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10.1 Einleitung

Molekularbiologische Methoden, einschliefllich der
Gentherapie, sind in den letzten Jahren zuneh-
mend ins Rampenlicht geriickt. Nach experimen-
tellen Erfolgen und einer dementsprechend hohen
Erwartungshaltung insbesondere bei der Therapie

von Patienten mit hohem Leidensdruck, bei denen
konventionelle Therapien bisher versagten, erfolgte
bereits nach wenigen Jahren der Ubergang in die
klinische Testung. Nach der 1. therapeutischen An-
wendung 1990 hat sich das grofle Potential der
Gentherapie bestdtigt, wenn auch der Weg zur
routineméfligen Anwendung linger als erwartet
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Potenzielle Vorteile der Gentherapie sind die
Langzeitwirkung, die systemische oder lokale Re-
gulierbarkeit der Genexpression, die relativ milde
Einflussnahme auf physiologische Prozesse und
die geringen Nebenwirkungen. Ergebnisse aus 367
klinisch-therapeutischen Studien weltweit (Stand
1.12.1998, Wiley 1998), sofern verfiigbar, zeigten
allenfalls partielle Erfolge, in Einzelfillen jedoch
auch dauerhafte Korrekturen. Um die Effizienz der
Gentherapie zu verbessern und gleichzeitig grofite
Therapiesicherheit zu erreichen, geht die Entwick-
lung zunehmend in die In-vivo-Anwendung, kom-
biniert mit unterschiedlichen, optimierten Vekto-
ren mit induzierbaren und im Idealfall sogar zell-
typspezifischen Promotoren sowie neuerdings
auch speziellen lokalen Applikationstechniken.

10.2 Theoretischer Hintergrund

Der wesentliche Unterschied zwischen Gentherapie
und konventioneller medikamentoser Therapie be-
steht darin, dass der eigentliche Wirkstoff nicht
mehr direkt verabreicht, sondern der Kérper dazu
gebracht wird, sich die Wirkstoffe, die er braucht,
selbst herzustellen. Vorteile sind im Idealfall die
Langzeitwirkung, die systemische oder lokale Re-
gulierbarkeit der Genexpression, die relativ milde
Einflussnahme auf physiologische Prozesse und

Tabelle 10.1. Vergleich von Vektorsystemen

Vektor Vorteil

Retrovirus 1-30% Transduktionseffizienz

Permanente Modifikation

Infiziert hdmatopoetische und epitheliale

Zellen

die geringen Nebenwirkungen. Auch wenn gele-
gentlich die Vorteile der Keimzellentherapie disku-
tiert werden (Juengst 1995), ist heute im Zusam-
menhang mit der klinischen Anwendung von Gen-
therapie in der Regel die Behandlung von somati-
schen, d.h. differenzierten Zellen gemeint. Genthe-
rapie bedeutet also iiblicherweise nicht eine Verin-
derung von Keimzellen, gleichbedeutend mit der
Schaffung eines transgenen Organismus durch die
Verdnderung des Genoms aller Kérperzellen, son-
dern lediglich eine Korrektur dort, wo eine Er-
krankung oder Fehlbildung vorliegen.

10.2.1 Wahl des therapeutischen Gens

Die Wahl des therapeutischen Gens hingt im We-
sentlichen von der Grundkrankheit ab: Fehlende
oder defekte Gene konnen bei singuldrem Genman-
gel oder -defekt ersetzt werden; bei proliferativen
Erkrankungen konnen korperfremde, therapeuti-
sche Gene (z.B. Suizidgene, Resistenzgene) oder be-
reits vorhandene Gene zusitzlich eingeschleust wer-
den, die in die Regulation natiirlich vorkommender
Gene eingreifen (z.B. zellzyklusregulierende Gene
oder Immunmodulation mit Zytokinen). Es besteht
die Wahl, auf DNA-Ebene einzugreifen, und zwar
durch DNA-Transfer oder Transkriptionshemmung
mittels kompetitiv wirkender DNA-Fragmente, wie
tripel-helix-formenden Oligonukleotiden, oder auf
RNA-Ebene mit Hilfe von Antisense-Oligonukleoti-

Nachteil

Virus instabil
Integriert nur in replizierende Zellen
9-12 kb Insertionslimit

Erfahrung aus vielen klinischen Studien

Adenovirus
Zellen

Hohe Infektionsfrequenz fiir epitheliale

Infiziert nicht Knochenmark
ImmunogenTemporirer Effekt

Zellproliferation nicht erforderlich

Adenoassoziiertes Virus Virus stabil

Integriert in geringer Frequenz (5 kb) in

nichtproliferierende Zellen

Herpes-simplex-Virus Typ I  Infiziert viele Zelltypen

Sehr hohe VirustiterRelativ lange Expression
von transfizierten fremden Genen

»Nackte“ DNA Viren nicht involviert
Einfach zu verwenden
Einfach zu entwickeln
Viren nicht involviert

Nichtinfektioses Agens

Liposomen und DNA
Adenovirales Hiillprotein

Zellspezifische Anwendung moglich

Geringe Kapazitit fiir DNA
Nur Ansitze mit geringen Virusmengen

Keine Integration in das Genom infizierter
Zellen

Zytotoxisch

Komplexe Biologie, deshalb schwierige Ent-
wicklung

Geringe Integrationsfrequenz

Temporire Expression

Schneller intrazellulirer Abbau

Fiir bestimmte Zellen zytotoxisch
Begrenzte Anwendung

Schwierig zu konstruieren




Abb. 10.1. Représentative Gentrans-
ferwege: Beim retroviralen Transfer
ist die stabile Integration der DNA
in das Wirtszellgenom mit entspre-
chend langer Wirkdauer mdglich;
beim adenoviralen und liposomalen
Gentransfer erreicht die transfe-
rierte. DNA nur Zytoplasma oder
Zellkern, sodass der Effekt transient
ist. Eine ,negative“ Regulation ist
durch die gezielte Inhibition der

adenovirale
Vektoren
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transfer werden dem Patien- $
ten autologe Zellen entnom- o
men, auflerhalb des Korpers o
transduziert und schlieflich f > >
in den Patienten reinjiziert &

oder retransplantiert

den, katalytischen Oligonukleotiden oder Ribozy-
men die Translation der genetischen Information
in das biologisch aktive Protein zu verhindern.

10.2.2 Zielzellen der Transfektion

Soll eine besonders hohe Transfektionseffizienz er-
reicht werden, werden die unselektiven Adeno-,
Lenti- und Sendaiviren bevorzugt. Ist eher eine Li-
mitierung auf proliferierende Zellen gewiinscht,
wie bei Tumor- und anderen proliferativen Erkran-
kungen, werden die selektiven Retroviren und ade-
noassoziierte Viren verwendet. Je nach betroffener

Zellart kann die Selektivitit des Gentransfers
durch bestimmte Ubertragungshelfer (Vektoren)
gesteigert werden (Tabelle 10.1). Man macht sich
hier v.a. den Tropismus verschiedener Viren zu-
nutze, wie z.B. die Vorliebe der Herpesviren fiir
Zellen des ZNS oder der Adenoviren fiir Lungen-
zellen. Neben den viralen Vektoren (Abb. 10.1)
gibt es chemische und mechanische Méglichkeiten
der Verbesserung der Transfereffizienz, z.B. den
Einsatz von Liposomen oder den bisher fast aus-
schliellich experimentell verwendeten ,Beschuss®
mit beschichteten Partikeln oder die Kombination
verschiedener Methoden, wie z.B. die Verwendung
des Liposomen-Sendaivirus-Komplexes.
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Abb. 10.3. Protokolle und Patien-
ten im klinischen Gentransfer
weltweit, aufgeschliisselt nach
Target-Zellen fiir den Transfer.
Stand 1.12.1998, Wiley 1998

Biopsie
(Blut, Leber,
Knochenmark, nicht-virale Methoden
Haut oder Tumor) chemische oder
Direkte mechanische Methoden
Injektion —_— Elektroporation

oder Inhalation

ex vivo
genetische
Modifizierung

Verpackungszellen
Jnackte” DNA
DNA-Komplexe
Liposomen

virale Vektoren

Abb. 10.4. Die 2 Moglichkeiten der somatischen Genthera-
pie: Links Die direkte Injektion oder Inhalation von Genkon-
strukten konnen wahlweise mit einem Gentransfervehikel
(Vektor) kombiniert werden. Idealerweise wird das thera-
peutische Gen ausschliefilich in die Zielzelle transferiert, wo
es zu einem kontrollierbaren Zeitpunkt in gewiinschter In-
tensitdt exprimiert wird. Die Entwicklung ist hier erst am
Anfang, jedoch birgt diese Moglichkeit das gréfite Potential
fiir eine weitverbreite, kostengiinstige Anwendung. Rechts
Die Ex-vivo-Modifikation der Gene wird bisher noch haufi-

10.2.3 Art und Weise des Transfers

Neben der Effizienz des Gentransfers ist v.a. auch
die Sicherheit der Therapie von Bedeutung. Hier
bieten sich mit dem In-vivo- und dem Ex-vivo-
Verfahren oder dem ,out of the body approach“ 2
verschiedene Verfahren an. Historisch gesehen war
zu Beginn der klinischen Versuche das Ex-vivo-
Verfahren vorherrschend (Abb. 10.2). Meist wer-
den hierbei autologe Zellen aus den jeweils betrof-
fenen Organen oder aus dem Blut gewonnen (Abb.

Membranfunktion oder
Rezeptorvermittiung

virale Methoden
Vektoren basierend auf:
Adenovirus

| adeno-assoziierter Virus
v Herpesvirus

Retrovirus

Vacciniavirus
Canarypoxviren

v

Injektion oder Transplantation

ger als die obige Moglichkeit angewendet. Zellen aus Biop-
siegewebe werden in Kultur meist mit Hilfe eines Vektors
genetisch modifiziert und in den Patienten zuriicktransplan-
tiert. Idealerweise wird das therapeutische Gen in Zellen
eingeschleust, die in vivo extensiv proliferieren konnen, wo-
bei die Expression der exogenen Gene ausreichender hoch
bleibt. Der Vorteil dieser Methode ist, dass die Sicherheit
und Effizienz des Gentransfers iiberpriift werden kénnen,
bevor die Zellen in den Patienten zuriickgefiihrt werden.
Modifiziert nach Dube und Cournoyer (1995)

10.3), in Kultur mit dem gewiinschten Gen transfi-
ziert und anschlieflend reinjiziert. Der Gentransfer
findet so unter kontrollierten Bedingungen statt.
Voraussetzung fiir die Uberpriifbarkeit des Gen-
transfers sind allerdings ein erheblicher techni-
scher Aufwand, ein eventuelles Verletzungsrisiko
bei der Zellgewinnung und das Risiko einer Infek-
tion der extrakorporal durch das Immunsystem
ungeschiitzten Korperzellen. Deshalb entstanden
zunehmend Bestrebungen, Gene oder Genfrag-
mente in vivo direkt zu applizieren (Abb. 10.4).
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Abb. 10.5a,b. Protokolle (a) und Patienten (b) im klinischen Gentransfer weltweit, aufgeschliisselt nach Transferwegen.

Stand 1.12.1998, Wiley 1998

Bei der Markierung von Tumorgenen und der
Applikation von Genen, die Resistenz gegen Che-
motherapeutika vermitteln sollen (multi-drug resi-
stance genes) ist die systemische Anwendung er-
wiinscht. Bei der Behandlung von bestimmten
Gendefekten und proliferativen Erkrankungen wird
dagegen die lokale Therapie bevorzugt. So werden
Aerosole bei der Behandlung der Mukoviszidose
verwendet, transfizierte Leberzellen beim LDL-Re-
zeptor-Mangel und die lokale oder regionale Gen-
therapie bei der Restenose nach Angioplastie oder
zur Angioneogenese bei der chronischen arteriel-
len Verschlusskrankheit (Abb. 10.5). Die Sicherheit
des Transfers kann verbessert werden, indem be-
sondere Antriebsaggregate (Promotoren) verwen-
det werden, die die Transkription der DNA in

RNA steuern. Sie konnen durch koérpereigene Sub-
stanzen oder extern zugefiihrte Medikamente an-
geschaltet (induziert) werden. Die Selektivitit des
Gentransfers kann durch Promotoren, die lediglich
in bestimmten Zelltypen oder Geweben aktiv sind,
verbessert werden oder gar eine lokale Applikation
unndtig machen (Hatzoglou et al. 1990, als Uber-
sicht Harris und Lemoine 1996). Auch die Anwen-
dung eines rezeptorvermittelten Gentransfers er-
moglicht eine lokale Therapie bei systemischer Ap-
plikation: Es werden Polyplexe mit Liganden kom-
biniert, die selektiv an gewebespezifische Rezepto-
ren auf der Target-Zell-Oberfliche binden. Die
Aufnahme in die Zelle erfolgt dann iiber eine re-
zeptorvermittelte Endozytose (Wagner et al. 1990;
Kircheis et al. 1997).
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Wird nun das geeignetste Transferverfahren mit
dem individuell giinstigsten Vektor mit einem in-
duzierbaren und im Idealfall sogar zelltypspezifi-
schen Promotor kombiniert und durch eine spe-
zielle lokale Applikationstechnik verabreicht, lasst
sich maximale Sicherheit schaffen, ohne auf grofite
Effizienz verzichten zu miissen.

10.3 Meilensteine in der klinischen Gentherapie
seit 1989

Die viralen Vektoren erwiesen sich fiir den Gen-
transfer als die effektivsten Transferhelfer. Sie stel-
len ein natiirliches Vektorsystem dar, das bereits

Tabelle 10.2. Meilensteine der Gentherapie

Ereignis

Der Nobelpreistrager Nirenberg duflert die
Prognose ,,My guess is that cells will be pro-
grammed with synthetic messages within 25
years.” (Ich glaube, dass Zellen innerhalb
von 25 Jahren mit synthetischer Informa-
tion programmiert werden kdnnen)
Erwartung, dass die technische Maglichkeit
der Isolierung und Reinigung von humanen
Genen schnell zur Gentherapie fithren wiirde
Erste RAC-genehmigte klinische Testung:
retroviraler Transfer eines bakteriellen Mar-
kergens in tumorinfiltrierende Lymphozyten
(TIL)

Erste klinische Anwendung bei einem Gen-
mangel: retroviraler Ex-vivo-Transfer des
Adenosindeaminasegens in Lymphozyten
von Patienten mit ,severe combined immu-
nodeficiency“

Erster klinischer Einsatz der Gentherapie
bei Tumorkrankheit: Ex-vivo-Gentransfer
des Tumornekrosefaktorgens in TIL

Erste In-vivo-Gentherapiestudie: retroviraler
Gentransfer eines Selbstmordgens, der HSV-
tk, in Glioblastome

1. Gentherapiestudie zur Behandlung einer
Infektionskrankheit: retroviraler Gentransfer
ex vivo von HSV-tk in T-Lymphozyten von
HIV-Patienten

Erster ex-vivo-retroviraler Transfer des
LDL-Rezeptor-Gens in Hepatozyten von Pa-
tienten mit familiarer Hypercholesterinimie
Ex-vivo-retroviraler Transfer des Faktor-1X-
Gens in autologe Fibroblasten von Patienten
mit Himophilie B

Erster klinischer Gentherapieversuch fiir
eine kardiovaskulidre Erkrankung: In-vivo-
Transfer des Gens von VEGF in Patienten
mit peripherer arterieller Verschlusskrank-
heit Grad IV

Jahr

1967

80er Jahre

1989

1990

1991

1992

1993

1994

Millionen von Jahren Zeit hatte, sich zu entwi-
ckeln, und das beziiglich Spezifitit, Expressionsef-
fizienz und Verringerung der Pathogenitit wiah-
rend der Infektion optimiert ist (Tolstoshev 1993).
Am besten untersucht sind die Retroviren, weshalb
sie fiir alle frithen klinischen Versuche verwendet
wurden. Voraussetzung fiir die Entwicklung der re-
troviralen Gentherapie war die Erkenntnis, dass
Tumorviren Korperzellen onkogen transformieren
konnen, indem sie ihr virales Genom stabil in die
DNA der Wirtszellen integrieren. Der nichste
Schritt war die Entwicklung effektiver Moglichkei-
ten, DNA in die Zellen von Sdugetieren zu transfe-
rieren. Zu Hilfe kamen Fortschritte in der rekom-
binanten DNA-Technologie, die es erlauben, grofie
Mengen von reinen Gensequenzen zu isolieren und
herzustellen. Erst die Charakterisierung von gene-
tischen Erkrankungen und das Verstindnis der
Regulation des Zellzyklus machten allerdings die
Auswahl geeigneter therapeutischer Ziele (targets)
moglich. Die 1. genetischen Erkrankungen, die
charakterisiert werden konnten, waren die Himo-
globinopathien. Die Meilensteine der klinisch an-
gewandten Gentherapie sind in Tabelle 10.2 zu-
sammengefasst.

10.4 Erste Ergebnisse
in der klinischen Gentherapie seit 1989

Die 1. klinischen Gentherapiestudien wurden in
den USA durchgefiihrt und ausfiihrlich dokumen-
tiert. Die Genehmigung und Registrierung dieser
Protokolle erfolgten durch das Recombinant DNA
Advisory Committee (RAC) der National Institutes
of Health (NIH) [Recombinant DNA Advisory
Committee (RAC) der NIH 1995; 1996]. Mittler-
weile gibt es auch publizierte Zahlen der European
Working Group of Gene Therapy 1996, des TMC-
Development-Unternehmens in Paris (Marcel und
Grausz 1996) und von Gentherapiegruppen unter-
schiedlicher Léinder selbst. Am vollstindigsten
sind die Aufschliisselungen der internationalen
Aktivitdten im Bereich der klinischen Gentherapie
durch den Verlag Wiley (Wiley 1998). Seit 1989
wurden 367  Gentransferprotokolle  (Stand
1.12.1998), davon 326 therapeutische Protokolle
fur die klinische Testung registriert (Abb. 10.6),
wobei die Anzahl in den ersten Jahren exponenti-
ell zunahm (Abb. 10.7). Wahrend sich der grofite
Teil der Programme zundchst mit der gentechnolo-
gischen Markierung von Zellen zum besseren Ver-
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Abb. 10.6. Protokolle und Pa-
tienten im klinischen Gen-
transfer weltweit, aufgeschliis-
selt nach Indikationen. Stand
1.12.1998, Wiley 1998
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Abb. 10.7. Vom Recombinant DNA
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National Institutes of Health (NIH)
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Abb. 10.8. Patienten, die bisher in den OJ—:
USA und weltweit Gentherapie erhielten : !
(TCM-Report 12/199, Wiley 4/1998 12/94 12/95 6/96 . 12/96 4/98 12/98
Zeitpunkt

und 12/1998)

stindnis von Tumorausbreitung und friihzeitiger
Diagnosestellung beschiftigte, iiberwiegen heute
die therapeutischen Studien (Abb. 10.7). Schwer-
punkte bilden die Behandlungsversuche von malig-

nen, monogenen und infektiosen Erkrankungen,
neuerdings finden sich jedoch auch Therapiean-
sdtze bei chronischen Erkrankungen aus dem kar-
diovaskuliren und rheumatischen Formenkreis.
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Bis zum 1.12.1998 wurden weltweit 3089 Patienten
in die klinischen Studien eingeschlossen (Abb.
10.8, 10.9). Die iiberwiegende Anzahl von Studien
befindet sich in Phase I, nur sehr wenige erreich-
ten bisher Phase III (Abb. 10.10). Die meisten Be-
handlungen erfolgen erst seit Anfang 1995, dem-
entsprechend wenige Daten sind iiber bisherige Er-
folge verfiigbar.

10.4.1 Monogene Erkrankungen

Bis 1.12.1998 wurden 286 Patienten im Rahmen von
53 Protokollen gentherapeutisch behandelt (Wiley
1998). Besonders bedeutend ist der Einsatz beim
Adenosindeaminasemangel (severe combined im-
munodeficiency disease, SCID), beim CFTR-Mangel
(Mukoviszidose), beim LDL-Rezeptor-Mangel (fa-
milidre Hypercholesterindmie), beim Faktor-IX-
Mangel (Hidmophilie B) und bei der chronischen
granulamatdsen Krankheit. Ergebnisse liegen wei-
terhin bei der Fanconi-Animie, beim Glukozerebro-
sidasemangel (Morbus Gaucher, synonym Glukosyl-
zeramidlipidose) und beim Aspartoazyklasemangel
(Canavan-Krankheit) vor. Im Folgenden werden
diese Erkrankungen einzeln abgehandelt. Weiter-
hin wurde die Gentherapie auch beim Iduronosul-
fatsulfatasemangel (Morbus Hunter, synonym Mu-

Patienten (%) (n = 3089)

Abb. 10.9. Protokolle und
Patienten im klinischen Gen-
transfer ~ weltweit, aufge-
schliisselt nach Kontinenten.
Stand 1.12.1998, Wiley 1998

Patienten (%) (n = 3089)

17

Abb. 10.10. Protokolle und
Patienten im klinischen Gen-
transfer ~ weltweit,  aufge-
schliisselt nach klinischen
Phasen. Stand 1.12.1998, Wi-
ley 1998

kopolysaccharidose Typ II, 1 Studie, 1 Patient), bei
der Hamophilie B (1 Studie, 4 Patienten), beim a-
Antitrypsin(AAT)-Mangel (1 Studie, 3 Patienten),
bei der chronischen granulamatésen Krankheit (3
Studien, 8 Patienten), beim Ornithin-Transcarba-
mylase(OTC)-Mangel (1 Studie, 5 Patienten) und
beim ,,adult respiratory distress syndrome“ (ARDS)
aufgrund eines kongenitalen Mangels (mindestens
3 Patienten) eingesetzt. Fiir den Morbus Hurler,
das Hunter-Syndrom, den Leukozytenadhirenz-
mangel, den Purinnukleosidphosphorylasemangel
(PNP-Mangel) (schwerer selektiver T-Zell-Funkti-
onsmangel), den a-Iduronidase-Mangel (Morbus
Hurler bei Kindern bzw. Scheie-Keratopathie bei Er-
wachsenen), den Fumarylazetoazetathydrolaseman-
gel (hereditdre Tyrosindmie) und die Mutation ei-
nes Gens der gewohlichen y-Globulinkette (X-chro-
mosomale Immundefizienz, X-linked SCID) wurden
Protokolle entwickelt und genehmigt, in die jedoch
bisher wahrscheinlich keine Patienten eingeschlos-
sen wurden.

10.4.1.1 Adenosindeaminasemangel

Am besten dokumentiert ist die Behandlung des
Adenosindeaminasemangels beim schweren kom-
binierten Immunmangel (severe combined immu-
nodeficiency disease, SCID).



Pathogenese und Diagnose. Dieses relative seltene
Syndrom (1:100000) ist durch eine weitreichende
Funktionseinschrinkung des humoralen und zell-
vermittelten Immunsystems gekennzeichnet. Die
Folge ist eine erhebliche Anfilligkeit der betroffe-
nen Kinder fiir gravierende bakterielle, virale und
Pilzinfektionen mit oft todlichem Ausgang. Die
Krankeit ist in 25% der Fille auf ein abnormales
Adenosindeaminasegen zuriickzufiihren, wobei sie
meist als ein autosomal-rezessiver Defekt vererbt
wird, sporadisch kommt es auch zu Spontanmuta-
tionen. Betroffene Kinder iiberleben ohne Behand-
lung das 1. Lebensjahr meist nicht. Dieses Syn-
drom wurde mit unterschiedlichsten Fehlentwick-
lungen immunkompetenter Zellen in Verbindung
gebracht, von denen einige auf spezifische enzy-
matische Fehlfunktionen zuriickzufiihren sind.

Klinische Erscheinungsformen. Das klassische Bei-
spiel von SCID, die Schweizer Agammaglobulina-
mie, ist durch eine schwere Lymphopenie charak-
terisiert und wird durch einen autosomal-rezessi-
ven Vererbungsmodus erworben. Die Fehlentwick-
lungen des B- und T-Zell-Systems kann durch ei-
nen genetischen Defekt im Immunglobulin und T-
Zell-Rezeptor-Rekombinationsmechanismus (TCR-
Rekombinationsmechanismus) verursacht werden.
Selten kommt es auch durch Fehlbildungen in an-
deren hidmatopoetischen Zelllinien zu einer SCID-
Variante, der retikuliren Dysgenesie. Uber die
Hilfte der Patienten mit autosomal-rezessivem
SCID weisen einen Defekt des Enzyms Adenosin-
deaminase (ADA) auf, das fiir den Purinmetabolis-
mus von Wichtigkeit ist. Hierbei liegen entweder
Deletionen oder Punktmutationen des ADA-Gens
vor. Untersuchungen der pathophysiologischen Zu-
sammenhénge zwischen ADA-Mangel und aborti-
ver Lymphoiddifferenzierung lassen vermuten,
dass die Akkumulation von Adenosin- und Deo-
xyadenosinnukleotiden  kritische metabolische
Funktionen einschliefllich der DNA-Synthese be-
eintrachtigt. Nach Behandlung mit exogenem ADA
konjugiert mit Polyethylenglykol zur Verlingerung
der Halbwertszeit wurde in einigen Patienten eine
Verbesserung der Kklinischen und immunologi-
schen Funktionen beobachtet. Der zellulire Defekt
der lymphopenischen Form von SCID liegt natur-
gemidf in den Vorliuferzellen sowohl fiir die T- als
auch fiir die B-Zell-Linie. Die immunologischen
Defekte dieses Typs von SCID-Patienten konnten
durch die Transplantation von Knochenmark oder
fetaler Leber als Ressourcen fiir Stammzellen repa-
riert werden. Hiermit wurde die Hypothese besti-
tigt, dass Thymus und Knochenmark dieser Pa-
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tienten tatsdchlich in der Lage sind, die Differen-
zierung normaler Stammzellen zu erméglichen.

Die Behandlung von SCID-Patienten erfolgt ge-
wohnlich nur in Zentren mit einem groflen wis-
senschaftlichen Interesse an der Behandlung dieser
Krankheit. Wichtig ist es, diese Patienten friihzei-
tig zu erkennen und die Impfung mit lebenden vi-
ralen Vakzinen und Bluttransfusionen zu vermei-
den, da hierdurch fatale Graft-versus-host-Reaktio-
nen verursacht werden konnen.

Gentherapie. Die SCID-Krankheit hat zwar schwer-
wiegende und vielseitige klinische Aspekte, ist je-
doch aus dem genetischen Gesichtspunkt ver-
gleichsweise einfach. Aus diesem Grund wurde
vermutet, dass die Transduktion eines funktionie-
renden humanen ADA-Gens in die Lymphozyten
der betroffenen Patienten ausreichen konnte, eine
signifikante klinische Verbesserung oder gar Hei-
lung zu erzielen. Historisch gesehen handelte es
sich hierbei auch um die 1. Gentherapiestudie
tiberhaupt, die auf die Heilung einer Krankheit ab-
zielte. Die vorangegangenen Genmarkierungsstu-
dien hatten lediglich die Machbarkeit eines soma-
tischen Gentransfers im Menschen gezeigt.

Der Beginn der Behandlung der ersten von ins-
gesamt 16 SCID-Patienten im Rahmen von 7 Pro-
tokollen (Culver et al. 1991a; Blaese et al. 1995; Sa-
kiyama 1996a; Sakiyama 1996b; Onodera et al.
1998, Kohn et al. 1993, 1998, Bordignon et al.
1995b, Hoogerbrugge et al. 1996) mittels retrovira-
ler Gentherapie erfolgte am 14.9.1990. Ausgewihlt
wurden ADA-defiziente Kinder, bei denen alterna-
tive Therapien, wie die PEG-ADA-Verabreichung,
bei der Wiederaufrichtung eines adiquaten Im-
munsystems versagt hatten. Die 4-jahrige Ashanti
DeSilva war somit die 1. Patientin, die am
14.9.1990 in den USA mittels Gentherapie behan-
delt wurde (Blaese et al. 1990, Culver et al. 1991 a).
Sie und die anderen Neonaten und Kinder erhiel-
ten wochentliche Injektionen von ex vivo gentech-
nologisch verdnderten, autologen Lymphozyten
und/oder Knochenmarkzellen. Diese klinischen
Studien sind inzwischen in Phase I/II, und zwar
mit unterschiedlichen Target-Optionen: Lymphozy-
ten, CD34"-Zellen und Blutstammzellen von Neu-
geborenen.

Fir die Therapie der 1. langzeitbeobachteten
Kinder von Blaese et al. (1995) wurden periphere
Blutlymphozyten gewonnen und ex vivo expan-
diert. Sie wurden mit LASN infiziert, einem retro-
viralen Vektor, der das humane ADA-Gen unter
der Kontrolle des MoMuLV-LTR-Promotors expri-
miert. 9 Tage nach Amplifikation mit OKT3 und
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IL-2 (IL-2) wurden 700 Mio. autologe Lymphozy-
ten pro kg Korpergewicht infundiert. Dieser Vor-
gang wurde monatlich wiederholt und erfolgte zu-
letzt im Oktober 1992. Die friihere alternative The-
rapie mit PEG-ADA wurde mit 50% der urspriing-
lichen Dosis fortgefithrt. Auf dhnliche Weise wie
in der amerikanischen Studie erfolgte am 1.8.1995
auch die Behandlung 1 Kinds mit ADA-SCID in
Japan (Sakiyama 1996a,b, Onadera et al. 1998). 7
Tage nach Gewinnung der peripheren Blutlympho-
zyten wurden 800 Mio. transduzierte Zellen infun-
diert, wobei mehrere dieser Infusionen bis Tag 34
erfolgten, an dem das Kind letztmalig 2,5 Mrd.
transduzierte Zellen erhielt. Trotz der hohen Do-
sen wurde keine Toxizitdt beobachtet. Kohn et al.
(1993) transduzierten und infundierten Plazenta-
und Nadelschnurzellen, die natiirlicherweise relativ
reich an Blutstammzellen sind. Bordignon et al.
(1995b) verwendeten 2 verschiedene retrovirale
Vektoren, wobei ein Vektor fiir die Transduktion
peripherer Blutzellen und der andere Vektor fiir
die Transduktion von Knochenmarkzellen einge-
setzt wurde. Somit konnte spdter der Urspung der
transduzierten Zellen im Patienten verfolgt wer-
den. Auch Hoogerbrugge et al. (1996) zogen die
Transduktion von Knochenmarkzellen vor.

Die Expression des transduzierten Gens konnte
in bis zu 50% der Lymphozyten und 10% der Kno-
chenmarkzellen nachgewiesen werden. Wahrend
die Expression in Lymphozyten aufgrund der be-
grenzten Lebensdauer derselben teilweise nur 1
Jahr anhielt (Bordignon et al. 1995b), teilweise auf
einem Niveau von 10-20% ADA-positiven Zellen
konstant blieb (Onodera et al. 1998), war die Ex-
pression in den Knochenmarkzellen noch nach
mindestens 18 Monaten (Kohn et al. 1995) bzw.
mindestens 3 Jahren stabil (Blaese et al. 1995; Bor-
dignon et al. 1995b). Als giinstig erwies sich die
kombinierte Transduktion von peripheren Blutlym-
phozyten und Knochenmarkzellen, da ein schnel-
ler therapeutischer Erfolg durch Verinderung der
Blutlymphozyten, die langanhaltende therapeuti-
sche Wirkung jedoch nur durch Integration des
ADA-Gens in die Knochenmarkzellen erreicht wer-
den konnen. Tatsdchlich konnte in klinischen Stu-
dien gezeigt werden, dass wihrend des 1. Thera-
piejahrs fast alle ADA-exprimierenden Lymphozy-
ten von transduzierten peripheren Blutlymphozy-
ten abstammen, spéter jedoch durch Lymphozyten
ersetzt werden, die von dem transduzierten Kno-
chenmark abstammen (Bordignon et al. 1995b).

2 Jahre nach der Behandlung von Neonaten mit
Nabelschnur- und Plazentazellen exprimierten un-
terschiedliche Zelllinien die ADA-Sequenzen. 4

Jahre nach der Infusion von Nabelschnurzellen war
die Zahl der ADA-positiven T-Lymphozyten auf 1-
10% gestiegen, wiahrend andere himatopoetische
und lymphozytire Zellen nur bei 0,01-0,1% lagen
(Kohn et al. 1998). In 1 Kind war die Expression
des substituierten Gens allerdings therapeutisch
nicht ausreichend, sodass weiter PEG-ADA verab-
reicht werden musste.

Nicht bei allen Patienten sprach diese Therapie
an. Wahrend bei 1 Kind mit iiber 50% ADA-positi-
ven Lymphozyten eine Normalisierung des Im-
munstatus erreicht werden konnte (Blaese et al.
1995), konnten bei 10-20% ADA-positiven Zellen
eine vermehrte T-Zell-Zahl und eine verbesserte
Immunfunktion im Vergleich zu heterozygoten
ADA+/ADA-Trigern (Onodera et al. 1998) oder in
1 anderen Fall selbst bei nur 0,1-1% ADA-positi-
ven Lymphozyten noch ein zufrieden stellender
klinischer Zustand erreicht werden (Blaese et al.
1995). Meist konnte die Dosis von PEG-ADA unter
Kontrolle der humoralen und zelluldren Immun-
antwort deutlich reduziert werden (Hoogerbrugge
et al. 1995; Bordignon et al. 1995b; Kohn et al.
1993). Berichte iiber toxische Nebenwirkungen lie-
gen bislang nicht vor. Bei keinem der Patienten
wurde Helfervirus nachgewiesen. Alle Kinder sind
heute bei relativ guter Gesundheit.

10.4.1.2 LDL-Rezeptor-Mangel

Low-density-Lipoprotein (LDL) hat die Funktion,
eine Reihe von extrahepatischen Parenchymzellen
wie Nebennierenrindenzellen, Lymphozyten und
Nierenzellen mit Cholesterol zu versorgen. Diese
Zellen tragen LDL-Rezeptoren auf ihrer Oberfli-
che. An diese Rezeptoren gebundenes LDL wird
durch rezeptorvermittelte Endozytose aufgenom-
men und in Lysosomen verdaut. Die Cholesteryl-
esterbindungen von LDL werden durch eine lyso-
somale Cholesterylesterase hydrolysiert. Das hier-
durch freigesetzte Cholesterol dient der Membran-
synthese, als Vorldufer fiir die Steroidhormonsyn-
these und als regulatorisches Molekiil zur Suppres-
sion der Synthese neuer LDL-Rezeptoren. So wie
im extrahepatischen Gewebe befinden sich auch in
der Leber selbst zahlreiche LDL-Rezeptoren. Hier
wird das LDL-Cholesterol zur Synthese von Gallen-
sduren und zur Herstellung von freiem Cholesterol
verwendet, welches in die Gallenfliissigkeit sezer-
niert wird. Im Menschen werden 70-80% des LDL
iiber den LDL-Rezeptor-Weg aus dem Plasma ent-
fernt. Ein grofler Teil des verbleibenden LDL wird
durch das Scavenger-Zell-System in phagozyti-
schen Zellen des retikuloendothelialen System ab-



gebaut. Im Gegensatz zur rezeptorvermittelten
LDL-Degradation wird angenommen, dass der Ab-
bau iiber Scavenger-Zellen nur bei hohen Lipopro-
teinspiegeln eintritt und nicht primér zur Versor-
gung der Zellen mit Cholesterol dient.

Durch eine Mutation des Gens fiir den LDL-Re-
zeptor kommt es in etwa 1 von 500 Personen zu
der weit verbreiteten, autosomal-dominanten fami-
lidfren Hypercholesterindmie. Bei heterozygoten
Trigern manifestiert sich dieser Gendefekt mit ei-
ner 2- bis 3fachen Erh6hung des Gesamtcholeste-
rinspiegels im Serum, die auf eine Erhéhung des
Serum-LDL-Spiegels zuriickzufiihren ist. Patienten
mit 2 mutierten LDL-Rezeptor-Genen (Homozy-
gote fiir familidre Hypercholesterindmie) haben 6-
bis 8fach erhohte LDL-Cholesterin-Spiegel.

Klinisches Erscheinungsbild. Heterozygote mit fami-
lidgrer Hypercholesterindmie konnen bereits zum
Zeitpunkt der Geburt diagnostiziert werden: das
Umbilikalblut enthilt bereits 2- bis 3fach erhohte
LDL-Konzentrationen und dementsprechend er-
hohte Gesamtcholesterinspiegel. Die erhohten Plas-
ma-LDL-Spiegel persistieren lebenslang, zu Sym-
ptomen kommt es typischerweise jedoch nicht vor
der 3. oder 4. Lebensdekade. Das wichtigste Kenn-
zeichen ist das Auftreten einer vorzeitigen und er-
heblich akzelerierten Koronarsklerose, assoziiert
mit einer abnormal hohen LDL-HDL-Ratio. Myo-
kardinfarkte beginnen in den betroffenen Min-
nern ab der 3. Dekade aufzutreten, mit einem Gip-
fel in der 4. und 5. Lebensdekade. Mit dem 60. Le-
bensjahr haben etwa 85% der Betroffenen einen
Myokardinfarkt durchgemacht. Auch in Frauen ist
die Inzidenz von Myokardinfarkten vermehrt, die
jedoch im Mittel etwa 10 Jahre spéter als bei Man-
nern auftreten. Heterzygote dieser Erkrankung
machen etwa 5% aller Patienten mit Myokardin-
farkten aus.

Xanthome im Bereich von Sehnen stellen die
zweitwichtigste klinische Manifestation von Hete-
rozygoten dar. Es handelt sich dabei um knotenar-
tige Schwellungen, die typischerweise an der
Achillessehne und anderen Sehnen im Bereich des
Knies, des Ellbogens und des Handriickens auftre-
ten. Sie werden durch Ablagerungen von aus LDL
stammenden Cholesterylestern in Gewebsmakro-
phagen verursacht. Durch die Einlagerung von Li-
pidtropfchen sind die Makrophagen geschwollen
und werden zu Schaumzellen. Cholesterol wird
auch im weichen Gewebe von Augenlidern (Xan-
thelasmen) und in der Kornea (Arcus corneae) ab-
gelagert. Wihrend Sehnenxanthome pathognomo-
nisch fiir die familidre Hypercholesterindmie sind,
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treten Xanthelasmen und der Arcus corneae auch
in vielen Erwachsenen mit normalen Serumlipid-
spiegeln auf. Die Inzidenz von Sehnenxanthomen
steigt mit dem Alter, und bis zu 70% der Heterzy-
goten weisen dieses Symptom auf. Auf der anderen
Seite schliefit das Nichtvorhandensein von Sehnen-
xanthomen eine familidre Hypercholesterindmie
nicht aus.

Etwa 1 von 1 Mio. Personen der Gesamtbevolke-
rung ererbt 2 Kopien des Gens fiir die familidre
Hypercholesterindimie und ist somit homozygot
fiir diese Fehlbildung. Die Betroffenen haben eben-
falls von der Geburt an erheblich erhohte Serum-
LDL-Spiegel. Eine einzigartige Form von plantaren
Hautxanthomen ist oft bereits bei der Geburt pri-
sent oder entwickelt sich in den ersten 6 Lebens-
jahren. Diese Xanthome sind erhabene, gelbliche,
plaquedhnliche Lisionen, die bevorzugt an Stellen
mit Hautverletzungen entstehen, v.a. an Knien, Ell-
bogen und der Glutéalregion. Fast immer kommen
Xanthome auch in den Zwischenfingerraumen der
Hénde, v.a. zwischen Daumen und Zeigefinger
vor. Sehnenxanthome, Arcus corneae und Xanthe-
lasmen sind ebenfalls typisch. Die Koronarsklerose
beginnt sich oft bereits vor dem 10. Lebensjahr
klinisch bemerkbar zu machen. Uber Myokardin-
farkte im Alter von 18 Monaten wurde berichtet.
Auflerdem kann es durch Cholesteroleinlagerungen
in der Aortenklappe zu symptomatischen Aorten-
klappenstenosen kommen. Homozygote versterben
oft bereits vor dem 20. Lebensjahr an den Kompli-
kationen von Myokardinfarkten.

Pathogenese. Der zugrunde liegende Defekt liegt
im LDL-Rezeptor-Gen. Untersuchungen an Betrof-
fenen zeigten, dass in diesem Locus wenigstens
150 Mutationsallele erscheinen. Diese konnen in 3
verschiedene Klassen eingeteilt werden. Am weite-
sten verbreitet ist die rezeptornegative Form, wo-
bei hier ein nichtfunktionierendes Genprodukt
vorliegt. Bei der zweithdufigsten Mutante mit Re-
zeptordefekt besitzt der Rezeptor 1-10% der nor-
malen LDL-Bindungsaktivitit, wihrend bei der 3.
Form ein ,Internalisierungsdefekt* vorliegt, wobei
der Rezeptor in der Lage ist, LDL normal zu bin-
den, jedoch nicht in der Lage ist, das rezeptorge-
bundene Lipoprotein in die Zelle zu transportie-
ren. Phianotypisch Homozygote besitzen 2 Mutati-
onsallele am LDL-Rezeptor-Locus, sodass ihre Zel-
len eine komplette oder nahezu vollstindige Unfi-
higkeit zur LDL-Bindung oder -Aufnahme aufwei-
sen. Heterozygote haben ein normales und ein
mutiertes Allel am LDL-Rezeptor-Locus, weshalb
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ihre Zellen noch etwa 50% der normalen Bin-
dungs- bzw. Aufnahmerate aufweisen.

Aufgrund der Reduktion der LDL-Rezeptor-Ak-
tivitdit wird der LDL-Katabolismus gehemmt, wo-
durch die Serum-LDL-Spiegel invers zur Vermin-
derung der LDL-Rezeptoren ansteigen. Zusitzlich
zum gestorten LDL-Katabolismus ist die LDL-Pro-
duktion vermehrt. Die vermehrte LDL-Produktion
wird auf den Mangel an LDL-Rezeptoren auf Le-
berzellen zuriickgefiihrt. Die Leber ist nicht in der
Lage, Intermediate-density-Lipoprotein (IDL) wie
gewohnlich aus dem Plasma zu entfernen, wo-
durch vermehrt IDL zu LDL konvertiert wird.
Diese Uberproduktion von LDL kombiniert mit ei-
nem wenig effektiven Katabolismus fiihrt zu den
hohen Serumspiegeln in den betroffenen Patien-
ten. Diese erhohten LDL-Spiegel fithren zu einer
vermehrten Aufnahme durch Scavenger-Zellen, die
sich an verschiedenen Lokalisationen des Korpers
ansammeln und Xanthome formieren.

Die akzelerierte Koronarsklerose in Patienten
mit familidrer Hypercholesterindmie wird durch
die hohen LDL-Spiegel verursacht, die im An-
schluss an Episoden endothelialer Verletzungen zu
einer verstdrkten Infiltration von LDL in die Arte-
rienwand fiihren. Die groflen Mengen von LDL,
die die Arterienwand durchdringen, konnen durch
Scavenger-Zellen nicht ausreichend aus dem Inter-
stitium entfernt werden, sodass es schliellich zur
Arterioskleroseentwicklung kommt. Einige der Li-
pide des LDL konnen oxidiert werden, wenn das
Lipoprotein in die Arterienwand eintritt, wobei die
daraus resultierenden Produkte fiir Endothelzellen
toxisch sein konnen und somit den Prozess u.U.
noch weiter beschleunigen. Hohe LDL-Spiegel kon-
nen auch zu einer vermehrten Plittchenaggregati-
on im Bereich endothelialer Verletzungen fiihren,
wodurch das Wachstum von arteriosklerotischen
Plaques verstirkt wird.

Diagnose. Als Kriterium fiir die Diagnose der hete-
rozygoten familidren Hypercholesterindmie wurde
die isolierte Erh6hung von Serumcholesterinspie-
geln bei normalen Triglyzeridkonzentrationen vor-
geschlagen. Solch eine isolierte Cholesterinerho-
hung ist gewdhnlich auf eine alleinige Erh6hung
des LDL zuriickzufiihren (Typ-Ila-Muster). Die
meisten Menschen jedoch, die in der allgemeinen
Bevolkerung eine Hyperlipoproteinimie vom Typ
ITa aufweisen, leiden nicht an einer familidren Hy-
percholesterindmie. Bei ihnen liegt vielmehr eine
Form der polygenetischen Hypercholesterinimie
vor, weshalb sie Cholesterinspiegel im oberen Be-
reich der glockenartigen Kurve fiir die allgemeine

Bevolkerung aufweisen. Die Typ-Ila-Hyperlipopro-
teindmie wird auch durch Hyperlipidimien vom
multiplen Lipoproteintyp sowie durch familidre
Apolipoprotein-B100-Defekte verursacht. Weiterhin
konnen auch eine Reihe metabolischer Stérungen
einschliefflich Hypothyreose und nephrotisches
Syndrom einer Hypolipoproteindmie vom Typ Ila
zugrunde liegen.

Unter den Menschen mit Hypolipoproteindmie
vom Typ Ila lassen sich diejenigen mit familidrer
Hypercholesterindimie von denen mit polygeneti-
scher Hypercholesterindmie und vom multiplen
Lipoproteintyp auf verschiedene Weise unterschei-
den. Bei familidrer Hypercholesterindmie sind die
Cholesterinspiegel tendenziell hoher. Ein Serum-
spiegel von 350-400 mg/dl ist sehr verdichtig fiir
eine heterozygote familidre Hypercholesterindmie.
Viele Patienten mit familidrer Hypercholesterind-
mie haben Cholesterinspiegel zwischen 285 und
350 mg/dl, einem Bereich, in dem andere Storun-
gen des Fettstoffwechsels nicht ausgeschlossen
werden konnen. Das Auftreten von Sehnenxantho-
men allerdings beweist geradezu die Diagnose der
familidren Hypercholesterindmie, da solche Xan-
thome bei anderen Formen der Hyperlipiddmie ge-
wohnlich nicht auftreten. In Fillen, in denen Zwei-
fel beziiglich der Diagnose bestehen, sollten auch
andere Familienmitglieder untersucht werden. Bei
familidrer Hypercholesterindmie zeigen die Hilfte
der Verwandten 1. Grads ebenfalls erhohte Serum-
cholesterinspiegel. Die Hypercholesterindmie ist
besonders dann richtungsweisend, wenn sie in
Kindern auftritt, da erhohte Cholesterinspiegel in
der Kindheit besonders typisch fiir die familidre
Hypercholesterindmie und nicht fiir andere St6-
rungen sind.

Ungefahr 10% der Heterzygoten mit familidrer
Hypercholesterindmie zeigen gleichzeitig eine Er-
hohung der Serumtriglyzeridspiegel (Typ-IIb-Mu-
ster). In diesen Fillen ist die familidre Hyperchole-
sterindmie schwer von der Hyperlipidimie vom
multiplen Lipoproteintyp zu unterscheiden. Finden
sich ein Sehnenxanthom oder ein hypercholesteri-
namisches Kind in der Familie, kann meist die
Diagnose der familidren Hypercholesterindmie ge-
stellt werden.

Die heterozygote familidre Hypercholesterina-
mie vom familidren Apo-B100-Defekt zu unter-
scheiden, ist schwieriger. Letzterer wird durch eine
Missense-Mutation der Aminosdure 3500 im Apo
B100 verursacht. Diese Mutation beeinflusst die
Fihigkeit der Bindung von Apo B100 an LDL-Cho-
lesterin-Rezeptoren, was schliefllich in einer Hy-
percholesterindmie resultiert. Betroffene Heterozy-



gote haben oft eine positive Familienanamnese mit
Hypercholesterindmie, Koronarsklerose und Seh-
nenxanthomen. Der einfachste Weg, diese Stérung
von der familidren Hypercholesterindmie zu unter-
scheiden, ist der Direktnachweis der Apo-B100-
Mutation mittels auf PCR basierenden molekular-
biologischen Techniken.

Die Diagnose der homozygoten familidren Hy-
percholesterinimie bereitet gewdhnlich keine
Schwierigkeiten, sofern der behandelnde Arzt mit
dem Kklinischen Bild vertraut ist. Die meisten der
Patienten werden in der Kindheit wegen Xantho-
men der Haut zuerst einem Dermatologen vorge-
stellt. Gelegentlich verzogert sich diese Vorstellung
bis zum Auftreten von Angina pectoris oder einer
kindlichen Synkope aufgrund einer xanthomatdsen
Aortenstenose. Findet sich bei einem Kind ohne
Ikterus ein Cholesterinspiegel von >600 mg/dl, ist
dies bei normalen Triglyzeridspiegeln hochver-
dichtig fiir die Diagnose der homozygoten fami-
lidgren Hypercholesterindmie. Beide Eltern sollten
dann auch erhohte Serumcholesterinspiegel oder
andere Zeichen einer familidren Hypercholesteri-
namie aufweisen.

In spezialisierten Laboratorien kann die Dia-
gnose der heterozygoten und homozygoten fami-
lidfren Hypercholesterinimie durch die direkte
Messung von LDL-Rezeptoren auf kultivierten
Hautfibroblasten oder frisch isolierten Blutlym-
phozyten gestellt werden. Die homozygote familii-
re Hypercholesterinimie wurde in utero aufgrund
der Abwesenheit von LDL-Rezeptoren auf kulti-
vierten Fruchtwasserzellen diagnostiziert. Die mu-
tierten Gene fiir den LDL-Rezeptor konnen auch
durch Restriktionsenzymanalyse, Southern-Blot
oder PCR-Analyse genomischer DNA sichtbar ge-
macht werden.

Gentherapie. Bei bisher 5 Patienten mit homozygo-
tem LDL-Rezeptor-Mangel erfolgte seit dem
11.1.1991 die Behandlung der familidren Hyper-
cholesterindmie mittels Transfer des Gens fiir den
LDL-Rezeptor. Grossmann et al. (1994) publizier-
ten den Fall eines 29-jihrigen Patienten ohne
funktionstiichtiges LDL-Gen. Autologe Hepatozy-
ten wurden durch partielle Hepatektomie gewon-
nen und fiir den Gentransfer kultiviert. Die Zellen
wurden ex vivo mit einem retroviralen Vektor, der
das Wildtypgen fiir den LDL-Rezeptor unter der
Kontrolle eines Zytomegalievirus-Enhancers und
des f-Aktin-Promotors des Hithnchens expri-
mierte, inkubiert. 3 Tage nach der Transduktion
wurden die Zellen in die V. mesenterica inferior
reinjiziert. Dieser Patient war der 1. von 5 Patien-
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ten, die auf diese Art und Weise behandelt wurden
(Grossmann et al. 1995). Die Vektor-DNA wurde 4
Monate nach dieser 1-maligen Behandlung mittels
In-situ-Hybridisierung in Leberbiopsien nachge-
wiesen. Es wurde keine immunologische Reaktion
gegen diesen Autograft nachgewiesen.

Als Zeichen der partiellen Korrektur konnte im
1. Patienten eine Senkung des LDL-Cholesterin-
Spiegels und der LDL-HDL-Ratio stabil iiber 18
Monate bewirkt werden, wobei die LDL-HDL-Ra-
tio von vor der Behandlung 10 auf danach 5 zu-
riickging (Grossman et al. 1994, Wilson 1995). Kli-
nisch kam es zu keinem Fortschreiten der koro-
naren Herzkrankheit wahrend der 18-monatigen
Nachbeobachtungszeit. Leberbiopsien mehrere Mo-
nate nach Reinfusion der modifizierten Hepatozy-
ten in die Patienten zeigten, dass hochstens 5%
der gesamten Leberzellpopulation das normale
Gen in vivo exprimierten (Grossman et al. 1994,
Wilson 1995). Trotz dieser minimalen Korrektur
konnten in einigen der Genempfinger Veridnde-
rungen in LDL-abhdngigen Parametern beobachtet
werden, die darauf schlieflen lassen, dass die LDL-
Rezeptor-Funktion der Leber teilweise wiederge-
wonnen wurde.

10.4.1.3 Mukoviszidose

Die Mukoviszidose, auch Zystische Fibrose ge-
nannt, ist eine autosomal-rezessive Storung von
exokrinen Driisen, die typischerweise in der Lun-
ge zu einer Ansammlung von zdhflissigem
Schleim, bakteriellen Infektionen und chronisch-
obstruktiver Lungenerkrankung mit ausgeprigten
Bronchiektasen und parenchymalen Umorganisa-
tionen fithren.

Pathogenese. Es handelt sich um die haufigste td-
lich verlaufende genetische Stérung, die die kauka-
sische Rasse betrifft: bei etwa 1 von 2500 Lebend-
geborenen von Kaukasiern, 1 von 17000 Schwarz-
Amerikanern und 1 von 90000 hawaianischen
Asiaten wird Mukoviszidose diagnostiziert. Das be-
troffene Gen ist das CFTR-Gen (cystic fibrosis
transmembrane conductance regulator gene), loka-
lisiert innerhalb von etwa 300 kb innerhalb der
q21-31-Region von Chromosom 7. Extensive Ana-
lysen des CFTR-Gens fiihrten zur Identifizierung
von mehr als 200 Mutationen, die meisten davon
in den 27 enkodierenden Exons des 250-kb-Gens.
Eine Mutation, eine In-Phasen-Deletion des Ko-
dons fiir Phe508 ist fiir 50-80% aller Mukoviszido-
senallele verantwortlich.
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Die Sequenz des CFTR-Gens ldsst darauf schlie-
Ben, dass es fiir ein Protein mit einem Molekular-
gewicht (MG) von 168000 kodiert, das die Plasma-
membran umfassen kann und 2 Doménen, die
Adenosintriphosphat binden konnen, und 1 phos-
phorylierte Domine enthilt. Es konnte gezeigt
werden, dass das CFTR-Protein als ein cAMP-regu-
lierter chloridsezernierender Kanal auf der apika-
len Oberfliche epithelialer Zellen funktioniert, wo-
bei es auch andere Funktionen {ibernehmen kann.
Ist das CFTR-Gen mutiert, verfiigt die Zelle durch
fehlerhafte CFTR-Protein-Herstellung und intrazel-
lulire Degradation nur iiber eine unzureichende
CFTR-Funktion, was die Pathogenese der Erkran-
kung bedingt. Messungen von elektrischen Poten-
tialen iiber trachealem Epithel ergeben bei Muko-
viszidosehomozygoten hohere Spannungsunter-
schiede als bei normalen Menschen, iibereinstim-
mend mit der bekannten Stérung des Elektrolyt-
transports. Werden Mukoviszidosepatienten lun-
gentransplantiert, sind diese abweichenden Poten-
tialunterschiede nicht mehr nachweisbar. Ahnlich
den In-vivo-Messungen zeigen auch kultivierte
Epithelzellen von Mukoviszidosepatienten abnorme
Potentialunterschiede, wobei sie nicht in der Lage
sind, Chlorid in normaler Weise an die apikale
Oberfliche zu transportieren. Die aus oben be-
schriebenen Beobachtungen zum Ausdruck kom-
menden Abnormalititen des Mukoviszidosegens in
Epithelzellen verursachen als der Mukoviszidose
zugrunde liegende Storung eine Dysfunktion der
Regulation der Chloridkanile der Luftwegepithe-
lien. Es wird vermutet, dass der Defekt der cAMP-
vermittelten Chloridkanalfunktion durch Modifika-
tion der Menge und der Zusammensetzung von
aus Luftwegepithelien freigesetzter Fliissigkeit zur
pulmonalen Manifestation der Mukoviszidose
fithrt. Es wird angenommen, dass es so zu einer
Verinderung der Schleimzusammensetzung und
somit zu einer Beeintrichtigung der mukozilidren
Reinigungsmechanismen kommt, was schliellich
zu einer chronischen Infektion, Entziindung und
Verinderung der Luftwege fiihrt.

Klinisches Erscheinungsbild. Die Mukoviszidose ist
eine monogene Erkrankung, die sich als Multisy-
stemerkrankung présentiert: Neben chronischen
Luftweginfektionen, die schliefllich zu Bronchiek-
tasen und Brochiolektasen fithren, kommt es zu ei-
ner exokrinen Pankreasinsuffizienz, zu einer ab-
normalen Schweifidriisenfunktion und zu einer
urogenitalen Dysfunktion. Die ersten Zeichen und
Symptome erscheinen typischerweise in der Kind-
heit, etwa 3% der Patienten werden erst im Er-

wachsenenalter diagnostiziert. Aufgrund von Ver-
besserungen in der konventionellen Therapie er-
reichen mehr als 25% der Patienten das Erwachse-
nenalter und mehr als 9% werden ilter als 30 Jah-
re. Somit ist die Mukoviszidose nicht mehr aus-
schlieflich eine pddiatrische Erkrankung.

Organspezifische Pathophysiologie. Es gibt volume-
nabsorbierende (Luftwege und Darm), salzabsor-
bierende (Schweifldriisen) und volumensezernie-
rende (Pankreas) Epithelien, wobei die Mutation
des CFTR-Gens unterschiedliche Konsequenzen
hat.

Lunge. Der diagnostische biophysikalische Eckpfei-
ler der Mukoviszidose ist der erhohte transepithe-
liale elektrische Potentialunterschied in Luftweg-
epithelien. Der transepitheliale Potentialunter-
schied ist eine Resultierende aus der aktiven Io-
nentransportrate und dem Widerstand von Ober-
flichenepithelien gegen den Ionenfluss. Mukoviszi-
doseepithelien sind durch eine erhohte Transport-
rate fiir Natrium und eine erniedrigte Permeabili-
tat fiir Chloridionen gekennzeichnet. Zugrunde
liegt eine mutationsbedingte fehlerhafte Regulation
des Chloridtransports, wobei Mukoviszidoseepi-
thelien nicht durch p-Sympathomimetika oder
durch Aktivatoren von Proteinkinase C stimuliert
werden konnen. Beobachtet wurde die Expression
eines alternativen Chloridkanals, der von CFTR
verschieden ist und durch intrazelluldre Kalzium-
spiegel oder extrazellulire Triphosphatnukleotide,
wie z.B. UTP, reguliert wird. Dieser Kanal kann
CFTR in Bezug auf den Nettochloridtransport er-
setzen. Ein weiteres, eher seltenes Kennzeichen
von Mukoviszidoseepithelien ist die erh6hte Natri-
umresorption, die offensichtlich auf volumenab-
sorbierende Epithelien beschrankt ist. Die Natri-
umhyperabsorption ist teilweise eine Folge einer
gesteigerten Aktivitit des apikalen membrandsen
Natriumkanals. Die zentrale Hypothese zur Erkli-
rung der Pathophysiologie von Mukoviszidoseepi-
thelien besagt, dass aufgrund der abnormalen Nat-
rium- und Chloridtransportraten dehydriertes Se-
kret produziert wird, welches kaum entfernt wer-
den kann. Die fiir die Krankheit typische und ein-
zigartige Préadisposition fiir Staphylococcus aureus
und Pseudomonas aeruginosa lasst vermuten, dass
noch andere, bisher nicht definierte Abnormalita-
ten der Oberflachenfliissigkeiten der Luftwege ein
Versagen der Abwehr der Lunge gegeniiber be-
stimmten Infekten bewirken.



Gastrointestinaltrakt. Es gibt unterschiedliche ga-
strointestinale Auswirkungen. Im exokrinen Pan-
kreas scheint die Abwesenheit des CFTR-Chlorid-
kanals in der apikalen Membran des Epithels des
Ductus pancreaticus die Funktion eines CL'-
HCO5-Austauschers zu beeintrachtigen und somit
die Nettosekretion von Bikarbonat und Natrium
(durch einen passiven Vorgang) in den Ductus.
Ein Versagen der Sekretion von Na®, HCO3 und
Wasser fithrt zu einer Retention von Enzymen im
Pankreas und schliellich zu einer Zerstérung na-
hezu des gesamten Pankreasgewebes. In intestina-
len Epithelien von Mukoviszidosepatienten ist auf-
grund eines Mangels an Wasser- und Chloridse-
kretion die Fahigkeit, sezernierte Muzine und an-
dere Makromolekiile aus intestinalen Krypten zu
spiilen, beeintrichtigt. Dieser Prozess kann letzt-
endlich zu einer Obstruktion von Diinn- und
Dickdarm fithren. Im hepatobilidren System
kommt es durch eine fehlerhafte Chlorid- und
Wassersekretion in den Ductus hepaticus zu einer
Retention der bilidren Sekretion, fokalen bilidren
Zirrhose und Gallengangproliferation in etwa 25-
30% der Mukoviszidosepatienten. Die Unféhigkeit
des Mukoviszidosengallenblasenepithels, Salz und
Wasser zu sezernieren, fithrt zu chronischer Cho-
lezystitis und Cholelithiasis.

SchweiBdriisen. Mukoviszidosepatienten sezernieren
nahezu normale Volumina von Schweif in die Aci-
ni der Schweifldriisen, sind jedoch unfihig, NaCl
aus dem Schweify auf dem Weg durch die Driisen-
ginge zu resorbieren. Der Defekt in der duktalen
Funktion besteht in der Unféhigkeit, Chlorid iiber
die chloridundurchlédssigen duktalen Epithelien zu
absorbieren.

Diagnose. Aufgrund der vielfiltigen Genmutationen
des CFTR-Gens dient die DNA-Analyse nicht zur
primdren Diagnosestellung, diese erfolgt durch
eine Kombination von klinischen Kriterien und
dem Schweifitest mit der Messung der Chloridaus-
scheidung. Die Chlorid- und Natriumkonzentratio-
nen im Schweify sind altersabhingig, wobei eine
Chloridkonzentration >70 mEq/l bei Erwachsenen
typisch fiir einen Mukoviszidosepatienten ist. Es
ist jedoch anzunehmen, dass in Zukunft auch
DNA-Analysen mehr Bedeutung erlangen werden.
Derzeit liegen jedoch noch keine ausreichenden
Genotyp-Phidnotyp-Relationen vor. Lediglich fiir
den homozygoten Phe508-Mangel konnte ein ein-
deutiger Zusammenhang mit Pankreasinsuffizienz
festgestellt werden, wobei beziiglich der pulmona-
len Manifestationen keine eindeutige Voraussage
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gemacht werden kann. Bisher wird bei der Neuge-
borenendiagnostik kein DNA-Sreening auf Muko-
viszidose verwendet. Zwischen 1 und 2% der Pa-
tienten mit klinischer Manifestation der Mukovis-
zidose zeigen im Schweifitest normale Chloridwer-
te. Bei den meisten dieser Patienten sind jedoch
die nasal gemessenen transepithelialen Potential-
unterschiede in den diagnostischen Bereich der
Mukoviszidose erhoht, und die Sekretion der Acini
der Schweifldriisen wird durch injizierte f-Sympa-
thomimetika nicht beeinflusst. Eine einzelne Muta-
tion des CFTR-Gens, 3789+10 kb G:T, ist mit etwa
50% der Mukoviszidosepatienten mit negativem
Schweifitest assoziiert.

Gentherapie. Bei bisher 230 Patienten wurde im
Rahmen von 24 Studien der Transfer des CFTR-
Gens zur Behandlung der Mukoviszidose durchge-
fihrt [European Working Group of Gene Therapy
1996, Recombinant DNA Advisory Committee
(RAC) der NIH 1995, Wiley 1998]. Die Applikation
erfolgte in der Regel lokal iiber Aerosole oder
Bronchoskopie. Der adenovirale Gentransfer wurde
bevorzugt (11 Protokolle mit 99 Patienten), da
Adenoviren bei der Transfektion einen Tropismus
fir Lungenzellen (und Leberzellen) haben, oder
erfolgte fast so hdufig liposomal (10 Protokolle mit
75 Patienten), neuerdings auch mittels adenoasso-
ziiertem Virus (3 Protokolle mit 36 Patienten).

Die Machbarkeit des adenoviralen Gentransfers
wurde erstmals am 17.4.1993 an 4 Patienten im
Rahmen einer US-amerikanischen klinischen Stu-
die getestet (Crystal et al. 1994). Hierfiir wurden 2
Mrd. Ad-CFTR-Vektor-Plaque-forming-Units (pfu)
iiber die nasalen bzw. bronchialen Epithelien ver-
abreicht. 7 Tage nach der Behandlung konnten
RNA und Protein von CFTR in 14% der Epithelzel-
len eines Patienten und CFTR-RNA allein in 1 an-
deren 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 ei-
ner partiellen Korrektur in allen 3 behandelten Pa-
tienten. Die vor der Behandlung gemessene er-
hohte transepitheliale Spannung verringerte sich
nach der Behandlung gegen Normal. Bei diesen Un-
tersuchungen war es nicht moglich, die genaue
Wirkdauer der Therapie zu bestimmen, da zu weni-
ge Zellen mittels Biopsien gewonnen wurden, um
CFTR-Protein oder -RNA nachweisen zu konnen.

In einer dhnlichen Untersuchung, in die 12 Pa-
tienten eingeschlossen wurden, konnte durch Bou-
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cher et al. (1994) die Expression durch den Nach-

weis von CFTR-RNA bestitigt werden. Eine trans-

epitheliale Spannungsnormalisierung wurde eben-
falls beobachtet.

Im Rahmen einer Phase-I-Studie, die in Frank-
reich von Bellon et al. (1997) durchgefiihrt wurde,
wurde erneut der von Crystal et al. (1994) verwen-
dete Ad-CFTR-Vektor eingesetzt, diesmal in stei-
genden Dosen iiber 2 Tage und in 3 verschiedenen
Dosierungsschemen, wobei alle Patienten mit dem
Kontrollpuffer vorbehandelt wurden. Im Rahmen
der Behandlung wurde der Vektor zuerst auf die
nasale Mukosa aufgebracht und anschlieSend iiber
ein Aerosol in die Lunge verteilt. Wihrend der
Nachbeobachtung wurden Schleimhautveranderun-
gen mittels Bronchoskopie ausgeschlossen. Interes-
santerweise erhohten sich im Rahmen der Virus-
vektoradministration die adenoviralen Antikorper-
spiegel nicht, auch die bronchoalveolire Lavage
war frei von diesen Antikdrpern. Vor der Therapie
waren weder Ad-CFTR-DNA mittels PCR noch Ad-
CFTR-mRNA mittels RT-PCR noch Ad-CFTR-Pro-
tein mittels Immunzytochemie nachweisbar. Nach
der Behandlung dagegen fanden sich
o Ad-CFTR-DNA iiber mindestens 21 Tage lang in

Nasenbiirstenbiopsien bzw. iiber mindestens 15

Tage lang in bronchialen Proben,

e Ad-CFTR-mRNA mindestens 15 Tage lang in
den Nasen aller Patienten und 14 Tage lang in
den bronchialen Biirstenprdparaten 1 Patienten
sowie

o CFTR-Protein iiber 15 Tage in allen nasalen Pro-
ben und 7 Tage lang in bronchialen Proben von
2 Patienten.

Interessanterweise fand sich keine Korrelation zwi-
schen der verabreichten Vektordosis und der An-
zahl CFTR-positiver Zellen.

In der Zusammenschau der Ergebnisse dieser
Studien lief} sich adenoviral in einigen Fillen iiber
kurze Zeit (7-10 Tage) eine komplette Korrektur
des Proteinmangels, meist jedoch nur eine Verbes-
serung des Chloridtransports auf etwa 25% 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, Ta-
chykardie, Hypotonie, Hypoxdmie und Lungenin-
filtrate aufgrund einer alveoliren Entziindung auf
der Seite der Vektoradministration mit Verminde-
rung der vitalen und der totalen Lungenkapazitit
berichtet (Crystal et al. 1995, McElvaney et al.
1995), die allerdings trotz hoher Dosen nicht von
allen Gruppen beobachtet wurde (Bellon et al.

1997, Welsh et al. 1995, Zabner et al. 1993). Virale
Replikation oder virusassoziierte Toxizitit wurden
nicht gesehen.

Andere Arbeitsgruppen berichteten iiber den
molekularen Nachweis des erfolgreichen Gentrans-
fers ohne funktionelle Korrektur im Sinn einer
Veranderung des Chloridtransports, gerade bei
denjenigen Patienten, die die hochsten Virusdosen
erhielten. Diese Patienten hatten starke lokale Ent-
ziindungsreaktionen mit dem Nachweis von neu-
tralisierenden Antikorpern gegen Adenoviren im
Serum (Boucher et al. 1994, Knowles et al. 1995).
Die Wirkdauer war mit maximal 9 Tagen relativ
kurz (Crystal et al. 1994, Hay et al. 1995, McElva-
ney und Crystal 1995), sodass wiederholte Appli-
kationen erforderlich sind, die zu einer Sensibili-
sierung gegen diese ohnehin humanpathogenen
Viren fithren konnen. Hohe primire und sekundi-
re Antikorperspiegel gegen Adenoviren konnen
wiederum die Effektivitit des adenoviralen Gen-
transfers verringern. Primdre Antikorper gegen
Adenoviren wurden bei 50% der 2-jihrigen und
95% der 16- bis 34-jéhrigen Patienten nachgewie-
sen (Huebner et al. 1954). Sekundére Antikorper-
spiegel sind weniger gegen die therapeutische Gen-
expression als vielmehr gegen adenovirale Kapsid-
proteine gerichtet (Ginsberg et al. 1984, Horowitz
et al. 1990). Der wiederholte adenovirale Gentrans-
fer des CFTR-Gens in 6 Patienten wurde gut ver-
tragen (Zabner et al. 1996, Bellon et al. 1997). Alle
Patienten waren inital seropositiv, entwickelten je-
doch eine zusitzliche humorale Immunantwort. In
einigen der Patienten konnte wiederum eine par-
tielle Korrektur des Chloridtransports im Epithel
der Luftwege erreicht werden, allerdings war der
therapeutische Effekt mit wiederholter Gabe weni-
ger wirkungsvoll, wohl am ehesten aufgrund einer
verstirkten Immunantwort.

Um eine ausreichende Effizienz des Gentrans-
fers unter Vermeidung immunologischer Reaktio-
nen zu erreichen, wandten sich verschiedene
Gruppen verstarkt auch dem liposomalen Transfer
des CFTR-Gens zu. In einer doppelblinden Studie,
die in England von Caplen et al. (1995) durchge-
fiihrt wurde, erhielten 15 Patienten intranasal DC-
Chol/DOPE-kationische Liposomen entweder allei-
ne als Kontrolle oder als Komplex mit dem Ex-
pressionsvektorplasmid von CFTR unter der Kon-
trolle eines SV40-Promotors. Bei 9 Patienten
konnte eine partielle bis hin zu einer nahezu kom-
pletten Korrektur von transepithelialer Spannung
und Ionentransport mit einem Maximum nach 3
Tagen und einem Riickgang zum Ausgangsspiegel
nach 7 Tagen beobachtet werden. Die Kontrollpa-



tienten besserten sich hingegen nicht. Nebenwir-
kungen wurden nicht beobachtet (Caplen et al.
1995). Interessanterweise wurde bei den meisten
Patienten zwar Plasmid-DNA und mRNA detek-
tiert, ohne dass dieser Nachweis jedoch mit dem
funktionellen Ergebnis korrelierte. Gill et al
(1997) untersuchten weitere 12 Patienten, ebenfalls
im Rahmen einer doppelblinden, plazebokontrol-
lierten Studie. 8 der Patienten erhielten CFTR-Vek-
tor-DNA unter der Kontrolle eines RSV-Promotors
und 4 Patienten Plazebovektor, bei dem das CFTR-
Gen deletiert war. Der Vektor wurde jeweils als
Komplex mit DC-Chol/DOPE-Liposomen intrana-
sal eingebracht. Nasale Biopsien 7 Tage nach dem
Transfer waren unauffillig. Ein spezieller fluores-
zenzmikroskopischer Assay zeigte die CFTR-Funk-
tion in 5 von 8 behandelten Patienten und in kei-
nem der Plazebopatienten. Weiterhin hatten 2 Pa-
tienten nach der Therapie eine funktionelle Kor-
rektur bei der Messung nasaler Potentiale, 1 von
ihnen iiber 15 Tage. Elektrophysiologische Mes-
sungen, die ex vivo durchgefiihrt wurden, zeigten
sogar eine Verbesserung in insgesamt 6 Patienten.
Die Therapie wurde insgesamt gut vertragen, ins-
besondere ohne Erhohung von Antikérper- oder
Komplementspiegeln (Gill et al. 1997). Auch die 3.
liposomale Studie von Porteous et al. (1997) er-
folgte doppelblind und plazebokontrolliert sowie
randomisiert. Von 16 Patienten erhielten 8 eine
einzige nasale Aerosolverabreichung eines CMV-
Promotor-CFTR/DOTAP-Komplexes, die iibrigen 8
Patienten lediglich Pufferlosung. Wiederum wurde
die Therapie entsprechend den klinischen und bio-
logischen Sicherheitsparametern gut vertragen.
CFTR-DNA fand sich in den PCR-Untersuchungen
nasaler Biospien 3 und 7 Tage nach der Behand-
lung in 7 von 8 behandelten Patienten und CFTR-
mRNA in der RT-PCR in 2 von den 7 DNA-positi-
ven Patienten. Eine partielle, jedoch anhaltende
Korrektur des genetischen Defekts konnte in 2 der
7 DNA-positiven Patienten im Rahmen einer In-vi-
vo-Messung der transepithelialen Potentiale und
Fluoreszenzassays von Biirstenbiopsien beobachtet
werden.

Um eine linger anhaltende Expression des
CFTR-Gens zu erreichen, wurden inzwischen 2
Protokolle mit dem adenoassoziierten Virus (AAV)
als Vektor zugelassen (Flotte et al. 1996). Erste Er-
gebnisse zeigten keine Inflammationsreaktionen
(Flotte et al. 1996). Limitierend konnte allerdings
der Umstand werden, dass nach Applikation iiber
die Luftwege zumindest in Affen auch Vektoren
auflerhalb der Lungen, insbesondere in der Leber
zu finden waren (Flotte et al. 1995).
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10.4.1.4 Fanconi-Andmie

Die Fanconi-Andmie ist die wahrscheinlich am be-
sten charakterisierte angeborene Knochenmark-
fehlfunktion. Sie wurde zum 1. Mal in 3 Briidern
mit einem Syndrom aus physischen Anomalien,
Andmie und und fettigem aplastischem Knochen-
mark beschrieben. Es handelt sich um einen auto-
somal-rezessiven Gendefekt, der zu dieser aplasti-
schen Andmie fihrt. Zellen von Fanconi-Patienten
sind besonders empfindlich gegeniiber Substanzen
wie z.B. Mitomycin C oder Diepoxybutan, die
DNA vernetzen konnen. Hierauf basiert auch die
moderne Diagnostik, bei der chromosomale
Bruchstellen nach der Inkubation von Patienten-
zellen mit den oben beschriebenen chemischen
Klastogenen identifiziert werden. Bei gleichem la-
borchemischem Defekt konnen die klinischen Aus-
pragungen bei den einzelnen Patienten sehr unter-
schiedlich sein. Fiir Patienten, fiir die es keine hi-
stokompatiblen Stammzellspender gibt, bleiben
nur supportive Mafinahmen, die einen Tod im frii-
hen Erwachsenenalter nicht verhindern kénnen.
Werden Fanconi-Zellen mit dem normalen Gen
transfiziert, kommt es zu einem Verlust der Hyper-
sensitivitit gegeniiber Substanzen wie Mitomycin
C und zu einem verlingerten Uberleben in vitro.

Gentherapie. Autologe hidmatopoetische Stammzel-
len von 3 Fanconi-Patienten wurden retroviral mit
dem normalen Gen transduziert und in 3-4 Zy-
klen in die Patienten reinfundiert (Liu et al. 1997,
1998). Es konnten eine transiente Vermehrung hi-
matopoetischer Zellkolonien und hierdurch eine
erhohte Zellularitit des Knochenmarks mit ver-
mehrten Vorstufen beobachtet werden. Auch in pe-
ripheren Blutzellen war die Korrektur voriiberge-
hend festzustellen (Lin, pers. Mitteilung).

10.4.1.5 Aspartoazyklasemangel

Beim Aspartoazyklasemangel, der zur Canavan-
Krankheit fiihrt, handelt es sich um eine fort-
schreitende Krankheit, die schliefllich zur Zersto-
rung der Myelinummantelung der Nerven des Ge-
hirns fiihrt. Die seltene Erkrankung war u.a. Ge-
genstand des Kinofilms ,,Lorenzo’s Ol

Gentherapie. Diese erstmalige gentherapeutische
Behandlung einer neurologischen Erkrankung
(neben Hirntumoren) erfolgte bisher innerhalb ei-
nes einzigen Protokolls als Injektionsbehandlung
von 2 Midchen, beide <2 Jahre alt, in Neuseeland
(During 1996a,b, Marshall 1996). Als Vektor wurde
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ein adenoassoziiertes Virus in Verbindung mit Li-
posomen und Polymeren verwendet. Bis auf gerin-
ges Fieber sei die Therapie gut vertragen worden.

10.4.1.6 Glukozerebrosidasemangel

Der Glukozerebrosidasemangel (auch als S-Gluko-
sidase bekannt) fiihrt zu einer Glukosylzeramidli-
pidose, die auch unter dem Namen Morbus Gau-
cher bekannt ist. Es handelt sich um eine monoge-
ne Erkrankung, bei der ein Defekt des Glukozere-
brosidasegens besteht, was zu einer metabolischen
Storung fiihrt. Eine Anhdufung von Glukosylzera-
mid in den glukozerebrosidasedefizienten himato-
poetischen Zellen, insbesondere den Makropha-
gen, fithrt klinisch zu Lésionen im Skelett und
schwerer Hepatosplenomegalie, neurologischerseits
werden mentale Retardierung, Spastik und Ataxie
bei Jugendlichen beobachtet. Gravierender ist die
Auswirkung bei der kindlichen Form, die durch
einen frithen Beginn, ausgeprigte Hepatospleno-
megalie und schwere neurologische Progression
bis hin zum frithen Tod gekennzeichnet ist. Dane-
ben existiert eine juvenile Form mit einer milde-
ren neurologischen Ausprigung. Der Typ I oder
auch der non-neuropathische Morbus Gaucher der
Erwachsenen ist die am weitesten verbreitete lyso-
somale Speicherkrankheit. Die Diagnose des Mor-
bus Gaucher sollte durch eine Enzymanalyse und
durch eine Mutationsanalyse erfolgen. Alle Formen
des Morbus Gaucher haben einen autosomal-rezes-
siven Vererbungsmodus und sind allelbezogene
Storungen. Typ I ist in Ashkenazi-Juden 30-mal
hdufiger, mit einer Inzidenz von mindestens
1:1000 Lebendgeburten in dieser Volksgruppe. Die
Abwesenheit von neurologischen Beeintrichtigun-
gen ist das Einschlusskriterium fiir die Typ-1-
oder Erwachsenenform.

Klinik. Klinische Manifestationen umfassen die zu-
fallige Entdeckung einer schmerzlosen Splenome-
galie, Thrombozytopenie, Andmie oder Leukopenie
als Folge der Splenomegalie und Knochenschmer-
zen. Der weitere Verlauf ist unterschiedlich. Die
Krankheit kann sehr friih zur Rollstuhlpflichtigkeit
filhren, aber auch asymptomatisch verlaufen und
z.B. erst im 9. Lebensjahrzehnts diagnostiziert
werden. Die meisten Patienten haben einen milden
Verlauf mit relativ normaler Lebenserwartung.
Eine partielle oder totale Splenektomie konnen er-
forderlich sein. Das Ausmafl der Knochenbeteili-
gung ist unterschiedlich und umfasst Knochen-
schmerzen, pathologische Frakturen, Wirbelsdu-
lenfrakturen und aseptische Nekrosen des Femur-

kopfs. Knochenschmerz mit Fieber wird Pseudo-
osteomyelitis genannt. Die Knochenabnormalien
lassen sich besonders gut mittels Kernspinangio-
graphie untersuchen. Eine moderate Leberdysfunk-
tion ist haufig, selten kommt es zu ausgeprégtem
Leberversagen, portaler Hypertension, pulmonalen
Infiltraten oder pulmonaler Hypertonie. Die saure
Phosphatase ist im Serum typischerweise erhéht.
Eine spezielle Speicherzelle ist bei allen Formen
des Morbus Gaucher im Knochenmark zu finden,
dennoch sollte ein Enzymassay erfolgen, da derar-
tige Gaucher-Zellen auch bei Patienten mit granu-
lozytdrer Leukdmie und Myelomen zu finden sind.

Genetik. 4 Mutationen verursachen 96% aller Glu-
kozerebrosidasemutationen in der Ashkenazi-Po-
pulation. Dies war die Ausgangslage fiir eine Reihe
von Untersuchungen von Genotyp-Phanotyp-Kor-
relationen und Gentriagern in dieser Population.
Eine Mutation, genannt N370S (Ersatz von Serin,
S, durch Asparagin, N, in Position 370) fiihrt zu
einer milden Ausprigung. Eine einzelne Kopie die-
ser Mutation in einem Heterozygoten verursacht
keinerlei neurologische Beeintrachtigung, und Ho-
mozygotie fiir diese Mutation ist ebenfalls mit ei-
nem ausgesprochen milden Phinotyp assoziiert.
Tatséchlich wurde Homozygotie fiir den N370S-
Phénotyp in 2 von 453 ,,normalen® Ashkenazi-In-
dividuen gefunden.

Alternative Therapien. Splenektomie beim Morbus
Gaucher Typ I kann zu einer Besserung fiihren,
grundsitzlich jedoch bestehen keine Therapie-
oder Heilungsmdoglichkeiten. Eine erhebliche An-
derung fiir die Behandlung des Morbus Gaucher
kam mit der Verfiigbarkeit von Aglukerase fiir den
Enzymersatz. Aglukerase ist eine modifizierte
Form von f-Glukosidase, die aus humaner Plazen-
ta gewonnen wird. Die Behandlung verbessert
Andmie und Thrombozytimie und verringert Or-
ganomegalie und Knochenschmerzen. Diese Be-
handlung kann zwar die Notwendigkeit einer Sple-
nektomie verringern, verursacht aber etwa 500000
DM Kosten/Jahr. Rekombinante Enzyme werden
derzeit klinisch getestet, unklar ist jedoch, wie
hoch die Kosten fiir ihren regelméfligen Einsatz
sein werden. Dosisfindung und Indikationsstellung
sind Gegenstand derzeitiger Untersuchungen. Eine
Alternative zur Behandlung mit dem relativ kurz-
lebigen, teuren Protein konnte der Einsatz der
Gentherapie darstellen.

Gentherapie. Bisher wurde in mindestens 9 Patien-
ten im Rahmen von 3 Protokollen eine Genthera-



pie durchgefithrt. 2 Phase-I-Studien erproben die
Reinfusion von Knochenmarkzellen, die mit dem
Glukozerebrosidasegen transfiziert wurden (Dun-
bar et al. 1996). Eine Kombination des dominant
selektiven MDR-Gens (multi-drug resistance gene)
mit dem nicht-selektiven therapeutischen Glukoze-
rebrosidasegen konnte die Therapie durch die An-
reicherung ex vivo erfolgreich transduzierter Zel-
len noch effektiver machen.

10.4.1.7 Faktor-IX-Mangel

Der Faktor-IX-Mangel bzw. die Faktor-IX-Dysfunk-
tion, auch als Hdmophilie B oder Christmas dis-
ease bekannt, tritt bei der Geburt von 1 von
100000 Jungen auf. Eine genaue Labordiagnose ist
wichtig, da die Hdamophilie B klinisch nicht von
der Himophilie A unterscheidbar ist, jedoch die
Behandlung mit einer anderen Plasmafraktion er-
fordert. Normalerweise werden frisch gefrorenes
Plasma oder eine Plasmafraktion, die mit Pro-
thrombinkomplex angereichert wurde, verwendet.
Gereinigte monoklonale Priparate oder rekombi-
nanter Faktor IX wird derzeit in klinischen Stu-
dien eingesetzt. Erwartungsgemdfl beinhaltet die
Therapie die Risiken von Hepatitis, chronischer
Lebererkrankung, Aids und, als Besonderheit der
Faxtor-IX-Substitution, die Aktivierung des Gerin-
nungssystems durch Spuren von aktivierten Gerin-
nungsfaktoren im Prothrombinkomplex, die zu
Thrombosen und Embolien fiihren. Diese sind bei
immobilisierten Patienten und Patienten mit Le-
bererkrankungen besonders héufig.

Faktor IX ist ein einkettiges Proenzym mit ei-
nem MG von 55000, das durch den Faktor XIa
oder den Gewebefaktorkomplex VII in die aktive
Protease IXa konvertiert wird. Die cDNA von Fak-
tor IX wurde kloniert. Das Gen wurde auf dem X-
Chromosom kartiert, damit verbundene RFLP
wurden identifiziert. Viele Patienten mit Deletio-
nen und Mutationen wurden beschrieben.

Gentherapie. Die ersten klinischen Ergebnisse
stammen aus Asien. Hautfibroblasten von 2 Patien-
ten mit Hamophilie B wurden ex vivo mit einem
retroviralen Vektor transduziert, der fiir die cDNA
des Blutgerinnungsfaktors IX enkodiert (Lu et al.
1993). Vor der autologen subkutanen Injektion
wurden die Fibroblasten in eine Kollagenmatrix
verpackt. Die Faktor-IX-Spiegel stiegen auf das
Doppelte bis 3Fache an und stabilisierten sich
schliefllich in beiden Patienten bei 220 ng/ml wih-
rend einer 6-monatigen Nachbeobachtungsphase.
Die urspriinglich unzureichende Gerinnbarkeit des
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Bluts verdoppelte sich in nur 1 der beiden Patien-
ten und erreichte dabei 6,3%. Auch die klinischen
Symptome dieses Patienten besserten sich deutlich.
Toxische Zeichen wurden bei dieser Therapieform
nicht beobachtet.

Die beiden Patienten wurden iiber 3 Jahre nach
der Behandlung beobachtet (Qiu et al. 1996). In
beiden Patienten fanden sich iiber 420 Tage er-
hohte Plasmaspiegel fiir humanen Faktor IX im
ELISA. Die Blutgerinnungsaktivitit erhohte sich in
beiden Patienten signifikant, und die Blutungsnei-
gung war teilweise Kkorrigiert. Nach 420 Tagen
wurde 1 der 2 Patienten erneut behandelt, wobei
ein weiterer Anstieg der Faktor-IX-Spiegel erreicht
werden konnte.

Mittlerweile wurden 2 weitere Patienten von
derselben Gruppe behandelt. Weitere Ergebnisse
liegen noch nicht vor.

10.4.1.8 Chronische granulomatdse Krankheit

Bei der chronischen granulomatdsen Krankheit
handelt es sich um eine seltene Storung von Pha-
gozyten, die mit rezidivierenden lebensbedrohli-
chen Infektionen verbunden ist. Die Ursache ist
ein Defekt der Phagozyten-NADPH-Oxidase
(phox), die normalerweise ein Superoxid bildet.
Die genetische Basis der chronischen granuloma-
tosen Krankheit ist heterogen. Die héufigste Form
(etwa 2/3 der Fille) ist X-chromosomal mit einer
Mutation des gp91phox-Gens bedingt. Die néchst-
haufige Form (1/3 der Fille) ist autosomal-rezessiv
und durch eine Mutation des p47phox-Gens auf
Chromosom 7 verursacht. Die verbleibenden 5%
der Fille weisen eine Mutation der Gene fiir
p22phox (Chromosom 16) oder p67phox (Chro-
mosom 1) auf. Die Knochenmarktransplantation
kann die chronische granulomatose Krankheit hei-
len, was ein Hinweis dafiir sein konnte, dass Kno-
chenmarkstammzellen fiir Granulozyten und Mo-
nozyten geeignete Ziele fiir eine Gentherapie sein
konnten. Leider war die Knochenmarktransplanta-
tion fiir diese Erkrankung jedoch mit unakzepta-
bel hohen Raten fiir Morbiditit, Mortalitit und
Transplantatversagen assoziiert, ausgenommen
Fille mit HLA-ibereinstimmenden Geschwistern
als Spendern.

Gentherapie. Periphere Blutzellen von 5 Erwachse-
nen mit auf p47phox-Mangel basierender chroni-
scher granulomatoser Krankheit wurden ex vivo
CD34"-selektioniert und mit Hilfe eines retrovira-
len Vektors fiir normale phox47-cDNA transduziert
(Malech et al. 1997). Die transduzierten Stammzel-
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len wurden dann den Donoren zuriick infundiert.
Es wurde kein myoablatives Conditioning durchge-
fihrt. Funktionell korrigierte periphere Blutgranu-
lozyten fanden sich in allen 5 Patienten iiber
durchschnittlich 3 Monate, in 1 Fall iiber bis zu 6
Monate. Die maximale Korrektur konnte 3-6 Wo-
chen nach der Infusion beobachtet werden, wobei
sie zwischen 0,004% und 0,05% der gesamten peri-
pheren Blutgranulozyten erreichte. Durchschnitt-
lich fand sich in 1 von 5000 Zellen phox-Aktivitit.

Inzwischen wurden von dieser Gruppe bereits 8
Patienten mittels Gentherapie behandelt. Obwohl
die Autoren erwihnten, dass wahrscheinlich 150-
mal mehr Zellen korrigiert werden miissten, um
einen ausreichenden Schutz gegen die Infektionen
zu erreichen, mit der die chronische granuloma-
tose Krankheit assoziiert ist, zeigte diese Studie
doch die Dauerhaftigkeit einer solchen Behand-
lung mit autologen peripheren Blutstammzellen
ohne Konditionierung mit entsprechenden Per-
spektiven fiir die Zukunft. Technisch sind die Ver-
wendung von tierproteinfreien Seren und der blut-
bankkompatible Standard mit geschlossenen, gas-
permeablen Plastikbehiltern erwidhnenswert, die
moglicherweise fiir die Praxis der Gentherapie be-
deutsam sein konnten.

10.4.2 Tumorerkrankungen

Singuldre Genmangelerkrankungen sind relativ sel-
ten. Aufgrund der Hiufigkeit von Tumorerkran-
kungen ruhen auf der Gentherapie besondere
Hoffnungen. Es ist deshalb nicht iiberraschend,
dass die meisten genehmigten Gentransferproto-
kolle maligne Erkrankungen betreffen (230 thera-
peutische Protokolle mit 2099 Patienten) (Wiley
1998). Bei singuldrem Gendefekt oder Genmangel
ist die therapeutische Strategie der Transfer intak-
ter Gene. In der Onkologie werden hingegen eine
Reihe grundsitzlich verschiedener Therapieansitze
unterschieden: Bei der Immuntherapie werden Zy-
tokine und Lymphokine exprimiert bzw. Gene fiir
Histokompatibilititsantigene verabreicht. Weiter-
hin konnen Tumorzellen spezifisch gegen be-
stimmte Medikamente empfindlich (z.B. Suizidge-
ne) bzw. die gesunden Zellen gegen Chemothera-
pie unempfindlich gemacht werden (Medikamen-
tenresistenzgene). Schliefilich kénnen auch mu-
tierte Tumorsuppressorgene ersetzt und Onkogene
inaktiviert werden.

Im Rahmen der Immuntherapie wurden bis
19.6.1996 im Rahmen von 60 weltweiten Protokol-
len insgesamt 376 Patienten eingeschlossen. Gro-

Bere Tumorregressionen, definiert als entweder
komplette oder partieller Antwort, wurden in 15
von 237 auswertbaren Patienten beobachtet (Roth
und Cristiano 1997).

Die Sensibilisierung von Tumorzellen gegeniiber
therapeutischen Substanzen, z.B. durch Suizidge-
ne, erfolgte im Rahmen von 21 Protokollen, wobei
104 Patienten eingeschlossen wurden. Eine deutli-
che Tumorregression war in 8 von 62 Patienten
festzustellen (Roth und Cristiano 1997). ~

Eine vermehrte Resistenz gegen Chemothera-
peutika zum Schutz gesunder Zellen (v.a. Kno-
chenmarkstammzellen) bei der Verwendung ho-
herer therapeutischer Dosen war das Ziel von 8
Protokollen. Derzeit liegen noch zu unzureichende
Daten vor, um eine Aussage iiber potenzielle Erfol-
ge machen zu konnen (Roth und Cristiano 1997).

In 13 Protokollen wurden bis Juni 1996 mutierte
Tumorsuppressorgene ersetzt bzw. Onkogene inak-
tiviert. 78 Patienten wurden insgesamt eingeschlos-
sen, wobei in 6 von 26 auswertbaren Patienten
eine groflere Tumorregression zu beobachten war
(Roth und Cristiano 1997).

Problematisch ist, dass sich, besonders bei der
Erprobung der Immuntherapie, die Ergebnisse aus
Tierversuchen nicht immer auf den Menschen
tibertragen lassen. So sind z.B. die als Target ver-
wendeten humanen Tumorantigene bekannt, die
des verwendeten Tiermodells jedoch nicht immer.
Ebenso wurde die Immunogenitit von Proteinen,
die von Onkogenen abstammen, fiir die Tiermo-
delle hdufig nicht demonstriert.

Besonders oft erfolgte der Einsatz der Genthera-
pie bei multiplen, metastasierten und somit sehr
weit fortgeschrittenen Karzinomen, beim Mela-
nom, Glioblastom, Bronchialkarzinom, kolorekta-
len Karzinom, Leberzellkarzinom, Mammakarzi-
nom, Ovarialkarzinom, Nierenkarzinom sowie bei
Leukdmien, Lymphomen und beim multiplen Mye-
lom. Diese Krankheiten werden im Folgenden ein-
zeln abgehandelt. Geringere Fallzahlen ohne publi-
zierte Ergebnisse liegen derzeit noch fiir das Neu-
roblastom (22 Patienten in 5 Protokollen) und an-
dere Tumoren des Zentralnervensystems (28 Pa-
tienten in 5 Protokollen), Kopf- und Halsplattene-
pithelkarzinom (55 Patienten in 7 Protokollen)
und Prostatakarzinom (50 Patienten in 16 Proto-
kollen) vor. Fiir das Blasenkarzinom, Pankreaskar-
zinom und Keimzelltumoren existieren zwar Pro-
tokolle, bisher wurden jedoch keine Patienten ein-
geschlossen.



10.4.2.1 Melanom

Inzidenz. Das Melanom entsteht in Melanozyten,
Pigmentzellen, die normalerweise in der Epider-
mis, gelegentlich auch in der Dermis vorkommen.
Dieser Tumor befillt allein in den USA pro Jahr
etwa 32000 Patienten, was in 6700 Fillen zum Tod
fithrt. Die Inzidenz des Melanoms ist dramatisch
angestiegen, allein um 300% in den letzten 40 Jah-
ren. Es kann in Erwachsenen aller Alterklassen
und sogar in jungen Individuen beginnend ab
Mitte des Twen-Alters auftreten. Spezielle klinische
Kennzeichen machen das Melanom zu einem Zeit-
punkt erkennbar, wenn die Heilung durch eine
chirurgische Exzision moglich ist. Aufiderdem ist
es auf der Korperoberfliche lokalisiert, was es
leichter sichtbar macht. Falls die Inzidenz weiter
wie bisher ansteigt, wird das Risiko, im Lauf des
Lebens ein Melanom zu bekommen, ungefahr 1%
oder mehr betragen.

Der Grund fiir die steigende Inzidenz ist nicht
klar, konnte jedoch auf eine vermehrte Sonnenex-
position im Rahmen von Urlaubsreisen insbeson-
dere im frithen Lebensalter zuriickzufiihren sein.
Individuen #hnlichen ethnischen Ursprungs, die
nach der Kindheit in Gegenden mit hoher Sonnen-
exposition (Israel, Australien) ausgewandert sind,
haben niedrigere Melanomraten als Individuen
dhnlichen Alters, die vor dem 10. Lebensjahr in
diese Linder emigriert sind. Individuen mit be-
sonders hohem Melanomrisiko sind jene mit heller
Hautfarbe, rotem oder blondem Haar, blauen Au-
gen, Sommersprossen und jene, die nur schwer
brdunen und leicht Sonnenbrinde erleiden. Ande-
re Faktoren, die mit einem erhohten Melanomrisi-
ko assoziiert sind, umfassen eine Familienana-
mnese fiir Melanom (nahezu 1 von 10 Melanom-
patienten hat ein Familienmitglied mit Melanom),
die Prisenz eines atypischen Leberflecks (dyspla-
stischer Névus), eines riesigen kongenitalen mela-
nozytiren Nivus, eines kleinen bis mittelgroflen
melanozytiren Nivus, einer grofleren Anzahl von
gewohnlichen melanozytiren Ndvi und Immun-
suppression. Uber ein 64fach erhohtes Risiko fiir
Individuen mit >50 Muttermalen >2 mm Grofle
wurde berichtet. Bei stark pigmentierten Men-
schen kommt das Melanom relativ selten vor. Dun-
kelhdutige Populationen wie Inder, Lateinamerika-
ner, Schwarze und Orientalen haben Melanomra-
ten von 1/7-1/10 der hellhdutiger Kaukasier.

Klinische Kennzeichen. Es gibt 4 Typen des kutanen
Melanoms. 3 von ihnen - das sich oberflidchlich
ausbreitende Melanom, das linsenférmige maligne
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Melanom und das akrale linsenéhnliche Melanom
- durchlaufen eine Phase oberfldchlichen, so ge-
nannten radialen Wachstums, wodurch zwar die
Grofle zunimmt, ohne dass es zu einem tiefen Ein-
dringen kommt. Wihrend dieses radialen Wachs-
tums gibt es noch Chancen, das Melanom durch
eine chirurgische Exzision zu heilen. Der 4. Typ,
das noduldre Melanom, hat keine Phase einer er-
kennbaren radialen Groflenzunahme, sondern pri-
sentiert sich als tiefe invasive Lision, die zu friiher
Metastasierung fihig ist. Wenn die Tumoren be-
ginnen, tief in die Haut einzudringen, befinden sie
sich in der so genannten vertikalen Wachstums-
phase.

Prognostische Faktoren. Der wichtigste prognostische
Faktor ist das Stadium, in dem sich die Krankheit
zum Zeitpunkt der Diagnosestellung befindet. Das
5-Jahres-Uberleben der klinischen Stadien I und II
(Priméirtumor, keine weiteren Zeichen der Erkran-
kung) betrigt etwa 85%. Fiir das klinische Stadium
II (klinisch palpable regionale Lymphknoten, die
Tumorzellen enthalten) wurde ein 5-Jahres-Uberle-
ben von 50% beobachtet, wenn nur ein Knoten be-
troffen war, und von etwa 15-20% wenn >4 Knoten
betroffen waren. Das 5-Jahres-Uberleben fiir das kli-
nische Stadium IV (disseminierte Erkrankung) be-
tragt <5%. Gliicklicherweise wird die Mehrheit der
Melanome im Stadium I-II diagnostiziert. Inner-
halb der Stadien I und II kann aus der Dicke des
Primédrtumors eine graduelle Abhéngigkeit der Pro-
gnose abgeleitet werden. Dieses System basiert auf
der Rationale, dass das potenzielle Tumorwachs-
tum mit dem Tumorvolumen korrelieren sollte. Me-
lanome <0,76 mm Dicke konnen gewéhnlich durch
eine chirurgische Entfernung geheilt werden (5-Jah-
res-Uberleben 96-99%). Etwa 40% der primiren
Melanome fallen in diese Kategorie mit niedrigem
Risiko (Dicke <1 mm). Wenn Patienten dieser
Gruppe Metastasen entwickeln, zeigen die primai-
ren Tumoren entweder extensive mikroskopische
Zeichen der Regression oder eine vertikale Wachs-
tumsphase. Etwa 60% der Patienten mit Melano-
men >3,65 mm Dicke werden in ein metastasieren-
des Stadium iibergehen und schliefilich am Mela-
nom sterben. Diese dicken Tumoren sind fast im-
mer {iber die Oberfliche der Haut erhaben. Dane-
ben existieren in Bezug auf die Tumordicke noch
2 intermedidre Kategorien. Bestimmte anatomische
Lokalisationen beeinflussen die Prognose. So stel-
len Unterarm und Bein (ohne Fuf) eher giinstige
Stellen dar, wihrend Kopfhaut, Hinde, Fiifle und
Schleimhdute ungiinstig sind. Das Uberleben von
Frauen in Stadium I und II ist in der Regel giinsti-
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ger als das von Minnern, vielleicht aufgrund einer
fritheren Diagnosestellung; Frauen haben hiufig
Melanome des Unterschenkels, wo die Selbstdia-
gnose wahrscheinlicher und die Prognose besser
sind. Altere Patienten haben meist eine schlechtere
Prognose. Dies wurde mit einer verzogerten Dia-
gnosestellung und einem hoheren Anteil akraler
Melanome (palmar/plantar) erklart, die eine
schlechtere Prognose haben. So wie bei Brustkrebs
sind Rezidive auch noch nach vielen Jahren mog-
lich. Etwa 10-15% der Erstrezidive entwickeln sich
nach 5 Jahren, somit sollte eine Nachsorge fiir
mindestens 10 Jahre erfolgen. Weitere prognosti-
sche Faktoren fiir Melanome im Stadium I und II
umfassen Ulzera im Bereich des Primirtumors,
die Mitoserate und das Vorkommen mikroskopi-
scher Satellitentumoren (Foci des Tumors
>0,05 mm Durchmesser in der retikuldren Dermis
und dem subkutanen Fettgewebe). Mikroskopische
Satellitentumoren verursachen auch mikroskopi-
sche Metastasen in regionalen Lymphknoten. Eine
alternative Moglichkeit, die Prognose von Melano-
men im Stadium I oder II vorauszusagen, basiert
auf der anatomischen Eindringtiefe innerhalb der
Haut. Stufe I bedeutet intradermales (in situ)
Wachstum, Stufe II Eindringen in die papillare
Dermis, Stufe III Ausfiillen der papillaren Dermis,
Stufe IV Eindringen in die retikuldre Dermis und
Stufe V Eindringen in das subkutane Fettgewebe.
Das 5-Jahres-Uberleben betrigt je nach Stufe
durchschnittlich 100, 95, 82, 71 bzw. 49%.

Natiirlicher Verlauf. Melanome verbreiten sich iiber
die Lymphwege (lymphogen) und die Blutbahn
(hdmatogen). Die ersten Metastasen treten in regio-
nalen Lymphknoten auf. Das regionale Wachstum
wird gewohnlich mit einer chirurgischen Lympha-
denektomie behandelt. Leber, Lunge, Knochen und
Gehirn sind die iiblichen Lokalisationen hamatoge-
ner Streuung, aber auch seltene Lokalisationen wie
z.B. die Vorderkammer des Auges sind moglich.
Ist die Krankheit erst einmal weit gestreut, ist bis-
her eine Heilung kaum mehr maoglich.

Gentherapie. Das maligne Melanom war eine der
ersten Erkrankungen, die mittels Gentherapie be-
handelt wurden. Am 22.5.1989 erfolgte erstmalig
die Infusion von retroviral mit einem Markergen
transduzierten tumorinfiltrierenden Lymphozyten
(Rosenberg 1992, Rosenberg et al. 1990). In die-
sem ersten klinischen Protokoll, das 10 Patienten
umfasste, konnten die Durchfiihrbarkeit und Si-
cherheit einer solchen gentherapeutischen Strate-
gie gezeigt werden, die die Basis fiir das Design

weiterer tumorinfiltrierender Lymphozyten mit
verbesserter Antitumorwirkung zur Behandlung
des Melanoms und anderer Tumorerkrankungen
werden sollte. Seither erfolgte die gentherapeuti-
sche Behandlung in mindestens 523 Melanompa-
tienten innerhalb von 50 Protokollen (Wiley 1998).

Am 29.1.1991 wurden die ersten beiden von ins-
gesamt 4 Melanompatienten mit tumorinfiltrieren-
den, retroviral mit dem Gen fiir Tumornekrosefak-
tor (TNF) modifizierten Lymphozyten, behandelt.
Giinstiger war das Ergebnis offensichtlich, wenn
die Patienten gleichzeitig IL-2 erhielten (Rosen-
berg 1992), wobei der Effekt moglicherweise allein
auf den bereits nachgewiesenen Antitumoreffekt
von IL-2 zuriickzufiihren sein konnte (Rosenberg
et al. 1994). Mit Hilfe eines Markergens konnte
nach retroviraler Modifikation tumorinfiltrierender
Lymphozyten eine Transfektionseffizienz von 1-
26% gezeigt werden, wobei die genmodifizierten
Lymphozyten noch mindestens 260 Tage nach der
Reinjektion in den 5 behandelten Patienten nach-
weisbar waren. Die erhoffte selektive und langan-
haltende Retention in den Tumoren blieb jedoch
aus (Matrangeli et al. 1994, Merrouche et al. 1995).

In anderen Protokollen wird auf spezifische und
unspezifische Immunantworten auf ex vivo inter-
leukintransduzierte Tumorzellen abgezielt. Diese
Studien basieren auf fritheren Untersuchungen, die
gezeigt hatten, dass durch die Injektion von IL-2
in etwa 20% der Patienten eine komplette Remissi-
on erzielt werden konnte (als Ubersicht Gansba-
cher et al. 1993). Aufgrund der kurzen Halbwerts-
zeit mussten jedoch hohe Dosen verabreicht wer-
den, die zu ernsten Nebenwirkungen fiihrten. Ziel
war es, durch die stabile Expression nach Gen-
transfer die Nebenwirkungen zu verringern.

Nach dem Transfer des IL-4-Gens in Fibrobla-
sten wurde iiber die Tumorinfiltration durch
CD3"- und tumorspezifische CD4"-T-Zellen be-
richtet (Lotze et al. 1994, 1995). Nach Behandlung
mit dem IL-2-Gen kam es zu einer konsekutiven
Vermehrung von CD16 -natiirlichen Killerzellen
und tumorspezifischen CD8"-zytotoxischen T-Zel-
len (Belli et al. 1997). Angewendet in 12 weiteren
Patienten wurde eine variable und inhomogene
Vermehrung der immunophdnotypisch unter-
schiedlichen Lymphozyten (CD3", CD4%, CD8"
und CD45R0O") beobachtet (Belli et al. 1997). In 4
Patienten kam es zu einer Stabilisierung der
Krankheit iiber 2-6 Monate, in 2 Patienten teils
zur Regression und teils zu einem Nichtanspre-
chen der Tumoren im gleichen Patienten. In den
tibrigen 6 Patienten waren keine Zeichen eines
Therapieerfolgs zu erkennen. Insgesamt war der



therapeutische Effekt somit nur schwach, ebenso
wie die lokalen und systemischen Nebenwirkun-
gen. In einem &hnlichen Protokoll, bei dem eine
Immunotherapie mit IL-2-transfizierten immortali-
sierten Fibroblasten und autologen Tumorzellen
erfolgte, konnte im Rahmen einer Phase-I-Studie
in 2 von 6 Melanompatienten eine erhebliche lyti-
sche Wirkung der vom Patienten gewonnenen T-
Zellen gegen autologe Tumorzellen in vitro gezeigt
werden. Klinisch kam es wihrend der Behand-
lungsdauer bei 2 Patienten zu einer voriibergehen-
den Stagnation der Krankheit (Veelken et al.
1997). Von 12 weiteren Patienten, die mit IL-2-
transduzierten allogenen Melanomzellen behandelt
worden waren, zeigten nur 2 einen partiellen the-
rapeutischen Effekt mit Regression von einzelnen
Hautknoten, wobei andere Manifestationen von
der Therapie unberiihrt blieben. In 2 Patienten
fand sich als Immunantwort ein Anstieg an zytoto-
xischen T-Lymphozyten. Toxische Nebenwirkun-
gen waren nur gering (Parmiani et al. 1996).

Sun et al. (1998) verwendeten eine Immunisie-
rungsstrategie mit IL-12-Gen-modifizierten autolo-
gen Melanomzellen. In dieser Phase-I-Studie wur-
den 6 Patienten mit terminalem metastasierendem
Melanom mit 2 Plasmiden behandelt, die fiir die
p35- und p40-Ketten von IL-12 kodieren. Hierfiir
wurden autologe Tumorzellen aus Metastasen ex-
plantiert, in vitro mittels Genkanonenbehandlung
mit beiden Plasmiden transduziert und anschlie-
Bend bestrahlt. In vitro wurde bereits biologisch
aktives IL-12 sezerniert. Durch magnetische Anrei-
cherung vor der Bestrahlung lielen sich in den
transduzierten Zellen hohe Spiegel erreichen. Die
Bestrahlung selbst erhohte die Sekretionsspiegel
um das 2Fache, wodurch im Durchschnitt 987 pg/
Tag und Mio. Zellen erreicht werden konnten. Die
transduzierten, bestrahlten autologen Zellen wur-
den 5- bis 6-mal innerhalb einer 6-wochigen Be-
handlung subkutan reinjiziert. Machbarkeit und
Sicherheit dieser Strategie konnten ohne wesentli-
che Toxizitit gezeigt werden, es kam lediglich zu
geringem Fieber. In 2 Patienten konnte nach der
Immunisierung ein Anstieg von tumoraktiven zy-
totoxischen T-Lymphozyten (CTL) nachgewiesen
werden. Eine Hypersensitivitit vom verzdgerten
Typ gegen die transduzierten Zellen zeigten 2 Pa-
tienten. Weder eine komplette noch eine partielle
Reaktion konnten erreicht werden, obwohl es bei 3
Patienten zu einer Stabilisierung des Krankheitszu-
stands kam und 1 Patient nach mehreren Monaten
eine gemischte klinische Antwort zeigte. Die Meta-
stasenbiopsien wiesen eine erhebliche Zellinfiltrati-
on mit CD4*- und CD8"-Zellen auf.
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Die therapeutische Wirkung von IL-7, und
Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-stimulierendem
Faktor (GM-CSF) wird derzeit noch untersucht
(Schadendorf et al. 1995).

Neben der Verabreichung von Zytokinen besteht
die Moglichkeit einer Immuntherapie mit Histo-
kompatibilitdtsantigenen. Durch die Expression
des Klasse-I-Histokompatibilititsantigens HLA-B7
konnten eine erhohte Immunogenitit der Tumor-
zellen, und damit die Moglichkeit ihrer physiologi-
schen Elimination bewirkt werden (Fenton et al.
1995, Nabel et al. 1992a,b, 1994a,b). Bis jetzt wur-
de bei mindestens 93 Patienten mit fortgeschritte-
nem 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-Histokompati-
bilitdtsantigenkomplexes berichtet. Alle Patienten
waren HLA-B7-negativ. In 80-89% der Patienten
konnte eine erfolgreiche Genexpression nachgewie-
sen werden (Stopeck et al. 1997, Waddill et al.
1997). Die Injektionen erfolgten teilweise compu-
tertomographiegesteuert (Waddill et al. 1997) und
in 1 Fall als lokale Behandlung mittels eines spe-
ziellen Katheters in eine entfernt gelegene Meta-
stase (Nabel et al. 1994a). Nabel et al. (1993) be-
richteten iiber einen deutlichen Riickgang des Tu-
morwachstums, in 1 von 5 Patienten sogar iiber
die komplette Elimination zweier injizierter Tu-
morknoten und weiterer distaler nichtinjizierter
Metastasen. Dabei konnte nach 3-7 Tagen in Tu-
morbiopsien durch Immunhistochemie das HLA-
B7-Protein und die dazugehorige transferierte
Plasmid-DNA mittels PCR nachgewiesen werden.
In allen 5 Patienten fand sich eine autologe Antitu-
mor- und allogene zytotoxische Lymphozytenim-
munantwort. Stopeck et al. (1997) verabreichten 17
ebenfalls HLA-B7-negativen Patienten mit metasta-
sierendem Melanom aufsteigende Dosen von katio-
nischem Lipidvektor als intratumorale Injektionen,
wobei die Dosen 10, 50 und 250 mg DNA zur 1-
maligen Injektion und 10 mg zur 2- bis 3fachen
Injektion in 14-tigigen Intervallen betrugen. Tu-
morbiopsien wurden vor der 1. sowie 2 und 4 Wo-
chen nach der Injektion in Hinblick auf Plasmid-
prasenz (PCR), Transkription (RT-PCR) und Ober-
flichenexpression von HLA-B7-Protein mittels
Durchflusszytometrie und Immunhistochemie un-
tersucht. Die Proben nach der Injektion waren in
93% der Fille positiv. Als Komplikationen konnten
Toxizitat, Blutung, Pneumothorax und Hypotensi-
on beobachtet werden, wobei diese Komplikatio-
nen hauptsichlich auf die technische Durchfiih-
rung von Inktionen und Biopsien zuriickgefiihrt
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wurden. Die Autoren berichteten iiber eine mess-
bare Tumorverkleinerung in 50% der Fille, mit ei-
ner Groflenabnahme von mehr als 25% in 7 von
17 Patienten und mehr als 50% in 5 der 7 Patien-
ten. In 1 Patienten mit einem einzelnen Tumor-
knoten kam es zur kompletten Remission. Waddill
et al. (1997) sahen eine signifikante Verkleinerung
(>25%) in 6 von 10 Patienten, wobei 1 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 verstirkter HLA-B7-Expression und
der regelmiflige Einsatz von Kathetern zur lokalen
Applikation getestet (Nabel et al. 1995).

10.4.2.2 Glioblastom (malignes Astrozytom)

Definition und Inzidenz. Maligne Astrozytome oder
Glioblastome (auch als maligne Gliome oder Sta-
dium-III- oder -IV-Astrozytome bekannt) und die
weniger malignen anaplastischen Astrozytome ma-
chen etwa 1/4 der 5000 in den USA pro Jahr dia-
gnostizierten intrakranialen Gliome aus; bei Er-
wachsenen sogar 75% der Gliome. Aufgrund der
tiefgreifenden und uniformen Morbiditit trigt die-
ser Tumor auf einer Pro-Kopf-Basis mehr als alle
anderen Tumoren zu den Behandlungskosten bei.
Die Patienten, die in der Regel in der 5. Lebensde-
kade von dieser Krankheit befallen werden, treten
in einen Zyklus wiederkehrender Hospitalisationen
und Operationen mit zunehmenden Komplikatio-
nen und relativ ineffektiver Bestrahlungs- oder
Chemotherapie ein.

Pathogenese und Pathologie. Epidemiologische Un-
tersuchungen haben wenig zur Aufklirung der
Atiologie von malignen Astrozytomen beigetragen.
Manche Tumoren entstehen in Patienten mit einer
langen Anamnese von epileptischen Anfillen oder
Personlichkeitsstérungen aufgrund einer Dysfunk-
tion des Temporallappens und Narben nach Schi-
delverletzungen, was vermuten ldsst, dass in be-
stimmten Fillen maligne Zellen aus einer eher be-
nignen Proliferation der Glia entstehen.

Seltene Fille einer familidren Haufung lassen
auch auf eine genetische Komponente schliefen.
Wenigstens 4 humane Onkogene (sis, myc, src, n-
myc) wurden aus Zelllinien aus primiren Hirntu-
moren identifiziert. Die Rezeptoren fiir platelet-de-
rived growth factor (PDGF) und epidermal growth
factor (EGF) werden iiberexprimiert. '

Geringe Haufungen von Tumoren fanden sich
auch in bestimmten Berufsgruppen, insbesondere
der olverarbeitenden Industrie.

Die Erscheinung des Tumors dhnelt derjenigen,
die durch die Inokulation einer Vielzahl von Viren
durch Tiere verursacht wird. Typischerweise ist
das umliegende normale Gehirngewebe verformt
und mit gelblichem Tumorgewebe durchsetzt, das
nekrotische, zystische und hamorrhagische Anteile
enthilt. Die Histologie zeigt ein zellreiches Gewebe
zusammengesetzt aus heterogenen Gliazellen und
in die Lange gezogenen oder abgerundeten Astro-
zyten, die fibrilldres saures Gliaprotein produzie-
ren.

Klinische Manifestation. Die Patienten stellen sich
meist mit einem subakuten, zunehmenden neuro-
logischen Defizit vor, entweder in Form von foka-
len Symptomen oder als Personlichkeitsverinde-
rung. Mentale Verinderungen oder epileptische
Anfille konnen der Tumordiagnose um Monate
oder Jahre vorausgehen. Klinische Symptome, epi-
leptische Anfille oder neu aufgetretene Defizite
konnen auch plotzlich infolge von tumorbedingten
Himorrhagien in Erscheinung treten. Die Compu-
ter- oder Kernspintomographie zeigen ein hetero-
genes Anreicherungsmuster des Tumorgewebes,
durchsetzt mit hypodensen Foci, die am ehesten
mit Nekrose- und Odemarealen korrelieren. Sie
konnen sich als multiple Tumoren manifestieren,
was jedoch selten ist. In der Kernspintomographie
stellt sich der Tumor oft grofler dar als in der
Computertomographie.

Maligne Astrozytome konnen im Hirnstamm,
im Kleinhirn oder im Riickenmark entstehen, zu-
sdtzlich zu den deutlich hdufigeren Lokalisationen
innerhalb der weiflen Substanz der Grofhirnhe-
misphéren. Die Prognose fiir alle Manifestationen
hat sich leider in den letzten 20 Jahren nicht we-
sentlich gedndert. Nach der Behandlung kénnen
nur noch weniger als 6 Monate ausreichender
Hirnfunktion erwartet werden, bevor in den mei-
sten Patienten zunehmende Symptome den wieder-
kehrenden Tumor ankiindigen, 80% der Patienten
sterben innerhalb von 6-12 Monaten aufgrund ei-
nes Tumorrezidivs. Die fortschreitende neurologi-
sche Beeintrachtigung fiihrt schliefflich zu Stupor
und Koma. In meist jiingeren Patienten, die das
erste Jahr iiberleben, kommt es zu einer Dissemi-
nation des Tumors in die Meningen oder ins ven-
trikuldre Ependym. Metastasen auflerhalb des ZNS
sind extrem selten.



Gentherapie. Insgesamt wurde die Gentherapie in-
zwischen bei mindestens 377 Patienten mit Glio-
blastomen im Rahmen von 24 Protokollen einge-
setzt. Ergebnisse liegen bei Patienten vor, denen
Herpes-simplex-Virus-Thymidinkinase-Gen (HSV-
tk-Gen) tragende retrovirusproduzierende Zellen
in die Tumoren injiziert wurde (Culver et al
1994). In der Regel erfolgte nach 14 Tagen die sy-
stemische Behandlung mit Ganciclovir. In 12 Li-
sionen von 8 Patienten wurde eine iiber 25%ige
Reduktion des Tumorvolumens in der postthera-
peutischen Frithphase beobachtet. Bei 6 Lésionen
von 4 Patienten konnte ein therapeutischer Effekt
iiber 4-18 Monate nachgewiesen werden, obwohl
das HSV-tk-Gen nur in sehr wenigen Zellen detek-
tiert werden konnte (<0,17%) (Ram et al. 1995).
Izquierdo et al. (1997) zeigten an 2 Patienten, dass
fiir Tumoren >100 cm® eine Suizidgentherapie al-
lein mit Thymidinkinase (TK) und Ganciclovir
nicht ausreichend ist. Die Uberlebenszeit nahm
deutlich zu, wenn zusitzlich zur Suizidgentherapie
eine neurochirurgische Tumorverkleinerung vorge-
nommen wurde. Die 2 Patienten wurden deshalb
teilreseziert und erhielten eine wiederholte TK-
Ganciclovir-Gentherapie iiber ein Ommaya-Reser-
voir, das iiber einen Katheter mit der Tumorhohle
verbunden war. 11 bzw. 17 Monate nach der Be-
handlung waren die Patienten noch am Leben. Die
Magnetresonanztomographie zeigte ein verbleiben-
des Tumorwachstum entlang des Tumorbetts. So-
mit konnten Chirurgie und Gentherapie zwar die
Tumorproliferation nicht komplett kontrollieren,
waren jedoch in Kombination effektiver als jede
Therapie fiir sich allein. In einem deutschen Zen-
trum (Weber et al. 1997) wurden deshalb im Rah-
men einer Phase-II-Studie retrovirale Verpa-
ckungszellen mittels stereotaktischer Injektion
oder wihrend der offenen Tumorchirurgie in die
Tumoren von Patienten mit rezidivierenden Gliobla-
stomen nach Tumorverkleinerungsoperation inji-
ziert. Die Mauszelllinie produzierte retrovirale Vek-
toren, die fiir das Thymidinkinasegen kodieren. 14
Tage nach der Verabreichung von 10° Zellen in 50
Einzelinjektionen wurde mit der 2-w6chigen Ganci-
clovirtherapie begonnen. Es wurden keine Neben-
wirkungen in Bezug auf die intrazerebrale Verabrei-
chung der Mauszellen beobachtet, und die Therapie
wurde gut vertragen. Uber einen Nachbeobach-
tungszeitraum von 1 Jahr konnte in 1 von 10 Patien-
ten eine komplette Remission beobachtet werden
und in 5 weiteren iiberlebenden Patienten immer-
hin eine noch signifikante Lebensqualitit trotz Tu-
morprogression. Die Kernspinangiographie zeigte,
dass das Tumorwachstum sich dort fortsetzte, wo
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eine inkomplette Resektion erfolgt oder die thera-
peutische Injektion unzureichend war.

Oldfield et al. (1995) rekrutierten im Dezember
1994 insgesamt 15 Erwachsene mit leptomeningea-
ler Karzinomatose aufgrund von malignen Hirntu-
moren, wie Glioblastomen, Melanommetastasen
und Mammakarzinommetastasen, bei denen Vor-
behandlungen mittels Chirurgie, Bestrahlung oder
Chemotherapie versagt hatten. Ihnen wurden je-
weils 1 Mrd. murine PA317-Fibroblasten, die einen
TK-retroviralen Vektor produzieren, stereotaktisch
in vivo in die Tumoren injiziert. 1 Woche nach der
Injektion konnte mittels In-situ-Hybridisierung ge-
zeigt werden, dass Tk sowohl in der Verpackungs-
zelllinie als auch in einigen Tumorzellen expri-
miert wurde. Zur Induktion von Zellsuizid wurde
wie iiblich Ganciclovir fiir 14 Tage verabreicht. Au-
Ber einer transienten Inflammationsreaktion in ei-
nigen Patienten fanden sich weder Zeichen der To-
xizitdt noch der Enzephalitis. In einigen Patienten
kam es zu einer sichtbaren Verkleinerung des Tu-
morvolumens.

Ein anderer Ansatz, der derzeit in einer Phase-
I-Studie im Hinblick auf das Glioblastom sowie
fortgeschrittene Ovarial- und Mammakarzinome
untersucht wird, ist der Einsatz des MDR-Gens
(multi-drug resistance gene) in Knochenmark-
stammzellen (Hesdorffer et al. 1994, 1998). Hier-
mit werden wirkungsvollere Dosierungen von Che-
motherapeutika moglich, da das Knochenmark ge-
gen die medikamenteninduzierte Myelodepression
geschiitzt werden kann. Bei insgesamt 5 Patienten,
bei denen eine autologe Knochenmarktransplanta-
tion durchgefiihrt wurde, wurden bis zu 1/3 hiama-
topoetische Stammzellen und Knochenmarkpro-
gentitorzellen mit einem MDR-cDNA enthaltenden
retroviralen Vektor ex vivo transduziert und an-
schliefend zusammen mit den nichtmanipulierten
Zellen nach der Chemotherapie reinfundiert. Eine
hohe Rate an MDR-Transduktion wurde in ver-
schiedenen Zelllinien kurz nach der Transduktion
und Reinfusion gezeigt. Lediglich 2 dieser 5 Pa-
tienten hatten noch geringe MDR-Spiegel 10 bzw.
3 Wochen nach der Behandlung. Wahrscheinlich
wurden die zytokinstimulierten transduzierten Zel-
len von den anderen gleichzeitig infundierten und
nichtmanipulierten Zellen iiberwuchert. Die Virus-
iiberstinde der MDR-Retroviren und alle Patien-
tenproben nach der Transplantation waren frei von
replikationskompetenten Retroviren. Es traten wei-
terhin keine Nebenwirkungen in Bezug auf die
Knochenmarktransplantation auf.

In 1 Patienten, bei dem ebenfalls vorangegange-
ne Therapieversuche fehlgeschlagen hatten, wurde
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bisher eine Gentherapie mit IL-2 durchgefiihrt
(Sobol et al. 1995). Der Patient erhielt 10 subku-
tane Immunisierungen mit autologen Tumorzellen
und Fibroblasten, die durch retroviralen Gentrans-
fer genetisch modifiziert worden waren, um IL-2
zu sezernieren. Nach der Immunisierung mit An-
stieg an CD8"-zytotoxischen T-Zellen fand sich ein
Antitumoreffekt mit Tumornekrosezeichen in einer
Magnetresonanztomographie 4 Wochen nach der
Behandlung mit der hochsten Therapiedosis.

10.4.2.3 Lungenkarzinom

Inzidenz. In jedem Jahr werden allein in den USA
mehr als 100000 Ménner und 50000 Frauen durch
das primidre Lungenkarzinom befallen. 1997 waren
es insgesamt 178000 neue Fille und mehr als
160000 Todesfille durch Lungenkarzinom. Die
meisten der Betroffenen versterben innerhalb von
1 Jahr nach der Diagnosestellung, wodurch das
Lungenkarzinom mit etwa 30% an 1. Stelle der To-
desursachen aufgrund von Krebserkrankungen zu
stehen kommt. Die Inzidenzen des Lungenkarzi-
noms sind zwischen dem 55. und 65. Lebensjahr
am hochsten. Insgesamt steigt die Haufigkeit mit
der Zeit an, wodurch sich die altersangepasste
Sterberate durch Bronchialkarzinom alle 15 Jahre
verdoppelt. Erst durch die Antiraucherkampagne,
die vor 10-20 Jahren begann, kam es zu einer Ab-
flachung der Inzidenz des Lungenkarzinoms bei
weiflen Médnnern, wihrend die Inzidenz bei Frauen
weiter zunahm. Zum Zeitpunkt der Diagnosestel-
lung haben nur 20% der Patienten ein ortlich be-
grenztes Karzinom, bei 25% besteht bereits eine
Metastasierung in regionale Lymphknoten, und
55% haben Fernmestastasen. Selbst bei Patienten
mit vermutlich 6rtlich begrenztem Tumor betrigt
das 5-Jahres-Uberleben nur 30% fiir Minner und
50% fiir Frauen. Diese Uberlebensrate hat sich in
den letzten 20 Jahren nicht wesentlich gedndert.
Somit ist das Lungenkarzinom eines der grofiten
Gesundheitsprobleme mit generell besonders
schlechter Prognose trotz des Einsatzes aller bisher
verfiigbaren chirurgischen, chemotherapeutischen
und alternativen Therapiemdglichkeiten.

Pathologie. In der Regel findet die histologische
Klassifikation primdrer Lungenkarzinome Verwen-
dung, die von der Weltgesundheitsorganisation
(WHO) 1977 empfohlen wurde. Danach machen 4
Zelltypen 95% aller primédren Lungentumoren aus:
1. Platten- oder epidermoides Karzinom,

2. kleinzelliges Karzinom,

3. Adenokarzinom (einschliellich bronchioalveoli-
res Karzinom) und
4. grofizelliges, anaplastisches Karzinom.

Die iibrigen Karzinome umfassen kombinierte epi-
dermoide Adenokarzinome, Karzinoide, Tumoren
bronchialer Driisen (einschliefllich Zylindrome
und mukoepidermoide Tumoren), Mesotheliome
und andere seltene Formen. Die unterschiedlichen
Zelltypen bedingen verschiedene Krankheitsverldu-
fe und therapeutisches Ansprechen, weshalb die
histologische Differenzierung durch einen erfahre-
nen Pathologen sehr wichtig fiir die zu wahlende
konventionelle Behandlungsform ist. In den letzten
10 Jahren stieg aus unbekannten Griinden die Inzi-
denz des Adenokarzinoms, wihrend die des epi-
dermoiden Tumors abnahm.

Bei den bisherigen konventionellen Therapiever-
fahren war die histologische Klassifikation aus-
schlaggebend, je nachdem, ob es sich um ein
kleinzelliges oder nichtkleinzelliges (einschliellich
epidermoides, Adenokarzinom, grofizelliges, bron-
chioloalveoldres sowie gemischtes) Bronchialkarzi-
nom handelte. Im Allgemeinen ist der kleinzellige
Tumor zum Zeitpunkt der Entdeckung bereits fiir
eine chirurgische Behandlung zu weit gestreut und
wird deshalb bevorzugt mit Chemotherapie, mit
oder ohne kombinierter Bestrahlung, behandelt.
Im Gegensatz dazu sollte bei einer lokalisierten
Manifestation eines nichtkleinzelligen Karzinoms
ein kurativer Behandlungsversuch, operativ oder
mittels Radiatio, in Erwigung gezogen werden.
Das Ansprechen der nichtkleinzelligen Tumoren
auf eine Chemotherapie ist gewShnlich schwach,
was diese Therapieform fiir ein metastasierendes,
nichtkleinzelliges Lungenkarzinom weniger bedeu-
tend macht, als fiir Patienten mit der kleinzelligen
Form.

Atiologie. 90% aller Patienten mit Lungenkarzinom
aller histologischen Typen sind Raucher, wihrend
sich bei den seltenen Nichtrauchern gewdhnlich
ein Adenokarzinom findet. Das relative Risiko ist
bei aktiven Rauchern 13fach und bei iiber lange
Zeit passiven Rauchern 1,5fach erhéht. Vermutet
wird ein kokarzinogener Effekt von Rauchen sowie
anderen industriellen oder Umweltgiften wie Ra-
dongas, das aus natiirlichen Ressourcen stammt.
Bei Nichtrauchern mit Adenokarzinom der Lunge
miissen immer Primdrtumoren in einer anderen
Korperregion ausgeschlossen werden. Epidermoide
und kleinzellige Karzinome présentieren sich
meist als zentral gelegene Masse mit endobron-
chialer Ausbreitung, wiahrend sich Adenokarzi-



nome und grofizellige Lungenkarzinome meist als
periphere Raumforderungen mit Pleurabeteiligung
darstellen. Epidermoide und grofizellige Karzi-
nome neigen in 20% der Fille zur Kavernenbil-
dung. Das bronchioloalveoldre Karzinom kann als
einzelne Masse, diffuse multinoduldre Lasionen
oder Infiltrate in Erscheinung treten.

Neben der Primérpravention durch Aufgabe von
Rauchen und der Verbesserung bisheriger Thera-
pien wird neuerdings auch ein medikamentos pra-
ventiver Versuch mit Retinsdure begonnen. Auch
das Verstindnis genetischer Lasionen fiir die Pra-
disposition von malignen Tumoren ausgehend von
Luftwegepithelien ist ein wichtiger Schritt bei der
molekularen Friihdiagnostik und der Entwicklung
neuer Therapien, einschlieflich der Gentherapie.

Obwohl bisher geglaubt wurde, dass es sich
beim Lungenkarzinom des Menschen nicht um
eine genetische Erkrankung handelt, haben mole-
kulargenetische Untersuchungen gezeigt, dass Lun-
genkarzinomzellen 10-20 genetische Lasionen ak-
kumulieren, die eine Aktivierung von dominanten
Onkogenen und Inaktivierung von Tumorsuppres-
sorgenen oder rezessive Protoonkogene verursa-
chen. Tatsichlich scheint es, als miissten die Lun-
genkarzinomzellen eine grofle Anzahl solcher Mu-
tationen akkumulieren, um klinisch in Erschei-
nung zu treten. Was die dominanten Onkogene be-
trifft, sind Punktmutationen in der kodierenden
Region der ras-Familie unter den Onkogenen
(insbesondere das K-ras-Gen beim Adenokarzinom
der Lunge) und die Amplifikation, das Rearrange-
ment und/oder Verlust der transkriptionellen Kon-
trolle der myc-Familie unter den Onkogenen (c-,
N- und L-myc) gefunden wurden, wobei Veridnde-
rungen von c-myc beim nichtkleinzelligen Lungen-
karzinom und Verinderungen aller myc-Familien-
mitglieder beim kleinzelligen Karzinom gesehen
wurden. Tumormutationen von ras-Genen sind mit
einer schlechten Prognose von nichtkleinzelligen
Tumoren assoziiert und Tumoramplifikationen von
c-myc mit einer schlechten Prognose kleinzelliger
Tumoren.

Zytogenetische und Restriktionsfragmentlingen-
polymorphismusanalysen (RFLP-Analysen) rezessi-
ver Onkogene (Tumorsuppressorgene) zeigten De-
letionen (Allelverlust) der chromosomalen Regio-
nen 1lp, 1q, 3pl4, 3p21, 3p24-25, 3q, 5q (Gen-Clu-
ster der familidren Polyposis), 9p (Gen-Cluster
von Interferon), 11p, 13q14 (Retinoblastomgen: rb-
Gen), 16q, 17p13 (p53-Gen) und anderer Lokalisa-
tionen. Es gibt offensichtlich mehrere Kandidaten
rezessiver Onkogene im Bereich von Chromosom
3p, die nahezu in allen Lungenkarzinomen betei-
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ligt sind. Das p53- und rb-Gen sind in 90% aller
kleinzelliger Lungenkarzinome mutiert, wahrend
p53 in 50% und rb in 20% aller nichtkleinzelligen
Tumoren mutiert sind. Mutationen des Gen-Clu-
sters fiir die familidre Polyposis sind ebenfalls
héufig. Die grofle Anzahl genetischer Lidsionen in
klinisch erkennbaren Lungenkarzinomen fiihrte
zur Suche nach diesen Mutationen im Lungenge-
webe, noch bevor der Tumor zytopathologisch
nachweisbar ist, um somit eine molekulare Friih-
diagnose moglich zu machen, aber auch, um einen
intermedidren Endpunkt in Prédventionsanstren-
gungen und fiir eine chemotherapeutische Behand-
lung zu schaffen.

Die grofle Anzahl der Lasionen zeigt, dass die
Entwicklung des Lungenkarzinoms, dhnlich ande-
rer hiufiger epithelialer Malignome, ein Prozess
ist, der viele Schritte durchlduft. Hierbei sind so-
wohl Karzinogene, die die Initiation mittels Muta-
genese bewirken, und Tumorpromotoren, die das
Wachstum der Tumorzellen mit genetischen Lisio-
nen erlauben, involviert. Zellbiologische Untersu-
chungen haben gezeigt, dass Lungenkarzinomzel-
len eine grofle Menge an Peptidhormonen und de-
ren Rezeptoren produzieren, die das Tumorzell-
wachstum autokrin stimulieren konnen. Nikotin
spielt potenziell eine sehr zentrale Rolle in der Pa-
thogenese des Lungenkarzinoms. Im Zigaretten-
rauch bilden sich stark karzinogene Derivate von
Nikotin. Alle Typen von Lungenkarzinomzellen ex-
primieren Nikotinrezeptoren, die nikotinergen
Azetylcholinrezeptoren gleichen. Somit ist es mog-
lich, dass Nikotin direkt an der Pathogenese des
Lungenkarzinoms beteiligt ist.

Das Lungenkarzinom weist zwar keinen klaren
Mendel-Vererbungsmodus auf, es gibt jedoch eini-
ge Hinweise fiir eine potenzielle familidre Assozia-
tion. Diese schliefen vererbte rb- (Patienten mit
Retinoblastomen, die bis ins Erwachsenenalter
tiberleben) und p53-Mutationen (Li-Fraumeni-Syn-
drom) ein. Untersuchungen zeigten weiter, dass
Verwandte 1. Grads von Lungenkarzinompatienten
ein signifikant (2- bis 3fach) hoheres Risiko fiir
Lungen- oder andere Karzinome haben, die hdufig
nicht mit Rauchen assoziiert sind. Auflerdem ist
die chronisch-obstruktive Lungenerkrankung mit
einem erhohten Karzinomrisiko behaftet. Schlief3-
lich weisen einige Studien darauf hin, dass es eine
Assoziation zwischen dem p450-Enzym-Phdnotyp
oder -Genotyp und der Entwicklung von Lungen-
karzinom gibt (Tabelle 10.3).

Gentherapie. In 9 Protokollen wurden bisher min-
destens 73 Patienten mittels Gentransfer behandelt.
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Tabelle 10.3. Vergleich zwischen dem kleinzelligen und nichtkleinzelligen Bronchialkarzinom, modifiziert nach Harrison

Allgemeine neuroendrokrine Eigenschaften

Dichte Kerngranula
L-Dopa-Dekarboxylaseaktivitit
Chromogranin

Synaptophysin
Neuronspezifische Enolase
Kreatinkinase-BB-Isozyme
Leu-7, HNK-1-Antigene

Peptidhormonproduktion
Gastrinfreisetzende Peptidgenprodukte
Andere Neuropeptide

Andere Marker

HLA, f5,-Mikroglobulin
Intermedidre Filamentmuster
Neurofilamente
Opioidrezeptoren
Nikotinrezeptoren
EGF-Rezeptoren

Muzin

Oberflichenassoziierte Proteine
Karzinoembryonisches Antigen

Zytogenetik und Mutationen
3p-Deletionen
rb-Genmutationen
p53-Mutationen

Andere Deletionen
ras-Mutationen

Uberexpression der myc-Familie
Therapieantwort
Strahlentherapie

Kombinationschemotherapie
Allgemeine Regressionsrate
Vollstindige Regressionsrate
Allgemeine 5-Jahre-Uberlebensrate

Kleine hyperchromatische Nuklei
mit feinen Chromatinmustern
Nukleoli nicht unterscheidbar
Diffuse Zellschichten

Vorhanden
Hoch
Vorhanden
Vorhanden
Hoch
Hoch
Vorhanden

Vorhanden
ACTH, AVP, Kalzitonin, ANF

Fehlt/gering

GGG

Vorhanden
Vorhanden
Vorhanden

Gering oder fehlend
Fehlt

Fehlt

Vorhanden

Ungefihr 100%
Ungefihr 100%
>90%
Vorhanden
<1%

>50%

Objektive Schrumpfung in 80-90%

der Fille
Oft vollstindige Antwort

90%
50%
5%

(1994)
Charakteristika Kleinzellig Nichtkleinzellig
Histologie Wenig Zytoplasma Reichlich Zytoplasma

Pleomorphe Nuklei mit groben Chro-
matinmustern

Nukleoli oft auffallend

Driisenhafte oder schwammige Archi-
tektur

Fehlt*
Fehlt
Fehlt
Fehlt
Gering
Gering
Fehlt

Fehlt
PTH

Vorhanden

»Nicht-SCLC*

Fehlt

Vorhanden

Vorhanden

Vorhanden

Vorhanden in Adenokarzinomen
Vorhanden

Vorhanden

>90%

>20%

>50%
Vorhanden
Ungefahr 30%
>50%

Objektive Schrumpfung in 30-50%
der Fille
Ungewdhnlich vollstindig

30-40%
5%
8%

? 10% der nichtkleinzelligen Lungenkarzinome haben Zellpopulationen, die neuroendokrine Marker exprimieren, und diese
konnen am besten mit immunohistochemischen Farbungen nachgewiesen werden.

Target-Gene sind meist p53 und IL-2 sowie GM-
CSE, CD80, K-ras und TK. Es liegen Ergebnisse
aus 4 Studien vor. In 6 Patienten konnte gezeigt
werden, dass ein Reportergen mittels adenoviralem
Gentransfer sicher in Lungentumoren eingebracht
und das Gen in den Tumorzellen der Wirte iiber
mindestens 90 Tage exprimiert werden konnen.
Alle biologischen Fliissigkeiten, die mittels PCR
untersucht wurden, waren frei von rekombinantem

Virus (Tursz et al. 1996). Gahery-Segard et al.
(1997) untersuchten in einer Phase-I-Studie in 4
Patienten die Immunantwort auf Transgen und Vi-
rusprodukte nach adenoviralem Gentransfer bei
Lungenkarzinom. Es fand sich eine deutliche anti-
adenovirale zytotoxische T-Zell-Antwort, wobei
weiterhin ausreichend Transgen produziert wurde.
Die Antikorperproduktion gegen das Transgen
blieb durch die antiadenovirale Reaktion unbeein-



flusst, sodass eine Immunisierungtherapie auf
diese Weise moglich wire.

10 Patienten mit Bronchialkarzinom, die bereits
maligne Pleuraergiisse aufwiesen, wurden nach
Versagen aller konventionellen Therapien mit tu-
morinfiltrierenden Lymphozyten behandelt, in die
IL-2 ex vivo retroviral transferiert worden war. Die
Toxizit4t war mit transientem geringem Fieber nur
sehr niedrig. In 6 der 10 Patienten kam es inner-
halb von mindestens 4 Wochen nicht nur zur Aus-
bildung von Pleuraergiissen und in 1 Patienten
nicht mehr zur Riickbildung des Pleuraergusses,
sondern zusitzlich zu einer Tumorverkleinerung
im Computertomogramm (Tan et al. 1996). In ei-
ner anderen Studie konnte nach einer ,Vakzinati-
ons“-Behandlung unter Verwendung von IL-2-
transfizierten Fibroblasten und autologen Tumor-
zellen bei 1 Patienten mit nichtkleinzelligem Bron-
chialkarzinom keine Verinderung des Krankheits-
verlaufs erreicht werden (Veelken et al. 1997). Am
giinstigsten waren bisher die Ergebnisse nach di-
rekter Injektion eines retroviralen Vektors mit dem
Wildtyp-p53-Gen in nichtkleinzellige Bronchial-
karzinome (Roth 1996, Roth et al. 1996). Die
Phase-I-Studie begann 1995 mit der Behandlung
eines 60-jihrigen Manns mit einem nicht metasta-
sierten, jedoch nicht resezierbaren Lungenkarzi-
nom. Bestrahlung und Chemotherapie waren inef-
fektiv gewesen. Er erhielt eine bronchoskopische
intratumorale Injektion eines retroviralen Vektors
mit dem Neomycinresistenzgen (NeoR-Gen) und
dem p53-Tumorsuppressorgen. Die Vektorprasenz
wurde durch die NeoR-Expression in Biopsien 24 h
nach der Behandlung bestimmt und betrug etwa
40%. Am Tag 5 begannen sich die beiden vorbe-
stehenden Lisionen in eine entziindliche nichtkar-
zindse Fibrose zuriickzubilden, wobei bereits 80%
am Ende des ersten Monats verschwunden waren.
Eine therapiebedingte Toxizitdt fand sich nicht.
Insgesamt wurden 9 Patienten behandelt, bei de-
nen die konventionelle Therapie versagte hatte.
Die direkte intratumorale Applikation erfolgte
iiber Bronchoskopie oder kontrolliert durch die
Computertomographie. Mindestens 30 Tage nach
dem Transfer lief sich das therapeutische Gen
nachweisen, wobei iiber 5 Monate keine signifi-
kante vektorbezogene Toxizitit festzustellen war.
Nach der Behandlung lie} sich héufiger als in den
unbehandelten Geweben programmierter Zelltod
(Apoptose) nachweisen. In 3 Patienten kam es zur
Tumorregression und in weiteren 3 Patienten zum
Sistieren des Tumorwachstums (Roth et al. 1996).
Inzwischen fithrte Roth (1997) auch eine Studie
mit adenoviralem Transfer von p53 durch. Bis zum
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Abschluss im Juli 1997 wurden bereits 53 Patien-
ten mit nichtkleinzelligem Bronchialkarzinom ein-
geschlossen (Wiley 1998).

10.4.2.4 Mesotheliom

Atiologie und Inzidenz. Das maligne Mesotheliom
ist ein priméres Neoplasma der mesothelialen Aus-
kleidungen der Pleura- (80%) oder Peritonealhoh-
len (19,5%), selten auch der Tunica vaginalis des
Skrotums. Es wurde ein Zusammenhang mit vor-
hergehender Exposition mit Asbest gezeigt. Wei-
terhin kann es mit bestimmten genetischen Pri-
dispositionen und vorangegangenen Virusexposi-
tionen (z.B. Simian virus 40) assoziiert sein. Ob-
wohl die Inzidenz relativ selten ist, ist das Meso-
theliom fiir etwa 3000 Tote/Jahr in den USA ver-
antwortlich, vergleichbar mit den durch das Hodg-
kin-Lymphom verursachten Todesféllen. Die Inzi-
denz steigt in US-amerikanischen Ménnern mit ei-
ner Rate von 13% und noch schneller in anderen
Regionen der Welt an, in denen die Exposition ge-
geniiber Asbest nicht gut geregelt und {iberwacht
ist.

Das mittlere Uberleben fiir Patienten mit Meso-
theliom betrigt ab dem Zeitpunkt der Diagnose-
stellung zwischen 1 und 2 Jahren, wobei das Uber-
leben fiir Patienten mit diesem Tumor sehr varia-
bel sein kann. Als Behandlung stehen 3 Standard-
tumortherapien zur Verfiigung, die entweder allein
oder in Kombination eingesetzt werden:

1. die chirurgische Resektion,
2. die Bestrahlung und
3. die Chemotherapie.

Leider hat bis heute keine dieser Therapien eine
effiziente Lebensverlingerung bewirkt. Bei der Re-
sektion verbleiben oft Geweberinder, die nicht tu-
morfrei sind; die Bestrahlung ist durch das Tu-
morvolumen und die mangelnde Toleranz umlie-
gender Gewebe und Organe gegeniiber der Be-
strahlung limitiert, und die Chemotherapie war in
der Regel ineffektiv (maximal 20-30% Thera-
pieantwort bei Kombinationschemotherapie). Auch
bei extensiven Kombinationstherapien war die Pro-
gnose durch die erhebliche perioperative Morbidi-
tit und Mortalitit sehr schlecht und resultierte
meist in einem Uberleben von nur wenigen Mona-
ten. Aus diesem Grund sind andere Therapien not-
wendig, wobei bestimmte Charakteristika der Er-
krankung fiir eine Gentherapie sprechen. Ein Vor-
teil ist die einzigartige Zuganglichkeit des Tumors
iiber den Pleuraraum fiir die Vektorapplikation
und die nachfolgenden Untersuchungen ein-
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schliefflich Biopsien. Eine Kombination mit einer
vorangehenden Tumorverkleinerung erscheint da-
bei viel versprechend. Ein weiterer Vorteil ist die
flichenhafte lokale Ausbreitung, die fiir die Morbi-
ditdt und Mortalitit der Erkrankung verantwort-
lich ist, anstelle einer frithen Metastasierung in
entlegene Organe. Somit konnten kleine lokale Ef-
fekte bereits einen erheblichen Einfluss auf die
Prognose haben.

Gentherapie. Bisher wurden 33 Patienten in 3 Pro-
tokollen eingeschlossen. Eine Phase-I-klinische
Studie wurde inzwischen abgeschlossen, bei der
ein adenoviraler Vektor mit dem HSV-tk-Gen ein-
gesetzt worden war (Albelda et al. 1997). Vorlaufi-
ge Berichte erwéhnen eine nur geringe Toxizitit
und den molekularen Nachweis eines erfolgreichen
In-situ-Gentransfers. Auch Sterman et al. (1998a)
verwendeten in einer Phase-I-Studie die Kombina-
tion eines adenoviralen Vektors mit dem HSV-tk-
Suizidgen. Aufsteigende Dosen wurden als intra-
pleurale Applikationen verwendet, um maximal
vertragliche Dosen fiir diese lokale Therapie her-
auszufinden. Insgesamt wurden 21 bis dahin unbe-
handelte Patienten eingeschlossen, wobei Virusdo-
sen von 1x10° pfu bis zu 1x10" pfu eingesetzt
wurden. Es handelte sich um replikationsinkompe-
tente adenovirale Vektoren mit dem HSV-tk-Gen
unter der Kontrolle eines RSV-Promotors (Rous-
Sarkoma-Virus-Promotors). 2 Wochen nach der
intrapleuralen Applikation erfolgte die systemische
Therapie mit Ganciclovir. Die ersten 15 Patienten
wurden thorakoskopischen Pleurabiopsien vor und
3 Tage nach der Vektorapplikation unterzogen. Bei
den letzten 6 Patienten wurde nur eine Biopsie
nach der Vektorinstillation durchgefiihrt. Es wurde
keine Toxizitit erreicht, die die Dosis limitiert
hitte. Die Nebenwirkungen waren minimal, mit
Fieber, Andmie, transienten Erhéhungen der Le-
berenzyme, bullsen Hauteruptionen und voriiber-
gehenden systemischen Entziindungsreaktionen
bei den Patienten, die die héchsten Dosen erhiel-
ten. Erhebliche intrapleurale und intratumorale
Immunreaktionen wurden ausgelost. Insgesamt
wurde diese intrapleurale Therapie gut toleriert.
Mittels RNA-PCR, In-situ-Hybridisierung, Immun-
histochemie und Immunblots konnte der erfolgrei-
che Gentransfer zumindest bei den hohen Thera-
piedosen nachgewiesen werden. Die Therapie war
dabei allerdings durch die oft fleckférmige und
oberflichliche Verteilung des Gentransfers im Be-
reich des Tumors limitiert. Eine klinische Beurtei-
lung der Patienten in dieser Phase-I-Studie war
aufgrund der Heterogenitit der Patienten beziig-

lich Alter, Stadium, Histologie und Vektordosis
schwierig. Mehrere Patienten mit Karzinomen im
frithen Stadium und ein Patient in fortgeschritte-
nem Stadium zeigten eine Verlangsamung des kli-
nischen und/oder radiologischen Progresses. Aller-
dings 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 IL-2-Gen durch (Davidson et al.
1992, Mukherjee et al. 1997). Hierfiir wurde ein
partiell immunkompetentes Vacciniavirus (VV)
verwendet und wiederholt als VV-IL-2-Konstrukt
intratumoral in tastbare Tumormassen von Patien-
ten mit fortgeschrittenem malignem Mesotheliom
injiziert. Biospien der Tumormassen der Brust-
wand wurden vor der Therapie und an den Tagen
1-3 sowie 6-8 nach der Vektorinjektion jedes Be-
handlungszyklus gewonnen. Kulturen von Tumor-
biospien und Blutproben wurden in Hinblick auf
Virusprasenz und VV-IL-2-Expression mittels se-
miquantitativer RT-PCR untersucht. Das Serum
wurde zusitzlich auf Antikorper gegen Vacciniavi-
rus untersucht. Familienmitglieder, Krankenhaus-
personal in Kontakt mit den behandelten Patienten
und der erste behandelte Patient erhielten Impfun-
gen gegen Vacciniavirus, bevor die Gentherapien
durchgefiihrt wurden. Es wurden 4 Patienten mit
Brustwandtumormassen durch Mesotheliom in die
Studie eingeschlossen. Sie erhielten insgesamt 13
Injektionen von 1x10” pfu VV-IL-2-Vektor. VV-IL-
2-mRNA wurde in den seriellen Tumorbiopsien 3-
6 Tage nach der Injektion nachgewiesen, wobei die
Spiegel reproduzierbar bis zum Tag 8 bis an die
Nachweisgrenze abnahmen. In allen Patienten wur-
den durch die intratumoralen Vacciniavirusinjek-
tionen signifikante Serumantikérperspiegel indu-
ziert. Diese Antikorperspiegel hatten allerdings in-
teressanterweise keinen Einfluss auf das Erschei-
nungsbild oder die Dauer der VV-IL-2-mRNA-Ex-
pression, sie verhinderten lediglich eine Kultur des
Virus aus den Tumorbiopsien. Lediglich aus dem
Tumor des einzigen Patienten, der keine Impfung
erhalten und keine vorbestehenden Antikorpertiter
hatte, lie8 sich Virus kultivieren. Die Toxizitit war
bis auf geringes Fieber minimal, und es gab keine
klinischen oder serologischen Zeichen einer Aus-
breitung dieses partiell replikationskompetenten
Virus als Folge des Patientenkontakts. Bis jetzt
wurde in keinem der Patienten eine signifikante
Tumorregression beobachtet, lediglich geringe in-
tratumorale zellulire Immunantworten traten auf.
Als nichster Schritt ist eine Anderung der Dosis



und der zeitlichen Planung bei den Behandlungen
vorgesehen.

Eine andere Phase-I-Studie kombiniert als Ele-
mente toxische Medikamentenvorstufen mit Im-
munverstirkungsgentherapie  (Sterman et al.
1998b). Hier werden allogene bestrahlte Zellen ei-
ner Ovarialkarzinomzelllinie nach retroviraler
Transfektion mit HSV-tk (PA1-STK-Zellen) intra-
pleural injiziert und anschlieflend eine systemische
Behandlung mit Ganciclovir durchgefiihrt. Die Ra-
tionale hinter dieser Studie ist, dass die PA1-STK-
Zellen nach der Instillation in den Bereich des in-
trapleuralen Tumors migrieren werden und dann
das Abtoten der Mesotheliomzellen durch einen
Bystander-Effekt nach den Ganciclovirinfusionen
erleichtern sollen. Das gleiche Behandlungsprinzip
wird derzeit von Freeman et al. (1992) bei Patien-
tinnen mit fortgeschrittenem Ovarialkarzinom ein-
gesetzt. Ziel der intrapleuralen Therapie ist es, mit
aufsteigenden Dosen die maximal tolerierbare Do-
sis an PA1-STK-Zellen herauszufinden. Fiir die Ap-
plikation wird ein kleiner intrapleuraler Katheter
eingelegt. Ergebnisse liegen derzeit noch nicht vor.

10.4.2.5 Nierenzellkarzinom

Inzidenz. Das Nierenzellkarzinom, auch renales
Adenokarzinom oder Hypernephrom genannt,
macht 85% aller primédren Nierenmalignome aus.
Ungefahr 25000 neue Fille mit etwa 10000 Todes-
fillen werden jéhrlich allein in den USA diagnosti-
ziert. Der Altersgipfel liegt zwischen 55 und 60
Jahren, wobei die Geschlechterverteilung Mén-
ner:Frauen=2:1 betrigt. Risikofaktoren sind Ziga-
rettenrauchen und die Exposition gegeniiber Kad-
mium. Eine vererbbare Form des Nierenzellkarzi-
noms findet sich mit einem hohen Anteil bei Pa-
tienten mit Morbus Hippel-Lindau (Himangiome
der Netzhaut und des Zentralnervensystems mit
ausomomal-dominanter Ubertragung). Der geneti-
sche Defekt, der mit dieser Erkrankung assoziiert
ist, wurde identifiziert. Marker mit chromosoma-
len Lokalisationen zwischen Chromosom 3 und 8
sowie Chromosom 3 und 11 wurden in einigen Fa-
milien mit gehduftem Nierenkarzinom gefunden.
Andere zytogenetische Abnormalititen umfassen
verinderte Chromosomen 1, 11 und 17. Dialysepa-
tienten mit terminaler Niereninsuffizienz konnen
Nierenzysten und damit assoziierte Nierenkarzi-
nome entwickeln. Das Nierenzellkarzinom entsteht
in den Epithelien der proximalen Tubuli.

Stadieneinteilung, Primédrbehandlung und Prognose.
Falls es keine Hinweise fiir eine Metastasierung
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gibt, ist die radikale Nephrektomie Therapie der

Wahl. Viele Urologen empfehlen zusitzlich eine re-

gionale Lymphknotenentfernung. Die perioperative

Embolisation der wichtigsten Nierenarterie mit ei-

ner Anzahl verschiedener Agenzien erleichert die

Operation bei besonders groflen Lisionen. Die pe-

ri- oder postoperative Bestrahlung spielt keine

Rolle.

Entsprechend der chirurgischen und pathologi-
schen Evaluation ergeben sich folgende Stadien:

1. im Stadium I ist der Tumor durch die Nieren-
kapsel begrenzt;

2. im Stadium II besteht eine Invasion durch die
Nierenkapsel in die Gerota-Faszie;

3. im Stadium III besteht eine Beteiligung regiona-
ler Lymphknoten, der ipsilateralen Nierenvene
oder V. cava;

4. im Stadium IV sind Fernmetastasen nachweis-
bar.

Das 5-Jahres-Uberleben fiir das Stadium I betrigt
60-75%, fiir das Stadium II 47-65%, fiir das Sta-
dium III ohne Beteiligung regionaler Lymphknoten
25-50%, mit Beteiligung regionaler Lymphknoten
5-15% und fiir das Stadium IV <5%. Das Anspre-
chen auf Chemotherapie betrigt nur etwa 15%.

Gentherapie. Bisher wurden mindestens 79 Patien-
ten innerhalb von 6 Protokollen gentherapeutisch
behandelt. In 5 Patienten mit Nierenzellkarzinom
bzw. metastasierendem Melanom wurden tumorin-
filtrierende Lymphozyten mit Hilfe eines Marker-
gens retroviral transduziert. Die Transfektionseffi-
zienz betrug 1-26%, wobei die genmodifizierten
Lymphozyten noch mindestens 260 Tage nach der
Reinjektion nachweisbar waren. Die erhoffte selek-
tive und lang anhaltende Retention in den Tumo-
ren fand sich dhnlich wie in den Melanompatien-
ten nicht (Merrouche et al. 1995). In einer Phase-
I-Studie konnte unter Verwendung von IL-2-trans-
fizierten Fibroblasten und autologen Tumorzellen
gezeigt werden, dass in 1 von 3 behandelten Pa-
tienten eine priferenzielle Lyse autologer und par-
tiell allogener Nierenzellkarzinomzellen bestand.
Klinisch konnte bei 1 Patienten iiber 5 Monate
wihrend und nach der Immunisierung eine Stabi-
lisierung des Krankheitszustands erreicht werden
(Veelken et al. 1997). Eine weitere Studie zur Im-
muntherapie mit IL-2-sezernierenden, retroviral
transduzierten Nierenkarzinomzellen wird derzeit
von Génsbacher et al. (1992) durchgefiihrt. Weitere
Target-Gene sind IL-4, HLA-B7 und GM-CSE, wo-
bei Retroviren und Liposomen als Vektoren Ver-
wendung finden.
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10.4.2.6 Kolonkarzinom

Das Dickdarmkarzinom ist nach dem Lungenkar-
zinom das zweithdufigste Malignom in den USA.
Ungefidhr 152000 Neuerkrankungen mit 57000 To-
desfillen wurden in den USA fiir 1993 vorausge-
sagt. Die Inzidenz und Mortalitit dieses extrem
weit verbreiteten Malignoms haben sich in den
letzten 40 Jahren nicht wesentlich gedndert. Das
kolorektale Karzinom kommt gewdhnlich in Pa-
tienten >50 Jahre vor.

Atiologie und Risikofaktoren: Diit. Die Atiologie des
Dickdarmkarzinoms scheint meist mit Umweltbe-
dingungen assoziiert zu sein. Die Erkrankung tritt
haufiger in der Bevolkerung der oberen soziodko-
nomischen Klassen auf, die in Stadtgebieten leben.
Epidemiologische Studien in verschiedenen Lin-
dern haben eine direkte Korrelation zwischen der
Sterblichkeit aufgrund des kolorektalen Karzinoms
und des Pro-Kopf-Verbrauchs von Kalorien,
fleischlichem Protein, Fett und Ol sowie der Erhé-
hung von Serumcholesterinspiegeln und der Sterb-
lichkeit durch die koronare Herkrankheit gezeigt.
Geographische Variationen beziiglich der Inzidenz
scheinen keine genetische Grundlage zu haben, da
eingewanderte Bevolkerungsgruppen tendenziell
dhnliche Inzidenzraten fiir das kolorektale Karzi-
nom aufweisen wie die Bevolkerung ihrer Gastlin-
der. Es wird deshalb davon ausgegangen, dass be-
stimmte Erndhrungsweisen die Entwicklung des
kolorektalen ~Karzinoms beeinflussen.  Bisher
konnte jedoch kein einzelner Erndhrungsbestand-
teil als ursidchliches oder protektives Agens ausrei-
chend identifiziert werden, um spezifische Emp-
fehlungen fiir weitgehende Anderungen der Essge-
wohnheiten zu rechtfertigen. Es gibt jedoch Hin-
weise dafiir, dass die Gabe von Kalzium und Aspi-
rin das Risiko eines Kolonkarzinoms reduzieren
kann. Kalzium inaktiviert Karzinogene im Darm
moglicherweise durch die Bildung von unldslichen
Seifen. Diese Erkenntnis basiert auf der Beobach-
tung, dass Kalziumgaben bei familidarem Kolonkar-
zinom zu einer Verringerung der Proliferation von
Epithelzellen des Kolons fiihrten und auf der
Untersuchung der Essgewohnheiten einer Bevol-
kerungskohorte von 2000 Ménnern >19 Jahre.
Aspirin, ein Hemmer des Arachidonsduremeta-
bolismus, hemmt das chemisch induzierte Wachs-
tum von Kolontumoren in Nagern. Es gibt auch
Hinweise dafiir, dass es die Mortalitit aufgrund
von kolorektalen Tumoren im Menschen reduzie-
ren kann. Groflere Studien hierzu fehlen jedoch
noch.

Hereditdre Faktoren und Syndrome. Mindestens 25%

der Patienten mit kolorektalem Karzinom haben

als Hinweis fiir eine mogliche hereditire Pradispo-

sition eine familidre Anamnese in Hinblick auf

diese Erkrankung. Solche vererblichen Dickdarm-

karzinome konnen in 2 Hauptgruppen eingeteilt

werden:

1. die gut untersuchten, jedoch relativ seltenen Po-
lyposissyndrome und

2. die weniger charakterisierten, wesentlich haufi-
geren Non-Polyposissyndrome.

Die Polyposis coli ist eine seltene Erscheinung, die
durch tausende adenomatdse Polypen des gesam-
ten Dickdarms charakterisiert ist. Die Veranlagung
ist in der Regel autosomal-dominant, Spontanmu-
tationen werden gelegentlich beobachtet. Durch
molekularbiologische Untersuchungen konnte die
Deletion des langen Arms von Chromosom 5
(APC-Gen) mit der Polyposis coli assoziiert wer-
den. Es wurde die Hypothese aufgestellt, dass der
Verlust des Genmaterials zu einem Fehlen von Tu-
morsuppressorgenen fithrt, deren Genprodukt die
Inhibition von Tumorwachstum bewirken wiirde.
Kombiniert mit der Polyposis coli kénnen deshalb
auch andere Tumoren auftreten, die je nach ihrer
Lokalisation zu einem Gardener- bzw. Turcot-Syn-
drom fithren, wobei die Polyposis coli oft erst um
das 25. Lebensjahr festgestellt wird. Ohne chirurgi-
sche Therapie (totale Kolektomie) entwickelt sich
in den meisten Patienten vor dem 40. Lebensjahr
ein kolorektales Karzinom. Die Polyposis coli wur-
de bereits gut untersucht und scheint pathophysio-
logisch auf abnormalen Proliferationsmustern der
Kolonmukosa mit fehlender zelluldrer Reparatur
zu basieren. Nachkommen von Patienten mit Poly-
posis coli, die zum Zeitpunkt der Diagnosestellung
ihrer Eltern meist bereits Teenager sind, haben ein
Risiko von 50%, ebenfalls unter dieser Krankheit
zu leiden und miissen bis zum 35. Lebensjahr re-
gelmifig endoskopisch untersucht werden. Mole-
kularbiologische Bestimmungen fiir das APC-Gen
konnten in Zukunft die Diagnosestellung erleich-
tern.

Die hereditdre Praddisposition fiir das kolorek-
tale Karzinom in Familien ohne Anamnese fiir Po-
lyposis coli, das so genannte hereditire Non-Poly-
posis-Dickdarmkarzinomsyndrom, scheint gesi-
chert, seitdem mehrere 100 Familien identifiziert
wurden, die ein bis zu 50%iges Risiko fiir Kolon-
karzinome haben. Betroffen waren hier insbeson-
dere die proximalen Dickdarmanteile. In diesen
Familien waren auch gehdufte multiple Primértu-
moren anzutreffen, bei Frauen insbesondere die



Kombination von kolorektalen und endometrialen
Adenokarzinomen. Auch hier scheint der Verer-
bungsmodus autosomal-dominant zu sein, wobei
wahrscheinlich eine Abnormalitit des Chromo-
soms 2 zugrunde liegt. Das Manifestationsalter des
Adenokarzinoms liegt bei 45 Jahren und somit 15-
20 Jahre frither als in der allgemeinen Bevolke-
rung. Auch hier miisen sich Nachkommen regel-
mifligen endoskopischen Untersuchungen ab dem
25. Lebensjahr unterziehen.

Entziindliche Darmerkrankungen. Das Dickdarmkar-
zinom stellt eine nicht seltene Komplikation iiber
viele Jahre bestehender entziindlicher Darmerkran-
kungen dar. Die ulzerative Kolitis fithrt dabei hdu-
figer zu einem Neoplasma als die granulomatdse
Kolitis, wobei diese beiden Kolitisformen aller-
dings nicht immer sicher voneinander abzugren-
zen sind. In den ersten 10 Jahren nach Beginn ei-
ner entziindlichen Darmerkrankung ist das Risiko
noch sehr gering, steigt dann jedoch um 0,5-1,0%/
Jahr, was nach 25 Jahren zu einem kumulativem
Risiko von 8-30% fithrt. Die Vorsorgeuntersu-
chungen zur rechtzeitigen Erkennung der Tumo-
rentstehung sind bei Patienten mit entziindlichen
Darmerkrankungen besonders schwierig, da sich
die Symptome wie blutige Diarrho, Bauchkrampfe
und Darmobstruktion sehr gleichen. Der Wert ei-
ner histologischen Untersuchung von Mukosabiop-
sien mit dem Ziel der Identifizierung von prdma-
lignen Mukosadysplasien als Entscheidungshilfe
fir eventuelle chirurgische Resektionen ist noch
ungewiss.

Andere Hochrisikokonstellationen. Aus bisher unbe-
kannten Griinden weisen Patienten mit einer En-
dokarditis oder Septikdmie mit Streptococcus bovis
eine hohere Inzidenz von okkulten kolorektalen
Karzinomen und Karzinomen des oberen Ga-
strointestinaltrakts auf. Nach Anlage einer Ureter-
sigmoidostomie besteht nach 15-30 Jahren ein um
5-10% hoheres Risiko, ein kolorektales Karzinom
zu entwickeln.

Polypen. Es wird angenommen, dass unabhingig
von der Atiologie die Mehrheit der kolorektalen
Karzinome aus adenomatdsen Polypen entstehen.
Ein Polyp ist eine makroskopisch erkennbare Pro-
trusion der Schleimhautoberfliche und kann pa-
thologischerseits in nichtneoplastische Hamartome
(juveniler Polyp), eine hyperplastische Mukosapro-
liferation (hyperplastischer Polyp) oder einen ade-
nomatdsen Polyp eingeteilt werden. Ausschliefflich
Adenome sind eindeutig pramaligne, und lediglich
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eine Minderheit solcher Lasionen entwickeln sich
zu einem Karzinom. Das Screening ganzer Bevol-
kerungsgruppen und Autopsiestudien ergab, dass
sich in etwa 30% der Menschen mittleren und ho-
heren Lebensalters adenomatdse Polypen finden.
Aufgrund dieser Prévalenz und der bekannten In-
zidenz des kolorektalen Karzinoms ergibt sich,
dass weniger als 1% der Polypen tatsdchlich mali-
gne werden. Die meisten Polypen verursachen
keine Symptome und bleiben unentdeckt. Okkultes
Blut im Stuhl wird in <5% dieser Patienten nach-
gewiesen.

Pathogenese. Ein Reihe von molekularen Verinde-
rungen wurden fiir die DNA adenomatdser Poly-
pen, dysplastischer Lasionen und fiir Polypen, die
mikroskopische Foci von Tumorzellen enthielten
(z.B. Carcinoma in situ), beschrieben. Vereinbar
mit einem viele Schritte umfassenden Prozess, der
schliefflich zum Karzinom fiihrt, wurden eine Rei-
he von Verinderungen beobachtet, die meist mit
einer spezifischen Mutation des ras-Protoonkogens
beginnen, gefolgt von Deletionen der Chromoso-
men 5, 18 und 17 (Abb. 10.11). Der Verlust von ge-
netischem Material des kurzen Arms von Chromo-
som 17 ist offensichtlich mit der Aktivierung eines
Gens assoziiert, das zu einer Produktion von
transfomationsassoziiertem p53 fiithrt. Auf diese
Weise kann die Alteration des Proliferationsmu-
sters der Kolonmukosa, die zur Entwicklung eines
Polypen und schliefflich zu einem Karzinom fiihrt,
die mutationsbedingte Aktivierung eines Onko-
gens verursachen, gefolgt von und verbunden mit
dem Verlust von Genen, die normalerweise die Tu-
morentstehung unterdriicken. Basierend auf die-
sem Modell wird angenommen, dass sich das Neo-
plasma ausschliefflich in solchen Polypen entwi-
ckeln kann, in denen alle diese Mutationen statt-
finden.

Tumormarker. Vor jeder Resektion sollte Carcinoem-
bryonic antigen (CEA) bestimmt werden. Kommt
es im Verlauf zu einem Anstieg des Markers, be-
steht der Verdacht auf ein Rezidiv. Die Anwesen-
heit eines abnormalen DNA-Gehalts (z.B. Aneu-
ploitdt) und spezifische chromosomale Deletionen
(z.B. so genannter Allelverlust) von Tumorzellen,
wie sie mit Flusszytometrie und Restriktionsldn-
genpolymorphismusanalyse bestimmt werden kén-
nen, scheinen mit einem héheren Metastasierungs-
risiko verbunden zu sein.

Gentherapie. Mindestens 32 Patienten wurden bis-
her im Rahmen von 11 gentherapeutischen Proto-
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kollen behandelt. In einer Phase-I-Studie konnte
unter Verwendung von IL-2-transfizierten Fibro-
blasten und autologen Tumorzellen bei 2 Patienten
keine Verinderung des Krankheitsverlaufs beob-
achtet werden (Veelken et al. 1997). Rubin et al.
(1994) verwendeten in ihrer Phase-I-Studie eine
Immunisierungsstrategie mit direktem Gentransfer
von HLA-B7 in Lebermetastasen des kolorektalen
Karzinoms. Beim Abschluss der Studie im Jahr
1995 konnten die In-vivo-Expression von HLA-B7
und eine Immunantwort mit zytotoxischen T-Lym-
phozyten (CTL) bestdtigt werden. Eine Tumorre-
gression fand sich in 6 von 15 behandelten Patien-
ten, 4 Patienten starben jedoch im Rahmen der
Tumorprogression. Die Erbrobung einer anderen
Immunisationsstrategie erfolgt derzeit in 2 weite-
ren Kklinischen Protokollen. CEA-exprimierendes
rekombinantes Vacciniavirus (Tsang et al. 1995)
oder ein entsprechendes CEA-exprimierendes Po-
lynukleotid (Conry et al. 1996) wird in Tumorpa-
tienten injiziert, wodurch die Produktion von An-
tikorpern gegen Kolonkarzinom, das CEA als Anti-
gen trigt, angeregt wird.

10.4.2.7 Leberzellkarzinom (hepatozelluldres Karzinom)
Epidemiologie und Atiologie. Das primire hepatozel-

luldre Karzinom ist einer der hiufigsten Tumoren
der Welt. Es kommt v.a. in Asien und Teilen Afri-

zeigt, modifiziert nach Harrison (1994)

kas vor, wo die Inzidenz pro Jahr bis zu 500 Fille/
100000 Einwohner betrdgt. In Westeuropa und in
den Vereinigten Staaten ist es weit weniger vertre-
ten und macht nur 1-2% aller maligner Tumoren
bei Autopsie aus. Das hepatozelluldre Karzinom ist
in Minnern bis zu 4-mal hdufiger als in Frauen
und entsteht meist in der zirrhotischen Leber. Die
hochste Inzidenz besteht in der westlichen Welt in
der 5. bis 6. Lebensdekade, in den Regionen Afri-
kas und Asiens, die eine hohe Privalenz fiir das
Leberkarzinom aufweisen, jedoch 1-2 Dekaden
frither.

Der Hauptgrund fiir die hohe Inzidenz des he-
patozelluldren Karzinoms in Teilen Afrikas und
Asiens liegt in der Héufigkeit chronischer Infektio-
nen mit dem Hepatitis-B- (HBV) und Hepatitis-C-
Virus (HCV). Diese chronischen Infektionen fiih-
ren oft zur Leberzirrhose, was wiederum einen ho-
hen Risikofaktor fiir das hepatozellulire Karzinom
darstellt; 60-90% dieser Tumoren treten in Patien-
ten mit makronoduldrer Zirrhose auf. Die Rolle
von HBV als Faktor erscheint sehr iiberzeugend.
Untersuchungen in Regionen Asiens, in denen
HBV-Infektionen und das hepatozellulire Karzi-
nom besonders pravalent sind, zeigten, dass die
Inzidenz des Karzinoms iiber die Zeit etwa
100fach hoher in Individuen mit HBV-Infektion ist
als in nichtinfizierten Kontrollpersonen. In Patien-
ten mit HBV-Infektionen und hepatozellulirem



Karzinom kann die HBV-DNA sowohl in Tumor-
zellen als auch in umliegenden normalen Hepato-
zyten in die genomische DNA der Gastzellen inte-
griert sein. Zusitzlich kann es durch insertionelle
Mutagenese, chromosomales Rearrangement oder
transkriptionale Transaktivierungsaktivititen des
X-Chromosoms und der Pri-52/S-Regionen des
HBV-Genoms zu Veridnderungen der zelluliren
Genexpression kommen. Diese Veridnderungen tre-
ten wahrscheinlich begiinstigt durch den Prozess
der Leberverletzung und -reparatur auf.

Seit 1989 entdeckt wurde, dass HCV fiir die
meisten Fille der Non-A-Non-B-Hepatitiden zu-
stindig ist, konnten auch zahlreiche Beweise ge-
funden wurden, dass HCV auch beim hepatozellu-
liren Koma eine Rolle spielt. Tatsdchlich zeigten
sogar Untersuchungen aus Europa und Japan, dass
HCV in Patienten mit hepatozellulirem Koma eine
grofere Privalenz hat als HBV. In einigen Patien-
ten finden sich sogar beide Infektionen, wobei
aber offensichtlich kein Unterschied im Verlauf des
Lebertumors besteht, unabhingig von einer singu-
laren oder kombinierten Infektion. Lediglich der
Zeitpunkt des Auftretens des hepatozelluldren Kar-
zinoms wird durch die Art des Virus beeinflusst:
In Asien wird die Hepatitis B bereits bei der Ge-
burt durch eine perinatale Ubertragung erworben,
wihrend Hepatitis C meist durch Bluttransfusio-
nen im Erwachsenenalter aquiriert werden. Dem-
entsprechend tritt das Leberkarzinom bei den le-
benslangen HBV-Infektionen durchschnittlich 1-2
Lebensdekaden frither auf als bei HCV-Infektio-
nen.

Jedes Agens oder jeder Faktor, der zu einer
chronischen, geringgradigen Leberzellschadigung
und -mitose beitrdgt, macht genetische Alteratio-
nen in Hepatozyten wahrscheinlicher. Somit ist al-
so jede chronische Lebererkrankung ein Risikofak-
tor und stellt eine Pridisposition fiir die Entwick-
lung eines Leberzellkarzinoms dar. Hierzu gehoren
die Alkoholleber, der a;-Antitrypsin-Mangel, die
Himochromatose und die Tyrosindmie. In Afrika
und Siidchina ist das Aflatoxin B, ein weitverbrei-
teter Schadstoff. Dieses Mykotoxin scheint eine
ganz spezifische Mutation des Kodons 249 im Tu-
morsuppressorgen p53 zu induzieren. Verlust, In-
aktivierung und Mutation des p53-Gens wurden
mit der Tumorentstehung in Verbindung gebracht
und sind die hiufigste genetische Storung mensch-
licher Tumoren. Aus diesem Grund wird angenom-
men, dass HBV und Aflatoxin Bl bei der Pathoge-
nese des hepatozelluliren Karzinoms in denjenigen
Regionen Afrikas und Siidchinas eine Rolle spie-
len, wo beide Agenzien hiufig vertreten sind.
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Angesichts der miénnlichen Pridominanz beim
Leberkarzinom diirften auch hormonelle Faktoren
eine Rolle spielen. Hepatozelluldre Karzinome koén-
nen bei lang andauernder Androgenbehandlung,
bei Exposition gegeniiber Thoriumdioxid oder Vi-
nylchlorid und wahrscheinlich auch bei Exposition
gegeniiber Ostrogenen in Form von oralen Kontra-
zeptiva auftreten.

Klinische und Labormerkmale. Zu Beginn konnen Le-
berkarzinome klinisch unerkannt bleiben, da sie
hdufig in Patienten mit Leberzirrhose vorkommen,
und so ihre Symptome und Zeichen als Progress
der Grunderkrankung gedeutet werden konnen.
Am héufigsten klagen die Patienten iiber Schmer-
zen mit der Entdeckung einer abdominalen Raum-
forderung im rechten oberen Quadranten. In 20%
der Fille besteht auch ein blutig tingierter Aszites.
Selten kommt es zu einem Ikterus, es sei denn,
der Gallengang wird beeintrichtigt. Laborche-
misch sind Anstiege der alkalischen Phosphatase,
des a-Fetoproteins (AFP) und eines abnormalen
Prothrombins, des Des-y-Karboxyprothrombins im
Serum hidufig. AFP-Spiegel >500 pg/l werden in et-
wa 70-80% der Patienten mit hepatozellulirem
Karzinom gefunden, die Spiegel bei Lebermetasta-
sen sind meist niedriger. Ein persisitierend hoher
Spiegel von AFP in Patienten mit Lebererkrankun-
gen und ohne Hinweis fiir gastrointestinale Tumo-
ren spricht sehr fiir das Vorliegen eines hepatozel-
luliren Karzinoms. 20-30% der Patienten weisen
jedoch keine erhohten AFP-Spiegel auf. Weitere
diagnostische Hilfen und Mittel sind das Vorliegen
paraneoplastischer Syndrome, Bildgebungsverfah-
ren, Leberbiopsie und Laparoskopien.

Die Krankheit verlduft sehr schnell, ohne Be-
handlung versterben die Patienten innerhalb von
3-6 Monaten. In einzelnen Fillen kann eine Thera-
pie das Uberleben verlingern, und gelegentlich
bietet die chirurgische Resektion die Chance einer
Heilung. Nur wenige Patienten haben jedoch re-
sektable Tumoren oder es sind bereits entfernt ge-
legene Metastasen vorhanden, meist in Lunge, Ge-
hirn, Knochen oder Nebennieren. Die Lebertrans-
plantation ist eine alternative Therapieoption, je-
doch limitiert durch Rezidive oder Metastasen, die
nach der Transplantation unter Immunsuppression
begiinstigt auftreten. Experimentelle Vorgehens-
weisen sind die Leberarterienembolisation mit
Chemotherapie (Chemoembolisation), die Alkohol-
ablation mit ultraschallgesteuerter perkutaner In-
jektion, die ultraschallgefiihrte Kryoablation und
eine Immuntherapie mit monoklonalen Antikér-
pern fusioniert mit zytotoxischen Agenzien.
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Gentherapie. Bis zum Studienabschluss wurden 15
Patienten mit primdrem hepatozellulirem Karzi-
nom im Rahmen einer dgyptischen Studie einge-
schlossen (Wiley 1998). Habib et al. (1996) ver-
wendeten perkutane Injektionen von nackter DNA
bzw. DNA-Liposomen-Komplex mit dem Gen fiir
das Wildtyp-p53. Ergebnisse aus der Behandlung
der ersten 5 Patienten wurden publiziert, wobei
sich in 3 der 5 Patienten in der Computertomogra-
phie eine Tumorreduktion gezeigt hatte. Gleichzei-
tig kam es zu einem signifikanten Riickgang der
a-Fetoprotein-Spiegel.

10.4.2.8 Ovarialkarzinom

Das Ovarialkarzinom liegt in seiner Inzidenz an 5.
Stelle aller Tumoren von Frauen und an 3. Stelle
der gynikologischen Tumoren.

Unter den malignen gynikologischen Tumoren
verursacht das Ovarialkarzinom die meisten To-
desfille. Verantwortlich sind der Mangel an wirk-
samen Screening-Methoden bei den Vorsorgeun-
tersuchungen und die geringen Symptome im An-
fangsstadium, was dazu fiihrt, dass sich 70% der
betroffenen Frauen erst in einem fortgeschrittenen
Stadium vorstellen. Die Prognose hidngt v.a. von
der Histologie ab (Tabelle 10.4). Mehr als 85% der
Ovarialkarzinome stammen aus dem Epithel, das
die Oberflache der Ovarien bedeckt oder einge-

Tabelle 10.4. Histologische Klassifikation des primédren
Ovialkarzinoms, modifiziert nach Harrison (1994)

Lokalisation Klassifikation
Serds

Mukés
Endometrioid

Klare Zellen ,,mesonephroid“
Brenner

Gemischt epithelial
Undifferenziert

Nicht klassifiziert

Epithelial

Granulosazellen

Thekom, Fibrom

Sertoli-, Leydig-Zelltumoren
Gynandroblastom

Lipoider Zelltumor

Sarkom

Stromal

Keimzellen Dysgerminom

Teratom

Endodermaler Sinustumor
Embryonales Karzinom
Polyembryom
Choriokarzinom

Gemischte Keimzelltumoren
Gonadoblastom

schlossene Zysten umgrenzt, wahrend sich <15%
aus dem Stroma und den Keimzellen der Ovarien
entwickeln. Letztere Tumoren sind zwar relativ sel-
ten, konnen jedoch meist kurativ behandelt wer-
den, oft sogar unter Erhaltung der reproduktiven
Funktion der Ovarien. Die hédufigeren epithelialen
Tumoren sprechen zwar auf eine zellverringernde
Chirurgie und zytotoxische Chemotherapie an, ein
Uberleben iiber lange Zeitdauer wird jedoch nur
in 1/3 der Fille mit diesem histologischen Typ be-
obachtet. Trotz chirurgischer Mafinahmen und
konventioneller Chemotherapie iiberleben langfri-
stig selten mehr als 15-30% der Patientinnen.

Inzidenz und Epidemiologie. In den Vereinigten Staa-
ten betrdgt das Risiko einer Frau, im Lauf ihres
Lebens ein Ovarialkarzinom zu entwickeln 1:70.
Allein 1992 wurden 21000 Fille festgestellt, wobei
13000 Frauen an dieser Erkrankung verstarben.
Keimzelltumoren treten meist innerhalb der ersten
3 Lebensdekaden auf, wihrend sich Stromazelltu-
moren vom Alter unabhdngig entwickeln. Juvenile
Granulosazelltumoren und Sertoli-Leydig-Zelltu-
moren werden meist in jungen Frauen beobachtet,
wihrend die héufigste Inzidenz des adulten Granu-
losazelltumors in der perimenopausalen Periode
liegt. Das héufigere epitheliale Ovarialkarzinom
findet sich kaum in Frauen <35 Jahren, danach
steigt die Inzidenz jedoch erheblich an und er-
reicht einen Hohepunkt um das 75. bis 80. Lebens-
jahr. Das mittlere Alter von Patienten mit epithe-
lialem Ovarialkarzinom betrdgt 60 Jahre. Der ein-
zige und damit wichtigste Risikofaktor fiir das epi-
theliale Ovarialkarzinom ist somit das Alter >40
Jahre.

Die meisten Fille des epithelialen Ovarialkarzi-
noms sind sporadisch. Weniger als 5% von Patien-
tinnen mit Ovarialkarzinom gehéren zu Familien
mit autosomal-dominantem Auftreten von Ovarial-,
Mamma-, Endometrium- und Kolonkarzinom. In
dieser Konstellation kann das Risiko bis zu 50%
betragen. Patienten mit 2 oder mehr Verwandten
1. Grads mit Ovarialkarzinom gehdren mit grofier
Wahrscheinlichkeit zu solchen Familien und eine
einzige Verwandte 1. Grads mit einem Ovarialkar-
zinom erhoht das Risiko mindestens um das 3Fa-
che. Hat eine Patientin selbst bereits ein Mamma-
oder kolorektales Karzinom durchgemacht, ist das
Risiko fiir ein zusdtzliches Ovarialkarzinom auf
das 2Fache erhoht.

Unter den Umweltfaktoren erhéhen eine fettrei-
che Didt und Laktose bei Patientinnen mit relativ
niedrigen Spiegeln an Galaktose-1-Phosphaturidyl-
transferase das Risiko fiir ein epitheliales Ovarial-



karzinom. Endokrinologische Faktoren sind eben-
falls wichtig. Frithe Menarche, spite Menopause
und Nullipara sind alle mit einem erhdhten Risiko
verbunden, dagegen Schwangerschaft, Laktation
und orale Kontrazeptiva mit einer Verringerung
des Risikos fiir ein Ovarialkarzinom. Die Verwen-
dung von oralen Kontrazeptiva iiber 5 Jahre kann
das Risiko um 50% senken. Somit erhohen Fakto-
ren, die die verldngerte oder persistierende Ovula-
tion begiinstigen, das Risiko fiir ein Ovarialkarzi-
nom, wihrend Faktoren, die die Ovulation suppri-
mieren, das Risiko senken. Die postmenopausale
Substitution von Ostrogenen scheint das Risiko ei-
nes Ovarialkarzinoms nicht zu erhéhen.

Biologie epithelialer Ovarialkarzinome. Das ovariale
Oberfldchenepithel hat normalerweise eine sehr
geringe Proliferationsrate mit einem sehr geringen
Mitoseindex. Nach der Ovulation beginnen jedoch
die oberfldchlichen Epithelzellen zu proliferieren,
um jene Defekte zu reparieren, die durch die Folli-
kelruptur verursacht werden. Proliferation, die
durch eine wiederholte Ovulation ausgelost wird,
kann zu einer Induktion oder Expression eines ge-
netischen Schadens fiihren, die schliefilich in einer
malignen Transformation endet. Die Invagination
von Oberflichenepithel kann zu Einschlusszysten
fithren, wobei die Proliferation der begrenzenden
Epithelzellen dieser Zysten dysreguliert sein kann.
Auch beim epithelialen Ovarialkarzinom han-
delt es sich, wie bei vielen Neoplasmen, um einen
klonalen Prozess, der von einer einzelnen Zelle
ausgeht. 4 oder 5 Alterationen von Wachstumsfak-
toren, Onkogenen oder Tumorsuppressoren kon-
nen notwendig sein, um das Wachstum zu dysre-
gulieren. Normale oberflichliche Epithelzellen der
Ovarien exprimieren TGFf; (transforming growth
factor f3;), der regelhaft ihr Wachstum inhibiert.
Ein Teil der ovarialen Tumorzellen scheint diesen
autokrinen inhibitorischen Regulationskreis verlo-
ren zu haben. Dagegen exprimieren die meisten
ovarialen Karzinome TGFa (transforming growth
factor a) und EGF-R (epidermal growth factor re-
ceptor), die sich an die Zellen binden und somit
eine autokrine Wachstumsstimulation erlauben.
Mit dem Ovarialkarzinom assoziierte Onkogene
konnen ebenfalls fiir Wachstumsfaktoren oder ihre
Rezeptoren kodieren. Das HER-2/neu(c-erbB-2)-
Gen-Produkt, ein transmembrandser Tyrosinkina-
sewachstumsfaktorrezeptor, wird in 1/3 der Ovari-
alkarzinome iiberexprimiert. Sowohl normale als
auch maligne Ovarialepithele sezernieren makro-
phagenkoloniestimulierenden Faktor 1 (CSF-1), je-
doch nur maligne Zellen scheinen den Rezeptor
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fiir diesen Wachstumsfaktor zu exprimieren, enko-
diert durch das fms-Onkogen. CSF-1 ist auch ein
starker Chemoattraktor fiir Makrophagen. Zyto-
kine, die aus Makrophagen stammen, einschlief3-
lich TNE IL-1 und IL-6, konnen das Wachstum
von Ovarialkarzinomen stimulieren. Dementspre-
chend konnen tumorassoziierte Makrophagen eher
eine parakrine Stimulation als eine Inhibition von
Tumorwachstum bewirken.

Bisher wurden keine Abnormalititen des Reti-
noplastoma- (Rb) oder des Wilms-Tumor-assozi-
ierten Suppressorgens beobachtet, jedoch ungefihr
die Halfte der Ovarialkarzinome hat die normale
Funktion von p53 verloren, bei dem es sich um
ein DNA-bindendes Phosphoprotein handelt, das
fiir die normale Wachstumsregulation notwendig
ist. Weitere Suppressorloci innerhalb der Tumor-
zellen werden im Rahmen von Studien verloren ge-
gangener Heterozygotie verschiedener Loci von
Tumorzellen gesucht. Wie in vielen anderen Neo-
plasmen wird die genetische Instabilitdt durch an-
euploide Karyotypen vieler fortgeschrittener Ova-
rialkarzinome reflektiert. Unter Verwendung von
molekularen Techniken wurde eine Heterozygotie
der Chromosomen 1, 3, 6, 11 und 17 beobachtet,
wobei jedoch keine einzelne karyotypische Abnor-
malitdt als fiir das Ovarialkarzinom charakteri-
stisch festgestellt wurde.

Tumormarker. In 80% der Fille epithelialer Karzi-
nome ist der Serummarker CA-125 erhoht. Wird
er vor der Therapie bestimmt, korreliert seine Er-
héhung in 90% der Fille mit dem Krankheitsver-
lauf. Weiterhin geht die Erhohung des Tumormar-
kers im Durchschnitt dem klinischen Auftreten
von Rezidiven 3 Monate voraus, und kontinuier-
lich steigende Werte sind mit einer fortschreiten-
den Krankheit assoziiert. Ist die Halbwertszeit von
CA-125 geringer als 20 Tage, ist die Prognose
deutlich besser als bei einer Halbwertszeit >20 Ta-
gen. Bei Keimzelltumoren sind a-Fetoprotein (AFP;
endodermale Sinustumoren), humanes Choriongo-
nadotropin (hCG; Choriokarzinome), beide Marker
(embryonale Karzinome) oder keiner der Marker
(Dysgermonome, unreife Teratome) erhoht. Trotz
chirurgischer Mafinahmen und konventioneller
Chemotherapie iiberleben langfristig selten mehr
als 15-30% der Patientinnen.

Gentherapie. Bisher wurde die Gentherapie bei
mindestens 38 Patientinnen im Rahmen von 14
Protokollen eingesetzt. Genehmigte Gentherapie-
protokolle umfassen unterschiedliche Strategien
(als Ubersicht Barnes et al. 1997): die molekulare
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Chemotherapie mittels Suizidgenen, die Verstir-
kung der Immunantwort, die Resistenz gegen Che-
motherapeutika und die Neutralisierung spezifi-
scher tumoreigener Mutationen. Das Suizidgen
HSV-tk wird entweder ex vivo in Ovarialkarzinom-
zelllinien retroviral transferiert, die dann intrape-
ritoneal injiziert werden (Link et al. 1995, Freeman
et al. 1992), oder mittels adenoviralem Gentransfer
direkt appliziert. Bei der Applikation transduzier-
ter Ovarialkarzinomzellen (PA1-STK) werden eine
bessere Zellverteilung mit Migration in die Tu-
morareale und damit ein besseres Erreichen der
Tumorzellen erhofft. Die anschlieflende systemi-
sche Ganciclovirtherapie soll als Bystander-Effekt
neben den tranduzierten Zellen auch die Tumor-
zellen abtoten. Bisher wurden 16 Patientinnen mit
bis zu 10'® PA1-STK-Zellen behandelt. Innerhalb
von 48 h wurden Fieber, Nausea und Adomensch-
merzen beobachtet (Freeman nicht-publizierte Da-
ten, zitiert in Sterman et al. 1998Db).

Als Immunotherapie wird in einem weiteren
Protokoll das Gen fiir einen chimerischen T-Zell-
Rezeptor-Antikorper in periphere Blutlymphozyten
retroviral transferiert, die dann den Patientinnen
verabreicht werden. Dieser Antikorper erkennt ein
stark exprimiertes Antigen ovarialer Adenokarzi-
nomzellen, was zu T-Zell-Aktivierung, Zelllyse
und Zytokinfreisetzung fiihrt. Ebenfalls durch Im-
muntherapie, iiber die vermehrte lokale Expressi-
on von Zytokinen, wird ein weiterer Therapiever-
such unternommen. Hierdurch kann die Tumorzy-
totoxizitdt vermehrt werden. Ovarialkarzinomzel-
len werden chirurgisch reseziert, liposomal mit
dem IL-2-Gen transfiziert und schliefflich nach Be-
strahlung und Kryopriservation nach postoperati-
ver Rekonvaleszenz in ausgewidhlte Patientinnen
injiziert. Experimentell konnte gezeigt werden,
dass Cisplatin als einziges getestetes Chemothera-
peutikum zur Behandlung des Ovarialkarzinoms
malen Gentransfer und somit die Transfereffizienz
erh6hen kann (Son und Huang 1994).

Tait et al. (1997) fiihrten in 12 Patientinnen mit
rezidivierendem oder metastasierendem Ovarial-
karzinom, das bisher nicht auf andere Therapien
ansprach, eine Phase-I-Studie mit dem Mamma-
karzinomgen BRCAI durch. Jede Patientin erhielt
iiber einen Katheter an 4 hintereinander folgenden
Tagen intraabdominale Infusionen eines BCRAI-
retroviralen Vektors. Danach wurde die Behand-
lung fiir 1 Monat unterbrochen, und die Patientin-
nen wurden im Hinblick auf Tumorprogression
nachuntersucht. Bei Tumorprogression wurden
weitere Therapiezyklen in 4-wdchigen Abstinden

und maximal 3fach durchgefiihrt. Hierbei wurden
aufsteigende Dosen eingesetzt. Da in die Bauch-
héhle grofle Fliissigkeitsmengen verbreicht werden
konnen, konnte der BRCA1l-retrovirale Vektor in
Dosen zwischen 10® und 10'° Virionen in bis zu
30 ml verabreicht werden, was in klinischen Stu-
dien eine ungewthnliche Menge ist. Anschliefend
wurde mit mehr als 11 Pufferlésung die Verteilung
in der Bauchhohle sichergestellt, um somit die
Chance zu erhohen, auch kleine Tumorfoci zu er-
reichen. Geringe Nebenwirkungen wurden beob-
achtet; 3 von 12 Frauen erlebten eine Immunreak-
tion mit erheblichen abdominalen Schmerzen, die
innerhalb von 2 Tagen wieder verschwanden. Der
Vektor wurde durch das Immunsystem des Kor-
pers nicht sofort zerstort und eine therapeutische
Antikorperproduktion war nur in der hochsten ge-
testeten Dosis zu beobachten. Das BRCA1-Gen und
seine Expression wurden in Karzinomzellen detek-
tiert. In 3 von 12 Patientinnen konnte eine Tumor-
verkleinerung beobachtet werden.

Die Erkenntnis, dass die Transduktion verschie-
dener Zelllinien mit dem MDR-Gen zu einer Resi-
stenz gegen die bei soliden Tumoren einschliefflich
Ovarialkarzinom haufig verwendeten myelodepres-
siven Chemotherapeutika Actinomycin-D, VP-16,
Velban, Vincristin, Adriamycin und Taxol fiihrt,
legte einen Einsatz bei der Tumorbehandlung na-
he. Somit wurden Protokolle zur retroviralen Mo-
difikation von Knochenmarkzellen bei Patientin-
nen mit therapierefraktirem Ovarialkarzinom ent-
wickelt (Deisseroth et al. 1994). Durch die verrin-
gerte Myelotoxizitdt kann die Dosierung von Che-
motherapeutika gesteigert werden, sodass bessere
therapeutische Chancen bestehen. In einer Phase-
I-Studie wurde beim Mammakarzinom sowie fort-
geschrittenen Ovarialkarzinom und Glioblastom
der Einsatz des MDR-Gens in Knochenmark-
stammzellen untersucht (Hesdorffer et al. 1994,
Hesdorffer et al. 1998). Bei insgesamt 5 Patienten,
bei denen eine autologe Knochenmarktransplanta-
tion durchgefiihrt wurde, wurden bis zu 1/3 der
hématopoetischen Stammzellen und Knochen-
markprogentitorzellen mit einem MDR-cDNA ent-
haltenden retroviralen Vektor ex vivo transduziert
und anschliefend zusammen mit den nichtmani-
pulierten Zellen nach der Chemotherapie reinfun-
diert. Eine hohe Rate an MDR-Transduktion wurde
in verschiedenen Zelllinien kurz nach der Trans-
duktion und Reinfusion gezeigt. Lediglich 2 dieser
5 Patienten hatten noch geringe MDR-Spiegel 10
bzw. 3 Wochen nach der Behandlung [s. auch Ka-
pitel 10.4.2.2 ,Glioblastom (malignes Astrozy-
tom)“].



Weiterhin besteht noch die Moglichkeit, die tu-
mortypische und eng mit der Prognose korrelie-
rende Expression von erbB-2 durch die adenovira-
le Transfektion eines Antikorpers (Deshane et al.
1997) oder durch den liposomalen Transfer des
den erbB-2-Promotor hemmenden Ela-Gens zu
supprimieren.

10.4.2.9 Mammakarzinom

Entsprechend epidemiologischen Daten sind gene-
tische und endokrine Faktoren sowie Umweltbe-
dingungen fiir die Entstehung des Mammakarzi-
noms verantwortlich, in 70-80% der Fille konnen
jedoch keine Risikofaktoren identifiziert werden.
In den Vereinigten Staaten betrdgt das kumulative
Risiko, im Lauf des Lebens ein Mammakarzinom
zu entwickeln, 12% und das Risiko, daran zu ver-
sterben, 3,5%. Besonders hoch ist das Risiko nach
dem 50. Lebensjahr, es erreicht seinen Gipfel nach
dem 75. Lebensjahr (Tabelle 10.5).

Genetische Faktoren. Alle Verwandten von Mamma-
karzinompatienten haben ein erhohtes Risiko,
selbst ein Mammakarzinom zu bekommen, wobei
das Risiko bei Verwandten 1. Grads 2- bis 3fach
gegeniiber der restlichen Bevolkerung erhéht ist.
Bis zu 5% der Mammakarzinompatienten haben
wahrscheinlich eine spezifische genetische Abnor-
malitit geerbt, die zur Entwicklung des Mamma-
karzinoms beitrigt. Punktmutationen des p53-Sup-
pressorgens im Chromosom 17 zeigen, welche Mit-
glieder in Li-Fraumeni-Familien 1 oder mehr von
6 verschiedenen Karzinomen, einschliefllich Mam-
makarzinom, entwickeln werden. Weiterhin gibt es
eine Assoziation zwischen Heterozygotie von
Chromosom 17q und dem Mammaovarialkarzi-
nomsyndrom. Dieses BRCA1-Gen ist zwar weniger
gut charakterisiert, seine Penetranz betrigt jedoch
bis zu 85%. Wahrscheinlich sind 1 von 200-400
Frauen der USA Tréger dieses Gens. Zusammenge-
nommen kommen diese 2 Genanomalien nur in
sehr wenigen Mammakarzinomfillen vor, sodass
ein routineméfliges Sreening in Frauen ohne deut-
liche familidre Belastung in jungem Lebensalter
nicht gerechtfertigt erscheint. Die erst vor kurzem
gelungene Identifizierung dieser Gene gibt jedoch
Hoffnung darauf, dass in den derzeit durchgefiihr-
ten Untersuchungen andere Gene von héherer Pra-
valenz aufgefunden werden.

Endokrine Faktoren. Frithe Menarche, spite Meno-
pause, Nullipara und spites Alter bei der ersten
Schwangerschaft sind unabhingig voneinander mit
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Tabelle 10.5. Wahrscheinlichkeit einer weilen Frau, inner-
halb bestimmter Zeitriume am Mammakarzinom zu erkran-
ken oder zur Versterben (1985), modifiziert nach Harrison
(1994)

Zeitintervall Risiko, am Mamma- Risiko, am Mam-
[Jahre] karzinom zu makarzinom zu
erkranken [%] versterben [%)]

Geburt bis 110 10,20 3,60

20-30 0,04 0,00

20-40 0,49 0,09

35-45 0,88 0,14

35-55 2,53 0,56

50-60 1,95 0,33

50-70 4,67 1,04

65-75 3,17 0,43

65-85 5,48 1,01

einem erhohten Risiko fiir das Mammakarzinom
assoziiert. Entsprechend neuerer Metaanalysen ist
die Hormonsubstitution postmenopausal oder als
Kontrazeptiva iiber 5-10 Jahre allenfalls mit einem
minimal erhéhten Risiko verbunden. Wird die
postmenopausale Substitution jedoch iiber viele
Jahre fortgesetzt, ist das Risiko um den Faktor
1,3-2,2 erhoht, insbesondere wenn sie bereits pra-
menopausal begonnen wurde.

Umweltfaktoren. Das hochste Risiko besteht in
dicht besiedelten und westlichen Lindern und ist
bei Asiatinnen am geringsten. Sowohl Nahrungs-
fett als auch Alkohol wurden mit einem erhéhten
Risiko fiir das Mammakarzinom in Verbindung ge-
bracht. Weiterhin beeinflussen Nahrung und kor-
perliche Betitigung den Zeitpunkt der Menarche
und die Regelmidfigkeit der Menstruation.

Histologische Subtypen. Mehr als 80% des Mamma-
karzinoms sind vom invasiv-duktalen Typ, etwa
10% infiltrierend lobuldr und etwa 5% medullir.

6strogenrezeptoren. Tumoren mit (‘)strogen— oder
Progesteronrezeptoren (ER und PR) sprechen eher
auf eine endokrine Therapie und haben bessere
Uberlebensraten.

Neuere pognostische Faktoren. Es konnte in einer
Reihe von experimentellen Systemen gezeigt wer-
den, dass sich der Anteil der mitotischen Zellen
proportional zur Wachstumsfraktion und damit
zur Wachstumsrate des Tumors verhilt. Die
Wachstumsfraktion kann durch Thymidinmarkie-
rung und Autoradiographie (thymidine labeling in-
dex, TLI) oder durch die Durchflusszytometrie un-
ter Bestimmung der Zellen in der S-Phase (SPF)
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abgeschitzt werden. Klinische Korrelationen haben
gezeigt, dass ein hoher TLI oder SPF mit Friihrezi-
diven und frithem Tumortod assoziert sind, auch
nach Korrektur anderer prognostischer Faktoren,
wie des Lymphknoten- und Ostrogenrezeptorsta-
tus. Im Allgemeinen haben Patientinnen mit aneu-
ploiden Tumoren einen hoheren DNA-Index als
Patientinnen mit vorwiegend diploiden Tumoren,
aber die Unterschiede zwischen Friihrezidiven sind
nicht groB, insbesondere nicht in den lymphkno-
tennegativen Patientinnen.

Erhohte Spiegel an Wachstumsfaktoren oder Re-
zeptoren fiir Wachstumsfaktoren spiegeln ebenfalls
eine erhéhte mitotische Aktivitit wider, und bei
einigen konnte auch ein prognostischer Wert ge-
zeigt werden. Der EGF-R wurde extensiv unter-
sucht, wobei gezeigt werden konnte, dass erhohte
Spiegel mit kiirzeren Rezidivintervallen nach in-
itialer Therapie und mit einer geringeren Wahr-
scheinlichkeit auf ein Ansprechen auf eine Hor-
montherapie verbunden sind, sogar in jenen Pa-
tienten, die fiir Ostrogenrezeptoren positiv waren.
IGF-R (Insulin-like growth factor receptor), SS-R
(somastotatin receptor) und TGFa sind ebenfalls
Wachstumsfaktoren oder Rezeptoren von progno-
stischem Wert, wobei dieser im Vergleich zu ande-
ren, besser untersuchten Faktoren noch nicht be-
kannt ist.

Cathepsin D, Urokinaseplasminogenaktivator,
das Genprodukt von nm23 und Adhisionsmole-
kiile werden alle mit der Tumorinvasion bzw. -me-
tastasierung in Verbindung gebracht. Auch die An-
gioneogenese ist fiir das weitere Tumorwachstum
und die Filialisierung entscheidend. Es gibt starke
Hinweise dafiir, dass vom Tumor sezernierte An-
giogenesefaktoren, wie bFGF (basic fibroblast fac-
tor) fiir diesen Prozess wichtig sind. Die Expressi-
on all dieser Faktoren ist in den Tumoren erhéht,
insbesondere in Patienten mit Friihrezidiven oder
mit anderen Befunden, die fiir eine schlechte Pro-
gnose sprechen. In manchen Zentren werden in
neu diagnostizierten Mammakarzinomen routine-
miflig Gefifle gezdhlt, die mit Faktor VII oder
CD31 gefirbt wurden.

Im Mammakarzinom wurden multiple geneti-
sche Alterationen beschrieben, einschliefSlich Allel-
deletionen auf Chromosom 11 oder 13 und Ampli-
fikationen der c-myc- und int-2-Gene. In manchen
Familien mit hohem Risiko fiir das Mammakarzi-
nom ist das Tumorsuppressorgen p53 mutiert, au-
Berdem ist die Prognose von Mammakarzinomen
schlechter, wenn p53 iiberexprimiert ist. Am be-
sten untersucht ist das HER-2/neu-Gen (oder C-
erbB-2-Gen). Die Amplifikation und Uberexpressi-

on 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 Erklirungsmoglichkeit
fiur die schlechte Prognose von Patientinnen mit
einer Uberexpression von HER-2/neu ist die Beob-
achtung, dass die Tumoren dieser Patienten gegen-
iiber bestimmten Formen der Chemotherapie resi-
stent sind. Interessanterweise konnen diese Tumo-
ren oft besser auf andere Chemotherapieschemen
ansprechen, insbesondere solche, die Doxorubicin
beinhalten. Bei HER-2/neu handelte sich um den
ersten Faktor, fiir den eine Assoziation mit einer
Ansprechbarkeit fiir Chemotherapie gezeigt wer-
den konnte. Bevor ein Marker in der klinischen
Praxis routinemiflig verwendet werden kann, miis-
sen die Nachweismethoden in mehr als einem
Zentrum nach verschiedenen statistischen Krite-
rien validert werden. Dies trifft allerdings auf kei-
nen der neueren prognostischen Faktoren zu, so-
dass es derzeit noch nicht gerechtfertigt ist, thera-
peutische Entscheidungen von diesen abhingig zu
machen.

Tumormarker. Tumormarker sind CEA und CA 15-3.
Diese Marker konnen nach Beginn der endokrinen
Therapie voriibergehend zunehmend erhéht sein.

Gentherapie. Bisher wurde die Gentherapie bei
mindestens 58 Frauen mit Mammakarzinom im
Rahmen von 12 Protokollen eingesetzt. Ahnlich
wie fir das Ovarialkarzinom werden auch hier
Phase-I-Studien unter Verwendung des MDR-Gens
durchgefiihrt, um die Sicherheit des Verfahrens
und den potenziellen Transfer- und Expressionser-
folgs zu untersuchen. Indikation ist das metasta-
sierende Mammakarzinom (O’Shaughnessy et al.
1994). In einer Phase-I-Studie, in die 5 Patienten
mit Ovarialkarzinom, Mammakarzinom und Glio-
blastom eingeschlossen wurden, untersuchten Hes-
dorffer et al. (1998) den Einsatz des MDR-Gens in
Knochenmarkstammzellen. Es wurde eine autologe
Knochenmarktransplantation durchgefiihrt und bis
zu 1/3 der hamatopoetischen Stammzellen und
Knochenmarkprogentitorzellen mit einem MDR-
cDNA enthaltenden retroviralen Vektor ex vivo
transduziert und anschliefend zusammen mit den
nichtmanipulierten Zellen nach der Chemothera-
pie reinfundiert. Eine hohe Rate an MDR-Trans-
duktion wurde in verschiedenen Zelllinien kurz
nach der Transduktion und Reinfusion gezeigt. Le-
diglich 2 dieser 5 Patienten hatten noch geringe
MDR-Spiegel 10 bzw. 3 Wochen nach der Behand-



lung [s. auch Kapitel 10.4.2.2 ,Glioblastom (ma-
lignes Astrozytom)“].

Weitere Target-Gene sind die Gene fiir Thymi-
dinkinase, IL-2, CD80 und p53 (Wiley 1998). Er-
gebnisse liegen derzeit noch nicht vor.

10.4.2.10 Hdmatologische Tumoren: myeloische Leukdmien
und Lymphome

Leukadmien

Definition. Leukdmien sind Neoplasmen, die von
hamatopoetischen Zellen abstammen und zuerst
im Knochenmark proliferieren, bevor sie in ins pe-
riphere Blut, die Milz, Lymphknoten und schlief3-
lich andere Gewebe disseminieren. Die Klassifika-
tion der Leukdmien erfolgt entsprechend der Zel-
len ihrer Abstammung (lymphatisch vs. myeloisch)
und entsprechend der Geschwindigkeit des klini-
schen Verlaufs (akut vs. chronisch).

Atiologie. Die Ursache fiir das Auftreten der Leuki-
mie ist in den meisten Patienten nicht bekannt, ge-
netische und Umweltfaktoren sind allerdings wich-
tig. Es gibt eine hohe Konkordanzrate zwischen
identischen Zwillingen, wenn akute Leukdmien im
1. Lebensjahr auftreten, weiterhin wurden Familien
mit einer exzessiven Leukdmieinzidenz identifi-
ziert. Die akute Leukdmie tritt in einer Reihe von
kongenitalen Stoérungen mit einer erhohten Fre-
quenz auf, wie z.B. beim Down-, Bloom-, Klinefel-
ter-, Fanconi- und Wiskott-Aldrich-Syndrom.

In experimentellen Tiermodellen konnte Leuka-
mie mit Bestrahlung als auslosendem Umweltfak-
tor verursacht werden. Auch fiir Menschen konnte
eine klare Beziehung zwischen einer entsprechen-
den Exposition und der Entwicklung einer Leuka-
mie gezeigt werden. Personen mit berufsbedingter
Bestrahlungsexposition, Patienten mit Bestrah-
lungstherapien und japanische Uberlebende der
Atombombenexplosionen haben eine vorhersagba-
re, dosisabhidngig erhohte Leukdmieinzidenz. Die
Bestrahlung erh6ht das Risiko fiir eine chronische
myeloische (CML), akute myeloische (AML) und
wahrscheinlich auch akute lymphatische Leukdmie
(ALL), es gibt jedoch keine bekannte Beziehung
zur chronisch lymphatischen (CLL) oder zur Haar-
zellleukdmie. Die Exposition gegeniiber Chemika-
lien wie Benzolen oder anderen aromatischen Hy-
drokohlenstoffen oder die Behandlung mit alkylie-
renden Agenzien oder anderen Chemotherapeutika
fiihren ebenfalls zu einer erhéhten Inzidenz einer
AML. Die Kombination von Bestrahlung und Che-
motherapie, wie sie bei Patienten mit Morbus
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Hodgkin eingesetzt wird, ist mit einem additiven
Leukdmierisiko assoziiert.

Obwohl RNA-Retroviren eine Reihe von Leuki-
mien in Tieren auslésen konnen, konnte eine vira-
le Urache fiir eine humane Leukidmie nur fiir die
adulte T-Zell-Leukdmie (ATL) gesichert werden,
die durch das humane T-Zell-Leukédmie-Virus-Typ
I (HTLV-I) verursacht wird. Das andere bekannte
humane Leukidmievirus, HTLV-II, konnte noch
nicht mit einer spezifischen Leukidmie in Verbin-
dung gebracht werden. Das Epstein-Barr-Virus
(EBV) ist mit einer Form der ALL (L3-Subtyp) so-
wie bestimmten aggresiven Lymphomen assoziiert.

Genetische Alterationen. Wie in anderen Tumoren
gibt es auch bei den Leukdmien eine Reihe von ge-
netischen Alterationen, die in Tabelle 10.6 zusam-
mengefasst sind. Weiterhin gibt es noch eine Reihe
von Oberflichenantigenen, mit denen die verschie-
denen Formen der Leukidmie differenziert werden
konnen (Tabelle 10.7).

Maligne Lymphome

Definition. Im Gegensatz zu Leukdmien sind mali-
gne Lymphome neoplastische Transformationen
von Zellen, die vorwiegend in Lymphgewebe resi-
dieren. Die 2 wichtigsten Varianten des malignen
Lymphoms sind der Morbus Hodgkin und das
Non-Hodgkin-Lymphom.

litiologie. In den USA werden jahrlich etwa 7500
neue Fille von Morbus Hodgkin entdeckt, wobei
hier v.a. junge Patienten zwischen 15 und 35 Jah-
ren und Patienten nach dem 50. Lebensjahr betrof-
fen sind. Etwa 40000 neue Fille von Non-Hodg-
kin-Lymphomen werden jedes Jahr allein in den
USA diagnostiziert, wobei die Anzahl altersabhin-
gig ist und zuletzt mit den steigenden Zahlen von
Aids-Féllen stark zugenommen hat. Daneben gibt
es noch eine Reihe anderer Krankheiten oder Ex-
positionen, die mit einem erhdhten Risiko fiir das
Auftreten von malignen Lymphomen assoziiert
sind (Tabelle 10.8).

Genetische Alterationen. Abb. 10.12 beschreibt die
Unterschiede der beiden Lymphomtypen beziiglich
zelluldrer Abstammung, Lokalisation, systemischer
Symptome, chromosomaler Translokationen und
Heilbarkeit. Da die genetischen Veridnderungen
beim Hodgkin-Lymphom erst noch beschrieben
werden miissen, zeigt Abb. 10.13 nur die geneti-
schen Alterationen verschiedener histologischer
Subtypen des Non-Hodgkin-Lymphoms auf.
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Tabelle 10.6. Leukéimieassoziierte chromosomale Abnormalititen, modifiziert nach Harrison (1994)

Abnormalitit

Myelogene Leukdmie
t(8;21)

t(15;17)

inv (16); del (16q)
+8

+21

+13

5q-, -5, -7

t(911)
1(9;22)

t(4;11)

Assoziierte Krankheit

AML-M2

AML-M3

AML-M4 mit Eosinophilen
AML, alle Subtypen

AML, M1, M7

AML, biphinotypisch
AML, besonders sekundire
AML

AML-M5A

CML

Biphénotypische Leukéimie

Akute lymphozytische Leukdmie

t(4;11)
1(1;19)
t(8;14)

Hyperdiploidie
t(9;22)

t(10;14)

9p, 6q, oder 12p

ALL-L2
ALL-L1; mit clg-Expression
ALL-L3

ALL-L1, -L2
ALL
ALL-T-Zellen
ALL

Chronische lymphozytische Leukimie

+12
14q+-Abnormalitit

Prii-B ALL

CLL
Alle B-Zell-Leukéimien

Aktivierte,

Bemerkung

bessere Prognose

Rearrangierung des Retinolsdurerezeptorgens Bessere Prognose
Bessere Prognose

Schlechte Prognose

Schlechte Prognose

Schlechte Prognose

Schlechte Prognose Bildung des Tyrosinkinase-bcrabl-Onkogenpro-
dukts

Schlechte Prognose

Schlechte Prognose

Bildung eines DNA-bindenden Fusionsproteins
Schlechte Prognose

Hochregulation des myc-Onkogens

Bessere Prognose

Schlechtere Prognose

Rearrangierung des T-Zell-Rezeptorgens
Hiufigste beobachtete Verinderungen

Bis zu 10% in ALL

Differenzierende B || Sekretorische B

proliferierende B

Non-Hodgkin Lymphome

Plasma-Zell Antigene:

Myelom

B-Zell Malignome

Abb. 10.12. Korrelation der B-Zell-Differenzierung und der B-Zell-Malignome, modifiziert nach Harrison (1994)



Tabelle 10.7. Zelloberflichenmarker fiir die Diagnose von
Leukimie, modifiziert nach Harrison (1994)

HLA-Dr  Friith myeloid, mono-
zytoid B-Zell-Linie

CD34 Stammzellen

CD19 B-Zell-Linie

CD20 B-Zell-Linie

CD21 Intermediére B-Zellen

Ober- Intermediére und

flichen-Ig reifende B-Zellen

CD13 Myeloid und
monozytoid

CD14 Myeloid und
monozytoid

CD15 Myeloid und
monozytoid

CD33 Frithmyeloid,
monozytoid

CD1 Frithe (Thymus)
T-Zellen

CD2 T-Zell-Linie

CD3 Reife T-Zellen

CD5 T-Zell-Linie

CD7 T-Zell-Linie

CD16 NK, Granulozyten

CD25 Aktivierte T- und

B-Zellen

Verteil
ALL, AML, CLL, HCL,
nicht APL

ALL, AML (frithe Sub-
typen)

ALL (B-Linie), CLL, HCL
ALL (B-Linie), CLL, HCL
CLL

L3-ALL, CLL, HCL

AML (alle Subtypen)
AML (oft M4, M5)

AML (spitere Sub-
typen)
AML (alle Subtypen)

T-ALL

T-ALL

T-CLL, ATL
T-ALL, B-CLL
T-ALL, 20% AML
NK, Leukimie,
Ty-Leukdmie
HCL, ATL

Abb. 10.13. Korrelation der T-Zell-Diffe-
renzierung und der T-Zell-Malignome,

modifiziert nach Harrison (1994)

T-Zell-Differenz

ng

Stadium I
Prothymozyt

Stadium 11
Thymozyt

Tabelle 10.8. Erkrankungen
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oder Umstinde, die mit einem

erhohtem Risiko der Neubildung eines Lymphoms verbun-
den sind, modifiziert nach Harrsion (1994)

Erkrankungsgruppe

Vererbte Immunschwiche-
erkrankungen

Erworbene Immun-

schwicheerkrankungen

Autoimmunerkrankungen

Gefihrdung durch Chemi-
kalien oder Medikamente

Virale Infektionen
(andere als HIV)

Erkrankung

Klinefelter-Syndrom
Chediak-Higashi-Syndrom
Ataxie-Telangiektasie-
Syndrom
Wiscott-Aldrich-Syndrom
Gewdhnliche verdnderbare
Immunschwiche-
erkrankungen

Arztlich bedingte Immun-
suppression
HIV-1-Infektion

Erworbene Hypogammaglo-
bulinimie

Sj6égren-Syndrom
Abdominale Sprue
Rheumatische Arthritis und
systemischer Lupus
erythematodes

Phenytoin

Strahlung

Friihere Kombination von
Chemotherapie und Bestrah-
lungstherapie
Epstein-Barr-Virus
Humanes T-Zell-Leukdmie-
virus

Thyvmus

CD: 2,7,38,71

T-Zell-Malisnome

F =3 lwil L Ll

Mehrheit der
T-Zellen ALL

Minderheit der T ALL
Mehrheit der T LL

CD:1,2,4,7,8,38

Stadium 1
Thymozyt

Peripheres Blut

Reife T-Helfer-Zelle

Reifle T-Killer/

Minderheit der T LL
Wenig T ALL

Mehrheit der T CLL,
CTCL, Sezary Zellen,
NHL

Minderheit der T CLL,
NHL
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Gentherapie. Viele der durchgefiihrten klinischen
Gentransferstudien beschrankten sich lediglich auf
eine Markierung der transduzierten Zellen, um
den Verbleib der meist ex vivo retroviral transdu-
zierten Zellen und die Dauerhaftigkeit einer sol-
chen Transduktion mit stabiler Integration in Kno-
chenmarkzellen und peripheren Blutstammzellen
zu beobachten. In einem Beispiel der Genmarkie-
rung von solchen Blutstammzellen bei der AML
fanden sich mittels PCR detektierbare transduzier-
te Zellen bis zu 11 Monaten nach der Behandlung
(Cornetta et al. 1996).

Bisher wurden mindestens 28 Patienten im Rah-
men von 12 Protokollen gentherapeutisch behan-
delt. In einer Phase-I-Studie zur Behandlung der
AML konnte unter Verwendung von IL-2-transfi-
zierten Fibroblasten und autologen Tumorzellen in
1 von 2 behandelten Patienten eine Remissions-
dauer von 10 Monaten erreicht werden, wobei die
erste Remission 14 Monate angehalten hatte
(Veelken et al. 1997). Durch den Transfer von Oli-
gonukleotiden gegen das Protoonkogen c-myb sol-
len CML-Zellen aus Knochenmarkproben elimi-
niert werden, die fiir die autologe Knochenmark-
transplantation verwendet werden sollten (Hijiya
et al. 1994). Weitere Target-Gene, die hier meist re-
troviral oder als nackte DNA verabreicht wurden,
sind das MDR-Gen, CD154 und v.a. das Thymidin-
kinasegen.

Die allogene Knochenmarktransplantation ist
ein sehr brauchbares Verfahren generell bei der
Immuntherapie von hdmatologischen Malignomen
und bei einigen nichtmalignen Bluterkrankungen.
In den Fillen jedoch, in denen hohe T-Zell-Dosen
appliziert werden miissen, kommt es in etwa der
Hilfte der Patienten zu einem erheblichen Pro-
blem. Allogene Lymphozyten konnen eine Graft-
versus-host-disease (GvHD) ausl6sen, also einen
Angriff der Donorzellen auf Empfingergewebe mit
lebensbedrohlichen Folgen. Um sich eine Option
zur Eliminierung von Donorzellen zu schaffen,
sollte es zu einem GvHD kommen, versuchten
Bordignon et al. (1995a; 1997) fast alle Donorzel-
len (100%) vor der Transplantation mit einem Sui-
zidgen (TK) zu transduzieren. Eine vom Zeitpunkt
her gut gewihlte Ganciclovirtherapie sollte dann
die allogenen Zellen zerstoren, um somit das Risi-
ko fiir eine GVHD zu verringern, idealerweise so-
bald die Patienten von der initialen allogenen An-
titumorantwort profitiert hdtten. Weiterhin konnte
TK, als Markergen verwendet, wichtige Fragen
zum In-vivo-Schicksal von Donorzellen beantwor-
ten. Hierfiir wurden Donorlymphozyten in vitro
mit einem retroviralen Vektor mit 2 verschiedenen

Genen transduziert. In diesem Vektor kontrollieren
die Long terminal Repeats (LTR) die Expression ei-
nes Oberflichenproteins, das normalerweise nicht
in Blutzellen vorkommt. Es handelt sich hierbei
um deltaNGFR, der eine rekombinante Version des
Low affinity nerve growth factor receptor ist. Ein
interner Herpes-simplex-Virus-TK-Pomotor kon-
trolliert die Expression des TK-NeoR-Fusionspro-
teins. Das deltaLNGFR-Gen erlaubt eine schnelle
Zellsortierung und. die Selektion transduzierter
Zellen unter Verwendung von anti-LNGFR-magne-
tischen Immunkugeln. Durch diese Methode ge-
lang es, eine Transduktionsrate von 95-99,6% in-
nerhalb der ersten Selektionsrunde zu erreichen.
Uber die Ergebnisse der ersten 8 von 12 Patien-
ten wurde berichtet. Alle Patienten litten zuvor
an Alloknochenmarktransplantationskomplikatio-
nen nach Immunmangelbehandlung oder Immun-
therapie bei Leukdmie. Transduzierte und selektio-
nierte Donorlymphozyten wurden Empfingern in
ansteigenden Dosen infundiert, bis zu 4x10’
Zellen/kg Korpergewicht. Weder Komplikationen
noch Toxizitit wurden im Zusammenhang mit
dem Gentransfer beobachtet. In 1 Patienten wurde
eine anti-TK-NeoR-Immunantwort beschrieben.
Wiederholt wurden in den 12 Monaten nach der
letzten Infusion transduzierte Zellen in Blut, Kno-
chenmarkaspiraten und Biopsien von allen bis auf
1 Patienten beobachtet. 1 Patient mit EBV-indu-
ziertem Lymphom entwickelte erstmals nach der
Behandlung eine Anti-EBV-Aktivitdt. Graft-versus-
Leukdmie-Antworten wurden in 5 Patienten detek-
tiert. 2 Patienten hatten partielle Antworten und 3
erreichten eine komplette Remission, einschlief3-
lich 2 Patienten, die keinerlei Chemotherapie er-
halten hatten. 1 der beiden partiell reagierenden
Patienten blieb fiir 5 Jahre im chronischen Sta-
dium der CML, wobei zu diesem Zeitpunkt keine
transduzierten Zellen mehr nachweisbar waren.
Dies traf zeitlich mit dem Ubergang in einen Bla-
stenschub zusammen. Der Patient wurde nochmals
mit transduzierten allogenen Lymphozyten behan-
delt und ging wieder in das chronische Stadium
tiber. GVHD wurde in den 3 verbliebenen auswert-
baren Patienten beobachtet. Sie wurden mit
Ganciclovirinjektionen behandelt. In 1 Patienten
konnten trotz ausgedehnter Ganciclovirtherapie
nie alle Donorzellen vollstindig entfernt werden.
Die GvHD wurde abgemildert, jedoch nicht besei-
tigt. In den anderen 2 Patienten zerstérten Ganci-
clovirverabreichungen siamtliche Donorzellen. Eine
deutliche Verringerung der allogenen peripheren
Blutlymphozyten von 13% auf PCR-nichtnachweis-
bare Spiegel wurde beobachtet, ohne jegliche im-



munsuppressive Therapie bzw. Toxizitdt. Hierdurch
konnte die Immunreaktion komplett unterdriickt
werden und alle klinischen und biologischen Zei-
chen eines GVHD verschwanden in beiden Fillen.
Derartige Remissionen aus einem solchen Stadium
von GvHD seien in einer internationalen Studie
von klassischen Knochenmarktransplantationen
mit 258 Patienten nie aufgetreten.

10.4.2.11 Multiples Myelom

Das multiple Myelom stellt eine maligne Prolifera-
tion von Plasmazellen dar, die von einem einzigen
Zellklon abstammen. Synonyme fiir das multiple
Myelom sind Myelom oder Plasmazytom. Der Tu-
mor, seine Produkte und die Immunantwort bewir-
ken eine Reihe von Organdysfunktionen und Sym-
ptomen mit Knochenschmerzen oder Frakturen,
Nierenversagen, Infektneigung, Andmie, Hyperkal-
zdmie, gelegentliche Gerinnungsstérungen, neuro-
logische Symptome und Hyperviskosititsyndrom.

Die Inzidenz des Myeloms steigt mit dem Alter,
wobei das mittlere Alter bei der Diagnosestellung
68 Jahre betrdgt und ein Vorkommen vor dem 40.
Lebensjahr selten ist. Die jahrliche Inzidenz be-
tragt 4:100000 Einwohner, wobei diese Inzidenz in
den verschiedensten Lindern der Erde sehr dhn-
lich ist. Uber dem 25. Lebensjahr betrigt die Inzi-
denz 30:100000 Einwohner.

Die Ursache fiir das Myelom konnte bisher
nicht gekldrt werden. Ein vermehrtes Auftreten
war mit einer Latenz von 20 Jahren bei den Be-
strahlungsopfern der Atombombenangriffe des 2.
Weltkriegs beobachtet worden. Es gibt keinen di-
rekten Hinweis dafiir, dass Wachstumsfaktoren
eine Rolle spielen. Im Gegensatz zu den meisten
anderen B-Zell-Tumoren konnten in Patienten mit
Myelomen keine regelmifligen chromosomalen Al-
terationen entdeckt werden. Eine Uberexpression
der myc- oder ras-Gene wurde in einigen Fillen
beobachtet. Murine Plasmozytommodelle lassen
vermuten, dass zur Induktion des Plasmozytoms
ein fremdes Antigen (z.B. Mineral6l) und ein zel-
luldres Ereignis erforderlich sind. Somit konnte die
chronische Stimulation mit einem Antigen bei der
Transformation von bestimmten B-Zell-Klonen
eine Rolle spielen. Weiterhin gibt es Hinweise fiir
eine genetische Pradispositionen fiir das Myelom
des Menschen. In fast allen Fillen ist es schwierig,
maligne von benignen Plasmazellen aufgrund von
morphologischen Kriterien zu unterscheiden.

Gentherapie. In einer Phase-I-Studie konnte unter
Verwendung von IL-2-transfizierten Fibroblasten
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und autologen Tumorzellen bei 1 behandelten Pa-
tienten keine Verinderung des Krankheitsverlaufs
beobachtet werden (Veelken et al. 1997).

10.4.2.12 Plattenepithelkarzinom von Kopf und Hals

Epidemiologie. Eine der wichtigsten bekannten
Konsequenzen chronischer Sonnenexposition sind
Melanome und Nichtmelanomhautkarzinome. Ein
Zusammenhang mit den Nichtmelanomhautkarzi-
nomen ist allerdings wesentlich wahrscheinlicher,
da sich etwa 80% aller Nichtmelanomhautkarzi-
nome in exponierten Hautarealen, wie Gesicht,
Hals und Hénden, entwickeln. Hellhdutige Minner,
die im Freien arbeiten, haben ein doppelt so hohes
Risiko als Frauen, einen solchen Tumor zu entwi-
ckeln. Weile mit dunklerer Haut haben nur 1/10
des Risikos verglichen mit hellhdutigen Indivi-
duen. Jihrlich entwickeln etwa 400000-500000
Personen allein in den USA Nichtmelanomhaut-
karzinome, und das Risiko eines Weiflen, im Le-
ben an einem solchen Karzinom zu erkranken, be-
tragt mit ansteigender Tendenz derzeit geschitzt
etwa 15%. Das Plattenepithelkarzinom ist eine der
beiden Formen des Nichtmelanomhautkarzinoms
und tritt deshalb besonders haufig im Gesicht und
dort wiederum im Bereich von Unterlippe und Oh-
ren auf. Es stellt sich meist als verhértete und po-
tenziell hyperkeratotische Léisionen dar, die oft mit
Ulzerationen und/oder Verkrustungen verbunden
sind.

Atiologie. Die 3 wichtigsten Schritte der Tumorin-
duktion sind die Initiation, Promotion und Pro-
gression.

Initiation. Die chronische Exposition von Tierhaut
gegeniiber Lichtquellen, die Sonnen-UV-Licht-
strahlen imitieren, endet in der Initiation, einem
Schritt, bei dem strukturelle Anderungen der DNA
durch Mutation zu irreversiblen Verinderungen
von Keratinozyten fithren, wodurch die Tumorent-
stehung in Gang gesetzt wird. Es wird angenom-
men, dass die Exposition gegeniiber einem Tumor-
initiator notwendig, aber fiir einen malignen Pro-
zess nicht ausreichend ist, da initiierte Hautzellen
ohne Exposition gegeniiber Tumorpromotoren in
der Regel keinen Tumor entwickeln.

Promotion. Der 2. Schritt in der Tumorentwicklung
ist die Promotion, ein Prozess aus vielen Schritten,
bei dem initiierte Zellen chemischen und physika-
lischen Agenzien ausgesetzt werden. Hierdurch
kommt es zu epigenetischen Verinderungen, die
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zur klonalen Ausbreitung initiierter Zellen fithren.
Im Verlauf von Wochen und Monaten folgt ein
gutartiges Wachstum von Papillomen. UV-B-Licht
ist ein komplettes Karzinogen, was bedeuted, dass
es als Initiator und als Promotor funktionieren
und so Tumoren induzieren kann. Inkomplette
Karzinogene konnen die Tumorentstehung initiie-
ren, benétigen jedoch eine zusitzliche Hautexposi-
tion gegeniiber Tumorpromotoren, um einen Tu-
mor zu verursachen. Der Prototyp eines Tumor-
promotors ist der Phorbolester 12-O-Tetradeca-
noylphorbol-13-Azetat (TPA). Bei der Tumorpro-
motion sind in der Regel multiple Expositionen
iiber die Zeit notwendig, um einen Tumor zu ver-
ursachen.

Progression. Der letzte Schritt ist die Konversion
des benignen Vorldufers in eine maligne Lasion,
ein Prozess, von dem angenommen wird, dass zu-
satzliche genetische Alterationen in den bereits
transformierten Zellen notwendig sind.

Gentherapie. Bisher wurden 55 Patienten im Rah-
men von 7 klinischen Protokollen eingeschlossen.
Target-Gene umfassen v.a. die Gene fiir p53, HLA-
B7/b2m, IL-2 und Thymidinkinase. Als Vektoren
wurden Adenoviren und Liposomen eingesetzt.
Burt et al. (1997) injizierten Patienten mit Plat-
tenepithelkarzinomen von Kopf und Hals, bei de-
nen 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 Unter-
suchung von Plasma- und Urinproben analysiert,
wobei mittels PCR unter Verwendung von spezifi-
schen Primern Vektor-DNA in den Plasma- und
Urinproben von 3 Patienten nachgewiesen werden
konnte. Weiterhin fand sich in diesen Proben
nichtreplizierender Ad5p53-Vektor, wie ein Bioas-
say zeigte, bei dem Patientenfliissigkeiten in vitro
einen zytopathischen Effekt auf Empfingerzellen
hatten. In den positiven Bioassays fand sich auch
Adenoviruskapsid, wie sich in einem Immunoas-
say zeigte, bei dem das Adenoviruskapsid durch
spezifische Antihexonantikorper erkannt wird.
Roth (1997) und Roth und Cristiano (1997)
filhrten 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, bei der jedem der Patienten der Adp53-
Vektor injiziert wurde. 17 Patienten mit nichtrese-
zierbaren Tumoren wurde jeden 2. Tag intratumo-
ral Adp53 injiziert, anschliefend wurden sie 2 Wo-

chen nachbeobachtet und dann einem erneuten
Therapiezyklus unterworfen. Die iibrigen 13 Pa-
tienten mit resezierbaren Tumoren erhielten
Adp53 jeden 2. Tag fiir 2 Wochen, 3 Tage spiter
eine intraoperative Injektion wahrend der Resekti-
on und eine letzte Injektion 3 Tage nach der Re-
sektion. In keinem der 30 Patienten wurden uner-
wiinschte Nebenwirkungen beobachtet. Die 17
nichtresezierbaren Patienten erhielten weitere The-
rapiezyklen bis zur Besserung. 5 dieser 17 Patien-
ten hatten einen stabilen Verlauf, und bei 2 Patien-
ten kam es zu einer partiellen Regression mit ei-
ner iiber 50%igen Reduktion des Tumorvolumens.
Zum Zeitpunkt des Berichts waren 3 der 13 rese-
zierbaren Patienten am Karzinom verstorben, 5
Patienten zeigten ein vollkommenes Verschwinden
aller messbaren Zeichen des Tumors iiber mehr
als 6 Monate nach der Therapie. 1 Patient hatte be-
reits zum Zeitpunkt der Chirurgie eine komplette
Antwort auf Adp53 gezeigt.

10.4.2.13 Knochentumoren

Die Gentherapie wurde bisher lediglich bei einem
neuroektodermalen Tumor, dem Ewing-Sarkom
eingesetzt. Es handelt sich hierbei um ein malig-
nes Sarkom, das aus kleinen, runden Zellen be-
steht und am héufigsten in den ersten 3 Lebensde-
kaden auftritt. Ewing-Sarkome sind meistens in
den langen Knochen lokalisiert, wobei allerdings
prinzipiell jeder Knochen betroffen sein kann. Es
gibt keinen spezifischen Tumormarker fiir das
Ewing-Sarkom, die Diagnose wird am besten mit
Licht- und Elektronenmikroskopie gestellt. Ein
charakteristisches zytogenetisches Merkmal des
Ewing-Sarkoms und verwandter primitiver neuro-
ektodermaler Tumoren ist die reziproke Transloka-
tion der langen Arme der Chromosomen 11 und
22. Die molekulare Klonierung der Bruchstelle er-
gab ein chimerisches Protein mit dem fli-1-Pro-
toonkogen, einem Mitglied der ets-Familie unter
den Onkogenen, das auf 11q24 lokalisiert ist. Ob-
wohl das Ewing-Sarkom hochmaligne ist, spricht
es auf Chemotherapie und Bestrahlung mit Uberle-
bensraten von 60-70% an. In der Regel wird eine
extremititenerhaltende Tumorresektion mit Che-
motherapie kombiniert, wihrend die Bestrahlung
bei Metastasierung oder Tumorbefall der Resekti-
onsrander eingesetzt wird. Die Chemotherapie ver-
bessert das Uberleben von Patienten mit Ewing-
Sarkom, auch einiger, die bereits Metastasen ha-
ben.



Gentherapie. In einer Pilotstudie wurde von Engel
et al. (1998) ein 11-jdhriger Junge mit Ewing-Sar-
kom des linken Halses mit transgenen IL-2-sezer-
nierenden Fibroblasten behandelt. Er hatte bereits
4 Rezidive, die nach bereits durchgefiihrter chirur-
gischer Resektion, Chemotherapie, Thermochemo-
therapie und Bestrahlung auf keine verfiigbare
Therapie mehr ansprachen. Die Transfektion wur-
de mit einem Expressionsvektor und kationischen
Liposomen durchgefiihrt. In einem 51Cr-Zytotoxi-
zititsassay konnte die Lyse von Tumorzellen des
Patienten durch IL-2-stimulierte mononukledre
Zellen gezeigt werden. Unter computertomogra-
phischer Fithrung wurden die IL-2-transgenen au-
tologen Fibroblasten intratumoral injiziert. Es fand
sich keine lokale oder systemische Toxizitit. Die
CD3*- und CD56"-Lymphozytenpopulationen stie-
gen an. Hierbei handelt es sich um Zellen, die als
zytokininduzierte Killerzellen charakterisiert wur-
den. Andere himatologische Parameter @nderten
sich nicht signifikant.

10.4.2.14 Fortgeschrittene komplexe Tumoren

Unter diesem Begriff werden verschiedene, weit
fortgeschrittene Karzinome zusammengefasst, die
sich in einem zunehmend metastasierten und ent-
differenzierten Stadium befinden, und nicht mehr
reseziert werden konnen. Es handelt sich v.a. um
Mammaadenokarzinome, Ovarialkarzinome, Pro-
statakarzinome, Hirntumoren, Nierenzellkarzi-
nome, Melanome, kolorektale Adenokarzinome,
Lymphome, Lungentumoren, Sarkome und Platten-
epithelkarzinome von Kopf und Hals (Wiley 1998).

Gentherapie. Insgesamt handelt es sich hier um 43
Protokolle, in die bisher 574 Patienten eingeschlossen
wurden. Eine Vielzahl von Target-Genen wurde ge-
testet, darunter HLA-B7/b2m, CEA, IL-2, MDR-1,
BRCA-1, GM-CSE IL-12, TNF, IL-7, TK, HLA-A2,
HLA-B13, H-2K(k) und CD80. Fast alle bisher in
Patienten eingesetzten Transfer-Systeme wurden ver-
wendet.

Hui et al. (1997) berichteten iiber die Ergeb-
nisse der ersten 2 Gentherapiestudien Singapurs.
In eine initiale Phase-I-Studie wurden 9 Patienten
eingeschlossen, gefolgt von einer Phase-I/II-Studie
mit 10 Patienten. Alle 19 Patienten hatten rezidi-
vierende Karzinome in einem spiten Stadium mit
kutanen Metastasen. Sie erhielten 4-wdchentlich
intranodale Injektionen von DNA-DC-Chol/DOPE-
kationischen Liposomen zum Transfer der Gene
fiir HLA-A2, HLA-B13 bzw. des xenogenen (muri-
nen) H-2K(k). Die Expression des Transgens wur-
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de in den ersten 3 Patienten mittels RT-PCR von
Nadelbiopsien jeweils 1 Woche nach der Trans-
duktion verfolgt. Es fanden sich Transkripte fiir
HLA-A2 und HLA-B13 wihrend der gesamten Be-
handlung, jedoch nicht von H-2K(k). Unter Ver-
wendung von mRNA des Human growth hormone
(hGH) als interner Standard wurde eine quantitati-
ve PCR durchgefiihrt, wobei sich nach der 1. und
2. Injektion fiir HLA-A2-mRNA mindestens 3fache
Mengen verglichen mit HLA-B13 fanden. In den 9
Patienten der initialen Toxizitdtsstudie fanden sich
keine unerwiinschten Nebenwirkungen. In 1 Pa-
tienten, der mit HLA-A2 behandelt worden war,
bildete sich der injizierte Knoten komplett zuriick,
in 1 weiteren Patienten, ebenfalls mit HLA-A2 the-
rapiert, 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/II-Studie wurden
Frauen mit terminalen Ovarial- oder Zervixkarzi-
nomen eingeschlossen, bei denen alle klassischen
Therapieformen versagt hatten. Die Gentherapie
wurde wie in der initialen Phase-I-Studie durchge-
filhrt. Es wurden keine kompletten Regressionen
beobachtet, die Hilfte der Patienten jedoch zeigten
eine partielle lokale Antwort mit einer Schrump-
fung auf mindestens die Hilfte der Grofle. Eine
partielle Antwort wurde meist nach allogener
HLA-A2-Transduktion beobachtet, aber auch nach
allogener HLA-B13- und xenogener H-2K(k)-
Transduktion. Entfernt gelegene unbehandelte
Knoten bildeten sich in keinem der Patienten zu-
riick und alle 19 Patienten erlebten eine weitere
systemische Progression. Kontrollinjektionen mit
DNA-freien Liposomen in Knoten zeigten keine lo-
kale Antwort.

Offensichtlich war auch hier die Therapie mit
HLA-A2 den anderen Therapien iiberlegen. In bei-
de Studien zusammengenommen zeigten sich un-
ter HLA-A2-Therapie 2 komplette Remissionen
von behandelten Knoten sowie in 5 von 6 Ovarial-
und Zervixkarzinompatientinnen eine lokal be-
grenzte, jedoch signifikante Tumorgréfenreduk-
tion. Bei dem grofiten der behandelten Tumoren
fand sich keine therapeutische Antwort, mogli-
cherweise als Hinweis dafiir, dass die Tumorgrofle
fiir die Kurabilitét ein wichtiger Parameter fiir die-
ses Protokoll ist. Moglicherweise war die bessere
Transkriptionseffizienz in situ ausschlaggebend, da
die initial nachgewiesenen HLA-A2-mRNA-Men-
gen die hochsten waren. Eine andere, nicht alleine
entscheidende Moglichkeit war, dass HLA-Gene
des A-Locus immunogener sind als die des B-Lo-
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cus. Zytotoxische T-Lymphozyten der Patientin
mit Cervixkarzinom, bei der eine komplette Re-
gression ihres HLA-A2-behandelten Knotens er-
reicht worden war, wurden in vitro untersucht. Sie
wurden entweder mit nichtmodifizierten oder mit
HLA-A2-exprimierenden autologen Tumorzellen
stimuliert und dann im Hinblick auf die Zersto-
rung von autologen Tumorzellen beobachtet. Nach
Stimulation mit HLA-A2-modifizierten Zellen be-
wirkten sie eine 3- bis 4fach hohere Zerstorung als
nach Stimulation mit nichtmodifizierten Zellen.

Jantscheff et al. (1997) schlossen in eine fran-
zosisch-schweizerische Phase-I-Studie 9 Patienten
ein, die metastasierende solide Tumoren aufwie-
sen. Verozellen wurden in vitro mit einem huma-
nen IL-2-exprimierenden Plasmid transfiziert.
Diese transduzierten xenogenen Zellen wurden
den Patienten mittels ultraschall- bzw. computerto-
mographiegesteuerter Injektion verabreicht. In 3
verschiedenen Kohorten wurden steigende Dosen
von 5x10% 5x10° und 5x10 Zellen verwendet.
Die Injektionen wurden an den Tagen 1, 3 und 5
der Behandlung verabreicht, und eine Reihe von
Faktoren wurden vor, wihrend und nach der Be-
handlung bestimmt. Dazu gehorten die T-Zell-Zu-
sammensetzung in Tumorbiopsien und Blutproben
der Tage 1, 5 und 15 der Behandlung, CTL-Aktivi-
tdt, Zytokinexpression, Antiveroantikérper und IL-
2-Expression. Die Behandlung wurde gut vertra-
gen. Eine transiente Toxizitit in Form von Fieber
wurde in 1 Patienten und in Form von Juckreiz
und Erythem in 2 weiteren Patienten beobachtet.
Bis auf Antiveroantikorper in 2 Patienten wurden
keine hidmatologischen Verinderungen beobachtet.
Zusammenfassend, konnten 5x10° Vero-IL-2-Zel-
len sicher verabreicht werden, wobei sich nach-
weisbar biologische und klinische Verinderungen
fanden. In den Tumorbiopsien wurden eine ver-
starkte Zytokinexpression und/oder Infiltration
der Tumoren mit Lymphozytensubpopulationen in
6 von 9 Patienten und eine Abnahme dieser Para-
meter in 3 von 9 Patienten ohne klares zuordenba-
res Verteilungsmuster beobachtet. In 1 Patienten
mit Weichteilgewebesarkom verkleinerte sich eine
entfernt gelegene nichtinjizierte Metastase um 90%
innerhalb von mehr als 12 Monaten. In 4 Patienten
konnte die Erkrankung fiir 3, 7, mehr als 7 und 9
Monate zum Zeitpunkt des Berichts stabilisiert
werden.

Mackensen et al. (1997) berichteten iiber eine
Phase-I-Immunisierungsstudie, im Rahmen derer

" 2 Melanompatienten letal bestrahlte autologe Tu-

morzellen gemischt mit IL-2-sezernierenden allo-
genen Fibroblasten injiziert wurden. Die Fibrobla-

sten waren zuvor in vitro mit dem IL-2-Gen trans-
fiziert worden. Tumorinfiltrierende Lymphozyten
(TIL) und Lymphozyten, die die Injektionsstelle
infiltrierten, wurden analysiert. In beiden Patien-
ten waren in einem Funktionstest die Zahlen auf
MHC-I-beschrinkte CTL an der Injektionsstelle er-
héht. Sequenzierungsstudien zeigten, dass die glei-
che Art von CTL sowohl im Tumor als auch an
der Injektionsstelle erhoht waren. Insbesondere
TCRBV21S3*-Zellen spielten bei der zytotoxischen
Aktivitit gegen autologe Tumorzellen eine Rolle.
Es wird vermutet, dass die CTL aus dem Tumor
an die Injektionsstelle zirkulieren, wo sie weiter
vermehrt werden. Eine Amplifikation wurde ver-
mutet, da TCRBV21S3*-Zellen an der Injektions-
stelle nachweisbar waren, und eine Hypersensitivi-
tit vom verzogerten Typ vorhanden war. Beide wa-
ren vor der Behandlung nicht nachweisbar gewe-
sen.

10.4.3 Infektionskrankheiten

Bisher wurden insgesamt mindestens 405 Aids-Pa-
tienten im Rahmen von 29 Protokollen genthera-
peutisch behandelt (Wiley 1998). In einem weite-
ren Protokoll zur Behandlung von Influenza wur-
den bisher keine Patienten eingeschlossen.

10.4.3.1 Human immunodeficiency virus(HIV)-Infektion/
Aquired immunodeficiency syndrom (Aids)

Die 90er Jahre stellen bereits die 2. Dekade der
HIV/Aids-Pandemie dar. Die Krankheit wurde
zum 1. Mal 1981 in den USA erkannt, als das un-
erklirbare Auftreten von 5 Fillen von Pneumocys-
tis-carinii-Pneumonien und 26 Fille von Kaposi-
Sarkom in vorher gesunden homosexuellen Min-
nern beobachtet wurden. Innerhalb von wenigen
Monaten wurde die Krankheit auch in Drogenab-
hingigen, Bluttransfusionsempfingern und Hamo-
philiepatienten, die Gerinnungsfaktoren erhielten,
beschrieben.

Pathogenese. 1983 wurde das HIV aus einem Patien-
ten mit einer Lymphadenopathie isoliert und 1984
konnte klar der ursdchliche Zusammenhang zwi-
schen Aids und HIV gezeigt werden. Dieses Retrovi-
rus der Lentivirusfamilie wurde frither als ,lym-
phadenopathy associated virus“ (LAV), ,human T
lymphotropic virus III* (HTLV-III) oder ,,AIDS-asso-
ciated retrovirus“ (ARV) bezeichnet. 1985 wurde ein
empfindlicher ELISA-Test entwickelt, der ein Scree-
ning von Risikogruppen erlaubte. Beobachtungsstu-
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Tabelle 10.9. CDC-Falliibberwachung fiir Aids (1993), modifiziert nach Harrison (1994)
Nr.  Erkrankung b5

A Indikatorerkrankungen, die in Abwesenheit von anderen Griinden fiir eine Immunschwiiche und ohne Laborbeweis fiir
eine Aids-Infektion klar diagnostiziert wurden

1 Kandidiasis der Speiserdhre, Luftrohre, Bronchien oder der Lunge

2 Cryptococcus neoformans, extrapulmonal

3 Kryptosporidien mit Durchfall (Dauer >1 Monat)

4 Generalisierte Organerkrankungen (Patientenalter >1 Monat) mit Aufinahme der Leber, der Bauchspeicheldriise

und der Lymphknoten durch Zytomegalievirus

5 Infektion durch das Herpes-simplex-Virus, das ein Schleimhautgeschwiir verursacht, das linger als 1 Monat an-
dauert; oder Bronchitis, Pneumonie, Osophagitis (Patientenalter >1 Monat)

6 Kaposi-Sarkom (Patientenalter <60 Jahre)

7 Gehirnlymphom (primir) (Patientenalter <60 Jahre)

8 Interstitielle, lymphoide Pneumonie und/oder

9 Pulmonale, lymphoide Hyperplasie (Patientenalter <13 Jahre)

10 Komplex- oder Morbus-kansasii-Erkrankung (ausgesit)

11 Pneumocystis-carinii-Pneumonie

12 Toxoplasmose des Gehirns (Patientenalter >1 Monat)

B Indikatorerkrankungen, die ohne Riicksicht auf andere Griinde fiir eine Immunschéche und mit Laborbeweis fiir eine

Aids-Infektion klar diagnostiziert wurden

1 Jede Erkrankung der Liste in Abschnitt A

2 Bakterielle Infektionen (multipel oder wiederauftretend) bei Kindern (<13 Jahren), die von Haemophilus, Strep-
tococcus, oder durch andere pyogenische Bakterien verursacht werden

3 Kokzidioidmyosis, disseminiert

4 HIV-Enzephalopathie

5 Histoplasmose, disseminiert

6 Isosporiasis mit persistierender Diarrh (Dauer >1 Monat)

7 Kaposi-Sarkom (bei jedem Lebensalter)

8 Non-Hodkin-Lymphom der B-Zellen oder unbekannter Phinotyp und Vorhandensein der histologischen Typen
von kleinen, nichtgespaltenen Lymphomen oder immunoplastischen Sarkomen

9 Jede mikrobakterielle Erkrankung, disseminiert, aufler M. tuberculosis

10 M. tuberculosis, extrapulmonar

11 Nichttyphoide, septische, rezidivierende Salmonellose

12 HIV-Kachexie

C Indikatorerkrankungen, die mutmaflich im Vorhandensein eines Laborbeweises fiir eine HIV-Infektion diagnostiziert

1 Kandidose des Osophagus

2 Bindehautentziidung mit Blindheit durch Zytomegalievirus

3 Kaposi-Sarkom

4 Interstitielle, lymphoide Pneumonie und/oder pulmonale, lymphoide Hyperplasie bei einem Kind (<13 Jahre)
5 Mikrobakterielle Erkrankung, disseminiert

6 Pneumocystis-carinii-Pneumonie

7 Toxoplasmose des Gehirns (Patientenalter >1 Monat)

D Indikatorerkrankungen, die beim Fehlen von anderen Griinden fiir eine Immunschwéche und im Vorhandensein von
negativen Ergebnissen fiir eine HIV-Erkrankung klar diagnostiziert wurden

1 Pneumocystis-carinii-Pneumonie

2 Andere Indikatorerkrankungen, die in Abschnitt A aufgelistet sind und CD4"-T-Lymphozyten-Zihlung <400/ul

E Die 1993 erweiterte Definition beinhaltet:

1 Alle HIV-infizierten Personen mit <200 CD4"*-T-Lymphozyten/ul oder einen CD4"-T-Lymphozyten-Prozentan-
teil von allen Lymphozyten <14

2 Lungentuberkulose

3 Rezidivierende Pneumonie

4 Aggessives Zervixkarzinom

dien unter Verwendung dieses Tests und das Moni- schrittenen Erkrankung, die als Aids bezeichnet
toring der Anzahl von CD4"-Zellen als Parameter werden. Wihrend die Krankheit noch zu Beginn
fir die Inmunsuppression fithrten zur Entdeckung der 80er Jahre auf Risikogruppen beschrinkt war,
eines breiten Spektrums von HIV-Erkrankungen, finden sich in den 90er Jahren bereits Fille in allen
von asymptomatischen Gruppen bis hin zur fortge- Bevolkerungsgruppen.
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e

reverse
Transkriptase

Die 4 anerkannten humanen Retroviren gehoren
zu 2 verschiedenen Gruppen: den humanen T-lym-
photropen Viren HTLV-I und -II und den huma-
nen Immundefizienzviren HIV-1 und HIV-2 (Ta-
belle 10.9). Die am weitesten verbreitete Ursache
fiur die HIV-Infektion ist das HIV-1. HIV-2 wurde
erstmals 1986 in westafrikanischen Patienten iden-
tifiziert, inzwischen aber auch in Europa, Stidame-
rika, Kanada und den USA beobachtet. Trotz einer
Nukleotidsequenzhomologie von 40% gegeniiber
HIV-1 ist es phylogenetisch sehr viel mehr mit
dem SIV (simian immunodeficiency virus) ver-
wandt.

Virusmorphologie. Elektronenmikroskopisch zeigte
sich, dass das HIV-1-Virion eine ikosaedrale
Struktur mit zahlreichen externen Spikes hat, die
aus den 2 wichtigsten Hiillproteinen des Virus
(dem duflerlichen gp120 und dem transmembra-
nosen gp4l) gebildet werden. Das Virion stiilpt
sich aus der Oberfliche infizierter Zellen und in-
korporiert eine Reihe von Proteinen der Gastzelle
in seine duflere Lipiddoppelschicht, einschlieflich
der MHC-Klasse-I- und -II-Antigene. Abb. 10.14
zeigt die schematische Struktur des HIV-1.

Lebenszyklus des Virus. Ein Kernpunkt des Lebens-
zyklus im Rahmen einer HIV-Infektion ist die re-
verse Transkription genomischer RNA in DNA mit
Hilfe eines Enzyms, genannt Reverse Transkrip-

Abb. 10.14. Aufbau des HIV als Beispiel
fiir ein Retrovirus

tase. Der HIV-Lebenszyklus beginnt mit der Bin-
dung des gp120-Proteins via eines Anteils seiner
VI Region nahe des N-Terminus mit hoher Affini-
tit an den Rezeptor auf der Oberfliche der Gast-
zelle, das CD4-Molekiil (Abb. 10.15). Das CD4-Mo-
lekiil ist ein Protein, das sich vorwiegend auf ei-
nem bestimmten Subtyp von Lymphozyten findet,
die fiir die Helfer- oder Induktionsfunktion bei
der Immunantwort verantwortlich sind. Weiterhin
wird es auf der Oberfliche von Zellen der Mono-
zyten-Makrophagen-Linie exprimiert. Nach der
Bindung erfolgt via 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 Vi-
rion befand, katalysiert die reverse Transkription
der genomischen RNA in dopplestringige DNA.
Die DNA migriert zum Zellkern, wird dort in die
Chromosomen der Gastzelle integriert, und zwar
mit Hilfe eines anderen viralen Enzyms, der Inter-
grase. Die Inkorporation dieses so genannten Pro-
virus in das Zellgenom ist permanent. Dieses Pro-
virus kann inaktiv (latent) bleiben oder eine um-
fangreiche Genexpression mit aktiver Viruspro-
duktion auslosen.

Die zelluldre Aktivierung spielt im Lebenszyklus
des HIV-Virus eine erhebliche Rolle. Die Aktivie-
rung der HIV-Expression mit einem Ubergang aus
dem latenten in das aktive Stadium hingt von der
Interaktion einer Reihe von zelluldren und viralen
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nes Retrovirus (Beschrei-
bung s. Text)

Faktoren ab. Inkomplett revers transkribierte
DNA-Intermediate sind in nichtproliferierenden
Zellen labil und werden nicht ausreichend in das
Genom der Gastzellen integriert, es sei denn, dass
es kurze Zeit nach der Infektion zu einer zelluli-
ren Aktivierung kommt. Weiterhin wird die Akti-
vierung der Gastzelle benétigt, um die Transkrip-
tion der integrierten proviralen DNA in entweder
genomische RNA oder mRNA auszulosen. Nach
der Transkription wird die HIV-mRNA in Proteine
translatiert, die durch Zerschneidung, Glykosylie-
rung, Myristilierung oder Phosphorylierung modi-
fiziert werden. Der Viruskern wird im Bereich der
Plasmamembran der Zellen aus einer Ansammlung
von HIV-Proteinen, -Enzymen und genomischer
RNA gebildet. Das Ausstiilpen der Virionvorstufe
geschieht durch die Zellmembran der Gastzelle,
wo der Viruskern seine externe Hiille erhilt.

HIV-Genom. Das Virusgenom ist schematisch in
Abb. 10.16 gezeigt. Ahnlich wie andere Retroviren
besteht auch HIV-1 aus Genen, die die viralen
Strukturproteine enkodieren: gag enkodiert die
Proteine, die den Viruskern formieren (ein-
schliefllich p24-Antigen); pol enkodiert die En-
zyme, die fiir die reverse Transkription und die
Integration verantwortlich sind; env enkodiert die
Glykoproteine der Virushiille. HIV-1 ist jedoch
komplexer als andere Retroviren insofern, dass es
noch mindestens 6 andere Gene enthilt (tat, rev,
nef, vif, vpr und vpu), die die Proteine enkodieren,
die fiir die Regulation der HIV-Expression verant-
wortlich sind. Diese Gene werden von LTR flan-
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kiert, die die regulatorischen Elemente fiir die
Genexpression enthalten, wie der Polyadenylie-
rungssignalsequenz, der TATA-Promotor-Sequenz,
dem NF-kB und SPl-enhancer-binding-sites, den
TAR-Sequenzen (transactivating response sequen-
ces), wo das tat-Protein bindet, und dem NRE
(negative regulatory element), mit deren Deletio-
nen die Stirke der Genexpression verstirkt wird
(Abb. 10.16). Der Hauptunterschied der Genome
von HIV-1 und HIV-2 ist, dass HIV-2 das vpu-Gen
nicht besitzt, dafiir jedoch ein vpx-Gen, das in
HIV-1 nicht vorkommt.

Gentherapie. Hiufig werden Gentherapiestudien fiir
die Behandlung von Aids durch US-amerikanische
Pharmafirmen durchgefiihrt, deren unabhingige
Studien nicht notwendigerweise durch das Recom-
binant DNA Advisory Committee registriert wer-
den. Bisher wurden im Rahmen von 29 Protokol-
len 405 Aids-Patienten gentherapeutisch behandelt.
Interessant ist dabei, dass Gentherapiestudien fiir
Aids grundsitzlich mehr als doppelt so viele Pa-
tienten einschliefen konnten, als Nicht-Aids-Stu-
dien. Sie sind auch die einzigen Gentherapiestu-
dien, in denen mehr als 100, teilweise sogar mehr
als 200 Patienten rekrutiert werden konnten.

Es konnte gezeigt werden, dass bestimmte, mit
Markergenen gekennzeichnete CD4*- und CD8*-T-
Zellen nach Reinfusion bis zu 10 Monate iiberleb-
ten (Walker et al. 1995). Sie konnten somit die
Ausgangsbasis fiir genetisch modifizierte T-Zellen
zur Therapie oder Privention von HIV-Infektionen
sein. Wihrend bereits zahlreiche potenziell thera-
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Abb. 10.16a,b. Stadien der HIV-Replikation mit potenziellen
Angriffspunkten fiir eine Gentherapie, modifiziert nach
Essex et al. (1995), a HIV-Genom, aus Greene (1991), b Long

peutisch giinstige Gene zur Verfiigung stehen, be-
steht die wesentliche Limitierung derzeit noch in
der Unfihigkeit, zu einem signifikanten Anteil rei-
fer, autologer CD4"-Zellen Zugang zu bekommen
bzw. sie zu transfizieren, da es sich hier um dieje-
nigen Zellen handelt, die bereits durch das HIV
zerstort wurden. Ziel einer Phase-I-Studie war des-
halb, basierend auf diesen Markerstudien, die Her-
stellung von HIV-spezifischen T-Zellen zur Ver-
stirkung einer Immunantwort gegen das Virus.
CD8"-T-Zellen von HIV-freien Zwillingen wurden
mit dem Gen eines antigenspezifischen chimeri-
schen T-Zell-Rezeptors transduziert und in den
HIV-infizierten Zwillingsbruder oder die Zwillings-
schwester infundiert (Walker et al. 1995). Dieser
chimerische Rezeptor besteht aus einer CD4-Do-
miéne fusioniert mit einem Anteil des T-Zell-Re-
zeptors. Es konnte gezeigt werden, dass die Infusi-
on von bis zu 10° genmodifizierten Zellen nicht
toxisch ist und dass diese Zellen in einigen Patien-
ten bis zu 16 Wochen persistieren. 8 Wochen nach
der Infusion waren noch 0,1% der peripheren

minal repeat (LTR) von HIV (Von ZI Rosenberg und AS Fauci, Immunol Todayv 11:176, 1990)

terminal Repeat (LTR) von HIV, aus Rosenberg und Fauci
(1990)

Blutlymphozyten modifiziert. Auf dieser Basis
konnte inzwischen auch eine Phase-II-Studie mit
auf die gleiche Weise transduzierten autologen T-
Zellen und Knochenmarkstammzellen gestartet
werden.

Bei den meisten therapeutischen Studien han-
delt es sich um Immunisierungstherapien mit dem
Ziel, die Immunantwort gegen HIV zu verstirken.
In einer Phase-I/II-Vakzinationsstudie wurden ent-
weder Plazebo oder ein retroviraler Vektor, HIV-
IT(V), i.m. injiziert (Haubrich et al. 1995). HIV-
IT(V) ist hochgradig rekombinant und wird von
einer Hunde- und nicht wie sonst iiblich von einer
Mauszelllinie produziert, um In-vivo-Rekombinati-
onsrisiken zu senken. Der virale Vektor trigt Seg-
mente der potenziell vakzinierenden env- und rev-
Gene von HIV-1 IIIB. Durch die Nachbeobachtung
der ersten 16 Patienten konnte Toxizitit ausge-
schlossen 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-Vorgidnger (Ziegner et al.



1995, Galpin et al. 1994) sind inzwischen abge-
schlossen. Thnen folgte die verwandte Phase-II-
Studie von Parenti et al. [bisher nicht verdffent-
licht, zitiert in Wiley (1998)], die ebenfalls mit
HIV-IT(V) durchgefiihrt wird. Bereits in den er-
sten Monaten im Jahr 1995 waren 124 Patienten
eingeschlossen, Ende 1997 bereits 216.

Auch MacGregor et al. (1998) verwendeten eine
i.m. Vakzinationstherapie, wobei sie erstmalig
nackte HIV-Gene einsetzten. DNA fiir HIV-1-MN-
env- und -rev-Gene unter der Kontrolle eines
CMV-Promotors wurden 13 Ménnern und 2 nicht
schwangeren Frauen verabreicht. Die Zahl der
CD4"-Lymphozyten betrug wenigstens 500/ul Blut,
und es wurden keine antiviralen Medikamente ver-
wendet. Entsprechend einem eskalierenden Dosis-
schema wurden jeweils 5 Patienten in Form von 3
Injektionen in jeweils 10-wochigem Abstand 30 pg,
100 pg oder 300 pg verabreicht. Da préklinische
Untersuchungen gezeigt hatten, dass i.m. Bipuva-
kainhydrochloridinjektionen jeweils vor der DNA-
Injektion eine 20- bis 200fache Erhohung der
Transgenexpression bewirkten, und bereits gezeigt
werden konnte, dass die Impfung Schimpansen ge-
gen HIV-Infektionen schiitzte bzw. in bereits infi-
zierten Tieren deren Anti-HIV-Abwehr verbes-
serte, wurde dieses Verfahren auch bei Menschen
eingesetzt. Die Therapie wurde mit nur geringen
Nebenwirkungen gut vertragen. Lediglich lokaler
Schmerz und Steifheit wurden als impfungsbe-
dingt erachtet. Es fanden sich weder himatologi-
sche noch renale Toxizitit. Bei allerdings bereits
sehr variablen CD4"- und CD8"-Lymphozytenzah-
len vor der Behandlung fand sich kein signifikan-
ter therapeutischer Effekt. Auch die Virusbela-
stung blieb unverindert, wobei die HIV-RNA in 7
Patienten sogar um 30% anstieg und in 7 anderen
Patienten um 30% fiel. Dagegen wurden die Anti-
Env-Antikérper in Patienten geboostert, die 100 pg
erhalten hatten. Anti-gp120-Antikorper stiegen in
einzelnen Patienten der 100- und 300-pg-Gruppen.
Die Anti-gp120-Aktivitdt zytotoxischer T-Lympho-
zyten (CTL) und die Lymphozytenproliferations-
aktivitdt nahmen ebenfalls zu.

Riddel et al. (1996) beobachteten in 6 Patienten
mit HIV-Infektionen eine therapeutisch einsetzba-
re Immunreaktion gegen ein fremdes Transgen,
nachdem sie eine adoptive Immuntherapie erhal-
ten hatten. Periphere Blutlymphozyten der Patien-
ten waren gesammelt und fiir HIV-gag-Protein
spezifische CD8*-T-Lymphozyten-Klone isoliert
worden. Diese Klone waren in vitro mit einem re-
troviralen Vektor mit einem Fusionsgen transdu-
ziert worden, genannt HyTK, das fiir den Positiv-
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selektionsmarker Hy (Hygromyzinresistenz) und
den Negativselektionsmarker TK (Ganciclovirsen-
sitivitdt) kodiert. Sie demonstrierten auf MHC I
beschrinkte anti-HIV-gag-zytotoxische Aktivitit
auf Target-Zellen in vitro. 1 der 3 Klone von
HyTK-transduzierten CD8*-T-Lymphozyten wurde
expandiert und in autologe Patienten reinfundiert,
wobei aufsteigende Dosen von 10°-3,3x10° Zellen/
m’ verabreicht wurden. Es fanden sich keine Zei-
chen fiir Toxizitdt, und es war keine zusitzliche
Ganciclovirbehandlung notwendig. Vor der Infusi-
on konnten keine Gedichtnis-CTL gegen Hy oder
TK nachgewiesen werden. Nach der Infusion je-
doch wurden in 5 von 6 Patienten HyTK-spezifi-
sche CTL gefunden. Patienten ohne nachweisbare
anti-HyTK-zytotoxische Aktivitit zeigten einen
Anstieg an zirkulierenden HyTK-transduzierten
Zellen nach jeder Infusion. In allen Fillen waren
HyTK-transfizierte Zellen maximal 7 Tage nach-
weisbar. Somit waren also die hier behandelten Pa-
tienten in der Lage, die Transgen exprimierenden
autologen Zellen schnell abzustoflen, obwohl sie
immunologisch nur eingeschrinkt kompetent wa-
ren.
Calarota et al. (1998) verabreichten deshalb 9
symptomfreien HIV-1-Patienten i.m. Injektionen
der Immunisierungskandidatengene HIV-1-tat,
-rev oder -nef. Insgesamt wurden jeweils 3 Immu-
nisierungen innerhalb von 6 Monaten verabreicht.
Nebenwirkungen wurden nicht beobachtet. Vor der
Behandlung waren in keinem der Patienten Anti-
korper und zellvermittelte Immunitit gegen diese
3 regulatorischen Proteine vorhanden, danach fan-
den sich jedoch in allen 9 Patienten spezifische
Gedéchtniszellen und in 8 Patienten eine spezifi-
sche Zytotoxizitit. Induzierte CTL waren auf MHC
Klasse I beschrinkt und vorwiegend CD8"-positi-
ven Ursprungs. In 3 Patienten jedoch verringerte
sich die zelluldre Aktivitdt nach dieser urspriingli-
chen Immunantwort. Die geringe Patientenzahl
lie nur die Vermutung zu, dass HIV-spezifische
zytotoxische Antworten gegen regulatorische Pro-
teine zu einer immunologischen Beseitigung infi-
zierter Zellen fithren kénnten, bevor sie virale Par-
tikel freigesetzt haben. Moglicherweise hitten
nichtselektionierte oder nichtinfizierte Personen
starkere Inmunantworten gezeigt als die selektio-
nierten Patienten mit geringer oder ohne vorbeste-
hende Antwort.

Neben der Stimulation einer verstirkten Im-
munantwort gegen HIV stehen noch zahlreiche
Optionen fiir gentherapeutische Behandlungsstra-
tegien zur Verfiigung, die eher auf eine ,intrazel-
lulire Immunisierung® abzielen, indem die virale
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Abb. 10.17. Genetische Strukturelemente des HIV, modifiziert nach Harrison (1994)

Replikation inhibiert wird. Sie umfassen verschie-
dene dominant-negative Mutanten von Ribozymen,
intrazelluldre Antikorper bis hin zu verschiedenen
viralen Targets, wie fast alle Stadien des viralen
Replikationszyklus. Letzteres wird durch letale Mu-
tationen der viruseigenen gag-, pol-, tat-, rev- und
env-Gene erreicht, die kompetitiv die Integration
von intaktem Wildtypprotein verhindern (Abb.
10.17). In klinischen Phase-I-Studien werden der-
zeit ein transdominantes mutiertes HIV-Protein,
Rev M10, das kompetitiv an das entsprechende
Rev-respondierende Element bindet, sowie ein
Haarnadelribozym gegen die 5-Leitsequenz des
Retrovirus getestet. In beiden Fillen wurden auto-
loge CD4*-T-Lymphozyten von HIV-infizierten Pa-
tienten verwendet (Barinaga et al. 1993, Woffendin
et al. 1996). Lediglich fiir die erste Studie (Rev)
liegen derzeit Ergebnisse vor. T-Lymphozyten wur-
den mit Hilfe von Goldmikropartikeln mit Rev
MI10 transduziert. Die Uberlebenszeit der T-Lym-
phozyten betrug in 1 der 3 ersten Patienten 15 Ta-
ge, verglichen mit 3,5 Tagen fiir einen Kontrollpa-
tienten, der den gleichen Vektor ohne das thera-
peutische Gen erhielt (Woffendin et al. 1996).

Da immunisierende Monotherapien bisher wenig
erfolgreich waren, ist es wahrscheinlich, dass sich
eher Therapien unter dem gleichzeitigem Einsatz

von multiplen therapeutischen Genen, die gegen ver-
schiedene virale Gene und/oder verschiedene Sta-
dien der Virusreplikation gerichtet sind, durchset-
zen werden, die alle idealerweise iiber den gleichen
Vektor transferiert werden. Auch zielten alle bisher
vorliegenden klinischen Studien nur auf die Behand-
lung von T-Lymphozyten ab, obwohl das Reservoir
infizierter Zellen auch aus anderen Zellen, wie z.B.
Makrophagen, dentritischen Zellen und den Gliazel-
len des Gehirns besteht, die teilweise eine sehr lange
Lebensdauer haben. Eine verbesserte Therapieeffizi-
enz ist moglicherweise auch iiber eine gréflere Viel-
falt an Target-Zellen zu erreichen.

10.4.4 Kardiovaskuldre Erkrankungen:
periphere und koronare GefaBkrankheit

Hier spielen insbesondere die arteriosklerotischen
kardiovaskuldren Erkrankungen eine Rolle, v.a. die
periphere Gefiflkrankheit und die koronare Herz-
krankheit.

10.4.4.1 Arteriosklerose

Arteriosklerotische Lasionen werden in frithe Li-
sionen (initiale Lasionen und Lipideinlagerungen),



intermedidre Lisionen, fibrose Plaques und kom-
plizierte Lisionen eingeteilt. Obwohl der Begriff
der ,generalisierten Arteriosklerose“ weit verbrei-
tet ist, sind die Lisionen tatsichlich unregelmafig
verteilt; verschiedene Gefifle sind abhingig vom
Alter und in verschiedenem Ausmafl betroffen. Die
abdominale Aorta ist am friihesten und heftigsten
betroffen und ldsst den Befall anderer Arterien ab-
schitzen. Gewdhnlich sind auch die Gefifle der
unteren Extremititen stirker betroffen als die der
oberen. In Koronararterien sind v.a. die Hauptiste
befallen, wobei auffillig ist, dass auschlieflich epi-
kardiale Arterien und praktisch nie intramurale
Gefifle betroffen sind. Es wird vermutet, dass die
besonderen hamodynamischen Krifte eine wichti-
ge Rolle spielen, da in den Koronararterien im Ge-
gensatz zu anderen wichtigen Arterien der Fluss in
der Diastole grofier ist als in der Systole. Eine spe-
zielle Pradilektionsstelle der hirnversorgenden Ar-
terien ist der proximale Anteil der A. carotis inter-
na.

Eine allgemein akzeptierte Theorie zur Pathoge-
nese der Arteriosklerose ist die Hypothese einer
Verletzungsreaktion der Gefifle. Danach sind En-
dothelzellen, die die Intima zum Lumen hin be-
grenzen, einer wiederholten oder andauernden Be-
drohung ihrer Integritit ausgesetzt. Die Verletzung
des Endotheliums kann subtil oder grob sein. Dies
filhrt schlieflich zu einem Verlust der Fahigkeit
der Zellen, normal zu funktionieren und weiter als
eine Permeabilititsbarriere zu funktionieren. Bei-
spiele fiir Formen der Endothelverletzen sind die
metabolische Verletzung durch die Hypercholeste-
rindmie und Homozysteindmie, der mechanische
Stress in Verbindung mit der Hypertonie und eine
immunologische Beeintrichtigung nach Herz-
oder Nierentransplantation. Die Endotheldysfunk-
tion an dafiir gefdhrdeten Stellen des Gefiflbaums
kann zu einer Exposition des darunter gelegenen
Gewebes gegeniiber Plasmabestandteilen fiihren.
Hierdurch kommt es zu einer Abfolge von Ereig-
nissen: '

1. Monozyten- und Plittchenadhision,
2. Migration von Monozyten in die Intima,
3. anschlieBende Umwandlung der Monozyten in

Makrophagen,

4. Pldttchenaggregation,
. Formierung von Mikrothromben,
6. Freisetzung von sezernierbaren Produkten von

Makrophagen und Pldttchen:

- Wachstumsfaktoren,

- Zytokine [z.B. PDGF (platelet-derived growth

factor), IL-1, CSF].

w
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In Verbindung mit Plasmabestandteilen, wie Lipo-
proteinen, oder Hormonen, wie Insulin, kdnnen
diese Faktoren das Wachstum intimaler glatter
Muskelzellen im Bereich der Gefiflverletzung sti-
mulieren. Diese proliferierenden glatten Muskelzel-
len konnen Bindegewebsmatrix ablagern und Lipi-
de akkumulieren, ein Prozess, der v.a. bei einer
Hyperlipiddmie verstirkt stattfindet. Auch von
Monozyten abstammende Makrophagen konnen
Lipide akkumulieren, die wiederum mit Proteinen
Komplexe bilden konnen, die fiir oxidierte Lipo-
proteine typisch sind. Auch sind diese Zellen in
der Lage, Lipoproteine in situ zu modifizieren, wo-
durch ihre Aufnahme durch Scavenger-Rezeptoren
begiinstigt wird. Endothelzellen und Makrophagen
konnen ein Chemoattractant-Protein bilden, das
die Akkumulation von von Monozyten abstam-
menden Makrophagen unterbindet.

Die Adhirenz von Monozyten an das alterierte
Endothel und ihre Migration in die Gefiflwand,
um zu dort sesshaften Makrophagen zu werden,
ist wohl die 1. zelluldre Verdnderung im Rahmen
der Arterioskleroseentstehung. So kann eine wie-
derholte oder anhaltende Verletzung zu einer sich
langsam entwickelnden Lision fiihren, mit zuneh-
mender Anzahl intimaler glatter Muskelzellen, Ma-
krophagen, Bindegewebe und Lipide. Areale, in de-
nen das Endothel den Scherkriften besonders aus-
gesetzt ist, wie Abgange von Gefdf3asten oder Gefd-
Baufzweigungen, sind besonders gefihrdet. Wih-
rend die Lisionen und die Intimadicke zunehmen,
dndert sich auch der Blutfluss iiber diesen Engstel-
len (Stenosen), was die Verletzungsgefahr fiir das
Endothel durch Scherkrifte noch weiter erhéht;
ein Circulus vitiosus, der schlieflich zur Ausbil-
dung einer komplexen Stenose fiihrt.

Ein anderer, die obige Theorie nicht unbedingt
ausschlieffender Erklarungsversuch, ist die mono-
klonale Hypothese. Die Basis sind einzelne Isoen-
zymtypen, die sich in den Lasionen finden. Durch
die Multiplikation einzelner, individueller glatter
Muskelzellen, dhnlich wie in benignen Tumoren,
kommt es durch die intimale Proliferation zu Li-
sionen. Auf diese Weise konnten mitogene, mogli-
cherweise auch mutagene Faktoren die Proliferati-
on glatter Muskelzellen durch Einwirkung auf ein-
zelne Zellen stimulieren.

Die Theorie der fokalen Alterung von Zellen
versucht zu erkldren, wie intrinsische Alterungs-
prozesse zur Arterioskleroseentstehung beitragen.
Danach stehen proliferierende glatte Muskelzellen,
die zur Atherombildung beitragen, normalerweise
unter der riickgekoppelten Kontrolle von Mitosein-
hibitoren, die von glatten Muskelzellen der anhin-
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genden Media gebildet werden. Dieser Feedback-
Mechanismus tendiert dazu, im Alter zu versagen,
sodass Zellen sterben und dabei nicht ausreichend
ersetzt werden.

Die lysosomale Therapie vertritt die Ansicht,
dass eine alterierte lysosomale Funktion zur Arte-
rioskleroseentstehung beitrégt. Da lysosomale En-
zyme im Rahmen der kontinuierlichen Erneue-
rung den Abbau von zelluliren Komponenten voll-
ziehen konnen, spielen sie eine wichtige Rolle bei
der Zellalterung und bei der Akkumulation von Li-
pofuszin, einem ,Alterungspigment®. Es wurde an-
genommen, dass die vemehrte Ablagerung von
Cholesterolestern in arteriellen glatten Muskelzel-
len teilweise durch einen relativen Mangel an der
Aktivitit der lysosomalen Cholesterolesterhydro-
lase bedingt ist. In Ubereintimmung mit dieser
Theorie konnten einige der seltenen Patienten mit
lysosomalen Speichererkrankungen eine akzele-
rierte Arteriosklerose aquiriert haben. Die meisten
der Lipidtropfchen in Schaumzellen sind jedoch
zytoplasmatisch und nicht lysosomal.

Vulnerable Plaque und Plaqueruptur, Herzinfarkt. Die
Ruptur der arteriosklerotischen Plaques und die
konsekutive ~ Formation  gefidfiverschliefender
Thromben sind die wichtigsten Mechanismen, die
zu akuten Ischidmien, einschliefflich Herzinfarkt,
fithren. Die vulnerable Plaque ist kleiner, lipidrei-
cher und stirker von Makrophagen infiltriert als
die stabile fibromuskulire Lasion. Umgekehrt
konnte eine Reduktion des Lipid- und Makropha-
gen-Pools zur Plaquestabilisierung beitragen und
die Rupturinzidenz vermindern, andererseits eine
antithrombotische Therapie die nachfolgende aku-
te Ischdmie verhindern.

Restenose nach Angioplastie. Die instrumentelle Be-
handlung stenosierender Erkrankungen der Herz-
kranzgefifle hat eine anfinglich unerwartete Ent-
wicklung genommen. So lag die Zahl der Eingriffe
in der BRD 1985 bei 5000, und 1996 wurden mehr
als 100000 Indikationen verzeichnet. Die Indikati-
onserweiterung resultiert v.a. aus der schnellen Ent-
wicklung und Modifikation von Ballon- und Schaft-
materialien mit der Folge einer besseren Erreichbar-
keit und Passierbarkeit der Stenosen und auf der
Entwicklung neuer Verfahren, insbesondere der
Atherektomie und der Stent-Implantation. Durch
die Einfilhrung von Stents konnten die Akutergeb-
nisse erheblich verbessert werden, gleichzeitig ha-
ben sie die Katheterverfahren sicherer gemacht.
Hinsichtlich der Restenosepravention konnten
dagegen keine iiberzeugenden Fortschritte erzielt

werden. Weder die zunehmende Erfahrung der in-
terventionellen Gruppen noch die Einfithrung op-
timierter Ballonbestecke oder alternativer Verfah-
ren setzten die Restenosehdufigkeit entscheidend
herab, obwohl gerade die alternativen Instrumente
wie Atherektomie, Laser- und Rotablationskatheter
initial mit der Absicht entwickelt worden waren,
durch Plaqueabtragung die Rezidivstenose zu ver-
meiden oder zumindest zu vermindern. Die abso-
lute Zahl der Rezidivstenosen nimmt sogar mit
der Indikationserweiterung und der zunehmenden
Hiufigkeit der durchgefiihrten Behandlungen wei-
ter zu. Die Restenose nach Angioplastie reprasen-
tiert somit wohl das bedeutendste und bislang un-
geloste Problem der interventionellen Kardiologie.
Auch in neuesten Studien mit richtungsweisendem
Charakter liegt die Rezidivrate zwischen 20 und
50% (Tabelle 10.10, 10.11).

Wie in Tiermodellen gezeigt werden konnte,
lauft die Restenoseformation, dhnlich wie bei an-
deren Wundheilungsprozessen, in 3 iiberlappenden
Phasen ab.

Die Phase der Entziindung beginnt mit dem
Zeitpunkt der Gefiflverletzung, gelegentlich kom-
biniert mit thrombotischen Auflagerungen auf
dem verletzen Areal. Sie dauert nur Stunden bis
wenige Tage an und wird von der Granulations-
phase gefolgt, die im Schweinemodell nach etwa 7
Tagen das Maximum der Proliferationsaktivitit
zeigt. Zu diesem Zeitpunkt sind viele Gefdflwand-
myozyten unter dem Einfluss zahlreicher, bereits
bekannter wachstumsstimulierender Proteine vom
kontraktilen, ruhenden Phdnotyp in das syntheti-
sche proliferative Stadium iibergegangen. Schlief3-
lich kommt es, beginnend mit der 2. Woche nach
dem Trauma und teilweise iiber Monate bis Jahre
anhaltend, zur vermehrten Formation bzw. zum
Umbau der Matrix. Die variable Auswirkung die-
ser Vorginge auf die neue Struktur der Arterien,
genannt Remodelling, erstreckt sich von der Gefif3-
dilatation iiber die kompensatorische Dickenverin-
derung der Wandschichten bis hin zur Lumenein-
engung, der eigentlichen Restenose. Nicht alle Me-
chanismen dieses Remodelling sind bis heute voll
verstanden.

Gentherapie. Bisher wurden mindestens 47 Patien-
ten im Rahmen von 4 Protokollen gentherapeu-
tisch behandelt (Wiley 1998).

Angioneogenese. Die periphere arterielle Ver-
schlusskrankheit war die erste kardiovaskuldre Er-
krankung, bei der die Gentherapie eingesetzt wur-
de (Isner et al. 1995, 1996 a,b, Isner 1998). Im Sta-
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Tabelle 10.10. Vergleich von Atherektomie und Stent-Implantation bei der Pravention der Restenose

Studien Benestent Stress CAVEAT CCAT

Ergebnisse Stent PTCA Stent PTCA DCA PTCA DCA PTCA
n 259 257 250 202 512 500 138 136
Erfolg [%] 93 91 95 92 89 80 98 91
Stenose [%]

Vor 6 Monaten 64 64 76 74 71 73 71 70
Nach 6 Monaten 22 33 19 35 29 36 25 33
Spiter 38 43 42 49 52 54 49 48
Restenoserate [%)] 22 32 32 42 49 57 46 43

Tabelle 10.11. Studien zur pharmakologischen Restenosepri-
vention, modifiziert nach Herrman (1993)

Medikamentenklasse Medikament

Gerinnungshemmen- Heparin, Hirudin, Marcumar, nie-
de Medikamente dermolekulare Form von Heparin,
Aspirin, Dipyridamol, Ticlopidin,
TxA,-Antagonisten, Dextran, Sero-
toninantagonisten, Prostazyclin,
Glykoprotein-IIb/Illa-Rezeptoren-
blocker

Nifedipin, Verapamil, Diltiazem
Kortikoide, nichtsteroidale Antiin-
flammatorika, Kolchizin Trapidil
ACE-Hemmer, photodynamische
Behandlung

Lovastatin
Kalzium-Calmodulin-Antagonisten,
Tokopherol (Vitamin E), Fischél

Kalziumantagonisten
Antiinflammatorika

Antiproliferativa

Lipidsenker
Antioxidanzien

dium IV der Erkrankung mit ischdmischen Ulzera
und drohender Amputation wurde das Gen des
VEGF (vascular endothelial growth factor) bisher
transluminal oder subkutan in 33 Patienten im
Rahmen von 2 Protokollen in den USA und in
Finnland transferiert (Isner et al. 1996a, Isner
1998, Wiley 1998). Die DNA wurde entweder nackt
oder als Liposomenkomplex transferiert. Durch
die Angioneogenese und konsekutive Kollaterali-
sierung konnte in einigen Patienten, abhingig v.a.
von der applizierten DNA-Menge, klinisch eine
Verbesserung der Gehstrecke erzielt werden, paral-
lel dazu eine Zunahme der Perfusion in der kon-
ventionellen und in der Kernspinangiographie. Als
zusitzlicher Beweis fiir die biologische Wirkung
des erfolgreich exprimierten Gens konnten die
Ausbildung von groflen Spider naevi im Bereich
des Fufles sowie ein passageres peripheres Odem
infolge der vermehrten Gefiflpermeabilitit beob-
achtet werden (Isner et al. 1996a, Baumgartner et
al. 1998). Da VEGF von intakten Zellen sezerniert
werden kann, war eine subkutane Anwendung

ebenso wirkungsvoll wie die direkte, transluminale
Applikation iiber einen hydrogelbeschichteten Ka-
theter. Nachteilig konnten jedoch die nachweislich
erhohten Plasmaspiegel fiir VEGF-Protein sein
(Baumgartner et al. 1998), da VEGF auch bei der
Tumorangiogenese eine bedeutende Rolle spielt
und somit potenziell das Wachstum bis dahin
nicht erkannter Mikrotumoren anregen konnte.
Crystal et al. (1995) initiierten inzwischen eine kli-
nische Studie mit adenoviralem Transfer des
VEGF-Gens in periphere Arterien. Ergebnisse hier-
zu liegen derzeit noch nicht vor.

Ahnlich wie zur Behandlung der peripheren ar-
teriellen Verschlusskrankheit erfolgte inzwischen
auch von Yli-Hertualla et al. [bisher nicht verof-
fentlicht, zitiert in Wiley (1998)] im Rahmen einer
finnischen Studie bei 3 Patienten die Behandlung
der koronaren Herzkrankheit. Hier wurden die Li-
pofektion und Adenoviren eingesetzt. 3 weitere kli-
nische Studien mit adenoviralem VEGF-Transfer
bzw. der Applikation von nackter VEGF-DNA so-
wie adenoviralem Transfer des FGF-4-Gens (FGF:
fibroblast growth factor) wurden begonnen (Wiley
1998). Derzeit liegen noch keine Ergebnisse iiber
Patientenzahlen oder Ergebnisse vor.

Bisher erhielten 5 Patienten, bei denen eine
konventionelle Therapie versagt hatte, direkte
myokardiale Injektionen von phVEGF¢s-Plasmid
durch eine minimalinvasive Brustwander6ffnung
(Losordo et al. 1998). Das Verfahren erwies sich
als sicher, und alle Patienten hatten signifikant we-
niger Angina pectoris.

Pravention der Restenose. Eine weitere Indikation
zum Einsatz des VEGF bei der peripheren Ver-
schlusskrankheit war die Pravention der Restenose
nach Ballonangioplastie durch die friihzeitige Aus-
bildung eines Neoendothels (Isner et al. 1996c).
Hier erfolgte der Einsatz bisher bei mindestens 11
Patienten (Wiley 1998). Eine andere Gruppe testet
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derzeit klinisch, trotz kontroverser Ergebnisse in
Tierexperimenten, den Einsatz von Antisense-Oli-
gonukleotiden gegen das Protoonkogen c¢-myc
(Kutryk et al. 1997). Eine Reihe anderer antiproli-
ferativer Gene, wie Antisense-c-myb, p21, Ribobla-
stoma und Cecropin, befinden sich derzeit in der
priklinischen Testung (Simons et al. 1992, Nikol et
al. 1999, Huehns et al. 1999, Chang et al. 1995a,b).
Neben dem direkten Gentransfer befindet sich
auch die Verwendung genetisch modifizierter Zel-
len in Verbindung mit z.B. Stents in Erprobung
(Dichek et al. 1989).

Stabilisierung der vulnerablen Plaque. Hierfiir und
zur konsekutiven Verhinderung von Myokardin-
farkten, wird der Einsatz der Gentherapie vorge-
schlagen (Feldman und Isner 1995). In diesem Zu-
sammenhang sollen insbesondere die Senkung des
LDL-Cholesterins bzw. die Erhohung des HDL-
Cholesterins durch den Transfer des LDL-Rezep-
tor- bzw. Apo-Al-Gens und die Beeinflussung der
Makrophageninfiltration durch den Transfer der
Gene von Adhisionsmolekiilen (sVCAM: soluble
vascular cell adhesion molecule, MCP-1: monocyte
chemoattractant protein-1) angestrebt werden. Fiir
die Suppression der der Plaqueruptur folgenden
lokalen Gefifithrombosierung wird der Transfer
der Gene fir den Gewebeplasminogenaktivator
(tissue plasminogen activator, t-PA) oder die Uro-
kinase vorgeschlagen. Alternativ wird fiir die frithe
Reparatur des Endothels wihrend oder nach der
Plaqueruptur der Transfer des sich bereits in klini-
scher Erprobung befindlichen Vascular endothelial
growth factor fiir die schnelle Reendothelialisie-
rung nahe gelegt. Klinische Studien hierzu gibt es
derzeit noch nicht.

10.4.5 Amyotrophe Lateralsklerose (ALS)

Bei der ALS handelt es sich um eine neurologische
Erkrankung mit Zelltod von Motoneuronen. In
priklinischen Studien hatte sich gezeigt, dass neu-
trophische Faktoren auf Nagermodelle fiir die hu-
mane Erkrankung einen therapeutischen Effekt ha-
ben. Einer dieser Faktoren, der zilidre neutrophi-
sche Faktor (CNTF), wurde in einer nichtgenthera-
peutischen klinischen Studie untersucht, indem
Patienten mit ALS das CNTF-Protein systemisch
erhielten. Dabei fanden sich erhebliche Nebenwir-
kungen, wie die Induktion von Akutphasenreakti-
vatoren, erheblicher Hustenreiz und Gewichtsver-
lust, die zum Abbruch der Studie fithrten. Weitere
Probleme waren die kurze Halbwertszeit der Mole-

kiile und ihre Unféhigkeit, die Blut-Hirn-Schranke
zZu passieren.

Gentherapie. Aebischer et al. (1996) entwarfen eine
klinische Phase-I-Studie, bei der die Wirkungen
einer lokalen Applikation und Verfiigbarkeit im
Nervensystem beobachtet werden sollten. Hierfiir
wurde eine Nierenzelllinie des Babyhamsters
(BHK-Zelllinie) in vitro mit dem CNTF-Gen trans-
duziert und in Polymerkapseln eingeschlossen. Die
CNTE-Expression lag bei etwa 1 pg/Tag. Die Im-
plantation erfolgte im lumbalen intrathekalen Zwi-
schenraum der Patienten. Bisher erhielten minde-
stens 12 Patienten derartige Kapseln. Zur Untersu-
chung der In-vivo-Expression entnommene suk-
zessive Liquoruntersuchungen, die vor der Thera-
pie negativ waren, zeigten danach mehrere 100 pg
von CNTF bis zu 15 Monate nach der Implantati-
on. Explantierte Kapseln enthielten noch lebende
CNTEF-produzierende BHK-Zellen. Keiner der Pa-
tienten zeigte die in der vorangegangenen systemi-
schen Studie beobachteten schweren Nebenwirkun-
gen. Entsprechend verschiedener klinischer Gradu-
ierungsschemen wurde trotz der erfolgreichen Ex-
pression in allen Patienten ein Fortschreiten der
Krankheit festgestellt. Als nichster Schritt ist eine
Kombination mit einem anderen neutrophischen
Faktor, dem NT4/5, geplant, da sich bereits in vi-
tro ein besserer kurativer Effekt aufgrund einer
Synergie der beiden Faktoren gezeigt hatte. Der-
zeit werden Zelllinien, die sowohl CNTF als auch
NT4/5 produzieren, in Tiermodellen zur Motoneu-
ronendegeneration getestet.

10.4.6 Rheumatoide Arthritis

Die rheumatoide Arthritis ist eine chronische Mul-
tisystemerkrankung mit unbekannter Ursache.
Eine Reihe von systemischen Manifestationen sind
moglich, wobei die persistierende entziindliche
Synovitis im Vordergrund steht, die meist die
peripheren Gelenke in symmetrischer Weise be-
fallt. Kennzeichen dieser Erkrankung ist die Knor-
peldestruktion durch die Entziindungen der Syno-
via mit nachfolgenden Gelenkdeformationen. Der
Verlauf kann sehr unterschiedlich sein, von milden
Symptomen bis hin zu Gelenkdestruktionen, die
die Implantation von Gelenkprothesen erfordern.

Epidemiologie. Die Privalenz der rheumatoiden Ar-
thritis betrdgt in der Bevolkerung etwa 1% (0,3-
2,1%). Frauen sind etwa 3-mal héufiger betroffen
als Minner. Die Prdvalenz steigt mit dem Alter,



wobei sich im héheren Alter die Geschlechtsunter-
schiede verwischen. Die rheumatoide Arthritis
tritt in der ganzen Welt auf und betrifft alle Ras-
sen. Sie beginnt meist in der 4. oder 5. Lebensde-
kade, wobei 80% der Betroffenen die Krankheit
zwischen dem 35. und 50. Lebensjahr entwickeln.

Genetik. Familienuntersuchungen geben Hinweise
dafiir, dass eine genetische Pradisposition exi-
stiert. Schwere rheumatoide Arthritiden treten z.B.
4-mal haufiger bei seropositiven Verwandten 1.
Grads auf, und 10% der Betroffenen haben einen
ebenfalls befallenen Verwandten 1. Grads. Eineiige
Zwillinge haben, bei Erkrankung eines Zwillings,
ein ebenfalls 4fach hoheres Risiko fiir eine rheu-
matoide Arthritis, das Risiko bei zweieiigen Zwil-
lingen ist dhnlich dem von Geschwistern. In vielen
Populationen konnte ein genetischer Zusammen-
hang mit dem Auftreten von HLA-DR4 gefunden
werden, das bei 70% der Patienten mit rheumatoi-
der Arthritis exprimiert wird, im Gegensatz zu
28% in Kontrollpersonen. In anderen Populationen
besteht ein Zusammenhang mit der Expression
von HLA-DR1 und HLA-Dwl6. Analysen dieser
Histokompatibilitdtskomplexgene haben ergeben,
dass eine bestimmte Aminosdurensequenz in der
3. hypervariablen Region des HLA-DR-Molekiils
das entscheidende genetische Element fiir die
mogliche Erkrankung an einer rheumatoiden Ar-
thritis ist. Diese Region scheint Einfluss auf die Se-
lektion von CD4"-T-Zellen und die Prisentation
antigener Peptide gegen CD4"-T-Zellen zu haben.

Nicht allein die genetischen Faktoren sind fiir
die Atiologie der rheumatoiden Arthritis verant-
wortlich, sondern auch zusitzliche Umgebungsfak-
toren, wie Klima und Urbanisierung. Unklar bleibt
jedoch, was letztlich das auslosende Agens ist, ins-
besondere, ob verschiedene virale oder bakterielle
Infektionen beteiligt sind.

Neben den genetischen Pradispositionen fiir das
Auftreten der rheumatoiden Arthritis gibt es auch
noch genetische Prddispositionen fiir evtl. Neben-
wirkungen gegen Antirheumatika. Hier ist das
HLA-DR3-Allel mit Nebenwirkungen bei der Gold-
therapie und dem Einsatz von D-Penicillamin as-
soziiert.

Pathologie und Pathogenese. Die friihesten Lisionen
in der rheumatoiden Synovitis scheinen durch mi-
krovaskuldre Verletzungen und eine Zunahme der
auskleidenden Synovialzellen verursacht zu sein.
Es folgen perivaskuldre Infiltrationen und Infiltra-
tionen mit mononukledren Zellen. Im weiteren
Verlauf wird die Synovia 6demat6s und dringt als
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villésse Wucherungen in die Gelenkhdhle ein. Die
infiltrierenden Zellen sind vorwiegend T-Lympho-
zyten, wobei CD4"-T-Helferzellen gegeniiber den
CD8"-T-Suppressorzellen iiberwiegen. Typisch fiir
die rheumatische Synovitis ist die andauernde im-
munologische Aktivitdt. Dabei finden sich charak-
teristischerweise auch eine Reihe von sezernierten
Produkten aktivierter Lymphozyten, Makrophagen
und anderer Zellarten (Tabelle 10.12). Die lokale
Produktion dieser Zytokine ist fiir viele der patho-
logischen und klinischen Manifestationen der
rheumatoiden Arthritis verantwortlich. Aufgrund
dieser Beobachtungen wird angenommen, dass es

Tabelle 10.12. Zytokine bei rheumatoiden Entziindungen,
modifiziert nach Harrison (1994)

Entziindung des Synoviagewebes

Erhéhte Adhdsion von IL-1, TNFa, INFy
postkapillaren Venolen
Chemotaxis von T-Zellen
T-Zell-Aktivierung und
-Proliferation
B-Zell-Differenzierung
und -Antikérperbildung
Erhéhte Expression von
HLA-Antigenen
Makrophagenaktivierung

IL-8
IL-1, TNFaq, IL-6, IL-2

IL-1, TNFaq, IL-6, IL-2, INFy
INFy3, TNFa, BM-CSF

INFy3 GM-CSF, M-CSE, IL-2

Entziindung der Synoviafliissigkeit

Erhohte Adhdsion von IL-1, TNFq, INFy
postkapillaren Venolen

Chemotaktisches Agens fiir TNFq, IL-8

PMN

Aktivierung von poli-
morphkernigen Zellen

TNFa, GM-CSE, IL-8

Synoviaproliferation
Fibroblastenwachstum PDGE, IL-1, IGF, FGE, TGFf,
EGF

TNFa, FGE, TGFf#
Knorpel- und Knochenschadigung

Neovaskularisierung

Aktivierung von IL-1, TNFa
Chondrozyten

Aktivierung von IL-1, TNFa
Fibroblasten

Aktivierung von Osteo- IL-1, TNFa

klasten und -blasten

Systemische Manifestationen
Fieber, Allgemeinsymptome IL-1, TNFa
Akutphasenreaktoren IL-1, TNFq, IL-6

IL Interleukin TNFa Tumornekrosefaktor a; INFy Interferon y;
GM-CSF Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-stimulierender
Faktor; M-CSF makrophagenkoloniestimulierender Faktor;
PDGF platelet-derived growth factor; PMN polymorphker-
nige Zellen; IGF insulin-like growth factor; FGF fibroblast
growth factor; TGFf transforming growth factor f§; EGF epi-
dermal growth factor.
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sich bei der rheumatoiden Arthritis um eine im-
munologische Erkrankung handelt.

Laborergebnisse. Es gibt keine fiir die rheumatoide
Arthritis spezifischen Labormarker. Allerdings fin-
det sich bei etwa 2/3 der Fille ein positiver Rheu-
mafaktor. Es handelt sich hierbei um einen Auto-
antikorper gegen den Fc-Anteil von Immunglobu-
lin G. Der Rheumafaktor ist aber auch in etwa 5%
der Gesunden positiv. Weiterhin sind auch eine
ganze Reihe anderer Autoimmun- und Infektions-
erkrankungen mit positivem Rheumafaktor assozi-
iert. Somit kann mit dem Rheumafaktor allein
keine Diagnose, sondern lediglich eine Prognose
gestellt werden, da bei hohen Titern hiufig ein
schwerer Verlauf mit extraartikuliren Manifest-
ationen besteht.

Therapien. Eingesetzt werden nichtsteroidale Anti-
inflammatorika, Glukokortikoide, Immunsuppres-
siva und Antirheumatika, wie Antimalariamittel,
D-Penicillamin, Sulfasalazin und die Goldtherapie.
Alle diese Medikamente miissen chronisch einge-
nommen werden und sind durch ihre hohen Ne-
benwirkungsraten oder das Nichtansprechen der
Krankheit limitiert. Bei Gelenkdestruktionen bleibt
ultimativ allenfalls die Implantation einer Endo-
prothese.

Gentherapie. Seit Juli 1995 wurden 2 klinische Stu-
dien zur Behandlung der rheumatoiden Arthritis
genehmigt. In einer Studie wird davon ausgegan-
gen, dass es sich um eine invalidisierende Autoim-
munerkrankung handelt, die die Knochengelenke
befillt, bei der IL-1-assoziierte Entziindungen des
lokalen Bindegewebes in chronischen Schmerzen,
Gewebsarosion und eingeschrinkter Beweglichkeit
resultieren. Deshalb wird hier das Gen fiir das IL-
1-Rezeptor-Antagonistprotein (IRAP) eingesetzt,
das die durch IL-1 verursachten Gelenksarosionen
blockiert. Im Juli 1996 behandelten Evans et al.
(1996) schlieflich die 1. Patientin. Diese 68-jéhrige
Frau erhielt autologe Synovialzellen, die ex vivo
mit einem retroviralen Vektor fiir das IRAP-Gen
transduziert worden waren. Die transduzierten
Zellen wurden intraartikuldr injiziert. Insgesamt
sollen 9 Patienten in diese Studie eingeschlossen
werden, bisher wurden 7 Patienten aufgenommen.

In einer weiteren Studie wird von Roessler et al.
das Thymidinkinasegen als nackte DNA eingesetzt
(Wiley 1998).

10.5 Verbesserungsmdglichkeiten
der Gentherapie

Die Erwartungen an die Gentherapie als eine
schnelle Losungsmoglichkeit fiir sonst kaum be-
handelbare Krankheiten sind hoch. Die vorliegen-
den Ergebnisse - und viele stehen noch aus - be-
stitigen, dass zwar Hoffnung fiir die erfolgreiche
Therapie oder zumindest auf Linderung besteht,
weisen aber auch auf eine ganze Reihe von Proble-
men hin, die vor einer breiten klinischen Anwen-
dung gelost werden miissen. Dieser Zustand wird
noch mehrere Jahre andauern. Es kann kein ein-
heitliches Transferschema fiir alle betroffenen
Krankheiten geben, die Art des Transfers muss an
die Besonderheiten der jeweiligen Krankheit ange-
passt werden. Viel versprechend sind die vielfalti-
gen Entwicklungsmoglichkeiten, gleichermaflen im
Hinblick auf Effizienz und auf Sicherheit. Ein Er-
folg hitte weitreichende Folgen, denn langfristig
konnten die Verringerung von Behandlungsdauern
und wiederholten operativen und interventionellen
Eingriffen neben einer verminderten Belastung fiir
den Patienten auch zu einer erheblichen Kosten-
senkung im Bereich dieser iiberwiegend chroni-
schen Erkrankungen fiihren.

10.5.1 Verbesserung der Vektoren

Ein Schwerpunkt bei der Verbesserung der Gen-
therapie ist die Verbesserung der viralen Vektoren
(Glinzburg und Salmons 1995). Am weitesten ver-
breitet sind Retro- und Adenoviren (Abb. 10.18).
Ziele sind hierbei v.a. die Erhohung der Transfer-
effizienz und eine verbesserte Sicherheit der ein-
zelnen Verfahren, insbesondere durch eine bessere
Zielrichtung und Selektivitit (als Ubersicht Harris
et al. 1996) sowie Verbesserung der Effizienz (Lai-
tinen et al. 1997).

10.5.1.1 Retrovirale Vektoren

Retrovirale Vektoren wurden bisher bei etwa 50%
der Patienten weltweit bevorzugt fiir den Ex-vivo-
Transfer eingesetzt (1607 Patienten in 177 Proto-
kollen) (Wiley 1998). Eine stabile Expression fiir
mindestens 36 Monate wurde nach retroviralem
Gentransfer nachgewiesen, im Gegensatz zu maxi-
mal 9 Tagen nach adenoviralem Transfer (Crystal
et al. 1995) (Abb. 10.19). Weitere Vorteile der Re-
troviren sind neben der stabilen kolinearen Inte-
gration von DNA die ausgezeichneten Kenntnisse
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ihrer Biologie, niedrige Kopiezahlen, die relativ
grofle DNA-Insertionsfihigkeit bis 7 kb, die Selek-
tivitit fiir proliferierende Zellen und die nur selte-
ne Humanpathogenitit und Immunogenitit.

Ein Nachteil der Retroviren waren bisher die re-
lativ niedrigen Virustiter von 10°-107 cfu/ml.
Durch die Herstellung von Viruspseudotypen, bei
denen Proteine der Virushiille durch das VSV-G-
Protein (VSG: vesicular stomatitus virus), das Hiill-
protein eines Rhabdovirus, ersetzt wurden, konnen
jetzt aufgrund der verbesserten Virusstabilitit Vi-
rustiter >10° erreicht werden (Burns et al. 1993).
Auch durch neue amphotropische Verpackungs-
zelllinien konnen hohe Virustiter und Komple-
mentresistenz erreicht werden (Rigg et al. 1996).

Ein weiteres Problem war die kurze Halbwerts-
zeit der Retroviren in vivo, v.a. durch Degradation
in Anwesenheit von Komplement. Eine mégliche
Losung, die bereits entwickelt wurde, ist der Ein-
schluss von virusproduzierenden Zellen in Zellulo-
sesulfatkapseln. Sie schiitzen vor der immunologi-

schen Neutralisierung der Retroviren und ermagli-
chen die verzogerte Freisetzung iiber mindestens 6
Wochen. Eine andere Moglichkeit wiren die Her-
stellung von Pseudotypen mit einem verdndertem
Hiillprotein und damit modifizierter Antigenitit
oder die Entwicklung von Vektoren, die auf einer
anderen retroviralen Klasse basieren, wie z.B. den
Spumaviridae, die gegeniiber humanem Komple-
ment weniger sensibel sind (Fliigel et al. 1991).

Die bisher fiir den klinischen Gentransfer ver-
wendeten Retroviren enthalten alle Vektoren, die
auf dem MLV (mouse leukemia virus) basieren. ITh-
re Selektivitdt fiir proliferierende Zellen ist bei ma-
lignen und anderen proliferierenden Erkrankun-
gen ein grofler Vorteil. Bisher ist es allerdings
nicht moglich gewesen, DNA stabil in das Genom
von nichtproliferierenden Zellen zu integrieren,
wie es z.B. bei der Behandlung von monogenen
Erkrankungen wiinschenswert wire. Angestrebt
wird nun die Entwicklung von Vektoren auf der
Basis von HIV, die einen aktiven Transport von ge-
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Abb. 10.19. a Wildtypretroviren enthalten die gesamte gene-
tische Information, um in das Genom von Wirtszellen inte-
griert werden und infektiose Partikel produzieren zu kén-
nen. Zu den Genen gehoren 2 Long-terminal-Repeat-Regio-
nen (LTR), Signale fiir die Verpackung des retroviralen Ge-
noms in das virale Kapsid ¥, Gene fiir die Proteine Gag
(Kapsidproteine), Pol (retrovirale Enzyme), Env (Hiillpro-
teine) sowie andere virale Proteine. b Das Gentransferretro-
virus ist ein modifiziertes Retrovirus, das die LTR-Regionen,
¥ und das therapeutische Gen, angetrieben durch einen re-
troviralen oder anderen starken Promotor (z.B. CMV-Pro-

netischem Material in den Nukleus und damit
auch die Integration in nichtproliferierende Zellen
erlauben wiirden (Buchschacher et al. 1992, 1993,
Lewis et al. 1994).

Viel diskutiert ist auch die Maglichkeit der in-
sertionellen Mutagenese durch die zufillige Inte-
gration des eingebrachten genetischen Materials in
die Genome der Zielzellen. Hierdurch kénnen

motor), enthdlt. Um Verpackungsfunktionen fiir das Gen-
transferretrovirus bereitzustellen wird ein 2. modifiziertes
Verpackungsretrovirus hergestellt. Dieses Virus enthilt die
LTR-Regionen und die gag-, pol- und env-Gene (GAG, POL,
ENV), jedoch nicht das Verpackungssignal ¥. Um intakte
virale Partikel mit replikationsdefizienten Retroviren zu pro-
duzieren, werden geeignete Zellen mit beiden modifizierten
Plasmiden kotransfiziert. Alternativ kann das Gentransferre-
trovirus in eine spezielle Verpackungszelllinie tranferiert
werden, die so konstruiert wurde, dass sie bestindig die
fehlenden Proteine Gag, Pol und Env produziert

theoretisch die Expression anderer zelleigener Ge-
ne vermindert oder sogar ganz ausgeschaltet oder
defekte Proteine produziert werden. Tatsdchlich ist
die Gefahr der Beeinflussung eines wachstumsre-
gulierenden Proteins bei der therapeutischen Inte-
gration einzelner Gene statistisch sehr selten. Wie
in vielen Tierexperimenten gezeigt werden konnte,
ist die Onkogenese komplex und macht wieder-



holte Infektionen durch onkogene Viren erforder-
lich, eine einzelne Infektion reicht in der Regel
nicht aus. Bisher liegt kein einziger Bericht iiber
eine derartige Komplikation im Rahmen der zahl-
reichen klinischen Gentherapiestudien, die im Lauf
der letzten 7 Jahre durchgefithrt wurden, vor. Ob-
wohl diese Gefahr offensichtlich {iberschdtzt wur-
de, werden Strategien zur locusspezifischen Inte-
gration entwickelt. Eine Moglichkeit konnte in der
Kombination der viralen Integrase mit einem Re-
kombinationsenzym bestehen, das nur an spezifi-
sche DNA-Konfigurationen bindet.

Weitere Optimierungsbestrebungen sollen die
Gewebespezifitit erhohen. Durch Verinderung der
Antigenitdt der Hiillproteine sollen bestimmte Ge-
webe selektiv bzw. bevorzugt infiziert werden (von
Kalle et al. 1994). So wurde z.B. das Hiillprotein
des Moloney-Virus gegen das Hiillprotein des Gib-
bonaffen-Leukdmievirus ausgetauscht, um so einen
effizienteren Gentransfer in humane Knochen-
markstammzellen zu erméglichen (von Kalle et al.
1994). In einem anderen Beispiel konnte durch he-
patotropische retrovirale Pseudotypen eine Be-
schrankung des Transfers auf Leberzellen erreicht
werden (Spiegel et al. 1998). Auch durch zell- und
gewebespezifische Promotoren kann die Expressi-
on der therapeutischen Gene selektiver gemacht
werden. Aulerdem kann die Expression der thera-
peutischen Gene mit bestimmten Promotoren mit
Hilfe bestimmter Medikamente systemisch (als
Ubersicht Giinzburg et al. 1992), durch lokale Ra-
diatio sogar lokal induziert werden.

10.5.1.2 Adenovirale Vektoren

Bei den klinischen Studien haben neben den Re-
troviren bisher auch die Adenoviren eine grofle
Rolle gespielt (335 Patienten in 60 Protokollen)
(Abb. 10.18) (Wiley 1998). Vorteile sind die relativ
hohen Virustiter und Transfektionseffizienzen, u.a.
durch ijhre Fahigkeit, auch ruhende Zellen zu
transfizieren. Das Adenovirus liegt episomal im
Kern vor, d.h. es wird nicht in das Wirtsgenom in-
tegriert (Abb. 10.20). Daraus resultiert der Nach-
teil, dass die transferierten Gene lediglich tran-
sient exprimiert werden. Bei bestimmten prolifera-
tiven Erkrankungen kann eine zeitlich limitierte
Genexpression ausreichend sein, bei Gendefekten
oder Genmangelerkrankungen ist eine lang anhal-
tende Expression wiinschenswert. Hierdurch not-
wendige wiederholte Genapplikationen werden
durch die Humanpathogenitit der Adenoviren mit
konsekutiven Entziindungsreaktionen und Anti-
korperproduktionen kompliziert (Yang et al
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1994a). Obwohl sie normalerweise nur milde In-
fektionen des respiratorischen Trakts auslosen,
konnen sie insbesondere bei Immunosuppression
ernste, teils sogar todliche Infektionen ausldsen,
wenn das Virus weitere Organe auflerhalb seines
Wirtssprektrums befillt (Niemann et al. 1993).

Der zytoplasmatische Transfer mit einer ledig-
lich transienten Genexpression ist ein unveridnder-
liches Charakteristikum der Adenoviren. Um den
wiederholten Transfer moglich zu machen und die
Effektivitit der adenoviralen Vektoren auch beim
Vorliegen primérer Antikorpertiter sicherzustellen,
wird derzeit die Antigenitit der verwendeten Ade-
noviren verdndert. Im Extremfall muss fiir jede
Applikation ein adenoviraler Vektor mit jeweils
unterschiedlichem Viruskapsid und somit verdn-
derter Antigenitit eingesetzt werden, um somit die
Immunantwort gegen den zuvor applizierten ade-
noviralen Vektor fiir die nachfolgende Therapie
wirkungslos zu machen (Matrangeli et al. 1994).
Interessanterweise ist die Immunantwort auf das
fremde, nach erfolgreichem Gentransfer expri-
mierte Protein stirker als gegen die viruseigenen
Proteine selbst. Die Immunreaktion ist dann be-
sonders stark, wenn das Gen von einer anderen
Spezies stammte. Hierdurch wird die Wirkdauer
des Gentransfers erheblich herabgesetzt (Tripathy
et al. 1996).

Ein weiterer Nachteil der Adenoviren war bisher
die relativ geringe Insertionsgrofie. Es werden der-
zeit die Serotypen Ad5 und Ad2 verwendet. Nach
Deletion der El-Region ergibt sich Raum fiir
3,2 kb Fremd-DNA, nach zusitzlicher Deletion von
E3 fiir mehr als 2 weitere kb. Da das Adenovirus
mit insgesamt 105% seines Genoms bepackt wer-
den kann, ergibt sich fiir die adenoviralen Vekto-
ren der 1. Generation eine Bepackungskapazitit
von maximal 7,5kb. Ein Nachteil der Entfernung
von E3 ist eine potenzielle Zunahme der Immunre-
aktion gegen das Adenovirus, da E3 dem Virus
hilft, der Immunantwort des Gewebes zu entgehen.
Eine Moglichkeit hierzu konnte die frithe, fetale
Gentherapie der Lunge sein, wie bereits im Ratte-
nexperiment mit Hilfe eines Reportergens gezeigt
werden konnte (Sekhon et al. 1995).

Bei adenoviralen Vektoren der 2. Generation
fehlt die E4-Region und damit die Fihigkeit zur
Eigenproduktion essenzieller regulatorischer Gen-
produkte, die fiir die Replikation notwendig sind
(Perricaudet, pers. Mitteilung). In einem anderen
Beispiel konnte neben E1A und E1B zusitzlich
noch das adenovirale Element E2A aus dem Virus-
genom entfernt werden. Die Folge waren substan-
ziell lingere Expressionszeitriume fiir das thera-
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Abb. 10.20. a Wildtypadenoviren enthalten die gesamte ge-
netische Information fiir die Replikation und die Produktion
von infektiosen Partikeln. Zu diesen Genen gehéren frithe
Aktivatoren der viralen Gene (E1A und E1B) sowie andere
Gene, die spiter im viralen Lebenszyklus aktiviert werden
und die DNA-Produktion und die Kapsidproteinsynthese re-
gulieren. b Zur Produktion rekombinanter replikationsdefi-
zienter Adenoviren wird zuerst ein Shuttle-Plasmid herge-
stellt. Dieses Plasmid enthilt das gewiinschte therapeutische
Gen, angetrieben durch einen starken Promotor (z.B. CMV-
Promotor), und eine lange Region mit adenoviralen Sequen-

peutische Gen mit weitaus geringeren Entziin-
dungsreaktionen (Yang et al. 1994b).

Vektoren der 3. Generation sind bisher kaum
verfiigbar. Hier konnten v.a. die Verpackungszellli-
nien verbessert werden, insofern, dass diese mehr
Virusproteine unter der Kontrolle stirkerer Pro-
motoren produzieren und damit hohe Virustiter
erreicht werden konnen (Perricaudet, pers. Mittei-
lung) bzw. weitere Elemente gleichzeitig aus den
adenoviralen Vektoren entfernt werden. Die Ge-
samtkapazitit kann so bis zu 10 kb erreichen, mit
Virustitern hoher als 10'° pfu/ml (Giinzburg und
Salmons 1995). Die fehlende genetische Informa-
tion des Adenovirus muss in eine andere Zelllinie

intaktes, aber
replikationsdefizientes
Adenovirus mit dem
therapeutischen Gen

zen. Die Sequenzen der E1A- und E1B-Gene wurden ent-
fernt. Dann wird ein linearisiertes adenovirales Konstrukt
hergestellt, indem das E1-Gen und andere Regionen des Ge-
noms entfernt werden. Um intakte rekombinante Adenovi-
ren herzustellen, werden 293 Zellen mit dem Shuttle-Plas-
mid und dem verkiirzten adenoviralen Konstrukt kotransfi-
ziert. Durch homologe Rekombination entsteht ein rekombi-
nantes Virus, das das therapeutische Gen und alle viralen
Gene mit Ausnahme der El-Region enthilt. In 293-Zellen,
die die El1-Funktion in trans zur Verfiigung stellen, entste-
hen intakte, jedoch replikationsinkompetente virale Partikel

integriert werden, die jetzt die adenoviralen Pro-
teine in trans produziert. Werden diese Proteine
iiberexprimiert, konnen sie fiir die jeweiligen Zel-
len toxisch sein, wodurch dieses Verfahren limi-
tiert wird. Da Adenoviren basierend auf Serotyp
Ad5 und Ad2 humanpathogen sind, besteht auch
die Moglichkeit, dass deletierte Bestandteile der
Adenoviren aufgrund fritherer oder aktueller In-
fektionen als Fragmente in Zellen des menschli-
chen Organismus vorkommen und somit die Re-
kombination zu Wildtypviren méglich wird. Erst
1996 gelang es, wie in den Retroviren das gesamte
Virusgenom durch therapeutische Gene zu erset-
zen (Halbert et al. 1995). Hierdurch besteht mehr
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Abb. 10.21. a Wildtyp-adenoassoziierte-Viren (AAV) enthal-
ten die gesamte genetische Information fiir die Replikation
und die Produktion von infektiosen Partikeln zwischen 2
ITR-Elementen. Zu diesen Genen gehéren Kapsid- und Re-
plikationsgene (Cap, Rep). Zur Replikation und Infektion
wird ein Helferadenovirus benétigt. b Zur Produktion re-
kombinanter replikationsdefizienter AAV werden 2 Kon-
strukte hergestellt. Ein Konstrukt enthilt das Transgen zwi-

Platz fiir therapeutische Gene und gleichzeitig eine
Verringerung des Risikos durch Wildtypviren.

10.5.1.3 Adenoassoziierte Virusvektoren

Adenoassoziierte Viren (AAV) wurden bisher bei
36 Patienten im Rahmen von 3 Protokollen einge-
setzt (Abb. 18). Sie erlauben wie Retroviren eine
stabile Integration, verfiigen aber iiber weniger
Raum fiir ein therapeutisches Gen. Es handelt sich
um ein kleines (4,7 kb), einzelstrangiges Parvovi-
rus, das Adenoviren fiir seine Vermehrung bené-

schen den ITR-Sequenzen, das andere die Kapsid- und Re-
plikationsgene unter der Kontrolle eines starken Promotors.
Zur Produktion von infektiosen AAV-Partikeln werden wie-
derum Helferadenoviren bendtigt. Die Verpackungszelllinie
produziert infektiése rekombinante AAV-Partikel und Hel-

feradenoviren, die anschlieflend bei der therapeutischen An-
wendung wieder getrennt werden miissen

tigt (Abb. 10.21). Somit ist es von vornherein re-
plikationsdefizient und auflerdem ohne bekannte
Pathogenitit. Wie die Genexpression nach ade-
noassoziiertem Gentransfer gezeigt hat, benotigt
dieses Virus, im Gegensatz zu Retroviren, nicht
die Replikation der Wirtszelle (Flotte et al. 1994,
Halbert et al. 1995, Podsakoff et al. 1994). Wih-
rend das nichtrekombinante Wildtypvirus eine sta-
bile, locusspezifische Integration in Chromosom
19 bevorzugt, bleibt nach Entfernung des AAV-rep-
Gens zwar die Integration erhalten, jedoch ohne
Locusspezifitdt (Samulski et al. 1993). Etwa 70%
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der Erwachsenen sind fiir AAV seropositiv. Insbe-
sondere fiir Knochenmarkstammzellen konnte je-
doch gezeigt werden, dass in diese trotz vorange-
gangener AAV-Infektion erfolgreich Gene mittels
AAV transferiert werden konnten (Anderson et al.
1997). Ein Problem, das derzeit noch zu bewilti-
gen ist, umfasst die Produktion grofler Mengen
von hochtitrigem Virus. Weiterhin wurden neben
teilweiser Genintegration auch relativ hohe episo-
male Anteile des Vektors beobachtet (Flotte et al.
1995). Der Verlust der Locusspezifitit bei der Inte-
gration durch das rekombinante AAV koénnte zur
Mutagenese fithren, und schliefflich ist die Inserti-
on regulatorischer Elemente in das Virus durch
seine geringe Grofe erschwert.

10.5.1.4 Neue virale Vektoren

Neben meist verwendeten, zwischenzeitlich weiter-
entwickelten viralen Vektoren werden klinisch ver-
einzelt neue Viren eingesetzt (Abb. 10.18). Dazu
gehoren Herpesviren (bisher kein Patient in einem
genehmigten Protokoll) und Pockenviren (130 Pa-
tienten in 23 Protokollen), mit den hier umfassten
Vacciniaviren, Canarypoxviren und Fowlpoxviren
(Wiley 1998). Berichte liegen derzeit nur in Einzel-
fallen vor.

Das Herpes-simplex-Virus (HSV) konnte insbe-
sondere bei der Behandlung von Erkrankungen
des ZNS (z.B. Glioblastom und Morbus Parkinson)
eine besondere Bedeutung erlangen, da es einen
natiirlichen Tropismus fiir Zellen des Zentralner-
vensystems hat und auch in der Lage ist, postmito-
tische Zellen wie Neuronen zu infizieren, und in
einem latenten Stadium verharrren kann, in dem
es iiber lange Zeit therapeutische Gene exprimie-
ren kann, ohne selbst zu replizieren und somit pa-
thogen zu sein. Weiterhin erlaubt sein grofies Ge-
nom die Unterbringung grofier oder auch mehre-
rer therapeutischer Gene. Nach der Infektion wird
die Genexpression iiber die RNA-Polymerase II der
Wirtszelle reguliert, und die elektrophysiologi-
schen Eigenschaften des infizierten Neurons blei-
ben unverindert (als Ubersicht Freese et al. 1996).
Zur Behandlung von Glioblastomen konnte ein
2fach mutiertes HSV Bedeutung erlangen, das in
Glioblastom- und anderen sich teilenden Zellen re-
plikationskompetent ist und eine attenuierte Neu-
rovirulenz, Temperatur- und Ganciclovirempfind-
lichkeit besitzt. Es ist in der Lage, Glioblastomzel-
len in vitro abzut6ten und in vivo eine Tumorver-
kleinerung herbeizufiihren, wobei es nach intraze-
rebraler Inokkulation in tumorfreiem Gewebe avi-
rulent ist (Mineta et al. 1995). Ein anderes Virus,

das fiir neurologische Erkrankungen Bedeutung
erlangen konnte, ist das in Afrika bekannte Sinbis-
Virus, das insbesondere das Nervensystem befillt
(Herweijer et al. 1995).

Ebenfalls in praklinischer Testung sind Vekto-
ren, die aus Hepatitisviren, hier insbesondere Del-
taviren, zur Behandlung der Hepatitis B fiir die
Verabreichung biologisch aktiver RNA (Hsieh und
Taylor 1992) und Tollwutviren (Rabiesvirus aus
der Familie der Rhabdoviren) (Mebatsion et al.
1996) entwickelt wurden. Als ,Plasmoviren® wer-
den chimerische Gentransfervektoren bezeichnet,
die die Einfachheit von Plasmiden mit der Infek-
tiositdt und der lang andauernden Expression von
Retroviren verbinden. Es wird erwartet, dass durch
die Kombination der Vorteile beider Systeme gro-
3e Mengen von klinisch verwendbarem Genmateri-
al produziert werden konnen, was eine effektive
und sichere lokale Anwendung erlaubt (Noguiez-
Hellin et al. 1996).

10.5.1.5 Nichtvirale Vektoren

DNA kann auch ,nackt® oder kombiniert mit
nichtviralen Helfern der Transfektion, allen voran
die Liposomen (Abb. 10.22), appliziert werden
(728 Patienten in 72 Protokollen) (European
Working Group of Gene Therapy 1996, Wiley
1998).

Liposomen erlauben eine verbesserte Transfer-
effizienz iiberwiegend durch Endozytose (Zabner
et al. 1995) (Abb. 10.23). Die Transfektionseffizienz
war bisher zwar, verglichen mit dem viralen
Transfer, nur gering, aber aufgrund der Sicherheit
der Anwendung von Liposomen besteht weiter In-
teresse an ihrer Verwendung. Es konnte insbeson-
dere gezeigt werden, dass weder Autoimmunitit
durch Liposomen noch ein Transfer der therapeu-
tischen Gene in andere Organen einschlieflich
Gonaden erfolgte (Nabel et al. 1992a, Nikol et al.
1999, Huehns et al. 1999). Durch die Weiterent-
wicklung der Liposomen werden Verbesserungen
erwartet (als Ubersicht Chonn 1995). Liposomen
konnen auch in Kombination mit anderen Thera-
pien eingesetzt werden. So konnte gezeigt werden,
dass Cisplatin bei der Behandlung des Ovarialkar-
zinoms nicht nur als Chemotherapeutikum wirkt,
sondern auch die Sensitivitit und damit die Effizi-
enz fiir den liposomalen Gentransfer erhéht (Son
et al. 1994).

Neben Liposomen stehen auch mechanische
Methoden wie die Elektroporation und die Zell-
kompression durch mikroskopische Glaskugeln so-
wie der Beschuss mit beschichteten Partikeln zur
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DNA

Abb. 10.22. Liposomen sind kiinstliche Lipiddoppelschich-
ten, die DNA binden kénnen und somit in der Lage sind,
Nukleinsduren in das Zytosol zu transportieren. Die am
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Abb. 10.23. Prinzip des liposomalen Gentransfers: Konden-
sierung und anschlieBende Komplexierung der DNA-Plasmi-
de. Hierdurch ist eine Anbindung und anschlieBende Endo-
zytose durch die Zellmembran méglich. Innerhalb der Zelle
bildet sich ein Endosom, aus dem die cDNA freigesetzt

Verfiigung (gene gun) (Rakhmilevich et al. 1996,
Woffendin et al. 1996). Bestimmte Organe wie
Lunge, Leber und Endothelium sowie Gewebe wie
Muskeln, Haut oder oberflichliche Tumormassen,
die durch direkte interstitielle Injektionen leicht
erreicht werden konnen, sind fiir die nichtvirale
Gentherapie besonders attraktiv (als Ubersicht
Ledley et al. 1995). Auch hier kdnnen induzierbare
Promotoren zur zusitzlichen Sicherheit beitragen
(Lang et al. 1996).

\ Gen-
/ Expression

leus

Nukleus: Retention
oder Verlust

Cytoplasma: episomale
Replikation

wird. Fiir eine erfolgreiche Genexpression muss die DNA in
den Zellkern eindringen. Im Lauf der Zeit verlieren Nukleus
und Zelle das Plasmid wieder. Kommt es davor zur Zellre-
plikation, kann auch die Plasmid-DNA episomal replizieren

10.5.2 Lokale Applikation

Mit der Tendenz vom technisch aufwendigen Ex-
vivo- zum einfacheren In-vivo-Gentransfer riickte
auch die Entwicklung von lokalen Applikationsme-
thoden in den Vordergrund. Da die Direktinjekti-
on von genetischem Material oder virusproduzie-
renden Zellen in die Zielorgane nicht immer mog-
lich ist, wurden diverse, v.a. perkutane, translumi-
nale Methoden mittels spezieller Katheter entwi-
ckelt (Abb. 10.24). Sie erlauben die Verabreichung
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Abb. 10.24a-d. Verschiedene lokale Applikationskatheter aus
dem kardiovaskuldren Bereich: a Doppelballonkatheter,

in fast alle innere Organe und Blutgefifle ein-
schliefflich der Koronarien. Diese Katheter wurden
v.a. fiir den kardiovaskuldren Gebrauch entwickelt.
Aber auch bei der Tumorbehandlung wurde be-
reits die lokale Behandlung mittels eines speziellen
Katheters berichtet, wobei das Gen zur Behand-
lung einer entfernt gelegenen Melanommetastase
iiber die Pulmonalgefifle appliziert wurde (Nabel
et al. 1994a). In einer 2. Phase-I-Studie wird der-
zeit der regelmiflige Einsatz von Kathetern zur
Genapplikation in die Mikrozirkulation von Tumo-
ren getestet (Nabel et al. 1995).

Ein ganz anderer Weg der lokalen, nichtinvasi-
ven Genapplikation wurde unter der Verwendung
von transfizierten Spermien untersucht. Es konnte
gezeigt werden, dass auf diesem Weg bestimmte
Genpartikel in Pridimplantationsembryonen trans-
feriert werden konnten (Chan et al. 1995). Dieser
Umstand konnte therapeutisch zur frithen Korrek-
tur von Genen ausgenutzt werden, weist aber auch
die potenziell problematische Moglichkeit der
nichtbeabsichtigten Ubertragung viraler oder bak-
terieller DNA in das sich entwickelnde Embryo via
Spermien auf.

I

b Dispatch-Katheter mit mehreren spiralig angeordneten
Kammern, ¢ pordser Ballon, d Nadelinjektionskatheter

10.5.3 Neue Target-Gene

Es besteht die Moglichkeit, Gene zu transferieren,
durch die defekte oder nicht vorhandene Gene er-
setzt oder ergdnzt werden, und zusitzliche, kér-
perfremde Gene einzubringen, deren Proteine the-
rapeutische Funktionen iibernehmen. Daneben
kann aber auch die Expression bestimmter korper-
eigener Gene gezielt gehemmt werden. Hierfiir
werden v.a. Antisense-RNA bzw. -DNA (Stein und
Cheng 1993), Ribozyme (katalytische RNA) (Bari-
naga et al. 1993) und Triplex-DNA verwendet (als
Ubersichten Scanlon et al. 1995 und Rossi et al.
1995). Durch diese Verfahren kommt es zu einer
Expressionshemmung durch Bindung von RNA,
was zur Blockierung der Translation in Protein
fihrt.

Vieldiskutiert und experimentell weit verbreitet
ist der Einsatz von Antisense-Oligonukleotiden. Es
handelt sich um kiinstliche DNA-Sequenzen mit
einer Linge von meist 15-30 Nukleotiden, die
hierzu komplementire, reverse RNA spezifisch
hemmen sollen. Fiir eine zuverlissige therapeuti-
sche Wirkung wurden mehrere Bedingungen ge-
fordert: die einfache Massenproduktion, die Stabi-



litdt in vivo, die Fihigkeit, in Zielzellen einzudrin-
gen, die Retention in der Zielzelle und die Fahig-
keit zur Interaktion mit der Zielzelle ohne in Be-
zug auf die Sequenz unspezifische Interaktionswei-
sen (Stein und Cheng 1993). Leider erwies es sich,
dass in vivo insbesondere 2 Bedingungen kaum
verbessert werden konnen: Die Instabilitit der Oli-
gonukleotide und unspezifische Wirkweisen, ins-
besondere immunologischer Art (Halpern und Pi-
setsky 1995). Dennoch haben auch Antisense-Oli-
gonukleotide Eingang in die klinische Gentherapie
gefunden. Durch den Transfer von Oligonukleoti-
den gegen das Protoonkogen c-myb sollen chro-
nisch-myeloische Leukdmiezellen aus Knochen-
markproben eliminiert werden, die fiir die autolo-
ge Knochenmarktransplantation verwendet werden
sollen (Hijiya et al. 1994). Auch zur Prévention der
Restenose nach Ballonangioplastie werden derzeit
klinisch Antisense-Oligonukleotide gegen ein wei-
teres Protoonkogen, c-myc, getestet (Kutryk et al.
1997). Problematisch sind jedoch weiterhin ihre
Toxizitit, die geringe Spezifitdt, Stabilitit und Re-
produzierbarkeit von Ergebnissen sowie unspezifi-
sche immunologische Reaktionen.

Ribozyme haben insbesondere bei der Behand-
lung von Aids Verwendung gefunden (Barinaga et
al. 1993). Ribozyme sind RNA-Molekiile mit enzy-
matischer Aktivitit (Endoribonukleasen), die nach
Bindung an komplementire Nukleinsdureketten
durch ein Zerschneiden dieser Ketten die katalyti-
sche Degradation bewirken.

Durch das zunehmend bessere Verstindnis pa-
thogenetischer Zusammenhénge werden insbeson-
dere bei komplexen Erkrankungen mit multifakto-
riellen Ursachen bzw. Krankheitsbeeinflussungen,
wie z.B. bei den Tumorerkrankungen und der Ar-
teriosklerose, immer wieder neue und interessante
Wirkstoffe charakterisiert. Die Kenntnis einiger
Substanzen fithrte auch zur Entwicklung neuer
gentherapeutischer Strategien.

10.5.3.1 Antiangiogenese

Es wurde beobachtet, dass gerade Tumoren und
arteriosklerotische Plaques von einer persistieren-
den, ungeregelten Gefifineubildung gekennzeich-
net sind. Die verantwortlichen Faktoren wurden
inzwischen weitgehend charakterisiert (als Uber-
sicht Schweigerer et al. 1995). Es ist jetzt allgemein
akzeptiert, dass es iiber mindestens 2, wahrschein-
lich jedoch eher noch mehr Mutationen zur Tu-
morenstehung kommt, die wiederum zur Aktivie-
rung von Onkogenen und/oder zur Inaktivierung
von Tumorsuppressorgenen fithren. Da wahr-

10 Aktueller Stand der Gentherapie

scheinlich mehrere dieser Gene gleichzeitig repa-
riert werden miissten, wurde als neue Therapie-
strategie die Antiangiogenese entwickelt, bei der
der komplexe genetische Ursprung der Erkran-
kung keine Einschrankung darstellt (Fujiwara et al.
1994). Neuerdings wurden neben eher ,konserva-
tiven“ (als Ubersicht s. Burrows et al. 1994) auch
einige gentherapeutische Strategien entwickelt.

Durch die mutationsbedingte Inaktivierung des
Tumorsuppressorgens p53 kommt es z.B. in Glio-
blastomzellen zu einer starken angiogenetischen
Aktivitit. Zellen, die Wildtyp-p53 exprimieren, se-
zernieren dagegen einen Faktor, der diese starke
angiogenetische Aktivitit von Tumorzellen neutra-
lisieren kann (van Meir et al. 1994). Einer dieser
Angiogeneseinhibitoren, deren Expression von
Wildtyp-p53 stimuliert wird, ist Thrombospondin-
1 (Dameron et al. 1994).

VEGEF ist einer der von Tumoren gebildeten an-
giogenetischen Faktoren. Die Wirkung ist von der
Expression seines zugehorigen und ausschliellich
auf Endothelzellen vorhandenen Rezeptors Flk-1
abhingig. Experimentell konnte gezeigt werden,
dass die retrovirale Transduktion mit einer Flk-1-
dominant-negativen Mutante zu einer Verhinde-
rung von Tumorwachstum fiihrte. Hieraus konnten
sich neue klinische Therapieansitze ergeben (Mil-
lauer et al. 1994).

Bei den péddiatrischen Tumoren ist der Ur-
sprung zwar hdufig im Gegensatz zu adulten Tu-
moren nur monogenetisch oder allenfalls oligoge-
netisch (Malkin et al. 1994), hier stellen jedoch
das schnelle Tumorwachstum und die frithe hima-
togene Metastasierung ein grofles Problem dar,
dessen Voraussetzung eine verstirkte Vaskularisie-
rung ist, was ebenfalls eine antiangiogenetische
Strategie nahe legt.

Gentherapie. Neben der Gabe von antiangiogeneti-
schen Proteinen besteht auch die Moglichkeit der
Gentherapie. Das Tumorsuppressorgen p53 z.B.
steigert die Expression des antiangiogenetischen
Thrombospondins (Dameron et al. 1994) und des
Glioma-derived angiogenesis inhibitory factor (van
Meir et al. 1994), wihrend es die Expression des
angiogenetischen Molekiils bFGF inhibiert (Ueba
et al. 1994).

10.5.3.2 Thrombose

Das normale hidmostatische System begrenzt den
Blutverlust unter genau geregelten Interaktionen
zwischen Komponenten der Gefiflwand, zirkulie-
renden Blutplittchen und Plasmaproteinen. Eine
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ungeregelte Aktivierung des hamostatischen Sy-

stems dagegen kann zur Thrombose und zu Em-

bolien fiihren, die schlieffllich den Blutfluss zu kri-

tischen Organen wie Gehirn und Myokard unter-

brechen kénnen. Es konnten bestimmte Personen-

gruppen identifiziert werden, die ein besonderes

Thrombose- und Embolierisiko haben:

e nach Operationen immobilisierte Patienten,

o Patienten mit chronischer Herzinsuffizienz,

o Patienten mit arteriosklerotischer Gefaflerkran-
kung,

¢ Tumorpatienten oder

e Schwangere.

Die meisten dieser Personen haben jedoch keine
identifizierbare Stérung der Hamostase, bis auf be-
stimmte Patienten mit angeborenen oder erworbe-
nen hyperkoagulativen oder prithrombotischen
Stérungen, die eine Disposition fiir rezidivierende
Thrombosen darstellen. Hierzu gehdren u.a.

lFakturl‘u'III| [ Faktor V |

] \ ~
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Abb. 10.25. Protein-C-abhingige antikoagulante Wirkung:
Thrombin konvertiert Faktor VIII und Faktor V in ihre akti-
vierten Formen Faktor VIIla und Faktor Va. Ein Komplex
aus Thrombin und dem Thrombomodulin fiir den Endothel-
zellrezeptor aktiviert Protein C. Aktiviertes Protein C (APC)
inaktiviert Faktor VIIIa und Faktor Va auf der Plittchen-
oberfliche, wobei diese Reaktion durch APC-Kofaktor und
freies Protein C beschleunigt wird. Ein mutierter Faktor Va
kann durch APC nicht inaktiviert werden, modifiziert nach
Bauer (1994)

Thrombozytose, Mangel an Antithrombin III, Pro-
tein C und Protein S, Resistenz gegen aktiviertes
Protein C aufgrund einer Mutation des Faktors V
(Faktor V Leiden) (Abb. 10.25) und die Hyperfibri-
nogenimie.

Wenn ein definitiver Thrombus gebildet worden
ist, beginnen sofort die Thrombolyse und die Ge-
faflreparatur. Es gibt 3 Hauptaktivatoren der Fibri-
nolyse:

1. Fragmente des Hagemann-Faktors,
2. Urokinase und
3. t-PA,

wobei Endothelzellen wiederum Plasminogenakti-
vatorinhibitor (PAI) freisetzen, der die Aktion von
t-PA hemmt (Abb. 10.26).

Thrombose und Fibrinolyse sind genau geregelt,
sodass jeweils nur geringe Mengen der beteiligten
Enzyme in ihre aktive Form konvertiert werden.

Gentherapie. Ein interessanter Ansatz konnte die
Einfithrung des Gens fiir den humanen t-PA sein,
um léngerfristig thrombotische Komplikationen
bei Gefilerkrankungen einschlieflich der Plaque-
ruptur im Prdinfarktstadium bzw. nach Gefiflin-
terventionen oder Operationen zu verhindern. Ein
signifikanter Anstieg der t-PA-Aktivitit nach retro-
viralem Transfer des Gens in humane Endothelzel-
len konnte bereits gezeigt werden (Ekhterae und
Stanley 1995). Eine der wichtigsten Limitationen
dieses Vorgehens ist jedoch die Inaktivierung von
rekombinantem t-PA durch die Bindung von t-PA-
Molekiilen an den PAI-1. Unter Verwendung einer
einzelstringigen DNA fiir Urokinase ist es gelun-
gen, dieses Problem zu umgehen (Lee et al. 1992,
1993).

10.5.3.3 Diabetes mellitus

Es gibt 2 Formen des Diabetes mellitus, den Typ-1-
oder insulinabhingigen Diabetes mellitus (IDDM)
und den Typ-2- oder nichtinsulinabhingigen Dia-
betes mellitus (NIDDM). Beim IDDM handelt es
sich um eine Autoimmunerkrankung mit Infiltrati-
on der Langerhans-Inseln mit aktivierten T-Zellen,
wodurch es zur kompletten Zerstorung der insu-
linproduzierenden B-Zellen kommt. Als Ursachen
gibt es Hinweise fiir virale und genetische Kompo-
nenten dieser Erkrankungen. Die Patienten sind
abhingig von tiglichen Insulininjektionen. Der
NIDDM ist etwa 10-mal so hidufig wie der IDDM
(3% vs. 0,3% Inzidenz). Es handelt sich um eine
relativ heterogene Stérung mit einer gestorten In-
sulinwirkung und B-Zell-Funktion. Mit dem



Abb. 10.26. Schema des fibrinolytischen
Stoffwechsels, modifiziert nach Harrison
(1994)

NIDDM sind genetische Faktoren und mangelhafte
Erndhrung in utero, im Alter v.a. Ubergewicht
und Bewegungsmangel assoziiert. Haufig sind zu-
nichst Didt und korperliche Betitigung zur Nor-
malisierung des Zuckerspiegels ausreichend, viele
Patienten benétigen jedoch zusitzlich eine medi-
kamentose Therapie zur Stimulation der B-Zell-
Aktivitdt oder Verstirkung der Insulinwirkung, bis
schliellich die Gabe von Insulin selbst notwendig
wird.

Gentherapie. Fiir die potenzielle gentherapeutische

Behandlung des Diabetes mellitus stehen 2 ver-

schiedene Strategien kurz vor der klinischen An-

wendung:

1. der Ex-vivo-Transfer in verschiedene, implan-
tierbare Zelllinien und

2. der direkte In-vivo-Transfer des Insulingens
(Docherty et al. 1997).

Ex vivo transfizierte B-Zellen und Inselstammzel-
len haben den Vorteil, dass sie den Blutglukose-
spiegel wahrnehmen kénnen und somit eine phy-
siologische Regulation der Insulinsekretion még-
lich ist. Nachteilig ist, dass insbesondere beim
Typ-I-Diabetes die gleichen immunologischen Me-
chanismen, die die Krankheit herbeigefiihrt haben,
durch Antikérper auch zur Zerstorung der implan-
tierten Zellen fithren kénnen. Dies ist bei transfi-
zierten Nicht-B-Zelllinien zwar nicht der Fall, da-
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Plasminogen

Plasmin

fiir fehlt hier die lebenswichtige Regulation, sodass
diese Zellen nur fiir die Erhaltung eines Basisinsu-
linspiegels verwendet werden konnen. Alternativ
kann das Gen auch direkt appliziert werden, was
technisch einfacher ist, jedoch kaum eine Kontrol-
le der Genexpression ermdglicht. Insulin ist ein
potenziell letales Protein mit einer geringen thera-
peutischen Breite, das in hohen Dosierungen Hy-
poglykdmien und Tod verursachen kann. Die Ent-
wicklung der Gentherapie fiir die Behandlung des
Diabetes mellitus unterscheidet sich deshalb er-
heblich von den Strategien zur Behandlung der
oben erwihnten Erkrankungen, da hier rekombi-
nantes Insulin zur relativ erprobten regelmifligen
Applikation zur Verfiigung steht, sodass der Nut-
zen durch die Gentherapie in diesem Fall gegen-
{iber den Risiken relativ gering ist. Jede Form von
Gentherapie, die zur Expression von exogenem In-
sulin fiihrt, muss reversibel sein, sodass im Fall
von zu hohen Insulinspiegeln das jeweilige Im-
plant wieder entfernt werden kann. Dies ist im
Fall eines direkten, systemischen Gentransfers si-
cher schwerer zu gewihrleisten als nach der Im-
plantantion von ex vivo transfizierten Zellen.

10.5.3.4 Morbus Parkinson

Morbus Parkinson ist eine chronische neurodege-
nerative Erkrankung, die allein in den USA >1
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Mio. Patienten betrifft. Die pathologischen Verdn-
derungen umfassen einen 60- bis 80%igen Verlust
von dopaminergen Zellen innerhalb der Substantia
nigra und eine Dopamininnervation des Striatums.
Die Mehrheit der Patienten sind nach 5-10 Jahren
Therapie nur unzureichend behandelt. Dies hat
zur Einfilhrung von alternativen, rekonstruktiven
Therapiestrategien, einschlieBlich der Transplanta-
tion von fetalem Gewebe gefiihrt. Trotz neuraler
Transplantation kam es jedoch nur zu einer par-
tiellen Verbesserung, sodass die Patienten oft er-
heblich behindert blieben. Die Frage der Immun-
suppression ist noch nicht gekldrt, das erforderli-
che Gewebe ist nur eingeschrinkt verfiigbar, zu-
mal fiir jeden Patienten multiple Spender notwen-
dig sind (als Ubersicht Freeman et al. 1997).
Deshalb wurde zur Therapie des Morbus Par-
kinson anstelle der Behandlung mit fetalem Stria-
tumgewebe als Dopaminquelle die Transplantation
von transfizierten, dopaminexprimierenden Zellen
vorgeschlagen (Freeman et al. 1997). Durch die
Verwendung von migrationsfihigen Zellen soll da-
bei mehr Einfluss als durch immobile Transplan-

tate erreicht werden.

Gentherapie. Auch hier befindet sich die Genthera-
pie an der Schwelle der klinischen Erprobung, wo-
bei sie mit geeigneten, modifizierten chirurgischen
Techniken, einschlieflich stereotaktischer Applika-
tion kombiniert werden muss. Es stehen eine Ex-
vivo-Therapie und die direkte Applikation zur
Verfiigung. Alternativ zur Transfektion von Enzy-
men, die die Biosynthese von Dopamin kontrollie-
ren, wird auch die Verwendung von Wachstums-
faktoren, so genannten neurotrophischen Faktoren,
erprobt, die die nigrostriatale Degeneration von
Neuronen verhindern oder die Regeneration be-
giinstigen sollen (Freese et al. 1996, Redmond
1997). Ein bisher ungeklérter, spezifischer geneti-
scher Defekt wird noch als Ursache fiir moglich
gehalten und wiirde eine noch gezieltere Therapie
erlauben. Probleme in den priklinischen Testun-
gen umfassen v.a. Applikationstechniken, Immun-
antworten und Zytotoxizitit sowie die mangelnde
Expressionsregulation (als Review Freese et al.
1996). Neben Adenovirus und adenoassoziiertem
Virus konnte deshalb das HSV hier besondere Be-

deutung erlangen.

10.5.4 In-vivo-Imaging der Expression
transferierter Gene

Bisher wurden in 169 Patienten im Rahmen von 33
Protokollen Markergene eingesetzt, um durch die
Kennzeichnung von Tumorzellen die Ausdehnung
und Metastasierung von Tumoren erkennen zu
konnen (Wiley 1998). Es wird erwartet, dass durch
klinisch etablierte bildgebende Vefahren langfristig
auch solche Markersubstanzen, z.B. durch Radio-
aktivitdt, sichtbar gemacht werden konnen. Hier-
durch konnten in Patienten nicht nur In-vivo-Tu-
morgewebe, sondern auch der Erfolg einer Gen-
therapie dargestellt und kontrolliert werden (Tju-
vajev et al. 1995).

10.6 Zukunftsperspektive

Ein desillusionierendes Ergebnis vieler Genthera-
piestudien ist leider die Beobachtung, dass die
derzeitigen Mittel und Techniken fiir den thera-
peutischen Gentransfer und die Genexpression in-
addquat sind (Crystal 1995, Motulski und Orkin
1995, Touchette 1996, Friedmann 1996). Vorausset-
zung fiir eine erfolgreiche Gentherapie wird es
sein, das richtige Gen im maximal effizienten und
sicheren Vektor in Target-Gewebe einzubringen,
z.B. unter der Kontrolle eines spezifischen Promo-
tors, durch rezeptorspezifische Liganden und/oder
lokal durch einen optimierten Applikationskathe-
ter. Neben der Entwicklung effizienter, nicht toxi-
scher Vektoren, miissen die physiologischen De-
fekte der Zellen, die fiir die Pathophysiologie der
einzelnen Erkrankungen verantwortlich sind, bes-
ser verstanden werden, um auch die geeigneten
therapeutischen Gene auswihlen zu kdénnen. Soll
ein bestimmtes Organ behandelt werden, wird es
am Ende nicht geniigen, nur Gene dorthin einzu-
bringen. Vielmehr muss die spezielle Zellunterart
herausgefunden werden, die in dem jeweiligen Or-
gan behandelt werden muss. Ultimatives Ziel muss
es sein, ein Maximum an Effektivitit und Sicher-
heit fiir die Therapie zu erreichen.

Keines der geschilderten Probleme des Gen-
transfers erscheint unlosbar, es braucht allerdings
mehr Zeit als urspriinglich angenommen. Er-
schwerend ist, dass Ergebnisse aus Tierexperimen-
ten nicht immer auf den Menschen iibertragbar
sind, sodass auch hier noch mit Misserfolgen ge-
rechnet werden muss. Auch wenn sich die Genthe-
rapie derzeit noch in den Kinderschuhen befindet,



basiert sie auf einer Reihe von soliden wissen-
schaftlichen Grundlagen; die bisher unzureichen-
den klinischen Erfolge reflektieren nur das An-
fangsstadium einer neuen Therapieform. Die logi-
schen Zusammenhiénge, die dem Prinzip des Gen-
transfers zugrunde liegen, sind verlockend und in
Kombination mit dem 1990 initiierten Humange-
nomprojekt, das zur Aufdeckung aller 3 Mio. Ba-
senpaare, die die etwa 100000 menschlichen Gene
enkodieren, fithren wird, ergibt sich ein enormes
Potential fiir innovative Therapien und das zuneh-
mende Verstindnis fiir die menschliche Biologie.
Bis zum Ende des Jahrtausends sollen bereits
mehr als 90% der menschlichen Gene bekannt
sein. DNA als Medikament ist bereits Wirklichkeit,
seine Moglichkeiten sind bisher jedoch nicht aus-
geschopft.
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