Gentherapie in der
Molekulargenetik mit
verschiedenen
Klonierungsvektoren

Gentherapie ist eine Technik zum Einbringen des genetischen Materials eines
Gens in einen Patienten, dem dieses Gen aufgrund einer Mutation fehlt. Es gibt
verschiedene Arten von Viren, die als Vektor fur die Gentherapie beim
Menschen verwendet werden, darunter Retrovirus, Adinovirus, Lentiviren,
Pockenviren und Herpesviren. Sowohl gesunde als auch Krebszellen kénnen
ein Ziel sein. Beispiel fur das Targeting gesunder Zellen. Eine Mdglichkeit
besteht darin, ein fehlendes oder verandertes Gen durch ein ,normales” Gen
zu ersetzen. Beispiel fUr das Targeting von Krebszellen. Wissenschaftler
konnen Krebszellen mit Genen angreifen, die zur Zerstérung der Zellen
verwendet werden koénnen. Bei dieser Technik werden Krebszellen in
sogenannte ,Suizidgene"” eingefihrt. Die Gentherapie in Keimbahnzellen hat
das Potenzial, nicht nur das Individuum, sondern auch seine Kinder zu
beeintrachtigen. Alle genetischen Veranderungen in den Fortpflanzungszellen
oder Veranderungen am Embryo vor dem Stadium der Differenzierung wirden
alle zukinftigen Nachkommen dieser Person betreffen. Dies ist eine wichtige
Unterscheidung, die sich auf wichtige ethische Fragen auswirkt.
Keimbahntherapie (wie Spermien, Eizellen und deren Stammzellvorlaufer.
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Vorwort

Die Gentherapie ist eine Technik zur Einfiihrung des
genetischen Materials eines Gens in einen Patienten, dem

dieses Gen aufgrund einer Mutation fehlt.

Vektoren: Mit Hilfe von Vektoren wird das "normale" Gen in
die Zellen des Patienten eingebracht. Es gibt verschiedene
Arten von Viren, die als Vektoren fiir die Gentherapie beim
Menschen verwendet werden, darunter Retroviren,

Adinoviren, Lentiviren, Pockenviren und Herpesviren.

Sowohl gesunde als auch Krebszellen konnen ein Ziel sein.
Gesunde Zellen als Ziel. Eine-Moglichkeit besteht darin, ein
fehlendes oder verdndertes Gen durch ein "normales" zu
ersetzen. Beispiel: Krebszellen. Wissenschaftler koénnen
Krebszellen gezielt mit Genen versehen, die zur Zerstorung
der Zellen eingesetzt werden konnen. Bei dieser Technik
werden den Krebszellen so genannte "Selbstmordgene"

zugefiihrt.

Eine Gentherapie in Keimbahnzellen kann sich nicht nur auf
die Person selbst, sondern auch auf deren Kinder auswirken.
Jede genetische Verdnderung in den Keimzellen oder jede
Verdnderung am Embryo vor dem Stadium der

Differenzierung wiirde sich auf alle kiinftigen Nachkommen



dieser Person auswirken. Dies 1ist ein entscheidender

Unterschied, der wichtige ethische Fragen bertihrt.

Keimbahntherapie (
z. B. Spermien, Eizellen und deren Stammzellvorlaufer). Die
Keimbahntherapie beim Menschen ist nach wie vor hochst
umstritten. Damit das eingefiihrte Gen normal an die
Nachkommen weitergegeben werden kann, muss es nicht nur
in die Zelle eingefiihrt, sondern auch durch genetische

Rekombination in die Chromosomen eingebaut werden.

Krebs-Gentherapie mit Tumorsuppressorgenen, Gentherapie
in Kombination mit Strahlentherapie, so dass sie
Lungenkrebs bei 19 verschiedenen Patienten behandeln
konnen. Intratumorale Nadelinjektionen von Ad-p53 an den

Tagen 1, 18 und 32°der Behandlung.

Ex-vivo-Manipulationstechniken,

die auf die in Kultur geziichteten Zellen tibertragen werden,
wobei die transformierten Zellen ausgewdihlt, vermehrt und
dann in den Patienten eingebracht werden. vermeidet die
Abstoflung durch das Immunsystem
Gewebe wie hamatopoetische Zellen und Hautzellen, die aus

dem Korper entfernt werden konnen.

1. Elektroporation



. Liposomen
. Kalziumphosphat

. Goldkugeln (abgefeuert in einer mit Helium gefiillten
Pistole)

. Retro-Transposons (springende Gene - Friihzeit)

. Kiinstliche menschliche Chromosomen.



Kapitel 1
Gentherapie

Die Gentherapie ist eine Technik zur Einfithrung des
genetischen Materials eines Gens in einen Patienten, der an

einem Gendefekt leidet, weil eine Mutation im Gen auftritt.

Die Gentherapie ist eine Technik zur Einfithrung des
genetischen Materials eines Gens in einen Patienten, dem

dieses Gen aufgrund einer Mutation fehlt.

Vektoren: Das "normale" Gen wird mit Hilfe von Vektoren in

die Zellen des Patienten eingebracht.

Die haufigsten Vektoren, die in der Gentherapie verwendet

werden, sind Virusvektoren
Warum Viren?

Im Laufe der Evolution haben sich Viren so entwickelt, dass
sie die Zellen mit groBer Spezifitit infizieren. Viren sind in
der Regel sehr effizient bei der Transfektion ihrer eigenen
DNA in das Genom der Wirtszelle. Dies ermoglicht ihnen
die Produktion neuer Viruspartikel in der Zeit der

Zellsynthese.



Arten von Viren
1-Retrovirus
2-Adinovirus
3-Lentiviren
4-Pockenviren

5- Herpesviren

Abbildung (1): Adenovirus

Adenovirus



Doppelstringiges DNA-Genom, 36 kb. Eintritt iiber CAR-
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Abbildung (2): Adenoviraler Vektor der neuesten

Generation.

Welcher Virus soll verwendet werden?
Abhéngig von
* Wie gut sie die Gene auf die Zellen iibertragen.
* Welche Zellen sie erkennen und infizieren konnen.

* Ob sie die DNA der Zelle dauerhaft oder vortibergehend

veriandern.



[strateges for Transgene Delivery]

Cells removed from body Transgene delivered

directly into host

Transgene delivered
Cells cultured

!

Cells returned to the body

Abbildung (3): Strategien fiir die Ubertragung von

Transgenen.

Welche Zellen sind die Zielzellen?

Sowohl gesunde als auch krebsartige Zellen konnen
ein Ziel

Ex von Targeting Gesunde Zellen

* Eine Moglichkeit besteht darin, ein fehlendes oder

verandertes Gen durch ein "normales" Gen zu ersetzen.



Ex der gezielten Bekdmpfung von Krebszellen

* Wissenschaftler konnen Krebszellen gezielt mit Genen
versehen, die zur Zerstorung der Zellen eingesetzt
werden konnen. Bei dieser Technik werden den

Krebszellen so genannte "Selbstmordgene" zugefiihrt.

Gene Therapy Principles

s,

®

Adenovirus

Retrovirus/Lentivirus

YRNNA
Naked DNA

Abbildung (4): Grundsiitze der Gentherapie.



Abbildung (5): Eintritt des Adenovi@in die Zelle.
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Kapitel 2
Tumor-Antigene

ist eine antigene Substanz, die in Tumorzellen produziert
wird und eine Immunreaktion im Wirt auslost.
Tumorantigene sind niitzliche Tumormarker bei der
Identifizierung von Tumorzellen mit diagnostischen Tests
und konnen in der Krebstherapie eingesetzt werden, um die
Immunreaktion des Wirts gegen die so genannten
Tumorantigene zu verstirken, indem virale Strategien durch
Ubertragung von Tumorantigenen die genetische Information

eines Proteins in voller Lange liefern.

Tumorantigene lassen sich in zwei Hauptkategorien

einteilen:

Die erste Kategorie sind die von viralen Genomen kodierten
Antigene, die attraktive Ziele fiir einen
immuntherapeutischen Angriff darstellen. Die Zellen, die auf
diese Antigene reagieren konnen, sollten nicht durch zentrale
toleranzinduzierende Mechanismen aus dem Repertoire

entfernt worden sein, so dass die Beeintrdchtigung durch



andere Faktoren (wie periphere Toleranz oder Escape-
Mechanismen) theoretisch minimal ist. Der Erfolg der EBV-
Therapie bei Transplantationspatienten und der HPV-
Therapie bei Patienten mit Gebarmutterhalskrebs zeigt, dass
diese Art der Reaktion unter idealen Bedingungen tatsichlich

wirksam sein kann.

Bei der zweiten Kategorie von Antigenen handelt es sich um
Selbstantigene, die durch genetische Verdnderungen
verindert und durch Uberexpression sichtbarer gemacht
werden, wenn Tumore wihrend des Prozesses der malignen
Transformation multiple Mutationen akkumulieren und
Behandlungsziele darstellen.
Eine klinische Wirkung wurde mit pockenviralen Vektoren,

die MUCI tragen, beobachtet.

Klassifizierung von Tumorantigenen

Urspringlich  wurden = Tumorantigene anhand  ihres

Expressionsmusters grob in zwei Kategorien eingeteilt:

» Tumor-spezifische Antigene (TSA), die nur auf

Tumorzellen und nicht auf anderen Zellen vorhanden sind.



= Tumor-assoziierte Antigene (TAA), die auf einigen
Tumorzellen und auch auf einigen normalen Zellen

vorhanden sind.

Diese Klassifizierung ist jedoch unvollkommen, da sich
herausstellte, dass viele Antigene, von denen man annahm,
sie seien tumorspezifisch, auch auf einigen normalen Zellen
exprimiert werden. Die moderne Klassifizierung von
Tumorantigenen basiert auf ihrer molekularen Struktur und

ihrem Ursprung.

Ersetzen defekter Gene (p53, BRCAI1, RB, pl6). Zu den
Genen, die bei Krebs mutiert oder gestrichen sind, gehdren
die Krebsanfilligkeitsgene  p53 und BRCAI1. p53 und
BRCALI scheinen Krebszellen zu hemmen, denen Mutationen
in diesen Genen fehlen, so dass so genannte
Genkorrekturstrategien ein grofleres Potenzial haben koénnten
als zundchst angenommen. p16, auch MTS1 (multiple tumor
suppressive gene 1) genannt, ist bekanntlich ein wichtiges
Tumorsuppressor-Gen, insbesondere bei nicht kleinzelligem
Lungenkrebs. Uber 900 Patienten wurden bereits mit

Gentransferprodukten behandelt.
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Abbildung (6): pS3-Weg.

Was Gene bewirken konnen

Gene, die auf Chromosomen getragen werden, sind die
grundlegenden physischen und funktionellen Einheiten der
Vererbung. Gene sind spezifische Sequenzen von Basen, die
Anweisungen fiir die Herstellung von Proteinen kodieren. Es
sind die Proteine, die die meisten Lebensfunktionen
ausfithren und sogar den Grofiteil der zelluldren Strukturen

ausmachen.



Warum genetische Stéorungen

Wenn Gene so verdndert sind, dass die kodierten Proteine
ihre normalen Funktionen nicht mehr erfiillen konnen, kann

es zu genetischen Stérungen kommen.

Jeder von uns trdgt einige defekte Gene in sich, einige

offensichtlich und viele nicht offensichtlich.

e Jeder von uns trigt etwa ein halbes Dutzend defekter

Gene in sich.

e Wir sind uns dessen gliicklicherweise nicht bewusst, es
sei denn, wir oder einer unserer nahen Verwandten
gehoren zu den vielen Millionen, die an einer genetischen

Krankheit leiden.

Etwa jeder zehnte Mensch hat oder wird zu einem spéteren
Zeitpunkt eine genetische Erbkrankheit entwickeln, und es ist
bekannt, dass etwa 2 800 spezifische Erkrankungen durch
Defekte (Mutationen) in nur einem der Gene des Patienten

verursacht werden.

Wir erben von den Eltern



e Die meisten von uns leiden nicht unter den schéidlichen
Auswirkungen ihrer defekten Gene, da wir von fast allen
Genen zwei Kopien tragen, eine von unserer Mutter und

die andere von unserem Vater.

e Die einzigen Ausnahmen von dieser Regel sind die Gene

auf den minnlichen Geschlechtschromosomen.

Minner haben ein X- und ein Y-Chromosom, ersteres von
der Mutter, letzteres vom Vater, so dass jede Zelle nur eine

Kopie der Gene auf diesen Chromosomen besitzt.

Vererbungsrecht

e In der Mehrzahl der Fille reicht ein normales Gen aus,

um alle Krankheitssymptome zu vermeiden.

e Wenn das potenziell schiadliche Gen rezessiv ist, wird
sein normales Gegenstiick alle Aufgaben {ibernehmen,

die beiden zugewiesen sind.

e Nur wenn wir von unseren Eltern zwei Kopien desselben

rezessiven Gens erben, entsteht eine Krankheit.

Was ist Gentherapie? Warum wird sie eingesetzt?



Gentherapie = Einfilhrung normaler Gene in Zellen, die
defekte Gene enthalten, um ein fehlendes Proteinprodukt

wiederherzustellen

GT wird verwendet, um einen mangelhaften Phédnotyp zu
korrigieren, so dass ausreichende Mengen eines normalen
Genprodukts synthetisiert werden—> , um eine genetische

Storung zu verbessern.

Gentherapie

Ist eine Behandlung oder Heilung von Krankheiten, die durch
defekte Gene verursacht werden. Dabei werden geniigend
betroffene Zellen mit einer normal funktionierenden Kopie
des Gens ausgestattet, um die normale Funktion

wiederherzustellen.

Um eine gentherapeutische Behandlung zu planen und

durchzufiihren, muss ein Forscher:

1. Identifizieren Sie die Gene, die fiir die Stérung

verantwortlich sind.

2. Erstellen Sie Kopien des normalen Gens.

20



3. Fiigen Sie die Kopien in Vektoren ein.
4. Die betroffenen Zellen mit den Vektoren "infizieren".

Aktivieren Sie das Gen, damit Transkription und Translation

stattfinden konnen.

Welche Zellen sind betroffen?

Bei der somatischen Gentherapie wird das Genom des
Empfingers verdndert, aber die Verdnderung wird nicht an

die ndchste Generation weitergegeben.

Bei der Keimbahn-Gentherapie werden die Geschlechtszellen
mit dem Ziel verdndert, diese Verdnderungen an ihre

Nachkommen weiterzugeben.

Dies wird jedoch nicht aktiv erforscht, zumindest nicht von
Menschen, obwohl viele Diskussionen iiber ihren Wert und

thre ZweckmafBigkeit gefiihrt werden.
Wie wird die Gentherapie durchgefiihrt?

Bei der Keimbahn-Gentherapie wird ein Gen dauerhaft in
Spermien oder Eizellen iibertragen. Kiinftige Generationen

wiirden "geheilt". Bei der Gentherapie mit somatischen

21



Zellen (Korperzellen) werden im Idealfall nur Gene auf die

betroffenen Zellen tibertragen.

Somatische Zellen sind nicht reproduktiv, konservativer und
sicherer, da sie nur die Zielzellen des Patienten betreffen und

nicht an kiinftige Generationen weitergegeben werden.
Arten der Gentherapie

Therapie mit somatischen Zellen (die meisten Zellen des
Korpers). Alle bisherigen Gentherapien beim Menschen

waren auf somatische Zellen gerichtet.
Wie wird die Gentherapie durchgefiihrt?

e Modifizierung somatischer Zellen
indem gewiinschte Gensequenzen in das Genom iibertragen

werden.

e Somatische Zellen erforderlich
um sicherzustellen, dass die eingefiigten Gene nicht auf die

nichste Generation tibertragen werden.

Auswirkungen von somatischen Zellen
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Sie sind kurzlebig, da die Zellen der meisten Gewebe
schlieBlich absterben und durch neue Zellen ersetzt werden.
Um die therapeutische Wirkung aufrechtzuerhalten, sind
wiederholte Behandlungen tiber die gesamte Lebensspanne

des Menschen erforderlich.
Somatische Gentherapie (zwei Kategorien)

1- In vivo

Wo Gene in noch im Koérper befindlichen Zellen verdndert
werden. Rekombinationsbasierte Ansdtze in vivo sind
besonders ungewohnlich, da die Wahrscheinlichkeit einer
Rekombination bei den meisten DNA-Konstrukten sehr

gering ist.

2- Ex vivo

Hierbei werden Zellen auBerhalb des Korpers verdndert und
dann wieder in den Korper transplantiert. In-vivo-Techniken
Dies geschieht bei Geweben, deren einzelne Zellen nicht in
ausreichender Zahl in vitro kultiviert werden kénnen (z. B.
Gehirnzellen) und/oder wenn die Reimplantation der
kultivierten Zellen in den Patienten nicht effizient ist. In
Ermangelung  anderer  Selektionsmethoden  werden
Liposomen und bestimmte virale Vektoren zu diesem Zweck

eingesetzt.
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In der Regel werden virale Vektoren verwendet

= Virus: Der Triger des gewiinschten Gens wird in der
Regel "verkriippelt", um seine Fahigkeit, Krankheiten zu

verursachen, zu deaktivieren.

= Virale Methoden haben sich bisher als die effizientesten

erwiesen.

= Viele virale Vektoren konnen das gewiinschte Gen stabil

in das Genom der Zielzelle integrieren.

Ex-vivo-Manipulationstechniken,

die auf die in Kultur geziichteten Zellen tibertragen werden,
wobei die transformierten Zellen ausgewdhlt, vermehrt und
dann in den Patienten eingebracht werden. vermeidet die
Abstofung durch das Immunsystem
Gewebe wie hamatopoetische Zellen und Hautzellen, die aus

dem Korper entfernt werden konnen.
7. Elektroporation
8. Liposomen

9. Kalziumphosphat

24



10. Goldkugeln (abgefeuert in einer mit Helium gefiillten
Pistole)

11. Retro-Transposons (springende Gene - Frithzeit)

12. Kiinstliche menschliche Chromosomen.

Tabelle (1): Unterschied zwischen in vivo und ex vivo

Genverabreichungssystemen.

In vivo EXVIVO
&
Less invasive More invasive
Technically simple Technically complex

Vectors introduced directly =~ No vectors introduced
directly
Safety check not possible Safety check possible

Decreased control over Close control possible
target cells Close control

possible
Zielorte fiir die Gentherapie

Therapeutische Gene miissen an bestimmte Zielorte fiir eine

bestimmte Art von Krankheit gebracht werden.

Tabelle (2): Zielzellen fiir den Gentransfer.
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Cancer Tumor cells, antigen presenting

cells (APCs), blood progenitor
cells, T cells, fibroblasts, muscle
cells

Inherited monogenic disease Lung epithelial cells,

macrophages, T cells, blood
progenitor cells, hepatocytes,

muscle cells

Infectious disease T cells, blood progenitor cells,

antigen presenting cells (APCs),

muscle cells
Cardiovascular disease Endothelial cells, muscle cells
Rheumatoid arthiritis Sinovial lining cells
Cubital tunnel Syndrome Nerve cells

Zielorte fiir die Gentherapie

Therapeutische Gene miissen an bestimmte Zielorte fiir eine

bestimmte Art von Krankheit gebracht werden.

Tabelle (3): Zielzellen fiir den Gentransfer.
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Cancer Tumor cells, antigen presenting
cells (APCs), blood progenitor
cells, T cells, fibroblasts, muscle

cells

Inherited monogenic disease Lung epithelial cells,
macrophages, T cells, blood

progenitor cells, hepatocytes,

muscle cells
Infectious disease T cells, blood progenitor cells,
antigen presenting cells (APCs),
muscle cells
Cardiovascular disease Endothelial cells, muscle cells
Rheumatoid arthiritis Sinoyial lining cells
Cubital tunnel Syndrome Nerve cells ‘

Beschrinkungen der Gentherapie

1- Lieferung von Genen

m Begrenzter Tropismus der viralen Vektoren

® Abhéngigkeit vom Zellzyklus bei einigen viralen Vektoren

(d. h. Mitose erforderlich)

2- Dauer der Genaktivitit

27



® Die nicht-integrierende Abgabe ist voriibergehend

(transiente Expression)

® Die integrierte Lieferung wird stabil sein

Sicherheit der Patienten

» Uberempfindlichkeit des Immunsystems
(Uberempfindlichkeitsreaktionen gegen virale
Vektorkomponenten oder gegen in behandelten Zellen

exprimierte Transgene)

® Integration wird nicht kontrolliert=> Onkogene kénnen am

Insertionspunkt beteiligt sein=> Krebs?

Keimbahn-Gentherapie

e FEine Gentherapie in Keimbahnzellen kann sich nicht nur
auf die Person selbst, sondern auch auf deren Kinder
auswirken.

e Jede genetische Verdanderung in den Keimzellen oder jede
Veranderung am Embryo vor dem Stadium der

Differenzierung wiirde sich auf alle kiinftigen

28



Nachkommen dieser Person auswirken. Dies ist ein

entscheidender Unterschied, der wichtige ethische Fragen

bertihrt.
Keimbahntherapie (
z. B. Spermien, Eizellen und deren Stammzellvorldufer). Die
Keimbahntherapie beim Menschen ist nach wie vor hochst
umstritten. Damit das eingefithrte Gen normal an die
Nachkommen weitergegeben werden kann, muss es nicht nur
in die Zelle eingefiihrt, sondern auch durch genetische

Rekombination in die Chromosomen eingebaut werden.

Ein neues Chromosom hinzufiigen

e Experimente mit der Einfiihrung des Chromosoms 47 . th
e Es gibt ein 46™ Chromosom, einen groBen Vektor, der in
der Lage ist, den genetischen Code zu tragen, der

hoffentlich vom Immunsystem nicht angegriffen wird.

29
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Abbildung (7): Neues Chromosom.

Anwendungen

1.

2.

Heilung genetisch bedingter Krankheiten

Korrektur von Krebsgenen

. Veranlassung von Krebszellen zur Herstellung von

Toxinen, damit sie sich selbst abtdten

. Blockierung viraler Gene (z. B. HIV)

. Herstellung von Stammzellen aus somatischen Zellen

30



Die Zukunft

e Gentherapie an Geschlechtszellen von Triagern

e Gentherapie an befruchteten Eizellen

Wie funktioniert die Gentherapie?

Bei den meisten Gentherapiestudien wird ein "normales" Gen
in das Genom eingefiigt, um ein "abnormales",

krankheitsverursachendes Gen zu ersetzen.

31



Kapitel 3
Vektor

Ein Triagermolekiil, das verwendet wird, um das
therapeutische Gen zu den Zielzellen des Patienten zu
bringen. (der haufigste Vektor ist ein Virus). Die Vektoren
werden genetisch so verdndert, dass sie normale menschliche
DNA tragen. Die neue DNA erzeugt dann ein
funktionsfahiges Proteinprodukt und versetzt die Zielzelle in

einen normalen Zustand.

Auswahl an Vektoren
Virale Vektoren:
* Vetrovirus
* Adenovirus
* Adeno-assoziiertes Virus

* Herpes Simplex Virus

Nicht-virale Vektoren
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* Liposom
*  DNA-Polymer-Konjugate
* Nackte DNA
Das ideale Vektorsystem hitte die folgenden Eigenschaften:
1- Eine angemessene Tragfahigkeit;
2- Sie miissen fiir das Immunsystem unauffindbar sein;
3- Sie sind nicht entziindlich;

4 - Sicher fur Patienten ~ mit vorbestehender

Lungenentziindung;

5- Eine ausreichende Wirksamkeit zur Korrektur der

Mukoviszidose zu haben
Phénotyp.

6- Eine lange Wirkungsdauer und/oder die Féhigkeit zur

sicheren Wiederverabreichung

Wie man es repariert
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VIS

e Es wird ein Virus gefunden, das sich vermehrt, indem es
seine Gene in das Genom der Wirtszelle einfiigt. Dieses
Virus hat drei Gene A, B und C.

e Gen A kodiert ein Protein, das es dem Virus ermdglicht,
sich in das Genom des Wirts einzuschleusen.

e Die Gene B und C verursachen die Krankheit, die mit
diesem Virus in Verbindung gebracht wird.

e Ersetzen Sie B und C durch ein-ntitzliches Gen. So konnte
das verdnderte Virus Ihr "gutes Gen" in das Genom der
Wirtszelle einfiihren, ohne eine Krankheit zu verursachen.

e Wir verwenden also den modifizierten Virus, um das
"kaputte Fenster" zu reparieren.

Wie wird das gemacht?

Viraler Vektor, der ein gesundes Gen trigt
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Vector inserts New gene in the
healthy gene into cell along with
cell original genes

Abbildung (7): Viraler Vektor mit mutiertem Gen.

Aus dem therapeutischen Gen werden funktionelle Proteine
gebildet, die die Zelle wieder in einen normalen Zustand

versetzen.
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Calls now with normal
genes function normally

Abbildung (8): Gentherapie mit einer normalen
Gensequenz (DNA), die in ein harmloses Virus (AAYV)

eingefiigt wurde.

Warum Viren
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Viren werden verwendet, weil sie eine Moglichkeit
entwickelt haben, ihre Gene einzukapseln und in menschliche
Zellen einzubringen. Zielzellen wie die Leber- oder
Lungenzellen des Patienten werden mit dem viralen Vektor
infiziert, der sein genetisches Material, das das therapeutische

menschliche Gen enthilt, in die Zielzelle einschleust.

viral HNew Viral
DA Gene DHNA

@  Modified DNA injected
Into ¢

U5, National Libran GGG IRIE

Abbildung (9): Gentherapie mit einem Adenovirus-

Vektor.

Gentherapie mit einem Adenovirus-Vektor.
Ein neues Gen wird in einen Adenovirus-Vektor eingefiigt,
mit dem die verdnderte DNA in eine menschliche Zelle

eingebracht wird.
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Wenn die Behandlung erfolgreich ist, bildet das neue Gen ein

funktionelles Protein.

Viren als Vektoren

e Sie vermehren sich, indem sie ihre DNA in eine
Wirtszelle einfligen.

e Bei der Gentherapie konnen auf diese Weise Gene
eingefiigt werden, die fiir ein gewiinschtes Protein
kodieren, um die gewiinschte Eigenschaft zu erzeugen.

e Vier verschiedene Typen

® Adenovirus
®m Adeno-assoziiertes Virus (AAV)
® Retrovirus

® Herpes Simplex Virus (HSV).

Erfolge in der Gentherapie

Obwohl noch keine Gentherapien von der FDA zum Verkauf
zugelassen wurden, sind einige Krankheiten experimentell

erfolgreich behandelt worden:
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Melanom (Hautkrebs)

Schwere kombinierte Immundefekte

Erblich bedingte Blindheit

Sichelzellenandmie

Problem

Viren mit Replikationsdefekten beeintrichtigen die normale

Fahigkeit des Virus, Gene im Korper zu verbreiten
o Auf Diffusion und Verbreitung angewiesen

o Beeintrdchtigt durch kleine interzelluldre Raume fiir den

Transport

Da sie durch virenbindende Liganden auf der Zelloberfldche
eingeschrinkt werden, kann—> nicht weit vordringen. In den
letzten 12 Jahren wurden weltweit mehr als 5000 Patienten

behandelt.

Nicht virale Geniibertragung
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e Direkte Einfiihrung:

Einbringen von therapeutischer DNA in die Zielzellen.
Dieser Ansatz ist nur begrenzt anwendbar, da er nur bei
bestimmten Geweben eingesetzt werden kann und grof3e

Mengen an DNA erfordert.

e Liposom:

Herstellung einer kiinstlichen Lipidkugel mit einem
wissrigen Kern. Diese trigt die therapeutische DNA und ist
in der Lage, die DNA durch die Membran der Zielzelle zu

schleusen.

e Chemische Verkniipfung :

Chemische Verkniipfung der DNA mit einem Molekiil, das
an spezielle Zellrezeptoren bindet. Sobald die therapeutischen
DNA-Konstrukte an diese Rezeptoren gebunden sind, werden
sie von der Zellmembran umschlossen und in das Innere der

Zielzelle eingeschleust.

e 47. (kuinstliches menschliches) Chromosom:
Sie wiirden autonom neben der Norm 46 existieren, ohne
deren Funktionsweise zu beeintrichtigen oder Mutationen zu

verursachen.

Es wire ein groBer Vektor, der in der Lage wire, grof3e

Mengen genetischen Codes zu transportieren, und aufgrund
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seiner Konstruktion und Autonomie wiirde er von den

Immunsystemen des Korpers nicht angegriffen werden.
Wie ist der aktuelle Stand der Gentherapieforschung?

¢ Die Food and Drug Administration (FDA) hat bisher noch
kein menschliches Gentherapieprodukt zum Verkauf
zugelassen.

e Die derzeitige Gentherapie ist experimentell und hat sich
in klinischen Versuchen nicht als sehr erfolgreich
erwiesen. Seit Beginn der ersten klinischen Gentherapie-
Studie im Jahr 1990 wurden nur geringe Fortschritte
erzielt.

e Im Januar 2003 stoppte die FDA voriibergehend alle
Gentherapieversuche © mit retroviralen Vektoren in
Blutstammzellen.

Wissenschaftler der National Institutes of Health

(Bethesda, MD) haben zwei Patienten mit metastasierendem

Melanom erfolgreich mit Killer-T-Zellen behandelt, die

genetisch auf den Angriff auf die Krebszellen ausgerichtet

sind. Diese Studie ist der erste Nachweis, dass die

Gentherapie bei der Behandlung von Krebs wirksam sein

kann.
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RNA-Interferenz oder Gen-Silencing konnte ein neuer Weg
zur Behandlung der Huntington-Krankheit sein. Kurze Stiicke
doppelstrangiger RNA (kurze, interferierende RNAs oder
siRNAs) werden von Zellen verwendet, um RNA einer
bestimmten Sequenz abzubauen. Wenn eine siRNA so
gestaltet ist, dass sie mit der RNA iibereinstimmt, die von
einem fehlerhaften Gen kopiert wurde, wird das abnormale

Proteinprodukt dieses Gens nicht produziert.

Ein Forscherteam der University of California, Los Angeles,
bringt mit Hilfe von Liposomen, die mit einem Polymer
namens Polyethylenglykol (PEG) beschichtet sind, Gene ins
Gehirn.

Die Ubertragung von Génen in das Gehirn ist ein bedeutender
Erfolg, da virale Vektoren zu grof3 sind, um die "Blut-Hirn-
Schranke" zu iiberwinden. Diese Methode hat das Potenzial,
die Parkinson-Krankheit zu behandeln. Welche Faktoren
haben die Gentherapie davon abgehalten, eine wirksame

Behandlung fiir genetische Krankheiten zu werden?

Kurzlebigkeit der Gentherapie:
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Bevor eine Gentherapie zu einer dauerhaften Heilung einer
Krankheit fithren kann, muss die in die Ziclzellen
eingebrachte therapeutische DNA funktionsfahig bleiben und
die Zellen, die die therapeutische DNA enthalten, miissen

langlebig und stabil sein.

Probleme

Die Integration der therapeutischen DNA in das Genom und
die schnelle Teilung vieler Zellen verhindern, dass die
Gentherapie einen langfristigen Nutzen erzielt. Die Patienten

miissen sich mehreren Runden der Gentherapie unterziehen.

Welche Faktoren® haben verhindert, dass sich die
Gentherapie zu einer wirksamen Behandlung genetisch

bedingter Krankheiten entwickelt?

e [mmunreaktion: Immer wenn ein Fremdkorper in
menschliches Gewebe eindringt, ist das Immunsystem
darauf ausgelegt, den Eindringling zu bekdmpfen.

e Das Risiko einer Stimulierung des Immunsystems in
einer Weise, die die Wirksamkeit der Gentherapie

verringert, ist immer ein potenzielles Risiko.
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AuBerdem erschwert die verstirkte Reaktion des
Immunsystems auf Eindringlinge, die es schon einmal

gesehen hat, die Wiederholung der Gentherapie bei Patienten.

Welche Faktoren haben verhindert, dass sich die
Gentherapie zu einer wirksamen Behandlung genetisch

bedingter Krankheiten entwickelt?

o Probleme mit viralen Vektoren - Viren sind zwar in den
meisten Gentherapiestudien das Mittel der Wahl, bringen
aber eine Reihe potenzieller Probleme mit sich: Toxizitét,
Immun- und Entziindungsreaktionen sowie Fragen der
Genkontrolle und des Targetings.

o AuBerdem besteht immer die Beflirchtung, dass der virale
Vektor, wenn er einmal im Patienten ist, seine Fahigkeit,

Krankheiten zu verursachen, wiedererlangen konnte.

Welche Faktoren haben verhindert, dass sich die
Gentherapie zu einer wirksamen Behandlung genetisch

bedingter Krankheiten entwickelt?
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Multigene Storungen - Erkrankungen oder Stérungen, die
durch Mutationen in einem einzigen Gen entstehen, sind die
besten Kandidaten fiir eine Gentherapie. Leider werden
einige der am héaufigsten auftretenden Krankheiten wie
Herzkrankheiten, Bluthochdruck, Alzheimer, Arthritis und
Diabetes durch die kombinierten Auswirkungen von
Verdnderungen in vielen Genen verursacht. Multigene oder
multifaktorielle Erkrankungen wie diese sind besonders

schwer mit Gentherapie wirksam zu behandeln.

Zum Verstiandnis:

m Die Wissenschaftler wissen wenig tiber die Funktion der
Tausenden von Genen. Ein Therapieversuch ohne dieses
Wissen wirde nur wenige Gene einer bestimmten

Krankheit ansprechen
m z. B. Sichelzellenanidmie
Sichelzellenandmie

» Verursacht durch einen Fehler im Gen, das unseren Korper

dartiber informiert, wie er Himoglobin herstellen soll
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Pravalent bei Afroamerikanern

Wie todlich der Fehler auch sein mag, die Uberlebensrate
derjenigen, die in der Region an Malaria erkrankt sind, hat

sich dadurch erhoht.

Die meisten genetischen Storungen betreffen mehr als ein
Gen, nur wenige genetische Krankheiten betreffen nur ein

Gen.

Bei diesen multigenetischen Storungen spielt auch die
Umwelt eine Rolle, z. B. Erndhrung, Bewegung, Rauchen

Usw.

Die hohen Kosten, die. mit der Entwicklung dieser
Technologie verbunden sind, und die Vorschriften, die bei
Experimenten zu beachten sind, stellen gro3e Hiirden fiir

Experimentatoren in diesem Bereich dar.

s Der erste Gentherapieversuch am Menschen begann
1990 mit einer Ex-vivo-Strategie, bei  der
Patientenzellen im Labor geziichtet und mit Vektoren

inkubiert wurden.

» Riicktransplantation in den Patienten
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m Es wurde versucht, 2 genetische Stoérungen zu
behandeln, darunter Kinder mit Immunschwéiche und

Menschen mit hohem Serumcholesterinspiegel.

Ziel der Gentherapie

e Ein normales Gen kann an einer unspezifischen Stelle
im Genom eingefiigt werden, um ein nicht
funktionierendes Gen zu ersetzen. Dieser Ansatz ist der

haufigste.

e Ein abnormales Gen konnte durch homologe
Rekombination gegen ein normales Gen ausgetauscht

werden.

e Das abnormale Gen konnte durch eine selektive
Riickmutation repariert werden, die dem Gen seine

normale Funktion zurtickgibt.

e Die Regulierung (das AusmaB, in dem ein Gen ein- oder
ausgeschaltet wird) eines bestimmten Gens konnte

verdndert werden.
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[ immunotherapy [l Tumour suppressor [l Suicide
Il Chemoprotection Other

Abbildung (10): Direkte genetische Verinderung von

Zellen bei Patienten.

Gentherapie-Ziele

1- Keimbahn-Gentherapie
2- Gentherapie mit somatischen Zellen
3- Genvermehrung
4- Genaustausch
Spezifische Hemmung der Genexpression

Gezielter Zelltod

1- Gentherapie
2- Antisense-Therapie (Unterdriickung der Genexpression)
3- Gen-Augmentation (Ergénzung defekter Gene)

4- Antisense-Therapie.

48



Defective gene (gain of function)

—— Gon
- MRNA
M

_ Antisense single-stranded DN
Wduction of RNase H | (bound with target mRNA)

SERREARRRRREND mRN,A is hytjrdyl&d
Protein level is reduced
Rerfificatinn of funcfion

Abbildung (11): Wiederherstellung der Funktion eines
defekten Gens.
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Kompensiert genetische Mutationen, die zerstorerische

Proteine produzieren.
Die wichtigsten Strategien sind

1) Kurze Abschnitte synthetischer DNA, die auf die mRNA-
Transkripte anormaler Proteine abzielen und deren

Ubersetzung verhindern

OR kleine RNA-Molekiile (siRNA), die zum Abbau von

abweichenden RNA-Transkripten verwendet werden

2) Ein Gen fiir ein Protein (intrazelluldrer Antikorper)
bereitstellen, das die Aktivitit des mutierten Proteins

blockieren kann

3) Entwicklung von DNA/RNA-Hybriden, die die Reparatur

des mutierten Gens steuern kénnten
Genvermehrung

Bei den meisten Therapien wird einem ausgewdhlten Zelltyp
einfach ein niitzliches Gen hinzugefiigt, um die fehlende oder
fehlerhafte Version zu ersetzen. Niitzlich bei der Behandlung

von Mutationen mit Funktionsverlust, z. B. bei Tumorgenen.
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Gene augmentation therapy
Gene X

o0 = 6606

Disease cells Normal phenotype
(increase in gene X product)

Abbildung (12): Gen-Augmentations-Therapie.

Direkter Ansatz

Veranlassung von Krebszellen zur Herstellung eines Proteins,

das die Zelle abtotet.

Indirekter Ansatz

Stimulierung einer Immunreaktion gegen bestimmte Zellen

oder Beseitigung der Blutversorgung.

Genaustausch

Bei dieser Strategie wird die mutierte Kopie in situ durch
eine korrekt funktionierende Kopie ersetzt. Niitzlich bei

Funktionsgewinnmutationen wie Onkogenen.
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Targeted gene mutation correction

-z

200 , ©e

Disease cells Normal phenotype

(mutant gene X) —{ I+ (genetic mutation
| Corrected corrected to restore
m gene functional gene)

Abbildung (13): Gezielte Korrektur von Genmutationen.

Drei Herausforderungen in der Gentherapie
1) Das Gen verpacken

2) Schiitzen Sie das Gen

3) gezielte Zufithrung zum Zellkern und Freisetzung in

aktiver Form

Vektoren

Trojanische Pferde", die das Gen in die Zelle schmuggeln.
Tragermolekiile, die speziell entwickelt wurden, um in Zellen

einzudringen und therapeutische Gene zu deponieren.

Vektoren konnen viral oder nicht-viral sein
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Adenovirale Vektoren

1- Nicht in das Genom einfiigen
2- Voriibergehend
3- Mangelnde Spezifitét

4- Starke Immunreaktion
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Adenoviral Vecoor

Sene
BE g h b et b — ot H b H e — H bt — 41§t — b E— i

Abbildung (14): Adenovirus-assoziierte virale Vektoren.

54



a AAV genome ITR O -_'_‘—}_O ITR

rep cap

b Vector genome < \_‘ _'—‘ )

Trerapeutic gene

© Packaging cell

Vector genomes

e —

Viral vector construct

(5 — —
Rep/Cap
construct

ATV, SLAVATLAY ATV
e e Pt
S
Abbildung (15): In das Genom integriert, aber von

geringer Grofie.

Methoden der Vektorabgabe
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EXVIVO
HUMAN CILLS

ELIVERY OF GENES to human

ubjects is sometimes accomplished

lirectly (orange arrow), by putting vec-

fors (agents carrying ially theray

b genes) straight into some target tissue in

Ihe body {in vivo). Morc offen the ex vivo ap-
proach (biwe arrows) is wsed: physicians re-

pave cells from a patient, add & desired gene in

[ne labaratory and return the genetically corrected

lells to the patient, An in vivo approach still in devel-

Ipment would rely on “smart™ vectors that could be 5
Fiested into the bloodstream or clsewhere and would i

Abbildung (15): Methoden der Vektorverabreichung.

Strategie fiir virale Vektoren

Replikations- und Virulenzgene konnen durch therapeutische

Gene ersetzt werden
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Wild-Type Virl Flasmid Yiral Structural Integrated
Virus Viral Genes

Therapeutic Gene

Abbildung  (16): Therapeutisches Gen  durch
Gentherapievektor mit Wildtyp-Virus.
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Kapitel 4
Retroviren

Retroviren einschlieBlich Lentivirus-, HIV- und MMLYV-

basierter Vektoren.
* FEinzelstrangiges RNA-Genom
* Lipidmembran umhiillt

*  Wirtsspektrum durch Hiillproteine bestimmt

:3RNA {enome

Renerse Transcophon

mto dsDNA

Random integration
mto host genome

Abbildung (17): Retrovirus mit reverser Transkription

durch zufillige Integration in das Wirtsgenom.
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Das Genom der Retroviren

LTR ¥ LTR

238 jad ey

Abbildung (18): Das retrovirale Genom.

Long Terminal Repeat (LTR):
Erforderlich fiir die Integration in das Wirtsgenom
v (Psi):
v Verpackungssignal
Gag:

Verpackt virales Genom in virale Partikel

pol:

Virale Polymerase, die fiir die virale Replikation erforderlich

ist
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env.

Virale Hillproteine, die fiir das Eindringen in Wirtszellen

notwendig sind, bestimmen die Reichweite des Wirts

Retrovirale Vektoren

- Retrovirale Vektoren basieren auf dem Moloney-Maus-
Leukdmie-Virus (Mo-MLV), das sowohl Maus- als auch

menschliche Zellen infizieren kann.

- Die viralen Gene, gag, pol und env, werden durch das
gewiinschte Transgen ersetzt und auf Plasmiden in der

Verpackungszelllinie exprimiert.

- Da den nicht-essentiellen Genen die Verpackungssequenz

fehlt, werden sie nicht in das Virionpartikel aufgenommen.

« Um eine Rekombination zu verhindern, die zu
replikationsfahigen Retroviren fiihrt, werden alle Regionen

mit Homologie zum Vektorriickgrat entfernt.
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a Retoviral genome 6y, [ | | —®
w gag pol env

b Vector genome &' 43

W Therapeutic gene

© Packaging cell

Viral veclor construct

—— . —
Gag/Fol Env
N, construct construct

Abbildung (19): Retrovirale Vektoren.

Retrovirale Vektoren

Spezielle Vektoren werden durch Deletion oder Veranderung
der nativen Sequenz in retroviralen und lentiviralen Vektoren
konstruiert, um die Bildung replikationsfdhiger Retroviren
(RCR) zu verhindern, die in der Regel durch

homologe Rekombination entstehen.
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Retroviral YVector

Capsid Envelope

Reverse
Transcriptasze

Abbildung (20): Weg des retroviralen Vektors mit dem

therapeutischen Gen in das Genom der Wirtszelle.
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Retrovirale Vektoren
Vorteile
1) langfristiger Ausdruck
2) geringe Toxizitdt
3) hohe Kapazitit

4) geringe Anti-Vektor-Immunitit, die eine wiederholte

Verabreichung ermoglicht

Probleme

Mangelnde Zellspezifitit:
Promiskuitiv: Einschleusen von Genen in verschiedene
Zelltypen, was zu einer geringeren Zieleffizienz und

unerwiinschten physiologischen Auswirkungen fiihrt

Zufilliges Spleiflen in die Wirts-DNA, was zu einer normalen
Genunterbrechung und/oder einer Verdnderung der

Genfunktion fiihrt.
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Verpackung retroviraler Vektoren

(C) Packaging cell /

—e
——{
e =S
Viral vector construct L P —
Vector genomes

000 aGagpol

& OO-Q OO proteins

Gag/Pol Env
construct

Abbildung (21): Teil 2 von 2 Molekulargenetik des

Menschen.

Gag-, pol- und env-Gene auf rdumlich getrennten
Fragmenten ohne Y-Sequenz. Rekombinante virale Proteine

sind infektios, aber replikationsschwach.
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Gentherapie bei X-SCID-Patienten

Seltene Erkrankung, die durch das Fehlen oder die
Verringerung des Immunsystems verursacht wird ("Bubble-
Baby-Syndrom"). XSCID-Patienten (Baby in der Blase)
konnen keine T-Lymphozyten bilden, und ihre B-
Lymphozyten bilden keine wichtigen Antikérper zur
Bekdmpfung von Infektionen. Ohne T- und B-Lymphozyten
entwickeln die Patienten im < Sauglingsalter schwere
Infektionen und konnen sterben, wenn sie nicht eine

Knochenmarktransplantation erhalten.
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—— Red Blood Cells —— .
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Monocyte

—— White Blood Cells —] Eosinophil
73
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Abbildung (21): Schwere kombinierte Immunschwiiche

(SCID)

X-SCID, besser bekannt als die "Baby in der Blase"-
Krankheit, wird durch Mutationen im IL2RG-Gen verursacht.
Das Gen kodiert fiir die Gamma-Untereinheit des Interleukin-
2-Rezeptors. Das vom IL2RG-Gen gebildete Protein ist ein

Rezeptor fiir chemische Signale.
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Die chemischen Signale steuern das Wachstum und die
Aktivierung von Zellen des Immunsystems. Das Gen wird
jetzt als "gemeinsame Gamma-Kette" bezeichnet, weil das
Protein in Rezeptoren fiir mehrere verschiedene Arten von

Signalen eingebaut wird.

Das IL2RG-Gen befindet sich auf dem langen (q) Arm von
Chromosom X an Position 13.1. Das Gen hat eine Lange von
ca. 4,2kb und besteht aus sieben Introns und acht Exons. Die
Exons 5 und 7 weisen Mutations-Hotspots auf. X-SCID ist
die haufigste Form von SCID und macht schitzungsweise 46

% bis 70 % aller SCID-Fille aus.

Gentherapie durch Injektion retro-viral transduzierter

autologer CD34+ hdamatopoetischer Stammzellen (HSCs).

Insertionsmutagenese in der Ndhe des Promotors des Proto-

Onkogens LMO?2.
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Retroviral vector carrying
CD34* stem cells enriched ¥z Cytoking recaptor geno
by magnetic bead-antibody \

’3/01.“

\:—_/j” \\\/

&

30-150 ml of bone Transduce cells in plastic
marrow aspirated under Infuse 14-38 million bag for 3 days;
general anesthetic cells per kg body weight cells multiply 5-8-fold

Figure 21-11 Human Molacular Genetics, 3s. (@ Gartand Science 2004}

Abbildung (22): 2/11 X-SCID-Patienten entwickelten

Leukimie.

Replikationsdefiziente virale Vektoren

Gentechnisch veridndert, damit sich die Virusinfektion nicht

ausbreiten kann

Die virale DNA enthidlt nicht die viralen Gene, die zur

Herstellung weiterer Viren benotigt werden.
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DNA et (19 Virus

Target Cell Infected With Viral
DNA Containing The Gene of

/1 \
/ i Interest
. ‘ @

Abbildung (23): Zielzelle, die mit viraler DNA infiziert ist,
die das betreffende Gen enthilt.

Rettung von Viren mit Replikationsdefiziten

Superinfektion mit Wildviren.

o Wild
[ — Neiix Virus
VAN A\ \

Target Cell —
’

Complementation:

Abbildung (25): Superinfektion mit Wildviren.

Das Genom des Wildvirus liefert die fehlenden Proteine, die
der virale Vektor zur Replikation benétigt. Die superinfizierte

Zelle funktioniert dhnlich wie eine Verpackungslinie.
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Das Genom des Wildvirus wird nach dem Zufallsprinzip mit
dem viralen Vektor rekombiniert, wodurch geniigend
genetisches Material fiir die Replikation des viralen Vektors

entsteht.

Das resultierende gerettete Virus kann Teile des
urspriinglichen Insertionsgens enthalten. Das virale Genom
ist aufgrund der zufilligen Rekombination nicht
vorhersehbar. Das Virus kann eine verdnderte Virulenz

aufweisen.

Entwicklung von inkompetenten ‘Lentivirusvektoren (3.

Generation) fiir die Replikation

Der virale Vektor wird so weit wie moglich "entkernt", um
Platz fur das eingefiigte Gen zu schaffen und das virale

Genom in cis- und trans- wirkende Regionen aufzuteilen

Promoter and Insert Gene

Modified LTR
To impede the
Virus from
Performimg more
Than one round
Of reverse

Transcoption
Transfer Envelope

Vector Vector

“self mactivating”

Regulatory Structural &

Signals (LTR and Packaging Genes
(may alreadybe

Viral envelope

protein alters host

range of the viral
vector

W), promoter and s
Insert Gene pEesell
packaging line)
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Abbildung (26): Entwurf von replikationsinkompetenten

Lentiviralen Vektoren (3. Generation).

Verpackung rekombinanter lentiviraler Partikel

Pockagmg

. Packaging
Recombinant Plasmids

MISSION Ermlope

Lentiviral Particles
e Transfer Vector Vector
éfemon of

e eMaturat(on HEK 293T Cells

Recombinant RNA
Transcript Export

Abbildung (27): Verpackung rekombinanter lentiviraler
Partikel.

Die drei Plasmide, die die viralen Genomkomponenten

enthalten, werden in die Verpackungslinie transfiziert, um die

7"



infektiosen Viruspartikel zu erzeugen. Da mehrere Plasmide
verwendet werden, sind mehrere Rekombinationsereignisse

erforderlich, um ein replikationsfahiges Virus zu erzeugen.

Mit Retroviren assoziierte Risiken durch

Insertionsmutagenese

Target Cell , oy DD_:_)

Oncogene

Proto-Oncogene

Abbildung (28): Mit Retroviren assoziierte Risiken durch

Insertionsmutagenese

Die zufillige Integration des viralen Genoms kann die
endogenen  Wirtsgene  storen. Dies ist besonders
besorgniserregend. ist die Storung von Proto-Onkogenen, die

zu einem erhohten Krebsrisiko fithren kann.
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Risiken im Zusammenhang mit retroviralen Vektoren der

Virustransduktion

Target Cell Infected With Viral DNA
Containing The Gene of Interest

/1N
Target Cell > @

. 4

Abbildung (29): Risiken im Zusammenhang mit

retroviralen Vektoren: Virale Transduktion.

Mit dem viralen Vektor .infizierte Personen konnen das

Insertionsgen an der Infektionsstelle exprimieren.

Grenzen der retroviralen Vektoren

o Eine kritische Einschrankung der retroviralen Vektoren
besteht darin, dass sie nicht in der Lage sind, sich nicht
teilende Zellen zu infizieren, wie z. B. diejenigen, aus
denen Muskel-, Gehirn-, Lungen- und Lebergewebe

besteht.

73



- Die Zellen des Zielgewebes werden entnommen, in vitro
geziichtet und mit dem rekombinanten Vektor infiziert. Die
Zielzellen, die das Fremdprotein produzieren, werden dann in

das Tier zuriickverpflanzt (Ex-vivo-Gentherapie).

- Es gibt Probleme, wenn die Ausdrucksfihigkeit
eingeschrankt ist, und es ist schwierig, eine ldngere

Ausdrucksfihigkeit zu erreichen.

- Die Expression wird durch entziindungsférdernde
Interferone, die auf virale LTRs einwirken, reduziert, da die
retrovirale DNA integriert wird und die viralen LTR-

Promotoren inaktiviert werden.

- Moglichkeit der zufilligen Integration von Vektor-DNA in

das Wirtschromosom.

Merkmale des retroviralen Vektors
Vorteile

 Integration: permanenter Ausdruck
« Pseudo-typisiertes Virus

Benachteiligungen

o Nur sich teilende Zellen infizieren
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o Insertionsmutagenese (Tumorbildung)
« Aktivierung von Onkogenen

« Tumorsuppressor-Gene hemmen

Lentivirale Vektoren

- Gehoren zur Familie der Retroviren, kénnen aber sowohl

sich teilende als auch sich nicht teilende Zellen infizieren.

- Sie sind komplizierter als Retroviren und enthalten sechs

zusitzliche Proteine: tat, rev, vpr, 'vpu, nef und vif.

- Das humane Immundefizienzvirus (HIV) wurde deaktiviert

und als Vektor fiir die In-vivo-Gentibertragung entwickelt.

- Geringe zelluldre Immunreaktion, daher gute Moglichkeit
der In-vivo-Genverabreichung mit anhaltender Expression

iiber sechs Monate.

- Keine starke Antikorperreaktion.

Wahrscheinliche Symptome von im Labor erworbenen

Infektionen mit Retro-/Lentivirus-Vektoren

* Fieber / grippedhnliche Symptome
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* Mogliche Entziindung des infizierten Gewebes

* Die zufillige Integration des viralen Genoms in das
Wirtsgenom kann zu  Insertionsmutagenese  und

Onkogenese fiihren.

* Expression von Insertionsgenen in infiziertem Gewebe
(Onkogene, Entziindungsmediatoren und Toxine sind von

besonderer Bedeutung)

Herpesvirus-Vektoren

o HSV-1 ist eine milde Krankheit

o Lineare dsDNA

« 50 kb Fremd-DNA koénnen untergebracht werden (150 kb
fiir die neue Generation von Vektoren)

« Neurotropes Virus

o Hochdeletiertes defektes Virus (die Halfte der 80
Herpesgene kann deletiert werden) +

Verpackungszelllinien mit mutierten Stimmen.
Der erste Fall

. Die erste Gentherapie wurde am 14. September™ , 1990

durchgefiihrt.
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Ashanti DeSilva wurde wegen SCID behandelt

Schwere kombinierte Immundefizienz

Die Arzte entfernten ihre weiBBen Blutkorperchen, fiigten
das fehlende Gen in die weillen Blutkorperchen ein und
setzten sie dann wieder in ihren Blutkreislauf ein.

Dadurch wurde ihr Immunsystem gestérkt.

Hat nur einige Monate lang funktioniert

Ein Fall von Leukidmie bei einem SCID-Kind, das mit einem

retroviralen Vektor behandelt wurde

Insgesamt recht erfolgreich, iiber 1000 Menschen erhielten
eine retrovirale Gentherapie

Ein franzosisches Baby wird mit retroviralen Vektoren
behandelt vor 3 Jahren

In diesem Sommer entwickelte sich eine leukédmiedhnliche
Krankheit.

Neun andere Kinder, die zur gleichen Zeit behandelt
wurden, zeigen keine Anzeichen von Leukdmie

Aber die Nebenwirkung ist noch kein so grofles Risiko,
dass die genetischen Experimente fiir Kinder mit einer oft

todlichen Immunkrankheit eingestellt werden sollten
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e Menschen, die eine retrovirale Gentherapie erhalten,
sollten vor dem Risiko gewarnt werden, an Leukdmie zu
erkranken

Erfolgreiche einjdhrige Gentherapie-Studie zur Behandlung

der Parkinson-Krankheit

« Neurologic, ein Biotech-Unternehmen, gab bekannt, dass
es seine wegweisende Phase-I-Studie zur Gentherapie der
Parkinson-Krankheit mit AAV-Vektoren erfolgreich
abgeschlossen hat.

o Es handelte sich um eine Studie-mit 12 Patienten, von
denen jeweils vier zu einer der drei Dosis-Eskalations-
Kohorten gehorten. Alle (Eingriffe wurden unter lokaler
Anisthesie durchgefiihrt, und alle 12 Patienten wurden
innerhalb von 48 Stunden nach dem Eingriff aus dem
Krankenhaus entlassen und 12 Monate lang beobachtet.
Die primiren Ziele des Studiendesigns, Sicherheit und
Vertriglichkeit, wurden erfolgreich erreicht. Es wurden
keine unerwiinschten Ereignisse im Zusammenhang mit

der Behandlung gemeldet.
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Tabelle (5): Vektoren auf der Basis von RNA-Viren

Vectors Based on RNA Viruses
Features Retroviral Lentiviral Alphaviral
Maximum
Insert size 7-75kb 775kb 5kb
Concentrations >108 108 >10°
viral particles/ml
Route of gene Ex vivo Ex/Invivo In vivo
delivery
Integration Yes Yes No
Duration of Shorter than Long Short
expression in vivo theorized
Stability Good Not tested Good
Ease of Preparation Pilot scale up Not known Not known
scale up up to 20-50 liters
Immunological Few Few Unknown
problems
Pre-existing Unlikely Unlikely, except No
host immunity in AIDS patients
Safety problems Few

Insertional

Insertional
ic?

)
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Tabelle (6): Vektoren auf der Basis von DNA-Viren



Vectors Based on DNA and on DNA Viruses

Features Adenoviruses Adeno- Herpesviruses  Vaccinia Naked DNA
associated viruses virus /Lipid DNA
Maximum 75kb 45kb ~30kb >25 kb Unlimited size
Insest size
Concentrations 1010 1012 >108 107-109 No limitation
viral particles /ml
Route of gene Ex/lIn vivo Ex/In vivo Ex vivo Ex/In vivo Ex/In vivo
delivery
Integration No Yes/No No No very poor
Duration of Short Long Short/ Short Shost
expression in vivo Long in CNS?
Sability Good Good Unaknown Good Very good
Ease of Preparation | Easy toscaleup Difficult to purify, Not yet tried Vacdine preduction Easy to scale up
scaleup difficult to scale up facilities exist
Immunological Extensive Not known Not known Extensive None
problems
Pre-exssting. Yes Yes Yes Diiminishing as No
host immunity unvaccinated
population grows
Safety Infl; y Infk ¥y N irulence? Dissemi d vaccinia None?
respanse, toxicity response, toxicty | ional ini pramé
mutagenesis bosts.

Tabelle (7): Klinische Versuche mit Gentherapie fiir
monogene Krankheiten in den Vereinigten Staaten im

Jahr 2000.
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Clinical Trials of Gene Therapy for Monogenic Diseases in the United States in 2000

Disease Gene Vedor Numberof Numberof Results
Trials patients

Gaucher disease oce Retrovirus 3 9 Ona trial shows long term
clevation of GC ax; ion,
other trials primarily Phase [

OTC deficiency arc Adenovins 1 14 Trial suspended after

one fatality (soe toxt)
ADA-SCID ADA » NeoR Retrovirus 1 6 Ongoing since 1990
Cystic Fibrosis CFIR Adenovirus 9 83 Some correction of defect in 30% of

patients, but inflammation at clinical
dases, and reduction in therapautics
with repeated injection.

CFIR AV 1 36 Some correction of defect,
Phase 11 study started
CFIR Cationic 4 5 30% to S0% of patients showed
Lipids showed improvement
Chronic PI7 phox/ Retrovirus 3 9 Phase [/11, study
granulomatous £P%1 phox closed in 1998
Familial LDLR Retrovirus 1 5 Phase [, closed in 1904

hypercholesterolemia

Tabelle (8): Andere klinische Versuche zur Gentherapie

in den Vereinigten Staaten im Jahr 2000.

Other Clinical Trials of Gene Therapy in the United States in 2000

Discase Gene Vector Number of Number of Results
Trials  patients

Chronic Diseases
Rheumatoid arthritis  IRAP Retrovirus 1 7 ?
Artery disease and VEGF Naked DNA 2 29 ?
Testenosis
Infectious Discases
AlDS HIV-IT(V) Retrovirus 298 Most gene trials for HIV are in

Phase I, with a few in phase II.

CD#-Zeta TR Retrovirus Few results reported.

Anti-HIV ribozyme Retrovirus
TK+ HyR Rtrovirus
Antisense to TAR  Retrovirus

W W W
-n L

3

Tabelle (9): Klinische Versuche mit Gentransfer zur

Krebstherapie in den Vereinigten Staaten im Jahr 2000.
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Clinical Trials of Gene Transfers for Cancer Therapy in the United States in 2000

Location Gene Vector Number of Numberof  Phase
Trials patients

Brain cancers

Neuroblastoma IFNY Retrovirus 1 4 I
1L-2 Retrovirus 1 12 I
-2 Adenovirus 1 6 I
Central nervous system TK Adenovirus 2 2 I
Pediatric tumor TK Retroviral producing cells 1 2 I
Adult brain tumor TK Retroviral producing cells 1 15 I
Ovarian cancer HSV-TK Adenovirus 1 10 I
TK Retroviral producing cells 3 42 I

BRCA-1 Retrovirus 1 10 /n
ps3 Adenovirus 1 16 1
Small cell lung cancer IL-2 + NeoR  Lipofection 1 8 I
Anti-senseto  Retrovirus 1 9 T

k-ras

P53 Adenovirus 2 59 n

Prostate cancer GM-CSF Retrovirus 1 8 v
PSA Poxvirus 1 3 I
HSV-TK Adenovirus 1 18 I
Breast cancer BRCA-1 Retrovirus 1 21 !
E1A Lipofection 1 16 I
MDR-1+ NeoR Retrovirus B 39 I
D80 Lipofection 1 15 1
CEA Poxvirus: 4 53 I
CEA RNA transfer 1 30 I

Korrektur eines Gendefekts durch Ubertragung einer

funktionsfahigen normalen Kopie des Gens in Zellen

In den 1980er Jahren war es dank der Fortschritte in der
Molekularbiologie bereits moglich, menschliche Gene zu
sequenzieren und zu klonen. Auf der Suche nach einer
Methode zur einfachen Herstellung von Proteinen, wie z.

B. dem Protein, das Diabetikern fehlt, untersuchten
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Wissenschaftler die Einfiihrung menschlicher Gene in
bakterielle DNA. Die verdnderten Bakterien produzieren
dann das entsprechende Protein, das geerntet und
Menschen injiziert werden kann, die es nicht selbst
herstellen konnen.

Die Wissenschaftler gingen den logischen Schritt und
versuchten, Gene direkt 1in menschliche Zellen
einzubringen, wobei sie sich auf Krankheiten
konzentrierten, die durch Defekte ecinzelner Gene
verursacht werden, wie zystische Fibrose, Hamophilie,
Muskeldystrophie und Sichelzellenandmie, Erkrankungen
des Sehnervs, Wundheilung und Regeneration sowie Herz-
Kreislauf-Erkrankungen.

Dies war jedoch wviel schwieriger als die Verdnderung
einfacher Bakterien, vor allem wegen der Probleme, die
mit dem Transport groBer DNA-Abschnitte und deren
Anbringung an der richtigen Stelle des Genoms verbunden

sind.
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Wie konnen Gene in bestimmte Zellen, Gewebe und
ganze Tiere eingebracht werden (Methoden der

Einbringung)?
Methoden der Geniibertragung
Virale Vektoren:

1- Adenovirus

2- Retrovirus

3- Lentivirus

4- Adeno-assoziiertes Virus (AAV)
5- Herpes-simplex-Virus (HSV)

Nicht-virale Vektorbasis

« Nackte DNA (Plasmid-DNA): Injektion oder Genpistole
o Liposomen (kationische Lipide): Mischung mit Genen
1- Ex-vivo

2- In vivo
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Kapitel 5
Virale Vektoren in der Gentherapie

Gentherapie, das Einbringen von Nukleinsduren in Zellen
zum Zweck der Verdnderung des Verlaufs von Krankheiten

oder Beschwerden.
Verwaltung

1- Ex-vivo-Zellen ~ werden  entnommen,  genetisch
verdandert und dem Patienten zuriicktransplantiert.
2- Direkter In-vivo-Transfer von genetischem Material in

den Patienten.

Viren sind obligat intrazelluldre, nicht lebende Parasiten,
deren Grofe zwischen 20 und 300 nm im Durchmesser liegt.
Sie bestehen entweder aus einem RNA- oder einem ein- oder
doppelstrangigen DNA-Kern, der von einer schiitzenden
Proteinhiille und bei komplexeren Typen zusétzlich von einer
Lipidhiille umgeben ist. [hre Hauptfunktion besteht darin, ihr

Genom in die Wirtszelle einzuschleusen.

Viren greifen ihre Wirte an und schleusen ihr genetisches
Material als Teil ihres Replikationszyklus in die Wirtszelle

ein.  Dieses genetische Material enthélt grundlegende
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"Anweisungen", wie weitere Kopien dieser Viren zu
produzieren sind, indem es die normale korpereigene
Produktionsmaschinerie entfiithrt, um den Bediirfnissen des
Virus zu dienen. Die Wirtszelle fiihrt diese Anweisungen aus
und produziert weitere Kopien des Virus, was dazu fiihrt,
dass immer mehr Zellen infiziert werden. Einige Virustypen

bauen ihre Gene sogar physisch in das Genom des Wirts ein.

Auf diese Weise werden die Gene des Virus in die Gene der
Wirtszelle integriert, und zwar fiir die gesamte Lebensdauer
der Zelle. Solche Viren konnten als Vehikel genutzt werden,

um "gute" Gene in eine menschliche Zelle zu bringen.

Zunichst wiirde ein Wissenschaftler die Gene aus dem Virus
entfernen, die Krankheiten verursachen. Dann wiirden sie
diese Gene durch Gene ersetzen, die die gewiinschte Wirkung
kodieren (zum Beispiel die Insulinproduktion bei
Diabetikern). Dieses Verfahren muss so durchgefiihrt
werden, dass die Gene, die es dem Virus ermoglichen, sein
Genom in das Genom seines Wirts einzubauen, intakt

bleiben.

Warum viral verwenden
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« Viren sind obligate intrazelluldre Parasiten

« Sehr effizient bei der Ubertragung viraler DNA in
Wirtszellen

o Spezifische Zielzellen: abhingig von den viralen
Bindungsproteinen (Kapsid oder Glykoproteine)

o Genaustausch: nicht essentielle Gene des Virus werden

entfernt und exogene Gene eingefiigt

Viren als Vektoren

Jedes Virus kann potenziell zur Expression von Fremdgenen
verwendet werden.  Verschiedene Viren sind  fiir
unterschiedliche Verwendungszwecke besser geeignet. Die
Integration kann wichtig sein, wie z. B. bei vielen
Gentherapieanwendungen. GroBlere Viren konnen mehr und
groflere Fremdgene exprimieren, sind aber schwieriger zu
manipulieren. Die Cis-wirkenden Promotoren fiir die
Genomreplikation und -verpackung miissen verstanden
werden. Klinische Gentherapieversuche stiitzen sich auf
Retroviren oder Adenoviren, um das gewiinschte Gen zu

iibertragen.
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Andere Viren, die als Vektoren verwendet werden, sind
Adeno-assoziierte Viren, Lentiviren, Pockenviren,

Alphaviren und Herpesviren.

Diese Viren unterscheiden sich darin, wie gut sie Gene auf
die Zellen tiibertragen, die sie erkennen und infizieren
kénnen, und ob sie die DNAder Zelle dauerhaft oder

voriibergehend verdndern

Risikofaktoren

Viren konnen in der Regel mehr als einen Zelltyp infizieren.
Wenn also virale Vektoren verwendet werden, um Gene in
den Korper zu tragen, konnen sie sowohl gesunde Zellen als
auch Krebszellen infizieren. Eine weitere Gefahr besteht
darin, dass das neue Gen an der falschen Stelle in die DNA
eingefiigt wird, was zu schédlichen Mutationen der DNA
oder sogar zu Krebs fiihren kann. Dies ist bei klinischen
Versuchen mit Patienten mit X-chromosomaler schwerer
kombinierter Immunschwéche (X-SCID) geschehen, bei
denen  hdmatopoetische  Stammzellen mit  einem
korrigierenden Transgen unter Verwendung eines Retrovirus
transduziert wurden, was bei 4 von 20 Patienten zur

Entwicklung einer T-Zell-Leukémie fiihrte.
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Andere Bedenken betreffen die Moglichkeit, dass
tibertragene Gene iiberexprimiert werden und so viel des
fehlenden Proteins produzieren, dass es schidlich ist; dass der
virale Vektor eine Immunreaktion hervorrufen koénnte; und
dass das Virus vom Patienten auf andere Personen oder in die

Umwelt tibertragen werden konnte.

Allerdings ist diese grundlegende Art der Geneinfithrung
derzeit sehr vielversprechend, und Arzte und Wissenschaftler
arbeiten hart daran, mogliche Probleme zu beheben, die
bestehen konnten. Sie verwenden Tierversuche und andere
VorsichtsmaBBnahmen, um diese Risiken zu erkennen und zu
vermeiden, bevor klinische Versuche am Menschen

durchgefiihrt werden.

Maogliche Verwendungszwecke von viralen Vektoren

Gentherapie zum Ersatz eines fehlenden oder unzureichenden
Gens. Heilung von Krankheiten durch Expression eines
Reagens, das z. B. Krebszellen abtotet. Immunisierung durch
Expression eines Antigens eines Krankheitserregers.
Expression von Genen in kultivierten Zellen fiir

wissenschaftliche Studien.
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Der ideale Vektor fiir den Gentransfer

e Hohe Viruskonzentration, so dass viele Zellen infiziert

oder transduziert werden konnen
* Bequemlichkeit und Reproduzierbarkeit der Produktion

 Fihigkeit, sich teilende und sich nicht teilende Zellen zu

transduzieren

» Fiahigkeit zur Integration an einer ortsspezifischen Stelle
im Wirtschromosom oder zur erfolgreichen Erhaltung als

stabiles Episom

* Eine Transkriptionseinheit, die auf Manipulationen an

ihren regulatorischen Elementen reagieren kann
» Fahigkeit, den gewlinschten Zelltyp anzusprechen

« Keine Bestandteile, die eine Immunreaktion hervorrufen
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Kapitel 6
Einfiithrung von Genen in Tiere

Tabelle (10): Methoden und wesentliche

Einschrinkungen des Insertionsgens.

Methoden Wesentliche

Beschrinkungen

Kalziumphosphat

DEAE Dextran

Wirkungsgrad Niedrig

Kationische Lipide,

Liposome

Direkte DNA-Injektionen Niedriger Wirkungsgrad

Elektroporation

Voriibergehende Expression

Tabelle (11): Virale Vektoren mit wesentlichen

Einschrinkungen

Virale Vektoren Wesentliche Beschrinkungen

Papova (SV40, | GroBe, Hostbereich
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Polyoma)

Papillom (BPV) GrofBe, Integration, Transformation

Adeno assoziiert | Gr6f3e, Produktion

(AAV)

Adeno Grofle, Antigenitét, episomale DNA,
Toxizitit

Herpes/Vaccinia Pathogen, zytotoxisch, lytisch

Retroviren Unfihigkeit, post-mitotische Zellen
zu infizieren

Lentiviren Sicherheit, Integration

Genetische Krankheiten

1- Zystische Fibrose
2- Blutkrankheiten
3- Muskeldystrophie
4- Diabetes

Erworbene Krankheiten

1- Krebs
2- Kardiovaskular
3- Neurologische Storungen

4- Infektionskrankheiten (AIDS)
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Tabelle (12): Zielzellen mit Krankheiten, weil Defekt und

.
Inzidenz.
Disease Defect Incidence Target Cells
Sov binod Adonosine deaminase (ADA)  Rare Bone-marrow colls or
immunodeficiency (SCID)  in 25% of SCID pationts T lymphocytes
/A Factor V11 deficiency 110,000 males Liver, muscle, fibroblasts
Hemophilia or bone marrow cells
N Fuctor IX deficency 130,000 males

Familial Deficioncy of Jow-density 1:1 million Liver

hypeschol M In(LDL) f
Cystic fibrosis Paulty transport of salt in 13000 Cancasians. Alrways in the lungs

hung epithelium

Hemoglobinopathi 1) defocts in the 1:600 in eertain

thalassemias wor P globin gene ethnic grodps
Gaucher's disease Defoct in the enzymo 1A Bono marrow colls,

glucocerebrosidase Anhlenazi Jews mact

) antitrypsin deficiency Lack of ay antitrypsin 1:3500 Lung or liver cells

inherited omphysoma
Duchenne Lack of dystrophin 13000 males Muscle cells

musaular distrophy

Tabelle (13): Vektoren auf der Basis von RNA-Viren.
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Vectors Based on RNA Viruses

Features Retroviral Lentiviral Alphaviral
Maximum
I PR 7-75kb 775kb 5kb
Concentrations >108 >108 >10%
viral particies/ml
Route of gene Ex vivo Ex/Invivo In vivo
delivery
Integration Yes Yes No
Duration of Shorter than Long Short
expression in vivo theorized
Stability Good Not tested Good
Easo of Preparation Pilot scale u Not known Not known
scale up up to 20-30 liters
Immunological Few Few Unknown
problems
Pre-existing Unlikely Unlikely, except No
host immunity in AIDS patients
Safety problems Insertional Insertional Few
mutagenests? mutagenesis?

Abbildung (14): Vektoren
DNA-Viren.

auf der Basis
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Vectors Based on DNA and on DNA Viruses

Features Adenoviruses Adeno- Herpesviruses  Vaccinia Naked DNA
associated viruses virus /Lipid DNA

Maximum 75kb 45kb ~30kb >25kb Unlimited size
Insert size
Concentrations >1010 >1012 >108 107109 No limitation
viral particles/m]
Route of gene Ex/In vivo Ex/ln vivo Exvivo Ex/In vivo Ex/In vivo

delivery
Integration No Yes/No No No very poor
Duration of Short Long Short/ Short Shart
expression in vivo Long in CNS?
Stability Good Good Unknown Good Very good
Ease of Preparation | Easytoscaleup Difficulkt to purify, Not yet tried Vaccine production Easy to scale up
scale up difficult 1o scale up facilities exist
Immunological Extensive Net known Not known Extensive None

prob!
Pro-existing Yes Yes Yes Diminishing as No

host immunity unvaccinated

population grows
Safety Inil. Y ik Y 1 Di: d vaccinia None?
response, toxicity response, toxicity [ I in i is
mutagenesis hosts

Rekombinanter Vaccinia-Virus-Expressionsvektor
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TK Gene flanking
sequences and
foreign gene (FG)

Recombinant
vaccinia virus

TK*

Abbildung  (30): Rekombinanter = Vaccinia-Virus-

Expressionsvektor
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Konstruktion eines infektiosen Impfstoffvirus, das das HA-

Gen des Influenzavirus exprimiert.

Vaccinia virus thymidine kinase (TK) gene  Cloned and isolated

inactivated by insertion of vaccinia influenza virus
virus DNA fragment carrying an hemagglutinin gene
carly gene promoter

Early gene 2 ﬁ

BamHI

TK* (we)

Infect with
vaccinia virus

Homologous recombination

replaces TK" genes in virus
with inactive TK region i

from plasmid *

Sdenwhlm

® (HA') TR (wt) /
o @ ‘
Animals immune to infection Recombinant (TK”) vaccinia
with infliusnra vinie virus with hemaggiutinin gene

Abbildung (31): Konstruktion eines infektidsen
Impfstoffvirus, das das HA-Gen des Influenzavirus

exprimiert.
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Struktur der Adenovirus-Partikel

penton base

penton

""""

|
exon intron o

Abbildung (32): Struktur der Adenovirus-Partikel

- Nicht umbhiillte Partikel

- Enthélt lineare doppelstrangige DNA
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- Integriert sich nicht in das Wirtsgenom

- Repliziert sich als episomales Element im Zellkern

Adenovirale Vektoren:

Doppelstrangige DNA-Viren, verursachen in der Regel
gutartige Atemwegserkrankungen; die Serotypen 2 und 5
werden als Vektoren verwendet. Kann sich teilende und sich
nicht teilende Zellen infizieren, kann in hohen Titern
produziert werden. Replikationsdefiziente =~ Adenovirus-
Vektoren konnen durch Austausch des E1- oder E3-Gens, das
fiir die Replikation unerldsslich ist, hergestellt werden. Die
rekombinanten Vektoren werden dann in Zellen repliziert, die
die Produkte des El- oder E3-Gens exprimieren, und kénnen
in sehr hohen Konzentrationen hergestellt werden. Zellen, die
mit rekombinanten Adenoviren infiziert sind, konnen das
therapeutische Gen exprimieren, aber da wesentliche Gene
fir die Replikation entfernt wurden, kann sich der Vektor

nicht replizieren.
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Ceneration of a Non-replicating Adenovirus Expression Vector

A. Wild type Adenovirus Genome
Virton Structural Protetns

oo-—-or - :A - .
o e e o
1

DNA
<<z --e------ <k <
» 2A
B. Adenovirus vector DNA (E1, E3 deleted, exp i i di
4} 1 1 1 | ]
Expression ——
cassctte Transtuct adenovirus vector DNA Complementing Cell Line

into complementing cell line
L »

that expresses the E1A gene -
TS| [aafian

BX gy~

~
Target Cell i
Y b $ Nt INA puckaged into
6 SNfion pacticies

Epichromosomal \ Trfect tarplgiopll

Product of expression
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Abbildung (33): Adenovirale Vektoren.

Adenovirale Vektoren - Beschrinkungen

Adenovirale Vektoren konnen Zellen in vivo infizieren und
bewirken, dass sie hohe Mengen des Transgens exprimieren.
Die Expression hélt jedoch nur fiir kurze Zeit an (5-10 Tage

nach der Infektion).
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- Die Immunreaktion ist der Grund fiir die kurzfristige

Auspriagung.

- Die Immunreaktion ist stark, da sie sowohl die zellt6tende
"zelluldre" Reaktion als auch die Antikorper produzierende

"humorale" Reaktion auslost.

- Die humorale Reaktion fiihrt zur Bildung von Antikorpern
gegen die Adenovirusproteine und verhindert jede weitere
Infektion, wenn eine zweite Injektion des rekombinanten

Adenovirus verabreicht wird.

Adenovirale Vektoren:
Vorteile:

1- Hoherer Titer
2- Effiziente Transduktion von sich nicht teilenden Zellen

in vitro und in vivo.

Benachteiligungen:

1- Toxizitdt
2- Immunologische Reaktion

3- Vorherige Exposition
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Adeno-assoziierte virale Vektoren:

- AAYV ist ein einfaches, nicht-pathogenes, einzelstrangiges
DNA-Virus, das zur Replikation auf ein Helfervirus (in der

Regel ein Adenovirus) angewiesen ist.

- Es hat zwei Gene (cap und rep), die zwischen invertierten
terminalen Wiederholungen liegen, die den Anfang und das
Ende des Virus definieren und die Verpackungssequenz

enthalten.

- Das cap-Gen kodiert virale Kapsidproteine, und das rep-
Genprodukt ist an der viralen Replikation und Integration

beteiligt.

- Es kann eine Vielzahl von Zelltypen infizieren, und in
Anwesenheit des rep-Genprodukts kann sich die virale DNA

bevorzugt in das menschliche Chromosom 19 integrieren.

AAV-Vektoren
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Abbildung (33): AAV-Vektoren

Um einen AAV-Vektor herzustellen, werden die rep- und

cap-Gene durch ein Transgen ersetzt.

- Die Gesamtlange des Inserts darf 4,7 kb, also die Lange des
Wildtyp-Genoms, nicht tiberschreiten.

- Die Herstellung des rekombinanten Vektors erfordert, dass
rep und cap zusammen mit den Genprodukten des Helper-

Virus in trans bereitgestellt werden.
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- Die derzeitige Methode besteht in der Cotransfektion zweier
Plasmide, eines fiir den Vektor und eines fiir rep und cap, in

mit Adenovirus infizierte Zellen.

- Diese Methode ist umstiandlich, wenig ergiebig und anfillig

fiir Kontaminationen mit Adenovirus und Wildtyp-AAV.

- Das Interesse an AAV-Vektoren ist darauf zuriickzufiihren,
dass sie in das Wirtsgenom integriert werden und eine

verlangerte Genexpression ermoglichen

Adeno-assoziierte Virus-Vektoren:
Vorteile:

o Alle viralen Gene entfernt
o Sicher
o Transduktion von sich nicht teilenden Zellen

« Stabile Expression

Benachteiligungen:

o Kleines Genom begrenzt Grofle der Fremd-DNA

o Arbeitsintensive Produktion
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« Status des Genoms nicht vollstindig geklart

wiral New wiral
DHA  Gene DA

‘# Modified DNA injected
Inta. ctas

U.S, National Libran

Abbildung (34): Vorteile von Adeno-assoziierten Virus-

Vektoren.

Ein neues Gen wird ineinen Adenovirus-Vektor eingefligt,
mit dem die verdnderte DNA in eine menschliche Zelle
eingebracht wird.
Wenn die Behandlung erfolgreich ist, bildet das neue Gen ein

funktionelles Protein.

Zystische Fibrose
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o Mukoviszidose wurde erstmals in den spdten 1930er
Jahren als Krankheit beschrieben.

« 1988 wurde die erste Mutation fiir Mukoviszidose auf dem
7. Chromosom des menschlichen Genoms entdeckt.

o Die Forschung hat inzwischen tiber 1000 verschiedene
Mutationen gefunden, die Mukoviszidose verursachen
konnen.

Mukoviszidose ist eine autosomal rezessive Krankheit und

die haufigste. Mukoviszidose ist aus vier Hauptgriinden ein

idealer Kandidat fiir eine Gentherapie:
1- Es handelt sich um einen einzelnen Gendefekt;

2- Es handelt sich um einen rezessiven Zustand, wobei
Hetero-Zygoten phénotypisch sind. Normalerweise normal
(was darauf hindeutet, dass die Auswirkungen der

Gendosierung nicht entscheidend sind).

3- Die Hauptpathologie befindet sich in der Lunge, die fiir die
Behandlung zuginglich ist.

4- Es handelt sich um eine fortschreitende Krankheit mit
einem praktisch normalen Phinotyp bei der Geburt, die ein

therapeutisches Fenster bietet.

1993 verwendeter Vektor: Adenovirus
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« Bei den ersten klinischen Versuchen zur Gentherapie der
zystischen Fibrose wurde ein Adenovirus-Vektor
verwendet, um das CFTR-Gen (cystic fibrosis trans
membrane regulator) in voller Linge in die Zellen zu
bringen. Angemessene Dosen von Adenovirus-Vektor
1995 Liposom.

o Die Versuche mit dem liposomenvermittelten CFTR-
Gentransfer begannen im Jahr 1995.

« Nichtvirale Vektoren haben das Potenzial, einige der
kritischen Probleme zu vermeiden, die bei viralen
Vektoren beobachtet wurden, wie z. B. die Immunantwort,
die begrenzte Verpackungskapazitit und die zufillige
Integration.

o Liposomen sind zwar leicht wirksam, aber ihre Wirkung
ist nicht von Dauer. Damit dieser Ansatz funktioniert,
miissen die Forscher herausfinden, wie man die
Verabreichung verbessern, die Wirkung dauerhafter
machen und die unerwiinschten Nebenwirkungen
verringern kann.

Bisher wurden nur kationische Systeme auf Liposomenbasis

in klinischen Studien bei zystischer Fibrose getestet.
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1998 Adeno-assoziiertes Virus

« Versuche mit adeno-assoziierten Viren zur Ubertragung
des CFTR-Gens begannen 1998.

« Da es sicher ist, verspricht das Adeno-assoziierte Virus -
wie wir bereits vorhergesagt haben - eine gute Moglichkeit
zu sein, das CFTR-Gen in die Atemwegszellen der
Patienten einzubringen.

o Die Forscher miissen jedoch mehr dariiber erfahren, wie
das Virus die Zellen infiziert, um es zu einer wirksamen

Verabreichungsmethode zu machen.

die meisten Erfahrungen mit der Bereitstellung von Vektoren

o Die meisten Erfahrungen mit der Verabreichung von
Vektoren in die Lunge beruhen auf der Instillation grof3er
Mengen vektorhaltiger Fliissigkeit in die Lunge iiber die
Nase.

o Allerdings:

I. Diese Art der Verabreichung ist wegen der

Aspirationsgefahr mit Sicherheitsproblemen verbunden.
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Dartiber hinaus fiihrt die Instillation grofler
Fliissigkeitsvolumina zu einer erhohten alveoldren Exposition
infolge des Massenflusses in das Lungenparenchym. Diese

Exposition ist unerwiinscht, denn sie kann

Orale Inhalation von aerosolierten Vektoren

Die Aerosolisierung einer Flissigkeit erfolgt jedoch in der
Regel mit Hilfe eines Verneblers, und die meisten Vernebler
sind so konzipiert, dass sie kleine Partikel erzeugen. Dies
liegt daran, dass die meisten Vernebler fiir die Verabreichung
von Medikamenten zur Behandlung von Asthmapatienten
entwickelt wurden, und bei Asthma sind die Zielregionen der
Lunge oft die peripheren Atemwege. Kleine Partikel
verbessern die Verabreichung an die peripheren Atemwege
und den alveoldren Bereich der Lunge, aber auch dies ist fiir
die Verabreichung von Genvektoren unerwiinscht, da die

Moglichkeit besteht, sie zu induzieren.

- Eine Moglichkeit, die alveoldre Ablagerung zu vermeiden,
besteht darin, ein Aerosol zu erzeugen, das hauptséchlich

aus grof3en Tropfchen besteht.
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Die  Verabreichung des Vektors mittels einer
Sprithvorrichtung, die in ein Bronchoskop eingefiihrt wird,
kann einen weiteren Vorteil gegeniiber der Verneblung
haben.

Die Forschung deutet darauf hin, dass die Vernebelung des
Vektors ein Mittel sein konnte, das auf die groBeren,
zentralen Atemwege abzielt und die Ablagerung in den
kleineren Atemwegen und im Alveolarbereich vermeidet,
was bei Verneblern, die kleine Aerosolpartikel erzeugen,
wahrscheinlicher ist.

Die Ergebnisse der Studien mit der Spriithtechnologie
deuten darauf hin, dass -eine effiziente und gezielte
Verabreichung von aerosolierten Genvektoren in die

Lunge in Zukunft méglich sein konnte.

Aktuelle Behandlung

Die moderne Behandlung umfasst heute

Die Einnahme von Verdauungsenzymen,
Nahrungsergénzungsmitteln,

Perkussion und Haltungsdrainage der Lunge, verbesserte
Antibiotika

Einatmen von medikamentenhaltigen Aerosolen.
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Das am meisten beachtete Gentherapeutikum in der

Entwicklung ist ein inhalatives Medikament

Abbildung (34): Behandlung der zystischen Fibrose mit
einem Vernebler und der ThAIRapy-Weste.

Eine typische Atmungsbehandlung bei Mukoviszidose, bei
der ein Vernebler und die ThAIRapy-Weste verwendet

werden.

Herausforderungen
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« Das Ziel, eine wirksame Gentherapie fiir die
Mukoviszidose-Lungenerkrankung zu entwickeln, hat zur
Erreichung mehrerer Meilensteine auf dem Gebiet der
Gentherapie gefiihrt. Dazu gehoren:

o Die ersten veroffentlichten In-vivo-Gentransfers mit
Adenovirus (Ad) und mit rekombinantem Adeno-
assoziiertem Virus (rAAV).

o Die ersten klinischen Versuche der Phase I mit jedem
dieser Vektorsysteme.

« Die Wahl des Vektors, die Art der Verabreichung an die
Atemwege, die Translokation der genetischen Information
und die Expression von normalisiertem CFTR in
ausreichender Menge, um den CF-Phénotyp in der Lunge
von CF-Patienten <zu korrigieren, sind nach wie vor
Hiirden bei der Entwicklung der Gentherapie fiir CF.

o Einige Versuche der Gentherapie waren zunéchst
erfolgreich, fithrten aber nicht zu akzeptablen

Langzeitergebnissen.

Lungenkrebs
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Lungenkrebs ist weltweit die hdufigste Krebsart, sowohl was
die Prdvalenz als auch die Mortalitit betrifft.
Rauchen ist ein Risikofaktor, der in hohem Malle mit dieser
Krebsart in Verbindung gebracht wird (85-90 %), und die
Belastung durch Tabakrauch in der Umwelt kann bei
Nichtrauchern Krebs
verursachen.

Bestimmte Stoffe wie Arsen, Asbest, Chrom, Nickel und
Vinylchlorid, die in der Arbeitsumgebung vorkommen,

erhohen das Risiko und konnen ebenfalls Krebs verursachen.

Klassifizierung

Die 2 Haupttypen von Lungenkrebs sind:

1- Der kleinzellige Lungenkrebs macht
20 % aller dieser Krebsarten aus
. Die Zellen vermehren sich schnell und konnen in
wichtige Organe wie Lymphknoten, Knochen, Gehirn,
Nebennieren und Leber metastasieren.
Der Primdrtumor entsteht in der Regel in der Ndhe der
Bronchien und breitet sich bis ins Zentrum der Lunge

aus.
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Die Hauptursache fiir diese Art von Krebs ist das
Rauchen.

2- Nicht kleinzelliges Lungenkarzinom :

macht fast 80 % aller Lungenkrebsfille aus.

Er breitet sich langsamer aus als der kleinzellige Typ.

Die 3 Subtypen sind:

1- Plattenepithel- oder Epidermoidkarzinom (30 %).

2-  Adenokarzinom (40 %).

3- Undifferenziertes Karzinom mit gro3en Zellen (10 %).
Einige Krebsarten beginnen in den Bronchiolen und
entwickeln sich von dort aus iiber mehrere Jahre hinweg

weiter.

Die genetische Behandlung von Lungenkrebs ist schwierig,
da es sich um eine multifaktorielle Erkrankung handelt.
Daher wurden verschiedene Alternativen zur Stimulierung
des Immunsystems vorgeschlagen, darunter der Transfer von
Selbstmordzellen, die Inaktivierung von Onkogenen,
Genersatz, Tumorunterdriicker und der Transfer von pro-

apoptotischen Genen.

Ein vielversprechendes Ziel fiir die Entwicklung neuer

Krebsbekdmpfungsstrategien ist die Telomerase, eine reverse
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Ribonukleoprotein-Transkriptase, die die menschlichen
Telomere durch eine terminale Transferase-Aktivitit
verldangert. Telomerase ist in der iiberwiegenden Mehrheit der
menschlichen Tumoren hoch aktiv, wie seit 1994 bekannt ist.

Thre wesentlichen Gene sind hTR und hTER.

Ubertragung von Genen bei Lungenkrebs
Aerosol Technoque

Die meisten Arzneimittel und DNA-Komplexe werden auf
herkommliche Weise verabreicht: oral oder intravends. Die
Biodistribution von Arzneimitteln itiber diese Strategien ist
uneinheitlich und die Menge, die in der Lunge abgelagert
wird, ist gering. Ein weiterer wichtiger Aspekt bei diesen
Systemen ist die Toxizitét, die nach der Injektion beobachtet
wird. Die Fahigkeit, Trangene in der Lunge selektiv zu
exprimieren, kann die Entwicklung von Gentherapien fiir
eine Vielzahl von

Krankheiten des Menschen.

Dariiber hinaus hemmen Liposomen, die mit 9-
Nitrocamptotecin  (9NC-DLPC) formuliert sind, einem

Inhibitor der Topoisomerase 1, das Wachstum von subkutan
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induzierten Tumoren wie die Metastasierung von
Lungenkrebs im Mausmodell, wobei eine synergistische
Wirkung durch die Kombination der Verabreichung von Gen
p53 und PEI beobachtet wurde. In einer anderen Studie
wurde eine Uberexpression von WT1 in 12/15 Zelllinien von
Lungenkrebs festgestellt. Das Protein WT1 ist ein attraktives

Ziel fur die Immuntherapie.

Gentherapie bei Krebs

gene therapy clinical trials | m cancer
B monogenic disease
O infectious disease
O vascular disease
0 8% M others
06%

W 12%
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Abbildung (35): Klinische Pfade nach Vektoren.

Neuere Krebstherapien durch Gentherapie:

1- Stimulierung des Immunsystems
In Tiermodellen wurde die Riickbildung von Tumoren
durch die Verabreichung von Zytokinen wie den
Interleukinen (IL) -2, 4, 6, 7, 12, dem Stimulationsfaktor
fir Kolonien granulozytirer Makrophagen (GM-CSF),
dem Tumornekrosefaktoraw (TNF-o ), dem Interferona
(IFN-a ) und dem IFN-y nachgewiesen, jedoch ist die
Anwendung beim Menschen aufgrund der Toxizitdt
begrenzt.

Die auf Zytokinen basierenden Strategien konnen zur
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Entwicklung von Tumorzellimpfstoffen fiihren, in die
genetisch verdnderte Fibroblasten oder Tumorzellen
eingebaut werden, die Zytokine absondern
2- Ubertragung von Killergenen

Diese Art der Gentherapie basiert auf der Ubertragung
eines Gens, das in der Lage ist, eine ungiftige Verbindung
in einen toxischen Metaboliten umzuwandeln, der bei
Verabreichung des entsprechenden Prodrugs Tumorzellen
selektiv abtotet.
Die beiden am hiufigsten fiir diese Art der Therapie
verwendeten Gene sind: *Thymidin-Kinase des Herpes-
Simplex-Virus HSV-tk und das Gen der Cytosin-
Deaminase. Cytosindesaminase wandelt 5-Fluorcytosin in
einen Antimetaboliten um: zytotoxisches S5-Fluoracyl.
HSV-tk wandelt Gancyclovir in einen toxischen Trifosfat-

Metaboliten um.

Eine adenovirale Transduktion in nicht-kleinen Krebszellen
mit HSV-tk, gefolgt von der Verabreichung von Gancyclovir,

totet selektiv die Tumorzellen.

3- Hemmung von Onkogenen
Diese Art der Therapie basiert auf der Identifizierung und

Hemmung der Gene, die fiir die Karzinogenese entscheidend
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sind. Die Onkogene der ras-Familie gehoren zu den
haufigsten Onkogenen, die bei Lungenkrebs aktiviert werden,
und sind daher Ziele fiir diese Art von Therapie.
In préklinischen Studien wird durch ein Plasmid mit einer
Antisense-Sequenz mit k-ras die mRNA selektiv durch
Mutation blockiert, und das Tumorwachstum wird sowohl in

vivo als auch in vitro in Mausmodellen reduziert.

4- Gene Unterdriicker von Tumoren

Eine andere Gentherapiestrategie, die im Gegensatz zu den
Onkogenen auf der Arbeit mit -Gentumorsuppressoren
beruht, ist die mit den “beiden Allelen eines
Tumorsuppressorgens, die- durch die Induktion von
Tumorwachstum eliminiert oder inaktiviert werden sollen.
Theoretisch kann_der Ersatz von nur einer Kopie des
Tumorsuppressorgens in Zellen mit einem homozygoten
Funktionsverlust die Moglichkeiten des normalen
Wachstums  und  der  zelluldren = Vermehrung
wiederherstellen.

Eines der am héufigsten mutierten Gene (50-70 % der
Fille)

ist p53, das durch Uberexpression von MdM-2 inaktiviert

werden kann.
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5-  Ubertragung  von  pro-apoptotischen  Genen
Zellen mit mehreren genetischen Verdnderungen werden
normalerweise durch Apoptose eliminiert. Um zu
iiberleben, sind sie auf die Uberexpression von
antiapoptotischen Molekiilen wie bcl-2, bcl-xL  oder
survivin angewiesen. Die Herunterregulierung dieser
Proteine kann die apoptotische Schwelle der Zellen
herabsetzen.

Die 2 wichtigsten apoptotischen Signaliibertragungswege

sind:
1-Der mitochrondriale Weg
2-Der Todesrezeptor-Weg.

Zellen mit kondensiertem und fragmentiertem Chromatin

zeigen Apoptose.

Produkt der Gene
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Transeription — s si RNA

rRNA

mi RNA 7 Non coding
tRNA 7 Protein
mRNA

Spezifische Hemmung der Genexpression

Unterdriickung spezifischer Gene, z. B. aktivierter Onkogene,
durch den Einsatz von Molekiilen, die RNA-Transkripte

abbauen.
Die Strategien umfassen

1- Antisense-Therapie durch siRNA (small interfering RNA)
Ribozyme.
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Abbildung (36): Direkte Abtotung von Krankheitszellen.

Antisense-Therapie. Kurze Abschnitte synthetischer ssDNA,

die auf die mRNA-Transkripte anormaler Proteine abzielen

und deren Translation verhindern.
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Defective gene (gain of function)

_ Antisense single-stranded DNA
Induction of RNase H (bound with target mRNA)

ssmnnnnnnemnnn MRNA s hydrolyzed

Protein level is reduced

Rectification of function

Abbildung (37): Gentherapie bei Krebs

2- siRNA-Therapie
Kleine interferierende RNAs, kurze Abschnitte (21-23nt) von
synthetischer dsRNA. Hat 3'-Uberhiinge von 2 nt. Wird in
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den RISC (RNA induced silencing complex) eingebaut. Die
Ziel-mRNA wird in der Mitte gespalten.
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Abbildung (38): siRNA-Therapie.
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Gezielter Zelltod

Gewebespezifische Toxizitdt als Folge der Gentherapie.

Niitzlich in der Krebstherapie.
Direkter Ansatz

Toxin g Direct killing of disease cells
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Prodrug gene
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Disease cells ? ? / Cells killed by
Drug drug

Abbildung (39): ‘Direkter Ansatz fiir den Tod von

Zielzellen.

Gezielter Zelltod
Indirekter Ansatz

Stimulierung einer Immunreaktion gegen bestimmte Zellen

oder Beseitigung der Blutversorgung.
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Assisted killing of disease cells by immune system cells
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Abbildung (40): Unterstiitzte Abtotung

Krankheitszellen durch Zellen des Immunsystems.

Bereitstellung von Tumorsuppressorgenen
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Abbildung 41): Verabreichung eines

Tumorsuppressorgens

Verabreichung von Wirkstoffen, die die Expression von

Onkogenen blockieren
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Abbildung (42): Verabreichung von Wirkstoffen, die die

Expression von Onkogenen blockieren.
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Kapitel 7
Gentherapieanwendungen fiir die Krebsbehandlung

1-  Verschiedene  Gentherapiestrategien wurden  zur

Behandlung von Krebs eingesetzt, z. B:
O Pro-Drogen aktivierende Selbstmord-Gentherapie.
O Anti-angiogene Gentherapie.
U Onkolytische Virotherapie .
U Gentherapie-basierte Immunmodulation.
U Korrektur/Kompensation von Gendefekten.

U Genetische  Manipulation von  Apoptose- und

Tumorinvasionswegen.
U Antisense.
U RNAi-Strategien.

Zu den Krebsarten, auf die die Gentherapie abzielt, gehoren
Gehirn-, Lungen-, Brust-, Bauchspeicheldriisen-, Leber-,
Dickdarm-, Prostata-, Blasen-, Kopf-, Hals-, Haut-,
Eierstock- und Nierenkrebs.

U Derzeit sind zwei Krebs-Gentherapieprodukte auf dem

Markt zugelassen, beide in China.
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U Dariiber hinaus hat die Stimulierung des Immunsystems
des Wirts durch gentherapeutische Ansitze grofes
Interesse geweckt, da die meisten viralen und
nichtviralen Vektoren und Methoden, die bei der
Gentherapie von Krebs eingesetzt werden, in klinischen

Versuchen erprobt wurden.

Lungenkrebs ist eine der aggressivsten und tddlichsten
Neoplasien. Heute ist es moglich, eine frithe Diagnose zu
stellen. Mit diesen neuen Instrumenten kann das Leben des
Patienten vielleicht verlangert und die Behandlungskosten

gesenkt werden.

Uber 900 Patienten wurden mit Gentransferprodukten
behandelt, die defekte Gene (p53, BRCAI1, RB, pl6), ein
wichtiges Tumorsuppressorgen, insbesondere bei nicht

kleinzelligem Lungenkrebs, ersetzen.
Grofle Probleme, die Wissenschaftler bewéltigen miissen:

e Es gibt viele Griinde, die das geringe klinische
Ansprechen auf Einzelwirkstoft-Impfstrategien
erkldren, darunter:

die geringe Antigenitdt von Tumorzellen . *
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e Die Entwicklung von Toleranz durch Herabregulierung
von MHC.

e Kostimulierend.

o Signaltransduktion.
und andere Molekiile, die fiir die Erzeugung starker

Immunreaktionen wichtig sind.

Grofle Probleme, die Wissenschaftler bewiltigen miissen:

e Suche nach effizienteren Wegen, um die Gene in das
Erbgut des Patienten zu bringen.

e Entwicklung von Vektoren, die sich speziell auf die
Zielzellen konzentrieren konnen.

e Sicherstellen, dass die Vektoren erfolgreich die
gewiinschte

Genen in jede dieser Zielzellen.

e Gene an einen bestimmten Ort in der DNA des
Patienten bringen.

e Sicherstellen, dass die transplantierten Gene durch die
normalen physiologischen Signale des Korpers genau

kontrolliert werden.
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Grolle Probleme, die Wissenschaftler bewéltigen miissen:
Ubertragung von Genen

e Fiir die Verabreichung von Genen bei der Behandlung
von Krebs sind viele Systeme verwendet worden, z. B.
Adenoviren und verwandte Viren, Pockenviren, Herpes
simplex, die jedoch alle eine Immunreaktion gegen den
Vektor hervorrufen koénnen, so dass verschiedene
Stimme oder verschiedene - Verabreichungswege

verwendet werden miissen.

Krebs-Gentherapie mit Tumorsuppressor-Genen
Gentherapie zur Behandlung von Lungenkrebs

In dieser klinischen Studie setzten die Wissenschaftler
Gentherapie in Kombination mit Strahlentherapie ein, um

Lungenkrebs bei 19 verschiedenen Patienten zu behandeln.

Intratumorale Nadelinjektionen von Ad-p53 an den Tagen 1,

18 und 32 der Behandlung.

* Tumore >4 cm wurden mit 10 ml injiziert
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* Tumore '4 cm wurden mit 3 ml injiziert

Strahlentherapie

Die Erfolge der Strahlentherapie sind

17/19 Patienten haben die gesamte Therapie tiberstanden
vollstdndiges Ansprechen bei 2 Patienten (11%)
partielles Ansprechen bei 4 Patienten (21%)

stabile Erkrankung bei 1 Patient (5%)

fortschreitende Erkrankung bei 11 Patienten (57%)
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12-11-00

Abbildung (43): Strahlentherapie

Die Patienten zeigten, dass der Krebs in schlimmere

Stadien fortschritt Warum?

Grofie Probleme, die die Wissenschaftler iiberwinden

miissen

Suche nach effizienteren Wegen, um die Gene in das Erbgut
der Patienten zu bringen. Entwicklung von Vektoren, die sich
speziell auf die Zielzellen konzentrieren konnen.
Sicherstellen, dass die Vektoren die gewiinschten Gene

erfolgreich in jede dieser Zielzellen einbringen.
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Gene an einer prizisen Stelle in der DNA des Patienten
anbringen. Sicherstellen, dass die transplantierten Gene
genau von den normalen physiologischen Signalen des

Korpers gesteuert werden.
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