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Zusammenfassung: Grundlagen: Das klinische Zustandsbild 
des septischen Schocks wird urs~ichlich durch eine fibersteiger- 
te Produktion pro-inflammatorischer Zytokine (TNF-ct, IL- 
113) yon Entzfindungszellen des KBrpers hervorgerufen. Der 
Einsatz yon monoklonalen Antik6rpern (anti-TNF-ot), Rezep- 
tor-Antagonisten ( ILl -m)  und anti-inflammatorischen Zyto- 
kinen (IL- I 0) in einer Reihe klinischer Studien ffihrte groBteils 
nicht zur erwarteten Steigerung der l~lberlebensrate bei septi- 
schen Patienten. Dies ist einerseits auf die geringe Halbwerts- 
zeit dieser Antagonisten bzw. lnhibitoren zurfickzuffihren, an- 
dererseits kann eine fibersteigerte Produktion pro-inflammato- 
rischer Zytokine zwar zu Pathologien in einem Kompartiment 
des K6rpers beitragen, wfihrend dieselben Mediatoren jedoch 
auch kurative Eigenschaften in anderen Kompartimenten be- 
sitzen k~nnen. Die systemische Verabreichung, die in ausrei- 
chend hoher Konzentration erfolgen mug, kann somit auch die 
positiven Effekte einer pro-intlammatorischen Immunatwort 
unterdrficken. 
Methodik: Die eigenen tierexperimentellen Ergebnisse zum 
Liposomen-mediierten Gentransfer werden vorgestellt. 
Ergebnisse: Die M6glichkeit, Inhibitoren oder Antagonisten 
pro-inflammatorischer Zytokine in hoher Dosis ausschlieBlich 
lokal an den Ort einer Entzfindung zu transportieren, 15.Bt den 
Liposomen-mediierten Gentransfer als eine vielversprechende 
und risikoarme Alternative zur konservativen systemischen 
anti-inflammatorischen Therapie der Sepsis erscheinen. 
Schlugfolgerungen: Der pathophysiologische Mechanismus 
der Sepsis und des septischen Schocks ist in der Zwischenzeit 
gut erforscht und akzeptiert. Das Konzept der Intervention in 
diesem pathophysiologischen Ablaufim Sinne einer Mediator- 
blockade kann in Zukunft nut auf lokaler Gewebs- und Kom- 
partimentebene im Bereich der fiberschieBenden delitSxen Me- 
diatorproduktion erfolgreich sein. 
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Liposome Mediated Gene Transfer - the Future 
Therapy for Sepsis and Intraabdominal Infection? 
Summary: Background: It is now generally accepted that over- 
production of pro-inflammatory cytokines (TNF-ot, IL- 113) pro- 
duced by inflammatory cells contributes to the pathological con- 
sequences of septic shock. Neutralizing this exaggerated im- 
mune response by monoclonal antibodies (anti-TNF-ct), recep- 
tor antagonists (IL-lrct) and anti-inflammatory cytokines (IL- 
l0) did not result in a better outcome in septic patients. Firstly, 
this is due to the short biological half-lives of these natural an- 
tagonists or inhibitors of pro-inflammatory cytokines. Secondly, 
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exaggerated pro-inflammatory cytokine production may con- 
tribute to pathology in one body compartment while, simulta- 
neously, the same mediators may have beneficial effects in an- 
other compartment. Thus, systemic administration of cytokine 
inhibitors at levels sufficient to neutralize exaggerated cytokine 
production in one organ may also block the presumably benefi- 
cial aspects of cytokine production in another. 
Methods: Our own results of animal experiments of the lipo- 
some mediated gene transfer are presented. 
Results: Liposome mediated gene transfer seems to be a promis- 
ing low-risk alternative to systemic anti-inflammatory therapies 
as it ensures the Ioca] delivery of high doses of cytokine inhibi- 
tots and antagonists over a prolonged period of time. 
Conclusions: The pathophysiological mechanism of sepsis and 
septic shock are well established. The concept of local interven- 
tion or compartimental blockade of overwhelming mediator pro- 
duction by gene transfer will be a new challenge in the future. 

Einleitung 
W~ihrend der letzten zehn Jahre fanden viele Anti-Zytokin- 
Therapien zur Behandlung des septischen Schocks, ARDS 
(adult respiratory distress syndrome) sowie SIRS (systemic in- 
flammatory response syndrome), Einzug in den klinischen All- 
tag. Die pathologischen Konsequenzen des septischen Schocks 
sind ma6geblich auf die vermehrte Produktion pro-inflammato- 
rischer Zytokine von Entzfindungszellen des K6rper zurfickzu- 
fiihren (9, 28). Blockiert man jedoch die gesteigerte Produktion 
und Wirkung von endogenem Tumor-Necrosis-Faktor ot (TNF- 
ct) mittels anti-TNF-ct-Antik6rper (34, 59), solublen TNF-ot-Re- 
zeptor-lmmunadh~isinen (40, 62) oder indirekt dutch prophylak- 
tische Verabreichung des potenten anti-inflammatorischen Zy- 
tokins Interleukin-l0 (IL-10) (30, 35), so steigt die lJberlebens- 
rate bei ursprfinglich letaler Endotoxinfimie rapid an. Zur Zeit 
werden sowohl monoklonale anti-TNF-ot-Antik6rper wie auch 
TNF-c~-Rezeptor-tmmunadhS.sine bei Patienten mit Sepsis-Syn- 
drom im Rahmen klinischer Studien erprobt (22). Versuche, eine 
erh6hte lnterteukin-l(IL- l)-Produktion primer unter Verwen- 
dung yon IL- 1-Rezeptor-Antagonisten (IL- l rct) einzud~immen, 
fiihrten in pr~iklinischen (23, 45) und klinischen (24) Untersu- 
chungen zu unterschiedlichsten Ergebnissen. 

Viele innovative Therapieansfitze erscheinen zwar inhaltlich 
vernfinftig und erfolgsversprechend, erwiesen sich jedoch in der 
Praxis als ineffizient. Die natfirlichen Antagonisten oder Inhibi- 
toren pro-inflammatorischer Zytokine zeichnen sich dutch eine 
kurze biologische Halbwertszeit aus, die innerhalb von Minuten 
bis wenigen Stunden liegt (23, 25, 62). Darfiber hinaus ist die 
Konzentration an pro-inflammatorischen Zytokinen in entziind- 
lichem Gewebe oftmals bedeutend h6her als im Plasma (31, 58). 
Die systemische Verabreichung von Zytokin-Inhibitoren erfor- 
dert somit groge Dosen derselben, um alle Gewebe-Pools zu er- 
reichen und abzusSttigen. Manche Inhibitoren werden zus~tzlich 
fast ausschlieglich im Plasma-Kompartiment angereichert (3) 
und erreichen somit kaum interstitielle Bereiche. Eine erh6hte 
Produktion pro-inflammatorischer Zytokine mag zwar patholo- 
gische Folgen in einem Kompartiment des K6rpers hervorrufen, 
kann jedoch gleichzeitig positive Wirkung in einem anderen 
Kompartiment zeigen. Die systemische Gabe yon Zytokin-Inhi- 
bitoren in ausreichender Konzentration fiir eine Neutralisation 
der vermehrten Zytokinproduktion in einem bestimmten Organ 
kann somit die notwendigen und f6rderlichen Aspekte dieser 
Zytokinproduktion in anderen Organen hemmen. 
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Es gait nun, alternative Ansiltze ftir Anti-Zytokin-Therapien 
im Rahmen einer akuten Entztindung zu entwickeln. Die Metho- 
de des Gentransfers oder die Verwendung katalytischer Ribozy- 
me, die gegen die mRNA pro-inflammatorischer Zytokine ge- 
richtet sin& wurden als neue Therapiewege entdeckt. Obwohl 
der Einsatz des somatischen Gentransfers bei erblichen sowie 
chronischen Erkrankungen stark forciert wird (2, 43, 44), findet 
er als akute therapeutische Ma6nahme bei Sepsis, MSOF (multi- 
system organ failure) sowie diversen Entztindungen kaum An- 
ktang (49). Doch gerade die M6glichkeit, Zytokin-Inhibitoren 
oder Antagonisten direkt und ausschlie61ich lokal an den Ort el- 
her Entztindung zu transportieren, l~i6t den transienten Gentrans- 
fer als eine vielversprechenden Alternative zur systemischen an- 
ti-inflammatorischen Therapie erscheinen. 

Rolle der pro-inflammatorischen Zytokine 
fiir die Pathogenese der Sepsis und MSOF 
Die Mortalitfitsrate des septischen Schocks liegt zwischen 25 
und 50 %. Trotz deutlicher Verbesserungen der antimikrobiellen 
Therapien sowie massiver pulmonaler und vaskulfirer Unterstfit- 
zung konnte die H/iufigkeit des septischen Schocks sowie die 
damit verbundene hohe Letalitiit kaum herabgesetzt werden. 
Vielmehr ftihrt die Zunahme an immunsupprimierenden Erkran- 
kungen wie AIDS und der permanente Anstieg der durchschnitt- 
lichen Lebenserwartung der Bev61kerung zu einer wachsenden 
Pradisposition ffir Sepsis und septischen Schock. 

Beutler et al. konnten bereits 1986/87 zeigen, da/3 eine ver- 
mehrte Produktion des potenten pro-inflammatorischen Zyto- 
kins TNF-ct den Beginn einer Sepsis begleitet (5, I1, 60, 61 ). 
Anffingliche Studien ergaben, dag die im Rahmen einer letalen 
Endotoxemia oder gramnegativen Bakterilmie auftretenden hn- 
munantworten durch Verabreichung yon rekombinantem TNF-ct 
an gesunden Tieren nachgestellt werden k6nnen. Wie die Auto- 
ren in nachfolgenden Untersuchungen an Mfiusen und Pavianen 
zeigten, kann die tiberschiegende Produktion von endogenem 
TNF-ct mittels mono- und polyklonaler anti-TNF-ot-Antik6rper 
inhibiert werden. Die vollstilndige Blockade von endogenem 
TNF-ct ftihrt jedoch zu einer erh~Shten Mortalitfit im Rahmen 
dieser Erkrankungen (59). Seit den ersten Studien 1987 belegen 
mittlerweile unzS.hlige Arbeiten die zentrale Rolle yon TNF-ct 
bei akuter gramnegativer BakterS.mie und Endotoxemia (10). 

Waage et al. (65) sowie Schreiber et al. (53) berichteten 1988 
unabhfingig voneinander, da6 die Toxizitfit yon TNF-ot durch 
gleichzeitige Verabreichung yon IL-I oder Lipopolysaccharid 
(LPS) verstfirkt wird. Wie im Jahr darauf von Fong et al. (29) ge- 
zeigt werden konnte, ffihrt die Inhibierung der endogenen 
TNF-et-Antwort mittels monoklonaler Antik/Srper bei gramne- 
gativem septischem Schock zu einer verminderten IL-1- und 
IL-6-Antwort. Wenig spiiter ergaben Studien yon Ohlssen et al. 
(45), Dinarello et al. (66), Norton et al. (1) sowie der Gruppe um 
Fisher (23), da6 die Blockade von endogenem IL-I mittels 
IL-l-Rezeptor-Antagonist (IL-1 rct) ebenfalls zu einer Erh6hung 
der Uberlebensrate sowie einer Verringerung der Gewebeschg- 
digung in Zusammenhang mit gramnegativer Bakter~imie ffihrt. 

Innerhalb der letzten Jahre kam es zu einer rasanten Steige- 
rung des Wissensstandes fiber die Mechanismen und Wirkungs- 
weisen yon pro-inflammatorischen Zytokinen im Rahmen ihrer 
Beteiligung an Schock, Schfidigung des Gewebes und Sepsis- 
Syndrom. Neben TNF-c~ und IL-113 sind auch Interferon-'/ 
(IFNq,), LiF/Factor D, IL-6 und IL-12 ma6geblich an der Patho- 
genese gramnegativer Infektionen und Endotoxemia beteiligt ( 1, 
6, 8). TNF-ot und IL-II3 werden sehr frtih bei einem septischen 
Geschehen produziert und stehen somit am Beginn einer nach- 
folgenden Kaskade von pro-inflammatorischen Zytokinen. Die 
Synthese und Freisetzung der beiden potenten pro-inflamma- 
torischen Mediatoren TNF-ct und IL-ll3 ffihrt innerhalb weniger 
Minuten zur Aktivierung yon Makrophagen (26, 32). Blockiert 
man TNF-ot oder IL- 113 mittels Antik6rper oder Rezeptor-Anta- 
gonisten, so wird auch die Synthese wichtiger Komponenten der 
inflammatorischen Immunantwort gehemmt (1 t, 26). 

Die Immunantwort des K6rpers gegentiber Infektionen ist .je- 
doch weitaus komplexer und h~ngt keineswegs nur yon den ab- 
soluten Konzentrationen an IL- 1 und TNF-c~ ab, sondern basiert 
auch auf der Synthese von Zytokin-lnhibitoren und anti-inflam- 
matorischen Mediatoren. Die katastrophale Reaktion des Orga- 
nismus auf massive bakterielle Infektionen beruht aufeinem Un- 
gleichgewicht zwischen pro-inflammatorischen Zytokinen wie 
TNF-ct und IL- 1 und ihren nattirlich vorkommenden lnhibitoren. 
Die bei letaler Bakter~mie und Endotoxemia gemessenen Plas- 
maspiegel an TNF-c, und IL-t[3 fibersteigen um ein Vielfaches 
jene Konzentrationen, die yon den endogenen Levels an freige- 
setzten TNF-ct-Rezeptoren (TNFotR) p55 und p75 oder IL-lm- 
Rezeptor-Antagonisten (IL-113ra) neutralisiert werden kOnnen 
(27, 62). Ein/J.hnliches Bild bietet sich aucl-i bei hospitalisierten 
Patienten mit SIRS (systemic inflammatory response syndrome) 
oder Sepsis-Syndrom. Jene Mechanismen, die letztlich ftir die 
Verminderung der Freisetzung pro-inflammatorischer Zytokine 
verantwortlich sind. erweisen sich als ineffektiv, da es zu einer 
kontinuierlichen externen Stimulation durch permanent ablau- 
fende infekti6se oder inflammatorische Prozesse kommt. Die 
dadurch persistierende Synthese pro-inflammatorischer Zytoki- 
ne trfigt in entscheidendem MAP_, zu hilmodynamischer lnstabili- 
tilt, Koagulopathie sowie Multiorganversagen bei. Sowohl im 
septischen Schock wie auch bei SIRS werden die positiven 
Aspekte der pro-inflammatorischen Zytokine (u. a. Stimulation 
der unspezifischen lmmunantwort, erh('~hte antigenspezifische 
T-Zell-Proliferation sowie gesteigerte Phagozytosekapazitilt 
von Makrophagen und NK-Zellen) durch die negativen Konse- 
quenzen einer permanenten Exposition gegentiber erh6hten 
TNF-of und IL-113-Levels fiberdeckt. 

Bisweilen zielten Anti-Zytokin-Therapieansiltze zur Behand- 
lung des septischen Schocks und des Sepsis-Syndroms entweder 
auf eine Unterdrtickung der pro-inflammatorischen hnmunant- 
wort mittels Gabe yon IL- 10 oder TGF13 (transforming growth 
factor 13) ab oder auf eine Blockade der TNF-ct- und 1L- 113-Akti- 
vitfit mit Hilfe entsprechender Antik6rper, oder abet auf eine 
pharmakologisches Erh6hung der Konzentration an Zyto- 
kin-lnhibitoren wie rekombinante IL-I Rezeptor-Antagonisten 
und 16sliche TNF-Rezeptoren. Prfklinische Studien an Nagetie- 
ren sowie nachfolgend an Primaten belegten den erfolgreichen 
Einsatz yon Antik6rpern (anti-TNF-ot mAb) und Zytokin-lnhibi- 
toren (IL-Ira und 16sliche TNFR) bei letaler Endotoxemia bzw. 
gramnegativer Bakter,Smie und fiihrten so zu ersten klinischen 
Studien bei Patienten mit Sepsis-Syndrom und Schock. Die an- 
f~nglichen vielversprechenden Ergebnisse der Behandlung yon 
Patienten mit IL-Irct im Rahmen einer Phase- [I-Studie (24) 
konnten jedoch letztlich nur in einer kleinen Subgruppe yon Pa- 
tienten in der nachfolgenden Phase-llI-Studie bestS.tiLt werden 
(27). Retrospektive Analysen yon Phase-II- und Phase-III-Stu- 
dien bei Einsatz von monoklonalen anti-TNF-of Antik6rpern er- 
gaben ein ~hnliches Bild. 

Wf_hrend stets nut eine kleine, selektive Patientengruppe yon 
der Anwendung der Anti-Zytokin-Therapien in Form yon anti- 
TNF-ct-Antik6rpern oder IL-l-Inhibitoren profitierte, ffihrte 
dieselbe Therapie zu einer Erh~Shung der Mortalitlitsrate in der 
verbleibenden Patientenpopulation (22, 24). Anti-TNF-c~- und 
anti-IL-1-Therapien erwiesen sich vornehmlich in Schock-Pa- 
tienten mit Organversagen als erfolgreich, w~ihrend sie far po- 
tentiell Schock-gefghrdete Patienten ein nicht unbetrS_chtliches 
Risiko darstellten. Keine der Vielzahl an klinischen Studien 
konnte nachweislich die Effizienz des neuen Anti-Zyto- 
kin-Therapiekonzepts belegen. Dieser Umstand lg.Bt sich jedoch 
weniger auf einen konzeptionellen Fehler als auf Fehler in der 
Anwendung zurfickffihren. Zieht man zudem die Tatsache in Be- 
tracht, dab Zytokine sowohl postive wie auch negative Wirkung 
ausfiben k6nnen, erscheinen derartige Ergebnisse nicht unver- 
stfindlich. So konnten Echtenacher et al. zeigen, dab eine Blo- 
ckade der endogenen TNF-ct-Produktion in einem non,letalen 
Peritonitis-Modell zu hoher Letalitlit fOhrte (16, 33, 37). Wie 
auch Studien yon van der Meer et al. sowie Czyprinski et al. be- 
legen, fiihrt die Verabreichung yon IL-I bei einer Mehrheit von 
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gramnegativen lnfektionen zu einer Verbesserung der Immun- 
abwehr, w~ihrend die Blockade yon [L-I eine [nhibierung anti- 
mikrobieller Prozesse zur Folge hat ( 13, 39, 42, 46, 51,63.64). 
Diese Ergebnisse lassen den SchluI3 zu, da6 eine lmmunantwort 
in Form der Synthese endogener pro-inflammatorischer Zytoki- 
ne auch positive Wirkungsmechanismen besitzt und andererseits 
der Versuch, eine endogene TNF-cz- oder IL-l-Produktion zu 
unterdrticken, eine Reihe unerwtinschter Nebenwirkungen mit 
sich bringen kann. 

Wir glauben, dab selbst eine n/.ihere Charakterisierung der op- 
timalen Patienterlpopulation nur teilweise zur L6sung der disku- 
tierten Probleme in Zusammenhang mit Anti-Zytokintherapien 
ftihren kann. Eine der Hauptschwierigkeiten bei der systemi- 
schen Verabreichung yon IL-1-oder TNF-ct-lnhibitoren (IL-lrct 
und monoklonale anti-TNF-ot-Antik6rper bzw. 16sliche TNFR) 
bzw. von anti-inflammatorischen Mediatoren wie Glukokorti- 
koide, IL-4, TGF[3, IL-10 oder lL-13 liegt in der Fehlerhaftig- 
keit dieser Methode, individuelle Kompartimente des K6rpers 
mit einer vermehrten Produktion pm-inflammatorischer Zytoki- 
ne gezieh und ausschlieBlich zu erreichen. 

Die systemische Verabreichung yon Zytokininhibitoren er- 
weist sich zudem als problematisch, da natfirliche Antagonisten 
yon TNF-ct und [L-I meist eine kurze biologische Halbwertszeit 
besitzen, die innerhalb weniger Minuten bis maximal einiger 
Stunden rangiert (23, 62). So berichten Fisheret al., dab die bio- 
logische Halbwertszeit von IL-lrot bei septischen Primaten 
durchschnittlich 21 Minuten betragt (23). Um nun konstante the- 
rapeutische Plasmakonzentrationen von 10 bis 15 mg/ml an 
IL-Irc~ und 16slichen TNF-Rezeptoren aufrecht halten zu kSn- 
nen, mfissen diese anti-inflammatorischen Mediatoren in einer 
Konzentration yon 1,5 bis 2 mg/kg BW/h bzw. in einer Menge 
von 2,5g/Tag wiihrend der gesamten septischen Phase des Pa- 
tienten verabreicht werden. Dieser Therapieansatz erweist sich 
daher als LiuBerst kostenintensiv bei gteichzeitig geringer Effi- 
zienz. 

Letztlich kann eine iibersteigerte Produktion pro-inflamma- 
torischer Zytokine zu Pathologien in einem Kompartiment des 
K6rpers beitragen, w~ihrend dieselben Mediatoren kurative Ei- 
genschaften in anderen Kompartimenten besitzen kSnnen. Die 
systemische Verabreichung yon Zytokininhibitoren, die aus be- 
reits erw~ihnten Grtinden in ausreichend hoher Konzentration er- 
folgen mug, kann somit auch erwtinschte positive Effekte einer 
pro-inflammatorischen lmmunantwort unterdrticken. Diese Tat- 
sache erklfirt m6glicherweise experimentelle Beobachtungen, 
denenzufolge eine Blockade der TNF-ct-Produktion zu einer un- 
gtinstigeren Prognose ftihrte. 

Bereits im Jahr 1986 charakterisierten Beutler und Cerami (7) 
die Eigenschaften von TNF-ct als die zwei Seiten einer Mtinze. 
Schon zu dieser Zeit war hinl~inglich bekannt, da6 die biologi- 
schen Eigenschaften yon TNF-ct prim~ir positive Wirkung im 
menschlichen Organismus austiben. Eine Vielzahl von experi- 
mentellen Studien belegte die essentielle Rolle von endogenem 
TNF-ot und IL-1 in der normalen, unspezifischen lmmunantwort 
sowie deren Beteiligung an einer Verminderung der Gewebs- 
sch/idigung und dem Auftreten sekund~irer bakterieller [nfektio- 
nen. Zudem tr~igt die Produktion von endogenem TNF-~t und 
IL-1 in groBem AusmaB zur Abwehr intrazellul~trer Pathogene 
wie Listerien und Pneumocystis bei (52) sowie zur Bek~impfung 
gramnegativer bakterieller Infektionen (33, 41). Dinarello et al. 
konnten jedoch anhand eines Rattenmodells zeigen, daB eine 
tibersteigerte wie auch eine inadfiquate IL-l-Produktion zu leta- 
len Auswirkungen im Rahmen gramnegativer Infektionen fiihrt 
(41). lnfiziert man zwei Tage alte Ratten mit Klebsiella, so las- 
sen sich eine 100%ige Mortalitfitsrate sowie ein hohes Level an 
IL-l-Produktion feststellen. Blockiert man die tiberschiissige 
Menge an IL-I mit geringen Dosen von IL-lrc~, so sinkt die 
Mortalit~itsrate auf einen Wert unter 20 % ab. Werden jedoch 
hohe Dosen an IL-lrot verabreicht, die zu einer vollsfiindigen 
Blockade der biologischen Funktion von IL-I fiihren, so liigt 
sich erneut ein Ansteigen der Mortalifitsrate auf beinahe 100 % 
beobachten. Diese Ergebnisse belegen somit die Notwendigkeit 

der Produktion yon lnterleukin-1 im Rahmen einer antimikro- 
biellen hnmunantwort, zeigen jedoch gleichzeitig, dal3 zu gerin- 
ge bzw. zu groBe Mengen an lnterteukin-I zu einer Reihe von 
unerwfinschten Effekten ftihren. 

Aufgrund all dieser Ergebnisse erscheint uns nun die Verab- 
reichung yon anti-inflammatorischen Zytokinen bzw. Zytoki- 
ninhibitoren mittels Gentransfers wesentlich effektiver in der 
kompartimentspezifischen Blockade pro-inflammatorischer Zy- 
tokine als eine systemische Verabreichung derselben Mediato- 
ten. 

G e n t r a ns f e r  a |s  direktes T r a nspo r t mi t t e l  von 
An t i -Zy tok in -Therap ien  zu O r g a n e n  und  Geweben  
WS.hrend der letzten Jahre kam es zu einem rasanten Fortschritt 
in der Entwicklung der Gentherapie, so dab uns heute eine Viel- 
zahl yon verschiedensten Technologien zur Verftigung steht (2, 
43, 44). Prim~res Ziel der Gentherapie war fiber lange Zeit aus- 
schlieBlich die Korrektur genetischer AbnormalitS.ten in der 
Keimbahn. wie sie beispielsweise im Rahmen von zystischer Fi- 
brose oder Duchenne-Muskeldystrophie auftreten ( 18, 19). Die- 
se Versuche zielen somit auf den Ersatz des mutierten Gens oder 
die Veriinderung des Zell-Ph~inotyps ab. 

Die Methode des Gentransfers bietet sich in unseren Augen je- 
doch auch als eine innovative Form der Verabreichung yon 
Wirkstoffen an, um eine inflammatorische Antwort des lmmun- 
systems w)rtibergehend in individuellen Geweben und Organen 
abzuschwiichen. Wir glauben, daB der Einsatz yon Gentrans- 
fer-Technologien bei chirurgischen Interventionen letztlich eine 
einzigartige M/Sglichkeit darstellt, post-chirurgische und inflam- 
matorische Immunantworten in gewtinschter Form zu modulie- 
ren, 

Die spezifische Zielsetzung der Gentherapie bei Sepsis und 
akuter Inflammation unterscheidet sich daher in mancherlei Hin- 
sicht von den Aufgaben jener Gentherapie, die die Korrektur von 
Mutationen in der Keimbahn anstrebt. WS, hrend die Behandlung 
yon Erkrankum, en der Keimbahn wie z. B. ADAD (adenosine 
deaminase deficiency), SCID (induced severe combined immu- 
ne deficiency) oder CF (Cystische Fibrose) eine stabile Integra- 
tion des gesunden Gens in das Genom der Zellen des Zielgewe- 
bes erfordert (12, 15, 17, 38, 48, 54, 55), liegt das Ziel eines 
Gentransfers bei Sepsis oder akuter Entziindung in einer tran- 
sienten, non-stabilen Transfektion, die in einer maximalen Gen- 
expression fiir den Zeitraum yon Tagen bis wenigen Wochen re- 
sultiert. Eine stabile, viral mediierte Integration eines Gens, das 
fiir anti-inflammatorische Zytokine oder Zytokin-Inhibitoren 
kodiert, wfirde zu langfristigen SchS, den dutch permanente Im- 
munsuppression und m~Sgliche Onkogenese ftihren und ist daher 
nicht erwtinscht. Wit haben uns daher ftir einen non-viralen 
Gentransfer unter Verwendung von Liposomen entschieden. 

Basierend auf In-vitro-Studien schrieb man dem Liposomen- 
vermittelten Gentransfer im Vergleich zu viralen Vektorsyste- 
men auch in vivo eine fiuBerst geringe sowie kaum erfolgreiche 
Transfektionseffizienz zu (18, 19). Fehlende Qualitfitskontrollen 
der Liposomen-Prfiparationen sowie deren rasche Peroxidation 
ftihrten zu schlecht reproduzierbaren Ergebnissen, die zudem 
auch noch yon einer direkten toxischen Wirkung der Liposomen 
auf bestimmte Zellpopulationen zeugten. 

Der endgfiltige In-vivo-Einsatz von Liposomen im Rahmen 
eines Gentransfers fand erst nach einem Bericht yon Feigner et 
al. (18) statt, der die Verwendung yon Liposomen als eine einfa- 
che, billige, reproduzierbare und effiziente Technik beschreibt. 
Im Laufe der Zeit kam es zudem stets zu Verbesserungen in der 
chemischen Zusammensetzung der Liposomen, so dab heute die 
Effizienz der Transfektion bei beinahe 75 % liegt und somit mit 
viralen Gentransfersytemen durchaus vergleichbar ist (21). Phi- 
lip et al, konnten dariiber hinaus zeigen, dab mittels Variation 
der chemischen Komponenten der Liposomen selbst ein gewis- 
ser Grad an gewebsspezifischer transgener Expression erreicht 
werden kann (14, 47, 57). lm allgemeinen bilden diese positiv 
geladenen Lipidpartikel spontan multilamellare Vesikel, die 
fiber die negativ geladenen Phospatgruppen der DNA an diese 
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Abb. 1. TNF-~-Immunoaktivitgit im Serum 90 min nach lnduktion des 
letalen septischen Schocks. Die Miiuse wurden 2 Tage ~.ttvor intraperi- 
toneal mit 200 lag pcD/hlL-4 plasmid DNA, 200 I.tg pJFE/hlL- 13 plas- 
mid DNA oder 200 lag pMP6 control DNA im Komplex mit 100 nmol 
Liposomen tran.sfeziert. Tiere, die mit hlL-4 oder hlL-13 behandelt 
wurden, zeigen eine signifikante Reduktion der TNF-~-Produktion 
nach Verabreichung einer letalen Dosis von LPS-D-GaIN (p < 0,05). 
Eur. J. Immunol. 1998. 

binden und stabile Lipid-DNA-Komplexe formen (21). Jene po- 
sitiv geladenen Lipide der Liposomen interagieren jedoch nicht 
nur mit der negativ geladenen DNA, sondern auch mit den eben- 
so negativ geladenen Zellmembranen. Liposomen ftihren dabei 
eine Membranfusion oder transiente Destabilisierung der Mem- 
bran mit dem Plasmalemma oder Endosom herbei, um die Auf- 
nahme der DNA in das Zytoplasma bei gleichzeitigem Schutz 
vor lysosomalem Abbau derselben zu erzielen. Da es sich um ei- 
hen Rezeptor-unabhfingigen Proze6 handelt, kann er in den mei- 
sten Zelltypen ablaufen. Sobald die DNA im Zytoplasma ange- 
langt ist, wandert sie in den Zellkern und wird dort in Abhfingig- 
keit vom Vorhandensein von eis-aeting elements wie z. B. re- 
troviralen LTRs (long terminal repeats) entweder in das Genom 
integriert oder in episomaler Weise vonder zelleigenen Maschi- 
nerie transkribiert (44). 
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Abb. 3. TNF-~-Produktion von peritonealen Makrophagen 48 h nach 
lnduktion des letalen septischen Schocks. Die Mgiuse wurden 2 Tage 
zuvor intraperitoneal mit 200 ~tg pcD/hlL-4 plasmid DNA, 200 tag 
pJFE/hlL-13 plasmid DNA oder 200 tag pMP6 control DNA im Kom- 
plex mit 100 nmol Liposomen transfeziert. 48 h nach Induktion des 
septischen Schocks wurden die peritonealen Makrophagen der iiber- 
lebenden Tiere isoliert undje 2 x 106 Zellen in Kultur mit I pg LPS sti- 
muliert. 18 h spiiter wurde m den Zelliiberstiinden die TNF-~-Immu- 
noaktivitgit mittels ELISA ermittelt. ([berlebende Tiere, die mit 1L-4 
und 1L-13 behandelt wurden, zeigen eine signifikant hOhere TNF-eL- 
Produktion als Kontrolltiere (p < 0,05). Eur. J. Immunol. 1998. 
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Abb. 2. 48-h-fJberlebensrate nach huhtktion des letalen septischen 
Schocks. Die Mause wurden 2 Tage zuvor intraperitoneal mit 200 ~tg 
pcD/hlL-4 plasmid DNA. 200 I.tgpJFE/hlL-13 plasmid DNA oder 
200 lag pMP6 control DNA im Komplex mit t00 nmol Liposomen 
transfeziert. Tiere, die mit hlL-4 oder hlL-13 behandelt wurden, zei- 
gen ein signifikantes Ansteigen der Uberlebensrate im Vergleich zu 
Kontrolltieren (p < 0,001). Eur. J. lmmunol. 1998. 

Ob nun die Aufnahme der DNA in die Zelle mittels viraler 
Vektoren und somit tiber spezifische zellulfire Rezeptoren er- 
fotgt oder mittels Endozytose und Interaktionen der Plasma- 
membran wie im Falle der Liposomen, findert nichts an den nun 
folgenden Ablfiufen. Sobald die DNA in die Zelle inkorporiert 
ist, wird die transgene Expression mittels zusfitzlicher cis-acting 
regulatory sequences wie transkriptioneIler Promotoren und En- 
hancers sowie trans-acting zelleigenen RNA-Polymerasen und 
Transkriptionsfaktoren initiiert. Zu den am hfi.ufigsten in Ex- 
pressionsvektoren ffir Mammalia verwendeten transkriptio- 
nellen Promotoren zfihlt der Cytomegalovirus (CMV) immediate- 
early Promoter und Enhancer (14, 36, 47, 57). 

Der CMV-Promoter wird von der RNA-Polymerase II trans- 
kribiert und ffihrt zu einer hohen Expressionsrate in einer Viel- 
zahl von Geweben wie Lunge, Niere und vaskulfires Endothel 
(56). CMV-Promoter-Vektoren, die mit einem Reportergen wie 
z.B. Chloramphenicol-Acetyl-Transferase (CAT) ausgestattet 
sind, wurden in einer Vielzahl von Studien vergleichsweise in- 
travenOs, intraperitoneal bzw. mittels Inhalation an gesunde Tie- 
re verabreicht (14, 36, 47, 57). 

Im Falle der intraven6sen Applikation der CMV-CAT-Ex- 
pressionsvektoren konnte Uber einen Zeitraum von bis zu 63 Ta- 
gen nach Verabreichung eine CAT-Expression und CAT-Akti- 
vitfit prim~ir in Lunge, Milz, Leber, Herz, Niere, Lymphknoten 
sowie Thymus, Uterus. Ovarien, Skelettmuskulatur und Intesti- 
naltrakt der transfezierten Tiere nachgewiesen werden. Bei Ad- 
ministration der Liposomen-CMV-CAT-Vektoren-Komplexe 
via Inhalation fanden sich in den nachfolgenden 21 Tagen aus- 
schliel31ich in der Lunge hohe Levels an CAT-Expression (57). 

Wir beschfiftigten uns wfihrend der letzten Jahre intensiv mit 
Gentherapie im Rahmen des septischen Schocks und der akuten 
Inflammation. So konnten wir anhand eines murinen letalen 
Schockmodells zeigen, dal3 der prophylaktische intraperitoneale 
Gentransfer des anti-inflammatorischen Zytokins Interleukin-10 
bzw. des TNF-ct-Rezeptors p55 zu einer signifkanten Verringe- 
rung der Mortaliatsrate ffihrte (50). Diese Ergebnisse ermutigten 
uns, auch die Wirkung des Gentransfers der anti-inflamma- 
torischen Zytokine Interleukin-4 und Interleukin-13 in diesem 
Schockmodell zu untersuchen (4). Die intraperitoneale Verab- 
reichung von IL-4 ffihrte zu einer Reduktion des Serum TNF- 
cL-Spiegels um 85 % yon 177,6 pg/ml in mock-transfezierten 
Tieren zu 26.3 pg/ml (p < 0,05), wfihrend der Gentransfer von 
IL-I3 die Serum-TNF-c~-Spiegel um 95% yon 177,6 pg/ml auf 
10,1 pg/ml (p < 0,05) verringerte (Abb. 1). Im Gegenzug verbes- 
serte sich die Uberlebensrate von 20 % bei mock-transfezierten 
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Tieren auf tiber 83 % in beiden behandelten Gruppen (p < 0,001) 
(Abb. 2). Zudem konnten wir eine signifikante Steigerung der 
lmmunkompetenz peritonealer Makrophagen in der IL-4- wie 
auch der 1L-13-behandetten Gruppe feststellen, wobei [L-13 
eine stfirkere Modulation aufweist (p < 0,05) (Abb. 3). 

Unsere Ergebnisse unterstreichen deutlich die Vorteile der 
Verwendung des Gentransfers im Rahmen der Therapie yon 
Sepsis und anderen akuten inflammatorischen Prozessen. Diese 
innovative Methode erm6glicht uns nicht nur eine organspezifi- 
schere Verabreichung diverser Mediatoren, sondern zudem auch 
deren kontinuierliche Expression tiber einen Zeitraum von Ta- 
gen bis einigen Wochen. Wfihrend konservative anti-inflamma- 
torische Therapien stets den Nachteil einer systemischen Im- 
munsuppression verbunden mit einem erh6hten Risiko sekundfi- 
rer tnfektionen mit sich bringen, bietet uns der Gentransfer eine 
lokale, kompartimentspezifische und ~.iu6erst effektive Ware im 
Kampf gegen entztindliche Erkrankungen und septische Kom- 
plikationen. 
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K. Wangerin, Department of Plastic and Maxillofacial Surgery, Marten- 
hospital, Boeheimstra6e 37, D-70199 Stuttgart, Germany 

Ms. Elfi Zieschang-Buck, Marienhospital, Boeheimstra6e 37, 
D-70199 Stuttgart, Germany. Tel.: ++49/711/6489-2530, 
Fax: ++49/711/6489-2529, E-mail: Kwangerin@aol.com, 
Internet: www.marienhospital-stuttgart.de 

Symposium: "Haemostasis and 
Venue: 
Date: 
Organisation: 

Transfusion - Management in Elderly Patients" 
Congresszentrum Graz 

October 27-28, 2000 

Department of Anaesthesiology, University of Munich, and Department 
of Anaesthesiology and Intensive Care Medicine, University of Graz 

Information: H. Gombotz, Department of Anaesthesiology and Intensive Care Medicine, 
University of Graz, Auenbruggerplatz 29, A-8036 Graz. 
Tel.: ++43/316/385-3027, Fax: ++43/316/385-4664, 
E-mail: haemostasis @ kfunigraz.ac.at 

Symposium ,,Endoprothetik in der Unfallchirurgie" mit praktischen Ubungen 
Ort: 
Termin: 
Veranstalter: 

Praktische 0bungen: 

Kursorganisation: 
Kursgebiihr: 
Kurssekretariat: 

Anatomisches Institut der Universit~it Graz, Harrachgasse 

21. bis 23. September 2000 

Universit~itsklinik ftir Unfallchirurgie Graz 
(Vorstand: Prof. Dr. R. Szyzskowitz), Anatomisches Institut der Universit~it 
Graz (Vorstand: Prof. Dr. F. Anderhuber), 
Gesellschaft zur wissenschaftlichen Aus- und Weiterbildung in der Unfall- 
chirurgie, unter der Patronanz der Osterreichischen Gesellschaft fiir Unfall- 
chirurgie 

Hemi- und Totalprothese Htiftgelenk - Endoprothese am Kniegelenk, 
Schultergelenk, Sprunggelenk, Radiohumeralgelenk, Ulnokarpalgelenk 

Prof. Dr. W. Grechenig 
ATS 6.000,- 

Frau Evelyne Greiner (Mo.-Fr. von 8:00 bis 12:00 Uhr), 
Tel.: ++43/316/385-3547, Fax: ++43/316/385-3582, 
E-mail: evelyne.greiner @ klinikum-graz.at 


