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1. EINLEITUNG

1.1. Grundlagen der Tumorgentherapie

Die Erkenntnisse zu den molekularen Mechanismen der Tumorentstehung, die
Identifizierung von Genen, die ursichlich in das Geschehen der malignen Transformation
und des malignen Wachstums involviert sind, machen es erstmals mdoglich,
Angriffspunkte fiir eine Tumortherapie auf molekularer Ebene zu finden und zu nutzen.
Da Tumorerkrankungen eine hohe Inzidenz besitzen, sind sie fiir die Gentherapie von
besonderem Interesse. Die Zahl von 376 Tumorgentherapie-Protokollen, die mehr als
60% aller Gentherapie-Protokolle ausmachen und in denen mehr als 2300 Patienten
involviert sind (Stand September 2001), spiegelt die groen Aktivititen auf dem Gebiet
wieder.

Die Gentherapie stellt eine Therapieform dar, die Nukleinsduren wie DNA oder
RNA als pharmakologische Agenzien nutzt. Dabei sind die therapeutischen Strategien
entweder auf das Einbringen von Genkonstrukten gerichtet, die fiir therapeutisch
wirksame Proteine/Enzyme kodieren oder die gezielt in die genetische Regulation jener
Prozesse eingreifen, die fiir die z.B. Tumorgenese und Progression verantwortlich sind.
Obwohl die Intention der Gentherapie im urspriinglichsten Sinne des Wortes primér die
Therapie defekter Gene vor allem bei genetisch bedingten Erbkrankheiten (z.B.
Mukoviszidose, Himophilie) zum Ziel hatte, ist die grofle Potenz dieser Therapieform fiir
die Behandlung von Tumorerkrankungen schnell erkannt worden (Anderson 1992).
Hierbei steht besonders die somatische Gentherapie im Vordergrund, bei der
therapeutisch aktive Genkonstrukte in Tumorzellen transduziert werden. In der
Tumorgentherapie werden hauptsédchlich drei Wege beschritten: 1. die Gensubstitution; 2.
die additive Geninsertion und 3. die Gensuppression und/oder Antisense-Gentherapie.

Bei der Gensubstitution wird durch das Einbringen der funktionalen Wildtyp-
Genkopie der in den Tumorzellen manifeste Gendefekt behoben. In vitro konnte gezeigt
werden, dass durch diese Strategie der maligne Phénotyp beeinflussbar ist (Bishop 1991,
Roth ef al. 1999). Problematisch jedoch ist hierbei die Notwendigkeit, moglichst alle
Tumorzellen dieser Gensubstituton zu unterziehen — eine Voraussetzung, die noch immer
klinisch schwer realisierbar ist. Derzeit laufen bereits klinische Studien, die z.B. mit Hilfe
lokaler Applikation retroviraler oder adenoviraler Vektoren das Wildtyp-p53
Tumorsuppressorgen z.B. in nicht-kleinzellige Lungentumoren einbringen (Roth et al.
1996, Swisher et al. 1997). Die bisherigen Ergebnisse zeigen zwar einen erfolgreichen

Gentransfer, weisen aber nur partiell antitumorale Wikungen auf.



Aus diesem Grunde wird noch immer die additive Geninsertion fiir die
Tumorgentherapie favorisiert, bei der Gene in die Tumorzellen transferiert werden, die
fiir therapeutisch wirksame Proteine kodieren. So werden zur Stimulation der
antitumoralen Immunantwort Zytokingene (IL-2, IL-12, GM-CSF, IFN-y, TNF-a) oder
Gene kostimulatorischer Molekiile (z.B. HLA-B7) transferiert. Die Immun-Gentherapie
macht derzeit noch immer den gréfiten Anteil bei den entsprechenden klinischen Studien
aus, denn in ca. 28% aller Tumorgentherapie-Studien werden kostimulatorische Molekiile
und in 33% der Studien Zytokingene transferiert.

Alternativ konnen im Rahmen der additiven Geninsertion Suizidgene in
Tumorzellen gebracht werden, die zur direkten Abtotung der Zellen fiihren sollen.
Derartige Suizidgene kodieren z. B. fiir virale oder bakterielle Enzyme, die selektiv in
den genetisch modifizierten Tumorzellen nichttoxische Prodrugs in toxische, antitumoral
aktive Metabolite umwandeln. Besonders intensiv wird die Herpes-Simplex
Thymidinkinase und die Cytosindeaminase fiir diese Suizidgen-Strategien eingesetzt und
auch in klinischen Gentherapie-Studien untersucht (Alvarez et al. 1997, Mullen ef al.
1992). Als vorteilhaft bei der Suizidgentherapie hat sich der sogenannte Bystander-Effekt
erwiesen, da durch dieses Phdnomen nicht nur unmittelbar Suizidgen-transduzierte
Tumorzellen, sondern auch benachbarte nicht-transduzierte Tumorzellen eliminiert
werden (Pope ef al. 1997).

Eine andere Strategie in der Tumorgentherapie verfolgt das Ziel, die fehlerhafte
oder inadiquate Expression von Onkogenen in den Tumorzellen auszuschalten. Diese als
Gensuppression bezeichnete Vorgehensweise versucht z.B. spezifisch die Transkription
der mRNA solcher Gene zu storen oder direkt diese mRNA-Molekiile durch Degradation
zu zerstoren (Gerwitz et al. 1998, Kijima et al. 1995). Noch vor einigen Jahren war
diese Strategie im experimentellen Stadium und zeigte ermutigende in vitro-Ergebnisse.
Inzwischen aber hat diese Strategie auch die Ebene der klinischen Studien erreicht, da
z.B. durch chemische Modifikationen der nur 13 bis 25 Basen langen Oligonukleotide
deren Bioverfiigbarkeit und Stabilitit gegeniiber Nukleasen verbessert werden konnte
(Luger 2000). Klinische Studien, in denen Antisense-Oligonukleotide systemisch z.B.
gegen das c-raf-1 Onkogen oder das BCL-2 Protoonkogen eingesetzt werden, zeigen in
gewissem Umfang ein Ansprechen der Tumoren bei diesen Patienten (O'Dwyer et al.
1999, Webb et al. 1997). Nicht zuletzt deshalb werden fiir diese Strategie der

Gensuppression inzwischen Phase II Studien in Angriff genommen.



1.2. Vektoren und regulierbare Genexpression in der
Tumorgentherapie

Neben den verschiedenen Strategien des Gentransfers und der stets wachsenden Zahl an
therapeutisch aktiven Genen werden parallel groBle Anstrengungen unternommen,
geeignete sichere und effiziente Gentransfersysteme zu entwickeln. Noch immer werden
in den meisten Studien hierzu retrovirale Vektoren genetisch modifizierter RNA-Viren
(Retroviren) verwendet, nicht zuletzt wegen ihrer hohen Effizienz des Gentransfers und
der langen experimentellen Erfahrungen mit diesen Systemen (Walther et al. 2000).
Jedoch werden die retroviralen Vektoren auch immer mehr von den gleichfalls effizienten
Adenovirus-Vektoren und Herpes Virus-Vektoren (modifizierte DNA-Viren) erginzt.
Intensive Bemiihungen werden unternommen, um diese Vektoren sicherer zu gestalten.
Dazu wird vor allem am Tumor-spezifischen Targeting der Virusinfektion (Design der
Virushiille) und der Zelltyp-spezifischen Expression (spezifische Promotoren) der
therapeutischen Gene gearbeitet (Nettelbeck et al. 2000). Nicht-virale Gentransfer-
Systeme, wie z.B. Liposomen, Lipoplexe, die in vivo-Elektroporation (Elektrotransfer),
Gene-Gun (Particle Bombardment) oder die in vivo-Jet-Injection gewinnen an Bedeutung
und haben fiir bestimmte gentherapeutische Anwendungen Vorteile gegeniiber viralen
Vektoren (Niidome, Huang 2002) (siche 3.).

Fiir eine erfolgreiche Gentherapie ist die Auswahl der therapeutischen Gene und
der Vektoren als Expressionsvehikel von essentieller Bedeutung. In zunehmendem Mafle
werden fiir Gentherapie-Studien Vektorkonstrukte verwendet, deren Expression iiber
bestimmte Faktoren reguliert werden kann. Hierzu werden induzierbare, konditionelle
Promotoren in den Vektorkonstrukten eingesetzt, die u.a. durch Modalititen der
Tumortherapie, wie Chemotherapie, Radiotherapie oder Hyperthermie regulierbar sind.
Derartige Systeme einer konditionellen Expression therapeutischer Gene haben den
Vorteil, das Genprodukt nach Bedarf in seiner Expression so zu induzieren, dass es fiir
einen bestimmten Zeitraum in therapeutisch relevanten Konzentrationen zur Verfiigung
steht. Auf diese Weise ist eine direkte Kombination der Wirkungen des induzierenden
Agens (Bestrahlung, Zytostatika, Hyperthermie etc.) und dem entsprechenden, zur
Expression gelangenden therapeutischen Gen moglich.

Ein Beispiel fiir Therapie-induzierbare Vektorsysteme bietet die Verwendung des
humanen Heat-Shock-Protein-70 (HSP70)-Promotors zur Regulation der Expression der
Herpes-Simplex-Virus  Thymidinkinase/Cytosindeaminase ~(HSV-TK/CD) Fusions-
Suizidgene in einem adenoviralen Vektorsystem. Es konnte gezeigt werden, dass
Hyperthermie die HSP70-Promotor-vermittelte Expression steigert und nach Gabe der
Prodrug 5-Fluorocytosin zu einer Steigerung der zytotoxischen Wirkung in PC-3

Prostatakarzinomzellen fiihrt (Blackburn ef al. 1998). In einem anderen Modell (SKOV-



3) konnte durch Kopplung der Gene p53 oder Tumornekrosefaktor alpha (TNF-a) an den
HSP70-Promotor ebenfalls die Hyperthermie-induzierte Expression dieser Gene in
transfizierten Tumorzellen gezeigt werden (Luna ef al. 2000). Aktuelle in vivo-Studien,
die im adenoviralen Vektor die TNF-a-Expression mit Hilfe des HSP70-Promotors bei
einer Hyperthermie regulieren, zeigen beachtenswerte therapeutische Effekte im Maus-
Melanommodell (Huang et al. 2000).

Ein Beispiel eines weiteren induzierbaren Promotors ist das des Early Growth
Response (Egr-1) Gens. Die Expression dieses Gens wird bei Bestrahlung in den
betroffenen Zellen stimuliert, wobei ein Strahlen-responsibles Element diese
Expressionsregulation vermittelt, das gezielt fiir die Expression von Fremdgenen, wie z.
B. dem TNF-a, in viralen Vektoren eingesetzt worden ist. Es konnte in in vitro- und in
vivo-Untersuchungen mit dem Egr-1-Promotor gezeigt werden, dass nach Bestrahlung
transfizierter Tumoren die Expression des TNF-o-Gens signifikant gesteigert ist und

somit zu einer verbesserten therapeutischen Wirkung von TNF-o im Kontext mit der
Bestrahlung fiihrt (Hallahan et al. 1995).

In das Konzept der Verwendung solcher “Therapie-induzierbarer” Vektoren in
der Tumorgentherapie ordnet sich auch die Nutzung des Promotors des humanen
Multidrug-Resistenz-Gen 1 (mdrl) ein. Es ist seit langem bekannt, dass die Expression
des mdrl-Gens in Tumorzellen durch MDR-assoziierten Zytostatika, Hitzeschock,
Arsenit, UV-Strahlung induzierbar ist und neben anderen regulatorischen Sequenzen auch
iiber Zytostatika- und auch Hyperthermie-responsible Elemente verfiigt (Kohno et al.
1989, Chin et al. 1990, Stein et al. 1996, Stein ef al. 2001). Die Analyse definierter
Abschnitte des mdr1-Promotors im Chloramphenicol-Azetyltransferase (CAT)-Reporter-
Assay ergab, dass MDR-assoziierte Zytostatika (Vincristin, Actinomycin-D,
Doxorubicin) und auch Hyperthermie in der Lage sind, die CAT-Expression zu
induzieren. Die Verwendbarkeit des mdrl-Promotors fiir die Zytostatika- oder
Hyperthermie-induzierte Expression therapeutisch relevanter Gene ist sowohl in vitro als

auch in vivo gezeigt worden (Walther ef al. 1997, Walther et al. 2000).

1.3. Strategien zum nicht-viralen Gentransfer

In alternativen Ansétzen der Gentherapie wird versucht, die Nachteile vor allem der
viralen Transfermethoden zu umgehen, gleichzeitig aber deren Transfereffizienzen zu
erreichen. In diesem Zusammenhang gewinnt der Transfer unmodifizierter, also nackter
DNA vor allem im Kontext der lokalen Gentherapie an Bedeutung (Molling 1997, Li et
al. 2000). Der Vorteil dieser Vorgehensweise besteht darin, dass bei der Verwendung
nackter DNA keine infektiosen viralen Partikel verwendet werden, somit z.B. keine

Immunreaktion auf virale Proteine auftreten kann und nicht die Gefahr der viralen



Rekombination besteht. Weiterhin ist der praparative Aufwand zum Transfer nackter
DNA weitaus geringer, da z.B. keine spezifischen Verpackungen der DNA (z.B.
Helferzellen fiir virale Verpackung, liposomale Verkapselung) vorgenommen werden
miissen.

Fir den nicht-viralen Transfer werden neben verschiedenen Varianten des

liposomalen Gentransfers vor allem physikalische Technologien zum Einbringen von
DNA in das Zielgewebe genutzt. Innerhalb des Vergleichs der Transfermethoden in der
Gentherapie machen liposomale Technologien 23%, Gene-Gun und andere physikalische
Methoden 9% aller Gentherapie-Protokolle weltweit aus. Zu den physikalischen
Technologien zidhlt das Particle-Bombardment (Gene-Gun), mit dem DNA-beladene
Micropartikel verschossen werden, die in vivo-Elektroporation, die Jet-Injection sowie
die einfache Nadelinjektion von DNA. Bei allen diesen Methoden wird vorrangig nackte
DNA fiir den Gentransfer in das Zielgewebe verwendet.
Derzeit wird in einer Vielzahl von Studien das Prinzip des Particle-Bombardments
verwendet. (Yang ef al. 1990). Die kommerzielle Verfiigbarkeit solcher Particle-
Bombardment Gerite ermdglicht den immer breiteren Einsatz dieser Methodik vor allem
fiir DNA-Vakzinierungs-Strategien (Sun ef al. 1998).

Die in vivo-Elektroporation hingegen nutzt den Effekt der kurzzeitigen
Permeabilisierung von Zellmembranen im elektrischen Feld, die den Transfer von Fremd-
DNA in das Gewebe ermoglicht (Heller ef al. 2000, Aihara et al. 1998, Nishi ef al.
1996). Es konnte gezeigt werden, dass der Transfer nackter DNA in Gewebe mit Hilfe
der in vivo-Elektroporation oder dem Particle-Bombardment fiir die Gentherapie geeignet
ist. Mit Hilfe dieser Techniken konnten effektiv u.a. Zytokingene (TNF-a., IL-7, IL-12) in
Tumoren appliziert und zur Expression gebracht werden, die dann zu einer Reduktion des
Tumorwachstums fiihrten (Rackmilevich ef al. 1996). Selbst die einfache Applikation
nackter DNA mittels der Nadelinjektion fiihrt zur Expression des injizierten Gens, ist
jedoch nicht fiir alle Gewebetypen geeignet (Wolff et al. 1997, Zhang et al. 2000). So ist
diese Methode vor allem fiir die DNA-Immunisierung durch Injektion nackter DNA in
das Muskelgewebe angewendet worden. Dariiber hinaus wurde die einfache
Nadelinjektion auch klinisch fiir den Gentransfer des Wildtyp-p53 Tumor-
Suppressorgens fiir die Gentherapie von Hepatozelluldren-Karzinomen eingesetzt (Habib
et al. 1996).

Eine andere Methode der Transduktion nackter DNA in Gewebe ist die Jet-
Injection. Bei dieser Technik wird die DNA-Losung als hochbeschleunigter
Fliissigkeitsstrahl (High-Speed-Jet) unmittelbar in das Zielgewebe appliziert. Es konnte
gezeigt werden, dass diese Methode effektiv Gene transferieren kann und fiir

verschiedene Gewebearten anwendbar ist (Furth ef al. 1992, Kerr et al. 1996). Jet-

10



injizierte Gewebe exprimieren das entsprechende Gen bereits 24 - 48 Stunden nach dem
Transfer (Furth et al. 1995). Bisherige Jet-Injection-Gerite konnten zwar fiir den
Gentransfer in vivo eingesetzt werden, hatten jedoch noch konstruktiv bedingte
Nachteile, wie z.B. ein zu grofles Ejektionsvolumen verbunden mit zu hohen DNA-
Verlusten (Vahlsing ef al. 1994). Die Entwicklung neuerer Gerite-Prototypen ermdglicht
es, bei gleicher Transfereffizienz geringere Volumina an DNA-Losungen applizieren zu
konnen und machen diese Technologie somit auch fiir den klinischen Einsatz im Rahmen

der Gentherapie anwendbar.

1.4. Gentherapie im Kontext konventioneller Tumortherapien

Moderne Ansitze in der Gentherapie von malignen Erkrankungen setzen immer mehr auf
solche Vektoren, die in ihrem Design den Spezifika der zu behandelnden
Tumorerkrankungen Rechnung tragen. Das heiit, es werden fiir bestimmte
Tumorlokalisationen und ihre  jeweiligen = Behandlungen  (Strahlentherapie,
Chemotherapie, Hyperthermie) spezifische Vektoren zu Verfiigung stehen, deren Ziel die
effiziente Kombination der Gentherapie mit der jeweiligen Tumortherapie ist.

Die Stellung der Tumorgentherapie im Gesamtkontext der Behandlung von
Tumorpatienten hat sich in den letzten Jahren relativiert, nicht zuletzt durch die
Erfahrungen aus bisher durchgefiihrten Phase I und II Gentherapie-Studien. Dabei
zeichnet sich ab, dass die Tumorgentherapie nicht als alleinige Therapieform die
gewiinschten Ergebnisse erbringen wird, sondern ihr Potential in der Kombination mit
konventionellen Therapien, wie der Chemotherapie, Radiotherapie, Hyperthermie oder
Immuntherapie entfaltet. Diese Kombinationsstrategie zielt z.B. auf die Verbesserung der
Wirksamkeit von Chemo- oder Strahlentherapie durch Transfer pro-apoptotischer und
Tumor-sensitivierender Gene, wie p53, bax, bcl-X , APO/CD95 aber auch durch Transfer
von Suizidgenen ab. Erste Schritte in diese Richtung sind bereits gemacht und es wird
z.B. der Transfer des p53 Gens oder auch von Zytokingenen wie dem TNF-a oder IL-2
gezielt fiir die Chemo- oder auch Radiosensitivierung von Tumoren eingesetzt (Chang et
al. 2000, Piche et al. 2001). Klinisch ist der p53 Gentransfer fiir die Sensitivierung von
Lungenkarzinom-Patienten fiir den kombinierte Anwendung von Cisplatin genutzt
worden (Roth et al. 1996). Parallel dazu konnte basierend auf in vitro- und in vivo-
Untersuchungen auch das chemo- und radiosensitivierende Potential des bcl-X ,- bax-
oder CD95-Gentransfers gezeigt werden. Neben der immunstimulatorischen Wirkung
von Zytokinen ist seit einiger Zeit bekannt, dass Kombinationen von Zytokinen mit
konventionellen Zytostatika und auch Hyperthermie additive oder synergistische
Steigerungen der Antitumoraktivitit bewirken konnen (Lin ef al. 1996, Klostergaard et

al. 1996).
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Diese Daten zeigen, dass die Tumorgentherapie als eine zusitzlich therapeutische
Modalitit in Erginzung bereits etablierter Therapien eingesetzt werden kann. Gerade fiir
eine solche Strategie sind konditionelle Vektorsysteme von Interesse, die einerseits durch
Chemotherapie, Strahlentherapie oder Hyperthermie regulierbar sind und andererseits
Gene exprimieren, die diese Therapien in ihrer Wirksamkeit steigern konnen. Auf diese
Weise gelingt es, die Chemotherapie, Strahlentherapie und Hyperthermie effizienter und
moglicherweise drmer an Nebenwirkungen zu gestalten sowie Therapieresistenzen zu
tiberwinden.

Nach nur etwas mehr als zehn Jahren in der Anwendung der Gentherapie sind
wesentliche Erkenntnisse erworben und wichtige Schritte in der Erarbeitung klinisch
nutzbarer Konzepte gemacht worden. Es ist sicher zu erwarten, dass die Gentherapie auf
dem Wege ist, sich seinen Platz in der modernen Behandlung von Tumorerkrankungen zu

sichern.
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2. FRAGESTELLUNG

Die Gentherapie hat in den letzten Jahren wesentliche Entwicklungen im Design der
verschiedenen Vektoren fiir die spezifische Applikation, die kontrollierte Expression
sowie der Sicherheit ihrer Anwendung durchgemacht. Die Erkenntnis, dass die
Tumorgentherapie allein nur in begrenztem Mafle zum erhofften therapeutischen Benefit
fiir den Patienten beitragen kann, fiihrte in neueren Therapieansitzen zum Konzept der
lokalen Gentherapie als Teil anderer, etablierter Tumortherapien. In diesem
Zusammenhang wird die Gentherapie als eine moderne Option zur Steigerung der
Effizienz von Chemotherapie, Strahlentherapie oder Hyperthermie verstanden. Zum
Erreichen dieses Zieles ist die Etablierung Therapie-regulierbarer Vektorsysteme von
besonderer Attraktivitdt. Im Rahmen der Strategie des lokalen Transfers therapeutischer
Gene bietet inzwischen die Anwendung nicht-viraler Transfersysteme, wie z.B. in vivo-

Elektrotransfer, Gene-Gun oder Jet-Injection eine klinisch applikable Technologie.

Die Etablierung einer effizienten, auf der Jet-Injection basierenden nicht-viralen
Transfertechnologie und die Analyse ihres Potentials fiir eine klinische Anwendung in
einem multimodalen Therapiekonzept war ein wesentliches Ziel der Arbeit.

Basierend auf der Strategie des Einsatzes der Gentherapie in Kombination mit
anderen Therapien, bestand ein weiteres Ziel der Arbeit in der Charakterisierung und
Anwendung konditioneller Vektorsysteme, mit denen die Expression therapeutischer
Gene durch Chemotherapie oder Hyperthermie kontrollierbar ist. Derartige Vektoren
sollen der Expression solcher Gene dienen, die vor allem die therapeutische Effizienz von
Zytostatika oder der Hyperthermie verbessern.

Hieraus ergaben sich die experimentellen Schwerpunkte, die durch die einzelnen

Arbeiten représentiert sind:

1. Die Etablierung eines nicht-viralen Gentransfer-Systems mit Hilfe der Jet-
Injection als Voraussetzung fiir eine effiziente lokale Tumorgentherapie unter
Verwendung ,,nackter DNA. Im Rahmen dieser Zielstellung werden in den Abschnitten
3.1. - 3.4. die Applikabilitidt der Jet-Injection-Technologie sowie die Identifikation und
Optimierung der essentiellen Parameter fiir einen effektiven in vivo Gentransfer
untersucht.

2. Der kritische Vergleich nicht-viraler und viraler Transfersysteme im Rahmen
einer Einschitzung von Effektivitit und Sicherheit fiir die jeweilige Applikation. In

diesem Zusammenhang werden in den Abschnitten 4.1. und 4.2. Untersuchungen zu
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liposomalen und retroviralen Transfersystemen und deren Potential fiir den in vitro und in
vivo Gentransfer vorgestellt.

3. Die Konstruktion, Analyse und der FEinsatz von Chemotherapie- oder
Hyperthermie-induzierbaren Vektoren fiir die regulierbare Expression therapeutischer
Gene im Tumorgewebe. Derartige Vektoren sollen im Kontext einer Kombination von
Gentherapie und Chemotherapie und/oder Hyperthermie eingesetzt werden. Hierzu
werden in den Abschnitten 5.1. — 5.6. detaillierte Untersuchungen zur Charakterisierung
sowie in vitro- und in vivo-Anwendung von Vektorsystemen dargestellt, die konditionelle
Therapie-induzierbare Promotoren tragen.

4. Die Auswahl solcher therapeutischer Gene, die die Effektivitit der
Chemotherapie durch Sensitivierung der transduzierten Tumoren steigern konnen. Die
Abschnitte 6.1. — 6.4. gehen besonders auf das chemosensitivierende Potential von
Zytokinen, wie TNF-a, IL-2 oder IFN-y iiber den Mechanismus der MDR-Modulation in

in vitro- und auch in vivo-Modellen ein.
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(. ZUSAMMENFASSENDE DISKUSSION

7.1. Die Jet-Injection Technologie fiir den nicht-viralen in vivo
Gentransfer in Tumoren

Als wichtige Voraussetzung fiir einen lokalen Gentransfer kann die Etablierung einer
effizienten und sicheren Gentransfertechnologie gelten. Alternativ zu anderen in vivo-
Transfertechnologien, wie dem Elektrotransfer oder der Gene-Gun (Particle
Bombardment) wurde im Rahmen der Problemstellung das fiir die Tumorgentherapie
neuartige Transfersystem der Jet-Injection eingesetzt und fiir die nicht-virale in vivo-
Anwendung optimiert. Diese Untersuchungen an verschiedenen Mausmodellen und
humanen Xenotransplantat-Modellen sind in den Arbeiten der Abschnitte 3.1 — 3.4.

detailliert dargestellt.

Als Voraussetzung fiir die Untersuchungen zum Jet-Injection vermittelten
Gentransfer als Technologie fiir die Gentherapie musste die Auswahl eines geeigneten
Jet-Injector Prototyps erfolgen. Im Abschnitt 3.1. (Cartier et al. 2000) wurden hierzu
vergleichende Analysen der kritischen Parameter, wie Gentransfereffizienz, Jet-Kinetik,
EinfluB} der Jet-Injection auf die Integritdt der DNA fiir fiinf verschiedene Jet-Injectoren
sowie der einfachen Nadelinjektion angestellt. Im Ergebnis hat sich gezeigt, dass der
Low-Volume Jet-Injector in Bezug auf seine Gentransfereffizienz z.B. im Luziferase-
Reporter Assay und seine Handhabbarkeit am besten fiir den in vivo Gentransfer nackter
DNA geeignet ist und damit auch die giinstigsten Vorraussetzungen fiir seinen Einsatz im

Rahmen der Tumorgentherapie bietet.

In Abschnitt 3.2. (Walther et al. 2001) werden die Ergebnisse des Low-Volume
Jet-Injection-Gentransfers in verschiedenen in vivo-Tumormodellen der Maus (B16-
Melanom, Lewis-Lung-Karzinom) sowie humanen Xenotransplantat-Modellen des
Mammakarzinoms  dargestellt. Hierbei konnte mit Hilfe unterschiedlicher
Reportersysteme, wie dem Green Fluorescence Protein (GFP) oder der -Galactosidase
(LacZ) die Reproduzierbarkeit in der Effizienz des intratumoralen Jet-Injection-
Gentransfers nachgewiesen werden. Parameter, wie Applikationsdruck, Formulierung der
DNA, die Penetration des Jets und Verteilung der GFP-oder LacZ-Reportergen
Expression im Tumorgewebe konnten abgeklidrt werden. Dariiber hinaus belegten die in
vivo-Untersuchungen, dass die einmalige Jet-Injection TNF-a Gen-tragender nackter
DNA-Konstrukte zur Expression dieses Zytokins von bis zu 120 Stunden fiihrt. Mégliche
Nebenwirkungen dieser Technologie, wie vor allem eine potentielle Jet-bedingte

Tumorzellverschleppung und ein damit verbundenes hoheres Metastasierungsrisiko,
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konnten in den Untersuchungen ausgeschlossen werden. Im Ergebnis bestitigen diese
tierexperimentellen Arbeiten die Verwendbarkeit der Jet-Injection fiir die sichere nicht-

virale Tumorgentherapie unter Nutzung geringer Mengen von Plasmid-DNA.

In Fortfilhrung der im Abschnitt 3.2. dargestellten Experimente sind im
Abschnitt 3.3. (Walther et al. 2002) jene Parameter der intratumoralen in vivo-Jet-
Injection ausfiihrlich analysiert worden, die signifikanten Einfluss auf die
Transfereffizienz haben konnen. Unter Verwendung der GFP- und LacZ-Reportergene
sowie dem humanen TNF-o-Gen konnte die Korrelation zwischen Jet-Volumen, dem
applizierten Druck der Jet-Injektion und der jeweiligen Transfereffizienz in Maus-
Tumormodellen und humanen Xenotransplantat-Modellen des Kolon- sowie
Mammakarzinoms definiert werden. Sie bilden die Grundlage fiir die optimalen
Bedingungen eines reproduzierbar guten Jet-Injection Gentransfers. Ergénzt wurden diese
Untersuchungen durch quantitative und qualitative Analysen der Jet-injizierten nackten
Plasmid-DNA mit Hilfe der Kapillar-Gelelektrophorese, die belegen, dass die Topologie
der geschlossen-zirkuldren Plasmid-DNA in nur geringem Umfang durch mégliche
Scherkriifte des Jets verdndert wird und somit keinen signifikanten Einfluss auf die

Transfereffizienz hat.

In Abschnitt 3.4. (Walther et al. 2003) wird auf die Problematik der Stabilitéit
von Plasmid-DNA bei Langzeitlagerung eingegangen. Diese Analyse ist von Interesse, da
beim potentiellen klinischen Einsatz nackter DNA in Gentherapie-Studien die Konstanz
der DNA-Qualitdt iiber ldngere Zeit gewihrleistet werden muss. Die mit Hilfe der
Kapillar-Gelelektrophorese durchgefiihrte Analyse von bis zu 13 Monate gelagerter DNA
zeigte, dass vor allem die Lagerung bei —80°C im Vergleich zu einer Lagerung bei +4°C
zur Stabilisierung der Topologie der Plasmid-DNA beitridgt. Bei Verwendung dieser
DNA fiir die in vivo-Jet-Injection konnte die Reproduzierbarkeit der Gentransfereffizienz
nachgewiesen werden. Diese Untersuchungen bestitigen weiterhin die Bedeutung der
Qualitidtskontrolle von fiir die Gentherapie verwendeter DNA und der stabilen
Lagerungsbedingungen fiir die Qualitétssicherung als wichtige Voraussetzung klinischer

Studien.

7.2. Untersuchungen zum retroviralen und liposomalen Gentransfer in
Tumorzellen

In Anlehnung an die Arbeiten zum Jet-Injection-Gentransfer fiir die Tumorgentherapie,
werden in den Abschnitten 4.1. und 4.2. Arbeiten zum liposomalen und retroviralen

Gentransfer vorgestellt. Diese Arbeiten zeigen die Moglichkeiten dieser
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Transfertechnologien auf und sind im Kontext der Bemiihungen um einen effizienten

Gentransfer in der Tumorgentherapie zu sehen.

In Abschnitt 4.1. (Zeisig et al. 2003) wird die in vitro- und in vivo-Testung eines
neuartigen Lipoplexes beschrieben, der fiir den Gentransfer Alkylphospholipide
verwendet, die die Membraneigenschaften von Zellen maBigeblich beeinflussen konnen
und auch antitumorale Wirkungen entfalten. Unter Verwendung des LacZ-
Reportersystems konnte in vitro in HCT15 und HCTI116 Zellen die optimale
Komposition von Alkylphospholipid-haltigen Lipoplexen fiir den Gentransfer ermittelt
werden. Basierend auf diesen in vitro-Experimenten wurden tierexperimentelle
Untersuchungen durchgefiihrt, bei denen mit Hilfe des LacZ-Reportergens die in vivo-
Transfereffizienz qualitativ und quantitativ demonstriert werden konnte. Zur Testung der
therapeutischen Potenz dieses liposomalen Transfersystems, wurde das bakterielle
Cytosindeaminase (CD)-Suizidgen intratumoral im C26 Kolonkarzinom-Modell
appliziert. Dieses CD-Gen konvertiert das nicht-toxische 5-Fluorocytosin (5-FC) in den
toxischen Antimetaboliten 5-Fluorouracil. Im Vergleich zu den entsprechenden
Kontrollgruppen konnte nach einmaligem liposomalen CD-Gentransfer die Reduktion des
Tumorwachstums in den transduzierten, 5-FC behandelten Tieren beobachtet werden.
Diese Arbeiten weisen auf die Moglichkeiten des liposomalen in vivo Gentransfers zur

effektiven Tumortherapie hin.

Abschnitt 4.2. (Uckert et al. 1995) beschreibt den retroviralen in vitro Transfer
des TNF-a-Gens in LS174T- und in LoVo-Kolonkarzinomzellen und die Auswirkungen
der TNF-a-Expression auf die Expression der Tumor-assoziierten Gene c-myc, K-ras, c-
jun, p53, dem Transforming Growth Factor alpha (TGFa) und dem Carcinoembryonalen
Antigen (CEA). Die Analyse der Expression dieser Gene mit Hilfe des RNA-slot blots
und der Immunhistochemie ergab, dass vor allem die CEA-Expression signifikant durch
TNF-a reduziert wurde, die anderen Gene jedoch weitgehend unbeeinflusst blieben. Der
Vergleich dieser Ergebnisse zu nicht-transduzierten Kolonkarzinomzellen, die mit
rekombinantem TNF-o behandelt wurden zeigte, dass hierbei bereits nach 2 Stunden der
Zytokineinwirkung die Genexpression von TGFa und c-jun erhéht war, wihrend p53, K-
ras und auch c-myc unbeeinflusst blieben. Einerseits konnte mit dieser Arbeit der
effiziente retrovirale Transfer des TNF-a-Gens demonstriert werden, andererseits wurde
der FEinfluss des Zytokingentransfers auf die komplexen Expressionsmuster der

Tumorzellen gezeigt, die u.a. Wachtumsverhalten, Malignitit etc. beeinflussen.
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7.3. Charakterisierung und Nutzung Therapie-induzierbarer
Promotoren fiir eine konditionelle Tumorgentherapie

Neben dem lokalen und damit auf den Tumor begrenzten Gentransfer stellt die regulierte
Expression der therapeutischen Gene in den Tumorzellen eine wichtiges Moment in der
Optimierung der Tumorgentherapie dar. Zur Realisierung der Therapie-induzierbaren
Genexpression wurden gezielt Promotoren humaner Multidrug Resistenz-Gene (MDR)
verwendet, die auf Therapie-assoziierte Faktoren wie Zytostatika oder Hyperthermie
ansprechen und somit geeignete Regulationseinheiten fiir konditionelle Vektoren
darstellen. In den Abschnitten S5.1. - 5.6. sind die molekularbiologischen
Charakterisierungen des humanen Multidrug Resistenz-Gen-1 (mdrl) und Major Vault
Protein/Lung Resistance Protein (MVP/LRP) Promotors sowie die erfolgreiche in vitro
und in vivo-Nutzung des mdrl Promotors fiir die induzierbare konditionelle

Genexpression dargelegt.

In dem Abschnitt 5.1. (Walther and Stein 1996) wird ein Uberblick iiber die
Strategien zum transkriptionellen Targeting gentherapeutischer Vektoren gegeben.
Hierbei steht vor allem gentherapeutische Ansitze im Vordergrund, bei denen die
Selektivitidt der Genexpression durch Einsatz Zelltyp-spezifischer Promotoren erreicht
werden soll. Weiterhin werden Ansidtze zur konditionellen, regulierbaren Expression
therapeutischer Gene unter Verwendung induzierbarer Promotoren diskutiert. Diese
Arbeit belegt die Bedeutung spezifischer und regulierbarer Expressionssysteme fiir die

auf das Krankheitsbild orientierte und selektive Anwendung der Gentherapie.

In Hinblick auf die Zielstellung des Einsatzes konditioneller Promotoren fiir die
Konstruktion von Expressionsvektoren, bildeten die in Abschnitt 5.2. (Stein et al. 1996)
beschriebenen Untersuchungen die Grundlage zur Nutzung des humanen mdrl-
Genpromoters. In diese Untersuchungen wurden sowohl der Wildtyp-Promotor, als auch
Mutationsvarianten des mdrl-Promotors auf ihre Induktionseigenschaften und ihre
Promotoraktivitit in Abhédngigkeit vom intrinsischen MDR-Expressionsstatus der
Kolonkarzinomzellinien KM12 (niedrig) und HCT15 (hoch) im Chloramphenikol-
Azetyltransferase (CAT)-Assay untersucht. Bei den Mutationsvarianten handelt es sich
um mdrl-Promotorsequenzen (-207 bis +158), die an Position +103 durch T/C Transition
oder aber an Position +137 durch G/T Transversion verdndert sind, und aus
Tumormaterial von Osteosarkom-Patienten mit unterschiedlicher intrinsischer mdrl-
Expression isoliert wurden. Fiir die Induktion der mdrl-Promotorvarianten wurde das
MDR-assoziierte Zytostatikum Vincristin in verschiedenen Konzentrationen eingesetzt.
Die Untersuchungen ergaben die signifikante konzentrationsabhingige Induktion des

mdrl Promotors durch Vincristin. Hierbei wurde deutlich, dass im Vergleich zum
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Wildtyp  mdrl Promotor, die mutierten Promotoren deutlich  bessere
Induktionseigenschaften aufwiesen, wobei vor allem die Mutation an Position +103 zur
hochsten Induktion der CAT-Expression durch Vincristin fiihrte. Es konnte dariiber
hinaus gezeigt werden, dass die mdr1-Promotoraktivitit in Abhidngigkeit der intrinsischen
mdr1-Expression variiert, also in den HCT15 Zellen am stirksten ist, da sie die hochste
intrinsische mdrl Expression aufweisen. Mit der Arbeit konnte daher sowohl die
Zytostatika-Induzierbarkeit, als auch erstmals die Zelltyp-spezifische Aktivitit des

humanen mdr1-Promotors nachgewiesen werden.

In Abschnitt 5.3. (Walther et al. 1997) wird die in vitro-Nutzung des humanen
mdr1-Promotors fiir die Zytostatika-induzierbare Expression des humanen TNF-o-Gens
beschrieben. Fiir die Konstruktion des konditionellen Expressionsvektors wurde aufgrund
der beobachteten hohen Effizienz der an Position +103 mutierten Promotorvariante, diese
Sequenz zur Kontrolle der TNF-a-Genexpression verwendet. Die Expressionsstudien in
stabil transfizierten MCF-7-Mammakarzinomzellen und HCT116-Kolonkarzinomzellen
zeigten die zeit- und konzentrationsabhingige, 2- bis 10-fache Induktion der mdrl-
Promotor-gesteuerten TNF-a-Expression durch die Zytostatika Doxorubicin, Vincristin
und Taxol auf mRNA- und Proteinebene. Die therapeutische in vitro-Effizienz der
Doxorubicin-induzierten TNF-a-Expression in transduzierten MCF-7-Zellen konnte
durch die signifikante Steigerung der Zytotoxizitit belegt werden. Damit stellt diese
Arbeit einen wichtigen Nachweis der Verwendbarkeit des mdrl-Promotors fiir eine

konditionelle Tumorgentherapie im Kontext der Chemotherapie dar.

In Abschnitt 5.4. (Walther et al. 2000) wurde in vivo die Zytostatika-Induktion
durch Vincristin und Doxorubicin im stabil transfizierten MCF-7-Mammakarzinom-
Modell untersucht. Diese Tumoren trugen das Vektorkonstrukt, bei dem der mdrl-
Promotor die Expression des TNF-o-Gens kontrolliert. Bei Induktion durch einmalige
Applikation der Zytostatika Vincristin oder Doxorubicin konnte in allen Tieren die
signifikante zeitabhingige Induktion der Zytokinexpression auf der Proteinebene 24 bzw.
48 Studen nach Zytostatikagabe beobachtet werden. Die Analyse auf der mRNA-Ebene
ergab bereits 4 Stunden nach Zytostatika-Applikation fiir beide Zytostatika eine Induktion
der TNF-a-Genexpression. Unter Verwendung desselben MCF-7-Tumormodells wurde
in einem therapeutischen Ansatz der Vergleich der therapeutischen Effizienz der
konstitutiven, Cytomegalovirus-(CMV)-Promotor-gesteuerten Expression sowie der
mdr1-Promotor-regulierten, konditionellen TNF-a-Expression im Kontext einer
Behandlung mit Doxorubicin angestellt. Diese Untersuchungen ergaben, dass die CMV-

gesteuerte Zytokinexpression zwar zu einer leichten Reduktion des Tumorwachstums
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fiihrte, die jedoch im Vergleich zur Kontrollgruppe nicht signifikant war. Im Gegensatz
dazu war in der Tiergrupe, in der die TNF-o-Expression unter der mdrl-
Promotorkontrolle stand, eine dramatische Reduktion des Tumorwachstums nach
Doxorubicin-Applikation zu beobachten. Diese in vivo-Untersuchungen konnten daher
die Zytostatika-Induzierbarkeit des mdrl-Promotors auf mRNA- und auf Proteinebene
und die therapeutische Effektivitit des Chemotherapie-induzierbaren Vektorsystems im

Rahmen einer Kombinationstherapie bestétigen.

Bisherige Untersuchungen zeigten die in vitro- und vor allem in vivo-Nutzbarkeit
der Zytostatika-responsiblen Elemente des mdrl-Promotors fiir die konditionelle
Tumorgentherapie. Neuere Analysen des Promotors konnten dariiber hinaus auch Hitze-
responsible Elemente identifizieren. In Abschnitt 5.5. (Walther et al. 2002) wird daher
die mdrl Promotoranalyse in Hinblick auf die Hitze-Induzierbarkeit und die Nutzung fiir
die Expression von TNF-ao in vitro in HCTI15- und HCT116-Kolonkarzinomzellen
dargestellt. Die CAT-Reportergen-Analyse der Hitze-Induktion des mdr1-Promotors bei
41.5°C und 43°C ergab die signifikante Steigerung der CAT-Expression durch die
Hyperthermie. Daher wurde im zweiten Schritt die Hyperthermie-Induktion der mdrl
Promotor-gesteuerten = TNF-o-Expression im selben HCT15- und HCT116-
Kolonkarzinomzell-Modell  iiberpriift. =~ Auch hierbei konnte die zeit- und
temperaturabhiingige, bis zu 7-fache Induktion der Zytokin-Expression beobachtet
werden. Die antitumorale Effektivitit der Hyperthermie-induzierten TNF-a-Expression
im Kontext einer Adriamycin- oder Vincristin-Behandlung zeigte seine signifikante
Uberlegenheit im Vergleich zu den nicht hyperthermierten, transduzierten Zellen. Mit
diesen Befunden konnte somit die vielseitige Nutzung des mdrl-Promotors in einem

multimodalen Therapiekonzept belegt werden.

Abschnitt 5.6. (Lange et al. 2000) beschreibt die erstmalige Isolierung,
genomische Organisation und Charakterisierung des Major Vault Protein/Lung
Resistance Protein (MVP/LRP)- Genpromotors, der fiir die Regulation dieses Resistenz-
Gens verantwortlich ist. Im CAT-Reporter Assay konnte fiir die 1.9 kb bzw. 0.7 kb lange
5¢-flankierende nicht-translatierte Region des MVP/LRP-Gens eine eindeutige
Promotoraktivitit nachgewiesen werden. Die Sequenzanalyse dieser Promotorregion
zeigte potentielle Bindungsstellen fiir die Transkriptionsfaktoren SP1, YB-1 (Y-Box) und
pS3. Sie bestitigen die Funktion dieser 5‘-flankierenden Region als Promotor und geben
mogliche Anhaltspunkte fiir die Expressionsregulation dieses Resistenzgens. Vor allem
die Existenz von Bindungsstellen fiir die Transkriptionsfaktoren YB-1 und p53 weisen

auf die Potenz dieser MVP/LRP-Promotorsequenz hin, als Regulationseinheit fiir die
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konditionelle Expression therapeutischer Gene im Rahmen der Tumorgentherapie genutzt

zu werden.

7.4. Chemosensitivierung als Strategie fiir die Gentherapie von
Tumoren

Die Auswahl effizienter therapeutische Gene, die in einer Tumorgentherapie zur
Expression gebracht werden sollen, ist entscheidend fiir den therapeutischen Effekt.
Genprodukte, die im Kontext mit der Chemotherapie oder Hyperthermie ihre biologische
Aktivitdt entfalten bzw. die Effizienz der jeweiligen Therapie steigern kdnnen, sind von
besonderem Interesse. In den Abschnitten 6.1. — 6.4. wird deshalb auf die Verwendung
von Zytokingenen fiir die Tumorgentherapie fokussiert, da sie ein grofes
chemosensitivierendes Potential besitzen, das u.a. durch die Modulation von MDR-
assoziierten Genen realisiert ist. Die hier enthaltenen Arbeiten beleuchten einerseits die
molekularen Mechanismen dieser Zytokin-vermittelten Effekte in Tumorzellen, und
demonstrieren andererseits ihre therapeutischen Wirkungen in gentherapeutischen
Ansitzen.

In Abschnitt 6.1. (Stein et al. 1996) werden in vitro-Arbeiten zur MDR-
modulierenden und chemosensitivierenden Wirkung der Zytokine IL-2, IFN-y sowie
TNF-a in HCT15- und HCT116-Kolonkarzinomzellen vorgestellt. Hierbei wurde der
Einfluss extern applizierter, rekombinanter Zytokine speziell in Hinblick auf die
Modulation der mdrl-Expression analysiert. Mit den Experimenten konnte gezeigt
werden, dass IL-2, IFN-y und TNF-a in der Lage sind, die mdr1-Expression zeitabhingig
sowohl auf mRNA-, als auch auf Proteinebene zu reduzieren. AnschlieBende Zytostatika-
Akkumulations-Assays  bestitigten die funktionelle Bedeutung dieser mdrl-
Expressionsmodulation, die sich in einer erhohten intrazelluliren Akkumulation des
Zytostatikums Doxorubicin in beiden Tumorzellinien wiederspiegelte. In Zytotoxizitéts-
Assays wurde dariiber hinaus gezeigt, dass tatsdchlich bei einer IL-2, IFN-y bzw. TNF-a
-Vorbehandlung die Zytokin-vermittelte Reduktion der mdrl-Expression zu einer
dramatischen Chemosensitivierung der Kolonkarzinomzellen gegeniiber den MDR-
relevanten Zytostatika Vincristin und Doxorubicin fiihrt. Diese Daten bieten somit eine
molekulare Rationale fiir den kombinierten FEinsatz von Zytokinen und der

Chemotherapie mit MDR-relevanten Zytostatika.

Abschnitt 6.2. (Stein et al. 1996) beschreibt die Potenzen eines IL-2- oder TNF-
o-Gentransfers in Hinblick auf die Modulation der mdrl-Genexpression und die
Chemosensitivierung nach Gentransfer im Kolonkarzinomzellen. In stabil transfizierten,

IL-2 oder TNF-a exprimierenden HCT15- und HCT116-Kolonkarzinomzellen konnte auf

29



mRNA- sowie auf Proteinebene die Reduktion der mdrl-Expression nachgewiesen
werden. Diese Reduktion der Expression war dabei positiv mit der Expressionshohe des
jeweiligen Zytokins korreliert. Die funktionellen Analysen mit Doxorubicin ergaben, dass
durch IL-2- und auch TNF-a-Gentransfer die intrazellulire Akkumulation des
Zytostatikums zunimmt. In vitro Zytotoxizitdts-Assays mit den Zytokin-exprimierenden
Tumorzellen ergaben eine signifikante Steigerung der Sensitivitit beider Zellinien
hinsichtlich der MDR-relevanten Zytostatika Vincristin und Doxorubicin. Diese
Ergebnisse sind ein wesentlicher Beleg dafiir, dass eine Tumorgentherapie mit
Zytokingenen zu einer Reduktion der mdr1-Genexpression fiihrt und damit im Rahmen

einer Kombinationstherapie mit der Chemotherapie effizient eingesetzt werden kann.

In Abschnitt 6.3. (Stein et al. 1997) wird die Wirkung von extern appliziertem
oder gentransfiziertem TNF-o auf die Expression der MDR-assoziierten Gene Multidrug
Resistance Associated Protein (MRP1) und LRP in Kolonkarzinomzellen untersucht. Die
in vitro-Experimente belegen sowohl auf mRNA- als auch auf Proteinebene die
zeitabhingige Modulation der MRP1- und LRP-Expression durch externe
Zytokinapplikation. Wihrend die LRP-Expression in HCT15- und auch HCT116-Zellen
reduziert wurde, war im Gegensatz dazu die Expression des MRP1-Gens in HCT15-
Zellen erhoht, in HCT116-Zellen jedoch unverindert. Parallel zu diesen Experimenten
wurde in stabil TNF-a-transfizierten HCT15- und HCTI116-Zellen ebenfalls die
Reduktion der LRP-Expression auf mRNA- und auf Proteinebene gezeigt, die positiv mit
dem jeweiligen TNF-a-Expressionsniveau korrelierte. In Bezug auf MRP1 war jedoch
durch den TNF-o-Gentransfer eine Erhohung der Expression in beiden Zellinien zu
beobachten. Die Arbeit weist einerseits auf das komplexe Geschehen der Ausbildung
einer Multidrug Resistenz hin, zeigt aber andererseits die Potenz der Zytokinbehandlung
fir die Modulation verschiedener MDR-assoziierter Gene mit dem Ziel der

Chemosensitivierung.

In Ergénzung der Zytokin-vermittelten Wirkungen auf die Expression von MDR-
assoziierten Genen in Kolonkarzinomzellen, wurden derartige Untersuchungen auch an
Glioblastomzellen durchgefiihrt. In Abschnitt 6.4. (Walther et al. 1995) wurde der
Einfluss des TNF-a-Gentransfers in humanen U373MG Glioblastomzellen in vitro
analysiert. Die TNF-a-Expression fiihrte in diesen Zellen zu einer Reduktion der mdrl-
Expression, die funktionell zu einer Erhohung der intrazelluliren Rhodamin-
Akkumulation fiihrte. Ahnlich, wie in den vorhergehenden Abschnitten an
Kolonkarzinomzellen gezeigt, kann auch in transduzierten Glioblastomzellen durch die

TNF-a-Expression eine Sensitivierung gegeniiber den Zytostatika Vincristin und
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Doxorubicin erreicht werden. Somit ist der TNF-a-Gentransfer in verschiedenen
Tumormodellen in der Lage, durch Reversion der MDR die Effektivitit der
Chemotherapie zu erhdhen, und weist auf die breiten therapeutischen

Anwendungsmoglichkeiten dieser Strategie in der Tumorgentherapie hin.
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8. ZUSAMMENFASSUNG UND WERTUNG

Die Jet-Injection Technologie fiir den nicht-viralen in vivo
Gentransfer in Tumoren

In den Abschnitten 3.1. — 3.4. wurde die Etablierung der Jet-Injection-Technologie
beschrieben, die eine wesentliche Voraussetzung fiir die lokale nicht-virale
Tumorgentherapie darstellt. Vergleichende Analysen verschiedener Jet-Injection-Systeme
ermOglichten dabei die gezielte Auswahl und weitere Anwendung des Low-Volume Jet-
Injectors. Im Rahmen der Evaluation der Effizienz des Gentransfers mit Hilfe der Jet-
Injection wurden die Reportergen-Systeme LacZ und GFP im Lewis-Lung-Karzinom,
B16-Melanom der Maus sowie in xenotransplantierten humanen Mammakarzinom-
Modell und Kolonkarzinom-Modell in der Nude-Maus getestet. Es wurde gezeigt, dass
der Jet-Injector-Prototyp in allen Tumormodellen zur effizienten Expression der
Reportergene fiihrt und dass sowohl Eindringtiefen, als auch Verteilung der Jet-Injection
optimal fiir einen effizienten Gentransfer sind. Diese Untersuchungen zeigten dariiber
hinaus, dass mit Hilfe der Jet-Injection simultan zwei Genkonstrukte effektiv transfiziert
und zur Expression gebracht werden konnen. Dies ermoglicht den einfachen,
kombinierten Einsatz verschiedener therapeutischer Gene zur Behandlung von Tumoren.
Die in vivo-Untersuchungen ergaben weiterhin, dass die Jet-Injection fiir den Transfer
des TNF-a-Gens erfolgreich eingesetzt werden kann, wobei die Verteilung und die Hohe
der Genexpression mit etablierten Gentransfer-Technologien, wie z.B. der in vivo-
Lipofektion,  vergleichbar  ist.  Erginzende  Untersuchungen konnten die
molekularbiologischen sowie technologischen Rahmenbedingungen fiir einen
reproduzierbaren in vivo-Gentransfer definieren. Aus allen Untersuchungen kann
geschlussfolgert werden, dass die Jet-Injection eine sichere und auch effiziente
Technologie fiir den intratumoralen und lokalen Gentransfer unter Verwendung nackter

DNA darstellt, die das Potential fiir eine klinische Anwendung besitzt.

Untersuchungen zum retroviralen und liposomalen Gentransfer von
Tumorzellen

Obwohl das vorrangige Ziel der bisher vorgestellten Arbeiten die nicht-virale
Tumorgentherapie ist, wurden auch Untersuchungen mit retroviralen und liposomalen
Transfersystemen durchgefiihrt. Dabei fokussierte sich Abschnitt 4.1. auf den
liposomalen in vitro- und in vivo-Gentransfer, der auf einem neuartigen Lipoplex basiert.

Abschnitt 4.2. jedoch beschiftigt sich vor allem auf den retroviralen Gentransfer des
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TNF-a-Gens und dessen Einfluss auf intrazellulire Expressionen spezifischer Gene.
Beide Arbeiten konnen diese komplexen Gebiete der Gentherapie nur streifen, geben aber
interessante Auskunft iiber die Effizienz, Wirkung und die Potenzen dieser Strategien.
Bei beiden Systemen besteht der im Vergleich zur Jet-Injection-Techologie wesentlich
hohere Aufwand der DNA-Formulierung fiir den Gentransfer, dem jedoch effiziente
Transferraten gegeniiberstehen. In diesem Kontext sollen die Abschnitte 4.1. und 4.2. als
Ergdnzung zu den vorhergehenden Arbeiten dienen, die die sehr unterschiedlichen

Bemiihungen auf dem Gebiet der Tumorgentherapie wiederspiegeln.

Charakterisierung und Nutzung Therapie-induzierbarer Promotoren
fiir eine konditionelle Tumorgentherapie

Die Abschnitte 5.1. — 5.6. wurden die Arbeiten zur Generierung eines Theapie-
induzierbaren Vektorsystems dargestellt, in denen vor allem die Induktionseigenschaften
des humanen mdr1 Promotors erstmals gezielt genutzt wurden. Es konnte die Zytostatika-
und auch Hitze-Induzierbarkeit der mdrl-Promotor gesteuerten Genexpression in
verschiedenen Tumormodellen in vitro und in vivo erfolgreich demonstriert werden,
wobei vor allem die Nutzung einer Mutationsvariante des mdr1-Promotors als besonders
effiziente Regulationseinheit eingesetzt wurde. Die Zytostatika- und Hitze-Induktion des
mdr1-Promotors erwies sich als reproduzierbar zeit- sowie konzentrationsabhingig, so
dass die Expression des jeweiligen Fremdgens auf die spezifischen therapeutischen
Bedingungen z.B. der Chemotherapie oder Hyperthermie eingestellt werden kann. Die
niedrige Basalaktivitdt und signifikant hohe Induktion des mdrl-Promotors sowohl in
vitro als vor allem in vivo weisen das System als einen effizienten konditionellen
Regulator aus. Wesentlich fiir die gentherapeutische Nutzung des mdr1-Promotors sind
die Befunde der Induzierbarkeit durch Zytostatika, wie Doxorubicin, Vincristin oder
Taxol, die in der Chemotherapie von Tumorerkrankungen breiten Einsatz finden. Dies ist
eine essentielle Voraussetzung fiir das Konzept der kombinierten Applikation von
Chemotherapie und konditioneller Tumorgentherapie. Die tierexperimentellen
Untersuchungen konnten bestitigen, dass vor allem eine Zytostatika-induzierte
Gentherapie im Kontext der Chemotherapie zu einer besseren Tumortherapie beitrigt.
Die Kombinations-Experimente im Kontext einer Hyperthermie geben erste Hinweise,
dass auch hier die therapeutische Effektivitit gesteigert werden kann.

Die Charakterisierung des MVP/LRP-Promotors bietet erste Anhaltspunkte, dass dieses
System ebenfalls fiir die Konstruktion konditioneller Vektoren nutzbar ist und somit die

Palette derartiger Regulationseinheiten wertvoll erweitern kann.
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Chemosensitivierung als Strategie fiir die Gentherapie von Tumoren

Im Rahmen des Konzepts der kombinierten Gen- und Chemotherapie von Tumoren ist in
den Arbeiten der Abschnitte 6.1. — 6.4. vor allem auf das chemosensitivierende Potential
von Zytokinen gesetzt worden. Besonders fiir TNF-o, IL-2 sowie IFN-y konnten
experimentelle Daten dafiir geliefert werden, dass diese Zytokine zu einer Modulation
MDR-assoziierter Gene, wie dem mdrl, MVP/LRP und auch MRPI in der Lage sind. In
Bezug auf die Gene mdrl und MVP/LRP ist die signifikante Reduktion der Expression
auf mRNA- und Proteinebene nachgewiesen worden, die nicht nur zur intrazelluldren
Akkumulation MDR-assoziierter Zytostatika, sondern auch zur Chemosensitivierung in
verschiedenen Tumormodellen fiihrt. Diese Befunde bilden eine wichtige Rationale fiir
den Einsatz von Zytokingenen, die im Rahmen der Tumorgentherapie zur Uberwindung
der MDR eingesetzt werden konnen. Gentransferexperimente mit TNF-o- und IL-2-
exprimierenden Vektoren konnten analog zur Applikation rekombinanter Zytokine die
Modulation der Gene mdrl und MVP/LRP zeigen, die mit der Erhohung der Sensitivitit
gegeniiber Zytostatika wie Vincristin oder Adriamycin assoziiert ist. Wesentliche
Zusammenhinge zwischen dem Niveau der Zytokingen-Expression und dem Ausmal der
Modulation von mdrl und MVP/LRP konnten klar definiert werden. Die experimentellen
Arbeiten zeigen die Moglichkeit auf, mit Hilfe des Transfers von Zytokingenen deren
Potential der MDR-Modulation fiir definierte Tumorentititen im Rahmen einer

Tumorgentherapie zu nutzen.
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