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Summary

Are gene or stemm cell therapies 
a therapeutic option?
Paper delivered at the annual meeting 
of the Swiss Society for Cardiology, 
Basle, June 2004. 

The aim of cardiovascular gene and stem cell
therapy concepts is regeneration of vascular
and myocardial cells in ischaemically dam-
aged areas. Despite the wealth of more or less
valid study results, two main directions for clin-
ical investigation can be distinguished. Gene
therapy with angiogenic growth factors in the
form of repetitive intramuscular injections of
naked plasmid DNA (pDNA) is simple to per-
form and is principally applied in clinical in-
vestigations in the field of peripheral arterial
occlusive disease (�therapeutic angiogenesis�).
Anumber of parallel phase II studies with non-
viral pDNA for fibroblast growth factor-1
(FGF-1) are ongoing in the USA and Europe
(TALISMAN studies). In ischaemic heart dis-
ease stem cell-based concepts are showing first
clinical results. Adult stem cells are obtained
by bone marrow puncture or ex-vivo expansion
in blood of circulating stem cells also deriving
from the patient�s bone marrow. After intra-
coronary administration what is hoped for is
intensified neovascularisation of ischaemic
myocardium through release of angiogenic
growth factors from mononuclear bone mar-
row cells, and regeneration of infarcted myo-
cardium by transdifferentiation of mesenchy-
mal stem cells into myocardial cells. In this
context the German multicentre study Trans-
plantation Of adult Progenitor Cells in Ischae-
mic Heart Disease (TOPCARE-AMI study)
and Bone Marrow Transfer to Enhance 
ST-Elevation Infarct Regeneration (BOOST
study) will shortly widen our knowledge still
further.

Key words: stem cell therapy; gene therapy;
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Zusammenfassung

Kardiovaskuläre Gen- und Stammzellthera-
pie-Konzepte haben die Regeneration von
Gefäss- und Herzmuskelzellen in ischämisch
geschädigten Arealen zum Ziel. Trotz der Fülle
mehr oder weniger valider Studienresultate
lassen sich zwei Hauptrichtungen der klini-
schen Erprobung unterscheiden. Die Gen-
therapie mit angiogenen Wachstumsfaktoren,
in Form repetitiver, intramuskulärer Injek-
tionen nackter Plasmid-DNA (pDNA), ist ein-
fach in der Anwendung und vorwiegend in 
klinischer Erprobung bei der peripheren arte-
riellen Verschlusskrankheit («therapeutische 
Angiogenese»). Mehrere Phase-II-Studien mit
nicht-viraler pDNA für den Fibroblasten-
wachstumsfaktor-1 (FGF-1) laufen parallel in
den USA und in Europa (TALISMAN-Stu-
dien). Bei der ischämischen Herzkrankheit
zeigen Stammzell-basierte Konzepte erste
klinische Erfolge. Adulte Stammzellen werden
durch Knochenmarkpunktion oder Ex-vivo-
Expansion im Blut zirkulierender, ebenfalls
aus dem Knochenmark des Patienten stam-
mender, Stammzellen gewonnen. Nach intra-
koronarer Applikation erhofft man eine ver-
stärkte Neovaskularisation ischämischen
Myokards durch Freisetzung angiogener
Wachstumsfaktoren aus mononukleären Kno-
chenmarkzellen, und die Regeneration infar-
zierten Myokards durch Transdifferenzierung
mesenchymaler Stammzellen in Herzmuskel-
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zellen. Die deutschen Multizenter-Studien
«Transplantation Of adult Progenitor Cells in
Ischaemic Heart Disease» (TOPCARE-AMI-
Studie) und «Bone Marrow Transfer to En-
hance ST-Elevation Infarct Regeneration»
(BOOST-Studie) werden hier in naher Zukunft
weitere Erkenntnisse liefern. 

Key words: Stammzelltherapie; Genthe-
rapie; ischämische Herzkrankheit; periphere
arterielle Verschlusskrankheit; angiogene
Wachstumsfaktoren; mononukleäre Knochen-
markzellen

Einleitung

Gen- und Stammzellen-basierte Behand-
lungsansätze ischämischer Gefässkrank-
heiten gehen auf einen gemeinsamen Ur-
sprung zurück. Die Hypothese ist, dass angio-
gene Wachstumsfaktoren [1] und aus dem
Knochenmark stammende, zirkulierende Vor-
läufer- oder Progenitorzellen (adulte Stamm-
zellen [2]), therapeutisch genutzt werden kön-
nen [3, 4]. Die Gentherapie mit angiogenen
Wachstumsfaktoren zur Stimulation von Kol-
lateralgefässen hat heute eher ihre Domäne
bei der peripheren arteriellen Verschluss-
krankheit gefunden [5, 6]. Der Nachweis von
im Blut zirkulierenden, aus dem Knochen-
mark stammenden Vorläuferzellen initiierte
dagegen über die reine Stimulation der Neo-
vaskularisation hinausgehende Konzepte. Kli-
nische Studien testen inzwischen, ob aus dem
Knochenmark des Beckenkamms stammende
und ins Herz injizierte mesenchymale Vorläu-
ferzellen geschädigte Myokardzellen ersetzen
können. 

Gentherapie-Studien

Plazebo-kontrollierte, randomisierte klinische
Studien zur therapeutischen Angiogenese, in
welchen angiogene Wachstumsfaktoren wie
VEGF (vaskulärer endothelialer Wachstums-
faktor [vascular endothelial growth factor in
der AGENT-Studie]) oder FGF (Fibroblasten
Wachstumsfaktor [fibroblast growth factor])
als rekombinante Proteine gegeben wurden,
zeigten keine klinisch überzeugenden Resul-
tate. Die kurze Halbwertszeit von wenigen
Minuten im Blut, das erhebliche Nebenwir-
kungspotential mit relevanter Hypotension
und Nephrotoxizität bei systemischer Appli-
kation, aber auch die erheblichen Kosten einer
systemischen Behandlung haben diese An-

wendungsform praktisch zum Verschwinden
gebracht. Demgegenüber stehen gentherapeu-
tische Ansätze. Durch eine lokale Applikation
und die langsamere Freisetzung der thera-
peutischen Proteine über Tage bis Wochen
können die oben genannten Nachteile prak-
tisch umgangen werden. Beispielhaft für
verschiedene Gentherapie-Formen werden
nachfolgend die AGENT- (koronare Herz-
krankheit), RAVE- (periphere arterielle Ver-
schlusskrankheit) und TALIMAN- (periphere
arterielle Verschlusskrankheit) Studien dar-
gestellt. 

The Angiogenic GENe Therapy trials
(AGENT-Studien)
In 2 randomisierten, doppelblinden, Plazebo-
kontrollierten Multizenter-Studien wurde die
einmalige intrakoronare Gabe des angiogenen
Wachstumsfaktors FGF-4 in Form einer
adenoviralen Gentherapie (Ad5FGF-4 [repli-
kationsinkompetenter Serotyp-5-Adenovirus
mit Ersatz der E1a- und E1b-Gene durch das
humane FGF-4-Gen {Vektor}]) an insgesamt
131 Patienten mit pektanginösen Beschwer-
den getestet. In der ersten der beiden Stu-
dien wurden Sicherheit und antiischämische
Effekte von 5 steigenden Dosen Ad5FGF-4
(3,2�108 bis 3,2�1010 Virus-Partikel [VP]) bei
Patienten mit chronisch stabiler Angina pec-
toris untersucht. Eine einmalige Dosis von
Ad5FGF-4 (n = 60) oder Plazebo (n = 19) wurde
über jeweils 90 Sekunden direkt intrakoronar
verabreicht. Der Anteil an Patienten mit einer
>30prozentigen Verbesserung der Laufband-
belastung nach 12 Wochen war in der aktiv 
behandelten Gruppe grösser (36%) als in der
Plazebo-Gruppe (21%). Der Unterschied war
statistisch nicht signifikant (Abb. 1), es be-

Abbildung 1
Veränderung der totalen Laufbandbelastung nach einer 
einmaligen intrakoronaren Gabe von Ad5FGF-4 oder
Plazebo in der AGENT-Studie.
Ad5FGF-4 = Replikationsinkompetenter Serotyp-5-Adeno-
virus mit Ersatz der E1a- und E1b-Gene durch das humane
FGF-4-Gen (Vektor).
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stand allerdings ein Dosiseffekt für verschie-
dene Subgruppen. Ein signifikant besseres
Resultat wurde für die aktive Behandlungs-
gruppe nachgewiesen, wenn Patienten vor der
Behandlung eine weniger als 10minütige
Laufbandbelastungsfähigkeit aufwiesen (27%
vs. 7%; p = 0,01), oder wenn ein niedriger
Antikörper-Titer gegen Adenoviren (<1:100)
vorlag (43% vs. 7%; p <0,05). In der AGENT-2-
Studie wurde der Effekt von Ad5FGF-4 (n = 35)
im Vergleich mit Plazebo (n = 17) auf die myo-
kardiale Perfusion bei Patienten mit stabiler
Angina pectoris mittels SPECT evaluiert. In
AGENT 2 wurde die in der zuvor erwähnten
Dosisfindungs-Studie als sicher erachtete
Maximaldosis von 1010 VP ebenfalls einmalig
intrakoronar verabreicht. Die mittlere Reduk-
tion des reversiblen Perfusionsdefekts betrug
4,2 ± 5,6% (21% im Vergleich zum Ausgangs-
befund) in der aktiven Behandlungsgruppe,
und 1,6 ± 6,4% (8% im Vergleich zum Aus-
gangsbefund) in der Plazebo-Gruppe. Mit ei-
ner signifikanten Reduktion der Defektgrösse
in der Ad5FGF-4-Gruppe im Vergleich zum
Ausgangsbefund war der Unterschied zur
Plazebo-Gruppe statistisch nicht signifikant
[7]. Trotz der positiven Signale beider AGENT-
Studien und zweier bereits initiierter Phase-
III-Studien wurde das Entwicklungspro-
gramm für Ad5FGF-4 vom Sponsor Schering
vor kurzem eingestellt. 

Regional Angiogenesis with Vascular
Endothelial growth factor in periph-
eral arterial disease (RAVE-Studie)
In der RAVE-Studie, eine randomisierte, dop-
pelblinde, Plazebo-kontrollierte Multizenter-
Studie, wurde eine einmalige intramuskuläre
Gabe des angiogenen Wachstumsfaktors
VEGF121 mittels eines adenoviralen Vektors
(AdVEGF121 [replikationsinkompetenter Sero-
typ-5-Adenovirus mit Ersatz der E1a- und z.T.
E1b/E3-Gene durch das humane VEGF121-
Gen {Vektor}]) an insgesamt 105 Patienten mit
peripherer arterieller Verschlusskrankheit
getestet. Primärer Endpunkt dieser Studie
war die maximal mögliche und die bis zum
Einsetzen einer Claudicationssymptomatik

messbare Zeit auf dem Laufband. Zwischen
dem Plazebo  (n = 33), einer niedrig dosierten
AdVEGF121 (4�109 Plaque formende Unit [PU];
n = 32) und der hoch dosierten AdVEGF121-
Dosisgruppe (4�1010 PU; n = 40) bestand kein
Unterschied [8]. Als Ursachen des negativen
Studienresultates wurden (1.) die kurze Gen-
Expression von 1�2 Wochen, und (2.) die be-
grenzte Transfektionseffizienz von Adenovi-
ren in quergestreifter Muskulatur angegeben.
Tatsächlich liegt die Transfektionseffizienz
adenoviraler Vektoren nicht wesentlich über
der von nackter Plasmid-DNA, aber mit dem
entscheidenden Nachteil, dass eine wieder-
holte Injektion aufgrund der Antikörperbil-
dung nicht wirksam ist. Erklärungen der 
negativen RAVE-Studie finden sind auch in
den experimentellen Daten von Dor et al.,
nach denen erst eine mehr als 4 Wochen an-
dauernde Überexpression von VEGF zu einer
stabilen Neovaskularisation im Tiermodel
führt, wohingegen es bei einer kürzer dau-
ernden Stimulation zu einer Regression der
neuen Gefässe und Kapillaren kommt [9]. 

Therapeutic Angiogenesis Leg 
Ischaemia Study for Management 
of Arteriopathy and Non-healing ulcer
(TALISMAN-Studien)
Die pharmakokinetisch und pharmakodyna-
misch rationalste Form einer angiogenen
Gentherapie scheint heute die repetitive Gen-
Applikation, mit möglichst mehr als 4 Wochen
andauerndem Stimulationseffekt. Repetitive
intramuskuläre Injektionen (nicht-viraler)
Plasmid-DNA wurden bereits in den ersten
klinischen Studien von Isner et al. beschrieben
[10] und von anderen Gruppen als klinisch
effizient und sicher bestätigt [11]. 

Das günstige Sicherheitsprofil selbst
hoher Dosen nicht-viraler Plasmid-DNA und
die Möglichkeit einer repetitiven Applikation,
eventuell sogar hin zu einer massgeschnei-
derten, individualisierten Behandlung nach
Bedarf eines Patienten, sind im TALISMAN-
Gentherapie-Programm bei peripherer arte-
rieller Verschlusskrankheit implementiert 
worden (Abb. 2). Im TALISMAN-Programm

Ref. Tod Lebend mit Lebend ohne
Amputation Amputation

Patienten mit kritischer PAVK ohne [21] 20% 35% 45%
Möglichkeiten oder nach misslungener 
Revaskularisation 
Patienten mit kritischer PAVK ohne [12] 8% 20% 72%
Möglichkeiten oder nach misslungener 
Revaskularisation (NV1FGF, Phase-I-Studie)
NV1FGF = nicht virale Plasmid-DNA mit Kodierung des humanen FGF-1-Gens (Vektor)

Tabelle 1
Klinischer Verlauf bei Pa-
tienten mit kritischer Durch-
blutungsstörung der unte-
ren Extremitäten nach 6
Monaten. Oben: historische
Vergleichsgruppe (Dor-
mandy 1999 [21]). Unten: 
Phase-I-Studie (n = 51) 
mit NV1FGF [12].
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wird die repetitive intramuskuläre Gabe von
NV1FGF (nicht virale Plasmid-DNA mit Ko-
dierung des humanen FGF-1-Gens (Vektor)]
bei Patienten mit peripherer arterieller Ver-
schlusskrankheit verschiedenen Schwere-
grades getestet. In einer Phase-I-Studie mit 51
Patienten wurde die Sicherheit der Behand-
lung dokumentiert und Hinweise einer klini-
schen Effizienz gesehen (Tab. 1, [12]). In einer
weiteren Phase-I-Studie konnte erstmals auch
die erfolgreiche Transfektion der quergestreif-
ten humanen Muskelzellen mittels einer in-
tramuskulären Injektion von NV1FGF in vivo

gezeigt werden. In Muskelgewebeproben, die
während der Amputation von Patienten mit
3�5 Tage zuvor erfolgter NV1FGF-Injektion
entnommen wurden, konnte die Expression
des Transgens (FGF-1) nachgewiesen werden
[13]. 

Zwei randomisierte, doppelblinde, Plazebo-
kontrollierte Phase-II-Multizenter-Studien
bei Patienten mit kritischer Extremitäten-
ischämie wurden anfangs 2004 abgeschlossen.
Die Resultate werden anfangs 2005 erwartet.
Parallel dazu wurde eine weitere Plazebo-kon-
trollierte NV1FGF-Studie bei Patienten mit
Claudicatio intermittens in den USA und 
Europa begonnen. Insgesamt sollen 360 Pati-
enten eingeschlossen werden. 

Zusammenfassend ist die intramuskuläre
Gentherapie einfach, sicher und kann in ho-
hen Dosen repetitiv lokal appliziert werden.
Bewiesene Transfizierbarkeit quergestreifter
Skelettmuskeln und die Möglichkeit einer
längeren Überexpression angiogener Wachs-
tumsfaktoren am Bedarfsort durch repetitive
Gaben bilden eine gute Rationale für dieses
Therapiekonzept.

Stammzelltherapie

Die Möglichkeiten einer Therapie kardiovas-
kulärer Erkrankungen mit adulten Stamm-
zellen aus dem Knochenmark wurde mit dem
Nachweis zirkulierender endothelialer Vor-
läuferzellen erstmals diskutiert [14]. Anfäng-
liche Studien zielten zunächst weiterhin auf
die Stimulation und Verbesserung der Neo-
vaskularisation ischämischer Gewebe. So wa-
ren Kalka et al. die ersten, die die Ex-vivo-Ex-

Tabelle 2
Studien zur Applikation 
von mesenchymalen
Stammzellen bei koronarer
Herzkrankheit.

Protokoll Patienten (n) Klinischer Verlauf
Intrakoronare Applikation
Strauer et al. [22] BM-MNC vs. controls 10 AMI Verbesserung hypokinetisches Areal, 

enddiastolische Volumen- und Infarkt-
region. Keine Veränderung der 
globalen Auswurffraktion.

Assmus et al. [19] BM-MNC vs. 58 AMI Verbesserung globale Auswurffraktion,
expandierte PB-MNC regionale Wandmobilität, koronare 

Flussreserve und «viability» (PET).
Intramyokardiale Applikation
Tse et al. [23] BM-MNC (NOGA) 8 KHK Keine schwerwiegenden 

Nebenwirkungen.
Perin et al. [24] 14 KHK Verbesserung Auswurffraktion 

und enddiastolisches Volumen
Fuchs et al. [25] 10 KHK Verbesserung der Angina-Symptomatik

und SPECT-Stress-Score
Stamm et al. [26] CD133+ BM-MNC 6 AMI Keine schwerwiegenden 

(kombiniert mit ACB) Nebenwirkungen.
BM-MNC = mononukleäre Zellfraktion aus dem Knochenmark (bone marrow derived-mononuclear
cells); MI = akuter Myokardinfarkt; KHK = koronare Herzkrankheit; ACB = aortokoronarer Bypass

Abbildung 2
Intramuskuläre Gentherapie
bei der peripheren arteriel-
len Verschlusskrankheit. 
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pansion von endothelialen Vorläuferzellen aus
dem Knochenmark und deren Readministra-
tion zur Verbesserung der Neovaskularisation
im Tierversuch beschrieben [15]. Nachfol-
gende Gruppen verzichteten auf die Extrak-
tion der rein endothelialen Vorläuferzellen,
und verabreichten die gesamte BM-MNC (mo-
nonukleäre Zellfraktion aus dem Knochen-
mark [bone marrow derived-mononuclear
cells])-Fraktion. Die Theorie dahinter ist, dass
zum einen endotheliale Vorläuferzellen der
BM-MNC-Fraktion in ischämische Gewebe
einwandern und dort zu Endothelzellen diffe-
renzieren, und zum andern die für endothe-
liale Oberflächenmarker negative Fraktion
der BM-MNC ebenfalls in ischämische Ge-
webe einwandern und in hohen Konzentratio-
nen angiogene Wachstumsfaktoren ausschüt-
ten. Die Möglichkeiten, adulte Stammzellen
mit typischen Oberflächenmarkern endothe-
lialer Vorläuferzellen durch die Behandlung
mit VEGF, GM-CSF, G-CSF oder mit Statinen
aus dem Knochenmark zu mobilisieren und so
angereichert aus dem peripheren Blut zu
isolieren (peripheral blood mononuclear cell
fraction [PB-MNC]), wurde von verschiedenen
Gruppen getestet [16, 17].

Therapeutic Angiogenesis using 
Cell Transplantation (TACT-Studie)
Die erste publizierte Studie zur autologen
Transplantation von BM-MNC (bone marrow
derived-mononuclear cells) und PB-MNC
(peripheral blood mononuclear cell fraction)
bei Patienten mit schwerer peripherer arte-
rieller Verschlusskrankheit stammt von der
TACT-Studiengruppe aus Japan. Insgesamt
wurden 63 Patienten mit BM-MNC, PB-MNC
oder Kochsalz behandelt und verglichen. Es
wurde jeweils ein Volumen von 500 ml intra-
musklär an bis zu 40 Injektionsorten verab-
reicht (!). Obwohl es sich nicht um eine rando-

misierte, Plazebo-kontrollierte Studie mit er-
sichtlicher Definition eines primären End-
punktes handelt, sind die Resultate interes-
sant. Es konnte einerseits durch molekular-
biologische Techniken gezeigt werden, dass
sich in der BM-MNC- und PB-MNC-Fraktion
endotheliale Vorläuferzellen mit typischen
Oberflächenmarkern und MNC ohne typische
endotheliale Oberflächenmarker, aber hohem
Gehalt angiogener Wachstumsfaktoren wie
VEGF, basic-FGF oder Angiopoietin, befinden.
Die Autoren zeigen auch, dass eine signifi-
kante hämodynamische Besserung der Bein-
durchblutung ausgedrückt als Knöchel-Arm-
Index (ankle-brachial index [ABI]) und TcPO2

(transkutaner partieller Sauerstoffdruck)-
Anstieg in direkter Abhängigkeit von der
Konzentration endothelialer Vorläuferzellen
steht. Das klinische Resultat war deutlich 
besser bei Patienten in der Behandlungs-
gruppe mit BM-MNC, die als Zellfraktion eine
ca. 500fach höhere Konzentration an endo-
thelialen Vorläuferzellen im Vergleich zu 
PB-MNC aufwies [18]. 

Transplantation Of adult Progenitor
cells in ischaemic heart disease (TOP-
CARE-AMI-Studie) und Bone Marrow
Transfer to Enhance ST-Elevation
Infarct Regeneration (BOOST-Studie)
Noch einen Schritt weiter ist man in der kar-
diologischen Stammzellforschung. Pionier-
arbeit leistete hier das Düsseldorfer Team um
Strauer, der erstmals bei einem 46jährigen Pa-
tienten mit einem grossen Vorderwandinfarkt
eine intrakoronare Transplantation von BM-
MNC vorgenommen hat (Abb. 3). Laufende
randomisierte Studien sind die TOPCARE-
AMI-Multizenter-Studie und die BOOST-
Studie aus Hannover. Soweit die Daten heute
bekannt sind, scheint die Transplantation
adulter Stammzellen aus dem Knochenmark
zu einer messbaren Verbesserung von Funk-
tion und Perfusion des Myokards zu führen
[19, 20]. In welchem Masse diese Verbesse-
rungen die Wirkungen der konventionellen
Therapie übertreffen, ist allerdings noch
schwer zu sagen. Hypothese beider Trans-
planationsstudien ist, dass BM-MNC oder 
aus dem Blut angereicherte Progenitor- oder
Stammzellen zur Regeneration infarzierten
Myokardgewebes beitragen und die Neovas-
kularisation ischämischen Myokards verbes-
sern können. 

Patienten wird nach frischem Myokardin-
farkt Knochenmark aus dem eigenen Becken-
kamm entnommen, das dann nach Reinigung
und Anreicherung von mononukleären Zellen

Abbildung 3
Intrakoronare autologe
Stammzell-Transplantation.
Einige Tage nach Wieder-
eröffnung der Infarktarterie
werden die nach Reinigung
und Anreicherung aus dem
Knochenmark oder dem pe-
ripheren Blut stammenden
adulten Stammzellen kathe-
tertechnisch in die zuvor
behandelte, offene Koronar-
arterie infundiert.
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per Herzkatheter in die koronare Infarktar-
terie injiziert wird. Dass tatsächlich nicht nur
eine Differenzierung endothelialer Vorläufer-
zellen zu Endothelzellen, sondern auch eine
Transdifferenzierung aus dem Knochenmark
stammender Vorläuferzellen zu Kardiomyo-
zyten stattfinden kann, wurde in weiblichen
Patienten, die nach Knochenmarktransplan-
tation von einem männlichen Spender gestor-
ben waren, gezeigt. Im Herzen fanden sich
0,23% ± 0,06% Y-positive Kardiomyozyten, die
nur aus dem transplantierten männlichen
Knochenmark stammen konnten. Mesenchy-
male Stammzellen können also unter adäqua-
ten Bedingungen in Kardiomyozyten differen-
zieren. Inwieweit dies auch mit therapeutisch
intrakoronar applizierten BM-MNC stattfin-
det, ist noch nicht sicher bewiesen. 

Es bestehen verschiedene Gründe zur Ver-
wendung nicht-selektionierter mononukleä-
rer Knochenmarkzellen (BM-MNC). Erstens
ist die heutige In-vivo/Ex-vivo-Expansions-
technologie ungenügend, um ausreichend
Stammzellen für eine regenerative autologe
Transplantation zu erhalten. Zweitens besit-
zen wahrscheinlich verschiedene BM-MNC-
Subpopulationen die potentielle Kapazität ei-
ner Transdifferenzierung zu Kardiomyozyten 
und damit einer therapeutischen Wirksam-
keit. Drittens muss angenommen werden,
dass die Gabe verschiedener Knochenmark-
zellen in einen Cocktail verschiedene Wachs-
tumsfaktoren ausschütten, die vermutlich
synergistisch zu der Aktion der Vaskulogenese
regenerativer Stammzellen ist.
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