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Focus

Derzeitiger Stand und Aussichten der Gentherapie

Kurt ZATLOUKAL

ZUSAMMENFASSUNG

Die Erfabrungen, die innerbalb der letzten 6 Jabre an ca. 800 Patienten mit Gentherapie
gesammelt wurden, haben einerseits gezeigt, dafs die verwendeten Verfabren sicher sind.
Anderseits haben sich auch klar die Grenzen der derzeit zur Verfiigung stehenden Techniken
dargestellt. Es konnte zwar an einigen Beispielen wie den Gentherapieversuchen bei
Adenosindeaminase-Mangel, familidrer Hypercholesterindimie und bei Krebs dieprinzipielle
Wirksamkeit der Gentherapie belegt werden, doch war generell die erzielte Effizienz zu
gering, um entsprechende therapentische Effekte zu erreichen. Mit Ausnabme der Immuno-
Gentherpieverfabren bei Krebs sind fiir die meisten anderen Anwendungsgebiete noch
grundlegende Verbesserungen der Gentransfersysteme wnd/oder der Zelltransplan-
tationstechnologie notwendig, ebe ein therapeutischer Einsatz realistisch ist. In Anbetracht
dessen, dafs die Gentherapie derzeit noch ganz am Anfang ibrer Entwicklungsteht, kannman
aufgrund der bisherigen Erfabrungen jedoch annebmen, daf8 Gentherapie in der Zukunft
zumindest bei einigen Indikationen eine wichtige Rolle spielen wird.

Schliisselworter: Somatische Gentherapie, Gentransfertechniken, Sicherheit, Erbkrank-
heiten, Krebsvakzine, Inmuno-Gentherapie, AIDS, Grundlagenforschung, Vekto-
ren, Zelltransplantationstechnologie

ABSTRACT

The experienceafter six-years of genetic therapy, involving 800 patients, have shown on the
one hand that the procedures used are safe. On the other hand, the limits of the technigues
used at present have been revealed. In some cases, for example insufficiency of
adenosindeaminase, hypercholesterenemia and cancer, it bas been possible to demonstrate
some measure of effectiveness, but this still does not allow to speak of a therapentic benefir.

With the exception of the (immunological gene-therapy) procedure, in the majority of the
other cases it is necessary to improve the systems of gene transfer and/or the techniques of
celltransplant further, before using them as a therapeuticmethod. Bearing in mindthat gene
therapy is still in its beginnings, and on the basis of theresults obtained, it seams that at least
in some indications it will play an important role.

keywords: somatic gene therapy, gene transfer, security, hereditary desease, immunologi-
cal gene therapy, AIDS, basic research, carrier, techniques of cell transplant
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Einleitung

Der erste Vorstofl zur Anwendung genetisch
verinderter Zellen am Menschen wurde be-
reits Anfang der 80er Jahre gemacht (Ubersicht
{iber Entwicklung der Gentherapie®*?). Dies
hat zu umfangreichen Diskussionen tiber die Si-
cherheit derartiger Verfahren sowie iiber deren
rechtliche Grundlagen und die damit verbun-
denen ethischen Aspekte gefiihrt. Es dauerte
bis 1989, ehe Wege gefunden wurden, mit die-
sen komplexen Fragen aus dem Umfeld der
Gentherapie umzugehen. So wurde am Natio-
nal Institute of Health (NIH) in den USA das
,Recombinant DNA Advisory Committee"
(RAC), das sich aus Spezialisten der diversen
Fachgebiete zusammensetzt, mit der Beurtei-
lung von Gentherapieversuchen am Menschen
beauftragt. Generell werden Genverinderun-
gen ausschlieflich an somatischen menschli-
chen Zellen durchgefiihrt. Das bedeutet, daf}
die Genmanipulation nur die behandelten Zell-
typen (z.B. Knochenmarkszellen oder Leber-
zellen) betrifft und auch nicht auf Nachkom-
men weitergegeben werden kann. Somit fithrt
die somatische Gentherapie zu keinem Eingriff
in das Erbgut des Menschen. Genmanipulatio-
nen an Zellen der Keimbahn (z.B. Eizellen oder
Zellen der Spermiogenese) wiirden den ganzen
aus diesen Keimzellen entstandenen Menschen
betreffen und zu vererbbaren Verinderungen
fiihren. Eingriffe in die Keimbahn des Men-
schen werden weltweit zur Zeit nicht durchge-
fiihrt und sind in Osterreich durch das Gen-
technikgesetz verboten.

Die erste vom NIH genehmigte Anwendung
von genetisch verinderten somatischen Zellen
am Menschen im Jahr 1989, die von Steven Ro-
sENBERG durchgefithrt wurde, war der Start-
schuf fiir die rasant entwickelnde Gentherapie
(siehe Tabelle 1). Die Erprobung von Genthera-
pieverfahren beschrinkt sich nicht nur auf klas-
sische Erbkrankheiten, die durch den Defekt
eines spezifischen Gens verursacht werden,
sondern umfaft auch durch komplexe Gende-

felite verursachte Erkrankungen, wie den
Krebs und auch Erkrankungen, die nicht durch
Gendefekte verursacht werden (z.B. Virusin-

- fektionen, chronische Gelenksentziindung).

Die sogenannten Genmarkierungsstrategien
werden ebenfalls den Gentherapieverfahren
zugeordnet, obwohl es sich hierbei um keine
therapeutischen Ansitze handelt, sondern nur
das Verhalten von genetisch verinderten Zel-
len im Menschen untersucht wird.

Bisherige Erfahrungen

Die erste durch einen Gendefekt verursachte
Erkrankung, fiir die ein Gentherapieverfahren
entwickelt wurde, war der Adenosindeaminase-
Mangel. Durch den Defekt der Adenosindeami-
nase kommt es zu einer Akkumulation von
Metaboliten des Nukleinsiurestoffwechsels,
die fiir Lymphozyten toxisch sind. Die Schidi-
gung der Lymphozyten hat einen schweren
kombinierten Immundefekt zur Folge, der er-
krankten Kindern ein Uberleben nur in einer
sterilen Umgebung erlaubt. Der Adenosindea-
minase-Mangel ist selten mit nur wenigen hun-
dert Erkrankten weltweit. Es handelt sich je-
doch um eine sehr schwere Erkrankung, fiir die
es mit Ausnahme der Knochenmarkstransplan-
tation oder der iuflerst teuren Enzymsubstituti-
onstherapie mit PEG-Adenosindeaminase (Ko- -
sten von mehr als 2 Millionen Schilling pro Pa-
tient/Jahr) keine konventionelle Therapie gibt.
Diese Erkrankung bietet gute Voraussetzungen
fiir die Durchfiihrung einer Gentherapie. Die
zur Korrektur des Defektes bendtigte geneti-
sche Information (DNA-Menge) ist klein, so-
daf sie mit Hilfe von retroviralen Vektoren in
Zellen eingeschleust werden kann, Auflerdem
kann die genetische Manipulation an Zellen
durchgefiihrt werden, dieleicht vom Patienten
gewonnen und wieder dem Patienten verab-
reicht werden konnen, da die Zielzellen Lym-
phozyten oder Knochenmarksstammzellen
sind. Die bisherigen Therapieversuche bei Kin-
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NIH nicht NIH
[Etkrankung 1989 [ 1990 | 1991 | 1992 {1993 | 1994 | 1995 | 1989-95
Markierung 1 5 8 8 3 1 5
ADA-Mang 1 2
Krebs 1 5 14 13 9 22
FH 1
AIDS 2 3 2
Mukovisz. 5 1 3
Gaucher 2 1
Himophilie B 1
Fanconi 1
Alpha-1-AT
Arterioskl.
Granulomat. 1
Arthritis 1
Total 1 2 8 13 31 26 16 33

Tabelle 1:

NIH: National Institute of Health(USA); nicht NIH: auBerhalb des NIH durchgefiihrte

Gentherapiestudien (iiberwiegend Europa);
Markierung: Genmarkierungsstudie (keine Therapie), ADA- Mang.: Adenosindeaminase-Mange!,
FH: Familidre Hypercholesterinimie, Mukovisz.: Mukoviszidose, Alpha-1-AT: Alpha-1-Antitrypsin

Mangel, Fanconi: Fanconi Anidmie, Arterioskl.: Arteriosklerose, Granulomat.: Progressive

septische Granulomatose, Arthritis: Primire chronische Polyarthritis. Quelle: Human Gene

Therapy und European Working Group on Human Gene Transfer and Therapy.

der haben gezeigt, daf} die angewandten Gen-
therapieverfahren sicherund prinzipiell erfolg-
reich sind. So exprimieren bei einem der be-
handelten Kinder drei Jahre nach Beginn der
Gentherapie die Hilfte der Lymphozyten das
eingeschleuste intakte Adenosindeaminase-
Gen. Bei anderen behandelten Kindern war
hingegen die Effizienz des Verfahrens wesent-
lich geringer. Der therapeutische Effekt der
Gentherapieverfahren zu Korrektur des Aden-
osindeaminase-Mangels ist jedoch nicht sicher
gezeigt, da die Kinder zusitzlich zur Genthera-
pie noch eine Enzymsubstitution erhalten?.
Ein weiteres Beispiel einer Gendefekterkran-
kung, bei der ein Gentherapieverfahren erfolg-
reich erprobt wurde, ist die familidre Hypercho-
lesterindmie. Durch einen Defekt des Gens fiir
den Low Density Lipoprotein-Rezeptor ist die
Regulation der Cholesterinsynthese in der Le-

ber gestért, sodafl diese Patienten frithzeitig
eine schwere Arteriosklerose entwickeln und
an den Komplikationen (z.B. Infarkten) verster-
ben. Zur Korrektur dieses Gendefektes ist es
notwendig, dem Patienten ein Stiick Leber zu
entnehmen und in die kultivierten Leberzellen
die richtige genetische Sequenz fiir den Low
Density Lipoprotein-Rezeptor einzufiigen, Da-
nach werden die genetisch verinderten Leber-
zellen durch Infusion {iber die Portalvene wie-
der in der Leber angesiedelt. Auch bei diesem
Verfahren konnte gezeigt werden, daf} die ver-
wendete Technologie sicher ist und dafl die ge-
netische Verdnderung zu einer partiellen Kor-
rektur des Cholesterinstoffwechseldefektes
fihrt. Fiir einen therapeutisch relevanten Ef-
fekt miiiten allerdings wesentlich mehr Zellen
genetisch verindert werden. Weiters ergibt

sich bei derartigen Verfahren das Problem, daf}
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die genetisch verinderten Zellen nur einige
Jahre am Leben bleiben (die Uberlebenszeit
einer Leberzelle betrigt 1 bis 2 Jahre). Das be-
deutet, dafl die Gentherapie alle paar Jahre wie-
derholt werden miifite.

Recht giinstige Voraussetzungen sind fiir die
Therapie von lysosomalen Speichererkrankun-
gen gegeben. In diesem Fall kann die genetische
Manipulation in der Zellkultur durchgefiihrt
werden. Die zur Korrektur des Defektes beno-
tigte genetische Information (DNA-Menge)
{iberschreitet in der Regel nicht die Transport-
kapazitit von viralen Vektoren. Als Zielzelle
kann jede Korperzelle fungieren, die vom Pati-
enten entnommen und nach genetischer Mani-
pulation als Zellsuspension oder in Form eines
Organoids reimplantiert werden kann.* Die
einzige Voraussetzung ist, daf§ das von der Zel-
le produzierte lysosomale Enzym in die Zirku-
lation abgegeben und dann von den diversen
Zellen, die das Enzym bendtigen, {iber den
Mannose-6-Phosphatrezeptor aufgenommen
wird. Der therapeutischen Anwendung dieser
Gentherapieverfahren steht jedoch noch die be-
grenzte Uberlebenszeit der genetisch verinder-
ten Zellen entgegen.

Bei den oben angefiihrten Gentherapiever-
fahren wird die genetische Manipulation der
Zellen auferhalb des Organismus in der Zell-
kultur durchgefiihrt. Es gibt jedoch Erkrankun-
gen, bei denen die genetische Manipulation di-
rekt im Patienten erfolgen mufl. Ein Beispiel
hierfiir ist die Gentherapie dér Mukoviszidose.
Bei der Mukoviszidose ist durch einen Gende-
fekt die Regulation des Chloridionen-Trans-
portes gestort. Dies hat zur Folge, daf vom
Bronchialepithel ein sehr ziher Schleim gebil-
det wird, der die Bronchien teilweise ver-
schlieft und rezidivierende Infektionen zur
Folge hat. Bei den bisher erprobten Genthera-
pieansitzen zur Korrektur der Mukoviszidose
wurde versucht, die korrekte genetische Infor-
mation fiir den ,cystic fibrosis transmembrane
conductance regulator” entweder mit adenovi-
ralen Vektoren oder mittels Liposomen in das

Epithel der Atemwege einzuschleusen. Es
konnte bei den klinischen Studien gezeigt wer-
den, dafl durch diese Mafinahmen der Chlorid-
ionen-Transport in der Nasenschleimhaut kor-
rigiert werden kann.® Therapeutische Effekte
waren jedoch in keinem Fall zu erzielen.”” Die
derzeit in Erprobung befindlichen Genthera-
pieverfahren fiir Mukoviszidose haben nicht
nur das Problem, dafl die Gentransfereffizienz
bei weitem nicht geniigt, um einen therapeuti-
schen Effekt zu erreichen, sondern dafl auch
der Effekt der genetischen Manipulation nur
{iber sehr kurze Zeit erhalten bleibt.® Dies be-
ruht darauf, dafl das Bronchialepithel innerhalb
kurzer Zeit erneuert wird und die genetische
Manipulation nicht die Reservezellen betrifft,
von denen die kontinuierliche Regeneration des
Bronchialepithels ausgeht. Ein weiteres Pro-
blem bei der Verwendung von adenoviralen
Vektoren ist, daf} die genetisch verinderten Zel-
len vom Immunsystem erkannt und eliminiert
werden., Daraus ergibt sich die Notwendigkeit
einer begleitenden Immunsuppression, um ei-
nen langzeitigen Effekt zu erzielen.”

Die Hilfte der bisher durchgefiihrten Gen-
therapiestudien am Menschen betreffen jedoch
nicht Erbkrankheiten, die durch einen Gende-
fekt verursacht werden, sondern maligne neo-
plastische Erkrankungen (Ubersicht iiber bisher
durchgefiihrte Gentherapiestudien in Tabelle
1). Diese werden durch sukzessive Defekte von
mehreren Genen verursacht, die die Vermeh-
rung und die Differenzierung von Zellen regu-
lieren. Obwohl aus pathophysiologischer Sicht
die Korrektur der mutierten Gene naheliegend
wiire, ist diese Vorgangsweise bis auf wenige
Ausnahmen technisch nicht realisierbar. Ein
derartiges Konzept wiirde voraussetzen, daf}
die genetische Manipulation direkt im Patien-
ten erfolgt und gezielt simtliche Tumorzellen,
auch in jenen Organen, in denen sich Krebsme-
tastasen entwickelt haben, erreicht. Keines der
derzeit zur Verfiigung stehenden Gentransfer-
systeme erfiillt diese Voraussetzungen. Auch in
naher Zukunft werden derartige Konzepte
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nicht realisierbar sein. Bei lokalisierten Tumo-
ren besteht die Mglichkeit, mittels genthera-
peutischer Verfahren die Tumorzellen spezi-
fisch fiir Chemotherapeutika empfindlich zu
machen. So wurden zum Beispiel Zellen, die re-
trovirale Vektoren mit dem Gen der Herpes
Simplex Virus-Thymidinkinase produzieren,
stereotaktisch in Gehirntumore injiziert. Auf
diese Weise werden selektiv nur sich teilende
Tumorzellen genetisch verindert und somit
empfindlich fiir das Medikament Ganciclovir
gemacht (Ubersicht iiber Gentherapiestrategi-
en bei Krebs®). Die ersten klinischen Erprobun-
gen haben gezeigt, dafl es, obwohl die Gentrans-
fereffizienz sehr niedrig war, doch bei einzel-
nen Patienten zu einer Regression der
Tumoren gekommen ist. Ein anderes Genthe-
rapiekonzept gegen Krebs beruht darauf, nor-
male Kérperzellen vor der toxischen Wirkung
der Chemotherapeutika zu schiitzen. Hierfiir
wird zum Beispiel das ,multidrug resistance®
(mdr-1) -Gen in Knochenmarksstammzellen
eingeschleust. Dadurch sollte es moglich wer-
den, Chemotherapeutika héher zu dosieren,
um einen besseren Effekt zu erreichen. Inwie-
weit derartige Strategien zu einer Verbesserung
in der Krebstherapie fithren werden, ist zur
Zeit noch offen.

Die meisten bisher am Menschen erprobten
Gentherapieverfahren gegen Krebs sind jedoch
eigentlich Inmuntherapien, Das Grundprinzip
ist, dafl durch genetische Manipulation gezielt
in die Inmunantwort gegen Tumoren einge-
griffen wird (Ubersicht™9). Auf diese Weise
soll dieImmunantwort gegen den Tumor initi-
iert beziehungsweise reaktiviert werden, die
dann zu einer Zerstdrung der Tumorzellen
tiihrt. Diese Verfahren sollen nicht dazu die-
nen, grofle Tumormassen zu zerstdren, son-
dern haben das Ziel, Mikrometastasen zu eli-
minieren, die chirurgisch nicht entfernt wer-
den kénnen und Ausgangspunkt fiir spitere
klinisch manifeste Metastasen sind. Fiir derar-
tige Therapiekonzepte sind die Anforderungen
an das Gentransferverfahren relativ gering. Der

Gentransfer kann an Tumorzellen, die aus dem
chirurgisch entfernten Tumor gewonnen wur-
den, in der Zellkultur durchgefithrt werden.
Die genetische Information (DN A-Menge), die
zur gezielten Beeinflussung der Immunantwort
gegen die Tumorzelle bendtigt wird, ist in der
Regel klein genug, um mit allen viralen (und
nicht viralen) Vektorsystemen eingeschleust
zu werden. Im Gegensatz zu allen anderen bis-
her angefiihrten Gentherapieverfahren, bei de-
nen ein langzeitiges Uberleben der genetisch
verinderten Zellen Voraussetzung fiir den the-
rapeutischen Effekt ist, miissen bei den Immun-
therapieverfahren gegen Krebs die genetisch
verinderten Zellen nur wenige Tage iiberle-
ben. Die tierexperimentell gewonnenen Erfah-
rungen sind zum Teil sehr vielversprechend,
konnen jedoch leider nicht direkt auf den Men-
schen tibertragen werden (Beispiel fiir tierexpe-
rimentelle Ergebnisse!’). Obwohl die techni-
schen Voraussetzungen hinreichend erfiillt
sind, kann jedoch noch nicht abgeschitzt wer-
den wieweit durch gezielte Aktivierung des Im-
munsystems ein therapeutischer Effekt bei
Tumoren des Menschen zu erzielen ist, Es ist
notwendig, die unzihligen Faktoren, die die
Effizienz eines Immungentherapieverfahrens
gegen Krebs beeinflussen, erst schrittweise in
klinischen Studien zu erarbeiten, ehe man das
therapeutische Potential abschitzen kann,

Ausblicke

Insgesamt sind innerhalb der letzten sechs Jah-
re in ca. 175 klinischen Studien mehr als 800
Patienten mit Gentherapieverfahren behandelt
worden.” Alle Studien haben gezeigt, daf§ die
verwendeten Gentransfertechniken biologisch
sicher sind. Das heif3t insbesondere, daff in kei-
nem Fall replikationskompetente Vektoren
nachzuweisen waren, die sich unkontrolliert
im behandelten Patienten ausbreiten oder auf
andere Personen iibertragen werden kénnen.
Weiters ist bei keinem der mit retroviralen
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Vektoren behandelten Patienten durch die
Gentherapie als Folge einer Insertionsmutage-
nese ein Tumor induziert worden. An den Bei-
spielen der Therapieansitze fiir Adenosindea-
minase-Mangel, familidre Hypercholesterin-
amie und Krebs konnte zumindest die
prinzipielle Wirksamkeit der angewendeten
Verfahren belegt werden. Somit ist eindeutig er-
wiesen, dafl es mit Hilfe der Gentechnologie
heutzutage mdglich ist, von Patienten entnom-
mene Zellen genetisch zu verindern und dem
Patienten wieder zu verabreichen. Dies ist die
Grundvoraussetzung fiir Gentherapiestrategien
fiir eine Vielzahl von Erkrankungen, von denen
einige oben angefithrt wurden. Weiters ergibt
sich auch die Méglichlkeit, Gentherapieverfah-
ren zur Therapie von primir nicht genetisch be-
dingten Erkrankungen einzusetzen. Genetisch
verinderte Zellen kénnen auch dazu verwendet
werden, ein beliebiges Hormon (unter Verwen-
dung von geeigneten Promotoren auch in weit-
gehend regulierter Form), einen Wachstumsfak-
tor oder entziindungshemmende Faktoren di-
rekt im Organismus zu produzieren. Die
Gentherapie ermdglicht dariiber hinaus einen
gezielten Eingriff in die Vermehrung von Viren.
Auf diese Weise wird zum Beispiel versucht,
die Vermehrung des humanen Immuno-defizi-
enz-Virus (HIV) zu verhindern. Bevor jedoch
Gentherapie fiir dieses breite Spektrum an In-
dikationen eingesetzt werden kann, miissen
noch entscheidende Verbesserungen der Gen-
transfereffizienz und des Langzeitiiberlebens
der genetisch verinderten Zellen erreicht wer-
den.

Bei der Beurteilung der zukiinftigen medizi-
nischen Bedeutung der Gentherapie sollte be-
dacht werden, daf sie noch am Anfang ihrer
Entwicklung steht und daf} innerhalb der letz-
ten Jahre erst der Schritt vom Versuchstier auf
den Menschen gewagt wurde. Diese erste Er-
fahrungsphase mit der Gentherapie ist einer-
seits sehr erfolgreich verlaufen, hat anderer-

seits aber auch klar die Grenzen der derzeitigen
Verfahren aufgezeigt.
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