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Die Entwicklung und Umsetzung von
Gentherapiestrategien zur Heilung
von Netzhauterkrankungen erfordert
die Integration einer Vielzahl von Fak-
toren. Allen Strategien gemeinsam ist
die Beeinflussung des Krankheitsver-
laufs auf der Ebene der Gene oder ih-
rer Transkripte. Einige verfolgen hier-
bei die gezielte Manipulation des de-
fekten Gens, wahrend andere liber
sekundare Effektoren in die Mecha-
nismen der Pathogenese eingreifen.
Die Behandlung dominanter Gende-
fekte erfordert meist die Entfernung
des toxischen Genprodukts, woge-
gen bei rezessiv vererbten Krankhei-
ten das defekte Gen ersetzt wird. In
diesem Zusammenhang ermdglichte
erst die Identifizierung von Mutatio-
nen in zahlreichen Genen die Entwick-
lung von gentherapeutischen Strate-
gien zur Heilung von Netzhauterkran-
kungen.

Im Folgenden mochten wir einige er-
folgreiche Strategien zur Behandlung
von Neovaskularisierungsdefekten
und Netzhautdegenerationen disku-
tieren.

Nichtvirale Gentherapie:
Therapeutische Oligonukleotide
zur Behandlung von
Neovaskularisierungsdefekten

Die Neovaskularisierung unterliegt einem
komplexen Prozess, an dem eine Vielzahl
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von Genen beteiligt ist. Zur Behandlung
hat sich der Einsatz von therapeutischen
Oligonukleotiden (ON) als erfolgreich er-
wiesen.

ON sind in der Regel 15 bis 30 Nukleo-
tide lang und konnen aus DNA oder RNA
bestehen. Die spezifische Sequenz des
ON wird so gewihlt, dass es selektiv an
die RNA des Zielmolekiils bindet. Uber
verschiedene zelluldre Prozesse kann die
Assoziation von ON und RNA dazu fiith-
ren, dass die Reifung der Pre-mRNA ver-
hindert wird, dass der mRNA-Abbau in-
itilert wird oder dass die Translation zum
Protein ausbleibt.

Aus therapeutischer Sicht sind ON in-
teressant, da sie gegen jedes Gen generiert
werden koénnen, von dem die Sequenz
bekannt ist. Aufgrund des degenerierten
DNA-Kodes lassen sich sogar evolutionir
stark konservierte Homologe unterschei-
den.

Zudem ist die Suche nach dem geeig-
neten ON weniger aufwindig als bei ande-
ren Methoden zur Medikamentenentwick-
lung. ON konnen meist innerhalb von we-
nigen Wochen entworfen, synthetisiert
und in Zellkultur auf ihre Wirkung getes-
tet werden. Hierbei ist zu bedenken, dass
die Suche nach dem richtigen ON meist
empirisch erfolgt, da die Vorhersage der
optimalen Bindungstelle nur schwer mog-
lich ist. Neuere Studien zeigen, dass die
Chance fiir einen erfolgreichen Einsatz
der in vitro entwickelten ON in verschie-
den Tiermodellen und im Menschen hoch
ist.

Die drei wichtigsten therapeutischen
ON sind ,,Antisense“-ON, Aptamere, und
sog. »,short interfering RNAs“ (siRNA).

»Antisense“-ON werden zurzeit am
héufigsten verwendet, da sie sehr spezi-
fisch sein kénnen und ihr Design ein-
fach ist. Der Mechanismus, der zum Ab-
bau der RNA fiihrt, kann unterschiedlich
sein (B Abb. 1). Die Bindung an die Ziel-
RNA erfolgt bei ,, Antisense“-ON mittels
Watson-Crick-Hybridisierung und Asso-
ziation zu den komplementiren Nukleoti-
den der RNA. Die so entstandene Hetero-
duplex aktiviert die endogen exprimierte
Ribonuklease H, welche die RNA der He-
teroduplex und somit das Transkript des
Zielgens zerstort. Weiterhin kann die Bil-
dung des DNA/RNA-Hybrids auch dazu
fuhren, dass wichtige Sequenzen zur Rei-
fung der mRNA blockiert werden. Unrei-
fe mRNA wird in der Regel schnell degra-
diert. Ein anderer Mechanismus der Inhi-
bition durch einen Heteroduplex wirkt
iiber die sterische Blockade der Bindung
von Proteinen an die RNA. Ribosomen
und Polymerase konnen durch den RNA/
DNA-Duplex in ihrer Funktion behindert
werden.

Aptamere stellen eine zweite wichtige
Klasse von therapeutischen ON dar. Sie
wurden urspriinglich aus ON-Bibliothe-
ken, bestehend aus randomisierten Se-
quenzfolgen, entwickelt (8 Abb. 2). Die-
se wurden in vitro auf ihre Wirksamkeit
und spezifische Bindung zu Proteinen ge-
testet und durch kiinstliche Evolution ver-
bessert [30]. Selektiert werden Aptamere



mit besonders hochaffinen Bindungen
zu gegebenen Proteinen. Die Assoziation
von ON und Protein fiihrt tiber eine weit-
gehende Konfigurationsidnderung der Apt-
amere zu einer sehr stabilen Verbindung
zwischen den beteiligten Molekiilen [12]
und damit zum Funktionsverlust des Pro-
teins. Da die Vorhersage der dreidimensio-
nalen Struktur der Aptamere noch wenig
erfolgreich ist, werden bis zu 10" verschie-
dene ON parallel nach ihrer Eigenschaft
als Ligand fiir Proteine beurteilt und die
besten ausgewihlt.

siRNA ist die jiingste und wahrschein-
lich vielversprechendste Form der thera-
peutischen ON. Diese Methode basiert
auf einem natiirlichen Abwehrmechanis-
mus der Zellen gegen Virusinfektionen
oder Transposonaktivitit [13]. Die Nuklea-
se Dicer und der Proteinkomplex RISC
(»RNA induced silencing complex®) spie-
len hierbei eine zentrale Rolle (8 Abb. 3).
Von der Nuklease Dicer werden doppel-
strangige RNAs erkannt und gespalten. Da-
bei entstehen verkiirzte doppelstringige
RNAs, deren Enden tiberzihlige Nukleo-
tide tragen (siRNA). RISC katalysiert die
Erkennung und den Abbau der zur siRNA
komplementiren mRNA, was zur Abnah-
me der entsprechenden Proteinkonzentra-
tion fithrt [8]. Der gesamte Prozess wird
auch als RNAIi (,,RNA interference®) be-
zeichnet. Da methodisch der Umgang mit
langeren doppelstringigen RNAs schwie-
rig ist, bedient man sich eines Tricks, um
ein geeignetes Template fiir Dicer zu er-
zeugen. Es werden Plasmide hergestellt,
die kurze komplementire DNAs gefolgt
von 5-Thymidin-Nukleotiden enthalten.
Die RNA-Polymerase III schreibt diese in
RNAs um und spaltet sie aufgrund des s5-
Thymidin-Signals nach dem zweiten Thy-
midin. Das Ergebnis ist eine einzelstrin-
gige RNA, deren komplementérer Anteil
Watson-Crick-Bindungen eingeht. Diese
kann ebenfalls als doppelstrangige RNA
von Dicer erkannt werden und somit als
siRNA funktionieren.

Applikationen

Zur Verabreichung der ON sind verschie-
dene Injektionsmethoden (intravitreal,
subretinal (8 Abb. 4a) und systemisch)
beschrieben. Zu beachten ist, dass ON mo-
difiziert werden sollten, um ihren Abbau
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nach Eintritt in die Zelle zu verhindern
[16]. Haufig zeigen diese verdnderten ON
sogar eine verbesserte Pharmakokinetik
und eine gesteigerte Affinitit zur RNA.
Die Wirksamkeit und Wirkdauer der
Gentherapeutika kann ebenfalls durch li-
posomale Transfektionsvehikel gesteigert
werden. Liposomen kondensieren die ON
durch deren ionische Interaktion so stark,
dass die DNA ginzlich von ihnen umhiillt
und so vor dem Verdau durch Nukleasen
abgeschirmt wird. Zusétzlich erleichtern
die Liposomen die Aufnahme in die Zelle

(8 Abb. 4b). Eine Verbesserung der Trans-
fektionsrate kann auch durch Elektropora-
tion erzielt werden (B Abb. 4c¢). Bei dieser
wird durch ein elektrisches Feld die Per-
meabilitidt der Zellmembran erh6ht und
so die Aufnahme 100- bis 1000fach ge-
steigert. Trotz vielversprechender und er-
folgreicher Resultate in Tiermodellen, ist
die Applikation der Elektroporation fiir
gentherapeutische Fragestellungen am
Mensch noch nicht zugelassen [20].

Trotz vieler Vorteile der therapeuti-
schen ON gegeniiber anderen Medika-
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Virale und nichtvirale Gentherapieansatze zur Behandlung

von Netzhauterkrankungen

Zusammenfassung

Fiir die Behandlung von Netzhauterkran-
kungen erdffnet der Einsatz der Genthera-
pie neue Perspektiven. Die Verwendung
von verschiedenartigen Oligonukleotiden
oder viralen Expressionsvektoren erlaubt
die Entwicklung von neuen Heilungsstra-
tegien fiir Neovaskularisierungskrankhei-
ten und retinale Degeneration. Therapeu-
tische Oligonukleotide (,Antisense“-Oligo-
nukleotide, Aptamere und siRNA) kénnen
den gezielten Abbau von Transkripten und
damit die Konzentrationsabnahme eines
an der Pathogenese beteiligten Proteins in-
duzieren. Dagegen wird mit viralen Vekto-

ren (rAAV und Lentivirus) hdufig die Funk-
tion eines defekten Gens durch die eines
gesunden ersetzt und so die Ursache der
Krankheit bekampft. Die an Tiermodellen
erfolgreich angewandten Gentherapien
fiihrten bereits zur Entwicklung von Medi-
kamenten, und weitere werden zurzeit kli-
nisch erprobt.

Schliisselworter

Gentherapie - Oligonukleotid -

Virale Vektoren - Neovaskularisierung -
Netzhautdegeneration

Viral and nonviral gene therapy for treatment of retinal diseases

Abstract

The development of gene therapeutic ap-
proaches offers new perspectives for the
treatment of retinal diseases. The use of
both, nonviral methods employing oligo-
nucleotides as well as viral expression vec-
tors provide the possibility to treat neo-
vascularization defects and retinal degen-
eration, respectively. The mechanism by
which the therapeutic oligonucleotides (an-
tisense oligonucleotides, aptamers and siR-
NA) work is based on degradation of spe-
cific transcripts. Consequently, a reduction
of the corresponding protein, which is in-
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volved in the particular pathogenesis, fol-
lows. In contrast, viral vector transduction
can substitute the disease-associated gene
with an intact copy. So far, animal models
have successfully contributed to the devel-
opment of gene therapeutic medication
and further treatments are at the recruit-
ing phase of clinical trials.
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menten existiert ein entscheidender Nach-
teil: Zurzeit gibt es keine wirksame Me-
thode, die ON oral zu applizieren. Hin-
zu kommt, dass verschiedene Zelltypen
die ON unterschiedlich effizient aufneh-
men, was eine systemische Applikation er-
schwert. Jedoch ist in einigen Tiermodel-
len gezeigt worden, dass die systemische
Gabe bei Netzhauterkrankungen erfolg-
reich sein kann [17].

Die Wirkung von ON ist in der Regel
transient und erfordert eine haufigere Ap-
plikation. Diese erh6ht besonders bei intra-
vitrealer Injektion die Wahrscheinlichkeit
fiir Komplikationen. Andererseits ist bei
der intravitrealen Applikation die direkte
Abgabe des Medikaments an den Wirkort
von Vorteil.

Anwendungsbeispiele
der ON-Therapie

Prominente Anwendungsbeispiele von
ON mit klinischer Relevanz kommen
nicht nur aus den Gebieten der Krebs-,
Herz-Kreislauf-, und HIV-Therapie, son-
dern auch aus dem Gebiet der Augenheil-
kunde. Tatsachlich ist das erste auf ON ba-
sierende Medikament auf dem Gebiet der
Ophthalmologie zugelassen worden. Es
heif$t Formivirsen (Produktname: Vitrave-
ne™) und wird zur Behandlung von Zyto-
megalievirus-Retinitis eingesetzt. Die An-
tisense-ON von Formivirsen sind komple-
mentdr zu einer Sequenz in der mRNA
des Zytomegalievirus und unterdriicken
so seine Replikation. Das Medikament ist
gut vertréglich und wird intravitreal appli-
ziert. Unerwiinschte Nebenwirkungen ent-
stehen meist nur aus der Art der Applika-
tion.

Weitere therapeutische Antisense-ON
wurden gezielt zur Behandlung von Neo-
vaskularisierungsdefekten im Auge entwi-
ckelt und in verschiedenen Tiermodellen
getestet. Die Inhibition des Y2-Rezeptors
fiir das Neuropeptid NPY fiihrt durch ein
Antisense-ON zu verringerter Neovasku-
larisierung. Getestet wurde dieses Antisen-
se-ON in einem Rattenmodell fiir diabeti-
sche Retinopathie. Die vermehrte Neovas-
kularisierung konnte durch tégliche intra-
peritoneale Applikation des Oligonukleo-
tids reduziert werden [17]. Weiterhin wur-
den in einem porkinen Tiermodell fiir re-
tinale Ischamie Hinweise gesammelt, dass
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c Verbesserung der Transfektionsrate durch Elektroporation

die Inhibition der Raf-1-Kinase durch in-
travitreale Injektion eines ,, Antisense®-
ON die Neovaskularisierung verringern
kann [9].

Die Mehrzahl der Studien beschiftigt
sich jedoch mit der Inhibition von VEGF
(»Vascular Endothelial Growth Factor®)
zur Therapie von Neovaskularisierungen
im Auge und der Retina. VEGF kann mit
allen Klassen der therapeutischen ON in
vitro und in vivo stark inhibiert werden.
So wurde z. B. ein ,, Antisense“-ON erfolg-
reich zur Verringerung der Irisneovaskula-
risierung in Affen verwendet. Zusitzlich
konnte hier gezeigt werden, dass sich das
ON nach intravitrealer Injektion auch in
den meisten retinalen Zellen anreichert
[6] und so auch zur Behandlung der Neo-
vaskularisierung der Retina eingesetzt wer-
den konnte. In anderen Tiermodellen, z. B.

der laserinduzierten retinalen Neovaskula-
risierung in Ratten, wurde eine reduzier-
te Gefifineubildung tiber mehrere Wo-
chen durch intravitreale Applikation ei-
nes VEGF-spezifischen ,,Antisense“-ON
erreicht [10].

Auf dem Gebiet der therapeutischen
Aptamere konnte in den USA bereits ein
Medikament zur Behandlung von choroi-
daler Neovaskularisierung zugelassen wer-
den. Pegaptanib (Macugen®) bindet an
VEGF und wird bei altersabhangiger Ma-
kuladegeneration eingesetzt. In der drit-
ten klinischen Erprobungsphase wurden
1186 Patienten mit 3 verschiedenen Do-
sen und durchschnittlich 8,5 Injektionen
im Abstand von 6 Wochen behandelt [11].
Es gehorten etwa ein Viertel der Patienten
zur Kontrollpopulation. Schon nach der
ersten Injektion des Aptamers wurde eine

positive Wirkung festgestellt, die sich bis
zur 54. Woche nach Beginn der Behand-
lung noch verstarkte. Ungeachtet jeglicher
Subgruppen der altersabhidngigen Makula-
degeneration stabilisiert Pegaptanib den
Krankheitsverlauf, verringert das Risiko
der Erblindung und fiihrt bei einem klei-
nen Prozentsatz der Patienten zu einer Ver-
besserung der Symptomatik. In dieser ver-
héltnisméflig kurzen Studie waren uner-
wiinschte Nebenwirkungen vornehmlich
mit der intravitrealen Injektion assoziiert.

Obgleich sich die Inhibition von VEGF
zur Behandlung von Neovaskularisierung
im Auge als erfolgreich herausgestellt hat,
limitiert die Komplexitit des Neovaskula-
risierungsprozesses den Erfolg der VEGF-
basierten Therapie. Ahnlich wie VEGF be-
einflussen zusitzliche Faktoren, wie z. B.
Angiopoietin-2, die Gefdfineubildung. In
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Tabelle1

[2,5,19,21,23,29]

Adenoassoziierter Virus (rAAV) Serotyp 2

« Effizienz und
Zellspezifitat

« Dauer der
Transgenexpression

HIV-1-Lentivirus

Transgenexpression

Transgenexpression

Subretinale Injektion

PR-Zellen, RPE-Zellen

Kiirzere Latenzzeit: 1-3 Wochen,
langere Dauer: bis zu einem Jahr

« Effizienz und PR-, RPE- und Ganglienzellen,
Zellspezifitat 50-80%
« Dauer der Bis 6 Monate

Felines Lentivirus

« Effizienz und PR-Zellen, Miiller-Zellen
Zellspezifitat

« Dauer der 1,75 Monate
Transgenexpression

Bovines Lentivirus

« Effizienz und RPE-Zellen
Zellspezifitat

« Dauer der 5 Monate
Transgenexpression

Simian Lentivirus

« Effizienz und RPE-Zellen
Zellspezifitat

- Dauer der 3 Monate
Transgenexpression

Onkovirus (MLV)

« Effizienz und Geringe Effizienz, ausschlieBlich
Zellspezifitat mitotische Zellen

- Dauer der Geringe Effizienz

Effekte der Verabreichungsorte auf die Effizienz der Transduktion

Intravitreale Injektion

Vorrangig Miiller-Zellen, aber

auch PR-Zellen, gelegentlich Miil- auch Korneaendothel, Irispig-

mentepithel und Zellen des
trabekularen Netzwerkes
48 h bis 2 Wochen

Adenovirus (AV)
« Effizienz und Vorrangig in RPE-Zellen, aber
Zellspezifitat
ler-Zellen
- Dauer der Transgenex-  1-3 Monate, mit verringernder
pression Intensitat der Effekte

Ganglienzellen

Keine transduzierten Zellen

Vorrangig Ganglienzellen,
aber auch RPE-Zellen
Mindestens 3 Wochen

Geringe Effizienz

Geringe Effizienz

Geringe Effizienz

Geringe Effizienz, ausschlieB3-
lich mitotische Zellen
Geringe Effizienz

einem Rattenmodell konnte die Neovas-
kularisierung in der Kornea durch ein
angiopoietin-2-spezifisches Aptamer ver-
ringert werden [32]. Ob eine Kombinati-
on von Aptameren gegen Angiopoietin-2
und VEGF zu einer Verbesserung der The-
rapie fiihrt, ist noch nicht untersucht. Da-
gegen wurde bereits gezeigt, dass die Kom-
bination von verschiedenen siRNAs gegen
VEGF und zwei seiner Rezeptoren (VEGEF-
Rezeptor 1 und 2) in Méusen zu einer ver-
besserten Therapie der Neovaskularisie-
rung im Auge beitragt [15].
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Unerwiinschte Nebenwirkungen

ON sind nicht frei von Nebenwirkungen.
Thre stark negativ geladene Oberfliche
kann zu Immunantworten, Thrombozyto-
penie oder Blutplittchenaggregation fiih-
ren [14]. In der klinischen Erprobungspha-
se IT zu Pegaptanib wurden 24 h nach in-
travitrealer Injektion erhohte Konzentra-
tionen der Aptamere im Blut gemessen.
Tatséchlich ereigneten sich zwei Fille von
schweren Herz-Kreislauf-Komplikationen
unter den Testpersonen, wobei aber keine

direkte Korrelation zwischen den zirkulie-
renden Mengen an Pegaptanib und den
Vorfillen nachweisbar war. Auch in der
klinischen Erprobungsphase III des Medi-
kaments fanden sich keine schweren Ne-
benwirkungen, die auf den Wirkstoft zu-
riickgefithrt werden konnten. Aufgrund
der bisher kurzen Dauer der Studien kann
jedoch nicht ausgeschlossen werden, dass
pradisponierte Personen bei langfristiger
Anwendung mit schweren Nebenwirkun-
gen zu rechnen haben. Die wesentlichs-
ten, korrelierbaren Nebenwirkungen wa-
ren dagegen mit der intravitrealen Appli-
kation verbunden. Endophthalmitis, Lin-
sentraumata und retinale Ablosungen tra-
ten bei 0,6 bis 1,3% der Patienten nach 8-
9 Behandlungen auf und sind damit nicht
hoher als bei anderen intravitrealen Injek-
tionen. Wiinschenswert wire eine Applika-
tionsmethode mit geringerem Risiko fiir
Komplikationen, besonders bei langfristi-
ger Behandlung.

Virale Gentherapie: Adenovirus,
adenoassoziierte Viren und
Retroviren in der Gentherapie

Alternativ zu den nichtviralen Therapie-
ansétzen wird auch intensiv an der Mog-
lichkeit geforscht, degenerative Netzhau-
terkrankungen durch viral eingeschleuste
Gene zu behandeln. Prinzipiell wird das Vi-
rus als Vehikel zur Transduktion der Netz-
hautzellen benutzt, wobei die pathogenen
Virenabschnitte durch die ,,Behandlungs-
sequenz” ersetzt werden. Getestet wurden
die rekombinanten Konstrukte in Tiermo-
dellen verschiedener Spezies wie Maus,
Ratte, Hund und Affe. Retinales Gewebe
wurde bereits 1997 erfolgreich mit HIV-1-
basierendem Lentivirus (Retrovirus) trans-
fiziert [21]. In parallelen Ansdtzen forsch-
ten andere Gruppen an rekombinanten
Adenoviren zur Transduktion, doch schon
bald zeigte sich, dass dieser Virus proble-
matische Nebenwirkungen zeigte und so-
mit fiir gentherapeutische Fragen ungeeig-
net ist. Dies konnte mit der Entwicklung
des rekombinanten adenoassoziierten Vi-
rus (rAAV), einem nichtpathogener Par-
vovirus, zum grofiten Teil umgangen wer-
den [2, 4]. Obwohl auch rA AV starke Anti-
kérperproduktionen im Korper auslosen,
sind diese immunologisch harmlos. Eine
Vielzahl von Versuchen zeigte, dass der



Tabelle2

Hunderetina -

Affenretina -

Spezies- und Zellspezifitat rAAV-2/1
Mausleber und -muskel +++++
Rattenretina +++
Mausretina RPE (kurze LZ)

Effekte der rAAV-Serotypen-Transduktion nach subretinaler Injektion

rAAV-2/2 rAAV-2/3 rAAV-2/4
++ +++ +

RPE (+), PR (+) (+) RPE ++++
RPE, PR kA -

RPE, PR kA RPE, PR
RPE, PR kA RPE

rAAV-2/5 rAAV-5/5
++++

RPE +++++, PR+++++ —

RPE, PR RPE, PR
RPE -

= RPE, PR

Serotypen rAAV2/x-Chimdire enthalten rAAV2-charakteristische ,Inverted Terminal Repeats” (ITR) kombiniert mit rAAV-2- bis 5-charakteristischen Virenhiillen;
rAAV5/5 enthidilt beide Eigenschaften vom Typ 5. RPE retinales Pigmentepithelium; PR Photorezeptor; LZ Latenzzeit; kA keine Angaben; + und — symbolisieren
die Stdrke der Transgenexpression; (+) sehr schwache Expression [24, 25].

Ort der Applikation (8 Abb. 4a) von ent-
scheidender Bedeutung fiir die erfolgrei-
che Transduktion der Zielzellen ist (B Ta-
belle 1).

Es existiert eine Fiille von Forschungs-
arbeiten, die sich mit der Optimierung der
viralen Transduktion beschiftigen. Wich-
tige Vorteile brachte die Entwicklung ver-
schiedener Serotypen des rAAV (B Ta-
belle 2). Diese sind durch die Kombina-
tion von rAAV-spezifischen Enden (z. B.
rAAV2) mit den Virushiillen anderer Sub-
typen (z. B. rAAV1,3,4, oder 5) generiert
worden [25]. Ihr Einsatz kann, abhingig
von der Spezies, die Zellspezifitit erhchen
und die Latenzzeit merklich verkiirzen.

Das letale Potenzial der HIV-1-basierten
Vektoren kann trotz genetischer Manipula-
tion des nativen Virus nicht vollstindig aus-
geschlossen werden. Daher wird alternativ
auch das HIV-2, das einen milderen Phino-
typ der AIDS-Erkrankung verursacht, ein-
gesetzt [7]. Es existiert mittlerweile eine
Vielfalt von nichtpathogenen Lentiviren
(»Feline Immunodeficiency Virus® (FIV),
»Simian Immunodeficiency Virus®, ,,Equine
Infectious Anemia Virus® oder ,,Bovine Im-
munodeficiency Virus®), die zur Entwick-
lung weiterer Transfervehikel dienen.

Sowohl systemische Effekte als auch
die biologische Sicherheit der Virusan-
wendung miissen bedacht werden. So wur-
den z. B. DNA-Sequenzen vom Serotyp
rAAV2/2 18 Monate nach Transduktion
der Zielorgane (Muskel und Lunge) im ge-
samten Korper nachgewiesen. Im Gegen-
satz dazu ist virale Vektor-DNA, die ins
Auge injiziert wurde, nur kurze Zeit nach
der Injektion in wenigen Blutzellen gefun-
den worden [25].

Wihrend eine voriibergehende Immun-
reaktion bei akuten Erkrankungen tole-

riert werden kann, erfordert die virale Be-
handlung chronischer Augenerkrankun-
gen die Verwendung nichtimmunogener
Vektoren. Von Vorteil ist, dass das Auge ei-
nen Immunsonderstatus hat [28]. Obwohl
gegen den viralen Vektor gerichtete Anti-
korper in intraokuldrer Fliissigkeit und
im Serum nachgewiesen werden konnten,
gab es keinen Hinweis einer zellvermittel-
ten Immunreaktion im Auge oder ande-
ren Korperteilen.

Anwendungsbeispiele

Im Folgenden mdchten wir an Beispielen
erfolgreicher Gentherapien in verschiede-
nen Tiermodellen einen Einblick in zu-
kiinftige Gentherapien von Netzhauter-
krankungen im Menschen geben.

Genaustausch von RPE65

Im Menschen werden Mutationen im
RPE65-Gen autosomal-rezessiv vererbt und
fithren zu Leber’scher kongenitaler Amau-
rose (LCA). Das Gen kodiert fiir ein mem-
branassoziiertes, evolutionar stark konser-
viertes Protein, welches fast ausschliefilich
in den Zellen des retinalen Pigmentepithe-
liums (RPE) exprimiert wird. Fehlt das Pro-
tein, akkumuliert All-trans-retinylesther,
die Funktion der Photorezeptorzellen ist
gestort und Fetteinschliisse lagern sich im
RPE ab. Die Folge ist eine Schadigung der
Retina. Auch bei Hunden fiithrt ein defek-
tes RPE65-Gen zu LCA-dhnlichen Sympto-
men. In diesem Tiermodell wurde erstmals
gezeigt, dass eine virusbasierte Gentherapie
die Sehfihigkeit in grofien Séugetieren posi-
tiv beeinflusst. In zwei unabhéingigen Studi-
en wurde das rAAV-System erfolgreich an-
gewandt [1, 22]. In beiden Studien konnte
aufgrund von erhéhten b-Wellen-Amplitu-

den im ERG tibereinstimmend gezeigt wer-
den, dass eine funktionelle Verbesserung
erzielt wurde. Diese Aussage wurde mit Pa-
pillometriemessungen und Verhaltenstests
der behandelten Hunde 4 Monate nach
subretinaler Injektion unterstitzt. Fettein-
schliisse in transduzierten RPE-Zellen wa-
ren nicht mehr nachweisbar [22]. Die erfolg-
reich therapierten Hunde zeigen noch heu-
te, 4 Jahre nach Beginn der Therapie, das
verbesserte Sehvermdgen. Systemische Ne-
benwirkungen wurden nicht gefunden, je-
doch entwickelte sich in der Mehrzahl
(75%) der behandelten Augen kurz nach
der Injektion eine Uveitis. Diese konnte
nach antiinflammatorischer Behandlung in
90% der Fille geheilt werden. Als Ursache
der Uveits wird eine immunpathologische
Reaktion auf das RPE65-Protein diskutiert.
RPE65-Knockout-Miuse dienen eben-
falls als LCA-Tiermodell und wurden er-
folgreich mit einem RPE65-rAAV-Vektor
behandelt [18]. Uber den Zeitraum von
18 Monaten nach subretinaler Injektion
nahm die anfinglich hohe Intensitét der
Expression allerdings ab. Die verringerte
Anzahl der Fetteinschliisse in RPE-Zellen
und die erhohte Anzahl von opsinpositi-
ven Zapfen konnte bis zum Ende der Un-
tersuchungsphase nachgewiesen werden.
Dies betraf jedoch nur solche Zellen, die
in der Nahe der Injektionsstelle lagen. Letz-
terer Befund unterstreicht die Notwendig-
keit, sowohl die Effizienz der Vektorverab-
reichung als auch die Expression des Trans-
gens in vivo zu erhdhen. Uberraschen-
derweise konnte trotz verbesserter ERG-
Funktion und hoher Transgenexpression
der progressive Verlust der Photorezeptor-
zellen nicht aufgehalten werden. Ahnliche
Beobachtungen wurden auch in anderen
Mausmodellen gemacht (siehe unten).

Der Ophthalmologe 8 - 2005 ‘ 769



Leitthema

Genaustausch von MertK

MertK kodiert eine nicht augenspezifi-
sche Tyrosinkinase, die eine Rolle bei
der Phagozytose der Auflensegmente der
Photorezeptorzellen spielt. Der Stamm
der ,Royal College of Surgeons“- (RCS-
)Ratten tragt eine homozygote Deletion
im MertK-Gen, die {iber einen RPE-zell-
spezifischen Defekt zum apoptotischen
Zelltod der Photorezeptorzellen fiihrt.
Die Unfihigkeit der defekten RPE-Zel-
len, die Photorezeptorzellfragmente zu
phagozytieren, fithrt zur Anhdufung von
Zellmiill und stoppt den Signalfluss. Ei-
ne intakte Kopie des Ratten-MertK-Gens
wurde in einem adenovirusbasierten Vek-
tor subretinal in junge RCS-Rattenaugen
injiziert [31]. 30 Tage spéter konnte eine
deutliche funktionelle und strukturelle
Verbesserung der Zellen beobachtet wer-
den, die allerdings nur von kurzer Dauer
war. Die Transduktion mit anderen rAAV-
Serotypen erzielte eine langere Wirkung
[27]. Zusitzlich wurde deutlich, dass die
Promoterwahl einen entscheidenden Ein-
fluss auf die zellspezifische Expression
des transduzierten Gens hat.

Genaustausch von Prph2

Prph2 kodiert ein photorezeptorspezifi-
sches Membranglykoprotein, Peripherina,
welches eine Strukturkomponente der Au-
Bensegmente der Photorezeptoren ist. Mu-
tationen in diesem Gen fithren zu verschie-
denen Netzhautdystrophien. Die rds- (,,re-
tinal degeneration slow“-)Maus tragt eine
homozygote Mutation im Prph2-Gen, was
frith in der Entwicklung (P16) zum Verlust
der Auflensegmente der Photorezeptoren
und einem volligen Funktionsverlust fiihrt.
Diese Méuse gelten als Modell zur Erfor-
schung von Retinitis pigmentosa. Dabei
wurden 10 Tage alte homozygote Mutanten
mit einem rAAV-Vektor transduziert, der
die intakte Kopie des Prph2-Gens unter der
Kontrolle des Rhodopsin-Promoters trigt
[3]. Bis zu 10 Wochen nach Injektion zeig-
ten alle Tiere die Bildung von Auflenseg-
menten der Photorezeptoren, die sowohl
Peripherin als auch Rhodopsin aufwiesen.
Im ERG war eine verbesserte b-Wellen-Am-
plitude messbar. Es wurden keine Entziin-
dungen gefunden, aber die Transduktions-
rate war, dhnlich wie in allen oben beschrie-
benen Experimenten, mit 30% nicht merk-
lich verbessert [26]. Anzahl und Qualitit
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der Auflensegmente hing wesentlich vom
Alter der Tiere zum Zeitpunkt der Injekti-
on ab. Dieser Befund muss bei erfolgreicher
Anwendung humaner Gentherapie beriick-
sichtigt werden.

Wie schon bei den RPE65-Miusen be-
obachtet, wird auch in transduzierten rds-
Miusen der Verlust von Photorezeptor-
zellen, trotz struktureller und funktionel-
ler Verbesserung, nicht verhindert. Unter-
suchungen ergaben, dass Uberexpression
von Peripherinz selbst in normalen Mau-
sen einen apoptotischen Effekt auf Pho-
torezeptorzellen ausiiben kann. Diese Be-
funde verdeutlichen die Notwendigkeit,
zundchst die Mechanismen der Genregu-
lation zu verstehen, um sie entsprechend
manipulieren zu konnen. Die Anwendung
von photorezeptorspezifischen, induzier-
baren Promotern konnte hier von grofier
Bedeutung sein.

Ausblick

Der immense Fortschritt im Bereich der
Gentherapie von Netzhauterkrankungen
ist offensichtlich. Eine hiufige Vorausset-
zung fir die Anwendung der Strategien
am Patienten ist die Kenntnis der krank-
heitsauslésenden Mutation und des Verer-
bungsmodus. Dieses kann nur durch effizi-
ente Verfahren zur Analyse des Patienten-
genotyps erreicht werden.

Fiir virale Therapien sollte die Regulati-
on der Expression des betroffenen Gens be-
kannt sein, denn sowohl Vektorsystem und
Promoter als auch Ort, Zeit und Methode
der Applikation beeinflussen den Erfolg
der Gentherapie. Die Erkennung und Besei-
tigung eventueller Nebenwirkungen ist es-
senziell. Grundsétzlich ist das Verstandnis
der komplexen biologischen Wirkweise der
betroffenen Gene entscheidend.

Auf dem Gebiet der nichtviralen Gen-
therapie konnten bereits mit zwei zugelas-
senen Medikamenten (Formivirsen (Vitra-
vene™) und Pegaptanib (Macugen®)) ers-
te Erfolge verbucht werden. Die Anwen-
dung viraler Gentherapie soll erstmals
im Herbst 2005 mit der klinischen Erpro-
bungsphase I beginnen, um ein defektes
RPE65-Gen in LCA-Patienten mit einem
intakten zu ersetzen. Der neueste Stand kli-
nischer Anwendungsstudien im humanen
Bereich kann unter folgenden Internetsei-
ten nachgelesen werden:

== http://clinicaltrials.gov/ct/gui
== http://www.orphan.net, und
== http://www.fightblindness.org
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