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Kardiovaskulare Gentherapie — was kann der
Chirurg derzeit davon erwarten?

J. Bonatti', A. Oberhuber?, T. Schachner?, 0. Bernecker', E. Ruttmann’, H. Ott', O. Chevtchik', B. Podesser,
Y. Zou', A. Hammerer-Lercher?, J. Walters, G. Laufer!

Ziele eines gentherapeutischen Ansatzes in der Herzchirurgie sind die neointimale Hyperplasie in vendsen koronaren Bypass-Grafts, die ischamische
und dilatative Kardiomyopathie, der perioperative Ischamie-Reperfusionsschaden sowie die akute und chronische HerztransplantatabstoBung.
Verschiedene Zugangswege zum Herzen bzw. herznahen Strukturen wurden in experimentellen Arbeiten, teilweise aber auch klinisch evaluiert. Als
Vektoren scheinen sich derzeit Liposomen, Adenoviren und adenoassoziierte Viren durchzusetzen. Die Gentherapie stellt einen vielversprechenden

Zukunftsaspekt fiir die Herzchirurgie dar.

The major targets for gene therapy in cardiac surgery are neointimal hyperplasia in venous coronary artery bypass grafts, ischaemic and dilative
cardiomyopathy, perioperative ischaemia-reperfusion injury, as well as acute and chronic heart transplant rejection. Several application ways of
vector material have been tested in experimental and clinical studies. Liposomes, adenovirus, and adeno-associated virus are the most accepted
vectors at present. Gene therapy represents a highly promising aspect for cardiac surgery. J Kardiol 2002; 9: 14-20.

G alt vor der Jahrhundertwende zum 20. Jahrhundert
unter Billroth der bloRe Gedanke an einen chirurgi-
schen Eingriff am Herzen als Sakrileg, steht der Herzchirurg
(zu Billroths Zeiten wohl eine utopische, tiberhaupt nicht zu
denkende Identitat) nach der Wende zum 21. Jahrhundert
vor der Frage: ,Kann die Qualitit herzchirurgischer Thera-
pie durch Operationen am genetischen Code gesteigert
werden?” Gentechnologie im Dienste des herzkranken Pa-
tienten, Gentherapie im Standardrepertoire der Herzchirur-
gie? Gibt es zum jetzigen Zeitpunkt Giberhaupt realistische,
zielflihrende Ansitze? Die Frage kann vorweg mit ,ja” be-
antwortet werden. Zuvor aber einige Grundlagen.

Ziele der kardialen Gentherapie

Gentherapie wird generell definiert als der Transfer von
neuem genetischen Material in Zellen eines Patienten mit
daraus resultierendem therapeutischem Benefit fiir densel-
ben [1]. Eine weitere Definition bezeichnet Gentherapie
als eine ,medizinische Intervention, um das genetische
Programm von Zellen fir therapeutische Zwecke zu nut-
zen” [2]. Kardiale Gentherapie mochte durch Transfer von
Nukleinsduren in Zellen des Herzens oder herznaher Struk-
turen die Expression genetischen Materials so steuern, daf®
transient oder permanent kardial nutzliche Effekte erzielt
werden konnen. In eigener Definition sehen wir die kar-
diale Gentherapie als die ,Verlegung des gentechnischen
Produktionsortes von kardial therapeutisch wirksamen Pro-
teinen von In-vitro-Bedingungen ins Zielorgan Herz”. Im
Gegensatz zur Proteinapplikation besitzt Gentherapie den
Vorteil, dal¥ kontinuierliche oder repetitive Gaben bzw.
Nebenwirkungen von kurzfristigen, hochdosierten Protein-
gaben vermieden werden [3]. Die vorliegende Ubersicht
befalit sich ausschlieBlich mit Fragen der somatischen
Gentherapie und beschaftigt sich nicht mit gentechni-
schen Manipulationen an Keimzellen mit all ihren ethi-
schen Fragen und Grenzen.

Vektoren

Die Einschleusung von genetischem Material in eine Zelle
(Gentransfer = GTx) benétigt ein Transportvehikel, einen

sog. Vektor. Nach Isolation und Klonen des Gens wird die
zu transfizierende Gensequenz in diesen Plasmid-Expres-
sionsvektor eingebaut [4]. Eine Auswahl von fiir die kardiale
Gentherapie in Frage kommenden nichtviralen und viralen
Vektoren zeigt Tabelle 1. Vektoren werden generell beziig-
lich Zeit bis zur Genexpression, Infektionspotential, Im-
munogenitdt und Dauer der Genexpression beurteilt. Das
derzeit groBte Problem, die zeitliche Begrenztheit der Gen-
expression, konnte bei einzelnen Problemen in der Herz-
chirurgie (Behandlung des Ischamie-Reperfusionsschadens,
Pathogenese der neointimalen Hyperplasie) sogar von Vor-
teil sein.

Nackte DNA, Antisense-Oligonukleotide, Decoys

Die Effektivitat des Transfers von nackter Plasmid-DNA
ist bekanntermafen gering, weshalb mittlerweile eine
breite Palette an Transfervektoren entwickelt wurde. Iso-
lierte Nukleotidsequenzen kommen bei folgenden gen-
therapeutischen Verfahren zum Einsatz: Mit der Antisense-
Oligonukleotid-Technik wird transkribierte RNA durch
komplementare Nukleotidsequenzen blockiert. Decoys
(,Koder”) sind doppelstrangige DNA-Fragmente, welche
Bindungsstellen von Transkriptionsfaktoren entsprechen.
Durch die Blockade der Transkriptionsfaktoren werden die
korrespondierenden DNA-Sequenzen nicht abgelesen.

Liposomen

Liposomen (Abb. 1) nutzen fiir den Gentransfer ihre Ei-
genschaft, mit Zellmembranen zu verschmelzen; entspre-
chend werden Gensequenzen in diese Transfervehikel ver-
packt. Attraktiv ist die Tatsache, daB die infektiologische
Komponente viraler Vektoren bei dieser Form des GTx ent-

Tabelle 1: Vektoren fiir die kardiale Gentherapie

Nackte DNA

Liposomen

Liposomen kombiniert mit Sendai-Virus
(HV) = Hemagglutinating Virus of Japan)

Rezeptoragonisten

Adenoviren

Adenoassoziierte Viren

Retroviren
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fallt [4]. Allerdings besteht primdr eine relativ geringe
Transfektionseffizienz und Expressionsdauer. Ublicherwei-
se wird ein grofSer Teil des Liposom-Nukleotid-Komplexes
in Lysosomen degradiert. Die in den Nukleus translozierte
DNA wird extrachromosomal positioniert [4].

Eine elegante Losung scheint die Kombination von Lipo-
somen mit HVJ (Hemagglutinating Virus of Japan) zu sein.
Sawa zeigte, da HVJ die Transfektionseffizienz am kardio-
plegierten Herzen gegentiber kationischen Liposomen von
8 % auf 71 % steigern kann [5]. Die Genexpression am
Myokard reichte bis zum 14. postoperativen Tag. Der Myo-
kardschaden, gemessen an Serum-CK-Freisetzung und hi-
stologischen Parametern, war in dieser experimentellen
Serie minimal.

Rezeptormediierter Gentransfer

Beim rezeptormediierten Gentransfer wird genetisches
Material Gber physiologisch vorliegende Zellwandrezep-
toren eingebracht. Die grofSten Erfahrungen liegen hier mit
dem Transferrinrezeptor vor [6, 7]. Hauptvorteil dieser
Form des Gentransfers ist die Tatsache, daB sehr grofle
Mengen DNA in die Zelle eingeschleust werden konnen.
Ein Hauptnachteil ist allerdings die Degradierung der DNA-
Sequenzen in Lysosomen. Eine Moglichkeit, dies zu umge-
hen, ist die Koppelung eines inaktivierten Adenovirus an
das Transferrin, was den lysosomalen Escape der einge-
schleusten DNA erleichtern soll. Kupfer et al. berichteten
1994 uber den erfolgreichen GTx von Reportergen in Ka-
ninchen-Jugularvenen bei Anwendung eines Adenovirus-
Transferrin/Polylysin-DNA-Komplexes. Nach 3 Tagen kam
es zu einer ausgepragten Genexpression, welche bis zum
7. Tag stabil blieb [6]. Eigene Erfahrungen mit erfolgrei-
chem rezeptormediiertem Gentransfer in humane Vena
saphena magna in vitro liegen vor [8].

Adenoviren

Fur Gentransfers werden vornehmlich Adenoviren (Abb. 2)
verwendet, welche durch Zerstorung der E1-Region replika-
tionsdefizient gemacht wurden. Mit dem adenovirus-
mediierten DNA-GTx wird das Gene of interest epichro-
mosomal positioniert, ein Einbau in potentiell kritische
Stellen des Genoms wird vermieden [9]. Von Vorteil ist die

Tatsache, daf eine Zellreplikation fiir einen erfolgreichen
Gentransfer nicht nétig ist, eine Mutagenese scheint somit
wenig wahrscheinlich [10]. Adenovirusvektoren konnen
in groer Menge mit hohen Titern produziert werden und
grofle Gensequenzen bis zu einer GroRe von 8 kb trans-
portieren [10]. Adenoviren wurden bisher als relativ sicher
betrachtet, was die humane Pathogenitat betrifft. Impfun-
gen mit Lebendviren wurden bei 5 Mio. Menschen durch-
gefuhrt. Allerdings sind bei hochdosierter Adenovirusappli-
kation Todesfille aufgetreten, was einen groBen Riick-
schlag fur diese Technologie bedeutet [11]. Malignom-
entstehungen durch adenoviralen Gentransfer sind nicht be-
kannt [9].

Die Dauer der Genexpression ist mit ca. 1 bis 12 Mo-
naten relativ kurz [12, 13]. Fur mit Reportergen transfizier-
ter Kaninchen-Jugularvene erreicht die Expressionsdauer
etwa 7 Tage [14]. Die Hauptprobleme beim adenovirus-
mediierten Gentransfer stellen die Antigenitat und Zell-
toxizitat des Virus dar. In einem myokardialen Neoangio-
genese-Schweinemodell war die myokardiale Entziindungs-
reaktion allerdings eher schwach ausgepragt. [3]. Ansétze,
die Immunantwort auf das Adenovirus zu reduzieren, sind
die Verwendung von Ad-Vektoren unterschiedlichen
Serotyps oder eine begleitende immunsuppressive Thera-
pie [15]. Im Falle der therapeutischen Neoangiogenese
konnte sich die Entziindungsreaktion durch das Adeno-
virus sogar positiv im Sinne einer erwiinschten Durch-
blutungsverbesserung auswirken [3]. Eine im Vergleich zu
Liposomen ausgepragte negativ inotrope und arrhythmo-
gene Wirkung von Adenoviren wurde kiirzlich von Sen et al.
[16] beschrieben. Ursache scheint wiederum die Zytotoxi-
zitdt und Immunogenitat der Viren zu sein. Bei Blutgefdlien
kann der adenovirusmediierte GTx bei entsprechend ho-
hen Virustitern zur Vaskulitis und zur Intimahyperplasie fiih-
ren [14, 17]. Andere experimentelle Arbeiten zeigen keine
ausgepragte vaskulare Entziindungsreaktion nach adeno-
virusmediiertem Gentransfer [18]. Reportergen konnte mit-
tels Adenovirus von einer Gruppe an der Duke University
erfolgreich in native Kaninchen-Jugularvenen bzw. in A.
carotis-interponierte Jugularvenen transfiziert werden [14].
Nach 3 Tagen kam es zu einer ausgepragten Expression im
Endothel. Die vaskuldre Entziindungsreaktion, gemessen

Abbildung 1: Liposom mit integrierter DNA fiir den Gentransfer.

Abbildung 2: Adenovirus. Typische Strukur eines fir den Gentransfer
eingesetzten Vektors



an der endothelialen Expression von VCAM 1 und ICAM 1,
war in den adenovirustransfizierten Veneninterponaten etwa
gleich ausgeprégt wie in den Kontrollinterponaten, was
die Autoren zur Schlultfolgerung veranlafite, daf8 die
Entziindungsreaktion mehr eine Folge der Veneninterposi-
tion als der Transfektion mit Adenovirus sein koénnte.
Neuere Daten von Hu et al. zeigen eine deutliche vasku-
lare Entziindungsreaktion nach adenoviralem Gentransfer
[19]. Was die systemische Streuung des Vektors betrifft, so
war diese in einem vaskuldren GTx-Modell gering [20].

AAV - adenoassoziierte Viren

Eine derzeit attraktive Vektorvariante stellen die adeno-
assoziierten Viren dar. Es handelt sich dabei um ein Einzel-
strang-DNA-Dependovirus aus der Gruppe der Parvoviridae.
Eigenproteine werden fir den Gentransfer aus dem Virus
entfernt mit dem Vorteil der fast fehlenden Immunogenitit
des Vektors, spezifische Promotoren zur Verbesserung der
Transkriptionsinitiation konnen in das AAV-Vektorkonstrukt
zusatzlich eingebaut werden. Laut bisherigen Daten ist
eine stabile Genexpression tiber mehrere Wochen bis Mo-
nate zu erzielen. AAV transfizieren replizierende und nicht-
replizierende Zellen, wobei sich das Vollvirus in bestimm-
te Stellen des Genoms integriert. Fehlen virale Proteine, so
integriert sich das Virus an beliebigen Punkten des Ge-
noms. Dafs das AAV gegeniiber Adenoviren entscheidende
Vorteile bieten konnte, zeigten Rattenexperimente von
Svenson [18]. Adenovirusmediierter GTx von LacZ fiihrte
bei intramyokardialer Injektion zu einer ausgepragten
Genexpression mit einem Peak nach 1 Woche. Beim AAV-
mediierten LacZ-GTx hingegen fand sich der Expressions-
gipfel nach 4 Wochen und war deutlich ausgepragter als
beim adenovirusmediierten Verfahren. Zusatzlich zeigte
sich beim Einsatz von Adenoviren eine ausgepragte Myo-
karditis, welche beim AAV-GTx praktisch fehlte. Ein Nach-
teil von AAV ist die Tatsache, daR dieser Vektor nur Trans-
gene bis zu einer GroRenordnung von 4,5 kb aufnehmen
kann. AulRerdem fehlen derzeit geeignete Techniken, um
grolle Mengen von AAV zu produzieren; die Kosten fir
den Vektor sind entsprechend hoch.

Retroviren

Retroviren enthalten RNA-Genome, welche in der
Zielzelle revers in DNA transkribiert werden. Diese DNA
wird ins Wirtsgenom integriert. Retrovirale Vektoren wer-
den produziert, indem virale Gene aus einem Provirus
entfernt und durch therapeutische Gene ersetzt werden.
Uber die Transfektion von sog. Packaging Cell Lines (meist
Fibroblasten) werden RNA-Viren vermehrt produziert [4].
Retroviren kénnen nur replizierende Zellen transfizieren,
aulerdem ist ihre Kapazitat fir fremde Gensequenzen auf
10 kb beschrankt. SchlieSlich sind die Instabilitét in vivo und
die potentielle Kanzerogenitat ein Problem [21]. Retro-
virustransfizierte Primaten entwickelten T-Zell-Lymphome
durch Kontamination mit Wildtyp-Retroviren [22]. Retro-
viren haben sich in der kardiovaskular-gentherapeutischen
Forschung bisher nicht durchgesetzt, bedingt auch durch
eine noch nicht zufriedenstellende Transfektionseffizienz.

Tabelle 2: Applikationswege fiir die kardiale Gentherapie

Intravendse Injektion

Intramyokardiale Injektion

Injektion in die Aortenwurzel (am schlagenden oder kardioplegierten
Herzen)

Selektive intrakoronare Injektion

Intraperikardiale Installation

Eine Genexpression von mindestens finf Monaten wurde
allerdings fur vaskuldares Gewebe beschrieben [23].

Gentherapeutische Zugangswege zum Herzen
und zu herznahen Strukturen

Der Erforschung geeigneter Applikationswege fir den
kardiovaskuldren Gentransfer kommt derzeit noch eine
grofere Bedeutung zu als der Erforschung neuer Vektoren.
Maogliche Zugangswege sind in Tabelle 2 gelistet. Fir die
Testung verschiedener Applikationswege werden in Zell-
kultur bzw. in Tiermodellen sog. Reportergene eingeschleust.
Die derzeit giangigsten Reportergene sind das Gen fiir das
Enzym B-Galaktosidase (Blaufarbung bei positivem GTx)
und Luziferase (Fluoreszenz bei positivem GTx). Alle Ap-
plikationswege sind prinzipiell Gber perkutane, katheter-
gestuitzte Techniken oder Gber (Mini-)Thorakotomien gang-
bar.

Intravendése Injektion

Dals eine systemische, intravenose DNA-Plasmid-In-
jektion zu einer erfolgreichen Genexpression fiihren kann,
konnte von Zhu und Mitarbeitern gezeigt werden [24]. Al-
lerdings mangelt es diesem Zugangsweg an Spezifitat und
Effizienz. Voraussetzung fir diesen Applikationsweg ware
die Koppelung des Vektors an kardiospezifische Transport-
strukturen mit entsprechendem Rezeptor. Nach Daten von
Porter et al. [25] stellen sogenannte PESDA (perfluorocar-
bon exposed sonicated dextrose albumin microbubbles)
im Schweinemodell eine Methode dar, die Vektorad-
hdrenz an geschédigtes Endothel nach intravenoser Gabe
zu verbessern.

Injektion iiber die Aortenwurzel

Uber die Méglichkeit, das Herz komplett isolieren zu
konnen, wird der Chirurgie bei der Entwicklung von effek-
tiven GTx-Methoden eine besondere Bedeutung zukom-
men. Mehrere experimentelle Arbeiten zeigen eine ein-
deutige Uberlegenheit offener Vektorapplikationen gegen-
Uber kathetergestuitzten Methoden [26]. Svensson und Mit-
arbeiter zeigten eine besonders hohe Transfektionseffi-
zienz am isolierten, retransplantierten Rattenherz [27].
Sawa konnte, ebenfalls im Rattenmodell, eine eindeutige
Uberlegenheit des HVJ-Liposomen-mediierten Gentrans-
fers am kardioplegierten Herzen gegentiber dem Transfer
am schlagenden Herzen nachweisen. Die B-Galaktosi-
dase-Expression lag im ersteren Fall bei 58 %, im zweiten
Fall bei 0 % [28]. Das kardioplegierte Herz scheint eine
ausreichende Kontaktzeit des Vektors mit dem Endothel
der koronaren Zirkulation zu ermoglichen, wahrend am
schlagenden Herzen der Vektor standig ausgewaschen
wird. Die Uberlegenheit einer langsamen Infusion tiber
die Aortenwurzel gegentber einer Bolus-Injektion wurde
von Brauner et al. im Kaninchenmodell demonstriert [29].
Die Transfektionsversuche am kardioplegierten Herzen er-
folgten bisher allerdings vorwiegend an Rattenmodellen.
Obwohl keine eindeutigen AbstoBungsreaktionen histolo-
gisch nachweisbar waren, bleibt offen, ob immunologische
Reaktionen falsch-positive Genexpression vortauschen
konnen [28].

Intrakoronare Injektion

Die perkutane, kathetergestiitzte Applikation von Vek-
toren in die Herzkranzarterien dient vorwiegend der Ent-
wicklung von effektiven Methoden zur Therapie der
Restenose nach PTCA. Es wird hier auf die interventionell-
kardiologische Literatur verwiesen. Prinzipiell stellt sich
hier das Problem einer starken zeitlichen Begrenzung der



Applikationszeit. Spezielle Kathetermodelle sollen eine
ausreichende Kontaktzeit des Vektors zum Koronarendo-
thel sowie eine ausreichende distale Perfusion des Koro-
nargefdles sichern.

Intramyokardiale Injektion

Erkenntnisse tiber diese Gentransfertechnik stammen
vor allem aus Experimenten und klinischen Erfahrungen in
der myokardialen Neoangiogenese [3, 30]. Wang und Mit-
arbeiter konnten zeigen, dal® intramyokardial injizierte
Adenoviren mit Reportergen-DNA eine inhomogenere Ver-
teilung zeigen als bei Infusion in die Aortenwurzel, bei al-
lerdings ahnlicher Transfektionseffizienz und Expressions-
dauer [31]. Mitglieder unserer Arbeitsgruppe konnten
ebenfalls im Rattenmodell eine im Bereich des Stichkanals
konzentrierte Reportergen-Expression bei intramyokardia-
ler Injektion nachweisen. Im Vergleich dazu zeigte die In-
jektion in die Aortenwurzel ein weitgestreutes, tiber beide
Ventrikel reichendes Verteilungsmuster [32].

Intraperikardiale Injektion

Versuche, Reportergen in der Ratte adenoviral Giber den
Perikardsack zu transfizieren, zeigten bisher eine vorwie-
gend auf das Perikard beschrankte Genexpression [33].

Systemische Streuung des genetischen Materials?

Derzeit noch unklar ist, inwieweit eine lokale Vektor-
applikation am Herzen oder herznahen Gefalien zu einer
Vektorstreuung und Genexpression in anderen Organen
fuhrt. Bei Schweineexperimenten von Chen et al. war dies
offensichtlich nicht der Fall [10]. Auch bei der Versuchs-
serie von Lemarchand et al. am Schaf zeigte sich keine we-
sentliche systemische Vektorstreuung [13].

Ansatzpunkte der Gentherapie
in der Herzchirurgie

Therapie bzw. Prophylaxe der neointimalen Hyperplasie
in vendsen koronaren Bypassgefilien

Die Gentherapie stellt einen vielversprechenden An-
satzpunkt fur eine effektive Therapie der Intimahyperpla-
sie in der aortokoronaren Vene dar. Die flr die koronare
Bypassoperation entnommene Vena saphena magna nimmt
theoretisch sogar eine Idealstellung fiir eine gute Vek-
torexposition ein. Die komplette Entnahme, der relativ
einfache Aufbau der Vene sowie die Moglichkeit, das Ge-
fak lange mit dem ,gene of interest” zu inkubieren, stellen
entscheidende Vorteile dar [34]. Durch den Ex-vivo-An-
satz konnen die Gentransferpartikel gezielt auf das Ziel-
gewebe konzentriert werden, die systemische Belastung
bleibt gering [18, 35]. Immer hdufiger werden auch peri-
adventitielle Applikationen von Vektoren in tierexperi-
mentellen Ansatzen beschrieben [19]. Da sich die wesent-
lichen pathophysiologischen Mechanismen der neointima-
len Hyperplasieentstehung in den ersten postoperativen Ta-
gen abspielen, wire eine permanente Genexpression nicht
unbedingt erforderlich. Eine addquate tempordre Expressi-
on, wie durch die derzeit gangigen Vektoren erzielbar,
konnte durchaus zielftihrend sein.

Gentherapeutische Erfahrungen an der V. saphena magna
im Tiermodell

Generell scheinen neointimale Zellen als proliferieren-
de Zielzellen gut fiir einen Gentransfer geeignet zu sein.
Die prinzipielle Transfizierbarkeit mit Reportergenen wird
durch Daten von Takeshita (liposomaler Gentransfer von
Reportergen in Kaninchenvenen) [36] sowie Arbeiten von

Guzmann (adenovirusmediierter Gentransfer von Repor-
tergen in die Rattenvene) [20] gut gestltzt.

Eine der ersten tierexperimentellen Serien von therapeu-
tischem Gentransfer zur Verhinderung der neointimalen
Hyperplasie wurde von der Gruppe um V. Dzau publiziert.
Es gelang mittels HV) (Hemagglutinating Virus of Japan,
Sendaivirus) und liposomenmediiertem GTx von Antisense-
Oligonukleotiden gegen cdc2-Kinase und Proliferating Cell
Nuclear Antigen (PCNA) im Kaninchenmodell die neointi-
male Hyperplasie in der arteriell interponierten Jugularvene
zu reduzieren [37]. Mannion und Mitarbeiter konnten
durch die Anwendung von c-myc-Antisense-Oligonukleo-
tiden an Schweine-V. saphena magna eine signifikante Re-
duktion von Makrophageninfiltration, Gewebsddemen
und Mediamuskelzellen beobachten [38].

Die meistdiskutierte protektive Substanz fiir koronare
Bypass-Grafts war in den letzten Jahren das vasodila-
tierend, thrombozytenaggregationshemmend und antipro-
liferativ wirksame NO [39]. Ein HVJ- und liposomen-
mediierter GTx von ecNOS in Hundevenen fiihrte bei Ver-
suchen von Matsumoto et al. zu einer 60%igen Reduktion
der Intimadicke [40].

Schwartz et al. publizierten 1999 den erfolgreichen GTx
einer zytostatisch wirksamen, nicht phosphorylierbaren
Form des Retinoblastom-Proteins (Delta-Rb) in Kaninchen-
venentransplantate. Als Vektor diente dabei ein Adenovirus,
die Genexpression fand sich immunhistochemisch nach 5
Tagen vor allem in den Endothelzellen, jedoch auch in den
glatten Muskelzellen der Media. Nach 4 Wochen zeigten
die Ad-Delta-Rb-positiven Venen eine Reduktion der Intima-
dicke um 22 % gegentiber den Kontrollvenen [18]. Bai et al.
wihlten die Uberexpression des senescent cell derived
inhibitor protein (sdi-1 = p21) als therapeutischen Ansatz
fir die Venenintimahyperplasie im Kaninchenmodell. Es
gelang, die Intimaverdickung signifikant zu reduzieren. Als
moglicher Mechanismus wurde die Umwandlung des
Phanotyps der Mediamuskelzellen von der embryonalen zu
erwachsenen Form diskutiert [41].

Matrixmetalloproteinasen spielen bei der Entstehung der
neointimalen Hyperplasie in der Vena saphena magna eine
entscheidende Rolle. Ein weiterer Ansatz fir eine Gen-
therapie ist daher die Transfektion der Vene mit dem Gen fur
einen natiirlichen MMP-Inhibitor, dem TIMP (Tissue Inhibi-
tor of Matrix Metalloproteinase). Hu und Mitarbeiter konn-
ten kirzlich im Mausmodell eine signifikante Reduktion des
Venengraftdurchmessers durch adenovirusmediierten Gen-
transfer von TIMP 2 zeigen [19]. Ein Remodelling der Vene
in eine arterienartige Struktur durch Hemmung der MMP
wurde diskutiert.

Gentherapeutische Erfahrungen an humaner V. saphena
magna

Die prinzipielle Transfizierbarkeit menschlicher Vena
saphena magna ist gut dokumentiert. Mitglieder unserer
Arbeitsgruppe konnten zeigen, daB eine periadventitielle
Mikroinjektion eines Reportergenvektors effektiv sein
kann [8]. Gentransfers von NO-Synthase (NOS) sind an
humanen VSM-Praparaten bereits gelungen [42]. Cable
und Mitarbeiter benutzten einen Adenovirusvektor, der fiir
bovine endotheliale NOS kodierte (Ad.CMVeNOS). Das
Maximum der Genexpression lag in der Intima und Adventi-
tia, die Nitritgeneration von Ad.CMVeNOS-positiven Ve-
nen nach Stimulation mit L-Arginin und Calcium lonophore
war signifikant gegentiber den Kontrollgefdllen erhoht,



funktionelle Studien der Gefalle im Organbad zeigten
nach Gabe von Calcium lonophore eine signifikant hthere
maximale Relaxation der eNOS-transfizierten Gefalse. Das
Effluens aus transfizierten Venen zeigte auch in einem
Koronararterien-Bioassay stdrkere Relaxationen als die
Kontrollgefafe.

George und Mitarbeitern gelang es, humane Vena
saphena magna in der Organkultur mittels adenoviraler
Vektoren mit dem TIMP-2-Gen zu transfizieren [43]. Die
neointimale Zellzahl nach 14 Tagen war in den transfi-
zierten Venen um 71 % reduziert. Einen erfolgreichen
adenovirusmediierten TIMP-1-Gentransfer in die humane
Vena saphena magna berichten auch Fernandez und Mit-
arbeiter [44].

In der Vorstellung, daf eine erhohte Freisetzung von
[6slichem VCAMT (Vascular Cell Adhesion Molecule) die
Anlagerung von Monozyten, welche im Prozel der
Intimahyperplasieentstehung eine Rolle spielen sollen,
blockiert, flihrten Chen et al. an Schweine-Jugularvenen
und an humaner Vena saphena magna einen adenovirus-
mediierten VCAM-1-GTx durch [10]. Auch hier zeigte sich
nach intraluminaler Applikation eine vorwiegend intimal
lokalisierte Genexpression.

Gentherapeutische Erfahrungen an der V. saphena magna
klinisch

Die ersten klinischen Anwendungen von Gentherapie zur
Verhinderung der NIH stitzten sich auf Vorversuche von
Morishita et al., welche die Transfektion mit einem Decoy
gegen den E2F-Transkriptionsfaktor als Ansatz bei arteriellen
Verletzungen im Rattenmodell wahlten [45]. Im Rahmen der
PREVENT-Studie wird derzeit die Wirksamkeit an infra-
inguinalen V. saphena magna-Grafts evaluiert. Erste Ergebnis-
se zeigten eine prinzipielle E2F-Hemmung und geringere c-
myc und PCNA-RNA-Levels. Klinisch ist ein Effekt noch nicht
klar erkenntlich [46], obwohl Trends zu einer geringeren Rate
an Graftstenosierungen durch Intimahyperplasie in den gen-
therapeutisch behandelten Venen vorhanden sind [35].

Therapie der Kardiomyopathie

Wesentlicher Ansatzpunkt in Modellen zum Gen-
transfer in das versagende Myokard ist die Uberexpression
von Elementen des kontraktilen Apparates in Myozyten.
Verbesserte Kalziumverwertung und verbessertes Beta-Re-
zeptoren-Signalling sind weitere Ziele einer Gentherapie.
Nachdem das kardioplegierte Herz besonders gut fur ei-
nen GTx geeignet zu sein scheint, konnte der Herzchirur-
gie eine besondere Bedeutung in der Entwicklung von
Techniken der ,whole heart transfection” bei Kardiomyo-
pathien zukommen. Neuere Arbeiten zeigen, dal® die Trans-
fektionseffizienz beim adenovirusmediierten Gentransfer
in ein an der Herz-Lungen-Maschine entlastetes und kardio-
plegiertes Schweineherz besonders gut ist [47]. Ein guter
Ansatzpunkt fur eine therapeutische Transfektion des ver-
sagenden Herzens scheint die Uberexpression von Adreno-
rezeptoren zu sein. Shah und Mitarbeiter transfizierten
Kaninchenherzen intrakoronar mit Ad Beta Adrenergic
Receptor-DNA, was zu einer sig.nifikant verbesserten Links-
ventrikelfunktion flihrte [48]. Ahnliche Ergebnisse waren
zuvor in der Ratte gezeigt worden [49].

Therapie des Ischimie-Reperfusionsschadens

Um Aortenklemmzeiten fiir komplexe Eingriffe auszu-
dehnen, wdre der Transfer von DNA-Sequenzen protek-
tiver Proteine, welche in der Reperfusionsphase transkri-
biert werden, fur die Herzchirurgie besonders interessant.

Erkenntnisse aus gentherapeutischen Modellen fiir die
Therapie des Myokardinfarktes konnten fur diese spezielle
herzchirurgische Fragestellung von Nutzen sein [21]. Haupt-
angriffspunkte jeglicher therapeutischer Strategien beim
Ischamie-Reperfusionsschaden sind eine Blockierung des
Membran-Phospholipid-Abbaus, eine Hemmung des Cal-
cium-Overload bzw. das Scavenging von freien Sauerstoff-
radikalen.

Dal} postischdamisches, reperfundiertes Myokard gut fir
einen Gentransfer geeignet ist, konnten Leor und Mitarbei-
ter [50] zeigen. Ein positiver Effekt auf den myokardialen
postischamischen Schaden durch Transfektion von fibro-
blast growth factor 5 wurde von Giordano demonstriert
[51].

Die Maglichkeit, Kalzium durch Transfektion des Ca*+
ATPase-Gens aus Myokardiozyten auszuschleusen wurde
in der Myozytenzellkultur gezeigt [52]. Del Monte demon-
strierte  Verbesserungen der Linksventrikelfunktion durch
Transfektion von SERCA (Sarcoplasmic Reticulum Calcium
ATPase) in einem Ratten-Herzinsuffizienzmodell [53].

Mit Superoxiddismutase (SOD)-Gen HVJ-liposomaltrans-
fizierte Rattenherzen zeigten nach Sawa [5] in der Langen-
dorffpraparation gegeniiber Kontrollherzen eine signifikant
bessere Erholung des linksventrikuldren enddiastolischen
Drucks sowie des Koronarflusses. Im Western Blot konnte
eine signifikant hohere SOD-Expression nachgewiesen
werden. Li und Mitarbeiter demonstrierten eine Reduktion
des postischamischen Stunning im Kaninchenmodell
durch eine adenoviralmediierte Transfektion des Ec-SOD-
Gens [54].

Heat Shock-Protein-Uberexpression stellt eine effekti-
ve Therapie des Ischamie-Reperfusionsschadens dar. So
konnte Jayakumar im Rattenmodell einen erfolgreichen
HVJ-Liposomenmediierten HSP 70-Gentransfer durchfiih-
ren. Transfizierte Herzen zeigten eine raschere Erholung
der postischamischen Linksventrikelfunktion und eine ge-
ringere CK-Freisetzung [55].

Prophylaxe und Therapie der HerztransplantatabstoBung

Hauptangriffspunkt einer Gentherapie der Herztrans-
plantatabstoBung ist die Uberexpression antiinflammato-
rischer Zytokine. Ein adenoviraler Gentransfer von IL-10-
DNA fihrte im Rattenmodell zu einem signifikant besse-
ren Graft Survival im Vergleich zur Kontrollgruppe [56].
Ahnliche Effekte konnte ein liposomaler IL-10-GTx im
Mausmodell herbeiftihren [57]. Intramyokardiale Injektion
von Plasmid-DNA fiir TGF-beta 1 (Transforming Growth
Factor-beta 1) fiihrte in einem Mausmodell von Qin und
Mitarbeitern zu verldngertem Transplantatiiberleben [58].

Prophylaxe und Therapie der Herztransplantat-Vaskulo-
pathie

An Tiermodellen fur die HTx-Vaskulopathie stehen die
allogene Implantation einer Spender-A. carotis in eine Emp-
fanger-A. carotis sowie Kaninchen- und Ratten-Herztrans-
plantationsmodelle zur Verfiigung. In einem Kaninchenmo-
dell konnten Iwata und Mitarbeiter einen positiven Effekt
von liposomenmediiertem GTx der eNOS demonstrieren
[59]. An der Ratte war ein adenoviraler Gentransfer von
iNOS im Sinne einer kompletten Unterdriickung der Trans-
plant-Vaskulopathie effektiv [60]. Antisense-Oligonukleo-
tide gegen cdc2-Kinase war im Rattenmodell bei Isobe
und Mitarbeitern ein erfolgreicher Therapieansatz [61].
Als weiteren gentherapeutischen Angriffspunkt wahlten



Poston et al. Antisense-Oligonukleotide gegen ICAM 1
zur Hemmung der T-Zell-Adhdsion [62]. Die intrakoro-
nare Infusion von Tissue Plasminogen Activator (tPA)-
DNA ex vivo fuhrte in Experimenten von Scholl im
Kaninchenmodell zu einer signifikanten Reduktion der
Graft-Vaskulopathie [63]. Ein signifikanter Antieffekt von
E2F-Decoy wurde von der Arbeitsgruppe um Kawauchi
im Ratten- und Primatenmodell nachgewiesen [64].

Therapeutische Neoangiogenese

Tierexperimentelle Arbeiten [3] und klinische Studien
[30, 65] haben gezeigt, dalt durch Transfektion des Herzens
mit Wachstumsfaktoren-DNA, wie z.B. DNA fir VEGF
(Vascular Endothelial Growth Factor) oder bFGF (basic
Fibroblast Growth Factor), kollateralbildende Effekte am
Herzen zu erzielen sind. Neben nackter Plasmid-DNA kam
auch die Transfektion von VEGF mit adenoassoziierten Vi-
ren zum Einsatz [66]. Indikation fir die Applikation von
VEGF-DNA in den ersten klinischen Studien war die chirur-
gisch oder katheterinterventionell nicht mehr angehbare
koronare Herzerkrankung. Sicherheitsbedenken wie Tumor-
genese, verstarkte Atherogenese oder Aggravierung von dia-
betischer Retinopathie durch den VEGF-Gentransfer konn-
ten bisher nicht bestatigt werden [65].

Von chirurgischer Seite ist beztiglich gentherapeuti-
scher myokardialer Neoangiogenese zu vermerken, dafs
die ersten intramyokardialen Injektionen tiber eine Mini-
thorakotomie erfolgten [65]. Dals perkutan anzuwenden-
de intraventrikuldre Kathetersteuerungstechniken zur ge-
zielten intramyokardialen Injektion effektiv sein konnen,
wurde in klinischen Studien gezeigt [67]. Vom Belastungs-
grad bzw. der Injektionssicherheit und -schnelligkeit ware
ein minimalinvasiver chirurgischer Weg tiber Minithorako-
tomie oder Thorakoskopie ebenfalls ein akzeptables Ange-
bot an den Patienten. Zu diskutieren ist auch ein kombinier-
tes Verfahren von koronarer Bypasschirurgie und lokaler
therapeutischer Neoangiogenese.

Zukunftsaspekte

Hauptansatzpunkt derzeitiger Forschung ist die Verbes-
serung der Transfektionseffizienz verschiedener Vektor-
systeme, ebenso wichtig ist allerdings die Suche nach opti-
malen Applikationswegen fur die Vektoren. Eine der groft-
ten Herausforderungen im Rahmen der kardiovaskuldren
Gentherapie wird die Erforschung von Moglichkeiten sein,
die korrekte Genexpression zu erhalten bzw. zu regulie-
ren. Eine wichtige Frage ist die Patientenakzeptanz von
klinischen Gentherapieprotokollen bei der in Mitteleuropa
teilweise kritischen Sicht der Gentechnologie. In einer
Umfrage unter herzchirurgischen Patienten konnten wir
diesbeziiglich eine sehr positive und optimistische Hal-
tung feststellen. 52 % der befragten Patienten wiirden sich
einer klinischen Gentherapiestudie zur Verfligung stellen,
85 % bei Fehlen von alternativen Therapieoptionen. 80 %
dieser Patienten wiirden chirurgische Applikationswege
fur die Gentherapie akzeptieren [68].

Ob in naher Zukunft das Routineoperationsprogramm
einer herzchirurgischen Abteilung Gentransfers ins Herz
oder in herznahe Strukturen beinhalten wird, mag dahin-
gestellt bleiben. Unrealistisch ist diese Vorstellung jeden-
falls nicht. Wie bei vielen Techniken, die heute in der Me-
dizin RoutinemaBBnahmen sind, wird die Chirurgie auch in
der Entwicklung kardiovaskuldrer Gentherapie wahr-
scheinlich eine entscheidende Rolle spielen.
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