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1 Einleitung und Fragestellung

Das Auftreten von Restenose nach perkutaner transluminaler coronarer Angioplastie
(PTCA) ist ein bisher ungel6stes Problem der interventionellen Kardiologie (1). Die
Langzeitergebnisse nach Intervention werden bei etwa 30-50% der Patienten durch
klinisch relevante Restenosen beeintréchtigt, und verursachen eine erhebliche
Morbiditéat und Kosten.

Die Art der Restenose hangt vom gewdhlten Verfahren ab: Bel Verwendung von
Stents kommt es durch Proliferation glatter Muskelzellen und Einlagerung
extrazelluldrer Matrix zu einer Neointimabildung, wahrend nach Angioplastie aleine
vor alem elastische Ruckstellkréfte, und das sog. vaskulére ,remodeling®, die
vaskulére Schrumpfung als Pathomechanismus im Vordergrund stehen.

Die bislang angewandten Behandlungsstrategien zur Verminderung der Restenoserate
waren nur teilweise erfolgreich. In experimentellen Studien wurden verschiedene
zelluld&re und molekulare Behandlungsansitze identifiziert. Medikamentose
Behandlungsversuche erzielten jedoch keinen entscheidenden Behandlungserfolg (2).
Die lokale Konzentration aktiver Metabolite nach systemischer Anwendung blieb zu
niedrig, oder nach lokaler Anwendung zu kurzfristig, um wesentliche Effekte zu
erzielen. Tierexperimentell erprobte Ansétze waren an Patienten nicht effektiv und
bestatigen, dass Tierexperimente kaum eine Ubertragbarkeit auf die klinische
Situation erlauben. Deshalb werden neue Ansdtze gesucht, um die neointimale

Proliferation nach interventioneller Revaskularisierung zu verhindern.

Vaskulére Gentherapie ist ein interessanter Ansatz um die Initiation der Restenose zu
beeinflussen. Das wurde durch erfolgreiche antiproliferative Strategien mit Genen des
Zellzyklus gezeigt, mit denen es gelang die Reaktion auf GefélRwandverletzungen in
Tierexperimenten zu vermindern (3, 4).

Neben der Wahl des geeigneten Transgens ist die Wahl des geeigneten Vektors
entscheidend. Im Rahmen der Entwicklung einer lokalen vaskularen Gentherapie

wurden in der vorliegenden Untersuchung drei verschiedene Vektoren verglichen:



Liposomaler Gentransfer, Adenovirus (AdV) und adeno-assoziiertes Virus (AAV) as
Vektoren in verschiedenen Zelltypen, die fur die Geféarbiologie relevant sind.

Mit Hilfe enes mikroporosen Ballonkatheters wurden diese Vektoren in
Koronararterien von Schweinen eingebracht und die erreichte Expressionseffizienz

mit den Resultaten in der Zellkultur verglichen.

Der bisner meist verwandte Vektor, das Adenovirus, besitzt den Nachteil eines
relevanten immunogenen Potentials (5).

Adeno-assoziiertes Virus besitzt einige theoretische Vortelle (6): Es verursacht eine
latente Infektion durch Integration des Vektorgenoms in die chromosomale DNA,
und eine daraus resultierende lang anhaltende Expression des Trangens (7). Eine
Pathogenitét fir den Menschen wurde bislang nicht beschrieben.

Es wurde eine Genexpression tber Monate nach Applikation von adeno-assoziiertem
Virus in verschiedenen Tiermodellen beobachtet (8-11), wenn auch der Beginn der

Expression erheblich variiert.

Nur wenige Untersuchungen des Gentransfers haben sich bisang mit der
Ubertragbarkeit der Ergebnisse von Zellkulturen auf das Tiermodell beschaftigt (12,
13), trotz Transfektion desselben Zelltyps in vitro und in vivo variieren die erzielten
Transfektionsraten erheblich.

Bisherige Untersuchungen zur gentherapeutischen Hemmung der neointimalen
Proliferation erfolgten Uberwiegend an peripheren Gefél3en, der Art. carotis comunis
oder isolierten Gefél3segmenten (14-16). Durch nahezu beliebig lange Inkubation der
Geféal3abschnitte mit einer Suspension mit dem eingesetzten Vektor wurden die
Effizienzen zwar verbessert, doch durfte diese Methode fur die klinische Anwendung
bedeutungslos sein (17).

Die Verwendung intrakoronarer Applikationsformen bringen das Problem der
temporéren Okklusion des Gefasses mit sich. Die effektive Applikationszeit des
Gentransfers ist je nach gewahltem Verfahren kurz, will man doch relevante
Myokardischamien vermeiden. Erfolgreiche Transfektion in eine Koronararterie am
Schweinemodell wurden  bisang insbesondere  mit dem  sogenannten

Infiltrationskatheter erreicht (18-20), ein Verfahren das aufgrund des dabei



entstehenden Penetrationsschadens der Gefél3wand ebenfalls klinisch  kaum
anwendbar sein durfte.

French et al. 1994 benutzten einen Katheter mit einem porGsen Balon um
rekombinante Adenoviren in Koronararterien von Schweinen einzubringen, fanden
aber nur eine geringe Zahl transfizierter Zellen (21).

Der weiterentwickelte mikroporése Ballon kénnte aber eine attraktive Alternative
darstellen, weil unter Druck in Kkurzer Zeit die Vektorsuspension in die

Koronargefé3wand eingebracht werden kann.

Ziel der Untersuchung war es, einen geeigneten Vektor fur den koronaren Gentransfer
mit dem mikroporoesen Ballon zu finden, um eine Voraussetzung fur die Entwicklung

antiproliferativer Strategien nach interventioneller Revaskularisierung zu schaffen.



2 Material und Methoden

2.1 Vektor konstruktion

2.1.1 Liposomen als Vektor

Fur den liposomalen Gentransfer benutzten wir ein Expressionsplasmid (pCMV3,
Clontech

Laboratories) mit lacZ as Reportergen, unter der Kontrolle eines Cytomegalie

»~immediate-early* Promotors, 1 pg/ml, und das liposomae Transfektionsreagenz

Superfect® (Fa. Qiagen).

Fur die Experimente im Tiermodell wurden 50 pg Plasmid DNA in 2ml

physiologischer Kochsalzloesung fir den liposomalen Gentransfer verwendet,

ebenfalls als Plasmid-Liposomen Komplex.

2.1.2 Adenovirus alsVektor

Es wurde ein Ela-deletiertes, replikationsdefizientes rekombinantes Adenovirus vom
Serotyp A (AdCMV-3-GAL) verwendet mit dem fir 3-Galactosidase kodierende
Reportergen unter Kontrolle eines humanen Cytomegalievirus Promotors. Das Virus
wurde durch Kotransfektion subkonfluenter HEK 293 T-Zellen nach der Calcium-
Phosphat-K oprézipitationsmethode gewonnen wurde, und in HEK 293 T-Zellen
propagiert (27).

Die in den Zellkulturexperimenten verwandte Konzentrationen lagen bel 5x107plague
forming units (pfu) pro 1 ml, es resultierte eine multiplicity of infection (moi) von
100.

Fur die Versuche mit Adenovirus im Tiermodell wurden ebenfalls 5x107 plaque

forming unitspro 1 ml verwendet.



2.1.3 Adeno-assoziiertes Virus als Vektor

Rekombinante adeno-assoziierte Viruspartikel wurden durch Kotransfektion
epithelialer Zellen (293 T) mit AAV-Vektorplasmid mit dem lacZ Gen und dem
packaging plasmid pDG produziert. ( Grimm, et al. 1998, 22)

Das Helfer-Plasmid pDG, das die rep und cap Sequenzen enthdlt, wurde mit der
Calcium-Phosphat Kopréazipitationsmethode mit dem das Reportergen lacZ
enthaltenden Vektor-Plasmid kotransfiziert (23).

Nach einer Inkubationszeit von 18 Stunden bei 350C und 3% COz, wurden die Zellen
fur eine weitere Periode von 48 Stunden bei 37 C und 5% CO2 in mit D-MEM
Medium und 10% fetalem Kalberserum-Zusatz (GIBCO BRL) inkubiert.

Nach Ablésen und Sammeln wurden die Zellen durch standardisiertes Einfrieren und
Auftauen desintegriert, so dass nach einem Zentrifugationsschritt bei 3000 rpm der
Uberstand mit den viralen Partikeln gewonnen werden konnte und der Zelldetritus
verworfen wurde (24).

Eine Konzentrierung von AAV-3-GAL wurde durch Saulenchromatographie auf
sulfonierter Zellulose erreicht (Fa. Amicon). Anschlief3end wurden die viralen Partikel
durch Zentrifugation bei 12000 rpm Uber 10 Min. durch ein Saccharose-Kissen
(30/50%) gereinigt (25). Es wurden Konzentrationen zwischen 109-1010
transduzierender Partikel pro 1 ml erreicht .

Die Zahl der transduzierenden Partikel wurde durch eine C-12 Hybridom Zellinie in
einer Blot-Hybridiserung mit einer Digoxygenin markierten Sonde fur den
Cytomegalie-virus ,,immediate early* Promotor bestimmt (26).

Die verwendete Konzentration lag bei den Versuchen in Zellkultur in einer
Grolenordnung von 5x107 transduzierenden viralen Partikeln pro ml, und im

Tierversuch etwa 107 transduzierender Partikel.



2.2 Methoden der Zellkultur

2.2.1 Gewinnung primérer glatter Muskelzellen vom Schwein

Porcine glatte Muskelzellen (pSMC) wurden durch enzymatische Digestion mit
Kollagenase Typl aus einer aus Hausschweinen explantierten Aorta gewonnen (28):
1 Spulen der Schweineaorta mit sterilem NaCl 0.9%, um Blut zu entfernen.
2. Herstellen der Enzymlésung: 50 ml Medium 199

+ 10 mg Trypsin

+ 50 mg Elastase

+ 100 mg Kollagenase

3. pSMC - Gewinnung:
Je nach Grol3e des Aortenexplantates in vier gleich grof3e (2-4 cm2) Stlicke
zerteilen und feuchthalten. Dnanch oberste endoluminale Zellschicht
abschaben und wegspllen, zur Entfernung des meisten Endothels.
Mit Storchenschnabel-Pinzette Media-Schicht durchdringen und abheben,
danach
mit normaler Pinzette Media streifenweise abziehen und diese in Petrischalen
(10 cm) mit Medium M 199 (Fa. Clonetics) einlegen.
Das Medium entfernen und mit 12.5 ml Enzyml6sung versetzen.
Die Petrischale mit Parafilm versiegeln und 3-5 Stunden im Schittel -
Wasserbad bei 370C. inkubieren.
Inaktivierung der Enzymlésung durch Zugabe von 2 ml 10 % fetalem
Kaelberseru
pSMC in Suspension in aufnehmen, und in 15 ml Facon-Rohrchen
uberfuhren.
Nach Zentrifugation und Abnahme des Uberstandes, Resuspension und
Auslegen in 25 cm2 Flaschen, Zugabe von 5ml SMC-Wachstumsmedium
(SmBm-Medium, Fa. Gibco BRL), Inkubation im Brutschrank bei 5% CO2
und 370C.



24 Std spéter sind wachstumsfahige SMC adhériert, avitale Zellen werden mit
Phosphat-gepufferter- Kochsalzlésung (PBS) abgespuelt, und frisches
Wachstumsmedium hinzugegeben.

Propagiert wurden die pSMC in SmBm-Medium (Gibco BRL), das 20% fetales
K&l berserum enthélt, bei 5% CO2 und 370 C.

Charakterisiert wurden die Zellen durch Immunofloureszenz-Féarbung fir Muskel-
zell-Aktin.(DAKO-Carpinteria,CA).

Fur die Experimente in Zellkultur wurden Zellen in der 2.-5. Passage verwandt.

2.2.2 Gewinnung primarer Endothelzellen aus humaner Nabelschnur

Human umblical vein endothelial cells (HUVEC) wurden aus humaner Nabelschnur
durch die Kollagenase-Digestionsmethode gewonnen, wie beschrieben (29).
Propagiert wurden sie bei 370C und 5% CO2 in EBM-Medium (Fa.Clonetics) mit
folgenden Zusétzen:

j€500.0 ml EBM-Medium

+ 0.5 mg/ml h-EGF

+ 0.5 mg/ml Hydrocortison

+ 0.5 mg/ml Gentamycin/Amphotericin

+ 2.0 mg/ml bovines Hirnextrakt

25.0 mg/ml fetales Kéaberserum

+

2.2.3 Die humane Endothelzellinie ECV-304

h-ECV-304, die bisher als immortalisierte humane Endothelzelllinie galt, wurde vor
kurzem as Abkdmmling einer humanen Blasenepithelzelllinie T24 neu beschrieben
(30); trotz dieser Unsicherheit verblieb diese Zdllinie in der Studie, weil die
Oberfl&chenantigene, z.B. ICAM-1, denen von Endothel zellen entsprechen.

Propagiert wurden ECV-304 Zellen mit Medium 199 (Biofluids, Rockville, MD) bei
370C, und 5% CO02.



2.3 Transfektionsversuche vaskularer Zellen in Kultur

2.3.1 Transsfektionsversuche vaskularer Zellen in Kultur mit Liposomen als
Vektoren

Fur liposomalen Gentransfer in ECV-304 Zellen, pSMC-Zellen und HUVEC-Zéllen
wurde Plasmid DNA in serumfreie Zellkultur-Medium verdinnt und anschlief3end
Liposomen hinzugefiigt, wie im folgenden Protokoll beschrieben. Nach 5-10
minutiger Inkubation wurde die Mischung mit Zellkultur-N&hrmedien auf 1pg/ml
verdinnt.
Diese Plasmid-Liposomenkomplex Suspension wurde den drei Zellinien fur je zwel
Stunden zur Inkubation hinzugefigt, und anschlief3end durch serumhaltiges Medium
in geeigneter Konzentration ersetzt (47).
Im Einzelnen sah das Versuchsprotokoll folgende Schritte vor:
1 24 Stunden vor Transfektion wurden 2-8 x105 Zellen pro 60 mm Vertiefung
in 5ml Wachstumsmedium ausgelegt, unter Zusatz von Serum und Antibiotika.
2. Inkubation bei 370C und 5% CO2, so dass eine Konfluenz von 60%-70%
erreicht wurde.
3. Verdinnung von 1pug DNA mit EDTA-Puffer (ph 7.4) zu einem Volumen von
150 pl. Zusatz von 8 ml Enhancer und 1 sec durchmischen.
4. Inkubation bel 20-250C, 2-5 min.
Zusatz von 25 ul , Effectene” Transfektionsreagens zu dieser Mischung, 10

sec. Vortex
6. Inkubation bel 20 - 25 o C zur Liposomen-Komplexformation
7. In dieser Zeit Abziehen des Wachstumsmediums von der 60 mm Vertiefung,

und waschen der Zellen mit Phosphat-gepufferter Kochsalzlésung (PBS).
Hinzugabe von frischem Wachstumsmedium 4 ml.

8. Zugabe von 1 ml Wachstumsmedium zur Suspension der Komplexe.
Vorsichtige Resuspension. Aufnahme der Transfektionskomplexe und
Pipettierung auf die Zellen in den 60 mm Vertiefungen. Auf gleichmassige
Verteilung durch vorsichtiges Schwenken achten.

9. Inkubation der Zellen mit den Komplexen bei 370C und 5% CO: unter

mikroskopischer Kontrolle, nach 24 Stunden Beginn der Expression.



Nach 48 Stunden wurden die Zellen fixiert und die 3-Galactosidase Aktivitét durch
Hinzuflgung des chromgenen Substrates X-Gal evaluiert:

1. Fixierung der Zellen mit 2% Formaldehyd und 0,2 %Glutaral dehyd.

2. Zweimaliges waschen der Zellen mit PBS

3. Farben mit 3 mmol/L KisFe(CN)s, 3 mmol/L KsFe(CN)s, 15mmol/L NaCl und 1
mg/mL X-Ga (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-b-D-4-galactopyranoside) in 44
mmol/L HEPES.

4. Inkubation 2 Stunden, anschlief3ende mikroskopische Auszéhlung der
spezifisch blau geférbten Zellen, was eine Einschdtzung der Transfektionsrate

erlaubt.

2.3.2 Transfektionsversuche vaskuldrer Zellen in Kultur mit Adenovirus (AdV)
als

Vektor
Fur die Transfektionsversuche wurden humane ECV-304, humane umbilikale vendse
Endothelzellen (HUVEC) sowie pSMC in 6 well-Platten ausgelegt, etwa 5 x 105 pro
Vertiefung, und bei 360C, 5% CO2 inkubiert.
Eine subkonfluente Zelllage mit einer Zelldichte von 60%-70% wurde nach 36
Stunden erreicht.
Transfiziert wurde durch zweistiindige Inkubation mit Adenovirus (AdV) as Vektor,
mit Hilfe des jeweiligen spezifischen Zellmediums, ohne Zusatz von fetalem
K&lberserum.
Anschlief3end wurde serumhaltiges Medium hinzugefigt und dieses nach 24 Std.
ausgetauscht.
Medien der Zellkultur:
h-ECV-Zellen:  500.0 ml Medium 199

+ 10.0ml PBS

+  1,3mg/ml L-Glutamin

+ 20.0 mg/ml FCS

+  10.0 mg/ml Penicillin/Streptomycin



pSMC-Zellen: 500.0 ml Wachstumsmedium SmBm (Fa GIBCO)
+ 1.0 mg/ml Penicillin/Streptomycin
+ 1.0 mg/ml Amphotericin B
+ 50.0 mg/ml FCS

HUVEC-Zellen

500.0 ml EBM-Medium (Fa Clonetics)
0.5 mg/ml h-EGF
0.5 mg/ml Gentamycin/Amphotericin
25.0 mg/ml FCS

2.3.3 Transfektionsversuche vaskularer Zellen in Kultur mit adeno-

assoziiertem Virusals Vektor

Fur die Transfektionsversuche wurden humane ECV-304, humane umbilikale vendse
Endothelzellen (HUVEC) sowie pSMC in 6 well-Platten ausgelegt, etwa 5x105 pro
Vertiefung, und bei 360C, 5% CO2 inkubiert.

Ein subkonfluenter Monolayer mit einer Zelldichte von 60%-70% wurde nach 36
Stunden erreicht.

Transfiziert wurde durch zweistiindige Inkubation mit dem adeno-assoziiertem Virus
(AAV) ds Vektor, mit Hilfe des jeweiligen spezifischen Zellmediums, ohne Zusatz
des fetalen K&l berserums.

Anschliel3end wurde serumhaltiges Medium hinzugefigt und nach 24 Std.
ausgetauscht.

h-ECV-Zédllen: 500.0 ml Medium 199

+ 10.0 ml PBS

+ 1.3 mg/ml L-Glutamin
20.0 mg/ml fetalem Kaberserum (FCYS)
10.0 mg/ml Penicillin/Streptomycin

=+

+



SMC-Zdllen: 500.0 ml Wachstumsmedium SmBm (Fa GIBCO)
+ 1.0 mg/ml Penicillin/Streptomycin
+ 1.0 mg/ml Amphotericin B
+ 50.0 mg/ml fetales Kalberserum (FCS)

HUVEC-Zellen

500.0 ml EBM-Medium (Fa Clonetics)
0.5 mg/ml h-EGF
0.5 mg/ml Gentamycin/Amphotericin
25.0 mg/ml FCS

2.4 Intrakoronare Transfektion am Schwein

Tierpflege und Behandlung wurden nach dem deutschen Tierschutzgesetz unter
Aufsicht eines Veterindrmediziners durchgefihrt.

Mannliche Hausschweine mit einem Gewicht von ca. 30 - 35 kg wurden mit Ketamin
10 mg/kg intramuskuldr, sowie Atropin 0.5 mg/kg pramediziert. Die
Narkoseeinleitung erfolgte mit Narcobabital intravends.

Nach endotrachealer Intubation wurde die Anasthesie mit 1% Isoflurangas erhalten
und gesteuert. Den ganzen Eingriff hindurch wurde eine Kkontinuierliche
Fentanylinfusion (0.025 mg/kg) beibehalten, sowie eine pulsoxymetrische und EKG-
Uberwachung durchgefiihrt.

Nach einem initialen Heparinbolus von 5000 1U, wurden Uber die A. carotis com. die
Koronararterien mit einem Standard 7 F Guiding Katheter dargestellt.

In zwei Koronararterien wurde ein moeglichst gerades Segment ohne Seitenabgaenge
fUr die Vektorapplikation gewahlt; diese Segmente wurden mit Standard Angioplastie
Kathetern und einem Druck von 10 atm vordilatiert, , ballon-to-vessel-ratio* von 1.3.
Anschlieflend wurde der Standard Angioplastie Ballonkatheter gegen den
Infusionskatheter mit mikropordsem Ballon ausgetauscht. (Infusionskatheter

» Crescendo”, Cordis Cooperation)



Schematische Dar stellung eines I nfusionskatheter :
Infusion Catheter
Cathéler de perfusion / Infusionskatheter / Catetere per infusione / Catéter de infusion

heter / Infusionskatet: llnluusnokaiain.‘ Cateter de infusdo / Infusionskateter
KaBempag Eyxvong /o > 72— a~>h7—TJ)

135 cm
|' 18 mm (303;!' in.!: ':30344::1!:

Y

{1.05 mm) {1.15 mm)

1‘ S é\\f = it
g}ﬁml,ﬂ 3.0 mm .047 in.

(1.2 mm)
Minimum Guiding Catheter I.D. Maximum Infusion Pressure Flow Rate at Maximum Infusion Pressure (ml/min)
Dia. minimum du cathéter guide

Pression d'infusion maximum

Débit a la pression de perfusion maximale (en ml/min)
Min. ID des Fihrungskatheters FluBrate bei max. Infusionsdruck (ml/min)
Flusso alla pressione infusiva massima (ml/min)
Tasa de flujo a la presién de infusién méxima (ml/min)
Debiet bij maximale infusiedruk (mL/min)
Gennemlebshastighed ved maksimalt infusionstryk (ml/mi
Infuusion virtausnopeus maksimipaineella (ml/min)
Fluxo & pressdo méxima de infus&o (ml/min)
Fléde vid det hogsta infusionstrycket (ml/min)
PuBpdq Poriq oe Méyio Mieon Eyxuong (mi/AenTo)
lx&lEl_aSl.:ré;ﬁl(mUﬁ)

4.25 miimin

Diam. int. minimo catetere guida
D.I. minimo del catéter guia

Min. binnendia. van de voerkatheter

Minimum guidekateter ID
Ohjainkatetrin pienin sisdmitta

Diametro interno minimo do cateter guia
Miimum innerdiameter fér styrkateter
EAayiotn EowTepiki AlGpeTpog Tou

KoTsuBuvn'lplou Kafempa

BNHAT 1 2T hT—T AR

Maximaler Infusionsdruck
Pressione infusiva massima
Presién maxima de infusion
Maximale infusiedruk
Maksimalt infusionstryk
Suurin infuusiopaine
Press@o maxima de infuséo
Maximalt infusionstryck
Méyiom Mieon Eyxuang
BAA>T7a—TarlE

3 atm

(2.3 mm) (304 kPa)

Es wurde 1.5 ml vektorhaltige Suspension mit einem Druck von 3 atm uber 60
Sekunden appliziert.

Die VektorlGsungen wurden in jeweils in zwei Koronararterien appliziert, die dritte
diente als unbehandelte Negativkontrolle fur die anschliefRende histologische
Auswertung.

Nach Applikation der Suspension wurde der mikroporése Ballonkatheter
zurtickgezogen und der Zugang an der Art. carotis com. liegiert.

So wurden insgesamt 18 Koronararterien behandelt und untersucht, wahrend 9 als
unbehandelte Negativkontrollen dienten.

Die Opferung der Versuchstiere erfolgte unter Vollnarkose, mit einer schnell
infundierten Uberdosis Kaliumchlorid zu folgenden Zeitpunkten: Je drei Tiere nach
24 Stunden, sieben Tagen und 14 Tagen.

Zu diesen Zeitpunkten lagen dann folgende Transfektionen vor:



Zum Zeitpunkt 24 Std.: 2 Koronararterien transfiziert mit: Liposomen als Vektor
2 Koronararterien transfiziert mit: Adenovirus als Vektor

2 Koronararterien transfiziert: adeno-assoziiertem Virus

Zum Zeitpunkt 7 Tage: 2 Koronararterien transfiziert mit Liposomen als Vektor
2 Koronararterien transfiziert mit Adenovirus als V ektor
2 Koronararterien transfiziert mit adeno-assoziiertem

Virus

Zum Zeitpunkt 14 Tage: 2 Koronararterien transfiziert mit Liposomen als Vektor
2 Koronararterien transfiziert mit Adenovirus als Vektor
2 Koronararterien transfiziert mit adeno-assoziiertem

Virus

Ein Tier wurde erst nach drei Wochen geopfert, well nach 14 Tagen keine
Genexpression bel adeno-assoziiertem Virus gefunden wurde.

Unmittelbar nach Explantation wurden die behandelten Koronararterien in fliissigem
Stickstoff  Schock-gefroren und bis zur histologischen Auswertung bei -300 C
gelagert.

2.5 Histologische Auswertung mit Hilfe des X-Gal Assays

Die Gefél3segmente wurden nativ gefriergeschnitten und auf Objekttrager aufgetragen,
seriell in 5 um Abstéanden von proxima nach distal entlang der physiologischen
Flussrichtung.

Der Antell der transfizierten Zellen wurde durch X-Gal Farbung festgestellt: Nach
gleichem Vorgehen wie in der Zelkultur erfolgte die Farbung mit 3 mmol/L
K4Fe(CN)s, 3 mmol/L K3z Fe(CN)s, 1 mmol/L MgClz, 15 mmol/L NaCl und 1mg/ml
X-Gal (5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl-b-D-4-Galactopyranosid) in 44 mmol/L HEPES.
Nach einer Inkubationszeit von zwel Stunden konnte die spezifische Blauférbung
makroskopisch erkannt werden, und in mikroskopischer UbersichtsvergréRerung die

gefarbten/transfizierten Zellen bestimmt werden.



Die nativen Gefrierschnitte der Koronargefdl3e wurden wie die Zelkultur fixiert,
gefarbt und mikroskopisch ausgewertet. Da die genaue Zahl der méglichen Zielzellen
im behandelten Koronarsegment unbekannt ist, ist eine Quantifizierung in
Prozentangaben wie in der Zellkultur nicht moglich.

Deshalb wurde im Nativgewebe eine semiquantitative Einteilung vorgenommen, mit
Bezug auf den Gefaessumfang folgende Einstufungen : geringe, méaldige und hohe
Expression

Dies erwies sich als ausreichend genau und gut durchfihrbar.



3. Ergebnisse

3.1 Expression des Transgens beta-Galactosidasein der Zellkultur

Im Vergleich mit der porcinen glatten Muskelzelle (pSMC) wurden humane
umbilikale vendse Endothel zellen (HUVEC), sowie h-ECV-304 untersucht.

Adenovirus auf pSMC (Abb. 1a) erreichte 85-95 % Expression, zum Teil Abloesung
des des Zellkultur-monol ayer.

Adenovirus auf HUVEC (Abb. 1b) erreichte 85-95% Expression, zum Teil Abloesung
des Zellkultur-Monolayers.

Adenovirus auf h-ECV -304 erreichte 85-95% Expression.

Adeno-assoziiertes Virus auf pSMC erreichte 45-55% Expression, MOI von 1000
notwendig.
Adeno-assoziiertes Virus auf HUVEC erreichte 45-55% Expression, MOI von 1000
notwendig.
Adeno-assoziiertes Virus auf h-ECV-304 erreichte keine Expression. Nach Zugabe

von Adenovirus Subtyp 5 als Helfervirus 90% Expression. (Abb. 1c)

Liposomaler Gentransfer auf p-SMC 5-10% Expression.
Liposomaler Gentransfer auf HUVEC 5-10% Expression.
Liposomaler Gnetransfer auf h-ECV-304 5-10% Expression (Abb. 1d)



Abbildung 1: 3 -Galactosidase Farbung nach 48-sttindiger Inkubation mit dem Vektor,
in h-ECV-304 Zellen

(@) Adenovirder Gentransfer (AACMV- - Gal) bet MOl von 100, hohe
Transfektionsrate

(b) Beginnender zytopathischer Effekt, iber MOI von 100, mit Abldssung von Zellen
einhergehend

(c) Adeno-assoziierter viraler Gentransfer (AAV-R-Gal) bel moi von 100, hohe
Transduktionsrate, kein zytopathischer Effekt

(d) Liposomaler Gentransfer, geringe Transfektionsrate




3.1.1 Expression des Transgens beta-Galactosidase in der Zellkultur mit
Liposom alsVektor

Liposomaler Gentransfer fihrte zu geringen Transfektionsraten von 5%-10% nach 24-
36 Stunden, in adlen Zelkulturexperimenten, mit Superfect® (Fa. Qiagen) als
Transfektionsreagens. (Abb. 1d)

3.1.2 Expression des Transgens beta-Galactosidase in der Zdlkultur mit

Adenovirus alsVektor

Adenovirus fuhrte zu hohen Transfektionraten von 85% - 95% innerhalb von 48
Stunden. Ab einer , multiplicity of infection“ von 50 kam es in zu einer Abldsung der
Zellen bei HUVEC Zellen und pSMC (Abb. 1au. 1b).

Die immortalisierten h-ECV-304 zeigten erst ab einer moi von 100 Zeichen der

Ablbsung.

3.1.3 Expression des Transgens beta-Galactosidase in der Zellkultur mit adeno-

assoziiertem Virusals Vektor

Mit adeno-assoziiertem Virus as Vektor wurden maiige Transfektionsraten von
45%-55% in 48-72 Stunden bei pPSMC, und HUVEC-Z€llen erreicht (Abb. 4atb). Es
bedurfte allerdings einer sehr hohen ,, multiplicity of infection* von etwa 1000, die nur

durch eine Verminderung der Zahl der Zellen in Kultur erreichbar war.



Abbildung 4: b-Galactosidase Farbung nach 48 -72 stiindiger Inkubation mit adeno-
assoziiertem Virus as Vektor

(a) Adeno-assoziiertes Virusin pSMC

Abb. 4b: Adeno-assoziiertes Virusin HUVEC




In der h-ECV-304 Zé€llinie blieb eine Expression zunéachst aus.

Die Zugabe von Adenovirus Subtyp 5 as Helfervirus in einer niedrigen moi von 10,
resultierte dann in einer hohen Expressionrate von 85-95% (Abb. 1c).

Mit adeno-assoziiertem Virus zeigten sich in keinem Zelltyp Zeichen der
Zytotoxizitét.

Der Einsatz von Helfervirus hatte keine Auswirkung auf die Transfektionsrate bei
pSMC und HUVEC.



3.2 Expression des Transgens beta-Galactosidase in porcinen Koronararterien

Ubersicht Nummer 2: Expression des Transgens beta-Galactosidase in porcinen

Koronararterien:

Adenoviraler Vektor in Endothel (Abb 2a): Hohe Expression nach 24 Std., 7 Tagen,
14 Tagen.

Adenoviraer Vektor in Media: keine Expression.

Adenoviraler Vektor in umliegenden Myokard (Abb 3): Expression im angrenzenden
Myokard.

Adeno-assoziiertes Virus in Endothel: Keine Expression nach 24 Std., 7 Tagen, und
14 Tagen.

Adeno-assoziiertes Virus in Media: Keine Expression nach 24 Std.,, 7 und 14
Tagen.Nach 21 Tagen schwache Expression (Abb 2 b).

Adeno-assoziiertes Virus in umliegenden Myokard: Keine Expression.

Liposomaler Komplex in Endothel: Expression nach 24 Std. Keine Expression nach 7
und 14 Tagen mehr.

Liposomaler Komplex in Media: Expression nach 24 Std, gesamter Gefaessumfang
(Abb 2c + d). Keine Expression nach 7 und 14 Tagen.

Liposomalre Vektor in umliegenden Myokard: keine Expression.

Negativkontrolle: Keinerlel Faerbung zu keinem Zeitpunkt, weder in Endothel, Media

noch umliegenden Myokard.



Abbildung 2 3-Galactosidase-Farbung nach Gentransfer in porcine Koronararterien
(@) 24 Std. nach adenoviralem Gentransfer (AdVCMV-3-Gal) 107 plague-forming-
units (pfu). Gute Transfektionsergebnisse in der Endothel zell schicht.

(b) Drei Wochen nach adeno-assoziiertem viralen Gentransfer (AAV-R3-Gal) 107
plaque forming units (pfu). Schwaches Signal in der vaskuléaren Media

(c, d) 24 Stunden nach liposomalem Gentransfer. Malldige Transfektionsrate in der

vaskuldren Media




3.2.1 Expression des Transgens beta-Galactosidase in der porcinen

Koronararterie mit Liposomen als Vektor

Der liposomale Gentransfer fihrte zu einer geringen Genexpression in der Gefal3-
Media sowie in den luminalen Endothelzellen. Diese nach 24 Stunden nachweisbare
Expression verschwand innerhalb von Tagen, so dass weder nach sieben, noch nach
14 Tagen eine Farbung nachzuweisen war. 3-Gal positive vaskulaere Media war
gleichmaliig verteilt Uber den ganzen Kreisumfang der quergeschnittenen Gefél3wand
nachzuweisen (Abb. 2c,d). In den gefédumgebenden Strukturen wie Adventitia und

Myokard waren keine Signale nachweisbar.

3.2.2 Expression des Transgens beta-Galactosidase in der porcinen
Koronararterie mit Adenovirusals Vektor

Die Verwendung von Adenovirus als Vektor fuhrte zu hohen Expressionsraten in der
Endothel zellschicht der koronaren Gefédwand nach 24 Stunden und nach sieben
Tagen (Abb. 2a). Nach 14 Tagen war keine Expression mehr nachweisbar. Ferner lief
sich eine deutliche 3-Gal Féarbung in dem der Koronarie angrenzenden Myokard
nachweisen (Abb. 3).

Kein Nachweis erfolgte in der Geféalimedia.

Abbildung 3 [-Galactosidase-Farbung des an die Koronararterie angrenzenden
Myokards
Nach adenoviralem Gentransfer (AdCMV-3-Gal)




3.2.3 Expression des TransgenslacZ in porcinen Koronararterien mit adeno-
assoziiertem Virusals Vektor

Mit adeno-assoziiertem Virus als Vektor konnte nach Transfektion zunachst keine 13-

Gal Farbung nachgewiesen werden, weder nach 24 Stunden noch nach 7 oder 14

Tagen. Erst nach einer Verléangerung der Standzeit eines Versuchstieres auf drei

Wochen gelang der Nachweis einer niedrigen Expression des Transgens in der

vaskularen Media ( Abb. 2b).

3.2.4 Negativkontrollen

Die gleichzeitig an denselben Versuchstieren durchgefiihrten Negativkontrollen an

unbehandelten Koronargefal3en wiesen keine Farbereaktion auf.



4 Diskussion

4.1 Welchesist das geeignetste Vektor system fur den koronaren Gentransfer ?

Lokale Gentherapie ist ein attraktiver Ansatz zur Hemmung der neointimalen
Proliferation nach Angioplastie und Stentimplantation.

Es sind drel Voraussetzungen, die die optimalen Bedingungen erflllen missen um
einen Fortschritt in der vaskuléren Gentherapie zu erreichen:

1. Die Wahl desrichtigen Genproduktes zur Hemmung der Neointimabildung.

2. Die Wahl des optimalen Vektors der ausreichend friih und anhaltend das Transgen
exprimiert und

3. Die Wahl der Applikationsmethode in das Zielgewebe.

Mit dem Plasmid-Liposomen Komplex lief3 sich eine Genexpression bis in tiefe
Schichten der Media nachweisen, was im Gegensatz zur Aussage friherer Arbeiten
steht, in denen das Transgen auf Endothel und Adventitia beschrankt blieb (31). Die
Expresson war bereits nach 24 Stunden nachweisbar, und erfasste die gesamte
Zirkumferenz des Zielgefdldes. Ein Vortell gegentiber anderen Vektoren, die eher zu
punktueller Expression fuhrten. Allerdings hielt die Expression nicht bis zum 7. oder

14. Tag an.

Adenovirus as Vektor hingegen gelangte nicht Uber die Lamina elastica interna, die
eine natrliche Barriere fur Partikel von einer Grolie tber 100 nm hinaus darzustellen
scheint (32). Zwar hatten Feldman, Steg et a. 1995 (33) Uber eine erfolgreiche
adenovirale Transfektion der vaskuldren Media berichtet, alerdings nach 20 minitiger
Inkubation des isolierten Gefél3segmentes. Das Endothel kann sehr effektiv sowohl
mit Liposomen as auch Adenovirus erreicht werden, nahezu alle Endothelzellen

waren positiv fir X-Gal Nachweis.

Die kleineren adeno-assoziierten viralen Partikel sollten theoretisch eher in der
Lage sein diese natlrliche Barriere zu Uberwinden, was aber in unseren

Untersuchungen nicht nachgewiesen werden konnte. Es kam nur zu einer geringen



Reportergenexpression nach auf3erprotokollarisch verlangerter Standzeit (21 Tage) des
Versuchstieres.

Andere Autoren hatten berichtet, dass Vorverletzung durch Angioplastie vier Tage vor
Applikation des adeno-assoziierten Virus die Transduktionsrate verbessert werden
konnte (34). Sie spekulierten dass die Zahl der dann proliferierenden Zielzellen erhoht
wrde. Diese Annahme wird durch Untersuchungsergebnisse an Zellkulturen gestiitzt.
Zwar transduziert adeno-assoziiertes Virus grundsétzlich ruhende und proliferierende
Zellen, doch das erreichbare Ausmal? der Genexpression hangt wesentlich von deren
Wachstumszustand ab. In der S-Phase des Zellzyklus transduziert adeno-assoziiertes
Virusin weit héherem Mal3e als das bel ruhenden Zellen beschrieben wurde (6, 35).
Im Gegensatz dazu berichteten Maeda et a. 1997 (38), dass selbst nach Denudation
des Endothels nur eine sehr geringe Expression in der Adventitia nachzuweisen war,
und keine in den vaskuléren glatten Muskelzellen. In dieser und anderen Studien
wurden isolierte GeféRabschnitte inkubiert (36-39). Die Resultate solcher
Experimente mit 0.5-30 stindigen Inkubationszeiten eines isolierten Gefassegments
sind nicht auf die Situation in der Koronararterie eines lebenden Saugetiers
Ubertragbar, well die Kontaktzeit wesentlich kirzer gehalten werden muss, um einen
Myokardinfarkt zu vermeiden.

In Kultur primérer Zellen, die ein weit besseres Modell darstellen als immortalisierte
Zéelllinien, waren die benttigten Virustiter 107 / ml transduzierender Partikel. Die
Virustiter sind so hoch, dass sie vermutlich in vivo im Gefél3segment lokal nicht zu
erreicht werden, und die Resultate daher nicht Ubertragbar sind.

Ein Konzentrationsverlust kommt dadurch zustande, dass bel koronarer Applikation
mit dem Ballonkatheter eine grof3e Menge an Substrat nach distal verloren geht, auch
wenn mit angiografischer Kontrolle moglichst seitenabgangsfreie Gefalisegmente
gewdahlt worden waren. Von den applizierten 1.5 ml Suspension ging vermutlich ein
wesentlicher Volumenanteil systemisch verloren.

Bel Verwendung von Adenovirus wurden in weiten Bereichen des angrenzenden
Myokards Genexpression nachgewiesen, was den Nachweis einer systemischen
Exposition darstellt. Warum dies nur mit Adenovirus beobachtet wurde ist nicht zu
erkldren, da ein Verlust von Vektorsuspension nach distal zwangsaufig auch bei den
anderen beiden V ektoren stattfand.



Diese systemische virale Dissemination auf3erhalb des Zielbereichs gab Anlass zu

Sicherheitsbedenken und mdglicher Nebenwirkungen adenoviraler Vektoren.

So scheint keines der getesteten Vektorsysteme fur den lokalen koronaren Gentransfer
geeignet, weil die erzielbare Genexpression zu kurzzeitig, zu spét, oder zu schwach

war, um die Initiation der Restenose nach PTCA und Stenting zu antagonisieren.

4.2 Inwieweit sind Resultate aus der Zellkultur Gbertragbar ?

Wir untersuchten primére humane und porcine Zellen in Kultur, die etablierte Modelle
zur Untersuchung der Gefalbiologie sind.

Wir gingen von der Vorstellung aus, dass die in Zellkultur far die jeweiligen
V ektorsysteme permissiven Zellen dies im Organismus des Saugetieres ebenfalls sein
wiirden. Nur wenige Untersuchungen haben sich die Frage der Ubertragbarkeit von
Zellkulturergebnissen auf das Tiermodell zum Gegenstand gemacht. Kass-Eider, et
al. 1993 (12) beschrieben erstaunlicherweise mit Adenovirus bessere Resultate am
intakten Rattenherz als in der Myozytenkultur, bei gleichen viralen Konzentrationen.
Kirshenbaum, et al. 1993 (13) fanden Transfektionsraten in Zellkultur von 90%-95%
unter Verwendung von sehr hohem Virustiter, ein Ergebnis dem unsere Resultate

gleichen.

Liposomaler Gentransfer fuhrte zu geringen Transfektionsraten in Zellkultur.

Was die Zeitdauer der liposomalen Genexpression betrifft, lief3en die Zellkultur-
Experimente nur bedingt auf das Tiermodell Ubertragbare Aussagen zu. Die nur nach
24 Stunden, nicht aber nach 7 oder 14 Tagen nachweisbare liposomale Expression im
Tiermodell war nicht vorherzusagen, weil zuvor in der Zellkultur eine durchaus bis

zu 7 Tage lange Expression Uber 2.-5. Passagen beobachtet worden war.

Adenovirus erzielte zwar hohe Transfektionsraten in der eingesetzten
Konzentrationen bis zu einer multiplicity of infection von 100, fihrte jedoch in

hoheren Konzentrationen zu einem deutlichen zytopathischen Effekt, was in einer



Ablosung des Zellrasens und morphologischen Veranderungen deutlich wurde. Der
zytopathische Effekt von Adenovirus ist von Zheng, et al. 2000 (40) systematisch
untersucht worden, wobei sie eine substantielle Wachstumsverzdgerung ab einer moi

von 50 fur adenovirale Vektoren belegen konnten die ein cytoplasmatisches
Reportergen enthielten.



Adeno-assoziiertes Virus (AAV) zeigte in h-ECV-304 Zellen zunachst
vielversprechende Transfektionsraten: Mit adeno-assoziiertem Virus transduzierte h-
ECV-304 konnten Uber Wochen propagiert werden. Allerdings ohne eine Zunahme
des Anteils positiver Zellen, die aufgrund der Integration in das Wirtsgenom und die
folgenden Zelltellungen eigentlich zu erwarten gwesen ware. Moglicherweise
Uberwiegen extrachromosomale Plasmidformen die sich dann nicht wie
chromosomale DNA bei der Zellteilung verdoppeln.

Die Ergebnisse an h-ECV-304 liel3en sich in primaren Zellkulturen, z.B. glatten
Muskelzellen aus Schweineaorten nicht mehr reproduzieren. Diese Beobachtung steht
im Einklang mit Resultaten an humanen Fibroblasten durch Russel et a. 1995 (35)
und Halbert et a. 1995 (41) die primére Epithelzellen mit der Epithelzellinie 1B3,
welche durch eine Adenovirus/SV 40 Chimare immortalisiert worden war, verglichen.
Sie fanden eine 60-fach hohere Transfektionsrate in den immortalisierten Zellen
gegeniiber den priméren Zellinien. Das unterstreicht die Bedeutung der Verwendung
von Primérzellkulturen um maoglichst valide Resultate zu erzielen, die sich eher auf
die Situation am Gesamtorganismus eines Saugetiers extrapolieren lassen.

Hohe Konzentrationen von adeno-assoziiertem Virus sind weiterhin nur mit sehr
grofRem Aufwand zu erreichen. Die nicht ausreichend hohen Konzentrationen fir die
hohe Anzahl moglicher Zielzellen im Zellverband eines Gefélisegmentes ist eine
maogliche Erklarung dafr, dass sich die guten Ergebnisse der Zellkultur nicht auf das
Tiermodell Ubertragen lief3en.



4.3 Das Tiermodéll

Bei Verwendung von Liposomen als Vektor, war 7 Tage nach Intervention keinerlei
Genexpression in den porcinen Koronararterien mehr nachweisbar. Diese Resultat

bestaetigt den nur transienten Charakter des liposomalen Gentransfers.

Bel adenoviralem Gentransfer, der ebenso nicht zu einer stabilen Integration in das
Genom der Wirtszelle fuhrt, wurde eine Genexpression bis zu 14 Tagen im
Tiermodell beobachtet. Eine Beobachtung, die mit einer Veroffentlichung von Vasall
et a. 1999 im Einklang steht (42).

Bel adeno-assoziiertem Virus (AAV) scheint die Genexpression sehr spédt zu
beginnen, well in den ersten 14 Tagen nach Intervention keine Genexpression
nachweisbar war. Erst nach 21 Tagen wurde eine schwache Expression in der
Gefdlimedia nachgewiesen, was auf spé beginnende Genexpression hinweisen
konnte.

Das steht zwar im Einklang mit den Resultaten von Maeda Y et a. (38), die
Gentransfer mit adeno-assoziiertem Virus in vaskulére Zellkulturmodelle und
explantierte Rattenaorten untersucht hatten, und ebenfalls eine langfristige Expression
des Transgens bis zu 28 Tagen beschrieben. Allerdings zeigte sich auch in den
Arbeiten von Maeda et a (38) bereits nach 3-5 Tagen ein Maximum an Expression in
der Zellkultur, ein Ergebnis das sich nicht auf das Tiermodell Gbertragen lief3.

So bleibt nur die Schlussfolgerung, dass zumindest in diesem Zusammenhang,
Zellkultur-experimente einen aulerst geringen Vorhersagewert fir die Resultate von

Tierexperimenten besitzen.

4.4 Einbringung von Genen in KoronargefaRe mit dem mikroporosen

Ballonkatheter

Die meisten bisher zum vektorvermitteltem Gentransfer am Tiermodéell

durchgefihrten kathetergestuetzten A pplikationen fanden an peripheren Gefél3en statt,



deren vorubergehende Okklusion keinen vital gefédhrdenden ischamischen

Gewebeschaden nach sich zog.

Eine komplette Okklusion der Koronararterie durch beispielsweise einen
Doppelballonkatheter erreicht durch relativ lange Inkubation zwar signifikanten
Gentransfer, verursacht aber Myokardischémie im Versorgungsbereich des Gefaldes
(43).

Der Helischkompartmentballon mit zentralem Lumen erlaubt zwar ein Mindestmal3 an
Perfusion, aber ein grof3er Antell des eingesetzten Vektorvolumens geht distal der
lokalen Applikationsstelle verloren und wird unerwinschterweise systemisch

disseminiert (44).

Die Verwendung des Nadel-Injektions-Katheters durch andere Gruppen geht mit
einem zwangdaufigen Penetrationsschaden der Gefédwand einher, weshalb dieses

Modell wohl keine klinische Verwendung finden kann (19).

Ziel muss e ne Methode des vaskul éren Gentransfers sein, die klinische anwendbar ist.

Der mikroporose Ballonkatheter ermoglicht schnelle, kurzdauernde Applikationen
unter Druck, ohne dass es zu einem nennenswerten Gefél3schaden kommt. Im direkten
Vergleich von Kathetersystemen zur lokalen Einbringung von Medikamenten erwies
sich der mikroporése Balon dem Hydrogel-beschichteten Modell und dem sog.
Helischkompartmentballon als ueberlegen, beziglich der Vergleichsparameter
Volumen und Penetrationstiefe (45).

Allerdings geht auch die Verwendung des mikropordsen Ballonkatheters mit
Okklusion der Koronarie einher, so dass die Inkubationszeit des gewdhlten
Koronarsegmentes nur von kurzer Dauer sein kann. Nach etwa zweimindtiger
Okklusion zeigten sich ST- Streckenhebungen im EKG-Monitor, als Hinweis auf eine
beginnende myokardiale Ischamie. In vivo am Koronargefald ist die Inkubationszeit
der Zielzellen aso wesentlich kirzer als in Zellkultur oder explantierten peripheren
Gefélen (46).

Die Inkubationszeit der Zielzellen ist wohl die wesentlicheste Determinante fir das

Ausmall eines effizienten Gentransfers.



Die porcinen Gefaesswandzellen werden mit dem mikroporésen Ballon nicht
ausreichend transfiziert, moglicherwise weil der maximale Infusionsdruck von 3 atm
nicht ausreichend ist. Die nur kleine Zahl transfizierter Zellen dirfte die neointimale
Proliferation kaum wirksam antagonisieren.

Ferner war eine relevante myokardiale Genexpression im Versorgungsbereich der
behandelten Koronararterien peripher der Applikationsstelle nachweisbar, die den

Anspruch des nur lokalen vaskul aeren Behandlungsansatzes kompromitiert.

Verschiedene Methoden der lokalen Applikation von Genen in die koronare
Gefalwand mussten mit einem zuverlassigen Vektor systematisch verglichen werden.

Die vorliegende Arbeit wurde erstellt, um zunéchst einmal den geeigneten Vektor zu
etablieren. Ein Vergleich der kathetergestiitzten Applikationsmdglichkeiten wirde

sich im Anschluss anbieten.



5.1 Zusammenfassung und Schlussfolger ungen

Bel Applikation mit dem mikropordsen Ballonkatheter ergab der Vergleich dreier
V ektoren, dass keine ausreichende Expressionseffizienz erreicht werden konnte.

Es fehlt bisher ein zuverléssiges Vektorsystem fur vaskulére Gentherapie, die eine
therapeutische Option zur Verhinderung einer Restenose nach interventioneller

Revaskularisierung aufzeigen konnte.

Liposomaler Gentransfer fihrte zu einer transienten, auf wenige Tage begrenzten,
maldigen Genexpression in der Gefaldmedia und, wie Adenovirus, zu einer hohen
Expresson im Endothel. Die kurze Expressionszeit ist ein bedeutender Nachteil
dieses Vektors, so dass ene langer anhadtende Beeinflussung der

Neointimaproliferation bei Restenose unwahrscheinlich ist.

Mit adenoviralem Vektor wurde eine deutliche, unbeabsichtigte, myokardiale anstatt
einer vaskuldren Expresson des Reportergens lacZ beobachtet, die zu

Sicherheitsbedenken bei der Verwendung von Adenovirus Anlal3 gibt.

Adeno-assoziiertes Virus fuhrte im Verlauf von 14 Tagen zu keiner nachweisbaren
Expression, lediglich nach verlangerter Standzeit eines Versuchstiere von 21 Tagen
konnte eine schwache Expression in der Gefaldmedia beobachtet werden. Die
beobachtete Genexpression ist zu spdt und sicher zu schwach um den nach
Gefélverletzung einsetzenden Mechanismus der Neointimaproliferation zu

antagonisieren.

Die Ubertragbarkeit der Zellkulturexperimente mit Primérzellkulturen auf das
Tiermodell erwies sich als gering.

Moglicherweise ist die Transfektionsempfanglichkeit der Zielzellen im
Gesamtzellverband am Iebenden Saugetier vor allem deshalb geringer as am
Monolayer der Zellkultur, weil die Expositionszeit der zu transfizierenden vaskuléren
Zellen im Tiermodell geringer ist. Sie wird durch die maximal tolerierbare
Okklussionszeit der Koronarie begrenzt.

Desweiteren geht in erheblichem Mal3e V ektorsuspension nach distal verloren, so dass

die lokale Vektorkonzentration verringert wird. Sehr hohe Vektorkonzentrationen



von 107 / ml adeno-assoziierter viraler Partikel Uber zwei Stunden waren zur
Transfektion primérer Zellkulturen notwendig, die im Tiermodell nicht erreicht

werden konnten.

Der mikroporése Ballonkatheter ist ein zur lokalen Einbringung von Substanzen
geeignetes Instrument. Allerdings kann der Verlust von eingebrachtem Substrat nach

distal dennoch zu einer Belastung des Gesamtorganismus fuhren.
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