luziferase-Gen
und Doxil. Die einzelnen Messpunkte stellen den Mittelwert + SD von 8 Tieren pro Gruppe dar.
Alle Gruppen bis auf Gruppe ,,TNFa“ zeigten gegeniiber der Gruppe ,Kontrolle“ eine
signifikante Tumorwachstumsverzégerung. Die therapierten Gruppen ,,Doxil“, ,TNFa + Doxil*
und ,,Luc + Doxil“ zeigten untereinander keine signifikante Wachstumverzégerung.

Das Ergebnis lasst zum Teil deutliche Unterschiede zwischen den Gruppen
erkennen (Abbildung 29). In der Kontrollgruppe wurde, wie erwartet, ein
exponentielles Tumorwachstum beobachtet. Da am Tag 17 bereits 3 Tiere wegen zu
grollem Tumor eingeschlafert wurden, fiel die Gruppe ab diesem Tag weg. Alle
Gruppen, bis auf die Gruppe ,TNFa“ zeigten eine signifikante Verzdgerung des
Tumorwachstums zur Kontrolle. Die Gruppe ,TNFa“ zeigte ein ahnliches, nicht
signifikantes Tumorwachstum im Vergleich zur Kontrollgruppe, allerdings fiel das
Tumorwachstum etwas langsamer aus und die Bewertung der Gruppe endete an
Tag 25. Alle therapierten Gruppen zeigten eine signifikante Verzogerung des
Tumorwachstums verglichen mit Gruppe ,TNFa“. Wenn ausschlielich ,nur Doxil*
verwendet wurde, zeigte sich eine deutliche Verzogerung des Tumorwachstums.
Dieses verharrte in der Mitte des Versuchs bei 600 mm?® und nahm erst gegen Ende

des Versuchs (ab Tag 30) wieder deutlich zu. Die Gruppe ,Luc + Doxil* zeigte eine
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noch deutlichere Verzdgerung des Tumorwachstum bis hin zum Wachstumsstillstand
von Tag 19 - 29. Das Tumorvolumen hielt sich konstant zwischen 200 — 300 mm?.
Bei einem Tier der Gruppe verschwand der Tumor komplett. Bei zwei Tieren fuhrte
die Behandlung zur Tumornekrose, welche durch eine deutliche Schwarzfarbung des
Tumors in der Mitte gekennzeichnet war. Sehr ahnlich verhielt sich die Gruppe
,TNFa + Doxil“, bei der sich die Tumorgrof3e allerdings mit groReren Schwankungen
bei ca. 350 mm?® einpendelte. Bei einer Maus verschwand der Tumor, wahrend bei 5
Tieren eine Tumornekrose zu beobachten war. Bei den zwei letzt genannten
Gruppen zeigte sich, abgesehen vom vermehrten Auftreten von Nekrosen in der
TNFa-Gruppe, kein Unterschied im Tumorwachstum. Eine mdgliche Erklarung des
therapeutischen Effekts in der Gruppe ,Luc + Doxil“ kdnnte die immunogene Wirkung
des wirtsfremden Luziferase-Proteins sein. Die statistische Berechnung dieses
Versuches erfolgte mit der ,Procedure Mixed” des SAS-Systems (Kapitel 2.16).
Analysiert wurden die Wachstumsparameter in einem gemischten linearen Modell
unter der Berlcksichtigung der Verlaufstrukturen der Daten mit einem zufalligen
Effekt mit dem Trend fur einzelne Tiere (67). Es wurden die Tumorwachstumsdaten
pro Tag der Gruppen mit Standardfehler berechnet und mit den Daten der anderen

Gruppen verglichen.

Tabelle 1: Statistische Auswertung des Experiments ,,Systemische TNFa-Gentherapie mit und
ohne DOXIL im B16F10-Tumormodell®. Die statistische Berechnung dieses Versuches erfolgte
mit dem ,,Procedure Mixed*“ des SAS-Systems. Das Tumorwachstum/Tag wird mit der Einheit
mm?® berechnet.

Gruppe Tumorwachstum/Tag|Standardfehler
Kontrolle 71,16|+/- 17,85

Doxil 27,12|+-19,59  |**
TNFa + Doxil 9,17|+-19,75  |**
Luc + Doxil 8,05|+-19,65 | *
TNFa 69,79|+/- 21,67

*p <0,05; * p <0,01im Vergleich zur Kontrolle
* p<0,001; " p <0,0001 im Vergleich zu TNFa

Auf den Photografien (Abbildung 30) ist auf Bild A der Tumor einer Maus aus der
Kontrollgruppe zu sehen. Abb. 30, Bild B zeigt den Tumor einer Maus aus der

Gruppe ,TNFa + Doxil“. Deutlich ist die in der Tumormitte beginnende schwarz
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gefarbte Nekrose des Tumors zu erkennen. Bild Abb. 30, Bild C zeigt den Tumor
einer ,Luc + Doxil“ Maus, auch hier mit Eintrocknung des Tumors. Abb. 30, Bild D
zeigt einen Tumor aus der Gruppe ,TNFa“. Auf diesem Bild zeigt der Tumor kaum

Wachstumsreduktion im Vergleich zur Kontrollgruppe.

T

Abbildung 30: Abbildung von vier B16F10-Tumoren von C57BL/6-Mausen des Experiments
»Oystemische TNFa-Gentherapie mit und ohne DOXIL im B16F10-Modell“. Bild A zeigt den
Tumor einer Maus aus der Kontrollgruppe. Bild B den Tumor einer Maus aus der Gruppe ,,TNFa
+ Doxil“ mit deutlicher schwarz gefarbten Nekrose des Tumors. Bild C zeigt den
eingetrockneten Tumor einer ,,Luc + Doxil“. Bild D zeigt den Tumor aus der Gruppe ,,TNFa“.
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3.3.3 Doxil®Titration in der A/J-Maus mit Neuro2A-Tumormodell

Um die Wirkung des systemischen TNFa-Gentransfers in Kombination mit Doxil® im
Neuro2A-Tumormodell der A/J-Maus zu testen, musste zunachst die optimale Doxil-
Konzentration flir die Kombinationstherapie ermittelt werden. Dazu wurden 16
tumortragende A/J-Mause in Gruppen zu n = 4 eingeteilt. Tag 0 markiert den Tag der
Tumorzellapplikation. Ab Tag 15 erhielten die Tiere jeden 2. — 3. Tag Doxil in
unterschiedlicher Konzentration intraperitoneal appliziert. Gruppe 1 erhielt 0,5 mg/kg,
Gruppe 2 1 mg/kg und Gruppe 3 2 mg/kg. Gruppe 4 war die Kontrollgruppe und
erhielt 100 pl 5 %ige Glucose intraperitoneal appliziert. Da Doxil® mit 5%
Glucoselosung gemischt wurde, musste die Kontrollgruppe auch mit der
entsprechenden Menge Glucose versorgt werden um vergleichbare Gewichtsdaten
zu bekommen. Jeden 2. — 3. Tag wurden das Tumorwachstum (Abbildung 31) und
das Gewicht der Mause (Abbildung 32) gemessen, wobei letzteres dazu diente, die

Vertraglichkeit der Chemotherapie abschatzen zu kdnnen.
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Abbildung 31: Doxil-Titration in der A/J-Maus mit Neuro2A-Tumor. Ab Tag 15 erhielten die Tiere
jeden 2. — 3. Tag das Doxil intraperitoneal appliziert. Gruppe 1 erhielt 0,5 mg/kg Doxil, Gruppe 2
1 mg/kg Doxil und Gruppe 3 2 mg/kg Doxil. Gruppe 4 stellte die Kontrollgruppe dar. Diese
erhielt 100 pl 5%ige Glucose intraperitoneal appliziert. Die Kurve zeigt den Verlauf des
Tumorwachstums. Die einzelnen Messpunkte stellen Mittelwert + SD von 4 Tieren pro Gruppe
dar.
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Abbildung 32: Doxil-Titration in der A/J-Maus mit Neuro2A-Tumor. Gewichtsverlauf der Tiere.
Gruppe 1 erhielt 0,5 mg/kg Doxil, Gruppe 2 1 mg/kg Doxil und Gruppe 3 2 mg/kg Doxil. Gruppe
4 stellte die Kontrollgruppe dar. Dieser wurden 100 pl 5%ige Glucose intraperitoneal appliziert.
Die einzelnen Messpunkte stellen den Mittelwert von 4 Tieren pro Gruppe dar.

Gruppe 1 mit 0,5 mg/kg Doxil® zeigte zu Beginn einen &hnlichen
Tumorwachstumsverlauf wie die Kontrollgruppe, dieser war zunachst nur leicht
ansteigend, ab Tag 22 wurden die Tumore jedoch zunehmend grofRer. Zwei Mause
in der Kontrollgruppe mussten wegen Tumornekrose vorzeitig eingeschlafert werden.
Da somit kein Mittelwert mehr errechnet werden konnte, endeten die Werte mit Tag
22. Der Gewichtsverlauf von Gruppe 1 war konstant zunehmend, ahnlich wie in der
Kontrollgruppe. Der Tumorwachstumsverlauf von Gruppe 2 mit 1 mg/kg Doxil
pendelte sich an Tag 17 bei einem Tumorvolumen von 500 — 600 mm?® ein. Der
Gewichtsverlauf dieser Gruppe nahm ab Tag 18 im Durchschnitt um insgesamt 1 g
ab. Das Tumorwachstum bei Gruppe 3 mit 2 mg/kg Doxil® reduzierte sich nach
anfanglicher Zunahme ab Tag 22 wieder und der Gewichtsverlauf verringerte sich im
Durchschnitt um 0,7 g. Die zu geringe Anzahl an Tieren pro Gruppe erlaubte keine

statistische Auswertung.

Aufgrund dieser Daten wurde die Doxil®-Konzentration bei Gruppe 2 der A/J-Maus

mit Neuro2A-Tumor mit 1 mg/kg Doxil® als optimal bewertet.
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3.3.4 Systemische TNFa-Gentherapie mit und ohne Doxil® im Neuro2A-
Tumormodell

In einem weiteren Versuch wurde an Tag 0 60 A/J-Mausen 1.000.000 Neuro2A-
Tumorzellen/Maus subkutan appliziert. An Tag 9 wurden 40 Tiere nach Tumorgrofiie
und Kdrpergewicht ausgewahlt, dabei waren die Kriterien ein Koérpergewicht tber 20
g, und eine TumorgrofRe von 3 — 6 mm in einer gemessenen Richtung. Die Mause
wurden in Gruppen mit jeweils n = 8 eingeteilt. An Tag 10 wurde mit der
systemischen Therapie begonnen, darauf folgte an Tag 11 die intraperitoneale Doxil-
Applikation. Das Tumorwachstum und das Gewicht der Tiere wurden jeden 2. — 3.
Tag kontrolliert. Die systemische Applikation des TNFa-Gens erfolgte zweimal pro
Woche mit dem Transfektionskomplex Tf-PEI25br/PEI22lin 25%/75% in HBS1/2, N/P
4.8. Dabei wurden 50 pg DNS in 250 pl Transfektionslosung pro Maus intravends
appliziert. Die Doxil®-AppIikation erfolgte zweimal pro Woche intraperitoneal in einer
Konzentration von 1 mg/kg. Zuvor wurden die Tiere gewogen und jedes Tier erhielt
die seinem Korpergewicht entsprechende Menge Doxil®. Die Gruppe ,Kontrolle*
erhielt keine Therapie und diente als negative Kontrolle. Die Gruppe ,Doxil“ erhielt
nur Doxil® und diente dazu, das Tumorwachstum bei dieser Behandlung beobachten
zu konnen. Die Gruppe ,TNFa“ erhielt nur den Transfektionskomplex mit dem TNFa-
Gen und diente auch hier dazu, das Tumorwachstum ohne Doxil® beobachten zu
konnen und somit die Wirkung von TNFa-Gen alleine zu bewerten. Die Gruppe
,ITNFa + Doxil“ ist die eigentliche therapeutische Gruppe. Die Tiere erhielten
abwechselnd systemisch Transfektionskomplexe mit dem TNFa-Gen, sowie das
Chemotherapeutikum Doxil®. Die Gruppe .-gal + Doxil“ erhielt dieselbe Therapie
wie die zuvor genannte Gruppe, allerdings wurde hier das Reportergen [3-gal
verwendet. Diese Gruppe diente als Kontrolle um eruieren zu kdnnen, wie sich diese
Therapie ohne das TNFa-Gen auswirkt. Das Gen flr R-gal wurde verwendet, da

angenommen wurde, dass es weniger immunogen wirkt als die Luziferase.
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Abbildung 33: TNFa +/- Doxil in A/J-Maus mit Neuro2A-Tumor. Die Mause erhielten
abwechselnd die Doxil-Applikation i.p. und den systemischen Gentransfer mit dem
Transfektionskomplex Tf-PEI25br/PEI22lin 25%/75% in HBS1/2, N/P 4,8 i.v. appliziert. Die
»Kontrollgruppe“ blieb unbehandelt. Die Gruppe ,Doxil“ erhielt nur Doxil in einer
Konzentration von 1 mg/kg. Die Gruppe ,,TNFa“ erhielt den Transfektionskomplex mit dem Gen
fur TNFa, die Gruppe ,, TNFa + Doxil“ abwechselnd den Transfektionskomplex mit TNFa und
das Doxil und die Gruppe ,,8-gal + Doxil“ den Transfektionskomplex mit B-gal und Doxil und
diente als zusitzliche Kontrollgruppe. Die einzelnen Messpunkte stellen den Mittelwert + SD
von 8 Tieren pro Gruppe dar. Alle Gruppen zeigten gegeniiber der Gruppe ,,Kontrolle“ eine
signifikante Tumorwachstumsverzégerung. Die therapierten Gruppen ,,Doxil“, ,TNFa + Doxil“
und ,B.gal + Doxil“ zeigten untereinander keine signifikante Wachstumsverzégerung aber
dafiir gegeniiber der Gruppe ,,TNFa“.

Die Kontrollgruppe zeigte ein exponentielles Tumorwachstum (Abbildung 33). Tag 21
stellt bei einem durchschnittlichen Tumorvolumen von 900 mm? den letzten Tag der
Messung dar, da bei vielen Tieren der Tumor nekrotisch oder zu gro® wurde und die
Mause daraufhin eingeschlafert wurden. Alle Gruppen zeigten eine signifikante
Verzdgerung des Tumorwachstums im Vergleich zur Kontrolle. Die Gruppe ,Doxil
zeigte ein geringeres Tumorwachstum, hier war Tag 24 mit einem durchschnittlichen
Tumorvolumen von 592 mm? der letzte Tag der Messung, da auch hier die Tumore
entweder nekrotisch oder zu gro® wurden. Es zeigte sich vor allem ein
verlangsamtes Tumorwachstum gegenuber der Kontrollgruppe. Die Gruppe ,TNFa“
reagierte ahnlich wie die ,Doxil“-Gruppe. Auch hier ist bei einem durchschnittlichen
Tumorvolumen von 739 mm? der letzte Tag der Messung Tag 24. Alle therapierten
Gruppen wiesen eine signifikante Verzogerung des Tumorwachstums gegenuber
Gruppe ,TNFa“ auf. Das Verlaufsmuster der Gruppen ,TNFa + Doxil“ und ,R-gal +

Doxil“ sah sehr ahnlich aus und beide Gruppen zeigten eine deutliche Verzégerung
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des Tumorwachstums gegenuber allen anderen Gruppen. An Tag 24 hatte die
Gruppe ,TNFa + Doxil“ ein durchschnittliches Tumorvolumen von 315 mm? und die
Gruppe ,R-gal + Doxil von 321 mm?®. Der letzte Tag der Messung war Tag 31. Der
Versuch wurde an diesem Tag abgebrochen, da das Ergebnis eindeutig war und die
Mause nicht noch langer belastet werden sollten. Die statistische Berechnung dieses
Versuches erfolgte mit der ,Procedure Mixed“ des SAS-Systems. Analysiert wurden
die Wachstumsparameter in einem gemischten Ilinearen Modell unter der
Berucksichtigung der Verlaufstrukturen der Daten mit einem zufalligen Effekt mit dem
Trend fur einzelne Tiere (67). Es wurden die Tumorwachstumsdaten pro Tag der
Gruppen mit Standardfehler berechnet und mit den Daten der anderen Gruppen

verglichen.

Tabelle 2: Statistische Auswertung des Experiments ,,Systemische TNFa-Gentherapie mit und
ohne Doxil im Neuro2A-Tumormodell“. Die statistische Berechnung dieses Versuches erfolgte
mit dem ,,Procedure Mixed*“ des SAS-Systems. Das Tumorwachstum/Tag wird mit der Einheit
mm?® berechnet.

Gruppe Tumorwachstum/Tag |Standardfehler
Kontrolle 85,38|+/- 7,41

Doxil 34,43|+/-9,74 w ¥
TNFa 52,02|+/- 9,81 *
TNFa + Doxil 18,74|+/- 9,36 o
R-gal + Doxil 18,52|+/- 9,46 o W

*p<0,01; **p <0,0001 im Vergleich zur Kontrolle
*p=0,052," p=0,0001im Vergleich zu TNFa

3.3.5 Lokale TNFa-Gentherapie mittels Elektroporation

In einem Vorversuch sollte die Wirkung des intratumoral applizierten TNFa-Gens und
mit nachfolgender Elektroporation ermittelt und die Wirksamkeit dieses
therapeutischen Konzeptes eruiert werden. Die Tumorwachstumsdaten einer
unbehandelten Kontrollgruppe wurden aus einem zeitgleich laufenden Versuch
verwendet. Die Tierzahlen in den Gruppen betrug jeweils n = 4. Tag 0 markiert den
Tag der subkutanen Neuro2A-Tumorzell-Applikation in A/J-Mause. An Tag 12 wurde
das TNFa-Gen intratumoral injiziert und anschlieBRend die Elektroporation

durchgefuhrt. Gruppe ,1 x TNFa“ erhielt einmalig das Gen intratumoral injiziert mit
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nachfolgender Elektroporation, Gruppe ,2 x TNFa in 4 d“ im Abstand von 4 Tagen 2
mal das Gen TNFa mit nachfolgender Elektroporation. Bei Gruppe ,3 x TNFa in 8 d*
erhielt im Abstand von 4 Tage dreimal das Gen TNFa mit nachfolgender
Elektroporation. Gruppe ,2 x TNFa in 8 d“ wurde im Abstand von 8 Tagen zweimal
das Gen TNFa verabreicht und die Elektroporation durchgefuhrt. Die Gruppe ,TNFa
ohne EP“ erhielt nur das TNFa-Gen intratumoral appliziert ohne nachfolgende
Elektroporation. Die weitere Kontrollgruppe ,unbehandelt® mit n = 8 Tieren erhielt

keine Behandlung. Das Tumorwachstum wurde jeden zweiten Tag gemessen.
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Abbildung 34: A/J-Mause mit Neuro2A-Tumor. 50 pg TNFa-DNS wurden intratumoral appliziert
und anschlieBend die Elektroporation durchgefiihrt. Diese Therapie wurde unterschiedlich oft
wiederholt. Die Tierzahl betrug n=4. Gruppe ,,AXTNFa“ erhielt einmalig das Gen + EP. Gruppe
»2 X in 4 d“ erhielt im Abstand von 4 Tagen zweimal TNFa + EP. Gruppe ,,3x in 8 d“ erhielt im
Abstand von 4 Tagen dreimal TNFa + EP. Die Gruppe ,, 2 x in 8 d“ erhielt im Abstand von 8
Tagen 2 mal TNFa + EP. Die Gruppe , TNFa ohne EP“ erhielt einmalig das Gen ohne
nachfolgende Elektroporation. Die Gruppe ,,unbehandelt“ blieb ohne Behandlung. Die Werte
dieser Gruppe wurden aus einem anderen Versuch mit n = 8 hinzugezogen um die
Versuchstierzahl gering zu halten. Die einzelnen Messpunkte stellen den Mittelwert von 4
Tieren pro Gruppe dar. Es wurde keine statistische Auswertung durchgefiihrt.

Die Ergebnisse (Abbildung 34) zeigten kaum einen Unterschied in den Mittelwerten
des gleichen Tages zwischen den Gruppen. Alle Gruppen wiesen ein exponentielles
Tumorwachstum auf. Bei der Einzeltierauswertung konnten allerdings schon geringe
Unterschiede festgestellt werden. In der Gruppe ,3 x TNFa in 8 d* verschwand der
Tumor bei einem Tier komplett. Aufgrund dieser Ergebnisse und der zu geringen
Tierzahl pro Gruppe wurde auf eine statistische Auswertung verzichtet und der

Versuch in dieser Art nicht wiederholt.
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3.3.6 Kombination von systemischer TNFa-Gentherapie und Elektroporation
mit dem IFNa-Gen

In diesem Versuch wurde die Kombination des systemischen Gentransfers mit
Transfektionskomplexen und mit lokalem Gentransfer mittels Elektroporation eruiert.
Hierfir wurde A/J-Mausen mit Neuro2A-Tumoren alle 5 - 6 Tage das TNFa-Gen
systemisch mittels dem Transfektionskomplex Tf-PEI25br/PEI22lin 25%/75% in
HBS1/2, N/P 4,8 verabreicht, und jeweils am darauf folgenden Tag intratumoral das
IFNa-Gen mit nachfolgender Elektroporation appliziert. Die Gruppe , TNFa i.v.“ diente
als Kontrollgruppe und erhielt das TNFa-Gen mittels Transfektionskomplex
systemisch appliziert. Die therapeutische Gruppe ,TNFa + IFNa+ EP“ erhielt das Gen
fur TNFa systemisch und am darauf folgenden Tag das Gen fur IFNa intratumoral mit
nachfolgender Elektroporation. Die Gruppe ,TNFa + R-gal + EP“ wurde analog
behandelt wie die Gruppe zuvor, das therapeutische IFNa-Gen wurde jedoch durch
das R-gal Gen ersetzt. Die Gruppe ,Kontrolle“ diente als negative Kontrolle und blieb

unbehandelt. Die Tierzahl pro Gruppe betrugn = 3 - 4.

Die Auswertung (Abbildung 35) zeigt einen deutlichen Unterschied zwischen der
Gruppe ,Kontrolle und allen anderen Gruppen. Die Kontrollgruppe wies ein
exponentielles Tumorwachstum auf und erreichte an Tag 20 ein Tumorvolumen von
1018 mm?®. Die anderen Gruppen zeigten ein relativ einheitliches Tumorwachstum,
wobei die Gruppe ,TNFa + IFNa+ EP“ die geringste Steigungsrate aufwies und an
Tag 20 mit 380 mm® das kleinste Tumorvolumen hatte. Die Resultate geben einen
Hinweis auf die Wirksamkeit der Therapie, wobei die Frage offen bleibt, inwieweit die
Elektroporation und das systemisch applizierte Gen jeweils zu einer Reduktion des
Tumorwachstums beitragen. Aufgrund zu geringer Tierzahlen pro Gruppe wurde
keine statistische Auswertung durchgefuhrt.
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Abbildung 35: A/J-Mause mit Neuro2A-Tumor. Die Tierzahl betrug n = 3 - 4. Alle 5 - 6 Tage
erhielten die Mause das TNFa-Gen systemisch mit dem Transfektionskomplex Tf-
PEI25br/PEI22, am Tag danach wurde intratumoral das IFNa-Gen appliziert und die
Elektroporation durchgefiihrt. Gruppe ,,TNFa i.v.“ erhielt TNFa systemisch. Der Gruppe ,,TNFa
+ IFNa+ EP“ wurde TNFa-Gen systemisch und IFNa-Gen intratumoral mit nachfolgender
Elektroporation verabreicht. Die Gruppe ,,TNFa + B-gal + EP“ erhielt TNFa systemisch und B-
gal intratumoral mit nachfolgender Elektroporation. Die Gruppe ,,Kontrolle“ blieb unbehandelt.
Die einzelnen Messpunkte stellen den Mittelwert + Standardbeweichung von 3 - 4 Tieren pro
Gruppe dar.

3.4 Enzym-Prodrug-Therapie mit P450 und CPA

Als weiteres Therapiekonzept sollte GDEPT (Gene-directed Enzyme/Prodrug
Therapy) mit dem P450-Gen und dem CPA untersucht werden. Dazu wurden zwei
verschiedene Modelle gewahlt, der lokalisierte Gentransfer Uber Elektroporation im

Huh7- und Neuro2A-Tumormodell und der systemische im Neuro2A-Tumormodell.

3.41 CPA-Titration im Huh7-Tumormodell in der SCID-Maus

Da die optimale CPA-Konzentration flir Huh7-Tumor tragende SCID-Mause noch
nicht ermittelt worden war, wurde in diesem Mausmodell zuerst eine CPA-Titration
durchgefuhrt. Dazu wurden 4 Gruppen mit jeweils n = 3 Tieren gebildet, die mit CPA
in unterschiedlichen Konzentrationen behandelt wurden. Es wurde hierbei ein
,moderates Therapieschema“ mit einer wochentlichen intraperitonealen Applikation
von CPA angewendet. Da es sich um einen Vorversuch handelte, wurde auf die

statistische Auswertung verzichtet. Die Tiere wurden jeden zweiten Tag gewogen



Ergebnisse 73

und die TumorgroRe vermessen. Die Gruppe ,CPA 50“ erhielt 50 mg/kg CPA, die
Gruppe ,CPA 75 75 mg/kg CPA und die Gruppe ,120 CPA" 120 mg/kg CPA

intraperitoneal appliziert. Die Gruppe ,Kontrolle® blieb unbehandelt.
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Abbildung 36: CPA-Titration in SCID-Mausen mit Huh7-Tumoren. Intraperitoneale Applikation
von CPA in unterschiedlichen Konzentrationen alle 7 Tage. Die Gruppe ,,CPA 50“ erhielt 50
mg/kg CPA, die Gruppe ,,CPA 75“ 75 mg/kg CPA und die Gruppe ,,120 CPA“ 120 mg/kg CPA.
Die Gruppe ,,Kontrolle“ blieb unbehandelt. Die einzelnen Messpunkte stellen den Mittelwert +
SD von 3 Tieren pro Gruppe dar.

Die Ergebnisse (Abbildung 36) zeigten deutliche Unterschiede zwischen den
Gruppen. Die Tumore der Gruppe ,Kontrolle” zeigten ein exponentielles Wachstum.
Tag 27 war der letzte Tag der Messung, da zwei Tiere eingeschlafert werden
mussten. Die Gruppe ,,CPA 50“ hatte am Anfang dasselbe Tumorwachstum wie die
Kontrolle, allerdings lebten die Tiere wesentlich langer und das Wachstum zeigte
nach Therapiebeginn keinen exponentiellen Verlauf. Trotz Behandlung stieg das
Tumorwachstum ab Tag 56 wieder stark an. In der Gruppe ,CPA 75% war das
Tumorwachstum bei einer GroRe von 100 — 200 mm? bis zum Tag 77 zum Stillstand
gekommen. Wurde die CPA-Therapie beendet, dann wurden die Tumore wieder
groler. Als eine Nebenwirkung von CPA wurde festgestellt, dass die Felldichte am
Bauch der Tiere ab der 6. Woche der Behandlung deutlich abnahm. Die Gruppe
,CPA 120“ zeigte eine Reduktion des Tumorwachstums von anfanglich 57 mm? auf
10 mm?® und bei 2 von 3 Tieren kam es zu einer vollstandigen Tumoreradikation.
Nach Ende der CPA-Applikation entwickelte nur 1 von 3 Tieren wieder einen Tumor.
Am Ende der Untersuchung hatten die Tiere fast keine Bauchhaare mehr und auch
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sonst deutlich lichteres Fell. Das Gewicht der Tiere blieb Uber den gesamten
Messzeitraum in allen Gruppen konstant. Aufgrund dieser Ergebnisse und der
Absicht eine CPA-Konzentration zu ermitteln, die das Tumorwachstum nur teilweise
begrenzt, wurde fur weitere Versuche die Konzentration von 50 mg/kg CPA
ausgewahlt. Aufgrund zu geringer Tierzahlen pro Gruppe wurde keine statistische
Auswertung durchgefuhrt.

3.4.2 Elektroporation mit P450-Gen in Kombination mit CPA im Huh7-
Tumormodell

In diesem Experiment wurde das GDEPT-Konzept auf seine therapeutische
Wirksamkeit hin getestet. SCID-Mause mit Huh7-Tumoren wurden fur diesen
Versuch in 7 Gruppen mit einer Tierzahl von n = 5 pro Gruppe aufgeteilt. Das Gen
kodierend fur Cytochrom P450 (50 pg in 50 pl H,O) wurde an Tag 10 intratumoral
appliziert und nachfolgend die Elektroporation durchgefihrt. An Tag 12 erhielten die
Tiere ihrem Gewicht entsprechend 50 mg/kg CPA intraperitoneal verabreicht. Diese
Behandlung wurde nach 9 Tagen wiederholt. Die Gruppe ,Kontrolle® blieb
unbehandelt. Die Gruppe ,CPA® erhielt nur CPA appliziert und diente als Kontrolle,
um die Wirkung von CPA allein verfolgen zu kdnnen. Die therapeutische Gruppe war
.,EP + P450 + CPA" und erhielt das Gen fur P450 mit nachfolgender Elektroporation
und CPA. Die Gruppe ,P450 + CPA" erhielt das P450-Gen ohne Elektroporation und
CPA. Die Gruppe “EP + P450“ erhielt nur das Gen fur P450 mit nachfolgender
Elektroporation. Die Gruppe ,EP + PBS + CPA® bekam anstatt des Gens PBS
injiziert, mit nachfolgender Elektroporation und CPA. Die Gruppe ,EP + PBS* erhielt

PBS injiziert, anschlielRend erfolgte die Elektroporation.

Die Ergebnisse (Abbildung 37) waren zum Teil wenig aussagekraftig. Der Grund
hierfir war, dass die Tumore zu Therapiebeginn (Tag 10) mit durchschnittlich 150
mm? bereits sehr gro waren und somit das Zeitfenster fiir die Therapie sehr klein
wurde. Eine Verlangsamung des Tumorwachstums war nur in der Therapiegruppe
,EP + P450 + CPA" zu sehen, aber selbst hier waren die Unterschiede zur
Kontrollgruppe nicht sehr grof3. Alle anderen Gruppen zeigten keine oder nicht
signifikante Unterschiede zur Kontrollgruppe. Selbst in die Gruppe ,CPA® verlief das

Tumorwachstum ahnlich wie in der Kontrollgruppe.



Ergebnisse 75

. | —e— Kontrolle

“’E 1200 - —m—CPA ) /
1000 || —A—EP P450+CPA

|| —=—P450+CPA

—¥—EP P450 A
—@—EP PBS+CPA
400 1| _o _EPPBS
200 -

o— ‘ ‘

0 5 10 15 20 25
Zeit nach Tumorinjektion (Tage)

Tumorvolumen (m
2]
(=)
o

1600 -

1400 - —o— Kontrolle B

1200 - —&— EP P450+CPA _

1000 1 -8—EP PBS _ 1
800 I
600 -
400 -
200 -

00— — ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
Zeit nach Tumorinjektion (Tage)

—

Tumorvolumen (mm3)

Abbildung 37:. Elektroporation mit dem P450-Gen in Kombination mit CPA in SCID-Mausen mit
Huh7-Tumoren. An Tag 10 wurde nach der intratumoralen Applikation von P450-Gen (50 g in
50 ul H,0) die Elektroporation durchgefiihrt. An Tag 12 erhielten die Tiere CPA (50 mg/kg)
intraperitoneal appliziert. Die Tierzahl pro Gruppe betrug n = 5. Bild A: 7 Die einzelnen
Messpunkte stellen den Mittelwert ohne Standardbeweichung von 5 Tieren pro Gruppe dar. Die
Gruppe,,Kontrolle“ blieb unbehandelt. Gruppe ,,CPA“ erhielt nur CPA. Die Gruppe ,,EP + P450 +
CPA“ war die therapeutische Gruppe und erhielt das Gen fiir P450, die Elektroporation und
CPA. Die Gruppe ,,P450 + CPA“ erhielt das Gen ohne Elektroporation und das CPA. Die Gruppe
“EP + P450“ erhielt nur das P450-Gen mit nachfolgender Elektroporation. Die Gruppe ,,EP +
PBS + CPA“ erhielt PBS injiziert mit nachfolgender Elektroporation und CPA. Die Gruppe ,,EP +
PBS“ erhielt PBS injiziert mit nachfolgender Elektroporation. Bild B: Aus Griinden der
Ubersichtlichkeit wurden die 3 wichtigsten Gruppen ausgewihlt. Die einzelnen Messpunkte
stellen den Mittelwert + SD von 5 Tieren pro Gruppe dar.

In einem weiteren Experiment wurde derselbe Versuch mit kleinen Anderungen
wiederholt. Hier wurde bereits an Tag 8 mit der Behandlung mittels Elektroporation
mit dem P450-Gen begonnen, um ein groReres therapeutisches Zeitfenster zu
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gewahrleisten. Aul3erdem reagieren kleine Tumore auf die lokale Behandlung mittels
Elektroporation empfindlicher, da eine groflere Menge Gen pro Tumorvolumen zu
Verfligung steht. An Tag 10 erfolgte die erste CPA-Applikation mit 50 mg/kg
intraperitoneal. Die Tierzahl in den Gruppen war n = 6 - 8. 7 Tage spater wurde die
Therapie nach dem gleichen Schema wiederholt. Die Gruppe ,Kontrolle® blieb
unbehandelt. Die Gruppe ,CPA“ erhielt nur CPA intraperitoneal appliziert. Die
Gruppe ,EP + P450 + CPA" ist die therapeutische Gruppe und erhielt das Gen fir
P450 mit nachfolgender Elektroporation und CPA. Die Gruppe ,EP + [3-gal + CPA"
erhielt das Gen fur R-gal mit nachfolgender Elektroporation und CPA. Sie diente als
Kontrollgruppe bei gleicher Behandlung wie die therapeutische Gruppe, jedoch mit
Austausch der Gene. [3-gal ist ein Reportergen, wird aber haufig als Kontroll-Gen
eingesetzt, da es nur relativ schwach immunogen wirkt (unveréffentlichte Daten von
R. Kircheis).

In diesem Versuch waren die Ergebnisse und die Unterschiede zwischen den
Gruppen wesentlich eindeutiger (Abbildung 38). Die Gruppe ,Kontrolle® zeigte ein
exponentielles Tumorwachstum. Tag 17 war der letzte Tag der Messung, da die
Tumore zu grof3 wurden und die Tiere eingeschlafert werden mussten. Die anderen
Gruppen zeigten eine signifikante Verzogerung des Tumorwachstums gegenuber der
Gruppe ,Kontrolle“. Bei der Gruppe ,CPA“ war der letzte Tag der Messung Tag 20.
Die Gruppe ,EP + P450 + CPA“ zeigte eine deutliche Verzdgerung des
Tumorwachstums, was auch gegenuber der Gruppe ,,CPA* signifikant war. Am Tag
17 war das durchschnittliche Volumen der Tumore in dieser Gruppe 203 mm?3, im
Gegensatz zur Gruppe ,CPA" mit 517 mm? oder zur Gruppe ,Kontrolle* mit 869 mm>.
Die Gruppe ,EP + R-gal + CPA" zeigte ebenfalls eine deutliche Verzdégerung beim
Tumorwachstum die auch signifikant gegenuber der Gruppe ,nur CPA*“ war. Das
durchschnittiche  Tumorvolumen am Tag 17 betrug 319 mm® Der
Tumorwachstumsverlauf war dem der Gruppe ,EP + P450 + CPA" sehr ahnlich.
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Abbildung 38: SCID-Mause mit Huh7-Tumor. Elektroporation mit dem P450-Gen in Kombination
mit CPA. Am Tag 8 wurde nach der intratumoralen Applikation des P450-Gens (50 pg in 50 pi
H,O) die Elektroporation durchgefiihrt. Am Tag 10 erhielten die Tiere CPA (50 mg/kg)
intraperitoneal appliziert. Die Tierzahl betrug n = 6 - 8 pro Gruppe. Wiederholung der Therapie
nach 7 Tagen. Die Gruppe ,,Kontrolle*“ blieb unbehandelt. Die Gruppe ,,CPA“ erhielt nur CPA.
Die Gruppe ,,EP + P450 + CPA“ war die therapeutische Gruppe und erhielt das P450-Gen mit
nachfolgender Elektroporation und CPA. Die Gruppe ,,EP + B-gal + CPA“ erhielt das R-gal-Gen
mit nachfolgender Elektroporation und CPA. Die einzelnen Messpunkte stellen den Mittelwert +
SD von 6 - 8 Tieren pro Gruppe dar. Alle Gruppen zeigten gegeniiber der Gruppe ,,Kontrolle*
eine signifikante Tumorwachstumsverzogerung. Die therapierten Gruppen zeigten
untereinander verglichen eine signifikante Wachstumsverzogerung des Tumors bis auf die
Gruppen ,EP + P450 + CPA“ und ,,EP + R-gal + CPA“.

Die statistische Berechnung dieses Versuches erfolgte mit der ,Procedure Mixed*
des SAS-Systems. Analysiert wurden die Wachstumsparameter in einem gemischten
linearen Modell unter der Berucksichtigung der Verlaufstrukturen der Daten mit
einem zufalligen Effekt mit dem Trend fur einzelne Tiere (67). Es wurden die

Tumorwachstumsdaten pro Tag der Gruppen mit Standardfehler berechnet und mit

den Daten der anderen Gruppen verglichen.
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Tabelle 3: Statistische Auswertung des Experiments ,Elektroporation mit P450-Gen in
Kombination mit CPA im Huh7-Tumormodell“. Die statistische Berechnung dieses Versuches
erfolgte mit dem ,,Procedure Mixed“ des SAS-Systems. Das Tumorwachstum/Tag wird mit der
Einheit mm® berechnet.

Gruppe Tumorwachstum/Tag |Standardfehler
Kontrolle 107,13(+/- 11,22

CPA 72,15(+/- 14,79 *
P450 + CPA 31,04|+-1487  |**
R-gal + CPA 38,2|+/- 15,5 w

* p<0,05,* p<0,0001im Vergleich zur Kontrolle
* p<0,05,"p<0,01im Vergleich zu CPA

3.4.3 Lokaler und systemischer Gentransfer mit P450-Gen in Kombination
mit CPA im Neuro2A-Tumormodell

In diesem Experiment wurde der analoge Therapieansatz wie in 3.4.2 beschrieben
durchgefuhrt, nur das der A/J-Mausstamm mit syngenen subkutanen Neuro2A-
Tumoren gewahlt wurde. Neben der lokalen Applikation des P450-Gens wurde in
einer anderen Gruppe dasselbe Gen mit einem Transfektionskomplex intravenos
verabreicht. Als Transfektionskomplex wurde Tf-PEI25br/PEI25lin-mel 25%/75% in
HBG, N/P 4.8 mit dem P450 Gen in einer Menge von 50 ug DNS in 250 pl Lésung
intravends  injiziert. Wie in Kapitel 3.1.3 beschrieben zeigte dieser
Transfektionskomplex die beste Transfektionsrate. Fur die lokale Applikation wurden
50 ug DNS kodierend fur P450 in 50 ul H2O intratumoral injiziert und nachfolgend die
Elektroporation durchgefuhrt. Da es sich um einen Vorversuch handelte, betrug die
Tierzahl nur jeweils n = 3 pro Gruppe und daher wurde auf eine statistische
Auswertung verzichtet. An Tag 11 nach der Injektion von Tumorzellen wurde das
P450- oder [3-gal-Plasmid intravends oder intratumoral injiziert und an Tag 13 wurde
das CPA in einer Konzentration von 75 mg/kg intraperitoneal appliziert. Die Therapie
wurde alle 7 Tage wiederholt. Die Gruppe ,CPA® erhielt nur CPA und diente als
Kontrollgruppe. Die Gruppe ,EP + P450 + CPA" erhielt das P450-Gen intratumoral
injiziert mit nachfolgender Elektroporation sowie CPA und stellt die therapeutische
Gruppe fur den lokalen Gentransfer dar. Die Gruppe ,Tf/mel + P450 + CPA" erhielt
das P450-Gen mit dem Transfektionskomplex Tf-PEI25br/PEI25-mel systemisch
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sowie CPA und ist somit die therapeutische Gruppe fir den systemischen

Gentransfer.
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Abbildung 39: A/J-Maus mit Neuro2A-Tumor. Lokaler und systemischer Gentransfer mit P450
in Kombination mit CPA (75 mg/kg). Vergleich systemischer Gentransfer mit lokalem
Gentransfer mit dem P450-Gen zusammen mit CPA Verabreichung. Die Gruppe “Kontrolle*
blieb unbehandelt. Die Gruppe ,,CPA“ erhielt nur CPA. Die therapeutische Gruppe ,,EP + P450 +
CPA“ erhielt das P450-Gen intratumoral injiziert mit nachfolgender Elektroporation und CPA.
Die Gruppe ,,Tf/mel + P450 + CPA*“ erhielt das P450-Gen mit dem Transfektionskomplex Tf-
PEI25br/PEI25lin-mel 25%/75% in HBG, N/P 4,8 systemisch und CPA und stellte die
therapeutische Gruppe fiir den systemischen Gentransfer dar. Die einzelnen Messpunkte
stellen den Mittelwert + SD von 3 Tieren pro Gruppe dar.

Die Ergebnisse sind in (Abbildung 39) dargestellt. Interessanterweise zeigte sich
nach der dritten intravendsen Applikation in der Gruppe , Tf/mel + P450 + CPA" mit
dem Komplex Tf-PEI25br/PEI25-mel eine starke Nekrose der Venen im Schwanz der
Mause (Abbildung 40). Daher wurden die Tiere dieser Gruppe an Tag 27
eingeschlafert. Bis zu diesem Tag zeigte sich allerdings bereits eine erhebliche
Reduktion des Tumorwachstums im Vergleich zur Kontrollgruppe. Die Gruppe
,Kontrolle“ zeigte ein exponentielles Tumorwachstum, Tag 22 war der letzte Tag der
Messung. In der Gruppe ,CPA® war ein stark reduziertes Tumorwachstum mit
Schwankungen in der TumorgroRe zu beobachten. Die CPA Applikation wurde nur
einmal pro Woche durchgefuhrt. Der letzte Tag der Messung war Tag 46. Die
Gruppe ,EP + P450 + CPA" zeigte das geringste Tumorwachstum von allen
Gruppen. Bei 2 von 3 Tieren verschwand der sichtbare Tumor zeitweise komplett, um

dann aber wieder zu wachsen. Der letzte Tag der Messung war Tag 74. Aufgrund zu
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geringer Tierzahlen pro Gruppe konnte keine statistische Auswertung durchgefuhrt

werden.
Maus 2

Abbildung 40: A/J-Maus mit Neuro2A-Tumor. Schwanz von zwei Mdusen nach der dritten
intravenésen Applikation von 250 pl des Transfektionskomplexes Tf-PEI25br/PEI25lin-mel
25%I75% in HBG, N/P 4,8 mit dem P450-Gen. Deutlich ist die violett-schwarze Verfarbung des
Schwanzes in der Umgebung der Injektionsstelle zu sehen. Es handelt sich um eine Nekrose
der Venen und des umliegenden Gewebes.
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4 Diskussion

41 Polyethylenimin-Polyplexe fir den systemischen Gentransfer

Polyplexe mit PEI22lin: Die beobachteten Reportergen-Expressionensraten in vivo

(hohe Expression in der Lunge, geringere in Niere, Herz, Leber und Milz) decken
sich mit bereits publizierten Ergebnissen (28;70). In BALB/c-Mausen wurde eine
héhere Expression als in C57BL/6-Mausen gemessen. Eine von Stamm zu Stamm
unterschiedlichen Transfektionseffizienz der PEI-Polyplexe kann man wie folgt
erklaren. Man nimmt an, dass die Aggregation der positiv geladenen Polyplexe mit
Blutkomponenten wichtig fur die Akkumulation in den Lungenkapillaren sowie
Transfer und Expression in Alveolarzellen ist. Die Mausstamm-spezifische
Gentransfer-Effizienz kdnnte an deren unterschiedlichen Reaktion mit den
Polyplexen, basierend auf leicht verschiedenen biologischen Eigenschaften des
Gerinnungssystems, des Komplementsystems bzw. der Erythrozyten liegen.
Unterschiedliche Toxizitat von PEI nach intravendser Applikation wurde bereits von
Chollet et al. beschrieben (31). Die hohen Expressionsraten in SCID-Mausen im
Vergleich zu den anderen Mausstammen konnten auf die fehlende Reaktion des
Immunsystems (keine B- und T-Lymphozyten) zurtuckzufuhren sein. Trotz
Verdoppelung der DNS Menge von 25 ug auf 50 ug in C57BL/6-Mausen wurde keine

weitere Erhdhung der Reportergen-Expression festgestellt.

Gelfiltrierte Polyplexe: Da die Gelfiltration die GroRe und das Zeta-Potential der

Komplexe nicht andert und auch das N/P-Verhaltnis gleich bleibt, ist diese
Reinigungsmethode sehr effektiv, um freies PEI von den Komplexen zu entfernen.
Des weiteren verringert die Gelfiltration die Toxizitat der Komplexe deutlich. Dies
zeigte sich vor allem in einer geringeren Gewichtsabnahme und dem ungestorten
Allgemeinbefinden der Tiere, die gelfiltrierte Komplexe erhielten. Tiere, die gelfiltrierte
Polyplexe + freies PEI22lin erhielten, zeigten dagegen eine starke Gewichtsabnahme
und ein gestortes Allgemeinbefinden. Die Ursache ist damit zu erklaren, das freies
PEI sowohl systemisch durch Auslosung des Komplementsystems als auch zellular
durch die Aggregation von Erythrozyten toxisch wirkt. Allerdings wies diese Gruppe
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eine sehr hohe Expressionsrate in der Lunge auf. Dies kommt vermutlich daher, dass
freies PEI mit Blutkomponenten kleine Aggregate bildet in denen sich auch durch PEI
gebundene DNS befindet. Diese bleiben in den Lungenkapillaren stecken und sind
dort fUr die hohe Expression verantwortlich (68;71). Dagegen kommt es mit
gelfiltrierten Komplexen zu einer 200 fachen Reduktion der Lungenexpression.
Dieser Effekt lasst sich durch eine verringerte Aggregation der gereinigten Polyplexe
mit Erythrozyten erklaren (siehe Abbildung 8). Auch in allen anderen untersuchten
Organen war die Transfektionseffizienz deutlich verringert. Offensichtlich besitzt das
freie PEI eine wichtige Funktion fur die Effizienz der Transfektion. In Zukunft ist es
daher wichtig Komplexformulierungen zu finden, die eine hohe Transfektionsrate
durch weniger toxische Komponenten wie das freie PEI erreichen. Ein Vorteil von
gelfiltrierten Komplexen zeigte sich nach systemischer Applikation in tumortragenden
SCID-Mausen: Wahrend in allen Organen die Expressionswerte von gelfiltrierten
Komplexen im Vergleich zu nicht filtrierten Komplexen verringert waren, war das
Expressionsniveau im HepG2-Tumor erhoht. Dies kdnnte an der langeren Zirkulation
der Komplexe im Organismus liegen, wenn diese nicht frihzeitig in den
Lungenkapillaren durch Aggregation mit Blutkomponenten stecken bleiben und
abgebaut werden, wodurch sich die Zahl der Transfektionskomplexe, die den Tumor
erreichen, erhoht.

Polyplexe mit Transferrin: Die im Tumor gemessene Transgenexpression zeigt eine

starke Abhangigkeit vom Tumormodell. Die gefundenen in vivo Ergebnisse decken
sich mit den beschriebenen Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen (18). In dem
Mausstamm A/J mit Neuro2A-Tumoren wurden die hochsten Expressionsraten im
Tumor gefunden, wahrend in den anderen Organen keine bis moderate
Expressionswerte zu finden waren. Dass dieser Gentransfer in anderen
Mausstammen mit anderen Tumorzellen wie z. B. hier bei C57BL/6-Mausen mit
B16F10-Tumoren und bei BALB/c-Mausen mit CT26-Tumoren kaum funktioniert,
liegt, wie bereits beschrieben, daran, dass die Tumore flr den systemischen
Gentransfer schwer erreichbar waren (72). Im Falle von A/J-Mausen mit Neuro2A-
Tumoren zeigt dieser Transfektionsversuch einen Weg auf, wie zielgerichtete
Genexpression in vivo moglich ware, um bestimmte Tumore therapeutisch

anzugehen. Grolie Hoffnungen wurden auf den Einbau des membranaktiven Peptids
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Melittin in PEI-Polyplexe gesetzt, da dieser in vitro deutlich verbesserte
Transfektionsraten bewirkte (37). Bei einmaliger Applikation von Melittin
enthaltenden Tf-PEI25br/PEI25lin-mel Komplexen mit pCMVLuc-DNS zeigte sich
eine um das 2,8 — 23,8 fach (je nach Versuch) erhdhte Reportergen-Expression im
Tumorgewebe gegenuber den Tf-PEI25br/PEI22lin-Komplexen ohne Peptid. Daher
wurde diese Formulierung auch in einer therapeutischen Anwendung (siehe 4.4.)

angewendet.

Histologie: Die DNS lie® sich mittels markierter Transfektionskomplexe erfolgreich
darstellen. Mit dieser Methode lasst sich der Weg der DNS und die Akkumulation in
bestimmten Organen verfolgen. Die Farbung des Endothels der Tumore zeigte
ahnliche Ergebnisse wie bereits beschrieben (72). Die Neuro2A-Tumore und auch
die B16F10-Tumore zeigten eine gute Vaskularisierung mit grollen Gefalden,
wahrend die CT26-Tumore sehr kleine Gefalle aufwiesen. Die Moglichkeit eines
effektiven Gentransfers ist sehr eng mit einer guten Vaskularisation verknupft. Dass
dabei auch noch die Art der Gefal3e eine Rolle spielen muss, zeigte sich in der
schlechten Transfizierbarkeit von B16F10-Tumoren. Die Tumore sind zwar gut
vaskularisiert, zeigen aber eine geringe Transfektionsrate. Die Gefalle mussen
permeabel (gefenstert) sein, damit die Transfektionskomplexe uberhaupt eine
Moglichkeit haben in das Gewebe einzudringen. Dies ist bei Neuro2A-Tumoren der
Fall (72), bei B16F10-Tumoren vermutlich jedoch nicht.

Die histologische Untersuchung von GFP-Expression brachte nicht sehr eindeutige
Ergebnisse. Es konnte in vielen Praparaten (sowohl mit systemisch verabreichten
DNS-Transfektionskomplexen als auch mit intratumoral applizierter DNS mit
nachfolgender Elektroporation) zwar eine Expression gefunden werden, allerdings
konnten Fehlinterpretationen nicht ausgeschlossen werden. Daher eignet sich diese
Methode nur sehr bedingt fur den Nachweis von Transfektionseffizienz. Zum Beispiel
konnte im Neuro2A-Tumor das mittels Elektroporation verabreichte Gen GFP
histologisch Uberhaupt nicht nachgewiesen werden, im Huh7-Tumor einer SCID-
Maus dagegen schon. Da auch in anderen Arbeiten dieselben Probleme beschrieben
wurden (92), sollte fr den histologischen Nachweis von Genexpression eine andere
Methode gewahlt werden.
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4.2 Etablierung der Elektroporation

Die Elektroporation ist eine Methode mit einem hohen Potential fir die Gentherapie.
Allerdings sind die zu Grunde liegenden Mechanismen noch nicht vollstandig
aufgeklart (73). Die DNS scheint sich an der Zellmembran zu akkumulieren und im
Laufe mehrerer Stunden nach der Elektroporation durch Poren in die Zellen zu
gelangen. Dort muss die DNS dem Abbau durch Nukleasen auf dem Weg zum
Zellkern entkommen (74). Inzwischen haben viele Forschergruppen die
Elektroporation etabliert, so dass hier zum Teil auf bereits erzielte Ergebnisse
zuruckgegriffen werden konnte. Allerdings gibt es viele unterschiedliche Ergebnisse,
was an den vielen veranderbaren Parametern, den unterschiedlichen Elektroden
(41;75), und den zur Verfugung stehenden verschiedenartigen Elektroporatoren liegt.
Die Forschungsgruppe von Durieux et al. (76) verabreichte in 8 Pulsabschnitten
jeweils 1000 Pulse im Muskel mit geringer Spannung und sehr kurzer Pulsdauer (10
- 250 ps). Andere Gruppen verabreichten einen ersten Puls mit sehr hoher Spannung
und einen zweiten Puls mit sehr niedriger Spannung (77). Wieder andere Gruppen
benutzten eine Spannung von 450 V/cm mit einer Pulsdauer von 25 ms und bis zu 6
Pulsen. Die experimentellen Bedingungen sind im Einzelnen durch das verflugbare
Gerat und die vorhandenen Elektroden vorgegeben. Fur die Etablierung der
Elektroporation stand der ECM830 Elektroporator von BTX, Genetronics zur
Verfugung. Da dieses Gerat nicht fur die Applikation hochfrequenter Pulse im
Mikrosekundenbereich bzw. die aufeinander folgende Applikation von Pulsen
unterschiedlicher Spannung ausgelegt ist, wurden Pulse mit konstanter Spannung im
Bereich von Millisekunden appliziert. Es wurde fur die Etablierung ein Bereich von
200 — 800 V/cm gewahlt, da die meisten in der Literatur beschriebenen

Anwendungen in diesem Bereich lagen.

Als erstes wurde die Anwendung der Nadel-Elektrode im Muskel und in den CT26-
Tumoren in BALB/c-Mausen eingesetzt. CT26-Tumore zeigten ein sehr aggressives
Wachstum, was auch zum Gewichtsverlust der Mause fluhrte, auch wenn das
Tumorvolumen erst 500 mm? erreichte. Somit mussten Elektroporationsexperimente
bereits an relativ kleinen Tumoren durchgefuhrt werden. Dabei stellte sich die
Handhabung der Nadel-Elektrode in dem solide aufgebauten Gewebe des CT26-

Tumor in BALB/c-Mausen als sehr schwierig heraus. Die relativ dicken Nadeln
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mussten in sehr kleine Tumore eingefuhrt werden, was zu erheblichen Verletzungen
des Tumors fuhrte. Auch kam es nach dem Herausziehen der Nadeln zu erheblichen
Blutungen. Daher wurde in weiteren Experimenten fur die Elektroporation von Tumor
die nicht invasive Kaliper-Elektrode bevorzugt. Das therapeutische Fenster bei CT26-
Tumoren ist sehr klein und somit wurde dieser in keinem therapeutischen Experiment
eingesetzt. Im Muskel war die Nadel-Elektrode problemlos zu handhaben. Es zeigte
sich bei der Anzahl der gesendeten Pulse, dass im Muskel mit 2 Pulsen eine
wesentlich hohere Expression erreicht wird, als bei 6 Pulsen. Beim Tumor konnte
dies nicht gezeigt werden. Der Grund dafur konnte die bei jedem gesendeten Puls
zunehmende Schadigung des Gewebes sein, wobei die Muskelzellen in dieser
Hinsicht offensichtlich viel empfindlicher sind als die Tumorzellen. Wird die
Schadigung der Zellen zu stark, kdnnen sie keine Luziferase mehr exprimieren.
Daher wurden in weiteren Experimenten zwei Pulse gesendet. Die hochsten
Luziferase-Expressionswerte erzielte man im Muskel mit der Kaliper-Elektrode mit
400 V/cm (160 V/Organ) und mit der Nadel-Elektrode mit 160 V/cm (80 V/0,5 cm),
einer Pulsdauer von 25 ms, einer Pulsanzahl von zwei bei einer Frequenz von 10 Hz.
FUr den Tumor erzielte man die besten Ergebnisse mit der Kaliper-Elektrode bei
einer Spannung von 320 V/Tumor. Dagegen waren die mit der Nadel-Elektrode
erzielten Werte in Versuch eins (Abb. 20) mit 160 V/cm signifikant unterschiedlich zur
Kontrolle, in Versuch zwei (Abb. 21) sind die Werte genauso hoch wie in der

Kontrollgruppe. Deshalb lassen sich die erzielten Ergebnisse nicht definitiv bewerten.

Bei Verwendung der Kaliper-Elektrode ist zu beachten, dass der Abstand zwischen
den Elektroden variiert. Sie passt sich der Grolde des Tumors bzw. Muskels an und
die Berechnung der applizierten Spannung pro cm (V/cm) ist nur durch Bestimmung
der Abstande zwischen den Elektroden moglich. Es wurde aber festgestellt, dass die
absolute pro Tumor applizierte Spannung meist einen grofleren Einfluss auf das
Transfektionsergebnis hat als der Wert V/cm. So ist im CT26-Tumor bei einer
BALB/c-Maus bei Benutzung der Kaliper-Elektrode und einer Spannung von 320
V/Tumor eine sehr hohe Expression gefunden worden. Anscheinend wird flr
Tumorzellen eine hohere Spannung bendtigt, um dieselbe Expression zu erreichen
wie im Muskel (160 V/Muskel). In der A/J-Maus wurden die besten Ergebnisse mit

der Elektroporation im Tumor und Muskel mit folgenden Parametern ermittelt:
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Spannung: 350 V/Tumor, 120 V/Muskel; Pulsanzahl: 2; Pulsdauer: 25 ms; Frequenz:
10 Hz; DNS Menge: 50 ug fur die Kaliper-Elektrode. Insbesondere im Transfektions-
Experiment am Huh7-Tumor in SCID-Mausen zeigte sich die Abhangigkeit der
Expression von der angelegten Spannung pro Tumor. Dabei stellt sich heraus, dass
nicht die GrolRe des Tumors der entscheidende Parameter fur die angelegte
Spannung ist, sondern die angewendeten Spannung pro Tumor (unabhangig von der
TumorgroRe). Wahrend sich bei 180 V noch keine Expression zeigte, stieg diese bei
200 V/Tumor langsam an, um bei 270 - 360 V/Tumor das Expressionsmaximum zu
erreichen. Wirde man hier die angewendete Spannung in V/cm umrechnen, kdme
man zu keinem schlussigen Ergebnis hinsichtlich der optimalen Spannung. Geht
man mit der Spannung auf 400 V/Tumor, so erreicht man noch héhere Expression,
aber bei mehrfacher Anwendung kommt es zu Verbrennungssymptomen der Haut.
Dies ist bei 350 V nur sehr selten aufgetreten. Anscheinend ist eine kritische
Mindestspannung notwendig, um Uberhaupt eine Porenbildung in den
Zellmembranen zu erreichen (78). Allerdings liegt diese kritische Spannung in diesen
Versuchen bei 200 V/Organ und nicht bei 200 V/cm wie von anderen Arbeitsgruppen
publiziert (78). Im eingesetzten Spannungsbereich von 0 — 200 V/Tumor findet man
nur eine geringe Expression. In Spannungbereichen von 200 — 400 V/Tumor zeigt
sich ein starker Anstieg in der Transgen-Expression, das Maximum wird bei ca. 400
V erreicht. Bei Spannungen deutlich Uber 400V/Tumor verringert sich nach
Literaturangaben die erreichte Transgen-Expression, da durch die hohe Spannung
die Zellen zerstort werden und keine Expression mehr maoglich ist (79). Ab welcher
Spannung es zu Gewebeschadigung kommt, hangt von der Art des Gewebes ab, z.
B. sind Muskelzellen empfindlicher als Tumorzellen. Ob und wie man
Gewebeschadigung verhindern kann, wird zur Zeit genauer untersucht, allerdings
liegen noch keine klaren Ergebnisse vor (80;81). Daher ist die Empfehlung fir
zukunftige Experimente mit der Elektroporation mittels Kaliper-Elektrode folgende: fur
Tumore kleiner 5 mm sollte eine Spannung von 300 V/Tumor, und fur grolRere
Tumore eine Spannung von 350 V/Tumor bei 2 Pulsen mit einer Pulsdauer von 25

ms benutzt werden.
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4.3 Tumor-Gentherapie mit TNFa-Gen

Je nach Art der Applikation des TNFa-Gens zeigte sich ein deutlicher Unterschied im
therapeutischen Effekt. Wahrend die systemischen Gentransfersysteme als
erfolgreich einzustufen waren, war bei der lokal angewendeten Gentherapie mittels
Elektroporation kein Therapieerfolg erreichbar. Bei der systemisch angewendeten
Therapie ist allerdings letztlich nicht klar, auf welche Komponenten genau der

Therapieerfolg zurickzufuhren ist.

Transfektionskomplexe mit TNFa-Gen +/- Doxil®:

Sowohl die Behandlung mit Transfektionskomplexen die das Gen fur TNFa enhielten
alleine als auch mit Doxil® alleine zeigten eine Verzoégerung des Tumorwachstums in
dem ersten Experiment mit dem Gen fir TNF +/- Doxil® in C57BL/6-Mausen mit
B16F10-Tumoren. Im Gegensatz dazu mussten einige Tiere der Kontrollgruppe
bereits an Tag 17 eingeschlafert werden. Die Kombination von TNFa-Gentherapie
und Doxil® ergab einen deutlichen synergistischen Effekt in Bezug auf Verzégerung
des Tumorwachstums. Ahnliche synergistische Effekte wurden bereits bei der
kombinierten Anwendung von TNFa-Protein und liposomalem Doxorubicin
beobachtet (82). Jedoch zeigte sich auch, dass die Kombination von Doxil® mit
Gentransferkomplexen, die lediglich das fur Luziferase kodierende Plasmid
enthielten, ebenfalls das Tumorwachstum deutlich verzégern konnte, so dass
letztendlich kein Unterschied zwischen den Gruppen ,TNFa + Doxil“ und ,Luc +
Doxil“ gefunden werden konnte. Einerseits ist es denkbar, dass die Expression des
Fremdgens Luziferase (von Photinus Pyralis, Arthropode) zu einer Immunreaktion
und Zerstérung von Tumorzellen flhren kann. Andererseits kann es aber auch
moglich sein, dass die Plasmid-DNS selbst fur einen immunogenen Effekt
verantwortlich ist. Bakterielle DNS enthalt im Gegensatz zu eukaryonter DNS so
genannte nichtmethylierte CpG-Sequenzen. In der Gruppe von Leaf Huang konnte
gezeigt werden, dass die bakteriell produzierte Plasmid-DNS, die entweder mit
kationischen Lipiden oder in sog. LPD-Partikel verpackt war, die Expression von
Zytokinen hervorruft und Tumoreradikationen bewirken kann (83;84). Was die
Haufigkeit der auftretenden Tumornekrosen betrifft, konnte in den mit der

Kombinationstherapie Doxil + TNFa-Gen therapierten Tieren in 5 von 8 Mausen
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deutliche Tumornekrosen beobachtet werden, wie sie auch von anderen
Arbeitsgruppen beschrieben wurden (50). Die Nekrosen traten jedoch nicht nur in der
Gruppe auf, die das Gen fur TNFa erhielt, sondern auch in der Kontrollgruppe, die
das Gen flur Luziferase injiziert bekam. Zumindest konnte mit diesem Versuch
nachgewiesen werden, dass auch Tumore, die fur die systemische Gentherapie
schwer zuganglich sind, effektiv mit einer Kombinationstherapie behandelt werden
konnen. Ein weiteres Tumormodell, in dem TNFa-Gentherapie erfolgreich
angewendet wurde, ist das Neuro2A-Modell in A/J-Mausen (50). Auch hier sollte
untersucht werden, ob es einen synergistischen Effekt von TNFa-Gentherapie und
Chemotherapie gibt. Da Luziferase starker immunogen wirkt als das Gen fur R3-gal,
wurde das Gen fur Luziferase mit dem Gen fur R-Galaktosidase ausgetauscht. Das
Protein [3-gal soll nach bisherigen Erfahrungen eine geringere immunaktivierende
Wirkung besitzen (R. Kircheis, unveroffentlichte Beobachtungen). Doxil allein zeigte
eine verzogernde Wirkung auf das Tumorwachstum, ebenfalls die alleinige TNFa-
Gentherapie. Die Kombination aus diesen beiden Therapeutika zeigte eine starke
synergistische Wirkung, die eine erhebliche Verzdégerung des Tumorwachstums
bewirkte. Da die beiden Gruppen TNFa + Doxil und 3-gal + Doxil keinen Unterschied
zeigten, ist die Wirkung anscheinend unabhangig vom dem eingesetzten Gen. Der
Haupteffekt lag bei diesen Experimenten vermutlich wiederum an der immunogenen
Wirkung der nichtmethylierten CpG-Sequenzen. Daher ware es sinnvoll, ein solches
Experiment in immundefizienten SCID-Mausen durchzufuhren, da in diesem
Mausstamm kein immunstimulierender Effekt der unmethylierten CpG-Sequenzen
gefunden wurde (84). Es wurden keine Tumornekrosen beobachtet, wie sie aus

vorangegangenen Versuchen bekannt sind (50).

Lokale Anwendung der Gene fiir die Zytokine TNFa und IFNa:

Die lokale Anwendung von TNFa-Gen mit nachfolgender Elektroporation, zeigte nur
eine sehr geringe Reduktion des Tumorwachstums. Die Grinde hierfur konnten
beispielsweise in der Art der Applikation oder in den Eigenschaften von TNFa liegen.
Wenn man das Gen fur TNFa lokal intratumoral appliziert, gelangt das Gen in den
meisten Fallen direkt in das Tumorgewebe und nicht in die Blutgefalle. TNFa zeigt
seine Wirkung vor allem in der Zytotoxitat auf Endothelzellen und nicht so stark auf

Tumorzellen. Da das TNFa erst gar nicht zu den Blutgefallen gelangt, kann es somit
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seine volle Wirkung nicht entfalten. Da die Tumore bei der ersten Behandlung doch
schon eine GrofRe von ca. 5 mm in einer Richtung hatten, sind die Tumore fur dies
Art von Behandlung bereits zu gro3. Lokal wurde an der Stelle der Applikation am
nachsten Tag ein Ruckgang der TumorgrofRe gesehen, aber eben nur begrenzt auf
den Bereich in dem das Gen appliziert wurde. Es ist daher sinnvoller, das TNFa-Gen
entweder systemisch uUber das Blutgefaldsystem anzuwenden, oder lokal bei sehr
kleinen Tumoren mittels der Elektroporation. Dabei wird allerdings die Handhabung
der Elektroporation die Grenzen des Machbaren setzen. Ein weiterer Grund fir die
nur lokal begrenzte Wirkung von TNFa kann die relativ hohe Expression an TNFa
sein, die durch Elektroporation bewirkt wird (siehe auch Expressionsstudien mit
Luziferase-Gen und Elektroporation). Durch hohe Konzentrationen an TNFa kann die
Expression von l6slichen TNFa-Rezeptoren bewirkt werden, die an das Zytokin

binden und es somit inaktivieren (85;86).

Die kombinierte Anwendung von IFNa-Gen (intratumoral mit Elektroporation) und
TNFa-Gen (systemisch mit Polyplexen) zeigte weder einen additiven noch
synergistischen Effekt. Es zeigte sich in den Versuchen eine Verzoégerung des
Tumorwachstums, die aber eher auf die systemische Anwendung des Gens fur TNFa
zuruckzufuhren war, da zwischen beiden behandelten Gruppen (,TNFa i.v.“ und
~,INFa i.v. + EP mit IFNa“) keine deutlichen Unterschiede feststellbar waren. Die
geringe Verzdgerung des Tumorwachstum kann auch durch die immunogene
Wirkung von Plasmid-DNS alleine oder durch die nachfolgende Elektroporation
hervorgerufen worden sein, da das Immunsystem durch beide Anwendungen
bekanntlich aktiviert werden kann (87). In der Arbeit von Sun et al. (88) wurde eine
erhebliche Tumorreduktion bei kombinierter Anwendung dieser beiden Zytokine
mittels ,Gene Gun“ im Renca-Tumormodell gezeigt. Dies konnte in dem Experiment
in der vorliegenden Arbeit mit dem Neuro2A-Tumormodell nicht gezeigt werden.
Auch die in der Literatur (53) beschriebene Tumorreduktion von 50% durch
intratumorale Applikation von IFNa-Gen mit nachfolgender Elektroporation konnte
hier nicht beobachtet werden. Auch in der Arbeit von Li et al. (89), welche ahnliche
Parameter fur die Elektroporation benutzten wie in dieser Arbeit, konnten die
Ergebnisse nicht wiederholt werden. Allerdings wurde in beiden Fallen ein anderer

Mausstamm mit einem anderen Tumormodell verwendet. Die direkte
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immunstimulierende Wirkung der Plasmid-DNS wurde in den erwahnten Arbeiten
jedoch nicht dargestellt. Yasuda et al. beschrieben bereits, dass es bei lokaler
Injektion von unverpackter DNS zu einer Aktivierung des Immunsystems durch
Entzindungsvorgange kommt (90). Ist ein Entzindungsvorgang im Tumor

vorhanden, konnten die antitumoralen Effekte auch dadurch bedingt sein.

44 Anwendung des GDEPT-Konzepts

Far die Kombination mit P450-Gentherapie wurde ein neuartiges, wochentliches
Applikationsschema fur CPA gewahlt (91). Im Gegensatz zum Standard-
Hochdosisschema (annahernd maximal tolerierbare CPA-Dosis an zwei aufeinander
folgenden Tagen) fuhrte dieses Applikationsschema zu nur geringen
Nebenwirkungen (Fellverlust) und zeigte zusatzlich eine antiangiogenetische
Wirkung, die sich in verstarkter Apoptose von Endothelzellen auf3ert. Jounaidi et al.
konnten zeigen, dass damit erfolgreich diese Tumorzellen zerstért werden konnten,
welche das Gen fur P450 Uberexprimierten (58). Die CPA-Titration zeigte, dass
Huh7-Tumore bereits bei geringen Dosen an CPA (50 — 75 mg/kg) mit verzogertem
Wachstum reagieren, es jedoch bei diesen Konzentrationen zu keiner
Tumoreradikation kommt. Der Versuchsbeginn des nachfolgenden
Elektroporationsexperiments war Tag 10, an dem die Tumore bereits fur eine
therapeutische Behandlung sehr groR (150 mm?®) waren. Obwohl die
Behandlungsgruppe ,CPA* keine Verzdgerung des Tumorwachstums bewirkte, war
in der Gruppe ,EP + P450“ doch eine geringe Verzdgerung des Tumorwachstums zu
beobachten. Somit muss man feststellen, dass auch die Elektroporation +
intratumorale Injektion von Plasmid einen, wenn auch geringen Einfluss auf das
Tumorwachstum auslibt. Mdgliche Erklarungen sind eine eventuell auftretende
Gewebeschadigung durch die Elektroporation sowie unspezifische Effekte der
Plasmid-DNS. Nichtsdestotrotz wurde mit der Kombination von Elektroporation mit
P450-Gen und CPA-Behandlung die deutlichste Verzogerung des Tumorwachstums
erreicht. Im anschlieBenden Versuch wurde die Behandlung bereits am Tag 8
begonnen, um ein grolleres therapeutische Fenster zu schaffen und damit einen
deutlicheren therapeutischen Effekt zu erzielen. In diesem Experiment (Abbildung

37) =zeigte ,CPA®, wie bereits in den Titrationsversuchen, eine Ileichte
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Wachstumsverzogerung, die Kombination von Elektroporation mit dem P450-Gen
und CPA-Behandlung eine sehr deutliche Verzogerung des Tumorwachstums. Da
aber auch die Kombination von Elektroporation mit dem Kontrollgen (3-gal) und CPA
einen Verzogerungseffekt zeigte, ist ein additiver Effekt von Elektroporation,
intratumoraler Injektion von Plasmid-DNS und der durch korpereigene Enzyme
aktivierten CPA-Wirkung anzunehmen. Wie sich in weiteren in vitro Versuchen
herausstellte, besitzen Huh7 Tumorzellen eine relativ hohe intrinsische enzymatische
Aktivitat zur Aktivierung von CPA (Michael Gunther & Manfred Ogris, Manuskript in
Vorbereitung). Dies kann auch die Sensitivitat der Huh7-Tumore auf CPA-
Behandlung sowie den nur maRig ausgepragten Verstarkungseffekt der gewahlten
GDEPT-Kombination in diesem Tumormodell erklaren. Ein weiterer Grund fur den
gering ausgepragten GDEPT-Effekt kann zumindest im ersten Versuch der spate
Beginn der Therapie sein. Die Applikation des Gens erfolgte lokal nur sehr begrenzt
und kann ab einer bestimmten Tumorgrof3e nur noch kleine Teile des Tumors
erreichen. Der Tumor wachst an anderer Stelle weiter. Daher ist es wichtig, bei der
lokalen Therapie mit Elektroporation zu beginnen, wenn die Tumore nicht gréf3er als

4 mm in einer Messrichtung sind.

Die Anwendung der P450/CPA-GDEPT-Therapie brachte in A/J-Mausen mit
Neuro2A-Tumoren viel versprechende Ergebnisse. Aus bereits vorliegenden
Ergebnissen war bekannt, dass eine Dosis von 75 mg/kg CPA eine mallige
Verzdgerung des Tumorwachstums bewirkt und somit fur eine Kombinationstherapie
mit dem Gen, kodierrend fur das P450 Enzym, geeignet ist (Lionel Wightman & Ernst
Wagner, nicht veroffentlichte Ergebnisse). Offensichtlich sind Neuro2A-Tumore sehr
empfindlich gegentber dem CPA alleine und der therapeutische Effekt konnte mit
der lokalen Applikation des Cytochrom-P450-Gens und nachfolgender
Elektroporation noch deutlich verstarkt werden. Die Tumorgrole in der
therapeutischen Gruppe konnte mit dieser Therapieform selbst nach 70 Tagen noch
auf der Anfangsgrofie bei Therapiebeginn gehalten werden. Dagegen zeigte die
Kontrollgruppe bereits an Tag 20 ein so aggressives Tumorwachstum, dass die Tiere
eingeschlafert werden mussten. Hier wurde eine Therapieform gefunden, die gro3e
Wirkung zeigte und mit nur wenigen Nebenwirkungen verbunden war. Auch die

systemische Anwendung von P450-Gen mit Transfektionskomplexen zeigte viel
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versprechende Ergebnisse. Dabei wurde die in Transfektionsversuchen mit
Reportergen ermittelte  effizienteste  Formulierung (Tf-PEI25br/PEI25lin-mel)
eingesetzt. Auch mit dem systemischen Gentransfer konnte ein Wachstumsstopp der
Tumore bewirkt werden. Leider musste diese Behandlungsgruppe aufgrund der an
der Injektionsstelle aufgetretenen Nekrosen nach der dritten intravendsen Applikation
vorzeitig eingeschlafert werden. Eine direkte Toxizitat von Melittin auf das Gewebe
ist nicht auszuschlie®en. Da aber die Nekrosen erst nach abwechselnder Applikation
von Gentransferkomplexen mit P450-Plasmid und CPA auftraten, kann auch die
hohe Transfektionseffizienz der Komplexe an der Applikationsstelle dafur
verantwortlich sein. Aus friheren Arbeiten ist einerseits bekannt, dass die durch
Polyplexe hervorgerufene Reportergenexpression an der Injektionsstelle oft erheblich
ist (66). Zusatzlich koénnen Melittin-Polyplexe sehr effizient Endothelzellen
transfizieren (37). Die Nekrosen konnten somit dadurch hervorgerufen worden sein,
dass lokal Endothelzellen mit P450-Gen transfiziert und diese nach Applikation von
CPA zerstort wurden. Um die Ursache dieser Nekrosen zu ergriinden, sollte in einem
Kontrollversuch wieder Melittin-Polyplexe in Kombination mit CPA eingesetzt werden,
allerdings sollte das therapeutische Gen, in dem Fall das fur P450 kodierrende
Plasmid mit einem leeren, nicht kodierrenden Plasmid ausgetauscht werden. Damit
kann sichergestellt werden, ob die toxische Komponente von Melittin diese Nekrosen

verursacht, oder ob es wirklich die hohe Transfektionseffizienz ist.

Beide Therapieformen, sowohl der systemische Gentransfer mittels Polyplexen als
auch der lokale Gentransfer mittels Elektroporation, zeigten einen ahnlichen
Therapieerfolg. Daher ware es sinnvoll in weiteren Versuchen die Polyplexe bzw.
deren Applikation dahingehend zu optimieren, die lokale Expression von P450 an der
Injektionsstelle zu verringern und die P450-Expression im Tumor ahnlich effizient zu
halten. Aul3erdem sollte diese Therapieform auch in anderen Tumor-Mausmodellen
angewendet werden, um eine Vergleichbarkeit und eine generelle Anwendbarkeit zu

erhalten.
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5 Zusammenfassung

Nichtvirale Gentransfersysteme haben im Vergleich zu viralen Vektoren den Vortelil,
dass sie sicher und kaum immunogen sind. Diese Eigenschaften lassen sie als
ausgezeichnete Kandidaten fur den Einsatz als Vektoren in der Gentherapie
erscheinen. |hr groRter Nachteil, die geringe Effizienz, kann dahingehend verbessert
werden, indem man fur den systemischen Gentransfer zielgerichtete Vektoren mit

erhohter Gewebespezifitat und effizienter intrazellularer Freisetzung entwickelt.

Die intraven0se Applikation von PEI22lin/DNS-Komplexen bewirkte eine hohe
Genexpression in der Lunge, aber auch eine nicht unerhebliche Toxizitat. Diesen
Befund kann man durch die positive Ladung der Komplexe und einen Uberschuss an
freiem PEI erklaren, der eine nachfolgende Aggregation mit Erythrozyten bewirkt.
Wurden dagegen die PEI22lin-Komplexe durch Gelfiltration gereinigt, verringerte sich
die Toxizitat, daflr sank aber auch die Expressionseffizienz. Applizierte man
gelfiltrierte PEI22lin-Komplexe tumortragenden Mausen, kam es im Tumor im
Vergleich zu nicht gelfiltrierten Komplexen sogar zu einer geringfugigen Erhéhung
der Expression.

PEI22lin-Komplexe, deren positive Oberflachenladung mit Transferrin abgeschirmt
wurde, zeigten keine erkennbare Toxizitat mehr, daflr eine im Tumor massiv erhdhte
und in der Lunge und anderen Organen erheblich reduzierte Genexpression im
Neuro2A-Neuroblastom-Tumormodell der A/J-Mausen, allerdings konnte diese
Expressionsergebnisse in anderen Tumormodellen wie dem B16F10-Melanom-
Tumormodell der C57BL/6-Maus und im CT26-Kolonkarzinom-Tumormodell der
BALB/c-Maus nicht gefunden werden. Um die intrazellulare Effektivitat der Vektoren
zu erhohen, wurde an die vorher genannten, zielgerichteten Komplexe das
endosomolytisch aktive Peptid Melittin gekoppelt. Damit konnte eine weitere
Steigerung der Genexpression im Tumor im Neuro2A-Tumormodell der A/J-Maus

erreicht werden.

FUr den lokalen Gentransfer stellte sich die Elektroporation als eine sehr einfach zu
handhabende Methode dar, um hohe Genexpression am elektroporierten Gewebe zu
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erreichen. Wahrend sich die invasive Nadel-Elektrode im Muskel als sehr praktikabel
erwies, war fur die Applikation im Tumor die nichtinvasive Kaliper-Elektrode besser
geeignet. Der wichtigste Parameter fur eine effektive Expression war die bei der
Elektroporation angelegte Spannung. Die intratumorale Anwendung der
Elektroporation mit dem therapeutischen Gen des Zytokins TNFa war wenig
erfolgreich. Dagegen zeigte systemischer Gentransfer mit TNFa-Gen enthaltenden
Transfektionskomplexen in Kombination mit dem Chemotherapeutikum Doxil® eine
deutliche synergistische Wirkung, die zu einer massiven Verzdgerung des

Tumorwachstums und zum Teil zur vollstandigen Tumoreradikation fuhrte.

Das Enzym Cytochrom-P450 metabolisiert das untoxische Chemotherapeutikum
Cyclophosphamid (CPA) in seine aktive zytotoxische Form. In einem neuartigen,
antiangiogenetischen Applikationsschema fur CPA konnte in Kombination mit
intratumoralen Gentransfer von P450 mittels Elektroporation im humanen
Hepatozellularen-Karzinommodell Huh7 in  SCID-Mausen eine erhebliche
Verzdogerung des Tumorwachstums bewirkt werden. Im syngenen Neuro2A-
Tumormodell in der A/J-Maus konnte mit dieser Methode sogar bei zwei Tieren eine
vollstandige Tumoreradikation erreicht werden. Auch bei systemisch applizierten
Melittin-Transfektionskomplexen mit P450-Gen konnte in Kombination mit CPA in
diesem Modell eine starke Wachstumsverzogerung des Tumors erreicht werden.

Die vorliegende Arbeit zeigt neue Konzepte fur eine effektive Krebstherapie auf, bei
der durch die Kombination von Chemotherapeutika und nichtviraler Gentherapie
deutliche synergistische Effekte in vivo gezeigt werden. Um die Effizienz dieser
vielversprechenden therapeutischen Strategien zu steigern, bedarf es der
Weiterentwicklung  von  nicht-viralen = Gentransfersystemen  mit  hoherer

Gewebespezifitat bei gleichzeitig verringerter Toxizitat.
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6 Summary

Non-viral gene transfer systems for tumor therapy in various
mouse models

The advantages of non-viral gene transfer systems are safety and low
immunogenicity, therefore they are well suited for use as vectors in gene therapy.
The main disadvantage, namely their low gene-transfer-efficiency, can be improved
through the development of systemic gene transfer systems using targeted vectors

with high specificity and gene transfer efficiency.

The intravenous application of PEI22lin/DNS complexes leads to a high gene
expression in the lung, but with high toxicity. This observation can be explained by
the positive surface charge of the DNS complexes and the uncomplexed free PEI,
which leads to aggregation of erythrocytes. DNS complexes can be isolated from free
uncomplexed PEI by gel filtration. The systemic application of gel filtrated PEI22lin
complexes to non-tumor bearing mice resulted in reduced toxicity however there was
a decreased in gene expression compared to non-filtrated complexes. The same
experiment was performed on tumor bearing mice and again reduced toxicity was
observed and interestingly slightly higher gene expression found in the tumor
compared to the non-filtrated complexes.

Shielding the positive surface charge of the PEI22lin complexes by transferrin led to
increased gene expression in the tumor with reduced expression in the lung and
other organs. The improved tumor targeted gene expression was associated with
reduced systemic toxicity. Tumor targeted gene expression appears to be dependent
on the tumor model as this observation was only found in neuro2A neuroblastoma
tumor model in A/J mice and not in B16F10 melanoma tumor models of C57BL/6
mice and CT26 colon carcinoma tumor models of BALB/c mice. To enhance the
intracellular efficiency of the vectors, the endosomolytic active peptide melittin was
incorporated into the transferrin targeted complexes. This led to a further increase in

gene expression in the Neuro2A tumor models in A/J mice.
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For the local gene transfer, electroporation proved to be an easy to handle method to
obtain a high gene expression in tissue. The non-invasive kaliper electrode was
suitable for gene transfer to both muscle and tumor. The applied voltage showed to
be the most important parameter in expression. The use of electroporation for
intratumoral transfer of the therapeutic gene encoding for the cytokine TNFo was
unsuccessful. However, systemic application of the TNF-a gene in transferrin
targeted complexes in combination with the intraperitoneal application of the
chemotherapeutic Doxil® showed a clear synergistic effect. A significant delay in the

tumor growth and in some cases a complete regression of the tumor was observed.

The enzyme cytochrome P450 metabolizes the non toxic prodrug cyclophosphamide
(CPA) into the cytotoxic drug. Electroporation of the cytochrome P450 gene into the
tumor lead to its localized protein expression. When followed by the intraperitoneal
application of CPA, a significant delay in the tumor growth of the human
hepatocellular carcinoma Huh7 was observed in SCID mice. When applied to the
Neuro2A tumor model in A/J mice, this application scheme showed a complete tumor
regression in two animals. Furthermore the systemic application of the P450 gene in
transferrin targeted complexes containing melittin in combination with CPA led to a

strong delay in the tumor growth.

In summary, this work describes a new anti-cancer strategy using the combination of
chemotherapeutics and non-viral gene delivery resulting in a synergistic therapeutic
effect in vivo. This promising strategy will be more effective with the improvement of
non-viral gene delivery systems which have better targeted gene expression with

lower toxicity.
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8  Abkurzungsverzeichnis

CPA Cyclophosphamid

CpG Cytosin-Guanin-Dinukleotid

DAPI 4,6’ -Diamindino-2-Phenylindoldihydrochlroid
DMEM-Medium Dulbecco’s Modified Eagles Medium
DMSO Dimethylsulfoxid

DNS Desoxyribonukleinsaure

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

EP Elektroporation

FKS Fotales Kalberserum

GDEPT gene-directed enzym/prodrug therapy
GFP Grunes Fluoreszierendes Protein

HBG HEPES-gepufferte Glucose

HBS HEPES-gepufferte Salzlésung

HEPES N-(2-hydroxyethyl)piperazin-N"-(2-ethanesulfonsaure)
HPLC Hochdruckflussigkeits-Chromatographie
IFNa Interferon alpha

i.m. intramuskular

i.p. intraperitoneal

V. intravenos

LPD Lipid-Polykation-DNS

Luc Luziferase

Mel Melittin

MRNS messenger Ribonukleinsaure
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n
NaCl
N/P

Y

PBS
PEG
PEI
PEI22lin
PEI25br
PEI25Iin
P450
CMV
RES
RLU

Tf
TNFa
SCID
siRNS
SPDP
w/v

viv

R-gal

Anzahl

Natriumchlorid

Molares Verhaltnis von PEI-Stickstoff zu DNS-Phosphat
Plasmid

Phosphat-gepufferte Salzlésung

Polyethylenglykol

Polyethylenimin

lineares Polyethylenimin mit Molekulargewicht 22kDa
verzweigtes Polyethylenimin mit Molekulargewicht 25kDa
lineares Polyethylenimin mit Molekulargewicht 25kDa
Cytochrom P450
Cytomegalievirus-Promotor/Enhancer
Retikulo-Endotheliales-System

Relative Lichteinheiten

Transferrin

Tumor-Nekrose-Faktor alpha

severe combined immunodeficience

small interfering Ribonkleinsaure

N-Succinimidyl 3-[2-pyridyldithio]-propionamid
Gewicht/Volumen

Volumen/Volumen

beta-Galaktosidase
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Einheiten
°C
cm
cm?
G

g

h
Hz
l.E.
kBp
kDa
kg
M
mA
mg
MG
min
ml
mm
mm
mM
Mg
pl
pgmol

ng

Grad Celsius
Zentimeter
Quadratzentimeter
Gauge

Gramm

Stunde

Hertz

Internationale Einheiten

Kilobasenpaare
Kilodalton
Kilogramm
Molar
Milliampere
Milligramm
Molekulargewicht
Minuten
Milliliter
Millimeter
Kubikmillimeter
Millimolar
Mikrogramm
Mikroliter
Mikromolar

Nanogramm
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nm

sec

%

Nanometer
Sekunde
Volt

Prozent
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