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Gentechnologie und Molekularbiologie
in der Kardiologie: Update 2000

J. Waltenberger

In den vergangenen Jahren konnten mit Hilfe der Methoden der Molekularbiologie und Gentechnologie wesentliche Erkenntnisse (iber die
Funktionsweise des kardiovaskulédren Systems gewonnen werden. Die Aufschliisselung des humanen Genoms, die Identifikation und Charakterisierung
von Gendefekten und Polymorphismen sowie die gezielte Anwendung der Mausgenetik in Kombination mit Strategien der molekularen Zellbiologie
und der klassichen (Patho-)Physiologie liefern bereits heute beste Voraussetzungen dafiir, unser Wissen tiber kardiovaskulare Erkrankungen gezielt zu
erweitern. Weiterhin konnten mit Hilfe der gewonnenen Erkenntnisse bereits zahlreiche neue Therapieansitze geschaffen werden. Wahrend einzelne
dieser neuen Technologien, wie die Herstellung und Applikation rekombinanter humaner Proteine, ihren Siegeszug in der Medizin bereits begonnen
haben (z. B. rekombinante Thrombolytika) und mit fortlaufenden Entdeckungen tiber die Funktionsweise einzelner Molekiile auch weiter fortsetzen
werden (z. B. angiogene Faktoren), steht die Gentherapie erst an der Schwelle zur klinischen Umsetzung. Die wesentlichen Voraussetzungen fiir eine
erfolgreiche Anwendung beim Patienten werden neben der notwendigen Weiterentwicklung geeigneter Applikationssysteme vor allem in einem
besseren Verstandnis der zugrundeliegenden Mechanismen bestehen.

During recent years the methods of biology and biotechnology have helped to generate substantial insight into the function of the cardiovascular
system. The sequencing of the human genome, the identification and characterization of gene defects and gene polymorphisms as well as the
consequent use of mouse genetics in combination with strategies of molecular cell biology and classical (pahto)physiology have broadened our
knowlegde about cardiovascular dieseases. A number of novel therapeutic approaches are currently being investigated on the basis of this knowlegde.
While some of these novel technologies including the production and application of recombinant human proteins are already part of our current
therapeutic repertoire (e.g, recombinant thrombolytic agents) or may be of relevance in the future (e.g., recombinant angiogenic factors), gene therapy
has not yet reached the level of broad clinical use. Besides additional innovation necessary for the development of suitable systems for precise and
selective local delivery into the target cells, a better understanding of the underlying mechanisms of gene transfer are required until cardiovascular

gene therapy can be successfully used in patients. J Kardiol 2000; 7: 246-251

nsere Kenntnis tber die Funktion und Regulation des

Herz-Kreislauf-Systems wurde in den vergangenen
Jahren durch eine Reihe grundlegender Erkenntnisse und
Fortschritte ganz wesentlich erweitert. Viele dieser Fort-
schritte sind auf die stlirmische Entwicklung der Moleku-
larbiologie und Gentechnologie zurtickzufiihren. Hier-
durch konnte unser Wissen tiber zahlreiche pathogeneti-
sche Mechanismen sowie molekulare, zellulare und damit
kausale Zusammenhinge sprunghaft vermehrt werden.
Dartber hinaus — und hiervon profitiert die Kardiologie in
ganz besonderem Mal3e — konnte damit begonnen werden,
neue diagnostische und therapeutische Strategien zu ent-
wickeln. Einige dieser Entwicklungen befinden sich heute
bereits in der klinischen Erprobung, bei anderen erscheint
dieser Schritt im Lauf der ndchsten Jahre realistisch.

In der vorliegenden Ubersichtsarbeit werden einige
Aspekte der ,molekularen Kardiologie” diskutiert, wobei
die gewdhlten Beispiele Giberwiegend im Zusammenhang
mit der koronaren Herzerkrankung stehen und neue Mog-
lichkeiten der Therapie dieser Erkrankung aufzeigen. Hier-
bei wird ein besonderer Schwerpunkt auf neue Ansitze
zur Pravention der Restenose und zur therapeutischen In-
duktion des Kollateralenwachstums (therapeutische Angio-
genese und therapeutische Arteriogenese) gelegt. Die
zahlreichen revolutiondren Mdoglichkeiten einer moleku-
laren Diagnostik bei genetischen Erkrankungen (Kardio-
myopathien, Long-QT-Syndrom etc.) sind an anderer Stel-
le diskutiert [1].

Die rasanten Entwicklungen im Bereich der molekula-
ren Kardiologie wurden durch analytische Methoden der
modernen Biochemie und Molekularbiologie erst moglich
gemacht. Dank ihrer weiten Verbreitung sind sie mittler-
weile zum grundlegenden Werkzeug der meisten medizi-
nischen Disziplinen geworden. Der Ubersicht halber seien
die wichtigsten dieser Methoden in Tabelle 1 aufgelistet
und nach ihrem Einsatzgebiet geordnet.

Molekulare Analyse kardiovaskularer
Krankheitsprozesse

Die molekularen Grundlagen von Krankheitsprozessen
lassen sich in vielfiltiger Hinsicht und unter Einsatz sehr
verschiedener Methoden und Strategien erforschen. Nach-
folgend seien anhand aktueller Beispiele einige solcher
Zugangswege exemplarisch dargestellt.

Molekulare Zellbiologie

Molekulare Regulationsprozesse in definierten Zellsy-
stemen verlaufen spezifisch und oft nach klaren regula-
torischen Mustern ab; dies gilt sowohl fur die Zelle im na-
tirlichen Zellverband in vivo wie auch fir Zellen unter
kultivierten Bedingungen in vitro. Zahlreiche Zellarten las-
sen sich heute isolieren und in vitro kultivieren, wobei fur
die vaskuldre Biologie vor allem Endothelzellen, glatte
Gefallmuskelzellen und Monozyten von Interesse sind. An
diesen Zellen lassen sich Prozesse der Proliferation und
Migration [2, 3] ebenso analysieren wie Prozesse der Gen-
regulation [4, 5], der Signaltransduktion [6, 7] und mole-
kularen Regulation [8, 9]. Die Spezifitdt derartiger Analy-
sen kann mit Hilfe spezifischer Antikorper, Liganden oder
Gensonden gewdhrleistet werden.

Molekulare Analyse von pathologischem Material

Humanes Material (Serum und andere Blutbestandteile,
Gewebe, Biopsien etc.) eignet sich ebenso wie Material aus
dem Tierversuch, um die Natur und die Mechanismen mo-
lekularer Prozesse aufzukldren. Es existieren zahlreiche Bei-
spiele daftr, daB die Entdeckung der Beteiligung bestimmter
Molekiile an einem pathologischen Geschehen zur Aufkla-
rung der zugrundeliegenden pathogenetischen Mechanis-
men verwendet werden konnte [10-13].

Molekulares Medikamenten-Screening
Die Einfihrung moderner Methoden der Molekular-
biologie und Biotechnologie hat dem Gebiet der moleku-
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laren Pharmakologie groflen Vorschub geleistet. Auf der
Grundlage bekannter molekularer Angriffspunkte (also
Gene und Genprodukte, die kausal an einem Krankheits-
geschehen beteiligt sind) wurden neue Therapiekonzepte
begriindet, die nun unter Verwendung der entsprechen-
den Technologie realisiert werden kénnen. Konkret wer-
den hierbei Screening-Verfahren etabliert, die auf der
Nutzung biologischer oder biochemischer Assays beru-
hen. Mit Hilfe dieses Prinzips lassen sich im Labor-
malstab oder auch im industriellen MaBstab gezielt ein-
zelne Substanzen oder ganze Banken chemischer, nie-
dermolekularer Substanzen screenen. Als Screening-Pa-
rameter eignen sich beispielsweise die Proliferation defi-
nierter Zellsysteme, die Bindung spezifischer Liganden
(Suche nach Bindungsinhibitoren [2]) oder die Aktivie-
rung spezifischer Rezeptoren (Suche nach spezifischen
Aktivatoren).

Ein solches Screening erwies sich beispielsweise bei
der Suche nach spezifischen Wachstumsfaktor-Rezeptor-
Inhibitoren als potent, spezifisch und erfolgreich. Hier-

Tabelle 1: Verbreitete molekulare Methoden zur In-vitro-Analyse in der
Medizin

Genanalyse

PCR
* Amplifikation spezifischer DNA-Segmente

Southern-Blot

* Detektion spezifischer DNA mittels DNA-DNA-Hybridisierung
im Anschluf8 an eine Agarose-Gel-Elektrophorese und einen
DNA-Transfer auf eine Tragermembran

sscp
* Nachweis von Einzelstrang-Konformationspolymorphismen

RFLP
* Nachweis von Restriktions-Fragment-Langen-Polymorphismen

Expressionsanalyse

Northern Blot

* Detektion spezifischer RNA mittels DNA-RNA-Hybridisierung
im Anschluf8 an eine Agarose-Gel-Elektrophorese und einen
RNA-Transfer auf eine Tragermembran

RNAse Protection Assay

* Hochsensitiver Nachweis spezifischer RNA-Spezies mittels
DNA-RNA-Hybridisierung

RT-PCR

¢ Hochsensitiver Nachweis spezifischer RNA-Spezies durch
reverse Transkription in cDNA, gefolgt von einer PCR (s. 0.)

Gene-Array

¢ Gleichzeitige Detektion einer Vielzahl spezifischer DNA- oder
RNA-Sequenzen (Transkripte) mittels DNA-DNA- oder DNA-
RNA-Hybridisierung, wobei cDNA oder Oligonukleotide auf
kleinsten Arealen auf einer Matrix angeordnet sind

Nuclear Run-on Assay

* Analyse der Promotoraktivitat

In-situ-Hybridisierung

¢ Detektion spezifischer mRNA mittels DNA-RNA-
Hybridisierung im Gewebeschnitt, somit Zuordnung eines
Transkriptes zur exprimierenden Zelle moglich

Proteinanalyse

Western Blot/Immunoblot

¢ Detektion spezifischer Proteine mittels Antikorper-Protein-
Bindung im Anschluf an eine SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese und einen Protein-Transfer auf eine
Tragermembran

ELISA, RIA

¢ Sensitive Detektion spezifischer Proteine in Flissigkeiten
einschl. Plasma oder Serum

Immunhistochemie

¢ Detektion spezifischer Proteine bzw. immunogener Epitope
mittels Bindung spezifischer Antikorper im Gewebeschnitt

mit gelang die Identifikation und Charakterisierung neuer
Tyrphostine (Tyrosin-Phosphorylierungs-Inhibitoren) wie
AG1295 bzw. AG1296, die eine Aktivierung der Rezep-
toren des Platelet-derived Growth Factor (PDGF) unter-
driicken kénnen [14]. Da PDGF kausal am Prozel$ der
Atherogenese und der Restenosierung beteiligt ist, sind
PDGF-Antagonisten von grofem Interesse fir eine klini-
sche Entwicklung. Zahlreiche praklinische Studien mit
dieser Fragestellung wurden bereits durchgefuhrt (s. u.).

Genetisch modifizierte Tiermodelle

Seit der ersten erfolgreichen Etablierung genetisch
modifizierter Tiere in den 80er Jahren spielen derartige
Modelle eine zunehmend wichtige Rolle in der biomedi-
zinischen Forschung im allgemeinen und in der Herz-
Kreislauf-Forschung im besonderen. Hierbei gibt es mitt-
lerweile zahlreiche Moglichkeiten, die genetische Basis
derartiger Tiere — in den meisten Fillen Mduse, gelegent-
lich auch Ratten — zu verdndern. Der dlteste Ansatz ist
das Einbringen zusatzlicher Gene (,Transgen”) in die
Erbsubstanz bzw. in den Embryoidkérper. Von noch gro-
Berer Relevanz sind heute Tiermodelle, denen ein spezi-
fisches Genprodukt fehlt (,Knock-out-Tiere”). Eine Liste
wichtiger Beispiele solcher Knock-outs aus der kardio-
vaskuldren Forschung ist in Tabelle 2 gegeben. Diese Tie-
re konnen in zweierlei Hinsicht sehr bedeutsam sein:

1. Im Falle des Vorliegens morphologischer oder funktio-
neller Defekte sind wichtige Riickschlisse auf die Funk-
tion des entsprechenden Genprodukts im komplexen
In-vivo-Zusammenhang moglich.

2. Ein morphologisch oder funktionell relevanter Phéno-
typ kann sich als Modell fiir einzelne Erkrankungen
eignen. Als Beispiel sei die ApoE”-Maus genannt, die
als Arteriosklerose-Modell weithin Verbreitung gefun-
den hat.

Neuere Entwicklungen resultieren in der Herstellung
von Tieren mit gewebsspezifischem Knock-out, d. h., ein zu
untersuchendes Gen wird nur in ausgewdhlten Organen
bzw. Geweben ausgeschaltet, sodal’ die Folgen eines sol-
chen Defizits auf die Organfunktion und auf den Gesamt-
organismus erfalit werden konnen. Die Steuerung einer
gewebsspezifischen Genexpression erfolgt tiber die Aus-
wahl der Promotoren, also jener DNA-Abschnitte, die ei-
nem Gen vorgeschaltet sind und durch Transkriptions-
faktoren aktiviert oder supprimiert werden konnen. Weiter-
hin besteht derzeit ein grolles Interesse, konditionierte
Knock-out-Modelle herzustellen, bei denen unter Verwen-
dung abschaltbarer Promotoren Gene zu einem beliebigen
Zeitpunkt ab- und wieder angeschaltet werden konnen.
Da sich diese Entwicklung erst in den Anfangen befindet,

Tabelle 2: Genetisch modifizierte Tiermodelle. Beispiele wichtiger Gen-
Knock-Out Mausmodelle in der kardiovaskuldren Forschung

Name Fehlendes Genprodukt/biologische Effekte

ApoE” Apolipoprotein E/arteriosklerotische Verdanderungen

eNOS+* Endotheliale NO-Synthase/arterielle Hypertonie, gestorte
Angiogenese

TGF-B1+  TGF-B1/embryonal letal, Myokarditis bzw. generalisierte
Inflammation

VEGF-A*-  VEGF-A/embryonal letal bereits in heterozygoter Form

Flt-1+ VEGF-Rezeptor 1/embryonal letal

Flt-1 (TK) kinasedefizienter VEGF-Rezeptor 1/entwicklungsfahig,
gestorte Angiogenese bei Wundheilung

Flk-1+ VEGF-Rezeptor 2/embryonal letal




gibt es noch wenig verfiigbare Daten. Es darf aber erwartet
werden, dal$ die beiden letztgenannten Technologien in
den kommenden Jahren wichtige Informationen Ulber die
Rolle verschiedener Gene bei einzelnen Krankheitsprozes-
sen wie der Arteriosklerose liefern werden.

Gentechnologie und Molekularbiologie bei
koronarer Herzerkrankung: molekulare Thera-
pieansdtze und klinische Anwendungen

Im Jahr 2000 stehen eine Reihe gentechnologischer
Entwicklungen an der Schwelle zur klinischen Umset-
zung. Dies gilt auch fur die Herz-Kreislauf-Medizin. Im
nachfolgenden seien die Grundlagen der verschiedenen
Konzepte ebenso skizziert wie der aktuelle Stand dieser
Entwicklungen. Die Frage, ob Gentherapie eine praktika-
ble therapeutische Alternative zu unseren konventionellen
Behandlungsformen werden kann, ist derzeit noch nicht
sicher zu beantworten.

Therapie mit rekombinanten Proteinen

Die sicherste Strategie, die therapeutische Wirkung
eines definierten Genprodukts zu nutzen, ist die Applika-
tion des rekombinanten Proteins. Die moderne Biotech-
nologie verfligt Gber sehr effiziente Methoden zur Her-
stellung groller Quantititen qualitativ hochwertiger
rekombinanter Proteine. lhren Siegeszug hat diese Ent-
wicklung mit der Herstellung von rekombinantem Hu-
man-Insulin in den 80er Jahren genommen. Das erste
,GroBserienprodukt” in der Kardiologie war das rt-PA
vor gut 10 Jahren. Mittlerweile gibt es zahlreiche, nach
den entsprechenden Qualitétskriterien (GMP, good medi-
cal practice) hergestellte rekombinante Proteine. Hierzu
zéhlen auch mehrere rekombinante Angiogenesefaktoren
wie bFGF und VEGF-A, die gegenwdrtig in Studien zur
Stimulation der therapeutischen Angiogenese eingesetzt
werden. Da in den ersten klinischen Studien zur thera-
peutischen Angiogenese aber der Gentransfer eingesetzt
wurde, wird dieses Konzept weiter unten in allen seinen
Aspekten dargestellt (s. u.).

Therapie mit spezifischen niedermolekularen Komponenten

Eine unter therapeutischen Aspekten interessante
Gruppe niedermolekularer Substanzen stellen die bereits
erwdhnten Tyrphostine dar. Es handelt sich hierbei um
tyrosin-phosphorylation inhibitors, die sich als ATP-Analo-
ga zur Hemmung der Tyrosin-Phosphorylierung einzelner
Tyrosin-Kinasen (z. B. Wachstumsfaktor-Rezeptoren) eig-
nen konnen. Beispiele erfolgreicher Screening-Prozesse
sind Inhibitoren fur den VEGF-Rezeptor-2 (FIk-1/KDR) [15]
und fir die PDGF-Rezeptoren [14]. Diese Substanzen be-
finden sich momentan in einer friihen klinischen Erpro-
bung oder stehen kurz davor [16, 17]. Mogliche Indika-
tionsgebiete sind die Hemmung der Tumorangiogenese im
Fall des VEGF-Antagonisten [18] sowie die Hemmung der
Restenose im Fall des PDGF-Antagonisten.

PDGF-Antagonismus zur Privention der Restenose

Die Pravention der Restenose stellt trotz bemerkens-
werter wissenschaftlicher und industrieller Innovationen
nach wie vor ein ungelostes Problem und damit eine der
grofen Herausforderungen in der Kardiologie dar. Eine
Vielzahl von Strategien wurde hierzu entwickelt und teil-
weise auch schon erprobt, wobei sich einige davon derzeit
in einer spdten praklinischen Phase befinden. Wichtige
Voraussetzungen flr eine klinische Erprobung sind schon
erfullt. Die Strategie des bereits erwahnten PDGF-Antago-

nismus mittels Tyrphostinen sei hier exemplarisch vorge-
stellt. Alternative Strategien mit E2F-Antisense-Oligo-
nukleotiden und mit dem Gentransfer der endothelialen
NO-Synthase folgen in den ndchsten Kapiteln.

PDGEF ist kausal an vaskuldren Umbauprozessen betei-
ligt [19]. Im Rahmen einer praklinischen Entwicklung wur-
den bereits zahlreiche Ansdtze zur Antagonisierung von
PDGEF erprobt, die allesamt eine signifikante Reduktion der
Neointimabildung nach GefaRlasion zur Folge hatten (Tab.
3). Eine vielversprechende Entwicklung stellen PDGF-Re-
zeptor-spezifische Tyrphostine dar, die zwar eine Bildung
von PDGF erlauben, eine Aktivierung seiner Rezeptoren
aber unterbinden [14]. Die lokale Applikation des Tyrpho-
stins fihrte sowohl im Schweinemodell [16] wie auch bei
der Ratte [17] zu einer signifikanten Reduktion der Neo-
intimabildung. Im letzteren Fall erfolgte die Applikation
Uber AG1296-beladene Nanopartikel, die mit einem Kathe-
ter von luminal in die Gefallwand eingebracht wurden, um
das Tyrphostin tiber Wochen freizusetzen. Neueste Entwick-
lungen gehen dahin, Hemmsubstanzen zu identifizieren,
die noch potenter sind als ein reiner PDGF-Rezeptor-Blok-
ker. Eine solche Substanz wurde mit dem Src/PDGF-Rezep-
tor-Blocker PP1/AG1872 gefunden [3].

Prdvention des Bypass-Versagens mittels E2F-Antisense

Es existieren mehrere Moglichkeiten, die Wirkung ei-
nes Genprodukts auszuschalten. Eine der ersten hierzu
praktizierten Strategien war die Verwendung von Antisense-
Oligodeoxynukleotiden (AS-ODN). Deren Wirkung be-
ruht darauf, daf die AS-ODN ins Zellinnere gelangen, dort
selektiv an spezifische mRNA binden und dadurch deren
Translation in funktionell aktive Proteine unterbinden. So-
mit wird die Bildung des spezifischen Genprodukts unter-
driickt, sodaB8 in der Folge auch dessen Wirkung unter-
bleibt. Eine Vielzahl von Detailfragen und konzeptionel-
len Fragen mufl noch beantwortet werden, bevor diese
Technologie Einzug in die routinemalige klinische An-
wendung finden kann. Hierzu gehort insbesondere die
Frage der effizienten und selektiven lokalen Applikation.
Prinzipiell zu unterscheiden ist der In-vivo-Gentransfer,
bei dem das therapeutische Gen bzw. die zu tibertragende
DNA in den Organismus eingebracht wird, vom Ex-vivo-
Gentransfer, bei dem isolierte Zellen, isolierte Gewebe
oder isolierte Organe aullerhalb des Korpers transfiziert
und nachfolgend in den Gesamtorganismus eingebracht
werden (Abb. 1).

Vor wenigen Monaten wurde die erste klinische Studie
publiziert, in der die erfolgreiche Verwendung eines Anti-
sense-Oligonukleotids zur Therapie einer Herz-Kreislauf-
Erkrankung bzw. zur Pravention des Bypass-Versagens ein-
gesetzt wurde. Die Arbeitsgruppe um Victor Dzau in Bo-
ston, MA, hat im Rahmen einer kontrollierten und rando-
misierten Studie (PREVENT) gezeigt, dal’ eine Ex-vivo-Gen-

Tabelle 3: Antagonisierung von PDGF in der GefdBwand

PDGF-Antiserum
PDGF-Antikorper

Ferns et al., 1991
Hert et al., 1997

Sirois et al., 1997
Marijianowski et al., 1997
Banai et al., 1998
Fishbein et al., 2000

PDGF B-Rezeptor-Antisense ODN

PDGF B-Rezeptor-Antikorper

PDGF B-Rezeptor-spezifisches Tyrphostin
PDGF B-Rezeptor-spezifisches Tyrphostin

Waltenberger et al., 1999 PDGF B-Rezeptor/Src-spezifisches
Tyrphostin, duale Signal-Transduktions-

Hemmung'

bisher nur in glatten GefaRmuskeln in vitro gezeigt



therapie (d. h. das Einbringen der Oligonukleotide in das
Gefédlisegment vor Implantation desselbigen) zu einer Re-
duktion des Bypass-Versagens flhrte [20]. Langjihrige
Vorarbeiten sind dieser Studie vorausgegangen [21].

Gentransfer im kardiovaskuldren System

Fur eine Reihe pathophysiologischer Konstellationen
konnte festgestellt werden, daf8 eine gesteigerte Verfligbhar-
keit bestimmter Genprodukte einen kausalen Therapiean-
satz darstellt. Eine Uberaus attraktive Methode zur Erzeu-
gung spezifischer Genprodukte in vivo bzw. in situ stellt
der Gentransfer dar. Obwohl zahlreiche grundlegende Fra-
gen zum Gentransfer bislang noch ungel6st geblieben sind
[22], gibt es mittlerweile doch mehrere Berichte tber ei-
nen erfolgreichen Gentransfer im kardiovaskuldren System
(Tab. 4) [23, 24]. Andererseits ist die anfangliche Euphorie
Uber diese Methode einer eher kritischen Analyse gewi-
chen, was nicht zuletzt durch kurzlich bekannt geworde-
ne, ungekldrte Todesfille im Zusammenhang mit dem
Gentransfer gefordert wurde. An dieser Stelle sollen nur
die grundlegenden Aspekte des Gentransfers skizziert wer-
den, um ein Verstandnis der nachfolgend aufgefiihrten
Strategien zu ermdglichen. Wesentlich ausfiihrlichere Uber-
sichtsarbeiten zur kardiovaskuldren Gentherapie wurden
unldngst publiziert [25, 26].

Beim Gentransfer wird die cDNA des betreffenden
Gens in eine Zielzelle tbertragen, was unter Verwendung
verschiedener Vektoren erfolgen kann. Hierzu kommt ent-
weder der Transfer transkriptionsfahiger Plasmide (,nackte
DNA") oder die Einbindung der Fremd-DNA in virale Vek-
toren (z. B. Adenoviren, Adenoassoziierte Viren, Lenti-
viren etc.) in Frage. Die Effizienzen der verschiedenen
Strategien sind unter therapeutischen Aspekten teilweise
nicht ausreichend und unterscheiden sich ebenso wie die
moglichen Nebenwirkungen. Die meisten der bislang ge-
testeten viralen Vektorsysteme haben ihren Nachteil in ei-
nem haufig fehlenden Zelltropismus, einer fehlenden Steu-
erbarkeit des Expressionsniveaus des Fremdgens und in ei-
ner inflammatorischen Begleitreaktion, was neben einer
reduzierten Wirksamkeit auch eine limitierte Expres-
sionsdauer zur Folge haben kann. Letzteres kann aller-
dings in manchen Situationen (z. B. Hemmung der Reste-
nose, Stimulation des Kollateralenwachstums) durchaus
auch erwiinscht sein.
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Abbildung 1: Prinzipien des Gentransfers. Der In-vivo-Gentransfer be-
schreibt das Einbringen eines Gens in eine Zielzelle innerhalb des Gesamt-
organismus, wihrend der Ex-vivo-Gentransfer die Ubertragung von ge-
netischem Material in ein Gewebe auBerhalb des Korpers beschreibt,
bevor das modifizierte Gewebe/Organ nachfolgend implantiert wird.

Pravention der Restenose durch Gentransfer der
NO-Synthase

Vor etwa 2 Jahrzehnten wurden bahnbrechende Arbei-
ten zur Regulation des Gefdltonus publiziert, wobei das
entscheidende vasodilatierende Molekul nach langer Su-
che als Stickstoffmonoxid (NO) identifiziert werden konn-
te. Diese Arbeiten wurden dann Ende 1998 mit der Verlei-
hung des Nobelpreises fiir Physiologie und Medizin an
Ferid Murad, Robert Furchgott und Louis Ignarro ausge-
zeichnet. Neben einer vasodilatierenden Wirkung besitzt
NO auch eine antiproliferative Wirkung auf glatte Gefal3-
muskelzellen, weshalb erprobt wird, dieses Prinzip zur
Pravention der Restenose einzusetzen. Hierbei erscheint
der Gentransfer der endothelialen NO-Synthase (eNOS)
prinzipiell machbar [27] und vielversprechend [28, 29].
Auch im Groftiermodell liel’ sich bereits zeigen, dal% die
Uberexpression der eNOS nach koronarer Angioplastie
zur Reduktion sekunddrer Umbauprozesse fiihrte. Erste
Therapieversuche nach koronarer Angioplastie beim Men-
schen sind bereits fir dieses Jahr geplant.

Induktion des Kollateralenwachstums/GefalSwachstums;
therapeutische Angiogenese/therapeutische Arteriogenese

Eine neue therapeutische Perspektive bei fortgeschritte-
ner koronarer Herzerkrankung stellt die Induktion des
Kollateralenwachstums dar. Zahlreiche klinische und pra-
klinische Untersuchungen der vergangenen Jahrzehnte ha-
ben eindeutig gezeigt, dal die Entwicklung von Kol-
lateralen bei regionaler Myokardischdmie sowohl zur Ver-
besserung der regionalen Myokardperfusion als auch zur
Verbesserung der Prognose bei diesen Patienten fihrt (zu-
sammengefal’t in: Waltenberger & Hombach, 2000 [30]).
Deshalb erscheint es als konsequent, dann zumindest eine
therapeutische Induktion von Kollateralen anzustreben,
wenn andere Optionen der Revaskularisation aufgrund
fortgeschrittener und diffuser Koronarstenosen nicht mehr
praktikabel sind.

Der Prozell der Kollateralisierung beruht neben der
Neubildung von Kapillaren (Angiogenese) auf dem Dicken-
wachstum praformierter Kollateralen (Arteriogenese). Die
molekularen Mechanismen der Arteriogenese sind bislang
nur partiell verstanden. Es gibt aber klare Hinweise dafiir,
dal Monozyten als Wachstumsfaktor-Reservoir an der
Arteriogenese beteiligt sind [31]. Die Monozyten-Rekrutie-

Tabelle 4: Gentherapie bei Arteriosklerose; Stand des kardiovaskularen
Gentransfers beim Menschen (Januar 2000)

e Erfolgreicher Gentransfer in arteriosklerotisch veranderte Arterien
Laitinen M et al. Human Gene Therapy 1998; 9: 1481-6

e Studie zur Hemmung der Neointimabildung in Venenbypass-
Segmenten mittels Ex-vivo-Gentransfer eines E2F-Antisense-
Oligonukleotids (Decoy)

Mann MJ et al. Lancet 1999; 354: 1493-8

Studie zur Pravention der Restenose durch VEGF-Gentransfer
i. a. bei KHK Ad.VEGF-A ; versus VEGF-A, .,-Plasmid
Laitinen M et al. Human Gene Therapy 2000; 22: 263-70

e Studien zur Stimulation der therapeutischen Angiogenese mittels
— VEGF-Gentransfer VEGF-A, ,-Plasmid bei pAVK intraarteriell
Isner JM et al., Lancet 1996; 348: 370-4
— VEGF-A ;-Plasmid bei pAVK intramuskular
Baumgartner | et al. Circulation 1998; 97: 1114-23
— VEGF-A, ., -Plasmid bei KHK intramyokardial
Losordo DW et al. Circulation 1998; 98: 2800-4

— Adenovirales Konstrukt (Ad(GV)VEGF121.10) bei KHK
intramyokardial
Rosengart TK et al. Circulation 1999; 100: 468-74




rung kann hierbei durch MCP-1 (monocyte chemoattrac-
tant protein-1) erfolgen [32]. Andererseits gibt es auch
Hinweise dafiir, dalS der vaskulire endotheliale Wachs-
tumsfaktor-A (VEGF-A) als monozytenchemotaktisches
Agens bei der Kollateralisierung [33] und bei der Arterio-
genese beteiligt ist (eigene, unverdffentlichte Ergebnisse).

Ungeachtet dieser neuen Erkenntnisse und basierend
auf der Annahme, dal8 die Kollateralisierung ausschlief3-
lich auf dem Prozell der Angiogenese beruht, wurde be-
reits Mitte der 90er Jahre die Hypothese getestet und verifi-
ziert, da® sich durch regionale Applikation des Angio-
genesefaktors VEGF-A eine Verbesserung der Perfusion bei
regionaler Ischamie erreichen laft. Dies wurde im Tier-
modell sowohl bei peripherer Ischamie [34] als auch bei
regionaler Myokardischdmie [35] gezeigt. Es folgte rasch
die Phase der klinischen Erprobung dieses Konzeptes, wo-
bei hier aufgrund der limitierten Verfligbarkeit des re-
kombinanten Proteins und aus einer Reihe weiterer Uber-
legungen heraus auch zahlreiche Gentransfer-Studien zur
Induktion der therapeutischen Angiogenese/therapeuti-
schen Arteriogenese begonnen wurden (Tab. 5). Derzeit
liegen die Ergebnisse mehrerer Phase I/Il-Studien vor [36,
37]. Da viele dieser Studien nicht kontrolliert waren, sind
die Aussagen zur therapeutischen Wirksamkeit limitiert. Es
kann jedoch festgehalten werden, daf die durchgefiihrten
Gentransfer-Studien machbar und auf der Basis der publi-
zierten Daten ohne nennenswerte Nebenwirkungen wa-
ren. Bei einzelnen Patienten verbesserte sich die Myokard-
perfusion wie auch die Symptomatik deutlich. Allerdings
mul’ auch festgehalten werden, daB die erste grofRe Studie
zur VEGF-Proteintherapie (rhVEGF-A ; i. c.) bei myokar-
dialer Ischamie (VIVA-Studie) zwar eine deutliche Verbes-
serung bei den therapierten Patienten zeigte, andererseits
aber auch eine vergleichbare Verbesserung bei den Patien-
ten der Placebo-Gruppe [38] beobachtet werden konnte.
Somit mufS man zum gegenwadrtigen Zeitpunkt zwei
SchluBfolgerungen aus der VIVA-Studie ziehen: Zum ei-
nen darf der Placebo-Effekt beim therapierten Patienten-
kollektiv nicht unterschitzt werden, zum anderen fiihrte
eine kurzfristige intrakoronare VEGF-A-Proteintherapie

Tabelle 5: Therapeutische Angiogese/therapeutische Arteriogenese mit-
tels VEGF-A bei kardiovaskularen Erkrankungen (modifiziert nach: Kroll
und Waltenberger, Z Kardiol 2000; 89: 206-18)

Konstrukt/ Indi- Therapieziel/ Untersucher

Applikation kation Bemerkung

phVEGF-A pAVK  Gefalwachstum/ Isner JM
Pilotstudie

phVEGF-A . i.m." pAVK  Periphere Durch- Isner JM
blutung

phVEGF-A . i.m.2 KHK  Myokarddurchblutung Isner J]M

rhVEGF-A,, i. c. KHK Myokarddurchblutung, McCluskey T
keine Zunahme der
Belastbarkeit nach
60 Tagen, bisher keine
angiographischen Daten
verfugbar

Ad(GV)

VEGF121.10 i. m.2 KHK Myokarddurchblutung, Crystal RG

Senkung der
Angina pectoris-

Schwelle
phVEGF-A — Plasmid mit humanem VEGF-A, ,-Gen
rhVEGF-A — rekombinantes humanes VEGF-A_ _.-Protein

165

Ad(GV)VEGF121.10

165
—adenovirales Konstrukt mit dem humanen
VEGEF-A,,.-Gen

121
! intramuskular; 2 intramyokardial

nicht zum Erreichen des vorgegebenen Endpunktes der
Studie, ndmlich einer Verbesserung der Belastbarkeit ge-
genuber der Kontrollgruppe.

Die kommenden Monate und Jahre werden zeigen, ob
eine therapeutische Induktion der Kollateralisierung Ein-
zug in die klinische Routine halten wird und welches hier-
fur die optimalen Faktoren und die optimalen Applika-
tionsstrategien sein werden.
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