
2.3.1 Einführung

Gentherapie ist das gezielte Einbringen eines funk-
tionsfähigen Gens in Körperzellen mit therapeuti-
scher Zielstellung. Der Gentherapeut versucht ent-
weder eine defekte Zellfunktion wiederherzustel-
len, wie etwa bei der Substitutionstherapie mono-
genetischer Erkrankungen, oder aber der Zelle
eine zusätzliche Funktion zu vermitteln, wie etwa
bei der Übertragung toxischer Gene. Damit kön-
nen prinzipiell alle Erkrankungen, bei denen Pro-
teine eine entscheidende pathogenetische Rolle
spielen oder eine therapeutische Funktion haben,
Ziel einer gentherapeutischen Behandlung sein. In-
wieweit die Gentherapie tatsächlich sinnvoll zum
Einsatz kommt, richtet sich danach, ob der Um-
weg über das Gen gegenüber konventionellen Ver-
fahren eher Vor- oder Nachteile hat. Ausgehend
von teilweise beeindruckenden tierexperimentellen
Ergebnissen wurden in den letzten 5 Jahren bisher
136 klinische Therapiestudien, darunter 90 zur Be-
handlung von Krebs, durchgeführt (Stand: März
1996). Bei bisher etwa 600 behandelten Patienten
traten, von einer publizierten Ausnahme abgese-
hen [Crystal et al. 1994], keine gravierenden Ne-
benwirkungen auf. Allerdings sind bisher auch
keine konsistenten Therapieerfolge beschrieben
worden. Damit wird wohl erst in den nächsten
Jahren zu rechnen sein, wenn die noch unausge-
reifte gentherapeutische Methodik bis zur klini-
schen Reife weiterentwickelt worden ist.

Die Suche nach einer möglichst effizienten und
doch spezifisch auf die Tumorzelle ausgerichteten
Therapie, die das konventionelle Tumortherapiede-
sign bestimmt, ist auch Grundlage gentherapeuti-
scher Ansätze. Gentherapie, im Vergleich etwa mit
einer Chemotherapie, erlaubt ein höheres Maß an
Regulierbarkeit und damit an Spezifität. Zugleich
ist die Gentherapie aber störanfälliger und benö-
tigt eine gute Feinabstimmung der einzelnen Kom-
ponenten, um eine optimale Effizienz zu haben.
Daher ist ein möglichst umfassendes Verständnis

der molekularen Grundlagen des Gentransfers zur
Durchführung einer sinnvollen Gentherapie not-
wendig.

2.3.1.1 Geschichte von Gentransfer
und Gentherapieansätzen

Gentherapie ist nicht, wie häufig angenommen,
ein neues Konzept. Bereits vor 3 Jahrzehnten gab
es recht präzise Vorstellungen über die Möglich-
keiten des Transfers rekombinanter DNA:
„Schließlich kann man davon ausgehen, daß Viren
effizient zum Wohlergehen der Menschheit genutzt
werden, in theoretischen Studien in der Genetik
von somatischen Zellen und möglicherweise in ge-
netischer Therapie.....Wir können sogar ziemlich
optimistisch sein hinsichtlich der langfristigen
Möglichkeit über die Isolation oder das Design,
die Synthese und Einführung neuer Gene in defizi-
ente Zellen bestimmter Organe zu therapieren“
(Übersetzung der Autoren) [Tatum 1966]. Ausge-
hend von der Alteration von Genen als Ursache
von Krebs, spekulierte Tatum [1966] (Übersetzung
der Autoren) weiter: „eine Behandlung könnte über
eine Modifikation und Regulation von Genaktivitä-
ten oder mit den Mitteln von Genreparatur oder
-substitution erreicht werden.“ Solche Überlegun-
gen weitblickender Forscher waren möglich gewor-
den durch die Erkenntnis, daß Nukleinsäuren ge-
netische Information vermitteln [Avery et al.
1944], durch die Strukturaufklärung der DNA
[Watson u. Crick 1953] mit der weiteren Ent-
schlüsselung des genetischen Kodes, durch den er-
sten Nachweis einer Übertragung genetischer In-
formation mittels Viren auf Zellen [Zinder u. Le-
derberg 1952] und eine Reihe von Transfektions-
studien in den frühen 60er Jahren.

Nennenswerte Fortschritte in der Methode des
Gentransfers gab es allerdings erst in den späten
70er Jahren, als ausgefeilte Transfektionstechniken
und Selektionsmethoden in der Zellkultur mit den
gewaltigen Fortschritten der rekombinanten DNA-
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Technologie verbunden werden konnten. Jetzt war
es möglich, in größerem Maßstab verschiedenste
Gene in Säugerzellen einzubringen, auf Antibioti-
karesistenz zu selektieren und die Effekte des
Transgens zu studieren.

Für die Schaffung der ersten realistischen Mög-
lichkeit zur Gentherapie kann man wohl in erster
Linie die Entwicklung viraler Vektoren [Shimotono
u. Temin 1981, Tabin et al. 1982, Wei et al. 1981]
und entsprechender Verpackungszellinien [Miller
u. Buttimore 1986] verantwortlich machen. Mit
dem Transfer mehrerer krankheitsassoziierter Ge-
ne in verschiedene Zellen in Zellkultur bekam die
Möglichkeit eines effizienten Gentransfers in Säu-
gerzellen zum Zweck der Gentherapie eine breite
Akzeptanz. Ein guter Überblick über die Anfänge
der Gentherapie findet sich bei Wolf u. Lederberg
[1994].

2.3.1.2 Zielstellung des Beitrags

Die Entwicklung eines klinisch einsetzbaren Gen-
transfersystems erfordert solide molekularbiologi-
sche Kenntnisse und ein Mindestmaß an zellbiolo-
gischem und physiologischem Wissen. Es ist abzu-
sehen, daß die Gentherapie in nicht allzuferner
Zukunft auch von Medizinern eingesetzt wird, die
sich in ihrer medizinischen Ausbildung nicht in-
tensiver mit molekularer Medizin auseinanderge-
setzt haben. Um die Eignung eines Gentherapeuti-
kums im Einzelfall abschätzen zu können, ist es
wichtig, seine molekulare Wirkungsweise zumin-
dest in Grundzügen zu kennen. Dies zu vermit-
teln, soll auf den nächsten Seiten versucht werden.
Es werden die beiden wesentlichen Komponenten
von Gentransfersystemen, das therapeutische Gen
mit seinen Expressionskontrollelementen (das
Transgen) und das Gentransfervehikel (der Vektor)
besprochen. Ein Schwerpunkt wurde auf die Rele-
vanz für Tumorerkrankungen gelegt.

2.3.2 Transgen

2.3.2.1 Krebsgentherapiestrategien
und ihre Kandidatengene

Man kann Krebsgentherapiestrategien im engeren
Sinn, die auf eine möglichst vollständige Ausmer-
zung der Tumorzellen zielen, von supportiven
Maßnahmen zum Schutz des normalen Körperge-

webes vor den Effekten der konventionellen Thera-
pie, wie z. B. der Chemotherapie, unterscheiden.
Die Beschreibung und Wertung dieser Therapie-
formen, die alle bereits in klinischen Studien ver-
folgt werden, sind Gegenstand des folgenden
Buchbeitrages. Sie werden hier nur in ihrer Bedeu-
tung für die Wahl des jeweiligen Vektorsystems
diskutiert. Tatsächlich sind die Wahl der Genthera-
piestrategie und damit die Wahl des Transgens von
entscheidender Bedeutung für die Anforderungen,
die an den Vektor gestellt werden.

2.3.2.1.1 Immungentherapie

Die Immungentherapie, hervorgegangen und eng
verbunden mit der Immuntherapie, ist das etab-
lierteste unter den Krebsgentherapieverfahren und
stellt den Großteil der bisher durchgeführten bzw.
laufenden Krebsgentherapiestudien dar. Eine Akti-
vierung des Immunsystems zu einer effizienten
Antitumorimmunantwort überträgt die schwierig-
ste Aufgabe der Krebstherapie, die Spezifität und
Effizienz, den immunologischen Effektoren. Die
Anforderungen an den Vektor werden dadurch
herabgesetzt. Der Vorteil der Immungentherapie
gegenüber der nicht genetisch vermittelten Im-
muntherapie, bei der das Immuntherapeutikum sy-
stemisch appliziert wird, besteht in einer Verringe-
rung von Nebenwirkungen, die in den frühen im-
muntherapeutischen Ansätzen erheblich waren.
Das am weitesten verbreitete Verfahren ist die Tu-
morvakzinierung mit autologen oder heterologen
bestrahlten Tumorzellen oder Fibroblasten, die ex
vivo oder auch in vivo mit Zytokin-, MHC- oder
kostimulatorischen Molekülgenen transfiziert wer-
den, um so eine systemische Immunantwort zu sti-
mulieren. Ein anderer Ansatz versucht durch Gen-
transfer in in vitro expandierte, tumorinfiltrieren-
de Lymphozyten (TIL) deren Tumor-erkennende
und -zerstörende Wirkungen zu erhöhen.

2.3.2.1.2 Suizidgentherapie

Bei dieser In-vivo-Strategie überträgt man ein
Chemosensibilität-vermittelndes Gen auf die Tu-
morzellen, die dann durch die Gabe eines neben-
wirkungsarmen Medikaments abgetötet werden.
Im Fall des populärsten unter den eingesetzten
Transgenen, dem der Herpes-simplex-Virus-Thy-
midinkinase (HSV-tk), phosphoryliert das in den
Tumorzellen gebildete Enzym zusammen mit zell-
eigenen Enzymen extern appliziertes Gancyclovir
zum toxischen Gancyclovirtriphosphat, welches im
wesentlichen durch die Hemmung der DNA-Poly-
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merase zum Zelltod führt. Aufgrund eines in sei-
nem Mechanismus noch nicht vollständig aufge-
klärten sog. Bystander-Effekts werden auch nicht
transduzierte Tumorzellen in unmittelbarer Nach-
barschaft genetisch modifizierter Zellen abgetötet,
was die Notwendigkeit einer kaum erreichbaren
100%igen Transfereffizienz zu einer erfolgreichen
Therapie relativiert. Trotz des Bystander-Effekts ist
bei diesem Ansatz ein effizientes und spezifisches
Vektorsystem gefordert, da, anders als bei der Im-
mungentherapie, das Ausmaß des primären Gen-
transfers den limitierenden Schritt darstellt. Ein
Vorteil dieser gentherapeutischen Chemotherapie
gegenüber der konventionellen Form liegt in der
Begrenzung von Nebenwirkungen durch die Nut-
zung der Möglichkeiten des Gentransfersystems
zur Erhöhung der Spezifität. Ein Nachteil könnte
in den schlechteren pharmakokinetischen Eigen-
schaften etwa eines 90 nm großen Viruspartikels
gegenüber einem Zytostatikum bestehen.

2.3.2.1.3 Tumorsuppressor-
und Antionkogentherapie

Die Entwicklung dieses jüngsten unter den Krebs-
gentherapieansätzen, für den es noch kein etablier-
tes Pendant unter den konventionellen Verfahren
gibt, war durch den rasanten Erkenntnisgewinn
über die Ursachen der Krebsentstehung möglich.
Während zunächst noch die Vorstellung bestand,
durch die Substitution verlorengegangener Sup-
pressorgene oder die Ausschaltung überexprimier-
ter Onkogene eine Art Korrektur des onkogenen
Defekts vornehmen und die Krebszelle wieder in
eine normal funktionierende Körperzelle überfüh-
ren zu können, sieht man heute diese Therapie-
form als primär zytotoxisch an. Dabei spielt die
Überlegung eine Rolle, daß aufgrund der Mehr-
schrittkanzerogenese die Rekonstitution eines Ein-
zelschritts kaum eine Normalisierung der Zellfunk-
tionen bewirken kann, sondern durch Rekonstruk-
tion eines Einzeldefekts eher eine so empfindliche
Störung der Balance im proliferativen Geschehen
der Tumorzelle bewirkt wird, daß diese nicht an-
ders als mit dem programmierten Zelltod (Apo-
ptose) reagieren kann. Die Zahl der möglichen
Kandidatengene aus dem Bereich der Zellzyklusre-
gulation und der Apoptosemaschinerie wächst be-
ständig. Aufgrund des tumorzellspezifischen An-
griffspunkts ist die Spezifität des Ansatzes als hö-
her einzuschätzen als bei der Suizidgenstrategie.
Die größte Limitierung liegt vermutlich in der Ef-
fizienz des Gentransfers. Da aber auch hier von
dem Auftreten eines Bystander-Effekts berichtet

wurde, scheint ein Gentransfer in 100% der Tu-
morzellen nicht unbedingt notwendig zu sein.

2.3.2.1.4 Supportive Gentherapiemaßnahmen

Bevor sich gentherapeutische als eigenständige
Verfahren etabliert haben werden und eine routi-
nemäßig eingesetzte Alternative zu konventionel-
len Verfahren darstellen, wird vermutlich die Kom-
bination beider Therapieformen Einzug in den kli-
nischen Alltag finden. Zu den erfolgreichsten kli-
nischen Phase-1-Studien gehören Genmarkierun-
gen von hämatopoetischen Stammzellen mit dem
Neomycinresistenzgen, mit deren Hilfe nachgewie-
sen werden konnte, daß residuale Tumorzellen
nach der (unvollständigen) Reinigung autologen
Knochenmarks und dessen Reinfusion an einem
späten Rezidiv beteiligt sind. Eine 2. ebenfalls auf
hämatopoetische Stammzellen abzielende Maßnah-
me ist die Einführung von Multidrug-resistance-
Genen (MDR-Genen), die die deletären Auswir-
kungen vieler Chemotherapieregimes auf die kor-
puskulären Blutbestandteile erheblich verringern
könnte. Die Hauptschwierigkeit bei diesen Thera-
pieverfahren liegt im effizienten Gentransfer in die
hämatopoetischen Stammzellen, die sich auch ex
vivo nur schwer transfizieren lassen.

2.3.2.2 Struktur des Transgens

2.3.2.2.1 Kodierender Bereich

Aus Gründen der Handhabbarkeit und des besse-
ren Zugriffs wird in der Gentherapie fast aus-
schließlich mit cDNA, der von Introns befreiten
(gespleißten), nur aus kodierenden Einheiten
(Exons) bestehenden DNA, gearbeitet. Die Größe
der üblicherweise verwendeten cDNAs liegt zwi-
schen 1 und 10 Kilobasenpaaren (kbp), ein Para-
meter, der bei vielen viralen Vektoren, die z. Z.
noch Limitierungen in der maximalen Kapazität
des Genoms haben, von Bedeutung sein kann. Bei
der Wahl der Herkunft des Transgens bevorzugt
man humane Gene (Ausnahme: Suizid- und Mar-
kergene), da von deren Produkten die geringste
Modifizierung und Inaktivierung durch die Ziel-
zelle und die geringste Immunogenität erwartet
werden können.

2.3.2.2.2 Expressionskontrollelemente

Die Bedeutung der Expressionskontrollelemente
(EKE) für die erfolgreiche Anwendung der Genthe-
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rapie kann nicht genügend betont werden. Die
Möglichkeit, Gene kontrolliert zu exprimieren und
damit Proteine kontrolliert zu synthetisieren, stellt
einen gewaltigen konzeptionellen Vorteil gegen-
über herkömmlichen Verfahren dar. EKE sind für
die Expressionshöhe eines Gens in Abhängigkeit
vom transfizierten Zelltyp verantwortlich. Damit
besteht die Möglichkeit, die Transgenexpression
auf den Tumor zu beschränken, selbst wenn mit
dem Gentransfer auch Normalzellen getroffen wur-
den.

Bei Säugetieren wird die für ein Protein kodie-
rende DNA-Sequenz von der RNA-Polymerase II
transkribiert. Um aktiv zu werden, muß das En-
zym im Verbund mit Transkriptionsfaktoren an 5�
vom Transkriptionsstart gelegene DNA-Sequenzen,
den Promotor, binden. Weiter 5� oder auch 3� gele-
gene sog. Enhancer haben zusätzlich Einfluß auf
das Expressionsniveau des abgelesenen Gens. Bei
identischem Genotyp haben die Zellen des Kör-
pers teilweise sehr unterschiedliche Phänotypen,
ein Phänomen, was u. a. auch in Unterschieden im
Expressionsniveau der Gene begründet liegt. Wel-
che Genloci in welchem Gewebe zu welchen Zeit-
punkten aktiv sind, hängt von dem jeweiligen Set
an Transkriptionsfaktoren, über die ein Zelltyp
verfügt, ab. Promotoren oder Enhancer werden für
ein bestimmtes Gewebe oder einen Zelltyp als ge-
webespezifisch bezeichnet, wenn dort ein so spezi-
fisches Set an Transkriptionsfaktoren existiert, daß
die EKE nur oder vorzugsweise in diesem be-
stimmten Zelltyp aktiv sind und das nachgeschal-
tete Gen aktivieren. Es ist von entscheidender Be-
deutung für eine gentherapeutische Anwendung
dieses Prinzips, daß ein gewebespezifischer Pro-
motor grundsätzlich ein heterologes Gen regulie-
ren kann, welches natürlicherweise von einem an-
deren Promotor exprimiert wird. Die EKE vieler
Gene sind heute gut charakterisiert, und für die
meisten Gewebe sind auch mehr oder weniger ge-
webespezifische Promotoren bzw. Enhancer identi-
fiziert worden. Da sich Tumorzellen in ihrem Phä-
notyp erheblich von den sie umgebenden Zellen
unterscheiden, also Unterschiede in der Transkrip-
tionsregulation vorliegen müssen, ist das Reservoir
an tumorzellspezifischen EKE potentiell sehr groß.
Bisher wurden die EKE von 3 verschiedenen Gen-
klassen für den gentherapeutischen Einsatz in Be-
tracht gezogen:
• Promotoren von Genprodukten, die z. B. als Tu-

mormarker in der Onkologie Bedeutung haben
[�-Fetoprotein (AFP, Hepatozellulares Karzi-
nom), Karzinoembryonales Antigen (CEA, Ko-
lonkarzinom)]

• Onkogenpromotoren (erbB2, Mammakarzinom)
• Promotoren mit einer Spezifität für das Normal-

gewebe, aus dem der Tumor hervorgegangen ist
(Tyrosinkinase, Melanozyten, Melanom).

2.3.2.2.2.1 Gewebespezifische Expression
in viralen Vektoren

Aufgrund der z. Z. noch bestehenden Limitierun-
gen in der Verpackungskapazität vieler viraler
Vektoren ist man daran interessiert, die eingesetz-
ten EKE möglichst kurz zu halten. Während sich
bei vielen Promotoren regulatorische Elemente
noch 15 kbp 5� vom Startkodon befinden, sind
gentherapeutisch eingesetzte EKE selten länger als
5 kbp. Um trotzdem ein hohes Maß an Expressi-
onsstärke und Spezifität aufrechtzuerhalten, muß
man in transienten Transfektionsexperimenten von
Plasmiden mit geeigneten Reportergenen unter der
Kontrolle der zu testenden EKE sorgfältig prüfen,
in welchem Ausmaß Sequenzen deletiert und wie
regulatorische Elemente kombiniert werden kön-
nen, um trotz notwendiger Verkürzungen mög-
lichst geringe Einbußen an Wirkung zu haben. Ge-
gebenenfalls können auch die Kernbereiche star-
ker, aber ubiquitär wirksamer viraler Promotoren
mit gewebespezifischen Enhancer-Elementen ver-
bunden werden, was einen Kompromiß aus Effizi-
enz und Spezifität darstellen kann. Das Ausmaß an
notwendiger Spezifität hängt letztlich vom gewähl-
ten Therapieverfahren ab. Während man bei der
ex vivo eingesetzten Immungentherapie und sup-
portiven Therapie zugunsten starker, gut charakte-
risierter viraler Promotoren ganz auf die gewebe-
spezifische Expression verzichten kann, ist eine
solche bei zytotoxischen In-vivo-Verfahren aus Si-
cherheitsgründen auf Dauer unverzichtbar.

Wenn in der transienten Transfektion von Ziel-
zellen eine gute Spezifität und Effizienz eines un-
tersuchten EKE gezeigt wurde, ist der nächste
Schritt der Nachweis, daß diese Eigenschaften
auch nach der Integration in den Gentransfervek-
tor oder nach der Integration in das Wirtszellge-
nom erhalten bleiben. Bei Retro- und Adenoviren
sind Interferenzen durch viruseigene EKE bekannt.
Nach der Integration in das retrovirale Genom
(s. unten) in Leserichtung kann es vorkommen,
daß der starke, ubiquitär aktive, retrovirale Pro-
motor (LTR) am 5�-Ende des Genoms die Regulati-
on des Transgens übernimmt und mit der Aktivi-
tät des gewebespezifischen Promotors konkurriert
[Wu et al. 1996]. Daher bevorzugt man inzwischen
den Einbau des Transgens in Antisense-Orientie-
rung zur LTR. Eine andere Möglichkeit ist die
Herstellung von retroviralen Vektoren, die bei der
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Integration ins Wirtszellgenom die eigene LTR ver-
lieren (SIN-Vektoren [Yu et al. 1986], s. unten)
oder der Austausch des retroviralen Promotors
durch einen gewebespezifischen.

Die entsprechenden Befunde bei Adenoviren
sind noch uneinheitlich, aber es gibt mehrere Stu-
dien, wonach die Gewebespezifität im adenovira-
len Kontext weitgehend erhalten bleibt [Kaneko et
al. 1995, Sandig u. Strauss, submitted]. Eine Alter-
native zur gewebespezifischen Expression im enge-
ren Sinn, die trotzdem eine spezifische Expression
im Zielgewebe erlaubt, wurde unter Verwendung
von 2 unabhängigen adenoviralen Vektoren de-
monstriert [Hersh et al. 1995]. Der natürliche Tro-
pismus von Adenoviren für einen bestimmten Zell-
typ konnte dadurch potenziert werden, daß das
therapeutische Gen von einem Promotor gesteuert
wurde, der wiederum vom Genprodukt des koap-
plizierten 2. Vektors abhängig war.

Adeno-assoziierte Viren scheinen für die gewe-
bespezifische Expression besonders geeignet zu
sein. Der transgene Vektor wird hier nur von 2
kurzen ITR (inverted terminal repeats) flankiert,
die keine (nennenswerten) expressionsregulatori-
schen Sequenzen besitzen. Daher ist keine Interfe-
renz mit internen gewebespezifischen Promotoren
zu erwarten. Eine Erhaltung der gewebespezifi-
schen Expression ist für den AFP-Promotor [Su et
al. 1996] und die �-Globingen-LCR (LCR: locus
control region) [Zhou et al. 1996] im AAV-Kontext
beschrieben worden. Es ist zum jetzigen Zeitpunkt
noch unklar, in welchem Maß AAV ins Genom in-
tegrieren oder aber stabil episomal vorliegen. Für
zytotoxische Krebsgentherapien, die eine spezifi-
sche Expression erfordern, die nicht lang anhalten
muß, wäre mit Blick auf die gewebespezifische Ex-
pression ein episomaler Status vorteilhaft, da dann
keine Positionseffekte (s. unten) auftreten. Einer
der internen (im Vektor gewöhnlich deletierten)
Promotoren der Wildtyp-AAV (rep-p5) scheint
selbst eine gewisse Gewebespezifität für Bronchial-
epithel und nicht-lymphatische Milzzellen zu ha-
ben [Flotte u. Carter 1995], eine Eigenschaft, die
sich gentherapeutisch nutzen ließe. Einige Ergeb-
nisse zur Expressionsregulation bei Herpes-sim-
plex-Viren werden im Kapitel über diese Vektoren
vorgestellt.

2.3.2.2.2.2 Gewebespezifische Langzeitexpression
Während für die immunologischen und zytotoxi-
schen Therapieverfahren eine transiente Expressi-
on des Transgens ausreichend sein kann, ist bei
Verfahren zur Knochenmarkprotektion oder Gen-
markierung, wie auch bei der Mehrheit der Strate-

gien zur Behandlung nichttumoröser Erkrankun-
gen, eine Langzeitexpression notwendig. Diese
kann durch den Einsatz von Sequenzen, die eine
autonome Replikation von transferierten Plasmi-
den in den Zielzellen ermöglichen, erreicht wer-
den. Experimente in dieser Richtung befinden sich
z. Z. noch im Anfangsstadium.

Ein etablierterer Weg, zu einer stabilen Expres-
sion eines Transgens zu kommen, ist der über die
stabile Integration des Gens in das Wirtszellgenom
(s. unten). Es hat sich aber gezeigt, daß sowohl die
Erhaltung der Spezifität als auch die Wahrung ei-
ner adäquaten und reproduzierbaren Effizienz der
Genregulation nach der Integration in das Chro-
matin ein Problem darstellen (Positionseffekte).
Dies zeigt sich sehr deutlich in Studien mit trans-
genen Mäusen, bei denen der Ausprägungsgrad,
mit dem ein Phänotyp auftritt, je nach dem Inte-
grationsort des Transgens erheblich zwischen den
einzelnen transgenen Tieren differiert [Beermann
et al. 1990, Koopman et al. 1991, Lem et al. 1992].
Es gibt verschiedene Erklärungen für dieses Phä-
nomen. Eine, die vielleicht gentherapeutische Rele-
vanz erlangen könnte, ist die fehlende Abschir-
mung der transferierten Transkriptionseinheit ge-
genüber dem benachbarten Chromatin. So gibt es
einige Evidenz für natürlicherweise im Säugetier-
genom auftretende sog. Matrix-attachment-sites
(MAR), die eine Art Schutz- und Begrenzungs-
funktion auszuüben scheinen [Eissenberg u. Elgin
1991, Kas et al. 1993, Kries et al. 1991]. Von sol-
chen strukturellen Begrenzungselementen könnte
durchaus eine Funktionsfähigkeit in einer breiten
Palette von Geweben erwartet werden, und es
sollte keinen übermäßigen technischen Aufwand
darstellen, solche MAR an beiden Seiten einer Ex-
pressionskassette zu plazieren und so eine positi-
onsunabhängige Expression zu erlangen. Eine 2.
gentherapeutisch relevante Erklärung für die Un-
einheitlichkeit im Auftreten von Positionseffekten
besteht in der Überlegung, daß unter den geteste-
ten Enhancer-Elementen durchaus solche zu fin-
den sind, die bei einer Integration in das Genom
ihre Gewebespezifität bewahren, daß aber die her-
kömmlichen Testmethoden gewöhnlich nicht ge-
eignet sind, solche Elemente reproduzierbar her-
auszufiltern. Tatsächlich sind inzwischen mehrere
Enhancer-ähnliche Sequenzen isoliert worden, die
Positionseffekte anscheinend verhindern und die
Transkription in einer dominant-positiven Weise
aktivieren [Bonifer et al. 1990, Dillon u. Grosveld
1993, Greaves et al. 1989, Sippel et al. 1992]. Sol-
che, als Locus-control-Regionen bezeichneten Ab-
schnitte bewahren eine optimale Gewebespezifität
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im Verbund mit homologen Promotoren und kön-
nen ohne Funktionsverlust mit heterologen Genen
kombiniert werden.

2.3.2.2.2.3 Regulierbare Expression
Während bei der gentherapeutischen Behandlung
von Krebs die Gewebespezifität im Vordergrund
steht, kommt bei Marker- und supportiven Studien
und bei der Therapie nichttumoröser Erkrankun-
gen der absoluten Höhe der Genexpression eine
besondere Bedeutung zu. Bei der Therapie mono-
genetisch vererbter Erkrankungen beispielsweise
muß gewährleistet sein, daß das Expressionsniveau
des substituierten Gens dem physiologischen mög-
lichst nahe kommt. Zu niedrige Konzentrationen
des Expressionsprodukts führen zum Wirkungs-
verlust, zu hohe Konzentrationen können toxisch
sein. Eine Möglichkeit, Einfluß auf das Expressi-
onsniveau eines Transgens zu nehmen, wenn auch
auf Kosten der Gewebespezifität, bieten regulierba-
re Promotoren. Am weitesten verbreitet ist das tet-
System [Gossen u. Bujard 1992, Gossen et al.
1995]. Hier wird das Transgen unter die Kontrolle
eines primär inaktiven Minimalpromotors mit
Transaktivatorbindungsstelle gebracht. Weiterhin
wird ein Transaktivatorgen unter einem konstitu-
tionell aktiven Promotor transferiert. Durch die
externe Applikation des Antibiotikums Tetrazyklin
kann der Transaktivator so modifiziert werden,
daß er an seine Bindungsstelle 5� vom Transgen
bindet und dieses aktiviert wird. Da dieses System
stufenweise regulierbar ist, wäre ein gentherapeuti-
scher Einsatz dort vorstellbar, wo zumindest vor-
übergehend fein abgestimmte Expressionsniveaus
gefordert sind. Auch eine Expressionskontrolle
über Steroidhormon-responsive Elemente scheint
in vitro und in vivo möglich zu sein [Delort u. Ca-
pecchi 1996]. Die kontrollierbare Transgenexpres-
sion wird im Verlauf der Entwicklung der Genthe-
rapie zu einer klinischen Routinemethode vermut-
lich immer mehr an Bedeutung gewinnen, da nach
der Dokumentation der Effizienz eines genthera-
peutischen Ansatzes, die wesentlich von der Opti-
mierung der bestehenden Vektoren abhängt,
Aspekte der Feinregulation und Sicherheitsbedürf-
nisse im Vordergrund des Interesses stehen wer-
den.

2.3.2.3 Stabilität des Transkripts

Um die effiziente Expression eines Fremdgens zu
erreichen, ist es nicht nur notwendig, daß das Gen
ordnungsgemäß transkribiert wird, sondern auch,

daß ein stabiles Transkript entsteht, welches zur
Translation ins Zytoplasma transportiert werden
kann. Da eine transgene Expressionskassette im-
mer ein Kunstprodukt darstellt, bleibt eine Unsi-
cherheit, ob das Transgen in der Empfängerzelle
auch so funktioniert, wie vorgesehen. Daher ist
ein gentherapeutischer Einsatz immer nur nach
empirischer Testung der hypothetischen Funktion
in der Zellkultur und im Tierexperiment möglich.
Dies wird besonders deutlich bei der Testung der
Transkriptstabilität, bei der die Menge der experi-
mentellen Daten so begrenzt ist, daß wenig theore-
tische Rahmenbedingungen gesetzt werden kön-
nen. Weitgehende Einigkeit besteht darin, daß ein
Poly-A-Schwanz am 3�-Ende der meisten eukaryo-
tischen mRNAs deren Stabilität erhöht und daher
in die Expressionskassette mit aufgenommen wer-
den sollte. Möglicherweise spielen auch Introns,
die während der Konversion des primären Tran-
skripts zur mRNA entfernt werden (Spleißen), so-
wie auch die Ereignisse des Spleißens selbst für
die Stabilität des Transkripts eine Rolle [Collis et
al. 1990, Dillon 1993]. Wegen der Kapazitätsbe-
grenzung der meisten Vektoren (s. unten) können
nicht sämtliche Introns wieder in das Transgen
aufgenommen werden. Daten von transgenen Tie-
ren legen es aber nahe, zumindest 1 Intron in die
Expressionskassette mit einzubeziehen, wobei al-
lerdings Hinweise existieren, daß nicht alle Introns
gleichermaßen wirksam sind [Palmiter et al. 1991].

2.3.3 Vektor

Obwohl sich verschiedene Körpergewebe in ihrer
Zugänglichkeit für unterschiedliche Pharmakaprä-
parationen durchaus unterscheiden, stellen das Her-
ankommen eines Medikaments an seinen Wirkort
und die Aufnahme in die Zelle in der modernen
Pharmakologie häufig lösbare Probleme dar und
sind nicht mehr der Hauptgegenstand therapeuti-
scher Überlegungen. Ganz anders liegt der Fall in
der Gentherapie: DNA kann nicht unverpackt appli-
ziert werden, da sie ohne Hilfsmittel nur sehr
schlecht von Zellen aufgenommen wird. Einer In-vi-
vo-Anwendung nackter DNA steht außerdem die ra-
sche Inaktivierung durch Nukleasen des Bluts ent-
gegen. Es wurden daher Vektorsysteme entwickelt,
die neben dem Schutz der DNA vor enzymatischem
Abbau noch 2 weitere wichtige Aufgaben überneh-
men: Eine möglichst effiziente Aufnahme durch
die Tumorzelle und die Gewährleistung, daß das
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Tabelle 2.3.1. Eigenschaften gentherapeutischer Vektoren und Eignung für Krebsgentherapie

Vektor Transfereffizi-
enz in vitro

Transfereffizi-
enz in vivo

Expressions-
niveau

Expressions-
dauer

Spezifität für
Tumoren

Sicherheit Zytotoxische
Therapie

Immuntherapie
ex vivo

Immuntherapie
in vivo

Marker/Sup-
portive Thera-
pien ex vivo

Retroviren ++ + � + +++ ++ � +++ + � ++ + +++
Adenoviren +++ +++ +++ + � + � ++ � +++ � ++ � ++ � + �
AAV ++ ++ ++ +++ + � ++ � + � ++ ++ +++
HSV +++ +++ +++ ++ + + � +++ + + +
Vakziniaviren +++ +++ +++ + + ++ ++ +++ +++ +
Direkte DNA-
Injektion

+ + + + + +++ + + +++ +

Partikelbom-
bardement

++ +-++ + + + +++ +-++ + ++ +

Kationische
Liposomen

++ +-++ + + + +++ ++ ++ +++ +

Rezeptor-
vermittelter
Gentransfer

++ ++ + + +++ +++ + ++ ++ +

Adenovirus-
bestandteile
im Vektor

+++ ++ + + +++ ++ + ++ + +

Inaktivierte
Sendai-Viren

++ ++ + + + ++ ++ ++ ++ +

Ausprägungsgrad: + gering, ++ mittel, +++ hoch, � weist auf zu erwartende Verbesserungen hin



Gen zunächst ins Zytosol und dann in den Zellkern
gelangt. Die Entwicklung von Vektoren für einen ef-
fizienten Gentransfer stellt die z. Z. größten Anfor-
derungen an die gentherapeutische Forschung dar.
Die verwendeten Vektoren haben durchweg makro-
molekulare bis subzellulare Größe und können
schon daher nicht nach herkömmlichen pharmako-
kinetischen Gesichtspunkten beurteilt werden.
Während in der Frühphase der gentherapeutischen
Bemühungen im wesentlichen auf geringfügig mo-
difizierte natürliche Vektoren zurückgegriffen wur-
de, bzw. In-vitro-Transfektionsmethoden empirisch
auf ihre In-vivo-Anwendung getestet wurden, um
die prinzipielle Möglichkeit eines Gentransfers mit
der Expression eines Transgens zu zeigen, hat man
sich in den letzten Jahren verstärkt bemüht, den ge-
stiegenen Ansprüchen an die Gentherapie durch
eine immer ausgefeiltere Modifikation der Vektor-
struktur Rechnung zu tragen. Übersichtsartikel zu
den Grundlagen des Gentransfers liegen von Mulli-
gan [1993] und Vile u. Russell [1994] vor (s. auch
Tabelle 2.3.1).

2.3.3.1 Nicht-virale Methoden

Obwohl sich auch die sog. nicht-viralen Gentrans-
fermethoden zunehmend viraler Prinzipien bedie-
nen und umgekehrt virologisch orientierte Genthe-
rapeuten immer mehr virale Funktionen aus dem
Vektor auslagern, erscheint zum gegenwärtigen
Zeitpunkt die Unterscheidung in virale und nicht-
virale Methoden noch sinnvoll. Bei nicht-viralen
Verfahren besteht kein Risiko der Entstehung re-
kombinanter infektiöser Partikel. Im Vergleich zu
manchen viralen Vektoren ist außerdem die Gefahr
der insertionellen Mutagenese geringer. Diese Vor-
teile bleiben sicher bis auf weiteres der wesentliche
Pluspunkt von nicht-viralen gegenüber viralen The-
rapien. Zwei weitere Vorteile, nämlich die bessere
Herstellbarkeit und Handhabung sowie die hohe
DNA-Aufnahmekapazität, könnten sich in naher Zu-
kunft durch die Weiterentwicklungen viraler Vekto-
ren relativieren. Den genannten Vorteilen steht als
wesentlicher Nachteil die geringe In-vivo-Gentrans-
fereffizienz nicht viraler Methoden entgegen.

2.3.3.1.1 Physikalische Methoden

2.3.3.1.1.1 Ex-vivo-Verfahren
Ein in der Grundlagenforschung häufig angewand-
tes Transfektionsverfahren ist die Elektroporation
[Chu et al. 1987]. In Suspension befindliche Zellen
werden einem Spannungsfeld ausgesetzt. Durch

kurzzeitig entstehende Öffnungen in der Plasma-
membran kann Plasmid-DNA in die Zellen gelan-
gen. Nach Optimierung der verschiedenen Parame-
ter in Abhängigkeit von der jeweiligen Zellinie kön-
nen transiente Transfektionsraten bis 90% erreicht
werden [Ledley 1995]. Über stabile Transfektionsra-
ten hämatopoetischer Vorläuferzellen von bis zu
4,5% wurde berichtet [Matthews et al. 1995].

Ein weiteres, ebenfalls nur für eine ex-vivo-An-
wendung in Frage kommendes Verfahren ist die
Mikroinjektion. Es bleibt abzuwarten, ob es ge-
lingt, durch automatisierte Injektionen die Aus-
beute stabil transfizierter Zellen (z. B. hämatopoe-
tische Stammzellen) signifikant zu erhöhen und
unter geeigneten Kulturbedingungen ex vivo zu
vermehren, bevor sie reinfundiert werden. Beide
Verfahren sind bisher nicht nennenswert zu gen-
therapeutischen Zwecken eingesetzt worden.

2.3.3.1.1.2 In-vivo-Verfahren
Neuere Verfahren, die auch für eine In-vivo-An-
wendung geeignet wären, sind Partikelbombarde-
ment [Burkholder et al. 1993, Cheng et al. 1993,
Yang et al. 1990] und Jetinjektion [Vahlsing et al.
1994]. Bei ersterem Verfahren werden zunächst 1–
3 �m große Gold- oder Tungsten-Partikel mit Plas-
mid-DNA beschichtet. Die Partikel werden dann
mit Hilfe eines Art Schockwellengenerators in ei-
nem elektrischen Spannungsfeld beschleunigt und
auf das Zielgewebe gefeuert. Die Barriere der Zell-
membran wird so durch den physikalischen Ein-
schlag durchbrochen und die DNA intrazellular
freigesetzt. In vitro konnte eine Transfektion von
epithelialen, endothelialen, fibroblastoiden und
lymphozytären Zellen sowie primären Lymphozy-
ten, Monozyten und Fibroblasten gezeigt werden.
Die DNA-Integration lag bei 0,01–0,001% [Ledley
1995]. In vivo wurde das Verfahren bisher mit Rat-
tenepidermis, -muskelgewebe, -leber und -pankre-
as und Mausmuskelgewebe durchgeführt [Ledley
1995, Schofield u. Caskey 1995]. Leber, Epidermis
und Pankreas zeigten nur eine transiente Expressi-
on. In der Dermis konnte eine Expression noch
nach 3 Jahren festgestellt werden [Cheng et al.
1993]. Die transgene DNA scheint bei diesem Ver-
fahren nicht in das Wirtszellgenom zu integrieren
und in den meisten Fällen als relativ instabiles
Episom vorzuliegen. Eine Transfereffizienz in 10–
20% der beschossenen Hautzellen wurde beschrie-
ben [Williams et al. 1991]. Die Eindringtiefe be-
trug, je nach Organ (Haut) 200–500 �m (Leber),
[Williams et al. 1991]. Kürzlich wurde über Ein-
dringtiefen von 30–50 Zellschichten berichtet
[Yang u. Sun 1995]. Von seiten der Therapieeffizi-
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enz konnten Verzögerungen im Tumorwachstum
durch den Zytokingentransfer festgestellt werden
[Yang u. Sun 1995]. Der Transfer von mRNA
scheint ebenfalls sowohl in vitro als auch in vivo
möglich zu sein [Qiu et al. 1996].

Bei der Jetinjektion durchbricht ein unter ho-
hen Druck gesetzter Strom aus Flüssigkeitskügel-
chen die Zellmembranen und reißt die zugefügte
DNA mit. Mit dieser Technik ließ sich Maushaut
durchdringen und der darunterliegende Muskel
transfizieren, wobei die Expression des Reporter-
gens jedoch nur 1/10 derjenigen nach Injektion
(Kanüle) der gleichen DNA-Menge betrug [Vahl-
sing et al. 1994].

Überraschend hohe Transferraten in Muskelge-
webe im Vergleich mit adenoviralen und retrovira-
len Vektoren konnten mit der einfachen Injektion
nackter Plasmid-DNA erreicht werden [Davis et al.
1993]. Die Transferraten waren höher als bei Re-
troviren und mit etwa 10% an blaugefärbten Zel-
len im Gewebeschnitt mit Adenoviren vergleich-
bar. Für die meisten anderen Gewebe sind derart
hohe Transferraten nicht gefunden worden [Ledley
1995]. Der Aufnahmemechanismus der DNA in die
Zelle ist nicht bekannt.

Für die zytotoxische Behandlung der meisten
soliden Tumoren ist die Transfereffizienz der phy-
sikalischen Verfahren zu niedrig. Eine Behandlung
breitflächiger Hautlymphome mit Partikelbombar-
dement wäre evtl. in Betracht zu ziehen. Dazu
müßten aber die Transfereffizienz und die Ein-
dringtiefe noch eingehender evaluiert werden.
Eine Anwendung sowohl für Partikelbombarde-
ment und Jetinjektion als auch für das einfache
und kostengünstige Verfahren der direkten DNA-
Injektion könnte in der Immungentherapie liegen
[Ulmer et al. 1993, Vahlsing et al. 1994], wo auch
eine geringe Transgenexpression bzw. eine hohe
Expression in wenigen Zellen zum Auslösen einer
Immunantwort ausreichen können. Außerdem las-
sen sich mit diesen Verfahren auch Zellen transfi-
zieren, die, z. B. wegen fehlender Rezeptoren, vira-
len Verfahren nicht zugänglich sind.

2.3.3.1.2 Chemische Methoden

Bei den chemischen Gentransfermethoden wird i.
allg. gereinigte Plasmid-DNA, die das Transgen
enthält, mit einer Trägersubstanz komplexiert und
diese Komplexe ex vivo oder in vivo appliziert.

2.3.3.1.2.1 Kalzium-Phosphat-Kopräzipitation
Das 1. Verfahren mit dem die zellulare Aufnahme
von DNA substantiell gesteigert werden konnte,

die Kalzium-Phosphat-Kopräzipitation [Graham u.
van der Eb 1973, Wigler et al. 1977], wurde bereits
in den frühen 70er Jahren entwickelt und opti-
miert. Die in der Grundlagenforschung extensiv
eingesetzte Methode erlaubt eine Transfektion von,
je nach Zelltyp, 10–50%, wobei ein nennenswerter
Prozentsatz der DNA bis in den Zellkern gelangt
und dort transient exprimiert wird. Ein kleiner
Anteil der Zellen (bis zu 1%, meist weniger als
0,1%) kann aufgrund der stabilen Integration des
Transgens ins Genom eine Langzeitexpression auf-
weisen. Die nur in vitro einsetzbare Methode wur-
de aber bisher gentherapeutisch nicht in größerem
Maß eingesetzt.

2.3.3.1.2.2 Kationische Liposomen
Die in der Gentherapie am häufigsten angewandte
unter den nicht-viralen Gentransfermethoden ist
die Transfektion mit kationischen Liposomen
[Caplen et al. 1995, Staubinger 1993]. Sie wurde in
den letzten Jahren mit Blick auf den therapeuti-
schen Einsatz vielfach modifiziert. Die Technik be-
ruht auf den elektrischen Ladungseigenschaften
der DNA (negativ aufgrund des Phosphatrück-
grads der Doppelhelix), kationischer Lipide (posi-
tiv) und der Zelloberfläche (insgesamt negativ).
Zum Einsatz kommen monokationische Lipide,
wie DOTMA, aber auch Weiterentwicklungen mit
höherer Transfektionseffizienz, wie DOSPA, wel-
ches wegen einer Spermidinkopfgruppe mehrere
positive Ladungen trägt. Weiterhin werden auch
weniger toxische, für die In-vivo-Anwendung ge-
eignete Einzelsubstanzen und Kombinationen, wie
das polyzyklische DC-chol bzw. das myristylierte
DMRIE in Verbindung mit dem neutralen Lipid-
amin DOPE verwendet. Diese Lipide bilden in
wässriger Lösung unter Ultraschallbehandlung
Doppelschichtmizellen, lassen sich durch Ultrazen-
trifugation in homogene Fraktionen gleicher Parti-
kelgröße auftrennen und können durch einfache
Inkubation mit DNA beladen werden. Auf diese
Weise wird der DNA einerseits Schutz vor mecha-
nischen und enzymatischen Einflüssen gegeben,
andererseits durch die ladungsvermittelte Bindung
ein Kontakt mit der Zelloberfläche hergestellt. Es
ist noch nicht ganz geklärt, welcher Mechanismus
die effiziente Abgabe der Nukleinsäuren ins Zyto-
sol ermöglicht, aber sowohl die einfache Fusion
der Liposomen mit der Zellmembran als auch ein
endozytotischer Weg mit Freisetzung zumindest
eines Teils der DNA aus den Endosomen werden
diskutiert. Die Transgenexpression wird mit
durchschnittlich 1–3 Wochen, ausnahmsweise auch
länger (9 Wochen, Zhu et al. [1993]) angegeben.
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Für Liposomen sind die wohl ausführlichsten
pharmakokinetischen Studien unter den Gentrans-
fersystemen durchgeführt worden [Ledley 1995].
Die Halbwertszeit im Blut z. B. nach i.v.-Infusion
wird mit weniger als 5 min [Lew et al. 1995] ange-
geben.

Dort, wo eine transiente Expression des Trans-
gens ausreichend oder sogar erwünscht ist, wie bei
Tumorvakzinierungen, können kationische Liposo-
men ex vivo und in vivo eingesetzt werden. Wenig
toxische Liposomen sind inzwischen in 6 In-vivo-
Tumorvakzinierungsstudien mit etwa 60 Patienten
eingesetzt worden. In allen Fällen werden die Lipo-
somen direkt intratumoral appliziert. Während ein
weitgehender Konsensus existiert, daß die erreich-
bare In-vivo-Transfereffizienz mit kationischen Li-
posomen ausreichen kann, um eine effiziente Im-
munantwort zu erhalten, besteht z. Z. keine Einig-
keit darüber, ob Liposomen auch für die zytotoxi-
sche Gentherapie geeignet sind. Je nach Applikati-
onsart kann die Transfereffizienz beachtlich sein.
Die Applikation eines DC-chol-DOPE-Aerosols
und dem �-Galaktosidase-Reportergen bei Mäusen
zeigt eine Blaufärbung (als Ausdruck einer Trans-
fektion) von mindestens 40% des respiratorischen
Epithels von Trachea und Hauptbronchien [Alton
et al. 1993]. Die Applikation von DOPE-Liposomen
in die Schwanzvene von Mäusen resultierte in ei-
ner sehr guten Gewebsverteilung mit zumindest
ausschnittsweiser Transfereffizienz von Lungen-
und Milzgewebe von über 50% [Zhu et al. 1993],
was für eine gute Extravasionsfähigkeit der Lipo-
somen spricht. Gute Ansprechraten von Primärtu-
mor und Lungenmetastasen bei Mäusen nach zy-
totoxischer p53-Therapie sind beschrieben worden
[Lessonwood et al. 1995]. Bei einer direkten intra-
tumoralen Injektion erreichte man eine Transfekti-
onseffizienz von 1–10% in unmittelbarer Nähe der
Injektionsstelle [Stewart et al. 1992]. In einem an-
deren Experiment lag die maximale durchschnittli-
che Transfereffizienz bei 2,4% der Tumorzellen
[Sugaya et al. 1996], was allerdings zur Induktion
einer Tumorregression ausreichte. Weiterentwick-
lungen, wie die Testung wiederholter Injektionen
oder Dauerinfusion (Pumpensysteme), sind abzu-
warten, bevor man die Wertigkeit liposomaler Prä-
parationen für die zytotoxische Gentherapie beur-
teilen kann.

Die bisher klinisch eingesetzten Liposomen
können als relativ sicher gelten. Zirkulierende Li-
posomen werden relativ schnell vom retikuloendo-
thelialen System aufgenommen und abgebaut. We-
der im Tierexperiment noch in klinischen Studien
konnten akute Toxizitäten festgestellt werden. Es

konnte auch kein Gentransfer in Gonadenzellen
gefunden werden, und die überwiegend transiente
Natur der Genexpression stellt hinsichtlich der un-
erwünschten vertikalen Weitergabe von Transge-
nen einen weiteren positiven Sicherheitsaspekt dar.

Eine Komplexierung der DNA mit dem Kern-
protein HMG1 vor der Integration in spezielle Li-
posomenpräparationen führt zu einer Erhöhung
der Gentransfereffizienz in vitro und in vivo [Ka-
neda et al. 1989b]. HMG1 (high mobility group an-
tigen) ist ein Nicht-Histon-Kernprotein, das DNA
an seiner Oberfläche zu binden vermag und dar-
über hinaus den Kerntransport des DNA-Protein-
Komplexes zu unterstützen scheint. HMG1 sorgt
vermutlich für einen verbesserten Transport der
DNA in den Zellkern und eine höhere Stabilität.
HMG-vermittelter Gentransfer ist auch ohne Ver-
wendung von Liposomen möglich, wobei die
Transfereffizienz in vitro an die der Kalzium-Phos-
phat-Kopräzipitation heranreichen kann [Boettger
et al. 1988]. Die In-vivo-Anwendung ist schwierig,
aber möglich [Arnold u. Boettger, pers. Mittei-
lung].

Der mit anionischen oder neutralen Liposomen-
präparationen erreichte Gentransfer liegt niedriger
als der mit kationischen Liposomenmischungen
mögliche und hat daher in der Gentherapie keine
Bedeutung erlangt.

2.3.3.1.3 Kombinierte Gentransfersysteme

Die derzeitige Vektorentwicklung wird von der
Modifikation bestehender viraler Gentransfersy-
steme nach den Erkenntnissen über deren be-
stehende Insuffizienzen dominiert (s. unten). Da-
neben gibt es aber auch Bestrebungen, in syntheti-
schen Vektoren die Vorteile verschiedener Gen-
transfersysteme zu kombinieren.

2.3.3.1.3.1 Rezeptor-vermittelter Gentransfer
Neben der gewebespezifischen Expression (s.
oben) und der ortsgerichteten Applikation des
Vektors besteht im Einsatz von zellspezifischen Re-
zeptoren eine Möglichkeit, die Spezifität der The-
rapie zu erhöhen. Es sind eine Reihe mehr oder
weniger tumorspezifischer Antigene bekannt, de-
ren Liganden potentiell für gentherapeutische
Zwecke einsetzbar sind. Es ist vorstellbar, die
Oberfläche viraler Vektoren zu modifizieren
(s. unten) oder in synthetische Vektoren eine Re-
zeptorkomponente zu integrieren. Die intensivsten
Untersuchungen sind bisher mit dem Hepatozyten-
spezifischen Asialoglykoproteinrezeptor durchge-
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führt worden [Wu et al. 1989]. Ein solches Gen-
transfersystem besteht aus 3 Komponenten:
• Kationisches Polypeptid Polylysin
• Kovalent an das Polylysin gebundener Asialogly-

koproteinrezeptor
• DNA in Plasmidform, die, negativ geladen, mit

Polylysin komplexiert

Die sorgfältige Reinigung der Polylysin-Asialogly-
koproteinrezeptor-Konjugate ist wichtig, ebenso
wie die Ermittlung des optimalen Verhältnisses
von Konjugat zu DNA. Das System vereinigt den
Vorteil der Protektion der DNA (durch das Polyly-
sin) mit einem Targeting des Vektors (durch den
Rezeptor), der im oben angeführten Beispiel zu ei-
ner Aufnahme von 85% der i.v. verabreichten DNA
in die Leber führte [Wu u. Wu 1988]. Es ist nicht
untersucht worden, in welchem Umfang das hepa-
tische retikuloendotheliale System an diesem Ef-
fekt beteiligt war, aber die Höhe des Transfers in
Leberparenchymzellen war ausreichend, um im
hypercholesterinämischen Watanabe-Kaninchen
eine signifikante, wenn auch nur transiente Ver-
minderung des Serumcholesterinspiegels nach
Transfer des LDL-Rezeptor-Gens zu erreichen
[Wilson et al. 1992].

2.3.3.1.3.2 Virale Komponenten im Gentransfervektor
Ein Nachteil der oben beschriebenen Methode
liegt im ineffizienten Transfer des Transgens von
der Zellmembran zum Ort der Genexpression,
dem Zellkern. Bei der Rezeptor-vermittelten Endo-
zytose wird die DNA in intrazellulare Vesikel auf-
genommen. Zytoplasmatische Lysosomen fusionie-
ren dann mit diesen Vesikeln und bilden sog. En-
dolysosomen. Im Rahmen eines massiven pH-Ab-
falls im Endolysosom wird die DNA zum Großteil
durch lysosomale Nukleasen abgebaut. Eine Mög-
lichkeit, dies zu verhindern, ist die Integration at-
tenuierter Adenoviren in den Gentransfervektor.
Humane Adenoviren gelangen über die Rezeptor-
vermittelte Endozytose in die Zelle. Sie sind in der
Lage, bei einer Körpertemperatur von 37 �C und
einem sauren pH von 5,5–6,0, bevor eine weitere
Ansäuerung erfolgt, die endosomale Membran auf-
zubrechen, was die Aufnahme ins Zytoplasma und
die Translokation in den Zellkern erlaubt. Mit die-
sem Ansatz konnte die Expression transferierter
Gene auf das 1000 fache erhöht werden [Cristiano
et al. 1993, Curiel et al. 1992, Wagner et al. 1992a].
Zur Herstellung der inaktivierten Adenoviren wer-
den diese zunächst mit Psoralen inkubiert und an-
schließend mit UV bestrahlt. Das in das Viruskap-
sid eingedrungene Psoralen führt nach UV-Akti-

vierung zur kovalenten Verknüpfung viraler DNA-
Doppelstränge, wodurch die Möglichkeit zur Tran-
skription aufgehoben wird. Anschließend werden
die inaktivierten Adenoviren chemisch oder Anti-
körper-vermittelt an den Rezeptor-Polylysin-DNA-
Komplex gebunden. Die Gentransferraten können
in vitro bis zu 100% betragen. In vivo scheint die
Gentransfereffizienz allerdings geringer zu sein.
Um das System zu vereinfachen und die Größe des
Vektors zu vermindern, wird vielfach versucht, die
einzelnen viralen Proteine bzw. Peptide zu charak-
terisieren, für die endosomolytische Eigenschaften
demonstriert wurden. Ein solches Peptid ist das
fusogene Influenzavirusmembranglykoprotein,
Hämagglutinin HA-2, welches bei saurem pH mit
der endosomalen Membran fusioniert. Die Konju-
gation der HA-2-Peptide mit Transferrin-Polylysin-
DNA verbesserte den Transfer in den Zellkern in
erheblichem Maß [Wagner et al. 1992b].

Eine Alternative zu DNA-Polylysin-Adenovirus-
Komplexen sind DNA-Liposom-Adenovirus-Kom-
plexe. Mit diesem Gentransfersystem konnte eine
intensive In-vivo-Transduktion von arteriellen En-
dothelzellen gezeigt werden [Raja-Walia et al.
1995].

Auch durch Zugabe des Anti-Malariamittels
Chloroquin kann eine Ansäuerung des Endosoms
gehemmt und die Stabilität der DNA erhöht wer-
den.

2.3.3.1.3.3 Inaktivierte Sendai-Viren
im Gentransfervektor

Eine Möglichkeit, trotz der Rezeptor-vermittelten
Aufnahme die Degradation der DNA im Endosom
zu vermeiden, ist die Umgehung des endosomalen
Aufnahmewegs. Das nicht-humanpathogene Sendai-
Virus [Hämagglutinierendes Virus aus Japan (HVJ)]
bindet über Glykoproteinspikes an die Oberfläche
der Wirtszelle, fusioniert mit der Zellmembran
und entläßt, unter Umgehung des endosomalen
Wegs, seine Inhaltsstoffe direkt in das Wirtszellzyto-
plasma [Kaneda et al. 1989a]. Bei der Konstruktion
von Sendai-Vektoren werden zunächst DNA-HMG1-
Komplexe hergestellt. Diese werden dann durch In-
kubation mit genau abgestimmten Mengen an neu-
tralen Lipiden (Cholesterin, Phosphatidylserin und
Phosphatidylcholin) als Liposomen verpackt. Der
DNA-HMG1-Liposomen-Suspension werden an-
schließend UV-inaktivierte Sendai-Viren zugesetzt.
Mehrere Viren binden gleichzeitig ein Liposom.
Mit Sendai-Komplexen läßt sich ein effizienter Gen-
transfer in eine Reihe von Zellinien in Kultur errei-
chen. In-vivo-Untersuchungen mit regionaler intra-
arterieller Applikation zeigten unterschiedlich gute
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Transferraten in Leber, Niere und Gefäßendothelien
[Dzau et al. 1993, Isaka et al. 1993, Kaneda et al.
1989a, b]. Die Genexpression ist nur transient.

2.3.3.1.3.4 Kombinierte Gentransfersysteme
im Überblick

Keines der 3 beschriebenen kombinierten Gen-
transfersysteme wurde bisher in vivo zur Krebs-
gentherapie eingesetzt. Aufgrund der transienten
Natur der Genexpression kommt eine Verwendung
für Marker- und protektive Studien nicht in Be-
tracht. Die Stärke der Rezeptor-vermittelten Ver-
fahren liegt bei den zytotoxischen Therapieansät-
zen und ganz besonders bei dem regionalen, z. B.
intraarteriellen, Zugang, denn hier können die
Vorteile eines Targeting-Mechanismus mit fehlen-
der Immunogenität und der Möglichkeit wieder-
holter Applizierbarkeit verbunden werden. Neben
der Wahl geeigneter Tumorantigenliganden wird
sicher die Partikelgröße der Kompositvektoren
eine wichtige Rolle spielen. Es ist zu erwarten, daß
in Abhängigkeit von der Partikelgröße ähnliche
Schwierigkeiten bei der Penetration in das Tumor-
gewebe auftreten werden, wie sie für die Vertei-
lung von tumorspezifischen Antikörpern bekannt
sind. Unter Sicherheitsaspekten betrachtet, fehlen
den Kompositsystemen weitgehend die typisch vi-
ralen Risiken, wie die Entstehung replikationsfähi-
ger Wildtypviren oder insertionelle Mutagenese.
Geringere Abwehrreaktionen des Körpers als bei
viralen Vektoren sind zu erwarten. Allerdings sind
bei der Verwendung höherer Dosen auch inakti-
vierter Adenoviren entzündliche Reaktionen be-
schrieben worden, die denen vitaler Viren entspra-
chen und nicht auf die Expression viraler oder
therapeutischer Gene zurückzuführen waren
[McCoy et al. 1995].

2.3.3.1.4 Bakterielle Systeme

Kürzlich wurde ein auf Clostridien gestützter gen-
therapeutischer Ansatz beschrieben, der sich den
Tropismus von Anaerobiern zu hypoxischen Are-
alen von Tumoren zunutze macht [Fox et al. 1996].

2.3.3.2 Virale Gentransfersysteme

Für einen In-vivo-Gentransfer mit Langzeitexpres-
sion des Transgens müssen folgende 5 Kriterien
berücksichtigt werden:
• Stabilität des Vektors im eingebrachten Körper-

kompartiment
• Bindung an die Zielzellen

• Passage der Zellmembran
• Transfer in den Zellkern
• Integration in das Genom bzw. stabile extrachro-

mosomale Etablierung

In verschiedenen Viren hat die Natur Vehikel ge-
schaffen, die eine erstaunliche Eignung als Gen-
transfervektoren besitzen und die die meisten der
genannten Kriterien erfüllen. Das eigentliche Ziel
eines Wildtypvirus besteht aber nicht im bloßen
Gentransfer, sondern in der Vermehrung durch la-
tente oder lytische Infektion. Außerdem hat der
Wirtsorganismus im Laufe der Evolution Abwehr-
maßnahmen auf verschiedenen der oben genann-
ten Ebenen entwickelt. Deshalb ist es nicht ver-
wunderlich, daß Viren noch erhebliche Insuffizien-
zen im Hinblick auf eine Anwendung als Genthera-
pievektoren besitzen. Die Aufdeckung der moleku-
laren Natur solcher Insuffizienzen hat aber bereits
zu Verbesserungen geführt, die einen nebenwir-
kungsarmen, effizienten Gentransfer möglich ma-
chen und zur Initiierung von über 100 klinischen
Gentherapiestudien mit viralen Vektoren geführt
haben.

Generell ist man aus Gründen der Kapazität,
Toxizität und Immunogenität bestrebt, neben dem
Transgen möglichst wenig virale Gene im Trans-
fervektor zu behalten. Dies läßt sich erreichen, in-
dem die aus dem Transfervektor ausgelagerten Ge-
ne von Helferviren, von einer eigens dafür kon-
struierten Verpackungszellinie oder von Helfer-
plasmiden bereitgestellt werden. Je nach dem Aus-
gangspunkt und dem Entwicklungsstand der ver-
schiedenen viralen Vektorsysteme ist man diesem
Ziel mehr oder weniger nahe gekommen. Die Effi-
zienz und Spezifität des Gentransfers hängen, ab-
gesehen von der natürlichen Transduktionseffizi-
enz der Viren, auch von der erreichbaren Konzen-
tration viraler Suspensionen und von den Möglich-
keiten der Oberflächenmodifikation ab. Auch diese
Faktoren sind in den bestehenden Vektoren unter-
schiedlich weit entwickelt. Im folgenden werden
die einzelnen viralen Vektorsysteme auf ihrem jet-
zigen Entwicklungsstand besprochen. Weiterfüh-
rende Literatur zum Aufbau und Lebenszyklus der
besprochenen Viren findet sich bei Fields [1990].
Auf Übersichtsarbeiten zu den gentherapeutischen
Aspekten der Viren wird in den jeweiligen Kapi-
teln hingewiesen.

2.3.3.2.1 Retroviren

Retrovirale Vektoren wurden in mehr als 2/3 aller
bisher durchgeführten klinischen Studien verwen-
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det [Herrmann 1996]. Sie zeichnen sich vor ande-
ren Vektorsystemen dadurch aus, daß sie sowohl
eine recht gute In-vitro-Transfereffizienz für ein
weites Spektrum proliferierender Zellinien besitzen
als auch in das Wirtszellgenom integrieren und
damit eine Langzeitexpression des Transgens er-
lauben. Neuere Übersichtsartikel zum Thema unter
gentherapeutischen Gesichtspunkten sind von
Günzburg u. Salmons [1996] und Vile u. Russell
[1995] erschienen.

2.3.3.2.1.1 Aufbau und Lebenszyklus
Die Familie der Retroviridae kann in 3 Subfami-
lien unterteilt werden, die alle klinische Relevanz
haben:
• Oncovirinae, die mit dem murinen (Maus) Mo-

loney-Leukämie-Virus (MoMuLV) das Virus für
die Entwicklung der gentherapeutischen Stan-
dardvektoren stellen

• Lentivirinae, die mit HIV 1 und HIV 2 als Erre-
ger von Aids und jüngst in stark modifizierter
Form auch für gentherapeutische Zwecke Bedeu-
tung haben

• Spumavirinae oder Foamy viruses, die kürzlich
erstmalig für einen gentherapeutischen Einsatz
evaluiert wurden.

Die genaue Kenntnis der viralen Struktur und des
Lebenszyklus dieser Wildtypviren hat die Entwick-
lung gentherapeutischer Vektoren ermöglicht und
ist nach wie vor nötig, um Verbesserungen der
Vektoren zu erreichen. Das Retrovirus ist behüllt
und besitzt einen inneren Core, der aus einer iko-
saedralen (von 20 gleichseitigen Dreiecken be-
grenzten) Proteinschale, dem Kapsid, 2 Kopien der
viralen genomischen mRNA und den 3 zur Infekti-
on benötigten Enzymen Protease, Reverse Tran-
skriptase und Integrase besteht. Diese viral kodier-
ten Strukturen (gag und pol) bringt das Virus
vom letzten Zyklus in der letzten Wirtszelle mit.
Eine nach außen an das Kapsid angrenzende Ma-
trixproteinschicht stellt die Verbindung zur Hülle
her, die von der Plasmamembran der letzten
Wirtszelle abgeleitet ist und aus einem in etwa ku-
gelförmigen Phospholipidbilayer besteht. In der
Hülle befinden sich außerdem viral kodierte Gly-
koproteine (env), die in Abhängigkeit vom Wirts-
spektrum der Viren eine Bindung an Rezeptoren
der Zelloberfläche vermitteln und die Fusion der
Virushülle mit der Zellmembran katalysieren.
Nach einer solchen Membranverschmelzung wird
das Virus internalisiert, der Core gelangt ins Zyto-
plasma und von dort aus in den Zellkern. Nun
kommen 2 der 3 mitgebrachten viralen Enzyme

zum Einsatz: Die Reverse Transkriptase schreibt
die genomischen RNA in eine doppelsträngige
cDNA (Provirus) um, und die Integrase baut das
Provirus in das Wirtszellchromatin ein. Der Core
kann bei Oncovirinae (anders als bei Lentivirinae)
eine intakte Nuklearmembran nicht passieren, da-
her ist eine Zellteilung für die erfolgreiche Fort-
führung des viralen Lebenszyklus erforderlich. Die
Integration des Provirus in das Genom erfolgt zu-
fällig, möglicherweise mit einer leichten Häufung
in transkriptionell aktiven Bereichen. Es entsteht
immer die Abfolge LTR-Gene-LTR. Die beiden
identischen Long terminal repeats (LTR) begren-
zen das integrierte Provirus auf beiden Seiten und
beinhalten regulatorische Sequenzen (Promotor,
Enhancer, Poly-A-Schwanz). Dazwischen liegen die
viralen Gene, namentlich gag für die Kernproteine,
pol für die Reverse Transkriptase und Integrase
sowie env für verschiedene Glykoproteine der
Hülle. Aus Full-length-Transkriptionsprodukten
werden gag- und gag-pol-Polyproteine translatiert,
aus einem kleineren gespleißten Transkript ent-
steht env. Ein weiteres Full-length-Transkript wird
als genomische RNA verpackt. Die genomische
RNA bindet über ihre 5� gelegene Verpackungsse-
quenz (Psi) an das gag-Polyprotein, während die
gag- und gag-pol-Polyproteine oligomerisieren.
Die gebildeten Komplexe verlassen die Zelle über
einen als Budding bezeichneten Prozeß, bei dem
das Kapsid von Bereichen der Plasmamembran, in
die sich virale Hüllproteine eingelagert haben, um-
schlossen wird. Infektiosität erreichen die Viren
dann durch Protease-vermitteltes Schneiden der
gag-und gag-env-Polyproteine in ihre einzelnen
Bestandteile. Dieser gesamte Prozeß der Viruspro-
duktion scheint die Wirtszelle nicht zu beeinträch-
tigen.

2.3.3.2.1.2 Rekombinante Retroviren
Da Viren sich nur in Zellen vermehren können,
bedient man sich auch in der Gentherapie der
Zellkultur zur Virusproduktion (Abb. 2.3.1). Bei
der Herstellung einer Virus-produzierenden Zelli-
nie (VPC) geht man so vor, daß zunächst ein voll-
es retrovirales Genom, dem aber die Verpackungs-
sequenz fehlt, meist auf eine Mausfibroblastenzelli-
nie transfiziert wird. Es werden nun Viruspartikel
gebildet, die leer bleiben, da die virale RNA ohne
Verpackungssequenz nicht an das gag-Polyprotein
im sich aufbauenden Kapsid binden kann. Eine
solche Zellinie nennt man Verpackungszellinie. Im
nächsten Schritt wird ein retrovirales Plasmid
transfiziert, bei welchem gag, pol und env durch
das Transgen ersetzt wurden und das aufgrund
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seiner erhaltenen Verpackungssignalsequenz von
den leeren Viruspartikeln gebunden werden kann.
Die VPC geben nun Viren in den Zellkulturüber-
stand ab, die eine Zielzelle 1malig infizieren kön-
nen und auch zur Integration ins Wirtszellgenom
mit Expression eines Transgens befähigt sind, aber
keine neuen Virusstrukturelemente aufbauen kön-

nen, also replikationsinkompetent sind. Neben
dem Verpackungssignal verbleiben auf dem trans-
genen Virusgenom die beiden LTR und spezifi-
sche, nahe den LTR gelegene Bereiche, die für eine
korrekte reverse Transkription und Integration von
Bedeutung sind. Die Aufnahmekapazität für
Fremd-DNA beträgt dann bis zu 8 kb, was, je nach
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Abb. 2.3.1. Produktion retroviraler Vektoren. Durch Trans-
fektion mit entsprechenden retroviralen Plasmiden wird eine
Verpackungszellinie generiert, die stabil ins Genom inte-
grierte retrovirale (gag/pol, env) Sequenzen besitzt. Die Ex-
pression retroviraler Sequenzen führt zur Produktion leerer
Viruspartikel, da die retrovirale mRNA (fehlende Verpak-
kungssequenz Psi) nicht verpackt werden kann. Die Trans-

fektion der Verpackungszellinie mit einem retroviralen, das
Transgen tragenden Plasmid führt zu dessen stabiler Inte-
gration. Aufgrund des vorhandenen Verpackungssignals
kann die gebildete RNA in die Virushüllen verpackt werden.
Damit werden Transgen-tragende, replikationsdefiziente Vi-
ruspartikel gebildet



Gengröße, 1–3 Transgenen entspricht. Die Aufnah-
me eines (Antibiotikum)-Resistenzgens neben dem
eigentlichen Transgen eröffnet die Möglichkeit ei-
ner In-vitro-Selektion einer Zielzellkultur und ei-
ner Anreicherung transduzierter Zellen. Die Ex-
pression kann von einem einzelnen Promotor, ge-
wöhnlich der 5�-LTR, gesteuert werden. Entweder
wird durch entsprechendes Plazieren von Spleiß-
Donor- und Akzeptor-sites ein Transkript aus ei-
nem langen Transkript gespleißt oder beide Gene
liegen auf einem langen Transkript, das aufgrund
einer IRES-Sequenz (IRES: interne ribosomale Ein-
trittsstelle) differentiell translatiert wird bzw. ohne
eine solche für ein Fusionsprotein kodiert. Alter-
nativ können die beiden Gene auch durch die LTR
und einen internen Promotor gesteuert werden,
wobei die interne Expressionskassette auch in re-
verser Orientierung liegen kann, was eine geringe-
re Beeinflussung durch die LTR zu ermöglichen
scheint. Neben diesen Standardvektoren sind noch
Spezialfälle mit besonderen Zielstellungen entwik-
kelt worden: Selbst-inaktivierende (SIN) Vektoren
besitzen eine Deletion in der 3�-LTR, was wegen
der besonderen Art der reversen Transkription zu
einem Funktionsverlust der 5�-LTR führt und da-
mit die unbeeinflußte Expression eines Transgens
durch einen internen, z. B. gewebespezifischen,
Promotor (s. oben) ermöglicht [Yu et al. 1986].
Umgekehrt kann man die Expression eines Trans-
gens in einer Zielzelle durch die Verdoppelung ei-
ner Expressionskassette erhöhen, indem man diese
in die 3�-LTR des Vektors einführt und durch den
Duplikationseffekt der reversen Transkription im
Provirus in beiden LTR Expressionskassetten ent-
stehen. Neben Doppelgen- oder Mehrfachgenvek-
toren kommen auch Einzelgenvektoren zum Ein-
satz, die wegen ihrer geringeren Größe zu höher-
konzentrierten Virussuspensionen zu führen schei-
nen und bei denen keine Gefahr der Promotorin-
terferenz besteht.

2.3.3.2.1.3 Sicherheitsaspekte
Die größten Sicherheitsbedenken bei der Verwen-
dung retroviraler Vektoren gehen von der Gefahr
einer Entstehung replikationskompetenter Retrovi-
ren (RCR) mit dem Risiko der Vektor-induzierten
malignen Transformation aus. Tatsächlich wurde
die Entstehung aggressiver T-Zell-Lymphome in 3
von 5 Primaten dokumentiert, die hämatopoeti-
sche Stammzellen erhalten hatten, welche mit
RCR-positiven Virusproben kontaminiert waren
[Donahue et al. 1992].

Die ersten Verpackungszellinien für Vektoren,
die vom Moloney-Maus-Leukämie-Virus (Mo-

MuLV) abgeleitet waren (Psi 2 und Psi am), basier-
ten auf der Transfektion mit einem MoMuLV-Ge-
nom, das in der Verpackungssignalsequenz dele-
tiert war [Cone u. Mulligan 1984, Mann et al.
1983]. Da ein einzelnes rekombinatorisches Ereig-
nis mit dem im 2. Schritt transfizierten, das
Transgen und eine Verpackungssequenz tragenden
Virusgenom genügt, um ein komplettes und ver-
packbares Virusgenom zu generieren, entstehen in
solchen VPC relativ häufig replikationsfähige Vi-
ren. Beim retroviralen Budding wird neben dem
transgenen Genom trotz fehlender Verpackungsse-
quenz in einem geringen Prozentsatz (0,1%) auch
die Strukturgen-RNA (oder Helfer-RNA) verpackt.
In Abhängigkeit von der Homologie der beiden
Transkripte kann bei der reversen Transkription in
der Zielzelle eine homologe Rekombination statt-
finden. Man ist daher bemüht, die Homologie zwi-
schen Vektor- und Helfergenom so gering wie
möglich zu halten [Martinez u. Dornburg 1996].
Verpackungszellinien der 2. und 3. Generation
wurden in den letzten Jahren außerdem so kon-
struiert, daß die Zahl der nötigen rekombinatori-
schen Ereignisse auf 2 bzw. 3 erhöht wird, ehe
sich Wildtypviren entwickeln können. Die der 2.
Generation zugehörige Verpackungszellinie PA317
wurde durch Transfektion von Mausfibroblasten
mit dem Plasmid pPAM3 erzeugt, das eine Deleti-
on der Verpackungssequenz und der 3�-LTR auf-
weist [Miller u. Buttimore 1986]. Es hat sich ge-
zeigt, daß 2 rekombinatorische Ereignisse nur mit
äußerst geringer Frequenz auftreten und PA317,
die wohl populärste unter den Verpackungszelli-
nien, wurde für die Herstellung der VPC der 1. kli-
nischen Studien verwendet. Eine weitere Steige-
rung der Sicherheit wird mit Verpackungszellen
der 3. Generation erreicht, bei denen die für gag-
pol und env kodierenden Sequenzen auf 2 ver-
schiedenen Plasmiden in die Zelle transfiziert wur-
den [Markowitz et al. 1988]. Bei den von diesen
Verpackungszellinien abgeleiteten VPC sind 3 re-
kombinatorische Ereignisse zur Generierung von
Wildtypviren nötig. Auch die Spezieszugehörigkeit
der Verpackungszellinien (Maus) und der Zielzel-
len (z. B. Mensch) spielt eine Rolle. Einerseits kön-
nen selbst Drittgenerations-VPC endogene Mausvi-
rusgenome enthalten, verpacken und weitergeben,
andererseits gewährleistet die Inaktivierung von
Mausviren durch das humane Komplementsystem
einen gewissen Schutz.

Zusammenfassend läßt sich sagen, daß bei der
Arbeit mit replikationsinkompetenten Viren zwar
in zahlreichen Tierexperimenten und klinischen
Studien noch keine Tumorentstehung dokumen-
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tiert wurde, daß aber aufgrund des grundsätzlich
bestehenden Risikos der insertionellen Mutagenese
und auch des erst kurzen Beobachtungszeitraums
gentherapeutisch behandelter Organismen eine
Optimierung der retroviralen Sicherheitsaspekte
angestrebt werden muß, um diese in vieler Hin-
sicht idealen Vektoren auf lange Sicht konkurrenz-
fähig zu erhalten.

2.3.3.2.1.4 Effizienz des Gentransfers
2.3.3.2.1.4.1 Retroviraler Titer. Unter optimalen Be-
dingungen können die am weitesten verbreiteten
VPC 106–107 infektiöse Partikel/ml Zellkulturüber-
stand (Titer) generieren [Russel 1991]. Die meisten
klinischen Studien sind aber mit Titern <106 durch-
geführt worden. Der retrovirale Titer wird limitiert
durch die Rate, mit der infektiöse Partikel von den
VPC abgegeben werden, und die Rate, mit der sie
ihre Infektiosität verlieren (t1/2 ~ 8h bei 37�C). Er-
stere kann optimiert werden, indem eine maximale
Produktion von gag-pol-Polyproteinen und env-Po-
lyprotein einerseits und von transgener RNA ande-
rerseits angestrebt wird, was von verschiedenen
Strukturmerkmalen der transfizierten Sequenzen,
wie z. B. der Länge des Verpackungssignals und
der transgenen RNA oder der Promotorstärke der
Helferplasmide, abzuhängen scheint. Außerdem
müssen extensive Subklonierungen durchgeführt
werden, um unter der Vielzahl stabil transfizierter
Zellen diejenigen zu ermitteln, bei denen beson-
ders hohe Titer zu erwarten sind. Grund für die ra-
pide Abnahme der Infektiosität der MoMuLV ist
vermutlich die Dissoziation der gp70SU-Hüllpro-
teine, und diese erschwert auch die Zentrifugation
der Viren zum Zweck der Anreicherung. Durch
das sog. Pseudotyping, den Austausch der empfind-
lichen MoMuLV-Hüllproteine durch robustere des
vesikulären Stomatitisvirus (VSV) war es möglich,
durch Ultrazentrifugation Titer von mehr als 109 in-
fektiösen Partikeln/ml zu erhalten [Burns et al.
1993, Yang et al. 1995, Yee et al. 1994].

2.3.3.2.1.4.2 In-vitro-Anwendung. Für proliferierende
Zellen in Zellkultur stellen die hocheffizienten und
stabil integrierenden von MoMuLV abgeleiteten Re-
troviren das Mittel der Wahl dar. Fast alle der bis-
her durchgeführten In-vitro-Markierungs-, Protek-
tions- und Tumorvakzinierungsstudien verwende-
ten retrovirale Vektoren. Zum Einsatz kommen
sog. amphotrope Retroviren, die im Gegensatz zu
den auf Maus und Ratte restringierten, ekotropen
Retroviren anscheinend alle Säugerzellen infizieren
können. Der hauptsächliche Nachteil für die In-vi-
tro-Anwendung besteht darin, daß manche Ziel-

zelllinien wenig oder gar nicht proliferieren und
entsprechend schlecht von MoMuLV infiziert wer-
den können. Neben einer Modifikation der Viren
(s. unten) versucht man, z. B. hämatopoetische
Stammzellen durch Wachstumsfaktoren zur Proli-
feration zu bringen, ohne sie zugleich differenzie-
ren zu lassen, damit ihre Infizierbarkeit zu erhö-
hen und die Resultate klinischer Studien zu ver-
bessern bzw. die Infektionsprotokolle zu vereinfa-
chen [Hatzfeld et al. 1996].

2.3.3.2.1.4.3 In-vivo-Anwendung. Die präferentielle
Infektion proliferierender Zellen durch MoMuLV
ist auch für die In-vivo-Anwendung von entschei-
dender Bedeutung. In der Gentherapie nicht-ma-
ligner Erkrankungen gilt dies als der entscheiden-
de Nachteil von Retroviren, da viele Zielzellen, wie
Hepatozyten, Myozyten oder Neuronen, nicht oder
kaum proliferieren. Dagegen ist diese Eigenschaft
in der Tumorgentherapie von Vorteil, da sie eine
Schutzfunktion für das einen schnell proliferieren-
den Tumor umgebende Normalgewebe bietet.
Mehrere klinische In-vivo-Gentransferstudien mit
einem retroviralen Transfer von Suizid-, Tumor-
suppressor und Antisense-Onkogenen sind bisher
initiiert worden, wobei wegen der niedrigen retro-
viralen Titer meistens die VPC selbst in den Tu-
mor appliziert wurden [Caruso et al. 1993, Culver
et al. 1992]. Angesichts des geringen Prozentsatzes
der zu einem gegebenen Zeitpunkt im Tumor pro-
liferierenden Tumorzellen ist allerdings zu überle-
gen, ob auf lange Sicht dem Sicherheitsaspekt
nicht von anderer Seite (s. unten) Rechnung getra-
gen werden sollte und Retroviren, die auch ruhen-
de Zellen infizieren, in der zytotoxischen Tumor-
therapie nicht einen Effizienzvorteil besitzen. Len-
tivirinae, wie z. B. das HIV-Virus, besitzen diese
Fähigkeit, die vermutlich mit dem gag-Matrixpro-
tein und dem vpr-Genprodukt assoziiert ist und
eine Kernlokalisation auch durch eine intakte nu-
kleare Membran hindurch erlaubt. Kürzlich ist ein
auf HIV basierender Vektor beschrieben worden,
der mit Titern bis 105 eine effiziente Infektion
nicht-proliferierender Zellen in vitro zeigte [Naldi-
ni et al. 1996]. Wenn sich, wegen der Sicherheitsbe-
denken, selbst massiv deletierte HIV-Vektoren viel-
leicht nicht durchsetzen werden, könnten doch ähn-
liche Ansätze, z. B. die Verwendung nur des HIV-
Kernlokalisationssignals in Verbindung mit Mo-
MuLV-Vektoren oder andere Lentivirinae, wie das
Caprine-arthritis-encephalitis-Virus (CAEV) Aus-
sicht auf Erfolg haben.

Ein wesentlicher Punkt, der die Effizienz eines
retroviralen Gentransfers erheblich einschränkt
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und schon zur Ablehnung eingereichter Studien-
protokolle geführt hat, ist die Sensibilität von
Mausretroviren gegenüber humanem Komplement
[Welsh et al. 1975] bzw. von Maus-VPC gegenüber
natürlichen Antikörpern und Komplement [Rother
et al. 1995], was eine rasche Inaktivierung beim
Kontakt mit Serum nach sich zieht. Die Spezieszu-
gehörigkeit sowohl der Verpackungszellinie als
auch der viralen Strukturelemente scheint Einfluß
auf das Ausmaß der Komplementinaktivierung zu
haben. Von HIV abgeleitete Vektoren sind z. B.
komplementresistent. Kürzlich wurde eine humane
Verpackungszellinie vorgestellt, die weitgehend
komplementresistente MoMuLV generierte [Cosset
et al. 1995].

Ungeachtet aller Fortschritte auf molekularer
Ebene wird die Lösung eines jedem Krebsthera-
peuten bekannten physiologischen Problems ver-
mutlich über die Zukunft jeder Art von zytotoxi-
scher Krebsgentherapie entscheiden: der Zugang
applizierter Vektoren zum Tumor. Angesichts der
Schwierigkeiten, die selbst die kleineren Antikör-
per oder gar Chemotherapeutika haben, einen soli-
den Tumor ausreichend zu perfundieren, werden
besondere Applikationsformen oder Modifikatio-
nen viraler Vektoren notwendig sein, um nicht
schon am 1. Schritt des Gentransfers zu scheitern.
Manche Wissenschaftler sehen daher in replikati-
onskompetenten Retroviren (oder auch Adenovi-
ren) die einzige Chance, einen ausreichend effizi-
enten Gentransfer zu erreichen. Solche Systeme
werden sich beim Menschen vielleicht dann einset-
zen lassen, wenn die Kontrollierbarkeit der Vekto-
ren garantiert ist.

2.3.3.2.1.5 Spezifität des Gentransfers
Eine möglichst hohe Spezifität des primären Gen-
transfers mit einer Expression nur in den Zielzel-
len ist im Interesse der Sicherheit wünschenswert.
Dies ist bei allen Formen des Transfers zytotoxi-
scher Gene von besonderer Bedeutung. Eine erste
Determination der Vektorverteilung ergibt sich aus
der Applikationsweise der Viren in den Empfän-
gerorganismus. Bisher wurde in Tierexperimenten
und klinischen Studien hauptsächlich intratumoral
appliziert. Dieser Zugang ist aber nicht immer
möglich, weist erhebliche Mängel hinsichtlich ei-
ner homogenen Verteilung der Vektoren auf und
ist für die Behandlung multipler oder okkulter Me-
tastasen ungeeignet. Daher wurden in letzter Zeit
in Anlehnung an konventionelle chemotherapeuti-
sche Methoden häufig auch regionale arterielle
und systemische venöse Zugangsweisen für ver-
schiedene virale und nicht-virale Vektoren ge-

wählt. Besonders im Hinblick auf zukünftige, we-
nig spezifische Applikationsmethoden ist es wich-
tig, einen möglichst spezifischen Effekt des Gen-
transfers auf molekularer Ebene zu gewährleisten.
Eine Möglichkeit besteht in der Regulation des
Transgens durch gewebespezifische Promotoren,
was zur Bildung toxischer Transgenprodukte nur
in den Zielzellen führt, selbst wenn normale Zel-
len transduziert wurden. Die gewebespezifische
Expression bei Retroviren ist im Kapitel 2.3.2.2.2.1
„Gewebespezifische Expression in viralen Vekto-
ren“ beschrieben.

Eine 2. Möglichkeit besteht in einer gezielten
Bindung und Infektion der Zielzellen. Das Spek-
trum infizierbarer Zellen wird durch die Interakti-
on zwischen den viralen Hüllproteinen und den
membranständigen Rezeptoren der Zellen be-
stimmt. Ekotrope MoMuLV binden an den Amino-
säuretransporter, amphotrope an den Phosphat-
transporter und haben daher ein weites Spektrum.
HIV-Viren dagegen haben wegen ihrer präferen-
tiellen Bindung an den CD4-Rezeptor ein eher en-
ges Spektrum. Wenn die Rezeptoren der Zielzellen
bekannt sind, kann man die Retroviren so verän-
dern, daß ein spezifisches Targeting möglich wird.
So kann der für die Rezeptorbindung verantwortli-
che N-terminale Bereich des MoMuLV-SU-Hüllpro-
teins gentechnisch durch heterologe Epitope er-
setzt werden, für die eine Interaktion mit Zielzell-
rezeptoren bekannt ist [Chu u. Dornburg 1995, Ka-
sahara et al. 1994, Valesia-Wittmann et al. 1994].
Zu diesem Ansatz sind bisher mehrere Arbeiten
erschienen, eine davon mit besonderer Relevanz
für die Krebsgentherapie: Der Austausch des N-
terminalen SU-Proteins durch den Steel-Faktor
oder Heregulin-Liganden ergab hochtitrige Viren,
die, anders als die Ausgangsform, c-kit-exprimie-
rende hämatopoetische Stammzellen bzw. den He-
regulinrezeptor exprimierende Mammakarzinom-
zellen infizieren konnten. Eine andere Möglichkeit
besteht im Einsatz von SU-Hüllprotein-spezifi-
schen und Membranprotein-spezifischen Antikör-
pern, die, über eine Streptavidinbrücke verbunden,
die Retroviren an die Zielzellen binden sollen.
Hier scheinen aber Schwierigkeiten bei der Inter-
nalisierung gebundener Viren aufzutreten [Roux et
al. 1989].

2.3.3.2.1.6 Zusammenfassung
Seit den Anfängen der Gentherapie stellen rekom-
binante Retroviren die bevorzugten Vektoren für
einen In-vitro-Gentransfer in der Krebsgentherapie
dar. Sie infizieren eine Vielzahl von Säugerzellen,
können bis zu 8 kbp fremder Sequenzen transfe-
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rieren und wegen ihrer Integration ins Wirtszellge-
nom eine Langzeitexpression ermöglichen. Einem
entsprechenden krebstherapeutischen In-vivo-Ein-
satz standen bisher Nachteile, wie Komplementin-
aktivierung, ungenügende Titer und mäßige
Transduktionseffizienz, entgegen. Für jedes ein-
zelne dieser Probleme wurden bereits ausgezeich-
nete Lösungen gefunden. Ein erfolgreicher Vektor
der Zukunft wird aber erst durch die Kombination
dieser Lösungen entstehen.

2.3.3.2.2 Adenoviren

Adenovirale Vektoren haben gegenüber anderen
Transfersystemen den Vorteil eines hocheffizienten
Gentransfers in vitro und v. a. auch in vivo. Daher
sind sie z. Z. die Vektoren der Wahl für alle zyto-
toxischen In-vivo-Krebsgentherapien. Für Anwen-
dungen, die eine Langzeitexpression von Transge-
nen erforderlich machen, sind sie bisher nur be-
dingt geeignet, da sie nicht in das Wirtszellgenom
integrieren und eine starke Immunantwort hervor-
rufen, was zur Eliminierung der transgenen Zellen
führen kann.

2.3.3.2.2.1 Aufbau und Lebenszyklus
Die humanen Adenoviren gehören zum Genus der
Mastadenoviren. Die bisher bekannten 47 Seroty-
pen werden in die Untergruppen A–F eingeteilt.
Der Durchseuchungsgrad in der Bevölkerung er-
reicht 90%, wobei in der überwiegenden Zahl der
Fälle Erkältungskrankheiten oder inapparente In-
fektionsverläufe auftreten.

Die hüllenlosen Viren bestehen aus einem Kap-
sid mit Spikes und einem die genomische DNA
enthaltenden Kern. Das ikosaedrale Kapsid besteht
aus 720 Hexons und 60 Pentons, an die die Spike-
bildenden Fiberproteine gebunden sind. Eine Viel-
zahl verschiedener Polypeptide hält die Unterein-
heiten des Kapsids zusammen, bildet die Struktu-
ren des Kerns und stellt die Verbindung zwischen
Kern und Kapsid her. Nach Bindung der Fiberpro-
teine an noch nicht eindeutig identifizierte Rezep-
toren der Zelloberfläche [Bai et al. 1994, Mathias
et al. 1994] werden die Adenoviren über eine Re-
zeptor-vermittelte Endozytose internalisiert. Nach
der Verschmelzung des Endosoms mit dem Lyso-
som kommt es zu einem pH-Abfall. Dies aktiviert
einen adenoviralen Mechanismus zur Rupturie-
rung der Endolysosomenmembran, was den Über-
tritt der Viren ins Zytosol ermöglicht. Das Virus
bindet nun an Kernporenkomplexe und entläßt
seine DNA in den Zellkern. Diese integriert nicht
ins Genom, sondern liegt im Zellkern episomal

vor. Die doppelsträngige virale DNA hat eine Län-
ge von 36 kbp und wird an beiden Enden von ter-
minalen Proteinen mit einem MG von 55000 be-
grenzt, die miteinander assoziieren, um bei der
Lyse des Virus die DNA zu zirkularisieren. Man
kann das Genom funktionell in 2 überlappende
Regionen, eine frühe und eine späte, einteilen. Die
meisten frühen Regionen werden etwa bis zum
Einsetzen der viralen Replikation transkribiert. Et-
wa 7 h nach der Infektion erfolgt das Umschalten
von der frühen auf die späte Genexpression. Die
6 frühen Regionen E1A/B, E2A/B, E3 und E4 ha-
ben mit Ausnahme der E2A/B-Region eigene Pro-
motoren im Gegensatz zu den späten Regionen
L1–5, die alle vom Major-late-Promotor (MLP) re-
guliert werden. Jede dieser Regionen besteht aus
einer Kassette von Genen, die für Polypeptide ver-
wandter Funktionen kodieren. Jede Region wird
zuerst als Full-length-RNA transkribiert und dann
in Einzel-RNAs gespleißt. In Ad 2, einem der best-
untersuchtesten Serotypen, sind bisher mehr als 30
unterschiedliche mature mRNAs identifiziert wor-
den. Die beiden E1-Promotoren werden mit Hilfe
zellularer Transaktivatoren als erste aktiviert. Die
Gene der E1A- und B-Region kodieren für Pro-
teine, die entweder Transaktivatorfunktion für an-
dere virale Promotoren haben, die zellulare Pro-
teinsynthese hemmen oder mit Zellzyklus- und
Apoptoseproteinen assoziieren. Die E2-Regionen
kodieren für Proteine, die für die virale Replikati-
on relevant sind. Die verschiedenen Genprodukte
der E3-Region sorgen für eine Immuntoleranz des
Wirtsorganismus gegenüber der infizierten Zelle.
Die E4-Region scheint für ein Abschalten der Gen-
expression der Wirtszelle verantwortlich zu sein
und die Expression von E2-Genen und Genen der
späten Regionen zu erhöhen.

Etwa zu dem Zeitpunkt, an dem die Synthese
der viralen DNA beginnt, startet auch die Tran-
skription der Gene der späten Region. Diese Gene
kodieren für Proteine der Virusstruktur und deren
Aufbau.

2.3.3.2.2.2 Rekombinante Adenoviren
Als Gentransfersysteme kamen bisher rekombi-
nante Adenoviren der Serotypen 2 und 5 der
Gruppe C zum Einsatz. Die Verpackungskapazität
des adenoviralen Genoms beträgt nur 105% der
natürlichen Länge. Daher hat man die zur Replika-
tion nicht essentielle E3-Region sowie die E1-Re-
gion aus dem Genom deletiert und damit Platz für
die Verpackung von 7–8 kbp transgener DNA ge-
schaffen. Da die E1-Region zur Replikation der Vi-
ren und damit zu ihrer Herstellung notwendig ist,
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muß diese Funktion von einer Verpackungszellinie
(in trans) bereitgestellt werden (Abb. 2.3.2). Dazu
wurden menschliche embryonale Nierenzellkarzi-

nomzellen mit einem entsprechenden Helferplas-
mid stabil transfiziert (293-Zellen [Graham et al.
1977]). Da die E1-Region beim Aufbau der Virus-
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Abb. 2.3.2. Produktion adenoviraler Vektoren. Rekombinante
Adenoviren werden durch Kotransfektion eines tansgenen
Shuttle-Plasmids mit einem genomischen E1-deletierten
Adenvirusplasmid auf 293-Zellen und nachfolgende homolo-
ge Rekombination der beiden Plasmide gebildet. Die Gene
der zur Replikation essentiellen E1-Region werden von der

293-Verpackungszellinie bereitgestellt. Da die E1-Region
nicht mit verpackt wird, sind die entstehenden Viren repli-
kationsdefizient. Die entstandenen Adenoviren werden zur
Transduktion von 293-Zellen verwendet, können sich in die-
sen vermehren und werden schließlich freigesetzt



partikel nicht mit verpackt wird, sind die entste-
henden Viren replikationsinkompetent. Ein adeno-
viraler Vektor wird hergestellt, indem 2 verschie-
dene Plasmide auf 293-Zellen kotransfiziert wer-
den. Das eine Plasmid (z. B. pJM17) besteht aus
einem adenoviralen Genom und einer zusätzlichen
Füllsequenz, die dieses Genom zu groß für eine
Verpackung macht. Das 2. sog. Shuttle-Plasmid
(z. B. p�E1sp1A) trägt das Transgen, flankiert von
Sequenzen, die homolog zu Sequenzen sind, die
das Füllgen im genomischen Plasmid flankieren
[McGrory et al. 1988]. In einem bestimmten Pro-
zentsatz von Fällen findet eine homologe Rekom-
bination der beiden Plasmide statt, und es entsteht
ein transgenes, um die E1A-Region deletiertes ade-
novirales Genom. Dieses kann verpackt werden, da
man das Transgen kleiner hält als die Füllsequenz
des genomischen Plasmids und, nach Austausch
der beiden durch homologe Rekombination, das
resultierende Virusgenom die Verpackungskapazi-
tät nicht übersteigt.

2.3.3.2.2.3 Effizienz und Stabilität des Gentransfers
2.3.3.2.2.3.1 Adenoviraler Titer. Adenoviren sind re-
lativ stabil und lassen sich gut reinigen und kon-
zentrieren. Üblicherweise infiziert man 293-Zellen
mit einer Multiplizität der Infektion (MOI: Verhäl-
tis von Viren zu Zelle) von MOI=10:1. Nach 2–3
Tagen kommt es zur Abrundung und Aufblähung
der Zellen, dem zytopathischen Effekt (CPE), der
die Bildung intrazellularer Viren anzeigt. Dann
werden die Zellen geerntet, aufgeschlossen und die
freigesetzten Viren durch Ultrazentrifugation in ei-
nem Zäsiumchloridgradienten gereinigt. Die Vi-
ruskonzentration in den entstehenden Virusban-
den liegt, je nach Virus, zwischen 109 und 5�1011

infektiösen Partikeln/ml. Diese Banden können
ggf. noch weiter konzentriert werden, so daß der
erreichbare Titer, der eine wesentliche Limitierung
z. B. bei retroviralen Vektoren ausmacht, bei Ade-
noviren keine Rolle spielt.

2.3.3.2.2.3.2 In-vitro-Anwendung. Adenoviren infi-
zieren ein weites Spektrum humaner Zellen in vi-
tro, viele davon mit 100%iger Transfereffizienz.
Der Gentransfer führt, vermutlich wegen des Vor-
liegens multipler Kopien, zu einer außerordentlich
hohen Expression des Transgens. Bei einer zu ho-
hen MOI muß allerdings mit einer erheblichen To-
xizität gerechnet werden, die vermutlich ebenfalls
auf die hohe Kopienzahl intrazellularer Viren mit
einer Rekrutierung auch essentieller zellularer
Funktionen für die Virusproduktion (auch replika-

tionsdefizienter Viren, s. unten) zurückzuführen
ist. Aufgrund der transienten Natur der adenoviral
vermittelten Fremdgenexpression hat man Adeno-
viren bisher in vitro nur dort eingesetzt, wo Retro-
viren eine ungenügende Transfereffizienz besitzen
oder wo eine besonders hohe Fremdgenexpression
erwünscht und eine Langzeitexpression nicht er-
forderlich ist. Dies trifft z. B. für Makrophagen zu,
die sich physiko-chemisch oder retroviral sehr
schlecht, aber adenoviral zu 80% transduzieren
lassen. Die Ex-vivo-Transduktion von Tumorzellen
zur Zytokin-vermittelten Vakzinierung scheint
ebenfalls ein aussichtsreiches Verfahren zu werden.

2.3.3.2.2.3.3 In-vivo-Anwendung. Bei der In-vivo-
Anwendung liegt augenblicklich die Domäne ade-
noviraler Vektoren. Besonders für zytotoxische
Therapieformen scheint dieser Ansatz wegen des
breiten Wirtszellspektrums und der hohen Trans-
fereffizienz bestens geeignet zu sein. Es liegen
noch keine systematischen Untersuchungen über
den Prozentsatz transduzierter Tumorzellen nach
In-vivo-Gentransfer vor, aber in mehreren Studien
wurde über komplette Remissionen nach direkter
Injektion von Maustumoren bis etwa 5 mm Größe
berichtet [Chen et al. 1995, Jin et al. 1995, Kaneko
et al. 1995, Liu et al. 1995]. Es bleibt zu klären, ob
Tumoren klinisch relevanter Größe mit dieser Me-
thode ähnlich gut behandelbar sind. Mehrere klini-
sche Studien mit Suizid- und Apoptosegenen sind
bereits initiiert. Wie bei Retroviren wird bei Ade-
noviren über replikationskompetente Vektoren
nachgedacht.

Immunologische Therapieansätze, die bisher
v. a. ex vivo durchgeführt wurden, bedienen sich
zunehmend adenoviraler Vektoren zum In-vivo-
Gentransfer, der z.B. die technischen Schwierigkei-
ten und Kosten einer Kultivierung explantierter
autologer Tumorzellen umgeht [Haddada et al.
1993]. Eine entsprechende klinische Studie ist an-
gelaufen. Von geringerer Bedeutung für zytotoxi-
sche und immunologische Verfahren stellt die nur
transiente Expression adenoviral eingebrachter
Fremdgene das große Problem von Markierungs-
und protektiven Studien und so gut wie allen
nicht-krebstherapeutischen Gentherapieansätzen
dar. Von Ausnahmen abgesehen, bei denen eine
Transgenexpression von über 1 Jahr gesehen wur-
de, liegt die Dauer der Expression bei erwachse-
nen Tieren gewöhnlich bei maximal 8 Wochen.
Ein Grund für diesen raschen Wirkungsverlust
liegt bei proliferierenden Zellen vermutlich in ei-
nem Ausdünnen der adenoviralen DNA, die, episo-
mal vorliegend, mit dem Wirtszellgenom nicht
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mitrepliziert. Eine Möglichkeit, zu einer stabilen
extrachromosomalen Expression zu kommen, ist
die Verwendung von Sequenzen viraler Replikati-
onsmechanismen, die eine 1malige Replikation
episomaler DNA/Zellzyklus erlauben. Die Verwen-
dung solcher Sequenzen in adenoviralen Vektoren,
wird gegenwärtig untersucht [Sandig, pers. Mittei-
lung]. Aber auch wenig oder nicht-proliferierende
Gewebe zeigen einen raschen Expressionsabfall
adenoviral transferierter Gene [Barr et al. 1995,
Grossman et al. 1994, Li et al. 1993]. Ursache hier-
für ist eine zellulare und humorale Immunantwort
auf adenovirale Expressionsprodukte, die zu einer
Eliminierung der Wirtszellen führt und auch die
Wirksamkeit wiederholter Vektorapplikationen
verringert. Eine wiederholte Applikation von Ade-
noviren könnte nach jüngsten Ergebnissen durch
einen sog. Sero-switch gelingen, indem man Ade-
noviren unterschiedlichen Serotyps verwendet
[Mastrangeli et al. 1996]. Außerdem wirken be-
stimmte adenovirale Gene immunsuppressiv, wie
z. B. gp19k. Dieses Protein aus der E3-Region ver-
mindert die Expression der Antigen-präsentieren-
den MHC-Klasse-I-Moleküle auf der Wirtszellober-
fläche und die zytolytische Aktivität zytotoxischer
T-Lymphozyten (CTL) gegenüber transduzierten
Mausfibroblasten. Andere Strategien zur Vermin-
derung der Immunantwort sind die Immunsup-
pression z. B. durch Cyclosporin, die Antikörper-
vermittelte Immundepletion von CD4-positiven T-
Helferzellen [DeMatteo et al. 1996, Kolls et al.
1996, Sawchuk et al. 1996] oder die selektive Hem-
mung der Aktivierung bestimmter T-Helferzellen
durch Interleukin-12 oder Interferon-�. Die neben-
wirkungsärmere Strategie ist aber vermutlich die
Modifikation des Vektors. Schließlich sei noch an-
gemerkt, daß bei der Behandlung von Tumoren
die immunstimulatorische Wirkung der Adenovi-
ren auch einen erwünschten zytotoxischen Effekt
haben kann.

Die Zytotoxizität viraler Proteine als weiterer
Grund für den raschen Abfall adenoviral vermittel-
ter Transgenexpression wird im folgenden Ab-
schnitt behandelt.

2.3.3.2.2.4 Spezifität des Gentransfers
und Sicherheitsaspekte

Die Sicherheitsbedenken gegenüber adenoviralen
Vektoren sind nicht unerheblich. Immerhin mußte
bereits eine Studie mit Gentransfer ins Bronchial-
epithel wegen des Auftretens eines Pneumonie-
ähnlichen Bilds vorzeitig abgebrochen werden
[Crystal et al. 1994]. Andererseits sind es nicht zu-
letzt die Vorteile der Adenoviren, wie hohe Effizi-

enz des Gentransfers und hohe Expression des
Transgens, die zugleich ein Sicherheitsrisiko dar-
stellen. Die Problematik starker Nebenwirkungen
bei hoher Effizienz ist auch in der klassischen
Pharmakologie gut bekannt. Im Fall der Adenovi-
ren muß versucht werden, die Toxizität eines pri-
mär hocheffizienten Systems auf Kosten der Effizi-
enz zu verringern, während bei verschiedenen an-
deren Vektoren die Effizienz bei primär geringer
Toxizität gesteigert werden muß. Beide Ansätze ha-
ben sicher ihre Berechtigung.

Die Infektion mit adenoviralen Vektoren der 1.
Generation ist ab einer bestimmten MOI zytoto-
xisch, was durch In-vitro-Experimente eindeutig
gezeigt wurde. Auch in vivo tritt z. B. eine erhebli-
che Hepatotoxizität auf, wenn die (i.v. applizierte)
Virusmenge einen gewissen Grenzwert überschrei-
tet [Li et al. 1993]. Grund hierfür ist eine trotz der
Deletion der E1-Region vorhandene Restaktivität
viraler Gene. Adenovirale Vektoren der 1. Genera-
tion enthalten noch etwa 80% ihres Genoms und
die Deletion der E1-Region reicht anscheinend
nicht aus, um die Expression der anderen viralen
Gene völlig zu verhindern. Eine Auslagerung mög-
lichst vieler viraler Gene auf die Verpackungszelli-
nie, in Analogie zu der retroviralen Methode, oder
die Bereitstellung der Gene durch Helferviren
könnten die Toxizität des Vektorsystems verrin-
gern. (Außerdem könnte die Verpackungskapazität
bis auf theoretische 37 kbp erhöht werden.) Eine
Schwierigkeit bei der Verwendung von Helferviren
liegt im Abtrennen dieser von den eigentlichen
Vektoren. Über eine weitgehende Abtrennung der
Helfervirusfraktion von einer Vektorfraktion, die
nur das Transgen, das Verpackungssignal und die
ITR (inverted terminal repeat, mit dem Startpunkt
der Replikation) besitzt, wurde kürzlich berichtet
[Fisher et al. 1996a, b]. Allerdings war die Aus-
beute an transgenen Vektoren um 3–4 Größenord-
nungen niedriger als bei der herkömmlichen Vek-
torherstellung.

Die Anzahl der auf die Verpackungszellinie aus-
lagerbaren viralen Gene ist vermutlich durch deren
Zytotoxizität limitiert. Ein Kandidat für eine Dele-
tion ist die E2A-Region, die für ein komplexes Gen
kodiert, dessen N-terminale Domäne die Expressi-
on der späten Gene reguliert [Yang et al. 1994].
Kürzlich wurde über E4-deletierte Adenoviren be-
richtet, die mit einem akzeptablen Titer generiert
werden konnten. Die E4-Region bringt die zellula-
re Transkription zum Erliegen und aktiviert au-
ßerdem die Transkription der E2- und der späten
Regionen. Durch Auslagerung der E4-Region auf
die 293-Verpackungszellinie konnten Adenoviren
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mit erheblich reduzierter Zytotoxizität generiert
werden. Auch die virale DNA-Polymerase konnte
stabil auf Verpackungszellen transfiziert werden
[Amalfitano et al. 1996].

Ein anderer Sicherheitsfaktor ist die gute Infi-
zierbarkeit sowohl ruhender als auch proliferieren-
der Gewebe durch Adenoviren, was dann ein Pro-
blem darstellt, wenn sich Normalgewebe besser in-
fizieren läßt als Zielgewebe. Ein solcher Fall ist in
einer Serie eigener Experimente aufgetreten, bei
denen nach i.v.-Injektion von Adenoviren bei
Nacktratten die Leber um Größenordnungen bes-
ser transduzierbar war als der in ihr wachsende
Tumor. Selbst bei einer direkten intratumoralen
Injektion war die Toxizität des Suizidgenthera-
pieansatzes noch erheblich [Brand et al. 1997].
Eine Möglichkeit, dies zu kompensieren, besteht in
der gewebespezifischen Expression des Transgens
(s. oben). Noch sicherer wäre es, wenn die Viren
erst gar nicht zur Infektion von Nicht-Zielgewebe
kommen würden. Während bei Retroviren bereits
einige Ansätze zur Modifikation der Oberflächen-
eigenschaften, um spezifisches Targeting zu errei-
chen, unternommen wurden, beginnt man bei
Adenoviren erst, in diese Richtung zu denken
[Michael et al. 1995].

Ähnlich wie bei den Retroviren besteht auch bei
Adenoviren die Gefahr der Entstehung replikati-
onskompetenter Vektoren. Bei den Vektoren der 1.
Generation genügt ein rekombinatorisches Ereig-
nis, um die E1-Region in den Vektor zu bringen.
Bei den bisher in klinischen Studien eingesetzten
adenoviralen Stammsuspensionen von Vektoren
sind aufwendige Testungen auf Kontamination mit
replikationskompetenten Rekombinanten nötig.
Selbst bei der Applikation einwandfreier Suspen-
sionen besteht im Organismus eine gewisse Ge-
fahr, daß eine Replikation stattfindet, indem die
Deletion der E1A-Region durch E1A-ähnliche zel-
lulare oder von anderen Viren stammende Fakto-
ren in der Wirtszelle kompensiert wird. HeLa-Zer-
vixkarzinomzellen z. B. exprimieren einen E1A-
ähnlichen Transkriptionsfaktor. Eine gewisse,
wenn auch niedrige Replikationsrate rekombinan-
ter Adenoviren in HeLa-Zellen bei hoher MOI
wurde festgestellt. Da rekombinante Adenoviren
mit Wildtypadenoviren der gleichen Gruppe re-
kombinieren können und der Durchseuchungsgrad
der Bevölkerung bei über 80% liegt, ist auch hier
die Gefahr der Entstehung rekombinanter Wildtyp-
viren gegeben. Eine Auslagerung möglichst vieler
adenoviraler Sequenzen auf die Verpackungszelli-
nie würde auch dieses Sicherheitsproblem verbes-
sern.

2.3.3.2.2.5 Zusammenfassung
Aufgrund ihrer hohen In-vivo-Transfereffizienz in
viele Gewebe und ihrer guten Handhabbarkeit be-
steht z. Z. größtes Interesse an adenoviralen Vek-
toren. Dem stehen eine gewisse Toxizität und Im-
munogenität entgegen. Für den Einsatz von Ade-
noviren in der Krebsgentherapie muß der Erhö-
hung der Spezifität von Gentransfer und Genex-
pression vermutlich die größte Bedeutung beige-
messen werden. Aber auch die Probleme im Be-
reich der Gentherapie nichtmaligner bzw. geneti-
scher Erkrankungen, wie Langzeitexpression und
Verringerung der Immunogenität, berühren krebs-
therapeutische Verfahren, wie Stammzellprotektion
oder Mehrfachapplikation der Vektoren.

2.3.3.2.3 Adeno-assoziierte Viren

Adeno-assoziierte Viren (AAV) vereinigen den
Vorteil von Retroviren, die langandauernde Ex-
pression des Transgens, und den der Adenoviren,
eine gute In-vivo-Transfereffizienz, auf sich. Eine
Limitierung besteht in der geringen Verpackungs-
kapazität von nur 4,7 kbp, was die Wahl der Kan-
didatengene zum Gentransfer einschränkt. Das bis-
her dringendste Problem, die Vereinfachung der
Produktion hochtitriger Viren, scheint lösbar zu
sein. Damit besitzen die nicht-toxischen Viren, die
in bisher 2 initiierten klinischen Studien verwen-
det werden, eine gute Chance, in den Kreis der
etablierten Vektorsysteme aufgenommen zu wer-
den. Übersichtsartikel zum Thema haben Berns u.
Giraud [1995] sowie Flotte u. Carter [1995] veröf-
fentlicht.

2.3.3.2.3.1 Aufbau und Lebenszyklus
Adeno-assoziierte Viren (AAV), die zu den Parvo-
viren gehören, sind hüllenlose, nur 18–26 nm gro-
ße Partikel mit einem ikosaedrischen Kapsid.
Strukturbildend sind 3 nichtglykosylierte Proteine
mit einem MG von 87000, 73000 und 62000 Grö-
ße. Gesicherte Daten zum Aufnahmemechanismus
der Partikel in die Wirtszellen liegen noch nicht
vor. Im Zellkern wird die lineare einzelsträngige
AAV-DNA zu einem doppelsträngigen Molekül re-
pliziert und integriert über noch nicht bekannte
Mechanismen ins Wirtszellgenom. Die Integration
scheint präferentiell in einen auf Chromosom 19
gelegenen Ort (19q13.4) stattzufinden, eine Eigen-
schaft die bei rekombinanten AAV nicht mehr aus-
geprägt vorhanden ist. Die AAV-DNA hat eine
Länge von 4680 Nukleotiden mit 2,145 Nukleotide
umfassenden ITRs. Zur Replikation in der Zielzelle
benötigt das AAV Fremdproteine, die gewöhnlich
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von Helferviren gestellt werden. Es ist aber auch
schon die Helfervirus-unabhängige Replikation
von AAV beschrieben worden, welche durch Kan-
zerogene und chemische Agenzien, die mit Zellzy-
klusfunktionen interagieren, induziert wird. Die
am besten charakterisierten Helferfunktionen sind
die der Adenoviren. Als Helferviren können aber
auch Herpesviren, Epstein-Barr-Viren und SV40-
Viren fungieren. AAV scheinen die adenoviralen
E1A-51000-, E1B-55000-, E4-35000- und E2A-Bin-
dungsproteine zu benötigen. Drei Promotoren sind
unter Mithilfe der oben angeführten Proteine ver-
antwortlich für die Transkription z. B. des gut stu-
dierten AAV2-Genoms, die in 3 überlappenden Re-
gionen mit der Entstehung von insgesamt 7 primä-
ren Transkripten erfolgt. Die wesentlichen kodie-
renden Regionen sind rep und cap, wobei rep für
transkriptions- und replikationsrelevante Proteine
und cap für Strukturproteine kodiert.

2.3.3.2.3.2 Rekombinante AAV
Schon Wildtyp-AAV erinnern an Gentherapievek-
toren insoweit, als sie ohne Helfervirus replikati-
onsinkompetent sind. Allerdings wurde durch das
wohl evolutionäre Ereignis des Verlusts essentieller
viraler Sequenzen kein Platz für die Insertion neu-
er Sequenzen geschaffen. Um Transgene inserieren
zu können, hat man daher auch den Großteil der
restlichen AAV-Sequenzen, v. a. rep und cap, aus-
gelagert (Abb. 2.3.3). Diese werden von einem ITR-
losen Plasmid bereitgestellt, welches mit dem
transgenen Plasmid auf die Verpackungszellinie
(293) transfiziert wird. Auf dem Vektor verbleiben
nur noch die ITR, die für die Expression und die
Verpackung verantwortlich sind. Dadurch wird
eine Verpackungskapazität von 4,7 kbp erreicht.
Vor der Kotransfektion der Plasmide werden die
Verpackungszellen mit Adenoviren infiziert, die
die notwendigen Initialfaktoren bereitstellen. Nach
dem Auftreten des CPE (72 h) werden die Zellen
geerntet, lysiert und die Viren gereinigt (s. unten).

2.3.3.2.3.3 Effizienz des Gentransfers
2.3.3.2.3.3.1 In-vitro-Anwendung. AAV infizieren wie
Adenoviren ein breites Spektrum von Zellen, dar-
unter Affennieren- (COS), Zervixkarzinom- (He-
La), verschiedene Leukämie-, Bronchialepithel-,
lymphatische, maligne epidermale, Bindegewebs-
und primäre hämatopoetische Zellen. Die Trans-
duktionseffizienz liegt im Mittel etwas niedriger
als bei Adenoviren, aber Transfereffizienzen von
20–40% in Kolonie-bildenden hämatopoetische
Stammzellen [Miller et al. 1994] und von 75% in

humane Nasenpolypenzellen [Flotte et al. 1993]
wurden beschrieben. Hierbei wird mit nicht-toxi-
schen MOI bis 1000 gearbeitet. AAV scheinen prä-
ferentiell S-Phase-Zellen zu transduzieren [Russell
et al. 1994], aber eine Transduktion während aller
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Abb. 2.3.3. Produktion von rekombinanten Adeno-assoziier-
ten Viren. Initial werden Verpackungszellen mit replikati-
onsdefizienten Adenoviren transduziert, die wichtige Gene
zur AAV-Produktion bereitstellen. Dann werden die AAV-Ge-
ne rep/cap und das Transgen mit den AAV-ITR, die die Ver-
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den Viren tragen nur die ITR und das Transgen und sind re-
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Zellzyklusstadien ist möglich. Da AAV außerdem
ins Genom integrieren oder zumindest stabil epi-
somal vorliegen, kann mit einer Langzeitexpressi-
on des Transgens gerechnet werden. Diese ist für
hämatopoetische Zellen noch nicht systematisch
untersucht worden (bisher 3 Wochen), aber im po-
sitiven Fall wären AAV-Vektoren aufgrund der ho-
hen Transfereffizienz beim Gentransfer für Markie-
rungs- und protektive Studien sowie für den
nicht-krebstherapeutischen Gentransfer in hämato-
poetische Stammzellen mit den Retroviren zu ver-
gleichen [Flotte u. Carter 1995].

2.3.3.2.3.3.2 In-vivo-Anwendung. In vivo ist die
Langzeitexpression (> 6 Monate) in mehreren Ex-
perimenten gezeigt worden [Flotte u. Carter 1995,
Flotte et al. 1993, Kaplitt et al. 1994]. Eine klini-
sche Studie zur Behandlung der Mukoviszidose
durch den AAV-vermittelten Gentransfer des de-
fekten Gens in Bronchialepithelien ist initiiert. Der
Einsatz von AAV für zytotoxische Krebsgenthera-
pien wird von einer Verbesserung der erreichbaren
Titer abhängen. Obwohl sich AAV gut durch Ultra-
zentrifugation anreichern lassen, sind die erreich-
baren Titer im Vergleich zu Adenoviren sehr nied-
rig. Typische Titer liegen bei 106 infektiösen Ein-
heiten/ml [Kotin 1994], was im wesentlichen auf
eine begrenzte Gesamtausbeute zurückzuführen
ist. Grund hierfür ist die Notwendigkeit der Trans-
fektion von Vektor- und Helferplasmid mit der be-
kannten niedrigen Rate des Gentransfers. Um die-
ses Problem zu umgehen, wurden verschiedene
Modifikationen des Verpackungssystems getestet:
Eine 50 fache Erhöhung der Virusausbeute im Ver-
gleich zu konventionellen Verfahren wurde durch
die Expression des rep-Gens von der HIV-LTR in
Kombination mit dem stabilen Einbringen des Vek-
torplasmids auf die Zielzellen erreicht [Flotte et al.
1995]. Eine andere Möglichkeit besteht im Einbrin-
gen der Vektorsequenzen auf das Helferadenovirus,
womit dessen hohe Transduktionskapazität genutzt
wird. Bisher konnte noch keine Titererhöhung er-
reicht werden [Thrasher et al. 1995], aber dies wäre
dann zu erwarten, wenn zusätzlich auch die rep-
cap-Sequenzen z. B. auf ein paralleles Adenovirus
ausgelagert werden könnten. Unter verschiedenen
anderen Versuchen sei ein kürzlich publizierter An-
satz hervorgehoben, bei dem es gelang, ohne die
bisher beschriebenen Toxizitätsprobleme HeLa-Zel-
len stabil mit einem AAV-Vektor-rep-cap-neoR-Gen
zu transfizieren und zu selektieren. Die Verwen-
dung dieser Zellpopulation führte zu Virusausbeu-
ten, die nur noch 1–2 Zehnerpotenzen unter den
adenoviralen Ausbeuten liegen [Clark et al. 1995].

Ein Vorteil der AAV gegenüber den Adenoviren
besteht in ihrer geringeren Größe, was eine besse-
re Penetrationsfähigkeit in solide Tumoren bedin-
gen könnte. Ein weiterer Vorteil liegt in der gerin-
gen Immunogenität der (abgesehen vom Transgen)
quasi für keine Proteine kodierenden AAV, was ih-
re wiederholte Applikation und damit eine Erhö-
hung der Transfereffizienz ermöglichen könnte.

2.3.3.2.3.4 Spezifität des Gentransfers
Die gute Eignung von AAV zur gewebespezifischen
Expression von Transgenen ist im Kapitel
2.3.2.2.2.1 „Gewebespezifische Expression in vira-
len Vektoren“ beschrieben. Publizierte Ansätze für
ein spezifisches Rezeptor-Targeting des Vektors be-
stehen unseres Wissens nach z. Z. noch nicht.

2.3.3.2.3.5 Sicherheitsaspekte
AAV gelten als apathogen für den Menschen und
sind von dieser Seite her als attraktive Vektoren
anzusehen. Die Relevanz einer etwaigen Integrati-
on des Virus ins Genom ist noch nicht sicher ge-
klärt. Während Wildtyp-AAV gezielt an einer ver-
mutlich ungefährlichen Stelle ins Genom integrie-
ren, geht diese Eigenschaft, die wahrscheinlich
rep-assoziiert ist [Kotin 1994], den rep-negativen
Rekombinanten verloren. Damit besteht die Mög-
lichkeit der Mutagenese bei einer zufälligen Inte-
gration ins Genom. Die Gefahr einer Aktivierung
von Onkogenen (nicht aber einer Inaktivierung
von Suppressorgenen) ist allerdings als geringer
einzuschätzen als bei den Retroviren, da beide
AAV-ITR-Promotoren auf das virale Genom und
nicht die zellulare DNA hin orientiert sind [Kotin
1994]. Schließlich ist noch offen, in welchem Aus-
maß AAV tatsächlich ins Genom integrieren und
nicht nur in einem stabilen episomalen Zustand
vorliegen [Flotte u. Carter 1995].

Die Gefahr der Entstehung von Wildtypviren
durch eine Rekombination von kotransfizierten
Vektor- und Helferplasmiden läßt sich durch eine
Minimierung der Homologie von Vektor- und Hel-
ferplasmid so weit verringern, daß Wildtyp-freie
Suspensionen generiert werden können. Durch
neuere Methoden läßt sich diese Gefahr weiter mi-
nimieren [Thrasher et al. 1995]. Weiterhin muß
eine Kontamination mit Helferadenoviren verhin-
dert werden, die per se toxisch sein können
(s. oben). Dies wird durch eine Hitzebehandlung
der hitzebeständigen AAV (60 �C) und/oder Tren-
nung im Zäsiumchloridgradienten erreicht. Be-
stehen bleibt ein Restrisiko, daß integrierte Wild-
typ-AAV prinzipiell in vivo durch eine Infektion
mit Helferviren aktiviert werden könnten.
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2.3.3.2.4 Herpes-simplex-Viren

Herpes-simplex-Viren beeindrucken durch ihre
hohe Verpackungskapazität und ein großes Poten-
tial noch ungenutzter Möglichkeiten der Modifika-
tion des Vektordesigns. Hinsichtlich ihrer Trans-
fereffizienz und Stabilität der Expression zeichnen
sie sich in ihrem jetzigen Entwicklungsstand aller-
dings noch nicht vor anderen Vektoren aus. Der
wesentliche Nachteil ist außerdem z. Z. noch die
Toxizität. Die wohl komplexesten unter den derzeit
verwendeten viralen Gentransfersystemen sind si-
cher noch erheblich entwicklungsfähig und -be-
dürftig. Eine Übersichtsarbeit zu diesem Thema
wurde von Glorioso et al. [1995a, b] veröffentlicht.

2.3.3.2.4.1 Aufbau und Lebenszyklus
Das Herpes-simplex-Virus ist ein etwa 180 nm
großes, umhülltes DNA-Virus mit einem ikosae-
dralen Kapsid. Zwischen Kapsid und Hülle liegt
eine dünne Proteinschicht, das Tegument. Das Ge-
nom besteht aus einer linearen, doppelsträngigen
DNA von 152 kbp Länge. HSV ist ein bekannter
humanpathogener Erreger. Eintrittsorte sind übli-
cherweise die Epithelien von Haut oder Schleim-
haut. Über Glykoproteine der Hülle bindet das Vi-
rus an zellulare Rezeptoren. Hierbei können meh-
rere Glykoproteine beteiligt sein, die neben einer
Modulation der Immunantwort auch die Bindung
an spezifische Zelltypen vermitteln. Die virale
Hülle verschmilzt mit der Plasmamembran und
die freigesetzten Kapside werden, vermutlich unter
Beteiligung des Zytoskeletts, zur Kernmembran
transportiert, wo die virale DNA durch die Kern-
poren in den Kern gelangt. Hier initiiert das Virus
die synthetische Phase eines replikativen Zyklus.
Dies beginnt mit der Aktivität 2er Tegumentpro-
teine deren eines, VP16, die virale Transkription
verbessert und deren anderes, VHS, die Wirtszell-
replikation hemmt. Nun erfolgt die Expression al-
ler bekannten Gene in einer zeitlichen Kaskade
von 3 Phasen: Die Immediate-early-Gene (IE-Ge-
ne) kodieren für Proteine, die im wesentlichen für
die Initiation und Kontrolle der Expression der
frühen und späten Gene relevant sind. Die frühen
Gene kodieren für Enzyme der Replikation und
der Wirtszellmodifikation. Die DNA-Synthese er-
folgt nach dem sog. Rolling-circle-Mechanismus,
der miteinander verbundene, identische Genom-
einheiten (Konkatamere) erzeugt. Die späten Gene
kodieren für virale Strukturproteine. Nach der Ex-
pression der späten Gene wird das Kapsid zusam-
mengesetzt, die virale DNA geschnitten, über die
Erkennung von Verpackungssequenzen verpackt

und die Tegumentproteine werden integriert.
Durch die Umhüllung mit einem Teil der Kern-
membran erhält das Virus seine Hülle und wird
dann, vermutlich unter Beteiligung des Golgi-Ap-
parats und einen Membranaustausch, freigesetzt.
Nach der Lyse der initial infizierten Epithelzellen
erfolgen der Eintritt der Viren in die Enden sen-
sibler Neuronen und der retrograde Transport in
den Körper der Nervenzelle. In einem Teil der be-
fallenen Neuronen kommt es zur produktiven In-
fektion. In einigen Neuronen wird aber nur eine
latente Infektion etabliert, die zu einem lebenslan-
gen Persistieren der Viren ohne Beeinträchtigung
der Zellfunktion führen kann. Eine Reaktivierung
der produktiven (lytischen) Infektion ist möglich.
Während der Latenzzeit liegt das Virus episomal
vor. Es ist nicht ganz klar, wie es zum Status der
latenten Infektion kommt, aber möglicherweise
handelt es sich um eine Alternative zur lytischen
Infektion, falls diese, wegen viraler Mutationen
oder fehlender Voraussetzungen in der Zielzelle,
nicht zustandekommt. Während der Latenzzeit
sind die viralen lytischen Gene, die den replikati-
ven Zyklus kennzeichnen, abgeschaltet und nur
das Latenz-assoziierte Transkript (LAT) ist aktiv.
Dieses wiederum ist für die Etablierung einer la-
tenten Infektion nicht unbedingt notwendig, was
bedeutet, daß der LAT-Promotor zur Expression
von Transgenen genutzt werden könnte.

2.3.3.2.4.2 Rekombinante Herpes-simplex-Viren
Unter Zellkulturbedingungen auf hochpermissiven
Zellen ist ungefähr die Hälfte der etwa 70 viralen
Strukturgene zur Replikation nicht notwendig.
Diese akzessorischen Gene sind aber für eine opti-
male lytische Replikation und einen optimalen Le-
benszyklus in vivo wichtig. Durch entsprechende
Deletionen kann man Platz für Transgene schaffen
(bis zu 50 kbp) und zugleich die Virulenz der Vi-
ren bzw. ihre Replikationsfähigkeit in bestimmten
Zielzellen vermindern. Durch eine entsprechende
Wahl der Deletionen ist es denkbar, replikations-
kompetente Viren zu generieren, die aber vollkom-
men apathogen sind.

Da auch viele HSV-Genprodukte zur Replikation
notwendig sind, kann man durch entsprechende
Deletionen auch replikationsinkompetente Viren
generieren. Die Replikation der Viren wird ge-
währleistet, indem die deletierten Gene in die Ver-
packungszellinie transfiziert und die essentiellen
Genprodukte dann von dieser bereitgestellt werden
(Abb. 2.3.4).

Eine weitere routinemäßig angewandte Herstel-
lung rekombinanter HSV-Vektoren besteht in der
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Auslagerung sämtlicher HSV-Gene aus dem trans-
genen Vektor, was eine theoretisch mögliche Kapa-
zität von 150 kbp erlauben würde. Die viralen Ge-
ne können aus Toxizitätsgründen aber nicht alle
von der Verpackungszellinie bereitgestellt werden.
Daher bedient man sich eines replikationsinkom-
petenten (s. oben) HSV-Virus mit ansonsten voll-
ständigem Genom (Helfervirus). Praktisch geht
man so vor, daß zunächst eine Verpackungszelli-
nie, die z.B IE-3 bereitstellt (z. B. RR1-Zellen), mit
dem transgenen Plasmid transfiziert wird. Durch
Verwendung des HSV-Origin of replication ist eine
Replikation der Vektor-DNA gewährleistet. Ein
ebenfalls inseriertes Verpackungssignal führt zur
Verpackung des als Amplikon bezeichneten Vek-
tors in die vom Helferplasmid bereitgestellten Vi-
ruspartikel. Daneben wird aber auch das Helfer-
plasmid verpackt, so daß eine Mischpopulation re-
kombinanter Viren freigesetzt wird. Während der
folgenden Passagen auf den Verpackungszellen
scheint sich das Verhältnis von Vektor zu Helfervi-
rus, vermutlich wegen des besseren Wachstums-
verhaltens der DNA, zugunsten des transgenen
Vektors zu verschieben [Geller et al. 1990].

2.3.3.2.4.3 Effizienz des Gentransfers
2.3.3.2.4.3.1 Titer. Die in der Literatur beschriebe-
nen Titer liegen bei 1 fach deletierten HSV-Vekto-
ren zwischen 108 und 109 infektiösen Partikeln/ml
[Huard et al. 1995], bei doppelt deletierten 1 Titer-
stufe niedriger [Wang et al. 1995b], aber auch Ti-
ter von 1010 sind beschrieben worden. Bei Ampli-
konvektoren sind infektiöse Titer von 2�108

[Wood et al. 1994], 4�107 [Pakzaban et al. 1994]
und 2�107 [Geller et al. 1990] erreicht worden.
HSV-Vektoren sind durch Ultrazentrifugation kon-
zentrierbar [Geschwind et al. 1996].

2.3.3.2.4.3.2 In-vivo-Anwendung. HSV haben einen
sehr weiten Zelltropismus und scheinen, unabhän-
gig vom proliferativen Status, fast alle menschli-
chen Zellen zu infizieren. Wenn auch Experimente
mit Zellen neuronalen Ursprungs im Vordergrund
stehen, sind z. B. Infektionen von Muskel-, Gliom-,
Leber- und Endothelzellen zu therapeutischen
Zwecken beschrieben worden. Üblicherweise wer-
den MOI von 0,1–10 eingesetzt, was etwa 2 Zeh-
nerpotenzen unter den adenoviralen MOI liegt. Al-
lerdings scheinen auch sowohl die Transfereffizi-
enz als auch die Toxizität von HSV mehrfach hö-
her zu liegen als bei Adenoviren [Huard et al.
1995]. Eine besonders gute Transduktionseffizienz
im Vergleich mit retroviralen VPC und Adenovi-

ren wurde bei der Injektion von 9L-Gliosarkom-
hirntumoren bei Ratten festgestellt [Boviatsis et al.
1994b]. Die Zytotoxizität selbst kann, wenn sie auf
die Tumorzellen beschränkt bleibt, auch als Effizi-
enzvorteil angesehen werden. In eine solche Rich-
tung argumentiert ein Vergleich der Toxizität von
unterschiedlich deletierten HSV-Vektoren für 9L-
Gliosarkomzellen [Boviatsis et al. 1994a]. Ein si-
gnifikanter Gentransfer in disseminierte Metasta-
sen im ZNS konnte durch die intrathekale Appli-
kation replikationskompetenter HSV erreicht wer-
den, die wegen eines defekten Ribonukleotidre-
duktasegens vorzugsweise in sich teilenden Zellen
replizieren [Kramm et al. 1996]. Allerdings wur-
den auch eine nennenswerte Transduktion von
Normalgewebe und eine erhebliche Toxizität mit
Ataxie und Apathie aller behandelten Tiere festge-
stellt. Die Kombination der natürlichen Toxizität
mit zytotoxischen Genen unter exakter gewebespe-
zifischer Kontrolle, die, angesichts der hohen Ver-
packungskapazität des HSV-Genoms, gut möglich
erscheint, könnte eine ernstzunehmende Alternati-
ve für die zytotoxische Gentherapie solider Tumo-
ren werden.

2.3.3.2.4.3.3 Expressionsdauer. Weniger weit entwik-
kelt ist ein Ex-vivo-Einsatz von HSV z. B. für Mar-
kerstudien oder hämatopoetische Stammzellen. In
proliferationsaktiven Zellen muß mit einem Aus-
dünnen des Transgens gerechnet werden, da das
episomal vorliegende rekombinante Virus nicht
zur autonomen Replikation befähigt ist. Ähnlich
wie bei Adenoviren könnte hier das Einführen ei-
nes Replikationmechanismus eine wichtige Verbes-
serung sein. Wie bei den Adenoviren konnte bis-
her noch keine Langzeitexpression nachgewiesen
werden. Als Grund hierfür wird u. a. die Zytotoxi-
zität viraler Proteine diskutiert (s. unten). Eine at-
traktive, evtl. gentherapeutisch nutzbare Eigen-
schaft ist die Fähigkeit der Viren zur Etablierung
eines latenten Stadiums der Persistenz.

Einen bedeutenden und auch HSV-typischen
Anteil an der Dauer der Expression von Transge-
nen in HSV-Vektoren hat die Wahl eines geeigne-
ten Promotors. Eine transiente Expression konnte
mit den meisten der bisher getesteten Promotoren
erreicht werden, darunter HSV-Promotoren des ly-
tischen Zyklus, der RSV-LTR und der HCMV-IE-
Promotor. Sowohl bei Amplikonvektoren als auch
bei defizienten HSV-Vektoren stellt die Langzeitex-
pression mit diesen Promotoren jedoch ein Pro-
blem dar. Als Kandidat für eine Langzeitexpressi-
on erscheint der LAT-Promotor (s. oben) beson-
ders geeignet, der natürlicherweise während einer
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latenten Infektion auf unbestimmte Zeit aktiv ist.
So bewirkten CMV- und HSV-IE4/5-Promotoren
im murinen und im Rattenmodell nur eine tran-
siente Expression, während sich die Reportergen-
aktivität unter dem HSV-LAT-Promotor für 4 Mo-
nate nachweisen ließ. Entsprechend ließ sich die
Faktor-IX-Expression in der murinen Leber unter
dem HSV-LAT-Promotor für 3–5 Wochen nachwei-
sen, während es unter dem CMV-Promotor wieder
nur zu einer transienten Expression kam. Ansätze
zur weiteren Optimierung des homologen HSV-
LAT-Promotors bestehen. Es scheint weiterhin, als
ob der Insertionsort heterologer Promotoren im
HSV-Genom und die Nähe zum LAT-Promotor
eine besondere Bedeutung für die Aktivitätserhal-
tung hätten. Dies wird zu berücksichtigen sein,
wenn die gewebespezifische Langzeitexpression
von Transgenen erwünscht ist, was die Integration
heterologer Promotoren nötig macht. Aber auch
dort, wo eine transiente gewebespezifische Expres-
sion ausreicht, wie bei der zytotoxischen Therapie,
bieten HSV-Vektoren mit ihrem komplexen Genom
und ihrer hohen Verpackungskapazität besondere
Verhältnisse und Möglichkeiten. Prinzipiell ist
auch eine induzierbare Expressionsregulation in
einem modifizierten Amplikonvektor möglich, wie
z. B. die Glukokortikoid-induzierbare Genexpressi-
on [Lu u. Federoff 1995].

2.3.3.2.4.4 Sicherheitsaspekte
Eines der Hauptprobleme von HSV-Vektoren ist die
Zytotoxizität, die die Langzeitexpression in Zielge-
weben verhindern kann und bei der Transduktion
von Normalgewebe Sicherheitsbedenken aufwirft.
Man versucht, dem entgegenzuwirken, indem man
bei Deletionsvektoren die virale Genexpression in
einem möglichst frühen Stadium blockiert.

Von Amplikonvektoren dürfte keine Zytotoxizi-
tät zu erwarten sein, wenn es gelingt, die Helfervi-
rusfraktion wirkungsvoll abzutrennen. Dies war

bisher noch nicht möglich, da die verpackte DNA
immer 152 kbp lang ist und eine Unterscheidung
der Viren mit üblichen physiologischen Methoden
nicht gelingt.

Weitere Möglichkeiten der Toxizitätsbegrenzung
bestehen in der Applikation von Interferon-�
[Johnson et al. 1992] oder Nervenwachstumsfaktor
[Wang et al. 1995b] bzw. der Konstruktion von Vi-
ren, die Interferon-� [Mester et al. 1995], Nerven-
wachstumsfaktoren oder bcl-2-Onkogen-Anti-
Apoptosegen [Wang et al. 1995b] produzieren.

HSV-Vektor-Suspensionen sind z. Z. noch regel-
mäßig mit replikationskompetenten Viren konta-
miniert. Es gibt In-vivo- und In-vitro-Testsysteme
für replikationskompetente Viren, aber noch keine
sicheren Methoden, die Entstehung der Rekombi-
nanten zu verhindern. Aufgrund der hohen Re-
kombinationsrate in vivo bestehen weiterhin er-
hebliche Sicherheitsbedenken v. a. hinsichtlich der
Entstehung einer Enzephalitis bei einer Rekombi-
nation der Vektoren mit Wildtypviren im produk-
tiven oder auch latenten Status.

2.3.3.2.5 Vakziniaviren

Vakziniaviren gelten als relativ sicher und haben
eine hohe Verpackungskapazität. Im Rahmen einer
breitflächigeren Testung der erreichbaren Transfer-
effizienz sollte die Bedeutung dieser Vektoren für
die transiente In-vivo-Genexpression in nächster
Zeit zunehmen.

2.3.3.2.5.1 Aufbau und Lebenszyklus
Vakziniaviren gehören zur Familie der Pockenvi-
ren. Sie sind die am besten studierten unter den
Pockenviren, da sie seit dem Beginn des letzten
Jahrhunderts routinemäßig zur Pockenschutzimp-
fung eingesetzt wurden. Nach 200jähriger Ge-
schichte in Mensch und Tier ist man sich über die
letztliche Herkunft des Vakziniavirus nicht sicher,
aber eine Verwandtschaft mit Variola (dem Pok-
kenerreger), Kuhpocken und anderen Mitgliedern
der Pockenfamilie ist sehr wahrscheinlich.

Infektiöse Viren haben eine ziegelsteinartige
Form und einen Durchmesser von 300–400 nm,
was sie zu den größten Viren des Tierreichs macht
[Moss 1991]. Eine Lipoproteinhülle umgibt die
komplexe Core-Struktur, die eine lineare doppel-
strängige 200 kbp lange DNA sowie verschiedene
virale Proteine beinhaltet. Nach Bindung des Virus
an die Zellmembran und Membranfusion wird das
Core in das Zytoplasma abgegeben. Hier erfolgen
die Replikation der viralen DNA und die Synthese
viraler Bestandteile. Dazu werden weitgehend vi-
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Abb. 2.3.4. Zwei herkömmliche Möglichkeiten der HSV-Vek-
tor-Produktion. Linker Teil Die Verpackungszellinie stellt
zur Replikation von HSV notwendige virale Sequenzen, wie
die IE-3-Region. Transgen-tragende, IE-3-deletierte, rekom-
binante HSV können so in der Zelle replizieren. Da die IE-
3-Region in die entstehenden Viruspartikel nicht verpackt
wird, sind die entstehenden Viren replikationsdefizient.
Rechter Teil Die Transfektion der Zellen erfolgt durch ein
Transgen-tragendes Plasmid, welches über die Verpackungs-
sequenz Psi verpackt werden kann. Die IE-3-Gene werden
durch die Verpackungszelle, die restlichen Gene durch ein
Helfervirus bereitgestellt. Das Transgen wird in mehreren
hintereinander geschalteten Kopien als sog. Amplikon ver-
packt. Daneben entstehen replikationsdefiziente Helfer-HSV



ruseigene, mitgebrachte Proteine verwendet. Ent-
sprechend kommt es nicht zur Integration der vi-
ralen DNA in das Wirtszellgenom. Nach der Syn-
these der späten Strukturproteine werden Vorläu-
ferviruspartikel gebildet, von denen ein Teil unter
Mitnahme von Golgi-Membranen freigesetzt wird.

2.3.3.2.5.2 Rekombinante Vakziniaviren
Rekombinante Vakziniaviren werden nach einem
ähnlichen Prinzip wie Adenoviren hergestellt. Das
mit einer Häufigkeit von etwa 0,1% stattfindende
Ereignis der homologen Rekombination zwischen
dem Transferplasmid und dem viralen Genom
führt zur Entstehung rekombinanter Viren, die ein
Transgen transferieren können. Allerdings ist im
Unterschied zu Adenoviren die Verwendung gan-
zer Viruspartikel anstelle der genomischen DNA
notwendig, da ohne die mitgebrachten Enzyme
und Faktoren des Cores keine infektiösen Partikel
entstehen [Mackett et al. 1982, Qin u. Chatterjee
1996]. Es können mindestens 25 kbp transgener
Sequenzen in das virale Genom inseriert werden,
ohne daß Deletionen nötig sind. Allerdings muß
mit Intron-freier cDNA gearbeitet werden, da kein
Spleißen möglich zu sein scheint. Üblicherweise
ist die Selektion rekombinanter Plaques dadurch
möglich, daß das Transgen in das virale Thymi-
dinkinasegen inseriert, welches als negativer Selek-
tionsmarker fungiert und dessen Inaktivierung
eine Selektion mit dem entsprechenden Selektions-
medium erlaubt [Mackett et al. 1982, O’Neil et al.
1993].

2.3.3.2.5.3 Effizienz und Sicherheit
Vakziniaviren infizieren eine Vielzahl von Zellinien
mit hoher Transfereffizienz. Als Tumorvakzinen
sind Vakziniavektoren bereits mehrfach ex vivo
eingesetzt worden, da hier keine Langzeitexpressi-
on notwendig ist. Die hohe eigene Immunogenität
des Virus wirkt sich vermutlich verstärkend auf
eine Antitumorimmunität aus. Zwei klinische Stu-
dien, bei denen Vakziniaviren, die tumorspezifi-
sche Antigene exprimieren, eingesetzt werden,
wurden kürzlich initiiert. Ein früher klinischer
Einsatz erfolgte bereits vor mehreren Jahren zur
Behandlung der HIV-Infektion. Die behandelten
Patienten zeigten keine Nebenwirkungen [Cooney
et al. 1991]. Routinemäßig wird heute mit Viren
gearbeitet, die aufgrund verschiedener Deletionen
im Genom die Fähigkeit verloren haben, Säuger-
zellen produktiv zu infizieren, ein Transgen aber
exprimieren können. Ein solches Virus ist der
durch multiple Passagen in Hühnerembryofibro-
blasten entstandene MVA-Stamm [Sutter u. Moss

1992, Sutter u. Moss 1995]. Alternativ kann man
auch andere Mitglieder der Pockenvirenfamilie mit
restringiertem Wirtsspektrum, wie z. B. Vogelpok-
kenviren, einsetzen [Baxby u. Paoletti 1992, Roth
et al. 1996, Somogyi et al. 1993, Wang et al.
1995a]. Diese Viren infizieren im günstigen Fall
Säugetierzellen und bringen das Transgen zur Ex-
pression, ohne sich in ihnen vermehren zu kön-
nen.

Vakziniavektoren könnten aufgrund ihrer hohen
Verpackungskapazität dort, wo eine hohe Spezifi-
tät verlangt wird und längere Promotorsequenzen
nötig sind, wie bei zytotoxischen Therapieformen,
Bedeutung erlangen. Allerdings bleibt abzuwarten,
ob die relativ großen Partikel eine gute Penetrati-
onsfähigkeit in solide Tumoren besitzen und wie
gut die In-vivo-Transfereffizienz in Tumorzellen
ist.

2.3.3.2.6 Andere Viren

Eine Vielzahl noch nicht genannter Viren wurde
bisher auf die Eignung als Gentransfervehikel
überprüft. Es wird sicher das ein oder andere, im
Augenblick noch unbekannte virale Transfersystem
aufgrund entscheidender Verbesserungen plötzlich
in den Mittelpunkt des Interesses gerückt werden,
um dann von einer breiten wissenschaftlichen Ge-
meinschaft getestet werden zu können.

Das zur Familie der Herpesviren gehörende Ep-
stein-Barr-Virus (EBV) kann ähnlich wie das Her-
pes-simplex-Virus (s. oben), von den meisten sei-
ner kodierenden Sequenzen befreit, als Minivirus
eingesetzt werden [Bloss u. Sugden 1994]. Damit
kann das transformierende Potential des Virus
vermindert werden. EBV hat einen natürlichen
Tropismus für B-Lymphozyten und wurde bereits
in Vakzinierungsstudien eingesetzt [Vos 1994].
Eine Ex-vivo-Transfereffizienz von 45% wurde be-
schrieben [Banerjee et al. 1995]. Es wäre interes-
sant, zu testen, ob eine ähnlich hohe In-vivo-Effi-
zienz für zirkulierende B-Zell-Leukämie- oder B-
Zell-Lymphom-Zellen erreichbar ist, was EBV zu
einem guten Kandidaten für zytotoxische Thera-
pien machen würde. Die viralen Elemente Origin
of replication (EBV-ORI) und Trans-acting-nu-
clear-Protein (EBNA-1) bedingen eine episomale
Persistenz des Virus und eine Replikation des Ge-
noms analog zur Zellteilung. Dies ermöglicht die
Herstellung stabil transduzierter Zellen, sofern EB-
NA-1, das sich nicht auf den gängigen Minivekto-
ren befindet, von natürlich infizierten Zellen be-
reitgestellt oder kotransduziert wird. Der wesentli-
che Nachteil von EBV-Vektoren besteht z. Z. noch

138 K. Brand und M. Strauss



in der Ungewissheit über die Häufigkeit rekombi-
natorischer Ereignisse, die potentiell zu einem
transformierenden Virus führen könnten.

Ein anderes Virus mit einem natürlichen hohen
Wirtzelltrophismus ist das Baculovirus. Die gro-
ßen, mit einer Hülle versehenen Viren infizieren
präferentiell Leberzellen [Hofmann et al. 1995].
Rekombinante Viren werden durch Kotransfektion
von viraler DNA und einem Transferplasmid, wel-
ches das Transgen enthält, auf Insektenzellen gene-
riert. Das Transferplasmid enthält ein essentielles
Gen, welches auf der transfizierten viralen DNA
deletiert ist. Nur bei homologer Rekombination
von viraler DNA und Transferplasmid kann ein le-
bensfähiges Virus entstehen, was die Selektion re-
kombinanter Viren erheblich erleichtert [Kitts et
al. 1990]. Die Tatsache, daß die Infektion von Säu-
gerhepatozyten nicht produktiv zu sein scheint, al-
so keine Replikation der Viren stattfindet [Hof-
mann et al. 1995], und auch von Hepatozyten ab-
geleitete Tumorzellen infizierbar zu sein scheinen,
eröffnet die Möglichkeit, Baculoviren zur Therapie
von Lebertumoren einzusetzen. Allerdings konnte
bisher noch kein erfolgreicher In-vivo-Gentransfer
nachgewiesen werden, wofür möglicherweise eine
Komplementinaktivierung verantwortlich ist
[Hofmann u. Sandig, pers. Mitteilung]. Sollte sich
dieses Problem lösen lassen, könnten die anschei-
nend nicht-toxischen, nicht transformierenden
und über eine hohe Aufnahmekapazität verfügen-
den Baculoviren ihren Platz in der zytotoxischen
Therapie von Lebertumoren finden.

Relativ neu unter den Gentransfersystemen sind
die �-Viren und hier insbesondere das Sindbisvi-
rus [Xiong et al. 1989] und das Semliki-Forest-Vi-
rus [Berglund et al. 1993]. Diese Viren haben ein
breites Wirtspektrum für Säugerzellen [Liljeström
1994]. Die mit einer Hülle ausgestatteten �-Viren
haben ein 12 kbp großes RNA-Genom (Sindbis),
welches im Zytoplasma der infizierten Zelle viel-
fach repliziert wird und zu einer hohen Expressi-
on eingeschleuster Transgene führen kann. Die Ex-
pression ist transient. Zur Herstellung rekombi-
nanter Viren werden z. Z. noch transgene und
Helfer-RNA [Bredenbeek et al. 1993] sowie neuer-
dings auch die entsprechende cDNA in Plasmid-
form [Dubensky et al. 1996, Herweijer et al. 1995]
auf empfängliche Zellen kotransfiziert. An der
Herstellung von Verpackungszellinien in Analogie
zu den Retroviren wird gearbeitet [Dubensky et al.
1996]. Hochtitrige Suspensionen mit 1010 Viren,
produziert von 107 Zellen, sind beschrieben wor-
den [Liljeström u. Garoff 1991]. Diese Eigenschaf-
ten machen �-Viren hochgeeignet für die Im-

mungentherapie, bei der eine transiente Expressi-
on ausreicht und eine hohe Expression wün-
schenswert ist [Zhou et al. 1995].

Autonome Parvoviren gehören zu den abhängig-
sten unter den DNA-Viren. Während die ebenfalls
zu den Parvoviren gehörenden AAV (s. oben) ei-
nen Helfervirus zur Replikation benötigen, sind
die autonomen Parvoviren von Helferfunktionen
der Wirtszelle abhängig. Sie können nur replizie-
ren, wenn kurz nach Infektion der Zelle eine S-
Phase im Zellzyklus abläuft. Dabei integriert die
DNA nicht in den Zellkern. Rekombinanten der
25 nm großen unbehüllten Viren, zu denen B19,
H1, MVM und LuIII gehören, werden nach dem
Prinzip der Kotransfektion von Transferplasmid
und viraler DNA generiert [Maxwell et al. 1993].
Da sich in den Viren die gewebespezifische Ex-
pression anscheinend erhalten läßt [Maxwell et al.
1996] und aufgrund ihrer Kleinheit eine gute Pe-
netrationsfähigkeit in Tumorgewebe zu erwarten
ist, könnten autonome Parvoviren besonders für
zytotoxische Krebsgentherapien interessant sein.
Sollten replikationsfähige Parvoviren zu generieren
sein, die den gestellten Sicherheitsansprüchen ge-
nügen, könnte die Abhängigkeit vom replizieren-
den Status der Tumorzellen einen wichtigen Spezi-
fitätsfaktor darstellen.

Polioviren sind ikosaedrale, hüllenlose RNA-Vi-
ren mit einem 7,5 kbp großen Genom [Kitamura
et al. 1981]. Eine Deletion im P1-Kapsidproteingen
erlaubt die Insertion transgener Sequenzen. Das
deletierte Strukturgen wird in trans von einem
Vakziniavirus bereitgestellt [Ansardi et al. 1993].
Polioviren integrieren nicht ins Genom und infi-
zieren eine Vielzahl von Säugerzellen. Bisher
konnten 1,5 kbp und 2,4 kbp transgener Sequenz
erfolgreich verpackt werden [Ansardi et al. 1994,
Porter et al. 1995]. Die Fähigkeit der transferierten
RNA, in den Zielzellen zu replizieren, empfiehlt
Polioviren für Tumorvakzinierungsstrategien.

2.3.4 Ausblick

Auf dem jetzigen Stand der Forschung sind die be-
schriebenen Gentransfersysteme je nach ge-
wünschter Anwendung unterschiedlich gut geeig-
net. Kein System kann bisher als so gut angesehen
werden, daß keine Verbesserungen mehr nötig wä-
ren. Bei einer langfristigen Planung ist es sinnvoll,
sich die natürlichen Limitierungen und Vorteile ei-
nes Vektors genau anzusehen. So wird man bei ei-
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nem geplanten Schwerpunkt auf der gewebespezifi-
schen Expression großer Gene nicht unbedingt Vi-
ren mit beschränkter Verpackungskapazität, wie
Retroviren oder �-Viren wählen. Andererseits hat
es sicher Sinn, den hohen Lebertrophismus von
Adenoviren auszunutzen, um In-vivo-Lebergenthe-
rapie zu betreiben, auch wenn zum jetzigen Zeit-
punkt die Langzeitexpression nach adenoviralem
Gentransfer noch nicht gegeben ist. Gleicherma-
ßen werden sicher Herpesvektoren wegen ihres
Neurotropismus für neurale Anwendungen erste
Priorität haben, auch wenn die Toxizität z. Z. noch
ein Problem darstellt.

Nach 1/2 Jahrzehnt klinischer Phase-I-Studien
mit dem primären Ziel, Toxizität auszuschließen,
hat nun in der klinischen Gentherapie eine Phase
begonnen, in welcher die Forderung nach thera-
peutischer Wirksamkeit größer geworden ist. Die
enormen molekularen Möglichkeiten zum Design
künstlicher und zur Modifikation natürlicher Vek-
toren erlauben die Prognose, daß sich die Genthe-
rapie diesem Anspuch stellen kann.
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