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Therapie mit Genen:
Erfahrungen und Zukunftsperspektiven
10 Jahre nach ihrer klinischen Einfiihrung

S. Nikol und M. Hallek

Kaum ein anderes biomedizinisches Forschungsgebiet hat in den letzten Jahren so
viel Aufmerksamkeit erregt wie die Gentherapie. Die Voraussetzungen fiir diese
schnelle Entwicklung schufen die bahnbrechenden Entdeckungen der Molekular-
biologen in der zweiten Hélfte dieses Jahrhunderts. Die von dem Nobelpreistrager
Nirenberg 1967 geduflerte Prognose ,,My guess is that cells will be programmed with
synthetic messages within 25 years* hat sich erfiillt. Mit raffinierten Methoden
gelingt es heute, Gene in Zellen einbringen und dadurch neu programmieren. In
der Offentlichkeit hat der Gentherapie-Boom zu einer hohen und manchmal
unrealistischen Erwartungshaltung bei der Therapie von Patienten mit hohem
Leidensdruck gefiihrt, bei denen konventionelle Therapien bisher versagten. Nach
der ersten therapeutischen Anwendung 1990, hat sich das grofle Potential der
Gentherapie bestdtigt, wenn auch der Weg zur routineméfligen Anwendung linger
als erwartet ist.

Die wesentlichen Entdeckungen, die heute die Therapie mit Genen realisierbar
werden lassen, liegen meist nur wenige Jahrzehnte zurtick: 1944 bewies Avery, daf}
Desoxyribonukleinsdure (DNA) die Speichersubstanz der Erbinformation ist. 1955
schlugen Watson und Crick die Doppelhelix-Struktur der DNA vor. 1961 wurde
die Triplet-Struktur des genetischen Codes entschliisselt. Die im gleichen Jahr
gemachte Entdeckung der Boten-Ribonukleinsédure enthiillte einen prinzipiellen
Mechanismus der Ubersetzung von Genen in Proteine. 1974 wurden erstmals
eukaryotische Gene in bakteriellen Plasmiden kloniert; dadurch wurde die Ver-
mehrung und Untersuchung von Genen revolutioniert. 1977 wurden Techniken
zur Sequenzierung von DNA entwickelt. 1979 wurden die ersten Krebsgene (On-
kogene) entdeckt. Heute weifl man, dafy Krebserkrankungen stets durch genetische
Veridnderungen (Mutationen) entstehen. 1990 wurde die erste Gentherapie an
Patienten durchgefiihrt: Die damals vierjahrige Ashanthi DeSilva, geboren mit
einem schweren, meist tddlichen Immundefekt, dem Adenosindeaminase (ADA)-
Mangel, erhielt von amerikanischen Wissenschaftlern am National Institute of
Health die erste Infusion autologer T-Lymphozyten, in die ein normales funktions-
fahiges ADA-Gen eingebracht worden war. Ashanthi DeSilva lebt heute fast wie ein
normales gleichaltriges Kind.

Potentielle Vorteile der Gentherapie sind die Langzeitwirkung, die systemische
oder lokale Regulierbarkeit der Genexpression, die relativ milde Einflufnahme auf
physiologische Prozesse und die geringen Nebenwirkungen. Die Gentherapie ist
definiert als die Einbringung von Genen in Gewebe oder Zellen mit dem Ziel, durch
die Expression und Funktion dieses Gens therapeutischen Nutzen zu erlangen. Die
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Gentherapie verandert das klassische Paradigma der systemischen Arzneimittel-
Therapie: Statt der Verabreichung eines Medikaments, das anschlieffend in relativ
hoher Konzentration den gesamten Korper durchstrémt, erlaubt das gezielte Ein-
bringen von Genen in bestimmte Zellen die Produktion eines Wirkstoffes (Pro-
teins) an einem genau bestimmbaren Ort des Korpers. Unangenehme Nebenwir-
kungen, die durch die systemische Gabe des Medikaments entstehen, werden
verringert. Stattdessen werden die erwiinschten Effekte vorwiegend im Zielorgan
hergestellt. Die Kopplung der therapeutischen Gene an eine genaue, zeitlich be-
grenzbare Steuerung erhoht die Attraktivitdt dieser neuen Therapieform weiter.
Eine derartige Steuerung kann beispielsweise durch die Wahl geeigneter Promo-
toren erreicht werden. Die Gentherapie stellt gleichsam eine intelligente Form der
Arzneimittel-Therapie dar, die Storungen am Ort ihrer Entstehung zu korrigieren
versucht. Es ist deshalb zu erwarten, daf die Gentherapie die Behandlungsmog-
lichkeiten der Medizin revolutionieren wird.

Eine solche Technologie erfordert allerdings auch einen intelligenten und ver-
antwortungsvollen Umgang. Durch die Gentherapie werden ethisch-moralische
Fragen aufgeworfen, die im gesellschaftlichen Konsens gekldrt werden miissen. Es
besteht ein Bedarf an offen, konstruktiv und informiert gefiihrter 6ffentlicher
Diskussion. Folgende Problemkreise lassen sich definieren: 1. Die Risikoabwi-
gung: Welche Erkrankungen diirfen mittels Gentherapie behandelt werden; welche
Risiken sind dafiir in Kauf zu nehmen? Konsens ist, daf} derzeit nur durch andere
Behandlungsverfahren nicht heilbare Erkrankungen durch gentherapeutische
Verfahren behandelt werden sollten. 2. Die Sicherheit: Wie kann die Expression
eines Therapie-Gens im Zielorgan zuverldssig erreicht werden, ohne es in andere
Organe oder gar in andere Patienten zu verbreiten? Sicherheitsiiberlegungen fiihr-
ten in den USA zur Griindung des ,Recombinant DNA Advisory Committee“
(RAC), eines 6ffentlichen Gremiums, welches Gentherapie-Studien am Menschen
hinsichtlich ihrer ethischen und wissenschaftlichen Berechtigung priifen sollte. Die
Arbeit dieses RAC war sehr erfolgreich und stellte bisher einen hohen Sicherheits-
Standard der entsprechenden Studien sicher. Seine Arbeit wurde deshalb vor
kurzem eingestellt. 3. Die Art der Gentherapie: Welche Gewebe bzw. Zellen diirfen
genetisch umprogrammiert werden: nur somatische Zellen, was den Therapie-Ef-
fekt auf ein Individuum begrenzt (somatische Gentherapie) oder auch Keimbahn-
Zellen, was das therapeutische Gen auf die Folgegenerationen iibertragen wiirde
(Keimbahn-Gentherapie)? Letztere Moglichkeit ist wohl relativ einfach mit ,,nein“
zu beantworten, zumal sie das Embryonengesetz in Deutschland verbietet. In
einem gerade erschienenen Bericht hat sich das interdisziplinire Institut Technik-
Theologie-Naturwissenschaften unserer Universitdt dieser Frage im Rahmen eines
interdisziplindren Diskurses angenommen.
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1
Voraussetzungen fiir den Gentransfer

1.1
Vektoren zur Geniibertragung

Bei der Gentherapie wird genetisches Material in Zellen eingebracht. Diese Vor-
gang wird Gentransfer genannt. Hierfiir wird ein Vehikel ben6tigt, welches das Gen
tragt, einen sogenannten Vektor (Abb.1). Die Wahl geeigneter Vektoren ist fiir die
Effizienz der Gentherapie entscheidend. Dabei kénnen unterschiedliche Therapie-
Ziele verschiedenartige Vektoren erfordern. Die Auswahl hangt zum Beispiel da-
von ab, ob der Gentransfer im Patienten oder im Reagenzglas stattfindet, was
unterschiedliche Anforderungen an die Sicherheit und Zielgenauigkeit des Vektors
stellt.

Ein optimaler Vektor sollte idealerweise folgende Eigenschaften haben:

o Ausreichende Effizienz (Einbringen des Therapie-Gens in geniigend viele Ziel-
zellen).

e Hobhe Selektivitit (Einbringen des Therapie-Gens ausschliellich in die Zielzel-
len, aber nicht in andere Zellen; dies gilt vor allem bei Durchfithrung des
Gentransfers am Patienten, in vivo).

* Moglichkeit des Gentransfers in nicht-teilende Zellen (in fast allen menschli-
chen Geweben ist die Teilungsaktivitit gering).

» Ausreichende hohe Gen-Aufnahmekapazitit (vor allem bei gleichzeitigem
Transfer mehrerer Gene).

e Erzielen einer ausreichend langen Gen-Expression (besonders bei Erbkrankei-
ten ist ein stabiler Gentransfer zur dauerhaften Korrektur des Erbdefekts er-
wiinscht).

* Hohe Sicherheit (eine direkte krankmachende Wirkung des Vektors ist auszu-
schlielen, schadliche Langzeitwirkungen sollen fehlen).

Protokolle (n=367) Patienten (n=3089)

@ Adeno-
assoziiertes Virus

B Adenovirus

M Liposomen

O Pockenvirus

B Retroviren

Andere

Abb. 1. Protokolle und Patienten im klinischen Gentransfer weltweit: Vektoren (Wiley, Stand
1.12.98)
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Es gibt virale und nicht-virale Vektoren. Die wesentlichen Unterscheidungsmerk-
male sind in Tabelle 1 dargestellt. Virale Vektoren werden derzeit in mehr als 85
% aller klinischen Gentherapie-Studien eingesetzt (Abb. 2, Abb. 3). Die Mehrzahl
verwendet Retroviren und Adenoviren. Die Verwendung von Viren als Vektoren
macht sich deren evolutiondr erworbene Fihigkeit zunutze, Gene in infizierte
Wirtszellen einzubringen. Zur Vektorherstellung werden aus dem Gen-Repertoire
des Virus mit molekularbiologischen Techniken die Gene entfernt oder zerstért,
die zur Virusvermehrung notwendig sind. Die Viren werden dadurch vermeh-
rungsunfahig. In die freigewordenen Bereiche wird dann das Therapie-Gen einge-
setzt. Es entsteht ein rekombinantes Virus, das zum Gentransfer verwendet wird.
Die wesentlichen Arten der in der Gentherapie eingesetzten Virus-Vektoren sind

in Tabelle 1 dargestellt.

Tabelle 1. Vergleich von Vektorsystemen

Vektor Vorteil Nachteil

Retrovirus 1%-30% Transduktionseffizienz ~ Virus instabil
permanente Modifikation integriert nur in replizierende
infiziert himatopoetische Zellen ~ Zellen
und epitheliale Zellen 9-12 kb Insertions-Limit
Erfahrung aus vielen klinischen
Studien

Adenovirus hohe Infektionsfrequenz fiir infiziert nicht Knochenmark

adeno-assoziiertes Virus

Herpes simplex Virus
Typl

Hhackte“ DNA

Liposomen+DNA

adenovirales Hillprotein

epitheliale Zellen
Zellproliferation nicht erforderlich

Virus stabil
integriert in geringer Frequenz in
nicht-proliferierende Zellen

infiziert viele Zelltypen

sehr hohe Virustiter

relativ lange Expression von
transfizierten fremden Genen

Viren nicht involviert
einfach zu verwenden
einfach zu entwickeln

Viren nicht involviert

nicht-infektioses Agens
zell-spezifische Anwendung
moglich

immunogen
temporirer Effekt

geringe Kapazitit fiir DNA
(5 kb)

nur Ansétze mit geringen
Virusmengen

keine Integration in das Genom
infizierter Zellen

zytotoxisch

komplexe Biologie,

schwierige Entwicklung

geringe Integrationsfrequenz
temporire Expression
schneller intrazelluldrer Abbau

fiir bestimmte Zellen
zytotoxisch

begrenzte Anwendung
schwierig zu konstruieren
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1.2
Transferwege

Neben der Effizienz des Gentransfers ist vor allem auch die Sicherheit der Therapie
von Bedeutung. Hier bieten sich mit dem in vivo und dem ex vivo oder out of the
body approach zwei verschiedene Verfahren an. Historisch gesehen war zu Beginn
der klinischen Versuche das ex vivo Verfahren vorherrschend (Abb. 4). Meist
werden hierbei autologe Zellen aus den jeweils betroffenen Organen oder aus dem
Blut gewonnen (Abb. 5), in Kultur mit dem gewiinschten Gen transfiziert und
anschlieflend re-injiziert. Der Gentransfer findet so unter kontrollierten Bedingun-
gen statt. Voraussetzung fiir die Uberpriifbarkeit des Gentransfers ist allerdings ein
erheblicher technischer Aufwand, ein eventuelles Verletzungsrisiko bei der Zellge-
winnung und das Risiko einer Infektion der ex corpore durch das Immunsystem
ungeschiitzten Kdrperzellen. Deshalb entstanden zunehmend Bestrebungen, Gene
oder Gen-Fragmente in vivo direkt zu applizieren.

Bei der Markierung von Tumorgenen und der Applikation von Genen, die
Resistenz gegen Chemotherapeutika vermitteln sollen (multi-drug resistance ge-
nes) ist die systemische Anwendung erwiinscht. Bei der Behandlung von bestimm-
ten Gendefekten und proliferativen Erkrankungen wird dagegen die lokale Thera-
pie bevorzugt (Abb. 6, Abb. 7). So werden Arosole bei der Behandlung der Muko-
viszidose verwendet, transfizierte Leberzellen beim LDL-Rezeptor-Mangel und die

In vivo Ex vivo

Entnahme der Zellen
(aus Blut, Tumor etc.)

5 Reinigung der Zellen

Herstellung von
Vektoren und

direkte
Verabreichung

\ g‘/‘

Gen-Transfer
Riickgabe der Gen- & mit Vektoren
modifizierten Zellen 3 im Reagenzglas

v Erneute Reinigung

- der Zellen

lokaler Applikationskatheter

Abb. 4, Die verschiedenen Méglichkeiten der Gentherapie. Gene kénnen aufierhalb des Korpers
(ex vivo) in Zellen eingebracht werden, indem sie in der Zellkulturschale mit einem Vektor
behandelt werden. Die veridnderten Zellen werden anschliefend gereinigt und in den Karper
zuriickgebracht, beispielsweise durch Injektion. Eine andere Methode ist das direkte Einbringen
von Vektoren in den Patienten, als Injektion oder iiber lokale Applikationskatheter
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Protokolle (n=367) Patienten (n=3089)

allogen
allogen, syngen
l autolog
autolog, allogen
H syngen
E xenogen

B unbekannt

Abb. 5. Protokolle und Patienten im klinischen Gentransfer weltweit: Target-Zellen (Wiley, Stand
1.12.98)

lokale oder regionale Gentherapie bei der Restenose nach Angioplastie oder zur
Angioneogenese bei der chronischen arteriellen VerschluSkrankheit. Die Sicher-
heit des Transfers kann verbessert werden, indem besondere Antriebsaggregate
(Promotoren) verwendet werden, die die Transkription der DNA in RNA steuern.
Sie konnen durch korpereigene Substanzen oder extern zugefiihrte Medikamente
angeschaltet (induziert) werden. Die Selektivitdt des Gentransfers kann durch
Promotoren, die lediglich in bestimmten Zelltypen oder Geweben aktiv sind,
verbessert werden oder gar eine lokale Applikation unnétig machen (Hatzoglou et
al. 1990, als Ubersicht Harris u. Lemoine 1996). Auch die Anwendung eines Rezep-
tor-vermittelten Gentransfers ermdglicht eine lokale Therapie bei systemisch Ap-
plikation: Es werden Polyplexe mit Liganden kombiniert, die selektiv an Gewebe-
spezifische Rezeptoren auf der Target-Zell-Oberfliche binden. Die Aufnahme in
die Zelle erfolgt dann iiber eine Rezeptor-vermittelte Endozytose (Wagner et al.
1990; Kircheis et al. 1997).

Soll eine besonders hohe Transfektions-Effizienz erreicht werden, werden die
unselektiven Adeno-, Lenti- und Sendaiviren bevorzugt (Salmons u. Giinzburg
1993). Ist eher eine Limitierung auf proliferierende Zellen gewiinscht, wie bei
Tumorerkrankungen und anderen proliferativen Erkrankungen, werden die selek-
tiven Retroviren und adeno-assoziierten Viren verwendet (Salmons u. Giinzburg
1993, Hallek et al. 1998). Je nach betroffener Zellart kann die Selektivitit des
Gentransfers durch bestimmte Ubertragungshelfer (Vektoren) gesteigert werden
(Tab.1). Man macht sich hier vor allem den Tropismus verschiedener Viren zunut-
ze, wie zum Beispiel die Vorliebe der Herpesviren fiir Zellen des ZNS oder der
Adenoviren fiir Lungenzellen. Neben den viralen Vektoren gibt es chemische und
mechanische Moglichkeiten der Verbesserung der Transfer-Effizienz wie die Lipo-
somen (Abb. 1) oder der bisher fast ausschliefSlich experimentell verwendete
»Beschufl“ mit beschichteten Partikeln oder die Kombination verschiedener Me-
thoden, wie z.B. den Liposomen-Sendaivirus-Komplex.

Wird nun das geeignetste Transferverfahren mit dem individuell giinstigsten
Vektor mit einem induzierbaren und im Idealfall sogar zelltyp-spezifischen Pro-
motor kombiniert und durch eine spezielle lokale Applikationstechnik verab-
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Protokolle (n=367) Patienten (n=3089)

@ Genmarkierungen
B Infektionen

63% B Monogene
Erkrankungen
£ Maligne
Erkrankungen
® Andere

Gesunde

Abb. 8. Protokolle und Patienten im klinischen Gentransfer weltweit: Krankheiten (Wiley, Stand
1.12.98)

reicht, 1af3t sich maximale Sicherheit schaffen, ohne auf grofite Effizienz verzichten
Zu miissen.

1.3
Wahl des transferierten Gens

Die Wahl des therapeutischen Gens hidngt im wesentlichen von der Grundkrank-
heit ab (Abb. 8): fehlende oder defekte Gene konnen bei singulirem Genmangel
oder -Defekt ersetzt werden; bei proliferativen Erkrankungen kénnen kérperfrem-
de, therapeutische Gene (z.B. Suizid-Gene, Resistenz-Gene) oder bereits vorhan-
dene Gene zusitzlich eingeschleust werden, die in die Regulation natiirlich vor-
kommender Gene eingreifen (z.B. Zellzyklus-regulierende Gene oder Immunmo-
dulation mit Zytokinen). Es besteht die Wahl, auf DNA-Ebene durch DNA-Trans-
fer oder Transkriptionshemmung mittels kompetitiv wirkender DNA-Fragmente
wie tripel-helix-formende Oligonukleotide einzugreifen, oder auf RNA-Ebene mit
Hilfe von antisense-Oligonukleotiden, katalytischen Oligonukleotiden oder Ribo-
zymen die Translation der genetischen Information in das biologisch aktive Pro-
tein zu verhindern.

2
Erste Ergebnisse der klinischen Gentherapie

Mittlerweile sind einzelne Ergebnisse aus 367 klinisch-therapeutischen Studien
weltweit (Stand 1.12.1998, Wiley 1998) bekannt geworden (Abb. 9, Abb. 10), wobei
die Anzahl in den ersten Jahren exponentiell zunahm (Abb. 11). Wihrend sich
zuerst der grofite Teil der Programme mit der gentechnologischen Markierung von
Zellen zum besseren Verstindnis von Tumorausbreitung und frithzeitigen Diagno-
sestellung beschiftigte, iiberwiegen heute die therapeutischen Studien. Schwer-
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Patienten 4
3000 T
2000 T O USA alleine
B weltweit
1000 T

12/94 1295 6/96 12/96 4/98 12/98 Zeitpunkt

Abb 11. Patienten, die Gentherapie erhielten (TCM-Report 12/1996, Wiley 4/1998 und 12/1998)

Protokolle (n=367) Patienten (n=3089)

M Phase |
@ Phase /I
B Phase |l

I Phase Il

Abb. 12. Protokolle und Patienten im klinischen Gentransfer weltweit: Klinische Phasen (Wiley,
Stand 1.12.98)

punkte bilden die Behandlungsversuche von malignen, monogenen und infekti6-
sen Erkrankungen, neuerdings finden sich jedoch auch Therapieansitze bei chro-
nischen Erkrankungen aus dem kardiovaskuldren und rheumatischen Formen-
kreis. Bis zum 1.12.1998 wurden weltweit 3089 Patienten in die klinischen Studien
eingeschlossen, wobei sich die klinischen Studien bereits in unterschiedlichen
Stadien befinden (Abb. 12). Die meisten Behandlungen erfolgte erst seit Anfang
1995 und dementsprechend wenige Daten sind iiber bisherige Erfolge verfiigbar.
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2.1
Monogene Erkrankungen

Bis 1.12.1998 wurden 286 Patienten im Rahmen von 53 Protokollen gentherapeu-
tisch behandelt. Besonders bedeutend ist der Einsatz beim Adenosin-Deaminase-
Mangel (severe combined immunodeficiency disease, SCID), beim CFTR-Mangel
(Mukoviszidose), beim LDL-Rezeptor-Mangel (familidre Hypercholesterindmie),
beim Faktor IX-Mangel (Hamophilie B) und bei der Chronischen Granulamatésen
Krankheit. Ergebnisse liegen weiterhin bei der Fanconianimie, beim Glucocere-
brosidase-Mangel (Morbus Gaucher = Glucosylceramid Lipidose) und bei der
Aspartoazyklase-Mangel (Canavan-Krankheit) vor. Im folgenden werden diese
Erkrankungen einzeln abgehandelt. Weiterhin wurde die Gentherapie auch beim
Iduronosulfat-Sulfatase-Mangel (Morbus Hunter = Mucopolysaccharidose Typ II)
(1 Studie, 1 Patient), bei der Himophilie B (1 Studie, 4 Patienten), beim a-Antitryp-
sin(AAT)-Mangel (1 Studie, 3 Patienten), bei der Chronischen Granulamatésen
Krankheit (3 Studien, 8 Patienten), beim Ornithin-Transcarbamylase(OTC)-Man-
gel (1 Studie, 5 Patienten) und beim adult respiratory distress syndrome (ARDS)
aufgrund eines congenitalen Mangels (mindestens 3 Patienten) eingesetzt. Fiir den
Morbus Hurler, das Hunter Syndrom, den Leukozyten-Adhérenz-Mangel, den
Purinnukleosid-Phosphorylase(PNP)-Mangel (schwerer selektiver T-Zell-Funkti-
onsmangel), den a-Iduronidase-Mangel (Morbus Hurler bei Kindern bzw. Scheie-
Keratopathie bei Erwachsenen), den Fumarylacetoacetat-Hydrolase-Mangel (He-
reditdre Tyrosindmie) und die Mutation eines Gens der gewohlichen Gamma-Glo-
bulinkette (X-chromosomale Immundefizienz, X-linked SCID) wurden Protokolle
entwickelt und genehmigt, in die jedoch bisher wahrscheinlich keine Patienten
eingeschlossen wurden.

2.1.1

Adenosin-Deaminase-Mangel

Am besten dokumentiert ist die Behandlung des Adenosin-Deaminase-Mangels
beim schweren kombinierten Immunmangel (severe combined immunodeficiency
disease, SCID). Dieses relative seltene Syndrom (1/100.000) ist durch eine weitrei-
chende Funktionseinschriankung des humoralen und Zell-vermittelten Immunsy-
stems gekennzeichnet. Die Folge ist eine erhebliche Anfilligkeit der betroffenen
Kinder fiir gravierende bakterielle, virale und Pilzinfektionen mit oft tédlichem
Ausgang. Die Krankeit ist in 25% der Falle auf ein abnormales Adenosin-Deami-
nase-Gen zuriickzufiihren, wobei sie entweder als ein autosomal rezessiver Defekt
vererbt wird, sporadisch kommt es auch zu Spontanmutationen. Ohne Behandlung
tiberleben betroffene Kinder meist das erste Lebensjahr nicht.

Die SCID-Krankheit hat zwar schwerwiegende und vielseitige klinische Aspekte,
ist jedoch aus genetischen Gesichtspunkt vergleichsweise einfach. Aus diesem
Grunde wurde vermutet, daf} die Transduktion eines funktionierenden humanen
ADA-Gens in die Lymphozyten des betroffenen Patienten ausreichen kénnte, eine
signifikante klinische Verbesserung oder gar Heilung zu erzielen. Historisch gese-
hen handelte es sich hierbei auch um die erste Gentherapie-Studie {iberhaupt, die
auf die Heilung einer Krankheit abzielte. Die vorangegangenen Genmarkierungs-
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Studien hatten lediglich die Machbarkeit eines somatischen Gentransfers im Men-
schen gezeigt.

Der Beginn der Behandlung der ersten von insgesamt 16 SCID-Patienten im
Rahmen von 7 Protokollen mittels retroviraler Gentherapie erfolgte am 14. Sep-
tember 1990. Ausgewdhlt wurden ADA-defiziente Kinder, bei denen alternative
Therapien, wie die PEG-ADA-Verabreichung, bei der Wiederaufrichtung eines
adidquaten Immunsystems versagt hatten. Die 4-jahrige Ashanti DeSilva war somit
die erste Patientin, die am 14. September 1990 in den USA mittels Gentherapie
behandelt wurde (Blaese et al. 1990, Culver et al. 1991). Sie und die anderen
Neonaten und Kinder erhielten wochentliche Injektionen von ex vivo gentechno-
logisch verdnderten, autologen Lymphozyten und/oder Knochenmarkszellen. Die-
se klinischen Studien sind inzwischen in Phase I/II mit unterschiedlichen Target-
Optionen: Lymphozyten, CD34+Zellen Blutstammzellen von Neugeborenen.

Fiir die Therapie der ersten langzeitbeobachteten Kinder von Blaese et al. (1995)
wurden periphere Blutlymphozyten gewonnen und ex vivo expandiert, mit einem
retroviralen Vektor, der das humane ADA-Gen exprimiert und re-infundiert.
Dieser Vorgang wurde monatlich wiederholt. Die frithere alternative Therapie mit
PEG-ADA wurde mit 50% der urspriinglichen Dosis fortgefithrt. Auf dhnliche
Weise wie in der amerikanischen Studie erfolgte am 1.8.1995 auch die Behandlung
eines Kindes mit ADA-SCID in Japan (Sakiyama 1996a, Sakiyama 1996b, Onodera
etal. 1998). Trotz hoher Dosen wurde keine Toxizitdt beobachtet. Kohn et al. (1993)
transduzierten und infundierten Plazenta und Nadelschnurzellen, die natiirlicher-
weise relativ reich an Blutstammzellen sind. Bordignon et al. (1995) verwendeten
zwei verschiedene retrovirale Vektoren, wobei ein Vektor fiir die Transduktion
peripherer Blutzellen und der andere Vektor fiir die Transduktion von Knochen-
markszellen eingesetzt wurde. Somit konnte der Urspung der transduzierten Zel-
len spiter im Patienten verfolgt werden. Auch Hoogerbrugge et al. (1996) zogen
die Transduktion von Knochenmarkszellen vor.

Die Expression des transduzierten Gens konnte in bis zu 50 Prozent der Lym-
phozyten und 10 Prozent der Knochenmarkszellen nachgewiesen werden. Wih-
rend die Expression in Lymphozyten aufgrund der begrenzten Lebensdauer der
Lymphozyten teilweise nur ein Jahr anhielt (Bordignon et al. 1995b) und teilweise
auf einem Niveau von 10-20% ADA-positiver Zellen konstant blieb (Onodera et al.
1998), war die Expression in den Knochenmarkszellen noch nach mindestens 18
Monaten (Kohn, 1995) bzw. mindestens drei Jahren stabil (Blaese, 1995; Bordignon
etal. 1995b). Als giinstig erwies sich die kombinierte Transduktion von peripheren
Blutlymphozyten und Knochenmarkzellen, da ein schneller therapeutischer Erfolg
durch Verdnderung der Blutlymphozyten, die langanhaltende therapeutische Wir-
kung jedoch nur durch Integration des ADA-Gens in die Knochenmarkszellen
erreicht werden kann. Tatsdchlich konnte in klinischen Studien gezeigt werden,
dafl wahrend des ersten Therapiejahres fast alle ADA-exprimierenden Lympho-
zyten von transduzierten peripheren Blutlymphozyten abstammen, spater jedoch
durch Lymphozyten ersetzt werden, die aus dem transduzierten Knochenmark
abstammen (Bordignon et al. 1995b).

Zwei Jahre nach der Behandlung von Neonaten mit Nabelschnur- und Plazen-
ta-Zellen exprimierten unterschiedliche Zellinien die ADA-Sequenzen. Vier Jahre
nach Infusion von Nabelschnurzellen war die Zahl der ADA-positiven T-Lympho-
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zyten auf 1-10% gestiegen, wahrend andere hamatopoetische und lymphozytire
Zellen nur bei 0,01-0,1% lagen (Kohn et al. 1998).

Nicht bei allen Patienten sprach diese Therapie an. Allerdings, wahrend bei
einem Kind mit iiber 50% ADA-positiven Lymphozyten eine Normalisierung des
Immunstatus erreicht werden konnte (Blaese et al. 1995), konnte bei 10-20%
ADA-positiven Zellen eine vermehrte T-Zellzahl und verbesserte Immunfunktion
wie bei heterozygoten ADA+/ADA-Trigern (Onodera et al. 1998) oder in einem
anderen Fall selbst bei nur 0,1-1% ADA-positiven Lymphozyten noch ein zufrie-
denstellender klinischer Zustand erreicht werden (Blaese et al. 1995). Meist konnte
die Dosis von PEG-ADA unter Kontrolle der humoralen und zelluldren Immunant-
wort deutlich reduziert werden (Hoogerbrugge et al. 1995; Bordignon et al. 1995b;
Kohn et al. 1993). Berichte iiber toxische Nebenwirkungen liegen bislang nicht vor.
Bei keinem der Patienten wurde Helfervirus nachgewiesen. Alle Kinder sind heute
bei relativ guter Gesundheit.

2.1.2

LDL-Rezeptor-Mangel

Durch eine Mutation des Gens fiir den Low density lipoprotein(LDL)-Rezeptor
kommt esin etwa 1 von 500 Personen zu der weit verbreiteten, autosomal dominant
vererbten familidaren Hypercholesterindmie. Bei heterozygoten Trigern manife-
stiert sich dieser Gendefekt mit einer zwei- bis dreifachen Erhhung des Ge-
samtcholestrinspiegels im Serum, die auf eine Erh6hung des Serum-LDL-Spiegels
zuriickzufiihren ist. Patienten mit zwei mutierten LDL-Rezeptor-Genen (Homozy-
gote fiir familidre Hypercholesterindmie) haben sechs- bis achtfach erhohte LDL-
Cholesterinspiegel. Zu Symptomen kommt es typischerweise jedoch nicht vor der
dritten oder vierten Lebensdekade. Das wichtigste Kennzeichen ist das Auftreten
einer vorzeitigen und erheblich akzelerierten Koronarsklerose, assoziiert mit einer
abnormal hohen LDL/HDL Ratio. Myokardinfarkte beginnen in den betroffenen
Ménnern ab der dritten Dekade aufzutreten mit einem Gipfel in der vierten und
finften Lebensdekade. Etwa 1 von 1 Million Personen der Gesamtbevilkerung
ererbt zwei Kopien des Gens fiir die familidre Hypercholesterinimie und ist somit
homozygot fiir diese Fehlbildung. Die Koronarsklerose beginnt sich oft bereits vor
dem 10. Lebensjahr klinisch bemerkbar zu machen, und iiber Myokardinfarkte im
Alter von 18 Monaten wurde berichtet. Auflerdem kann es durch Cholesterolein-
lagerungen in der Aortenklappe zu symptomatischen Aortenklappenstenosen
kommen. Homozygote versterben oft bereits vor dem 20ten Lebensjahr an den
Komplikationen von Myokardinfarkten.

Bei bisher 5 Patienten mit homozygotem LDL-Rezeptormangel erfolgte seit dem
11.1.1991 die Behandlung der familidren Hypercholesterindmie mittels Transfer
des Gens fiir den LDL-Rezeptor. Grossmann et al. (1994) publizierten den Fall eines
29jdhrigen Patienten ohne funktionstiichtigem LDL-Gen. Autologe Hepatozyten
werden durch partielle Hepatektomie gewonnen und fiir den Gentransfer kulti-
viert. Die Zellen wurden ex vivo mit einem retroviralen Vektor, der das Wildtyp-
Gen fiir den LDL-Rezeptor unter der Kontrolle eines Cytomegalievirus-enhancer
und des Beta-Aktin-Promotors des Hithnchens exprimierte. Drei Tage nach der
Transduktion wurden die Zellen in die Vena mesenterica inferior re-injiziert.
Dieser Patient war der erste von 5 Patienten, die auf diese Art und Weise behandelt
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wurden (Grossmann et al. 1995). Die Vektor-DNA wurde 4 Monate nach dieser
einmaligen Behandlung mittels in situ Hybridisierung in Leberbiopsien nachge-
wiesen. Es wurde keine immunologische Reaktion gegen diesen Autograft nachge-
wiesen.

Als Zeichen der partiellen Korrektur konnte im ersten Patienten eine Senkung
des LDL-Cholesterinspiegels und der LDL/HDL-Ratio stabil tiber 18 Monate be-
wirkt werden, wobei die LDL/HDL-Ratio von vor der Behandlung 10 auf danach 5
zurlickging (Grossman et al. 1994, Wilson 1995). Klinisch kam es zu keinerlei
Progress der koronaren Herzkrankheit wihrend der 18monatigen Nachbeobach-
tungszeit. Leberbiopsien mehrere Monate nach Reinfusion der modifizierten He-
patozyten in die Patienten zeigte, dafl hochstens 5% der gesamten Leberzell-Popu-
lation das normale Gen in vivo exprimierte (Grossman et al. 1994, Wilson 1995).
Trotz dieser minimalen Korrektur konnten in einigen der Gen-Empfangern Ver-
dnderungen in LDL-abhéngigen Parametern beobachtet werden, die darauf schlie-
3en lassen, daf§ die LDL-Rezeptor-Funktion der Leber teilweise wiedergewonnen
wurde.

213

Mukoviszidose

Die Mukoviszidose, auch Zystische Fibrose genannt, ist eine autosomal rezessive
Storung von exokrinen Driisen, die typischerweise in der Lunge zu einer Ansamm-
lung von zéhfliissigem Schleim, bakteriellen Infektionen und chronisch-obstruk-
tiver Lungenerkrankung mit ausgepragten Bronchiektasen und parenchymalen
Umorganisationen fithren. Es handelt sich um die haufigste tédlich-verlaufende
genetische Storung, die die kaukasische Rasse betriff: bei etwa 1 von 2.500 Lebend-
geborenen von Kaukasiern, 1 von 17.000 Schwarz-Amerikanern und 1 von 90.000
hawaianischen Asiaten wird Mukoviszidose diagnostiziert. Das betroffene Gen ist
das cystic fibrosis transmembrane conductance regulator (CFTR)-Gen lokalisiert
innerhalb von ca. 300 kb innerhalb der q21-31 Region von Chromosom 7. Extensive
Analysen des CFTR-Gens fiihrte zur Identifizierung von mehr als 200 Mutationen,
die meisten davon in den 27 enkodierenden Exonen des 250 kb Gens. Eine Muta-
tion, eine in-Phasen Deletion des Codons fiir Phe>%8 ist fiir 50-80% aller Mukovis-
zidosen-Allele verantwortlich.

Bei bisher 230 Patienten wurde im Rahmen von 24 Studien der Transfer des
cystic fibrosis transmembrane conductance regulator (CFTR)-Gens zur Behandlung
der Mukoviszidose durchgefiihrt (European Working Group of Gene Therapy
1996, Recombinant DNA Advisory Committee (RAC) der NIH 1995, Wiley 1998).
Die Applikation erfolgt in der Regel lokal iiber Arosole oder Bronchoskopie. Der
adenovirale Gentransfer wurde bevorzugt (11 Protokolle mit 99 Patienten), da
Adenoviren bei der Transfektion einen Tropismus fiir Lungenzellen (und Leber-
zellen) haben, oder erfolgte fast so hiufig liposomal (10 Protokolle mit 75 Patien-
ten), neuerdings auch mittels adeno-assoziiertem Virus (3 Protokolle mit 36 Pati-
enten).

Die Machbarkeit des adenoviralen Gentransfers wurde erstmals am 17. April
1993 an 4 Patienten im Rahmen einer US-amerikanischen klinischen Studie getes-
tet (Crystal et al. 1994). Hierfiir wurden 2 Milliarden Ad-CFTR Vektor plaque
forming units (pfu) liber die nasalen bzw. bronchialen Epithelien verabreicht.
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Sieben Tage nach der Behandlung konnten RNA und Protein von CFTR in 14% der
Epithelzellen eines der Patienten und CFTR-RNA alleine in einem anderen Fall
nachgewiesen werden. Nach 10 Tagen war die Expression des transferierten Gens
nicht mehr nachweisbar. In einer anderen Studie verabreichten Zabner et al. (1993)
gelosten Ad-CFTR-Vektor durch Kontakt mit Nasenepithelien. Voriibergehend
kam es zu einer partiellen Korrektur in allen 3 behandelten Patienten. Die vor der
Behandlung gemessene erhohte transepitheliale Spannung verringerte sich nach
der Behandlung gegen Normal. Bei diesen Untersuchungen war es nicht méglich,
die genaue Wirkdauer der Therapie zu bestimmen, da zu wenige Zellen mittels
Biopsien gewonnen wurden, um CFTR-Protein oder -RNA nachweisen zu konnen.
In einer dhnlichen Untersuchung, in die 12 Patienten eingeschlossen wurden,
konnte durch Boucher et al. (1994) die Expression durch den Nachweis von
CFTR-RNA bestitigt werden. Transepitheliale Spannungs-Normalisierung wurde
ebenfalls beobachtet. Im Rahmen einer Phase I-Studie, die in Frankreich von Bellon
et al. (1997) durchgefiihrt wurde, wurde erneut der von Crystal et al. verwendete
Ad-CFTR-Vektor eingesetzt, diesmal in steigenden Dosen iiber 2 Tage und in 3
verschiedenen Dosierungs-Schemata, wobei alle Patienten mit dem Kontroll-Puf-
fer vorbehandelt wurden. Im Rahmen der Behandlung wurde der Vektor zuerst auf
die nasale Mukosa aufgebracht und anschlieflend iiber ein Aerosol in die Lunge
verteilt. Wahrend der Nachbeobachtung wurden Schleimhautverinderungen mit-
tels Bronchoskopie ausgeschlossen. Interessanterweise erhhten sich im Rahmen
der Virusvektor-Administration die adenoviralen Antikdrperspiegel nicht, auch
die bronchoalveoldre Lavage war frei von diesen Antikrpern. Wahrend vor der
Therapie weder Ad-CFTR-DNA mittels PCR, mRNA mittels RT-PCR und Protein
mittels Immunzytochemie nachweisbar waren, fand sich nach der Behandlung
DNA iiber mindestens 21 Tage lang in Nasenbiirstbiopsien bzw. iiber mindestens
15 Tage lang in bronchialen Proben. Ad-CFTR-mRNA fand sich in den Nasen aller
Patienten mindestens 15 Tage nach der Behandlung und in den bronchialen
Biirstenprdparaten eines Patienten 14 Tage danach. Das CFTR-Protein lief§ sich
ebenfalls in allen nasalen Proben iiber 15 Tage und in bronchialen Proben von 2
Patienten nach 7 Tagen nachweisen. Interessanterweise fand sich keine Korrelation
zwischen der verabreichten Vektor-Dosis und der Anzahl CFTR-positiver Zellen.
In der Zusammenschau der Ergebnisse dieser Studien lief8 sich adenoviral in
einigen Fillen tiber kurze Zeit (7-10 Tage) eine komplette Korrektur des Protein-
mangels, meist jedoch nur eine Verbesserung des Chlorid-Transports auf etwa 25
Prozent der Norm erreichen. Niedrige Dosen erwiesen sich oft als ineffizient und
hohe Dosen fiihrten teilweise zu massiven lokalen oder systemischen Entziin-
dungsreaktionen. Hierbei wurde iiber Fieber, Tachykardie, Hypotonie, Hypoxidmie
und Lungeninfiltrate aufgrund einer alveoldren Entziindung auf der Seite der
Vektor-Administration mit Verminderung der vitalen und der totalen Lungenka-
pazitdt berichtet (Crystal 1995, McElvaney u. Crystal 1995) die allerdings trotz
hoher Dosen nicht von allen Gruppen beobachtet wurden (Bellon et al. 1997, Welsh
et al. 1995, Zabner et al. 1993). Virale Replikation oder Virus-assoziierte Toxizitit
wurde nicht beobachtet. Andere Arbeitsgruppen berichten iiber den molekularen
Nachweis des erfolgreichen Gentransfers ohne funktionelle Korrektur im Sinne
einer Verdnderung des Chlorid-Transports, gerade bei denjenigen Patienten, die
die hochsten Virus-Dosen erhielten. Diese Patienten hatten starke lokale Entziin-
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dungsreaktionen mit dem Nachweis von neutralisierenden Antikorpern gegen
Adenoviren im Serum (Boucher, et al. 1994, Knowles et al. 1995). Die Wirkdauer
war mit maximal 9 Tagen relativkurz (Crystal et al. 1994, Hay et al. 1995, McElvaney
u. Crystal 1995), so dafl wiederholte Applikationen erforderlich sind, die zu einer
Sensibilisierung gegen diese ohnehin humanpathogenen Viren fithren kdnnen.
Hohe primire und sekundéire Antikdrperspiegel gegen Adenoviren konnen wie-
derum die Effektivitdt des adenoviralen Gentransfers verringern. Primare Antikor-
per gegen Adenoviren wurden bei 50 Prozent der 2-jéhrigen Patienten und 95
Prozent der 16- bis 34-jahrigen nachgewiesen (Huebner et al. 1954). Sekundire
Antikorperspiegel sind weniger gegen die therapeutische Genexpression als viel-
mehr gegen adenovirale Capsid-Proteine gerichtet (Ginsberg et al. 1984, Horowitz
etal. 1990). Der wiederholte adenovirale Gentransfer des CFTR-Gens in 6 Patienten
wurde gut vertragen (Zabner et al. 1996, Bellon et al. 1997). Alle Patienten waren
inital seropositiv, entwickelten jedoch eine zusétzliche humorale Immunantwort.
In einigen der Patienten konnte wiederum eine partielle Korrektur des Chlorid-
Transportes im Epithel der Luftwege erreicht werden, allerdings war der therapeu-
tische Effekt mit wiederholter Gabe weniger wirkungsvoll, wohl am ehesten auf-
grund einer verstirkten Immunantwort.

Um eine ausreichende Effizienz des Gentransfers unter Vermeidung immuno-
logischer Reaktionen zu erreichen, wandte sich verschiedene Gruppen verstarkt
auch dem liposomalen Transfer des CFTR-Gens zu. In einer doppelblinden Studie,
die in England von Caplen et al. (1995) durchgefiihrt wurde, erhielten 15 Patienten
intranasal DC-Chol/DOPE kationische Liposomen entweder alleine als Kontrolle
oder als Komplex mit dem Expressionsvektor-Plasmid von CFTR unter der Kon-
trolle eines SV40-Promotors. Bei neun Patienten konnte eine partielle bis hin zu
nahezu komplette Korrektur von transepithelialer Spannung und Ionentransport
mit einem Maximum nach 3 Tagen und einem Riickgang zum Ausgangsspiegel
nach 7 Tagen beobachtet werden. Die Kontrollpatienten besserten sich hingegen
nicht. Nebenwirkungen wurden nicht beobachtet (Caplen et al. 1995). Interessan-
terweise wurde bei den meisten Patienten zwar Plasmid-DNA und messenger RNA
detektiert ohne daf} dieser Nachweis mit dem funktionellen Ergebnis korrelierte.
Gill et al. (1997) untersuchten weitere 12 Patienten ebenfalls im Rahmen einer
doppelblinden, Placebo-kontrollierten Studie. Acht der Patienten erhielten CFTR-
Vektor-DNA unter der Kontrolle eines RSV Promotors und 4 Patienten erhielten
Placebo-Vektor, bei dem das CFTR-Gen deletiert war. Der Vektor wurde jeweils
als Komplex mit DC-Chol/DOPE Liposomen intranasal eingebracht. Nasale Biop-
sien 7 Tage nach Transfer waren unauffillig. Ein spezieller Fluoreszenzmikrosko-
pischer Assay zeigte die CFTR-Funktion in 5 von 8 behandelten Patienten und in
keinem der Placebo-Patienten. Weiterhin hatten 2 Patienten nach Therapie eine
funktionelle Korrektur bei der Messung nasaler Potentiale, einer von Thnen iiber
15 Tage. Elektrophysiologische Messungen, die ex vivo durchgefithrt wurden,
zeigten sogar eine Verbesserung in insgesamt 6 Patienten. Die Therapie wurde
insgesamt gut vertragen, insbesondere ohne Erhhung von Antikérper- oder Kom-
plement-Spiegeln (Gill et al. 1997). Auch die dritte liposomale Studie von Porteous
et al. (1997) erfolgte doppelblind und Placebo-kontrolliert, sowie randomisiert.
Von 16 Patienten erhielten 8 Patienten eine einzige nasale Aerosol-Verabreichung
eines CMVPromotor-CFTR/DOTAP-Komplexes, die iibrigen 8 Patienten lediglich
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Pufferlosung. Wiederum wurde die Therapie entsprechend den klinischen und
biologischen Sicherheitsparametern gut vertragen. CFTR-DNA fand sich in den
PCR-Untersuchungen nasaler Biospien 3 und 7 Tage nach der Behandlung in 7 von
8 behandelten Patienten und CFTR-mRNA in der RT-PCR in 2 von den 7 DNA-po-
sitiven Patienten. Eine partielle, jedoch anhaltende Korrektur des genetischen
Defektes konnte in 2 der 7 DNA-positiven Patienten im Rahmen einer in vivo
Messung der transepithelialen Potentiale und Fluoreszenz-Assays von Biirsten-
Biopsien beobachtet werden.

Um eine ldngeranhaltende Expression des CFTR-Gens zu erreichen, wurden
inzwischen zwei Protokolle mit dem adeno-assoziierten Virus (AAV) als Vektor
zugelassen (Flotte et al. 1996). Erste Ergebnisse zeigten keine Inflammations-Re-
aktionen (Flotte et al. 1995). Limitierend konnte allerdings der Umstand werden,
dafd nach Applikation iiber die Luftwege zumindest in Affen auch Vektoren au8er-
halb der Lungen, insbesondere in der Leber zu finden waren (Flotte et al. 1995).

2.1.4

Fanconi-Anémie

Die Fanconi-Andmie ist die wahrscheinlich am besten charakterisierte angeborene
Knochenmarksfehlfunktion. Sie wurde zum ersten Mal in 3 Briidern mit einem
Syndrom aus physischen Anomalien, Andmie und fettigem aplastischem Kno-
chenmark beschrieben. Es handelt sich um einen autosomal-rezessive Gendefekt,
der zu dieser aplastischen Andmie fiihrt. Zellen von Fanconi-Patienten sind beson-
ders empfindlich gegentiber Substanzen wie z.B. Mitomycin C oder Diepoxybutan,
die DNA vernetzen konnen. Hierauf basiert auch die moderne Diagnostik, bei der
chromosomale Bruchstellen nach Inkubation von Patientenzellen mit den oben
beschriebenen chemischen Klastogenen identifiziert werden. Bei gleichem labor-
chemischem Defekt konnen die klinischen Auspragungen bei den einzelnen Pati-
enten sehr unterschiedlich sein. Fiir Patienten, fiir die es keine histokompatiblen
Stammzell-Spender gibt, bleiben nur supportive Mafinahmen, die einen Tod im
frithen Erwachsenenalter nicht verhindern kénnen. Werden Fanconi-Zellen mit
dem normalen Gen transfiziert kommt es zu einem Verlust der Hypersensitivitat
gegeniiber Substanzen wie Mitomycin C und zu einem verlingerten Uberleben in
vitro.

Autologe himatopoetische Stammzellen von 3 Fanconi-Patienten wurden re-
troviral mit dem normalen Gen transduziert und in 3 bis 4 Zyklen in die Patienten
reinfundiert (Liu et al. 1997, Liu et al. 1998). Es konnte eine transiente Vermehrung
himatopoetischer Zellkolonien, hierdurch eine erhohte Zellularitdt des Knochen-
marks mit vermehrten Vorstufen beobachtet werden. Auch in peripheren Blutzel-
len war die Korrektur voriibergehend festzustellen (personliche Komminikation).

2,15

Aspartoazyklase-Mangel

Beim Aspartoazyklase-Mangel, der zur Canavan-Krankheit fithrt, handelt es sich
um eine fortschreitende Krankheit, die schliefflich zur Zerstérung der Myelin-Um-
mantelung der Nerven des Gehirns fiihrt. Die seltene Erkrankung war unter ande-
rem Gegenstand im Kinofilm , Lorenzos O1“.
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Diese erstmalige gentherapeutische Behandlung einer neurologischen Erkran-
kung (neben Hirntumoren) erfolgte bisher innerhalb eines einzigen Protokolles
die Injektionsbehandlung von 2 Madchen, beide unter 2 Jahre alt (During 1996a,
During 1996b, Marshall 1996). Die Studie erfolgte in Neuseeland. Verwendet wurde
ein adeno-assoziiertes Virus als Vektor in Verbindung mit Liposomen und Poly-
meren. Bis auf geringes Fieber sei die Therapie gut vertragen worden.

2.1.6

Glucocerebrosidase-Mangel

Der Glucocerebrosidase-Mangel (auch als 8-Glucosidase bekannt) fiihrt zu einer
Glucosylceramid Lipidose, die auch unter dem Namen Morbus Gaucher bekannt
ist. Es ist eine monogene Erkrankung, bei der ein Defekt des Glucocerebrosidase-
Gens besteht, was zu einer metabolischen Storung fiihrt. Eine Anhdufung von
Glucosylceramid in den Glucocerebrosidase-defizienten himatopoetischen Zellen,
insbesondere den Makrophagen fithrt klinisch zu Lisionen im Skelett und schwe-
rer Hepatosplenomegalie, neurologischerseits werden mentale Retardierung, Spa-
stik und Ataxie bei Jugendlichen beobachtet. Gravierender ist die Auswirkung bei
der kindlichen Form, die durch einen frithen Beginn, ausgeprégte Hepatospleno-
megalie und schwere neurologische Progression bis hin zum frithen Tod gekenn-
zeichnet ist. Daneben existiert eine juvenile Form mit einer milderen neurologi-
schen Ausprigung. Der Typ I oder auch non-neuropathische Morbus Gaucher der
Erwachsenen ist die am weitesten verbreitete lysosomale Speicherkrankheit. Die
Diagnose des Morbus Gaucher sollte durch eine Enzymanalyse und durch eine
Mutationsanalyse erfolgen. Alle Formen des Morbus Gaucher haben einen autoso-
mal rezessive Vererbungsmodus und sind Allel-bezogene Stérungen. Der Typ I ist
30mal haufiger in Ashkenaze-Juden, mit einer Inzidenz von mindestens 1 Fall pro
Tausend Lebendgeburten in dieser Volksgruppe. Die Abwesenheit von neurologi-
schen Beeintrichtigungen ist das Einschluf3kriterium fiir die Typ 1 oder Erwach-
senen-Form. Vier Mutationen verursachen 96% aller Glucocerebrosidase-Muta-
tionen in der Ashkenaze-Population.

Bisher erfolgte Gentherapie in mindestens 9 Patienten im Rahmen von 3 Proto-
kollen. Zwei Phase I-Studien erproben die Re-Infusion von Knochenmarkszellen,
die mit dem Glucocerebrosidase-Gen transfiziert wurden, (Dunbar et al. 1996).
Eine Kombination des dominant selektiven multi-drug resistance (MDR)-Gen mit
dem nicht-selektiven therapeutischen Glucocerebrosidase-Gen kénnte die Thera-
pie durch die Anreicherung ex vivo erfolgreich transduzierter Zellen noch effekti-
ver machen.

2.1.7

Faktor IX-Mangel

Der Faktor IX-Mangel bzw. -Dysfunktion, auch als Himphilie B oder Christmas
disease bekannt, tritt bei der Geburt von 1 von 100.000 Jungen auf. Faktor IX ist ein
einkettiges, 55kDa schweres Proenzym, das durch den Faktor XIa oder den Gewe-
befaktor-Komplex VII in die aktive Protease IXa konvertiert wird. Die cDNA von
Faktor IX wurde kloniert und es wurde das Gen auf dem Chromosom X gemappt,
damit verbundene RFLPs identifiziert. Viele Patienten mit Deletionen und Muta-
tionen wurden beschrieben. Erwartungsgeméf beinhaltet die herkémmliche Sub-



Therapie mit Genen 289

stitutions-Therapie die Risiken von Hepatitis, chronischer Lebererkrankung,
AIDS, und als Besonderheit der Faxtor IX-Substitution, die Aktivierung des Gerin-
nungssystems durch Spuren von aktivierten Gerinnungsfaktoren im Prothrombin-
komplex, die zu Thrombosen und Embolien fithren.

Die ersten klinischen Ergebnisse stammen aus Asien. Hautfibroblasten von 2
Patienten mit Himophilie B wurden ex vivo mit einem retroviralen Vektor trans-
duziert, der fiir die cDNA des Blutgerinnungsfaktors IX encodiert (Lu et al. 1993).
Vor der autologen subkutanen Injektion wurden die Fibroblasten in eine Kollagen-
Matrix verpackt. Die Faktor-IX-Spiegel stiegen auf das Doppelte bis Dreifache und
stabilisierten sich schlieflich in beiden Patienten bei 220 ng/ml wihrend einer
6-monatigen Nachbeobachtungsphase. Die urspriinglich unzureichende Gerinn-
barkeit des Blutes verdoppelte sich in nur einem der beiden Patienten und erreichte
dabei 6,3%. Auch die klinischen Symptome dieses Patienten besserten sich deut-
lich. Toxische Zeichen wurden bei dieser Therapieform nicht beobachtet. Die
beiden Patienten wurden iiber 3 Jahre nach der Behandlung beobachtet (Qiu et al.
1996). Es fanden sich in beiden Patienten iiber 420 Tage erhéhte Plasmaspiegel fiir
humanen Faktor IX im ELISA. Die Blutgerinnungsaktivitit erhohte sich in beiden
Patienten signifikant und die Blutungsneigung war teilweise korrigiert. Nach 420
Tagen wurde einer der 2 Patienten erneut behandelt, wobei ein weiterer Anstieg
der Faktor-IX-Spiegel erreicht werden kann. Mittlerweile wurden 2 weitere Patien-
ten von derselben Gruppe behandelt. Weitere Ergebnisse liegen noch nicht vor.

2.1.8

Chronische Granulomatdse Krankheit

Bei der Chronischen Granulomatdsen Krankheit handelt es sich um eine seltene
Storung von Phagozyten, die mit rezidivierenden lebensbedrohlichen Infektionen
verbunden ist. Die Ursache ist ein Defekt der Phagozyten. NADPH-Oxidase (phox),
die normalerweise ein Superoxid bildet. Die genetische Basis der Chronischen
Granulomatdsen Krankheit ist heterogen. Die haufigste Form (etwa zwei Drittel
der Fille) ist X-chromosomal mit einer Mutation des gp91phox-Genes. Die néchst-
hdufige Form (ein Drittel der Fille) ist autosomal rezessiv und aufgrund einer
Mutation des p47phox-Gens auf Chromosom 7 und die verbleibenden 5% der Fille
haben eine Mutation der Gene fiir p22phox (Chromosom 16) oder p67phox (Chro-
mosom 1). Die Knochenmarkstransplantation kann die Chronische Granulomaté-
se Krankheit heilen, was Hinweis dafiir gibt, daff Knochenmarks-Stammzellen fiir
Granulozyten und Monozyten geeignete Ziele fiir eine Gentherapie sein kénnten.
Leider war die Knochenmarkstransplantation fiir diese Erkrankung jedoch mit
unakzeptabel hohen Morbiditits-, Mortalitdts- und Transplantatversagens-Raten
assoziiert, ausgenommen Fille mit HLA-iibereinstimmenden Geschwistern als
Spendern.

Periphere Blutzellen von 5 Erwachsenen mit auf p47phox-Mangel basierender
Chronischer Granulomatoser Krankheit wurden ex vivo CD34+ selektioniert und
mit Hilfe eines retroviralen Vektors fiir normale phox47 cDNA transduziert (Ma-
lech et al. 1997). Die transduzierten Stammzellen wurden dann den Donoren
zuriickinfundiert. Es wurde kein myoablatives conditioning durchgefiihrt. Funk-
tionell korrigierte periphere Blut-Granulozyten fanden sich in allen 5 Patienten
tiber durchschnittlich 3 Monate, und bis zu 6 Monate in einem Fall. Die maximale
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Korrektur konnte 3-6 Wochen nach der Infusion beobachtet werden, wobei sie
zwischen 0,004% und 0,05% der gesamten peripheren Blut-Granulozyten erreichte.
Durchschnittlich fand sich in einer von 5000 Zellen phox-Aktivitit. Inzwischen
wurden von dieser Gruppe bereits 8 Patienten mitttels Gentherapie behandelt.
Obwohl die Autoren erwihnen, dafl wahrscheinlich 150mal mehr Zellen korrigiert
werden miifiten, um einen ausreichenden Schutz gegen die Infektionen zu errei-
chen, mit der die Chronische Granulomatdse Krankheit assoziiert ist, zeigte diese
Studie doch die Dauerhaftigkeit einer solchen Behandlung mit autologen periphe-
ren Blutstammzellen ohne Konditionierung. Mit ensprechenden Perspektiven fiir
die Zukunft. Technisch ist die Verwendung von Tierprotein-freien Seren und der
Blutbank-kompatible Standard mit geschlossenen, Gas-permeablen Plastikbehal-
tern erwahnenswert, die moglicherweise fiir die Praxis der Gentherapie bedeutsam
sein kénnten.

2.2
Tumorerkrankungen

Singuldre Genmangelerkrankungen sind relativ selten. Aufgrund der Hiufigkeit
von Tumorerkrankungen ruhen auf der Gentherapie besondere Hoffnungen. Es ist
deshalb nicht iiberraschend, daf} die meisten genehmigten Gentransfer-Protokolle
maligne Erkrankungen betreffen (230 therapeutische Protokolle mit 2099 Patien-
ten) (Wiley 1998). Bei singuldrem Gendefekt oder Genmangel ist die therapeutische
Strategie der Transfer intakter Gene. In der Onkologie werden hingegen eine Reihe
grundsdtzlich verschiedener Therapieansitze unterschieden: Bei der Immunthe-
rapie werden Zytokine und Lymphokine exprimiert bzw. Gene fiir Histokompati-
bilitdts-Antigene verabreicht. Weiterhin kénnen Tumorzellen spezifisch gegen
bestimmte Medikamente empfindlich (z.B. Suizidgene) bzw. die gesunden Zellen
gegen Chemotherapie unempfindlich gemacht werden (Medikamentenresistenz-
gene). Schliefilich kdnnen auch mutierte Tumor-Suppressor-Gene ersetzt und
Onkogene inaktiviert werden.

Im Rahmen der Immuntherapie wurden bis 19. Juni 1996 im Rahmen von 60
weltweiten Protokollen insgesamt 376 Patienten eingeschlossen. Gréflere Tumor-
regressionen, definiert als entweder komplette oder partieller Antwort, wurde in
15 von 237 auswertbaren Patienten beobachtet (Roth u. Cristiano, 1997a).

Die Sensibilisierung von Tumorzellen gegeniiber therapeutischen Substanzen,
zum Beispiel durch Suizidgene, erfolgte im Rahmen von 21 Protokollen, wobei 104
Patienten eingeschlossen wurden. Eine deutliche Tumorregression war in 8 von 62
Patienten festzustellen (Roth u. Cristiano 1997a).

Eine vermehrte Resistenz gegen Chemotherapeutika zum Schutz gesunder Zel-
len (vor allem Knochenmarks-Stammzellen) bei der Verwendung hoherer thera-
peutischer Dosen war das Ziel von 8 Protokollen. Derzeit liegen noch unzureichend
Daten vor, um eine Aussage iiber potentielle Erfolge machen zu konnen (Roth u.
Cristiano 1997a).

In 13 Protokollen wurden bis Juni 1996 mutierte Tumor-Suppressor-Gene er-
setzt bzw. Onkogene inaktiviert. 78 Patienten wurden insgesamt eingeschlossen,
wobei in 6 von 26 auswertbaren Patienten eine grof3ere Tumorregression zu beob-
achten war (Roth u. Cristiano 1997a).
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Problematisch ist, dafl sich besonders bei der Erprobung der Immuntherapie
nicht immer die Ergebnisse aus den Tierversuchen auf den Menschen iibertragen
lassen. So z.B. sind die als Target verwendeten humane Tumorantigene bekannt,
jedoch nicht immer die des verwendeten Tiermodels, so wie auch die Immunoge-
nitdt von Onkogenen abstammender Proteine haufig nicht fir die Tiermodelle
demonstriert wurde.

Besonders haufig erfolgte der Einsatz der Gentherapie bei multiplen, metasta-
sierten und somit sehr weit fortgeschrittenen Carcinomen, beim Melanom, Glio-
blastom, Bronchialcarcinom, colorektalem Carcinom, Leberzellcarcinom, Mam-
macarcinom, Ovarialcarcinom, Nierencarcinom, sowie bei Leukdmien, Lympho-
men und beim Multiplen Myelom. Diese Krankheiten werden im folgenden einzeln
abgehandelt. Geringere Fallzahlen ohne publizierte Ergebnisse liegen derzeit noch
fiir das Neuroblastom (22 Patienten in 5 Protokollen) und andere Tumore des
Zentralen Nervensystems (28 Patienten in 5 Protokollen), Kopf- und Hals-Platten-
epithelcarcinom (55 Patienten in 7 Protokollen) und Prostatacarcinom (50 Patien-
ten in 16 Protokollen) vor. Fiir das Blasencarcinom, Pancreascarcinom und Keim-
zelltumoren liegen zwar Protokolle vor, Patienten wurden bisher jedoch nicht
eingeschlossen.

2.2.1

Melanom

Das Melanom entsteht in Melanozyten, Pigmentzellen, die normalerweise in der
Epidermis, gelegentlich auch in der Dermis vorkommen. Dieser Tumor befillt pro
Jahr etwa 32.000 Patienten alleine in den USA, die in 6.700 Fillen zum Tode fiihrt.
Die Inzidenz des Melanoms ist dramatisch angestiegen, alleine um 300% in den
letzten 40 Jahren. Falls die Inzidenz weiter wie bisher ansteigt, wird das Risiko, im
Laufe des Lebens ein Melanom zu bekommen, ungefihr 1% oder mehr betragen.
Der Grund fiir die steigende Inzidenz ist nicht klar, konnte jedoch auf eine ver-
mehrte Sonnen-Exposition im Rahmen von Urlaubsreisen insbesondere im frithen
Lebensalter zuriickzufiihren sein. Individuen mit besonders hohem Melanomrisi-
ko sind jene mit heller Hautfarbe, rotem oder blondem Haar, blauen Augen,
Sommersprossen und jene, die nur schwer gebrdunt werden und leicht Sonnen-
brinde erleiden. Andere Faktoren, die mit einem erhdhten Melanomrisiko assozi-
iert sind, umfassen eine Familienanamnese fiir Melanom, die Prisenz eines atypi-
schen Leberflecks, eines riesigen kongenitalen melanozytiren Naevus, eines klei-
nen bis mittel-grofflen melanozytiren Naevus, einer gréfleren Anzahl von
gewdhnlichen melanozytiren Naevi und Immunsuppression. Uber ein 64-fach
erhohtes Risiko fiir Individuen mit mehr als 50 Muttermalen von mehr als 2mm
Grofie wurde berichtet. Bei stark pigmentierten Menschen kommt das Melanom
relativ selten vor.

Das maligne Melanom war eine der ersten Erkrankung, die mittels Gentherapie
behandelt wurden. Seit dem 22. Mai 1989 erfolgte erstmalig die Infusion von
retroviral mit einem Markergen transduzierten Tumor-infiltrierenden Lympho-
zyten (Rosenberg 1992, Rosenberg et al. 1990). In diesem ersten klinischen Proto-
koll, das 10 Patienten umfafite, konnte die Durchfiihrbarkeit und Sicherheit einer
solchen gentherapeutischen Strategie gezeigt werden, die die Basis fiir das Design
weiterer Tumor-infiltrierenden Lymphozyten mit verbesserter anti-Tumor Wir-
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kung zur Behandlung des Melanoms und anderer Tumorerkrankungen werden
sollte. Seither erfolgte die gentherapeutische Behandlung in mindestens 523 Me-
lanom-Patienten innerhalb von 50 Protokollen.

Am 29. Januar 1991 wurden die ersten beiden von 4 Melanompatienten mit
Tumor-infiltrierenden Lymphozyten retroviral modifiziert mit dem Gen fiir Tu-
mornekrosefaktor (TNF) behandelt. Giinstiger war das Ergebnis offensichtlich,
wenn die Patienten gleichzeitig mit Interleukin 2 behandelt wurden (Rosenberg
1992), wobei der Effekt moglicherweise alleine auf den bereits nachgewiesenen
Anti-Tumor-Effekt von Interleukin 2 zuriickzufiihren sein konnte (Rosenberg et
al. 1994). Mit Hilfe eines Marker-Gens konnte nach retroviraler Modifikation
Tumor-infiltrierender Lymphozyten eine Transfektionseffizienz von 1-26% ge-
zeigt werden, wobei die Gen-modifizierten Lymphozyten noch mindestens 260
Tage nach Reinjektion in den 5 behandelten Patienten nachweisbar waren. Die
erhoffte selektive und langanhaltende Retention in den Tumoren blieb jedoch aus
(Merrouche et al. 1995). In anderen Protokollen wird auf spezifische und unspezi-
fische Immunantworten auf ex vivo Interleukin-transduzierte Tumorzellen abge-
zielt. Diese Studien basieren auf frithere Untersuchungen, die gezeigt hatten dafl
durch die Injektion von Interleukin-2 in etwa 20% der Patienten eine komplette
Remission erzielt werden konnte (als Ubersicht Génsbacher et al. 1993). Aufgrund
der kurzen Halbwertszeit jedoch mufiten hohe Dosen verabreicht werden, die zu
ernsten Nebenwirkungen fithrten. Ziel war es, durch die stabile Expression nach
Gentransfer die Nebenwirkungen zu verringern. Nach dem Transfer des Interleu-
kin-4-Gens in Fibroblasten wurde iiber die Tumor-Infiltration durch CD3* und
Tumor-spezifischen CD4*T-Zellen berichtet (Lotze et al. 1994, Lotze u. Rubin
1995). Nach Behandlung mit dem Interleukin-2-Gen kam es zu einer konsekutiven
Vermehrung von CD16% natiirlichen Killerzellen und tumor-spezifischen CD8*
zytotoxischen T-Zellen (Belli et al. 1997). Angewendet in 12 weiteren Patienten
wurde eine variable und inhomogene Vermehrung der immunophanotypisch
unterschiedlichen Lymphozyten (CD3*, CD4*, CD8* und CD45RO") beobachtet
(Belli et al. 1997). In 4 Patienten kam es zu einer Stabilisierung der Krankheit iiber
2 bis 6 Monate, in 2 Patienten teils zur Regression und teils zu einem Nichtanspre-
chen der Tumoren im gleichen Patienten. In den {ibrigen 6 Patienten waren keine
Zeichen eines Therapieerfolges zu erkennen. Insgesamt war der therapeutische
Effekt somit nur schwach, ebenso wie die lokalen und systemischen Nebenwirkun-
gen. In einem &dhnlichen Protokoll, bei dem einen Immunotherapie mit Interleu-
kin-2-transfizierten immortalisierten Fibroblasten und autologen Tumorzellen
erfolgte, konnte im Rahmen einer Phase I Studie in 2 von 6 Melanompatienten eine
erhebliche Iytische Wirkung der vom Patienten gewonnnen T-Zellen gegen auto-
loge Tumorzellen in vitro gezeigt werden. Klinisch kam es in wihrend der Behand-
lungsdauer bei 2 Patienten zu einer voriibergehenden Stagnation der Krankheit
(Veelken et al. 1997). Von 12 weiteren Patienten, die mit Interleukin 2 -transdu-
zierten allogenen Melanomzellen behandelt worden waren, zeigten nur zwei einen
partiellen therapeutischen Effekt mit Regression von einzelnen Hautknoten, wobei
andere Manifestationen von der Therapie unberiihrt blieben. In 2 Patienten fand
sich als Immunantwort ein Anstieg an zytotoxischen T-Lymphozyten. Toxische
Nebenwirkungen waren nur gering (Parmiani et al. 1996).
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Sun et al. (1998) verwendeten eine Immunisierungsstrategie mit Interleukin-12
genmodifizierten autologen Melanomzellen. In dieser Phase I-Studie wurden 6
Patienten mit terminalem metastasierendem Melanom mit zwei Plasmiden behan-
delt, die fiir die p35- und p40-Ketten von Interleukin-12 kodieren. Autologe Tu-
morzellen wurden hierfiir aus Metastasen explantiert, in vitro mittels Genkano-
nen-Behandlung mit beiden Plasmiden transduziert und anschlieSend bestrahlt.
In vitro wurde bereits biologisch aktives Interleukin-12 sezerniert. Durch magne-
tische Anreicherung vor der Bestrahlung liefen sich in den transduzierten Zellen
hohe Spiegel erreichen. Die Bestrahlung selbst erhéhte die Sekretions-Spiegel um
das zweifache, wodurch im Durchschnitt 987 pg/Tag/Millionen Zellen erreicht
werden konnten. Die transduzierten, bestrahlten autologen Zellen wurden 5 bis
6-mal innerhalb einer 6wochigen Behandlung subkutan re-injiziert. Machbarkeit
und Sicherheit dieser Strategie konnten ohne wesentliche Toxizitit gezeigt werden,
es kam lediglich zu geringem Fieber. In 2 Patienten konnte nach der Immunisie-
rung ein Anstieg Tumor-aktiver zytotoxischer T-Lymphozyten (CTL) nachgewie-
sen werden. Zwei Patienten zeigten eine Hypersensitivitit vom verzbgerten Typ
gegen die transduzierten Zellen. Weder eine komplette noch eine partielle Reaktion
konnte erreicht werden, obwohl es bei 3 Patienten zu einer Stabilisierung des
Krankheitszustandes kam und ein Patient nach mehreren Monaten eine gemischte
klinische Antwort zeigte. Die Metastasen-Biopsien wiesen eine erhebliche Zellin-
filtrierung mit CD4+ und CD8+ auf.

Die therapeutische Wirkung von Interleukin-7, und granulocyte-macrophage
colony-stimulating factor (GM-CSF) wird derzeit noch untersucht (Schadendorf
et al. 1995).

Neben der Verabreichung von Zytokinen besteht die Moglichkeit einer Im-
muntherapie mit Histokompatibilitdtsantigenen. Durch die Expression des Klasse
I Histokompatibilitdts-Antigen HLA-B7 kann eine erh6hte Immunogenitit der
Tumorzellen, und damit die Moglichkeit ihrer physiologischen Elimination be-
wirkt werden (Fenton et al. 1995, Nabel E et al. 1992, Nabel E et al. 1994, Nabel G et
al. 1992, Nabel G et al. 1994). Bis jetzt wurde bei mindestens 93 Patienten mit
fortgeschrittenem Melanom im Rahmen von 12 Protokollen iiber eine direkte
intratumorale Injektion eines Plasmid-Liposomen-Gemisches des Gens fiir das
HLA-B7-Glykoproteins des Klasse I Histokompatibilitits-Antigen-Komplexes be-
richtet Alle Patienten waren HLA-B7 negativ. In 80-89% der Patienten konnte eine
erfolgreiche Gen-Expression nachgewiesen werden (Stopeck et al. 1997, Waddill et
al. 1997). Die Injektionen erfolgten teilweise gesteuert durch Computertomogra-
phie (Waddill et al. 1997) und in einem Fall als lokale Behandlung mittels eines
speziellen Katheters in eine entfernt gelegene Metastase (Nabel E et al. 1994).
Berichtet wird von Nabel et al. (1993) iiber einen deutlichen Riickgang des Tumor-
wachstums, in einem von 5 Patienten sogar iiber die komplette Elimination zweier
injizierter Tumorknoten und weiterer distaler nicht-injizierter Metastasen. Drei
bis 7 Tage spiter konnte dabei in Tumorbiopsien durch Immunhistochemie das
HLA-B7 Protein und die dazugehdrige transferierte Plasmid-DNA mittels PCR
nachgewiesen werden. In allen 5 Patienten fand sich eine autologe Antitumor- und
allogene zytotoxische Lymphozyten-Immunantwort. Stopeck et al. (1997) verab-
reichten 17 ebenfalls HLA-B7 negativen Patienten mit metastasierendem Melanom
aufsteigende Dosen von kationischem Lipid-Vektor als intratumorale Injektionen,
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wobei die Dosen 10, 50 und 250 mg DNA zur einmaligen Injektion, und 10 mg zur
zwei- bis dreifachen Injektion in 14tégigen Intervallen betrugen. Tumorbiopsien
wurden vor der ersten Injektion, 2 Wochen und 4 Wochen nach nach der Injektion
in Hinblick auf Plasmid-Prisenz (PCR), Transkription (RT-PCR) und Oberfla-
chenexpression von HLA-B7 Protein mittels Durchfluf-Zytometrie und Immun-
histochemie untersucht. Die Proben nach Injektion waren in 93% der Fille positiv.
Als Komplikationen konnten Toxizitdt, Blutung, Pneumothorax und Hypotension
beobachtet werden, wobei diese Komplikationen hauptsichlich auf die technische
Durchfiihrung von Injektionen und Biopsien zuriickgefiihrt wurden. Er berichtet
{iber eine mef3bare Tumorverkleinerung in 50% der Fille, mit einer Groflenabnah-
me von mehr als 25% in 7 von 17 Patienten und mehr als 50% in 5 der 7 Patienten.
In einem Patienten mit einem einzelnen Tumorknoten kam es zur kompletten
Remission. Waddill et al. (1997) sahen eine signifikante Verkleinerung (25%) in 6
von 10 Patienten, wobei ein Patient mit einem solitiren Tumor noch 19 Monate
nach der Behandlung rezidivfrei war. Uber Nebenwirkungen wurde nicht berichtet.
In einer nachfolgenden Phase I Studie werden derzeit neue Liposomen, ein Vektor
mit verstarkter HLA-B7 Expression und der regelméfige Einsatz von Kathetern
zur lokalen Applikation getestet (Nabel et al. 1995).

222
Glioblastom (malignes Astrozytom)
Maligne Astrozytome oder Glioblastome (auch bekannt als maligne Gliomata oder
Stadium IIT oder IV Astrozytome) und die weniger malignen anaplastischen Astro-
zytome machen etwa ein Viertel der 5000 in den USA pro Jahr diagnostizierten
intrakraniellen Gliomata aus; bei Erwachsenen sogar 75% der Gliomata. Aufgrund
der tiefgreifenden und uniformen Morbiditdt tragt dieser Tumor auf einer Pro-
Kopf-Basis mehr als alle anderen Tumoren zu den Behandlungskosten bei. Die
Patienten, die in der Regel in der fiinften Lebensdekade von dieser Krankheit
befallen werden, treten ein in einen Zyklus wiederkehrender Hospitalisationen und
Operationen mit zunehmenden Komplikationen und relativ ineffektiver Bestrah-
lungs- oder Chemotherapie. Es wird vermutet, daf} in bestimmten Fillen maligne
Zellen aus einer eher benignen Proliferation der Glia entstehen. Weiterhin gibt es
seltene Fille einer familidren Hiufung, was auch auf eine genetische Komponente
schlielen ldf}t. Wenigstens vier humane Onkogene (sis, myc, src, n-myc) wurden
aus Zellinien aus priméren Hirntumoren identifiziert., weiterhin werden die Re-
zeptoren fiir platelet-derived growth factor (PDGF) und epidermal growth factor
(EGF) tberexprimiert. Geringe Haufungen von Tumoren fanden sich auch in
bestimmten Berufsgruppen, insbesondere der Ol-verarbeitenden Industrie.
Insgesamt wurde inzwischen bei mindestens 377 Patienten mit Glioblastomen
im Rahmen von 24 Protokollen die Gentherapie eingesetzt. Ergebnisse liegen bei
Patienten vor, denen Herpes simplex Virus-Thymidinkinase(HSV-tk)-Gen-tragen-
de Retrovirus-produzierende Zellen in die Tumore injiziert wurde (Culver u. Blaese
1994). In der Regel erfolgte nach 14 Tagen die systemische Behandlung mit Gan-
ciclovir. In zw6lf Lisionen von acht Patienten wurde eine iiber 25 prozentige
Reduktion des Tumorvolumens in der posttherapeutischen Frithphase beobachtet.
Bei sechs Lisionen von vier Patienten konnte ein therapeutischer Effekt iiber vier
bis 18 Monate nachgewiesen werden, obwohl das HSV-tk Gen nur in sehr wenigen
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Zellen detektiert werden konnte (<0,17 Prozent) (Ram et al. 1995). Izquierdo et al.
(1997) zeigten an 2 Patienten, daf fiir Tumoren gréfer als 100cm? eine Suizid-
gentherapie alleine mit Thymidinkinase (TK) und Ganciclovir nicht ausreichend
ist. Die Uberlebenszeit nahm deutlich zu, wenn eine neurochirurgische Tumorver-
kleinerung zusitzlich zur Suizidgentherapie vorgenommen wurde. Die 2 Patienten
wurden deshalb teilreseziert und erhielten eine wiederholte TK/Ganciclovir
Gentherapie iiber ein Ommaya-Reservoir, das tiber einen Katheter mit der Tumor-
hohle verbunden war. Elf bzw. 17 Monate nach der Behandlung waren die Patien-
ten noch am Leben. Die Magnetresonanztomograpgie zeigte ein verbleibendes
Tumorwachstum entlang des Tumorbettes. Somit konnten zwar Chirurgie und
Gentherapie die Tumorproliferation nicht komplett kontrollieren, sie waren je-
doch in Kombination effektiver als jede Therapie fiir sich alleine. In einem deut-
schen Zentrum (Weber et al. 1997) wurden deshalb im Rahmen einer Phase
II-Studie retrovirale Verpackungszellen mittels stereotaktischer Injektion oder
wihrend offener Tumorchirurgie in die Tumoren von Patienten mit rezidivieren-
den Glioblastomen nach Tumorverkleinerungsoperation injiziert. Die Mauszelli-
nie produzierte retrovirale Vektoren, die fir das Thymidinkinase-Gen kodieren.
Vierzehn Tage nach der Verabreichung von 10° Zellen in 50 Einzelinjektionen
wurde mit der zweiwdchigen Ganciclovir-Therapie begonnen. Es wurden keine
Nebenwirkungen in Bezug auf die intrazerebrale Verabreichung der Mauszellen
beobachtet und die Therapie wurde gut vertragen. Uber einen Nachbeobachtungs-
zeitraum von 1 Jahr konnte in einem von 10 Patienten eine komplette Remission
beobachtet werden und in 5 weiteren iiberlebenden Patienten immerhin eine noch
signifikante Lebensqualitdt trotz Tumorprogression. Die Kernspinangiographie
zeigte, dafy das Tumorwachstum sich dort fortsetzte, wo eine inkomplette Resek-
tion erfolgt war oder die therapeutische Injektion unzureichend war.

Oldfield et al. (1995) rekrutierten im Dezember 1994 insgesamt 15 Erwachsene
mit leptomeningealer Carcinomatose aufgrund von malignen Hirntumoren, wie
Glioblastomen, Melanommetastasen und Mammacarcinommetastasen, bei denen
Vorbehandlungen mittels Chirurgie, Bestrahlung oder Chemotherapie versagt
hatten. Thnen wurden jeweils 1 Milliarde murine PA317 Fibroblasten, die einen
TK-retroviralen Vektor produzierten, stereotaktisch in vivo in die Tumoren inji-
ziert. Eine Woche nach der Injektion konnte mittels in situ Hybridisierung gezeigt
werden, daf§ Tk sowohl in der Verpackungszellinie als auch in einigen Tumorzellen
exprimiert wurde. Zur Induktion von Zellsuizid wurde wie iiblich Ganciclovir fiir
14 Tage verabreicht. Aufler einer transienten Infammationsreaktion in einigen
Patienten fanden sich weder Zeichen der Toxizitdt noch der Enzephalitis. In einigen
Patienten kam es zu einer sichtbaren Verkleinerung des Tumorvolumens.

Ein anderer Ansatz, der derzeit in einer Phase I-Studie in Hinblick auf das
Glioblastom, sowie fortgeschrittene Ovarial- und Mammacarcinom untersucht
wird, ist der Einsatz des multi-drug resistance (MDR) Gens in Knochenmarks-
Stammzellen (Hesdorffer et al. 1994, Hesdorffer et al. 1998). Hiermit werden
wirkungsvollere Dosierungen von Chemotherapeutika moglich, da das Knochen-
mark gegen die Medikamenten-induzierte Myelodepression geschiitzt werden
kann. Bei insgesamt 5 Patienten, bei denen eine autologe Knochenmarkstransplan-
tation durchgefiihrt wurde, wurden bis zu einem Drittel himatopoetische Stamm-
zellen und Knochenmarks-Progentitorzellen MDR-cDNA enthaltenden retrovira-
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len Vektor ex vivo transduziert und anschliefend zusammen mit den nicht-mani-
pulierten Zellen nach der Chemotherapie re-infundiert. Eine hohe Rate an MDR-
Transduktion wurde in verschiedenen Zellinien kurz nach der Transduktion und
Re-Infusion gezeigt. Lediglich 2 dieser 5 Patienten hatten noch geringe MDR-Spie-
gel 10 bzw. 3 Wochen nach der Behandlung. Wahrscheinlich wurden die Zytokin-
stimulierten transduzierten Zellen von den anderen gleichzeitig infundierten und
nicht-manipulierten Zellen iiberwuchert. Der Virusiiberstand der MDR-Retrovi-
ren und alle Patienten-Proben nach Transplantation waren frei von Replikations-
kompetenten Retroviren. Es traten weiterhin keine Nebenwirkungen in Bezug auf
die Knochenmarkstransplantation auf.

In einem Patienten, bei dem ebenfalls vorangegangene Therapieversuche fehl-
geschlagen hatten, wurde bisher Gentherapie mit Interleukin 2(IL-2) durchgefiihrt
(Sobol et al. 1995). Der Patient erhielt 10 subkutane Immunisierungen mit autolo-
gen Tumorzellen und Fibroblasten, die durch retroviralen Gentransfer genetisch
modifiziert worden waren, um IL-2 zu sezernieren. Nach der Immunisierung mit
Anstieg an CD8+ zytotoxischen T-Zellen fand sich ein anti-Tumor-Effekt mit
Tumornekrose-Zeichen in einer Magnetresonanztomographie 4 Wochen nach
Behandlung mit der hochsten Therapiedosis.

2.2.3

Bronchialcarcinom

In jedem Jahr werden alleine in den USA mehr als 100.000 Manner und 50.000
Frauen durch das primire Lungencarcinom befallen. Im Jahre 1997 waren es
insgesamt 178.000 neue Félle und mehr als 160.000 Todesfille durch das Lungen-
carcinom. Die meisten von ihnen versterben innerhalb von einem Jahr nach
Diagnosestellung, wodurch es mit etwa 30% an erster Stelle der Todesursachen
aufgrund von Krebserkrankungen zu stehen kommt. Die Inzidenz des Lungen-
carcinoms ist zwischen dem 55. und 65. Lebensjahr am hochsten. Insgesamt ist die
Haufigkeit mit der Zeit ansteigend, wodurch sich die Alters-angepafite Sterberate
durch Bronchialcarcinom alle 15 Jahre verdoppelt. Erst durch die Anti-Raucher-
Kampagne, die vor 10 bis 20 Jahren begann, kam es zu einer Abflachung der
Inzidenz des Lungencarcinoms bei weiflen Méannern, wihrend die Inzidenz bei
Frauen weiter zunahm. Zum Zeitpunkt der Diagnosestellung haben nur 20% der
Patienten ein ortlich begrenztes Carcinom, bei 25% besteht bereits eine Metasta-
sierung in regionale Lymphknoten und 55% haben Fernmestastasen. Selbst bei
Patienten mit vermutlich rtlich begrenztem Tumor betrégt das 5-Jahres-Uberle-
ben nur 30% fiir Manner und 50% fiir Frauen. Diese Uberlebensrate hat sich in den
letzten 20 Jahren nicht wesentlich gedndert. Somit ist das Lungencarcinom eines
der grofiten Gesundheitsprobleme mit generell besonders schlechter Prognose
trotz Einsatzes aller bisher verfiigbaren chirurgischen, chemotherapeutischen und
alternativen Therapiemdglichkeiten.

Es werden vier Zelltypen bei 95% aller primaren Lungentumore unterschieden:
Platten- oder epidermoides Carcinom, kleinzelliges Carcinom, Adenocarcinom
(einschlie8lich bronchioloveoldres Carcinom) und grof3zelliges, anaplastisches
Carcinom. Die iibrigen umfassen kombinierte epidermoide Adenocarcinome,
Carcinoide, Tumoren bronchialer Driisen (einschlief3lich Zylindrome und mucoe-
pidermoide Tumore), Mesotheliome und andere seltene Formen.
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Neunzig Prozent aller Patienten mit Lungencarcinom aller histologischen Ty-
pen sind Raucher, wéhrend sich bei den seltenen Nicht-Rauchern mit Lungen-
carcinom gewthnlich ein Adenocarcinom findet. Vermutet wird ein co-carcinoge-
ner Effekt von Rauchen sowie anderer industrieller oder Umweltgifte wie Radon-
gas, das aus natiirlichen Resourcen stammt. Bei Nichtrauchern mit
Adenocarcinom der Lunge miissen immer Primértumore in einer anderen Kérper-
region ausgeschlossen werden.

Molekular-genetische Untersuchungen haben gezeigt, dafl Lungencarcinomzel-
len 10 bis 20 genetische Lasionen akkumulieren, die eine Aktivierung von domi-
nanten Onkogenen und Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen oder rezessive
Protoonkogene verursachen. Was die dominanten Onkogene betrifft, sind Punkt-
mutationen in der kodierenden Region der ras-Familie unter den Onkogenen
(insbesondere das K-ras Gen beim Adenocarcinom der Lunge) und die Amplifizie-
rung, das Re-Arrangements und/oder Verlust der transkriptionellen Kontrolle der
myc-Famile unter den Onkogenen (c-, N- und L-myc) gefunden wurden, wobei
Veridnderungen von c-myc beim nicht-kleinzelligen Lungencarcinom und Verin-
derungen aller myc-Familienmitglieder beim kleinzelligen Carcinom bestanden.
Tumormutationen von ras-Genen sind mit einer schlechten Prognose von nicht-
kleinzelligen Tumoren assoziiert und Tumor-Amplifizierungen von c-myc mit
einer schlechten Prognose kleinzelliger Tumore. Zytogenetische und Restriktions-
Fragmentldngen-Polymorphismus(RFLP)-Analysen rezessiver Onkogene (Tu-
morsuppressorgene) zeigten Deletionen (Allelverlust) der chromosomalen Regio-
nen 1p, 1q, 3pl4, 3p21, 3p24-25, 3q, 5q (Gen-cluster der familidren Polyposis), 9p
(Gen-cluster von Interferon), 11p, 13q14 (Retinoblastom = rb-Gen), 16q, 17p13
(p53-Gen) und anderer Lokalisationen. Es gibt offensichtlich mehrere Kandidaten
rezessiver Onkogene im Bereich von Chromosome 3p, die nahezu in allen Lungen-
carcinomen beteiligt sind. Das p53- und rb-Gen sind in 90% aller kleinzelliger
Lungencarcinome mutiert, wahrend p53 in 50% und rb in 20% aller nicht-kleinzel-
ligen Tumore mutiert sind. Mutationen des Gen-clusters fiir die familidre Polyposis
sind ebenfalls hiufig. Zellbiologische Untersuchungen haben gezeigt, daf§ Lungen-
carcinomzellen eine grofle Menge Peptid-Hormone und ihrer Rezeptoren produ-
zieren, die das Tumorzellwachstum autokrin stimulieren kénnen. Nikotin spielt
potentiell eine sehr zentrale Rolle in der Pathogenese des Lungencarcinoms. Stark
carcinogene Derivate von Nikotin bilden sich im Zigarettenrauch. Alle Typen von
Lungencarcinomzellen exprimieren Nikotin-Rezeptoren, die nikotinergen Ace-
tylcholin-Rezeptoren gleichen. Somit ist es moglich, daff Nikotin direkt an die
Pathogenese des Lungencarcinom beteiligt ist. Das Lungencarcinom weist zwar
keinen klaren Mendelschen Vererbungsmodus auf, es gibt jedoch einige Hinweise
fiir eine potentielle familidre Assoziation. Diese schlieffen vererbte rb- (Patienten
mit Retinoblastomen, die bis ins Erwachsenenalter iiberleben) und p53-Mutatio-
nen (Li-Fraumeni-Syndrom) ein. Untersuchungen zeigten weiter, dafl Verwandte
ersten Grades von Lungencarcinom-Patienten ein signifikant (2-3fach) hoheres
Risiko fiir Lungencarcinom oder andere Carcinome haben, die hiufig nicht mit
Rauchen assoziiert sind. Aulerdem ist die chronisch-obstruktive Lungenerkran-
kung mit einem erhohten Carcinomrisiko behaftet. Schliellich weisen einige Stu-
dien darauf hin, daf es eine Assoziation zwischen dem P450-Enzym-Phinotyp
oder -Genotyp und der Entwicklung von Lungencarcinom gibt.
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In 9 Protokollen wurden bisher mindestens 73 Patienten mittels Gentransfer
behandelt. Target-Gene sind meist p53 und Interleukin-2, sowie Granulozyten/Ma-
krophagen-colony stimulating factor (GM-CSF), CD80, Kras und TK. Es liegen
Ergebnisse aus 4 Studien vor. In 6 Patienten konnte gezeigt werden, dafl ein
Reportergen mittels adenoviralem Gentransfer sicher in Lungentumoren einge-
bracht und das Gen in den Tumorzellen der Wirte iiber mindestens 90 Tage
exprimiert werden kann. Alle biologischen Fliissigkeiten, die mittels PCR unter-
sucht wurden, waren frei von rekombinantem Virus (Tursz et al. 1996). Gahery-
Segard et al. (1997) untersuchten in einer Phase I-Studie die Imnmunantwort auf
Transgen und Virusprodukten nach adenoviralem Gentransfer bei Lungen-
carcinom.

Zehn Patienten mit Bronchialcarcinom, die bereits maligne Pleuraergiisse auf-
wiesen, wurden nach Versagen aller konventionellen Therapien mit Tumor-infil-
trierenden Lymphozyten behandelt, in die ex vivo Interleukin-2 retroviral transfe-
riert worden war. Die Toxizitdt war mit transientem geringem Fieber nur sehr
gering. In 6 der 10 Patienten kam es innerhalb von mindestens 4 Wochen nicht nur
zur Ausbildung von Pleuraergiissen und in einem Patienten kam es nicht mehr zur
Riickbildung des Pleuraergusses, sondern zusétzlich zu einer Tumor-Verkleine-
rung im Computertomogramm (Tan et al. 1996). In einer anderen Studie konnte
nach einer ,Vakzinations“-Behandlung unter Verwendung von Interleukin-2
transfizierten Fibroblasten und autologen Tumorzellen bei einem Patienten mit
nicht-kleinzelligem Bronchialcarcinom keine Verdnderung des Krankheitsverlau-
fes erreicht werden (Veelken et al. 1997). Am giinstigsten waren bisher die Ergeb-
nisse nach direkter Injektion eines retroviralen Vektors mit dem Wildtyp p53 Gen
in nicht-kleinzellige Bronchialcarcinome (Roth et al. 1996a, Roth et al. 1996b). Die
Phase I-Studie begann 1995 mit der Behandlung eines 60jahrgen Mannes mit einem
nicht-metastasierten, jedoch nicht-resezierbaren Lungencarcinom. Bestrahlung
und Chemotherapie waren ineffektiv gewesen. Er erhielt eine bronschoskopische
intratumorale Injektion eines retroviralen Vektors mit dem Neomycin-Resi-
stenz(NeoR)-Gen und dem p53-Tumorsuppressionsgen. Die Vektorprasenz wurde
durch die NeoR-Expression in Biopsien 24 Stunden nach Behandlung bestimmt
und betrug etwa 40%. Am Tag 5 begannen sich beide vorbestehende Lasionen in
eine entziindliche nicht-carcinése Fibrose zuriickzubilden, wobei bereits 80% am
Ende des ersten Monats verschwunden waren. Toxizitdt durch die Therapie fand
sich nicht. Insgesamt wurden 9 Patienten behandelt, bei denen die konventionelle
Therapie versagte hatte. Die direkte intratumorale Applikation erfolgte iiber Bron-
choskopie oder kontrolliert durch die Computertomographie. Mindestens 30 Tage
nach Transfer lief§ sich das therapeutische Gen nachweisen, wobei iiber 5 Monate
keine signifikante Vektor-bezogene Toxizitit festzustellen war. Nach der Behand-
lung lief3 sich héufiger als in den unbehandelten Geweben programmierter Zelltod
(Apotose) nachweisen. In 3 Patienten kam es zur Tumorregression und in weiteren
3 Patienten zum Sistieren des Tumorwachstums (Roth et al. 1996b). Inzwischen
fithrte Roth auch eine Studie mit adenoviralem Transfer von p53 durch. Bis zum
Abschlufl im Juli 1997 wurden bereits 53 Patienten mit nicht-kleinzelligem Bron-
chialcarcinom eingeschlossen (Wiley 1998).
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224

Mesotheliom

Das maligne Mesotheliom ist ein primdres Neoplasma der mesothelialen Ausklei-
dungen der Pleura- (80%) oder Peritonealhdhlen (19,5%), selten auch der Tunica
vaginalis des Skrotums. Es wurde ein Zusammenhang mit vorhergehender Expo-
sition mit Asbest gezeigt. Weiterhin kann es mit bestimmten genetischen Pradis-
positionen und vorangegangenen Virusexpositionen (z.B. Simian virus 40) assozi-
iert sein. Obwohl die Inzidenz relativ selten ist, ist das Mesotheliom fiir etwa 3.000
Tote pro Jahr in den USA verantwortlich, vergleichbar mit den durch das Hodgkin-
Lymphom verursachten Todesféllen. Die Inzidenz ist ansteigend mit einer Rate
von 13% in US-amerikanischen Ménnern und noch schneller in anderen Regionen
der Welt, wo die Exposition gegeniiber Asbest nicht gut geregelt und iiberwacht ist.
Das mittlere Uberleben fiir Patienten mit Mesotheliom betriigt ab dem Zeitpunkt
der Diagnosestellung zwischen 1 und 2 Jahren, wobei das Uberleben fiir Patienten
mit diesem Tumor sehr variabel sein kann. Als Behandlung stehen 3 Standard-Tu-
mortherapien zur Verfiigung, die entweder alleine oder in Kombination eingesetzt
werden: die chirurgische Resektion, die Bestrahlung und die Chemotherapie. Keine
dieser Therapien hat leider bis heute eine effiziente Lebensverlingerung bewirkt.
Ein Vorteil ist die einzigartige Zugénglichkeit des Tumors iiber den Pleuraraum
fiir die Vektorapplikation, und die nachfolgenden Untersuchungen einschliefflich
Biopsien. Eine Kombination mit einer vorangehenden Tumorverkleinerung er-
scheint dabei vielversprechender. Ein weiterer Vorteil ist die flichenhafte lokale
Ausbreitung, die fiir die Morbiditit und Mortalitdt der Erkrankung verantwortlich
ist, anstelle einer frithen Metastasierung in entlegene Organe. Somit konnten kleine
lokale Effekte bereits einen erheblichen Einfluf} auf die Prognose haben.

Bisher wurden 33 Patienten in 3 Protokollen eingeschlossen. Eine Phase I-klini-
sche Studie wurden inzwischen abgeschlossen, bei der ein adenoviraler Vektor mit
dem Herpes simplex Virus Thymidinkinase(HSV-tk)-Gen eingesetzt worden war
(Albelda 1997). Vorldufige Berichte erwdhnen eine nur geringe Toxizitdt und den
molekularen Nachweis es erfolgreichen in situ Gentransfers. Auch Sterman et al.
(1998a) verwendeten in einer Phase I-Studie die Kombination eines adenoviralen
Vektors mit dem HSV-tk-Suizidgen. Aufsteigende Dosen wurden als intrapleurale
Applikationen verwendet, um maximal vetrégliche Dosen fiir diese lokale Therapie
herauszufinden. Insgesamt wurden 21 bis dahin unbehandelte Patienten einge-
schlossen, wobei Virusdosen von 1 x 10° pfu bis zu 1 x 10!2 pfu eingesetzt wurden.
Es handelte sich um Replikations-inkompetente adenovirale Vektoren mit dem
HSV-tk-Gen unter der Kontrolle eines Rous sarcoma Virus(RSV)-Promotor. Zwei
Wochen nach intrapleuraler Applikation erfolgte die systemische Therapie mit
Ganciclovir. Die ersten 15 Patienten wurden thorakoskopischen Pleurabiopsien
vor und 3 Tage nach Vektor-Applikation unterzogen. Bei den letzten 6 Patienten
wurde nur eine Biopsie nach der Vektor-Instillation durchgefiihrt. Es wurde keine
Toxizitdt erreicht, die die Dosis limitiert hitte. Die Nebenwirkungen waren mini-
mal, mit Fieber, Andmie, transienten Erh6hungen der Leberenzyme, bullosen
Hauteruptionen und voriibergehenden systemischen Entziindungsreaktionen bei
den Patienten, die die hochsten Dosen erhielten. Erhebliche intrapleurale und
intratumorale Immunreaktionen wurden ausgeldst. Insgesamt wurde diese intrap-
leurale Therapie gut toleriert. Mittels RNA-PCR, in situ Hybridisierung, Immun-
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histochemie und Immunblots konnte der erfolgreiche Gentransfer zumindest in
den hohen Therapiedosen nachgewiesen werden. Die Therapie war dabei aller-
dings durch die oft fleckférmige und oberfldchliche Verteilung des Gentransfers
im Bereich des Tumors limitiert. Eine klinische Beurteilung der Patienten in dieser
Phase I-Studie war aufgrund der Heterogenitdt der Patienten beziiglich Alter,
Stadium, Histologie und Vektor-Dosis schwierig. Mehrere Patienten mit Carcino-
men im frithen Stadium und ein Patient in fortgeschrittenem Stadium zeigten eine
Verlangsamung des klinischen und/oder radiologischen Progresses. Allerdings ist
die Beurteilung der Tumorprogression beim Mesotheliom schwierig.

Als immunmodulatorische Mafinahme fiihrte eine australische Gruppe eine
Phase I-Studie unter Verwendung des rekombinanten Vacciniavirus mit dem
humanen Interleukin-2(IL-2) Gen durch (Davidson et al. 1997, Mukherjee et al.
1997). Hierfiir wurde ein partiell immun-kompetentes Vacciniavirus verwendet
und wiederholt als VV-IL-2-Konstrukt intratumoral in tastbare Tumormassen von
Patienten mit fortgeschrittenem malignem Mesotheliom injiziert. Biospien der
Tumormassen der Brustwand wurden vor der Therapie und an den Tagen 1-3
sowie 6-8 nach der Vektorinjektion jedes Behandlungs-Zyklus gewonnen. Kultu-
ren von Tumorbiospien und Blutproben wurde in Hinblick auf Virus-Présenz und
VV-IL-2 Expression mittels semiquantitativer RT-PCR untersucht. Das Serum
wurde zusitzlich auf Antikorper gegen Vacciniavirus untersucht. Familienmitglie-
der, Krankenhauspersonal in Kontakt mit den behandelten Patienten und der erste
behandelte Patient erhielten Impfungen gegen Vacciniavirus bevor die Genthera-
pien durchgefiihrt wurden. Es wurden 4 Patienten mit Brustwandtumormassen
durch Mesotheliom in die Studie eingeschlossen. Sie erhielten insgesamt 13 Injek-
tionen von 1 x 107 pfu VV-IL-2-Vektor. VV-IL-2-mRNA wurde in den seriellen
Tumorbiopsien 3 bis 6 Tage nach Injektion nachgewiesen, wobei die Spiegel
reproduzierbar bis zum Tag 8 bis an die Nachweisgrenze abnahmen. In allen
Patienten wurden durch die intratumoralen Vacciniavirus-Injektionen signifikan-
te Serumantikorperspiegel induziert. Diese Antikorperspiegel hatten allerdings
interessanterweise keinen Einfluf} auf das Erscheinungsbild oder die Dauer der
VV-IL-2-mRNA-Expression, sie verhinderten lediglich eine Kultur des Virus aus
den Tumorbiopsien. Lediglich aus dem Tumor des einzigen Patienten, der keine
Impfung erhalten hatte und keine vorbestehenden Antikorpertiter hatte, lief§ sich
Virus kultivieren. Die Toxizitdt war bis auf geringes Fieber minimal und es gab
keine klinischen oder serologischen Zeichen einer Ausbreitung dieses partiell
Replikations-kompetenten Virus als Folge des Patienten-Kontaktes. Bis jetzt wur-
deinkeinem der Patienten eine signifikante Tumorregression beobachtet, lediglich
geringe intratumorale zellulire Immunantworten. Als néachster Schritt ist eine
Anderung der Dosis und der zeitlichen Planung bei den Behandlungen vorgesehen.

Eine andere Phase I-Studie kombiniert als Elemente toxische Medikamenten-
vorstufen mit Immunverstdrkungs-Gentherapie (Sterman et al. 1998b). Hier wer-
den allogene bestrahlte Zellen einer Ovarialcarcinomzellinie nach retroviraler
Transfektion mit HSV-tk (PA1-STK-Zellen) intrapleural injiziert und anschlie-
Rend eine systemische Behandlung mit Ganciclovir durchgefiihrt. Die Rationale
hinter dieser Studieist, daf die PA1-STK-Zellen nach der Instillation in den Bereich
des intrapleuralen Tumors migrieren werden und dann as Abt6ten der Mesothe-
liom-Zellen durch einen bystander-Effekt nach den Ganciclovir-Infusionen er-
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leichtern soll. Das gleiche Behandlungsprinzip wird derzeit von Freeman et al.
(1992) bei Patientinnen mit fortgeschrittenem Ovarialcarcinom eingesetzt. Ziel der
intrapleuralen Therapie ist es, mit aufsteigenden Dosen die maximal tolerierbare
Dosis an PA1-STK-Zellen herauszufinden. Fiir die Applikation wird ein kleiner
intrapleuraler Katheter eingelegt. Ergebnisse liegen derzeit noch nicht vor.

225
Nierenzellcarcinom
Das Nierenzellcarcinom, auch renales Adenocarcinom oder frither Hypernephrom
genannt, macht 85% aller priméren Nierenmalignome aus. Ungefahr 25.000 neue
Fille mit etwa 10.000 Todesfillen werden jéhrlich alleine in den USA diagnostiziert.
Der Altersgipfel liegt zwischen 55 und 60 Jahren, wobei die Geschlechterverteilung
Minner:Frauen 2:1 betragt. Risikofaktoren sind Zigarettenrauchen und die Expo-
sition gegeniiber Cadmium. Eine vererbbare Form des Nierenzellcarcinoms findet
sich mit einem hohen Anteil bei Patienten mit Morbus Hippel-Lindau (Hdmangio-
me der Netzhaut und des Zentralnervensystems mit ausomomal-dominanter
Ubertragung). Der genetische Defekt, der mit dieser Erkrankung assoziiert ist,
wurde identifiziert. Marker mit chromosomalen Lokalisationen zwischen Chro-
mosom 3 und 8 sowie Chromosom 3 und 11 wurden in einigen Familien mit
gehduftem Nierencarcinom gefunden. Andere zytogenetische Abnormalititen
umfassen verdnderte Chromosomen 1,11 und 17. Dialyse-Patienten mit terminaler
Niereninsuffizienz kénnen Nierenzysten und damit assoziierte Nierencarcinome
entwickeln. Das Nierenzellcarcinom entsteht in den Epithelien der proximalen
Tubuli. Das 5-Jahres-Uberleben betrdgt je nach Stadium zwischen 60-75% und
weniger als 5%. Das Ansprechen auf Chemotherapie betridgt nur etwa 15%.
Bisher wurden mindestens 79 Patienten innerhalb von 6 Protokollen genthera-
peutisch behandelt. In 5 Patienten mit Nierenzellcarcinom bzw. metastasierendem
Melanom wurden Tumor-infiltrierende Lymphozyten mit Hilfe eines Marker-
Gens retroviral transduziert. Die Transfektionseffizienz betrug 1-26%, wobei die
Gen-modifizierten Lymphozyten noch mindestens 260 Tage nach Reinjektion
nachweisbar waren. Die erhoffte selektive und langanhaltende Retention in den
Tumoren fand sich dhnlich wie in den Melanompatienten nicht (Merrouche et al.
1995). In einer Phase I-Studie konnte unter Verwendung von Interleukin-2 trans-
fizierten Fibroblasten und autologen Tumorzellen gezeigt werden, dafl in einem
von 3 behandelten Patienten eine preferentielle Lyse autologer und partiell alloge-
ner Nierenzellcarcinomzellen bestand. Klinisch konnte bei einem Patienten iiber
5 Monate wihrend und nach der Immunisierung eine Stabilisierung des Krank-
heitszustandes erreicht werden (Veelken et al. 1997). Eine weitere Studie zur
Immuntherapie mit Interleukin-2 sezernierenden retroviral transduzierten Nie-
rencarcinomzellen wird derzeit von Génsbacher et al. durchgefiihrt (Wiley 1998).
Weitere Target-Gene sind Interleukin-4, HLA-B7 und GM-CSF, wobei Retroviren
und Liposomen als Vektoren Verwendung finden.

2.2.6

Coloncarcinom

Das Dickdarmcarcinom ist nach dem Lungencarcinom das zweithdufigste Ma-
lignom in den USA. Ungefihr 152.000 Neuerkrankungen mit 57.000 Todesféllen
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wurden in den USA fiir das Jahr 1993 vorausgesagt. Die Inzidenz und Mortalitat
dieses extrem weit verbreiteten Malignoms haben sich in den letzten 40 Jahren
nicht wesentlich gedndert Das colorektale Carcinom kommt gewShnlich in Patien-
ten mit 50 Jahren oder ilter vor. Risikofaktoren fiir die Entstehungen sind be-
stimmte Erndhrungsweisen, vor allem der pro-Kopf-Verbrauch von Kalorien,
fleischlichem Protein, Fett und Ol und hereditire Faktoren und Syndrome im Sinne
von herditéren Pradisposition wie die relativ seltenen Polyosis-Syndrome und die
wesentlich haufigeren non-Polyposis-Syndrome. Die molekularbiologische Unter-
suchungen konnte die Deletion des langen Armes von Chromosom 5 (APC Gen)
mit der Polyposis coli assoziiert werden. Es wurde die Hypothese aufgestellt, daf3
der Verlust des Genmaterials zu einem Fehlen von Tumorsuppressorgenen fiihrt,
deren Genprodukt die Inhibition von Tumorwachstum bewirken wiirde. Bei nicht-
Polyposis Pradispositionen liegt wahrscheinlich eine Abnormalitdt des Chromo-
soms 2 zugrunde. Das Dickdarmcarcinom stellt eine nicht seltene Komplikation
iiber viele Jahre bestehender entziindlicher Darmerkrankungen, wie der ulzerati-
ven Colitis und der granulomatgse Colitis, sowie von Polypen dar.

Ein Reihe von molekularen Verdnderungen wurden fiir die DNA adenomatdgser
Polypen, dysplastischer Lasionen und fiir Polypen, die mikroskopische Foci von
Tumorzellen enthielten (z.B. Carcinoma in situ), beschrieben. Vereinbar mit einem
viele Schritte umfassenden Prozef, der schlieSlich zum Carcinom fiihrt, wurden
eine Reihe von Verdnderungen beobachtet, die meist mit einer spezifischen Muta-
tion des ras Proto-Onkogens beginnen, gefolgt von Deletionen der Chromosome
5,18 und 17 Abb. 18. Der Verlust von genetischem Material des kurzen Arms von
Chromosom 17 ist offensichtlich mit der Aktivierung eines Gens assoziiert, das zu
einer Produktion von Transfomations-assoziiertem p53 fiihrt. Auf diese Weise
kann die Alteration des Proliferationsmusters der Colon-Mucosa, die zur Entwick-
lung eines Polypen und schlieflich zu einem Carcinom fiihrt, die Mutations-be-
dingte Aktivierung eines Onkogens verursachen, gefolgt von und verbunden mit
dem Verlust von Genen, die normalerweise die Tumorentstehung unterdriicken.
Basierend auf diesem Modell wird angenommen, daff sich das Neoplasma aus-
schlieflich in solchen Polypen entwickeln kann, in denen alle diese Mutationen
stattfinden. Vor jeder Resektion sollte carcinoembryonic antigen (CEA) bestimmt
werden. Kommt es im Verlauf zu einem Anstieg des Markers, besteht der Verdacht
auf ein Rezidiv. Die Anwesenheit eines abnormalen DNA Gehaltes (z.B. Aneuploi-
tat) und spezifische chromosomale Deletionen (z.B. sogenannter Allelverlust) von
Tumorzellen, wie sie mit Flufzytometrie und Restriktionslangen-Polymorphis-
mus Analyse bestimmt werden kdnnen, scheinen mit einerm héheren Metastasie-
rungsrisiko verbunden zu sein.

Mindestens 32 Patienten wurden bisher im Rahmen von 11 gentherapeutischen
Protokollen behandelt. In einer Phase I-Studie konnte unter Verwendung von
Interleukin-2 transfizierten Fibroblasten und autologen Tumorzellen bei zwei
Patienten keine Verdnderung des Krankheitsverlaufs beobachtet werden (Veelken
et al. 1997). Rubin et al. (1994) verwendeten in ihrer Phase I-Studie eine Immuni-
sierungs-Strategie mit direktem Gentransfer von HLA-B7 in Lebermetastasen des
colorektalen Carcinoms. Beim Abschluff der Studie im Jahre 1995 konnte die in
vivo Expression von HLA-B7 und eine Immunantwort mit zytotoxischen T-Lym-
phozyten (CTL) bestdtigt werden. Eine Tumorregression fand sich in 6 von 15
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behandelten Patienten, 4 Patienten starben jedoch im Rahmen der Tumorprogres-
sion. Die Erbrobung einer anderen Immunisations-Strategie erfolgt derzeit in zwei
weiteren klinischen Protokollen. Carcinoembryonales Antigen (CEA)-exprimie-
rendes rekombinantes Vaccinia-Virus (Tsang et al. 1995) bzw. ein entsprechendes
CEA-exprimierendes Polynukleotid (Conry et al. 1996) wird in Tumorpatienten
injiziert, wodurch die Produktion von Antikdrpern gegen Coloncarcinom angeregt
wird, das CEA als Antigen tragen.

227

Leberzellcarcinom (Hepatozelluldres Carcinom)

Das primire hepatozelluldre Carcinom ist einer der hiufigsten Tumoren der Welt.
Es kommt vor allem in Asien und Teilen Afrikas vor, wo die Inzidenz pro Jahr bis
zu 500 Fille pro 100.000 Einwohner betrigt. In Westeuropa und in den Vereinigten
Staaten ist es weit weniger vertreten und macht nur 1-2% aller maligner Tumore
bei Autopsie aus. Das hepatozellulire Carcinom ist in Mannern bis zu viermal
haufiger als in Frauen und entsteht meist in der zirrhotischen Leber. Die hichste
Inzidenz ist in der westlichen Welt in der 5. bis 6. Lebensdekade, jedoch 1 bis 2
Dekaden frither in den Regionen Afrikas und Asiens, die eine hohe Privalenz fiir
das Lebercarcinom aufweisen. Der Hauptgrund fiir die hohe Inzidenz des hepato-
zelluldren Carcinoms in Teilen Afrikas und Asiens liegt in der Haufigkeit chroni-
scher Infektionen mit dem Hepatitis B Virus (HBV) und Hepatitis C Virus (HCV).
Diese chronischen Infektionen fithren oft zur Leberzirrhose, was wiederum ein
hoher Risikofaktor fiir das hepatozellulire Carcinom darstellt; 60-90% dieser
Tumore treten in Patienten mit makronodulédrer Zirrhose auf. In Patienten mit
HBV-Infektionen und hepatozelluldrem Carcinom kann die HBV-DNA sowohl in
Tumorzellen als auch in umliegenden normalen Hepatozyten in die genomische
DNA der Gastzellen integriert sein. Zusétzlich kann es durch insertionelle Muta-
genese, chromosomales Rearrangement oder transkkriptionelle Transaktivie-
rungs-Aktivititen des X-Chromosoms und der pra-52/S-Regionen des HBV-Ge-
noms zu Veridnderungen der zelluliren Genexpression kommen. Diese Verdnde-
rungen treten wahrscheinlich begiinstigt durch den Prozef3 der Leberverletzung-
und Reparatur auf. Der Zeitpunkt des Auftretens des hepatozelluldren Carcinoms
wird durch die Art des Virus beeinflufit: in Asien wird die Hepatitis B bereits bei
der Geburt durch eine pernatale Ubertragung erworben, wihrend Hepatitis C meist
durch Bluttransfusionen im Erwachsenenalter aquiriert werden. Dementspre-
chend tritt das Lebercarcinom bei den lebenslangen HBV-Infektionen durch-
schnittlich 1 bis 2 Lebensdekaden frither auf als bei HCV-Infektionen. In Afrika
und Siidchina ist das Aflatoxin B ein weitverbreiteter Schadstoff. Dieses Mykoto-
xin scheint eine ganz spezifische Mutation des Codon 249 im Tumorsuppressorgen
P53 zu induzieren. Verlust, Inaktivierung und Mutation des p53-Genes wurde mit
der Tumorentstehung in Verbindung gebracht und ist die h4ufigste genetische
Stérung menschlicher Tumore. Die Krankheit verlduft sehr schnell, ohne Behand-
lung versterben die Patienten innerhalb von 3-6 Monaten. In einzelnen Fillen kann
eine Therapie das Uberleben verlidngern und gelegentlich bietet die chirurgische
Resektion die Chance einer Heilung. Nur wenige Patienten haben jedoch resektable
Tumoren oder sie haben bereits entferntgelegene Metastasen, meist in Lunge,
Gehirn, Knochen oder Nebennieren. Die Lebertransplantation ist eine alternative
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Therapieoption, jedoch limitiert durch Rezidive oder Metastasen, die nach der
Transplantation unter Immunsuppression begiinstigt auftreten.

Bis zum Studienabschlul wurden 15 Patienten mit primérem hepatozelluldren
Carcinom im Rahmen einer 4gyptischen Studie eingeschlossen (Wiley 1998). Ha-
bib et al. (1996) verwendeten perkutane Injektionen von nackter DNA bzw. DNA-
Liposomen-Komplex mit dem Gen fiir das Wildtyp-p53. Ergebnisse aus der Be-
handlung der ersten 5 Patienten wurden publiziert, wobei sich in 3 der 5 Patienten
in der Computertomographie eine Tumorreduktion gezeigt hatte. Gleichzeitig kam
es zu einem signifikanten Riickgang der Alpha-Fetoprotein-Spiegel.

2.2.8

Ovarialcarcinom

Das Ovarialcarcinom liegt in seiner Inzidenz an 5. Stelle aller Tumoren von Frauen
und an 3. Stelle der gynékologischen Tumoren. Unter den malignen gyndkologi-
schen Tumoren verursacht das Ovarialcarcinom die meisten Todesfille. In den
Vereinigten Staaten betrdgt das Risiko einer Frau im Laufe ihres Lebens ein
Ovarialcarcinom zu entwickeln 1 zu 70. 1992 alleine wurden 21 000 Fille festgestellt,
wobei 13 000 Frauen an dieser Erkrankung verstarben. Keimzelltumoren treten
meist innerhalb der ersten 3 Lebensdekaden auf, wihrend sich Stromazelltumoren
vom Alter unabhingig entwickeln. Die geringen Symptome im Anfangsstadium
fithren dazu, daf sich 70% der betroffenen Frauen erst in einem fortgeschrittenen
Stadium vorstellen. Die Prognose hingt vor allem von der Histologie ab. Mehr als
85% der Ovarialcarcinome stammen aus dem Epithel, das die Oberfliche der
Ovarien bedeckt oder eingeschlossene Zysten umgrenzt, wahrend sich weniger als
15% aus dem Stroma und den Keimzellen der Ovarien entwickeln. Trotz chirurgi-
scher Mafinahmen und konventioneller Chemotherapie iiberleben langfristig sel-
ten mehr als 15-30% der Patientinnen. Die meisten Fille des epithelialen Ova-
rialcarcinoms sind sporadisch. Weniger als 5% von Patientinnen mit Ova-
rialcarcinom gehoren zu Familien mit autosomal dominant vererbtem Auftreten
von Ovarial-, Mamma-, Endometrium- und Coloncarcinom. Auch beim epithelia-
len Ovarialcarcinom handelt es sich, wie bei vielen allen Neoplasmen, um einen
klonalen Prozef3, der von einer einzelnen Zelle ausgeht. Vier oder 5 Alterationen
von Wachstumsfaktoren, Onkogenen oder Tumorsuppressoren kénnen notwen-
dig sein, um das Wachstum zu dysregulieren. Normale oberflichliche Epithelzellen
der Ovarien exprimieren transforming growth factor §1 (TGF £1), das regelhaft ihr
Wachstum inhibiert. Ein Teil der ovarialen Tumorzellen scheint diesen autokrinen
inhibitorischen Regulationskreis verloren zu haben. Dagegen exprimieren die
meisten ovarialen Carcinome transforming growth factor o (TGF a)und epidermal
growth factor receptor (EGF-R), die sich an die Zellen binden und somit eine
autokrine Wachstumsstimulation erlauben. Mit dem Ovarialcarcinom assoziierte
Onkogene kénnen ebenfalls fiir Wachstumsfaktoren oder ihre Rezeptoren kodie-
ren. Das HER-2/neu (c-erbB-2)-Genprodukt, ein transmembrandser Tyrosinkina-
se-Wachstumsfaktorrezeptor, wird in einem Drittel der Ovarialcarcinome iiberex-
primiert. Sowohl normale als auch maligne Ovarialepithele sezernieren macropha-
ge colony stimulating factor (CSF-1), jedoch nur maligne Zellen scheinen den
Rezeptor fiir diesen Wachstumsfaktor zu exprimieren, enkodiert durch das fms
Onkogen. CSF-1ist auch eine starker Chemoattraktor fiir Makrophagen. Zytokine,
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die aus Makrophagen stammen, einschliefllich tumor necrosis factor « (TNF-a),
Interleukin-1, und Interleukin-6 kénnen das Wachstum von Ovarialcarcinomen
stimulieren. Dementsprechend kénnen Tumor-assoziierte Makrophagen eher eine
parakrine Stimulation als eine Inhibition von Tumorwachstum bewirken. Bisher
wurden keine Abnormalititen des Retinoplastoma (Rb) oder des Wilmstumor-as-
soziierten Suppressorgens beobachtet, jedoch ungefihr die Hilfte der Ova-
rialcarcinome hat die normale Funktion von p53 verloren, bei dem es sich um ein
DNA-bindendes Phosphoprotein handelt, das fiir die normale Wachstumsregula-
tion notwendig ist. Weitere Suppressor-Loci innerhalb der Tumorzellen werden
im Rahmen von Studien verlorengegangener Heterozygotie verschiedener Loci
von Tumorzellen gesucht. Wie in vielen anderen Neoplasmen wird die genetische
Instabilitdt durch aneuploide Karyotypen vieler fortgeschrittener Ovarialcarcino-
me reflektiert. Unter Verwendung von molekularen Techniken wurde eine Hetero-
zygotie der Chromosomen 1, 3, 6, 11 und 17 beobachtet, wobei jedoch keine
einzelne karyotypische Abnormalitit charakteristisch fiir das Ovarialcarcinom
festgestellt wurde.

Bisher wurde bei mindestens 38 Patientinnen im Rahmen von 14 Protokollen
die Gentherapie eingesetzt. Genehmigte Gentherapie-Protokolle umfassen unter-
schiedliche Strategien (als Ubersicht Barnes et al. 1997) die molekulare Chemothe-
rapie mittels Suizidgenen, die Verstirkung der Immunantwort, die Resistenz gegen
Chemotherapeutika und die Neutralisation spezifischer Tumor-eigener Mutatio-
nen. Das Suizidgen Herpes simplex Virus Thymidinkinase (HSV-tk)-Gen wird
entweder ex vivo in Ovarialcarcinom-Zellinien retroviral transferiert, die dann
intraperitoneal injiziert werden (Link et al. 1995, Freeman et al. 1992) oder mittels
adenoviralem Gentransfer direkt appliziert. Bei der Applikation transduzierter
Ovarialcarcinomzellen (PA1-STK) wird eine bessere Zellverteilung mit Migration
in die Tumorareale erhofft und damit ein besseres Erreichen der Tumorzellen. Die
anschlieflende systemische Ganciclovirtherapie soll als bystander-Effekt neben den
tranduzierten Zellen auch die Tumorzellen abt6ten. Bisher wurden 16 Patientinnen
mit bis zu 1010 PA1-STK-Zellen behandelt. Innerhalb von 48 Stunden wurden
Fieber, Nausea und Adomenschmerzen beobachtet (Freeman nicht-publizierte
Daten, zitiert in Sterman et al. 1998b).

Als Immunotherapie wird in einem weiteren Protokoll das Gen fiir einen chi-
merischen T-Zell-Rezeptor-Antikorper in periphere Blutlymphozyten retroviral
transferiert, die dann den Patientinnen verabreicht werden. Dieser Antikérper
erkennt ein stark-exprimiertes Antigen ovarialer Adenocarcinom-Zellen, was zu
T-Zell-Aktivierung, Zellyse und Zytokinfreisetzung fiihrt. Ebenfalls durch Im-
muntherapie, iiber die vermehrte lokale Expression von Zytokinen, wird ein wei-
terer Therapieversuch unternommen. Hierdurch kann die Tumor-Zytotoxizitét
vermehrt werden. Ovarialcarcinomzellen werden chirurgisch reseziert, liposomal
mit dem Interleukin-2 Gen transfiziert und schliefllich nach Bestrahlung und
Kryopriservation nach postoperativer Rekonvaleszenz in ausgewahlte Patientin-
nen injiziert. Experimentell konnte gezeigt werden, dafl Cisplatin als einziges
getestetes Chemotherapeutikum zur Behandlung des Ovarialcarcinoms die Sensi-
titivitdt der Tumorzellen fiir den liposomalen Gentransfer und somit die Transfe-
reffizienz erh6hen kann (Son u. Huang 1994).
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Tait et al. (1997) fithrten in 12 Patientinnen mit rezidievierendem oder metasta-
sierendem Ovarialcarcinom, das bisher nicht auf andere Therapien ansprach, eine
Phase I-Studie mit dem Mammacarcinom-Gen BRCA1 durch. Jede Patientin er-
hielt {iber einen Katheter an 4 hintereinanderfolgenden Tagen intra-abdominale
Infusionen eines BCRALI retroviralen Vektors. Danach wurde die Behandlung fiir
einen Monat unterbrochen beendet und die Patientinnen in Hinblick auf Tumor-
progression nachuntersucht. Bei Tumorprogression wurden weitere Therapiezy-
klen in 4wdchigen Abstinden und maximal 3fach durchgefiihrt. Hierbei wurden
aufsteigende Dosen eingesetzt. Da in die Bauchhohle grofle Fliissigkeitsmengen
verbreicht werden kénnen, konnte der BRCA1 retrovirale Vektor in Dosen zwi-
schen 108 und 1010 Virionen in bis zu 30 ml verabreicht werden, was in klinischen
Studien eine ungewdhnliche Menge ist. Anschliefend wurde mit mehr als einem
Liter Pufferlésung die Verteilung in der Bauchhohle sichergestellt, um somit die
Chance zu erhohen, auch kleine Tumor-Foci zu erreichen. Geringe Nebenwirkun-
gen wurden beobachtet; 3 von 12 Frauen erlebten eine Immunreaktion mit erheb-
lichen abdominellen Schmerzen, die innerhalb von 2 Tagen wieder verschwanden.
Der Vektor wurde durch das Immunsystem des Korpers nicht sofort zerstért und
eine therapeutische Antikérper-Produktion war nur in der hochsten getesteten
Dosis zu beobachten. Das BRCA1-Gen und seine Expression wurden in Carcinom-
zellen detektiert. In 3 von 12 Patientinnen konnte eine Tumorverkleinerung beob-
achtet werden.

Die Erkenntnis, daf die Transduktion verschiedener Zellinien mit dem multi-
drug resistance(MDR)-Gen zu einer Resistenz gegen die bei soliden Tumoren
einschliefSlich Ovarialcarcinom hiufig verwendeten myelodepressiven Chemothe-
rapeutika Actinomycin-D, VP-16, Velban, Vincristin, Adriamycin und Taxol
fithrt, legte einen Einsatz bei der Tumorbehandlung nahe. Somit wurden Protokol-
le zur retroviralen Modifikation von Knochenmarkszellen bei Patientinnen mit
Therapie-refraktirem Ovarialcarcinom entwickelt (Deisseroth et al. 1994). Durch
die verringerte Myelotoxizitit kann die Dosierung von Chemotherapeutika gestei-
gert werden, so dafl bessere therapeutische Chancen bestehen. In einer Phase
I-Studie wurde beim Mammacarcinom, sowie fortgeschrittenen Ovarialcarcinom
und Glioblastom der Einsatz des MDR-Gens in Knochenmarks-Stammzellen un-
tersucht (Hesdorffer et al. 1994, Hesdorffer et al. 1998). Bei insgesamt 5 Patienten,
bei denen eine autologe Knochenmarkstransplantation durchgefiihrt wurde, wur-
den bis zu einem Drittel der himatopoetischen Stammzellen und Knochenmarks-
Progentitorzellen mit einem MDR-cDNA enthaltenden retroviralen Vektor ex vivo
transduziert und anschlieflend zusammen mit den nicht-manipulierten Zellen
nach der Chemotherapie re-infundiert. Eine hohe Rate an MDR-Transduktion
wurde in verschiedenen Zellinien kurz nach der Transduktion und Re-Infusion
gezeigt. Lediglich 2 dieser 5 Patienten hatten noch geringe MDR-Spiegel 10 bzw. 3
Wochen nach der Behandlung (siehe auch Kapitel Glioblastom).

Weiterhin besteht noch die Moglichkeit, die Tumor-typische und eng mit der
Prognose korrelierende Expression von erbB-2 durch die adenovirale Transfektion
eines Antikdrpers (Deshane et al. 1997) oder durch den liposomalen Transfer des
den erbB-2-Promotor hemmenden Ela-Gens zu supprimieren.
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2.2.9

Mammacarcinom

Entsprechend epidemiologischen Daten sind genetische und endokrine Faktoren
sowie Umweltbedingungen fiir seine Entstehung verantwortlich, in 70 bis 80% der
Fille konnen jedoch keine Risikofaktoren identifiziert werden. In den Vereinigten
Staaten betrdgt das kumulative Risiko 12%, im Laufe des Lebens ein Mamma-
carcinom zu entwickeln und 3,5%, daran zu versterben. Besonders hoch ist das
Risiko nach dem 50. Lebensjahr und erreicht seinen Gipfel nach dem 75. Lebens-
jahr. Alle Verwandten von Mammacarcinom-Patienten haben ein erhéhtes Risiko,
selbst ein Mammacarcinom zu bekommen, wobei das Risiko bei Verwandten
ersten Grades 2-3fach gegeniiber der restlichen Bevolkerung erhoht ist. Bis zu 5%
der Mammacarcinom-Patienten haben wahrscheinlich eine spezifische genetische
Abnormalitit geerbt, die zur Entwicklung des Mammacarcinoms beitragt. Punkt-
mutationen des p53-Suppressorgens im Chromosom 17 zeigen, welche Mitglieder
in Li-Fraumeni-Familien einen oder mehr von 6 verschiedenen Carcinomen, ein-
schliefllich Mammacarcinom, entwickeln werden. Weiterhin gibt es eine Assozia-
tion zwischen Heterozygotie von Chromosom 17q und dem Mamma-Ovarial-
Carcinom-Syndrom. Dieses BRCA1-Gen, ist zwar weniger gut charakterisiert, seine
Penetranz betrégt jedoch bis zu 85%. Wahrscheinlich sind 1 von 200 bis 400 Frauen
der USA Triger dieses Gens. Zusammengenommen kommen diese 2 Genanoma-
lien nur in sehr wenigen Mammacarcinom-Fallen vor, so daf} ein routinemifliges
Sreening in Frauen ohne deutliche familidre Belastung in jungem Lebensalter nicht
gerechtfertigt erscheint. Die erst vor kurzem gelungene Identifizierung dieser Gene
gibt jedoch Hoffnung auf die Auffindung anderer Gene von héherer Privalenz in
den derzeit durchgefiihrten Untersuchungen.

Eine Reihe von Faktoren und Wachstumsfaktoren ist am Tumorwachstum
beteiligt. Hierzu geh6ren der Anteil mitotischer Zellen und der DNA-Index, sowie
erhohte Spiegel an Wachstumsfaktoren oder Rezeptoren fiir Wachstumsfaktoren
epidermal growth factor receptor (EGF-R) insulin-like growth factor receptor (IGF-
R), somastotatin receptor (SS-R) und transforming growth factor alpha (TGF«),
basic fibroblast factor (bFGF) und Cathepsin D, urokinase-plasminogen activator,
das Genprodukt von nm23 und Adhisionsmolekiile. Fiir das Mammacarcinom
wurden multiple genetische Alterationen beschrieben, einshliellich Allel-Deletio-
nen auf Chromosom 11 oder 13 und Amplifikationen der ¢-myc und int-2 Gene. In
manchen Familien mit hohem Risiko fiir das Mammacarcinom ist das Tumor-
suppressor-Gen p53 mutiert, auflerdem ist die Prognose von Mammacarcinomen
schlechter, wenn p53 tiberexprimiert ist. Am besten untersucht ist das HER-2/neu
(oder C-erbB-2)-Gen. Die Amplifizierung und Uberexpression dieses Gens auf
Chromosom 17 ist ebenfalls mit einer schlechteren Prognose assoziiert. Dies ist
insofern nicht iiberraschend, als der HER-2/neu Ligand und Rezeptor mit EGF und
EGF-R eng verwandt sind. Eine andere Erklarungsmdglichkeit fiir die schlechte
Prognose von Patientinnen mit Uberexpression von Her-2/neu ist die Beobach-
tung, dafl die Tumoren dieser Patienten gegeniiber bestimmten Formen der Che-
motherapie resistent sind. Interessanterweise konnen diese Tumoren oft besser auf
andere Chemotherapieschemata ansprechen, insbesondere solche, die Doxoru-
bicin beinhalten. Bei Her-2/neu handelte sich um den ersten Faktor, fiir den eine
Assoziation mit einer Ansprechbarkeit fiir Chemotherapie gezeigt werden konnte.



308 S. Nikol und M. Hallek

Bevor ein Marker routineméfig in der klinischen Praxis verwendet werden kann,
miissen die Nachweis-Methoden in mehr als einem Zentrum nach verschiedenen
statistischen Kriterien validert werden. Dies trifft allerdings auf keinen der neueren
prognostischen Faktoren zu, so daf§ es derzeit noch nicht gerechtfertigt ist, thera-
peutische Entscheidungen von Ihnen abhéngig zu machen.

Bisher wurde bei mindestens 58 Frauen mit Mammacarcinom im Rahmen von
12 Protokollen die Gentherapie eingesetzt. Ahnlich wie fiir das Ovarialcarcinom
werden auch hier Phase I-Studien unter Verwendung des MDR-Gens durchgefiihrt,
um die Sicherheit des Verfahrens und den potentiellen Transfer- und Expressions-
Erfolg zu untersuchen. Indikation ist das metastasierende Mammacarcinom
(O’Shaughnessy et al. 1994). In einer Phase I-Studie, in die 5 Patienten mit Ova-
rialcarcinom, Mammacarcinom und Glioblastom eingeschlossen wurden, unter-
suchten Hesdorffer et al. (1998) den Einsatz des MDR-Gens in Knochenmarks-
Stammzellen. Es wurde eine autologe Knochenmarkstransplantation durchgefiihrt
und bis zu einem Drittel der hdmatopoetischen Stammzellen und Knochenmarks-
Progentitorzellen mit einem MDR-cDNA enthaltenden retroviralen Vektor ex vivo
transduziert und anschlieffend zusammen mit den nicht-manipulierten Zellen
nach der Chemotherapie re-infundiert. Eine hohe Rate an MDR-Transduktion
wurde in verschiedenen Zellinien kurz nach der Transduktion und Re-Infusion
gezeigt. Lediglich 2 dieser 5 Patienten hatten noch geringe MDR-Spiegel 10 bzw. 3
Wochen nach der Behandlung (siehe auch Kapitel Glioblastom). Weitere Target-
Gene sind die Gene fiir Thymidinkinase (TK), Interleukin-2, CD80 und p53 (Wiley
1998). Ergebnisse liegen derzeit noch nicht vor.

2.2.10

Hamatologische Tumore: Myeloische Leukdamien, Lymphome

Leukimien sind Neoplasmen, die von himatopoetischen Zellen abstammen und
zuerst im Knochenmark proliferieren, bevor sie in ins periphere Blut, die Milz,
Lymphknoten und schliefllich andere Gewebe disseminieren. Die Klassifikation
der Leukdmien erfolgt entsprechend der Zellen ihrer Abstammung (lymphatisch
vs. myeloisch) und entsprechend der Geschwindigkeit des klinischen Verlaufes
(akut vs. chronisch). Als Ursache fiir das Auftreten der Leukdmie sind genetische
und Umweltfaktoren wichtig. Die akute Leukdmie tritt mit einer erhéhten Fre-
quenz in einer Reihe von kongenitalen Stérungen auf, wie Down-, Bloom-, Kline-
felter-, Fanconi- und Wiskott-Aldrich-Syndrome und hat eine erhohte Konkor-
danz bei Zwillingen. Bestrahlungsexposition, Patienten mit Bestrahlungstherapien
und japanische Uberlebende der Atombombenexplosionen haben eine vorhersag-
bare, Dosis-abhingig erhohte Leukdmie-Inzidenz. Die Bestrahlung erhoht das
Risiko fiir eine chronische myeloische Leukdmie (CML), akute myeloische Leuki-
mie (AML) und wahrscheinlich auch akute lymphatische Leukdmie (ALL), es gibt
jedoch keine bekannte Beziehung zur chronisch lymphatischen Leukdmie (CLL)
oder Haarzelleukidmie. Die Exposition gegeniiber Chemikalien wie Benzole oder
anderen aromatischen Hydrokohlenstoffen oder die Behandlung mit alkylieren-
den Agentien oder anderen Chemotherapeutika fiihrt ebenfalls zu einer erhohten
Inzidenz von einer AML. Die Kombination von Bestrahlung und Chemotherapie,
wie sie bei Patienten mit Morbus Hodgkin eingesetzt wird, hat ein additives
Leukédmie-Risiko. Wie in anderen Tumoren gibt es auch bei den Leukdmien eine



Therapie mit Genen 309

Reihe von genetischen Alterationen, die Entwicklung der Krankheit erforderlich
sind. Weiterhin gibt es noch eine Reihe von Oberflichenantigenen, mit denen die
verschiedenen Formen der Leukimie differenziert werden konnen.

Im Gegensatz zu den Leukdmien sind maligne Lymphome neoplastische Trans-
formationen von Zellen, die vorwiegend in Lymphgewebe residieren. Die zwei
wichtigsten Varianten des malignen Lymphoms sind der Morbus Hodgkin und das
non-Hodgkin Lymphom. In den USA werden jahrlich etwa 7.500 neue Fille von
Morbus Hodgkin entdeckt, wobei hier vor allem junge Patienten zwischen 15 und
35 Jahren und Patienten nach dem 50. Lebensjahr betroffen sind. Etwa 40.000 neue
Fille von non-Hodgkin Lymphomen werden alleine in den USA jedes Jahr diagno-
stiziert, wobei die Anzahl altersabhingig ist und zuletzt mit den steigenden Zahlen
von AIDS-Fillen stark angestiegen ist. Daneben gibt es noch eine Reihe anderer
Krankheiten oder Expositionen, die mit einem erhéhten Risiko fiir das Auftreten
von malignen Lymphomen assoziiert sind. Auch hier sind eine Reihe von geneti-
sche Alterationen fiir die Krankheitsentwicklung notwendig. Die genetischen Ver-
dnderungen beim Hodgkin Lymphom miissen erst noch beschrieben werden, es
sind lediglich die genetischen Alterationen verschiedener histologischer Subtypen
des non-Hodgkin Lymphoms bekannt.

Viele der durchgefiihrten klinischen Gentransferstudien beschrinkten sich le-
diglich auf eine Markierung der transduzierten Zellen, um den Verbleib der meist
ex vivo retroviral transduzierten Zellen und die Dauerhaftigkeit einer solchen
Transduktion mit stabiler Integration in Knochenmarkszellen und peripheren
Blutstammzellen zu beobachten. In einem Beispiel der Genmarkierung von sol-
chen Blutstammzellen bei der akuten myeloischen Leukdmie fanden sich mittels
PCR-detektierbare transduzierte Zellen bis zu 11 Monaten nach Behandlung (Cor-
netta et al. 1996).

Bisher wurden mindestens 28 Patienten im Rahmen von 12 Protokollen genthe-
rapeutisch behandelt. In einer Phase I Studie zur Behandlung der akuten myeloi-
schen Leukidmie konnte unter Verwendung von Interleukin-2 transfizierten Fibro-
blasten und autologen Tumorzellen in einem von 2 behandelten Patienten eine
Remissionsdauer von 10 Monaten erreicht werden, wobei die erste Remission 14
Monate angehalten hatte (Veelken et al. 1997). Durch den Transfer von Oligonu-
kleotiden gegen das Proto-onkogen c-myb sollen chronisch-myeloische Leukdmie-
Zellen aus Knochenmarks-Proben eliminiert werden, die fiir die autologe Kno-
chenmarkstransplantation verwendet werden sollen (Hijiya et al. 1994). Weitere
Target-Gene, die hier meist retroviral oder als nackte DNA verabreicht wurden,
sind das multidrug resistance(MDR)-Gen, CD154 und vor allem die Applikation
des Thymidinkinase(TK)-Gens.

Die allogene Knochenmarkstransplantation ist ein sehr brauchbares Verfahren
generell bei der Inmuntherapie von hamatologischen Malignomen und bei einigen
nicht-malignen Bluterkrankungen. In den Fillen jedoch, in denen hohe T-Zell-Do-
sen appliziert werden miissen, kommt es in etwa der Hélfte der Patienten zu einem
erheblichen Problem. Allogene Lymphozyten konnen ein graft-versus-host disease
(GvHD) auslosen, also einen Angriff der Donorzellen auf Empfinger-Gewebe mit
lebensbedrohlichen Folgen. Um sich eine Option zur Eliminierung von Donorzel-
len zu schaffen, sollte es zu einem GvHD kommen, versuchen Bordignon et al.
(1995a; Bonini et al. 1997) fast 100% Donorzellen vor der Transplantation mit
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einem Suizidgen (TK) zu transduzieren. Vom Zeitpunkt her gut gewahlte Gancicl-
ovir-Therapie sollte dann die allogenen Zellen zerstéren, um somit das Risiko fiir
ein GVHD zu veringern, idealerweise sobald die Patienten von der initialen alloge-
nen Antitumor-Antwort profitiert hitten. Weiterhin kénnte TK, als Markergen
verwendet, wichtige Fragen zum in vivo Schicksal von Donorzellen beatworten.
Hierfiir wurden Donor-Lymphozyten in vitro mit einem retroviralen Vektor mit
zwei verschiedenen Genen transduziert. In diesem Vektor kontrollieren die long
terminal repeats (LTR) die Expression eines Obrflichenproteins, das normalerwei-
se nicht in Blutzellen vorkommt. Es handelt sich hierbei um deltaNGFR, die eine
rekombinante Version des low affinity nerve growth factor receptor ist. Ein interner
Herpes simplex Virus-TK-Pomotor kontrolliert die Expression des TK-NeoR-Fusi-
onsproteins. Das deltaLNGFR-Gen erlaubt eine schnelle Zell-Sortierung und Se-
lektion transduzierter Zellen unter Verwendung von anti-LNGFR magnetische
Immun-Kugeln. Durch diese Methode gelang es, eine Transduktionsrate von
95-99,6% innerhalb der ersten Selektionsrunde zu erreichen. Uber die Ergebnisse
der ersten 8 von 12 Patienten wurde berichtet. Alle Patienten hatten zuvor allo-
Knochenmarktransplantations-Komplikationen nach Immunmangelbehandlung
oder Immuntherapie bei Leukémie. Transduzierte und selektionierte Donor-Lym-
phozyten wurden Empfingern in ansteigenden Dosen infundiert, bis zu 4 x 107
Zellen/kg Korpergewicht. Weder Komplikationen noch Toxizitdt wurden im Zu-
sammenhang mit dem Gentransfer beobachtet. In einem Patienten wurde eine
anti-TK-NeoR-Immunantwort beschrieben. Wiederholt wurden in den 12 Mona-
ten nach der letzten Infusion transduzierte Zellen in Blut, Knochenmarksaspiraten
und Biopsien von allen bis auf einen Patienten beobachtet. Ein Patient mit EBV-
induziertem Lymphom, entwickelte erstmals nach der Behandlung eine Anti-EBV-
Aktivitit. Graft-versus-Leukidmie-Antworten wurden in 5 Patienten detektiert.
Zwei Patienten hatten partielle Antworten und 3 erreichten eine komplette Remis-
sion, einschliefllich 2 Patienten, die keinerlei Chemotherapie erhalten hatten. Einer
der beiden partiell reagierenden Patienten blieb fiir 5 Jahre im chronischen Stadi-
um der CML, wobei zu diesem Zeitpunkt keine transduzierten Zellen mehr nach-
weisbar waren. Dies traf zeitlich mit dem Ubergang in einen Blastenschub zusam-
men. Der Patient wurde nochmals mit transduzierten allogenen Lymphozyten
behandelt und ging wieder in das chronische Stadium iiber. GVHD wurde in den 3
verbliebenen auswertbaren Patienten beobachtet. Sie wurden mit Ganciclovir-In-
jektionen behandelt. In einem Patienten konnten trotz ausgedehnter Ganciclovir-
Therapie nie alle Donorzellen vollstindig entfernt werden. GVHD wurde abgemil-
dert, jedoch nicht beseitigt. In den anderen 2 Patienten zerstorten Ganciclovir-Ver-
abreichungen simtliche Donorzellen. Eine deutliche Verringerung allogener
peripherer Blutlymphozyten von 13% auf PCR-nichtnachweisbare Spiegel wurde
beobachtet, ohne jegliche immunsuppressive Therapie bzw. Toxizitit. Hierdurch
konnte die Immunreaktion komplett unterdriickt werden und alle klinischen und
biologischen Zeichen eines GVHD verschwanden in beiden Fallen. Deratige Remis-
sionen aus einem solchen Stadium von GvHD seien in einer internationalen Studie
von klassischen Knochenmarkstransplantationen mit 258 Patienten nie aufgetre-
ten.
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22.11

Multiples Myelom

Das Multiple Myelom stellt eine maligne Proliferation von Plasmazellen dar, die
aus einem einzigen Zellklon abstammen. Synonyme fiir das Multiple Myelom sind
Myelom oder Plasmazytom. Der Tumor, seine Produkte und die Immunantwort
bewirken eine Reihe von Organdysfunktionen und Symptomen mit Knochen-
schmerzen oder Frakturen, Nierenversagen, Infektneigung, Anémie, Hypercalci-
mie, gelegentliche Gerinnungsstérungen, neurologische Symptome und Hypervis-
kositdtsyndrom. Die Inzidenz des Myeloms steigt mit dem Alter, wobei das mittlere
Alter bei der Diagnosestellung 68 Jahre betrigt und ein Vorkommen vor dem 40.
Lebensjahr selten ist. Die jahrliche Inzidenz betragt 4 auf 100.000 Einwohner, wobei
diese Inzidenz in den verschiedensten Landern der Erde sehr dhnlich ist. Uber dem
25. Lebensjahr betrigt die Inzidenz 30 pro 100.000 Einwohner. Im Gegensatz zu
den meisten anderen B-Zell-Tumoren konnten in Patienten mit Myelomen keine
regelmiBigen chromosomalen Alterationen entdeckt werden. Eine Uberexpressi-
on der myc- oder ras-Gene wurden in einigen Fillen beobachtet. Murine Plasmo-
zytom-Modellelassen vermuten, dafd zur Induktion des Plasmozytoms ein fremdes
Antigen (z.B. Mineraldl) und ein zelluldres Ereignis erforderlich sind. Somit konnte
die chronische Stimulation mit einem Antigen bei der Transformation von be-
stimmten B-Zell-Klonen eine Rolle spielen. Weiterhin gibt es Hinweise fiir eine
genetische Pradispositionen fiir das Myelom des Menschen.

In einer Phase I-Studie konnte unter Verwendung von Interleukin-2-transfizier-
ten Fibroblasten und autologen Tumorzellen bei einem behandelten Patienten
keine Verdnderung des Krankheitsverlaufs beobachtet werden (Veelken et al.
1997).

2.2.12

Plattenepithelcarcinom von Kopf- und Hals

Eine der wichtigsten bekannten Konsequenzen chronischer Sonnenexposition
sind Melanome und nicht-Melanom Hautcarcinome. Ein Zusammenhang mit den
nicht-Melanom Hautcarcinomen ist allerdings wesentlich wahrscheinlicher, da
sich etwa 80% aller nicht-Melanom Hautcarcinome in exponierten Hautarealen,
wie Gesicht, Hals und Hinden, entwickeln. Jahrlich entwickeln etwa 400.000 bis
500.000 Personen alleine in den USA nicht-Melanom Hautcarcinome und das
Risiko eines Weifien, im Leben ein solches Carcinom zu entwickeln, betrdgt mit
ansteigender Tendenz derzeit geschitzt etwa 15%. Das Plattenepithelcarcinom ist
eine der beiden Formen des nicht-Melanom-Hautcarcinoms und tritt deshalb
besonders hiufig im Gesicht, und dort wiederum im Bereich von Unterlippe und
Ohren auf. Die 3 wichtigsten Schritte der Tumor-Induktion sind die Initiation,
Promotion und Progression. Die chronische Exposition von Tierhaut gegeniiber
Lichtquellen, die Sonnen-UV-Lichtstrahlen imitieren, endet in der Initiation, ei-
nem Schritt, bei dem strukturelle Anderungen der DNA durch Mutation zu irre-
versiblen Verdnderungen von Keratinozyten fiithren, wodurch die Tumorentste-
hung in Gang gesetzt wird. Es wird angenommen, daf8 die Exposition gegeniiber
einem Tumor-Initiator notwendig, aber fiir einen malignen Prozef nicht ausrei-
chend ist, da initiierte Hautzellen ohne Exposition gegeniiber Tumor-Promotoren
in der Regel keinen Tumor entwickeln. Der zweite Schritt in der Tumorentwicklung
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ist die Promotion, ein Prozef} aus vielen Schritten, bei dem initiierte Zellen chemi-
schen und physikalischen Agentien ausgesetzt werden. Hierdurch kommt es zu
epigenetischen Verinderungen, die zur klonalen Ausbreitung initiierter Zellen
fihren. Im Verlauf von Wochen und Monaten filgt ein gutartiges Wachstum von
Papillomen. UV-B-Licht ist ein komplettes Carcinogen, was heif}t, dafl es als
Initiator und als Promotor funktionieren, und so Tumoren induzieren kann.
Inkomplette Carcinogene kénnen die Tumorentstehung initiieren, benétigen je-
doch eine zusdtzliche Hautexposition gegeniiber Tumor-Promotoren, um einen
Tumor zu verursachen. Der Prototyp eines Tumor-Promotors ist der Phorbolester
12-O-Tetradecanoyl Phorbol-13-Acetat(TPA). Bei der Tumorpromotion sind in
der Regel multiple Expositionen iiber die Zeit notwendig, um einen Tumor zu
verursachen. Der letzte Schritt ist die Konversion des benignen Vorldufers in eine
maligne Lision, ein Prozef}, von dem angenommen wird, daf zusétzliche geneti-
sche Alterationen in den bereits transformierten Zellen notwendig sind.

Bisher wurden 55 Patienten im Rahmen von 7 klinischen Protokollen einge-
schlossen. Target-Gene umfassen vor allem die Gene fiir p53, HLA-B7/b2m, Inter-
leukin-2 und Thymidinkinase (TK). Als Vektoren wurden Adenoviren und Lipo-
somen eingesetzt. Burt et al. (1997) injizierten Patienten mit Plattenepithecarcino-
men von Kopf und Hals, bei denen andere Therapien versagt hatten, intratumoral
einen adenoviralen Vektor vom Serotyp 5, der fiir das Tumorsuppressorgen p53
(Ad5p53) kodiert. Das Schicksal des Vektors wurde durch die Untersuchung von
Plasma- und Urinproben analysiert, wobei mittels PCR unter Verwendung von
spezifischen Primern Vektor-DNA in den Plasma- und Urinproben von 3 Patienten
nachgewiesen werden konnte. Weiterhin fand sich nicht-replizierender Ad5p53-
Vektor in diesen Proben, wie ein Bioassay zeigte, bei dem Patienten-Fliissigkeiten
auf Empfingerzellen in vitro einen zytopathischen Effekt hatten. In den positiven
Bioassays fand sich auch Adenovirus-Capsid, wie sich in einem Immunoassay
zeigte, bei dem das Adenovirus-Capsid durch spezifische Anti-Hexon-Antikdrper
erkannt wird. Roth et al. (1997a, 1997b) fiihrten eine dhnliche Phase I-Studie durch,
in die 30 Patienten eingeschlossen wurden, bei denen ebenfalls konventionelle
Therapien versagt hatten. Es handelte sich um eine Studie mit ansteigenden Dosen,
beider jedem der Patienten der Adp53-Vektor injiziert wurde. Bei 17 Patienten mit
nicht-resezierbaren Tumoren wurden jeden zweiten Tag intratumorale Adp53-In-
jektionen vorgenommen, anschlieend 2 Wochen nachbeobachtet und einem
erneuten Therapie-Zyklus unterworfen. Die iibrigen 13 Patienten mit resezierba-
ren Tumoren erhielten Adp53 jeden zweiten Tag fiir 2 Wochen, erhielten 3 Tage
spater eine intraoperative Injektion wahrend der Resektion und eine letzte Injek-
tion 3 Tage nach Resektion. In keinem der 30 Patienten wurden unerwiinschte
Nebenwirkungen beobachtet. Die 17 nicht-resizierbaren Patienten erhielten erhiel-
ten weitere Therapiezyklen bis zur Besserung. Fiinf dieser 17 Patienten hatten einen
stabilen Verlauf und bei 2 Patienten kam es zu einer partiellen Regression mit einer
iiber 50%igen Reduktion des Tumorvolumens. Zum Zeitpunkt des Berichtes waren
3 der 13 resezierbaren Patienten am Carcinom verstorben und 5 Patienten zeigten
ein vollkommenes Verschwinden aller mef8baren Zeichen des Tumors iiber mehr
als 6 Monate nach der Therapie. Ein Patient hatte bereits zum Zeitpunkt der
Chirurgie eine komplette Antwort auf Adp53.
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2.2.13

Knochentumore

Die Gentherapie wurde bisher lediglich bei einem neuroektodermalen Tumor, dem
Ewing-Sarkom eingesetzt. Es handelt sich hierbei um ein malignes Sarkom, das aus
kleinen, runden Zellen besteht und am haufigsten in den ersten 3 Lebensdekaden
auftritt. Sie sind meistens in den langen Knochen lokalisiert, wobei allerdings
prinzipiell jeder Knochen betroffen sein kann. Ein charakteristisches zytogeneti-
sches Merkmal des Ewings Sarkom und verwandter primitiver neuroektodermaler
Tumore ist die reziproke Translokation der langen Arme der Chromosomen 11
und 22. Die molekulare Klonierung der Bruchstelle ergab ein chimerisches Protein
mit dem fli-1Proto-Onkogen, ein Mitglied der ets- Familie unter den Onkogenen,
das auf 11q24 lokalisiert ist. Obwohl das Ewing-Sarkom hochmaligne ist, spricht
es auf Chemotherapie und Bestrahlung mit Uberlebensraten von 60-70% an. In der
Regel wird eine Extremititen-erhaltende Tumor-Resektion mit Chemotherapie
kombiniert, wihrend die Bestrahlung bei Metastasierung oder Tumorbefall der
Resektionsrinder eingesetzt wird. Die Chemotherapie verbessert das Uberleben
von Patienten mit Ewing-Sarkom, auch einiger, die bereits Metastasen haben.

In einer Pilotstudie wurde von Engel et al. (1998) ein 11jéhriger Junge mit Ewing-
Sarkom des linken Halses mit transgenen Interleukin-2 sezernierenden Fibrobla-
sten behandelt. Er hatte bereits 4 Rezidive, die nach bereits durchgefiihrter chirur-
gischer Resektion, Chemotherapie, Thermochemotherapie und Bestrahlung auf
keine verfiigbare Therapie mehr ansprachen. Die Transfektion wurde mit einem
Expressionsvektor und kationischen Liposomen durchgefiihrt. In einem 51Cr-
Zytotoxizitdts-Assay konnte die Lyse von Tumorzellen des Patienten durch IL-2
stimulierte mononukledre Zellen gezeigt werden. Unter computertomographi-
scher Fithrung wurden die IL-2 transgenen autologen Fibroblasten intratumoral
injiziert. Es fand sich keine lokale oder systemische Toxizitit. Die Anzahl der
CD3+CD56+ Lymphozytenpopulationen stieg an. Es handelt sich um Zellen, die
als Zytokin-induzierte Killerzellen charakterisiert wurden. Andere himatologische
Parameter dnderten sich nicht signifikant.

2.2.14

Fortgeschrittene komplexe Tumoren

Hier werden verschiedene weit fortgeschrittene Carcinome zusammengefafit, die
sich in einem zunehmend metastasierten und entdifferenzierten Stadium befin-
den, und nicht mehr reseziert werden kénnen. Es handelt sich vor allem um
Mamma-Adenocarcinome, Ovarialcarcinome, Prostatacarcinome, Hirntumore,
Nierenzellcarcinome, Melanome, colorektale Adenocarcinome, Lymphome, Lun-
gentumoren, Sarkome und Platenepithelcarcinome von Kopf und Hals (Wiley
1998).

Insgesamt handelt es sich hier um 43 Protokolle, in die bisher 574 Patienten
eingeschlossen wurden. Eine Vielzahl von Target-Gene wurde getestet, darunter
HLA-B7/b2m, CEA, Il-2, MDR-1, BRCA-1, GM-CSF, IL-12, TNF, 1I-7, TK, HLA-A2,
HLA-B13, H-2K(k) und CD80. Fast alle in Patienten bisher eingesetzten Transfer-
Systeme wurden verwendet. Hui et al. (1997) berichtet iiber die Ergebnisse der
ersten 2 Gentherapie-Studien Singapurs. In eine initiale Phase I-Studie wurden 9
Patienten eingeschlossen, gefolgt von einer Phase I/II-Studie mit 10 Patienten. Alle
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19 Patienten hatten rezidivierende Carcinome in einem spéten Stadium mit kuta-
nen Metastasen. Sie erhielten 4wdchentlich intranodale Injektionen von DNA-DC-
Chol/DOPE kationischen Liposomen zum Transfer der Gene fiir HLA-A2, HLA-
B13 bzw. des xenogenen (murinen) H-2K(k). Die Expression des Transgens wurde
in den ersten 3 Patienten mittels RT-PCR von Nadelbiopsien jeweils 1 Woche nach
Transduktion verfolgt. Es fanden sich Transkripte fir HLA-A2 und HLA-B13
wihrend der gesamten Behandlung, jedoch nicht von H-2K (k). Unter Verwendung
von mRNA des human growth hormone als interner Standard wurde eine quanti-
tative PCR durchgefiihrt, wobei sich nach der ersten und zweiten Injektion fiir
HLA-A2 mRNA mindestens 3fache Mengen von denen des HLA-B13 fanden. In
den 9 Patienten der initialen Toxizititsstudie fanden sich keine unerwiinschten
Nebenwirkungen. In einem Patienten behandelt mit HLA-A2 bildete sich der
injizierte Knoten komplett zuriick, in einem weiteren Patienten, ebenfalls behan-
delt mit HLA-A2, fand sich eine teilweise Regression. In den anderen Patienten, die
mit HLA-A2, HLA-B13 oder H-2K(k) behandelt worden waren, fand sich keine
Therapieantwort. In der nachfolgenden Phase I/1I-Studie wurden Frauen mit ter-
minalen Ovarial- oder Cervix-Carcinomen eingeschlossen, bei denen alle klassi-
schen Therapieformen versagt hatten. Die Gentherapie wurde wie in der initialen
Phase I-Studie durchgefiihrt. Es wurden keine kompletten Regressionen beobach-
tet, die Hilfte der Patienten jedoch zeigten eine partielle lokale Antwort mit einer
Schrumpfung auf mindestens die Hilfte der Grof3e. Eine partielle Antwort wurde
meist nach allogener HLA-A2-Transduktion beobachtet, aber auch nach allogener
HLA-B13- und xenogener H-2K(k)-Transduktion. Entferntgelegene unbehandelte
Knoten bildeten sich in keinem der Patienten zuriick und alle 19 Patienten erlebten
eine weitere systemische Progression. Kontroll-Injektionen mit DNA-freien Lipo-
somen in Knoten zeigten keine lokale Antwort. Offensichtlich war auch hier die
Therapie mit HLA-A2 den anderen Therapien iiberlegen. Beide Studien zusam-
mengenommen zeigten sich unter HLA-A2 2 komplette Remissionen von behan-
delten Knoten, sowie in 5 von 6 Oviarial-und Cervixcarcinom-Patientinnen eine
lokalbegrenzte, jedoch signifikante Tumorgrofien-Reduktion. Bei dem grofiten der
behandelten Tumoren fand sich keine therapeutische Antwort, moglicherweise als
Hinweis dafiir, dal die Tumorgrofe fiir die Kurabilitét ein wichtiger Parameter fiir
dieses Protokoll ist. Moglicherweise war die bessere Transkriptionseffizienz in situ
ausschlaggebend, da die initial nachgewiesenen HLA-A2 mRNA Mengen die hoch-
sten waren. Eine andere, nicht alleine entscheidende Moglichkeit war, dafl HLA-
Gene des A Lokus immunogener sind als die des B Lokus. Zytotoxische T-Lympho-
zyten(CTLs) der Patientin mit Cervixcarcinom, bei der eine komplette Regression
ihres HLA-A2 behandelten Knotens erreicht worden war, wurden in vitro unter-
sucht. Sie wurden entweder mit nichtmodifizierten oder mit HLA-A2-exprimie-
renden autologen Tumorzellen stimuliert und dann in Hinblick auf die Zerstorung
von autologen Tumorzellen beobachtet. Nach Stimulation mit HLA-A2 modifizier-
ten Zellen bewirkten sie eine 3 bis 4fache Zerstorung als nach Stimulation mit
nicht-modifizierten Zellen. Jantscheff et al. (1997) schlossen in eine franzdsisch-
schweizerische Phase I-Studie 9 Patienten ein, die metastasierend solide Tumoren
hatten. Vero-Zellen wurden in vitro mit einem humanes Interleukin-2 (IL-2)-ex-
primierenden Plasmid transfiziert. Diese transduzierten xenogenen Zellen wurden
den Patienten mittels Ulltraschall- bzw. Computertomographie-gesteuerter Injek-
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tion verabreicht. In 3 verschiedenen Kohorten wurden steigende Dosen von 5x 10°,
5x 108 und 5 x 107 Zellen verwendet. Die Injektionen wurden an den Tagen 1, 3
und 5 der Behandlung verabreicht, und eine Reihe Faktoren wurden vor, wihrend
und nach der Behandlung bestimmt. Dazu gehorten die T-Zell-Zusammensetzung
in Tumor-Biopsien und Blutproben der Tage 1,5 und 15 der Behandlung, CTL-Ak-
tivitdt, Zytokin-Expression, anti-Vero-Antikorper und IL-2-Expression. Die Be-
handlung wurde gut vertragen. Eine transiente Toxizitdt in Form von Fieber wurde
in einem Patienten und als Juckreiz und Erythem in 2 weiteren Patienten beobach-
tet. Bis auf anti-Vero-Antikorper in 2 Patienten wurden keine hdamatologischen
Veridnderungen beobachtet. Zusammenfassend, konnten 5 x 105 Vero-IL-2-Zellen
sicher verabreicht werden, wobei sich nachweisbar biologische und klinische Ver-
dnderungen fanden. In den Tumorbiopsien wurde eine verstirkte Zytokin-Expres-
sion und/oder Infiltration der Tumoren mit Lymphozyten-Subpopulationen in 8
von 9 Patienten und Abnahme dieser Parameter in 3 von 9 Patienten ohne klares
zuordenbares Verteilungsmuster. In einem Patienten mit Wechteilgewebe-Sarko-
maverkleinerte sich eine entfernt-gelegene nicht-injizierte Metastase um 90% in-
nerhalb von mehr als 12 Monaten. In 4 Patienten konnte die Erkrankung fiir 3, 7,
mehr als 7 und 9 Monate zum Zeitpunkt des Berichtes stabilisiert werden. Mak-
kensen et al. (1997) berichten iiber eine Phase I-Immunisierungs-Studie, im Rah-
men derer zwei Melanom-Patienten lethal bestrahlte autologe Tumorzellen ge-
mischt mit IL-2-sezernierenden allogenen Fibroblasten injiziert wurden. Die Fi-
broblasten waren zuvor in vitro mit dem IL-2-Gen transfiziert worden. Tumor
-infiltrierende Lymphozyten (TIL) und Lymphozyten, die die Injektionsstelle in-
filtrierten, wurden analysiert. In beiden Patienten waren in einem Funktionstest
die Zahlen auf MHC-I beschrinkter CTLs an der Injektionsstelle erh6ht. Sequen-
zierungsstudien zeigten, daf} die gleiche Art von CTLs sowohl im Tumor wie an der
Injektionsstelle erh6ht waren. Insbesondere TCRBV21S3+ Zellen spielten bei der
zytotoxischen Aktivitit gegen autologe Tumorzellen eine Rolle. Es wird vermutet,
daf3 die CTLs aus dem Tumor an die Injektionsstelle zikulieren, wo sie weiterver-
mehrt werden. Eine Amplifikation wurde vermutet, da TCRBV21S3+ Zellen an der
Inketionsstelle nachweisbar waren und eine Hypersensitivitdt vom verzdgerten
Typ vorhanden war. Beide waren vor der Behandlung nicht nachweisbar gewesen.

23
Infektionskrankheiten

Bisher wurden insgesamt mindestens 405 AIDS-Patienten im Rahmen von 29
Protokollen gentherapeutisch behandelt. In einem weiteren Protokoll zur Behand-
lung von Influenza wurden bisher keine Patienten eingeschlossen.

23.1

Human immunodeficiency virus (HIV)-Infektion/

Aquired immunodeficiency syndrom (AIDS)

Die 90iger Jahre stellen bereits die 2. Dekade der HIV/AIDS Pandemie dar. HIV ist
ein Retrovirus der Lentivirus-Familie und wurde frither lymphadenopathy associa-
ted virus (LAV), human T lymphotropic virus III (HTLV-III) oder AIDS-associated
retrovirus (ARV) genannt. Beobachtungs-Studien unter Verwendung dieses Tests
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und das Monitoring der Anzahl von CD4+ Zellen als Parameter fiir die Immun-
suppression fithrte zur Entdeckung eines breiten Spektrums von HIV-Erkrankun-
gen, von asymptomatischen Gruppen bis hin zu fortgeschrittener Erkrankung, die
als AIDS bezeichnet werden. Wihrend die Krankheit noch zu Beginn der 80er Jahre
auf Risikogruppen beschriankt war, finden sich in den 90er Jahren bereits Fille in
allen Bevolkerungsgruppen. Die 4 anerkannten humanen Retroviren gehoren zu
zwei verschiedenen Gruppen: die humanen T-lymphotropen Viren HTLV-I und II
und die humanen Immundefizienz-Viren HIV-1 und HIV-2. Die am weitesten
verbreitete Ursache fiir die HIV-Infektion ist das HIV-1. HIV-2 wurde erstmals
1986 in westafrikanischen Patienten identifiziert, wurde inzwischen aber auch in
Europa, Siidamerika, Canada und den USA beobachtet. Trotz einer Nukleotidse-
quenz-Homologie von 40% gegeniiber dem HIV-1 ist es phylogenetisch sehr viel
mehr mit dem simian immunodeficiency virus (SIV) verwandt. Ein Kernpunkt des
Lebenszyklus im Rahmen einer HIV-Infektion ist die reverse Transkription geno-
mischer RNA in DNA mit Hilfe eines Enzyms, genannt reverse Transkriptase. Der
HIV-Lebenszyklus beginnt mit der Bindung des gp120-Proteins via eines Anteils
seiner VI-Region nahe des N-Terminus mit hoher Affinitdt an den Rezeptor auf
der Oberfliche der Gastzelle, das CD4-Molekiil. Das CD4-Molekiil ist ein Protein,
das sich vorwiegend auf einem bestimmten Subtyp von Lymphozyten findet, die
fir die Helfer- oder Induktionsfunktion bei der Immunantwort verantwortlich
sind. Weiterhin wird es auf der Oberfliche von Zellen der Monozyten/Makropha-
gen Linie exprimiert. Nach der Bindung erfolgt via dem gp41 Molekiil die Fusion
mit der Membran der Gastzelle, die genomische HIV-RNA wird von der Hiille
befreit und internalisiert. Die reverse Transkriptase, die sich bereits im Virion
befand, katalysiert die reverse Transkription der genomischen RNA in doppel-
stringige DNA. Die DNA migriert zum Zellkern wird dort in die Chromosomen
der Gastzelle integriert, und zwar mit Hilfe eines anderen viralen Enzyms, der
Intergrase. Die Inkorporation dieses sogenannten Provirus in das Zellgenom ist
permanent. Dieses Provirus kann inaktiv (latent) bleiben oder eine umfangreiche
Genexpression mit aktiver Virusproduktion auslésen. Ahnlich wie andere Retro-
viren besteht auch das HIV-1 aus Genen, die die viralen Strukturproteine enkodie-
ren: gag enkodiert die Proteine, die den Viruskern formieren (einschlieflich p24
Antigen); pol enkodiert die Enzyme verantwortlich fiir die reverse Transkription
und Integration; und env enkodiert die Glykoproteine der Virushiille. Das HIV-1
istjedoch komplexer als andere Retroviren indem es noch mindestens sechs andere
Gene enthalt (tat, rev, nef, vif, vpr und vpu), die die Proteine enkodieren, die fiir
die Regulation der HIV-Expression verantwortlich sind. Diese Gene werden von
den long terminal repeats (LTRs) flankiert, die die regulatorischen Elemente fiir
die Genexpression enthalten, wie das Polyadenylierungssignal-Sequenz, die
TATA-Promotor-Sequenz, das NF-kB und SP1 enhancer binding sites, die transac-
tivating response (TAR)-Sequenzen, wo das tat Protein bindet und das negative
regulatory element (NRE) mit dessen Deletionen die Stirke der Genexpression
verstirken. Der Hauptunterschied der Genome von HIV-1 und HIV-2 ist, daf}
HIV-2 das vpu-Gen nicht besitzt, dafiir jedoch ein vpx-Gen, das in HIV-1 nicht
vorkommt.

Hiufig werden Gentherapie-Studien fiir die Behandlung von AIDS durch US-
amerikanische Pharmafirmen durchgefiihrt, deren unabhingige Studien nicht
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notwendigerweise durch das Recombinant DNA Advisory Committee registriert
werden. Bisher wurden im Rahmen von 29 Protokollen 405 AIDS-Patienten genthe-
rapeutisch behandelt.

Es konnte gezeigt werden, dafl bestimmte mit Markergenen gekennzeichnete
CD4" und CD8* T-Zellen nach Re-Infusion bis zu 10 Monate iiberlebten (Walker
et al. 1995). Sie konnten somit die Ausgangsbasis fiir genetisch modifizierte T-Zel-
len zur Therapie oder Privention von HIV-Infektionen sein. Wihrend bereits
zahlreiche potentiell therapeutisch giinstige Gene zur Verfiigung stehen, besteht
die wesentliche Limitierung derzeit noch in der Unféihigkeit, zu einem signifikan-
ten Anteil reifer, autologer CD4* Zellen Zugang zu bekommen bzw. sie zu transfi-
zieren, da es sich hier um diejenigen Zellen handelt, die bereits durch das HIV
zerstort wurden. Ziel einer Phase I-Studie war es deshalb, basierend auf diesen
Marker-Studien, die Herstellung von HIV-spezifischen T-Zellen zur Verstirkung
einer Immunantwort gegen das Virus. CD8* T-Zellen von HIV-freien Zwillingen
werden mit dem Gen eines Antigen-spezifischen chimerischen T-Zell-Rezeptors
transduziert und in den HIV-infizierten Zwillingsbruder oder -Schwester infun-
diert (Walker et al. 1995). Dieser chimerische Rezeptor besteht aus einer CD4-Do-
mine fusioniert mit einem Anteil des T-Zell-Rezeptors. Es konnte gezeigt werden,
dafl die Infusion von bis zu 10° Gen-modifizierten Zellen nicht toxisch ist und daf8
diese Zellen in einigen Patienten bis zu 16 Wochen persistieren. Acht Wochen nach
der Infusion waren noch 0,1 % peripherer Blutlymphozyten modifiziert. Auf dieser
Basis konnte inzwischen auch eine Phase II-Studie mit auf gleiche Weise transdu-
zierten autologen T-Zellen und Knochenmarks-Stammzellen gestartet werden.

Bei den meisten therapeutischen Studien handelt es sich um Immunisierungs-
therapien, um die Immunanatwort gegen HIV zu verstdrken. In einer Phase I/1I-
Vakzinations-Studie wurde entweder Plazebo oder ein retroviraler Vektor, HIV-
IT(V),intramuskuldr injiziert (Haubrich et al. 1995). HIV-IT(V) ist hochgradig
rekombinant und wird von einer Hundezellinie produziert und nicht von einer
sonst {iblichen Mauszellinie, um in vivo Rekombinantionsrisiken zu senken. Der
virale Vektor trigt Segmente des potentiell vakzinierenden env und rev Genes von
HIV-1 IIIB. Durch die Nachbeobachtung der ersten 16 Patienten konnte Toxizitit
ausgeschlossen werden. Es fand sich jedoch auch kein therapeutischer Effekt,
weder in Bezug auf einen Impfeffekt noch auf die Virusbelastung. Diese Studie und
ihr Phase I-Vorginger (Ziegner et al. 1995, Galpin et al. 1994) sind inzwischen
abgeschlossen. Thnen folgte die verwandte Phase II-Studie von Parenti et al. die
ebenfalls mit HIV-IT(V) durchgefiihrt wird. Bereits in den ersten Monaten im Jahre
1995 waren 124 Patienten eingeschlossen, Ende 1997 bereits 216 (Wiley 1998).

Auch MacGregor et al. (1998) verwendeten eine intramuskuldre Vakzinati-
onstherapie, wobei sie erstmalig nackte HIV-Gene einsetzten. DNA fiir HIV-1 MN
env und rev Gene unter der Kontrolle eines CMV-Promotors wurden 13 Mannern
und 2 nicht-schwangeren Frauen verabreicht. Die Zahl der CD4+ Lymphozyten
betrug wenigstens 500/pl Blut und sie verwendeten keine antiviralen Medikamen-
te. Entsprechend einem eskalierenden Dosisschema wurden jeweils 5 Patienten in
Form von 3 Injektionen in jeweils 10w6chigem Abstand 30pg, 100pg oder 300 ng
verabreicht. Da priklinische Untersuchungen gezeigt hatten, dafl intramuskulére
Bipuvacainhydrochlorid-Injektionen jeweils vor der DNA-Injektion eine
20-200fache Erhéhung der Transgen-Expression bewirkten, und bereits gezeigt
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werden konnte, dafl die Impfung Schimpansen gegen HIV-Infektionen schiitzte
bzw. in bereits infizierten Tieren deren anti-HIV-Abwehr verbesserte, wurde dieses
Verfahren auch bei Menschen eingesetzt. Die Therapie wurde mit nur geringen
Nebenwirkungen gut vertragen. Lediglich lokaler Schmerz und Steifheit wurden
als Impfungs-bedingt erachtet. Es fand sich weder hdmatologischer noch renale
Toxizitit. Bei allerdings bereits sehr variablen CD4+ und CD8+ Lymphozytenzah-
len vor der Behandlung fand sich kein signifikanter therapeutischer Effekt. Auch
die Virusbelastung blieb unverandert, wobei die HIV-RNA in 7 Patienten sogar um
30% anstieg und in 7 anderen Patienten um 30% fiel. Dagegen wurden die Anti-
Env-Antikorper in Patienten geboostert, die 100 pg erhalten hatten. Anti-gp120-
Antikorper stiegen in einzelnen Patienten der 100 und 300 pg-Gruppen. Anti-
gp120-Aktivitdt zytotoxischer T-Lymphozyten (CTL) und die Lymphozyten-Pro-
liferationsaktivitat stieg ebenfalls.

Riddel et al. (1996) beobachteten in 6 Patienten mit HIV-Infektionen eine
therapeutisch-einsetzbare Immunreaktion gegen ein fremdes Transgen, nachdem
sie eine adoptive Immuntherapie erhalten hatten. Periphere Blutlymphozyten der
Patienten waren gesammelt und fiir HIV-gag Protein spezifische CD8+ T-Lympho-
zytenklone isoliert worden. Diese Klone waren in vitro mit einem retroviralen
Vektor mit einem Fusionsgen transduziert worden, genannt HyTK, das fiir den
Positiv-Selektionsmarker Hy (Hygromycin-Resistenz) und den Negativ-Selekti-
onsmarker TK (Ganciclovir-Sensitivitit) kodiert. Sie demonstrierten auf MHC I
beschrinkte anti-HIV-gag zytotoxische Aktivitdt auf Targetzellen in vitro. Einer
der 3 Klone von HyTK-transduzierten CD8+T-Lymphozyten wurde expandiert
und in autologe Patienten re-infundiert, wobei aufsteigende Dosen von 108 bis 3,3
x 10° Zellen/m? verabreicht wurden. Es fanden sich keine Zeichen fiir Toxizitdt und
keine zusitzliche Ganciclovir-Behandlung war notwendig. Vor der Infusion konn-
ten keine Gedachtnis-CTLs gegen Hy oder TK nachgewiesen werden. Nach der
Infusion jedoch wurden in 5 von 6 Patienten HyTK-spezifische CTLs gefunden.
Patienten ohne nachweisbare anti-HyTK zytotoxische Aktivitit zeigten einen An-
stieg an zirkulierenden HyTK-transduzierten Zellen nach jeder Infusion. In allen
Fallen waren HyTK-transfizierte Zellen maximal 7 Tage nachweisbar. Somit also
waren die hier behandelten Patienten in der Lage, die Transgen-exprimierenden
autologen Zellen schnell abzustoflen, obwohl sie immunologisch nur einge-
schrankt kompetent waren.

Calarota et al. (1998) verabreichten deshalb 9 Symptom-freien HIV-1 Patienten
intramuskuldre Injektionen der Inmunisierungs-Kandidatengene HIV-1 tat, rev
oder nef. Insgesamt wurden jeweils 3 Inmunisierungen innerhalb von 6 Monaten
verabreicht. Nebenwirkungen wurden nicht beobachtet. Vor der Behandlung wa-
reninkeinem der Patienten Antikérper und zell-vermittelte Immunitit gegen diese
3 regulatorische Proteine vorhanden, danach fand sich jedoch in allen 9 Patienten
spezifische Gedichtniszellen und in 8 Patienten eine spezifische Zytotoxizitit.
Induzierte CTLs waren auf die MHC-Klasse-I beschrinkt und vorwiegend CD8+
positiven Ursprungs. In 3 Patienten jedoch verringerte sich die zelluldre Aktivitat
nach dieser urspriinglichen Immunantwort. Die geringe Patientenzahl lief nur die
Vemutung zu, dafl HIV-spezifische zytotoxische Antworten gegen regulatorische
Proteine zu einer immunologischen Beseitigung infizierter Zellen fithren konnte,
bevor sie virale Partikel freigesetzt haben. Moglicherweise auch hétten nicht-selek-
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tionierte oder nicht-infizierte Personen stirkere Immunantworten gezeigt als die
selektionierten Patienten mit geringer oder ohne vorbestehender Antwort.

Neben der Stimulation einer verstirkten Immunantwort gegen das HIV beste-
hen noch zahlreiche Optionen fiir gentherapeutische Behandlungsstrategien zur
Verfiigung, die eher auf eine ,intrazellulire Immunisierung abzielen, indem die
virale Replikation inhibiert wird. Sie umfassen verschiedene dominant-negative
Mutanten von Ribozymen, intrazellulire Antikorper bis hin zu verschiedenen
viralen Targets, wie fast alle Stadien des viralen Replikations-Zyklus. Letzteres wird
durch letale Mutationen der viruseigenen gag, pol, tat, rev und env Gene erreicht,
die kompetitiv die Integration von intaktem Wildtyp-Protein verhindern. In klini-
schen Phase I-Studien werden derzeit ein transdominantes mutiertes HIV-Protein,
Rev M10 getestet, das kompetitiv an das entsprechende Rev-respondierende Ele-
ment bindet, sowie ein Haarnadel-Ribozym gegen die 5-Leitsequenz des Retrovi-
rus. In beiden Fillen wurden wiederum autologe CD4* T-Lymphozyten von HIV-
infizierten Patienten verwendet (Barinaga 1993, Woffendin et al. 1996). Lediglich
fiir die erste Studie (Rev) liegen derzeit Ergebnisse vor. T-Lymphozyten wurden
mit Hilfe von Gold-Mikropartikeln mit Rev M10 transduziert. Die Uberlebenszeit
der T-Lymphozyten betrug in einem der 3 ersten Patienten 15 Tage, verglichen mit
3,5 Tagen fiir einen Kontrollpatienten, der den gleichen Vektor ohne das therapeu-
tische Gen erhielt (Woffendin et al. 1996).

Daimmunisierende Monotherapien bisher wenig erfolgreich waren, ist es wahr-
scheinlich, daf8 sich eher Therapien unter gleichzeitigem Einsatz von multiplen
therapeutischen Genen gerichtet gegen verschiedene virale Gene und/oder ver-
schiedene Stadien der Virusreplikation durchsetzen werden, die alle idealerweise
iiber den gleichen Vektor transferiert werden. Auch zielten alle bisherigen vorlie-
genden klinischen Studien nur auf die Behandlung von T-Lymphozyten ab, obwohl
das Reservoir infizierter Zellen auch aus anderen Zellen, wie z. B. Makrophagen,
dentritische Zellen und den Gliazellen des Gehirns besteht, die teilweise eine sehr
lange Lebensdauer haben. Moglicherweise ist auch iiber eine groflere Vielfalt an
Targetzellen eine verbesserte Therapie-Effizienz zu erreichen.

2.4
Kardiovaskuldre Erkrankungen: Periphere und koronare GefaBkrankheit

Hier spielen insbesondere die arteriosklerotischen kardiovaskuldren Erkrankun-
gen eine Rolle, vor allem die periphere GefafSkrankheit und die koronare Herz-
krankheit. Arteriosklerotische Lisionen werden in frithe Lasionen (initiale Lisio-
nen und Lipideinlagerungen), intermediére Lasionen, fibrose Plaques und kom-
plizierte Lisionen eingeteilt. Folgen dieser Plaquebildung sind chronische
Gefdfiverschliisse mit persistierenden Schmerzen und Ulzera, der vulnerable
Plaque mit der Plaqueruptur/Herzinfarkt und die Restenose (Wiederverengung)
von Gefiflen nach Ballonaufdehnungen (Dilatationen). Die Ruptur der arterios-
klerotischen Plaques und die konsekutive Formation Gefa8-verschlieffender
Thromben sind die wichtigsten Mechanismen, die zu akuten Ischidmien, ein-
schliefflich Herzinfarkt, fithren. Die instrumentelle Behandlung stenosierender
Erkrankungen der Herzkranzgefifle hat eine anfinglich unerwartete Entwicklung
genommen. So lag die Zahl der Eingriffe in der BRD 1985 bei 5.000 und im Jahre
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1997 wurden mehr als 130.000 Indikationen vorgenommen. Hinsichtlich der Re-
stenose-Pravention konnten bisher keine {iberzeugenden Fortschritte erzielt wer-
den. Auch in neuesten Studien mit richtungsweisendem Charakter fiir unsere
Therapiekonzepte liegt die Rezidivrate zwischen 20 und 50%. Wie in Tiermodellen
gezeigt werden konnte, lduft die Restenoseformation, dhnlich wie bei anderen
Wundheilungsprozessen, in drei iiberlappenden Phasen ab. Die Phase der Entziin-
dungbeginnt mit dem Zeitpunkt der Gefifiverletzung, gelegentlich kombiniert mit
thrombotischen Auflagerungen auf dem verletzen Areal. Sie dauert nur Stunden
bis wenige Tage an und wird von der Granulationsphase gefolgt, die im Schweine-
modell nach etwa sieben Tagen das Maximum der Proliferationsaktivitdt zeigt. Zu
diesem Zeitpunkt sind viele Gefaifwandmyozyten unter dem Einfluf zahlreicher
bereits bekannter Wachstums-stimulierender Proteine vom kontraktilen ruhen-
den Phinotyp in das synthetische proliferative Stadium iibergegangen. Schliellich
kommt es, beginnend mit der zweiten Woche nach dem Trauma und teilweise iiber
Monate bis Jahre anhaltend, zur vermehrten Formation bzw. zum Umbau der
Matrix.

Bisher wurden mindestens 47 Patienten im Rahmen von 4 Protokollen genthe-
rapeutisch behandelt (Wiley 1998). Die periphere arterielle Verschlufkrankheit
war die erste kardiovaskuldre Erkrankungbei der die Gentherapie eingesetzt wurde
(Isner et al. 1995, Isner et al 1996a, Isner et al. 1996b, Isner 1998). Im Stadium IV
der Erkrankung mit ischdmischen Ulzera und drohender Amputation wurde das
Gen des vascular endothelial growth factor (VEGF) bisher transluminal oder intra-
muskuldr in 33 Patienten im Rahmen von 2 Protokollen in den USA und in
Finnland verabreicht (Isner et al. 1996a, Isner 1998, Wiley 1998). Die DNA wurde
entweder nackt oder als Liposomen-Komplex transferiert. Durch die Angioneoge-
nese und konsekutive Kollateralisierung konnte in einigen Patienten, abhdngig vor
allem von der applizierten DNA-Menge, klinisch eine Verbesserung der Gehstrecke
erzielt werden, parallel dazu eine Zunahme der Perfusion in der konventionellen
und in der Kernspin-Angiographie. Als zusitzlicher Beweis fiir die biologische
Wirkung des erfolgreich exprimierten Gens konnte die Ausbildung von grofien
Spider naevi im Bereich des Fufles beobachtet werden sowie ein passageres peri-
pheres Odem infolge der vermehrten Gefiflpermeabilitit (Isner et al. 1996a, Baum-
gartner et al. 1998). Da VEGF von intakten Zellen sezerniert werden kann, war eine
subkutane Anwendung ebenso wirkungsvoll wie die direkte, transluminale Appli-
kation iiber einen Hydrogel-beschichteten Katheter. Nachteiligkonnten jedoch die
nachweislich erhéhten Plasmaspiegel fiir VEGF-Protein sein (Baumgartner et al.
1998), da VEGF auch bei der Tumorangiogenese eine bedeutende Rolle spielt und
somit potentiell das Wachstum bis dahin nicht erkannter Mikrotumoren anregen
konnte. Crystal et al. (1995) initierten inzwischen eine klinische Studie mit adeno-
viralem Transfer des VEGF-Gens in periphere Arterien. Ergebnisse liegen derzeit
noch nicht vor. Ahnlich wie zur Behandlung der peripheren arteriellen Verschluf-
krankheit erfolgte inzwischen auch von Yld-Hertualla et al im Rahmen einer
finnischen Studie bei 3 Patienten die Behandlung der koronaren Herzkrankheit
(Wiley 1998). Hier wurden die Lipofektion und Adenoviren eingesetzt. Drei weitere
klinische Studien mit adenoviralem VEGF-Transfer bzw. Applikation von nackter
VEGF-DNA, sowie adenoviralem Transfer des fibroblast growth factor(FGF)-4
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Gens wurden begonnen (Wiley 1998). Derzeit liegen noch keine Ergebnisse iiber
Patientenzahlen oder Ergebnisse vor.

Eine weitere Indikation zum Einsatz des VEGF bei der peripheren Verschluf3-
krankheit war die Pravention der Restenose nach Ballonangioplastie durch die
frithzeitige Ausbildung eines Neo-Endothels (Isner et al. 1996c). Hier erfolgte der
Einsatz bisher bei mindestens 11 Patienten (Wiley 1998). Eine andere Gruppe testet
derzeit klinisch, trotz kontroversen Ergebnissen in Tierexperimenten, den Einsatz
von antisense Oligonukleotiden gegen das Proto-onkogen c-myc (Kutryk et al.
1997). Eine Reihe anderer antiproliferativer Gene, wie antisense c-myb, p21, Ribo-
blastoma und Cecropin, befinden sich derzeit in priklinischer Testung (Simons et
al. 1992, Nikol et al. 1999, Huehns et al. 11999, Chang et al. 1995a, Chang et al. 1995b).
Neben dem direkten Gentransfer befindet sich auch die Verwendung genetisch
modifizierter Zellen in Verbindung mit z.B. Stents in Erprobung (Dichek et al.
1989).

Fiir die Stabilisierung des vulnerablen Plaques und zur konsekutiven Verhinde-
rung von Myocardinfarkten, wird der Einsatz der Gentherapie vorgeschlagen
(Feldman u. Isner, 1995). In diesem Zusammenhang soll insbesondere die Senkung
des LDL-Cholesterins bzw. die Erh6hung des HDL-Cholesterins durch den Trans-
fer des LDL-Rezeptor-bzw. Apo-Al-Gens und die Beeinflussung der Makropha-
geninfiltration durch den Transfer der Gene von Adhdsionsmolekiilen (soluble
vascular cell adhesion molecule -sVCAM, monocyte chemoattractant protein-1
-MCP-1) angestrebt werden. Fiir die Suppression der der Plaqueruptur folgenden
lokalen Gefifithrombosierung wird der Transfer der Gene fiir den tissue plasmino-
gen activator (t-PA) oder Urokinase vorgeschlagen. Alternativ wird die friihe
Reparatur des Endothels wihrend oder nach Plaqueruptur der Transfer des sich
bereits in klinischer Erprobung befindlichen vascular endothelial growth factor fiir
die schnelle Reendothelialisierung nahegelegt. Klinische Studien hierzu gibt es
derzeit noch nicht.

25
Amyotrophe Lateralsklerose (ALS)

Bei der Amyotrophen Lateralsklerose handelt es sich um eine neurologische Er-
krankung mit Zelltod von Motoneuronen. In priklinischen Studien hatte sich
gezeigt, dafl neutrophische Faktoren auf Nagermodele fiir die humane Erkrankung
einen therapeutischen Effekt haben. Einer dieser Faktoren, der zilidre neutrophi-
sche Faktor(CNTF) wurde in einer nicht-gentherapeutischen klinischen Studie
untersucht, indem Patienten mit ALS das CNTF-Protein systemisch erhielten.
Dabei fanden sich erhebliche Nebenwirkungen, wie die Induktion von Akutpha-
sen-Reaktivatoren, erheblicher Hustenreiz und Gewichtsverlust, die zum Abbruch
der Studie fithrten. Weitere Probleme waren die kurze Halbwertszeit der Molekiile
und ihre Unfihigkeit, die Blut-Hirn-Schranke zu passieren.

Aebischer et al. (1996) entwarfen deshalb eine klinische Phase I-Studie, bei der
die Wirkungen einer lokalen Applikation und Verfiigbarkeit im Nervensystem
beobachtet werden sollten. Hierfiir wurde eine Nierenzellinie des Baby-Hamsters
(BHK Zellinie) in vitro mit dem CNTF-Gen transduziert und in Polymer-Kapseln
eingeschlossen. Die CNTF-Expression lag bei etwa 1 pg pro Tag. Die Implantation
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erfolgte im lumbalen intrathekalen Zwischenraum der Patienten. Mindestens 12
Patienten erhielten bisher deartige Kapseln. Zur Untersuchung der in vivo Expres-
sion entnommene sukzessive Liquoruntersuchungen, die vor der Therapie negativ
waren, zeigten danach mehrere Hundert pg von CNTF bis zu 15 Monate nach
Implantation. Explantierte Kapseln enthielten noch lebende CNTF-produzierende
BHK-Zellen. Keiner der Patienten zeigte die in der vorangegangenen systemischen
Studie beobachteten schweren Nebenwirkungen. Entsprechend verschiedener kli-
nischer Graduierungs-Schemata wurde trotz erfolgreicher Expression in allen
Patienten ein Fortschreiten der Krankheit festgestellt. Als nachster Schritt ist eine
Kombination mit einem anderen neutrophischen Faktor, dem NT4/5, geplant, da
sich bereits in vitro ein besserer kurativer Effekt aufgrund einer Synergie der beiden
Faktoren gezeigt hatte. Derzeit werden Zellinien, die sowohl CNTF als auch NT4/5
produzieren in Tiermodellen zur Motoneuronen-Degeneration getestet.

2.6
Rheumatoide Arthritis

Die Rheumatoide Arthritis ist eine chronische Multisystemerkrankung mit unbe-
kannter Ursache. Eine Reihe von systemischen Manifestationen sind mdglich,
wobei die persistierende entziindliche Synovitis im Vordergrund steht, die meist
die peripheren Gelenke in symmetrischer Weise befillt. Kennzeichen dieser Er-
krankung ist die Knorpeldestruktion durch die Entziindungen der Synovia mit
nachfolgenden Gelenkdeformationen. Der Verlauf kann sehr unterschiedlich sein,
von milden Symptomen bis hin zu Gelenksdestruktionen, die die Implantation von
Gelenkprothesen erfordern. Die Pravalenz der Rheumatoiden Arthritis betrét in
der Bevolkerung etwa 1% (0,3-2,1%). Frauen sind etwa dreimal hiufiger betroffen
als Miénner. Die Privalenz steigt mit dem Alter, wobei sich im héheren Alter die
Geschlechtsunterschiede verwischen. Die Rheumatoide Arthritis tritt in der gan-
zen Welt auf und betrifft alle Rassen. Sie beginnt meist in der 4. oder 5. Lebensde-
kade, wobei 80% der Betroffenen die Krankheit zwischen dem 35. Und 50. Lebens-
jahr entwickeln. Familienuntersuchungen geben dafiir Hinweise, dafi eine geneti-
sche Pridisposition existiert. In vielen Populationen konnte ein genetischer
Zusammenhang mit dem Auftreten von HLA-DR4 gefunden werden, das bei 70%
der Patienten mit Rheumatoider Arthritis exprimiert wird, im Gegensatz zu 28%
in Kontrollpersonen. In anderen Populationen besteht ein Zusammenhang mit der
Expression von HLA-DR1 und HLA-Dw16. Analysen dieser Histokompatibiltats-
Komplex-Gene haben ergeben, daf} eine bestimmte Aminosiduren-Sequenz in der
dritten hypervariablen Region des HLA-DR Molekiils das entscheidende geneti-
sche Element fiir die mogliche Erkrankung an einer Rheumatoiden Arthritis ist.
Diese Region scheint Einfluf auf die Selektion von CD4+ T-Zellen und die Prisen-
tation antigener Peptide gegen CD4+ T-Zellen zu haben.

Seit Juli 1995 wurden 2 klinische Studien zur Behandlung der Rheumatoiden
Arthritis genehmigt. In einer Studie wird davon ausgegangen, dafi es sich um eine
invalidisierende Autoimmunerkrankung handelt, die die Knochengelenke befillt,
bei der Interleukin-1 assoziierte Entziindungen des lokalen Bindegewebes in chro-
nischen Schmerzen, Gewebsarosion und eingeschrénkte Beweglichkeit resultieren.
Deshalb wird hier das Gen fiir das Interleukin-1 Rezeptorantagonist-Protein
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(IRAP) eingesetzt, das die durch Interleukin-1 verursachten Gelenksarosionen
blockiert. Im Juli 1996 behandelten schliefilich Evans et al. (1996) die erste Patien-
tin. Diese 68jahrige Frau erhielt autologe Synovial-Zellen, die ex vivo mit einem
retroviralen Vektor fiir das IRAP-Gen transduziert worden waren. Die transduzier-
ten Zellen wurden intraartikuldr injiziert. Insgesamt sollen 9 Patienten in diese
Studie eingeschlossen werden, bisher wurden 7 Patienten aufgenommen. In einer
weiteren Studie wird das Thymidinkinase(TK)-Gen als nackte DNA eingesetzt
(Wiley 1998).

3
Therapie mit Genen - ein Ausblick

Seit 1990 wird die somatische Gentherapie beim Menschen eingesetzt. Bisher
existiert noch kein eindeutiger Beweis, daf} Gentherapie von echtem therapeuti-
schem Nutzen ist. Die Ergebnisse der ersten Untersuchungen sind jedoch insofern
ermutigend, als bisher keine wesentlichen, unerwarteten Nebenwirkungen auftra-
ten. Die Ubertragung von Laborergebnissen ans Krankenbett erfordert hier noch
viel Zeit und Geduld. Es bestanden unrealistische Erwartungen, auch seitens der
beteiligten Wissenschaftler. Der anfingliche Enthusiasmus im Zusammenhang
mit der Gentherapie ebbt jedoch wieder ab. Es zeigt sich, daf} noch methodische
Probleme, vor allem die Effizienz des Gentransfers zu verbessern sind (Crystal
1995). Die Leistungsfahigkeit der Vektoren entspricht noch nicht den klinischen
Anspriichen. Auch kann kein einheitliches Transferschema fiir alle betroffenen
Krankheiten geben, die Art des Transfers mufi an die Besonderheiten der jeweiligen
Krankheit angepafit werden. Deshalb gewinnt derzeit die Grundlagenforschung
gegeniiber klinischen Studien wieder an Gewicht. Trotz voriibergehender Riick-
schldge wird die Therapie mit Genen wahrscheinlich schon bald ihren Platz in der
Medizin als neue Behandlungmethode einnehmen. Ein Erfolg hitte weitreichende
Folgen, denn langfristig konnten die Verringerung von Behandlungsdauern und
wiederholten operativen und interventionellen Eingriffen fiihren, sondern auch zu
einer erheblichen Kostensenkung im Bereich dieser iiberwiegend chronischen
Erkrankungen fiihren. Die logischen Zusammenhiénge, die dem Prinzip des Gen-
transfers unterliegen, sind verlockend und in Kombination mit dem 1990 initiier-
ten Humangenomprojekt, das zur Aufdeckung aller 3 Millionen Basenpaare, die
die etwa 100.000 menschlichen Gene enkodieren, fiihren wird, ergibt sich ein
enormes Potential fiir innovative Therapien und das zunehmende Verstindnis fiir
die menschliche Biologie. Bis zum Ende des Jahrtausends wird erwartet, dafl bereits
mehr als 90% der menschlichen Gene bekannt sein werden. DNA als Medikament
ist bereits Wirklichkeit, seine Moglichkeiten bisher jedoch nicht ausgeschopft. Es
ist zu hoffen, dafl im Zuge dieser Entwicklung ausreichend Mittel fiir gute biome-
dizinische Forschung bereitgestellt werden, ohne die hier eine Weiterentwicklung
nicht méglich ist.
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