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4.1.1 Einleitung

Die Gentherapie ist eine junge Wissenschaft, die Nu-
kleinsduren zur Therapie einsetzt (Hengge u. Barden-
heuer 2004). Die somatische Gentherapie befasst sich
mit der Behandlung von somatischen (Korper-)Zellen
(©Tab. 4.1.1), wobei das therapeutische Gen ein im Or-
ganismus bendtigtes Protein kodiert.

Die erste klinische Gentherapie wurde 1989 von Ro-
senbergetal. (1990) durchgefiihrt, bei der ein Retrovirus
zur Transduktion tumorinfiltrierender Lymphozyten
verwendet wurde, der fiir ein Neomycin-Markergen ko-
dierte. Hierdurch konnte das T-Zell-Infiltrat in Mela-
nomen tiber die Zeit verfolgt werden. Die erste thera-
peutische Studie wurde an Kindern mit Adenosindeami-
nase-Immundefektsyndrom (ADA-SCID) Anfang der
1990er Jahre erfolgreich durchgefiihrt (Blaese et al. 1995;
Muul et al. 2003). Mittlerweile wurden weltweit mehr als
1.000 klinische Gentherapiestudien mit tiber 10.000 Pa-
tienten durchgefiihrt. Eine aktuelle internationale Inter-
netdatenbank findet sich unter http://www.wiley.co.uk/
wileychi/genmed/clinical.

4.1.2 Gentransfer
4.1.2.1 Strategie

Grundsitzlich sind verschiedene Aspekte zur Strategie
bzw. zur Wahl des Gentaxis (Vektors) zu bedenken
(©Tab. 4.1.2).

Beziiglich der Strategie lassen sich In-vivo- von
Ex-vivo-Methoden unterscheiden (@ Abb. 4.1.1). Bei der
In-vivo-Strategie wird genetisches Material direkt in
Korperzellen transferiert. Die therapeutische DNA oder
RNA kann entweder direkt z. B. durch Injektion oder

In-vitro- vs. In-vivo-Strategie

O Tab. 4.1.1. Somatische Gentherapie

e Therapie von Erkrankungen durch DNA und RNA
in Korperzellen

e Therapeutisches Gen kodiert fiir ein im Organismus
bendtigtes Protein

e Synthese- und Einsatzort des Proteins konnen auch ver-
schieden sein (z. B. Gerinnungsfaktoren bzw. Hormone)

B Tab. 4.1.2. Grundsétzliche Aspekte

e Strategie - in vivo oder ex vivo?

e Organsystem — z. B. Haut (Keratinozyten oder Fibroblasten)
e Gentransfermethode (chemisch, biologisch, physikalisch)?
e Expressionsdauer - lang oder kurz?

e Regulation der Expression- z. B. Insulin, Immunisierung

Elektroporation oder indirekt mittels liposomaler bzw.
viraler Vektoren in die Zielzellen eingebracht werden.
Die hier in Zielzellen bzw. Gewebe eingebrachten nicht-
viralen Vektoren werden durch die Anwesenheit von
Nukleasen innerhalb weniger Tage degradiert (Hengge
etal. 2001). Bei der Ex-vivo-Methode werden Korperzel-
len entnommen, und der Gentransfer erfolgt in Kultur.
Nach entsprechender Proliferation des gewiinschten gen-
korrigierten Gewebes ldsst sich das Transplantat dem
Wirt zuriickgeben (z. B. modifizierte Fibroblasten oder
Endothelzellen) (© Abb. 4.1.1).

Generell kann die erforderliche Erbsubstanz (Gen)
mittels chemischer, physikalischer oder biologischer
Methoden (© Tab. 4.1.3) in die verschiedenen Zelltypen
bzw. Organe eingebracht werden.

IN VIVO EX VIVO
Biopsie
Direkte
Injektion Gentransfer
Zellkultur

B Abb. 4.1.1. In-vitro- vs. In-vivo-Strategie.

- Therapie von Krankheiten

- DNA-Vakzinierung
- Stammzellen

- Therapie von Erbkrankheiten
(monogen oder polygen)
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B Tab. 4.1.3. Techniken des Gentransfers

Chemisch Liposomen

rezeptormediierte Transfektion

Retro-/Lentiviren
Adenoviren
Adeno-assoziiertes Virus
Herpes-simplex-Virus

Biologisch

Physikalisch Mikroprojektile (,gene gun®)

Direkte Injektion
Ultraschall
Elektroporation

Je nach der beabsichtigten Anwendung ist eine kurz-
zeitige Herstellung des Genprodukts (z. B. bei der DNA-
Vakzinierung oder zur Abheilung chronischer Wunden)
bzw. eine Langzeit- oder Dauersynthese (z. B. bei ange-
borenen Stoffwechselkrankheiten) wiinschenswert.

4.1.2.2 Vektoren

Nichtvirale Vektoren

Nichtvirale Vektoren fithren zur transienten Expression
des kodierten Genprodukts. Neben liposomal, d. h.
durch kationische Lipide komplexierter Plasmid-DNA
kann diese auch durch Elektroporation (mittels elek-
trischer Pulse) bzw. durch Ultraschallbehandlung (tran-
siente Ruptur der Zellmembranen) sowie auch durch
direkte Injektion sog. nackter Plasmid-DNA appliziert
werden. Wahrend nahezu alle Gewebe mittlerweile mit-
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Lamina
propria

Submucosa

O Abb. 4.1.2. Direkte Injektion nackter DNA

tels nichtviraler Vektoren transfiziert wurden, bietet die
Haut die Moglichkeit der leichten Zuganglichkeit und
stellt ein potentes Immunorgan dar. Von unserer Ar-
beitsgruppe wurde daher die Methode der direkten
In-vivo-Injektion nackter DNA, d. h. ohne virale Vek-
toren, mit einer Insulinnadel und Tuberkulinspritze ent-
wickelt (© Abb. 4.1.2) (Hengge et al. 1995, 1996). Hier-
bei wird Plasmid-DNA in die obere Dermis unter Auf-
bau eines hydrostatischen Drucks injiziert und nach
Aufnahme transient fiir einige Tage exprimiert (© Abb.
4.1.3a-d) (Hengge et al. 1995, 1996). Schon nach wenigen
Stunden kann das hergestellte Protein (z. B. B-Galakto-
sidase) vorwiegend in den Keratinozyten der Epidermis
nachgewiesen werden (®© Abb. 4.1.3a-d). Das entspre-
chende Protein wird fiir 3 bis maximal 7 Tage nach In-
jektion der korrespondierenden DNA synthetisiert. Eine
Integration der zugefiithrten DNA in das chromosomale
Erbgut findet nicht statt, was die Sicherheit der Methode

B Abb. 4.1.3a-d. Expression von Plasmid-DNA und AAV in der Haut.
a 24 h nach Injektion nackter Plasmid-DNA, die fiir das B-Galakto-
sidase-Gen kodiert, ldsst sich das Genprodukt makroskopisch dar-
stellen. b Histologisch findet sich B-Galaktosidase-Protein in allen
Schichten der Epidermis. ¢ 7 Tage nach Injektion eines AAV-B-Gal-

Vektors ist B-Galaktosidase-Protein in der Epidermis und in den
Haarfollikeln nachweisbar (6 mm Stanzbiopsie in der Mitte halbiert).
Man beachte den Haarfollikel (Pfeil). d Histologisch findet sich das
Genprodukt in der Epidermis und im Haarfollikel (Pfeil)
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unterstreicht (Hengge et al. 2001). Seit kurzem kénnen
wir die topische Applikation nackter DNA in Form von
Sprayliposomen erfolgreich anwenden (Meykadeh et al.
2005). Der intrakutane Transport- und Aufnahmeme-
chanismus von DNA in Keratinozyten scheint an eine
aktive Proteinsynthese sowie an die Existenz von DNA-
bindenden Proteinen (z. B. Ezrin und Moesin) gekoppelt
zu sein (Basner-Tschakarjan et al. 2004). Im Gegensatz
zu den héufig in der Gentherapie eingesetzten viralen
Vektoren lasst sich die ,,nackte“ DNA beliebig oft erneut
in der Haut exprimieren; es kommt hier nicht zum Auf-
treten unerwiinschter Immunreaktionen, die bei wie-
derholter Applikation die Genexpression verhindern
kénnten.

Sog. Lipoplexe oder molekulare Konjugate fithren
zur Komprimierung der DNA und machen sie somit
leichter aufnahmefihig (Chen u. Huang 2005). Diese
Polyplexe genannten Kombinationen z. B. aus Polyethy-
lenimin und DNA konnen auch systemisch verabreicht
werden (Erbacher et al. 2004). Gegebenenfalls werden
die kleinen Partikel mit spezifischen Liganden, z. B.
Transferrin, ausgestattet, was ein selektiveres Targeting
an Zielzellen ermoglicht (Kloeckner et al. 2004).

Targeting und zellspezifische Expression

Um die DNA-Aufnahme in den gewiinschten Zielzellen
zu steigern, lassen sich Polyplexe mit Transferrin oder
epidermalem Wachstumsfaktor koppeln, was zur rezep-
tormediierten Endozytose in die entsprechenden rezep-
tortragenden Zellen fiihrt (Ogris et al. 2003). Diese auch
als Nanokomplexe bezeichneten molekularen Konjugate
besitzen eine geringe Toxizitit und eine gegeniiber der
klassischen Lipofektion vergleichbare Transfektionseffi-
zienz, die sich sowohl in vitro als auch in vivo nutzen
lasst.

Die Selektivitit der Genexpression lasst sich durch
den Einsatz von Promotoren erhohen, die vorzugsweise
im Zielgewebe aktiv sind. Fiir das maligne Melanom
zum Beispiel sind dies melanozytenspezifische Promo-
toren (z.B. Tyrosinase). Der melanozytenspezifische
Promotor (melanozyteninhibitorische Aktivitit, MIA)
in adeno-assoziierten Virus- (AAV-)Vektoren zusam-
men mit dem HSV-Thymidinkinase- (TK-)Gen zeigte
eine spezifische Expression in Melanomzellen (Schoen-
siegel et al. 2004). In Tierexperimenten induzierte das in
diesem Konstrukt vorhandene HSV-TK-Gen bei nach-
folgender Therapie mit Ganciclovir einen Riickgang der
Melanome (Schoensiegel et al. 2004). Konditional repli-
zierende Adenovirusvektoren wurden ebenfalls in der
Therapie des Melanoms eingesetzt (Liu et al. 2004b). Ein
mit einem Targeting-Peptid (RGD) gekoppelter Adeno-
virusvektor, der das adenovirale E1A-Protein selektiv in
tyrosinasepositiven Melanomzelllinien exprimierte,
fithrte zu einer héheren Transduktion von Melanomzel-

len. Nach intratumoraler Injektion zeigte sich in einem
Melanom-Xenotransplantationsmodell dariiber hinaus
eine Tumorregression (Liu et al. 2004b). Auch in eigenen
Untersuchungen des menschlichen BLM-Melanoms
fithrten trunkierte adenovirale E1A-Proteine unter der
Kontrolle des humanen Telomerase-Promotors zur tu-
morgerichteten Expression und Regression von Mela-
nommetastasen im Tiermodell (Kirch et al. 2002).

In dhnlicher Weise lassen sich leberspezifische, mus-
kelspezifische oder neuronenspezifische Promotoren
einsetzen, um eine préferenzielle Expression im er-
wiinschten Zielgewebe zu erreichen.

Neue Verfahren des Vektor-Targetings sowie interes-
sante Techniken wie Elektroporation und hydrodyna-
mische Injektion konnten die Transgenexpression in
vivo verbessern, indem eine verbesserte Verteilung der
Plasmid-DNA im Zijelorgan erreicht wurde (Wolff u.
Budker 2005). Dariiber hinaus wurden verschiedene at-
tenuierte Stimme von Salmonellen, Shigellen, Listerien,
Yersinien und apathogenen E. coli-Stimmen als Vekto-
ren zum Transport von DNA in Saugetierzellen erfolg-
reich eingesetzt (Vassaux et al. 2006).

Virale Vektoren

Viren haben wahrend der Evolution die Fahigkeit entwi-
ckelt, DNA oder RNA in Zellen eines Organismus ein-
zuschleusen und der Transkriptionsmaschinerie zuzu-
fithren. Sie eignen sich daher als hervorragende Vehikel
fiir den Gentransfer (© Tab. 4.1.1). Hierbei lassen sich
nichtintegrierende [Adenoviren (Ad) und adeno-asso-
ziierte Viren (AAV)] von integrierenden Viren (z. B.
Retroviren) unterscheiden. Zur Einfithrung in den Auf-
bau und die Klonierung wird auf hervorragende Uber-
sichtsarbeiten verwiesen (Adenoviren: Volpers u. Kocha-
nek 2004; Alba et al. 2005; AAV: Biining et al. 2004; Ding
et al. 2005; Flotte 2005; Muzyczka et al. 2005; Vasileva
u. Jessberger 2005; Retroviren: Naldini u. Verma 2000;
Mangeat u. Trono 2005; Herpes- Virus-Vektoren: Glorio-
so u. Fink 2004; Epstein et al. 2005).

Onkolytische Viren replizieren in Krebszellen mit
hoherer Selektivitit als in normalen Zellen. Indem sie in
den Zielzellen replizieren, lysieren sie diese. Gerade fiir
Tumorzellen, bei denen der antivirale Interferonsignal-
weg inaktiviert ist bzw. Tumorsuppressorgene mutiert
sind, ist in diesen Zellen eine ungehinderte virale Repli-
kation moglich. Vor allem onkolytische Adenoviren
oder Herpes simplex-Viren werden zu diesem Zweck
auch klinisch eingesetzt (Galanis et al. 2005). Bis heute
wurden mehr als 250 Patienten mit ONYX-015, einem
replizierenden Adenovirus, in verschiedenen Phase-I-
und -II-Studien behandelt. Bis zu 20% der weit fortge-
schrittenen unterschiedlichen Tumoren zeigten ein par-
tielles Ansprechen auf die Therapie. Weitere Viren (z. B.
Newecastle-disease-Virus, Reovirus, Poliovirus, Vaccinia-
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virus und Masernvirus) wurden aufgrund ihrer prife-
renziellen Replikation in Tumorzellen als onkolytische
Viren getestet (Lin u. Nemunaitis 2004; Lorence et al.
2003). Eine ungeklirte Frage onkolytischer Viren mit
hoher Mutationsfrequenz besteht darin, ob das nach Re-
plikation freigesetzte Virus mit dem urspriinglich inji-
zierten jeweils identisch ist oder sich weiterentwickelt
hat. Dartiber hinaus sind onkolytische Viren hoch im-
munogen. Sie sind deshalb auf eine lokale Applikation
und auf wenige Verabreichungen beschrénkt. Eine Wei-
terentwicklung der onkolytischen Viren ist die Ausstat-
tung mit Zytokinen, antiangiogenetischen Faktoren bzw.
immunologisch aktiven Molekiilen, auch ,,arming”“ ge-
nannt. Ein Problem dieser Vektoren besteht in der
Moglichkeit des Hervorrufens von Autoimmunerkran-
kungen, z. B. der Vitiligo (Depigmentierung), die nach
Vakzinierung von Melanompatienten mit einem Vacci-
niavirus-Konstrukt aufgetreten ist (Kaufman et al. 2005).
Dariiber hinaus muss die Fihigkeit onkolytischer Viren
zur Rekombination zweifelsfrei untersucht und geklért
werden. Auch die verschiedenen Strategien der Immun-
evasion, z.B. durch Expression immunsuppressiver
Zytokine im Zusammenspiel mit dem effektiven Trans-
gen, bedarf einer sorgfiltigen préklinischen Testung.
Ebenfalls ist das Uberschreiten der Speziesrestriktion
eine wesentliche, zu klirende Frage, was durch das
avidre Influenzavirus (Vogelgrippe; H5N1) deutlich wird
(Chernajovsky et al. 2006).

Lentiviren besitzen die wichtige Eigenschaft, sowohl
proliferierende Zellen als auch ruhende Zellen effizient
zu infizieren und transduzieren. Diese Eigenschaft
zeichnet sie gegeniiber klassischen Retroviren aus. Bei-
den Viren ist die Insertion in das Genom gemeinsam,
was eine Weitergabe des genetischen Materials an die
Tochterzellen in sich birgt. Um die retrovirale Transduk-
tion sicherer zu machen, wurde untersucht, ob ekotrope
murine Moloney Leukdmieviren (emMLV) zur Trans-
duktion menschlicher hdmatopoetischer Progenitorzel-
len eingesetzt werden konnten (Yang et al. 2006). Die
emMLV waren mit Polylysin gekoppelt, um die norma-
lerweise in humanen Zellen nicht permissiven Viren
aufzunehmen. Die Transduktionsrate der emMLV-PL
war gleich derjenigen amphotroper eMMLV (mit oder
ohne Polylysinkopplung).

Auch lentivirale Vektoren werden zur Gentherapie
eingesetzt. So konnte z. B. mit einem Lentivirusvektor
(nach Pseudotypisierung mit einem Sindbis-Virus-
Oberflachenprotein) in einem Melanom-Mausmodell
nach intravenoser Injektion eine hohe Transduktionsra-
te im Tumor erzielt werden (Morizono et al. 2005). Ein
wesentlicher Fortschritt in der lentiviralen Vektortech-
nologie war die Herstellung integrationsdefizienter len-
tiviraler Vektoren, die eine stabile Langzeittransduktion
ermoglichen (Vargas et al. 2004). Ein solcher Vektor
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fithrte in postmitotischen Geweben wie Augen und Ge-
hirn von Nagetieren zur Langzeitexpression iiber meh-
rere Monate (Yanez-Munoz et al. 2006).

Alphaviren besitzen einen breiten Tropismus und
fithren zu hohen Konzentrationen an Transgen (Lund-
strom 2005). Aufgrund einer Priferenz fiir neuronale
Zellen haben Alphavirusvektoren eine grofle Beliebtheit
in den Neurowissenschaften erfahren. Dariiber hinaus
wurden Semliki-Forest-Virusvektoren zur Aktivierung
gegen Viren und Tumoren eingesetzt. Aufgrund der
hohen Dichte an Lamininrezeptoren auf Krebszellen
wurden konventionelle Sindbis-Vektoren zum tumor-
spezifischen Targeting in Tiermodellen eingesetzt
(Lundstrom 2005). Durch die Anwendung von Nano-
technologie wurden virusartige Funktionen auf Nano-
partikel transferiert, was zur Herstellung artifizieller
Viren fithren wird (Mastrobattista et al. 2006). Hierbei
werden wenige Nanometer grofSe Komplexe aus Nuk-
leinsduren in kompakter Form verwendet, die durch
entsprechende virale Liganden mit der Fahigkeit zur
Bindung an zelluldre Rezeptoren versehen werden.

4.1.3 Experimentelle Anwendungen
der DNA-Vakzinierung

4.1.3.1 Infektionskrankheiten

Bei der DNA-Vakzinierung soll ein immunogenes Anti-
gen (eines Pathogens oder eines Tumors) im Zielgewebe
exprimiert werden und zu einer Verbesserung der Im-
munantwort fithren. Als die gewiinschten Transgene
exprimierende Zellen wurden anfangs Myozyten oder
Keratinozyten gewdhlt. In den letzten Jahren hat sich
jedoch die Transfektion von dendritischen Zellen und
epidermalen Langerhans-Zellen (ggf. mit Aktivierung
der Toll-like-Rezeptoren, TLR) etabliert, um eine po-
tente Antigenprésentation zu erreichen.

Neben verschiedenen Tumoren sind auch Infek-
tionskrankheiten einer therapeutischen Vakzinierung
zuginglich. In einer Proof-of-concept-Studie konnten
wir eine DNA-Vakzinierung gegen Leishmania major im
Modell der suszeptiblen Balb/c-Miuse durchfithren
(Walker et al. 1998). Durch wiederholte Applikation des
gp63-enthaltenden Expressionsvektors konnten spezi-
fische CD8-positive Lymphozyten induziert werden, die
zur Protektion in 40% der vakzinierten Tiere fiithrten
(© Abb. 4.1.4) (Walker et al. 1998). Vorwiegend die pro-
blematischen Infektionen wie HIV, Ebola- (Nabel 2003),
Dengue-Virus (Costa et al. 2006) oder SARS (Kong et al.
2005; Wang et al. 2005; See et al. 2006) stellen eine grof3e
Herausforderung dar.

Die meisten Experten sehen eine Beherrschung der
HIV-Infektion nur dann, wenn es gelingt, eine prophy-

4.1
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B Abb. 4.1.4. Protektion gegen Leishmania major nach DNA-Vakzi-
nierung. Nach DNA-prime- und DNA-boost-Schema tiber 6 Wochen
wurden Mause experimentell an den Pfoten infiziert. Die ausblei-

laktische Vakzinierung zu entwickeln. Eine solche funk-
tionsfahige prophylaktische HIV-Vakzinierung ist ge-
genwirtig nicht in Sicht. Neben der hochaktiven anti-
retroviralen Therapie (HAART) wurden Fortschritte auf
dem Gebiet der therapeutischen HIV-Vakzinierung ge-
macht. Diese verfolgt das Ziel, durch Induktion HIV-1-
spezifischer T-Zellen die HIV-Replikation einzuddm-
men. Hierzu sind verschiedene Prime-Boost- Ansétze im
Sinne einer DNA-Vakzinierung und einer Vacciniavi-
rus-Ankara-Boosterung verfolgt worden (Cebere et al.
2006; Goonetilleke et al. 2006).

Neben der therapeutischen Vakzinierung wurden
verschiedene gentherapeutische Strategien erprobt, um
dem Fortschreiten der HIV-Infektion Einhalt zu gebie-
ten. Hierzu zéhlen verschiedene Strategien RNA-basier-
ter Technologien, dominant-negative virale Proteine
oder intrazelluldre Antikorper.

B Tab. 4.1.4. Tumorabwehr durch Gentherapie

e Starkung der Immunantwort gegen Tumorzellen
durch immunstimulatorische Zytokine
e Expression von Tumorantigenen*

e Blockade von essenziellen Signalwegen, z. B. durch
Expression inhibitorischer Regulatorproteine

e Expression von Tumorsuppressorproteinen
(z. B. Wildtyp p53)

e Suizidstrategien und Bystander-Effekt

* Nicht die Uberexpression von Tumorantigenen, sondern die
Expression von Neoantigenen (modifizierte Selbstantigene)
scheint hierbei die wesentlichere Rolle zu spielen.

bende Schwellung im Vergleich zum Kontrollwert zeigt die Protek-
tion von 40% der vakzinierten Tiere

RNA-basierte gentherapeutische Strategien gegen
HIV-1, z. B. Ribozyme, RNA-Decoys und siRNA, wur-
den erfolgreich gegen HIV eingesetzt (Michienzi et al.
2003). Katalytische RNA, auch Ribozyme genannt,
greifen in die Regulation der Transkription ein und
fithren zur Hemmung der HIV-Vermehrung (Puerta-
Fernandez et al. 2002). Mittels multimerer Ribozyme
gegen env-RNA konnten humane, CD4-positive T-Zell-
Linien durch Ribozymexpression fiir mindestens 60
Tage gegeniiber einer HIV-Infektion resistent gemacht
werden (Ramezani et al. 2002). Wie die siRNA-Techno-
logie (» Kap. 4.3), so sind auch Ribozyme immer dann
nicht mehr wirksam, wenn das Zielgen im HIV-Genom
mutiert. Eine induzierbare Anti-HIV-Hairpin-RNA
gegen rev (unter der Kontrolle des Polymerase-II-Pro-
motors) war nach Induktion durch HIV-Tat imstande,
nach intrazelluldrer Prozessierung zu si-RNA die HIV-
Vermehrung in infizierten Zellen selektiv zu vermin-
dern (Unwalla et al. 2004). Weitere In-vitro-siRNA-
Studien gegen Rev und Tat fiihrten ebenfalls zum ,,gene
silcencing® und werden experimentell klinisch gegen
HIV eingesetzt (Coburn u. Cullen 2002; Jacque et
al. 2002).

Lentiviren vom Typ HIV wurden gegen die HIV-In-
fektion eingesetzt, um siRNA in humanen Zellen dauer-
haft zu exprimieren (Trono 2000; Mautino u. Morgan
2002). Hierbei waren HIV-1-Vektoren besonders gut in
der Lage, hdmatopoietische Stammzellen effizient zu
transduzieren. Auf diese Weise exprimieren die nach-
folgenden Zellpopulationen das therapeutische Gen-
produkt und lassen sich so ggf. vor einer HIV-Infektion
schiitzen (An et al. 2003; Morris u. Rossi 2006). Effizien-
terweise sollten moglichst mehrere siRNA-Gene ver-
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wendet werden, um eine gewisse Anzahl von Genen si-
multan zu reprimieren.

Auch konnen Lentiviren eingesetzt werden, um an-
dere Lentiviren zu verpacken (sog. ,,Cross-packaging®)
(Browning et al. 2001). Eine solche Strategie, bei der
HIV-1-Vektoren durch felines Immundefizienz-Virus
(FIV) verpackt wurden, war imstande, CD4-Zellen vor
einer HIV-Infektion zu schiitzen (Morris et al. 2004).
Das Cross-packaging lentiviraler Vektoren, wie z. B.
HIV-1 mit einem FIV-packaging-System, stellt eine
sichere Methode dar, um lentivirale Vektoren an Zielzel-
len HIV-infizierter Individuen zu targetieren. Zusam-
men mit einer entsprechenden Pseudotypisierung lassen
sich auf diese Weise Zelltypen spezifisch und effektiv
mittels lentiviraler Vektoren transduzieren (Kobinger
etal. 2001).

Auch das Konzept der transkriptionellen Repression
durch Blockade von Transkriptionsfaktoren, welche an
den HIV-Promotor binden, stellt ein interessantes Kon-
zept dar. Solche Transkriptionsrepressoren betreffen
die Zinkfinger-DNA-Bindungsdomine innerhalb des
HIV-1,long-terminal repeat® (LTR). Diese Strategie war
bereits in vitro erfolgreich (Reynolds et al. 2003). Auf
diese Weise lief3 sich eine bis zu 100-fache Reduktion der
HIV-Vermehrung durch Inhibition des HIV-1-Promo-
tors erzielen (Segal et al. 2004).

Auch die intrazelluldre Expression rekombinanter
Antikorper, sog. ,,Intrabodies®, fithrt zur intrazellularen
Immunisierung gegen HIV, z. B. gegen das Vif-Protein,
das fiir die Virusproduktion und die reverse Transkrip-
tion notwendig ist (Goncalves et al. 2002). Lymphozyten,
die einen Intrabody gegen Vif exprimierten, zeigten eine
vermehrte Resistenz gegentiber der HIV-Infektion, und
zwar sowohl gegeniiber adaptierten als auch priméaren
HIV-Stimmen. Eine deutliche Wirkung ist vor allem
dann zu erwarten, wenn sich diese Intrabodies an Prote-
ine binden, die wirtsseitige Interaktionspartner fiir HIV-
Proteine darstellen, da das Virus keine Strategie besitzt,
nichtviral kodierte Proteine zu synthetisieren. Ein Bei-
spiel eines kritischen, wirtsseitig synthetisierten Proteins
stellt der Chemokin-Co-Rezeptor CXCR-4 dar, dessen
Blockade zu reduzierter Infizierbarkeit fithrt (BouHam-
dan et al. 2001).

4.1.3.2 Tumoren

Die meisten Gentherapiestudien werden gegen Krebs
durchgefithrt (mehr als 66% der Indikationen)
(Prudhomme 2005; Edelstein et al. 2004). Eine Uber-
sicht iber die in Deutschland laufenden Gentherapiestu-
dien findet sich auf der Webseite des Deutschen Gen-
transferregisters (http://www.dereg.de), die gemeinsam
von der Deutschen Gesellschaft fir Gentherapie und
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dem Zentrum fiir Klinische Studien der Universitit Frei-
burg etabliert wurde.

Mit Blick auf das maligne Melanom wurden ver-
schiedene gentherapeutische Strategien zur Therapie des
malignen Melanoms entwickelt (© Tab. 4.1.2). Das Kon-
zept der Immuntherapie gegen Krebs basiert auf der An-
nahme, dass Tumoren zur Generierung schwacher hu-
moraler und/oder zelluldrer Immunreaktionen fithren
(Sahin etal. 1995). Durch Immunisierungsstrategien soll
die immunologische Toleranz durchbrochen und eine
breite immunologische Antwort auf die Tumorzellen ge-
neriert werden, die die individuellen Tumorzellen abt6-
tet (Hengge u. Schadendorf 2000). Entsprechend lassen
sich immunstimulatorische Zytokine als Adjuvanzien
(z. B.IL-2,IL-12,IL-15, GM-CSF und Interferon-y) ein-
setzen, um eine systemische Antitumorantwort zu for-
cieren. Die Transfektion von Tumorzellen mit Zytokin-
Genen soll zu einer Aktivierung von natiirlichen Killer-
zellen, Makrophagen und dendritischen Zellen (DC)
fithren, die direkt oder indirekt an der Bekdmpfung der
Tumorzellen beteiligt sind. Hierdurch lassen sich
CD8-positive Effektor-T-Zellen und CD4-positive Hel-
fer-T-Zellen induzieren.

Kiirzlich wurde iiber eine DNA-Vakzinierung mit
dem IL-12-Gen an Patienten mit malignem Melanom
der Stadien III und IV berichtet. Diese Studie basiert auf
dem B16-F10 Mausmelanommodell, wo 12 von 15 Méu-
sen mit subkutanen Melanomen fiir bis zu 100 Tage
metastasenfrei blieben. Bei den ersten 3 behandelten Pa-
tienten fand sich ein klinischer Riickgang der Lymph-
knotenmetastasen nach Vakzinierung mit 200 pg IL-12-
Expressionsplasmid (Heller et al. 2006). In einer dhn-
lichen Studie wurde ein IL-12-Expressionsvektor in
einer Dosiseskalationsstudie 3-mal pro Zyklus fiir maxi-
mal 7 Zyklen intratumoral appliziert (Heinzerling et al.
2005). Hierbei zeigte sich bei 2 von 9 Patienten je eine
stabile Erkrankung bzw. komplette Remission. Bei allen
Patienten fand sich eine antigenspezifische Immunant-
wort gegen MAGE-1 und MART-1. Bei einer weiteren
Zytokin-Gentherapie wurde Melanompatienten intra-
tumoral ein Canarypox-Virus-Vektor injiziert, der das
IL-12-Gen exprimierte, und zur T-Zell-Akkumulation
in injizierten Melanomen fiihrte (Triozzi et al. 2005).
Bei 3 von 9 Patienten fand sich im Serum ein Anstieg
von IL-12 und Interferon-y. Bei einem Patienten fand
sich eine komplette klinische Remission. Unerwiinschte
Wirkungen waren grippale Symptome, Myalgie und
Miudigkeit.

Das ,,melanoma-differentiation-associated“-(mda-)
7/1L-24-Gen, das zu irreversibler Wachstumshemmung
und terminaler Differenzierung fiihrt, wurde mittels
eines vermehrungsinkompetenten Adenovirus in Mela-
nomzellen exprimiert (Fisher et al. 2003). Bei Patienten,
die unter adenoviraler mda-7/IL-24-Gentherapie eine
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klinische Teilremission und deutliche Apoptose zeigten,
fanden sich signifikant hohere IL-6- und TNF-a-Serum-
konzentrationen (Tong et al. 2005). In der klinischen
Anwendung dieses Vektors zeigte sich eine komplette
und eine partielle Remission (Cunningham et al. 2005).

Eine andere interessante Anwendung ist die adaptive
Immuntherapie nach T-Zell-Rezeptor-Transfer. Hierbei
wurde der Rezeptor von af-T-Lymphozyten, die
CD8-positiv waren und zytotoxische Eigenschaften be-
saflen, eingesetzt (Willemsen et al. 2005). Um eine an-
haltende Immunitit zu erzielen, wurden MHC-Klas-
se-II-restringierte CD4-T-Lymphozyten mit einem
HLA-A1/MAGE.Al-spezifischen af-T-Zell-Rezeptor
transduziert, was nach spezifischer Stimulation zu einer
starken Interferon-y-, TNF-a- sowie IL-2-Produktion
fithrte (Willemsen et al. 2005).

Vakzinierung mit dendritischen Zellen

Bei der DC-Vakzinierung werden antigenprésentieren-
de Zellen mit definierten immunogenen Peptiden (z. B.
eines Tumors) beladen, die T-Zellen mit dem entspre-
chenden Rezeptor aktivieren und zur Expansion brin-
gen sollen. So wurden melanom-antigen-gepulste DC
seit einigen Jahren in der Therapie des metastasierten
Melanoms eingesetzt (Nestle et al. 1998; Thurner et al.
1999). Eine neuere Studie mit DC und autologen Lysa-
ten (n=19) bzw. den melanomassoziierten Antigenen
MAGE-3.A2, Tyrosinase, gp100 und MART-1 - zusam-
men mit dem Adjuvans KLH -, die wochentlich in die
inguinalen Lymphknoten von 32 Patienten injiziert
wurden, bestdtigt das immunologische Wirkprinzip
(Hersey et al. 2004). Wie in fritheren Studien fanden sich
auch hier drei partielle Remissionen (3/19) in der Grup-
pe von Patienten, die mit lysat-gepulsten DC vakziniert
wurden. In dieser Studie zeigte sich, dass die ,,delayed-
type hypersensitivity“- (DTH-)Reaktion auf autologe
Tumorlysate eine Voraussetzung fiir das klinische An-
sprechen war (Hersey et al. 2004). Jedoch fand sich keine
Interferon-y-Produktion in der ELISPOT-Technik. Es
ist jedoch schwierig, einen Zusammenhang zwischen
Tumorregression und der Existenz einer durch die
Vakzinierung induzierten zytotoxischen T-Zell- Antwort
unzweifelhaft festzustellen, da nicht alle Patienten mit
zelluldren Immunantworten auf den Tumor eine Regres-
sion desselben zeigen. Zytotoxische Effektor-T-Zellen
(CTL) sind zur Tumorzelllyse befihigte T-Zellen, die
nach Andocken an die Zielzelle diese durch Sekretion
von Granzym und Perforin permeabilisieren und damit
lysieren. Nach der Vakzinierung mit einem rekom-
binanten Canarypox-Vektor, der MAGE-3.A1-Peptide
exprimierte, zeigte sich, dass Patienten mit Zeichen
einer klinischen Tumorregression in 3/4 der Fille eine
CTL-Antwort aufwiesen, wéahrend dies nur bei 1/11
Patienten ohne Zeichen der Tumorregression der Fall

war (Karanikas et al. 2003). Kiirzlich wurden verschie-
dene Klonotypen der CTL-Antworten gegeniiber dem
MAGE-3.A1 identifiziert (Lonchay et al. 2004). Hier-
durch wurde es moglich, nicht nur die CTL-Vorlau-
ferfrequenz im Blut als Marker fiir die zytotoxische
Immunantwort zu untersuchen, sondern auch vorherr-
schende Klonotypen der Anti-MAGE-3 Al-Immunant-
worten zu identifizieren.

In jiingster Zeit wird verbreitet auch RNA in DC
transfiziert und zur Induktion tumorspezifischer T-Zell-
Antworten eingesetzt (Gilboa u. Vieweg 2004; Grune-
bach et al. 2005). Ein Vorteil gegeniiber der (konventio-
nellen) Peptidbeladung von DC besteht darin, dass eine
Vakzinierung gegen multiple, durch die RNA kodierte
Epitope moglich ist. Entsprechende klinische Studien
wurden sowohl gegen das Prostatakarzinom (Rini 2004)
als auch gegen das Melanom (Kyte et al. 2006) durch-
gefithrt. Verschiedene Fragestellungen wie die intra-
dermale oder intranodale Administration der Vakzine
sowie die optimale Generierung und Reifung von DC
werden gegenwirtig untersucht und kénnen noch nicht
abschlieflend beurteilt werden.

Eine wichtige Rolle fiir die resultierenden Immun-
antworten scheint auch der Tumorphénotyp und we-
niger die Vakzinierungsplattform zu spielen (Leitch et al.
2004). Die Transduktionsraten von DC und die Expres-
sionsdauer wurden in Abhéngigkeit vom verwendeten
Vektor untersucht. Je nach Ziel des Gentransfers ist diese
bei Langzeitexpression im Gegensatz zur genetischen
Vakzinierung unerwiinscht. Nach intravendser Injek-
tion von Hochkapazitits-Adenovirus-Vektoren sowie
lentiviraler Vektoren fand sich eine Transduktion anti-
genprésentierender Zellen und B-Zellen trotz Verwen-
dung leberspezifischer Promotoren in bis zu bis zu
30%, wahrend T-Zellen refraktir waren. Im Gegensatz
hierzu zeigte die In-vivo-Applikation von AAVS und 9
nur eine Expression in DC von unter 0,1% (Riviere et al.
2006).

Transfektion von Tumorsuppressorgenen

bzw. Inaktivierung von Onkogenen

Bei den meisten Tumoren findet sich ein Verlust der
Funktion von Tumorsuppressorgenen. Tumorsuppres-
sorgene kdnnen zum Wachstumsstopp von Tumorzellen
fithren und diese der Apoptose (programmierter Zell-
tod) zufithren. Ein Paradebeispiel hierfiir ist das p53-Pro-
tein, das erst nach einem aufgetretenen DNA-Schaden
den Zellzyklus blockiert und die Zellen der Apoptose
unterwirft (Roth 2006). Die effektive Expression von
Wildtyp p53 konnte Tumorregressionen bereits etab-
lierter, menschlicher Tumoren induzieren und das
Wachstum humaner Melanomzellen in Kultur oder
Nacktmausen blockieren (Sauter et al. 2002). Die Kom-
bination von Chemotherapie und adenoviral vermit-
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teltem Wildtyp p53 war imstande, die amifostin-indu-
zierte Apoptoserate menschlicher Bronchialkarzinom-
zellen zu erhohen (Pataer et al. 2006).

Ein interessanter Ansatz ist auch die Wachstums-
und Invasionshemmung von Melanomen durch Inakti-
vierung des BRAF-Onkogens mittels lentiviral vermit-
telter RNA-Interferenz (Sumimoto et al. 2004). Nach
lentiviralem Transfer von siRNA gegen die haufigste
Mutation des BRAF-Antigens (V599E) zeigte sich, dass
die meisten Melanomzelllinien nach Transduktion ein
gehemmtes Wachstum sowie eine reduzierte Invasivitat
aufwiesen. Die reduzierte Invasivitat zeigte sich auch in
einer Verminderung der Matrixmetalloproteinase- Akti-
vitat und der p1-Integrin-Expression (Sumimoto et al.
2004).

Suizidgentherapie

Daneben findet sich die Gentherapie, bei der Vorstufen
zytotoxischer Medikamente durch Gentransfer metabo-
lisierender Enzyme moglichst selektiv in Tumorzellen in
toxische Produkte umgewandelt werden (van Dillen et
al. 2002; Fillat et al. 2003). Nach Umwandlung der Pro-
droge in einen toxischen Metaboliten stirbt die transdu-
zierte Zelle und meist auch einige der Nachbarzellen
(sog. ,,Bystander-Effekt“) (Niculescu-Duvaz u. Springer
2005). So wurde zum Beispiel die Herpes-simplex-Vi-
rus-Thymidinkinase (HSV-TK) transferiert, um das
nichttoxische Ganciclovir selektiv in Tumorzellen zum
toxischen Ganciclovir-Triphosphat umzusetzen.

4.1.3.3 Stoffwechselkrankheiten

Als Paradebeispiel der gentherapeutischen Behandlung
von Stoffwechselkrankheiten dient die Chronik der
Gentherapie der Himophilie (humaner Gerinnungsfak-
tor VIII bzw. IX) (Lillicrap et al. 2006). Wihrend bei den
zuriickliegenden Versuchen an hamophilen Mausen
und Hunden (durch Expression im Muskel) mittels
AAV-Gentransfer eine anhaltende Faktor-IX-Aktivitat
von 4-23% erzielt wurde (Arruda et al. 2004; Liu et al.
2004a), war bei den initialen Versuchen an Patienten der
Muskel zwar zur Langzeitexpression befihigt, jedoch
lieen sich nur subtherapeutische Serumkonzentra-
tionen erzielen. Darauthin wurde der Gentransfer in die
Leber als dem natiirlichen Bildungsort der Gerinnungs-
faktoren gewahlt, wo zwar therapeutische Spiegel erzielt
wurden, jedoch die Expression auf wenige Wochen be-
schrankt war (Manno et al. 2006). Insgesamt wurden bei
den klinischen Hiamophiliestudien Patienten mit Mis-
sense-Mutationen eingeschlossen, obwohl die Immun-
reaktion bzw. die Inhibitorformation bei Vorliegen eines
pramaturen Stoppkodons oder Frameshift-Mutationen
im Faktor-IX-Gen starker ausgepragt waren. Auffillig
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war bei den bislang 7 behandelten Patienten, dass die
Faktor-IX-Aktivitat innerhalb von 4 Wochen auf unter
1% abfiel. Zu diesem Zeitpunkt traten bei den Patienten
Hepatitiden mit erhohten Leberwerten (ALT 600 U/,
AST 200 U/l) auf, weshalb zunichst keine weiteren Pa-
tienten eingeschlossen wurden. Diese unerwiinschte
Wirkung wurde bei den vorangegangenen Tierstudien
nicht beobachtet. Die systematische Analyse der Im-
munreaktionen mittels AAV-Kapsid- und Faktor-IX-
Peptid-Bibliotheken fithrte zur Identifizierung hoher
CTL-Precursor-Frequenzen fiir 2 hochkonservierte
Peptide (Peptid 74 und Peptid 82) der Serotypen
AAV1-8. Interessant war, dass bei Patienten, die vor
Therapie hohe Antikorpertiter gegen AAV aufwiesen,
die Hepatitis und die entsprechende zellulire Immun-
antwort ausblieb und sie nur bei Patienten mit geringen
oder fehlenden AAV-Titern auftrat (Manno et al. 2006).
Dementsprechend werden Patienten ab sofort vor Ein-
schluss in klinische Studien hinsichtlich bestehender
humoraler und zelluldrer Immunantworten gegen AAV-
Kapside genau untersucht. Eine Immunantwort gegen
das Faktor-IX-Protein war bei keinem der behandelten
Patienten feststellbar. Als neue Strategie wird bei diesen
Patienten die transiente Immunsuppression fiir einen
Zeitraum von etwa 4 Monaten erprobt, bis das AAV-
Kapsid von den transfizierten Zellen eliminiert ist. Die
Expression des Transgens im Muskelgewebe wurde nach
AAV-Gentransfer bis zu 2 Jahre beobachtet (Riviere
et al. 2006). In der Haut findet sich ein Tropismus von
AAV fiir den Haarfollikel (© Abb. 4.1.3¢c,d) (Hengge u.
Mirmohammadsadegh 2002).

Bei einer anderen seltenen Stoffwechselkrankheit
stellt die Gentherapie eine echte Alternative zur Kno-
chenmarktransplantation dar, wenn entsprechende allo-
gene HLA-gematchte Spender nicht zur Verfiigung ste-
hen. So zeigte eine kiirzlich erschienene deutsche Studie
die Korrektur der X-gebundenen chronischen Granulo-
matose (CGD) durch retroviralen Transfer des gp91Ph%,
einem wichtigen Protein in der oxidativen antimikro-
biellen Abwehr (Ott et al. 2006). Diese Arbeit ist in zwei-
erlei Hinsicht bemerkenswert: Zum einen wurde hier die
erste myeloide Immundefizienz behandelt, indem die
neutrophilen Granulozyten von zwei betroffenen Indivi-
duen phénotypisch und funktionell korrigiert wurden,
die sich beide klinisch signifikant verbesserten. Zum
anderen zeigte diese Studie nach nichtmyeloablativer
Knochenmarkkonditionierung die insertionelle Akti-
vierung von 3 wenig erforschten Genen MDS1-EVII,
PRDM16 bzw. SETBPI, die bezeichnenderweise die
Langzeithdmatopoiese stimulierten und somit zur Ex-
pansion der transduzierten Zellpopulation beitrugen.
Nach dem Gentransfer zeigten beide Patienten zwischen
15% und 60% funktionell rekonstituierte neutrophile
Granulozyten mit guter lytischer Aktivitdt gegeniiber
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opsonisierten E. coli-Bakterien. Im Gegensatz zu den
Gentherapiestudien der schweren kombinierten Immun-
defizienz (SCID-X1 und ADA-SCID) stellt die Rekons-
titution des Gendefekts des gp91Ph** keinen Wachstums-
vorteil fiir die myeloiden Vorlauferzellen dar. Auflerdem
bediirfen Phagozyten als kurzlebige Zellen einer kon-
stanten Erneuerung. Diese Ausgangsbedingungen las-
sen eine kurative Gentherapie unter diesen Gesichts-
punkten schwierig erscheinen. Offensichtlich war jedoch
die hohe Rate der Vektorintegration in die o. g. drei Loci
von determinierten myeloiden Progenitorzellen so effi-
zient, dass dadurch das myeloide Kompartiment un-
abhingig von Wachstumsfaktoren eine Rekonstitution
erfuhr.

4.1.4 Update zu weiteren klinischen
Studien und Herausforderungen
der Zukunft

Derzeit werden verschiedene Strategien erprobt, die kli-
nische Wirksamkeit der Tumorvakzinierung durch
Kostimulation und Amplifikation entsprechender
Immunzellen zu verstarken. Generell haben die Studien
Pilotcharakter, weshalb nur wenige Zentren diese Thera-
pien anbieten kdnnen bzw. nur wenige Patienten einge-
schlossen werden konnten. Auflerdem handelt es sich
durchweg um seltene Entitéten bzw. in einigen Fallen um
individualisierte Therapeutika, was die geringen Patien-
tenzahlen erkldren hilft. Dennoch lésst sich aus kleinen,
aber sehr gut analysierten Patientenkollektiven eine ho-
hes Mafd an Information gewinnen. Beim Neuroblastom
war nach einer IL-2- und lymphotactin-enthaltenden
Vakzinierung in 4 von 21 Fillen eine komplette Remis-
sion fiir mehr als 48 Monate zu verzeichnen (Brenner et
al. 2000). Weiterhin fand sich bei 5 der 21 Patienten eine
Stabilisierung der Erkrankung fiir mehr als 400 Tage. Bei
der Untersuchung des zelluldren Immunsystems zeigte
sich, dass nicht alle Patienten auf die Vakzine in der ge-
wiinschten Weise antworten und dass nicht alle Patien-
ten mit nachweisbaren zelluliren Immunantworten
wirklich imstande sind, den Tumor zu kontrollieren.
Die Vakzinierung gegen Tumoren mit sog. potenten
Antigenen stellt kein grofies immunologisches Problem
dar. Jedoch stellt die Vakzinierung gegen die hdufigeren
schwicheren Tumorantigene (z. B. ,,latency membrane-
protein“-1 und -2 von Epstein-Barr-Virus bei nasopha-
ryngealem Karzinom und Hodgkin-Erkrankung) ein
grofles Problem dar. Hier ist es wichtig, entsprechende
Kombinationen (z. B. ablative Chemotherapie oder spe-
zifische Antikorpertherapien) begleitend einzusetzen,
um regulatorische T-Zellen zu eliminieren, die inhibie-
rende Immunwirkungen bei der Vakzinierung entfalten
konnen. Dies kann z. B. in Form der zeitlich begrenzten

Applikation eines CD45-Antikorpers oder mit ablativer
Chemotherapie im Sinne einer Lymphozytendepletion
durchgefiithrt werden. So sind Vakzinierungsanstren-
gungen in der Zukunft ggf. mit temporarer Lymphode-
pletion zu kombinieren, um synergistische Effekte zu
erhalten.

4.1.4.1 Sicherheit der Gentherapie

Im Jahr 1999 ereignete sich der erste todliche Zwischen-
fall in der Gentherapie bei einem Jungen mit vererbtem
Ornithin-Transcarbamylase-Defekt nach adenoviralem
Gentransfer (Raper et al. 2003). Bei hoher Virusdosis
und vorgeschédigter Leber kam es nach intrahepatischer
Injektion des Virus zum akuten Leberzerfall durch mas-
sive Immunaktivierung und einen Zytokin-Boost.

Drei Jahre spiter fanden sich bei der sonst sehr er-
folgreichen Therapie der X-chromosomalen kombi-
nierten schweren Immundefizienz (SCID) drei Formen
von Leukdmie (Hacein-Bey-Abina et al. 2003a,b). Bei
diesen Patienten ist es zur insertionellen Mutagenese mit
nachfolgender Inaktivierung von Tumorsuppressor-
genen gekommen. Im Jahr 2004 sind zwar keine neuen
Falle insertionell bedingter Tumoren oder Leukdmien in
klinischen Studien der retroviralen Gentherapie aufge-
treten; allerdings sind zwei der drei betroffenen Kinder
der SCID-X1-Studie an den Folgen der insertionell be-
dingten malignen Lymphoproliferation gestorben. Zu-
gleich zeigen jiingste Daten aus mittlerweile mindestens
5 laufenden Studien zur retroviralen Korrektur von Im-
mundefizienzerkrankungen (Mailand: ADA-Defizienz;
Paris: SCID-X1; London: SCID-X1 und ADA-Defizienz;
NIH: SCID-X1; Muul et al. 2003; Frankfurt: CGD) posi-
tiven therapeutischen Nutzen ohne das Auftreten von
Sicherheitsproblemen. Da das therapeutische Potenzial
des retroviralen Gentransfers kaum mehr infrage steht,
ist es nun das hochstrangige Ziel, die frither beobachte-
ten Komplikationen durch ein besseres mechanistisches
Verstandnis zu vermeiden.

Insertionelle Mutagenese
Wihrend nichtvirale Vektoren keine Integration in das
Genom zeigen und deshalb nur transient exprimieren,
ist dies bei retroviralen und lentiviralen Vektoren die Re-
gel. Wie aus den Zwischenfillen der retroviralen Gen-
therapie bekannt wurde, hat jede Integration in das Ge-
nom ein gewisses Risiko der insertionellen Mutagenese.
Diese wurde sowohl in Mausmodellen als auch in der
klinischen SCID-X1-Gentherapie beobachtet (Li et al.
2002; Baum et al. 2003; Hacein-Bey-Abina et al.
2003a,b).

Im Rahmen der Aufklarung der drei lymphoprolife-
rativen Erkrankungen im Rahmen der SCID-X1-Gen-
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therapie wurde in einem X-SCID-Mausmodell gefun-
den, dass das korrektive therapeutische Gen die IL-2-
Rezeptor-Gammakette selbst in 1/3 der Tiere zur
Lymphomgenese beitragen kann (Woods et al. 2006).
Bei der Entwicklung der lymphoproliferativen Erkran-
kungen nach SCID-Korrektur der IL-2-Rezeptor-Gam-
makette ist es zur ungebremsten Expression dieses
LMO2-Onkogens gekommen (Hacein-Bey-Abina et al.
2003a,b). Im Rahmen der Experimente im X-SCID-Mo-
dell der Maus zeigten sich in 33% der Fille T-Zell-Lym-
phome, die jedoch frithestens erst 6 Monate nach Trans-
plantation auftraten. Hierbei stellt sich die Frage nach
dem Beitrag des Transgens neben der Insertionsstelle im
LMO2-Onkogen. In Vorstudien zur klinischen Genthe-
rapie wurden weltweit 88 Méduse mit demselben Trans-
gen in retroviralen Vektoren behandelt, ohne dass inner-
halb einer Experimentalphase von 6 Monaten Lym-
phome aufgetreten waren. Auch die langfristige
Beobachtung von Hunden, Rhesusaffen oder Schafen,
die das humane Gen fir bis zu 1 Jahr nach der Trans-
plantation exprimierten, zeigten keine Lymphome. Auch
in der klinischen Gentherapie traten die beobachteten,
leukamiedhnlichen Krankheitsfialle 2-3 Jahre nach
Transplantation auf. Die lange Latenz bis zum Auftreten
von Lymphomen kann mdéglicherweise durch die Ak-
quisition weiterer komplementérer Mutationen bedingt
sein.

Um das Risiko der insertionellen Mutagenese zu re-
duzieren, wurden integrationsdefiziente lentivirale Vek-
toren konstruiert, die eine stabile Transduktion ermog-
lichen (Saenz et al. 2004; Vargas et al. 2004). Diese Un-
tersuchungen wurden in vivo in Nagermodellen
durchgefiihrt, bei denen in Augen und Gehirn injiziert
wurde (Yanez-Munoz et al. 2006). Die hohe Effizienz des
Gentransfers und der Expression eines therapeutischen
Proteins fithrte zur dauerhaften klinischen Besserung im
Modell der Retinadegeneration (Yanez-Munoz et al.
2006). An diesem Beispiel konnte gezeigt werden, dass
fiir postmitotische Gewebe eine Vektorintegration keine
unabdingbare Voraussetzung fiir eine Langzeitexpres-
sion darstellt.

Immunreaktionen

Nachdem es in den vergangenen Jahren gelungen ist,
eine addquat hohe Expression des erwiinschten Trans-
gens zu gewdhrleisten, stellen sich zunehmend Probleme
der Immunogenitit der hiufig verwendete Virusvek-
toren. So wurden beispielsweise die Immunreaktionen
auf die AAV-Serotypen 2, 5 und 8 systematisch unter-
sucht, um zelluldre Immunantworten gegen das Virus-
kapsid bzw. gegen das therapeutische Transgen zu defi-
nieren. Insgesamt ging es um die Frage, wie sich eine
CD8-positive MHC-Klasse-I-Immunantwort gegen
Kapsidproteine entwickelt, wo bei diesem Reaktionsweg
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doch die Aufnahme der Viruspartikel erfolgt und somit
normalerweise eine MHC-Klasse-II-Prasentation statt-
finden miisste. Am Modell der C57bl/6-Méause konnte
mittels ELISPOT und intrazytoplasmatischer Zytokin-
farbung in Abhéngigkeit von den zur Immunisierung
bzw. zur Boosterung eingesetzten AAV-Serotypen die
Induktion Interferon-y-positiver, CD8-positiver Lym-
phozyten in der Abstufung AAV2/8 > AAV2/5> AAV2/2
(Serotypen des AAV bei der Prime- bzw. bei der Boost-
Reaktion) nachgewiesen werden (Grimm et al. 2003).
Bei dem Versuch, die B-Zell-Antworten in analoger
Weise zu untersuchen (Modellgen: Hunde-Gerinnungs-
faktor IX), zeigte sich ein komplexes Bild. Interessant
war, dass neutralisierende In-vitro-Aktivititen nicht
automatisch mit einer In-vivo-Neutralisationswirkung
verbunden waren.

4.1.5 Ausblick

Die Konsolidierungsphase der Gentherapie scheint
tiberwunden und berechtigter Optimismus dahinge-
hend angebracht, dass man in Zukunft molekulare The-
rapien fiir eine wachsende Zahl klinischer Erkrankungen
entwickeln wird. Trotz aller Fortschritte dieses — noch
nicht einmal 15 Jahre alten — Forschungsgebiets gilt es,
Losungen fiir die gegenwirtigen Probleme der Genthe-
rapie zu finden (© Tab. 4.1.5).

Die regulatorischen Auflagen im Umgang mit gene-
tisch markierten Organismen (GMO) und den Voraus-
setzungen zur Durchfithrung klinischer Studien sind in
den verschiedenen Landern unterschiedlich. Auch die
ethischen Gesichtspunkte international durchgefiihrter
klinischer Studien sind von unterschiedlichen Auflagen
gepragt. Es wire fir die Vereinheitlichung und Ver-
gleichbarkeit der verschiedenen Studienaktivititen not-
wendig, eine internationale Standardisierung zu errei-
chen. Dies ist gerade deshalb so wichtig, weil z. B. in

D Tab. 4.1.5. Herausforderungen an die Gentherapie
e Gewebe- und zellzyklusspezifisches Targeting

e Langzeitexpression/-korrektur (Transduktion von Stamm-
zellen)

e Therapie eines ganzen Organs

® In-vivo-Regulation der Genexpression

e Kontrolle der Immunantwort gegen den Vektor bzw. siRNA
e Exzisionsreparatur dominant-negativer Mutationen

® Verbesserte topische Applikation (,Gencreme”)

e Sicherheit und Biokompatibilitat
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China eine adenovirale Gentherapie zur Expression des
Wildtyps p53 zugelassen ist. Die dortigen Sicherheits-
bestimmungen sowie die regulatorischen Auflagen ent-
sprechen jedoch nicht den europiischen bzw. amerika-
nischen Standards. Dennoch wird eine solche hochbri-
sante Therapie aus China in das européische Ausland
und nach Amerika exportiert.

Die Positronenemissionstomographie- (PET-)Tech-
nologie hat im molekularen Real-time-Imaging in den
letzten 5 Jahren grof3e Beliebtheit erfahren (Serganova u.
Blasberg 2005). Neben dem klassischen Reportergen-
Design wird ,gene imaging“ in absehbarer Zeit zum
Uberwachen der viral und zellbasierten Gentherapie
von Tumoren eingesetzt werden (Serganova u. Blasberg
2005). Hierdurch lassen sich mittels nichtinvasiver In-
vivo-Darstellung quantitative Aussagen zu Vektor-
konzentrationen und zur Transduktionseffizienz in kli-
nischen Studien treffen, indem die Lokalisation, das
Ausmafd und die Dauer der Transgenexpression verfolgt
werden. Weitere Anwendungen stellen das zellulare
Trafficking, das Targeting und die Replikation von Vek-
toren dar.

Eine kiirzlich veroffentliche Studie zeigte bei syste-
mischer Anwendung von siRNA nach hepatischer Ap-
plikation der korrespondierenden Hairpin-RNA in
einem A AV-Vektor schwere toxische Reaktionen mit To-
desfolge in Miusen (Grimm et al. 2006). Die Hairpin-
RNA-Therapie fiihrte zur Ubersaturierung des MikroR-
NA-Stoffwechselwegs in der Leber mit Kompetition um
das nukledre Karyopherin Exportin-5. Diese Ergebnisse
sollten die Gentherapeuten zur Umsicht und weiterem
Studium zum Verstidndnis der siRNA mahnen, bevor in
klinischen Studien moglicherweise schwere uner-
wiinschte Ereignisse auftreten.
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Sektion 4 - Therapie

4.1.7 Zeittafel

Die angegebenen Zitate sind in den Literaturteil integriert.

Jahr Ereignis Referenz

1989 Erste klinische Markergen-Therapie (tumorinfiltrierende Lympho- Rosenberg et al. 1990
zyten)

1990 Erste therapeutische Gentherapie Adenosindeaminase-Immun- Blaese et al. 1995; Muul et al. 2003
defekt-Syndrom (ADA-SCID)

1995 Erste klinische DNA-Vakzinierung gegen Malaria Wang et al. 1998

1999 Hepatische Genersatztherapie mit AD-Vektor fordert erstes Todes- | Raper et al. 2003
opfer

2002 Insertionelle Mutagenese nach retroviralem Gentransfer bei Hacein-Bey-Abina et al. 20033, b
X1-SCID verursacht leukdmiedhnliche Lymphoproliferation

2004 Mehr als 10.000 Patienten in tiber 1.000 Gentherapiestudien be- http://www.wiley.co.uk/wileychi/genmed/clinical
handelt

2006 Erfolgreiche Behandlung der chronischen Granulomatose Ott et al. 2006




