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1 Einleitung

1.1 Geschichte

Erst Anfang des 20. Jahrhunderts konnte nachgewiesen werden, dass Erbinformation in
Chromosomen verpackt im Zellkern liegt und diese auf der molekularen Ebene aus Protein
und Nukleinsdure Polymeren bestehen. Bei lediglich 4 unterschiedlichen im Chromosom
vorkommenden Nukleinséuren favorisierte man die Proteine als Tréger der Erbinformation
bis schliellich 1944 Oswald Avery nachweisen konnte, dass die Nukleinsduren flr die
Erbinformation kodieren. Er inkubierte harmlose Pneumokokken mit einem fraktionierten
Lysat aus pathogenen Pneumokokken. Die harmlosen Pneumokokken, welche mit dem
nukleinsdurehaltigem Lysat inkubiert worden waren, verwandelten sich in die pathogenen
Pneumokokken (4). Die molekulare Struktur der DNS, ndmlich als Doppelhelix, wurde 1953
gemeinsam von James Watson und Francis Crick postuliert (92).

1990 wurde ein internationales Forschungsprojekt, das sogenannte Humangenomprojekt,
gegrindet, um die Nukleotid-Abfolge im gesamten menschlichen Genom zu bestimmen.
Gregory et al verdffentlichte 2005 als letztes der 23 menschlichen Chromosome das
Chromosom 1 (32).

Herzkreislaufversagen ist in Deutschland nach wie vor Todesursache Nummer eins. Mit 43,36
Prozent aller Sterbefalle ist das fast die Hélfte. Auf Platz zwei rangieren die Sterbefélle
aufgrund von Krebserkrankungen mit 26,28 Prozent®.

Die Gentherapie ist eine vielversprechende Mdglichkeit diese Krankheitsentitdten zu
therapieren. Vision dieser Therapie ist es, kardiale Funktionsstérungen auf molekularer
Ebene, also auf Ebene der DNS, zu Kkorrigieren.

1.2 Die Gentherapie

Die deutsche Gesellschaft fiir Gentherapie e.V. definiert Gentherapie wie folgt: ,,.Durch
Ubertragung von Genen (Trager der Erbinformation) in geeignete Zellen oder Gewebe des
Kaorpers sollen fehlende oder defekte Funktionen des Organismus wiederhergestellt werden.

! Quelle Destatis 2007
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Zur Ubertragung geeigneter Gene bedient man sich verschiedener physikalischer, chemischer
oder biologischer Techniken (Gentransfer).“ Je nach Gentherapiestrategie unterscheidet man:

- Substitutionstherapie: Die fehlende, fehlerhafte bzw. ungeniigende Genfunktion,
welche sich auf einen Gendefekt zurtickfuihren l&sst, wird ersetzt bzw. verstarkt.

- Additionstherapie: Die vorhandenen physiologischen Genfunktionen werden
verstérkt, z. B. die Immunabwehr im Rahmen einer Infektionserkrankung oder eines
Krebsleidens.

- Suppressionstherapie: Pathologisch aktive Gene werden ausgeschaltet.

In den 90iger Jahren wurden bereits die ersten klinischen Studien durchgefiihrt (77). Die
Hoffnungen in die Gentherapie waren unter Medizinern erwartungsgemal grof3. Die ersten
Studien enttduschten und konnten keine signifikante therapeutische Wirksamkeiten zeigen. Es
traten unter Gentherapie mehrere schwerwiegende Komplikationen auf. Zum Beispiel
verstarb nach einer erhohten Adenovektordosis Applikation im Jahr 1999 ein Patient, welcher
unter einem geringem Ornithincarbamoyltransferase-Mangel (Genlokus Xp21.1) litt (18, 54).
In einer weiteren Studie zur Therapie an SCID?-X1 erkrankter Patienten entwickelten diese
eine prdmaligne T-Zell-Proliferation (38). Aufgrund dieser tragischen Vorfalle wurden
zun&chst strengere Vorschriften fir klinische Gentherapie-Studien erlassen, und es wurde der
Bedarf an genaueren mechanistischen Untersuchungen erhght.

1.3 Offene Fragen in der kardiovaskularen Gentherapie

In der Kardiologie konnte eine Reihe molekularer Mechanismen entdeckt werden, welche fur
den Beginn und den Fortschritt der meisten kardialen Erkrankungen verantwortlich sind. Es
besteht die Hoffnung, dass mit Hilfe der Gentherapie die Aktivitat dieser Proteine verandert
und damit eine Reihe von Herzerkrankungen behandelt oder verhindert werden kann. Ob die
Gen-/Zelltherapie in der zukunftigen Behandlung von kardiovaskularen Erkrankungen eine
groRere Rolle spielen wird, ist jedoch noch zu belegen (10, 28, 47). Die meisten Modalitaten
sind noch nicht zufriedenstellend geklart:

2 SCID = severe combined immunodeficiency (deutsch: schwerer kombinierter Immundefekt)
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1.

2.

3.

Wie lasst sich der Gencode ausreichend stark und sicher in die Zielzelle
einschleusen?

Selbst der effizienteste Vektor muss bei durchschnittlich 10'°*'  humanen
Kardiomyozyten in hohen Dosen (ca. 10*' Genkopien) appliziert werden, um eine
effektive Genexpression im Herzen gewahrleisten zu konnen. Auf der einen Seite ist
es notig eine hohe Vektordosis zu applizieren und auf der anderen Seite muss
gleichzeitig die Transfektion anderer Organe so gering wie mdglich gehalten werden,
um eine Funktionsstorung bis tddliche Schadigung des ubrigen Organismus zu
vermeiden. Grundsétzlich lasst sich eine hohe Transfektionsrate nach lokaler Injektion
am besten erreichen, z.B. Thorakotomie oder als Injektion direkt Gber den
epigastrischen Winkel. Diese Methode ist invasiv und birgt die damit verbundenen
Risiken. Zu bevorzugen wadre eine systemische, nicht invasive Applikationsform, z.B.
intravends, transdermal oder oral. Bislang konnte kein Vektor mit dem benétigt
starkem myokardialem Tropismus gefunden werden. Ein Mittelweg stellt die Katheter
gefiihrte intrakoronare Injektion dar. Prinzipiell kann der Gencode ,,nackt®, verpackt
in kunstlichen Spharen oder in modifizierten Viren appliziert werden.

Was ist die optimale Starke der Genexpression im zeitlichen Verlauf?

Die verschiedenen kardiologischen Krankheitsentitdten und deren zugrunde liegenden
Proteom®defekte  unterscheiden sich deutlich. Je nach Erkrankung und
Therapiekonzept ist eine unterschiedlich zeitlich modulierte Genexpression notig.
AuBerdem muss die Hohe der Genexpression individuell angepasst werden und
gegebenenfalls bei einer pathologischen Zelle fortlaufend zusétzlich adaptiert werden
(9). Bei einer zu niedrigen Genexpression wirde der therapeutische Effekt gar nicht
bis unzureichend erreicht werden. Hingegen konnte eine Uberexpression des
Transgens am Herzen vital bedrohliche Komplikationen verursachen.

Zum Beispiel ist das vererbte Long QT Syndrom durch einen lebenslangen Austausch
des defekten lonenkanals therapierbar (94). Hingegen beim akuten Herzversagen
reicht eine transiente Anhebung verschiedener Genexpressionen, z.B. Phosphatase
Inhibitor Typ 1 (68), fir ein paar Wochen, Monate oder Jahre. Wenn die Herzfunktion
wieder ausreichend hergestellt ist, wird es bei manchen Patienten nétig sein die
Genexpression auf ein supranormales bis normales Niveau zu setzen. Und bei der
koronaren Herzkrankheit genligt bereits eine kurzfristige Expression vaskulérer
Wachstumsfaktoren (42, 58, 59), um eine unkontrollierte GeféaRproliferation zu
vermeiden. In Abhangigkeit vom klinischen Verlauf einer Erkrankung ist es eventuell
notig, die Genexpression des Therapiegens wiederholt ,aus- und einschalten* zu
kdnnen.

Was sind die Risiken einer Gentherapie? Und wie lassen sich diese vermeiden
oder vermindern, um eine ausreichendes Sicherheitsniveau zu gewahrleisten?

Der Zeitpunkt, Zeitverlauf und die Dauer der gewilnschten therapeutischen
Genexpression missen kontrollierbar und ausreichend erforscht sein. Die Gentherapie
ermdglicht es die Erkrankungen bzw. Funktionsstérungen des Organismus auf

® Die Gesamtheit aller Proteine in einem Lebewesen, einem Gewebe, einer Zelle oder einem Zellkompartiment,
unter exakt definierten Bedingungen und zu einem bestimmten Zeitpunkt, wird als Proteom bezeichnet
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zellularer Ebene bzw. in der DNS zu beeinflussen. Schaden oder Stérungen in der
Proteinsynthese der Zellen konnen von leichten Funktionsstdrungen bis zum
Multiorganversagen fiihren. Die viralen Vektoren sind immunogen, induzieren eine
Entzindungsreaktion und konnen theoretisch durch Rekombination mit einem
Wildtypvirus wieder an Virulenz zuriick gewinnen. Die Sicherheit muss auf
verschiedenen Ebenen gewéhrleistet werden kdnnen.

a.

b.

C.

Lokaler Einfluss auf die Herzfunktion:

Die Methoden des Gentransfers werden fortlaufend verbessert, jedoch ist eine
homogene Transfektion des gesamten Myokards aktuell nicht méglich. Daher
ist es wichtig, dass eine heterogene Transfektion nicht nur den gewiinschten
therapeutischen Effekt erreicht, sondern auch keine Arrhythmien im kranken
Herz verstarkt oder sogar verursacht. Dieses besitzt oftmals bereits eine
elektrische Heterogenitat mit einem erhohten Risiko fur Arrhythmien (71, 99).
Der virale Vektor muss weiterentwickelt werden, um die Immunogenitat zu
minimieren, welcher die Effizienz der Gentherapie vermindert und eine
iatrogene Myokarditis verursachen kann. Dies koénnte vor allem bei einem
vorgeschéadigtem Herz vital bedrohliche Konsequenzen haben.

Einfluss auf den Gesamtkérper:

Auch wenn der Vektor, z.B. chirurgisch oder Katheter gefiihrt, lokal appliziert
wird, ldsst sich aufgrund des physiologischen Gewebe ,,Wash out*“ eine
geringe systemische Distribution nicht verhindern. Der ,,Wash out* Effekt wird
durch die Gewebeperfusion und den lymphatischen Abtransport verursacht.
Deswegen ist eine grindliche toxikologische Erforschung und eine
Verbesserung des kardialen Tropismus noétig, um Komplikationen, welche
durch die potentielle Immunogenitdt des Transgens und/oder der viralen
Vektor DNS induziert werden, zu vermeiden bzw. zu minimieren. Kodiert das
Transgen ausschlieRlich flr herzzellspezifische Proteine sind toxische Schaden
nach einer systemischen Verbreitung eher nicht zu erwarten. Wird jedoch das
Transgen in vielen verschieden Korperzellen exprimiert, ist ein toxischer
Schaden viel wahrscheinlicher.

Potentielle Auswirkungen auf das Erbgut:

Die Adenoviren und rekombinanten Adeno-assoziierten Viren (rAAV)(20),
schleusen ihr Genom als sogenannte episomale DNS in die Wirtzelle, wo es
innerhalb des Zellkerns getrennt von den Chromosomen verbleibt. Es wurde
bis dato angenommen, dass die episomal lokalisierte DNS die Wirts DNS nicht
verandert, jedoch zeigen neuere Studien, dass die DNS von rAAV sich in
verschiedenen Féllen auch in die Wirts DNS integriert (56, 80). Bei anderen
Virenarten, wie z.B. Lentiviren und Retroviren, ist es fur die Transkription
essentiell, dass ihr Genom in die Wirts DNS integriert wird (3). Uber 90% des
menschlichen Genoms scheinen fiir keine spezifischen Gene zu kodieren. Eine
Insertion des viralen Kodes in Bereiche mit aktiven Genen kann trotzdem nicht
sicher ausgeschlossen werden. Einige Lenti- und Retroviren fligen sich
bevorzugt in Genom-Abschnitte ein, welche aktive Gene bzw. deren
regulatorischen Elemente tragen. Dies nennt man Insertions-Mutagenese, weil
es zu einer Mutation des aktiven Gens kommt. Hierdurch I&sst sich auch
erklaren, wieso Kinder mit SCID* welche mit einem Retrovirus behandelt

* SCID (Severe combined immunodeficiency) Schweres kombiniertes Immundefizit
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worden waren, eine erhdhte Inzidenz fur Lymphome zeigten. Der Retrovirus
fugte sich bevorzugt vor das LMOZ2 Protoonkogen ein, welches zu einer
Uberexpression und konsekutiv zu einer bdsartigen Entartung der Zelle fiihrte.

1.4 Stand der aktuellen kardialen Molekularforschung

In den meisten klinischen Gen- oder Zelltherapiestudien am Herzen wird das Therapiegen
oder die therapeutisch verdnderte Stammzelle ohne eine Markierung oder Koppelung mit
einem Reportergen appliziert. Die Uberpriifung des therapeutischen Erfolgs wird indirekt
durch die Kontrolle der klinischen Parameter, wie Myokardkontraktilitat, -perfusion, -vitalitat
und InfarktgroRe bestimmt. Die klinischen Parameter werden durch unterschiedliche
Methoden bzw. Gerdte erfasst und sind dadurch nur eingeschrankt vergleichbar. Im klinischen
Alltag steht entsprechend der 6rtlichen Gegebenheiten die Echokardiographie, das Kardio-
MRT, die PET, SPECT, EPU und Angiographie zur Verfiigung.

1.5 Die kardiale molekulare Bildgebung

Generell kann das Therapiegen oder die Therapiestammzelle entweder direkt oder indirekt
markiert und so lokalisiert werden. Bei beiden Methoden ist es theoretisch moglich, dass die
Markierung des Therapiegens oder der Stammzelle zerstort und/oder die Funktion der Wirts-
oder Stammzelle bis hin zum Zelltod beeintréchtigt wird.

1.5.1 Direkte Markierung

Die direkte Markierung kann durch Kopplung an ein Markersubstrat, z.B. ein Radioisotop
oder eine paramagnetische Substanz (ein Gadolinum-Chelat oder ein Eisen-Nanopartikel)
erfolgen. Diese Methode hat den Nachteil, dass das Markersignal weder mit der Aktivitat der
Genexpression noch der Zellvitalitat korrelieren kann.
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1.5.2 Indirekte Markierung

Die indirekte Markierung erfolgt durch Kopplung an ein Reportergen. Die Aktivitat des
Reportergenes korreliert mit der Aktivitat des Therapiegens. Ist das Reportergen immunogen,
so fuhrt dies zum friihzeitigen Tod der Wirtszelle. Die geeigneten Reportergene kdnnen
entweder mit den Therapiegenen oder in den transplantierten Zellen coexprimiert werden und
ermoglichen so eine nuklearmedizinische Bildgebung zur Erfassung der Lokalisation,
Quantifikation und Persistenz der Transgen Expression im Herzen bzw. im gesamten
Organismus (13, 46, 96, 97).

Die Bildgebung von Reportergenexpression durch radioaktive oder radionuklidmarkierte
Reportersubstrate ist hierfir sehr vielversprechend. So ist es auch mdglich z.B. mit der PET
die Myokardfunktion, -perfusion und -vitalitdt zu bestimmen. Diese Methode wird fur die
Weiterentwicklung der Molekulartherapie als sehr hilfreich betrachtet. Sie ermdglicht (a.) die
optimale Methode der Gen- oder Zellapplikation fiir die jeweilige Situation zu identifizieren,
(b.) die therapeutische Effizienz individuell zu bestimmen und (c.) den Zeitverlauf der
Genexpression und/oder den Verbleib der transplantierten Zellen im Zielgewebe und
Ganzkaorper zu visualisieren.

Die bisherigen Studien zur molekularen Bildgebung am Herzen konzentrierten sich auf die
Thymidinkinase des Herpes Simplex Virus (HSV-tk) in der Funktion des Reportergenes. Die
bendtigten Radiopharmaka fiir die Bildgebung mit der Thymidinkinase sind
Nukleosidanaloga, z.B. das 2°‘-fluoro-2°‘-deoxy-5-iodo-1-D-arabinofuranosyluracil (FIAU)
oder 18F-fluoro-3-hydroxy-methylbutyl-guanin (FHBG) in der Bildgebung mit der PET.
Diese Substrate bendtigen eine aufwendige Synthese. Das physiologische Substrat des
Natrium-lodid-Symporter ist das lodid. Im Klinischen Alltag ist die Bildgebung der
Schilddriise durch den physiologisch vorhandenen Natrium-lodid-Symporter praktikabel,
kostenglinstig und unkompliziert. Sie ldsst sich mit einer konventionellen Szintigraphie
hinreichend durchfiihren und es ist mdglich das Analogon Technetium zu verwenden, welches
besonders glinstig und umganglich zu handhaben ist. Die gewdhnliche Szintigraphie
ermdglicht keine genaue Substratquantifizierung, weil die Gammastrahlung durch das
Korpergewebe jeweils individuell abgeschwacht wird und daher nicht ohne einen
individuellen Schwéachungskoeffizienten korrigiert werden kann. Mit der SPECT-CT Ilasst
sich dieser Nachteil gegenuber der PET wieder ausgleichen. Technisch bedingt ist die PET
die sensitivere Methode, jedoch ist dies bei ausreichender Signalstarke nicht zwingend
erforderlich.

Die Bildgebung der kardialen Genexpression wirde von einer Methode profitieren, welche
mit den weitverbreiteten Gammakameras und deren einfacheren Radionuklide durchzufihren
ist. Neuere Entwicklungen in der SPECT Technik konnten die gleichzeitige Bildgebung mit
bis zu drei Radionukliden (78) ermdglichen. So ware es mdglich in einer Untersuchung die
Funktion, Perfusion und Transgenaktivitét zu erfassen.
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Ziel der aktuellen Forschung sind multimodale Bildgebungsstrategien, welche je nach
Krankheitsentitdt und Therapieoption angepasst werden kénnen (65, 83). Fur das Technetium
gibt es bereits eine breite Palette an Antikorper-Kits, welche sich auch in der zukiinftigen
multimodalen Bildgebung als ndtzlich erweisen kénnten, nicht zuletzt unter wirtschaftlichen
Gesichtspunkten.

1.6 Die Reportergene

Die Reportergene werden aufgrund ihrer Funktionsweise in 3 Gruppen eingeteilt, wobei alle
Reportergene letztendlich zu einer lokalen Reportersubstratanreicherung fiihren. Es gibt die
Gruppe der Transportproteine, welche das Substrat in die Zelle transportieren. Eine weitere
Gruppe ist die der Enzyme. Das Reportersubstrat wird intrazellular biochemisch modifiziert,
so dass es z.B. in der Zelle verbleiben muss. In der dritten Gruppe bindet das Substrat an
einen spezifischen Zellrezeptor, so dass es sich auf der Zelloberflache anreichern kann.

1.6.1 Die Transporterproteine

In der bisherigen Forschung haben der Natrium-lodid-Symporter und der Norepinephrin-
Transporter Verwendung gefunden.

In der vorliegenden Arbeit méchten wir den Natrium-lodid-Symporter in seiner Funktion als
kardiales Reportergen untersuchen:

Der Natrium-lodid-Symporter

Der  Natrium-lodid-Symporter ~ (NIS)  wird  physiologisch ~ hauptsachlich  im
Schilddriisengewebe exprimiert. In den bisherigen Studien (81) konnte auch eine geringere
Expression in den Parietalzellen des Magens, den Speicheldrisenzellen und im laktierendem
Brustgewebe nachgewiesen werden. In vitro konnte 2008 Meischl et al erstmals eine sehr
geringe Expression in H9C2 Kardiomyoblasten nachweisen (60). Als mdglicher Hinweis auf
eine geringe intrinsische Schilddriisenhormonsyntheseleistung. Der in vivo Nachweis bleibt
noch abzuwarten.



1. Einleitung 12

Der Natrium lodid Symporter (NIS) ist ein intrinsisches transmembrantdses Glykoprotein,
welches den aktiven Transport von lod und Natrium durch die Zellmembran bewerkstelligt.

Es transportiert ein I” lon mit zwei Na* lonen in die Zelle (50). Der Natriumgradient liefert die
Energie fur diesen Transfer, welcher durch die Na'/K'-Adenosin-Triphosphatase (27)
aufrecht erhalten wird. Der NIS ermdglicht auch den Transport von anderen Anionen, wie
Pertechnetat (26, 27) oder dem kompetitivem Inhibitor Perchlorat (ClO4-). Dohan et al. (25)
konnte erstmals nachweisen, dass der Natrium-lodid-Symporter Perchlorat zusammen mit nur
einem und nicht wie bisher angenommen zwei Na+ lonen in die Zelle transportiert.

In der Schilddrise, wo der NIS physiologisch am starksten exprimiert wird, fordert er die
lodakkumulation in die Follikelzellen, welche das 20 bis 40-fache der Plasmakonzentration
erreichen kann und fur die Produktion der Schilddrusenhormone essentiell ist (17). Die
Féhigkeit der Schilddrisenzellen lod zu akkumulieren, ermdglicht die diagnostische
Szintigraphie mit ?%I, **'1 und **"Tc-Pertechnetat.

Das Natrium lodid Symportergen des Menschen (hNIS) und der Ratte (rNIS) konnte 1996
erstmals erfolgreich kloniert werden und ermdglichte es erstmalig die Fahigkeit Radioiod zu
akkumulieren auf nicht thyroidale Zellen tbertragen zu kénnen (23, 84). Bereits 1997 gelang
es Shimura et al die Natrium-lodide-Symporter Funktion in malignen entarteten
Schilddriisenzellen der Ratte wiederherzustellen (82). Er transfizierten die Zellen in-vitro mit
einer fir NIS kodierenden Plasmid-DNS, retransplantierte diese Zellen und demonstrierte
anschlieRend eine erfolgreiche in-vivo Radioiodtherapie.

Mit geringeren Radioioddosen bzw. anderen Nukliden besteht auch die Mdglichkeiten die
Genexpression zu visualisieren (22, 75). Viele Forscher berichten (ber eine erfolgreiche
Radioiod- (14, 57, 88) oder *™Tc-Anreicherung (51, 66) in den unterschiedlichsten
Tumorzelllinien, welche vorher mit dem NIS Gen transfiziert wurden. Jedoch wurde bisher
wenig uber die Bildgebung von NIS transfizierten Kardiomyozyten im Tiermodel berichtet.

1.6.2 Die Gruppe der Enzyme

Ein gut erforschtes und beliebtes Reportergen in der tumorziden Therapieforschung ist die
Herpes Simplex Virus Typ 1 Thymidinkinase (HSV1-Tk) und die mutierte Variante, die
HSV1-s39Tk. Dabei wird der erfolgreiche Wirkmechanismus des Virostatikums Aciclovir auf
die transfizierte Zelle Ubertragen. Das Aciclovir wird durch die HSV1-TKk, jedoch nicht durch
die menschliche TK phosphoryliert, wodurch es nur den Zellmetabolismus der transfizierten
Zelle hemmt. Gleichzeitig ist eine Bildgebung mit analogen Substraten mdéglich. Diese
bedurfen jedoch einer aufwendigen Synthese.
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Weitere gut erforschte Reporterenzyme sind die B-Galaktosidase des E-Coli Bakteriums und
die Luciferase. Ersteres ermdglicht nur einen histologischen Nachweis und ist somit fur die
nicht invasive in-vivo Diagnostik ungeeignet. Die Luciferase modifiziert ihr Substrat, so dass
es zu einer Photon-Emission kommt. Fur die molekulare Bildgebung von Zellen unter dem
Mikroskop oder sogar von Kleintieren ist sie sehr gut geeignet, jedoch aufgrund der
eingeschrankten Gewebepenetration bei grofReren Lebewesen ungeeignet.

1.6.3 Die Gruppe der Rezeptorproteine

In der Vergangenheit wurden Dopamin D2, Somatostatin Typ 2 und Transferritin-Rezeptoren
in ihrer Funktion als Reportergen untersucht (11, 55).

1.7 Die Vektoren

In der vorliegenden Arbeit verwenden wir einen modifizierten Adenovirus als Genvektor®.

Eine einfachere und kostengiinstigere Methode mit der Mdglichkeit beliebig grofle Gene
einzuschleusen ist es die DNS als ,,nacktes Plasmid* direkt zu injizieren, jedoch eignet sich
diese Methode aufgrund der &uBerst geringen Transfektionseffizienz und mangelnden
spezifischen Gewebeaffinitdt nur bedingt (63, 79). Die Transduktionsrate lasst sich
verbessern, indem die DNS in Liposome, Cholesterol-Lipopolyméren, Poloaxime
Nanosphéren oder Gelatine verpackt wird. Die Permeabilitat der Zellmembran lasst sich
durch sog. Sono- oder Elektroporation verbessern (49, 91). Bei der Sonoporation verwendet
man das Ultraschallgerat und bei der Elektroporation muss ein elektrisches Feld angelegt
werden. Jedoch ist die Transduktionsrate weiterhin zu niedrig.

Das Virus ist pradestiniert dafiir, sich mdglichst effizient in eine Wirtszelle einzuschleusen
und seinen Gencode dort exprimieren und vervielféltigen zulassen. Je nach Virusfamilie und -
subtyp besteht eine mehr oder weniger spezifische Gewebeaffinitat. Das Genmaterial wird
von einem Proteinmantel umgeben, das sog. Kapsid, welches mit spezifischen
Zelloberflachen-Rezeptoren interagiert, wodurch die Zellbindung und schlieBlich die
Zellintegration vermittelt werden. Die vorwiegenden Nachteile der viralen Vektoren sind
erstens die erheblichen Kosten in der Produktion (aufwendige Laborarbeiten), zweitens die
deutliche Immunabwehr des Wirts mit Inflammation und Abtétung der transfizierten Zellen
und drittens die Gefahr der Inserationsmutagenese. In der Erforschung der kardialen

° »aenfiahre” bzw. Methoden durch welche das Gen in die Wirtszelle eingeschleust wird.
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Gentherapie kommen gewohnlich drei Virusklassen zum Einsatz. Die Klasse der
Retro/Lentiviren, der Adenoviren und der adeno-assoziierten Viren. Die Retro-/Lentiviren
integrieren ihren Gencode ins Wirtsgenom. Der Code liegt in RNS Form vor und wird daher
mit Hilfe der viralen Ribonuklid-Reduktase revers in die dSDNS Form transkribiert und kann
dann durch die virale Integrase ins Wirtsgenom integriert werden. Die Wirtszelle muss sich
hierflr in der Mitose befinden mit Ausnahme beim Lentivirus(76). Nach einem akuten
Myokardinfarkt wirden durch Retroviren vorwiegend Myofibroblasten transfiziert(16)
werden. Das Risiko der Insertionsmutation ist hoch und eine Mutation der Lentivektoren ist
schwer beherrschbar. Der Gencode verbleibt bei den Adenoviren und adeno-assoziierten
Viren episomal und wird solange abgelesen bis die Wirtszelle vom Immunsystem abgetotet
wird.

Die Adenovektoren wurden bereits in tber 200 klinischen Studien verwendet und kénnen bis
zu 30 kb an Fremdgenen aufnehmen (ein Standard Gen mit Promoter besitzt ca. 3kb).
Nachteil ist die sehr groRe konstitutionelle und erworbene Immunitét, welche zum raschen
Zelluntergang mit Enzundungsreaktion fiihrt, hier zu einer adenoviralen Myokarditis. Die
Wildviren besitzen einen Tropismus fiir den Respirationstrakt, den Gastrointestinaltrakt, die
Leber, Nerven- und quergestreiftes Muskelgewebe. Die Molekulare GréRe ist mit ca. 0,1-0,2
um im Durchmesser relativ grof3 und behindert die endotheliale Transsudation, z.B. bei
kathetervermittelter Koronarperfusion.

Der adeno-assozierten Vektor (Serotyp 9) besitzt den am hdchsten bekannten Tropismus fir
das Herz. Jedoch ist das Virus selber nur 4,7 kb groR und kann dem entsprechend nur Kleinere
Gene aufnehmen. Auch sind die resultierenden Genexpressionsraten eher klein(21). Bei
Applikation unterhalb einer Dosisschwelle und Antikérper-negativem Wirt (demographische
Durchseuchung ca. 20-40%) kann das Transgen Uber Jahre persistieren. Es scheint, dass sich
das Virus dem endothelialen Transzytose Mechanismus bedient, wodurch es sich daher sehr
gut fur die interkoronare Applikation eignet(24).

1.8 Der Promoter

Die Genexpression des Transgenes wird durch den sogenannten Promoter gesteuert. Virale
Promoter besitzen eine hohe Expressionsrate, jedoch geringe Gewebespezifitat.
Gewebespezifische Promoter, z.B. a-Myosin Heavy Chain, Myosin Light Chain, kardiales
Troponin T und cerebrales natriuretisches Peptid Promoter verhindert eine Expression in
transfizierten extrakardialen Zellen, jedoch liegt die Genexpressionrate weit unterhalb der
viraler Promoter (29, 30, 33).
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1.9 Ziel der vorliegenden Arbeit

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es den Gebrauch des hNIS als Reportergen fir die
Bildgebung kardialer Fremdgenexpression am lebenden Tiermodell zu untersuchen.
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2 Material und Methoden

2.1 Die Vektoren

2.1.1 Der Natrium-lodid-Symporter-Vektor

Es handelte sich hier um einen replikationsdefizientes, rekombinantes humanes Typ 5
Adenovirus (AdH5). Ein Teil der E1 Region wurde durch das humane Natrium-lodid-
Symporter Gen (hNIS) in Verbindung mit dem Zytomegalievirus (CMV) Promoter ersetzt.
Das fir den humanen Natrium — lodid — Symporter kodierende Gen hNIS wurde als cDNA3
mittels Hindlll und Notl aus dem pcDNA3 Plasmid herausgeschnitten und in das
Transportplasmid pAD5CMVK-NpA hinein geklont (86).

Der Vektor wurde gemeinsam von der Mayo Klinik in Rochester, USA, und von der Gen
Transfer Vektor Kern Einrichtung der Universitat lowa in lowa City, USA, hergestellt (86)
und an die Il. Medizinischen Klinik der Ludwig Maximilians Universitdt in Minchen
weitergegeben. Und diese stellte dem Institut fir Experimentelle Onkologie und
Therapieforschung der Technischen Universitat Minchen den Vektor zur Verfugung.

Kurz: Ad5-CMV-hNIS

2.1.2 Der Kontrollvektor

Es wurde ein replikationsdefizientes, rekombinantes humanes Adenovirus verwendet, welches
anstelle des E1 Gen das LacZ-Gen unter der transkriptionalen Kontrolle des Zytomegalievirus
(CMV) Promotors in seinem Genom trug (12).

Kurz: Ad-CMV-LacZ

2.1.3 Die Vektorpraparation

Die Vermehrung der Viren in Zellen der 293-Zelllinie, sowie Reinigung und Konzentration
erfolgte in dem Institut fir Experimentelle Onkologie und Therapieforschung der
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Technischen Universitat Miinchen des Klinikums rechts der Isar. Diese Schritte wurden nach
dem Protokoll von HITT et al. (43) durchgefihrt.

Es wurden wahrend der gesamten Versuchsreinen Doppel Césium Chlorid-gereinigte
Vektoren benutzt. Die Vektortiter wurden mit einer Plaque Probe auf 293 Zellen ermittelt.
Das adenovirale Vektorgut wurde mittels PCR (forwérts primer 5’-GCC-
AGGCCGCCAGTCTTTTG-3" rickwirts primer 5’-GCC-ATGCAAGTTAAACATTATC-
3%) auf replikationskompetente Adenoviren gepriift und bei 1x10° Plague bildenden Einheiten
(plaque forming unit — pfu) als negativ bestatigt.

Das Institut fir Experimentelle Onkologie und Therapieforschung der Technischen

Universitat Miinchen lieferte uns die Virussuspension in den benétigten Dosen.

2.2 Die Tiere und ihre Haltung

2.2.1 Der Tierversuchsantrag

Das Tierversuchsvorhaben wurde gemal? 88 Absatz 1 des deutschen Tierschutzgesetzes in der
Fassung vom 17.02.1993, zuletzt gedndert durch Artikel 86 des Gesetzes vom 27.04.1993,
durch die Regierung von Oberbayern genehmigt.

2.2.2 Die Tiere

Es wurden ausschiellich mannliche Wistar Ratten der Firma Charles-River Deutschland
GmbH, Sulzfeld, verwendet. Die Tiere wurden eine Woche vor dem geplanten Eingriff
geliefert, um sich vom Stress der Lieferung erholen zu kénnen. Zum Zeitpunkt des
Gentransfers wogen die Versuchstiere zwischen 220g und 250g.

2.2.3 Die Tierhaltung

Die Versuchstiere wurden im Tierstall des Instituts fir Experimentelle Onkologie und
Therapieforschung der TU Minchen gemal den VVorgaben zur Versuchstierhaltung gehalten.
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Es handelte sich um eine konventionelle Tierhaltung bei einer Raumtemperatur von 20-23 °C,
einer relativen Luftfeuchtigkeit von 60-70% und bei einem Beleuchtungswechsel von je 12
Stunden hell ( maximal 500 Lux ) und dunkel.

Futter (Alleinfutter-Pellets fir Ratten und Mduse, Altromin, Lage/Lippe) und Wasser standen
den Tieren préa- und postoperativ aus einer Nippeltranke an allen Tagen zur freien Verfugung.

Die Versuchsgruppen bestanden jeweils aus drei Versuchstieren, und wurden pré- und
postoperativ in ein und demselben K&fig vom Typ Makrolon 4 untergebracht. Als Einstreu in
den Kafigen diente entkeimtes und entstaubtes Weichholzgranulat (Altromin, Lage/Lippe).

2.3 Der Versuchsplan

2.3.1 Ubersicht

Bei den Experimenten handelte es sich um eine orientierende Studie. Bei vorangegangenen
Experimenten wurde ein Thymidinkinase-Gen (HSV1-TK®) tragender Vektor eingesetzt.
Dieser machte eine aufwendige Tracerkonstruktion und eine Bildgebung mit dem PET
Scanner notig. In den folgenden Experimenten wurde ein Natrium-lodid-Symporter-Gen
tragender Vektor appliziert, welcher es ermdglichte mit konventioneller planarer
Szintigraphie und einfachen Radionukliden eine Bildgebung zu generieren. Aus den
vorangegangenen Exprimenten konnte geschlossen werden, dass die Genexpression ca. 1 Tag
nach Gentranfektion am starksten war. In kleinen Gruppen (n=3) sollte durch eine
stufenweise Reduktion die fir die Bildgebung minimal benétigte Vektorkonzentration
gefunden werden. Ein Kinetikprofil sollte firr beide Tracer, *™Technetium und *#*lod, erstellt
und verglichen werden. AuBerdem sollte der Zeitverlauf der Genexpression, sowie die
Inhibition des Genproduktes untersucht werden.

Zeitlicher Ablauf bei allen Tieren:

(1) Gentransfer durch ultraschallgesteuerte perkutane intramyokardiale (93) Injektion von 200
ul Vektorsuspension.

(2) Intravendse Injektion des Radiotracers **lod oder *™Technetium und Start der planaren
Szintigraphie.

(3) Opferung der Tiere und anschliefende Organentnahme.

® HSV1-TK = Thymidin Kinase des Herpes Simplex Virus Typ 1
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(4) Gammacounter-Messung der Organe und Anfertigung von Gewebedinnschnitte der
Herzen zur weiteren Untersuchung via Autoradiographie oder histochemischen

Gewebefarbung.

Schema

Gewebediinn-
Gammazahler schnitte (Herz)

Euthanasie und
Organentnahme

| J\/_ Y L

Direkte
myokardiale Szintigraphie
Injektion des
Vektors
t = time (Zeit)

v

Autoradiografie

bzw.
Histochemie

Insgesamt wurden 42 Ratten in drei Studien untersucht:

2.3.2 Die Titrations- und Kinetikstudie (Studie | und II)

Ziel:

Feststellung der mindestens bendtigten Vektordosis zur Detektion des Bildsignals in der

Szintigraphie.

Bestimmung des optimalen Zeitpunktes nach Nuklidinjektion zur Bildgewinnung mit

Radioiod oder —technetium.

Es wurde mit einer Vektorkonzentration von 2,5 x 10° pfu’ bei einem Injektionsvolumen von
200 pl begonnen. In der jeweils nachsten Versuchsgruppe sollten die Vektorkonzentrationen

" Pfu = Plaque formende Einheit (durch das Adenovirus entstandene ,,Locher im Kulturzellrasen)
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ein Flnftel des vorangegangenen Versuchs betragen. Die Szintigraphieaufnahmen wurden am
folgenden Tag (30h nach intramyokardialer Vektorinjektion) durchgefiihrt. Konnte keine
spezifische kardiale Tracerakkumulation mehr festgestellt werden galt die Titrationsstudie als
beendet.

Folgende Gruppen wurden untersucht:

Bildgebung mit *™Technetium:

o 15 Tiere mit unterschiedlichen Mengen AdH5-CMV-hNIS (je 3 mit 4,0 x 10°, 2,0 x 10’,
1,0 x 108, 5,0 x 10% und 2,5 x 10° pfu)

o 3 Kontrolltiere mit hNIS-negativem Adenovirus (AdH5-CMV-LacZ, 2,5 x 10° pfu)

Bildgebung mit #?lod:

o 12 Tiere mit unterschiedlichen Mengen AdH5-CMV-hNIS (je 3 mit 2,0 x 107, 1,0 x 10°,
5,0 x 10® und 2,5 x 10° pfu)

o 3 Kontrolltiere mit hNIS-negativem Adenovirus (AdH5-CMV-LacZ, 2,5 x 10° pfu)

2.3.3 Der Zeitverlauf der hNIS Genexpression (Studie III)

Ziel: Es sollte der Verlauf der szintigraphisch detektierbaren Natrium — lodid — Symporter
Genexpression untersucht werden.

Szintigraphiert wurde mit **"Technetium. Die Bildgebung war fiir den Tag 0, 3, 5, 8, 12 und
14 nach erfolgter myokardialer Injektion vorgesehen. Bei negativer Bildgebung galt die
Studie als beendet.

n=3, Vektor: AdH5-CMV-hNIS mit einer Vektordosis von 2,5 x 10° pfu in einem Volumen
von 200 pl.

2.3.4 Die Inhibitionsstudie mit Natriumperchlorate (Studie 1V)

Ziel: Demonstration der Moglichkeit das hNIS-Genprodukt spezifisch inhibieren zu kénnen.
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Den Tieren wurde 24, 8 und 4 Stunden vor der Bildgebung 0,1 ml Natriumperchlorate
NaClO, (Irenat® Tropfen, Bayer Vital GmbH, Leverkusen) oral verabreicht. Szintigraphiert
wurde mit *™Technetium und *#*lod.

n=3, Vektor: AdH5-CMV-hNIS mit einer Vektordosis von 2,5 x 10° pfu in einem Volumen
von 200 pl.

2.4 Die Anéasthesie

Die Narkotisierung

Die Versuchstiere erhielten eine Injektionsnarkose, welche aus einer Dreierkombination
(MMF) von Midazolam (Midazolam-ratiopharm®, Ratiopharm GmbH, Ulm) in einer
Dosierung von 2 mg/kg/KGW?®, Medetomidin (Domitor®, Pfitzer GmbH, Karlsruhe) in einer
Dosierung von 150 pg/kg/KGW und Fentanyl (Fentanyl25®, CuraMed Pharma GmbH,
Karlsruhe) in einer Dosierung von 5 ug/kg/KGW bestand. Die Narkose erfolgte unter
Spontanatmung und das Anasthetikum wurde in einen der Hinterlaufe intramuskular injiziert
(M. biceps femoris, M. semitendinosus und —membranosus).

Fir den Eingriff der direkten myokardialen Injektion war eine Bolusinjektion MMF
ausreichend. Jedoch fiir den Zeitraum der Bildgebung musste nachgespritzt werden. Der
Parameter zur Bestimmung der Narkose- und Analgesietiefe stellte die motorische Antwort
auf einen Schmerzreiz dar. Der Schmerzreiz wurde durch Zwicken mit Daumen und
Zeigefinger in einen der Hinterldufe ausgelost. Etwa stindlich wurde mit 50-60% der
Initialdosis nachgespritzt.

Die Antagonisierung nach intramyokardialer Vektorinjektion

Die Injektionsnarkose konnte durch eine Dreierkombination (FAN) antagonisiert werden,
welche intraperitoneal injiziert wurde.

Diese bestand aus Flumazenil (Anexate®, F. Hoffmann-La Roche AG, Basel) in einer
Dosierung von 200 pg/kg KGW, Atipamezol (Antisedan®, Pfitzer GmbH, Karlsruhe) in einer
Dosierung von 750 pg/kg KGW und Naloxon (Naloxon®, Deltaselect GmbH, Pfullingen) in
einer Dosierung von 120 ug/kg KGW.

8 KGW = Kérpergewicht
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2.5 Der myokardiale Gentransfer

Das Transgen wurde durch einen Vektor in die Zelle geschleust. Unter Narkose wurde der
Vektor direkt in die inferiore Myokardwand der Ratte injiziert. Mit Hilfe des
Ultraschallgerates konnte die Nadelspitze genau platziert werden.

2.5.1 Das Ultraschallgerat

Zum Einsatz kamm das Ultraschallgerdt Sonos 1000 der Firma Hewlett Packard mit
zusitzlichem Printer, Videorekorder und MOD?® Laufwerk. Mit Hilfe des Printers als auch
MOD Laufwerk lieB sich das Injektionsergebnis gut festhalten. Bei den anatomischen
Verhaltnissen der Ratte konnten wir einen kleinen Schallkopf mit 7,5 Mhz (21275A, 7,5/5,5
Mhz, Hewlett Packard, Minchen) gut benutzen. Dies ergab eine Darstellungstiefe von 4 cm
bei einem Sektorwinkel von 90° (69). Die Bildgebung fand im B-Mode (zweidimensionale
Darstellung) statt.

2.5.2 Die Vorbereitung der Tiere

Die Ratten der jeweiligen Versuchsgruppe wurden gewogen und am Schwanz mit einem
Filsstift markiert. Die Vektorinjektion wurde an den Ratten nacheinander vorgenommen. Das
erste Versuchstier wurde narkotisiert. Es folgte eine Rasur im Bereich der ventralen
Thoraxwand und des Oberbauchs.

°® MOD = magnetic optical drive (portables Datentragerformat, dhnlich einer CD-ROM)
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Die Ratte wurde in Rickenlage an allen vier Laufen mit Leukoplast® fixiert und uber eine
Maske mit Sauerstoff 2 Ymn (Air Liguid GmbH, Disseldorf) versorgt. Das
Ultraschallkontaktgel (TMP Turhaus Medical Production GmbH, Velen-Ramsdorf) wurde auf
die Thoraxwand aufgetragen und der Ultraschallkopf darlber platziert.

Ulltra schall-
kopf.
Ametier
Halteruing des
Mikro-
manipul ators
Sauerstoff-
maske
Leukoplast-
greifenzur
Fixaton

Abbildung 2-1 Versuchsaufbau fur die direkte myokardiale Injektion unter sonographischer Kontrolle.

Aortenklappenebene

Mitral-
klappen
-ehene

Abbildung 2-2 B-Mode™® Ultraschallbild eines Rattenherzens (LV = linke Kammer und LA = linker
Vorhof).

19 B-Mode = Brightness Mode (2D Darstellung)
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2.5.3 Die direkte myokardiale Injektion

Die Spritze (Injekt-F® Solo 1ml, Luer-Ansatz, B|Braun Melsungen AG, Melsungen), in
welcher die Virussuspension aufgezogen war, wurde mit einer Kantle (Sterican®
Standardkanille G 26, B|Braun Melsungen AG, Melsungen) versehen. Mit Hilfe des
Mikromanipulators (Nr. 823710, Leitz, Wetzler) konnte die Kanile parasternal, leicht
linksseitig, kaudal der Cartilago Xiphoidea in einem Winkel von ca. 25-35° durch die Haut
gestochen und weiter vorgeschoben werden. Im Ultraschall war die Kanilenspitze an der
Herzspitze zu sehen und konnte weiter in die inferiore Wand des linken Ventrikels
vorgeschoben werden. Die Virussuspension wurde injiziert und gleichzeitig wurde die
Kanllenspitze zuriickgezogen. Eine Kontrastverstarkung an der Injektionsstelle im
Ultraschallbild gab einen Hinweis auf eine besonders erfolgreiche Injektion (93). Die
Antagonistenkombination wurde gespritzt und die Ratte konnte von ihrer Fixierung befreit
werden. Bis zum Aufwachen aus der Narkose wurde die Ratte mit einer Warmelampe
normotherm auf 38 °C gehalten und beobachtet.

2.6 Die Nuklide

2.6.1 ***lod

12310d besitzt eine Halbwertzeit von 13,2 Stunden. Die Gammalinie liegt bei 159 keV, und die
Halbwertsschichtdicke HWS betrégt in H,O 4,6 cm. Es zerféllt mit einem Elektroneneinfang
(EC'), d.h. der Kern fingt ein Elektron von der K-Schale der Elektronenhiille ein und sendet
ein Photon aus.

2.6.2 ¥ Technetium

9MTechnetium ist ein biochemisch irrelevantes Element und besitzt eine Halbwertzeit von 6
Stunden. Die Gammalinie liegt bei 141 keV, und die Halbwertsschichtdicke HWS betrégt in
H,O 4,5 cm.

1 EC = Elektroneneinfang (Electron capture)
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2.7 Die Praparation der Spritzen und Vorbereitung der Tiere

Die Spritzen wurden fur die jeweilige Versuchsreihe aus demselben Nukliddepot aufgezogen.
Es wurde eine Spritze pro Tier und zusétzlich eine fiir den Standard™? der Biodistribution mit
einem Volumen von 0,25 ml aufgezogen. Fiir ***lod verwendete man eine Radioaktivitat von
20 MBq pro Ratte, dagegen ca. 40 MBq fiir **"Technetium.

Die Versuchstiere wurden gewogen, narkotisiert und bekamen einen Venenverweilkatheter
(Introcan® 24 G */,", B|Braun Melsungen AG, Melsungen) in eine der vier Schwanzvenen
gelegt. Um seine ordnungsgemalie Lage Uberprufen zu kdnnen, wurde der Katheter mit 0,1 ml
isotonischer Kochsalzlosung (Deltaselect GmbH, Pfullingen) gespilt. In der Zeit bis zur
Bildgebung wurden die Ratten unter einer Warmelampe normotherm auf ca. 38 °C gehalten.

2.8 Die konventionelle planare Szintigraphie

2.8.1 Die Gammakamera

Fur die Bildgebung wurde eine Gammakamera (Skylight, ADAC/Philips, Hamburg) mit zwei
Detektoren verwendet, welche mit sogenannten LEHR™ Kollimatoren ausgeriistet waren.
Aus hygienischen Griinden und als Kontaminationsschutz, wurde der untere Kollimator mit
einer ca. 1 mm dinnen undurchlassigen und saugféhigen Unterlage abgedeckt. Es wurden bis
zu 6 Ratten auf dem Kollimator in Bauchlage platziert. Der obere Kollimator wurde bis auf
eine Entfernung von 5 mm an den Rattenriicken herangefahren. Es resultiert eine
ventrodorsale Bildgebung mit einer intrinsischen Auflosung von 3,2 mm Halbwertbreite laut
Herstellerangabe.

2.8.2 Die serielle Bildgebung

Den Ratten wurde das Radionuklid gespritzt. Die Venenkatheter wurden mit 0,1 ml isotoner
Kochsalzlosung (Deltaselect GmbH, Pfullingen) gespilt und sofort gezogen. Es wurde
unverziglich mit der Bildgebung begonnen. Insgesamt wurden jeweils 12 Serienaufnahmen
aus der ventralen und 12 Serienaufnahmen aus der dorsalen Ansicht bei einer Belichtungszeit
von 10 Minuten erfasst. Fur die Auflésung wurde eine 512x512 Matrix benutzt. Bei einem

12 Der Standard dient als Referenz bei den Berechnungen fiir die Organbiodistribution

3 LEHR Low Energy High Resolution ,Niedrige Energie Hohe Auflésung®
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Zoomfaktor von 1,0 ergab dies eine Pixelgrof3e von 1,24mm. Das Photonenfenster wurde bei
einer GroRe von 15% (iber das Energiemaximum von **™Technetium (140 keV) bzw. ***lod
(159 keV) eingestellt.

2.8.3 Die verwendete ROI Methodik

ROI ist eine Abkiirzung fiir ,,interessante Region® (Region of Interest). In diesen markierten
Regionen konnten die Aktivitaten in Counts' fiir jede Aufnahme erfasst werden. Die ROI der
Herzregion wurde entlang der vermuteten Herzkonturen gezeichnet und auf eine GréRe von
200 Pixel vergroRert. Dies entsprach ungefahr 115-130% der tatsachlichen HerzgroRle. Die
Radioaktivitat der Schilddriise wurde mit einer ROI von 130 Pixel GroRe erfasst. Die ROI
Grolen fur den Magen wurden bei jedem Versuchstier individuell angepasst, wobei darauf zu
achten war, dass sich die Magenkonturen innerhalb dieser ROIs fiir die gesamte Bildgebung
befanden. Die Korper ROl wurde um die Korpersilhouette gelegt, jedoch wurde der
Rattenschwanz nur proximal miterfasst.

2.8.4 Die Datenerfassung

Mit der Jetstream® SKYlight Version 3.0 Software (Philips Medizin Systeme GmbH
Deutschland, Hamburg) wurden die Rohdaten erfasst. Anschlieend wurden mit Hilfe der
PegasysX Software (ADAC Laboratories, Inc., Hamburg) die ROl Werte akquiriert:
Aktivitaten [counts] in den ROIs, GrolRe der jeweiligen ROI [Pixel], Datum der Aufnahme,
Start der Frameaufnahme, Dateiname, Frame Name und den Namen des abgespeicherten ROI
Sets™. Die Daten wurden mit den Versuchsdaten jeder Ratte vervollstandigt und in die eigens
fur diesen Zweck programmierte Filemaker Pro Datenbank (siehe Abbildung 2-3)
eingegeben. Alle Daten wurden Ubersichtlich dargestellt und konnten so Uberprift werden.
Die Ergebnisse wurden direkt in Prozent injizierter Dosis™® (%1D) ausgegeben. Nach Eingabe
aller Daten konnten die Daten inklusive der Ergebnisse den Bedurfnissen entsprechend
exportiert werden und in z.B. Excel oder einem Statistikprogramm weiter verwendet werden.

4 Counts Nuklidzerfall pro Zeiteinheit.
> ROI Set = gespeicherte Satz gezeichneter ROIs (Region of Interest Set)

18 961D = Prozentualer Anteil der Radioaktivitat an der injizierten Dosis pro Tier
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Seriennr. i

Gamma Kamera

ROI Werwaltung

Aufnahmedatum Frame Nr. ventral: ROI Setwventral | ROI V3 26.12.
Gamma Kamera Frame Nr. dorsal | ROI Setdorsal
Dateiname Frame Start Pixel Thyroid |
Frame Dauer (min.) Pixel Heart
Versuchsdater_! Pixel Stomach | 410
Nr Pixel Body 18468

Virus

Notizen
Dosis (pfu) - Herz ROI: Die Pixel GréRe aller Herz ROI's muR ziemlich genau die selbe sein, z.6. 200.
Radionuklid - Herz ROI: ROI genau auf Randstrucktur zeichnen, spater auf Standard GrdRe mit der RESIZE Funktion bringen.

- Frameskala auf Frame Maximum Wert einstellen, dann ROI's zeichnen (mit kleinen Rand; ca. 1mm).
- Blue_Red_Yellow Farbskala benutzen! ... oder Grey_Invert.

- Body ROI: Schwanz hinter Testis abschneiden.

- Thyroid ROl auf ca. 130

- Stomach ROI: ... auf genligende GroRe achten, sonst 'wachst' der Magen Gher das ROl hinaus....

- die ROIs bei Frame #3 zeichnen

- "Rand der Magen ROIs" gleich halten...

Injektionszeitpunkt

venwendet

Eingabe Prozent

=SkalaWert  [925,21
(R - 5 o) )etrpercer D
Radioaktivitat in der ROI [Counts]
Total Counts wentral ] Geometr. Mittel % ID (ROI RATIO) Anmerkungen
11302 [tiozzot | [186 |
35335 [34827,35 | [586 |
61722 Bo345,14 | 10,15 |
660866 [594574,66 |
wentral dorsal
[B82969 | [B4,2188 |
[174,0640 ] [169,0985 |
[150,5415 ] [143,9000 |
78,0427 ] p3,1711 |

Abbildung 2-3 Dateneingabe Uber die Arbeitsmaske der Datenbank.

2.8.5 Die Rechenformel der Szintigraphie

Die Organ Tracerakkumulation (%ID) wurde von der Datenbank nach folgender Formel
berechnet:

Formel 1 zur Berechnung der Tracerakkumulation im Organ.

%ID = i X Ao

x100

K/ ant K/ post
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%ID = Prozentualer Anteil an der injizierten Dosis [%]
Ao = Aktivitat der Organ ROI [counts]

A = Aktivitat der Kérper ROI [counts]

ant = anteriorer Frame

post = posteriorer Frame

Aus den Werten fir den anterioren und posterioren Frame wurde der geometrische Mittelwert
gebildet. Das Verhaltnis der Counts innerhalb der Organ ROI zu der Korper ROI wurde als
der prozentuale Anteil an der injizierten Dosis (%ID) definiert.

2.8.6 Die optische Ergebnisdarstellung der Szintigraphie

Die Aufnahmen sollten fir die verschiedenen Viruskonzentrationen (hNIS) optimal
vergleichbar sein, d.h. zum selben Zeitpunkt nach Tracerapplikation fur den jeweiligen
Tracer. Es wurde entschieden die Skalawerte auf die Gesamtaktivitdt in der Korper ROI zu
beziehen.

Formel 2 zur Kalibrierung der Skalawerte auf die Gesamtaktivitat.

I = A x PRy,

mit PRsk = konstant

Isk = max. Aktivitatsintensitat (Skalamaximalwert) [max. counts/pixel]
A = Gesamtaktivitét in der Korper ROI [counts]
PRsk = Prozentuales Verhaltnis des Skalawertes zu der Gesamtaktivitat der Kérper ROI [%]

Mit dem Werkzeug ,.Skalakalibrierung auf die Body ROI“ lie sich dies komfortabel
durchfiihren. Die benutzten Werte konnten gespeichert und spater wieder abrufen werden.
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2.9 Die Biodistribution

2.9.1 Die Organentnahme

Nach der Szintigraphie standen die narkotisierten Versuchstiere mittels Kohlendioxid
Inhalation (1013 CO,, Klasse 2, Air Liquid GmbH, Diusseldorf) geopfert. Es folgte die
Eroffnung des Thorax und Abdomens mit einer gebogenen stumpfen Schere (Artikel Nr.
BC772R, Aesculap AG & CO. KG, Tuttlingen). Das Rattenherzens wurde mit einem
Skalpell (Einmalskalpell, steril, Fig. 18, Aesculap AG & CO. KG, Tuttlingen) an der
Herzbasis abgesetzt. Folgende Organe wurden entnommen, mit isotonischer Natriumchlorid-
Losung (Deltaselect GmbH, Pfullingen) gespult und mit einer digitalen Waage (Sartorius La
2309, Sartorius AG, Gottingen) gewogen: Teil der Lunge, Leber und des M. quadrizeps
femoris, sowie in toto das Herz, der Magen, die Milz und die linke Niere. Die Organteile
wurden nach GroRe und Lokalisation standardisiert entnommen.

2.9.2 Der Bezugsstandard

Es wurde die gleiche Nuklidtierdosis in einen Erlenmeyer-Kolben entleert. Mit destilliertem
Wasser wurde der Erlenmeyerkolben auf genau 100 ml aufgefillt. Mit der Pipette wurde
genau 1 ml aus demselben Kolben in ein Plastikrohrchen (No./REF 55.475, Sarstedt
Aktiengesellschaft & Co, Nimbrecht) appliziert. Es befand sich jetzt genau 1% der injizierten
Dosis in der Rohre.

2.9.3 Der Gamma Zahler

Die entnommenen Organe bzw. Organteile wurden in Plastikréhrchen (No./REF 55.475,
Sarstedt Aktiengesellschaft & Co, Nimbrecht) verschlossen und deren Aktivitdt [cpm] wurde
in dem Gamma Counter (Wallac 1480 Wizard®, Perkin Elmer™, Zaventem, Belgien)
gemessen. Zur weiteren Verarbeitung der Ergebnisse wurden diese ausgedruckt und auf einer
Diskette gespeichert. Die Daten wurden mit Hilfe der Tabellenkalkulation MS Excel und der
Filemaker Pro Datenbank weiterarbeitet.
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2.9.4 Die Rechenformel der Biodistribution

Die Ergebnisse wurden als %ID/g (Prozent injizierte Dosis pro Gramm) berechnet. Der
Gamma Zahler lieferte fur jede Organprobe die Aktivitdt [cpm]. Mit folgender Formel
wurden die Ergebnisse berechnet:

Formel 3 zur Berechnung der %ID/g Organ.

(AO x PR ]
%ID/g =
(0]
%ID/g = Prozentualer Anteil an der injizierten Dosis pro Gramm Gewebe [%]
Ao = Aktivitat der Organprobe [cpm]
As = Aktivitat der Standardprobe [cpm]
Go = Organgewicht [0]
PRs = Prozentualer Anteil der Standardprobe an der ID [%]

Damit mit den verschiedenen Aktivitaten [cpm] gerechnet werden konnte, mussten sie sich
auf denselben Zeitpunkt beziehen. Dies ermdglichte folgende Formel:

Formel 4 zur Korrektur des Aktivitatszerfalls nach Zeit.

A(t)= A, x0,5", Dn{@J

2

n = Anzahl Halbwertzeiten des verwendeten Nuklids
A(t) = Aktivitat zum Zeitpunktt  [cpm]
Ao = Ausgangsaktivitat [cpm]
To = Erster Zeitpunkt [min]
T, = Zweiter Zeitpunkt [min]

T = Halbwertzeit des Nuklids ~ [min]
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2.10 Die Histologie

2.10.1 Die Gewebedunnschnitte mit dem Mikrotom

Die Herzen wurden mit einem Skalpell (Einmalskalpell, steril, Fig. 18, Aesculap AG & CO.
KG, Tuttlingen) auf Hohe der Klappenebene durchtrennt, so dass ein Konus entstand.

Der Gewebetrager des Gewebeschneidegerates Mikrotom-Kyrostat HM 500 OM (MICROM
Laborgerdte GmbH, Walldorf) wurde mit einer ca. 1 mm dicken Schicht Tissue-Tek®
O.C.T.™ Compound (Sakura Finetek Europe B.V., Zoeterwonde, Niederlande) bedeckt. Die
Herzkammern wurden vollstdndig mit Tissue-Tek gefullt. Das Herz wurde mit der Basis
mittig auf den Gewebetréger platziert und mit einer Schicht Tissue-Tek ummantelt. Es
wurden 40um dicke transversale (Kurzachse) Schnitte des Herzen angefertigt und auf
Objekttragern getrocknet. Die Schnitte der LacZ transfizierten Herzen wurden in 20 pum
Dicke auf Objekttrédgern fixiert und bei —10 °C in einem Gefrierschrank flr die spatere
Histochemie aufbewabhrt.

2.10.2 Der Natrium-lodid-Symporter Nachweis in der Autoradiographie

Die Objekttrager der hNIS Herzschnitte wurden fiir die Belichtung auf die Phosphorplatte des
Phosphorimager 445 SI (Molecular Dynamics GmbH, Krefeld) fur ca. 20 Stunden platziert
und anschlielend wurde diese ausgelesen. Die Aktivitdtsakkumulation im Bereich der
Injektionsstelle berechnete sich durch das Verhaltnis der maximalen Aktivitdt pro Pixel zu
einer entfernt gelegenen Stelle desselben Gewebeschnittes. Mit der Software ImageQuant
(Molecular Dynamics Inc., Sunnyvale, CA, USA) wurden die hierfir nétigen ROIs
eingezeichnet und ausgelesen.

2.10.3 Der histologische B-Galaktosidase Nachweis

Das LacZ-Gen kodierte fiir das p-Galaktosidase Enzym, welches mit Hilfe der Verbindung 5-
Chlor-4-brom-3-indolyl-beta-D-galaktopyranosid (X-Gal-Losung, Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim) nachgewiesen werden konnte. Dies ist eine farblose Substanz, bei der durch die
B-Gal vermittelte Abspaltung eines Galaktosemolekdls eine chromophore Gruppe freigesetzt
wird, welche durch Verbindung mit Sauerstoff eine Blaufarbung hervorruft. Hierdurch ist ein
einfacher Nachweis der B-Galaktosidase-Expression moglich (31, 48, 72).
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2.11 Die statistische Auswertung der Ergebnisse

Aus den Ergebnissen werden zuerst die Mittelwerte und deren Standardabweichungen bzw.
Standardfehler berechnet. Die Kontrollgruppen, die Titrationsgruppen und die
Versuchsgruppen mit und ohne vorherige orale Perchloratgabe wurden mit Hilfe der
univarianten Varianzanalyse (ANOVA) / Post-Hoc Test gepruft.

Mit Hilfe der ROC (Receiver operated characteristics) Methode (46) wurde der Grenzwert
der in der Szintigraphie visuell detektierbaren spezifischen Nuklidakkumulation festgelegt.
Die Organakkumulationswerte in der Szintigraphie wurden nach Spearman Rank mit den
Gammazéhler Ergebnissen korreliert. P-Werte von <0,05 wurden als statistisch signifikant
betrachtet. Die Ergebnisse lieferte das Statistikprogramm SPSS© V12.0 (SPSS GmbH,
Munchen).
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3 Ergebnisse

3.1 Die dynamische Szintigraphie (Studie I)

3.1.1 Das Herz

0-10 60-70  10-120  0-10 60-70  110-120
Zeit (min)

Abbildung 3-1 Ganzkdrper Aufnahmen reprasentativer Ratten 0-10, 60-70, und 110-120 Minuten nach
i.v. Injektion von *#1 (oben) oder *"Technetium (unten). Den Tieren wurde 30h vor Aufnahme entweder
der Adws (links) oder der Ad .z (rechts) Vektor mit dem héchsten Titer von 2,5 x 10° pfu
intramyokardial appliziert. Die Bilder zeigen die Aktivitatsverteilung von *?*I oder *™Tc. S: Schilddriise,
H: Herz, M: Magen.

Abbildung 3-1 stellt die Ganzkorperaktivitatsverteilung reprasentativer Ratten 0-10, 60-70,
und 110-120 Minuten nach i.v. Injektion von #I (oben) oder **™Tc (unten) dar. Den Tieren
wurde 30h vor Aufnahme entweder der Adnis (links) oder der Adi ..z (rechts) Vektor mit
einem Titer von 2,5 x 10° pfu intramyokardial appliziert.

Bereits 10 Minuten nach *?*| Injektion ist bei den Adnwis —infizierten Tieren in der Herzregion
eine spezifische Akkumulation zu sehen und verbleibt bis zum Ende der Bildgebung nach 120
Minuten auf den Aufnahmen sichtbar. In den Kontrolltieren (Ad_acz-infiziert) konnte zu
keinem Zeitpunkt eine spezifische Nuklidanreicherung in der Herzregion identifiziert werden.

Die Adnis-transfizierten Ratten zeigen ebenfalls bereits 10 Minuten nach **™Tc Injektion
eine spezifische kardiale Aufnahme, welche Uber den beobachteten Zeitraum von 120
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Minuten sichtbar bleibt. Dagegen weisen die Kontrolltiere (Adiacz-infiziert) nur wéhrend der
Blutpoolphase eine diffuse Nuklidanreicherung in der Herzregion, jedoch auf weiteren
Sequenzaufnahmen keine persistierende fokale Akkumulation auf.

Zeitaktivitatskurve globaler kardialer Tracerakkumulation

123 99m
o 9,0 - l ~e-Gruppe | 9,0 - TC ~e~Gruppe |
9 ~e-Gruppe Il ~e-Gruppe Il
E\i 80 1 ~e-Gruppe Ill 80 1 ~a-Gruppe Iil
S 7,0 A Gruppe IV 7,0 A Gruppe IV
5 60 4 .—._.\* ~e-Kontroligruppe 6,0 1 o ~e-Kontrollgruppe
m \\N\M , \
= 4 _
g 5,0 .\’\‘\ 5,0 a\s\ *\-‘
e

% w0 \.._ ——————o—o— ol \'\-\*\.*_.__.
< 3,0 1 ~ *—._.-.—_’.'N—O—‘—. 3,0 H '\\0\0\°\
5 . 5 - - % - 2 —0—*_.*.\;:—;
T 20 2,0 1
T 10 1,0
©
0+ 0+

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120

Zeit (min)

Abbildung 3-2  Kardiale Nuklidakkumulationskurve 0-120 min nach Tracerinjektion von *#*I (links) od.
¥MT¢ (rechts). Gruppe I-1V: Adns-infiziert in absteigender Dosis 2,5 x 1079, 5,0 x 1078, 1,0 x 108 und
2,0 x 109 pfu, Kontrollgruppe: Ad, s.infiziert in 2,5 x 10"9 pfu (n=3). Die Werte wurden durch eine
ROI Analyse ermittelt (Mittelwerte in %I1D). MD: Zeitpunkt mit der max. Differenz zw. Gruppe | und
der Kontrollgruppe.

Abbildung 3-2 zeigt die Zeitaktivitatskurven der globalen kardialen Traceranreicherung links
von Radioiod und rechts von Technetium tber einen Zeitraum von 2 Stunden nach Injektion
fur die jeweilige Versuchsgruppe. Die Gruppen I-1V wurden 30 Stunden vorher mit Adpns in
absteigender Dosis (2,5x1079, 5,0x1078, 1,0x10"8 und 2,0x10"7 pfu) infiziert. Die
Kontrollgruppe erhielt das Ad_scz in 2,5x1079 pfu. Die kardiale Nuklidakkumulation ist nach
Radioiodgabe in den Gruppen | und Il und nach Technetium-Pertechnetat-Gabe in den
Gruppen | bis 111 signifikant hoéher als in den Kontrollegruppen (siehe Tabelle 3-1). Die
kardiale Radiotraceranreicherung ist in diesen Gruppen bereits 10 Minuten nach i.v.
Nuklidinjektion signifikant erhéht und verbleibt erhéht bis zum Ende der Bildgebung 120
Minuten nach Nuklidinjektion. In der Studiengruppe | mit der hdchsten Vektordosis zeigt die
kardiale Radioiod- bzw. Technetiumanreicherung 10 Minuten nach Tracerapplikation ihr
absolutes Maximum mit 6,44+0,33%ID bzw. 7,70+0,62%ID. Das Beste Verhaltnis zwischen
spezifischer  (Admis Gruppe) und unspezifischer (Adi.z Gruppe) Kardialer
Radiotraceranreicherung wird 30-40 Minuten nach i.v. Radioiodinjektion und 60-70 Minuten
nach i.v. Technetium-Pertechnetat-Injektion erreicht (fiir ?°l 6,1620,51%ID und fiir *™Tc
5,03+0,43%ID). Dies entspricht bei Radioiod einer 2,06+0,18fachen und bei Technetium
einer 1,92+0,12fachen Akkumulation. Die Aktivitatskurve der Gruppe Il ist nach ¥
Applikation im Gegensatz nach **Tc Applikation deutlich niedriger und unterscheidet sich
zur Kontrollgruppe mit p=0,1 nur noch schwach signifikant. Die Aktivitatskurven nach **™Tc
i.v. Injektion liegen entsprechend der applizierten Adnnis Dosis graduell niedriger. Wahrend
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in der Radioiodszintigraphie die Aktivitatskurven der Gruppen Il und 1V unterhalb
Kontrollgruppenniveau liegen, verlauft in der Technetiumszintigraphie die Aktivitatskurve
der Gruppe 111 oberhalb und der Gruppe 1V auf Hohe Kontrollgruppenniveau. Mit Ausnahme
der Gruppe | nach i.v. Radioiodinjektion weisen die Aktivitatskurven fur *2* und *°™Tc
anfanglich einen starken Abfall auf und erreichen am Ende der Bildgebung ann&hernd ein
Plateau. Die Gruppen nach i.v. Technetium-Pertechnetat zeigen einen steileren
Aktivitatsabfall, welcher sich in den Wash-Out Werten spiegelt. Die Aktivitatskurve der
Gruppe | nach i.v. Radioiodinjektion zeigt in den ersten 30 Minuten nur einen schwachen
Abfall und fallt dann kontinuierlich bis zum Ende der Bildgebung 120 Minuten nach i.v.
Nuklidinjektion, wobei eine Plateaubildung sich nicht abzeichnet.

Uber den gesamten Zeitraum zeigt der kardiale Radioiod Wash-Out fir die Studiengruppen I-
IV und der Kontrollgruppe Auswaschraten von 25+0,03%, 29+0,03%, 37+0,03%, 35+0,01%
und 27£0,06%. Der kardiale Technetium Wash-Out Uber 120 min betragt flr die
Studiengruppen 1-1V und die Kontrollgruppe 47+0,02%, 50+0,02%, 55+0,03%, 61+0,02%
und 60+0,01%.

Tabelle 3-1 Kardiale Traceranreicherung Uber den Aufnahmezeitraum von 120 min in
%I1D

Aufnahme
Studien- 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
gruppen
123|
6,44 641 637 6,16 592 568 551 537 516 505 492 4,83
Gruppe |
+0,33 +0,50 0,55 0,51 +0,48 0,46 +0,44 0,39 20,41 0,39 0,36 0,37
464 411 390 363 343 336 327 320 330 324 322 313
Gruppe 11
+0,02 0,09 0,12 0,10 0,08 0,09 +0,09 0,10 #0,11 0,08 +0,09 +0,09
33 297 280 265 255 248 240 231 225 221 219 215
Gruppe Il
0,23 0,17 0,12 0,14 0,12 0,13 +0,13 0,14 0,15 0,15 0,15 0,15
3,07 2,72 253 240 229 221 214 210 208 203 201 1098
Gruppe IV

+0,08 0,11 0,11 0,11 0,12 0,11 0,11 0,09 =#0,09 0,09 0,09 0,07

Kontroll- 363 329 312 300 289 28 2,77 282 267 269 267 265
gruppe” +0,13 +0,04 +0,03 0,02 0,06 +0,09 +0,10 0,18 0,13 0,15 +0,14 0,14

99m-|—C
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7,70 689 643 599 562 528 503 4,77 4,60 447 426 4,13

Gruppe |
0,62 0,71 +0,63 0,60 0,57 0,55 +0,43 +0,49 0,49 0,47 +0,48 +0,48
6,80 555 514 477 445 420 399 376 364 353 344 336

Gruppe 1l
0,31 0,34 +0,28 0,24 0,22 0,19 40,15 0,10 0,10 0,10 +0,10 0,10
589 499 454 420 382 355 333 313 298 28 269 264

Gruppe Il
10,23 +0,20 +0,25 0,28 0,30 0,29 40,27 0,26 0,22 0,22 +0,21 +0,18
503 420 364 312 285 260 239 223 209 199 188 1,72

Gruppe IV
10,21 0,12 +0,11 +0,14 0,11 0,13 40,12 0,12 0,12 0,12 +0,13 0,11
Kontroll- 930 416 370 333 299 280 262 251 239 230 220 210
gruppe’ 0,27 0,11 40,10 0,09 0,10 0,11 40,10 0,13 0,12 0,14 +0,14 +0,13

Kontrollgruppe: Ad_.cz 2,5 x 10° pfu, Gruppe I-1V:

Gruppe IlI.

3.1.2 Die Schilddrise
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Adpis 2,5 x10°, 5,0 x 108, 1,0 x 10 und 2,0 x 107 pfu. Mittelwerte +
SEM in %ID, " p <0,0001 vs. Gruppe I, p=0,1 vs. Gruppe II, * p<0,0001 vs. Gruppe I, p=0,003 vs. Gruppe Il und p=0,07 vs.

Zeitaktivitatskurve der Tracerakkumulation in der Schilddrise
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Abbildung 3-3

Nuklidakkumulationskurve in der Schilddriise 0-120 min nach Tracerinjektion von |

(links) und *™Tc (rechts). Gruppe I-1V: Adywis-infiziert in absteigender Dosis 2,5 x 10°, 5,0 x 108, 1,0 x 10°
und 2,0 x 10° pfu, Kontrollgruppe: Ad, ..z-infiziert in 2,5 x 10° pfu. Die Werte wurden durch ROl Analyse
ermittelt (Mittelwerte in %1D).

AufRerhalb der Herzregion wurden relevante Nuklidanreicherungen nur in der Schilddriise und
im Magen gefunden. Beide Organe dienen aufgrund der bekannten physiologischen
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NIS Expression als Referenz flr die vektorvermittelte NIS Expression im Herzen.

Abbildung 3-3 zeigt den Zeitaktivitatsverlauf im Bereich der Schilddrise fir die jeweilige
Versuchsgruppe links von Radioiod und rechts von Technetium-Pertechnetat (ber den
gesamten Zeitraum von 2 Stunden nach Nuklidinjektion. Den Gruppen -1V wurden 30
Stunden vorher der Adms Vektor in absteigender Dosis (2,5x10°, 5,0x108, 1,0x10® und
2,0x10’ pfu) und der Kontrollgruppe der Ad.cz Vektor in 2,5x10° pfu gespritzt.

Bei allen Radioiodgruppen steigt die Traceranreicherung kontinuierlich an und hat am Ende
der sequentiellen Szintigraphie nach 120 min ihr Maximum nicht erreicht. In der
Radioiodszintigraphie verlaufen die Aktivitatskurven der Gruppe Il und 1V deutlich steiler
als in den ubrigen Gruppen.

Die Aktivitatskurven nach i.v. *™Tc Injektion steigen in den ersten 20 Minuten noch gering
an, um dann bis zum Ende der Bildgebung kontinuierlich abzufallen. Die Aktivitatskurven
nach Technetiumszintigraphie verlaufen gleichsinnig. Und es ist kein Unterschied zu den
Kontrollgruppen festzustellen.

Tabelle 3-2 Traceranreicherung in der Schilddruse 0-120 min nach i.v. Injektion in %ID

Aufnahme
Studien- 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
gruppen
123|
1,87 180 184 190 194 200 204 208 210 216 2,18 221
Gruppe |
+0,01 0,07 0,07 0,10 0,09 0,11 0,10 #0,10 +0,10 +0,11 0,10 0,10
1,80 193 199 208 211 215 217 249 265 2,73 2,74 279
Gruppe 11

+0,09 +0,16 +0,19 =+0,26 +0,28 +0,30 0,30 0,27 =+0,23 +0,17 +0,14 0,12

Gruppe 188 219 253 287 313 337 359 386 404 419 439 452
a1l +0,19 +0,27 +0,41 053 +0,64 =+0,73 0,82 0,90 =+0,96 +1,02 +1,09 =+1,14

Gruppe 228 273 316 352 387 411 433 462 479 500 519 537
v +0,25 +0,35 +0,45 052 +0,59 +0,65 0,69 0,75 =+0,79 +0,84 0,89 =+1,00

Kontroll- 177 174 177 182 185 188 192 201 197 202 206 210
gruppe  +0,12 +0,14 0,14 0,12 0,12 0,10 0,07 0,11 0,12 +0,12 +0,12 0,13
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gngC

241 246 230 221 212 204 197 189 183 1,78 1,71 164
Gruppe |
+0,05 0,09 0,06 0,06 0,07 0,08 0,07 0,07 0,08 0,07 0,08 0,08

261 256 246 234 222 211 202 19 182 1,76 169 164
Gruppe 1l
+0,09 0,13 0,11 0,10 0,10 0,10 0,09 0,09 =#0,09 =+0,07 0,06 0,06

Gruppe 256 272 268 260 246 234 221 210 202 192 184 179
dl +0,18 +0,24 024 +0,24 +0,22 +0,20 #0,20 +0,20 +0,19 0,18 0,20 0,20

Gruppe 263 258 241 228 213 200 188 1,74 164 156 148 141
v +0,25 0,28 0,27 0,25 0,25 0,24 0,21 +0,21 +0,20 =+0,20 +0,17 +0,16

Kontroll- 251 262 260 255 248 236 229 222 216 210 203 198
gruppe  +0,13 +0,11 +0,09 +0,04 +0,08 +0,10 +0,12 0,12 +0,12 0,12 +0,12 0,12

Kontrollgruppe: Ad ..z 2,5 x 1079 pfu, Gruppe I-IV: Adnnis 2,5 X109, 5,0 x 1078, 1,0 x 1078 und 2,0 x 1077 pfu, 30h nach
intramyokardialen Gentransfer, Mittelwerte £ SEM in %ID.

Die Radioiodanreicherung ber 120 Minuten nach i.v. Nuklidinjektion betragt fur die
Gruppen I-1V und die Kontrollgruppe: 18+0,05%, 48+0,05%, 128+0,66%, 137+0,21% und
19+0,12% ID.

Der Technetium Wash-out im Bereich der Schilddrise Uber 120 min betragt flr die
Studiengruppen I-1V und Kontrollgruppe 34+0,07%, 37+0,02%, 30+0,07%, 47+0,01% und
23+0,13%. . Insgesamt gibt es keinen signifikanten Unterschied zu den Kontrollgruppen.

3.1.3 Der Magen

Abbildung 3-4 zeigt den Zeitaktivitatsverlauf im Bereich des Magens fur die jeweilige
Versuchsgruppe links von Radioiod und rechts von Technetium Gber den gesamten Zeitraum
von 2 Stunden nach Injektion. Den Gruppen I-1V wurden 30 Stunden vorher der Adnis
Vektor in absteigender Dosis (2,5x10°, 5,0x10°, 1,0x10® und 2,0x10" pfu) und der
Kontrollgruppe der Ad ..z Vektor in 2,5x10° pfu gespritzt.

Sowohl bei allen Radioiod- wie auch Technetium-Pertechnetat-Gruppen steigt die
Traceranreicherung kontinuierlich an, wobei sie anfanglich am steilsten ist. Am Ende der
Szintigraphie ist weder ein Plateau noch ein Maximum erreicht.
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Zeitaktivitatskurve der Tracerakkumulation im Magen
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Abbildung 3-4 Nuklidakkumulationskurve im Magen 0-120 min nach Tracerinjektion von *#1 (links)
und *™Tc (rechts). Gruppe I-1V: Adps-infiziert in absteigender Dosis 2,5 x 10°, 5,0 x 10°, 1,0 x 10® und
2,0 x 10° pfu, Kontrollgruppe: Ad,..infiziert in 2,5 x 10° pfu. Die Werte wurden durch ROI Analyse
ermittelt (Mittelwerte in %1D).

Insgesamt verlaufen die Aktivitatskurven nach i.v. Technetium-Pertechnetat Injektion steiler
und erreichen einen héhere %ID am Ende der Bildgebung als nach i.v. Radioiodinjektion. Es
gibt keinen signifikanten Unterschied zu den Kontrollgruppen (Tabelle 3-3). Im Mittel betragt
die Radioiodanreicherung anfanglich 10,29+0,22%ID und 120 Minuten nach i.v.
Nuklidapplikation 16,31+£0,57%ID. Das entspricht einer Steigerung von 58%. Fir
Technetium-Pertechnetat ergeben sich folgende Werte: 14,27+0,22%ID in der ersten
Aufnahme und 25,67+0,63%ID in der letzten Aufnahme. Das entspricht einer Steigerung von
80%.

Tabelle 3-3 Traceranreicherung im Magen 0-120 min nach i.v. Injektion in %I1D

Aufnahme
Studien- 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
gruppen
123|
10,95 11,97 12,95 13,88 14,68 15,30 15,92 16,62 17,10 17,58 18,01 18,30
Gruppe |

+0,40 0,90 #1,01 #1,08 1,10 128 134 =+*164 =183 200 *2,13 224
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954 957 980 1008 10,40 10,31 10,41 10,76 11,44 11,71 1191 11,68

Gruppe 11
+1,18 +150 1,76 1,92 2,14 +2,18 +2,16 *2,23 *2,31 *2,38 2,56 2,78
10,35 11,87 13,03 1394 1449 15,12 1569 16,28 16,89 17,49 18,02 18,52
Gruppe Il
+0,51 0,61 0,66 0,68 0,68 0,73 0,74 0,77 0,79 0,85 0,86 0,90
9,33 10,74 11,85 12,73 13552 14,19 14,75 1545 1589 16,24 16,59 16,68
Gruppe IV

+0,62 +0,78 +0,88 +1,00 +1,10 125 +1,31 +*1,37 *140 +140 =147 =164

Kontroll- 11,29 11,97 1255 13,16 1357 1381 1398 1448 1393 1389 13,96 14,04
gruppe 4181 +233 4260 2,83 *301 3,12 +337 #284 2,84 +284 4285 +2,87

gngC

15,45 17,17 19,32 21,20 23,03 24,38 2547 26,48 27,22 27,84 28,83 29,51

Gruppe | 0,25 1,01 #£1,21 +£155 1,70 1,82 £195 2,07 2,24 223 +2,62 2,84
13,86 14,92 16,87 18,48 19,91 21,19 22,42 23,04 2353 23,84 2399 24,17
Gruppe Il +0,43 0,42 +0,61 0,82 1,07 124 +£136 1,20 +1,04 0,64 0,76 0,84
1325 14,62 16,09 17,41 1853 19,44 20,21 20,92 21,43 22,05 24,01 23,07
Gruppe il +0,39 0,87 +1,06 +1,15 +120 1,16 +1,08 +1,06 0,98 0,99 2,04 +0,92
13,94 1568 17,28 1853 19,97 21,10 21,80 22,82 23,63 24,30 2520 25,74
Gruppe IV

+0,02 0,22 +0,76 #0,94 1,12 119 =112 =127 =*146 =154 =177 =194

Kontroll- 1383 1535 16,76 17,97 1945 2043 21,41 2225 22,85 2354 2431 24,84
gruppe  +0,97 +125 152 1,72 167 +1,77 +1,79 1,88 191 +198 +2,02 +2,12

Kontrollgruppe: Ad_acz 2,5 x 1079 pfu, Gruppe I-1V: Adpnis 2,5 x1019, 5,0 x 1078, 1,0 x 1078 und 2,0 x 1077 pfu, 30h nach
intramyokardialen Gentransfer, Mittelwerte £ SEM in %ID.

3.2 Die Korrelation von Reportersignalstarke und Vektordosis
(Studie II)

Eine fokale Nuklidanreicherung in der Herzregion konnte szintigraphisch mit *2°1 30 Stunden
nach Vektorapplikation in einem Titer von 2,5 x 10°, 5 x 10° pfu und in 2 von 3 Ratten von 1
x 10® pfu visuell identifiziert werden. Mit *™Tc als Radiotracer wurde bei einem viralen Titer
von 2,5 x 10°%, 5 x 10° und 1 x 10 pfu eine fokale Nuklidakkumulation in der Herzregion bei
allen Tieren gesehen. Bei einem viralen Titer von 2 x 10" pfu konnte szintigraphisch weder
mit *2*I noch mit *™Tc eine fokale Akkumulation in der Herzregion visuell identifiziert
werden (Abbildung 3-5).
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Korrelation zwischen Reportersignal und Vektordosis

Gruppe | Gruppe Il  Gruppe lll Gruppe IV Kontrolle

123|

30-40 min
p.i.

60-70 min
p.i.

Abbildung 3-5 Thoraxszintigraphien reprasentativer Rattenherzen, in der oberen Reihe 30-40 Minuten
nach ?*lod Injektion, in der unteren Reihe 60-70 Minuten nach *"Tc Injektion und 30 Stunden nach
Vektorinjektion. Von links nach rechts die Gruppen I-1V und die Kontrollegruppe (Adns 2,5 X 10°, 5,0 x
108, 1,0 x 10%, 2,0 x 10" und Ad_.cz 2,5 x 10° pfu). Die gewahlten Aufnahmezeitpunkte zeigen das Beste
Signal-Rausch-Verhaltnis.

ROC - Kurven der kardialen Tracerakkumulation
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Abbildung 3-6 zeigt die ROC Kurven der visuell identifizierbaren spezifischen kardialen
Traceranreicherung fur 21 (links) und fiir **™Tc (rechts).

Die visuell noch identifizierbare spezifische kardiale Akkumulation wurde mit Zuhilfenahme
der ROC Kurven Analyse fiir 13| auf einen Wert von 2,40 %ID und fiir **™Tc auf einen Wert
von 2,50 %ID festgelegt. Der Grenzwert von 2,40 %ID besitzt eine Sensitivitat von 0,89 und
Spezifitat von 0,439 fur Radioiod. Der Grenzwert fiir Technetium besitzt eine Sensitivitat von
0,91 und einer Spezifitat von 0,448.



3. Ergebnisse 42

Die szintigraphisch erfasste Nuklidanreicherung in der Herzregion korrelierte gut mit der
vorher applizierten Vektordosis. Die statistische Auswertung ergab eine signifikant hohere
kardiale Anreicherung bei den Adnnis-gespritzten Tieren mit einem Titer von 2,5 x 10°, 5 x
10° pfu als bei den Kontrolltieren (Tabelle 3-4).

Kardiale Radiotracerakkumultion in-vivo
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Abbildung 3-7 Die Nuklidakkumulation im Bereich der Herzregion wurde szintigraphisch 30h nach
Vektorapplikation erfasst. Links fur *?I 30-40 min und rechts fir *™Tc 60-70 min nach
Tracerapplikation. Gruppen I-1V: Adns, 2,5 X 10° pfu, 5,0 x 10% pfu, 1,0 x 10° pfu, 2,0 x 10" pfu und
Kontrolle: Adyacz, 2,5 x 10° pfu. Mittelwerte + SEM in %ID (siehe Tabelle 3-4).

Tabelle 3-4 Kardiale Traceraufnahme in %ID

Tracer

Studiengruppen Vektordosis (pfu) 123 9mTe
Gruppe | o

2,5x10 6,16 £ 0,51 5,03 +0,43
(Adnnis)
Gruppe 11 6

50x10 3,63+0,10 3,99 +£0,15
(Adnnis)
Gruppe 111 6

1,0x10 2,65+0,14 3,33 +0,27
(Adnnis)
Gruppe IV ;

2,0x10 2,40 £ 0,08 2,39+0,12

(Adhnis)
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Inhibitionsgruppe o
2,5x10 2,86+0,03 2,91£0,11
(Adnnis + iv. Perchlorat)

Kontrollgruppe
(Ad Lacz)

2,5x10° 3,00 + 0,02" 2,62+0,10

Mittelwerte + SEM in %ID; n=3, ~ p<0,0001 vs. Gruppe |, p=0,003 vs. Gruppe 11, p=0,07 vs. Gruppe IlI

* p<0,0001 vs. Gruppe |, p=0,10 vs. Gruppe II. 30-40 min nach Radioiod und 60-70 min nach Technetium
Pertechnetat Injektion.

3.3 Der Zeitverlauf der hNIS Genexpression (Studie Ill)

Zeitaktivitatskurve (*°"

Tc) nach Vektorapplikation

5,0 A

4,0 4

3,0 A

2,0 A

1,0 A

Kardiale Akkumulation (%ID)

0,0

4h 1(30h) 3 5 8 12

Zeit (Tage)
Abbildung 3-8 Kardiale Aktivitatskurve in Prozent injizierter Dose nach sequentieller i.v. *™Tc
Applikation in Tagen bzw. Stunden nach direkter Adps Vektorinjektion (2,5 x 10° pfu).
Aufnahmezeitpunkt 60-70 min. nach Nuklidinjektion. Griine Linie = Festgelegter Grenzwert flr visuell
identifizierbare **™Tc Akkumulation nach ROC Analyse; Mittelwert + SEM; n=3.

Tabelle 3-5 Kardiale Aktivitat in %ID in der ®™Tc Szintigraphie nach Adnns Infektion

0(4h) 1(30h)  3d 5d 8d 12d
279 503 415 335 261 1095
+024 043 2051 +052 +003 +0,18

Zeitpunkt (d(h))

nach intramyokardiale Injektion

Mittelwerte + SEM in %ID; n=3, Grenzwert fiir visuell identifizierbare **"Tc Akkumulation = 2,5 %ID.
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Sequenzielle Aufnahmen mit der Gammakamera wurden bis zum 12ten Tag nach
intramyokardialer Injektion des Adnnis akquiriert, um den Zeitverlauf der hNIS Expression
evaluieren zu kénnen (Abbildung 3-8). Die kardiale ™ Tc Akkumulation gipfelte am 2. Tag
nach intramyokardialer Vektorinjektion und sank dann bis zum 12ten Tag. Eine spezifische
kardiale Akkumulation konnte bis zum 8ten Tag, aber nicht mehr am 12ten Tag beobachtet
werden. Die Kontrollgruppe wurde nur am ersten Tag nach Vektorapplikation szintigraphiert.
Im Vergleich zu den Werten der Kontrolltiere st die spezifische kardiale
Technetiumanreicherung am 1, 3 und 5 Tag nach Vektorapplikation signifikant erhoht.

3.4 Die spezifische Blockade der Nuklidaufnahme mit
Natriumperchlorat (Studie V)

Die Szintigraphie erfolgte 30 Stunden nach Admns in 2,5 x 109 pfu Vektorapplikation mit
jeweils Radioiod und *™Technetium Pertechnetat. Bei den mit Natriumperchlorat
vorbehandelten Ratten konnte visuell keine fokale kardiale Nuklidanreicherung identifiziert
werden (Abbildung 3-9).

Kardiale Radiotracerakkumulation in-vivo

123|

30-40 min
p.i.

99mTC

60-70 min
p.i.

- NaClO4 + NaClO4 Kontrolle

Abbildung 3-9 Thoraxszintigraphien reprasentativer Rattenherzen, in der oberen Reihe 30-40 Minuten
nach Zlod Injektion, in der unteren Reihe 60-70 Minuten nach *™Tc Injektion. Von links nach rechts
Adnnis (2,5 x 107 pfu) ohne (-) Perchlorat-Gabe, Adis (2,5 x 10° pfu) mit (+) Perchlorat-Gabe und Ady a2
(2,5 x 10° pfu) (Kontrolle). Die gewahlten Aufnahmezeitpunkte zeigen das Beste Signal-Rausch-
Verhéltnis.
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Quantitativ war die Nuklidaufnahme in der Herzregion bei den mit Natriumperchlorat
vorbehandelten Tieren signifikant niedriger als bei den nicht vorbehandelten Tieren (Tabelle
3-6). Die Radioiodszintigraphie ergab bei den mit Natriumperchlorat vorbehandelten Ratten
eine Nuklidakkumulation in der Herzregion von 2,86 + 0,03 %ID gegenuber 6,2 + 0,5 %ID
bei den nicht vorbehandelten Tieren (P<0,0001). In der *™Tc Szintigraphie zeigten die mit
Natriumperchlorat vorbehandelten Ratten eine kardiale Nuklidanreicherung von 2,54 + 0,01
%ID gegeniiber 5,03 + 0,4 %ID bei den nicht vorbehandelten Tieren (P<0,0001).

Kardiale Radiotracerakkumulation in-vivo
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Abbildung 3-10 Die Nuklidakkumulation in der Herzregion wurde szintigraphisch 30h nach
Vektorinjektion erfasst. Links '®1 30-40 min und rechts *™Tc 60-70 min nach Tracerapplikation.
Gruppen: Ohne/nach 3x oraler Natrium-Perchlorat (NaClO*) Gabe, Adps in 2,5 x 10° pfu und
Kontrollgruppe mit Ad_.cz in 2,5 x 10° pfu. Mittelwerte + SEM in %ID.
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Tabelle 3-6 Kardiale Nuklidakkumulation in der Szintigraphie in %I1D

Tracer

Studiengruppen  Vektordosis (pfu) 123 9mTe
Ohne Perchlorat o

2,5x10 6,16 £ 0,51 5,03+0,43
Mit Perchlorat .

2,5 x 10° 2,86 + 0,03 2,54 +0,14"
Kontrollgruppe o

2,5x10 3,00 £ 0,02 2,63+£0,11

Fiir 1 40 min und **™Tc 70 min nach Tracerinjektion; Gruppen ohne/mit Perchlorat Vorbehandlung: Adus:

2,5 x 10° pfu; Kontrolle: Ad, .z, 2,5 x 10° pfu. Mittelwerte + SEM; n=3.

“ p<0,0001 vs. Gruppe | (Ohne Perchlorat), p=1,0 vs. Kontrollgruppe, * p<0,0001 vs. Gruppe | (Ohne

Perchlorat), p=1,0 vs. Kontrollgruppe.

Zeitaktivitatskurve globaler kardialer Tracerakkumulation
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Abbildung 3-11  Kardiale Nuklidakkumulationskurve 0-120 min nach Tracerinjektion von *#1 (links)
und *™Tc (rechts). Allen Gruppen wurde der entsprechende Vektor in 2,5 x 10”9 pfu 30h vorher
gespritzt. Die Adnnis + Perchlorat Gruppe erhielt 24, 8 und 4 Stunden vor Bildgebung Perchlorat oral

(n=3). Mittelwerte £ SEM in %ID.

Abbildung 3-11 zeigt die Zeitaktivitatskurven in der Herzregion fir die jeweilige
Versuchsgruppe links von Radioiod und rechts von Technetium-Pertechnetat bis 2 Stunden
nach Injektion. Allen Gruppen wurden 30 Stunden vor der Szintigraphie der jeweilige Vektor
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in der Hochstdosis von 2,5 x 10° pfu injiziert (n=3). Die Gruppen ,,Ad-hNIS + Perchlorat“
erhielt oral Natrium-Perchlorat 24, 8 und 4 Stunden vor der Bildgebung. Die kardiale
Radioiod- oder Technetium-Pertechnetat-Anreicherung unterscheidet von der mit Natrium-
Perchlorat vorbehandelten Gruppe und der Kontrollgruppe mit p<0,0001 hochsignifikant. Die
Werte in der Kontrollgruppe unterscheiden sich von den Werten in der mit Natrium-
Perchlorat vorbehandelten Gruppe nicht signifikant (p=1,0). Die Zeitaktivitatskurven beider
Radiotracer verlaufen in der mit Perchlorat vorbehandelten Gruppe auf Niveau der jeweiligen
Kontrollgruppe. Uber die gesamten 120 min der Bildgebung zeigen die mit Perchlorat
vorbehandelten Tiere einen Wash-Out von 16+1,28% (‘) bzw. 62+0,65% (**"Tc). Die
Werte der nicht mit Perchlorat vorbehandelten Gruppen sowie der Kontrollgruppen sind in
Tabelle 3-1 auf Seite 35 zu finden.

Tabelle 3-7 Zeitaktivitatsverlauf 0-120 min in der Szintigraphie nach oraler Perchlorat-
Gabe (%ID)

Aufnahme
Adnnis + 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Perchlorat
123|
(2,5x10° pfu)
326 292 298 28 297 295 290 287 286 289 287 2,79
Herz
+0,02 +0,06 0,03 +0,03 0,02 +0,03 0,01 +0,01 +0,01 0,03 =+0,08 0,09
143 142 137 137 136 135 134 133 132 132 133 1,32
Schilddriise
+0,05 +0,05 0,04 +0,05 0,04 +0,04 0,05 +0,04 +0,06 0,07 =+0,06 =+0,06
821 855 920 968 1047 11,19 11,62 12,07 12,13 12,19 12,32 12,35
Magen
+0,59 +0,56 0,65 +0,63 0,48 +0,55 0,61 0,77 0,64 0,64 =+0,71 0,67
99m-|—c
516 4,03 352 315 292 272 254 241 230 216 206 1,94
Herz
+0,31 +0,23 0,15 +0,11 0,13 0,14+ 0,14 +0,12 +0,90 0,40 =+0,80 0,15
1,79 168 161 149 135 129 124 120 1,17 1,13 1,10 1,06
Schilddriise
+0,06 +0,10 0,11 +0,11 0,10 0,07 0,05 +0,05 0,05 0,05 =+0,04 0,01
9,86 10,89 11,79 12,85 13,46 13,58 13,96 14,48 14,84 15,25 1552 15,78
Magen
+0,15 0,27 0,25 +0,40 +0,554 +0,46 0,16 +0,11 +0,29 0,32 =+0,49 0,65

Nuklidanreicherung 30h nach Adcmvnnis Und 4, 8, und 24 Stunden nach oraler Natrium-Perchlorat Gabe, Mittelwerte + SEM

in %ID.
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Zeitaktivitatskurve der Tracerakkumution in der Schilddriise
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Abbildung 3-12 Nuklidakkumulationskurve der Schilddrise 0-120 min p.i. in der Szintigraphie mit
(links) und **™Tc (rechts). Die Vektorinjektion erfolgte 30h vorher. Gruppen: Adps ohne und nach oraler
Natrium-Perchlorat-Gabe (4,8, 24h vorher) und Ad_.cz, jeweils in 2,5 x 10° pfu. n=3, Mittelwerte + SEM
in %ID.

Abbildung 3-12 zeigt die Zeitaktivitatskurven in der Schilddrise links von Radioiod und
rechts von Technetium-Pertechnetat bis 2 Stunden p.i. fiir die jeweilige Versuchsgruppe.

Die Radioiodakkumulation in der Schilddriise zwischen der mit Perchlorat vorbehandelten
Gruppe und der nicht vorbehandelten Gruppen (inkl. Kontrollgruppe) unterscheidet sich
signifikant (p<0,0001). Zwischen allen 3 Gruppen unterscheidet sich die thyroidale
Technetiumanreicherung statistisch signifikant mit p<0,0001.

Die mit Natrium-Perchlorat vorbehandelten Tiere zeigen in der Szintigraphie mit Radioiod
oder Technetium einen Kkontinuierlichen Akkumulationsabfall. AuBerdem kann kein
Anreicherungsmaxima 0-20 min nach Technetium Injektion beobachten werden. Der Wash-
Out in der Schilddruse fiir die vorbehandelten Gruppen betragt Gber den gesamten Zeitraum
von 120 min 8+3,03% fir *I und 41+1,52% fur *™Tc. Die Ergebnisse der nicht
vorbehandelten Gruppen und der Kontrollgruppen, sind in Tabelle 3-2, auf Seite 37 zu finden.
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Zeitakkumulationskurve der Tracerakkumulation im Magen
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Abbildung 3-13 Nuklidakkumulationskurve des Magens 0-120 min p.i. in der Szintigraphie mit '#I (links)
und ®"Tc (rechts). Die Vektorinjektion erfolgte 30h vorher. Gruppen: Adnws ohne und nach oraler
Natrium-Perchlorat-Gabe (4,8, 24h vorher) und Ad_.cz, jeweils in 2,5 x 10° pfu. n=3, Mittelwerte + SEM
in %ID.

Abbildung 3-13 zeigt die Zeitaktivitatskurven des Magens links von Radioiod und rechts von
Technetium-Pertechnetat bis 120 min p.i. flir die jeweilige Versuchsgruppe.

Die Radioiodakkumulation im Magen unterscheidet sich stark signifikant zwischen der mit
Natrium-Perchlorat vorbehandelten Gruppe, der nicht vorbehandelten Gruppe (p<0,0001) und
der Kontrollgruppe (p=0,003). Zwischen den nicht vorbehandelten Tieren gibt es einen
schwach signifikanten Unterschied (p=0,04).

Die Technetiumanreicherung im Magen der mit Perchlorat vorbehandelten Tiere weicht
signifikant von den nicht vorbehandelten Gruppen, der Adnnis Wie auch der Adiacz Gruppe,
mit p<0,0001 ab. Zwischen den nicht vorbehandelten Tieren gibt es einen schwach
signifikanten Unterschied (p=0,026).

Die Zeitaktivitatskurve nach '?I-Injektion verlauft bei den mit Natrium-Perchlorat
vorbehandelten Tieren im Gegensatz zu den nicht vorbehandelten Tieren auf einem
niedrigeren Niveau mit Plateaubildung bei 120 min p.i..

Die Technetiumanreicherung im Magen sinkt (ber die gesamten 120 min und hat ihr
Minimum am Ende der Bildgebung nicht erreicht.

In der Radioiodszintigraphie betrdgt der Wash-Out der Natrium-Perchlorat vorbehandelten
Tieren im Magen Uber 120 min p.i. 51£3,26%. In der Technetium-Pertechnetat-Szintigraphie
nimmt die Nuklidanreicherung im Magen der vorbehandelten Tiere tber 120 min p.i. um
60+5,97% zu. Die Werte der nicht mit Natrium-Perchlorat vorbehandelten Gruppen, inklusive
der Kontrollgruppen, sind in Tabelle 3-3 auf Seite 39 zu finden.
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3.5 Die kardiale in-vivo / ex-vivo Korrelationsanalyse
Kardiale Radiotracerakkumulation ex-vivo (Gammacounter)
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Abbildung 3-14 Kardiale Nuklidanreicherung ca. 3h nach Nuklidinjektion und ca. 30h nach
intramyokardialer Vektorinjektion, links fur 1'*® und rechts fur Tc®™. Gruppen I-1V: Adps, 1: 2,5 x 10°
pfu I1: 5,0 x 10° pfu 111: 1,0 x 10® pfu 1V: 2,0 x 10" pfu. Kontrolle: Ad .z, 2,5 x 10° pfu. 12. Tag: Adns 2,5
x 10° pfu 12 Tage nach Vektortransfektion. Gemessen im Gammacounter. Mittelwerte + SEM in %ID;

n=3; “n=1, "n=2.

Abbildung 3-14 zeigt ein Balkendiagramm, welches die Aktivitat in der Herzprobe in Prozent
injizierter Dosis fur Radioiod links und fiir Technetium-Pertechnetat rechts wiedergibt. Die
Messungen erfolgten ex-vivo im Gammacounter gut 3 Stunden nach Tracerinjektion. Das
Balkendiagramm zeigt die kardiale Nuklidaktivitat der Gruppen I-1V und der Kontrollgruppe
von links nach rechts. Die quantitativen Werte sind in Tabelle 3-8 aufgefiihrt. Die in-vivo und
ex-vivo Werte fiir die kardiale Nuklidanreicherung korrelieren gut.

Tabelle 3-8 Kardiale Nuklidakkumulation gemessen im Gammacounter in %ID

Tracer
Studiengruppen Vektordosis (pfu) 123 9mTe
Gruppe | .
PP 2,5 x 10° 2,15 0,92+0,18

Gruppe 11 .

5,0 x 108 1,16 0,39+0,15
Gruppe 111 6

1,0x10 0,21 +£0,04 0,33 0,02
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Gruppe IV ;

2,0x10 0,10 £ 0,01 0,13 +0,01
Zeitverlaufsgruppe
(12 Tag  nach 2,5 x10° - 0,10 £ 0,02
Vektortransfer)
Kontrollgruppe o .

2,5x10 0,13+ 0,01 0,15+ 0,03

Gruppen I-1V: Adis, I3 2,5 x 10° pfu 11: 5,0 x 108 pfu 111: 1,0 x 108 pfu IV: 2,0 x 10” pfu Zeitverlaufsgruppe: 2,5
x 10° pfu. Kontrolle: Ad,.cz, 2,5 x 10° pfu. Mittelwerte + SEM; n=3, " n=1 * n=2 (Gammacounter Fehler).

Die postmortem Analyse ergab eine signifikante Korrelation der In-vivo-Szintigraphie mit der
Ex-vivo-Gammacountermessung fiir die kardiale *™Tc Akkumulation (Rs=0,88 P<0,0001;
n=18). Auch fiir die kardiale '**I Akkumulation korrelierte die In-vivo-Szintigraphie
hochsignifikant mit der Ex-vivo-Gammacountermessung (Rs=0,90 P<0,0002; n=10).

Korrelation der globalen kardialen Nuklidakkumulation

123
" » 99m
7 | o 7 Te

(]

In-vivo Szintigraphie (%ID)
S

y=1,79x+2,35 y=3,33x+2,36

3 4 3

2 2 4@

1 1

0 . 0 T . . T
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Ex-vivo Gammacountermessung (%ID)

Abbildung 3-15 Korrelationsgraphen der kardialen Nuklidakkumulation fir das jeweilige Nuklid.
Szintigraphie (%1D) versus Gammacountermessung (%I1D). Spearman Korrelationskoeffizient fir '2I:
Rs=0,90 P<0,0002 n=10 und fur *"Tc: R:=0,88 P<0,0001.
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Tabelle 3-9 Korrelation in-vivo zu ex-vivo (Herzen)

Radiotracer

2 "¢
Studien- In-vivo Ex-vivo In-vivo Exvive
gruppen Szinitigraphie Gammacounter (%ID) Szinitigraphie Gammacounter (%ID)
(%ID) (%ID)
5,68 1,06
Gruppe | 6,71 2,149 5,46 0,86
4,00 0,485
3,6 0,349
Gruppe Il 447 1,159 4.4 0,609
3,96 0,202
2,46 0,124 2,82 0,313
Gruppe Il 2,53 0,211 3,4 0,38
2,98 0,283 3,9 0,308
2,23 0,081 2,87 0,155
Gruppe IV 2,51 0,109 2,51 0,132
2,44 0,101 2,87 0,112
2,63 0,099
Gruppe V keine Gruppen 2,13 0,062
2,72 0,057
N 2,95 0,214
Kontroll- 2,98 0,124
2,87 0,165
gruppe 2,97" 0,142
2,58 0,083

Kontrollgruppe: Adi sz 2,5 x 1079 pfu, Gruppe I-IV: Adyyis 2,5 x10M9, 5,0 x 1018, 1,0 x 10"8 und 2,0 x 10"7 pfu.
Mittelwerte + SEM in %ID; "ausgeschlossen aufgrund eines Gammacounterfehlers.
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3.6 Die Organbiodistribution

Auf Abbildung 3-16 ist die Biodistribution ausgewéhlter Gewebeproben fir Radioiod (links)
und Technetium-Pertechnetat (rechts) zu sehen. Die Tiere wurden im Mittel 3 Stunden nach
Tracerapplikation geopfert. Die Organproben wurden sofort entnommen und die Aktivitat im
Gammacounter gemessen. Die Aktivitat wird in Prozent injizierter Dosis pro Gramm Gewebe
angegeben. Die Schilddriisenwerte werden wegen Griinden der besseren Ubersichtlichkeit
weggelassen, sind jedoch in Tabelle 3-10 aufgefiihrt.

Biodistribution - Radiotracerakkumulation ex-vivo (Gammacounter)

{D 123| 99mTc

0 25 - ~-Gruppe | 2,5 - ~Gruppe |

SS —e-Gruppe Il ~e-Gruppe Il

C 20 - ~e-Gruppe IIl 20 4 ~e~Gruppe Il
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Abbildung 3-16 Nuklidanreicherung in den jeweiligen Organproben und Studiengruppe, gemessen im
Gammacounter ca. 3 Stunden nach Nuklidinjektion und 33-34 Stunden nach Vektorapplikation. Links
fir 121 und rechts fur ®°™Tc. Gruppen 1-1V: Adns, 13 2,5 x 10° pfu 11: 5,0 x 108 pfu I11: 1,0 x 10° pfu IV:
2,0 x 107 pfu und Kontrolle: Ad, .z, 2,5 x 10° pfu. Mittelwerte in %1D/g, n=3.

Bemerkung: Aufgrund mangelnder Probenzahl in der Kontrollgruppe sowie in den
Studiengruppen | und Il nach Radioiodinjektion ist die Prifung dieser Gruppen mit einem
statistischen Test nicht moglich bzw. sinnvoll.
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Tabelle 3-10 Biodistribution nach abgeschlossener Szintigraphie in %ID/g

Proben
Studiengruppe Blut Herz Niere Leber Lunge Muskel Milz Magen jf:sléd
23] 0d
Gruppe I”
0,43 2,27 0,28 0,23 0,70 0,18 0,87 0,71 50,18
(Adpis, 2,5x10° pfu)
Gruppe II”
0,46 1,63 0,35 0,22 0,30 0,07 0,36 0,65 51,63
(Adpis, 5,0x108 pfu)
Gruppe HI 0,22 0,25 0,17+ 0,08 0,12 0,03 0,11 0,49 28,57
(Adpis, 1,0x108 pfu) ~ +0,03 + 0,06 0,02 + 0,02 +0,03 +0,003 £0,01 + 0,08 +2,24
Gruppe IV 0,26 0,13 0,15 0,10 0,14 0,03 0,11 0,60 47,27
(Adis, 2,0x10"pfu)  +£0,02 +0,008 +0003 +0,01 +0006 +0,002 +0,006 +0,11 +9.31
Kontrollgruppe® 0,61 0,17 0,37 0,24 0,36 0,09 0,25 0,72 49,88
(Adiacz, 2,5x10° pfu) ~ +0,01 +0,00 +0,03 +0,01 +0,01 +0,01 +0,00 +0,22  +18,23
99mTC
Gruppe | 1,26 131 1,14 0,89 1,13 0,35 1,05 095 3788+
(Adws 25x10°pfu)  £0,10  +028  +004 +013 +037 +008 +029 +010 464
Gruppe Il 1,17 0,58 1,34 0,93 1,00 0,25 0,45 1,45 49,77
(Adpnis, 5,0x108 pfu) ~ + 0,05 +0,19 +0,05 +0,05 +0,17 +0,051 £0,02 + 0,60 +5,30
Gruppe HI 0,55 0,44 0,73 0,49 0,45 0,07 0,20 1,48 32,34
(Adpnis, 1,0x10% pfu) ~ +0,07 +0,02 +0,02 +0,05 +0,12 +0,002 +0,01 +0,12 +4,34
Gruppe IV 0,41 0,16 0,64 0,42 0,22 0,07 0,15 0,76 28,43
(Adpnis, 2,0x10" pfu) ~ +0,01 +0,02 +0,02 +0,08 +0,03 +0,02 +0,01 +0,10 +1,63
Gruppe V 0,33 0,09 0,70 0,40 0,17 0,06 0,11 0,84 30,78
(Adpnis 4,0x10° pfu) ~ + 0,04 +0,02 +0,05 + 0,07 +0,02 +0,01 +0,01 + 0,07 +7,90
Kontrollgruppe 0,58 0,19 0,77 0,43 0,32 0,11 0,18 111 3079+
(Adixz 25x10°pfu)  £0,09  +0,04  +002 +004 +004 +002 +003 =+018 853
Organproben wurden im Gammacounter gemessen, Mittelwerte £ SEM in %1D/g; n=3, “n=1, *n=2
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Die Vektordosis zwischen den Gruppen |-V verringert sich jeweils um den Faktor 5 mit max.
Adcmvonis in 2,5 x 10° pfu in der Gruppe | und min. 4,0 x 10° pfu in der Gruppe V. Fiir die
Kontrollgruppe wurde der Adcmv-Lacz in 2,5 x 10° pfu benutzt. Die Gruppe V wurde nur nach
9MT¢ Injektion untersucht.

Blutproben

Die Radioioddosis im Blut der Gruppe | liegt auf dem Niveau der Gruppe Il und die
Nuklidkonzentration der Gruppen Il und IV ist um 50% niedriger, wohingegen die
Radioioddosis in der Kontrollgruppe mit 0,61+0,01%ID/g 50% grol3er ist als in der Gruppe |
und II.

Die Nuklidkonzentrationen unterscheiden sich deutlich und es ist keine Korrelation zum
applizierten VVektor oder der Vektordosis erkennbar.

Die Technetium-Pertechnetat Konzentration im Blut der Studiengruppe I und Il unterscheidet
sich zu den Gruppen I11-V und der Kontrollgruppe signifikant (p<0,001). Jedoch gibt es
keinen signifikanten Unterschied zwischen der Gruppe | und Il und zwischen den Gruppen
[11-V und der Kontrollgruppe.

Herzproben

Die Radioiodkonzentration liegt in der Gruppe Il um ca. 30% niedriger als in der Gruppe |
und ca. 650% hdoher als in der Gruppe Ill. Die Radioiodkonzentration in der Gruppe 1V ist
25% niedriger und in der Gruppe I11 50% hoher als in der Kontrollgruppe. So lasst sich eine
niedrige Adnnis spezifische Nuklidanreicherung in der Gruppe I11 noch vermuten.

Die Ergebnisse zeigen, dass die Aktivitdt mit dem applizierten Vektor und dessen Dosis
korrelieren. Der Unterschied zwischen der Gruppe | und Il fallt geringer aus als erwartet und
die Radioiodkonzentration der Gruppe 1V liegt unterhalb des Kontrollniveaus.

Im Post-Hoc-Mehrfachvergleich unterscheidet sich die Technetiumkonzentration in den
Herzproben nach **™Technetium-Injektion der Studiengruppen I, 11 und 111 zu der Gruppe IV
und der Kontrollgruppe signifikant (p<0,03). Jedoch gibt es keinen signifikanten Unterschied
zwischen der Gruppe Il und 111 und zwischen den Gruppen IV, V und der Kontrollgruppe. Die
Aktivitat korreliert mit dem applizierten Vektor und dessen Dosis und ist Adnis spezifisch.
Der Unterschied zwischen der Gruppe Il und 11 fallt geringer aus als erwartet.

Die kardiale Nuklidanreicherung ist in der Gruppe | nach i.v. Radioiodinjektion um das 1,7
fache hoher als nach i.v. Technetium-Pertechnetat-Injektion und die Radioiodgruppe 1l liegt
mit 1,63%I1D/g zu 1,31+0,28%ID/g in der Technetium-Pertechnetat-Gruppe | oberhalb dieser.
Hingegen ist die kardiale Technetiumakkumulation im Gegensatz zur Radioiodakkumulation
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in der Gruppe 111 mit 0,44+0,02%I1D/g zu 0,25+0,06%I1D/g um das 2fache hoher und liegt um
130% uber dem der Kontrollgruppe.

Nieren- und Leberproben

In den Radioiodgruppen liegt die Nuklidanreicherung in den Gruppen I und 11 bereits auf dem
Niveau der Kontrollgruppe. Die Akkumulation in den Gruppen 111 und IV ist 50% niedriger.
Es ist keine Korrelation mit dem applizierten Vektor oder der Vektordosis erkennbar.

Nach i.v. ®™Technetiuminjektion unterscheidet sich die Aktivitat in den Nierenproben
(p<0,007) und Leberproben (p<0,03) der Studiengruppe I und Il zu den Gruppen 111-V und
der Kontrollgruppe signifikant (p<0,03). Jedoch gibt es keinen signifikanten Unterschied
zwischen der Gruppe I und 11 und zwischen den Gruppen I11-V und der Kontrollgruppe.

Damit verhalten sich die Werte dhnlich der Blutwerte und eine sichere Korrelation zur
applizierten Vektordosis bzw. Vektortyp ist nicht moglich.

Die Radioiodanreicherung in den Nieren- und Leberproben liegt unterhalb der Blutwerte. Und
die Technetium-Pertechnetat-Anreicherung liegt auf dem Niveau der Blutwerte.

Muskelprobe

Die Radioiodakkumulation der Gruppe | ist ca. das 2-fache der Gruppe Il und der
Kontrollgruppe, welche ihrerseits ca. das 2-fache der Gruppen 111 und 1V sind.

Es ist keine Korrelation mit dem applizierten Vektor oder der Vektordosis erkennbar.

Die Technetium-Pertechnetat Konzentration im Muskel der Studiengruppen | und Il
unterscheidet sich zu den Gruppen I11-V und der Kontrollgruppe signifikant (p<0,039). Es
gibt keinen signifikanten Unterschied zwischen der Gruppe | und Il und zwischen den
Gruppen 111-V und der Kontrollgruppe. Die Werte liegen unterhalb der Blutwerte.

Es ist keine Korrelation mit dem applizierten VVektor oder der Vektordosis erkennbar.

Lungenproben

Die Radioiodkonzentration in der Gruppe | ist das 2,3-fache als in der Gruppe Il, welche mit
0,30%ID/g auf dem Niveau der Kontrollgruppe (0,36£0,01%ID/g) liegt. Die
Nuklidanreicherung der beiden Gruppen Il und IV ist um 50% niedriger. Die
Radioiodkonzentration in der Gruppe | ist mit 0,70%I1D/g auf Niveau der Magenakkumulation
(0,71%ID/qg).
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Die Aktivitat in den Proben nach i.v. *™Technetiumapplikation ist in der Gruppe | und Il
signifikant zu den brigen Gruppen erhoht (p<0.044), wobei sich die Gruppe | und Il nicht
signifikant voneinander unterscheiden.

Die Ergebnisse nach Radioiod- und Technetiuminjektion sprechen fiir eine Adnis spezifische
Nuklidanreicherung in der Radioiodgruppe | und den Technetiumgruppen I und I1.

Milzproben

Die Radioiodkonzentration in der Gruppe | ist das 2,4-fache der Gruppe Il, welche mit
0,36%ID/g oberhalb der Kontrollgruppe (0,25+0,00%I1D/qg) liegt. Die Nuklidanreicherung der
Gruppen 111 und 1V ist um 56% niedriger. Die Radioiodkonzentration in der Gruppe | ist mit
0,87%ID/g oberhalb der Magenakkumulation (0,71%ID/g).

Im Post-Hoc-Mehrfachvergleich unterscheidet sich die Aktivitat in den Milzproben nach
%¥MTechnetium-Injektion der Studiengruppe | und 1l zu den Gruppen I11-V und der
Kontrollgruppe signifikant (p<0,023). Es gibt keinen signifikanten Unterschied zwischen den
Gruppen 111-V und der Kontrollgruppe.

Die Ergebnisse nach Radioiod- und Technetiuminjektion sprechen fiir eine Adnis spezifische
Nuklidanreicherung in den Gruppen I und II.

Magenproben

Die Radioiodanreicherung in den Magenproben unterscheiden sich mit ca. £15% nur gering.
Das entspricht der Streuung innerhalb derselben Gruppe.

Die Technetiumakkumulation zeigt keinen signifikanten Unterschied zwischen den Gruppe
mit p=0,383.

Schilddrisenproben

Die Radioiodanreicherung der Schilddrusenproben in der Gruppe Il entspricht ca. der Hélfte
der tbrigen Gruppen.

Die Technetiumakkumulation zeigt keinen signifikanten Unterschied zwischen den Gruppen
I-1VV und der Kontrollgruppe p>0,7.
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Zusammenfassung der Biodistribution:

- In Abhéngigkeit vom Vektor und dessen Dosis findet sich eine gesteigerte
Nuklidanreicherung kardial in den Gruppen I-I1I.

- Die kardiale Nuklidakkumulation ist in der Gruppe | nach Radioiodinjektion am
hochsten mit 2,27%ID/g (1,31+/-0,28%ID/g nach ®"Technetium-Injektion).

- Inder Gruppe Il ist die kardiale Nuklidanreicherung nach Radioiod gering oberhalb
dem Kontrollniveau, wohingegen nach Technetiuminjektion diese gut das 2fache
betragt.

- Die Ergebnisse korrelieren gut mit den in vivo Werten.

- Nur in der Milz und der Lunge kann eine Adnnis spezifische Nuklidanreicherung in
den Guppen I und Il nachgewiesen werden, wobei die Radioiodanreicherung in der
Lunge nur in Gruppe | erhoht ist.

- Die Nuklidanreicherung im Magen und der Schilddriise ist erwartungsgemal? hoch
und ohne Korrelation zum applizierten Vektor und dessen Dosis.
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3.7 Die Histologie

3.7.1 Der visuelle Vektornachweis

Die Autoradiographie zeigt in den Herzen der Adyis-injizierten Tiere Areale mit spezifischer
Traceranreicherung, wohingegen diese Areale in den Herzen der Adiacz-injizierten
Kontrolltiere fehlen (Abbildung 3-17).

AthIS AdLacZ

anterior

Autoradiographie

Beta-Gal-
Farbung

posteroir

Abbildung 3-17 Koronare Gewebeschnitte von zwei reprasentativen Rattenherzen 33-34 Stunden nach
intramyokardialer Adpys- (1,0x1078 pfu, links) und nach Ady .. (2,5x1079 pfu rechts) Injektion. In der
oberen Reihe sind die Autoradiographiebilder und in der unteren Reihe der dazugehoérige H.E
Gewebeschnitt nach X-Gal Inkubation zu sehen. 3-4 Stunden vor der Gewebepraparation wurde mit
¥MT¢ szintigraphiert.

Abbildung 3-17 zeigt benachbarte reprasentative koronare Gewebeschnitte von zwei
Rattenherzen, in der oberen Reihe das Autoradiographiebild und in der unteren Reihe die
dazugehdrige Fotographie nach H.E. Gewebefarbung und X-Gal Inkubation. Die Bilder auf
der linken Seite zeigen Gewebeschnitte nach intramyokardialer Adnnis- (1,0x1078 pfu) und
auf der rechten Seite nach Adiacz- (2,5x1079 pfu) Injektion. Die Vektoren wurden 34 Stunden
vor der Gewebepraparation gespritzt. Es wurde 3,5 Stunden vor der Gewebepraparation mit
9mTc szintigraphiert.
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Auf dem Autoradiographiebild des Adnis-transfizierten Tieres ist im Bereich der lateralen
Herzhinterwand eine deutliche Nuklidanreicherung zu sehen, jedoch auf dem dazugehdrigen
H.E. gefarbten Gewebeschnitt keine B-Gal Farbung. Spiegelbildlich verhélt es sich bei dem
Ad acz-transfizierten Rattenherz. Auf dem Autoradiographiebild ist keine fokale oder
spezifische Nuklidakkumulation zu erkennen, jedoch der H.E. gefarbte Gewebeschnitt zeigt
das B-Galaktosidase Farbprodukt.

3.7.2 Die Korrelation von Nuklidanreicherung und Vektordosis in der
Autoradiographie

Korrelation zwischen Nuklidakkumulation und Vektordosis

"y e 4
-~ BV 2Py

pfu 2,5x10"9  5,0x10"8 1,0 x 1078 2,0x1077 4,0x10"6  2,5x1079
12. Tag

Abbildung 3-18: Autoradiographiebilder koronarer Gewebeschnitte von repréasentativen Rattenherzen
fir 1 in der oberen Reihe und fir *™Tc in der unteren Reihe. 34 Stunden nach intramyokardialer
Injektion von Adnnis von links nach rechts mit absteigendem Titer. Die Gewebeschnitte wurden 3-4
Stunden nach Nuklidinjektion gefroren und geschnitten. Das letzte Bild in der unteren Reihe zeigt einen
koronaren Gewebeschnitt eines Rattenherzens aus der Zeitverlaufsstudie. Es wurde zuletzt am 12. Tag
nach Transfektion mit ®™Tc szintigraphiert und anschlieBend das Rattenherz prapariert. Belichtungszeit
ca. 20 Stunden.

Abbildung 3-18 zeigt Autoradiographiebilder koronarer Gewebeschnitte reprasentativer
Rattenherzen 34 Stunden nach myokardialer Injektion des Adnnis Vektors in abnehmender
Konzentration von links nach rechts (Ausnahme letztes Bildes rechts unten, hier wurde der
Vektor in maximaler Dosis bereits 12 Tage vorher injiziert). Die obere Reihe stellt die
Autoradiographiebilder nach Szintigraphie mit **I und die untere mit **™Tc dar. Die Herzen
wurden 3,5 Stunden nach Nuklidinjektion prépariert. Der Autoradiographiefilm wurde fur 20
Stunden belichtet.

Die Autoradiographiebilder nach Szintigraphie, sowohl mit *#l, als auch mit *™Tc zeigen
eine fokale Nuklidanreicherung, welche mit abnehmendem Vektortiter sowohl in der
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maximalen Konzentration als auch transversalen Ausdehnung abnimmt. Es kann eine fokale
Nuklidanreicherung nach Adnwis-Infektion mit 2,5x10°, 5,0x108, 1,0x10%, 2,0x107, 4,0x10°
pfu beobachtet werden. Ebenfalls kann eine fokale *™Tc-Anreicherung 12 Tage nach
Infektion von Adnis in maximaler Dosis von 2,5 x 10° pfu detektiert werden.

Die lokale Nuklidanreicherung zeigt bei hoheren Adnnis Vektortitern betont unscharfe
Grenzen. Am starksten ist dieser Effekt nach Radioiodszintigraphie in der hochsten Adnis-
Dosis Gruppe (2,5x10%-pfu)zu beobachten.

In Tabelle 3-11 sind die Mittelwerte fur die Studiengruppen 1-V, inklusive der
Zeitverlaufsstudie, aufgefuihrt, welche das Verhaltnis der maximalen Filmschwéarzung im
Bereich der Injektionsstelle zum benachbarten Gewebe reprasentieren.

Tabelle 3-11 Autoradiographie Injektionsregion / Hintergrund Quotient

Tracer

Studiengruppen Zeit nach Opferung 123 -
Adhnis [h]
Gruppe |

o 3,5 15,50 + 0,72 15,32 £+ 3,62
(2,5 x 107 pfu)
Gruppe 11 .

PP o 3,5 18,81 9,99 + 3,57"

(5,0 x 10° pfu)
Gruppe 11

o 3,5 17,62 + 3,03 18,10 + 0,46
(1,0 x 10° pfu)
Gruppe IV .\

; 3,5 7,91 +0,13 6,14 + 1,18
(2,0 x 10" pfu)
Gruppe V

5 3,5 - 2,35+ 0,64
(4,0 x 10° pfu)
Zeitverlaufsgruppe 3,5

o oribp - 2,03+0,66"
(2,5 x 107 pfu)

Mittelwerte + SEM; n=3, * n=2, “n=1.

34 Stunden nach der intramyokardialen Adnnis-Injektion betragt im Mittel der Quotient

»injection to remote region* nach Szintigraphie mit Radioiod fiir die Studiengruppen I-1V
15,50 + 0,72, 18,81, 17,62 + 3,03 und 7,91 +0,13. Der Post-Hoc-Mehrfachvergleich nach
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Bonferroni zeigt zwischen den Gruppen I-111 keine signifikanten Unterschiede. Die Gruppe I11
und IV unterscheiden sich signifikant mit p=0,026.

Nach Szintigraphie mit *™Tc betragen die Werte der Gruppen 1-V und der Zeitverlaufsstudie-
Gruppe im Mittel 15,32 + 3,62, 9,99 + 3,57, 18,10 + 0,46, 6,14 + 1,18, 2,35 + 0,64 und 2,03
0,66. Der Post-Hoc-Mehrfachvergleich nach Bonferroni zeigt zwischen den Gruppen I-I11
keine signifikanten Unterschiede. Die Gruppe Ill und IV unterscheiden sich signifikant mit
p=0,026.

3.8 Zusammenfassung der Ergebnisse

Wie gut eignet sich das Natrium lodid Symporter Gene zur Uberwachung einer
Genexpression im Rattenherz?

In der dynamischen Szintigraphie bis 2 Stunden nach Nuklidinjektion konnte sowohl nach
Radioiod- als auch Technetium 99m-Pertechnetatinjektion eine signifikant hohere
Nuklidanreicherung in der Herz ROI der NIS transfizierten Ratten als in der Kontrollgruppe
beobachtet werden. Die Zeitaktivitdtskurven in den Schilddrisen- und Magen-ROI zeigten
den zu erwartenden Verlauf ohne Nachweis eines signifikanten Unterschiedes zwischen den
Vektortiter Gruppen der jeweiligen Nuklidgruppe

Die hoher der Nuklidanreicherung in der Herz ROI Kkorreliert mit dem applizierten
Vektortiter.

Die minimal noétige Vektordosis zur Visualisierung der NIS Expression lag im aktuellen
Versuchsaufbau in der Radioiodszintigraphie bei 5,0 x 10® pfu und in der Szintigraphie mit
Technetium 99m-Pertechnetat bei 1,0 x 10° pfu.

In der Szintigraphie mit Technetium 99m-Pertechnetat konnte eine signifikant erhdhte
kardiale Nuklidanreicherung vom 1 bis 5 Tag nach Vektorinjektion nachgewiesen werden,
welche am 1. Tag p.i. ihr Maximum erreichte.

Die spezifische NIS Inhibition mit Perchlorat-Pertechnetat liel sich ebenfalls nachweisen.
Die in-vivo Ergebnisse korrelierten gut mit den ex-vivo Ergebnissen.

In der Biodistribution konnte fur beide Nuklide in den beiden hdchsten Titergruppen (2,5 x
10° und 5,0 x 10° pfu) eine nachweislich vektorabhangige Nuklidanreicherung (exklusive der
Herzproben) in der Lunge und der Milz gefunden werden.

In der Autoradiographie und histologischen Féarbung konnte der Kontrollvektor bzw. der NIS
Vektor nachgewiesen bzw. eine versehentliche Kontamination ausgeschlossen werden.

Die maximale Nuklidanreicherung in den Autoradiographiebildern korrelierte nicht sehr gut
mit den applizierten Vektortitern, welches bei fehlendem Nuklidtrapping in der Zelle auf ein
rasches Wash-out zurtick zu fuhren ist.
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Somit hat die vorliegende Studie sehr gut die Machbarkeit NIS Genexpression mit
konventioneller Szintigraphie Technik zu tberwachen gezeigt. Auch eine nicht spezifische
Nuklidanreicherung konnte in-vivo und ex-vivo ausgeschlossen werden. Die Ergebnisse
passen zu den Ergebnissen dhnlicher Studien.
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4 Diskussion

Die Maoglichkeit das Natrium-lodid-Symporter-Gen auf beliebige Zellen zu Ubertragen
ermoglicht die spezifische Bildgebung und in der Onkologie sogar tumorizide Therapie (19,
36, 85). Zuné&chst konzentrierte sich die Forschung auf Krebszellen, weil das lodisotop 131
(**'1) neben der Gammastrahlung auch eine Betastrahlung besitzt, welche sich bereits zur
tumorziden Therapie einiger Schilddriisenkrebtypen bewahrt hat. Unsere Arbeit zeigt jedoch,
dass das Natrium-lodid-Symporter-Gen auch in der kardiovaskuldren Forschung als
Reportergen zur molekularen Bildgebung eingesetzt werden kann.

4.1 Ergebnisse

4.1.1 Die spezifische Nuklidanreicherung durch NIS nach Gentransfer

In der vorliegenden Arbeit konnte zu Beginn der Radioiodszintigraphie eine kardiale
Nuklidanreicherung von 6,4 %ID und zu Beginn der Technetiumszintigraphie von 7,7 %ID
nachgewiesen werden. Im Gammacounter ergab das fir Radioiod eine 2,3%ID/g und fur
Technetium eine 1,3%ID/g Anreicherung. Es handelt sich um ein Rattenmodell. Die
Bildgebung erfolgte ca. 30 Stunden nach intramyokardialer Adenovektorinjektion (AdhNIS in
max. 2,5 x 109 pfu).

Es ist mdglich, den Verlauf der humanen Natrium-lodid-Symporter Aktivitat durch
wiederholte Szintigrafie darzustellen. Bekannter Weise werden die transfizierten Zellen von
dem Wirtsimmunsystem eliminiert. Der Adenovektor selbst, der Zytomegalie-Promoter und
in der Ratte das artfremde humane Natrium-lodid-Symporter-Gen rufen eine Immunreaktion
hervor und resultieren damit in einer spateren Elimination des Genproduktes. Eine spezifische
kardiale Technetiumanreicherung konnte gut bis zum flinften und gerade noch am achten Tag
nach AdhNIS-Injektion registriert werden.

Boland et al. (15) untersuchte den adenoviral-vermittelten NIS Gentransfer in Tumorzellen
zur zielgerichteten Radioiodtherapie u.a. im Mausmodell. Im Gegensatz zu unserer Studie
verwendete er den Natrium-lodid-Symporter der Ratte rNIS. Der AdrNIS Vektor wurde in
einer Konzentration von 2 x 10° pfu direkt in den Tumor der Mause injiziert. Es resultierte 90
min nach i.p. Nuklidinjektion eine 10,5 %ID/g Radioiodanreicherung im Tumorgewebe
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(SiHa'" und MCF7® Zellen), gemessen ex-vivo im Gammacounter. Heltemes et al (39)
konnten zeigen, dass der Natrium-lodid-Symporter der Ratte je nach Gewebe eine 1,3 bis 5,1-
fach starkere Radioiodanreicherung als der Natrium-lodid-Symporter des Menschen erreicht.
Und Mitrofanova et al (61) konnte zeigen, dass das rNIS somit eine deutliche
Nuklidreduktion zur erfolgreichen tumorziden Therapie im Mausmodell ermdglicht. Spitzweg
et al. (86) konnte erstmals nachweisen, dass es mdglich ist, eine therapeutische Radioioddosis
nach hNIS Gentransfer auch in Prostatakarzinom Xenotransplantaten im Nacktmausmodell zu
erreichen. Sie injizierte den gleichen Vektor wie in unserer Studie, Adscmv-hnis In die
Prostatakarzinom Xenotransplantate. Es resultierte eine in vivo Radioiodanreicherung von
20,2+11,4 %ID in der Szintigraphie. Barton et al (6, 7) untersuchte 2003 die Genexpression
nach  Injektion des  replikationskompetenten AdyCD/mutTKsrggrep-hN.519 und  des
replikationsinkompetenten Adcmv-rinnis in die Prostata im Hunde- und Mausmodell. Die
Bildgebung erfolgte 4 Stunden nach i.v. *™Tc Applikation mit der SPECT/CT und der
planaren Szintigrafie. Die Genexpression gipfelte am 2. Tag nach Vektorinjektion und konnte
am 7. Tag nicht mehr in-vivo festgestellt werden. Die minimal bendtigte Vektordosis lag bei
1,0 x 10® vp®. Im Vergleich zur nicht infizierten Prostata lag die Nuklidakkumulation um das
3 bis 6 fache héher und im Vergleich zum replikationsinkompetenten Adenovektor um das 3
fache héher. In der in-vivo Bildgebung konnte bereits am 5. Tag nach Injektion des Adcmy-
rinis keine spezifische Nuklidakkumulation mehr festgestellt werden. In einer folgenden
klinischen Phase | Studie untersuchte Barton et al 2008 die Sicherheit und Machbarkeit den
Gentransfers durch hNIS Expression am Menschenmodell zu tberwachen. Die Ergebnisse
sprechen flr eine gute Machbarkeit und Sicherheit (6).

Groot-Wassink et al. (34) konnte erstmals im Rattentiermodel mit der PET eine
Radioiodanreicherung in verschiedenen Tumorxenotransplantaten von 3,48 bis 7,55 %ID/g
Tumorgewebe nachweisen. Der Vektor Adcmv-nnis Wurde intravends in einer Dosis von 1,0 X
107 — 108 gfu?! injiziert.

In einer anderen Arbeit von K.H. Lee et al (53) erfolgte die Admisecre®> Injektion nach
Sternotomie direkt myokardial (Rattenmodell). Die hNIS Gene Expression wurde ebenfalls
durch den Zytomegalie-Virus-Promoter (CMV) reguliert. Die in vivo Bildgebung wurde am
4. Tag (unsere Studie: 2.Tag) nach intramyokardialer Injektion mit der konventionellen
Szintigrafie durchgefuhrt. Im Vergleich zu unserer Studie wurde die 2,5 fache Radioioddosis

7 SiHa Plattenepithelkarzinom der Zervix
8 MCF7 Adenokarzinom der Mamma

19 AdycomutTksraarep-nnis - Replikations kompetenter Adenovektor, welcher fur die Hefe Cytosin Desaminase/das
mutierte Thymidinkinasegen sr39 und hNIS kodiert.

2 \/p Gesamtheit der Virus Partikel (infektidse und defekte) Verhaltnis vp/pfu betragt gewdhnlich 20-50:1
2L GFU Green Fluorescence Units (Einheit der Vektormenge, dhnlich pfu)

22 Adinis.ecre Adenovektor, welcher fir NIS und EGFP (Enhanced Green Fluorescent Protein) kodiert.
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pro Gram Korpergewicht injiziert. Die Aufnahmezeit pro Bild war 50% langer und der
sensitivere Pinhole-Kollimator wurde verwendet. Quantitativ lassen sich die Ergebnisse nicht
vergleichen. Lee et al berechnete die spezifische kardiale Nuklidakkumulation als Quotient
aus der Aktivitat der kardial zu der mediastinal gelegenen ROI. Der erste Messwert wurde 5
Minuten nach Nuklidinjektion erfasst und als 100% definiert. Der durchschnittliche
Radioiodefflux tiber 180 Minuten nach Nuklidinjektion wird mit 3,3+0,8%/h angegeben, das
entspricht ca. 1/9 unserer Werte. Jedoch zeigt die Grafik, dass der Efflux in der ersten Stunde
am groften ist und 2 Stunden nach Nuklidinjektion nahezu sistiert. Das Kurvenverhalten
ahnelt insgesamt unseren Ergebnissen. In der Pinhole-Szintigraphie konnten Vektordosen von
minimal 3x10° pfu nachgewiesen werden. Die szintigraphische Nachweisschwelle liegt um
zwei Zehnerpotenzen bzw. /a0 niedriger als in unseren Versuchen. Die Genexpression
gipfelte am 4. Tag (unsere Studie: 2. Tag) und es konnte am 9. Tag nach Vektorapplikation
keine hNIS Aktivitat mit der Szintigraphie in vivo mehr beobachtete werden.

In einer weiteren Arbeit (52) untersuchte K.H. Lee et al die Auswirkung auf die
Herzzellfunktion. Es gab keinen Anhalt fiir eine beeintréchtigte Zellfunktion.

Inubushi et al (46) untersuchten die spezifische kardiale Nuklidanreicherung von 18F-
FHBG23 nach Thorakotomie und myokardialer Injektion von AACMV-HSV1-sr39tk in einer
Dosis von 1,0 x 10° bis 10° pfu. Die Bildbebung erfolgte am 3. bis 17. Tag nach myokardialer
Vektorinjektion mit der Micro-PET?. Die kardiale Nuklidakkumulation gipfelte zwischen
dem 3. und 5. Tag. Am 10. Tag nach Vektorinjektion konnte keine spezifische kardiale
Nuklidanreicherung mehr beobachtet werden. Der minimal erfassbare Vektortiter lag bei
einer Dosis von 1,0 x 107 pfu.

Miyagawa et al (62) untersuchte im gleichen Versuchsmodell (wie in dieser Arbeit) die
Bildgebung mit der ***I PET und verglich die Ergebnisse fir den Natrium-lodid-Symporter
mit den Ergebnissen fir das HSV1-TK und HSV1-sr39Tk. In den ersten 30 min nach
Radioiodapplikation wurde nur ein sehr geringer kardialer Nuklidefflux beobachtet. Ein
gleichsinniger Kurvenverlauf wurde in der vorliegenden Arbeit in der Adus in 2,5 x 10° pfu
Gruppe beobachtet.

Die PET akquirierte kardial eine spezifische Radioiodakkumulation (***I) von ca. 2,5
%ID/mL (Kontrolltiere ca. 0,8 %ID/mL) (unsere Studie 6,4 %ID Kdrperdosis) bereits in der
ersten Aufnahme (10 min p.i.), welche ihr absolutes und relatives Maximum in der vierten
Aufnahme (30-40 Minuten) mit ca. 3,6 %ID/ml (Kontrolltiere ca. 0,6 %ID/ml) erreichte und
120 Minuten nach Nuklidinjektion einen Efflux von 22,3+6,9% (unsere Studie: 25+0,06%)
aufweist. In der PET lasst sich gegenuiber den Kontrolltieren eine um den Faktor 6,88 (unsere
Studie: Faktor 2,06) gesteigerte kardiale Nuklidakkumulation feststellen. Die PET st
wesentlich sensitiver und die Szintigrafie ist als 2-dimensionelles Bildverfahren immer ein
Summationsbild aus spezifischer und benachbart unspezifischer Aktivitat.

B E_FHBG 9-(4-"°Fluoro-3-Hydroxymethylbutyl)-Guanin

2 Micro-PET Kleintier Positron-Emissions-Tomographie
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Ricci et al (74) untersuchte wie gut sich der Natrium-lodid-Symporter als Reporter Gen beim
transplantierten Herzen im Rattenmodel eignet. Er verwendete einen Adenovektor, welcher
zusitzlich zum hNIS entweder hCEA® oder BhCG?® trug. Die Bildgebung erfolgte mit der
SPECT/CT am 5., 10. und 15. Tag postoperativ. Die Transplantatherzen wurden 30 min vor
Implantation mit der Vektorlosung perfundiert. Es resultierte eine maximale
Nuklidanreicherung von 1,1 bis 1,2 %ID/g '®I am 5. Tag. Eine spezifische
Nuklidakkumulation konnte noch am 10. Tag, jedoch nicht mehr am 15. Tag nachgewiesen
werden. Insgesamt zeigte sich das NIS vor allem gegeniiber dem Serummarker BhCG
uberlegen.

Yang et al (98) konnte im Rattenmodell in der *™Tc Szintigraphie die Natrium-lodid-
Symporter Aktivitat nach Injektion des Adcwmv-mus in einer Dosis von 1,0 x 10° pfu, jedoch
nicht mehr bei einer Konzentration von 2,0 x 10® pfu nachweisen.

4.1.2 Die physiologische Nuklidanreicherung in der Schilddriise und im
Magen

In den dynamischen Aufnahmen Gber 2 Stunden nach intravendser Nuklidinjektion zeigte die
lod- und Technetiumanreicherung in der Schilddrisen und der Magen-ROI bei allen
Versuchsgruppen den zu erwartenden Verlauf (1, 23, 70, 87).

Waéhrend nach lod Applikation die Nuklidanreicherung in der Schilddriise kontinuierlich
ansteigt, fallt diese nach Technetium Applikation. lod wird in den Schilddrisenzellen
metabolisiert und verbleibt im Gegensatz zum Technetium in der Zelle. Im Magen zeigten
beide Nuklidgruppen eine deutliche Nuklidanreicherung, welche 2 Stunden nach Injektion ihr
Maximum bzw. Plateau noch nicht erreicht hatte. Insgesamt war die Technetiumakkumulation
im Magen starker als die Radioiodakkumulation.

4.1.3 Organbiodistribution

Die Messergebnisse flr die Blut- und Schilddrisengewebeproben weichen von Gruppe zu
Gruppe erheblich voneinander ab. Bei dem Studiendesign mit der GruppengréfRe n=3 ist das

 hCEA humanes karkinoembryonisches Antigen

% BhCG beta humanes chorionisches Gonadotropin
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nicht unerwartet. Die unterschiedlichen Schilddriisen- und Blutwerte sprechen fiir eine
unterschiedliche Stoffwechsellage der Versuchstiere. Es wurde eine extrakardiale Adnnis
spezifische Nuklidanreicherung in der Milz und der Lunge in den Adhwis Gruppen in 2,5 x 10°
und 5,0 x 10° pfu, jedoch nicht mehr bei 1,0 x 10® pfu, beobachtet. Diese korrelierte mit der
Vektordosis. Eine nicht Vektor induzierte erhdhte Nuklidanreicherung wurde wie erwartet im
Magen und in der Schilddrise gesehen. Die kardiale Adnnis spezifische Nuklidakkumulation
korreliert gut mit der applizierten Vektordosis fir Radioiod und Technetium Pertechnetat. Die
Technetiumgruppen I-111 liegen signifikant tUber dem Kontrollniveau (p<0.03). Aufgrund
fehlender Gammacounterwerte ist eine statistische Auswertung nach Radioiodapplikation
nicht moglich. Im Gegensatz zu den Technetiumgruppen ist die Kkardiale
Radioiodanreicherung in der Gruppe | um das 1,7-fache hoher (2,27%ID/g zu
1,31+0,28%ID/qg), jedoch in der Gruppe Il1 nur noch gering Gber dem Kontrollniveau. Diese
Ergebnisse decken sich mit den in vivo Werten.

Groot-Wassink (34) und Kollegen injizierten den Adcmv-nis Vektor intravends in einer Dosis
von 1,0 x 10" bis 10® gfu iiber die Schwanzvene im Nacktmausmodell. Den Tieren waren
vorher Pankreastumor (HPAF Zelllinie?’) Xenotransplantate implantiert worden. 48 Stunden
nach der Adenovektorapplikation wurde das Nuklid *®I i.v. injiziert und nach 1 Stunde
wurden die Tiere fiir die Biodistributionsstudie geopfert. Die Ergebnisse wurden als %ID/g
Gewebe/g Plasma berechnet. In den Kontrolltieren wurde eine erhdhte Nuklidanreicherung
nur in der Schilddrise, im Magen und in der Harnblase gefunden, jedoch in den Adcmv-nnis
transfizierten Tieren in der Leber, den Nebennieren, der Lunge, der Milz und dem Pankreas.
Die Organnuklidanreicherung war Vektordosis abhéngig. Das Pankreas und die Nebennieren
haben wir in unserer Studie nicht untersucht. Die erh6hte Nuklidanreicherung in der Leber
lasst sich im Gegensatz zur unserer Studie méglicherweise durch die systemische intravendse
Vektorapplikation erklaren. Die Ergebnisse flr die Lungen- und Milzproben sind mit unseren
Ergebnissen gut vereinbar.

Zinn und Kollegen (100) untersuchten die Gewebe Biodistribution nach intravendser
Injektion eines Adenovektor Typ 5, welcher durch **Tc direkt markiert war, im Mausmodell.
Die groRte Nuklidanreicherung wurde in der Leber gefunden, welche Vektordosis-abhéngig
war. In der Lunge, Milz, Niere und im Herz wurden ebenfalls erhdhte Nuklidanreicherungen
gefunden.

Alemany und Curiel (2) verglich die Gewebe Biodistribution nach i.v. Vektorinjektion
zwischen AdgrpLuc™® und AdgreLucyar7a” in 5,0 x 10'° vp* im Mausmodell. Im Gegensatz

2 HPAF Zelllinie Humane mittelgradig differenzierte Pankreaskarzinomzelllinie.
2 AdgepLue Adenovektor, welcher fiir das Green-Fluoreszenz-Protein und die Luciferase kodiert.
2 AdgrpLucyarra AderpLue Mit funktionsloser CAR Bindungsstelle.

%0 \v/p Gesamtheit der Virus Partikel (infektidse und defekte) Verhéltnis vp/pfu betragt gewdhnlich 20-50:1.
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zum AdgepLuc Wurde beim AdgreLucyarza die CAR®! Bindungsstelle funktionslos gemacht. Die
PCR lieferte eine erhdhte Genexpression fir die GFP und Luc im Herz, in der Lunge, Niere,
Milz und Leber. Lediglich im Herz resultierte eine deutlich niedrigere Genexpression nach
Transfektion mit dem AdcrpLucy477A.

Weitere Autoren unterstutzen diese Ergebnisse (5, 45, 95).

4.2 Histologie

In der Autoradiografie konnte die fokale myokardiale Nuklidakkumulation nach Adnis
Injektion dargestellt werden. Diese fehlte bei den Gruppen nach Ad_.cz Injektion. Umgedreht
konnte exemplarisch die erfolgreiche LacZ Aktivitdt mit der histologischen Farbung
nachgewiesen werden.

Eine Korrelation der Autoradiographiebilder mit der applizierten Vektordosis ist nur
eingeschrankt moglich. Das Autoradiographiebild korreliert mit der Vektordosis nur innerhalb
der gleichen Versuchsgruppencharge.

Barton und Kollegen (8) injizierten das replikationskompetente Adyco/muttksraarep-nnis In die
Prostata im Hundemodell. 24 Stunden spater erfolgte die i.v. Technetium-Pertechnetat Gabe
und weitere 2 Stunden spéter die Opferung, Anfertigung der 100 pm dicken
Prostatagewebeschnitte und Belichtung des Autoradiographiefilms. Die Kollegen
beobachteten auRerhalb der infizierten Areale weitere Areale, welche eine signifikant hohere
Nuklidanreicherung zum Hintergrund zeigten und nicht entlang des Injektionspfades lagen.

Haberkorn und Kollegen (37) untersuchten Prostatakarzinomzelllinien in vitro und im
Rattenmodell nach hNIS Gentransfer. Sie beobachteten in der in vitro Studie nach Ausstauch
des Zellkulturmediums einen 80 prozentigen lodefflux innerhalb der ersten 20 min. Die in
vitro Ergebnisse bestétigen den starken Efflux. Auch in Schilddrisenkarzinomzelllinien (35)
wurde ein dhnlich hoher lodefflux beobachtet.

In unserer Studie wurde die maximale Schwarzung des Autoradiographiefilms ausgewertet.
Aufgrund des starken lodefflux ist es moglich, dass die Nuklidanreicherung pro
Gewebeflache, trotz Infektion mit dem Adcmv-nnis in einer hoheren Dosis niedriger ausféllt.

¥ CAR Cox-Sackie Adenovirus Rezeptor, dieser wird auf verschiedenen Zelloberflachen exprimiert.
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4.3 Fazit

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass sich das Gen des Natrium-lodid-
Symporters gut in seiner Funktion als Reporter Gen zur nichtinvasiven Bildgebung von
Genexpression im Rattenherzen eignet. Mit einer gewohnlichen Gammakamera kdnnen
Aufnahmen gemacht werden, welche eine spezifische Mehranreicherung von Radioiod oder
seines analogen Substrates Technetium Pertechnetat im Herzen nach Adnnis Transfektion
quantitativ nachweisen. Hingegen kann nach intramyokardialer Applikation des Kontrollvirus
keine spezifische Nuklidmehranreicherung festgestellt werden. Eine Korrelation zwischen
Vektordosis und Signalstarke konnte demonstriert werden. Die spezifische Geninhibition
mittels oraler Natriumperchlorat Gabe ist méglich. Der Verlauf der Genexpression konnte bis
zum 8. Tag nach Transfektion nachgewiesen werden. Die in vivo Werte korrelieren gut mit
den ex vivo Werten. Extrakardial findet sich eine Vektordosis-abh&ngige Nuklidanreicherung
in der Milz und Lunge. Fur die Ergebnisse der Autoradiographie wurde die maximale
Filmschwérzung pro Pixel beurteilt ohne das Volumen zu bericksichtigen, welche aufgrund
des starken Nuklidefflux zu Ergebnissen gefuhrt hat, welche nicht immer mit den applizierten
Vektordosen korrelieren.

Die Spezifitdt und Sensitivitat lasst sich in der Szintigrafie durch die SPECT erhdhen. Im
Gegensatz zur PET gibt es keine Schwachungskorrektur, méglich wére dies jedoch mit einem
SPECT/CT Gerat (67, 73). Vinay P. et al perfundierte Spenderrattenherzen mit Admis,
transplantierte diese und startet eine SPECT/CT Bildgebung nach *?*I Injektion. Die Adnis
transfizierten Rattenherzen akkumulierten mit 0,9£0,2%ID/g in etwa das Doppelte wie die
Kontrollherzen (0,5+0,14%ID/q).

Muiller und Kollegen (64) verglichen die Biodistribution des Luciferase Gens 3 Wochen nach
intravendser Applikation des AAVcemv-ruc? und AAVemvenomLcts-Lue im Mausmodell. In
der AAV mveneimLc1s-Luc Gruppe war die Luciferase Expression im Herzen 50 mal héher als im
Skelettmuskel oder in der Leber, entsprechend eines erhéhten Kardiotropismus.

Huang und Kollegen (44) konnten in vitro zeigen, dass die Kombination von hNIS und TPO
in einem verringertem lodefflux und in einer erhéhten lodanreicherung resultiert. Auch
Boland und Kollegen (14) konnten dies Ergebnisse bestatigen.

Franz und Kollegen (30) untersuchten die Mdoglichkeiten der gewebespezifischen
Transfektion mit dem Adenovektor. Sie verglichen die Organbiodistribution des

32 AAVemv.Lue Adeno-assoziierter Virus, welcher das Luciferasegen unter der Kontrolle des Zytomegalievirus
Promoters tragt.

3 AAV mvenameL1s-Lue AAV Vektor, welcher einen Promoter mit erhdhtem Kardiotropismus tréagt.
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Luciferasegens mittels der PCR verschiedener Adenovektoren im Rattenmodell. Hierbei
handelte es sich um: Adrsy-Lue, Admne-Lue, AdmicLue und Adu*. Die Vektoren wurden jeweils
in einer Dosis von 2,0 x 10° pfu in die Herzhohle injiziert. Der Adenovektor mit dem Myosin
Light-Chain Promoter (Admic-Luc) zeigte im Vergleich zu dem Adenovektor ohne Promoter
(Adyyc) einen erhdhten kardialen Tropismus bei gleichzeitig reduzierter Transfektion der Milz
und Lunge. Su H und Kollegen (89) konnten die gute Transfektionsrate bei gleichzeitigem
Kardiotropismus bestéatigen.

Auch in der Stammzelltherapie (40, 41, 90) kann der Natrium-lodid-Symporter gut zur nicht
invasiven Verlaufskontrolle der Stammzellen eingesetzt werden.

Die durchgeftihrten Studien haben gezeigt, dass sich das Natrium-lodid-Symporter Gen im
Adenovektor gut zur Bildgebung von Genexpression am Herzen eignet. AulRerdem ermdglicht
das NIS Reportersystem eine Bildgebung mit einfachen planaren Gammakameras und in der
Klinik gewdhnlich verwendetem Radioiod und Technetium Pertechnetat.

Unter der Verwendung des Myosin-Light-Chain Promoters lasst sich der kardiale Tropismus
deutlich verbessern sowie die Immunreaktion vermindert. Zukunftige Studien mussen zeigen,
ob der Promoter in Verbindung mit dem NIS Reportersystem eine fir die Bildgebung
ausreichend starke Genexpression ermdglicht. Nach wie vor muss ein Vektorsystem gefunden
werden, welches weder eine Immunabwehr des Wirts hervor ruft noch das Risiko der
Mutagenese in sich birgt und auch eine dauerhafte Genexpression ermdglicht. Ein denkbares
Verfahren ware es den Gentransfer in vitro unter kontrollierten Laborverhéltnissen, z.B. mit
einem Lenti- oder Retrovirus durchzufiihren und anschlielend die Zellen zu implantieren. Das
theoretische Risiko einer Herzrhythmusstérung, welche durch den beim Natrium-lodid-
Symporter vermittelten Natriumeinstrom verursacht werden kann, muss grundlich abgeklart
werden.

% Adi,— Ad,c Adenovektoren mit verschiedenen Promoters bzw. keinen Promoter (Ad_yc): rsv Rous Sarkom
Virus, mhc myosin heavy chain und mic myosin light chain.
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5 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit handelt es sich um Grundlagenforschung im Bereich der kardialen
Molekularbildgebung. Wir analysierten den von der Schilddriise bekannten Natrium lodid
Symporter hinsichtlich seiner Eignung als sogenanntes Reportergen. Ein Reportergen
ermoglicht es einen Effekt auf molekularer Ebene nicht invasiv zu messen. In diesem Fall
wurde die Machbarkeit Starke und Dauer der kardialen Reportergenexpression im
Rattentiermodel unter der Verwendung einer gewohnlichen klinischen Gammakamera
darstellen zu konnen untersucht. Das Ergebnis zeigt, dass sich das Natrium lodid Symporter
Gen sehr gut als kardiales Reportergen eignet und auch 6konomische Aspekte beriicksichtigt
werden kdnnen, weil die bendtigten klinischen Scanner und Nuklide breitflichig und gunstig
zur Verfugung stehen.

This present study represents a basic research approachment in the field of cardiac molecular
imaging. We studied the sodium iodide symporter, which is a known protein of the thyroid,
towards its usage as a cardiac reporter gene. With a reporter gene you are able to detect
effects on a molecular level non invasively. In this case we studied the feasibility to image
signal strength and duration with a clinical gamma camera. The results suggest that the
sodium iodide symporter gene suits very well as a cardiac reporter gene and is convenient,
because the necessary scanners and radionuclides are widely available and relatively cheap.
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