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2.3.1 Einfiihrung

Gentherapie ist das gezielte Einbringen eines funk-
tionsfahigen Gens in Korperzellen 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 zusitzliche Funktion zu vermitteln, wie etwa
bei der Ubertragung toxischer Gene. Damit kon-
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 tatsdchlich sinnvoll zum
Einsatz kommt, richtet sich danach, ob der Um-
weg iiber das Gen gegeniiber 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, durchgefiihrt (Stand: Mirz
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 néichsten
Jahren zu rechnen sein, wenn die noch unausge-
reifte gentherapeutische Methodik bis zur klini-
schen Reife weiterentwickelt worden ist.

Die Suche nach einer mdéglichst effizienten und
doch spezifisch auf die Tumorzelle ausgerichteten
Therapie, die das konventionelle Tumortherapiede-
sign bestimmt, ist auch Grundlage gentherapeuti-
scher Ansitze. Gentherapie, im Vergleich etwa mit
einer Chemotherapie, erlaubt ein héheres Mafl an
Regulierbarkeit und damit an Spezifitit. Zugleich
ist die Gentherapie aber stéranfilliger und bené-
tigt eine gute Feinabstimmung der einzelnen Kom-
ponenten, um eine optimale Effizienz zu haben.
Daher ist ein moglichst umfassendes Verstindnis

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

2.3.1.1 Geschichte von Gentransfer
und Gentherapieansitzen

Gentherapie ist nicht, wie hdufig angenommen,
ein neues Konzept. Bereits vor 3 Jahrzehnten gab
es recht prizise Vorstellungen iiber die Moglich-
keiten des Transfers rekombinanter DNA:
»Schliellich kann man davon ausgehen, dafi Viren
effizient zum Wohlergehen der Menschheit genutzt
werden, in theoretischen Studien in der Genetik
von somatischen Zellen und moglicherweise in ge-
netischer Therapie....Wir konnen sogar ziemlich
optimistisch sein hinsichtlich der langfristigen
Moglichkeit tiber die Isolation oder das Design,
die Synthese und Einfithrung neuer Gene in defizi-
ente Zellen bestimmter Organe zu therapieren®
(Ubersetzung der Autoren) [Tatum 1966]. Ausge-
hend von der Alteration von Genen als Ursache
von Krebs, spekulierte Tatum [1966] (Ubersetzung
der Autoren) weiter: ,.eine Behandlung kénnte iiber
eine Modifikation und Regulation von Genaktivitdi-
ten oder mit den Mitteln von Genreparatur oder
-substitution erreicht werden.“ Solche Uberlegun-
gen weitblickender Forscher waren méglich gewor-
den durch die Erkenntnis, dafl Nukleinsduren ge-
netische Information vermitteln [Avery et al
1944], durch die Strukturaufklirung der DNA
[Watson u. Crick 1953] mit der weiteren Ent-
schliisselung des genetischen Kodes, durch den er-
sten Nachweis einer Ubertragung genetischer In-
formation mittels Viren auf Zellen [Zinder u. Le-
derberg 1952] und eine Reihe von Transfektions-
studien in den frithen 60er Jahren.

Nennenswerte Fortschritte in der Methode des
Gentransfers gab es allerdings erst in den spiten
70er Jahren, als ausgefeilte Transfektionstechniken
und Selektionsmethoden in der Zellkultur mit den
gewaltigen Fortschritten der rekombinanten DNA-

Handbuch der Molekularen Medizin, Band 2
Tumorerkrankungen

Herausgeber: D. Ganten und K. Ruckpaul

© Springer-Verlag Berlin Heidelberg 1998




2.3 Molekulare Grundlagen des Gentransfers und Anwendung fiir die Gentherapie

Technologie verbunden werden konnten. Jetzt war
es moglich, in groflerem Maf3stab verschiedenste
Gene in Sdugerzellen einzubringen, auf Antibioti-
karesistenz zu selektieren und die Effekte des
Transgens zu studieren.

Fiir die Schaffung der ersten realistischen Mog-
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
Moglichkeit eines effizienten Gentransfers in Sdu-
gerzellen zum Zweck der Gentherapie eine breite
Akzeptanz. Ein guter Uberblick iiber die Anfinge
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 Mindestmafl an zellbiolo-
gischem und physiologischem Wissen. Es ist abzu-
sehen, daf3 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 abschitzen zu konnen, ist es
wichtig, seine molekulare Wirkungsweise zumin-
dest in Grundziigen zu kennen. Dies zu vermit-
teln, soll auf den nichsten 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 fiir Tumorerkrankungen gelegt.

2.3.2 Transgen

2.3.2.1 Krebsgentherapiestrategien
und ihre Kandidatengene

Man kann Krebsgentherapiestrategien im engeren
Sinn, die auf eine moglichst vollstindige Ausmer-
zung der Tumorzellen zielen, von supportiven
Mafinahmen zum Schutz des normalen Korperge-

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 fiir die Wahl des jeweiligen Vektorsystems
diskutiert. Tatsdchlich sind die Wahl der Genthera-
piestrategie und damit die Wahl des Transgens von
entscheidender Bedeutung fiir 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 Grofiteil der bisher durchgefiihrten bzw.
laufenden Krebsgentherapiestudien dar. Eine Akti-
vierung des Immunsystems zu einer effizienten
Antitumorimmunantwort iibertrdgt die schwierig-
ste Aufgabe der Krebstherapie, die Spezifitit und
Effizienz, den immunologischen Effektoren. Die
Anforderungen an den Vektor werden dadurch
herabgesetzt. Der Vorteil der Immungentherapie
gegeniiber der nicht genetisch vermittelten Im-
muntherapie, bei der das Immuntherapeutikum sy-
stemisch appliziert wird, besteht in einer Verringe-
rung von Nebenwirkungen, die in den frithen im-
muntherapeutischen Ansétzen 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 Molekiilgenen 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 -zerstérende Wirkungen zu erhdhen.

2.3.2.1.2 Suizidgentherapie

Bei dieser In-vivo-Strategie iibertrdgt man ein
Chemosensibilitit-vermittelndes Gen auf die Tu-
morzellen, die dann durch die Gabe eines neben-
wirkungsarmen Medikaments abgetotet werden.
Im Fall des populdrsten 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 fiihrt. Aufgrund eines in sei-
nem Mechanismus noch nicht vollstindig aufge-
kldrten sog. Bystander-Effekts werden auch nicht
transduzierte Tumorzellen in unmittelbarer Nach-
barschaft genetisch modifizierter Zellen abgetétet,
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 Ausmaf} des primdren Gen-
transfers den limitierenden Schritt darstellt. Ein
Vorteil dieser gentherapeutischen Chemotherapie
gegeniiber der konventionellen Form liegt in der
Begrenzung von Nebenwirkungen durch die Nut-
zung der Moglichkeiten des Gentransfersystems
zur Erhoéhung der Spezifitit. Ein Nachteil konnte
in den schlechteren pharmakokinetischen Eigen-
schaften etwa eines 90 nm groflen Viruspartikels
gegeniiber einem Zytostatikum bestehen.

2.3.2.1.3 Tumorsuppressor-
und Antionkogentherapie

Die Entwicklung dieses jlingsten unter den Krebs-
gentherapieansitzen, fiir den es noch kein etablier-
tes Pendant unter den konventionellen Verfahren
gibt, war durch den rasanten Erkenntnisgewinn
tiber die Ursachen der Krebsentstehung mdoglich.
Wihrend zunédchst noch die Vorstellung bestand,
durch die Substitution verlorengegangener Sup-
pressorgene oder die Ausschaltung iiberexprimier-
ter Onkogene eine Art Korrektur des onkogenen
Defekts vornehmen und die Krebszelle wieder in
eine normal funktionierende Korperzelle iiberfiih-
ren zu koénnen, sieht man heute diese Therapie-
form als primdr zytotoxisch an. Dabei spielt die
Uberlegung eine Rolle, dafl 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
Storung der Balance im proliferativen Geschehen
der Tumorzelle bewirkt wird, dafd diese nicht an-
ders als mit dem programmierten Zelltod (Apo-
ptose) reagieren kann. Die Zahl der mdglichen
Kandidatengene aus dem Bereich der Zellzyklusre-
gulation und der Apoptosemaschinerie wichst be-
stindig. Aufgrund des tumorzellspezifischen An-
griffspunkts ist die Spezifitit des Ansatzes als ho-
her einzuschétzen als bei der Suizidgenstrategie.
Die grofite 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 GentherapiemaBnahmen

Bevor sich gentherapeutische als eigenstdndige
Verfahren etabliert haben werden und eine routi-
nemiflig 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 gehdren Genmarkierun-
gen von hdmatopoetischen Stammzellen mit dem
Neomycinresistenzgen, mit deren Hilfe nachgewie-
sen werden konnte, dafl residuale Tumorzellen
nach der (unvollstindigen) Reinigung autologen
Knochenmarks und dessen Reinfusion an einem
spaten Rezidiv beteiligt sind. Eine 2. ebenfalls auf
hdmatopoetische Stammzellen abzielende Mafinah-
me ist die Einfithrung von Multidrug-resistance-
Genen (MDR-Genen), die die deletiren Auswir-
kungen vieler Chemotherapieregimes auf die kor-
puskuldren Blutbestandteile erheblich verringern
konnte. Die Hauptschwierigkeit bei diesen Thera-
pieverfahren liegt im effizienten Gentransfer in die
hamatopoetischen 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 Griinden der Handhabbarkeit und des besse-
ren Zugriffs wird in der Gentherapie fast aus-
schliellich mit cDNA, der von Introns befreiten
(gespleifiten), nur aus kodierenden Einheiten
(Exons) bestehenden DNA, gearbeitet. Die Grofle
der iblicherweise 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 Kapazitit
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 Immunogenitit erwartet
werden konnen.

2.3.2.2.2 Expressionskontrollelemente

Die Bedeutung der Expressionskontrollelemente
(EKE) fiir die erfolgreiche Anwendung der Genthe-
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rapie kann nicht geniigend betont werden. Die
Moglichkeit, Gene kontrolliert zu exprimieren und
damit Proteine kontrolliert zu synthetisieren, stellt
einen gewaltigen konzeptionellen Vorteil gegen-
iiber herkommlichen Verfahren dar. EKE sind fiir
die Expressionshohe eines Gens in Abhéngigkeit
vom transfizierten Zelltyp verantwortlich. Damit
besteht die Moglichkeit, die Transgenexpression
auf den Tumor zu beschridnken, selbst wenn mit
dem Gentransfer auch Normalzellen getroffen wur-
den.

Bei Sdugetieren wird die fiir ein Protein kodie-
rende DNA-Sequenz von der RNA-Polymerase II
transkribiert. Um aktiv zu werden, mufl 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 zusitzlich Einflufl auf
das Expressionsniveau des abgelesenen Gens. Bei
identischem Genotyp haben die Zellen des Kor-
pers teilweise sehr unterschiedliche Phénotypen,
ein Phinomen, was u. a. auch in Unterschieden im
Expressionsniveau der Gene begriindet liegt. Wel-
che Genloci in welchem Gewebe zu welchen Zeit-
punkten aktiv sind, hdngt von dem jeweiligen Set
an Transkriptionsfaktoren, iiber die ein Zelltyp
verfiigt, ab. Promotoren oder Enhancer werden fiir
ein bestimmtes Gewebe oder einen Zelltyp als ge-
webespezifisch bezeichnet, wenn dort ein so spezi-
fisches Set an Transkriptionsfaktoren existiert, dafl
die EKE nur oder vorzugsweise in diesem be-
stimmten Zelltyp aktiv sind und das nachgeschal-
tete Gen aktivieren. Es ist von entscheidender Be-
deutung fiir eine gentherapeutische Anwendung
dieses Prinzips, dafl ein gewebespezifischer Pro-
motor grundsitzlich ein heterologes Gen regulie-
ren kann, welches natiirlicherweise von einem an-
deren Promotor exprimiert wird. Die EKE vieler
Gene sind heute gut charakterisiert, und fiir die
meisten Gewebe sind auch mehr oder weniger ge-
webespezifische Promotoren bzw. Enhancer identi-
fiziert worden. Da sich Tumorzellen in ihrem Phi-
notyp erheblich von den sie umgebenden Zellen
unterscheiden, also Unterschiede in der Transkrip-
tionsregulation vorliegen miissen, ist das Reservoir
an tumorzellspezifischen EKE potentiell sehr grof3.
Bisher wurden die EKE von 3 verschiedenen Gen-
klassen fiir den gentherapeutischen Einsatz in Be-
tracht gezogen:

Promotoren von Genprodukten, die z. B. als Tu-

mormarker in der Onkologie Bedeutung haben

[a-Fetoprotein (AFP, Hepatozellulares Karzi-

nom), Karzinoembryonales Antigen (CEA, Ko-

lonkarzinom)]

Onkogenpromotoren (erbB2, Mammakarzinom)
Promotoren mit einer Spezifitdt fiir 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 Verpackungskapazitit vieler viraler
Vektoren ist man daran interessiert, die eingesetz-
ten EKE moglichst kurz zu halten. Wéhrend sich
bei vielen Promotoren regulatorische Elemente
noch 15 kbp 5 vom Startkodon befinden, sind
gentherapeutisch eingesetzte EKE selten langer als
5 kbp. Um trotzdem ein hohes Mafl an Expressi-
onsstirke und Spezifitit aufrechtzuerhalten, muf}
man in transienten Transfektionsexperimenten von
Plasmiden mit geeigneten Reportergenen unter der
Kontrolle der zu testenden EKE sorgfiltig priifen,
in welchem Ausmafl Sequenzen deletiert und wie
regulatorische Elemente kombiniert werden koén-
nen, um trotz notwendiger Verkiirzungen mog-
lichst geringe Einbuflen an Wirkung zu haben. Ge-
gebenenfalls kénnen auch die Kernbereiche star-
ker, aber ubiquitdr wirksamer viraler Promotoren
mit gewebespezifischen Enhancer-Elementen ver-
bunden werden, was einen Kompromif§ aus Effizi-
enz und Spezifitdt darstellen kann. Das Ausmafl an
notwendiger Spezifitdt hingt letztlich vom gewdhl-
ten Therapieverfahren ab. Wihrend 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-
cherheitsgriinden auf Dauer unverzichtbar.

Wenn in der transienten Transfektion von Ziel-
zellen eine gute Spezifitit und Effizienz eines un-
tersuchten EKE gezeigt wurde, ist der nichste
Schritt der Nachweis, daff 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,
da} der starke, ubiquitdr aktive, retrovirale Pro-
motor (LTR) am 5'-Ende des Genoms die Regulati-
on des Transgens {ibernimmt und mit der Aktivi-
tidt des gewebespezifischen Promotors konkurriert
[Wu et al. 1996]. Daher bevorzugt man inzwischen
den Einbau des Transgens in Antisense-Orientie-
rung zur LTR. Eine andere Moglichkeit 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 Gewebespezifitit 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 unabhidngigen adenoviralen Vektoren de-
monstriert [Hersh et al. 1995]. Der natiirliche Tro-
pismus von Adenoviren fiir einen bestimmten Zell-
typ konnte dadurch potenziert werden, daf} das
therapeutische Gen von einem Promotor gesteuert
wurde, der wiederum vom Genprodukt des koap-
plizierten 2. Vektors abhingig war.

Adeno-assoziierte Viren scheinen fiir 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 fiir den AFP-Promotor [Su et
al. 1996] und die B-Globingen-LCR (LCR: locus
control region) [Zhou et al. 1996] im AAV-Kontext
beschrieben worden. Es ist zum jetzigen Zeitpunkt
noch unklar, in welchem Maf§ AAV ins Genom in-
tegrieren oder aber stabil episomal vorliegen. Fiir
zytotoxische Krebsgentherapien, die eine spezifi-
sche Expression erfordern, die nicht lang anhalten
muf3, wire mit Blick auf die gewebespezifische Ex-
pression ein episomaler Status vorteilhaft, da dann
keine Positionseffekte (s. unten) auftreten. Einer
der internen (im Vektor gewohnlich deletierten)
Promotoren der Wildtyp-AAV (rep-p5) scheint
selbst eine gewisse Gewebespezifitit fiir Bronchial-
epithel und nicht-lymphatische Milzzellen zu ha-
ben [Flotte u. Carter 1995], eine Eigenschaft, die
sich gentherapeutisch nutzen liefe. Einige Ergeb-
nisse zur Expressionsregulation bei Herpes-sim-
plex-Viren werden im Kapitel {iber diese Vektoren
vorgestellt.

2.3.2.2.2.2 Gewebespezifische Langzeitexpression

Wihrend fiir 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 nichttumordser Erkrankun-
gen, eine Langzeitexpression notwendig. Diese
kann durch den Einsatz von Sequenzen, die eine
autonome Replikation von transferierten Plasmi-
den in den Zielzellen ermdglichen, 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 iiber die
stabile Integration des Gens in das Wirtszellgenom
(s. unten). Es hat sich aber gezeigt, daf} sowohl die
Erhaltung der Spezifitit als auch die Wahrung ei-
ner addquaten 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 Mdusen, bei denen der Ausprigungsgrad,
mit dem ein Phinotyp 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 Erklirungen fiir dieses Phi-
nomen. Eine, die vielleicht gentherapeutische Rele-
vanz erlangen konnte, ist die fehlende Abschir-
mung der transferierten Transkriptionseinheit ge-
geniiber dem benachbarten Chromatin. So gibt es
einige Evidenz fiir natiirlicherweise im Sdugetier-
genom auftretende sog. Matrix-attachment-sites
(MAR), die eine Art Schutz- und Begrenzungs-
funktion auszuiiben scheinen [Eissenberg u. Elgin
1991, Kas et al. 1993, Kries et al. 1991]. Von sol-
chen strukturellen Begrenzungselementen konnte
durchaus eine Funktionsfdhigkeit in einer breiten
Palette von Geweben erwartet werden, und es
sollte keinen iibermifligen technischen Aufwand
darstellen, solche MAR an beiden Seiten einer Ex-
pressionskassette zu plazieren und so eine positi-
onsunabhidngige Expression zu erlangen. Eine 2.
gentherapeutisch relevante Erklirung fiir die Un-
einheitlichkeit im Auftreten von Positionseffekten
besteht in der Uberlegung, dafl unter den geteste-
ten Enhancer-Elementen durchaus solche zu fin-
den sind, die bei einer Integration in das Genom
ihre Gewebespezifitit bewahren, daf3 aber die her-
kémmlichen Testmethoden gewéhnlich nicht ge-
eignet sind, solche Elemente reproduzierbar her-
auszufiltern. Tatsdchlich sind inzwischen mehrere
Enhancer-dhnliche 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 Gewebespezifitdt
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im Verbund mit homologen Promotoren und kon-
nen ohne Funktionsverlust mit heterologen Genen
kombiniert werden.

2.3.2.2.2.3 Regulierbare Expression

Wihrend bei der gentherapeutischen Behandlung
von Krebs die Gewebespezifitit im Vordergrund
steht, kommt bei Marker- und supportiven Studien
und bei der Therapie nichttumordser Erkrankun-
gen der absoluten Hohe der Genexpression eine
besondere Bedeutung zu. Bei der Therapie mono-
genetisch vererbter Erkrankungen beispielsweise
muf} gewihrleistet sein, dafy das Expressionsniveau
des substituierten Gens dem physiologischen mog-
lichst nahe kommt. Zu niedrige Konzentrationen
des Expressionsprodukts fithren zum Wirkungs-
verlust, zu hohe Konzentrationen kénnen toxisch
sein. Eine Moglichkeit, Einfluf} auf das Expressi-
onsniveau eines Transgens zu nehmen, wenn auch
auf Kosten der Gewebespezifitdt, 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 primidr 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,
dal er an seine Bindungsstelle 5 vom Transgen
bindet und dieses aktiviert wird. Da dieses System
stufenweise regulierbar ist, wire ein gentherapeuti-
scher Einsatz dort vorstellbar, wo zumindest vor-
tibergehend fein abgestimmte Expressionsniveaus
gefordert sind. Auch eine Expressionskontrolle
tiber Steroidhormon-responsive Elemente scheint
in vitro und in vivo méglich 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 abhingt,
Aspekte der Feinregulation und Sicherheitsbediirf-
nisse im Vordergrund des Interesses stehen wer-
den.

2.3.2.3 Stabilitat des Transkripts

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

dafl 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 Empfingerzelle
auch so funktioniert, wie vorgesehen. Daher ist
ein gentherapeutischer Einsatz immer nur nach
empirischer Testung der hypothetischen Funktion
in der Zellkultur und im Tierexperiment mdoglich.
Dies wird besonders deutlich bei der Testung der
Transkriptstabilitdt, bei der die Menge der experi-
mentellen Daten so begrenzt ist, dafl wenig theore-
tische Rahmenbedingungen gesetzt werden kon-
nen. Weitgehende Einigkeit besteht darin, daf§ ein
Poly-A-Schwanz am 3'-Ende der meisten eukaryo-
tischen mRNAs deren Stabilitdt erh6ht und daher
in die Expressionskassette mit aufgenommen wer-
den sollte. Moglicherweise spielen auch Introns,
die wihrend der Konversion des primdren Tran-
skripts zur mRNA entfernt werden (Spleiflen), so-
wie auch die Ereignisse des Spleiflens selbst fiir
die Stabilitit des Transkripts eine Rolle [Collis et
al. 1990, Dillon 1993]. Wegen der Kapazititsbe-
grenzung der meisten Vektoren (s. unten) konnen
nicht sdmtliche 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, daf} nicht alle Introns
gleichermaflen wirksam sind [Palmiter et al. 1991].

2.3.3 Vektor

Obwohl sich verschiedene Korpergewebe in ihrer
Zugdnglichkeit fiir unterschiedliche Pharmakapra-
parationen durchaus unterscheiden, stellen das Her-
ankommen eines Medikaments an seinen Wirkort
und die Aufnahme in die Zelle in der modernen
Pharmakologie héufig losbare Probleme dar und
sind nicht mehr der Hauptgegenstand therapeuti-
scher Uberlegungen. 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 aulerdem 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 iiberneh-
men: Eine méoglichst effiziente Aufnahme durch
die Tumorzelle und die Gewihrleistung, daf3 das
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Tabelle 2.3.1. Eigenschaften gentherapeutischer Vektoren und Eignung fiir Krebsgentherapie

Vektor

Retroviren
Adenoviren
AAV

HSV
Vakziniaviren
Direkte DNA-
Injektion
Partikelbom-
bardement
Kationische
Liposomen
Rezeptor-
vermittelter
Gentransfer
Adenovirus-
bestandteile
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Inaktivierte
Sendai-Viren

Transfereffizi-
enz in vitro

++
+++
++

+++
+++

++

++

++

+++

++

Transfereffizi-
enz in vivo

+1
+++
++

++

++

Expressions-
niveau

+++
++

+++
+++

Expressions-
dauer

+++
+1
+++
++

Spezifitat fiir
Tumoren

++ 7
+1
+1
+
+
+

+++

+++

Sicherheit

-
++ 1
++ 1
+1

1

+++
+++

+++

+++

++

++

Ausprigungsgrad: + gering, ++ mittel, +++ hoch, T weist auf zu erwartende Verbesserungen hin

Zytotoxische
Therapie

+1

+++ 1
+1
+++
++

+

+-++

++

++

Immuntherapie Immuntherapie Marker/Sup-

ex vivo

++
++ 1
++

+++

++

++

++

++

in vivo

++ 1
++

+++
+++

++
+++

++

++

portive Thera-
pien ex vivo

+++
+1
+++
+

+

+
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Gen zunichst ins Zytosol und dann in den Zellkern
gelangt. Die Entwicklung von Vektoren fiir einen ef-
fizienten Gentransfer stellt die z. Z. gréfiten Anfor-
derungen an die gentherapeutische Forschung dar.
Die verwendeten Vektoren haben durchweg makro-
molekulare bis subzellulare Grofle und koénnen
schon daher nicht nach herkdmmlichen pharmako-
kinetischen Gesichtspunkten beurteilt werden.
Wihrend in der Frithphase der gentherapeutischen
Bemiithungen im wesentlichen auf geringfiigig mo-
difizierte natiirliche Vektoren zuriickgegriffen wur-
de, bzw. In-vitro-Transfektionsmethoden empirisch
auf ihre In-vivo-Anwendung getestet wurden, um
die prinzipielle Moglichkeit eines Gentransfers mit
der Expression eines Transgens zu zeigen, hat man
sich in den letzten Jahren verstdrkt bemiiht, den ge-
stiegenen Anspriichen an die Gentherapie durch
eine immer ausgefeiltere Modifikation der Vektor-
struktur Rechnung zu tragen. Ubersichtsartikel 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 gegenwirtigen
Zeitpunkt die Unterscheidung in virale und nicht-
virale Methoden noch sinnvoll. Bei nicht-viralen
Verfahren besteht kein Risiko der Entstehung re-
kombinanter infektioser Partikel. Im Vergleich zu
manchen viralen Vektoren ist aulerdem die Gefahr
der insertionellen Mutagenese geringer. Diese Vor-
teile bleiben sicher bis auf weiteres der wesentliche
Pluspunkt von nicht-viralen gegeniiber viralen The-
rapien. Zwei weitere Vorteile, ndmlich die bessere
Herstellbarkeit und Handhabung sowie die hohe
DNA-Aufnahmekapazitit, konnten 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 hdufig angewand-
tes Transfektionsverfahren ist die Elektroporation
[Chu et al. 1987]. In Suspension befindliche Zellen
werden einem Spannungsfeld ausgesetzt. Durch

kurzzeitig entstehende Offnungen in der Plasma-
membran kann Plasmid-DNA in die Zellen gelan-
gen. Nach Optimierung der verschiedenen Parame-
ter in Abhdngigkeit von der jeweiligen Zellinie kon-
nen transiente Transfektionsraten bis 90% erreicht
werden [Ledley 1995]. Uber stabile Transfektionsra-
ten hamatopoetischer Vorlduferzellen von bis zu
4,5% wurde berichtet [Matthews et al. 1995].

Ein weiteres, ebenfalls nur fiir 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. hdmatopoe-
tische Stammzellen) signifikant zu erhéhen 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 fiir eine In-vivo-An-
wendung geeignet wiren, 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 zunichst 1-
3 um grofle 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
lymphozytiren Zellen sowie primiren 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 durchgefithrt [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 Fillen 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 pm (Leber),
[Williams et al. 1991]. Kiirzlich wurde iiber Ein-
dringtiefen von 30-50 Zellschichten berichtet
[Yang u. Sun 1995]. Von seiten der Therapieeffizi-
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enz konnten Verzogerungen im Tumorwachstum
durch den Zytokingentransfer festgestellt werden
[Yang u. Sun 1995]. Der Transfer von mRNA
scheint ebenfalls sowohl in vitro als auch in vivo
moglich zu sein [Qiu et al. 1996].

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

Uberraschend 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 hoher als bei Re-
troviren und mit etwa 10% an blaugefirbten Zel-
len im Gewebeschnitt mit Adenoviren vergleich-
bar. Fiir die meisten anderen Gewebe sind derart
hohe Transferraten nicht gefunden worden [Ledley
1995]. Der Aufnahmemechanismus der DNA in die
Zelle ist nicht bekannt.

Fir die zytotoxische Behandlung der meisten
soliden Tumoren ist die Transfereffizienz der phy-
sikalischen Verfahren zu niedrig. Eine Behandlung
breitflichiger Hautlymphome mit Partikelbombar-
dement wiére evtl. in Betracht zu ziehen. Dazu
miifiten aber die Transfereffizienz und die Ein-
dringtiefe noch eingehender evaluiert werden.
Eine Anwendung sowohl fiir Partikelbombarde-
ment und Jetinjektion als auch fiir das einfache
und kostengiinstige Verfahren der direkten DNA-
Injektion konnte 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 Auslosen einer
Immunantwort ausreichen konnen. Auflerdem las-
sen sich mit diesen Verfahren auch Zellen transfi-
zieren, die, z. B. wegen fehlender Rezeptoren, vira-
len Verfahren nicht zugénglich sind.

2.3.3.1.2 Chemische Methoden

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

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

die Kalzium-Phosphat-Koprizipitation [Graham u.
van der Eb 1973, Wigler et al. 1977], wurde bereits
in den frithen 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 gréflerem
Maf eingesetzt.

2.3.3.1.2.2 Kationische Liposomen

Die in der Gentherapie am hiufigsten 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 Phosphatriick-
grads der Doppelhelix), kationischer Lipide (posi-
tiv) und der Zelloberfliche (insgesamt negativ).
Zum Einsatz kommen monokationische Lipide,
wie DOTMA, aber auch Weiterentwicklungen mit
hoherer Transfektionseffizienz, wie DOSPA, wel-
ches wegen einer Spermidinkopfgruppe mehrere
positive Ladungen trdgt. Weiterhin werden auch
weniger toxische, fiir 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
wiéssriger Losung unter Ultraschallbehandlung
Doppelschichtmizellen, lassen sich durch Ultrazen-
trifugation in homogene Fraktionen gleicher Parti-
kelgrofle auftrennen und konnen durch einfache
Inkubation mit DNA beladen werden. Auf diese
Weise wird der DNA einerseits Schutz vor mecha-
nischen und enzymatischen Einfliissen gegeben,
andererseits durch die ladungsvermittelte Bindung
ein Kontakt mit der Zelloberfliche hergestellt. Es
ist noch nicht ganz geklirt, welcher Mechanismus
die effiziente Abgabe der Nukleinsduren ins Zyto-
sol ermdoglicht, 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
linger (9 Wochen, Zhu et al. [1993]) angegeben.
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Fir Liposomen sind die wohl ausfiihrlichsten
pharmakokinetischen Studien unter den Gentrans-
fersystemen durchgefithrt 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 erwiinscht ist, wie bei
Tumorvakzinierungen, konnen 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 Féllen werden die Lipo-
somen direkt intratumoral appliziert. Wahrend ein
weitgehender Konsensus existiert, daf3 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 dartiber, ob Liposomen auch fiir die zytotoxi-
sche Gentherapie geeignet sind. Je nach Applikati-
onsart kann die Transfereffizienz beachtlich sein.
Die Applikation eines DC-chol-DOPE-Aerosols
und dem B-Galaktosidase-Reportergen bei Mausen
zeigt eine Blaufdrbung (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 Médusen resultierte in ei-
ner sehr guten Gewebsverteilung mit zumindest
ausschnittsweiser Transfereffizienz von Lungen-
und Milzgewebe von iiber 50% [Zhu et al. 1993],
was fiir eine gute Extravasionsfihigkeit der Lipo-
somen spricht. Gute Ansprechraten von Primértu-
mor und Lungenmetastasen bei Miusen 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 Ndhe 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 Pra-
parationen fiir die zytotoxische Gentherapie beur-
teilen kann.

Die bisher klinisch eingesetzten Liposomen
konnen 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 Toxizitdten festgestellt werden. Es

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

Eine Komplexierung der DNA mit dem Kern-
protein HMG; vor der Integration in spezielle Li-
posomenpriparationen fithrt zu einer Erhéhung
der Gentransfereffizienz in vitro und in vivo [Ka-
neda et al. 1989b]. HMG;, (high mobility group an-
tigen) ist ein Nicht-Histon-Kernprotein, das DNA
an seiner Oberfliche zu binden vermag und dar-
iiber hinaus den Kerntransport des DNA-Protein-
Komplexes zu unterstiitzen scheint. HMG; sorgt
vermutlich fiir einen verbesserten Transport der
DNA in den Zellkern und eine hohere Stabilitit.
HMG-vermittelter Gentransfer ist auch ohne Ver-
wendung von Liposomen moglich, wobei die
Transfereffizienz in vitro an die der Kalzium-Phos-
phat-Koprézipitation heranreichen kann [Boettger
et al. 1988]. Die In-vivo-Anwendung ist schwierig,
aber moglich [Arnold u. Boettger, pers. Mittei-
lung].

Der mit anionischen oder neutralen Liposomen-
praparationen erreichte Gentransfer liegt niedriger
als der mit kationischen Liposomenmischungen
mogliche 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 {iber 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 Mdoglichkeit, die Spezifitit der The-
rapie zu erh6hen. Es sind eine Reihe mehr oder
weniger tumorspezifischer Antigene bekannt, de-
ren Liganden potentiell fiir gentherapeutische
Zwecke einsetzbar sind. Es ist vorstellbar, die
Oberfliche 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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fithrt 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 sorgfiltige Reinigung der Polylysin-Asialogly-
koproteinrezeptor-Konjugate ist wichtig, ebenso
wie die Ermittlung des optimalen Verhiltnisses
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 angefiihrten Beispiel zu ei-
ner Aufnahme von 85% der i.v. verabreichten DNA
in die Leber fithrte [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 Hohe des Transfers in
Leberparenchymzellen war ausreichend, um im
hypercholesterindimischen =~ 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 Grofiteil
durch lysosomale Nukleasen abgebaut. Eine Mog-
lichkeit, dies zu verhindern, ist die Integration at-
tenuierter Adenoviren in den Gentransfervektor.
Humane Adenoviren gelangen iiber die Rezeptor-
vermittelte Endozytose in die Zelle. Sie sind in der
Lage, bei einer Korpertemperatur von 37°C und
einem sauren pH von 5,5-6,0, bevor eine weitere
Ansduerung 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 erhéht werden [Cristiano
et al. 1993, Curiel et al. 1992, Wagner et al. 1992a].
Zur Herstellung der inaktivierten Adenoviren wer-
den diese zunédchst mit Psoralen inkubiert und an-
schliefend mit UV bestrahlt. Das in das Viruskap-
sid eingedrungene Psoralen fithrt nach UV-Akti-

vierung zur kovalenten Verkniipfung viraler DNA-
Doppelstrange, wodurch die Moglichkeit zur Tran-
skription aufgehoben wird. Anschlieflend werden
die inaktivierten Adenoviren chemisch oder Anti-
korper-vermittelt an den Rezeptor-Polylysin-DNA-
Komplex gebunden. Die Gentransferraten kdnnen
in vitro bis zu 100% betragen. In vivo scheint die
Gentransfereffizienz allerdings geringer zu sein.
Um das System zu vereinfachen und die Grof3e des
Vektors zu vermindern, wird vielfach versucht, die
einzelnen viralen Proteine bzw. Peptide zu charak-
terisieren, fiir die endosomolytische Eigenschaften
demonstriert wurden. Ein solches Peptid ist das
fusogene Influenzavirusmembranglykoprotein,
Hémagglutinin 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 Maf3 [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 Ansduerung des Endosoms
gehemmt und die Stabilitit der DNA erhoht wer-
den.

2.3.3.1.3.3 Inaktivierte Sendai-Viren
im Gentransfervektor

Eine Moglichkeit, trotz der Rezeptor-vermittelten
Aufnahme die Degradation der DNA im Endosom
zu vermeiden, ist die Umgehung des endosomalen
Aufnahmewegs. Das nicht-humanpathogene Sendai-
Virus [Hdmagglutinierendes Virus aus Japan (HV])]
bindet iiber Glykoproteinspikes an die Oberfldche
der Wirtszelle, fusioniert mit der Zellmembran
und entldflt, unter Umgehung des endosomalen
Wegs, seine Inhaltsstoffe direkt in das Wirtszellzyto-
plasma [Kaneda et al. 1989a]. Bei der Konstruktion
von Sendai-Vektoren werden zunidchst DNA-HMG;-
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-HMG;-Liposomen-Suspension werden an-
schlieend UV-inaktivierte Sendai-Viren zugesetzt.
Mehrere Viren binden gleichzeitig ein Liposom.
Mit Sendai-Komplexen 1483t 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 Gefiflendothelien
[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 Uberblick

Keines der 3 beschriebenen kombinierten Gen-
transfersysteme wurde bisher in vivo zur Krebs-
gentherapie eingesetzt. Aufgrund der transienten
Natur der Genexpression kommt eine Verwendung
fiir Marker- und protektive Studien nicht in Be-
tracht. Die Stirke der Rezeptor-vermittelten Ver-
fahren liegt bei den zytotoxischen Therapieansit-
zen und ganz besonders bei dem regionalen, z. B.
intraarteriellen, Zugang, denn hier koénnen die
Vorteile eines Targeting-Mechanismus mit fehlen-
der Immunogenitit und der Moglichkeit wieder-
holter Applizierbarkeit verbunden werden. Neben
der Wahl geeigneter Tumorantigenliganden wird
sicher die Partikelgrofle der Kompositvektoren
eine wichtige Rolle spielen. Es ist zu erwarten, daf}
in Abhingigkeit von der Partikelgr6fle #dhnliche
Schwierigkeiten bei der Penetration in das Tumor-
gewebe auftreten werden, wie sie fiir die Vertei-
lung von tumorspezifischen Antikérpern bekannt
sind. Unter Sicherheitsaspekten betrachtet, fehlen
den Kompositsystemen weitgehend die typisch vi-
ralen Risiken, wie die Entstehung replikationsféhi-
ger Wildtypviren oder insertionelle Mutagenese.
Geringere Abwehrreaktionen des Korpers als bei
viralen Vektoren sind zu erwarten. Allerdings sind
bei der Verwendung hoherer Dosen auch inakti-
vierter Adenoviren entziindliche Reaktionen be-
schrieben worden, die denen vitaler Viren entspra-
chen und nicht auf die Expression viraler oder
therapeutischer ~Gene zuriickzufithren waren
[McCoy et al. 1995].

2.3.3.1.4 Bakterielle Systeme

Kiirzlich wurde ein auf Clostridien gestiitzter 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

Fiir einen In-vivo-Gentransfer mit Langzeitexpres-
sion des Transgens miissen folgende 5 Kriterien
berticksichtigt werden:

Stabilitdt des Vektors im eingebrachten Korper-

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 erfiillen. Das eigentliche Ziel
eines Wildtypvirus besteht aber nicht im blof3en
Gentransfer, sondern in der Vermehrung durch la-
tente oder lytische Infektion. Auflerdem hat der
Wirtsorganismus im Laufe der Evolution Abwehr-
mafinahmen auf verschiedenen der oben genann-
ten Ebenen entwickelt. Deshalb ist es nicht ver-
wunderlich, dafl 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 gefiihrt, die einen nebenwir-
kungsarmen, effizienten Gentransfer moglich ma-
chen und zur Initiierung von iiber 100 klinischen
Gentherapiestudien mit viralen Vektoren gefiihrt
haben.

Generell ist man aus Griinden der Kapazitit,
Toxizitdt und Immunogenitdt bestrebt, neben dem
Transgen moglichst wenig virale Gene im Trans-
fervektor zu behalten. Dies 14f3t sich erreichen, in-
dem die aus dem Transfervektor ausgelagerten Ge-
ne von Helferviren, von einer eigens dafiir 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 Spezifitit des Gentransfers hingen, ab-
gesehen von der natiirlichen Transduktionseffizi-
enz der Viren, auch von der erreichbaren Konzen-
tration viraler Suspensionen und von den Moglich-
keiten der Oberflichenmodifikation 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. Weiterfiih-
rende Literatur zum Aufbau und Lebenszyklus der
besprochenen Viren findet sich bei Fields [1990].
Auf Ubersichtsarbeiten 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 durchgefiihrten klinischen Studien verwen-
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det [Herrmann 1996]. Sie zeichnen sich vor ande-
ren Vektorsystemen dadurch aus, daf} sie sowohl
eine recht gute In-vitro-Transfereffizienz flir ein
weites Spektrum proliferierender Zellinien besitzen
als auch in das Wirtszellgenom integrieren und
damit eine Langzeitexpression des Transgens er-
lauben. Neuere Ubersichtsartikel zum Thema unter
gentherapeutischen Gesichtspunkten sind von
Giinzburg 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-Leukdmie-Virus (MoMuLV) das Virus fiir
die Entwicklung der gentherapeutischen Stan-
dardvektoren stellen
Lentivirinae, die mit HIV 1 und HIV 2 als Erre-
ger von Aids und jlingst in stark modifizierter
Form auch fiir gentherapeutische Zwecke Bedeu-
tung haben
Spumavirinae oder Foamy viruses, die kiirzlich
erstmalig fiir einen gentherapeutischen Einsatz
evaluiert wurden.

Die genaue Kenntnis der viralen Struktur und des
Lebenszyklus dieser Wildtypviren hat die Entwick-
lung gentherapeutischer Vektoren erméglicht und
ist nach wie vor nétig, um Verbesserungen der
Vektoren zu erreichen. Das Retrovirus ist behiillt
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 benétigten 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 auflen an das Kapsid angrenzende Ma-
trixproteinschicht stellt die Verbindung zur Hiille
her, die von der Plasmamembran der letzten
Wirtszelle abgeleitet ist und aus einem in etwa ku-
gelférmigen Phospholipidbilayer besteht. In der
Hiille befinden sich auflerdem viral kodierte Gly-
koproteine (env), die in Abhingigkeit vom Wirts-
spektrum der Viren eine Bindung an Rezeptoren
der Zelloberfliche vermitteln und die Fusion der
Virushiille mit der Zellmembran Kkatalysieren.
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 doppelstringige
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 fiir die erfolgreiche Fort-
fithrung des viralen Lebenszyklus erforderlich. Die
Integration des Provirus in das Genom erfolgt zu-
tallig, moglicherweise mit einer leichten Hiufung
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 fiir die Kernproteine,
pol fiir die Reverse Transkriptase und Integrase
sowie env fiir verschiedene Glykoproteine der
Hiille. Aus Full-length-Transkriptionsprodukten
werden gag- und gag-pol-Polyproteine translatiert,
aus einem kleineren gespleifiten Transkript ent-
steht env. Ein weiteres Full-length-Transkript wird
als genomische RNA verpackt. Die genomische
RNA bindet tiber ihre 5 gelegene Verpackungsse-
quenz (Psi) an das gag-Polyprotein, wéihrend die
gag- und gag-pol-Polyproteine oligomerisieren.
Die gebildeten Komplexe verlassen die Zelle iiber
einen als Budding bezeichneten Prozefl, bei dem
das Kapsid von Bereichen der Plasmamembran, in
die sich virale Hiillproteine eingelagert haben, um-
schlossen wird. Infektiositdt erreichen die Viren
dann durch Protease-vermitteltes Schneiden der
gag-und gag-env-Polyproteine in ihre einzelnen
Bestandteile. Dieser gesamte Prozef§ der Viruspro-
duktion scheint die Wirtszelle nicht zu beeintréch-
tigen.

2.3.3.2.1.2 Rekombinante Retroviren

Da Viren sich nur in Zellen vermehren konnen,
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, daf} zunichst 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
ndchsten Schritt wird ein retrovirales Plasmid
transfiziert, bei welchem gag, pol und env durch
das Transgen ersetzt wurden und das aufgrund
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Verpackungszellinie

Transfektion

Produzentenzelle

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 fiihrt zur Produktion leerer
Viruspartikel, da die retrovirale mRNA (fehlende Verpak-
kungssequenz Psi) nicht verpackt werden kann. Die Trans-

seiner erhaltenen Verpackungssignalsequenz von
den leeren Viruspartikeln gebunden werden kann.
Die VPC geben nun Viren in den Zellkulturiiber-
stand ab, die eine Zielzelle 1malig infizieren kon-
nen und auch zur Integration ins Wirtszellgenom
mit Expression eines Transgens befihigt sind, aber
keine neuen Virusstrukturelemente aufbauen kén-
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fektion der Verpackungszellinie mit einem retroviralen, das
Transgen tragenden Plasmid fithrt zu dessen stabiler Inte-
gration. Aufgrund des vorhandenen Verpackungssignals
kann die gebildete RNA in die Virushiillen verpackt werden.
Damit werden Transgen-tragende, replikationsdefiziente Vi-
ruspartikel gebildet

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 fiir eine
korrekte reverse Transkription und Integration von
Bedeutung sind. Die Aufnahmekapazitit fiir
Fremd-DNA betrédgt dann bis zu 8 kb, was, je nach
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Gengrofle, 1-3 Transgenen entspricht. Die Aufnah-
me eines (Antibiotikum)-Resistenzgens neben dem
eigentlichen Transgen eroffnet die Mdoglichkeit ei-
ner In-vitro-Selektion einer Zielzellkultur und ei-
ner Anreicherung transduzierter Zellen. Die Ex-
pression kann von einem einzelnen Promotor, ge-
wohnlich der 5-LTR, gesteuert werden. Entweder
wird durch entsprechendes Plazieren von Spleif3-
Donor- und Akzeptor-sites ein Transkript aus ei-
nem langen Transkript gespleifit 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 fiir ein Fusionsprotein kodiert. Alter-
nativ kénnen 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 ermdglichen
scheint. Neben diesen Standardvektoren sind noch
Spezialfdlle 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 fiihrt und da-
mit die unbeeinflufite Expression eines Transgens
durch einen internen, z.B. gewebespezifischen,
Promotor (s. oben) ermdglicht [Yu et al. 1986].
Umgekehrt kann man die Expression eines Trans-
gens in einer Zielzelle durch die Verdoppelung ei-
ner Expressionskassette erh6hen, indem man diese
in die 3'-LTR des Vektors einfiithrt 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 Grofle zu héher-
konzentrierten Virussuspensionen zu fithren schei-
nen und bei denen keine Gefahr der Promotorin-
terferenz besteht.

2.3.3.2.1.3 Sicherheitsaspekte
Die grofiten 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. Tatsdchlich wurde
die Entstehung aggressiver T-Zell-Lymphome in 3
von 5 Primaten dokumentiert, die hdmatopoeti-
sche Stammzellen erhalten hatten, welche mit
RCR-positiven Virusproben kontaminiert waren
[Donahue et al. 1992].

Die ersten Verpackungszellinien fiir Vektoren,
die vom Moloney-Maus-Leukdmie-Virus (Mo-

MulLV) 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 geniigt, um ein komplettes und ver-
packbares Virusgenom zu generieren, entstehen in
solchen VPC relativ hdufig replikationsfihige 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 Abhidngigkeit von der Homologie der beiden
Transkripte kann bei der reversen Transkription in
der Zielzelle eine homologe Rekombination statt-
finden. Man ist daher bemiiht, die Homologie zwi-
schen Vektor- und Helfergenom so gering wie
moglich zu halten [Martinez u. Dornburg 1996].
Verpackungszellinien der 2. und 3. Generation
wurden in den letzten Jahren auflerdem so kon-
struiert, daf} die Zahl der nétigen rekombinatori-
schen Ereignisse auf 2 bzw. 3 erhoht wird, ehe
sich Wildtypviren entwickeln koénnen. Die der 2.
Generation zugehorige 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, daf3 2 rekombinatorische Ereignisse nur mit
duflerst geringer Frequenz auftreten und PA317,
die wohl populdrste unter den Verpackungszelli-
nien, wurde fiir 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 fiir 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 nétig. Auch die Spezieszugehorigkeit
der Verpackungszellinien (Maus) und der Zielzel-
len (z. B. Mensch) spielt eine Rolle. Einerseits kon-
nen selbst Drittgenerations-VPC endogene Mausvi-
rusgenome enthalten, verpacken und weitergeben,
andererseits gewdhrleistet die Inaktivierung von
Mausviren durch das humane Komplementsystem
einen gewissen Schutz.

Zusammenfassend ldfit sich sagen, daf} bei der
Arbeit mit replikationsinkompetenten Viren zwar
in zahlreichen Tierexperimenten und klinischen
Studien noch keine Tumorentstehung dokumen-
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tiert wurde, dafl aber aufgrund des grundsitzlich
bestehenden Risikos der insertionellen Mutagenese
und auch des erst kurzen Beobachtungszeitraums
gentherapeutisch behandelter Organismen eine
Optimierung der retroviralen Sicherheitsaspekte
angestrebt werden muf3, um diese in vieler Hin-
sicht idealen Vektoren auf lange Sicht konkurrenz-
fahig zu erhalten.

2.3.3.2.1.4 Effizienz des Gentransfers

2.3.3.2.1.4.1 Retroviraler Titer. Unter optimalen Be-
dingungen konnen die am weitesten verbreiteten
VPC 10°-10” infektiose Partikel/ml Zellkulturiiber-
stand (Titer) generieren [Russel 1991]. Die meisten
klinischen Studien sind aber mit Titern <10° durch-
gefiihrt worden. Der retrovirale Titer wird limitiert
durch die Rate, mit der infektigse Partikel von den
VPC abgegeben werden, und die Rate, mit der sie
ihre Infektiositét verlieren (t,;, ~ 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 Linge des Verpackungssignals und
der transgenen RNA oder der Promotorstirke der
Helferplasmide, abzuhingen scheint. Auflerdem
miissen extensive Subklonierungen durchgefiihrt
werden, um unter der Vielzahl stabil transfizierter
Zellen diejenigen zu ermitteln, bei denen beson-
ders hohe Titer zu erwarten sind. Grund fiir die ra-
pide Abnahme der Infektiositit der MoMuLV ist
vermutlich die Dissoziation der gp70SU-Hiillpro-
teine, und diese erschwert auch die Zentrifugation
der Viren zum Zweck der Anreicherung. Durch
das sog. Pseudotyping, den Austausch der empfind-
lichen MoMuLV-Hiillproteine durch robustere des
vesikuldren Stomatitisvirus (VSV) war es moglich,
durch Ultrazentrifugation Titer von mehr als 10° in-
fektiosen 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. Fiir 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 durchgefiihrten 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 Sdugerzellen infizieren
kénnen. Der hauptsichliche Nachteil fiir die In-vi-
tro-Anwendung besteht darin, daff manche Ziel-

zelllinien wenig oder gar nicht proliferieren und
entsprechend schlecht von MoMulV infiziert wer-
den konnen. Neben einer Modifikation der Viren
(s. unten) versucht man, z. B. hdmatopoetische
Stammzellen durch Wachstumsfaktoren zur Proli-
feration zu bringen, ohne sie zugleich differenzie-
ren zu lassen, damit ihre Infizierbarkeit zu erhé-
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 préferentielle
Infektion proliferierender Zellen durch MoMuLV
ist auch fiir 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 fiir 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 iiberle-
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
Fahigkeit, 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. Kiirzlich ist ein
auf HIV basierender Vektor beschrieben worden,
der mit Titern bis 10> 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, konnten doch dhn-
liche Ansitze, 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 einschrinkt

125



126

K. Brand und M. Strauss

und schon zur Ablehnung eingereichter Studien-
protokolle gefiihrt hat, ist die Sensibilitit von
Mausretroviren gegeniiber humanem Komplement
[Welsh et al. 1975] bzw. von Maus-VPC gegeniiber
natiirlichen Antikorpern und Komplement [Rother
et al. 1995], was eine rasche Inaktivierung beim
Kontakt mit Serum nach sich zieht. Die Spezieszu-
gehorigkeit sowohl der Verpackungszellinie als
auch der viralen Strukturelemente scheint Einfluf}
auf das Ausmaf3 der Komplementinaktivierung zu
haben. Von HIV abgeleitete Vektoren sind z. B.
komplementresistent. Kiirzlich wurde eine humane
Verpackungszellinie vorgestellt, die weitgehend
komplementresistente MoMuLV generierte [Cosset
et al. 1995].

Ungeachtet aller Fortschritte auf molekularer
Ebene wird die Losung eines jedem Krebsthera-
peuten bekannten physiologischen Problems ver-
mutlich tiber die Zukunft jeder Art von zytotoxi-
scher Krebsgentherapie entscheiden: der Zugang
applizierter Vektoren zum Tumor. Angesichts der
Schwierigkeiten, die selbst die kleineren Antikor-
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 Spezifitdt des Gentransfers

Eine moglichst hohe Spezifitit des primiren Gen-
transfers mit einer Expression nur in den Zielzel-
len ist im Interesse der Sicherheit wiinschenswert.
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 Empfin-
gerorganismus. Bisher wurde in Tierexperimenten
und klinischen Studien hauptsichlich intratumoral
appliziert. Dieser Zugang ist aber nicht immer
moglich, weist erhebliche Mingel hinsichtlich ei-
ner homogenen Verteilung der Vektoren auf und
ist fiir die Behandlung multipler oder okkulter Me-
tastasen ungeeignet. Daher wurden in letzter Zeit
in Anlehnung an konventionelle chemotherapeuti-
sche Methoden hidufig auch regionale arterielle
und systemische vendse Zugangsweisen fiir ver-
schiedene virale und nicht-virale Vektoren ge-

wihlt. Besonders im Hinblick auf zukiinftige, we-
nig spezifische Applikationsmethoden ist es wich-
tig, einen moglichst spezifischen Effekt des Gen-
transfers auf molekularer Ebene zu gewéhrleisten.
Eine Moglichkeit besteht in der Regulation des
Transgens durch gewebespezifische Promotoren,
was zur Bildung toxischer Transgenprodukte nur
in den Zielzellen fiihrt, 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. Moglichkeit besteht in einer gezielten
Bindung und Infektion der Zielzellen. Das Spek-
trum infizierbarer Zellen wird durch die Interakti-
on zwischen den viralen Hiillproteinen und den
membranstindigen Rezeptoren der Zellen be-
stimmt. Ekotrope MoMuLV binden an den Amino-
sduretransporter, amphotrope an den Phosphat-
transporter und haben daher ein weites Spektrum.
HIV-Viren dagegen haben wegen ihrer priferen-
tiellen Bindung an den CD4-Rezeptor ein eher en-
ges Spektrum. Wenn die Rezeptoren der Zielzellen
bekannt sind, kann man die Retroviren so verin-
dern, daf} ein spezifisches Targeting moglich wird.
So kann der fiir die Rezeptorbindung verantwortli-
che N-terminale Bereich des MoMuLV-SU-Hiillpro-
teins gentechnisch durch heterologe Epitope er-
setzt werden, fiir 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
tiir 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 hdamatopoetische Stammzellen bzw. den He-
regulinrezeptor exprimierende Mammakarzinom-
zellen infizieren konnten. Eine andere Moglichkeit
besteht im Einsatz von SU-Hiillprotein-spezifi-
schen und Membranprotein-spezifischen Antikor-
pern, die, iiber eine Streptavidinbriicke 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 Anfingen der Gentherapie stellen rekom-
binante Retroviren die bevorzugten Vektoren fiir
einen In-vitro-Gentransfer in der Krebsgentherapie
dar. Sie infizieren eine Vielzahl von Sdugerzellen,
kénnen bis zu 8 kbp fremder Sequenzen transfe-
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rieren und wegen ihrer Integration ins Wirtszellge-
nom eine Langzeitexpression ermdglichen. Einem
entsprechenden krebstherapeutischen In-vivo-Ein-
satz standen bisher Nachteile, wie Komplementin-
aktivierung, ungeniigende Titer und mifige
Transduktionseffizienz, entgegen. Fiir jedes ein-
zelne dieser Probleme wurden bereits ausgezeich-
nete Losungen gefunden. Ein erfolgreicher Vektor
der Zukunft wird aber erst durch die Kombination
dieser Losungen entstehen.

2.3.3.2.2 Adenoviren

Adenovirale Vektoren haben gegeniiber anderen
Transfersystemen den Vorteil eines hocheffizienten
Gentransfers in vitro und v. a. auch in vivo. Daher
sind sie z. Z. die Vektoren der Wahl fiir alle zyto-
toxischen In-vivo-Krebsgentherapien. Fiir 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
fithren kann.

2.3.3.2.2.1 Aufbau und Lebenszyklus

Die humanen Adenoviren gehéren zum Genus der
Mastadenoviren. Die bisher bekannten 47 Seroty-
pen werden in die Untergruppen A-F eingeteilt.
Der Durchseuchungsgrad in der Bevolkerung er-
reicht 90%, wobei in der iiberwiegenden Zahl der
Fille Erkiltungskrankheiten oder inapparente In-
fektionsverldufe auftreten.

Die hiillenlosen 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 hilt 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 Zelloberfliche [Bai et al. 1994, Mathias
et al. 1994] werden die Adenoviren iiber 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 Uber-
tritt der Viren ins Zytosol ermdglicht. Das Virus
bindet nun an Kernporenkomplexe und entldfit
seine DNA in den Zellkern. Diese integriert nicht
ins Genom, sondern liegt im Zellkern episomal

vor. Die doppelstringige virale DNA hat eine Lin-
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 iiberlappende
Regionen, eine frithe und eine spite, einteilen. Die
meisten frithen Regionen werden etwa bis zum
Einsetzen der viralen Replikation transkribiert. Et-
wa 7 h nach der Infektion erfolgt das Umschalten
von der frithen auf die spite Genexpression. Die
6frithen Regionen E1A/B, E2A/B, E3 und E4 ha-
ben mit Ausnahme der E2A/B-Region eigene Pro-
motoren im Gegensatz zu den spiten Regionen
L1-5, die alle vom Major-late-Promotor (MLP) re-
guliert werden. Jede dieser Regionen besteht aus
einer Kassette von Genen, die fiir Polypeptide ver-
wandter Funktionen kodieren. Jede Region wird
zuerst als Full-length-RNA transkribiert und dann
in Einzel-RNAs gespleifit. In Ad 2, einem der best-
untersuchtesten Serotypen, sind bisher mehr als 30
unterschiedliche mature mRNAs identifiziert wor-
den. Die beiden El-Promotoren werden mit Hilfe
zellularer Transaktivatoren als erste aktiviert. Die
Gene der E1A- und B-Region kodieren fiir Pro-
teine, die entweder Transaktivatorfunktion fiir an-
dere virale Promotoren haben, die zellulare Pro-
teinsynthese hemmen oder mit Zellzyklus- und
Apoptoseproteinen assoziieren. Die E2-Regionen
kodieren fiir Proteine, die fiir die virale Replikati-
on relevant sind. Die verschiedenen Genprodukte
der E3-Region sorgen fiir eine Immuntoleranz des
Wirtsorganismus gegeniiber der infizierten Zelle.
Die E4-Region scheint fiir ein Abschalten der Gen-
expression der Wirtszelle verantwortlich zu sein
und die Expression von E2-Genen und Genen der
spiten Regionen zu erh6hen.

Etwa zu dem Zeitpunkt, an dem die Synthese
der viralen DNA beginnt, startet auch die Tran-
skription der Gene der spdten Region. Diese Gene
kodieren fiir 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 Verpackungskapazitit
des adenoviralen Genoms betrdgt nur 105% der
natiirlichen Lange. Daher hat man die zur Replika-
tion nicht essentielle E3-Region sowie die E1-Re-
gion aus dem Genom deletiert und damit Platz fiir
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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Abb. 2.3.2. Produktion adenoviraler Vektoren. Rekombinante
Adenoviren werden durch Kotransfektion eines tansgenen
Shuttle-Plasmids mit einem genomischen El-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

muf3 diese Funktion von einer Verpackungszellinie
(in trans) bereitgestellt werden (Abb. 2.3.2). Dazu
wurden menschliche embryonale Nierenzellkarzi-
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293-Verpackungszellinie bereitgestellt. Da die El-Region
nicht mit verpackt wird, sind die entstehenden Viren repli-
kationsdefizient. Die entstandenen Adenoviren werden zur
Transduktion von 293-Zellen verwendet, kénnen sich in die-
sen vermehren und werden schliefflich freigesetzt

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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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 zusétzlichen
Filllsequenz, die dieses Genom zu grofl fiir eine
Verpackung macht. Das 2. sog. Shuttle-Plasmid
(z. B. pAElsplA) trigt das Transgen, flankiert von
Sequenzen, die homolog zu Sequenzen sind, die
das Fiillgen im genomischen Plasmid flankieren
[McGrory et al. 1988]. In einem bestimmten Pro-
zentsatz von Fillen 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 hilt als die Fiillsequenz
des genomischen Plasmids und, nach Austausch
der beiden durch homologe Rekombination, das
resultierende Virusgenom die Verpackungskapazi-
tdt nicht tibersteigt.

2.3.3.2.2.3 Effizienz und Stabilitit des Gentransfers

2.3.3.2.2.3.1 Adenoviraler Titer. Adenoviren sind re-
lativ stabil und lassen sich gut reinigen und kon-
zentrieren. Ublicherweise infiziert man 293-Zellen
mit einer Multiplizitit der Infektion (MOI: Verhil-
tis von Viren zu Zelle) von MOI=10:1. Nach 2-3
Tagen kommt es zur Abrundung und Aufblihung
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 Zisiumchloridgradienten gereinigt. Die Vi-
ruskonzentration in den entstehenden Virusban-
den liegt, je nach Virus, zwischen 10° und 510"
infektiosen Partikeln/ml. Diese Banden konnen
ggf. noch weiter konzentriert werden, so dafl 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 fithrt, vermutlich wegen des Vor-
liegens multipler Kopien, zu einer auflerordentlich
hohen Expression des Transgens. Bei einer zu ho-
hen MOI muf3 allerdings mit einer erheblichen To-
xizitdt gerechnet werden, die vermutlich ebenfalls
auf die hohe Kopienzahl intrazellularer Viren mit
einer Rekrutierung auch essentieller zellularer
Funktionen fiir die Virusproduktion (auch replika-

tionsdefizienter Viren, s. unten) zuriickzufiihren
ist. Aufgrund der transienten Natur der adenoviral
vermittelten Fremdgenexpression hat man Adeno-
viren bisher in vitro nur dort eingesetzt, wo Retro-
viren eine ungeniigende Transfereffizienz besitzen
oder wo eine besonders hohe Fremdgenexpression
erwiinscht und eine Langzeitexpression nicht er-
forderlich ist. Dies trifft z. B. fiir 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 Domine ade-
noviraler Vektoren. Besonders fiir zytotoxische
Therapieformen scheint dieser Ansatz wegen des
breiten Wirtszellspektrums und der hohen Trans-
fereffizienz bestens geeignet zu sein. Es liegen
noch keine systematischen Untersuchungen iiber
den Prozentsatz transduzierter Tumorzellen nach
In-vivo-Gentransfer vor, aber in mehreren Studien
wurde {iber komplette Remissionen nach direkter
Injektion von Maustumoren bis etwa 5 mm Grofle
berichtet [Chen et al. 1995, Jin et al. 1995, Kaneko
et al. 1995, Liu et al. 1995]. Es bleibt zu kldren, ob
Tumoren klinisch relevanter Grofle mit dieser Me-
thode dhnlich gut behandelbar sind. Mehrere klini-
sche Studien mit Suizid- und Apoptosegenen sind
bereits initiiert. Wie bei Retroviren wird bei Ade-
noviren {iiber replikationskompetente Vektoren
nachgedacht.

Immunologische Therapieansitze, die bisher
v.a. ex vivo durchgefithrt 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 fiir zytotoxi-
sche und immunologische Verfahren stellt die nur
transiente Expression adenoviral eingebrachter
Fremdgene das grofie Problem von Markierungs-
und protektiven Studien und so gut wie allen
nicht-krebstherapeutischen =~ Gentherapieansitzen
dar. Von Ausnahmen abgesehen, bei denen eine
Transgenexpression von iiber 1 Jahr gesehen wur-
de, liegt die Dauer der Expression bei erwachse-
nen Tieren gewdhnlich bei maximal 8 Wochen.
Ein Grund fiir diesen raschen Wirkungsverlust
liegt bei proliferierenden Zellen vermutlich in ei-
nem Ausdiinnen der adenoviralen DNA, die, episo-
mal vorliegend, mit dem Wirtszellgenom nicht
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mitrepliziert. Eine Moglichkeit, zu einer stabilen
extrachromosomalen Expression zu kommen, ist
die Verwendung von Sequenzen viraler Replikati-
onsmechanismen, die eine 1lmalige Replikation
episomaler DNA/Zellzyklus erlauben. Die Verwen-
dung solcher Sequenzen in adenoviralen Vektoren,
wird gegenwirtig 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-
fiir ist eine zellulare und humorale Immunantwort
auf adenovirale Expressionsprodukte, die zu einer
Eliminierung der Wirtszellen fithrt und auch die
Wirksamkeit wiederholter =~ Vektorapplikationen
verringert. Eine wiederholte Applikation von Ade-
noviren konnte nach jiingsten Ergebnissen durch
einen sog. Sero-switch gelingen, indem man Ade-
noviren unterschiedlichen Serotyps verwendet
[Mastrangeli et al. 1996]. Auflerdem wirken be-
stimmte adenovirale Gene immunsuppressiv, wie
z. B. gp19k. Dieses Protein aus der E3-Region ver-
mindert die Expression der Antigen-présentieren-
den MHC-Klasse-I-Molekiile auf der Wirtszellober-
fliche und die zytolytische Aktivitit zytotoxischer
T-Lymphozyten (CTL) gegeniiber transduzierten
Mausfibroblasten. Andere Strategien zur Vermin-
derung der Immunantwort sind die Immunsup-
pression z. B. durch Cyclosporin, die Antikorper-
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-y. Die neben-
wirkungsdrmere Strategie ist aber vermutlich die
Modifikation des Vektors. Schliefllich sei noch an-
gemerkt, dafl bei der Behandlung von Tumoren
die immunstimulatorische Wirkung der Adenovi-
ren auch einen erwiinschten zytotoxischen Effekt
haben kann.

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

2.3.3.2.2.4 Spezifitat des Gentransfers
und Sicherheitsaspekte

Die Sicherheitsbedenken gegeniiber adenoviralen
Vektoren sind nicht unerheblich. Immerhin mufSte
bereits eine Studie mit Gentransfer ins Bronchial-
epithel wegen des Auftretens eines Pneumonie-
dhnlichen 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 mufl versucht werden, die Toxizitdt eines pri-
mir hocheffizienten Systems auf Kosten der Effizi-
enz zu verringern, wihrend bei verschiedenen an-
deren Vektoren die Effizienz bei primér geringer
Toxizitdt gesteigert werden mufl. Beide Ansitze 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 Hepatotoxizitdt auf, wenn die (i.v. applizierte)
Virusmenge einen gewissen Grenzwert iiberschrei-
tet [Li et al. 1993]. Grund hierfiir ist eine trotz der
Deletion der El-Region vorhandene Restaktivitdt
viraler Gene. Adenovirale Vektoren der 1. Genera-
tion enthalten noch etwa 80% ihres Genoms und
die Deletion der El-Region reicht anscheinend
nicht aus, um die Expression der anderen viralen
Gene vollig zu verhindern. Eine Auslagerung mog-
lichst vieler viraler Gene auf die Verpackungszelli-
nie, in Analogie zu der retroviralen Methode, oder
die Bereitstellung der Gene durch Helferviren
koénnten die Toxizitit des Vektorsystems verrin-
gern. (Auflerdem konnte die Verpackungskapazitit
bis auf theoretische 37 kbp erhéht werden.) Eine
Schwierigkeit bei der Verwendung von Helferviren
liegt im Abtrennen dieser von den eigentlichen
Vektoren. Uber 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 kiirzlich berichtet
[Fisher et al. 1996a, b]. Allerdings war die Aus-
beute an transgenen Vektoren um 3-4 Gréflenord-
nungen niedriger als bei der herkémmlichen Vek-
torherstellung.

Die Anzahl der auf die Verpackungszellinie aus-
lagerbaren viralen Gene ist vermutlich durch deren
Zytotoxizitét limitiert. Ein Kandidat fiir eine Dele-
tion ist die E2A-Region, die fiir ein komplexes Gen
kodiert, dessen N-terminale Doméne die Expressi-
on der spiten Gene reguliert [Yang et al. 1994].
Kiirzlich wurde {iber 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-
Berdem die Transkription der E2- und der spiten
Regionen. Durch Auslagerung der E4-Region auf
die 293-Verpackungszellinie konnten Adenoviren
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mit erheblich reduzierter Zytotoxizitit 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 1df3t als Zielgewebe. Ein solcher Fall ist in
einer Serie eigener Experimente aufgetreten, bei
denen nach iv.-Injektion von Adenoviren bei
Nacktratten die Leber um Groflenordnungen bes-
ser transduzierbar war als der in ihr wachsende
Tumor. Selbst bei einer direkten intratumoralen
Injektion war die Toxizitdt des Suizidgenthera-
pieansatzes noch erheblich [Brand et al. 1997].
Eine Moglichkeit, dies zu kompensieren, besteht in
der gewebespezifischen Expression des Transgens
(s. oben). Noch sicherer wire es, wenn die Viren
erst gar nicht zur Infektion von Nicht-Zielgewebe
kommen wiirden. Wéhrend bei Retroviren bereits
einige Ansdtze zur Modifikation der Oberflichen-
eigenschaften, um spezifisches Targeting zu errei-
chen, unternommen wurden, beginnt man bei
Adenoviren erst, in diese Richtung zu denken
[Michael et al. 1995].

Ahnlich wie bei den Retroviren besteht auch bei
Adenoviren die Gefahr der Entstehung replikati-
onskompetenter Vektoren. Bei den Vektoren der 1.
Generation geniigt ein rekombinatorisches Ereig-
nis, um die El-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 notig.
Selbst bei der Applikation einwandfreier Suspen-
sionen besteht im Organismus eine gewisse Ge-
fahr, dafl eine Replikation stattfindet, indem die
Deletion der E1A-Region durch El1A-dhnliche zel-
lulare oder von anderen Viren stammende Fakto-
ren in der Wirtszelle kompensiert wird. HeLa-Zer-
vixkarzinomzellen z. B. exprimieren einen ElA-
dhnlichen 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 kénnen und der Durchseuchungsgrad
der Bevolkerung bei iiber 80% liegt, ist auch hier
die Gefahr der Entstehung rekombinanter Wildtyp-
viren gegeben. Eine Auslagerung moglichst vieler
adenoviraler Sequenzen auf die Verpackungszelli-
nie wiirde 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. grofites Interesse an adenoviralen Vek-
toren. Dem stehen eine gewisse Toxizitdt und Im-
munogenitit entgegen. Fiir den Einsatz von Ade-
noviren in der Krebsgentherapie muf3 der Erho-
hung der Sperzifitit von Gentransfer und Genex-
pression vermutlich die grofite Bedeutung beige-
messen werden. Aber auch die Probleme im Be-
reich der Gentherapie nichtmaligner bzw. geneti-
scher Erkrankungen, wie Langzeitexpression und
Verringerung der Immunogenitit, beriihren 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-
kapazitdt von nur 4,7 kbp, was die Wahl der Kan-
didatengene zum Gentransfer einschrénkt. Das bis-
her dringendste Problem, die Vereinfachung der
Produktion hochtitriger Viren, scheint losbar 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. Ubersichtsartikel zum Thema haben Berns u.
Giraud [1995] sowie Flotte u. Carter [1995] verdf-
fentlicht.

2.3.3.2.3.1 Aufbau und Lebenszyklus

Adeno-assoziierte Viren (AAV), die zu den Parvo-
viren gehéren, sind hiillenlose, nur 18-26 nm gro-
Be Partikel mit einem ikosaedrischen Kapsid.
Strukturbildend sind 3 nichtglykosylierte Proteine
mit einem MG von 87000, 73000 und 62000 Gro-
Be. Gesicherte Daten zum Aufnahmemechanismus
der Partikel in die Wirtszellen liegen noch nicht
vor. Im Zellkern wird die lineare einzelstringige
AAV-DNA zu einem doppelstringigen Molekiil re-
pliziert und integriert iiber noch nicht bekannte
Mechanismen ins Wirtszellgenom. Die Integration
scheint préferentiell in einen auf Chromosom 19
gelegenen Ort (19q13.4) stattzufinden, eine Eigen-
schaft die bei rekombinanten AAV nicht mehr aus-
gepragt vorhanden ist. Die AAV-DNA hat eine
Lange von 4680 Nukleotiden mit 2,145 Nukleotide
umfassenden ITRs. Zur Replikation in der Zielzelle
benétigt das AAV Fremdproteine, die gewShnlich
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von Helferviren gestellt werden. Es ist aber auch
schon die Helfervirus-unabhingige 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 konnen 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 benétigen. Drei Promotoren sind
unter Mithilfe der oben angefiihrten Proteine ver-
antwortlich fiir die Transkription z. B. des gut stu-
dierten AAV2-Genoms, die in 3 iiberlappenden Re-
gionen mit der Entstehung von insgesamt 7 prima-
ren Transkripten erfolgt. Die wesentlichen kodie-
renden Regionen sind rep und cap, wobei rep fiir
transkriptions- und replikationsrelevante Proteine
und cap fiir 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 evolutionédre Ereignis des Verlusts essentieller
viraler Sequenzen kein Platz fiir die Insertion neu-
er Sequenzen geschaffen. Um Transgene inserieren
zu konnen, hat man daher auch den Grofiteil 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 fiir die Expression und die
Verpackung verantwortlich sind. Dadurch wird
eine Verpackungskapazitit 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 Leukdmie-, Bronchialepithel-,
lymphatische, maligne epidermale, Bindegewebs-
und primére hdmatopoetische Zellen. Die Trans-
duktionseffizienz liegt im Mittel etwas niedriger
als bei Adenoviren, aber Transfereffizienzen von
20-40% in Kolonie-bildenden himatopoetische
Stammzellen [Miller et al. 1994] und von 75% in
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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-
packungssequenz beinhalten, kotransfiziert. Die entstehen-
den Viren tragen nur die ITR und das Transgen und sind re-
plikationsdefizient

humane Nasenpolypenzellen [Flotte et al. 1993]
wurden beschrieben. Hierbei wird mit nicht-toxi-
schen MOI bis 1000 gearbeitet. AAV scheinen pra-
ferentiell S-Phase-Zellen zu transduzieren [Russell
et al. 1994], aber eine Transduktion wihrend aller
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Zellzyklusstadien ist moglich. Da AAV auflerdem
ins Genom integrieren oder zumindest stabil epi-
somal vorliegen, kann mit einer Langzeitexpressi-
on des Transgens gerechnet werden. Diese ist fiir
hdmatopoetische Zellen noch nicht systematisch
untersucht worden (bisher 3 Wochen), aber im po-
sitiven Fall wiren AAV-Vektoren aufgrund der ho-
hen Transfereffizienz beim Gentransfer fiir Markie-
rungs- und protektive Studien sowie fiir den
nicht-krebstherapeutischen Gentransfer in hamato-
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 fiir zytotoxische Krebsgenthera-
pien wird von einer Verbesserung der erreichbaren
Titer abhidngen. 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 10° infektidsen Ein-
heiten/ml [Kotin 1994], was im wesentlichen auf
eine begrenzte Gesamtausbeute zuriickzufiithren
ist. Grund hierfiir 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 50fache Erhéhung 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 Moglichkeit besteht im Einbrin-
gen der Vektorsequenzen auf das Helferadenovirus,
womit dessen hohe Transduktionskapazitit genutzt
wird. Bisher konnte noch keine Titererh6hung er-
reicht werden [Thrasher et al. 1995], aber dies wire
dann zu erwarten, wenn zusitzlich auch die rep-
cap-Sequenzen z. B. auf ein paralleles Adenovirus
ausgelagert werden konnten. Unter verschiedenen
anderen Versuchen sei ein kiirzlich publizierter An-
satz hervorgehoben, bei dem es gelang, ohne die
bisher beschriebenen Toxizitdtsprobleme HeLa-Zel-
len stabil mit einem AAV-Vektor-rep-cap-neo®-Gen
zu transfizieren und zu selektieren. Die Verwen-
dung dieser Zellpopulation fiihrte zu Virusausbeu-
ten, die nur noch 1-2 Zehnerpotenzen unter den
adenoviralen Ausbeuten liegen [Clark et al. 1995].

Ein Vorteil der AAV gegeniiber den Adenoviren
besteht in ihrer geringeren Grofle, was eine besse-
re Penetrationsfahigkeit in solide Tumoren bedin-
gen konnte. Ein weiterer Vorteil liegt in der gerin-
gen Immunogenitét der (abgesehen vom Transgen)
quasi fiir keine Proteine kodierenden AAV, was ih-
re wiederholte Applikation und damit eine Erho-
hung der Transfereffizienz erméglichen kénnte.

2.3.3.2.3.4 Sperzifitit 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 Ansitze fiir
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 fiir 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-
kldrt. Wahrend Wildtyp-AAV gezielt an einer ver-
mutlich ungefdhrlichen Stelle ins Genom integrie-
ren, geht diese Eigenschaft, die wahrscheinlich
rep-assoziiert ist [Kotin 1994], den rep-negativen
Rekombinanten verloren. Damit besteht die Mog-
lichkeit der Mutagenese bei einer zufdlligen Inte-
gration ins Genom. Die Gefahr einer Aktivierung
von Onkogenen (nicht aber einer Inaktivierung
von Suppressorgenen) ist allerdings als geringer
einzuschitzen als bei den Retroviren, da beide
AAV-ITR-Promotoren auf das virale Genom und
nicht die zellulare DNA hin orientiert sind [Kotin
1994]. Schliefllich ist noch offen, in welchem Aus-
mafl AAV tatsichlich 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 1df3t sich durch eine
Minimierung der Homologie von Vektor- und Hel-
terplasmid so weit verringern, dafl Wildtyp-freie
Suspensionen generiert werden koénnen. Durch
neuere Methoden l4ft sich diese Gefahr weiter mi-
nimieren [Thrasher et al. 1995]. Weiterhin muf}
eine Kontamination mit Helferadenoviren verhin-
dert werden, die per se toxisch sein konnen
(s. oben). Dies wird durch eine Hitzebehandlung
der hitzebestindigen AAV (60 °C) und/oder Tren-
nung im Zisiumchloridgradienten erreicht. Be-
stehen bleibt ein Restrisiko, dafl integrierte Wild-
typ-AAV prinzipiell in vivo durch eine Infektion
mit Helferviren aktiviert werden konnten.
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2.3.3.2.4 Herpes-simplex-Viren

Herpes-simplex-Viren beeindrucken durch ihre
hohe Verpackungskapazitit und ein grofles Poten-
tial noch ungenutzter Moglichkeiten der Modifika-
tion des Vektordesigns. Hinsichtlich ihrer Trans-
fereffizienz und Stabilitdt der Expression zeichnen
sie sich in ihrem jetzigen Entwicklungsstand aller-
dings noch nicht vor anderen Vektoren aus. Der
wesentliche Nachteil ist auflerdem z. Z. noch die
Toxizitit. Die wohl komplexesten unter den derzeit
verwendeten viralen Gentransfersystemen sind si-
cher noch erheblich entwicklungsfahig und -be-
diirftig. Eine Ubersichtsarbeit zu diesem Thema
wurde von Glorioso et al. [1995a, b] verdffentlicht.

2.3.3.2.4.1 Aufbau und Lebenszyklus

Das Herpes-simplex-Virus ist ein etwa 180 nm
grofles, umbhiilltes DNA-Virus mit einem ikosae-
dralen Kapsid. Zwischen Kapsid und Hiille liegt
eine diinne Proteinschicht, das Tegument. Das Ge-
nom besteht aus einer linearen, doppelstrangigen
DNA von 152 kbp Liénge. HSV ist ein bekannter
humanpathogener Erreger. Eintrittsorte sind {ibli-
cherweise die Epithelien von Haut oder Schleim-
haut. Uber Glykoproteine der Hiille bindet das Vi-
rus an zellulare Rezeptoren. Hierbei kénnen meh-
rere Glykoproteine beteiligt sein, die neben einer
Modulation der Immunantwort auch die Bindung
an spezifische Zelltypen vermitteln. Die virale
Hiille 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 Aktivitit 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 fiir Proteine, die im wesentlichen fiir
die Initiation und Kontrolle der Expression der
frithen und spiten Gene relevant sind. Die frithen
Gene kodieren fiir 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 spdten Gene
kodieren fiir virale Strukturproteine. Nach der Ex-
pression der spiten Gene wird das Kapsid zusam-
mengesetzt, die virale DNA geschnitten, iiber die
Erkennung von Verpackungssequenzen verpackt

und die Tegumentproteine werden integriert.
Durch die Umbhiillung mit einem Teil der Kern-
membran erhdlt das Virus seine Hiille 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 Korper der Nervenzelle. In einem Teil der be-
fallenen Neuronen kommt es zur produktiven In-
tektion. In einigen Neuronen wird aber nur eine
latente Infektion etabliert, die zu einem lebenslan-
gen Persistieren der Viren ohne Beeintrichtigung
der Zellfunktion fithren kann. Eine Reaktivierung
der produktiven (lytischen) Infektion ist moglich.
Wiéhrend der Latenzzeit liegt das Virus episomal
vor. Es ist nicht ganz klar, wie es zum Status der
latenten Infektion kommt, aber moglicherweise
handelt es sich um eine Alternative zur lytischen
Infektion, falls diese, wegen viraler Mutationen
oder fehlender Voraussetzungen in der Zielzelle,
nicht zustandekommt. Wihrend 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 fiir die Etablierung einer la-
tenten Infektion nicht unbedingt notwendig, was
bedeutet, daf der LAT-Promotor zur Expression
von Transgenen genutzt werden konnte.

2.3.3.2.4.2 Rekombinante Herpes-simplex-Viren

Unter Zellkulturbedingungen auf hochpermissiven
Zellen ist ungefihr die Hilfte der etwa 70 viralen
Strukturgene zur Replikation nicht notwendig.
Diese akzessorischen Gene sind aber fiir eine opti-
male lytische Replikation und einen optimalen Le-
benszyklus in vivo wichtig. Durch entsprechende
Deletionen kann man Platz fiir Transgene schaffen
(bis zu 50 kbp) und zugleich die Virulenz der Vi-
ren bzw. ihre Replikationsfihigkeit 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-
wihrleistet, indem die deletierten Gene in die Ver-
packungszellinie transfiziert und die essentiellen
Genprodukte dann von dieser bereitgestellt werden
(ADbb. 2.3.4).

Eine weitere routinemiflig angewandte Herstel-
lung rekombinanter HSV-Vektoren besteht in der
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Auslagerung siamtlicher HSV-Gene aus dem trans-
genen Vektor, was eine theoretisch mogliche Kapa-
zitdt von 150 kbp erlauben wiirde. Die viralen Ge-
ne konnen aus Toxizitdtsgriinden aber nicht alle
von der Verpackungszellinie bereitgestellt werden.
Daher bedient man sich eines replikationsinkom-
petenten (s. oben) HSV-Virus mit ansonsten voll-
staindigem Genom (Helfervirus). Praktisch geht
man so vor, dal zunéchst 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 gewihrleistet. Ein
ebenfalls inseriertes Verpackungssignal fithrt zur
Verpackung des als Amplikon bezeichneten Vek-
tors in die vom Helferplasmid bereitgestellten Vi-
ruspartikel. Daneben wird aber auch das Helfer-
plasmid verpackt, so dafl eine Mischpopulation re-
kombinanter Viren freigesetzt wird. Wahrend der
folgenden Passagen auf den Verpackungszellen
scheint sich das Verhiltnis 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 1fach deletierten HSV-Vekto-
ren zwischen 10® und 10° infektidsen Partikeln/ml
[Huard et al. 1995], bei doppelt deletierten 1 Titer-
stufe niedriger [Wang et al. 1995b], aber auch Ti-
ter von 10'° sind beschrieben worden. Bei Ampli-
konvektoren sind infektiose Titer von 2x10°
[Wood et al. 1994], 4%107 [Pakzaban et al. 1994]
und 2x%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, unabhin-
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. Ublicherweise 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 Toxizitdit von HSV mehrfach ho-
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 Zytotoxizitét selbst kann, wenn sie auf
die Tumorzellen beschrinkt bleibt, auch als Effizi-
enzvorteil angesehen werden. In eine solche Rich-
tung argumentiert ein Vergleich der Toxizitdt von
unterschiedlich deletierten HSV-Vektoren fiir 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 Toxizitdt mit
Ataxie und Apathie aller behandelten Tiere festge-
stellt. Die Kombination der natiirlichen Toxizitét
mit zytotoxischen Genen unter exakter gewebespe-
zifischer Kontrolle, die, angesichts der hohen Ver-
packungskapazitit des HSV-Genoms, gut méglich
erscheint, konnte eine ernstzunehmende Alternati-
ve fiir 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. fiir Mar-
kerstudien oder hdmatopoetische Stammzellen. In
proliferationsaktiven Zellen muf} mit einem Aus-
diinnen des Transgens gerechnet werden, da das
episomal vorliegende rekombinante Virus nicht
zur autonomen Replikation befihigt ist. Ahnlich
wie bei Adenoviren kénnte hier das Einfithren ei-
nes Replikationmechanismus eine wichtige Verbes-
serung sein. Wie bei den Adenoviren konnte bis-
her noch keine Langzeitexpression nachgewiesen
werden. Als Grund hierfiir wird u. a. die Zytotoxi-
zitdt viraler Proteine diskutiert (s. unten). Eine at-
traktive, evtl. gentherapeutisch nutzbare Eigen-
schaft ist die Fihigkeit 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 fiir eine Langzeitexpressi-
on erscheint der LAT-Promotor (s. oben) beson-
ders geeignet, der natiirlicherweise wihrend 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, wahrend sich die Reportergen-
aktivitdt unter dem HSV-LAT-Promotor fiir 4 Mo-
nate nachweisen liel. Entsprechend lief} sich die
Faktor-IX-Expression in der murinen Leber unter
dem HSV-LAT-Promotor fiir 3-5 Wochen nachwei-
sen, wihrend es unter dem CMV-Promotor wieder
nur zu einer transienten Expression kam. Ansidtze
zur weiteren Optimierung des homologen HSV-
LAT-Promotors bestehen. Es scheint weiterhin, als
ob der Insertionsort heterologer Promotoren im
HSV-Genom und die Nihe zum LAT-Promotor
eine besondere Bedeutung fiir die Aktivitdtserhal-
tung hitten. Dies wird zu beriicksichtigen sein,
wenn die gewebespezifische Langzeitexpression
von Transgenen erwiinscht ist, was die Integration
heterologer Promotoren notig macht. Aber auch
dort, wo eine transiente gewebespezifische Expres-
sion ausreicht, wie bei der zytotoxischen Therapie,
bieten HSV-Vektoren mit jhrem komplexen Genom
und ihrer hohen Verpackungskapazitit besondere
Verhiltnisse und Moglichkeiten. Prinzipiell ist
auch eine induzierbare Expressionsregulation in
einem modifizierten Amplikonvektor moglich, 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
Zytotoxizitit, 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 moglichst frithen Stadium blockiert.

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

A
<

Abb. 2.3.4. Zwei herkommliche Moglichkeiten 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 konnen 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 iiber 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

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

Weitere Moglichkeiten der Toxizititsbegrenzung
bestehen in der Applikation von Interferon-o
[Johnson et al. 1992] oder Nervenwachstumsfaktor
[Wang et al. 1995b] bzw. der Konstruktion von Vi-
ren, die Interferon-o [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-
mifig mit replikationskompetenten Viren konta-
miniert. Es gibt In-vivo- und In-vitro-Testsysteme
fiir 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 Verpackungskapazitit. Im Rahmen einer
breitflachigeren Testung der erreichbaren Transfer-
effizienz sollte die Bedeutung dieser Vektoren fiir
die transiente In-vivo-Genexpression in nichster
Zeit zunehmen.

2.3.3.2.5.1 Aufbau und Lebenszyklus
Vakziniaviren gehoren zur Familie der Pockenvi-
ren. Sie sind die am besten studierten unter den
Pockenviren, da sie seit dem Beginn des letzten
Jahrhunderts routineméflig zur Pockenschutzimp-
fung eingesetzt wurden. Nach 200jdhriger Ge-
schichte in Mensch und Tier ist man sich iiber die
letztliche Herkunft des Vakziniavirus nicht sicher,
aber eine Verwandtschaft mit Variola (dem Pok-
kenerreger), Kuhpocken und anderen Mitgliedern
der Pockenfamilie ist sehr wahrscheinlich.
Infektiose Viren haben eine ziegelsteinartige
Form und einen Durchmesser von 300-400 nm,
was sie zu den grofiten Viren des Tierreichs macht
[Moss 1991]. Eine Lipoproteinhiille umgibt die
komplexe Core-Struktur, die eine lineare doppel-
strangige 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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ruseigene, mitgebrachte Proteine verwendet. Ent-
sprechend kommt es nicht zur Integration der vi-
ralen DNA in das Wirtszellgenom. Nach der Syn-
these der spéten Strukturproteine werden Vorldu-
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
dhnlichen Prinzip wie Adenoviren hergestellt. Das
mit einer Héufigkeit von etwa 0,1% stattfindende
Ereignis der homologen Rekombination zwischen
dem Transferplasmid und dem viralen Genom
fithrt zur Entstehung rekombinanter Viren, die ein
Transgen transferieren kénnen. 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 infektigsen Partikel
entstehen [Mackett et al. 1982, Qin u. Chatterjee
1996]. Es konnen mindestens 25 kbp transgener
Sequenzen in das virale Genom inseriert werden,
ohne dafl Deletionen nétig sind. Allerdings muf3
mit Intron-freier cDNA gearbeitet werden, da kein
Spleien mdoglich zu sein scheint. Ublicherweise
ist die Selektion rekombinanter Plaques dadurch
moglich, dafl 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 Immunogenitit
des Virus wirkt sich vermutlich verstirkend auf
eine Antitumorimmunitit aus. Zwei klinische Stu-
dien, bei denen Vakziniaviren, die tumorspezifi-
sche Antigene exprimieren, eingesetzt werden,
wurden kiirzlich initiiert. Ein frither klinischer
Einsatz erfolgte bereits vor mehreren Jahren zur
Behandlung der HIV-Infektion. Die behandelten
Patienten zeigten keine Nebenwirkungen [Cooney
et al. 1991]. Routinemiflig wird heute mit Viren
gearbeitet, die aufgrund verschiedener Deletionen
im Genom die Fihigkeit verloren haben, Sduger-
zellen produktiv zu infizieren, ein Transgen aber
exprimieren konnen. Ein solches Virus ist der
durch multiple Passagen in Hiithnerembryofibro-
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 giinstigen Fall
Sdugetierzellen und bringen das Transgen zur Ex-
pression, ohne sich in ihnen vermehren zu koén-
nen.

Vakziniavektoren konnten aufgrund ihrer hohen
Verpackungskapazitit dort, wo eine hohe Spezifi-
tdt verlangt wird und ldngere Promotorsequenzen
notig sind, wie bei zytotoxischen Therapieformen,
Bedeutung erlangen. Allerdings bleibt abzuwarten,
ob die relativ groflen Partikel eine gute Penetrati-
onsfihigkeit 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
iiberpriift. Es wird sicher das ein oder andere, im
Augenblick noch unbekannte virale Transfersystem
aufgrund entscheidender Verbesserungen plétzlich
in den Mittelpunkt des Interesses geriickt werden,
um dann von einer breiten wissenschaftlichen Ge-
meinschaft getestet werden zu konnen.

Das zur Familie der Herpesviren gehorende Ep-
stein-Barr-Virus (EBV) kann dhnlich 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 natiirlichen
Tropismus fiir B-Lymphozyten und wurde bereits
in Vakzinierungsstudien eingesetzt [Vos 1994].
Eine Ex-vivo-Transfereffizienz von 45% wurde be-
schrieben [Banerjee et al. 1995]. Es wire interes-
sant, zu testen, ob eine dhnlich hohe In-vivo-Effi-
zienz flr zirkulierende B-Zell-Leukdmie- oder B-
Zell-Lymphom-Zellen erreichbar ist, was EBV zu
einem guten Kandidaten fiir zytotoxische Thera-
pien machen wiirde. 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 ermdglicht die
Herstellung stabil transduzierter Zellen, sofern EB-
NA-1, das sich nicht auf den gidngigen Minivekto-
ren befindet, von natiirlich infizierten Zellen be-
reitgestellt oder kotransduziert wird. Der wesentli-
che Nachteil von EBV-Vektoren besteht z. Z. noch
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in der Ungewissheit {iber die Hiufigkeit rekombi-
natorischer Ereignisse, die potentiell zu einem
transformierenden Virus fithren konnten.

Ein anderes Virus mit einem natiirlichen hohen
Wirtzelltrophismus ist das Baculovirus. Die gro-
en, mit einer Hiille versehenen Viren infizieren
préferentiell Leberzellen [Hofmann et al. 1995].
Rekombinante Viren werden durch Kotransfektion
von viraler DNA und einem Transferplasmid, wel-
ches das Transgen enthilt, auf Insektenzellen gene-
riert. Das Transferplasmid enthilt ein essentielles
Gen, welches auf der transfizierten viralen DNA
deletiert ist. Nur bei homologer Rekombination
von viraler DNA und Transferplasmid kann ein le-
bensfihiges Virus entstehen, was die Selektion re-
kombinanter Viren erheblich erleichtert [Kitts et
al. 1990]. Die Tatsache, daf die Infektion von Siu-
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,
eréffnet die Moglichkeit, Baculoviren zur Therapie
von Lebertumoren einzusetzen. Allerdings konnte
bisher noch kein erfolgreicher In-vivo-Gentransfer
nachgewiesen werden, wofiir moéglicherweise eine
Komplementinaktivierung  verantwortlich  ist
[Hofmann u. Sandig, pers. Mitteilung]. Sollte sich
dieses Problem 1dsen lassen, konnten die anschei-
nend nicht-toxischen, nicht transformierenden
und iiber eine hohe Aufnahmekapazitit verfiigen-
den Baculoviren ihren Platz in der zytotoxischen
Therapie von Lebertumoren finden.

Relativ neu unter den Gentransfersystemen sind
die a-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 fiir Sdugerzellen [Liljestrom
1994]. Die mit einer Hiille ausgestatteten o-Viren
haben ein 12 kbp grofles RNA-Genom (Sindbis),
welches im Zytoplasma der infizierten Zelle viel-
fach repliziert wird und zu einer hohen Expressi-
on eingeschleuster Transgene fiihren 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 empfingliche Zellen kotransfiziert. An der
Herstellung von Verpackungszellinien in Analogie
zu den Retroviren wird gearbeitet [Dubensky et al.
1996]. Hochtitrige Suspensionen mit 10'° Viren,
produziert von 107 Zellen, sind beschrieben wor-
den [Liljestrom u. Garoff 1991]. Diese Eigenschaf-
ten machen o-Viren hochgeeignet fiir die Im-

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

Autonome Parvoviren gehoren zu den abhingig-
sten unter den DNA-Viren. Wihrend die ebenfalls
zu den Parvoviren gehérenden AAV (s. oben) ei-
nen Helfervirus zur Replikation bendtigen, sind
die autonomen Parvoviren von Helferfunktionen
der Wirtszelle abhingig. Sie kénnen nur replizie-
ren, wenn kurz nach Infektion der Zelle eine S-
Phase im Zellzyklus ablduft. Dabei integriert die
DNA nicht in den Zellkern. Rekombinanten der
25 nm groflen unbehiillten Viren, zu denen B19,
H1, MVM und Lulll gehdren, 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 1df3t [Maxwell et al.
1996] und aufgrund ihrer Kleinheit eine gute Pe-
netrationsfihigkeit in Tumorgewebe zu erwarten
ist, kénnten autonome Parvoviren besonders fiir
zytotoxische Krebsgentherapien interessant sein.
Sollten replikationsfihige Parvoviren zu generieren
sein, die den gestellten Sicherheitsanspriichen ge-
niigen, konnte die Abhingigkeit vom replizieren-
den Status der Tumorzellen einen wichtigen Spezi-
fitatsfaktor darstellen.

Polioviren sind ikosaedrale, hiillenlose RNA-Vi-
ren mit einem 7,5 kbp groflen 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 Sdugerzellen. Bisher
konnten 1,5 kbp und 2,4 kbp transgener Sequenz
erfolgreich verpackt werden [Ansardi et al. 1994,
Porter et al. 1995]. Die Fdhigkeit der transferierten
RNA, in den Zielzellen zu replizieren, empfiehlt
Polioviren fiir Tumorvakzinierungsstrategien.

2.3.4 Ausblick

Auf dem jetzigen Stand der Forschung sind die be-
schriebenen Gentransfersysteme je nach ge-
wiinschter Anwendung unterschiedlich gut geeig-
net. Kein System kann bisher als so gut angesehen
werden, daf} keine Verbesserungen mehr noétig wa-
ren. Bei einer langfristigen Planung ist es sinnvoll,
sich die natiirlichen 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 grofler Gene nicht unbedingt Vi-
ren mit beschrinkter Verpackungskapazitit, wie
Retroviren oder o-Viren wihlen. 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-
Ben werden sicher Herpesvektoren wegen ihres
Neurotropismus fiir neurale Anwendungen erste
Prioritit haben, auch wenn die Toxizitidt z. Z. noch
ein Problem darstellt.

Nach 1/2 Jahrzehnt klinischer Phase-I-Studien
mit dem priméren Ziel, Toxizitdt auszuschlieflen,
hat nun in der klinischen Gentherapie eine Phase
begonnen, in welcher die Forderung nach thera-
peutischer Wirksamkeit grofler geworden ist. Die
enormen molekularen Moglichkeiten zum Design
kiinstlicher und zur Modifikation natiirlicher Vek-
toren erlauben die Prognose, dafl sich die Genthe-
rapie diesem Anspuch stellen kann.

2.3.5 Literatur

Alton EW, Middleton PG, Caplen NJ, Smith SN, Steel DM,
Munkonge FM, Jeffery PK, Geddes DM, Hart SL, Wil-
liamson R et al. (1993) Non-invasive liposome-mediated
gene delivery can correct the ion transport defect in cys-
tic fibrosis mutant mice [published erratum appears in
Nat Genet 1993 5: 312]. Nat Genet 5: 135-142

Amalfitano A, Begy CR, Chamberlain JS (1996) Improved
adenovirus packaging cell lines to support the growth of
replication-defective gene-delivery vectors. Proc Natl
Acad Sci USA 93: 3352-3356

Ansardi DC, Porter DC, Morrow CD (1993) Complementa-
tion of a poliovirus defective genome by a recombinant
vaccinia virus which provides poliovirus P1 capsid pre-
cursor in trans. ] Virol 67: 3684-3690

Ansardi DC, Moldoveanu Z, Porter DC, Walker DE, Conry
RM, LoBuglio AF, McPherson S, Morrow CD (1994)
Characterization of poliovirus replicons encoding carci-
noembryonic antigen. Cancer Res 54: 6359-6 364

Avery OT, Macleod CM, McCarty M (1944) Studies on the
chemical nature of the substance inducing transforma-
tion of pneumococcal types. ] Exp Med 79: 137-158

Bai M, Campisi L, Freimuth P (1994) Vitronectin receptor
antibodies inhibit infection of HeLa and A549 cells by
adenovirus type 12 but not by adenovirus type 2. J Virol
68: 5925-5932

Banerjee S, Livanos E, Vos JM (1995) Therapeutic gene de-
livery in human B-lymphoblastoid cells by engineered
non-transforming infectious Epstein-Barr virus. Nat Med
1: 1303-1308

Barr D, Tubb J, Ferguson D, Scaria A, Lieber A, Wilson C,
Perkins J, Kay MA (1995) Strain related variations in
adenovirally mediated transgene expression from mouse

hepatocytes in vivo: comparisons between immunocom-
petent and immunodeficient inbred strains. Gene Ther 2:
151-155

Baxby D, Paoletti E (1992) Potential use of non-replicating
vectors as recombinant vaccines. Vaccine 10: 8-9

Beermann F, Ruppert S, Hummler E, Bosch FX, Muller G,
Ruther U, Schutz G (1990) Rescue of the albino pheno-
type by introduction of a functional tyrosinase gene into
mice. EMBO ] 9: 2819-2826

Berglund P, Sjoberg M, Garoff H, Atkins GJ, Sheahan BJ, Lil-
jestrom P (1993) Semliki Forest virus expression system:
production of conditionally infectious recombinant parti-
cles. Biotechnology 11: 916-920

Berns KI, Giraud C (1995) Adenovirus and adeno-associated
virus as vectors for gene therapy. Ann NY Acad Sci 772:
95-104

Bloss TA, Sugden B (1994) Optimal lengths for DNAs encap-
sidated by Epstein-Barr virus. ] Virol 68: 8217-8222

Boettger M, Vogel F, Platzer M, Kiessling V, Grade K, Strauss
M (1988) Condensation of vector DNA by the chromoso-
mal protein HMGI results in efficient transfection. Bio-
chim Biophys Acta 950: 221-228

Bonifer C, Vidal M, Grosveld E, Sippel AE (1990) Tissue spe-
cific and position independent expression of the com-
plete gene domain for chicken lysozyme in transgenic
mice. EMBO ] 9: 2843-2848

Boviatsis EJ, Chase M, Wei MX, Tamiya T, Hurford RK Jr,
Kowall NW, Tepper RI, Breakefield XO, Chiocca EA
(1994a) Gene transfer into experimental brain tumors
mediated by adenovirus, herpes simplex virus, and retro-
virus vectors. Hum Gene Ther 5: 183-191

Boviatsis EJ, Scharf JM, Chase M, Harrington K, Kowall NW,
Breakefield XO, Chiocca EA (1994b) Antitumor activity
and reporter gene transfer into rat brain neoplasms in-
oculated with herpes simplex virus vectors defective in
thymidine kinase or ribonucleotide reductase. Gene Ther
1: 323-331

Brand K, Arnold W, Bartels T, Lieber A, Kay MA, Strauss M,
Dorken B (1997) Liver-associated toxicity of the HSV-tK/
6CV approach and adenoviral rectors. Cancer Gene Ther
4: 9-16

Bredenbeek PJ, Frolov I, Rice CM, Schlesinger S (1993) Sind-
bis virus expression vectors: packaging of RNA replicons
by using defective helper RNAs. J Virol 67: 6439-6446

Burkholder JK, Decker J, Yang NS (1993) Rapid transgene
expression in lymphocyte and macrophage primary cul-
tures after particle bombardment-mediated gene transfer.
] Immunol Methods 165: 149-156

Burns JC, Friedmann T, Driever W, Burrascano M, Yee JK
(1993) Vesicular stomatitis virus G glycoprotein pseudo-
typed retroviral vectors: concentration to very high titer
and efficient gene transfer into mammalian and non-
mammalian cells [see comments]. Proc Natl Acad Sci
USA 90: 8033-8037

Caplen NJ, Kinrade E, Sorgi F, Gao X, Gruenert D, Geddes
D, Coutelle C, Huang L, Alton EW, Williamson R (1995)
In vitro liposome-mediated DNA transfection of epithe-
lial cell lines using the cationic liposome DC-Chol/DOPE.
Gene Ther 2: 603-613

Caruso M, Panis Y, Gagandeep S, Houssin D, Salzmann JL,
Klatzmann D (1993) Regression of established macro-
scopic liver metastases after in situ transduction of a sui-
cide gene. Proc Natl Acad Sci USA 90: 7024-7028

Chen SH, Chen XH, Wang Y, Kosai K, Finegold M]J, Rich SS,
Woo SL (1995) Combination gene therapy for liver me-



2.3 Molekulare Grundlagen des Gentransfers und Anwendung fiir die Gentherapie

tastasis of colon carcinoma in vivo. Proc Natl Acad Sci
USA 92: 2577-2581

Cheng L, Ziegelhoffer PR, Yang NS (1993) In vivo promoter
activity and transgene expression in mammalian somatic
tissues evaluated by using particle bombardment. Proc
Natl Acad Sci USA 90: 4455-4459

Chu TH, Dornburg R (1995) Retroviral vector particles dis-
playing the antigen-binding site of an antibody enable
cell-type-specific gene transfer. ] Virol 69: 2659-2 663

Chu G, Hayakawa H, Berg P (1987) Electroporation for the
efficient transfection of mammalian cells with DNA. Nu-
cleic Acids Res 15: 1311-1326

Clark KR, Voulgaropoulou F, Fraley DM, Johnson PR (1995)
Cell lines for the production of recombinant adeno-asso-
ciated virus. Hum Gene Ther 6: 1329-1341

Collis P, Antoniou M, Grosveld F (1990) Definition of the
minimal requirements within the human beta-globin
gene and the dominant control region for high level ex-
pression. EMBO ] 9: 233-240

Cone RD, Mulligan RC (1984) High-efficiency gene transfer
into mammalian cells: generation of helper-free recombi-
nant retrovirus with broad mammalian host range. Proc
Natl Acad Sci USA 81: 6349-6353

Cooney EL, Collier AC, Greenberg PD, Coombs RW, Zarling
], Arditti DE, Hoffman MC, Hu SL, Corey L (1991) Safety
of and immunological response to a recombinant vacci-
nia virus vaccine expressing HIV envelope glycoprotein
[see comments]. Lancet 337: 567-572

Cosset FL, Takeuchi Y, Battini JL, Weiss RA, Collins MK
(1995) High-titer packaging cells producing recombinant
retroviruses resistant to human serum. J Virol 69: 7430-
7436

Cristiano RJ, Smith LC, Kay MA, Brinkley BR, Woo SL
(1993) Hepatic gene therapy: efficient gene delivery and
expression in primary hepatocytes utilizing a conjugated
adenovirus-DNA complex. Proc Natl Acad Sci USA 90:
11548-11552

Crystal RG, McElvaney NG, Rosenfeld MA, Chu CS, Mastrange-
li A, Hay ]G, Brody SL, Jaffe HA, Eissa NT, Danel C (1994)
Administration of an adenovirus containing the human
CFTR cDNA to the respiratory tract of individuals with cys-
tic fibrosis [see comments]. Nat Genet 8: 42-51

Culver KW, Ram Z, Wallbridge S, Ishii H, Oldfield EH, Bla-
ese RM (1992) In vivo gene transfer with retroviral vec-
tor-producer cells for treatment of experimental brain tu-
mors [see comments]. Science 256: 1550-1552

Curiel DT, Wagner E, Cotten M, Birnstiel ML, Agarwal S, Li
CM, Loechel S, Hu PC (1992) High-efficiency gene trans-
fer mediated by adenovirus coupled to DNA-polylysine
complexes. Hum Gene Ther 3: 147-154

Davis HL, Demeneix BA, Quantin B, Coulombe ], Whalen
RG (1993) Plasmid DNA is superior to viral vectors for
direct gene transfer into adult mouse skeletal muscle.
Hum Gene Ther 4: 733-740

Delort JP, Capecchi MR (1996) TAXI/UAS: a molecular
switch to control expression of genes in vivo. Hum Gene
Ther 7: 809-820

DeMatteo RP, Markmann JF, Kozarsky KF, Barker CF, Raper
SE (1996) Prolongation of adenoviral transgene expres-
sion in mouse liver by T-lymphocyte subset depletion.
Gene Ther 3: 4-12

Dillon N (1993) Regulating gene expression in gene therapy.
Trends Biotechnol 11: 167-173

Dillon N, Grosveld F (1993) Transcriptional regulation of mul-
tigene loci: multilevel control. Trends Genet 9: 134-137

Donahue RE, Kessler SW, Bodine D, McDonagh K, Dunbar
C, Goodman S, Agricola B, Byrne E, Raffeld M, Moen R
et al. (1992) Helper virus induced T cell lymphoma in
nonhuman primates after retroviral mediated gene trans-
fer. ] Exp Med 176: 1125-1135

Dubensky TW Jr, Driver DA, Polo JM, Belli BA, Latham EM,
Ibanez CE, Chada S, Brumm D, Banks TA, Mento SJ,
Jolly DJ, Chang SM (1996) Sindbis virus DNA-based ex-
pression vectors: utility for in vitro and in vivo gene
transfer. ] Virol 70: 508-519

Dzau V], Morishita R, Gibbons GH (1993) Gene therapy for
cardiovascular disease. Trends Biotechnol 11: 205-210

Eissenberg JC, Elgin SC (1991) Boundary functions in the
control of gene expression. Trends Genet 7: 335-340

Fields BN (ed) (1990) Virology. Raven Press, New York

Fisher KJ, Choi H, Burda J, Chen SJ, Wilson JM (1996a) Re-
combinant adenovirus deleted of all viral genes for gene
therapy of cystic fibrosis. Virology 217: 11-22

Fisher KJ, Gao GP, Weitzman MD, DeMatteo R, Burda JE
Wilson JM (1996b) Transduction with recombinant ade-
no-associated virus for gene therapy is limited by lead-
ing-strand synthesis. J Virol 70: 520-532

Flotte TR, Carter B] (1995) Adeno-associated virus vectors
for gene therapy. Gene Ther 2: 357-362

Flotte TR, Afione SA, Conrad C, McGrath SA, Solow R, Oka
H, Zeitlin PL, Guggino WB, Carter BJ (1993) Stable in
vivo expression of the cystic fibrosis transmembrane
conductance regulator with an adeno-associated virus
vector. Proc Natl Acad Sci USA 90: 10613-10617

Flotte TR, Barraza Ortiz X, Solow R, Afione SA, Carter BJ,
Guggino WB (1995) An improved system for packaging
recombinant adeno-associated virus vectors capable of in
vivo transduction. Gene Ther 2: 29-37

Fox ME, Lemmon M]J, Mauchline ML, Davis TO, Giaccia AJ,
Minton NP, Brown JM (1996) Anaerobic bacteria as a de-
livery system for cancer gene therapy: in vitro activation
of 5-fluorocytosine by genetically engineered clostridia.
Gene Ther 3: 173-178

Geller AI, Keyomarsi K, Bryan ], Pardee AB (1990) An effi-
cient deletion mutant packaging system for defective
herpes simplex virus vectors: potential applications to
human gene therapy and neuronal physiology. Proc Natl
Acad Sci USA 87: 8950-8954

Geschwind MD, Hartnick CJ, Liu W, Amat ], Vandewater
TR, Federoff H] (1996) Defective HSV 1 vector express-
ing BDNF in auditory ganglia elicits neurite outgrowth:
model for treatment of neuron loss following cochlear
degeneration. Hum Gene Ther 7: 173-182

Glorioso JC, Bender MA, Goins WE Fink DJ, DeLuca N
(1995a) HSV as a gene transfer vector for the nervous
system. Mol Biotechnol 4: 87-99

Glorioso JC, DeLuca NA, Fink DJ (1995b) Development and
application of herpes simplex virus vectors for human
gene therapy. Annu Rev Microbiol 49: 675-710

Gossen M, Bujard H (1992) Tight control of gene expression
in mammalian cells by tetracycline-responsive promoters.
Proc Natl Acad Sci USA 89: 5547-5551

Gossen M, Freundlieb S, Bender G, Muller G, Hillen W, Bu-
jard H (1995) Transcriptional activation by tetracyclines
in mammalian cells. Science 268: 1766-1769

Graham FL, Eb AJ van der (1973) A new technique for the
assay of infectivity of human adenovirus 5 DNA. Virol-
ogy 52: 456-460

141



K. Brand und M. Strauss

Graham FL, Smiley J, Russell WC, Nairn R (1977) Character-
istics of a human cell line transformed by DNA from hu-
man adenovirus type 5. ] Gen Virol 36: 59-74

Greaves DR, Wilson FD, Lang G, Kioussis D (1989) Human
CD2 3'-flanking sequences confer high-level, T-cell-spe-
cific, position-independent gene expression in transgenic
mice. Cell 56: 979-986

Grossman M, Raper SE, Kozarsky K, Stein EA, Engelhardt
JE Muller D, Lupien PJ, Wilson JM (1994) Successful ex
vivo gene therapy directed to liver in a patient with fa-
milial hypercholesterolaemia [see comments]. Nat Genet
6: 335-341

Giinzburg WH, Salmons B (1996) Development of retroviral
vectors as safe, targeted gene delivery systems. ] Mol
Med 74: 171-182

Haddada H, Ragot T, Cordier L, Duffour MT, Perricaudet M
(1993) Adenoviral interleukin-2 gene transfer into P815
tumor cells abrogates tumorigenicity and induces antitu-
moral immunity in mice. Hum Gene Ther 4: 703-711

Hatzfeld A, Batard P, Panterne B, Taieb F Hatzfeld J (1996)
Increased stable retroviral gene transfer in early hemato-
poietic progenitors released from quiescence. Hum Gene
Ther 7: 207-213

Herrmann F (1996) Clinical application of gene transfer.
] Mol Med 74: 213-221

Hersh ], Crystal RG, Bewig B (1995) Modulation of gene ex-
pression after replication-deficient, recombinant adeno-
virus-mediated gene transfer by the product of a second
adenovirus vector. Gene Ther 2: 124-131

Herweijer H, Latendresse JS, Williams P, Zhang G, Danko I,
Schlesinger S, Wolff JA (1995) A plasmid-based self-am-
plifying Sindbis virus vector. Hum Gene Ther 6: 1161-
1167

Hofmann C, Sandig V, Jennings G, Rudolph M, Schlag P,
Strauss M (1995) Efficient gene transfer into human he-
patocytes by baculovirus vectors. Proc Natl Acad Sci
USA 92: 10099-10103

Huard ], Goins WE Glorioso JC (1995) Herpes simplex
virus type 1 vector mediated gene transfer to muscle.
Gene Ther 2: 385-392

Isaka Y, Fujiwara Y, Ueda N, Kaneda Y, Kamada T, Imai E
(1993) Glomerulosclerosis induced by in vivo transfec-
tion of transforming growth factor-beta or platelet-de-
rived growth factor gene into the rat kidney. J Clin Invest
92: 2597-2601

Jin X, Nguyen D, Zhang WW, Kyritsis AP, Roth JA (1995)
Cell cycle arrest and inhibition of tumor cell prolifera-
tion by the pl6INK4 gene mediated by an adenovirus
vector. Cancer Res 55: 3250-3 253

Johnson PA, Miyanohara A, Levine F, Cahill T, Friedmann T
(1993) Cytotoxicity of a replication-deficient mutant of
herpes simplex virus type 1. J Virol 66: 2952-2965

Kaneda Y, Iwai K, Uchida T (1989a) Increased expression of
DNA cointroduced with nuclear protein in adult rat liver.
Science 243: 375-378

Kaneda Y, Iwai K, Uchida T (1989b) Introduction and ex-
pression of the human insulin gene in adult rat liver.
] Biol Chem 264: 12126-12129

Kaneko S, Hallenbeck P, Kotani T, Nakabayashi H, McGarr-
ity G, Tamaoki T, Anderson WF, Chiang YL (1995) Ade-
novirus-mediated gene therapy of hepatocellular carcino-
ma using cancer-specific gene expression. Cancer Res 55:
5283-5287

Kaplitt MG, Leone P, Samulski R], Xiao X, Pfaff DW, O’Malley
KL, During MJ (1994) Long-term gene expression and phe-

notypic correction using adeno-associated virus vectors in
the mammalian brain. Nat Genet 8: 148-154

Kas E, Poljak L, Adachi Y, Laemmli UK (1993) A model for
chromatin opening: stimulation of topoisomerase II and
restriction enzyme cleavage of chromatin by distamycin.
EMBO J 12: 115-126

Kasahara N, Dozy AM, Kan YW (1994) Tissue-specific tar-
geting of retroviral vectors through ligand-receptor inter-
actions [see comments]. Science 266: 1373-1376

Kitamura N, Semler BL, Rothberg PG, Larsen GR, Adler CJ,
Dorner AJ, Emini EA, Hanecak R, Lee JJ, Werf S van der,
Anderson CW, Wimmer E (1981) Primary structure, gene
organization and polypeptide expression of poliovirus
RNA. Nature 291: 547-553

Kitts PA, Ayres MD, Possee RD (1990) Linearization of bacu-
lovirus DNA enhances the recovery of recombinant virus
expression vectors. Nucleic Acids Res 18: 5667-5672

Kolls JK, Lei DH, Odom G, Nelson S, Summer WR, Gerber
MA, Shellito JE (1996) Use of transient Cd4 lymphocyte
depletion to prolong transgene expression of E1 deleted
adenoviral vectors. Hum Gene Ther 7: 489-497

Koopman P, Gubbay J, Vivian N, Goodfellow P, Lovell Badge
R (1991) Male development of chromosomally female
mice transgenic for Sry [see comments]. Nature 351:
117-121

Kotin RM (1994) Prospects for the use of adeno-associated
virus as a vector for human gene therapy. Hum Gene
Ther 5: 793-801

Kramm CM, Rainov NG, Senaesteves M, Chase M, Pechan
PA, Chiocca EA, Breakefield XO (1996) Herpes vector
mediated delivery of marker genes to disseminated cen-
tral nervous system tumors. Hum Gene Ther 7: 291-300

Kries JP von, Buhrmester H, Stratling WH (1991) A matrix/
scaffold attachment region binding protein: identifica-
tion, purification, and mode of binding. Cell 64: 123-135

Ledley FD (1995) Nonviral gene therapy: the promise of
genes as pharmaceutical products. Hum Gene Ther 6:
1129-1144

Lem J, Flannery JG, Li T, Applebury ML, Farber DB, Simon
MI (1992) Retinal degeneration is rescued in transgenic
rd mice by expression of the cGMP phosphodiesterase
beta subunit. Proc Natl Acad Sci USA 89: 4422-4426

Lesoonwood LA, Kim WH, Kleinman HK, Weintraub BD,
Mixson AJ (1995) Systemic gene therapy with p53 re-
duces growth and metastases of a malignant human
breast cancer in nude mice. Hum Gene Ther 6: 395-405

Lew D, Parker SE, Latimer T, Abai AM, Kuwahararundell A,
Doh SG, Yang ZY, Laface D, Gromkowski SH, Nabel GJ,
Manthorpe M, Norman ] (1995) Cancer gene therapy
using plasmid DNA: pharmacokinetic study of DNA fol-
lowing injection in mice. Hum Gene Ther 6: 553-564

Li Q, Kay MA, Finegold M, Stratford Perricaudet LD, Woo
SL (1993) Assessment of recombinant adenoviral vectors
for hepatic gene therapy. Hum Gene Ther 4: 403-409

Liljestrom P (1994) Alphavirus expression systems. Curr
Opin Biotechnol 5: 495-500

Liljestrom P, Garoff H (1991) A new generation of animal
cell expression vectors based on the Semliki Forest virus
replicon. Biotechnology 9: 1356-1361

Liu TJ, Naggar AK el, McDonnell TJ, Steck KD, Wang M,
Taylor DL, Clayman GL (1995) Apoptosis induction
mediated by wild-type p53 adenoviral gene transfer in
squamous cell carcinoma of the head and neck. Cancer
Res 55: 3117-3122



2.3 Molekulare Grundlagen des Gentransfers und Anwendung fiir die Gentherapie

Lu B, Federoff HJ (1995) Herpes simplex virus type 1 ampli-
con vectors with glucocorticoid-inducible gene expres-
sion. Hum Gene Ther 6: 419-428

Mackett M, Smith GL, Moss B (1982) Vaccinia virus: a se-
lectable eukaryotic cloning and expression vector. Proc
Natl Acad Sci USA 79: 7415-7 419

Mann R, Mulligan RC, Baltimore D (1983) Construction of a
retrovirus packaging mutant and its use to produce help-
er-free defective retrovirus. Cell 33: 153-159

Markowitz D, Goff S, Bank A (1988) A safe packaging line
for gene transfer: separating viral genes on two different
plasmids. J Virol 62: 1120-1124

Martinez I, Dornburg R (1996) Partial reconstitution of a re-
plication competent retrovirus in helper cells with partial
overlaps between vector and helper cell genomes. Hum
Gene Ther 7: 705-712

Mastrangeli A, Harvey BG, Yao ], Wolff G, Kovesdi I, Crystal
RG, Falckpedersen E (1996) Sero switch adenovirus
mediated in vivo gene transfer: circumvention of anti
adenovirus humoral immune defenses against repeat ade-
novirus vector administration by changing the adeno-
virus serotype. Hum Gene Ther 7: 79-87

Mathias P, Wickham T, Moore M, Nemerow G (1994) Multi-
ple adenovirus serotypes use alpha v integrins for infec-
tion. J Virol 68: 6811-6814

Matthews KE, Dev SB, Toneguzzo F, Keating A (1995) Elec-
troporation for gene therapy. Methods Mol Biol 48: 273-
280

Maxwell IH, Maxwell F Rhode SL, Corsini J, Carlson JO
(1993) Recombinant Lulll autonomous parvovirus as a
transient transducing vector for human cells. Hum Gene
Ther 4: 441-450

Maxwell IH, Spitzer AL, Long CJ, Maxwell F (1996) Autono-
mous parvovirus transduction of a gene under control of
tissue-specific or inducible promotors. Gene Ther 3: 28-
36

McCoy RD, Davidson BL, Roessler BJ, Huffnagle GB, Janich
SL, Laing TJ, Simon RH (1995) Pulmonary inflammation
induced by incomplete or inactivated adenoviral parti-
cles. Hum Gene Ther 6: 1553-1560

McGrory WJ, Bautista DS, Graham FL (1988) A simple tech-
nique for the rescue of early region I mutations into in-
fectious human adenovirus type 5. Virology 163: 614-617

Mester JC, Pitha PM, Glorioso JC (1995) Antiviral activity of
herpes simplex virus vectors expressing murine alpha 1-
interferon. Gene Ther 2: 187-196

Michael SI, Hong JS, Curiel DT, Engler JA (1995) Addition
of a short peptide ligand to the adenovirus fiber protein.
Gene Ther 2: 660-668

Miller AD, Buttimore C (1986) Redesign of retrovirus packa-
ging cell lines to avoid recombination leading to helper
virus production. Mol Cell Biol 6: 2895-2902

Miller JL, Donahue RE, Sellers SE, Samulski RJ, Young NS,
Nienhuis AW (1994) Recombinant adeno-associated-
virus-(rAAV)-mediated expression of a human gamma-
globin gene in human progenitor-derived erythroid cells
[published erratum appears in Proc Natl Acad Sci USA
1995 92: 646]. Proc Natl Acad Sci USA 91: 10183-10187

Mulligan RC (1993) The basic science of gene therapy.
Science 260: 926-932

Moss B (1991) Vaccinia virus: a tool for research and vac-
cine development. Science 252: 1662-1667

Naldini 1, Blomer U, Gallay P, Ory D, Mulligan R, Gage FH,
Verma IM, Trono D (1996) In vivo gene delivery and

stable transduction of nondividing cells by a lentiviral
vector. Science 272: 263-267

O’Neil BH, Kawakami Y, Restifo NP, Bennink JR, Yewdell
JW, Rosenberg SA (1993) Detection of shared MHC-re-
stricted human melanoma antigens after vaccinia virus-
mediated transduction of genes coding for HLA. ] Immu-
nol 151: 1410-1418

Pakzaban P, Geller A, Isacson O (1994) Effect of exogenous
nerve growth factor on neurotoxicity of and neuronal
gene delivery by a herpes simplex amplicon vector in the
rat brain. Hum Gene Ther 5: 987-995

Palmiter RD, Sandgren EP, Avarbock MR, Allen DD, Brinster
RL (1991) Heterologous introns can enhance expression
of transgenes in mice. Proc Natl Acad Sci USA 88: 478-
482

Porter DC, Ansardi DC, Morrow CD (1995) Encapsidation
of poliovirus replicons encoding the complete human im-
munodeficiency virus type 1 gag gene by using a com-
plementation system which provides the P1 capsid pro-
tein in trans. J Virol 69: 1548-1555

Qin HX, Chatterjee SK (1996) Construction of recombinant
vaccinia virus expressing gm csf and its use as tumor
vaccine. Gen Ther 3: 59-66

Qiu P, Ziegelhoffer P, Sun J, Yang NS (1996) Gene gun deliv-
ery of mRNA in situ results in efficient transgene expres-
sion and genetic immunization. Gen Ther 3: 262-268

Raja Walia R, Webber ], Naftilan ], Chapman GD, Naftilan
AJ (1995) Enhancement of liposome-mediated gene
transfer into vascular tissue by replication deficient ade-
novirus. Gene Ther 2: 521-530

Roth J, Dittmer D, Rea D, Tartaglia ], Paoletti E, Levine A
(1996) p53 as a target for cancer vaccines: recombinant
canarypox virus vectors expressing p53 protect mice
against lethal tumor cell challenge. Proc Natl Acad Sci
USA 93: 4781-4786

Rother RP, Squinto SP, Mason JM, Rollins SA (1995) Protec-
tion of retroviral vector particles in human blood
through complement inhibition. Hum Gene Ther 6: 429-
435

Roux P, Jeanteur P, Piechaczyk M (1989) A versatile and po-
tentially general approach to the targeting of specific cell
types by retroviruses: application to the infection of hu-
man cells by means of major histocompatibility complex
class I and class II antigens by mouse ecotropic murine
leukemia virus-derived viruses. Proc Natl Acad Sci USA
86: 9079-9083

Russell SJ (1991) Making high titre retroviral producer cells.
Methods Mol Biol 8: 29-60

Russell DW, Miller AD, Alexander IE (1994) Adeno-asso-
ciated virus vectors preferentially transduce cells in S
phase. Proc Natl Acad Sci USA 91: 8915-8919

Sawchuk SJ, Boivin GP, Duwel LE, Ball W, Bove F, Trapnell
B, Hirsch R (1996) Anti T-cell receptor monoclonal anti-
body prolongs transgene expression following adeno-
virus mediated in vivo gene transfer to mouse synovium.
Hum Gene Ther 7: 499-506

Schofield JP, Caskey CT (1995) Non-viral approaches to
gene therapy. In: Lever AML, Goodfellow P (eds) Gene
therapy. Churchill Livingstone, Edinburgh London New
York, pp 56-71

Shimotohno K, Temin HM (1981) Formation of infectious
progeny virus after insertion of herpes simplex thymi-
dine kinase gene into DNA of an avian retrovirus. Cell
26: 67-77

143



K. Brand und M. Strauss

Sippel A, Saueressig H, Winter D, Grewal T, Faust N, Hecht
A, Bonifer C (1992) In: Grosveld F, Kollias G (eds) Trans-
genic animals. Academic Press, New York London, pp 1-
26

Somogyi P, Frazier J, Skinner MA (1993) Fowlpox virus host
range restriction: gene expression, DNA replication, and
morphogenesis in nonpermissive mammalian cells. Virol-
ogy 197: 439-444

Staubinger RM (1993) pH-sensitive liposomes for delivery of
macromolecules into cytoplasm of cultured cells. Meth-
ods Enzymol 221: 361-370

Stewart MJ, Plautz GE, Del Buono L, Yang ZY, Xu L, Gao X,
Huang L, Nabel EG, Nabel GJ (1992) Gene transfer in
vivo with DNA-liposome complexes: safety and acute tox-
icity in mice. Hum Gene Ther 3: 267-275

Su H, Chang JC, Xu SM, Kan YW (1996) Selective killing of
AFP-positive hepatocellular carcinoma cells by adeno-as-
sociated virus transfer of the herpes simplex virus thymi-
dine kinase gene. Hum Gene Ther 7: 463-470

Sugaya S, Fujita K, Kikuchi A, Ueda H, Takakuwa K, Koda-
ma S, Tanaka K (1996) Inhibition of tumor growth by di-
rect intratumoral gene transfer of herpes simplex virus
thymidine kinase gene with DNA liposome complexes.
Hum Gene Ther 7: 223-230

Sutter G, Moss B (1992) Nonreplicating vaccinia vector effi-
ciently expresses recombinant genes. Proc Natl Acad Sci
USA 89: 10847-10851

Sutter G, Moss B (1995) Novel vaccinia vector derived from
the host range restricted and highly attenuated MVA
strain of vaccinia virus. Dev Biol Stand 84: 195-200

Tabin CJ, Hoffmann JW, Goff SP, Weinberg RA (1982) Adap-
tation of a retrovirus as a eucaryotic vector transmitting
the herpes simplex virus thymidine kinase gene. Mol
Cell Biol 2: 426-436

Tatum EL (1966) Molecular biology, nucleic acids and the
future of medicine. Perspect Biol Med 10: 19-32

Thrasher AJ, Alwis M de, Casimir CM, Kinnon C, Page K,
Lebkowski J, Segal AW, Levinsky RJ (1995) Generation of
recombinant adeno-associated virus (rAAV) from an ade-
noviral vector and functional reconstitution of the
NADPH-oxidase. Gene Ther 2: 481-485

Ulmer JB, Donnelly JJ, Parker SE, Rhodes GH, Felgner PL,
Dwarki V], Gromkowski SH, Deck RR, DeWitt CM,
Friedman A et al. (1993) Heterologous protection against
influenza by injection of DNA encoding a viral protein
[see comments]. Science 259: 1745-1749

Vahlsing HL, Yankauckas MA, Sawdey M, Gromkowski SH,
Manthorpe M (1994) Immunization with plasmid DNA
using a pneumatic gun. ] Immunol Methods 175: 11-22

Valsesia-Wittmann S, Drynda A, Deleage G, Aumailley M,
Heard JM, Danos O, Verdier G, Cosset FL (1994) Modifi-
cations in the binding domain of avian retrovirus envel-
ope protein to redirect the host range of retroviral vec-
tors. J Virol 68: 4609-4619

Vile R, Russell S] (1994) Gene transfer technologies for the
gene therapy of cancer. Gen Ther 1: 88-98

Vile RG, Russell SJ (1995) Retroviruses as vectors. In: Lever
AML, Goodfellow P (eds) Gene therapy. Churchill Living-
stone, Edinburgh London New York, pp 12-30

Vos JM (1994) Herpesviruses as genetic vectors. In: Vos JM
(ed) Viruses in human gene therapy. Carolina Academic
Press, Durham, NC, pp 108-140

Wagner E, Plank C, Zatloukal K, Cotten M, Birnstiel ML
(1992a) Influenza virus hemagglutinin HA-2 N-terminal
fusogenic peptides augment gene transfer by transferrin-

polylysine-DNA complexes: toward a synthetic virus-like
gene-transfer vehicle. Proc Natl Acad Sci USA 89: 7934-
7938

Wagner E, Zatloukal K, Cotten M, Kirlappos H, Mechtler K,
Curiel DT, Birnstiel ML (1992b) Coupling of adenovirus
to transferrin-polylysine/DNA complexes greatly en-
hances receptor-mediated gene delivery and expression
of transfected genes. Proc Natl Acad Sci USA 89: 6099-
6103

Wang M, Bronte V, Chen PW, Gritz L, Panicali D, Rosenberg
SA, Restifo NP (1995a) Active immunotherapy of cancer
with a nonreplicating recombinant fowlpox virus encod-
ing a model tumor-associated antigen. J Immunol 154:
4685-4692

Wang M]J, Friedmann T, Johnson PA (1995b) Differentiation
of PC12 cells by infection with an HSV-1 vector express-
ing nerve growth factor. Gene Ther 2: 323-335

Watson JD, Crick FHC (1953) Genetical implications of the
structure of deoxyribonucleic acid. Nature 171: 964-969

Wei CM, Gibson M, Spear PG, Scolnick EM (1981) Con-
struction and isolation of a transmissible retrovirus con-
taining the src gene of Harvey murine sarcoma virus and
the thymidine kinase gene of herpes simplex virus type
1. J Virol 39: 935-944

Welsh RM Jr, Cooper NR, Jensen FC, Oldstone MB (1975)
Human serum lyses RNA tumour viruses. Nature 257:
612-614

Wigler M, Silverstein S, Lee LS, Pellicer A, Cheng YC, Axel
R (1977) Transfer of purified herpes virus thymidine ki-
nase gene to cultured mouse cells. Cell 11: 223-232

Williams RS, Johnston SA, Riedy M, DeVit M]J, McElligott
SG, Sanford JC (1991) Introduction of foreign genes into
tissues of living mice by DNA-coated microprojectiles.
Proc Natl Acad Sci USA 88: 2726-2730

Wilson JM, Grossman M, Wu CH, Chowdhury NR, Wu GY,
Chowdhury JR (1992) Hepatocyte-directed gene transfer
in vivo leads to transient improvement of hypercholester-
olemia in low density lipoprotein receptor-deficient rab-
bits. J Biol Chem 26: 963-967

Wolff JA, Lederberg J (1994) An early history of gene trans-
fer and therapy. Hum Gene Ther 5: 469-480

Wood M], Byrnes AP, Pfaff DW, Rabkin SD, Charlton HM
(1994) Inflammatory effects of gene transfer into the
CNS with defective HSV-1 vectors. Gene Ther 1: 283-291

Wu GY, Wu CH (1988) Receptor-mediated gene delivery and
expression in vivo. ] Biol Chem 263: 14621-14 624

Wu CH, Wilson JM, Wu GY (1989) Targeting genes: delivery
and persistent expression of a foreign gene driven by
mammalian regulatory elements in vivo. ] Biol Chem
264: 16985-16 987

Wu XY, Holschen ], Kennedy SC, Ponder KP (1996) Retro-
viral vector sequences may interact with some internal
promoters and influence expression. Hum Gene Ther 7:
159-171

Xiong C, Levis R, Shen P, Schlesinger S, Rice CM, Huang
HV (1989) Sindbis virus: an efficient, broad host range
vector for gene expression in animal cells. Science 243:
1188-1191

Yang NS, Sun WH (1995) Gene gun and other non-viral ap-
proaches for cancer gene therapy. Nat Med 1: 481-483

Yang NS, Burkholder J, Roberts B, Martinell B, McCabe D
(1990) In vivo and in vitro gene transfer to mammalian
somatic cells by particle bombardment. Proc Natl Acad
Sci USA 87: 9568-9572



2.3 Molekulare Grundlagen des Gentransfers und Anwendung fiir die Gentherapie

Yang Y, Nunes FA, Berencsi K, Gonczol E, Engelhardt JF
Wilson JM (1994) Inactivation of E2a in recombinant
adenoviruses improves the prospect for gene therapy in
cystic fibrosis. Nat Genet 7: 362-369

Yang Y, Vanin EE, Whitt MA, Fornerod M, Zwart R, Schnei-
derman RD, Grosveld G, Nienhuis AW (1995) Inducible,
high-level production of infectious murine leukemia ret-
roviral vector particles pseudotyped with vesicular sto-
matitis virus G envelope protein. Hum Gene Ther 6:
1203-1213

Yee JK, Friedmann T, Burns JC (1994) Generation of high-ti-
ter pseudotyped retroviral vectors with very broad host
range. Methods Cell Biol 43: 99-112

Yu SE Ruden T von, Kantoff PW, Garber C, Seiberg M,
Ruther U, Anderson WF, Wagner EF, Gilboa E (1986)
Self-inactivating retroviral vectors designed for transfer

of whole genes into mammalian cells. Proc Natl Acad Sci
USA 83: 3194-3198

Zhou XZ, Berglund P, Zhao HX, Liljestrom P, Jondal M
(1995) Generation of cytotoxic and humoral immune re-
sponses by nonreplicative recombinant semliki Forest
virus. Proc Natl Acad Sci USA 92: 3009-3013

Zhou SZ, Li Q, Stamatoyannopoulos G, Srivastava A (1996)
Adeno associated virus 2 mediated transduction and ery-
throid cell specific expression of a human beta globin
gene. Gen Ther 3: 223-229

Zhu N, Liggitt D, Liu Y, Debs R (1993) Systemic gene ex-
pression after intravenous DNA delivery into adult mice.
Science 261: 209-211

Zinder ND, Lederberg J (1952) Genetic exchange in Salmo-
nella. ] Bacteriol 64: 679-699

145



2 Springer
http://www.springer.com/978-3-540-62463-9

Tumorerkrankungen

Ganten, D.; Ruckpaul, K (Hrsg.)
1998, ¥, 270 S. 4 Abb., Hardcowver
ISBEN: 278-3-540-62463-9



	Quellenvermerk

