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Das Harnblasenkarzinom ist nach
dem Prostatakarzinom der zweithdu-
figste Tumor im Urogenitaltrakt und
macht bei Mannern etwa 8% und bei
Frauen 3% aller bdsartigen Neubil-
dungen aus [6]. Im Rahmen der Erst-
diagnose sind ca. 75% aller Blasen-
karzinome nicht muskelinvasiv [9].

Niedrigrisikotumoren, welche den Grof3-
teil aller Lasionen ausmachen, bediirfen
nach transurethraler Resektion und pe-
rioperativer Gabe von Mitomycin C le-
diglich einer engmaschigen Nachkontrol-
le, weil deren Rezidivfrequenz zwar hoch
ist, aber eine Progression zu héheren Tu-
morstadien selten vorkommt [25]. Bei Tu-
moren mittleren Risikos sollte zusatzlich
nach ca. 2-6 Wochen eine Nachresekti-
on und adjuvante Mitomycin-C-Therapie
erfolgen und im Falle von Hochrisikotu-
moren empfiehlt sich 2-3 Wochen nach
der 2. Resektion der Beginn einer intrave-
sikalen Immuntherapie mit Bacillus Cal-
mette-Guérin (BCG).

Abkiirzungen

BCG Bacillus Calmette-Guérin
BLI Biolumineszenzbildgebung
Vsv Vesikular-Stomatitisvirus
IFN Interferon

pfu plaqueformende Einheiten
ph/s Photonen pro Sekunde

wrt Wildtyp
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Intravesikale Therapie

nicht muskelinvasiver Blasen-
tumoren mit onkolytischen
Vesikular-Stomatitisviren

BCG ist ein abgeschwichter Stamm
von Mycobacterium bovis und fiihrt zu ei-
ner lokalen Entziindungsreaktion der Bla-
se, welche einen antikanzerogenen Effekt
hat und neben einer Verringerung der Re-
zidivrate wahrscheinlich auch den gefihr-
licheren Tumorprogress verlangsamt [10,
24]. Aggressive Tumoren, die sich trotz
dieser Therapie innerhalb kurzer Zeit wei-
terentwickeln, sollten in der Regel radikal
mittels Zystektomie und Harnableitung
saniert werden [12].

Als Second-line-Therapie fiir dieje-
nigen Patienten, die trotz BCG kurzfris-
tig Riickfille erleiden oder BCG-resisten-
te Tumoren haben, aber entweder eine
radikale Zystektomie ablehnen oder die-
se grofe Operation nicht tolerieren, be-
steht die Moglichkeit, BCG mit der Gabe
von Interferon zu kombinieren [14]. Die
Heilungsaussichten unter dieser Thera-
pie sind allerdings nur gering, weil insbe-
sondere sehr aggressive Tumoren eine ho-
he Resistenz gegeniiber einer Behandlung
mit Interferon aufweisen [2, 16, 19]. Solch
eine Eigenschaft verleiht den Tumorzel-
len einen Wachstumsvorteil gegeniiber
normalem Gewebe und macht sie bis zu
einem gewissen Grad fiir die immunolo-
gische Tumorabwehr ,,unsichtbar®, aber
gleichzeitig beeintrachtigt es ihre Fahig-
keit, auf virale Infektionen zu reagieren [5,
22]. Um nun eben diesen ,wunden Punkt“
hochmaligner Blasenkrebszellen besser zu
charakterisieren und therapeutisch aus-

zunutzen, haben wir verschiedene Bla-
sentumorzelllinien mit neuartigen onko-
Iytischen Viren behandelt, welche gezielt
diejenigen Tumoren angreifen, deren In-
terferonsignaltransduktionswege defekt
sind [8].

Vesikular-Stomatitisviren

Onkolytische Viren i. Allg. werden spe-
ziell konstruiert oder dahingehend aus-
gesucht, genetische Unzulidnglichkeiten
von Tumorzellen gezielt auszunutzen,
wodurch eine hohe Spezifitit gewéhrleis-
tet wird [17]. Im Gegensatz zur konventio-
nellen Gentherapie, in der Viren nur als
Vektoren fiir eine gezielte ,,Genzustellung”
verwendet werden [2, 15], sind onkoly-
tische Viren replikationskompetent, d. h.
in der Lage, sich zu vermehren. Inner-
halb von infizierten Tumorzellen (nicht in
normalem Gewebe) werden so lange vi-
rale Partikel produziert, bis die Zelle platzt
und dadurch mehr infektiose Viren frei-
gesetzt werden. Theoretisch vermehren
sich onkolytische Viren aktiv im Tumor-
gewebe, bis dieses vollstindig beseitigt ist.
In den letzten Jahren ist eine Vielzahl ver-
schiedener onkolytischer Viren beschrie-
ben worden, die unterschiedlichste De-
fekte in Krebszellen ausbeuten [17]. Von
diesen wiederum sind einige auch als in-
travesikale Agenzien getestet worden [4,
11, 20].
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Abb. 1 A Antitumoraktivitat von Wildtyp-VSV (WT-VSV) und der attenuierten Variante AV3 gegentiber
verschiedenen Blasentumorzelllinien, sowie Schutz derselben vor einer WT-VSV-Infektion durch vor-

herige Interferongabe (Mit Genehmigung aus [8])

Im Unterschied zu den bislang unter-
suchten Viren bieten die von uns verwen-
deten Vesikular-Stomatitisviren (VSV) so-
wohl einen einzigartigen Wirkmechanis-
mus, der darauf beruht, dass sich die aus-
gesprochen Interferon-sensiblen Viren
v. a. in Interferon-resistenten Zellen ver-
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mehren, als auch eine sehr hohe Infek-
tionseffizienz, die den Einsatz spezieller
transduktionsverstirkender Reagenzien
iiberfliissig macht [22]. VSV sind RNA-
Viren der Familie der Rhabdoviridae
und fithren bei Huftieren zu einer Mund-
schleimhautentziindung mit Blédschenbil-

dung, welche der Maul- und Klauenseu-
che dhnelt und insbesondere in der Kari-
bik auftritt.

Die intrinsische Tumorzellspezifitit
von VSV wurde von der Gruppe um Prof.
Dr. John Bell am ,,Centre for Cancer The-
rapeutics® in Ottawa in einem genetisch
veranderten Subtyp von VSV (AV3) wei-
ter gesteigert, indem diese Virusvariante
die fiir normales Gewebe protektiv wir-
kende endogene Bildung von Interfe-
ron fordert, anstatt sie wie der Wildtyp-
virus zu blockieren [23]. Interferone sind
korpereigene Proteine, die v. a. antivirale,
aber auch immunstimulierende und an-
titumorale Wirkungen entfalten [21]. Das
von AV3-VSV stimulierte und auch in
der oben genannten intravesikalen Inter-
feron-Therapie eingesetzte Typ-I-Interfe-
ron aktiviert umliegende virusinfizierte
sowie nicht infizierte Zellen und regt in
diesen die Expression von ,,Interferon-sti-
mulierten Genen® an. Dadurch werden in
den Zellen verschiedene Proteine gebil-
det, welche einerseits eine weitere (Virus-)
Proteinsynthese hemmen und anderer-
seits einen Abbau viraler RNA bewirken.
Die antitumorale Wirksamkeit der Typ-
I-Interferone beruht zum einen auf ihrer
antiproliferativen Wirkung und zum an-
deren auf einer Aktivierung von Immun-
zellen, die Tumorzellen als Fremdgewebe
erkennen und téten [5].

Basierend auf vorangegangenen Stu-
dien mit Wildtyp-VSV und der noch tu-
morselektiveren Variante AV3 in anderen
Tumormodellen, in denen sowohl intra-
tumorale Injektionen als auch eine syste-
mische Gabe von VSV erfolgreich getes-
tet wurden [1, 22, 23], haben wir erstmals
die Wirksamkeit von VSV als intravesi-
kale Instillationstherapie untersucht [8].
Eine intravesikale Administration bie-
tet deutliche Vorteile gegeniiber der sys-
temischen Gabe von Viren, da weder zir-
kulierende Antikérper und Komplement-
proteine noch Leber und Milz die Virusef-
fizienz beeintrichtigen [18].

In vitro wurden zunichst 4 unter-
schiedlich aggressiv wachsende Blasen-
tumorzelllinien dem Wildtypvirus oder
der gentechnisch modifizierten Variante
AV3 ausgesetzt, um deren antiproliferative
Wirkung zu testen (B8 Abb. 1 oben, Mit-
te). Wiahrend RT4- und MGH-U3-Zel-
len aus hoch differenzierten papilliren



Zusammenfassung - Abstract

Blasentumoren gewonnen wurden, sind
UM-UC3- und KU-7-Zellen weitgehend
entdifferenziert. Sowohl Wildtyp-VSV als
auch der attenuierte Stamm AV3 konn-
ten das Wachstum der 2 aggressiven Zell-
linien (UM-UC3, KU-7-luc) schon in sehr
niedriger Dosierung stoppen. RT4- und
MGH-U3-Zellen jedoch reagierten we-
niger sensibel auf eine Infektion mit dem
Wildtypen und waren insbesondere AV3
gegeniiber nahezu unempfindlich.

Dieser Unterschied zwischen den ein-
zelnen Zelllinien beruht am ehesten da-
rauf, dass RT4- und MGH-U3-Zellen
noch Interferon-sensibel sind und in-
takte Interferonsignaltransduktionswege
besitzen. Dies lief3 sich u. a. dadurch be-
stitigen, dass diese Zellen nach exogener
Zufuhr von Interferon langsamer wuch-
sen [8]. Auflerdem konnten wir demons-
trieren, dass UM-UC3- und KU-7-Zellen
durch eine exogene Zugabe von Typ-I-
Interferon schlechter vor einer todlichen
Wildtyp-VSV-Infektion (20 pfu/Zelle) zu
bewahren waren als die beiden anderen
Zelllinien (8 Abb. 1 unten). Da AV3 eine
endogene Interferonproduktion anregt,
kann der hierdurch hervorgerufene an-
tivirale Schutz erklaren, warum normale
Zellen wie auch gut differenzierte Tumor-
zelllinien vor den zytotoxischen Effekten
von AV3 gefeit sind (B Abb. 1 Mitte).

Orthotopes Blasentumor-
wachstum in der Maus

Tierexperimentelle Studien wurden an-
schlieffend in einem von uns kiirzlich va-
lidierten orthotopen Blasentumormaus-
modell durchgefiihrt [7]. Die technischen
Moglichkeiten der Bildgebung kleiner
Tiere haben sich in den letzten Jahren er-
heblich verbessert [13]. Neben Fortschrit-
ten z. B. in der Ultraschall-, Réntgen- und
Kernspintechnik erlauben auch auf Biolu-
mineszenz basierende Verfahren, Tumor-
wachstum longitudinal im lebenden Tier
zu verfolgen.

In der Natur tritt Biolumineszenz bei
Tiefseeorganismen oder auch bei Kifern
wie dem Glithwiirmchen auf. Im Rahmen
von Laborexperimenten benétigen Biolu-
mineszenzsysteme im Gegensatz zur Fluo-
reszenz die Zugabe eines Substrates (Luzi-
ferin), welches von vitalen Zellen, die das
Enzym Luziferase exprimieren, ATP-ab-
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Intravesikale Therapie nicht muskelinvasiver Blasentumoren
mit onkolytischen Vesikular-Stomatitisviren

Zusammenfassung

Patienten mit Hochrisikoblasentumoren, die
nicht auf eine BCG-Immuntherapie anspre-
chen, stellen eine therapeutische Herausfor-
derung dar. Als Second-line-Therapie wird
derzeit haufig eine Kombination aus BCG plus
Interferon empfohlen. Da jedoch ein Grofteil
aggressiv wachsender Tumoren nicht sensi-
bel auf Interferon reagiert, kdme anstatt des-
sen der Einsatz onkolytischer Vesikular-Sto-
matitisviren (VSV) in Betracht, die speziell In-
terferon-refraktare Tumorzellen angreifen. In
vitro toteten sowohl Wildtyp-VSV als auch ein
attenuierter Subtyp, der eine gesteigerte Tu-
morselektivitdt aufweist, bevorzugt aggres-
siv wachsende, Interferon-resistente Blasen-
tumorzellen. AnschlieBende In-vivo-Versuche

in einem von uns validierten orthotopen
Mausmodell konnten die viel versprechende
antikanzerogene Aktivitat beider Viren nach
intravesikaler Gabe eindrucksvoll bestatigen.
Obwohl in diesem Modell immunkompromit-
tierte Nacktmduse verwendet werden, zeigte
sich keine virale Toxizitdt. Zusammenfassend
scheinen friihe klinische Studien zur intrave-
sikalen Therapie mit VSV gerechtfertigt.

Schliisselworter

Blasenkarzinom - Biolumineszenz-
bildgebung - Vesikular-Stomatitisviren -
Intravesikale Therapie - Orthotopes
Tiermodell

Oncolytic vesicular stomatitis viruses as intravesical
agents against non-muscle-invasive bladder cancer

Abstract

Patients with high-risk bladder cancer who
do not respond to bacillus Calmette-Guerin
(BCG) immunotherapy represent a signifi-
cant therapeutic challenge. The addition of
interferon to BCG has recently evolved as a se-
cond-line treatment option; however, many
high-grade tumors are nonresponsive to in-
terferon. Thus, replication-competent onco-
lytic vesicular stomatitis viruses (VSV) that
selectively target interferon-refractory tu-
mors are promising intravesical agents. In vi-
tro, wild-type VSV as well as a mutant vari-
ant (AV3) that has an impaired ability to shut
down innate immunity preferentially killed
undifferentiated, interferon-nonresponsive
bladder cancer cells. Testing of these virus-
es in an orthotopic murine model of high-

grade bladder cancer, which we have recent-
ly validated, revealed that both AV3 and wild-
type VSV significantly inhibited orthotopic
tumor growth. Despite the use of immuno-
compromised nude mice, there was no evi-
dence of toxicity. In conclusion, VSV instilla-
tion therapy demonstrated strong antitumor
activity and safety in an orthotopic model of
high-risk disease. These findings provide pre-
clinical proof-of-principle for the intravesi-
cal use of VSV, especially in interferon-refrac-
tory patients.

Keywords

Bladder cancer - Bioluminescence imaging -
Vesicular stomatitis virus - Intravesical
therapy - Orthotopic animal model
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Abb. 2 A a, b In-vitro-Biolumineszenz von KU-7-luc-Tumorzellen und deren In-vivo-Wachstum als or-
thotope Blasentumorxenografts (Mit Genehmigung aus [7])
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hingig oxydiert wird. Hierbei kommt es
zur kalten Emission von Photonen, die
mit Hilfe hochsensibler Detektoren quan-
tifiziert werden kénnen. Der Nachteil der
Variabilitat, die durch die Verwendung
eines Substrates entsteht, wird dadurch
ausgeglichen, dass sich durch Biolumi-
neszenz erzeugtes Licht besser vom Hin-
tergrund des Tieres abhebt als Fluores-
zenzsignale.

Basierend auf Vorarbeiten am ,,MD
Anderson Cancer Center“ (Houston, TX)
haben wir in Kooperation mit der dor-
tigen Urologie ein lumineszierendes Bla-
sentumormodell in der Maus beschrieben
[7 27]. Um in diesem System neue Thera-
pieoptionen an menschlichen Tumorzel-
len testen zu konnen, wurden zunéchst
humane KU-7-Blasentumorzellen mittels
eines Lentivirus infiziert, um stabil Luzi-
ferase zu exprimieren. Nach Zugabe von
Luziferin emittieren diese Zellen (KU-7-
luc) proportional zu ihrer Anzahl Licht
(8 Abb. 2a). KU-7-luc-Blasentumorzel-
len wachsen sehr schnell und invasiv und
bieten den Vorteil, dass sie als bislang ein-
zige humane Zellart nach intravesika-
ler Instillation in athymische Nacktmau-
se auch dann verldsslich in der Blase an-
gehen, wenn das Urothel nicht zuvor che-
misch oder elektrisch verletzt wurde. Vier
Tage nach der initialen Tumorinokulati-
on kénnen die nun angewachsenen KU-
7-luc-Tumorzellen unter Narkose mittels
Biolumineszenzbildgebung erfasst wer-
den.

Im Anschluss an die Randomisie-
rung der Tiere in verschiedene Therapie-
arme wird das Tumorwachstum in der
Regel alle 4-7 Tage erneut quantifiziert
(8 Abb. 2b). Nach ungefahr 1 Monat be-
ginnen die meist multifokal wachsenden
KU-7-luc-Tumoren, die Muscularis pro-
pria zu infiltrieren, sodass es zu metas-
tatischen Absiedlungen und/oder Harn-
stau kommen kann. Da solch invasives
Wachstum systemischer Therapie bediirf-
te, beenden wir unsere Versuchsreihen im
Schnitt nach 3—4 Wochen.

Auf die Optimierung unseres Tumor-
modells folgte dessen Validierung durch
Vergleichen der Biolumineszenzmess-
werte sowohl mit histopathologischen
Tumorvolumina als auch mit MRT-Daten
(8 Abb. 3a). Hierzu wurden die Miuse-
blasen in toto exzidiert und in einem spe-



ziellen 7-Tesla-Kleintier-MRT-Scanner
(Bruker, Karlsruhe) in 3 Ebenen unter-
sucht, um das Gesamttumorvolumen an-
hand der Flache auf den einzelnen Schnit-
ten zu berechnen. Weil keine narkotisier-
ten Méuse, sondern nur deren Blasen
gescannt wurden, konnten Bewegungs-
artefakte vermieden und eine sehr hohe
Auflosung ermoglicht werden. Im An-
schluss wurden die Préparate in Paraffin
eingebettet und 5 pum starke Schnitte des
gesamten Blockes einer jeden Blase ange-
fertigt, welche wiederum im Hinblick auf
die Tumorfldche manuell am Computer
vermessen wurden.

Sowohl die MRT-Tumorvolumina als
auch die Volumina im histologischen Pri-
parat korrelierten exzellent mit den Biolu-
mineszenzmessungen (8 Abb. 3b, c), so-
dass hiermit erstmals ein validiertes or-
thotopes Blasentumormodell geschaf-
fen wurde, welches eine unkomplizierte
longitudinale Beobachtung von Behand-
lungseffekten in der lebenden Maus mit-
tels Biolumineszenz ermoglicht [7].

Onkolytische Viren als
intravesikale Therapeutika

Um die antikanzerogene Potenz der bei-
den von uns ausgewdhlten VSV-Stimme
zu testen, wurden insgesamt 3 Gruppen
von Miusen mit jeweils einem der bei-
den Viren oder mit durch UV-Bestrah-
lung inaktivierten Viren intravesikal be-
handelt (B8 Abb. 4). Die Instillationen er-
folgten hierbei an den Tagen 4, 9 und 14
nach der KU-7-luc-Tumorinokulation.
Drei Wochen spiter wurden zwei Drit-
tel aller Méuse getotet, um deren Blasen
histologisch zu untersuchen und gleich-
zeitig eine systemische Replikation von
Viren auszuschlieflen [8]. Die verbliebe-
nen Tiere wurden weitere 3 Monate re-
gelmiaflig untersucht, damit weder ei-
ne Langzeittoxizitit der viralen Therapie
noch Tumorrezidive tibersehen wurden.
Verglichen mit der Kontrollgruppe ver-
langsamten sowohl der Wildtyp als auch
AV3-VSV das Tumorwachstum deutlich
(8 Abb. 4). Am Ende der Studie betrug
die Tumorbiolumineszenz in der Wild-
typgruppe 2% und in den mit AV3 behan-
delten Mausen 10% des Durchschnitts-
wertes der Tiere, denen abgetétete Viren
instilliert worden waren.

25 4
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Abb. 3 A a-cKorrelation von Biolumineszenzmessungen mit Tumorvolumina im MRT und histolo-
gischen Praparat (Mit Genehmigung aus [7])
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Obwohl in unserem Tumormodell im-
munkompromittierte Nacktmiuse ver-
wendet werden, traten erstaunlicherweise
in beiden Verumbehandlungsarmen {iber
den gesamten Beobachtungszeitraum kei-
ne systemischen Nebenwirkungen der in-
travesikalen Virusgabe auf. Thymusaplas-
tische Nacktmause konnen virale Infekte
an sich nur unzureichend bekdmpfen und
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sterben innerhalb kurzer Zeit nach einer
systemischen Infektion mit Wildtyp-VSV
[23]. Der attenuierte Subtyp AV3 dagegen
wird gut vertragen, weil er sich aufgrund
der viral induzierten Interferonprodukti-
on superselektiv vermehrt [23]. Da VSV
neben seiner direkten onkolytischen Wir-
kung auch eine starke tumorhemmende
Immunantwort auslésen kann [3] und be-

Abb. 4 «ntravesikale The-
rapie orthotoper KU-7-luc-
Blasentumoren mit Wild-
typ-VSV und AV3 (Mit Ge-
nehmigung aus [8])

reits in zahlreichen syngenen Tumormo-
dellen erfolgreich getestet wurde [26], ist
es wahrscheinlich, dass eine intravesika-
le Therapie mit VSV auch in immunkom-
petenten Tiermodellen bzw. im Menschen
wirksam sein wird.



Fazit fiir die Praxis

Patienten, deren Hochrisikoblasentu-
moren nicht auf eine BCG-Immunthera-
pie ansprechen, stellen eine grof3e the-
rapeutische Herausforderung dar. Neben
einer Zystektomie oder optimierter Che-
motherapie wird heutzutage haufig ei-
ne Kombination aus BCG plus Interferon
empfohlen. Da jedoch ein GroBteil ag-
gressiv wachsender Tumoren nicht sensi-
bel auf Interferon reagiert, kame anstatt
dessen der Einsatz onkolytischer Viren

in Betracht, die gezielt Interferon-refrak-
tare Tumorzellen téten. In préaklinischen
Studien wurde deren viel versprechende
antikanzerogene Aktivitat sowohl nach
systemischer als auch intravesikaler Ga-
be eindrucksvoll demonstriert.

Das von uns validierte, auf Biolumines-
zenz basierende orthotope Blasentu-
mormodell bietet urologischen Forscher-
gruppen die Moglichkeit, verschiedenste
Therapien an humanen Ta/T1-Blasentu-
moren effizient und unter geringem Ein-
satz von Versuchstieren zu testen. Mit
Hilfe dieses Systems und neuartiger The-
rapieansatze werden Blasentumorpati-
enten in Zukunft hoffentlich mehr und
wirksamere intravesikale Therapien an-
geboten werden konnen, sodass die Re-
zidivhaufigkeit und der Progress von
nicht muskelinvasiven Tumoren sinken.
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