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Zusammenfassung

Die ALS ist eine neurodegenerative Erkran-
kung, die nach einer durchschnittlichen
Uberlebenszeit von 3 Jahren zum Tode fiihrt.
Schlaffe und spastische Paresen resultieren
aus einem progredienten Zelluntergang
kortikaler und spinaler Motoneurone.

Etwa 10% der humanen ALS-Falle treten
familiar auf, davon tragen 10-20% Mutatio-
nen in dem Gen, das fir das Enzym Cu-Zn
Superoxid Dismutase (SOD1) codiert (40).
Durch Uberexpression humaner ALS-asso-
ziierter SOD1-Mutationen liel3en sich trans-
gene Tiermodelle generieren, die klinisch
und neuropathologisch der humanen ALS
gleichen (22). Multiple Pathomechanismen
sind in die Entstehung von ALS involviert:
Oxidativer Stress, Exzitotoxizitat, Dysfunk-
tion des Ubiquitin-Proteasom-Systems, mi-
tochondriale Defekte, Dysorganisation von
Neurofilamenten, Storung des retrograden
axonalen Transports, Sekretion proinflam-

matorischer Zytokine durch aktivierte Mik-
roglia. Wahrend in der familiaren ALS sowie
im Tiermodell der toxische Funktionsgewinn
des mutierten SOD1-Proteins am Anfang
einer Kaskade pathogenetischer Ereignisse
steht, ist in der sporadischen ALS noch un-
klar, welcher Faktor den Ausgangspunkt fir
die unterschiedlichen zum selektiven Mo-
toneuronverlust fihrenden zytotoxischen
Mechanismen bildet (5). Pharmakologische
Ansatze haben bisher trotz intensiver For-
schung nicht zum Erfolg gefiihrt. Wahrend
im ALS-Tiermodell u.a. Antioxidanzien, an-
tiinflammatorische Substanzen oder neuro-
trophe Faktoren das Fortschreiten der Symp-
tome verzogern konnen, ist beim Menschen
die bisher einzige Substanz mit marginalem
therapeutischem Potenzial der Glutamatan-
tagonist Riluzol, der zu einer durchschnittli-
chen Lebensverlangerung von 3-4 Monaten
fuhrt (4).



Daher richten sich auch bei der ALS in den
letzten Jahren vermehrt Hoffnungen auf
experimentelle Behandlungsformen.

Zelltherapie

Zellersatztherapien wurden experimentell
und in klinischen Studien bereits bei ande-
ren neurodegenerativen Erkrankungen wie
Morbus Parkinson oder Chorea Huntington
eingesetzt (46). Die Moglichkeit, zu Grunde
gegangene Motoneurone durch Stammzel-
len zu ersetzen, ist nach aktuellem Kenntnis-
stand bei der ALS eher begrenzt: zielgerich-
tetes axonales Auswachsen vom primaren
Motorcortex zum Vorderhorn oder von spi-
nalen Motoneuronen zu distalen Extremi-
tatenmuskeln erscheint derzeit nicht realis-
tisch. Daher liegt das Hauptinteresse in der
Neuroprotektion von Motoneuronen durch
Transplantate, die sich in gliale Zellen weiter
differenzieren (29, 44). Die Rationale fur die-
sen neuroprotektiven Therapieansatz leitet
sich aus Experimenten mit chimaren SOD1-
Mausen mit einer Mischung aus Wildtyp-
und mutierten neuronalen und nicht-neu-
ronalen Zellen ab (8). Dabei konnte gezeigt
werden, dass Wildtyp-Motoneurone in Ge-
genwart von umgebenden Gliazellen mit der
SOD1-Mutation degenerieren. Umgekehrt
verlangern Wildtyp-Gliazellen das Uberle-
ben von benachbarten Motoneuronen, die
die ALS-auslosende SOD1-Mutation expri-
mieren. Offensichtlich haben also mutierte
nicht-neuronale Zellen (Astrozyten, Gliazel-
len) toxische Eigenschaften, wahrend Wild-
typ-Zellen therapeutisches Potential besit-
zen. Auch in vitro, in Kokultursystemen von
aus embryonalen Stammzellen gewonne-
nen Motoneuronen und Astrozyten konnte
dieser nicht-zellautonome Effekt der SOD1-
Mutationen gezeigt werden (13, 37). Worin
genau dieser besteht, ist noch nicht geklart.
Sowohl verringerte Sekretion von Nerven-
wachstumsfaktoren wie IGF 1 oder GDNF,

als auch vermehrte Sekretion zytotoxischer
Substanzen durch die mutierten Astrozyten
und Gliazellen konnten jedoch eine Rolle
spielen (36).

Potenzielle Quellen fir eine Stammzellthe-
rapie stellen embryonale Stammezellen, neu-
rale Stammzellen, Nabelschnurblut- oder
Knochenmarkstammzellen (Tabelle 1) dar.

Embryonale Stammzellen

Embryonale Stammzellen (ES-Zellen) sind
pluripotente Zellen, die im Blastozysten-
stadium des Embryos aus der inneren Zell-
masse gewonnen werden konnen, bevor es
zur Implantation in das Uterusendometrium
kommt. Pluripotenz bedeutet, dass aus die-
sen embryonalen Stammzellen Zellen aller
drei embryonalen Keimblatter entstehen
konnen. Die Gewinnung von embryonalen
Stammzellen wurde erstmals 1998 beschrie-
ben, mittlerweile wurden Uber 225 verschie-
dene embryonale Stammzelllinien generiert
(19). Im undifferenzierten Zustand kénnen
diese Zellen unbegrenzt unter den entspre-
chenden Zellkulturbedingungen vermehrt
werden. Die Pluripotenz der embryonalen
Stammzellen macht sie grundsatzlich zu
vielversprechenden Kandidaten fir zellba-
sierte Therapien. Ersatz von geschadigtem
oder zugrunde gegangenem Gewebe, die
Produktion von Enzymen oder Wachstums-
faktoren sowie die Wiederherstellung von
zugrunde gegangenen Verbindungen zwi-
schen unterschiedlichen Zellen sind im Prin-
zip vorstellbar. Die Differenzierung von em-
bryonalen Stammezellen in neuronale oder
gliale Zellen nach Transplantation ist aller-
dings stark von der Umgebung abhangig, in
nicht neurogenen ZNS-Regionen entstehen
in der Regel uberwiegend Gliazellen. Auch
die notwendigen Voraussetzungen fir eine
funktionale Integration der neu gebildeten
Zellen in bestehende Netzwerke sind bisher

Tabelle 1

Quelle Eigenschaften Studien im ALS-Tier-
modell (Referenz-Nr.)
Embryonale Blastozyste Pluripotent -
Stammzellen des (Differenzierung in Zelltypen

Embryos aller 3 Keimblatter maglich)

Risiko der malignen Entartung
nach Transplantation
undifferenzierter Zellen

Adulte Stammzellen

- neurale Stamm-/ fetales/
Vorlauferzellen adultes

Differenzierung in verschiedene
Zelltypen des zentralen Nerven-

10, 29, 45, 54

ZNS-Gewebe  systemes (Neurone, Astrozyten,
Oligodendrozyten)

- Knochenmark- Becken- V.a. hdmatopoetische, aber auch 6,9,14,23
stammzellen kamm- mesenchymale Stammzellen
punktion (Differenzierung in Knorpel-/
Muskel-/ Nervenzellen)
- Nabelschnurblut- Nabelschnur/  V.a. himatopoetische, zu einem 18,23

Stammzellen Plazenta
(postpartal)

noch ungenugend verstanden; ein weite-
res noch ungenugend gelostes Problem ist
das erhohte Risiko der Tumorbildung nach
Transplantation von ES-Zellen (7).

Zur in vitro Differenzierung von spezifischen
neuronalen oder glialen Subtypen aus em-
bryonalen Stammzellen wurden schon Pro-
tokolle entwickelt. So kdnnen beispielswei-
se durch Zugabe von Retinsaure und Sonic
Hedgehog embryonale Stammzellen in Mo-
toneurone und Interneurone differenziert
werden (52), auch Methoden zur Differen-
zierung in Astrozyten (21), Oligodendrozy-
ten (20) und Mikrogliazellen (50) wurden be-
reits publiziert. Vor Kurzem wurde gezeigt,
dass aus humanen embryonalen Stamm-
zellen in vitro differenzierte Motoneurone

geringen Prozentsatz auch
mesenchymale Stammzellen

nach Transplantation ins Ruckenmark von
Huhnerembryonen sowie in adultes Ratten-
Ruckenmark ihren motoneuronalen Phano-
typ behielten und axonale Projektionen aus-
bildeten (31).

Neurale Stammzellen

Wahrend im embryonalen ZNS Zellen mit
Stammzellpotenzial weit verbreitet sind,
kommen sie im Erwachsenen-ZNS nur in
zwei Regionen vor: im Gyrus dentatus des
Hippocampus und in den subventrikularen
Zonen der Seitenventrikel (1, 16). Je nach
Gehirnregion, aus der die Zellen isoliert
werden, unterscheidet man zwischen tat-
sachlichen neuralen Stammzellen und neu-
ralen Vorlauferzellen: Neurale Stammzellen



besitzen ein hohes Regenerationspotenzial
und die Fahigkeit, sich in die verschiedenen
Zelltypen des zentralen Nervensystems
(Neurone, Astrozyten, Oligodendrozyten)
zu differenzieren. Neurale Vorlauferzellen
dagegen erneuern sich nur in begrenztem
Ausmald und sind in ihrer Differenzierungs-
kapazitat auf entweder neuronale oder gli-
ale Zelltypen festgelegt. Humane neurale
Vorlauferzellen konnen z. B. bei Gewebs-
resektionen im Rahmen der Epilepsie-

Abb 1:

Humane Nabelschnurblut-Stamm-
zellen nativ (A) und nach
Differenzierung in einen neuronalen
Phanotyp in vitro (B)

Chirurgie gewonnen werden; als selektive
Proliferationsfaktoren dienen der basische
Fibroblastenwachstumsfaktor (FGF-2) oder
der epidermale Wachstumsfaktor (EGF).
Nach einer Proliferationsphase konnen die
Zellen dann in vitro durch Entzug des Pro-
liferationsfaktors und/oder durch Zugabe
von Differenzierungsfaktoren wie Retin-
saure oder Sonic Hedgehog zur Differen-
zierung gebracht werden (17).

Knochenmark- und Nabelschnur-
blut-Stammazellen

Das Knochenmark beinhaltet zum einen
hamatopoetische Stammzellen, aus denen
Leukozyten, Erythrozyten und Thrombozy-
ten entstehen konnen, zum anderen mes-
enchymale Stammzellen, aus denen Os-
teoblasten, Chondrozyten, Myozyten und
viele andere Zelltypen entstehen konnen
(30). Es gibt auch Evidenz dafur, dass sich
Knochenmarkstammzellen in geeignetem
Milieu in neuronale und astrozytare Zel-
len weiterentwickeln konnen, wobei bisher
nicht sicher geklart ist, ob es sich um Trans-
differenzierungs- oder Zellfusionsprozesse
handelt (49). Hierunter versteht man eine
Reprogrammierung der Zelle nach Ver-
schmelzung mit umgebenden Zellen im
Empfangergewebe.

NabelschnurzellenwerdenausPlazentaund
Nabelschnur gewonnen und sind ebenfalls
reich an hamatopoetischen Stammzellen,
weshalb sie als Alternative zur Knochen-
markstransplantation bei hamatologischen
Erkrankungen dienen konnen, wenn keine
passenden Knochenmarkspender gefun-
den werden konnen (43), daruber hinaus
enthalten  Nabelschnurblut-Stammzellen
auch einen kleinen Prozentsatz von mesen-
chymalen Stammzellen und endothelialen
Progenitorzellen (32). Auch eine Differen-
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zierung in neuronale und gliale Phanoty-
pen ist moglich (41,42) (Abb. 1).

Zelltransplantationsstudien im
Tiermodell

Das am haufigsten verwendete und am bes-
ten charakterisierte Tiermodell der ALS sind
transgene Mause oder Ratten, die mutierte
SOD1 uberexprimieren, was zu einem der
ALS sehr ahnlichen Phanotyp mit progres-
sivem Motoneuronverlust im Ruckenmark
und fortschreitenden Paresen fuhrt. Bereits
vor Ausbruch der Erkrankung kommt es zu
einer Vermehrung reaktiver Astrozyten und
aktivierter Mikrogliazellen im Ruckenmark
(24) und der entsprechenden Produktion
proinflammatorischer und proapoptotischer
Zytokine.

Neurale Stammzellen

Zwei Arbeitsgruppen untersuchten das neu-
roprotektive Potential neuraler Stammmzellen
im SOD1-Rattenmodell. Die Zellen wurden
jeweils bereits vor Auftreten der ersten Sym-
ptome ins Ruckenmark transplantiert. Klein
und Mitarbeiter verwendeten humane neu-
rale Stammzellen, die zusatzlich mit einem
viralen Vektor infiziert waren, der eine ver-
mehrte Produktion des Nervenwachstums-
faktors GDNF (glial cell line-derived neuro-
trophic factor) induzierte. Zudem waren die
Zellen mit CNTF (ciliary neurotrophic factor)
vorbehandelt, um den Prozentsatz an Ast-
rozyten in der Zellpraparation zu erhohen.
Das Problem bei dieser Studie war jedoch,
dass die transplantierten Zellen nur sehr
begrenzt im Ruckenmark wanderten und
GDNF daher nur im unmittelbaren Trans-
plantatbereich sezerniert wurde. Zudem
beinhaltete das Transplantat trotz der CNTF-
Vorbehandlung nur einen kleinen Anteil
von Astrozyten und bestand uberwiegend
aus Nestin-positiven neuralen Vorlauferzel-

len (29). Folglich hatte die Behandlung auch
keinen Effekt auf das Fortschreiten der Er-
krankung oder die Uberlebenszeit. In einer
weiteren Studie der gleichen Arbeitsgruppe
konnte dann gezeigt werden, dass die Zell-
korper der Motoneurone im Ruckenmark
durch die GDNF-sezernierenden Vorlaufer-
zellen durchaus geschutzt wurden, es aber
weiterhin zum Verlust der neuromuskularen
Endplatten kam (45).

Xu et al. transplantierten humane neurale
Stammzellen, die aus Zervikalmark gewon-
nen worden waren, was im Rattenmodell zu
einer Verzogerung des Krankheitsbeginns
und einer Verlangerung der Lebenszeit
fihrte, begleitet von einer Reduktion des
spinalen Motoneuronverlusts (54). In dieser
Studie bildeten die transplantierten Zellen
uberwiegend einen neuronalen Phanotyp
aus und gingen synaptische Verbindungen
mit den Motoneuronen des Empfangertieres
ein. Aul3erdem lield sich auch eine Sekretion
der Wachstumsfaktoren GDNF (glial derived
neurotrophic factor) und BDNF (brain de-
rived neurotrophic factor) im Rickenmark
und Liquor der transplantierten Tiere nach-
weisen, sodass der Effekt der Transplanta-
tion der neuralen Stammzellen v.a. auf die
vermehrte Sekretion dieser Wachstumsfak-
toren zurlckgefiihrt wurde. Das insgesamt
bessere Ergebnis dieser Studie bei ahnli-
chem Ansatz konnte auf eine verbesserte
Platzierung des Transplantates, das jungere
Alter bei Transplantationen, einen unter-
schiedlichen Phanotyp der implantierten
Zellen oder auch auf den Gebrauch unter-
schiedlicher Immunsuppressiva zuruckzu-
fihren sein (26).

Eine Studie in SOD1-Mausen evaluierte die
Wirkung muriner neuraler Stammezellen, die
vor der Transplantation in einen motoneu-
ron-ahnlichen Phanotyp differenziert wur-




den (10). Die Tiere zeigten eine 3-wochige
Verzdogerung des Krankheitsausbruchs, ein-
hergehend mit einem verzogerten Abster-
ben spinaler Motoneurone und einer durch-
schnittlichen Uberlebenszeitverlangerung
von ebenfalls 3 Wochen, wobei die mittlere
Krankheitsdauer unverandert blieb. Auch
hier liel3 sich der positive Effekt der trans-
plantierten Zellen auf das Uberleben der
Motoneurone der Empfangertiere auf die
Freisetzung von Nervenwachstumsfaktoren
(IGF-1, insulin-like growth factor-1; VEGF,
vascular endothelial growth factor) zurtck-
fuhren (10). Ein Hauptproblem war auch
hier wieder, dass die transplantierten Zellen
kaum im Ruckenmark migrierten, sondern
offensichtlich lediglich lokal im Bereich der
Transplantatstelle einwuchsen. Angesichts
der Tatsache, dass es jedoch nach Trans-
plantation ins lumbale Ruckenmark nicht
nur zu einer Verzogerung des Auftretens der
Paresen der Hinterbeine, sondern zu einer
generellen Verzogerung des Krankheitsbe-
ginns kam, ist davon auszugehen, dass die
von den transplantierten Zellen produzier-
ten Wachstumsfaktoren durch das Rucken-
mark diffundierten, um einen generellen
trophischen Effekt zu erzielen (26).

All diese Studien wurden in prasympto-
matischen Tieren durchgefiihrt. Inwieweit
die Transplantation neuraler Stammzellen,
deren Haupteffekt in vermehrter Sekretion
von trophischen Faktoren zu liegen scheint,
auch nach Ausbruch der Erkrankung von
Nutzen sein kann, bleibt zukinftigen Studi-
en vorbehalten. Moglicherweise konnte die
Erhohung der Anzahl von Injektionsstellen
entlang der Wirbelsaule zur effektiveren
Versorgung des gesamten Ruckenmarkes
mit Wachstumsfaktoren fihren, sodass die-
se Art der Zelltherapie auch nach Auftreten
der ersten ALS-Symptome noch von Nutzen
sein konnte, was letztlich die Voraussetzung
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fur einen Einsatz bei Patienten ware (26).

Nabelschnurblut-/
Knochenmarkszellen

Auch mit Nabelschnurblut- und Knochen-
markstammzellen wurden im ALS-Mausmo-
dell bereits Therapiestudien durchgefihrt
(6, 9, 14, 18). Die intravendse Injektion von
sowohl humanen Nabelschnurblutzellen als
auch murinen Knochenmarkszellen flihrte
zu einer Verzogerung des Krankheitsaus-
bruchs und verlangerte die Uberlebenszeit
um bis zu drei Wochen. Die Autoren gehen
davon aus, dass hier v.a. systemische, ggf.
immunmodulatorische Effekte der Zellinjek-
tion entscheidend flir die beobachteten Ver-
besserungen waren.

Um das Schicksal intraperitoneal injizierter
Knochenmarkstammzellen besser verfolgen
zu konnen, transplantierte eine italienische
Arbeitsgruppe SOD1-Mause (nach voraus-
gehender Knochenmarksablation durch Be-
strahlung) mit Knochenmarkstammzellen,
die von Mausen stammten, die ein grun
fluoreszierendes Protein (GFP) in allen Ge-
webetypen exprimierten, und von Tieren,
die ein gelb fluoreszierendes Protein (YFP)
ausschlieBlich neuronal exprimierten. Im
Cortex der Empfangertiere konnten nur
wenige GFP- und YFP-positive Neurone
beobachtet werden, was von den Autoren
auf Zellfusionsprozesse zuruckgefuhrt wur-
de. Hingegen konnten in grolRem Ausmal}
GFP-positive Mikrogliazellen sowohl im Ge-
hirn als auch im Rickenmark der behandel-
ten Tiere nachgewiesen werden. Zusatzlich
wurden auch reife und unreife GFP-positive
Muskelfasern in Herz- und Skelettmuskelge-
webe der ALS-Mause nachgewiesen, was
dafur spricht, dass Knochenmarkstammzel-
len auch zur Muskelregeneration beitragen
konnen. SOD1-Mause, die mit Wildtyp-
Knochenmarkszellen behandelt wurden,
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zeigten eine Verzogerung des Krankheits-
ausbruchs und eine Verlangerung der Uber-
lebenszeit von jeweils 12 — 14 Tagen, was
sich anhand der Fluoreszenzmarkierung vor
allem auf den Effekt der aus den Knochen-
markstammzellen entstandenen gesunden
Mikroglia und nicht auf eine Neuroneoge-
nese zurtckfuhren lasst (9).

Eine Studie aus Ulm verglich die intrathekale
Verabreichung von humanen mesenchyma-
len und Nabelschnurblut-Stammzellen so-
wohl nativ als auch nach Vordifferenzierung
der jeweiligen Zellen in neuralen Stammzel-
len ahnliche Zellen. Hauptproblem bei die-
ser Studie war, dass es nach Injektion der
Zellsuspension in die Zisterna magna nur zu
einer sehr limitierten Migration der Zellen
ins ZNS-Gewebe kam. Dementsprechend
waren die Ergebnisse bis auf eine Verbes-
serung der motorischen Leistungen bei
weiblichen Tieren nach Transplantation von
mesenchymalen Stammzellen negativ (23).

Erste klinische Therapiestudien mit hama-
topoetischen Stammzellen wurden bereits
an ALS-Patienten durchgefiuhrt. Janson et
al. (2001) injizierten ALS-Patienten hama-
togene aus peripherem Blut gewonnene
Stammzellen intrathekal, was bei guter Ver-
traglichkeit keine signifikanten Effekte ergab
(27). In Studien von Mazzini et al. wurden
autologe Knochenmarkstammzellen ins Ru-
ckenmark von bisher insgesamt neun ALS
Patienten injiziert. Die Behandlung hatte nur
geringe Nebenwirkungen, die Wirksamkeit
konnte noch nicht ausreichend belegt wer-
den. Es zeigte sich jedoch eine Verlangsa-
mung der Progredienz des Kraftverlustes in
einigen Muskeln sowie eine Stabilisierung
der respiratorischen Funktion bei einem Teil
der behandelten Patienten (33-35). Da eine
kurative neuroprotektive Therapie der ALS
nach wie vor nicht existiert, sollte dringend

eine weitere Erprobung dieser Methode so-
wohl im Tiermodell als auch in kontrollier-
ten klinischen Studien mit begleitender wis-
senschaftlicher Evaluation erfolgen, um das
Potenzial dieser Methode zu erfassen (44).

Wahrend die bisher erwahnten Studien
nicht auf Zellersatz verloren gegangener
oder geschadigter Motoneurone, sondern
auf die Erzeugung gunstigerer Bedingun-
gen fur korpereigene Motoneurone im Ru-
ckenmark abzielten, ist aufgrund des se-
lektiven Motoneuronverlustes bei der ALS
trotz zahlreicher noch ungeloster metho-
discher Probleme grundsatzlich auch eine
tatsachliche Zellersatztherapie denkbar. In
einem Rattenmodell mit virusvermittel-
tem akutem Motoneuronverlust konnten
Motoneurone aus murinen embryonalen
Stammzellen bereits erfolgreich eingesetzt
werden; die spinal implantierten Motoneu-
rone zeigten bei gleichzeitiger Infusion des
Wachstumsfaktors Dibutyryl - cAMP ein ziel-
gerichtetes Auswachsen von Axonen in die
Vorderwurzeln (25). Ob derartige auf direk-
ten Zellersatz ausgerichtete Ansatze auch
bei einer chronischen neurodegenerativen
Erkrankung wie der ALS sinnvoll einge-
setzt werden konnen, muss sicherlich noch
durch intensive Grundlagen- und tierexpe-
rimentelle Forschung weiter abgeklart wer-
den (26). Das G93A- Mausmodell, das eine
hohe Kopienzahl des mutierten SOD1-Gens
exprimiert und daher einen sehr raschen
Krankheitsverlauf zeigt, erscheint fir derar-
tige Untersuchungen nur bedingt geeignet.
Moglicherweise sind Tiermodelle mit lang-
samerer Krankheitsprogression, wie z. B.
die Wobbler-Maus, in denen potenzielle Re-
generationsprozesse in einem ausreichend
langen Zeitfenster beobachtet werden kon-
nen, geeigneter (26).




Gentherapie

Gentherapie mit viralen Vektoren hat in den
letzten 20 Jahren als vielversprechender
Behandlungsansatz fur Krankheiten, fur die
bisher keine pharmakologische oder ope-
rative Behandlungsoption existiert, Beach-
tung gefunden. Das urspriingliche Konzept
war vor allem auf die Behandlung von erb-
lichen genetischen Krankheiten gerichtet,
derzeit sind jedoch Krebserkrankungen die
Hauptindikation bei klinischen Gentherapie-
studien.

Zur Behandlung von neurologischen Er-
krankungen erscheinen virale Vektoren, die
auf Lentiviren oder adenoassoziierten Viren
(AAV) basieren, besonders attraktiv (2, 12).
Lentiviren konnen durch unterschiedliche
Hullproteine , pseudotypisiert” werden, wo-
durch die Spezifitat fir bestimmte Zelltypen
erhoht und die Transduktionseffizienz, d.h.
das Einschleusen des therapeutisch wirk-
samen Gens in die Zielzellen, verbessert
wird. Gentherapie mit lentiviralen Vektoren
wurde in den letzten Jahren in zahlreichen
Tiermodellen neurologischer Erkrankungen
erfolgreich zum Einsatz gebracht (2).
Rekombinante AAV-Vektoren (adenoassozi-
ierte virale Vektoren) konnen eine Vielzahl
von sich teilenden und ruhenden Zelltypen
transduzieren und zu einer langfristigen
Genexpression fuhren, dabei sind sie nicht
pathogen und nur schwach immunogen.
Derzeit existieren 8 verschiedene AAV-Sero-
typen mit verschiedener Gewebespezifitat
und verschiedenen Transduktionsmustern
(15, 48). Die Mehrzahl klinischer Studien,
die derzeit bei neurodegenerativen Erkran-
kungen geplant oder bereits im Gange sind,
basieren daher auf AAV-Vektoren. Hierzu ge-
horen Phase1-Studien bei der Parkinsoner-
krankung mit AAV-Glutamatdecarboxylase
(GAD) sowie der Einsatz von AAV-Vektoren
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zum Transfer von nerve growth factor (NGF)
bei Morbus Alzheimer (15).

Gentransfer

Bei den Applikationsformen der Genthera-
pie kann man zwischen direktem und indi-
rektem Gentransfer unterscheiden. Die di-
rekte Injektion eines Vektors ins Rlickenmark
fihrt zu hohen Titern in der Zielregion; Zell-
spezifitat des Vektors kann durch Hullprotei-
ne oder zellspezifische Promotorsequenzen
gewahrleistet werden. Effektiver Gentrans-
fer durch intraspinale Injektion konnte im
SOD1 transgenen Tiermodell sowohl mit
lentiviralen als auch mit AAV-Vektoren er-
zielt werden (15, 47). Nachteil der direkten
intraspinalen Injektion sind die damit ver-
bundenen potenziellen Komplikationen und
Risiken, die jedoch angesichts der Schwere
der Erkrankung und des Fehlens kurativer
Therapiealternativen bei der ALS vertretbar
sein konnten.

Eine Alternative zur direkten intraspinalen
Injektion stellt der retrograde axonale Trans-
port eines viralen Vektors, in der Regel nach
intramuskularer Injektion, dar. So wird eine
spezifische Expression des therapeutischen
Transgens in Motoneuronen gewabhrleistet;
gliale Zellen, deren Bedeutung in der ALS-
Pathogenese zunehmend gewdurdigt wird,
werden auf diesem Weg allerdings nicht er-
reicht. Problematisch erscheint zudem, dass
im ALS-Mausmodell Storungen des axona-
len Transports auftreten, so dass die Effizi-
enz des indirekten Gentransfers bei der ALS
eingeschrankt sein konnte (53).

Einige Gruppen berichteten jedoch Uber er-
folgreiche Gentherapien im SOD1-Tiermo-
dell nach intramuskularer Injektion viraler
Vektoren (38, 55). Die potenzielle Ubertra-
gung dieser Ergebnisse in Patientenstudi-
en wird zusatzlich erschwert durch die we-
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sentlich grofBere menschliche Muskelmasse
und langere Distanz von distalen Extremita-
tenmuskeln bis zum Rickenmark, was den
retrograden axonalen Transport sicherlich
komplizierter macht als im Mausmodell. Die
fortschreitende Weiterentwicklung viraler
Vektoren wird diese Technik jedoch maogli-
cherweise eines Tages auch beim Menschen
anwendbar machen (15).

Eine dritte Maoglichkeit, ein therapeutisch
wirksames Transgen zur Expression in den
Empfangerorganismus zu bringen, besteht
in der sog. ex vivo Gentherapie. Hierbei han-
delt es sich um die genetische Manipulation
von Zellen, vorzugsweise Stammzellen mit
hohem Regenerationspotenzial, ex vivo vor
Transplantation ins Ruckenmark. Ein Beispiel
fur diesen Ansatz ist die bereits erwahn-
te Arbeit von Klein und Mitarbeitern, in der
menschliche neurale Vorlauferzellen durch
Infektion mit einem lentiviralen Vektor dazu
gebracht wurden, vermehrt den Nerven-
wachstumsfaktor GDNF zu sezernieren (29).

Nervenwachstumsfaktoren sorgen wahrend
der Embryonalentwicklung fiir Uberleben
und Ausdifferenzierung von Nervenzellen
und tragen auch im erwachsenen Nerven-
system zum Funktionserhalt bei. Wahrend
im Tiermodell zum Beispiel mit vascular en-
dothelial growth factor (VEGF) oder insulin-
like growth factor 1 (IGF-1) therapeutische
Effekte erzielt werden konnten, waren klini-
sche Studien an ALS-Patienten bisher nicht
erfolgreich und scheiterten z. T. an den nicht
tolerierbaren Nebenwirkungen, die eine sys-
temische Applikation von Wachstumsfakto-
ren mit sich brachte (2, 51). Hier konnte die
gezielte virusvermittelte Expression eines
Wachstumsfaktors in Motoneuronen einen
Ausweg bieten, was im Tiermodell bereits
erfolgreich umgesetzt wurde (3, 28).

RNA-Interferenz

Neben der vermehrten Expression von po-
tenziell therapeutisch wirksamen Transge-
nen bietet die Gentherapie mit viralen Vekto-
ren auch die Moglichkeit, ein mutiertes Gen,
das zellschadigende Proteine generiert, he-
runter zu regulieren, auch als ,Gene silenc-
ing” bezeichnet (2). Dies geschieht mittels
der Methode der RNA-Interferenz (RNAI),
d.h. dem hochspezifischen ,Stilllegen” ei-
nes Gens durch in die Zelle eingeschleuste
kleine RNA-Molekdle (11). Fur diesen Thera-
pieansatz sind lediglich Krankheiten geeig-
net, die auf einer bekannten Genmutation
beruhen, die zur Uberproduktion eines zell-
schadigenden Proteins fihrt. Hierzu gehoren
die 20% der familiaren ALS-Falle, die durch
Mutationen im SOD1-Gen und den dadurch
bedingten toxischen Funktionsgewinn des
SOD1-Enzyms hervorgerufen werden (40).
Mehrere Studien konnten im SOD1-Maus-
modell bereits sehr erfolgreich zeigen, dass
mittels RNA-Interferenz die mutierte SOD1
effizient herunter reguliert und das Uber-
leben der Tiere sowie die motorische Leis-
tung dramatisch verbessert werden kon-
nen (38, 39). Die Herausforderung bei der
Behandlung der menschlichen autosomal
dominant erblichen SOD1-assoziierten ALS
liegt jetzt darin, die mutierten SOD1-Allele
spezifisch herunterzuregulieren, ohne die
physiologisch wichtige Expression des ge-
sunden SOD1-Proteins zu beeintrachtigen.
Da bereits Uber 100 unterschiedliche ALS-
verursachende SOD1-Mutationen bekannt
sind, mussten zudem jeweils spezifische
Vektoren entwickelt werden (2).

Insgesamt erscheint die Gentherapie als
vielversprechender Ansatz, nebenwirkungs-
arm bestimmte Faktoren, die zum Uberle-
ben von Motoneuronen beitragen, zellspe-
zifisch zu exprimieren. Bevor es zur breiten




Anwendung in klinischen Studien kommen
wird, sind jedoch noch zahlreiche Aspekte
wie ausreichende Sicherheit des verwen-
deten Vektor-Systems (Vermeidung einer
zufalligen Integration ins humane Genom
oder in Keimzelllinien), die Ermittlung der
sichersten und gleichzeitig effizientesten
Applikationsmethoden sowie nicht zuletzt
die standardisierte Produktion grof3er Vek-
tormengen (da wahrscheinlich mehrere In-
jektionsorte und mehrfache Injektionen pro
Patient erforderlich waren) zu bedenken. (2).
Die schlechte Prognose und die fehlenden
Alternativen liefern jedoch Argumente, ex-
perimentelle Therapieansatze wie Stamm-
zell- und Gentherapien maoglichst bald in
klinischen ALS-Studien auszuprobieren.
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