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Kurzreferat

Die Prognose des Glioblastoma multiforme (GBM) hat sich in den letzten 25 Jahren trotz
einer sich stindig verbesserten Diagnostik und Therapie kaum verbessert '"?%. Die Suizid-
gentherapie mit dem HSV-Thymidinkinase/Ganciclovir-System konnte in Tierversuchen eine
deutliche GréBenreduktion bzw. vollstandige Zerstérung maligner Gliome erreichen ©'197:1481
jedoch ohne vergleichbaren Erfolg in klinischen Studien bei Gliompatienten #%1041081191 Eip
wichtiges methodisches Problem scheint hierbei die geringe Transduktion der Tumorzellen
zu sein  so dass die Entwicklung effizienterer Vektorsysteme zur Verbesserung der
Transduktion und Genexpression in vivo im Vordergrund steht 7. Das Ziel dieser Arbeit war
die Etablierung einer nichtinvasiven und quantitativen Darstellung von Lokalisation, Starke
und zeitlichem Verlauf der Genexpression mittels Biolumineszenz. Hierzu wird eine
Genfusion der cDNAs von HSV-Tk und Luc unter der Kontrolle eines konstitutiven CMV-
Promotors eingesetzt, wodurch die HSV-Tk Aktivitdt indirekt durch die biolumineszente
Lichtemissionen der Luciferase dargestellt werden kann. Zur Beurteilung der Kkorrelierten
Koexpression der Fusions-Partner innerhalb der HSV-Tk-Luc-Fusion, werden die fir HSV-
Tk, Luc und HSV-Tk-Luc kodierende cDNAs in vitro aquimolar in unterschiedlichen Mengen
transient und stabil in humane U87MG-Zellen transfiziert und die entsprechenden
Enzymaktivitdten durch MTT-Zytotoxizitatstests und Luciferase-Assays (Fa. Promega)
bestimmt. Die enge Korrelation der Enzymaktivitaten von r2=0,98 (p<0,001) bei transienter
Transfektion und von r2=0,99 (p<0,001) bei stabiler Transfektion stellt dabei die
Grundvoraussetzung fir die Verwendung der Luciferase als Reporter fir den zytotoxischen
Effekt des HSV-Tk/GCV-Systems % dar.

Festgestellt wurde ein Funktionsverlust der HSV-Tk-Luc Fusion von 16-40% bei der HSV-Tk
Aktivitdt und von 55-86% bei der Luciferaseaktivitdt im Vergleich zu den unfusionierten
Enzymen festgestellt, der wahrscheinlich auf sterischen Behinderungen innerhalb des
Fusionsproteins beruht. Trotzdem konnte gezeigt werden, dass mit der bestehende Aktivitat
des HSV-Tk-Luc Fusionsproteins die biolumineszente Darstellung der Gentherapie in vitro
und in vivo mdglich ist. Mit einem stabil HSV-Tk-Luc exprimierenden Zellklon wurden
Xenograftexperimente an Nackim&usen (n=10) durchgefihrt. Pro Maus wurden im Bereich
des Riickens 4 Tumore aus 2x10° U87MG-HSV-Tk-Luc Zellen gesetzt. Ab einem
Tumorvolumen von ca. 125 mm® wurde eine 14-tdge GCV-Therapie (i.p.) durchgefiihrt (n=7).
Nicht behandelte Tiere (n=3) erhielten NaCl 0,9 % (i.p.). Die Korrelation zwischen der
seriellen simultanen Detektion der biolumineszenten Signale (CCD-Kamera) und der
TumorgréBe (Schiebelehre) betrug bei den behandelten Tieren (n=7) r*=0,93 (p=0,008) und
bei den Kontrolltieren (n=3) r’=0,98 (p=0,010), wobei eine vollstindige Regression aller
behandelten subkutanen Tumore erreicht wurde.

Diese Ergebnisse zeigen erstmals, dass durch den Einsatz eines HSV-Tk-Luc Fusions-
proteins eine erfolgreiche Gentherapie maligner Gliome mdglich ist und das die Effektivitat
dieses Therapieverfahrens durch die biolumineszente Bildgebung seriell, nichtinvasiv und
quantitativ sowohl in vitro als auch in vivo dargestellt werden kann.

TheiB, Christian : Die optische Darstellung der Gentherapie mit der Herpes-simplex-Virus-Typ 1 —
Thymidinkinase bei malignen Hirntumoren. Halle, Univ., Med. Fak., Diss., 73 Seiten, 2006
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1 Einleitung und Zielstellung 1

1 Einleitung und Zielstellung

Die haufigsten primar malignen Hirntumore nehmen ihren Ursprung vom astrozytédren
Bindegewebe des Gehirns und werden als Gliome bezeichnet. Entsprechend dem
Malignitatsgrad erfolgt eine Einteilung dieser Tumore gemaB der WHO in 4 Klassen, wobei
die Gliome mit dem hdéchsten Malignitatsgrad (IV) als Glioblastoma multiforme (GBM)
bezeichnet werden. Das Glioblastoma multiforme (GBM) tritt mit einer Inzidenz von 3-4 /
100.000 Einwohner pro Jahr auf "',

Trotz einer standigen Verbesserung der Diagnostik, der mikroinvasiven neurochirurgischen
Therapie sowie der Radio- und Chemotherapie hat sich die Prognose des GBM bei einer
medianen Uberlebenszeit von weniger als 12 Monaten in den letzten 25 Jahren kaum
verbessert [''%, Die Resistenz des GBM gegendiiber einer multimodalen Therapie ist auf das
ausgepragt invasive und infiltrative Tumorwachstum dieser Tumore zurlckzufuhren. Des
Weiteren wurden eine Reihe genetischer Verdnderungen entdeckt, die bei der Gliom-
entstehung eine Rolle spielen. So wurde zum Beispiel eine vermehrte Produktion von
Wachstumsfaktoren in Gliomen festgestellt, was zu einer gesteigerten Angiogenese und

damit besseren Blutversorgung der Tumorzellen fiihrt 191,

Angesichts der schlechten Prognose ist die Entwicklung neuer Strategien/Therapien zur
Bekdmpfung maligner Hirntumoren zu einem bedeutenden Ziel fir die medizinische
Forschung geworden.

Ein vielversprechender Ansatzpunkt der Therapie des GBM ist die Gentherapie. In den
vergangenen Jahren wurden verschiedene gentherapeutische Strategien zur Behandlung
maligner Hirntumoren entwickelt ">, Besonderes Interesse liegt dabei in der Sensibilisierung
des Tumors gegentber Chemotherapeutika, Erhéhung der Immunogenitat oder Veréanderung
der Expression von Onkogenen und Tumorsuppressorgenen, um die Steuerung von
Zellzyklus, Apoptose, Signaltransduktion oder Angiogenese innerhalb des Tumorgewebes zu

verandern.

1.1 Die Suizidgentherapie mit dem HSV-Thymidinkinase / Ganciclovir-System

Ein fOr unterschiedliche Tumoren verfolgtes gentherapeutisches Prinzip ist die Suizidgen-
therapie. Sie beruht auf der Expression direkt oder indirekt toxisch wirkender Genprodukte in
der Tumorzelle. Direkt toxische Genprodukte sind beispielsweise bakterielle Toxine, wie das
Diphterietoxin aus dem Corynebacterium diphteriae. Indirekt toxische Genprodukte sind so
genannte ,Prodrug“-aktivierende Enzyme, die eine zun&chst ungiftige oder nur gering
toxische Substanz (Prodrug) in fir die Zelle toxische Produkte umsetzen. Das am besten
untersuchte und bereits in klinischen Studien eingesetzte Suizidgen / Prodrug-System ist das
Thymidinkinase (HSV-Tk) / Ganciclovir (GCV) - System. Hierbei wird das Thymidinkinase-
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Gen des Herpes simplex Virus Typ 1 mit Hilfe viraler- bzw. nichtviraler Vektoren in die
Tumorzellen geschleust. Intrazellular wird das durch dieses Gen kodierte Enzym (HSV-Tk)
exprimiert. Dieses metabolisiert das entsprechende, systemisch verabreichte Enzymsubstrat
bzw. Prodrug (GCV). Die HSV-Thymidinkinase katalysiert die Monophosphorylierung des
Nucleosidanalogons Ganciclovir (GCV) mit einer 1000-fach hdheren Effizienz als die
zelluldren Thymidinkinasen, so daB GCV fir nicht infizierte Zellen so gut wie nicht toxisch ist
37 Nach weiteren Phosphorylierungen durch vorhandene, zelluldre Enzyme entsteht GCV-
Triphosphat, ein toxisches Molekiil, das zur Zerstérung der Tumorzellen fithrt . Durch
Hemmung der DNA-Polymerase und Einbau des phosphorylierten GCV in die wachsende
DNA-Kette resultiert bei der Replikation ein DNA-Kettenabbruch und die Apoptose der Zellen
[l (Abb. 1). Da die RNA- und Proteinsynthese unbeeinflusst bleibt, beschrénkt sich die
Wirkung auf proliferierende Zellen und bietet so eine gewisse Tumorspezifitat.

WVektorkonstrukt
tragt HSV-tk-Gen

HSV-tk-Gen

GCV-Gabe

Abb. 1 7

Nach Einschleusung des HSV-Tk-Gens in die Tumorzelle wird die virale Thymidinkinase synthetisiert
und systemisch verabreichtes GCV wird in toxisches GCV-Triphosphat umgesetzt. Die Hemmung der
DNA-Synthese und der Einbau des Nukleosidanalogons GCV-Triphosphat in die DNA flihren zum
DNA-Kettenabbruch und zur Apoptose der Tumorzelle.

Vorteile dieses Therapieansatzes sind: 1) die Zytotoxizitat ist unabhangig vom genetischen
Profil der Tumorzellen, 2) schnell proliferierende GBM-Zellen gelten als ideale Zellpopulation,
umgeben von nicht proliferierenden Nervenzellen, 3) es besteht nur eine relativ geringe
systemische Toxizitat, 4) die Zytotoxizitat erstreckt sich auch auf nicht transduzierte Nach-
barzellen, die Uber ,Gap junctions® mit Transgen-modifizierten Zellen kommunizieren

(Bystander-Effekt, s.u.). Zusatzlich werden eine hamorrhagische Tumornekrose infolge der
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direkt toxischen Wirkung auf Endothelzellen und eine unspezifische Immunreaktion vermutet
[95]

1.2 Der Bystander-Effekt

Obwohl mit dem HSV-Thymidinkinase / Ganciclovir-System nur proliferierende Zellen ab-
getdtet werden, besteht ein groBer Vorteil dieses Systems im so genannten ,Bystander
Effekt* "% Dieser definiert einen zuséatzlichen Therapieeffekt, bei dem neben den HSV-Tk
exprimierenden Zellen auch benachbarte, nicht transduzierte Zellen (Bystander-Zellen) durch
GCV abgetdtet werden kénnen. Der Mechanismus des Bystander-Effekts wird in der

Literatur kontrovers diskutiert. Der Transfer apoptotischer Vesikel 69!

, eine lokale oder
systemische Immunantwort *”! oder aber eine sehr hohe Aktivitit der viralen Thymidinkinase
in den transduzierten Zellen "? werden mit dem Bystander Effekt in Zusammenhang
gebracht. Eine zentrale Bedeutung wird jedoch der Ubertragung von GCV-Triphosphat durch
so genannte ,Gap Junctions* in benachbarte Zellen zugeschrieben '*".  Gap Junctions* sind
aus Konnexinen aufgebaute Membrankanale mit einem Durchmesser von ca. 2 nm, die dem
Informationsaustausch benachbarter Zellen dienen und Molekllen (< 1 kDa MW) den
Ubertritt in die Nachbarzelle erlauben ' Beim Verlassen der Zelle in Richtung des
interstitiellen Raums wird GCV-Triphosphat dagegen von kérpereigenen Phosphatasen in
GCV zuruckgefihrt und damit deaktiviert. Damit ermdglicht der Bystander Effekt eine
Tumorregression, auch wenn weniger als 10% der Tumorzellen die HSV-Tk exprimieren ¢
(Abb. 2).

Transduktion Ausweitung des zytotoxischen Effekts
einzelner Tumorzellen auf benachbarte, nicht transduzierte
mit dem HSV-Tk-Gen Tumorzellen

(o)
ao%*a £ o*a%a
Selelele felole)o

Systemische

Applikation

von Ganciclovir

Abb. 2

Nach Transduktion einzelner Tumorzellen mit dem HSV-Tk Gen, werden im Rahmen des Bystander
Effektes auch benachbarte, nicht HSV-Tk exprimierende Zellen (Bystander-Zellen) durch die
Ubertragung von toxischen GCV-Triphosphat-Molekilen via ,Gap Junctions®, abgetétet.
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1.3 Optimierung der HSV-Tk / GCV-Suizidgentherapie in vivo

Nachdem die HSV-Tk / GCV-Suizidgentherapie in Tierversuchen eine deutliche GréBen-
reduktion bzw. vollstandige Zerstérung maligner Gliome erreichen konnte ®'1%71%8 fo|gten
zahlreiche klinischen Studien, was schlieBlich in einer Phase Il Studie bei Gliompatienten
kulminierte >104198.119] | dieser Studie erfolgte nach Tumorresektion und Bestrahlung die
adjuvante HSV-Tk / GCV-Suizidgentherapie durch intra- und peritumoral applizierte Vektor
produzierende Zellen und nachfolgender systemischer GCV-Gabe. Ein therapeutischer
Effekt in Form einer signifikant verlangerten Uberlebenszeit konnte nicht nachgewiesen
werden. Ein wichtiges methodisches Problem scheint hierbei die sehr geringe Transduktions-
effizienz zu sein ™. Obwohl aufgrund des sog. Bystander-Effekts fiir eine erfolgreiche
Therapie mit dem HSV-Tk / GCV-System im Tiermodell die Transduktion von etwa 50
Prozent der Tumorzellen ausreicht 8841071171 " gcheint selbst diese niedrige Schwelle in
klinischen Studien nicht erreicht worden zu sein. In den wenigen bisher ex vivo untersuchten
Tumoren wurde eine Transduktionseffizienz von 0.002% bis 4% bei retroviralen Vektoren
und von 0.01% bis 11% bei adenoviralen Vektoren festgestellt (5582127, zur Ubersicht 106 pag
Weiteren konnte aufgrund einer begrenzten in vivo Lebensdauer transduzierter Zellen nur

eine temporare Expression der HSV-Tk erreicht werden.

Far die Optimierung der Gentherapie steht deshalb die Entwicklung effizienterer Vektor-
systeme zur Verbesserung der Transduktion und Genexpression in vivo im Vordergrund .
Um dies zu erreichen, ist neben der Beurteilung von Lokalisation und Starke der
Genexpression vor allem der zeitliche Verlauf dieses Prozesses von Bedeutung. Limitierend
war bisher, daB die daflir notwendigen histopathologischen, zytologischen und molekular-

biologischen Untersuchungen ex vivo erfolgten %1%

. Um beispielsweise den zeitlichen
Verlauf der Genexpression im Tiermodell ex vivo zu untersuchen, missen sehr viele
Versuchstiere eingesetzt und zu unterschiedlichen Zeitpunkten getdtet werden. Dies ist
neben tierschutzrechtlichen und ethischen Bedenken mit einem nicht unerheblichen
finanziellen Aufwand verbunden. Des Weiteren wird die Reproduzierbarkeit und damit die
statistische Signifikanz der gewonnenen Ergebnisse durch interindividuelle Schwankungen
beeintrachtigt. Die Beurteilung der Genexpression im Rahmen einer Gentherapie am
Menschen kann bisher nur (iber die Analyse der Uberlebenszeiten der Patienten bzw. ex
vivo durch histologische Untersuchungen des Tumors erfolgen. Dadurch ist eine Optimierung
der Therapie angesichts der sehr kurzen Uberlebenszeit von Gliompatienten unméglich.

Hier kénnte eine Technologie zur nichtinvasiven quantitativen und bildlichen Darstellung der

Genexpression durch serielle Untersuchungen des gleichen Versuchstieres Abhilfe schaffen.
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1.4 Nichtinvasive Techniken der molekularen Bildgebung

Die molekulare Bildgebung hat ihre Wurzeln in der Nuklearmedizin, wo schon friih radioaktiv
markierte Molekile (sog. Reportermolekiile) zur Darstellung zelluldrer bzw. subzellularer
Prozesse eingesetzt wurden. Durch die zunehmenden Kenntnisse in den verschiedenen
Fachgebieten, wie z.B. der Molekularbiologie, Biotechnologie oder funktionellen Genetik,
wurden in den vergangenen 10 Jahren immer neue molekulare Markierungsméglichkeiten
mit entsprechenden Detektionstechnologien entwickelt, die sich hauptséchlich in finf
Eigenschaften unterscheiden ®: 1) raumliche und zeitliche Aufldsung, 2) mégliche
Eindringtiefe der Darstellung, 3) notwendiger Aufwand (bezogen auf Apparatur, Arbeits-
aufwand, finanzielle Kosten), 4) Verflgbarkeit und Applikationsform biokompatibler
Reportermolekile und 5) Sensitivitat.

Far die Bildgebung verwendete Reportergene kodieren flr ein Enzym (Reporterenzym) oder
einen zellularen Rezeptor. Nach der Applikation des entsprechenden Substrats erfolgt eine
durch das Reporterenzym katalysierte Reaktion. Abhangig von der Art des Reportergens
kénnen dabei unterschiedliche Substrate eingesetzt werden. Radioaktiv markierte oder
paramagnetische Substrate lassen, z.B. durch das AusmaB ihrer intrazellularen
Akkumulation, Rulckschlisse auf die Aktivitdt des Reporterenzyms zu, wohingegen bei
optischen Darstellungsverfahren die Quantitat einer photochemischen Reaktion zwischen
Reporterenzym und Substrat genutzt wird.

Bisher kommen Verfahren zum Einsatz wie die Positronen-Emissions-Tomographie (PET),
Single-Photonen-Emissions-Computertomographie (SPECT) oder die Magnetresonanz-
tomographie (MRT). Einige neuere, nichtinvasive Darstellungsverfahren beruhen auf der
Transduktion von Reportergenen, die zu einer enzymatisch katalysierten Lichtreaktion

(Biolumineszenz) [+1516.88]

oder zu einer nach externer Lichtanregung auftretenden
Fluoreszenz "> fiihren. Ein wesentlicher Vorteil dieser Verfahren ist die Méglichkeit, durch
die Verwendung von Molekilen unterschiedlicher spektraler Eigenschaften, verschiedene

molekulare Prozesse darstellen zu kénnen 141,

1.4.1 Positronen-Emissions-Tomografie (PET) / (SPECT)

Zur PET verwendet man Reportersubstrate bzw. Liganden die durch radioaktive Isotope mit
kurzer Halbwertszeit, wie z.B. O, N, "'C oder F, markiert wurden. Diese radioaktiven
Isotope emittieren aus ihrem Atomkern ein Positron, welches mit einem Elektron kollidiert.
Die Registrierung der hierbei entstehenden, hochenergetischen Gammastrahlung ist mit
einer Sensitivitat von ca. 10"'-10"2 mol/l Isotop und einer raumlichen Aufldsung von ca. 8
mm?® méglich *4#. Auch die Verwendung von Isotopen welche niedrigenergetische Gamma-
Strahlen emittieren, z.B. ®*™Tc¢, im Rahmen der SPECT ist maoglich. Allerdings sind hier bei
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geringerer Sensitivitat (107°-10™"" mol/l Isotop) spezielle um das Objekt rotierende ,Gamma-
Kameras“ notwendig "', Da alle zur PET eingesetzten Isotope, im Unterschied zur SPECT,
Gamma-Strahlung des gleichen Energiegehalts emittieren, ist eine simultane Detektion
unterschiedlich markierter Substrate mittels PET nicht méglich ©°.

Der Einsatz der PET zur nichtinvasiven bildlichen Darstellung der Genexpression des
Reportergens HSV-Tk wurde bereits in mehreren Studien untersucht 3839651311331 “arfordert
allerdings teure Spezialgerate und aufgrund des raschen Isotopenzerfalls ein Zyklotron vor
Ort 8 Zum Einsatz kommt hierbei eine genetisch veranderte HSV-Tk (HSV-sr39tk), die
speziell fir die PET optimiert wurde. Das markierte Substrat der HSV-Tk, wie z.B. das
Thymidin-Analogon FIAU (2°-Fluor-2"-desoxy-1-B8-D-ara-binofuranosyl-5-Jod-Uracil) oder '®F-
Ganciclovir bzw. '8F-Pencyclovir !, wird durch die HSV-Tk phosphoryliert und kann so die
Zelle nicht mehr verlassen ¥, Die Aktivitat der HSV-Tk wird somit nicht Gber deren
zytotoxische Wirkung beurteilt, sondern Uber die intrazellulare Akkumulationsrate des
phosphorylierten Reportersubstrats 284252113132 ' \ya5 die Beurteilung des zeitlichen Verlaufs
der Genexpression einschrankt. In der Arbeit von Ray et al. "'” exprimierten subkutan in
Mause implantierte N2 Neuroblastom Zellen stabil ein Fusionsprotein bestehend aus HSV-Tk
und Renilla-Luciferase (R-Luc). Die bildliche Darstellung mittels Biolumineszenz (BLI) und
PET ergab eine Korrelation der Enzymaktivitdten von r2=0,89, wobei sehr kleine nicht
palpable Tumoren durch die PET nicht erkannt werden konnten. Im Gegensatz zur BLI sind
fur die Darstellung der Genexpression in vivo mittels PET mehrere hundert Millionen Zellen

notwendig, um eine zuverldssige Tumor-Detektion zu erreichen 2.

1.4.2 Magnet-Resonanz-Tomografie (MRT)

In der MRT nutzt man die Eigenschaft von Wasserstoff-Atomen, sich als magnetische Dipole
innerhalb eines Magnetfeldes auszurichten. Nach Aktivierung durch Impuls-Radiofrequenzen
wird der Ruckgang der Dipole in ihre Ausgangsposition (Relaxation) gemessen und in das
MR-Signal Ubersetzt, wobei durch Zugabe eines Kontrastmittels (z.B. Gadolinium) die
Signalunterschiede verstarkt werden kdnnen. Die magnetischen Dipole verschiedener
Molekule haben unterschiedliche Relaxationszeiten und weisen damit unterschiedliche MR-
Signale auf . Mit einer sehr hohen raumlichen Auflésung (25-100 pm) kann die MRT
dreidimensionale Bilder erzeugen, sowie molekulare und anatomische Informationen
simultan darstellen "%,

Louie et al. ¥ gelang die Darstellung der Genexpression mittels MRT und dem LacZ / B-
Galaktosidase-Reportergensystem in einem Xenopus Embryo (Krallenfrosch). Dabei wurde
ein Reportersubstrat benutzt, in welchem das durch eine Carbohydratgruppe blockierte
Gadolinium (Kontrastmittel) durch die B-Galaktosidase aktiviert wurde und zu einer
Kontrastverstarkung im MRT fluhrte. Das Reportersubstrat konnte allerdings die Zellmembran
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nicht Gberwinden und muBte intrazelluldr appliziert werden. Die molekulare Bildgebung
mittels MRT weist mit 10°3-10° mol/l Substrat I'*® eine deutlich geringere Sensitivitat als PET
und BLI auf. Aufgrund des sehr hohen technischen Aufwands und der relativ langen
Untersuchungs-Zeiten ist die Anwendung dieser Technik auf wenige Zentren begrenzt.
Rehemtulla et al. '@ vergleichen die Bildgebung intrazerebral implantierter, stabil Luciferase
exprimierender 9L Gliomzellen in Ratten durch MRT und Biolumineszenz. Hierbei ergab sich
zunachst eine gute Korrelation (r2=0,83) zwischen der kernspintomografisch ermittelten
TumorgréBe und der gemessenen Lichtemissionen der Luc exprimierenden Tumorzellen.
Jedoch zeigt sich nach Therapiebeginn und dem damit verbundenen Untergang von
Tumorzellen eine deutliche Abnahme der Korrelation, was sich durch die grundlegenden
Unterschiede beider Methoden erklaren 1aBt. Biolumineszenz detektiert nur lebende Zellen,
wahrend die MRT auch eingewanderte Zellen, Nekrosen und Odem detektiert. Somit wird
der durch Biolumineszenz detektierbare Untergang von Tumorzellen bei der MRT
méglicherweise durch Darstellung von Nekrose oder Odem etc. verschleiert.

1.4.3 Fluoreszenz-Bildgebung

Die Bildgebung mittels fluoreszierender Proteine beruht auf der Lichtemission nach externer
Lichtanregung, ohne das die Applikation eines Reportersubstrats notwendig ist. Die
Registrierung der Lichtsignale erfolgt mit einem Fluoreszenz-Mikroskop oder mit einer CCD
(charged coupled device)-Kamera. Dabei werden emittierte Photonen einer Wellenldnge
zwischen 400-1000 nm nach Kollision mit einer kristallinen Silikonmatrix der CCD-Kamera in
Elektronen konvertiert. Hierbei wird eine Energie von ca. 2-3 eV freigesetzt und als Signal
registriert ['®. Durch den Vergleich mit der PET, bei der Gamma-Strahlung mit einem
Energiegehalt von 511 keV entsteht, wird die hohe Sensitivitat einer CCD-Kamera deutlich
% Das fluoreszierende Protein GFP (green fluorescent protein) einer Qualle (Aequorea
victoria) war in den vergangenen 10 Jahren das meist eingesetzte fluoreszierende
Reporterprotein. Es emittiert Licht einer Wellenldnge von 509 nm (externe Anregung 395 nm)
und wurde erstmals 1994 von Chalfie et al. 'Y als stabiler Reporter in vivo eingesetzt.

Die Bildgebung durch fluoreszierende Proteine zeichnet sich durch ein sehr hohes
raumliches Auflésungsvermdgen aus, was es ermdglicht selbst einzelne Tumorzellen in vivo
zu detektieren "*®. Durch die hohe Autofluoreszenz und die schlechte Gewebegéngigkeit
des von GFP emittierten Lichts (A = 509 nm) ist die Darstellungstiefe jedoch auf wenige
Millimeter begrenzt und eine genaue Quantifizierung oder Lokalisation oft unméglich ">, Die
Arbeitsgruppe um Yang et al. I'"*® begegnete diesem Problem mit der Verwendung trans-
parenter Hautfenster, die eine 10-fache Verbesserung des Fluoreszenzsignals bewirkten.

Es existieren jedoch auch neuere Fluoreszenzproteine, die Licht im roten Bereich emittieren
(DsRed1, DsRed2, dsdrFP616; A = 583-616 nm) und damit potentiell besser gewebegangig
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sind . Allerdings sah man sich dabei mit dem Problem konfrontiert, daB diese tetrameren
Proteine zu einer hochmolekularen Aggregatbildung neigen '?? (Abb. 18, S. 37) und am
Beispiel von DsRed vermutlich eine direkte Zytotoxizitat aufweisen 7.,

Quantum dots

,Quantum dots“ sind nanometergroBe fluoreszierende Partikel, die an Peptide bzw.
Makromolekiile gekoppelt werden kénnen 7%, Da zur externen Lichtanregung blauwelliges
Licht notwendig ist, bleiben die Probleme der hohen Autofluoreszenz und Lichtabsorption
weiter bestehen. Seit kurzer Zeit existieren so genannte ,self-illuminating® Quantum dots ['?'.
Dabei werden fluoreszierende Quantum dots an Renilla-Luciferase gekoppelt und das
Phanomen des Biolumineszenz-Resonanz-Energie-Transfers (BRET) ausgenutzt. Bei
Umsatz des Substrats Coelenterazin setzt die Luciferase Energie frei, mit welcher die
benachbarten Fluorophore zur Lichtemission angeregt werden, eine externe Lichtquelle zur
Anregung ist nicht mehr notwendig.

1.4.4 Biolumineszenz

Biolumineszenz tritt bei vielen Bakterien, wirbellosen Marineorganismen (z.B. Renilla
reniformis) und Insektenspezies (z.B. Photinus pyralis) auf °>*. Durch eine biochemische
Reaktion des Enzyms Luciferase (Luc) mit dem Substrat Luciferin (Abb. 3), wird in
Anwesenheit von ATP, Mg?®* und Sauerstoff das Substrat Luciferin durch Oxydation in einen
angeregten Zustand versetzt. Zur Emission von Licht kommt es beim Ubergang des
Oxyluciferins in den Grundzustand, wobei die Wellenldnge des biolumineszenten Lichts

zwischen 400-700 nm liegt 127,

. . N~ COoH Luciferase © S N C-
@ an$ j/ AL @[ < ]/ + AMP + PPi + Co,+ Licht
N s Mg, N s
Luciferin Oxyluciferin

Abb. 3
Darstellung der Luciferase-Luciferin-Reaktion (ATP = Adenosintriphosphat, AMP = Adenosinmono-
phosphat, PPi = Pyrophosphat) [Fa. Promega; www.promega.de]

Die Registrierung der sehr schwachen Lichtsignale erfolgt mit einer hochsensitiven gekuhlten
CCD (charged coupled device)-Kamera. CCD-Kameras ohne Kihlung, wie sie zur Detektion
von Fluoreszenz-Signalen eingesetzt werden, weisen eine deutlich geringere Sensitivitat auf.
Durch die entstehende thermische Energie der Photonenkollision, wurden von der
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Silikonmatrix  ununterbrochen Elektronen freigesetzt, was zu einem starken
Hintergrundsignal (Dunkelstrom) flhrte. Aus diesem Grund kommen heute in der
Biolumineszenz-Bildgebung, mit Stickstoff auf ca. -120°C, geklhlte CCD-Kameras zur
Anwendung, so daB eine Sensitivitat von ca. 10"°-10"" mol/l eingesetztes Reportersubstrat,
nahezu ohne stérendes Hintergrundgerdusch, erreicht wird “>2°],

Es gibt verschiedene Luciferase-Spezies, die alle Monooxygenasen sind, sich aber in ihrer
GroBe, Struktur und Lichtemission unterscheiden. Zum Vergleich der biolumineszenten
Reaktionen wurde der Begriff der Quantenausbeute von ®%, als MaB fiir die Effizienz einer
biolumineszenten Reaktion gepragt. Darunter versteht man die Anzahl der emittierten
Photonen pro reagierendem Molekil des Substrats in Einstein/Mol.

Die zahlreich vorhanden Insekten-Luciferasen emittieren Licht Gber ein sehr breites Farb-
spektrum (A, 547-620 nm) "® Die Luciferase des nordamerikanischen Gliihwiirmchens
Photinus pyralis (F-Luc, MW 61 kDa) findet heutzutage die meiste Verwendung und hat mit
0.88 Einstein/Mol die hoéchste Quantenausbeute aller bekannten biolumineszenten
Reaktionen !, Sie besteht aus 550 Aminos&uren und reagiert mit dem Substrat D-Luciferin
(D(-)-2-(6"-Hydroxy-2 -Benzothiazolyl)-2-Thiazolin-4-Carboxylsaure %), wobei  unter
optimalen Bedingungen (pH 7.75) fir jedes Molekil D-Luciferin ein Photon emittiert wird
(2425861 (), =562 nm) "l Die native P. pyralis Luciferase ist ein Enzym mit einer sehr
kurzen Halbwertszeit (t50=3 h), was auf die peroxisomale Lokalisation des nativen Enzyms
zuriickgefiihrt wird . Fiir den zuverlassigen Einsatz der P. pyralis Luc als Reportergen in
eukaryonten Zellen waren deshalb Veranderungen der Gensequenz notwendig. Neben der
Deletion der peroxisomalen Lokalisationssequenz ® und der Herstellung thermostabiler

Mutanten 44

, erfolgte durch die Fa. Promega eine ,Humanisierung® des Enzyms unter
Beriicksichtigung der humanen Codonverteilung und die Entfernung potentiell
regulatorischer Sequenzen, die die genetische Neutralitdt in einer fremden Wirtszelle
beeinflussen koénnten. In der Forschung wird deshalb heutzutage Ublicherweise die
modifizierte Luciferase der Fa. Promega, die im Zytosol lokalisiert ist und im Vergleich zur
nativen P. pyralis- Luciferase eine bis zu 700-fach gesteigerte Enzymaktivitit aufweist ®%,
verwendet. Die von mir dargestellten Untersuchungen wurden ebenfalls mit diesem Enzym

durchgefuhrt.

Bakterielle Luciferasen besitzen ein Molekulargewicht von 79 kDa und emittieren, bei einer
Quantenausbeute von 0.2 !, Licht mit einer Wellenlange (L) zwischen 460 und 490 nm. Die
Luciferase der sog. Weichkoralle (Renilla reniformis) — Renilla Luc (R-Luc), mit einem
Molekulargewicht von 36 kDa, benétigt als Substrat Coelenterazin (Imidazolpyrazin !'*®) und
emittiert Licht mit der Wellenlange 480-490 nm. Renilla Luc wird extrazellular sezerniert und

benétigt fiir die biolumineszente Reaktion keine Kofaktoren 4,
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1.4.5 Biolumineszenz zur nichtinvasiven bildlichen Darstellung molekularer Prozesse
Bei der Verwendung der Biolumineszenz als nichtinvasives bildgebendes Verfahren nutzt
man den Umstand, daB die Menge der emittieten Photonen proportional zur
Expressionsrate des Reporterproteins Luciferase ist *'>'® wenn das Substrat D-Luciferin

und ATP im UberschuB vorhanden sind ©9.

Verschiedene Eigenschaften dieses
Reportersystems machen es fir die molekulare Bildgebung besonders interessant: (1)
aufgrund der hohen Sensitivitdt kdnnen auch kleinste Verdnderungen erfasst werden (die
untere Nachweisgrenze in vitro liegt bei 10?° M Luciferase), (2) Linearitat tiber einen groBen
Bereich, (3) in vitro und in vivo praktisch keine Hintergrundaktivitédt, da die Luciferase in
Séugetierzellen nicht vorhanden ist, (4) deutlich geringere intrazellulare Akkumulation der
Luciferase (t,, = 3h) im Vergleich zu PET-Reportern, was die Untersuchung der
Genexpression in ,real time® mit hoher rdumlicher und zeitlicher Auflésung ermdglicht, (5) gut
standardisierbare Methode, die kaum anfallig fir &uBere Stdreinflisse ist.

Ein Nachteil der Detektion biolumineszenter Lichtsignale ist die Absorption und Streuung des
emittierten Lichts durch die verschiedenen Gewebeschichten. So ist bekannt, dass z.B.
Hamoglobin-Molekiile die blau-griinen Anteile des Luciferase-Spektrums absorbieren 8.
Nach den Arbeiten von Massoud et al. ®*! geht man von einem 10-fachen Signalverlust pro
cm Gewebetiefe aus. Aufgrund der zusatzlich auftretenden Lichtstreuung wird, trotz der
hohen Sensitivitat (107°-10"" mol/l Substrat), eine relativ schlechte rdumliche Auflésung von

35 mm [

erreicht. Zur Verbesserung der Signalstarke wéare deshalb deutlich
langwelligeres Licht, mit einer besseren Gewebegangigkeit, winschenswert. Mbgliche
Ansatzpunkte sind die verschiedenen Luciferase-Isoformen oder das Substrat Luciferin.
Derzeit werden groBe Anstrengungen unternommen die rdumlichen Auflésung der
biolumineszenten Bildgebung, beispielsweise durch die Erzeugung dreidimensionaler Bilder

mittels rotierender CCD-Kameras, zu verbessern.

Die biolumineszente Bildgebung zur Darstellung von Tumorwachstum bzw. -proliferation,
Metastasierung, Apoptose oder das Verhalten auf therapeutische Strategien hat in den
letzten Jahren deutlich an Bedeutung gewonnen. Die Markierung von Tumorzellen mit dem
Enzym Luciferase und die Darstellung ihrer Verteilung in Versuchstieren erlaubte neue
Einblicke in die Biologie neoplastischer Prozesse. Edinger et al. ® konnten nach intra-
vendser (i.v.) Applikation von 5x10° bzw. 1x10’ HelLa-Luc Zellen (Zervixkarzinom) die
Migration dieser Zellen im Organismus darstellen. Auch wurde durch diese Arbeitsgruppe die
Biolumineszenz zur Erforschung der Wachstumskinetik von Lymphomen genutzt. Edinger et
al. B transfizierten verschieden Lymphom-Zellinien mit einer GFP-Luc-Fusion. Nach
Selektion GFP-positiver Zellen mittels FACS (Fluorescence activated cell sorting), erfolgte
die intravendse Applikation der Zellen in Nackimause. Die Verteilung dieser Zellen in vivo
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konnte mittels Biolumineszenz bis in Leber und Milz der Versuchstiere verfolgt werden,
wahrend andere Zelllinien sich ausschlieBlich im Skelettsystem etablierten. Mittels
Biolumineszenz konnten nach wenigen Tagen kleinste, osteolytische Knochenmetastasen,
mit einem Tumorvolumen von 0,5 mm? (entspricht ca. 2x10* Zellen), dargestellt werden. Die
Bildgebung durch andere radiologische Techniken war zu diesem friihen Krankheitszeitpunkt
noch nicht méglich. Gerade in diesem Zusammenhang sind die bisherigen Ergebnisse der
Biolumineszenz-Bildgebung bei Tumorerkrankungen im Stadium der ,minimal residual
disease“ viel versprechend.

Auch die Untersuchung anderer therapeutischer Strategien mittels BLI gewinnt immer mehr
an Bedeutung. Nyati et al. ® untersuchten das Potential des Cytosindeaminase (CD) / 5"-FC
(5 -fluorouracil) Suizidgen /Prodrug-Systems im Mausmodell mit intrahepatisch injizierten
Kolon-Karzinom Zellen (HT-29), die stabil die Enzyme Cytosindeaminase und Luciferase
exprimierten und konnte Wachstumskinetik und Therapieverlauf dieser Gentherapie dar-
stellen.

1.5 Zielstellung der Arbeit

Das Ziel meiner Arbeit war die Etablierung eines Modells zur nichtinvasiven Darstellung der
Gentherapie mit dem Suizidgen / Prodrug-System (HSV-Tk / GCV) mittels Biolumineszenz in
humanen Gliomzellen. Hierzu wird eine Genfusion aus dem therapeutischen HSV-Tk Gens
und dem Reportergen P.pyralis-Luciferase (Luc) eingesetzt, da nur dieses Konstrukt eine
aquimolare Expression der Fusionspartner garantiert.

Die jeweiligen Enzymaktivitdten des Fusionsproteins wurden im Vergleich zum Einsatz der
unfusionierten Gene sowohl in Zelllysaten, als auch in lebenden Zellen analysiert. Zusatzlich
wurde im Mausmodell gezeigt, dass das HSV-Tk-Luciferase-Fusionsprotein in Verbindung
mit GCV- bzw. Luciferin Gliome vollstandig zerstdren kann und gleichzeitig als Reporter fir
die nichtinvasive Darstellung und Quantifizierung der Gentherapie in vivo dient. Die Vor- und
Nachteile der biolumineszenten Bildgebung im Kontext mit anderen nichtinvasiven Bild-
gebungsverfahren werden diskutiert und Perspektiven dieser Methode aufgezeigt.
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2 Material und Methoden
2.1 Chemikalien

Agarose Roth Karlsruhe
Bovines Serumalbumin (BSA) Roth Karlsruhe
Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma-Aldrich Deisenhofen
Ethanol 70% MLU-Apotheke Halle
Ethanol 96% Merck Darmstadt
Ethanol 99,8% Roth Karlsruhe
Ethidiumbromid (10 mg/ml) Merck Darmstadt
HCL Roth Karlsruhe
Isopropanol Merck Darmstadt
L-Glutamin, 200 mM Biochrom KG Berlin

Weitere verwendete Chemikalien sind in den einzelnen Versuchsbeschreibungen
angegeben. Ldsungen wurden, soweit im Text nicht anders angegeben, mit de-

mineralisiertem Wasser angesetzt.

2.2 Vektoren und Plasmide

In dieser Arbeit wurden zur Transfektion humaner Glioblastomzellen Plasmide verwendet,
die von Frau Dr. A. Séling konstruiert und zur Verfligung gestellt wurden. Sie tragen die
Gene der Herpes-simplex-Virus-Typ 1 — Thymidinkinase (HSV-Tk) (6941 bps), der
,humanisierten“ Luciferase von Photinus pyralis (Luc) (6970 bps) oder eine Gen-Fusion
zwischen Thymidinkinase und Luciferase (HSV-Tk-Luc) (6764 bps).

Die HSV-Tk cDNA entstammt dem retroviralen Vektor G1Tk1SvNa (E. Otto, GTI Inc.,
Gaithersburg, USA (7049 bps)) 4 bzw. das Gen der ,humanisierten” Luciferase (Photinus
pyralis) dem pGL3 Vektor (Fa. Promega, Mannheim (4818 bps)) und wurde in den pcDNA
3.1 (-) Vektor (Fa. Invitrogen, Karlsruhe (5427 bps)) eingeflgt. FUr das Fusions-Konstrukt Tk-
Luc wurde EGFP (enhanced green fluorescent protein) im pEGFP-Luc Vektor (Fa. BD
Biosciences, Heidelberg) durch die HSV-Tk cDNA des G1Tk1SvNa Vektors ersetzt.
Zwischen den Sequenzen fir HSV-Tk und Luc befindet sich eine 33 Nukleotid-Linker-
Sequenz. Die Expression der integrierten Gene lauft konstitutiv unter der Kontrolle eines
CMV-Promotors. Das Plasmid enthélt weiterhin das ,Neomycinphosphotransferase“Gen,
was die Selektion stabil transfizierter Zellen durch Zugabe von Geneticin (G418) ermdglicht.
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2.3 Zellkultur-Materialien

2.3.1 Verwendete Zelllinien

Fir diese Arbeit wurden humane Glioblastom-Zellen (U87MG, T98G) verwendet.

2.3.2 Plastikmaterialien fir die Zellkultur und andere Verbrauchsmaterialien

Faltenfilter @ 125 mm

GlasgefaBe

Kryoréhrchen

Kulturflasche T25 (25 cm?)
Kulturflasche T75 (75 cm?)
Latexhandschuhe Safeskin
Mikrotiterplatten (6-Well)
Mikrotiterplatten (96-Well), Flachboden
Mikrotiterplatten (96-Well), schwarz,
mit oder ohne transparenten Boden
Pasteur-Pipetten ungestopft/gestopft
Pipettenspitzen

Polypropylenréhrchen 15 mi
Polypropylenréhrchen 50 ml, Cellstar®
Schnappdeckel-ReaktionsgefaBe
Zell- u. Gewebekulturschalen @ 10 cm
Zellkultur-Pipetten Cellstar®

Zellschaber

2.3.3 Gerate

Autoklav ELV 5050

Automatische Pipettierhilfe Pipetus®
Automatische Pipettierhilfe Typ
Multipette plus

CO; Inkubator Typ CB210
Digitalkamera Coolpix 990
Flachbett-Elektrophoresekammer,
Comphor L Midi
Fluoreszenzmikroskop Eclipse TS100
Heizblock TDB-120

High Voltage Power Pack, Consort E 802
Laborwaage, BP 121 S

Schleicher & Schdll
Schott Glas

Fa. Dr. llona Schubert
Greiner

TPP

Kimberly-Clark

TPP

Becton Dickinson / TPP
Nunc

Roth
Schubert
Sarstedt
Greiner
Sarstedt

TPP

Greiner / TPP

TPP

Systec
Hirschmann

Eppendorf

Binder
Nikon
Bioplastics

Nikon
Kisker
Genaxis
Sartorius

Dassel

Mainz

Leipzig

Nurtlingen
Trasadingen, Schweiz
Roswell, USA
Trasadingen, Schweiz
Trasadingen, Schweiz

Wiesbaden-Biebrich

Karlsruhe

Leipzig

NUrnbrecht

Nurtlingen

NUrnbrecht
Trasadingen, Schweiz
Nurtlingen/Trasadingen,
Schweiz

Trasadingen, Schweiz

Wettenberg
Eberstadt
Hamburg

Tuttlingen
Dusseldorf
Landgraaf,
Niederlande
Dusseldorf
Steinfurt
Spechbach
Géttingen



2 Material und Methoden

14

Laminar Flow Werkbank UVUB 1200
Luminometer Victor 2 mit Injektor
Megafuge 1. OR - Zentrifuge
Mikrowellengerat R 212
Milliporeanlage ,Milli-Q*, Sterilfilter

Mastercycler® personal

PCR-Réhrchen 0.2 ml
pH-Meter Calimatic 660
Pipetten Labmate®
Schittelwasserbad 1083
Tischzentrifuge Biofuge fresco
GeneGenius (Syngene)
Vortexgenie 2

Warmeschrank

UniEquip
Perkin Elmar
Heraeus
Sharp
Millipore
Eppendorf

Eppendorf
Knick

GFL
Heraeus
Merck

Scientific ind.

Binder

Minchen
Turku, Finnland
Hanau
Hamburg
Neuisenburg
Hamburg

Hamburg
Berlin

Burgwedel

Hanau

Darmstadt

Bohemia, N.Y., USA
Tuttlingen

Weitere in den Experimenten verwendete Gerate und Hilfsmittel sind in den jeweiligen

Versuchsbeschreibungen aufgefihrt.

2.3.4 Zellkulturmedien, Antibiotika und Gebrauchslésungen

- Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) Medium mit 580 mg/l stabilem L-
Glutamin, 3,7 g/l NaHCO; und 1 g/I D-Glucose (Fa. Biochrom KG, Berlin)

- Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 Medium (ohne Phenolrot) mit 300 mg/I
L-Glutamin, 2 g/l NaHCO; und 2 g/l D-Glucose (Fa. Biochrom KG)

- RPMI-Kulturmedium  (entspricht
Penicillin/Streptomycin, 10% FCS)

RPMI-Medium

- Fotales Kalberserum (FCS) (Fa. Biochrom KG)
- PBS (phosphate buffered saline) (Fa. Biochrom KG) : 137 mM NacCl, 2.7 mM KCl, 4.3

mM NazHPO,, 1.4 mM KH,PQO, (pH 7.3)
- Trypsin-EDTA-L&sung (0,05% Trypsin und 0,02% EDTA in PBS; Fa. Biochrom KG)
- Einfriermedium (DMEM+20% FCS+10% DMSO)

- OPTIMEM, serumfreies Medium (Fa. GIBCO, Eggenstein)

- Lipofectamin Reagent (Fa. Invitrogen, Karlsruhe)
- Selektionsmedium (DMEM mit 1 mg/ml G418)

- Penicillin / Streptomycin, 10.000 U / 10.000 pg/ml (Fa. Biochrom KG)
- G418 (Geneticin)(Calbiochem, Bad Soden), Stammlésung 50 mg/mi

4mM  Glutamin, 1%

- Ganciclovir (GCV) (Fa. Roche, Mannheim), Stammlésung 50 mg/ml in PBS gel6st,

aliquotiert u. gelagert bei —20°C
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- Solubilisierungspuffer : 0.1 M HCI in Isopropanol

Fir die Zellkulturen wurde Dulbecco’s MEM-Medium mit 10 % FCS verwendet, welches
neben den erforderlichen Wachstumsfaktoren auch Metabolite fur die in Kultur gehaltenen
Zellen enthalt B*%%l (im folgenden DMEM-Kulturmedium genannt). Auf antibakterielle
Medienzuséatze wurde im Routinegebrauch verzichtet.

2.4 Routinemethoden der Zellkultur

2.4.1 Standardbedingungen bei der Arbeit mit Zellkulturen

Alle Zellkulturarbeiten wurden unter sterilen Bedingungen unter einer Laminar-Flow-
Werkbank durchgefiihrt. Die Zellkulturen wurden in einem CO,-begasten Brutschrank (5%
CO,) bei 37°C und 95% Luftfeuchtigkeit inkubiert und kultiviert.

2.4.2 Kultivieren der Zellen

Die Zelllinien wurden nach Standardmethoden " in 25 cm2-Plastik-Gewebekulturflaschen
und 6-Loch-Mikrotiterplatten kultiviert, wobei sie bei Erreichen von 80% Konfluenz passagiert
wurden. Ein Mediumwechsel erfolgte in der Regel nach 4-5 Tagen "?.. Die Zellen wurden wie
folgt passagiert : Nach Absaugen des verbrauchten Mediums wurden verbliebene Medium-
und Zellreste durch zweimaliges Waschen der Zellschicht mit PBS-Puffer entfernt. Zum
proteolytischen Ablésen der adharenten Zellen wurden diese mit Trypsin-EDTA-L6sung
Uberschichtet und fir 5-10 min bei 37 °C inkubiert. Wenn unter mikroskopischer Kontrolle ein
Abrunden der Zellen sichtbar wurde, konnten die Zellen durch Klopfen abgel6st, in frischem
Medium aufgenommen und durch mehrfaches Auf- und Abpipettieren dispergiert werden.
Fur routineméaBiges Subkultivieren wurden die Zellen in einer 1:5 bis 1:10 Verdlnnung in
neue ZellkulturgefaBe Uberfuhrt.

2.4.3 Zellzahlbestimmung

Alle Zellzahlbestimmungen einer Zellsuspension wurden in einer mit einem Deckglas
verschlossenen Neubauer-Zahlkammer (0,0225 mm? Flache bei einer Tiefe von 0,1 mm)
durchgefuhrt.

2.4.4 Lichtmikroskopische Dokumentation

Die Beobachtung der kultivierten Zellen erfolgte taglich an einem inversen Lichtmikroskop
mit Phasenkontrastoptik oder bei fluoreszenzmikroskopischer Beobachtung an einem
modellgleichen Mikroskop mit UV-Lampe Nikon Y-FI. Die fotografischen Aufnahmen wurden
mit einer am Mikroskop angebrachten Digitalkamera (Fa. Nikon) vorgenommen.
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2.4.5 Gefrierkonservierung und Auftauen von Zellen

Viele Zellen kénnen durch Gefrierkonservierung in fliissigem Stickstoff fir lange Zeit gelagert
werden. Das Einfrieren der Zellen ist problematisch, da durch langsame Eiskristallbildung,
die Zellen geschadigt werden kénnen. Um die Zellschédden so gering wie mdglich zu halten,
werden die Zellen dem sogenannten Einfriermedium 10% Dimethylsulfoxyd (DMSOQ) "
ausgesetzt. Als kryoprotektive Substanz verhindert DMSO die Ausbildung von Eiskristallen
und induziert Lécher in der Zellwand. Bei steigenden Temperaturen und in Konzentrationen
Uber 0.1 % wirkt DMSO (ber einen langeren Zeitraum auf U87MG-Zellen in Kultur toxisch
(Abb. 4). Deshalb ist es wichtig die Zellen im Einfrierproze3 méglichst schnell in den Bereich
zwischen 0-4°C abzukihlen. Im weiteren Verlauf muB ein stufenweises Absenken der
Temperatur erfolgen, um den Austritt von intrazellularem Wasser zu ermdglichen. Beim
AuftauprozeB ist es wichtig, die Zellsuspension unverziglich zu verdinnen und durch
Abzentrifugieren auszuwaschen. AnschlieBend werden die Zellen mit frischem Medium in

Kultur genommen.

1009 E\E 7 E\E/E\E\
80
Abb. 4

Kultivierung von U87MG-Zellen (4000
Zellen pro Kavitat) in DMEM + 5% FCS +
DMSO fir die Dauer von 96 Stunden bei
37 °C. Darstellung der im MTT-Zytotoxi-
zitatstest gemessenen Uberlebenskurve

20
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2.4.6 Mykoplasmen-Testung

Der Begriff Mykoplasmen umfaBt eine Gruppe von zellwandlosen Prokaryonten der Klasse
Mollicutes (mollis: weich, cutis: Haut). Sie gehéren mit einer GréBe von 0.2 bis 0.8 um zu
den kleinsten sich autonom vermehrenden Mikroorganismen und schllpfen so selbst durch
die Poren eines 0.2 um-Sterilfilters. Mykoplasmen kénnen aufgrund ihres kleinen Genoms
nicht alle zum Wachstum benétigten Stoffe selbst synthetisieren und leben deshalb
parasitisch mit  Wirtszellen.  Zellkulturen  bieten  Mykoplasmen daher ideale
Lebensbedingungen: Nahrstoffe im UberfluB und optimale Temperaturen bei regelméBiger
Pflege. Die Kontamination von Zellkulturen durch Mykoplasmen macht aussagekraftige,
reproduzierbare Tests mit den Zellen unmdglich und kann fir eine Fille von
Kultivierungsartefakten verantwortlich sein. Sie greifen z.B. in den Metabolismus der

871 verursachen zytogenetische Schaden ® filhren zur vermehrten

Wirtszelle ein
Freisetzung von Interferonen und zum Zelltod ®. AuBerdem ist zu beriicksichtigen, dass 30

bis 50 % der in einer Zellkultur enthaltenen Proteinmenge mykoplasmatischen Ursprungs
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sein kann. Aus diesen Grinden wurden alle verwendeten Zellen regelmaBig mittels
Polymerasekettenreaktion (PCR) und anschlieBender Agarose-Gelelekirophorese auf
Mykoplasmen untersucht. Auf diese Weise konnten infizierte Zelllinien ausgesondert und

vernichtet werden.

2.4.7 Herstellung von Zell-Lysaten

Zur Bestimmung der Luciferaseaktivitat transfizierter Zellen wurden die Zellen mittels CCLR
(Cell Culture Lysis Reagent (Luciferase Zellkultur-Lysispuffer), Fa. Promega, sieche Tab. 1)
lysiert. Die Zellen wurden bis zu einer Zelldichte von ca. 80-90% in 6-Loch-Mikrotiterplatten
kultiviert.

Tabelle 1  Zusammensetzung — CCLR (Cell Culture Lysis Reagent), 1x (Fa. Promega)
25 mM Tris-phosphate (pH 7.8)
2 mM DTT (Dithiothreitol)
2 mM 1,2-diaminocyclohexane-N,N,N",N"-
tetraacetat
10 % Glycerol
1% Triton® X-100

Nach Entfernung des Zellkulturiberstandes, wurden die Zellen zweimal mit 2 ml PBS
gewaschen. AnschlieBend wurden 100-120 ul CCLR zugegeben und gleichméaBig Uber die
Zellen verteilt. Nach Loésung der lysierten Zellen vom Plastikboden mittels eines
Zellschabers, wurde das Zelllysat in vorgeklhlte Eppendorf-ReaktionsgeféaBe Uberfuhrt. Alle
Lysate wurden kurz gevortext und 4 Minuten bei 4 °C (13.000 U/min’") zentrifugiert bevor der
Uberstand bei minus 80°C eingefroren wurden.

2.5 Gentechnische Methoden in der Zellkultur

Als gentechnische Methoden wurden im Rahmen dieser Arbeit transiente und stabile
Transfektionen durchgefuhrt. Unter Transfektion versteht man das Einbringen zellfremder
DNA mittels chemischer und/oder physikalischer Methoden in eine Zielzelle. Eine weit
verbreitete Methode des Gentransfers stellt die Verwendung von Liposomen dar. Diese
mono- oder polykationischen Lipide bilden Transportvesikel fir DNA-Moleklle und
ermoglichen durch endozytotische Verschmelzung mit der Zellmembran der Zielzelle den
gewlnschten Plasmidtransfer. In dieser Arbeit wurde, zur Transfektion humaner
Glioblastomzellen in der Zellkultur, Lipofectamin der Fa. Invitrogen verwandt. Bei einer
transienten Transfektion bleibt das eingeschleuste Plasmid nur fir kurze Zeit in der Zelle,
deshalb findet die Expression des Proteins auch nur flr einen begrenzten Zeitraum statt.
Wird jedoch auf die transfizierten Zellen ein Selektionsdruck ausgelbt, beispielsweise durch
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Inkubation der transfizierten Zellen mit einem entsprechenden Selektionsantibiotikum,
kénnen nur die plasmidhaltigen Zellen Uberleben. Das Plasmid wird in das Genom der Zellen
eingebaut und dessen genetische Information an die nachste Zellgeneration weitervererbt.

2.5.1 Transiente Transfektion

Fir die Transfektionsexperimente wurden die Glioblastomzellen in 6-Loch-Platten kultiviert.
Dabei wurden die Zellen mit einer Dichte von 3-5 x 10° U87MG-Zellen / Kavitat ausplattiert.
Nach 16-24 Stunden erreichten die Zellen eine 60-80%ige Konfluenz und konnten transfiziert
werden. Die polykationischen Liposomen wurden mit Plasmid und serumfreien Medium
OPTIMEM fir 45 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert, um eine Komplexbildung zu
ermdglichen. AnschlieBend erfolgte eine Verdinnung des DNA-Liposomen-Gemisch mit
OPTIMEM auf ein Endvolumen von 1ml pro Kavitédt. Nach Absaugen des alten Mediums und
zweimaligem Spulen mit PBS wurden die Zellen mit dem DNA-Liposomen-Gemisch (Tab. 2)
fir 6 Stunden bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wurde das Transfektionsmedium durch
frisches DMEM-Kulturmedium ersetzt. Nach 48 Stunden wurden die Zellen passagiert und
fir die verschiedenen Experimente verwendet. Der Erfolg der Transfektion wurde anhand
der Luciferaseaktivitat bzw. des Vorhandenseins von transient EGFP-exprimierenden Zellen
beurteilt. Jede Transfektion wurde mindestens zweimal wiederholt (N=3).

Tabelle 2 Zusammensetzung des Transfektionsansatzes fur transiente
Transfektionen
DNA OPTIMEM Lipofectamin OPTIMEM

(Zugabe nach 45 min Inkub.

des DNA-Liposom-Gemisch)
2 ug (448 fmol) 300 pl 5l 800 pl
1 ug (224 fmol) 200 pl 4 ul 800 pl
0.5ug (112 fmol) 200 pl 4 ul 800 pl
0.1 ug (22.1 fmol) 200 pl 4 ul 800 pl
0.05 pug (11.2 fmol) 200 pl 4 ul 800 pl
1 ug pEGFP-N1 200 pl 4 ul 800 pl

2.5.2 Stabile Transfektion

Um stabil transfizierte Zellen zu erhalten, wurde ein Vektor mit einem Antibiotikaresistenzgen
eingesetzt, um die transfizierten Zellen mit einem Antibiotikum selektieren zu kénnen. Die
stabile Transfektion folgte dem Protokoll der transienten Transfektion. Der Unterschied
besteht jedoch darin, daB die Zellen nach der Transfektion durch Inkubation mit dem
Antibiotikum  Geneticin (G418) einem Selektionsdruck ausgesetzt werden. Das
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Aminoglykosid G418 bindet irreversibel an die 80S Ribosomenuntereinheit und blockiert die
Proteinsynthese der Zellen. Die transient transfizierten Zellen wurden passagiert und bei
einer sehr geringen Zelldichte (10.000-50.000 Zellen, abh&ngig von der Transfektions-
effizienz) auf Zellkulturschalen (10 cm) ausgesat. Unter regelmaBiger Erneuerung des
Selektionsmediums (alle 4-5 Tage), konnten nur die Zellen mit stabil integriertem Plasmid
Uberleben. Nach ungefahr 14-20 Tagen wuchsen auf der Zellkulturschale sichtbare Kolonien.
Diese wurden nach Erreichen einer Gr6Be von mindestens 100 Zellen mittels kleiner
Glaszylinder isoliert und passagiert. Die separate Kultivierung der Zellklone erfolgte in 6-
Loch-Platten unter weiter anhaltendem Selektionsdruck.

Das Selektionsmedium entspricht DMEM-Kulturmedium mit Zusatz des Aminoglykosids
G418 in einer Endkonzentration von 1 mg/ml.

Bestimmung der Resistenz gegeniiber dem Selektionsantibiotikum G418

Zur Unterscheidung zwischen G418-resistenten und nicht resistenten Zellen war es
notwendig die Antibiotikumkonzentration zu ermitteln bei welcher parentale Zellen ohne
Plasmid absterben. Aus diesem Grund wurden 200 Zellen (U87MG) pro Kavitat einer 96-
Mikrotiterplatte mit G-418 Konzentrationen von 0-1,5 mg/ml inkubiert. Eine Erneuerung des
G418-haltigen Kulturmediums erfolgte nach 5 Tagen. Die Bestimmung der Uberlebensrate
der Zellen erfolgte am 5. und 9. Tag mittels MTT-Zytotoxizitatstest. Alle Konzentrationen
wurden in Oktaplikaten angesetzt.

2.6 Zellkultur-Assays

2.6.1 MTT - Zytotoxizitatsassay

Das gelbe wasserldsliche Tetrazoliumsalz MTT (3-[4,5-dimethylthiazol-2yl]-2,5-diphenyl-
tetrazoliumbromid) wird in lebenden Zellen durch membrangebundene, mitochondriale
Succinat-Dehydrogenasen am Tetrazolring enzymatisch gespalten und in wasserunlésliche
blau-violette Formazankristalle (iberfiihrt (Abb. 5) 1“4,

Die Succinat-Dehydrogenase ist ein mitochondriales Enzym des Citratzyklus, welches in
enger Verbindung zur Atmungskette die Umwandlung von Succinat zu Fumarat katalysiert.
Die optische Dichte (OD) des gelésten Formazans ist dabei direkt proportional zur Anzahl
der Zellen und deren Stoffwechselaktivitat 2.

Hierzu wurden die Kavitaten einer 96-Loch Mikrotiterplatte mit je 100 ul Zellsuspension in
DMEM-Kulturmedium bei einer Zelldichte von 4 x 10° Zellen pro Kavitat (=0,36 cm?) bestiick.
Die Ganciclovir (GCV)-Stammlésung wurde in DMEM-Kulturmedium verdiinnt. Pro Kavitat
wurden 100 pl der GCV-Verdinnungen, bei einer Endkonzentration von 0, 0.1, 1.0 und 10
pug/ml, eingesetzt. Die Mikrotiterplatte wurde bei 37°C (5% CO2) im Brutschrank fir 96
Stunden inkubiert.
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Abb. 5
Spaltung des wasserldslichen Tetrazoliumsalzes MTT am Tetrazolring durch mitochondrale Succinat-
Dehydrogenasen und Bildung des wasserunldslichen, blau-violetten Formazans [48]

Nach 96 Stunden (Abb. 14) wurden in jede Kavitat der Platte 20 pl MTT-Lésung (Fa. Sigma,
Deisenhofen, Deutschland), Endkonzentration 0.5 mg/ml, pipettiert und die Platte fir weitere
4 Stunden bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wurde der Zellkulturiiberstand entfernt und die
Formazankristalle (Abb. 15) in 100 ul Solubilisierungspuffer (0,1 M HCl/Isopropanol) gelést.
Die Extinktion OD,s (590 nm als Testwellenlange, 660 nm als Referenzwellenlange) der
Farblésung in den einzelnen Kavitaten wurde in einem Mikrotiterplattenlesegerat (Victor2,
Perkin Elmer Life Sciences, Turku, Finnland) gemessen. Die Werte unbehandelter Kontrollen
(0 pg/ml GCV) entsprachen dabei 100%. Fur jede GCV-Konzentration wurden vier bis acht
Parallelproben angesetzt. Zur Sicherung der Reproduzierbarkeit der Ergebnisse wurde jeder
Versuch mindestens zweimal wiederholt (N=3).

2.6.2 Bradford-Protein Assay

Die Bestimmung des Proteingehalts nach Bradford ! beruht auf der Farbreaktion
funktioneller Gruppen der Proteine mit dem farbstoffbildenden Coomassie-Brilliantblue G-
250, wobei die Intensitdt des sauren Farbstoffs mit der Konzentration der reagierenden
Gruppen korreliert. Durch Erstellung einer Eichgeraden mit definierten Standards kann so
durch photometrische Messung der Proteingehalt einer Probe bestimmt werden,
vorausgesetzt das fir die Eichung verwendete und das unbekannte Protein haben einen
annahernd gleichen Gehalt an basischen Aminosauren. Rinder-Serum-Albumin hat sich als
international anerkannter Standard fir die Eichung durchgesetzt. In Gegenwart von
Proteinen verschiebt sich das Absorptionsmaximum von Coomassieblau von 465 nm (blau)
zu 595 nm (orange). Der Messbereich des Assays liegt bei 1 bis 1000 pg/ml Protein. Fir die
Messung wurden die bei —80°C gelagerten Zell-Lysate aufgetaut, kurz zentrifugiert und 1:10
verddnnt (10 pl) in die Kavitaten einer schwarzen 96-Loch Mikrotiterplatte gegeben. Fr die
Eichreihe wurden 10 pl der hergestellten BSA-Standards (0.1-0.5 mg/ml Protein in 0.1x
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CCLR (Luciferase Zellkultur-Lysispuffer, Tab. 1) in Triplikaten pipettiert. Als Leerwert wurde
nur der zur BSA-Verdinnung eingesetzte proteinfreien Puffer (CCLR) eingesetzt.
AnschlieBend wurden 200 pl Bradford Reagens (Fa. BioRad) hinzugegeben und der Mix fir
5-15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert, bevor die Absorption des Coomassie-
Brilliantblue photometrisch bestimmt wurde.

Die Bestimmung des Proteingehaltes von Zell-Lysaten war fir die quantitative Bestimmung
der Luciferase-Aktivitat notwendig.

2.6.3 Bestimmung der Luciferase-Aktivitat

Das verwendete Luciferase Assay System (Fa. Promega) ermdglicht den quantitativen
Nachweis des Enzyms Luciferase des nordamerikanischen Glihwirmchens (Photinus
pyralis) in transfizierten Zellen. Wenn das Substrat Luciferin flr diese Reaktion im
Uberschuss zur Verfigung steht, so st die Lichtemission proportional zur
Luciferasekonzentration (linearer Bereich zwischen 102° und 10 mol [nach Angaben Fa.

Promega]) und kann in einem Luminometer quantifiziert werden.

Puffer und Lésungen
- CCLR (Cell Culture Lysis Reagent (Tab. 1, Seite 17)), war als 5x Konzentrat dem Kit
beigefligt und wurde nach 1:5 Verdiinnung mit dest. Wasser bei —20°C gelagert

- Luciferase Assay-Substrat / Assay-Puffer wurden vom Hersteller mitgeliefert, die
Zusammensetzungen sind Firmengeheimnis

- Luciferase Assay-Reagent, enthalt das Substrat Luciferin

Durchfiihrung des Luciferase-Assays

Die Aktivitdt der Luciferase wurde in Zell-Lysaten transfizierter Zellen bestimmt. Nach
Bestimmung des Proteingehalts der Zell-Lysate mit dem Bradford-Protein Assay, wurde je 10
Mg Protein in die Kavitdten einer schwarzen 96-Loch Mikrotiterplatte pipettiert. Das
Endvolumen pro Kavitat, aufgefillt mit 0.1 x CCLR, betrug 7 pl. In einem Mikroplatten-
Luminometer wurde durch einen Injektor zu jeder Vertiefung 35 pl des Luciferase Assay-
Reagents gegeben und das emittierte Licht Gber einen Zeitraum von 5 Sekunden von einem
Detektor als ,counts per second“ gemessen. Die Luciferase-Aktivitdt wurde in cps (counts
per second)/ug Protein berechnet.
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2.7 Biolumineszenz-Bildgebung intakter Zellen

2.7.1 Sensitivitat

Zur Feststellung der kleinstmdglich detektierbaren Zellzahl durch Biolumineszenz, wurden
stabil transfizierte U87MG-Luc Zellen bei einer Zelldichte von 1.000 Zellen bis 4 Zellen
plattiert. Dazu wurde eine schwarze 96-Loch-Mikrotiterplatte mit transparentem Flachboden
und 100 pl RPMI-Kulturmedium pro Kavitdt verwendet. Nach einer 5 stiindigen
Adharenzperiode der Zellen wurde zu jeder Kavitat D-Luciferin in einer Endkonzentration von
500 pM zugegeben. Nach der 60 minltigen Aufnahmeperiode in der Dunkelkammer des
Imagers, wurde die Zellzahl in den Kavitaten lichtmikroskopisch tGberpruift.

2.7.2 Optische Darstellung der HSV-Tk Aktivitat in intakten Zellen

Parallel zur Durchfihrung des unter 2.6.1 beschriebenen MTT-Zytotoxizitdtsassays wurden
je 8.000 U87MG-Zellen, die stabil das HSV-Tk-Luc Fusionskonstrukt exprimierten, in RPMI-
Kulturmedium resuspendiert und in die Kavitaten einer 96-Loch-Mikrotiterplatte gegeben.
Nach der 96 stindigen Inkubation der Zellen mit Ganciclovir bei 37°C und 5% CO,-
Atmosphére wurde der gesamte Zellkulturliberstand in den Kavitaten entfernt und durch 100
ul frisches RPMI-Kulturmedium, versetzt mit D-Luciferin in einer Konzentration von 500 uM,
ersetzt. Das Ergebnis des MTT-Zytotoxizitdtsassays wurde durch Messung der
Biolumineszenz-Signale mittels CCD-Kamera Uber einen Zeitraum von 60 Minuten
dargestellt. Alle GCV-Konzentrationen wurden in Quadruplikaten angesetzt.

2.8 Tierexperimentelle Methoden

Séamtliche Tierexperimente wurden entsprechend den Richtlinien der Tierschutzkommission
der Medizinischen Fakultat der Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg (Projekt Nr. 573
MLU HAL ,Nichtinvasives Imaging von immuno-gentherapeutischen Strategien am Nackt-
mausmodell fir menschliche Hirntumore®) in Anwesenheit von Fr. Dr. A. Séling und nach

Absolvierung des Tierschutzkurses durchgefuhrt.

2.8.1 Gerate und Materialien
- Isolatoren (Typ UniProtect; Fa. Ehret, Emmendingen)
- Imager mit CCD (charge-coupled device) Kamera (Fa. VisiLuxx, Minchen)

- Einmalspritzen und Kandilen (Sterican ®; Fa. Braun, Melsungen)

- Heizmatte, Rotlichtlampe

- Pinzetten (chirurgisch/anantomisch), Scheren, Skalpell mit Einmalklingen,
Schiebelehre (1/10 mm)

- Ketavet 100 mg/ml (Fa. Pharmacia & Upjohn, Erlangen)

- Rompun 2% (Fa. Bayer AG, Leverkusen)

- D-Luciferin (Fa. Biosynth, Staad, Schweiz)
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2.8.2 Versuchstiere

Athymische Nacktmause (nu/nu) vom Stamm CD-1 wurden von der Firma Charles River
(Sulzfeld, Deutschland) bezogen. Die 4-5 Wochen alten Mannchen wurden in Isolatoren bei
21-25°C und 40-50% Luftfeuchtigkeit gehalten. Die Tiere erhielten eine ad libidum-Fitterung
mit bestrahlten Pellets fir Nacktmaushaltung (Fa. Altromin, Lage) und autoklaviertem
Wasser.

2.8.3 Vorbereitung der Zellen fiir die subkutane Injektion in Nacktmause

Die humanen Glioblastomzellen U87MG wurden in 75 cm?-Plastik-Gewebekulturflaschen
kultiviert. Bei 80% Konfluenz wurden die Zellen trypsiniert und fur 5 min bei 37°C inkubiert.
Die Zellen konnten anschlieBend in kaltem DMEM-Kulturmedium (mit 10% FCS)
aufgenommen werden, wobei das Trypsin durch das FCS-haltige Kulturmedium inhibiert
wurde. Zur Vermeidung immunologischer Reaktionen bei den Versuchstieren, muBten alle
Serumbestandteile von den Zellen entfernt werden. Dazu wurden die Zellen zweimalig nach
8 Minuten Zentrifugation bei 1500 U/min" und 4°C mit 45 ml (pro 75 cm2
Gewebekulturflasche) kaltem DMEM (ohne FCS) gewaschen. Nach erfolgter
lichtmikroskopischer Zellzahlbestimmung in einer Neubauer-Zahlkammer und erneuter
Zentrifugation erfolgte die Einstellung der gewlinschten Zellzahl in 100 ul Injektionsvolumen.

2.8.4 Narkose

Waéhrend den subkutanen Zellinjektionen und den Biolumineszenz-Aufnahmen wurden die
Versuchstiere mit Ketavet (Ketanest) und Rompun (Xylazinhydrochlorid) narkotisiert. Den
Tieren wurde gewichtsadaptiert 6 mg/kg Korpergewicht Rompun und 65 mg/kg Korper-
gewicht Ketamin intraperitoneal appliziert. Einer Unterkiihlung der Versuchstiere wurde
durch Heizmatten und Rotlicht entgegengewirkt.

2.8.5 Zellinjektionen

Nach Ermittlung des Koérpergewichts wurden die Tiere wie unter 2.8.4 beschrieben
narkotisiert. Nachdem die vorgesehenen Regionen der Zellinjektionen mit einem Faserstift
markiert wurden, erfolgte unter sterilen Bedingungen die Resuspension und Erwarmung der
geklhlten (4°C) Zellsuspension. Nach Desinfektion der Injektionsorte wurde den
Versuchstieren je 100 pl der Suspension subkutan in den Ricken und die Flanken beidseits
injiziert. Nach den Injektionen wurden intermittierend ca. 100 pl der verbliebenen Zellen
wieder in Antibiotika-freiem Medium kultiviert, um die Vitalitdt und Sterilitdt der Zellen nach
der Injektion zu prafen.



2 Material und Methoden 24

2.8.6 Biolumineszenz-Bildgebung in vivo

Das verwendete D-Luciferin (Fa. Biosynth) lag in Pulverform vor und wurde dunkel bei —80°C
gelagert. Unter sterilen Bedingungen wurde D-Luciferin in PBS in einer Konzentration von 30
mg/ml geldst und in 500 pl-Aliquots bei —80°C lichtgeschitzt aufbewahrt. Die Tiere erhielten
150 mg/kg Kérpergewicht D-Luciferin intraperitoneal injiziert. Bei einem Koérpergewicht der
Versuchstiere zwischen 25 und 38 g entsprach das einem Injektionsvolumen von 125-190 pl.
Danach erfolgte die Anasthesie der Tiere wie unter 2.8.4 beschrieben. Die narkotisierte
Nacktmaus wurde in der Dunkelkammer des Imagers (VisiLuxx Imager, Fa. Visitron,
Minchen —Abb. 6) platziert. Nach einer 2 Sekunden-Aufnahme bei leichtem Lichteinfall in
die Kammer zur Erstellung des Oberflachenbildes der Maus erfolgte ca. 7 Minuten nach
Luciferin-Applikation die Aufnahme der Biolumineszenz-Signale (Aufnahmedauer 15
Minuten). Dabei wurde in der Dunkelkammer, durch eine mit Stickstoff auf —120°C gekulhlte
CCD (charge-coupled device) Kamera, ein Summationsbild der detektierten Lichtsignale
erstellt. Die Signale wurden als Pseudofarben entsprechend ihrer Intensitéat dargestellt und
durch die Computersoftware Metamorph (Fa. Visitron) Uber das Graubild der Nacktmaus
projeziert.

CCD-Kamera mit Stickstoff-Reservoir

Abb. 6

- : Imager mit Dunkelkammer und Charge-
- Coupled Device (CCD) Kamera (Fa.

| VisiLuxx)

2.8.7 Bestimmung des Tumorvolumens

Zur Erfassung des Tumorwachstums wurde 3 bis 5 mal wéchentlich Lange und Breite der
Tumore mit einer Schiebelehre gemessen. Das Tumorvolumen wurde nach folgender Formel

berechnet: Tumorvolumen V = w/6 x Breite 2 x Lange

2.8.8 GCV-Therapie

Nachdem die subkutanen Tumore eine GréBe von durchschnittlich 5 mm Lange bzw. Breite
erreicht hatten (durchschnittlich 7 Tage nach der subkutanen Zellinjektion) wurde mit der
systemischen Gabe von Ganciclovir (GCV) begonnen. Jedes Versuchstier (n=7) erhielt far
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den Zeitraum von 14 Tagen zweimal téglich eine intraperitoneale Injektion von 30 mg/kg
GCV. Das entsprach bei einem Korpergewicht der Tiere zwischen 25 und 38 g einem
Injektionsvolumen von 75-114 pul. Eine Narkotisierung der Versuchstiere war fur die Injektion
nicht notwendig. Die Kontroll-Mause (n=3) erhielten zweimal t&glich eine intraperitoneale
Injektion von NaCl 0,9 %.

2.8.9 Toétung und Tumorexplantation

Nach Beendigung des Tierexperiments bzw. nach Erreichen einer aus ethischer Sicht
untragbaren Tumorlast wurden die Tiere schmerzlos getdtet. Dies erfolgte durch Inhalation
von Kohlendioxid. Sofort nach dem Tod des Tiers wurden die Tumore prapariert, gewogen
und in 4%iger Formaldehyd-L&sung fixiert.

2.9 Histologische Untersuchungen

2.9.1 Gerate und Materialien

Mikrotom (Typ RM 2155, Fa. Leica)

Objekttrager, Poly-L-Lysin beschichtet (Fa. Starfrost)
Warmeofen (Fa. Binder)

Glaskivetten

Kunststoffklivetten (hitzebestandig)

Mikrowelle (Typ R 212, Fa. Sharp)
Begasungsbrutschrank (Typ CB 210, Fa. Binder)
Wasserbad (Typ 1083, Fa. GFL)

2.9.2 Chemikalien, Gebrauchslésungen und Antikérper
- PBS (phosphate buffered saline) (Fa. Biochrom KG)
- Natrium-Citrat-Puffer (mengenangaben gelten fir 1 Liter): 2.94 g Trinatriumcitrat x 2
H.O, pH 6

- VECTASTAIN® ABC-Kit (Fa. Vector Laboratories, U.K.)

- AEC-Farbelésung (AEC chromogen solution Fa. DAKO)

- Mayer’s Hamatoxylin: 1 g Hamatoxylin, 0.2 g Natriumiodat (NalOs), 50 g Kalium-
Aluminium-Sulfat in 1000 ml dest. Wasser I6sen; 50 g Chloralhydrat und 1 g
Citronensaure dazugeben

- Eosin (0.8%): 5 g Eosin Y in 100 ml dest Wasser auflésen, 12.8 ml dieser Lésung mit
67.2 ml dest Wasser verdiinnen

- Antikérper
- Erst-Antikérper :  polyklonaler Kaninchen - anti-Luciferase (P. Pyralis)-Antik&rper

(Fa. Europa, Cambridge, U.K.)
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- Zweit-Antikérper :  biotinylierter Schweine — anti-Kaninchen IgG-Antikérper
(Fa. Europa)
- Wasserstoffperoxid (Fa. Roth, Karlsruhe)

2.9.3 Herstellung von Tumorgewebeschnitten

Die in Paraffin eingebetteten Tumore wurden gekihlt, mit dem Mikrotom in 4 um dicke
Schnitte geschnitten und in einem Wasserbad (ca. 40°C) aufgefangen, um gestreckt und
glatt auf einen Objekttrager aufgezogen werden zu kénnen. Die aufgezogenen Schnitte
wurden Uber Nacht bei Raumtemperatur getrocknet.

2.9.4 Hamatoxylin-Eosin-Farbung (HE)

Um Gewebeschnitte histologisch besser beurteilen zu kénnen, werden Paraffinschnitte mit
unterschiedlichen Farbstoffen angefarbt. Eine der Standardfarbungungen, in denen basische
und saure Proteine angeférbt werden, ist die HE-Farbung. Dabei werden Zellkerne blau-
violett und Zytoplasma und Kollagenfasern durch Eosin rosa angefarbt. Dazu inkubierten die
Paraffinschnitte zur Entparaffinisierung Uber Nacht bei 59°C in einem Warmeofen und
anschlieBend far 10 min in Xylol. Die entparaffinierten Schnitte wurden in einer absteigenden
Alkoholreihe fiir je 2 Minuten rehydriert (100%, 96%, 70%) und in H,O gespllt. Nach einer
Anfarbung in Hamatoxylin (nach Mayer) fir 1 Minute, wurden die Schnitte nach einer kurzen
Spulung in H,O fir 10-15 Minuten in Leitungswasser geblaut. Nach erneuter Spilung in H.O,
erfolgte die Farbung in Eosin (0.8%) fur 1 Minute und anschlieBender Spulung in
Leitungswasser. In einer aufsteigenden Alkoholreihe fur je 2x1 Minute (70%, 96%, 100%)
wurden die Schnitte entfarbt, dehydriert und nach abschlieBendem Bad in Carboxyxylol und
Xylol mit Entellan (Fa. Merck) eingedeckt.

2.9.5 Immunhistochemie

Die entparaffinisierten Schnitte (sh. oben) wurden zur Freilegung von Epitopen #"'in 10 mM
Natrium-Citrat-Puffer pH 6.0, einer 560 W Mikrowellenbehandlung unterzogen. Un-
spezifische Bindungen wurden fir 25 Minuten mit einer 1%-BSA-L6sung abgeblockt. Die
Unterdriickung der endogenen Peroxidaseaktivitat der Zellen erfolgte durch eine Behandlung
mit 3%igem Wasserstoffperoxid ?°!. Der primére Kaninchen-anti-Luciferase-Antikérper wurde
in einer Verdiinnung von 1:50 in PBS fur 1 Stunde bei 37°C in einer feuchten Kammer mit
den Gewebeschnitten inkubiert. Zur Detektion der gebunden Antikérper wurde nach
zweimaligen Spilen in PBS ein biotinylierter anti-Kaninchen-lgG-Sekundarantikérper
verwendet (1:100, 30 min, RT).

Das Vitamin Biotin bindet stéchiometrisch und mit hoher Affinitdt an Avidin, ein tetrameres
Glykoprotein des Hihnereis mit vier Bindungsstellen fur Biotin. Durch die Bindung von drei
Peroxidase-gekoppelten Biotinmolekilen an Avidin wird der Avidin-Biotin-Komplex (AB-
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Komplex) gebildet. Mit der letzten freien Bindungsstelle kann der Komplex an den
biotinylierten Sekundarantikérper binden ®* (Abb. 7). Der Vorteil der Methode liegt in der
hohen Bindungsaffinitdt zwischen Avidin und Biotin (Uber 1 Million fach héhere Affinitat als
die meisten Ak:Ag-Bindungen) und der daraus folgenden hohen Sensitivitdt der Methode.

(20961 Zur Bildung des beschriebenen AB-Komplexes wurde der VECTASTAINe ABC-Kit (Fa.

Vector Laboratories, U.K.), mit einer Verdiinnung der Reagenzien A und B von 1:50 in PBS,
verwendet. Nach der Inkubation des AB-Komplexes auf den Gewebeschnitten, 30 Minuten
bei Raumtemperatur, folgte die Zugabe des 3-Amino-9-ethylcarbazol (AEC). AEC flhrt in
Anwesenheit von Peroxidase zu einer Rotfarbung. Nach einer Inkubation von 10 Minuten mit
der AEC-Lésung und Spllung mit Wasser, erfolgte die Gegenfarbung mit Mayer’s
Hamatoxylin fir 30 Sekunden mit anschlieBendem Blauen in Leitungswasser (2-3 Minuten).
Das bei der Verwendung von AEC entstehende Reaktionsprodukt ist in organischen
Lésungsmitteln I16slich. Deshalb wurden die noch feuchten Schnitte mit Aquatex (Fa. Merck)
eingedeckt.

Peroxidase — o
— Biotin

e 2
Avidin — x ¥

Qe

" w biolmylicrtcr
sekundirer
Antikorper

T pnm drer

Antikdrper
Abb. 7 / \

Prinzip der ABC Methode (schematische

21]
Darstellung) A A — Antigen

2.10 Verwendete Computer - Software

ACD/ChemSketch, Freeware 5.12 (Advanced Chemistry Development Inc., Toronto,
Kanada)

SPSS, Version 9.0 (SPSS Inc.)

Microsoft Office Premium Edition 2000 (Microsoft Corporation)

Metamorph-Software - Version 4.5 (Fa. Visitron)

Microcal Origin, Version 5.0 (Microcal Software Inc., Northampton, USA)

Adobe Photo Shop, Version 5.0 (Adobe Systems Inc.)



2 Material und Methoden 28

Paint Shop Pro, Version 7.0 (Jasc Software Inc.)
Corel Draw, Version10.410 (Corel Corporation)

2.11 Statistik

Alle statistischen Berechnungen wurden mit dem Statistik-Prgrammpaket SPSS Version 9.0
(SPSS Inc., 1999) und Microcal Origin (Version 5.0) durchgefiihrt. Die statistische
Auswertung erfolgte mittels zweifaktorieller ANOVA-Analyse (analysis of variance) und
Student’s t-test. Die Signifikanzgrenze fir die berechnete Irrtumswahrscheinlichkeit (p)
wurde als p < 0.05 definiert.
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3 Ergebnisse

Die verschiedenen Vektoren (siehe 2.2) wurden in humane U87MG Gliomzellen transient
und stabil mithilfe kationischer Liposome transfiziert. Dabei wurden Transfektionsraten von
max. 30 % erzielt. Zur Charakterisierung des Fusionsproteins HSV-Tk-Luc wurde die HSV-
Tk- und Luciferaseaktivitat der transfizierten Zellen im Vergleich zur alleinigen Expression
der HSV-Tk bzw. Luc bestimmt.

3.1 MTT-Zytotoxizitatstest

Die HSV-Tk Aktivitdat in transfizierten U87MG Gliomzellen wurde bei allen folgenden
Experimenten im MTT-Zytotoxizitatstest (siehe 2.6.1) durch die zytotoxische Wirkung nach
Zugabe von Ganciclovir (GCV) bestimmt. Um eine mdgliche Beeinflussung der Ergebnisse
durch die Anzahl der eingesetzten Zellen auszuschlieBen, wurde ein MTT-Zytotoxizitatstest
mit 4000, 6000 und 10000 stabil HSV-Tk exprimierende U87MG Zellen durchgefiihrt. Die
photometrisch bestimmten Uberlebenskurven sind bei einer Standardabweichung von + 3 %
nahezu identisch (Abb. 8). In allen folgenden MTT-Zytotoxizitatstests wurden 4000 Zellen
pro Kavitat einer 96-Loch-Mikrotiterplatte eingesetzt.
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Abb. 8

MTT-Zytotoxizitatstest. Darstellung Uberlebenskurven von humanen U87MG Gliomzellen, die HSV-Tk
stabil exprimieren. Eingesetzt wurden 4000, 6000 und 10000 Zellen pro Kavitat einer 96-Loch-
Mikrotiterplatte in jeweils acht Parallelproben.
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3.2 Transiente Expression der Luc, HSV-Tk und der Fusion zwischen HSV-Tk und Luc
Bei der Durchfihrung der transienten Transfektion von U87MG Zellen wurden aquimolare
Mengen der Plasmid DNA (50 ng ( ~11.2 fmol) — 2 pg (~450 fmol)) von HSV-Tk, Luc, sowie
HSV-Tk-Luc eingesetzt. Die im Folgenden angegebenen Werte der Tk- bzw. Luc-Aktivitat
beziehen sich auf die geringste bzw. hdchste Menge der eingesetzten Plasmid DNA.

3.2.1 Transiente Expression der HSV-Tk

In U87MG Zellen, die nur mit HSV-Tk transient transfiziert wurden, zeigte sich eine
zytotoxische Aktivitat von 19 + 2 % (0,05 ug DNA) bis 65 + 4 % (2 ug DNA) getoteter Zellen
(Abb. 9). Der Mittelwert der Zytotoxizitdt in Abhangigkeit von der Menge transfizierter
Plamid-DNA betrug 43 + 4 % getbtete Zellen. In den Lysaten dieser Zellen wurde keine
Luciferaseaktivitat nachgewiesen.
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Ganciclovir (ug/ml)
Abb. 9

MTT-Zytotoxizitatstest. Uberlebensraten von humanen U87MG Gliomzellen, die HSV-Tk bzw.
P.pyralis Luc transient exprimieren = SD (n=4 Versuche).

3.2.2 Transiente Expression der P. pyralis Luc

Entsprechend der unterschiedlich eingesetzten Plasmidmengen lag die Luciferaseaktivitat
der allein mit Luc transient transfizierten U87MG Zellen bei 1175 cps/ug Protein (0,05 ug
DNA) bis 41198 cps/ug Protein (2 pg DNA), was einem Mittelwert von 20180 + 1174 cps/ug
Protein entspricht. Eine zytotoxische Aktivitat im MTT-Zytotoxizitatstest konnte bei diesen
Zellen nicht nachgewiesen werden (Abb. 9).
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3.2.3 Transiente Expression des Fusionskonstrukts HSV-Tk-Luc

Bei transient das HSV-Tk-Luc Konstrukt exprimierenden U87MG Zellen, lag die HSV-Tk
Aktivitat im Mittel bei 26 £ 2 % getétete Zellen (9 £ 1 % (0,05 ug DNA) bis 42 + 1 % (2 ug
DNA)) (Abb. 10A), was einer Aktivitdt von ca. 60 %, im Vergleich zur transienten HSV-Tk
Expression entspricht (Abb. 12A, S. 33). Die Luciferaseaktivitadt der HSV-Tk-Luc
exprimierenden Zellen erreichte nur 14 % im Vergleich zur Expression von P. pyralis Luc
alleine (Abb. 12B, S. 33), dabei lagen die Werte zwischen 562 + 73 cps/ug Protein (0,05 pg
DNA) und 5298 + 494 cps/ug Protein (2 ug DNA). Die HSV-Tk- und Luc-Aktivitét korrelierten
in Abhéngigkeit von den transfizierten Plasmid-Mengen sehr gut miteinander (r 2 = 0.98, p <
0.001) (Abb. 10C). Der Nachweis dieser Korrelation stellt die Basis fir die nichtinvasive
Biolumineszenz-Bildgebung einer Gentherapie mit HSV-Tk dar.
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Abb. 10

Transiente Expression des HSV-Tk-Luc Fusionsproteins in humanen U87MG Gliomzellen, bei
unterschiedlichen Mengen an eingesetzter Plasmid-DNA. (A) Darstellung der im MTT-Zyto-
toxizitatstest bestimmten Uberlebenskurven. (B) Luciferase-Aktivititen. (C) Lineare Regressions-
analyse: beide Enzymaktivitdten wurden in Abhé&ngigkeit von der transfizierten DNA-Menge
gegeneinander aufgetragen (r 2= 0.98, p < 0.001).
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3.2.4 Transiente Kotransfektion der HSV-Tk und Luc auf verschiedenen Vektoren

In transient transfizierten U87MG Gliomzellen lagen die enzymatischen Aktivitdten der HSV-
Tk und Luc im Fusionskonstrukt deutlich unter derjenigen der unfusionierten Enzyme. Somit
stellte sich die Frage, ob bei aquimolarer Kotransfektion der fir HSV-Tk und Luc
kodierenden cDNAs auf getrennten Vektoren eine Erhéhung der Enzymaktivitaten in
Verbindung mit einer guten Korrelation der Enzymaktivitaten erreichbar wére.

Bei dieser Doppeltransfektion wurde eine Luciferaseaktivitat von 837 + 191 cps/ug Protein
(0,05 pg Plasmid-DNA) bis 35678 + 1872 cps/ug Protein (2 pg Plasmid-DNA) gemessen
(Abb. 11B). Dies entspricht einer Luciferaseaktivitat von ca. 82 % im Vergleich zur alleinigen
Expression der Luc (Abb. 12B, S. 33). Die zytotoxische Aktivitat lag zwischen 8.6 + 4.78 %
(0,05 ug DNA) und 57 + 0.79 % (2ug DNA) getéteter Zellen (Mittelwert 36.7 + 2.39 %) (Abb.
11A). Im Vergleich zur alleinigen Expression der HSV-Tk entspricht das einer 84 %-igen
HSV-Tk Aktivitat (Abb. 12A, S. 33).

Auch bei dieser aquimolaren Kotransfektion der fur HSV-Tk bzw. Luc kodierenden cDNAs,
zeigt sich eine sehr gute Korrelation der Enzymaktivitaten (r 2= 0.94, p < 0.007) (Abb. 11C).
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Abb. 12

(A) Vergleichende Darstellung der Thymidinkinase-Aktivitdten (% getbteter Zellen) der transienten
Transfektionen humaner U87MG Gliomzellen in Abh&ngigkeit von der transfizierten DNA-Menge. Die
Doppeltransfektion von HSV-Tk und Luc erreicht 84 % und die Transfektion mit dem Fusionskonstrukt
HSV-Tk-Luc 60 % der zytotoxischen Aktivitét im Vergleich zur der alleinigen HSV-Tk Expression.

(B) Vergleichende Darstellung der Luciferase-Aktivitdten der transienten Transfektionen humaner
U87MG Gliomzellen in Abh&ngigkeit von der transfizierten DNA-Menge. Die Doppeltransfektion von
HSV-Tk und Luc erreicht 82 % und die Transfektion mit dem Fusionskonstrukt HSV-Tk-Luc 14.4 % der
Luciferase-Aktivitat im Vergleich zur alleinigen Luc Expression.
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3.3 Stabile Expression der Luc, HSV-Tk und Fusionen zwischen HSV-Tk und Luc

Die spatere Anwendung der nichtinvasiven Biolumineszenz-Bildgebung im Mausmodell wird,
aufgrund der sehr geringen Transfektionseffizienz in vivo, mit stabil exprimierenden
Zellklonen durchgefiihrt. Deshalb wurde die Aktivitdt des HSV-Tk-Luc Fusionskonstrukts

auch in vitro an diesen Zellen untersucht.

Resistenzbestimmung gegentiber dem Selektionsantibiotikum G418

Zur Selektion von mit der Neomycinphosphotransferase-Kasette transfizierten Zellen
mit dem Aminoglykosid G418 (siehe 2.5.2) wurde im MTT- Zytotoxizitétstest (Abb.
13) die Antibiotikumkonzentration ermittel, bei welcher parentale Zellen ohne Plasmid
absterben. Hierbei zeigte sich bereits bei einer Konzentration von 0.1 mg/ml G418
nach 5 Tagen ein Sterben von 73 % * 8 % der Zellen. Am 9. Tag der Inkubation
Uberlebten bei dieser G418 - Konzentration nur noch 2 % + 0.4 % der U87MG
Gliomzellen. Um ein méglichst rasches Sterben der nicht G418-resistenten Zellen, bei
ja gleichzeitiger Proliferation der resistenten Zellen, zu erreichen, wurde dem
Selektionsmedium G418 in einer Endkonzentration von 1 mg/ml zugesetzt.
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Abb. 13

Resistenz humaner U87MG Glioblastom-zellen gegenliber dem Aminoglykosid G418.
Darstellung der im MTT-Zytotoxizitatstest bestimmten Uberlebenkurven nach 5 bzw. 9 Tagen
Inkubation der Zellen mit G418 unterschiedlicher Konzentration (n=2 mit jeweils Qua-
druplikaten).

Die zytotoxischen Aktivitdt der HSV-Tk nach Zugabe von GCV in einem HSV-Tk
exprimierenden Zellklon betrug 74.9 + 3.65 % getdtete Zellen (Abb. 14 und 16A). Dabei
handelte es sich um den Zellklon mit der héchsten HSV-Tk-Aktivitat. In Lysaten dieser Zellen
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wurde nach Zugabe von D-Luciferin keine Luciferaseaktivitdt nachgiewesen. In stabil Luc
exprimierenden U87MG Gliomzellen wurde eine Luciferaseaktivitat von 47685 + 3396 cps/ug
Protein detektiert (Abb. 16B). Auch hierbei handelte es sich um den Zellklon mit der
héchsten Luc-Aktivitdt von insgesamt 24 getesteten Klonen. Eine HSV-Tk-Aktivitat dieser
Zellen im MTT-Zytotoxizitatstest war nicht nachweisbar.

Abb. 14
U87MG-TK Zellen nach 96-stiindiger Inkubation mit Ganciclovir. (A) 0 ug/ml GCV (B) 0.1 pg/mi
GCV (C) 1 ug/ml GCV (D) 10 ug/ml GCV.

Abb. 15

Formazan-Kristalle (U87MG-TK Zellen nach 96-stiindiger Inkubation mit Ganciclovir (A) 0 ug/ml GCV
(B) 0.1 pg/ml GCV  (C) 1 pg/ml GCV (D) 10 pg/ml GCV und anschlieBender 4-stlindiger
Inkubation mit 0.5 mg/mlI MTT.

Der Vergleich verschiedener U87MG Zellklonen (N=18), die HSV-Tk-Luc stabil exprimieren,
miteinander ergab eine Korrelation der Luciferase- und HSV-Tk-Aktivitaten von r2 = 0.78 (p <
0.001). Bei der Auswahl von Zellklonen mit den héchsten Enzymaktivitaten ergibt sich eine
Korrelation von r°=0,91 (p<0,001) (N=4).

Die hdchste zytotoxische Aktivitdt der HSV-Tk eines U87MG Zellklons, der das
Fusionsprotein HSV-Tk-Luc stabil exprimiert, betrug im Mittel 63.11 + 2.9 % getdtete Zellen
(N=4) (Abb.16A). Im Vergleich zur stabilen Expression der unfusionierten HSV-Tk wird somit
durch das Fusionskonstrukt eine zytotoxische Aktivitat der HSV-Tk von 84.3 % erreicht.

Die Luciferaseaktivitat bei stabiler HSV-Tk-Luc Expression betrug 19307 + 1991 cps/ug
Protein (N=3) und ergab damit 45,5 % der Aktivitat des unfusionierten Enzyms (Abb. 16B).
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Abb. 16

Vergleichende Darstellung der Enzymaktivitaten von A) HSV-Tk und B) P.pyralis Luc in Zellklonen,
die stabil das Fusionskonstrukts HSV-Tk-Luc bzw. die jeweils unfusionierten Enzymen exprimieren.
Die Enzym-Aktivitaten d. unfusionierten Enzyme wurden mit 100% gleichgesetzt. HSV-Tk-Luc erreicht
84.26 % der zytotoxischen HSV-Tk-Aktivitdt und 45.5 % der Luciferase-Aktivitdt im Vergleich zur
stabilen Expression der jeweiligen unfusionierten Enzyme.

3.4 HSV-Tk in Fusion mit verschiedenen fluoreszierenden Proteinen

Da auch die nichtinvasive in vivo Bildgebung durch fluoreszierende Proteine in den letzten
Jahren zunehmend an Bedeutung gewonnen hat % war eine Alternative zur
Biolumineszenz, die Darstellung von gentherapeutischen Strategien Uber Fluoreszenz.
Fusionen zwischen HSV-Tk und EGFP (enhanced green fluorescent protein), sowie
zwischen HSV-Tk und verschiedenen rot fluoreszierenden Proteinen (DsRed2, dsdrFP616)
wurden transient in U87MG Zellen transfiziert. Bei allen drei Fusionskonstrukte konnte im
MTT-Zytotoxizitatstest eine zytotoxische HSV-Tk-Aktivitdt nachgewiesen werden (Abb. 17
und 19).
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MTT-Zytotoxizitatesttest. Transiente Transfektion von U87MG Glioblastom-zellen mit HSV-Tk-EGFP,
HSV-Tk-DsRed2, HSV-Tk-dsdrFP616 sowie den entsprechenden Kontrollzellen. Stabile Transfektion
mit HSV-Tk-EGFP.

Von besonderem Interesse far die Bildgebung mit Fluoreszenz ist die bessere
Gewebepenetration des langwelligen, roten Lichts. Die Herstellung von U87MG Zellklonen
die HSV-Tk-DsRed1 (red fluorescent protein) stabil exprimieren gelang allerdings nicht,
vermutlich aufgrund der bekannten Toxizitat von DsRed1 und DsRed2.

Abb. 18

Fluoreszenzmikroskopische Darstellung transient a) dsdrFP616 und b) DsRed2 c¢) HcRed d) EGFP
exprimierender U87MG Zellen. Deutliche Aggregationsneigung und typische intrazellulare Lokalisation
der Tetramere dsdrFP626 und DsRed2. Im Gegensatz dazu ein neueres rot fluoreszierendes Protein—
HcRed, das als Dimer vorliegt und nicht zur Aggragation neigen soll [Fa.Clontech], sowie das als
Monomer vorliegende EGFP.
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Abb. 19
MTT-Zytotoxizitatstest:

Fluoreszenzmikroskopische Darstellung stabil exprimierender HSV-Tk-EGFP U87MG Zellen nach
einer 96 stiindigen Inkubation mit (A) O pg/ml (B) 0.1 pg/ml (C) 1 pg/ml (D) 10 pg/ml GCV.
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3.5 Biolumineszenz-Bildgebung in intakten Zellen

Ein Ziel dieser Arbeit ist die bildliche Darstellung der Gentherapie maligner Hirntumoren mit
HSV-Typ 1-Thymidinkinase in vivo, bestimmt Uber die gleichzeitige Expression der
Luciferase. Daflr ist es notwendig, daB die Bestimmung der Luciferaseaktivitat nach Zugabe
des als schwer membrangéngig bekannten D-Luciferins '** nicht nur in Zelllysaten, sondern
auch in intakten Gliomzellen gelingt.

3.5.1 Sensitivitat

Die Bildgebung der Luciferaseaktivitat in intakten Gliomzellen erfolgte mit dem Visiluxx-
System (Fa. Visitron) nach Zugabe von D-Luciferin. Minimal 500 U87MG Zellen, die stabil
das Fusionskonstrukt HSV-Tk-Luc exprimierten, konnten detektiert werden (Abb. 20A).
Dabei zeigte sich eine gute Korrelation zwischen der Photonenemission und der Anzahl der
HSV-Tk-Luc exprimierenden Zellen (r* = 0.96, p < 0.0001). Die luminometrisch bestimmte
Luciferase-Aktivitat im Lysat dieser Zellen betrug 19307 cps/ug Protein. Bei stabil P.pyralis
Luciferase exprimierenden U87MG Gliomzellen konnten minimal 125 Zellen detektiert
werden (Abb. 20B). Die Luciferase-Aktivitat im Zell-Lysat betrug 47684 cps/ug Protein.

A B

710 124
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bR R R K
Abb. 20

Biolumineszenz-Bildgebung (60 Minuten Aufnahmedauer) in intakten U87MG Gliomzellen, die stabil
mit A) HSV-Tk-Luc bzw. B) P.pyralis Luc transfiziert wurden. (A) a: 0.15 mg/ml D-Luciferin 3
Stunden vor Bildgebung zum Medium hinzugefiigt; b: Zugabe von D-Luciferin unmittelbar vor
Bildgebung; 1 = 80.000, 2 = 50.000, 3 = 30.000, 4 = 20.000, 5 = 10.000, 6 = 6.000, 7 = 4.000, 8 =
1.000, 9 = 500, 10 = 0 Zellen; Korrelation Photonenemission mit Zellzahl: r* = 0.96, p < 0.0001.

(B) 0.15 mg/ml D-Luciferin direkt vor Bildgebung zum Medium hinzugefigt; 1 = 1.000, 2 = 500, 3 =
250, 4 = 125 Zellen; Korrelation Photonenemission mit eingesetzter Zellzahl: = 0.98, p < 0.01.

3.5.2 Biolumineszenz-Signalstarke: D-Luciferin versus Aminoluciferin

Analog zur Verwendung von D-Luciferin (Amax = 558 nm) wurde zur Verbesserung der
Signalstarke auch Aminoluciferin (synthetisiert und freundlicherweise zur Verfliigung gestellt
von Prof. Bruce Branchini, Conneticut College, U.S.A), als Substrat der humanisierten
Luciferase, getestet. Mit einer zusatzlichen NH,-Gruppe an der 6"-OH-Gruppe erschien es
besonders deshalb interessant, da das emittierte Licht deutlich langwelliger (Amax = 602 nm

(It. Branchini)) und damit potentiell besser gewebegéngiger sein sollte. In den Experimenten



3 Ergebnisse 40

wurde ein Gemisch aus D- und L-Aminoluciferin eingesetzt, da aufgereinigtes D-
Aminoluciferin nicht zur Verfligung stand, wobei nur bei der Reaktion des D-Enantiomers mit
der P.pyralis Luciferase Licht emittiert wird.

In der Bildgebung der Luciferaseaktivitdt in intakten U87MG Zellen, die stabil Luc
exprimierten, konnte bei der Verwendung des NH.-Luciferins nur 29 % der Photonen-
emission im Vergleich zum D-Luciferins erreicht werden. Minimal wurden 5000 dieser
Zellklone dedektiert, wobei eine sehr gute Korrelation zwischen der eingesetzten Zellzahl
und der Photonenemission bestand (r 2 = 0.99, p < 0.0001) (Abb. 21).

1 2 3 4 5 6 7  Abb.2

Imaging der Luciferaseaktivitat (15
Minuten) in intakten us7MG
Gliomzellen, die stabil mit P.pyralis Luc
transfiziert wurden.

A: 0.15 mg/ml (500 uM) D-Luciferin pro
Kavitat; B: 0.15 mg/ml NH,-Luciferin
pro Kavitat; 1 = 80.000, 2 = 50.000, 3 =
25.000, 4 = 10.000, 5 = 5.000, 6 =
2.000, 7= 1.000; Photonenemission
unter B entspricht 29 % der Licht-
emission unter A.

Diese Zellkultur-Ergebnisse konnten in der in vivo Bildgebung von subkutanen Tumoren aus
stabil HSV-Tk-Luc exprimierender Zellen bestatigt werden. Hier zeigte sich eine deutlich
schwéchere Photonenemission bei der Verwendung von NH.-Luciferin im Vergleich zur
Verwendung von D-Luciferin (Abb. 22).

< |
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Abb. 22

Dargestellt sind s.c. injizierte Tumoren aus stabil HSV-Tk-Luc (A, C, D) bzw. HSV-Tk (B)
exprimierenden U87MG Gliomzellen mit (A) 150 mg/kg KG D-Luciferin (i.p.) und 26 Stunden spéater
mit (B) 150 mg/kg KG NHs-Luciferin (i.p.); 37 Tage Zellinjektion; Die Photonenemission mit NH2-
Luciferin erreichte nur 25 % der mit D-Luciferin erreichten Lichtemission im gleichen Versuchstier.
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3.5.3 Biolumineszente Quantifizierung der HSV-Tk-Aktivitat in intakten Zellen

Zur Darstellung und Quantifizierung der zytotoxischen HSV-Tk Aktivitét in intakten, stabil das
Fusionskonstrukt HSV-Tk-Luc exprimierenden U87MG Zellen mittels BLI wurden nach 96 h

Inkubation mit GCV und Zugabe von D-Luciferin die biolumineszenten Signale im Imager via

CCD-Kamera aufgezeichnet. Die detektierten Biolumineszenz-Signale (Photonenemission)

zeigen dabei eine sehr gute Korrelation mit der parallel im MTT-Zytotoxizitétstest bestimmten

HSV-Tk Aktivitat von r 2 = 0.94 (p=0.029) (Abb. 23).
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Abb. 23

Optische Darstellung und
Quantifizierung der HSV-Tk-
Aktivitat in intakten, stabil HSV-
Tk-Luc exprimierenden humanen
U87MG  Gliomzellen  mittels
Biolumineszenz.

(A) Zytotoxische Aktivitat nach 4
Tagen Ganciclovir-Behandlung
(MTT-Zytotoxizitatstest)

(B) Biolumineszenz-Bildgebung
der GCV behandelten Zellen
(links: unbehandelt)

(C) Lineare Regressionsanalyse
der registrierten  Photonen-
emission (CCD Kamera) und der
zytotoxischen HSV-Tk-Aktivitat
(r?=0.94, p = 0.029).
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3.6 Biolumineszenz-Bildgebung in vivo

3.6.1 Zeitverlauf und Sensitivitat des Biolumineszenz-Signals

Es ist wichtig den zeitlichen Verlauf der Luciferaseaktivitat in vivo zu analysieren, um Dauer
und Beginn der Aufnahmeperiode nach intraperitonealer Applikation des D-Luciferins fest-
legen zu kdnnen. In dieser Analyse des Zeitverlaufs der BLI-Signale (Abb. 24B) wurden
maximale Werte in der Summationsaufnahme 16 Minuten nach intraperitonealer Luciferin-
Applikation aufgezeichnet. In den folgenden Experimenten wurde eine 15 minutige
Aufnahmeperiode, die ca. 7 Minuten nach der Luciferin-Injektion (i.p.) begann, ausgewahlt.
Zur Untersuchung der Sensitivitdt der Biolumineszenz-Bildgebung im Mausmodell wurden
pro Maus 10, 1x10% 1x10% 1x10% 1x10° 1x10° stabil Luc exprimierende, humane
Glioblastomzellen subkutan in Nacktmause injiziert (Injektions-Schema siehe Abb. 24A). Da
U87MG-Gliomzellen, die nur Luc stabil exprimieren, in vivo nicht anwuchsen, wurden
T98MG-Gliomzellen verwendet (Luciferaseaktivitat 20000 cps/ug Protein). Am Tag nach der
Zellinjektion waren minimal biolumineszente Signale bei 1x10° stabil Luc exprimierenden
T98MG-Zellen zu detektieren (Abb. 24A). Nach 11 Tagen konnte auch im Bereich der 1x10?
injizierten Zellen ein deutliches BLI-Signal detektiert werden. Am Beispiel des
Fusionskonstrukts HSV-Tk-Luc, stabil in U87MG-Zellen exprimiert, konnten BLI-Signale von
2x10* Zellen in vivo aufgezeichnet werden, wobei eine weitere Reduktion der Zellzahl nicht
untersucht wurde.
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Abb. 24

(A) Subkutan injizierte humanen T98MG Gllomzellen die stabil m|t P. pyra//s Luciferase transfiziert
wurden: A, B = 10; C, D = 1x10% E = 1x10% F = 1x10% G = 1x10% H = 1x10° Zellen. BLI-Bildgebung
an Tag 1 nach der Zellinjektion. Minimal |st das Slgnal von 1x10® T98MGLuc-Zellen zu detektieren.
(B) Zeitverlauf des BLI-Signals 22 Tage nach Injektion (s.c.) der Zellen. Dargestellt sind
biolumineszente Summationswerte der gesamten Maus von jeweils 5 Minuten mit Beginn 1 Minute
nach intraperitonealer Luciferin-Applikation. Maximale Signale werden im Summationsbild 16 Minuten
nach Luciferin-Applikation (i.p.) detektiert.
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3.6.2 Biolumineszenz-Darstellung der Gentherapie mit HSV-Tk-Luc im Mausmodell
3.6.2.1 Versuchsreihe in vivo (10 Versuchstiere)

Den Nacktmausen wurden im Bereich des Rickens vier subkutane Zelldepots mit U87MG-
Gliomzellen injiziert, die das Fusionsprotein HSV-Tk-Luc stabil exprimierten und in vitro die
héchste zytotoxische und biolumineszente Aktivitat aufwiesen. Bei Erreichen eines Tumor-
Durchmessers von ca. 5 mm wurden die Tiere geimaged und eine 14-tagige GCV-Therapie
(i.p.) begonnen (n=7). Die Kontrolltiere (n=3) erhielten NaCl 0,9 %ig (i.p.). Das initiale
Tumorvolumen betrug 309 + 37 mm?® bei einer biolumineszenten Lichtemission von 122961 +
22155 ILE (Tag 7, Therapiebeginn). Durch serielle Messungen (Tag 7,15,22,29,56) des
Tumorvolumens mittels Schiebelehre und der Luc-Aktivitat mittels CCD-Kamera (Abb.25)
konnte wahrend der GCV-Therapie sowohl ein Abfall der Lichtemissionen (Abb. 26A) als
auch des Tumorvolumens (Abb. 26B) festgestellt werden. Bei allen behandelten Mausen
wurden die subkutanen HSV-Tk-Luc Tumore vollstdndig zerstért und zeigten bis zum
Studienende (Tag 90 nach Zellinjektion) kein erneutes Tumorwachstum oder eine erneute

biolumeszente Lichtemission.

A GCV Therapie
Tag 7

A
v

Tag 15

Abb. 25

Biolumineszenz-Bildgebung im Mausmodell. Dargestellt sind s.c. injizierte Tumoren aus stabil HSV-
Tk-Luc exprimierenden U87MG Gliomzellen (je 2x10° Zellen). (A) behandel mit Ganciclovir (i.p.) von
Tag 7 bis Tag 21 nach Zellinjektion. (B) Kontrollm&use mit NaCl 0,9 % behandelt (i.p.).
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Vergleichende Darstellung des (A) Biolumineszenz-Signals und der (B) Tumorvolumina in GCV
behandelten Mausen (n=7), die jeweils 4 HSV-Tk-Luc exprimierende subkutane U87MG Tumore
trugen. GCV wurde fir 14 Tage intraperitoneal appliziert (Beginn: Tag 7 nach Zellinjektion). Alle
Mause wurden seriell an Tag 7, 15, 22, 29 und 56 nach Zellinjektion mittels CCD-Kamera untersucht.

Tage nach subkutaner Zellinjektion
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Das BLI Signal bzw. das Tumorvolumen an Tag 7 wurde mit 100% gleichgesetzt.
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Bei den behandelnden Mausen betrug die Korrelation zwischen Tumorvolumen und
Lichtemission r 2 = 93 (p = 0.008) (Abb. 27A). Die 3 Kontrolltiere zeigten eine Korrelation
vonr 2 =98 (p = 0.010) (Abb. 27B), wobei bei Erreichen einer TumorgréBe von lber 12-15
mm Durchmesser der Anstieg der Lichtemissionen deutlich geringer ausfiel wie der Anstieg

des Tumorvolumens.
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Lineare Regressionsanalyse. Die Lichtemissionswerte aller Versuchstiere, gemessen mittels CCD-
Kamera an Tag 7, 15, 22, 29 und 56 nach Zellinjektion, wurden den Tumorvolumina gegeniber
gestellt. (A) GCV behandelte Tiere (n=7): r 2 -93 (p = 0.008), (B) mit NaCl 0,9% behandelte
Kontrolltiere (n=3): r # =98 (p = 0.010).
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Maus 11

Diese Nacktmaus enthielt im Bereich des Rickens drei subkutane Tumore aus stabil HSV-
Tk-Luc exprimierenden Zellen (2x10° Zellen injiziert) und einen Tumor aus stabil HSV-Tk
exprimierenden U87MG-Gliomzellen (2x10° Zellen injiziert).

Der HSV-Tk Tumor wurde durch eine zweimalige 14-tdgige GCV-Therapie vollstandig
eliminiert. Das initiale Tumorvolumen betrug 156 mm?® Nach 14 Tagen GCV-Therapie
bestand eine 16%ige Resttumormasse (25 mm?), die innerhalb von weiteren 28 Tagen ohne
Therapie wieder auf 45 % des Initialvolumens (auf 70 mm® anstieg. Nach einer erneut
durchgefihrten GCV-Therapie (14 Tage) war der Tumor palpatorisch nicht mehr
nachweisbar (Abb. 29A) und zeigte auch im weiteren Verlauf keine erneute
Wachstumstendenz.

Zwei der HSV-Tk-Luc Tumoren waren palpatorisch zu keinem Zeitpunkt nachweisbar. Die
initiale Lichtemission dieser Tumoren von 3750 ILE wurde durch die GCV-Therapie auf 206
ILE (Tag 1 nach AbschluB der Therapie) verringert.

Ein Tumor (Abb. 28) aus stabil HSV-Tk-Luc exprimierenden U87MG Zellen im gleichen
Versuchstier zeigt dagegen das in Abb. 28 und 29B dargestellte gegensatzliche Licht-

emissions- und Wachstumsverhalten.

GCV - Therapie (2. Zyklus)
+—r Explantierter Tumor

Tag 56 Tag 71 Tag 74

Abb. 28

Biolumineszenz-Bildgebung eines Tumors aus stabil HSV-Tk-Luc exprimierenden U87MG Zellen,
nach zweimalig durchgefiihrter GCV-Therapie (je 14 Tage), zeigt sich eine Abnahme der Luciferase-
Lichtemission bei Erhéhung des Tumorvolumens. Der explantierte Tumor zeigt breits makroskopisch
groBe nekrotische Areale, die sich auch in der biolumineszenten Bildgebung (10 Minuten
Aufnahmedauer) des explantierten Tumors und in der histologischen Untersuchung wiederfinden.
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Das initiale Tumorvolumen dieses HSV-Tk-Luc Tumors war bei einer Luc-Lichtemission von
5827 ILE nicht palpabel. Als Erklarung wurde ein intramuskulares Wachstum der
Tumorzellen vermutet, was sich bei der spateren Obduktion bestatigte. Wahrend der 14-
tagigen GCV-Therapie zeigte der Tumor einen Abfall der Luciferase-Lichtemission auf 32 %
(1850 ILE) des Ausgangswertes. In den 28 nachfolgenden Tagen ohne Therapie stieg die
Lichtemission erneut auf 146 % (8514 ILE) des Ausgangswertes, bei einer palpablen
Tumorlast von 313 mm?, an.

Die erneut durchgefiihrte GCV-Therapie (14 Tage) fihrte zwar zu einem Abfall der
Lichtemission auf 5326 ILE , das Tumorvolumen stieg jedoch um mehr als das 15fache an
(Abb. 29B). Bei der Explantation des Tumors imponierte die Schnittflache mit ausgepragten
Nekrosen, die sich in der biolumineszenten Darstellung des explantierten Tumors als

Regionen mit geringer Lichtemission zeigten (Abb. 30).
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3.6.2.2 Histologische Ergebnisse — Maus 11

Die histologische Untersuchung des HSV-Tk-Luc Tumors (Abb. 28 / 29B) zeigt, sowohl in
der Hamatoxylin-Eosin-Farbung als auch in immunhistochemischen Farbungen mit einem
polyklonalen Luciferase-Antikérper, ausgedehnte nekrotische Areale im Tumorgewebe. Im
Gegensatz zu vitalen Gewebeabschnitten, lasst sich in den Nekrosezonen Luciferase
immunhistochemisch nicht nachweisen (Abb. 30).

Abb. 30

Histologische Untersuchung von Gewebeschnitten eines HSV-Tk-Luc Tumors mittels Hamatoxylin-
Eosin-Farbung (HE) und immunhistochemischer Anfarbung (ICH) mit einem polyklonalen Anti-
Luciferase-Antikdrper.

(A) vitales Tumorgewebe (HE);

(B) nekrotische Gewebeanteile (HE);

(C) vitales Gewebe mit positiver IHC-Farbung;

(D) nekrotischer Gewebeanteil ohne positive immunhistochemische Anféarbung.
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4 Diskussion

Die dieser Arbeit zugrunde liegende Idee ist die optische Darstellung und Quantifizierung der
Gentherapie mit dem Suizidgen / Prodrug-System (HSV-Tk / GCV) am Beispiel des
Glioblastoma multiforme. Da die tierexperimentellen Erfolge dieser Therapieform 107148l
sich in klinischen Studien bei Gliompatienten nicht wiederfanden 5> 104198119 "sta|ite sich die
Frage nach dem Warum ? Ein wichtiges methodisches Problem scheint die sehr geringe
Transfektionseffizienz zu sein ) die in den wenigen ex vivo untersuchten Tumoren
zwischen 0.002 % und 11 % lag [UPersicnt 1061

Zur Optimierung der Gentherapie, z.B. durch die Entwicklung effizienterer Méglichkeiten des
Gentransfers, ist neben der Beurteilung von Lokalisation und Starke der Genexpression vor
allem der zeitliche Verlauf dieses Prozesses von besonderem Interesse.

In dieser Arbeit wird die Nutzung biolumineszenter Lichtemissionen als Technologie zur
nichtinvasiven quantitativen und bildlichen Darstellung der Gentherapie in vitro und in vivo
evaluiert. Dabei wird erstmals ein HSV-Tk-Luciferase-Fusionsprotein eingesetzt, welches in
Verbindung mit GCV- bzw. Luciferin Gliome vollstandig zerstéren kann und gleichzeitig als
Reporter fir die nichtinvasive Darstellung und Quantifizierung der Gentherapie dient.

4.1 Darstellung der HSV-Tk - Aktivitat mittels eines biolumineszenten Reportergens
Das Prinzip der nichtinvasiven Darstellung der Gentherapie mittels Biolumineszenz beruht
auf der Kombination des therapeutischen Gens (HSV-TK Gen) mit dem Reportergen (Luc
Gen). Dabei ist eine indirekte Darstellung des therapeutischen Genprodukts (HSV-Tk) durch
das leicht detektierbaren Reportergenprodukt (Luc) méglich.

Um eine stoichiometrische Koexpression aquimolarer Mengen von Transgen und Reporter
zu gewahrleisten %% verwendete ich in meiner Arbeit eine Genfusion der entsprechenden
cDNAs unter der Kontrolle eines konstitutiven CMV-Promotors, da die getrennte
Koexpression von Genen auf einem Vektors die Gefahr einer durch vielféltige Mechanismen
gestdrten Genexpression birgt. Mizuguchi et al. ! untersuchten die Expression zweier
Gene, die in einem viralen Vektor tber eine IRES miteinander verbunden wurden. Dabei
erreichte die Expression des zweiten Gens (nach der IRES), sowohl in vitro als auch in vivo,
nur 20-50 % der Expression des ersten Gens (vor der IRES). Ahnliche Ergebnisse wurden
von der Arbeitsgruppe um Sun et al. "*! beschrieben. Dementsprechend wird bei der
Positionierung im Vektor immer zum Nachteil eines der beiden Gene entschieden:
Zytotoxizitat oder Biolumineszenz ?

De et al. ®? untersuchten N2a Neuroblastomzellen, die stabil HSV-Tk und Luc —verbunden
Uber eine IRES- exprimierten. Nach s.c. Implantation in Mause, stellten sie eine korrelierte
Expression beider Enzyme von r°=0,86 fest. Genaue Angaben zur Aktivitdt der beiden

Enzyme bzw. dem mdéglichen Aktivitatsverlust eines Enzyms wurden nicht gemacht. Des
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Weiteren existieren mehrere Arbeiten B**'95U  die das Phinomen der Promotor-
Interferenz, also die gegenseitige Beeinflussung von verschiedenen Promotor — bzw.

Enhancersequenzen eines Vektors und damit der Enzymaktivitaten, beschreiben.

4.2 Charakterisierung der HSV-Tk-Luc Fusion

4.2.1 Korrelation der Enzymaktivitaten

Zur Beurteilung der korrelierten Koexpression der Fusions-Partner innerhalb der HSV-Tk-
Luc-Fusion, habe ich die fur HSV-Tk, Luc und HSV-Tk-Luc kodierende cDNAs in vitro
aquimolar in unterschiedlichen Mengen transient und stabil in U87MG-Zellen transfiziert und
die entsprechenden Enzymaktivitdten miteinander verglichen. Die enge Korrelation der
Enzymaktivitdten bei transient mit der HSV-Tk-Luc Fusion transfizierten U87MG-Zellen von
r’=0,98 (p<0,001) ist die Grundvoraussetzung fir die Verwendung der Luciferase als
Reporter fiir den zytotoxischen Effekt des HSV-Tk/GCV-Systems 17!,

Bei stabil HSV-Tk-Luc exprimierenden U87MG-Zellklonen zeigte der Klon mit der héchsten
zytotoxischen und hdchsten Luciferaseaktivitdt zwischen photometrisch bestimmter
Lichtemission und Zellzahl eine sehr gute Korrelation Gber mindestens 5 GréBenordnungen
(r>=0,99; p<0,001). Bei der Aktivitdtsbestimmung der Luciferase durch das CCD-Kamera-
System, zum Beispiel wahrend eines MTT-Zytoxizitatstests, konnte ich eine Korrelation der
Enzymaktivitaten dieses U87MG-HSV-Tk-Luc-Zellklons von r’=0,94 (p=0,029) nachweisen.
Auch Ray et al. " konnten fiir ihre Fusion aus HSV1-sr39tk und R-Luc in stabil
transfizierten N2a-Zellen, eine Korrelation der Enzymaktivitdten in vitro von r2=0,91 (N=4)
aufzeigen. Verwendet wurde allerdings die fir das PET-Imaging optimierte HSV-Tk (HSV1-
sr39tk) und die Renilla-Luciferase (R-Luc), Enzyme die sich von den in dieser Arbeit
verwendeten Enzymen strukiurell unterscheiden. Des Weiteren erfolgte die Aktivitats-
bestimmung der HSV-Tk mittels microPET und nicht mittels MTT-Zytotoxizitatstest, was die
direkte Vergleichbarkeit mit meinen Daten einschrénkt.

4.2.2 Mogliche Limitationen fiir den Einsatz der HSV-Tk-Luc Genfusion

Die Ergebnisse meiner Arbeit zeigen einen deutlichen Funktionsverlust des HSV-Tk-Luc
Fusionsproteins im Vergleich zu den unfusionierten Enzymen. Die HSV-Thymidinkinase-
Aktivitat des Fusionsproteins war bei transient transfizierten U87MG-Zellen um 40% und bei
stabil transfizierten Zellen um 16%, im Vergleich zur nukleér lokalisierten HSV-Tk, erniedrigt.
Die Luciferase-Aktivitat der Fusion war bei transienter Transfektion um 86% und bei stabiler
Transfektion um 55% reduziert.

Die Frage, ob die intrazellulare Lokalisation der HSV-Tk EinfluB auf deren Aktivitat ausibt,
wird in der Literatur vielfach diskutiert. Das Protein HSV-Tk ist als Homodimer vorwiegend im
Zellkern lokalisiert, wobei der nukleare Transport des Proteins durch mehrere nukleére
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Zielsequenzen (NLS) initiiert wird. Es besteht ein enger Zusammenhang zwischen der
raumlichen Konfiguration des Molekiils und diesen nukledren Zielsequenzen [#628°872]
Hierbei ist z.B. die so genannte K317-R318 Region des Enzyms essentiell an der Dimer-

Bildung des Molekills beteiligt. Die Arbeitsgruppe um Degréve et al. &

propagiert sogar,
dass die HSV-Tk nur als Dimer in den Zellkern transportiert werden kann, da nur in dieser
Konfiguration alle nuklearen Zielsequenzen einwandfrei identifiziert werden kénnen.

Der festgestellte Funktionsverlust der HSV-Tk-Luc Fusion kénnte also einerseits auf
sterischen Behinderungen beruhen und/oder auf der von uns immunhistochemisch
nachgewiesenen  pradominanten  zytosolischen  Lokalisation des  HSV-Tk-Luc
Fusionsproteins (Abb. 30, S. 48).

Auch Ray et al. "' berichten von einer um 80 % reduzierten HSV-Tk Aktivitdt nach Fusion
des Enzyms an Renilla-Luciferase. Nach transienter Transfektion verschiedener Zelllinien
(HEK293, N2a, C6) konnte das Fusionsprotein sowohl mittels BLI als auch mittel PET (HSV-
Tk als Reporter) nachgewiesen werde, die zytotoxische Aktivitat der HSV-Tk wurde jedoch
nicht untersucht. Die R-Luc zeigte innerhalb des Fusionsproteins eine 6-8 x héher Aktivitat
im Vergleich zur unfusionierten R-Luc, wobei R-Luc deutlich kleiner ist als die in meiner
Arbeit verwendete Luciferase (36 kDa versus 62 kDa) und mit dieser strukturell nicht
verwandt ist. Bemerkenswert sind allerdings die Ergebnisse dieser Arbeitsgruppe mit
variablen Linkersequenzen (Verbindungssequenz) zwischen den Fusionspartnern. Hierbei
ergab sich eine ansteigende HSV-Tk Aktivitdt mit ansteigender Lange der
Verbindungssequenz. Die Tk-R-Luc Fusion mit der ldngsten Linker-Sequenz erreichte die
héchste Thymidinkinase-Aktivitdt von ca. 45% im Vergleich zur unfusionierten HSV-Tk. Im
Hinblick auf meine Daten scheinen die verminderten Enzymaktivititen des HSV-Tk-Luc
Fusionsproteins also vor allem auf einer Konformationsdnderung der Enzyme zu beruhen.
Trotzdem konnte ich zeigen, dass fir die biolumineszente Darstellung der Suizidgentherapie
eine ausreichende Aktivitdt der HSV-Tk und der Luciferase erhalten bleibt. Durch eine
langere Linkersequenzen bzw. die Einflihrung flexibler Polyglycinlinker und damit einer
grdéBeren Freiheit in der Konformationsbildung kénnte méglicherweise eine Steigerung der
Enzymaktivitaten bewirkt werden 1'%,

Neuere Arbeiten berichten sogar (ber die Konstruktion von Fusionen mir drei
Fusionspartnern, als so genannte ,Dreifach-Fusions-Proteine” bezeichnet """ Ray et al.
"1 bestimmten die Enzym- bzw. Fluoreszenz-Aktivitdten verschiedener Dreifach-Fusionen
nach transienter Transfektion von HEK293-Zellen. Diese Fusionen beinhalteten R-Luc oder
F-Luc, fluoreszierende Proteine und HSV-sr39tk, wobei die zytotoxische, also therapeutische
Aktivitdt des HSV-Tk-Anteils nicht evaluiert wurde. Die Luciferase-Aktivitdt der F-Luc
enthaltenen Konstrukte zeigte einen Aktivitatsverlust zwischen 22-63% im Vergleich zur
unfusionierten Luciferase. Bezlglich der Tk-Aktivitat erreichte eine Fusion (Luc-mRFP-
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sr39tk) die volle Enzymaktivitat, wahrend bei den anderen Fusionen eine 30-61% Reduktion
im Vergleich zur unfusionierten Tk auftrat. Limitierend fir den Vergleich mit meiner Arbeit
sind die Orientierung der Fusionspartner, die Verwendung einer PET-optimierten HSV-sr39tk
und deren Aktivitatsbestimmung mittels intrazellularer Tracer-Akkumulation (PET). Die

Gruppe um Ponomarev et al. '

prasentierte keine Ergebnisse zur korrelierten Expression
oder zu den Enzymaktivitdten im Vergleich zu den unfusionierten Enzymen, konnten jedoch
mit ihrer HSV-Tk-EGFP-Luc Fusion bestatigen, dass auch die N-terminal fusionierte
Luciferase suffizient fir in vivo Biolumineszenz bleibt.

In vielen genannten Arbeiten wird die Renilla Luciferase verwendet, es gibt jedoch laut
Séling et al. '®! verschiedene Faktoren die fiir eine Verwendung der F-Luc als Reporter
sprechen: (1) die Lichtemission der R-Luc bei 480 nm (F-Luc Anu=562 nm) limitiert die
Gewebepenetration, (2) das bendtigte Substrat Coelenterazin zeigt eine ausgepragte
Autolumineszenz und damit eine hdhere Hintergrundaktivitat bei i.p. Applikation " (3)
Coelenterazin wird Uber ein sog. MDR1 P-Glycoprotein transportiert, welches in
Tumorgewebe Uberexprimiert sein kann und somit bei unklarem Pgp-Status die Versuchs-
Ergebnisse beeinflusst '°"!, (4) Coelenterazin ist wesentlich kostenintensiver als das Substrat
der F-Luc (D-Luciferin).

Eine auch in meiner Arbeit aufgezeigte Alternative zur Genfusion, die transiente
Kotransfektion von Zellen mit 2 separaten Transgenkassetten (Vektoren), zeigt fast
identische Aktivitdten der Enzyme. Die HSV-Tk erreichte 84% und die Luciferase 82 % der
Enzymaktivitdt im Vergleich zur jeweils alleinigen Transfektion (Korrelation d. Enzym-
aktivitaten r2=0,94; p<0,007). Bei Etablierung dieses Modells zur optischen Darstellung in
vivo beschreiben lyer et al. ® nach simultaner i.v. Applikation von HSV-Tk und Luc auf
getrennten Plasmiden (CD-1 Mause) jedoch eine Differenz der Aktivitdts-Maxima beider
Enzyme von Uber 19 Stunden, entsprechend der unterschiedlichen Halbwertszeiten der
Enzyme. Diese Ergebnisse unterstitzen eher die Verwendung eines Fusionsproteins,
bestehend aus Reporter und therapeutischem Gen, zur Stabilisierung der unterschiedlichen
Proteineigenschaften.

4.3 Sensitivitat der biolumineszenten Bildgebung

Mit dem in dieser Arbeit verwendeten CCD-Kamera-System konnten in vitro, bei stabiler
Expression der HSV-Tk-Luc Fusion, 500 U87MG Zellen detektiert werden. Bei stabiler
Expression der unfusionierten Luciferase war es mdglich, nur 125 U87MG Zellen zu
registrieren, wobei bei diesen Zellklonen bereits luminometrisch eine 2,5 fach hdhere
Luciferase-Aktivitdt (in Zelllysaten) bestimmt werden konnte. Die gemessenen Licht-
emissionen korrelierten zur Anzahl der eingesetzten U87MG-HSV-Tk-Luc- bzw. U87MG-Luc
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Zellen mit r’=0,96-0,98. In vivo verwendeten wir zur Testung der Sensitivitat T98MG- Zellen,
die Luciferase stabil exprimierten, da stabil Luciferase exprimierenden U87MG-Zellklone in
vivo nicht etabliert werden konnten. Am Tag nach der Zellinjektion waren minimal 1x10?
T98MG-Luc Zellen nachweisbar (Abb. 24A, S, 42), nach 11 Tagen konnte auch im Bereich
der 1x10? injizierten Zellen ein Signal detektiert werden. Am Beispiel des HSV-Tk-Luc
Fusionsproteins, welches stabil in U87MG-Zellen exprimiert wurde, konnten in vivo BLI-
Signale von 2x10* Zellen aufgezeichnet werden.

Sweeney et al. ['®® erreichten in vitro mit stabil Luciferase exprimierenden HelLa-Zellen eine
untere Nachweisgrenze von 31 Zellen. Szentirmai et al. "' arbeiteten, analog zu meiner
Arbeit, mit stabil Luciferase exprimierenden U87MG Zellen. In vitro konnte die Arbeitsgruppe
minimal 40 U87MG-Luc Zellen detektieren und bestatigt damit die hohe Sensitivitat der
biolumineszenten Bildgebung. Nach intracerebraler Implantation von 1x10° U87MG-Luc
Zellen war bereits am nachsten Tag eine suffiziente Registrierung der BLI-Signale mdéglich.
Wohingegen Honigman et al. ®” nach subkutaner Implantation von 1,5x10” HepG2-Zellen
(Leberkarzinom) in Nacktmausen erst nach 9 Tagen ein BLI-Signal detektieren konnte.

Diese Daten sind mit meinen Ergebnissen gut vereinbar und demonstrieren den groBen
EinfluB der Luciferase-Aktivitdt der eingesetzten Zellen auf die Sensitivitdit der bio-
lumineszenten Bildgebung und die zur Zeit noch deutlich qualitativen Unterschiede der
eingesetzten Detektionssysteme.

4.4 Quantifizierung der biolumineszenten Lichtemission

Bei der biolumineszenten Lichtemission werden zur Quantifizierung der Signale zwei
unterschiedliche Strategien eingesetzt: (1) die Registrierung der maximalen Lichtemission
(Maxima) oder (2) die Regsitrierung von integrierten Lichteinheiten (ILE) Uber einer
ausgewahlten Flache (ROI = region of interest).

In meinen in vivo Experimenten bestanden zwischen Tumorvolumen und biolumineszenter
Lichtemission innerhalb der ROI Korrelationen von r?=0,90 (p=0,05) bis 0,99 (p=0,011),
wobei abnehmende Korrelationen bei besonders groBen Tumoren zu verzeichnen waren.
Bei der in Abb. 25B (Seite 43) dargestellten Kontrollmaus zeigte sich bei dem gréBten Tumor
(rechts oben) bis Tag 35 eine Korrelation zwischen Biolumineszenz-Signal innerhalb der ROI
und Tumorvolumen von r°=0,90 (p=0,05). Registriert man hingegen die maximale
Lichtemission (Maxima) versus Tumorvolumen fallt die Korrelation auf r’=0,37 (p=0,4).

Einige Autoren wie Wu et al. "® sehen trotzdem in der maximalen Lichtemissionen einen
zuverlassigen Parameter zur Quantifizierung der BLI-Signale. Ausgehend von subkutanen
Tumoren im Mausmodell, zeigte sich jedoch auch hier bei Tumoren tber 1 cm Durchmesser
eine abnehmende Korrelation zwischen maximaler Lichtemission und TumorgréBe. Andere

Arbeitsgruppen B'#298.138] hagchreiben, analog zu meinen Ergebnissen, eine gute Korrelation
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zwischen der Lichtemission innerhalb einer ROI und TumorgréBe bzw. Tumorgewicht von
r’=0,99, wobei ebenfalls ein deutlicher Abfall der Korrelation (bis r°=0,74) bei zunehmender
TumorgréBe auftrat. In gréBeren Tumoren ist durch Nekrosen, intratumorale Einblutungen
oder Odemzonen eine verringerte Lichtemissionen infolge erhdhter Streuung und
Absorption, reduzierter Sauerstoff- und Luciferin-Versorgung anzunehmen '® |ch konnte an
explantierten Tumoren zeigen, dass hamorrhagische und nekrotische Tumoranteile eine
deutlich geringere Lichtemission aufweisen als vitales Tumorgewebe (Abb. 28, Seite 46).
Eine verringerte Expression der Luciferase in diesen Arealen konnte immunhistochemisch
dargestellt werden (Abb. 30, Seite 48).

Zusammenfassend scheint die Verdnderungen der TumorgréBe bzw. der Zellvitalitat besser
durch die Lichteinheiten der gesamten Tumorflache als durch einen einzelnen Maximalwert

reflektiert zu werden.

4.5 Darstellung der Gentherapie mit der HSV-Tk-Luc Fusion im Mausmodell

Mit dem bereits in vitro charakterisierten U87MG-Zellklon, der stabil HSV-Tk-Luc exprimierte,
fuhrten wir Xenograftexperimente an Nackimdusen durch. Pro Maus wurden im Bereich des
Riickens 4 Tumore aus 2x10° U87MG-HSV-Tk-Luc Zellen gesetzt. Ab einem Tumorvolumen
von ca. 125 mm® wurde eine 14-tige GCV-Therapie durchgefiihrt (n=7 Tiere). Nicht
behandelte Tiere (n=3) erhielten flr diesen Zeitraum NaCl 0,9 %ig.

Die Korrelation zwischen den seriellen simulatanen Detektion der biolumineszenten Signale
(CCD-Kamera) und der vermessenen TumorgrdBe (Schiebelehre) betrug r’=0,93 (p=0,08).
Im Gegensatz zur den in vitro Zytotoxizitatstests konnte bei der Anwendung der HSV-Tk-Luc
Fusion in vivo durch die 14tagiger GCV-Therapie eine vollstandige Regression der
subkutanen Tumoren erreicht werden. Ein erneutes Tumorwachstum trat bis Tag 90 nicht
auf. Ein wichtiger Mechanismus hierfir kdénnte das Immunsystem der Versuchstiere
darstellen, beispielsweise im Sinne einer antitumoralen Immunreaktion. Verschiedene

[553.136] herichteten von solchen Immunreaktionen, die von HSV-Tk

Arbeitsgruppen
exprimierenden Tumorzellen in immunsupprimierten Versuchstieren ausgeldést werden
kénnen. Dabei handelt es sich meistens um natlrliche Killerzellen (NK-Zellen), die im
Rahmen des GCV vermittelten Zelluntergangs aktiviert werden. Es ist mdglich, dass solch
eine Immunreaktion zu der vollstdndigen Regression der HSV-Tk-Luc Tumore in vivo
beigetragen hat.

Diese Ergebnisse zeigen erstmals, dass durch den Einsatz eines HSV-Tk-Luc
Fusionsproteins eine erfolgreiche Gentherapie maligner Gliome mdéglich ist und das die
Effektivitat dieser Therapie durch die biolumineszente Bildgebung seriell, nichtinvasiv und

quantitativ sowohl in vitro als auch in vivo dargestellt werden kann.
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Bei Maus 11 zeigte ein HSV-Tk-Luc-Tumor durch die 14-tdgige GCV-Therapie einen
deutlichen Abfall der Lichtemission (auf 30% des Ausgangswertes). In den nachfolgenden 4
Wochen kam es erneut zu einer GréBenprogression und Zunahme der Photonenemission.
Ab einem Tumorvolumen von (iber 300 mm?®, konnte die Zunahme der TumorgréBe durch
einen zweiten Therapieversuch mit GCV (14 Tage), bei einer Reduktion der
biolumineszenten Lichtsignale, nicht mehr aufgehalten werden. Nach Explantation des
Tumors und der histologischen Untersuchungen zeigte sich eine stark ausgepragte Nekrose.
Mendel et al. ® berichten bei der Therapie s.c. implantierter Prostata-Tumore mit einem
Tyrosinkinase-Inhibitor, dass das initiale Tumorvolumen vor Therapie 100 mm?® nicht
Uberschreiten sollte. Die Arbeitsgruppe erreichte bei Volumina von 200-300 mm?® ein
verlangsamtes Tumorwachstum, jedoch keine vollstdndige Tumorregression. Angenommen
wurde eine reduzierte Substratversorgung innerhalb groBer Tumoren, was auch fir mein
Experiment (Maus 11) in Form einer reduzierten Sauerstoff- und Luciferinversorgung

zutreffend sein kdnnte.

5 SchluBfolgerung und Ausblick

Die Verwendung biolumineszenter Bildgebung ist eine wertvolle Technologie zur nicht-
invasiven quantitativen Darstellung des zytotoxischen Effekts einer Gentherapie %%,
Aufgrund der limitierten Gewebegangigkeit der Lichtsignale durch Absorption und Streuung
B¢l und der fehlenden apparativen Mbéglichkeiten ist der Einsatz dieses Verfahrens in
gréBeren Versuchstieren oder Menschen derzeit noch nicht moglich. Wichtige Aufgaben sind
deshalb die Optimierung biolumineszenter Enzyme/Substrate und die Entwicklung
effizienterer Detektions-Systeme, beispielsweise in Form rotierender CCD-Kameras '** zur
Erzeugung dreidimensionaler Bilder und Erhéhung des rdaumlichen Auflésungsvermdgens.
Aufgrund der hohen Sensitivitat der Biolumineszenz kdénnen bereits kleine Tumoren in vivo
detektiert werden, die durch das bloBe Auge (bei s.c. Tumoren) oder durch andere
Bildgebungsverfahren nicht erkannt werden kénnen ¥ Auch die Abhangigkeit der
biolumineszenten Reaktion vom intrazelluldren Energiehaushalt (ATP), ist ein zuverlassiger
Garant der Detektion von metabolisch aktiven lebenden Zellen und ermdglicht die
Beurteilung der Effektivitat therapeutischer Strategien. Dieses Verfahren ist besonders fur
orthotope Tumore (z.B. intracerebrale Tumore) geeignet, die fir die Vermessung mit der
Schiebelehre nicht zuganglich sind.

Der Erfolg der Suizidgentherapie mit dem HSV-Tk/GCV-System in vivo wird zukinftig zu
einem nicht geringen Teil von der Weiterentwicklung effizienterer Transfermethoden
abhangen. In dieser Arbeit wurde gezeigt, daB die nichtinvasive quantitative Darstellung der
HSV-Tk-Expression mittels des biolumineszenten Reportergens Luciferase in vitro und in
vivo mdglich ist. Das hierzu eingesetzte HSV-Tk-Fusionskonstrukt ermdglichte eine
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aquimolare Koexpression der Fusionspartner. Dies wurde in vitro u.a. Uber die korrelierten
Enzymaktivitaten bei transienten Transfektionen mit r?=0,98 (p<0,001) und in vivo Uber die
zur Photonenemission korrelierte zytotoxische Wirkung der HSV-Tk als Aquivalent zur
abnehmenden TumorgréBe mit r?=0,93 (p=0,008) verifiziert. Damit wurde erstmals im
Mausmodell durch den Einsatz einer Genfusion die vollstandige Regredienz subkutaner

Gliome mittels Biolumineszenz dargestellt.

6 Zusammenfassung

Das Ziel meiner Arbeit war die Etablierung eines Modells zur nichtinvasiven Darstellung der
Gentherapie mit dem Suizidgen / Prodrug-System (HSV-Tk / GCV) mittels Biolumineszenz in
humanen Gliomzellen. Hierzu wurde eine Genfusion aus der HSV-Thymidinkinase und
Luciferase eingesetzt. Beim transient exprimierten HSV-Tk-Luc Fusionsprotein zeigte sich
eine HSV-Tk-Aktivitat von 60% und eine Luciferaseaktivitat von 14,4% im Vergleich zu den
Aktivitaten der unfusionierten Enzyme. Eine im Vergleich zu den unfusionierten Enzymen
reduzierte Aktivitdt zeigte sich auch bei stabiler Transfektion von U87MG-Gliomzellen mit
dem HSV-Tk-Luc Fusionskonstrukt (fir den aktivsten U87MG-Zellklon: HSV-Tk 84,3% / Luc
45,5%). Trotz dieser verringerten Aktivitdten des HSV-Tk-Luc Fusionsproteins gelang uns
erstmals die nichtinvasive biolumineszente Darstellung einer erfolgreichen Suizidgen-
therapie mit dem HSV-Tk / GCV-System bei humanen Gliomen sowohl in vitro als auch in
Vivo.

In intakten Gliomzellen (in vitro Experimente) konnten minimal 500 U87MG Zellen, die stabil
das Fusionskonstrukt HSV-Tk-Luc exprimierten, detektiert werden. Dabei zeigte sich eine
sehr gute Korrelation zwischen der Photonenemission und der Anzahl der HSV-Tk-Luc
exprimierenden Zellen (r?= 0.96, p < 0.0001). Bei stabil P.pyralis Luciferase exprimierenden
U87MG Gliomzellen konnten minimal 125 Zellen detektiert werden. Bei stabil das
Fusionskonstrukt HSV-Tk-Luc exprimierenden U87MG Zellen zeigte sich nach 96 h
Inkubation mit GCV eine Korrelation von r 2 = 0.94 (p=0.029) zwischen Biolumineszenz-
Signal (Photonenemission) und zytotoxischer HSV-Tk Aktivitat.

Far die in vivo Experimente wurden Nacktmausen vier subkutane humane U87MG-Gliome
gesetzt, die das Fusionsprotein HSV-Tk-Luc stabil exprimierten. Bei Erreichen eines Tumor-
Durchmessers von ca. 5 mm wurde eine 14-tdgige GCV-Therapie (i.p.) durchgefihrt.
Wéhrend der GCV-Therapie zeigte sich bei den therapierten Mausen ein mittlerer Abfall der
Lichtemission von 92 +7% bei gleichzeitiger Verringerung des Tumorvolumens von im Mittel
65+19%. Alle GCV-behandelten Mause Uberlebten; Tumorrezidive traten bis Tag 90 (Ende
der Studie) nicht auf. Bei den behandelnden Mausen betrug die Korrelation zwischen
Tumorvolumen und Lichtemission r % = 0,93 (p = 0.008), bei den 3 Kontrolltiere zeigte sich
eine Korrelation von r 2 = 0,98 (p = 0.010).
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Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass ein HSV-Tk-Luc Fusionsproteins als Reporter fir
die Gentherapie maligner Gliome ein hilfreiches Instrument zur Optimierung einer

Suizidgentherapie mit der HSV-Tk darstellen kdnnte.
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8 Thesen

1. Durch die Suizidgentherapie mit der Herpes simplex Virus Typ 1 Thymidinkinase
(HSV-TK) ist eine vollstandige Zerstérung maligner Gliome in vivo mdglich.

2. Die HSV-Tk/GCV-Gentherapie war in klinischen Studien bei Gliompatienten nicht
erfolgreich. Daher steht zur Optimierung der Gentherapie die Entwicklung effizienterer
Vektorsysteme im Vordergrund. Hierzu wére ein Verfahren zur nichtinvasiven und
quantitativen Darstellung der Genexpression in vivo hilfreich.

2. Die biolumineszente Bildgebung mit der Photinus pyralis - Luciferase stellt ein
geeignetes Verfahren flr die Darstellung und Quantifizierung der Expression eines
therapeutischen Transgens dar.

3. Die Fusion des Suizidgens HSV-Tk an die P. pyralis — Luciferase ermdglicht die
stoichiometrische Koexpression beider Fusionspartner in vitro und in vivo.

4. Die Enzymaktivititen des HSV-Tk-Luc-Fusionsproteins sind im Vergleich zu den
unfusionierten Enzymen erniedrigt. Eine Steigerung der Enzymaktivitdten des
Fusionsproteins koénnte durch die Auswahl geeigneter Verbindungssequenzen
zwischen den Fusionspartnern erreicht werden.

5. Mittels Biolumineszenz sind bereits Tumorstadien detektierbar, die durch andere
bildgebende Verfahren noch nicht dargestellt werden kénnen.

6. Die Quantifizierung der Lichtemission Uber einer ausgewahlten Region (Tumorfldache)
korreliert besser mit der TumorgréBe als die maximale Lichtemission in dieser
Region.

7. Die Abhangigkeit der biolumineszenten Reaktion vom intrazellularen Energiehaushalt
(ATP) ist ein zuverlassiger Garant der Detektion von metabolisch aktiven lebenden
Zellen.

8. Die Verwendung des HSV-Tk-Luc Fusionsproteins erméglicht im Nacktmausmodell

sowohl die vollstdndige Zerstérung maligner Gliome als auch die serielle, nicht-
invasive und quantitative Darstellung dieses Therapieverfahrens.
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