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Gentransfer in hamatopoetische Stammzellen

Cordula Leurs, Helmut Hanenberg

Zusammenfassung

Die Autoren geben einen Uberblick
Uber die gegenwdrtigen Indikationen,
technischen Mdglichkeiten und Pro-
bleme der Ubertragung von Genen in
hdmatopoetischen Stammzellen. Als
Vektoren fiir die Genlbertragung wer-
den derzeit vorwiegend rekombinan-
te, replikationsdefekte Retroviren ein-
gesetzt, welche von dem einfach auf-
gebauten murinen Leukdmievirus ab-
geleitet sind. Bis zum Jahre 2001
wurden im Rahmen von 212 Klini-
schen Protokollen insgesamt 1755
Patienten einer Gentherapie mit re-
troviralen Konstrukten unterzogen.
Die Ergebnisse dieser Studien zeigen,
dass onkoretrovirale Vektoren zur
Genulbertragung in hdmatopoetische
Stammzellen beim Menschen geeig-
net sind, wenngleich die Ubertragung
in Zellen mit niedriger Teilungsaktivitat
(putative Stammzellen) schwierig ist
und echte therapeutische Erfolge bis-
her nur bei zwei Immundefizienz-Er-
krankungen erzielt werden konnten.
Auch bei der Behandlung der Fanco-
ni Andmie (FA) konnten mit Hilfe der
Genlbertragung in CD34+ Zellen bis-
her keine entscheidenden Durch-
briiche erzielt werden. Weltweit wird
an der Verbesserung der viralen Vek-
torsysteme gearbeitet, wobei insbe-
sondere lentivirale Vektoren sowie auf
Foamyviren basierende Vektoren ge-
testet werden. Diese Vektoren sind
weniger als die klassischen onkore-
troviralen Vektoren auf die Teilungs-
féhigkeit der Zielzellen angewiesen.
Neben der Gentherapie von monoge-
nen Erkrankungen des hdmatopoeti-
schen Systems gelten die Bemihun-
gen vor allem dem Gentransfer von
Resistenzgenen in hdmatopoetische
Stammzellen, welche das Uberleben
dieser Zellen wéhrend der Chemothe-
rapie von malignen Erkrankungen ver-
bessern sollen.
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Summary

The authors review current indica-
tions, protocols and problems of gene
transfer into hematopoietic stem cells.
Most current protocols use recom-
binant, replication defective retroviral
vectors derived from murine leukemia
virus. Up to the year 2001, 1755
patients were treated within the
framework of 212 approved clinical
studies. Gene transfer using onco-
retroviral vectors has been shown to
be suitable for genetic modification of
human hematopoietic stem cells,
even though the efficiency of trans-
duction of non-dividing cells (putative
stem cells) is rather low and thera-
peutic success has been limited so far
to the treatment of two immuno-
deficiency diseases. In the case of
Fanconi anemia, retroviral vectors
have been used for the transfer of
FANCC and FANCA c-DNAs into
CD34+cells, albeit with limited success.
Many laboratories work on the
improvement of viral vector systems.
Both, lentivirus- and foamy virus-
based vectors have shown promising
results. Lentiviral vectors appear to
transduce nondividing cells more
efficiently than the classical onco-
retroviral vectors. In addition to
attempts aimed at gene therapy of
monogenic diseases of the hemato-
poietic system, current efforts con-
centrate on the development of safe
and efficient protocols for the transfer
of resistance genes into hemato-
poietic stem cells of patients under-
going chemotherapy for malignant
diseases.
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1. Einflihrung

Die Hdmatopoese ist ein streng hier-
archisch strukturiertes, dynamisches
System, das aufgrund einer Vielzahl
von geregelten Proliferations- und
Differenzierungsvorgangen eine kon-
tinuierliche Produktion von reifen héa-
matopoetischen Zellen gewéhrleistet.
Alle Zellen des hamatopoetischen Sy-
stems stammen von den sogenann-
ten hdmatopoetischen Stammzellen
ab, die dadurch charakterisiert sind,
dass sie sich standig selbst erneuern
und in jede Zelle des hdmatopoeti-
schen Systems differenzieren kénnen
[1-3] (Abbildung 1). Zahlreiche ange-
borene Erkrankungen des blutbilden-
den Systems koénnen durch Trans-
plantation von normalen hdmatopoe-
tischen Stammzellen geheilt werden
[4, 5]. Das Anwachsen einer geringen
Anzahl dieser pluripotenten hamato-
poetischen Stammzellen fihrt zu ei-
ner kontinuierlichen Produktion der
verschiedenen Blut- und Immunzellen
fir die gesamte Lebensdauer des In-
dividuums und erméglicht so eine
normale Lebenserwartung [1-3]. Die-
se Besonderheit des hamatopoeti-
schen Systems legt nahe, dass ha-
matopoetische Stammzellen ein viel-
versprechendes Ziel fir die somati-
sche Gentherapie darstellen [6, 7]. Mit
der somatischen Gentherapie kénnen
zwei potentielle Ziele verfolgt werden:
Das Ersetzen eines fehlenden oder
defekten Gens in bestimmten Zielzel-
len und das Versehen von Zellen mit
neuen biologischen Eigenschaften [8-
10]. Im Fall von hdmatopoetischen
Stammzellen als Zielzellen fir den
Gentransfer werden beide Richtungen
verfolgt, die Heilung von erblichen
monogenen Erkrankungen, die sich
im wesentlichen im hé&matopoeti-
schen System manifestieren, und die
Expression von Resistenzgenen als
Schutz vor Chemotherapie-induzier-
ter Myelotoxizitat bei verschiedenen
onkologischen Erkrankungen.

1.1 Monogene Erkrankungen

Analog zu einer Transplantation mit
normalen hamatopoetischen Stamm-
zellen sollte das Einbringen der ,ge-
sunden” Kopie eines defekten Gens
in die Stammzellen eines Patienten zu
einer Heilung der Krankheit fihren,
wenn die korrigierten Stammzellen
das hamatopoetische System des
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Patienten repopulieren. Es gibt eine
Vielzahl genetischer Erkrankungen,
bei denen eine solche Therapie in
Frage kommt [11-17]. Die meisten der
Krankheiten betreffen hdmatopoeti-
sche Zellen. Allerdings kénnten Pati-
enten mit Erbkrankheiten, die sich
auBerhalb der Hamatopoese manife-
stieren, wie zum Beispiel Stoffwech-
selerkrankungen, ebenfalls von einer
Therapie mit genetisch veranderten
Stammzellen profitieren, da die korri-
gierte Nachkommenschaft sich im
ganzen Koérper verteilt und bei einigen
Erkrankungen das korrigierte Protein
aus den Blutzellen freigesetzt werden
kann [18, 19].

1.2 Chemotherapieresistenz

Myelotoxizitét ist haufig die Dosis-li-
mitierende Nebenwirkung der Che-
motherapie bei malignen Erkrankun-
gen, insbesondere bei intensiven Be-
handlungsprotokollen, die zum Bei-
spiel bei hochgradigen Lymphomen
[20], Ewing Sarkomen [21], multiplen
Myelomen [22] und Keimzelltumoren
[28, 24] eingesetzt werden. Haufig ist
im Rahmen der Therapie die Bereit-
stellung autologer Stammzellen, die
Transfusion von Blutprodukten und/
oder die Verabreichung von hamato-
poetischen Wachstumsfaktoren erfor-
derlich. In einer solchen Situation
wére das Einschleusen von Chemo-
therapieresistenzgenen in autologe
h&matopoetische Stamm- und Proge-
nitorzellen eine Option, mit der die
hamatopoetische Toxizitat verringert
und eine Behandlungsintensivierung
erleichtert werden kdnnte. Bislang
wurde eine Reihe von Genen identifi-
ziert, deren Produkte die Zellen vor
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Abb 1 Aufbau des hamatopoetischen Systems

den toxischen Effekten chemothera-
peutischer Agenzien schiitzen kénnen
[25-29]. Diese Gene kdnnen abhangig
von der Lokalisation und Funktion der
Proteine in drei Kategorien unterteilt
werden:

1) Membrangebundene Proteine wie
das ,,multidrug resistance protein
1“ (MDR-1) oder das ,multidrug re-
sistance related protein“ (MRP), die
zytotoxische Produkte aus den Zel-
len pumpen.

2) Zytoplasmatische Proteine, die in
die Verstoffwechselung oder Ent-
giftung von Substanzen involviert
sind, wie zytosolische Aldehyd-De-
hydrogenase (ALDH), Glutathion-S-
Transferase (GST) oder mutierte
Formen der Dihydrofolat-Redukta-
se (DHFR).

3) Kernproteine, die an der Reparatur
von induzierten DNA-Schéaden be-
teiligt sind, wie O°Methylguanin-
DNA-Methyltransferase (MGMT)
oder Methylpurin-DNA-Glykosyla-
se (MPG).

Die Expression dieser Resistenzgene
in hamatopoetischen Zellen in Kom-
bination mit Chemotherapie wurde in
vitro und in Tierstudien untersucht
[26-30]. MDR-1 wurde auch in klini-
schen Studien getestet [31]. Eine kli-
nische Applikation ist vermutlich nicht
bei jedem Kandidatengen mdéglich, da
nicht alle Zellen notwendigerweise
eine Uberexpression der Proteine to-
lerieren werden. Dies wurde bei-
spielsweise fir MPG gezeigt, deren
Uberexpression zu Zytotoxizitat mit
genetischer Instabilitdt, einem Un-
gleichgewicht im Exzisionsreparatur-

Tab 1 Probleme des retroviralen
Gentransfers in Stamm-
zellen

— In vitro-Manipulation der
Stammzellen

- Interaktion zwischen Vektor
und Zielzelle

— Expression des retroviralen
Rezeptors auf den Zielzellen

- Art des retroviralen
Vektorsystems

- Stabile Langzeitexpression
des therapeutischen Gens

— Praklinisches Analysesystem
flr transduzierte Stammzellen

- Immunantwort gegen das
Transgenprodukt

- Insertionsmutagenese

weg, chromosomalen Aberrationen
und dem Austausch von Schwester-
chromatiden flhrte [32].

2. Probleme des Gentransfers in
hamatopoetische Stammzellen

Auch wenn das Prinzip einfach er-
scheint, gibt es — neben dem priméaren
technischen Problem, ein gewlinsch-
tes Gen stabil in bestimmte Zielzellen
einbringen zu wollen - verschiedene
Hindernisse (Tab. 1), die fir eine erfol-
greiche Therapie Uberwunden werden
mussen [7, 33, 34]. Die Vektoren, die
derzeit zum Einschleusen der Wild-
typ-cDNAs verwendet werden, tragen
einen konstitutiv exprimierenden Pro-
motor. Mdéglicherweise ist bei be-
stimmten Erkrankungen das Einfligen
von regulatorischen Elementen erfor-
derlich, wenn eine erfolgreiche funk-
tionelle Korrektur von transduzierten
Zellen eine strenge Regulation der
Genexpression erfordert [6]. Des wei-
teren kdnnte das Einbringen geneti-
scher Elemente, die das Abschalten
(,,silencing”) der Expression eingeflig-
ter Sequenzen verhindern, fir die
Langzeitgenexpression erforderlich
sein. Zusétzlich zu den die Expressi-
on und Regulation betreffenden
Schwierigkeiten ist mdglich, dass das
Wildtyp-Protein durch das Immunsy-
stem des Patienten erkannt wird und
eine entsprechende Immunantwort
das Protein neutralisieren, oder sogar
genetisch korrigierte Zellen vernich-
ten kénnte [35, 36]. Da das defekte
Genprodukt auch weiterhin in den
Zellen des Patienten présent ist, kann
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es dominant-negativ mit der Funktion
des normalen Proteins interferieren
und damit die Korrektur des Phéno-
typs verhindern [37]. Ein weiteres Pro-
blem bei der stabilen genetischen
Modifikation von Zellen mittels retro-
viraler Vektoren ist das Risiko der In-
sertionsmutagenese. Da die Vektoren
zufallig in das Genom der Zielzellen
integrieren, besteht, wenn auch mit
geringer Wahrscheinlichkeit, die Még-
lichkeit der Aktivierung von zellularen
Onkogenen und der Ausbildung eines
malignen Phénotyps. Lédsungsansét-
ze zu diesen Problemen sind fir jede
Erkrankung spezifisch zu finden, be-
vor eine Gentherapie erfolgreich sein
kann.

Initial hadngt der Erfolg einer Stamm-
zellgentherapie ganz entscheidend
davon ab, wie hoch bei einer Trans-
plantation der Anteil an genetisch
modifizierten Stammzellen im Ver-
gleich zu den nicht Kkorrigierten
Stammzellen ist [6, 38]. Léngerfristig
bestimmt zusétzlich die Tatsache, ob
die transduzierten Zellen in vivo einen
Selektionsvorteil haben oder nicht,
Uber den Erfolg der Gentherapie [6,
38]. Bei einigen Erkrankungen, wie
zum Beispiel der Fanconi Anamie
(personliche Beobachtungen), der De-
fizienz der y—Kette des Interleukin (IL)-
2 Rezeptors [39, 40] oder dem
Adenosindeaminase (ADA)-Mangel
[41], gibt es Hinweise auf einen sol-
chen in vivo Selektionsvorteil korri-
gierter Zellen. Auch eine geringe An-
zahl gesunder Stammzellen reicht
moglicherweise aus, um das gesam-
te hdmatopoetische System zu repo-
pulieren, sofern ausreichend Zeit vor-
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handen ist. Bei anderen Erkrankun-
gen wie zum Beispiel der pulmonalen
Alveolarproteinose manifestiert sich
der Defekt nur in den reifen Makro-
phagen und Monozyten [11, 42]. Die
Stamm- und Vorlduferzellen haben
durch die Expression der korrigieren-
den cDNA weder einen Wachstums-
vorteil noch —nachteil. Somit muss die
initiale Gentransfereffizienz fir einen
therapeutischen Nutzen sehr hoch
sein. Eine alternative Strategie ist, ei-
nes der genannten Chemotherapie-
resistenzgene als selektierbaren Mar-
ker mit dem therapeutischen Gen zu
kombinieren. Auf diese Weise kdnn-
ten unter Verabreichung des entspre-
chenden Chemotherapeutikums Zel-
len angereichert werden, die das ge-
winschte Gen tragen, obgleich es
den Zellen selbst keinen selektiven
Vorteil bringt [6, 43].

3. Die Methodik des Gentransfers

in hdmatopoetische Stammzellen

Um Gene stabil in hdmatopoetische
Stammzellen einzufihren, werden na-
hezu ausschlieBlich rekombinante re-
trovirale Vektoren benutzt, da Retro-
viren die F&higkeit besitzen, ihre ge-
netische Information in das Genom
der Zielzellen zu integrieren (Abbil-
dung 2). Mit jeder Zellteilung wird
dann das eingeschleuste genetische
Material als Teil des Genoms an die
Tochterzellen weitergegeben. Die
meisten retroviralen Vektoren sind
von dem einfach strukturierten On-
koretrovirus ,Moloney murine leuke-
mia virus“ (MoMLV) abgeleitet [44,
45]. Die Methodik zur Herstellung von
stabilen Produzentenklonen fir on-
koretrovirale Vektoren, die 10° - 10°¢

Abb 2 Der retrovirale
Replikationszyklus

Das Retrovirus bindet mit seinem Hiill-
protein (Env) an den zellularen Rezep-
tor und die Membran des Virus fusio-
niert mit der Membran der Zielzelle. Es
kommt zur Aufnahme des Capsids und
das RNA-Genom der Retroviren wird
durch die virale Reverse Transkriptase
in doppelstrangige DNA umgeschrie-
ben. Das sogenannte Provirus wird
durch die virale Integrase in das Ge-
nom der Zielzelle integriert. Als Teil der
genomischen DNA wird es dann durch
die zelluldare RNA Polymerase Il trans-
kribiert, aus dem Kern transportiert
und im Zytoplasma translatiert. Die
Proteinkomponenten lagern sich an
der Plasmamembran mit der viralen
RNA zusammen und es kommt zur
Knospung unreifer Partikel mit nach-
folgender Reifung zu infektiésen Parti-
keln durch die Protease-vermittelte
Spaltung der Gag/Pol-Vorlduferprotei-
ne.

infektiose Partikel/ml produzieren, ist
gut etabliert [46] und unter klinischen
Bedingungen einsetzbar. Die Ergeb-
nisse aus klinischen Studien zeigen,
dass onkoretrovirale Vektoren sich
prinzipiell dazu eignen, hdmatopoeti-
sche Stammzellen zu transduzieren
[7]. Die klinischen Erfolge blieben bis-
her aber hinter den hohen Erwartun-
gen zurlck. Bis September 2001 wa-
ren insgesamt 212 klinische Protokol-
le mit retroviralen Vektoren veroffent-
licht, nach denen 1755 Patienten be-
handelt wurden [47]. Zum jetzigen
Zeitpunkt wurden aber lediglich vier
erfolgreiche Studien mit hdmatopoe-
tischen Stammzellen als Zielzellen
publiziert, davon drei in den vergan-
genen beiden Jahren [31, 48-52].
Nach wie vor mlssen diverse Schwie-
rigkeiten Uberwunden werden, um die
hamatopoetischen Stammzellen effi-
zient mit den rekombinanten Retrovi-
ren transduzieren zu kénnen. Dazu
gehoren die Optimierung der Vektoren
und die Optimierung der Transduk-
tionsprotokolle.

3.1 Ein murines
Xenotransplantationsmodell
Humane hamatopoetische Stammzel-
len exprimieren CD34 [53, 54]. Fir
eine klinische Stammzelltransplanta-
tion kénnen CD34+ Zellen aus Kno-
chenmark, Nabelschnurblut oder mit
»granulocyte-colony stimulating fac-
tor” (G-CSF) mobilisiertem peripheren
Blut gewonnen werden. Der Anteil der
CD34+ Zellen in den drei Ausgangs-
materialien liegt bei 0,1 — 2% aller nu-
kledren Zellen. Selbst unter zu mehr
als 90% aufgereinigten CD34+ Zellen
sind Stammzellen allerdings sehr sel-
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ten [55]. Da Stammzellen sich phéno-
typisch nicht von anderen primitiven
hamatopoetischen Zellen unterschei-
den lassen, kann ihr Nachweis nur
funktionell erfolgen: Nach einer Trans-
plantation miissen Stammzellen einen
myeloablativ behandelten Organis-
mus in allen Zellreihen langfristig re-
populieren [1, 56, 57]. Mit in vitro-
Tests, die fiur klinische Studien zur
Optimierung des Gentransfers in ha-
matopoetische Stammzellen einge-
setzt wurden [58-62], wurde die Trans-
duktionseffizienz in klonogene Zellen
analysiert. Mit den ersten klinische
Phase |-Studien wurde aber deutlich,
dass die Ergebnisse solcher Tests
keine Aussage uber die Zellen erlau-
ben, die nach einer Transplantation im
Menschen anwachsen und das ha-
matopoetische System repopulieren
[63]. Vor diesem Hintergrund wurde
ein murines Xenotransplantationsmo-
dell entwickelt, bei dem humane
CD34+ Zellen in immundefiziente
Mé&use, die ,nonobese diabetic/se-
vere combined immunodeficiency*
(NOD/SCID) Mause, transplantiert
werden [64, 65]. Die in diesen Mau-
sen Hamatopoese initiierenden hu-
manen Zellen wurden als ,,SCID repo-
pulating cells® (SRCs) definiert und
ausschlieBlich in der Population der
CD34+/CD38- Zellen gefunden. Wie
hoch der Anteil echter hdmatopoeti-
scher Stammzellen an dieser Popula-
tion ist, ist noch ungeklart. Das mu-
rine Xenotransplantationsmodell wird
derzeit verwendet, um préaklinisch den
Gentransfer in primitive hdmatopoeti-
sche Zellen zu charakterisieren.

3.2 Das Transduktionsprotokoll

Der onkoretrovirale Praintegrations-
komlex ist relativ instabil und nicht in
der Lage, die Kernmembran zu pas-
sieren [66, 67]. Deshalb muss inner-
halb weniger Stunden nach der Infek-
tion eine Zellteilung erfolgen, um eine
Integration der proviralen DNA zu er-
reichen. Die geringe Teilungsaktivitat
der Stammzellen, die sich gréBten-
teils in der Gy Phase befinden, ver-
hindert daher eine effiziente Integrati-
on der MoMLV-basierenden Vektoren.
Die wichtigsten Zytokine, die zur In-
duktion von Proliferation bei hdmato-
poetischen Stammzellen verwendet
werden kénnen, ohne eine Differen-
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zierung der Zellen herbeizufihren,
scheinen Stammzellfaktor (SCF) und
Thrombopoietin (TPO), auch ,mega-
karyocyte growth and development
factor” (MGDF) genannt, zu sein [68-
70]. Dartiberhinaus gibt es eine Viel-
zahl weiterer Zytokine, wie G-CSF,
yfetal liver tyrosine kinase 3 ligand“
(FIt3-L), IL-6 und IL-3, die erfolgreich
bei der Transduktion hdmatopoeti-
scher Stammzellen eingesetzt wurden
[16, 62, 71, 72]. FIt3-L scheint wich-
tig zu sein, um in vitro eine Differen-
zierung der primitiven Zellen zu ver-
meiden und somit die Repopulations-
kapazitat transduzierter Zellen nach
Transplantation in immundefiziente
Mause zu erhalten [73]. Die Zugabe
von IL-3 zum Zytokingemisch kénnte
einen gegenteiligen Effekt haben, es
scheint Differenzierung zu induzieren
und dadurch den Verlust der Lang-
zeit-Repopulationskapazitat zu verur-
sachen [74-76].

Neben der Optimierung der Zytokin-
kombination zur Proliferationsaktivie-
rung der Zielzellen brachte die Kolo-
kalisation der Zielzellen mit den Vek-
torpartikeln auf rekombinanten Fi-
bronektinfragmenten eine groBe Ver-
besserung bei der Transduktion ha-
matopoetischer Stammzellen [60, 61].
Das Haften der retroviralen Partikel an
die Heparinbindungsdoméne von Fi-
bronektin wird in aktuellen Protokol-
len genutzt, um mit dem Fibronektin-
fragment CH-296 beschichtete Zell-
kulturplatten mit Retroviren zu bela-
den und somit die Dichte an Vektor-
partikeln zu erh6hen, die mit einer
einzelnen Zielzelle interagieren kdn-
nen [62].

3.3 Retrovirale Vektorsysteme
3.3.1 Optimierte onkoretrovirale
Vektoren

Die viralen Elemente, die die Genex-
pression beeinflussen, liegen in den
slong terminal repeats” (LTRs) und der
5° untranslatierten Region (5‘UTR) der
Vektoren. In den urspriinglichen
MoMLV-basierenden Vektoren wurden
verschiedene Elemente charakterisiert
und hinsichtlich einer Langzeitex-
pression der therapeutischen Gene in
den Zielzellen verédndert. So wurde
gezeigt, dass der Enhancer im MoM-
LV-LTR in primitiven, undifferenzierten
embryonalen Zellen nicht funktionell

ist [77-79]. Cis-regulatorische Ele-
mente wie die negative Kontrollregion
[80, 81] und die Primerbindungsstelle
[82-84] vermitteln nach der Bindung
von zellularen Faktoren eine Sup-
pression der Transkription. Diese Ele-
mente wurden in den rekombinanten
Vektoren durch den Austausch von
Basen in ihrer Aktivitadt beeinflusst
[83, 85]. Die Methylierung von Cyto-
sinresten [86, 87] in den proviralen
LTRs fihrt zur Abnahme der Langzeit-
expression in vitro und in vivo [88,
89]. Hier konnte durch das Einfligen
von Demethylierungsfragmenten aus
dem murinen thy-1 Gen eine Verrin-
gerung der Methylierung der LTR-Se-
quenzen erreicht werden und die
Langzeitexpression des Transgens
verbessert werden [90]. Die Aktivitat
des retroviralen Promotors, der fir die
Transgenexpression verwendet wird,
héngt des weiteren entscheidend von
der Art der Zielzellen ab. In einer Viel-
zahl von Zellen, einschlieBlich em-
bryonaler und hamatopoetischer
Stammzellen, exprimieren die LTRs
des ,myeloproliferative sarcoma vi-
rus“ (MPSV) und des ,spleen focus
forming virus“ (SFFV) das Transgen
besser als der MOMLV-LTR [91-93].
Veranderungen in der 5‘UTR schlie-
Ben das Entfernen aller Startkodons
und die Generierung eines artifiziellen
Introns ein [94-97]. Das Einflugen ei-
nes posttranskriptional regulierenden
Elements aus dem Woodchuck Hepa-
titisvirus [98] oder der ,scaffold
attachment region“ (SAR) aus dem
humanen B-Interferon Gen [99, 100] in
die retroviralen Vektoren verbesserte
die Transgenexpression, speziell in
ruhenden Zellen.

Basierend auf diesen Verdnderungen
gibt es heute eine Reihe verbesserter
onkoretroviraler Vektoren. Im einzel-
nen sind zu nennen die MESV Vekto-
ren von Grez und Ostertag et al. [93],
die MSCV Vektoren von Hawley et al.
[101], der MND Vektor von Kohn et al.
[89], verbesserte Versionen des MFG
Vektors von Kim et al. [96, 97], sowie
die SFpB [94, 102] und GR/GRS Vekto-
ren [95] von Baum et al.

3.3.2 Die Pseudotypisierung

Die Infektion einer Zelle mit einem vi-
ralen Partikel wird durch die Wech-
selwirkung zwischen dem viralen
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Hullprotein (,envelope®, Env) mit den
als viralen Rezeptoren fungierenden
Oberflachenmolekilen der Zelle initi-
iert [103]. Bei allen Retroviren, auBer
bei Foamyviren, ist die Bildung nicht-
infektioser Partikel auch ohne das
Env-Protein mdéglich. Da sich diese
Partikel mit Hullproteinen anderer Vi-
ren pseudotypisieren lassen, kann ih-
nen, abhangig von der Rezeptorex-
pression auf den Zielzellen, eine effi-
zientere Erkennung der Zellen oder
gar ein anderes Wirtsspektrum verlie-
hen werden. In nahezu allen frihen
klinischen Studien wurde das Hiill-
protein eines amphotropen endoge-
nen murinen Retrovirus verwendet.
Erst spater wurde gezeigt, dass der
mit amphotropen Vektorpartikeln in-
teragierende zelluldre Rezeptor auf
reifen hamatopoetischen Zellen zwar
stark exprimiert wird, seine Expressi-
on auf Vorlauferzellen aber sehr nied-
rig ist. Dadurch war die Transduktion
von Stammzellen mit amphotrop
pseudotypisierten Vektoren sehr inef-
fizient [104-106].

Der Rezeptor fur das ,gibbon ape
leukemia virus“ (GALV) wird auf vielen
hadmatopoetischen Zellen starker als
der Rezeptor flir amphotrop pseudo-
typisierte Partikel exprimiert [107]. Da
der GALV-Rezeptor auch auf unreifen
hédmatopoetischen Zellen stérker ex-
primiert wird, transduzieren GALV-
pseudotypisierte Partikel sowohl hu-
mane Zellen, die in NOD/SCID-Mau-
sen Hdmatopoese etablieren kénnen,
als auch Stammzellen von Affen effi-
zienter als amphotrope Partikel [108-
111].

Das G-Protein des ,vesicular stoma-
titis virus® (VSV-G), eines Rhabdovi-
rus, kann ebenfalls verwendet wer-
den, um onkoretrovirale Vektorparti-
kel zu pseudotypisieren [112, 113].
Die Partikel sind relativ stabil und
durch Ultrazentrifugation zu Titern
von 10° infektidsen Einheiten/ml kon-
zentrierbar [114]. Die Transduktion
hédmatopoetischer Vorlauferzellen er-
folgt allerdings mit &hnlicher Effizienz
wie bei Verwendung des amphotro-
pen Hillproteins [115]. Im Zusam-
menhang mit lentiviralen Vektoren
(siehe unten) ist die Verwendung des
VSV-G Pseudotyps hingegen erfolg-
reicher. So wurde die Transduktion
von SRCs mit konzentrierten VSV-G-
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pseudotypisierten onkoretroviralen
und lentiviralen Partikeln beschrieben
[116, 117], aber nur mit VSV-G pseu-
dotypisierten lentiviralen Partikeln war
das virale Genom in den menschli-
chen hamatopoetischen Zellen der
NOD/SCID-Mause nachweisbar [117].
Ein groBes Problem bei der Verwen-
dung dieses Pseudotyps ist, dass die
konstitutive Expression des VSV-G
zytotoxisch ist, und die Etablierung
von stabilen Produzentenzellen nur
unter Verwendung induzierbarer Pro-
motoren moglich ist [118].

Eine andere Alternative stellt das Env
des felinen endogenen Retrovirus
RD114 dar. Das Spektrum an Zielzel-
len, die mit entsprechend pseudoty-
pisierten Vektoren transduziert wer-
den kdnnen, umfasst neben reifen ha-
matopoetischen Zellen auch klonoge-
ne Vorlauferzellen und SRCs [119-
122]. Darlber hinaus wurde der effizi-
ente Gentransfer in langzeitrepopulie-
rende Zellen bei autologen Trans-
plantationen von Hunden beschrieben
[123]. Besondere Attraktivitat erhalt
dieses Env-Protein dadurch, dass
sich entsprechend pseudotypisierte
retrovirale Partikel, ebenso wie VSV-
G-pseudotypisierte Vektoren, durch
Ultrazentrifugation konzentrieren las-
sen [122].

Weitere Hullproteine, wie die des
»mus dunni endogenous virus“ [124]
und ,,10A1 murine leukemia virus®
wurden untersucht und erste Daten
zur erfolgreichen Transduktion von
murinen Stammzellen mit 10A1 pseu-
dotypisierten Vektoren erscheinen
vielversprechend [125, 126].

Neben der Pseudotypisierung werden
auch andere Strategien verfolgt, um
das Wirtsspektrum viraler Partikel zu
verandern [127-129]. So wurden zum
Beispiel Zytokin-Peptidsequenzen
von Erythropoitin [127] und IL-2 in
Env-Proteine eingefligt. Vektoren, die
mit einem chimeren amphotropen/IL-
2 Env pseudotypisiert waren, trans-
duzierten IL-2 abh&ngige Zellen effi-
zienter als nur amphotrope Vektor-
partikel. Wahrscheinlich ist durch das
chimare Env eine verstarkte Bindung
an spezifische Zielpopulationen még-
lich und auBerdem eine Aktivierung

der Zielzellen durch Zytokin-vermit-
telte Rezeptor Signale [129].

3.3.3 Alternative Vektorsysteme
Lentiviren sind komplexe Retroviren.
Neben den fir die viralen Struktur-
proteine und Enzyme kodierenden
Genen gag, pol und env, die auch
Onkoretroviren besitzen, tragen Len-
tiviren zusatzliche, fur regulatorische
und akzessorische Proteine kodieren-
de Sequenzen. Lentiviren haben ge-
genliber den Onkoretroviren zwei po-
tentielle biologische Vorteile hinsicht-
lich der Transduktion hamatopoeti-
scher Stammzellen: Zum einen ist der
Praintegrationskomplex stabiler als
der von Onkoretroviren, so dass ein
ldngeres Persistieren in ruhenden Zel-
len moglich ist [67]. Zum anderen sind
in diesem Komplex mehrere Nukleus-
lokalisationssignale enthalten, die
eine Translokation durch die Kern-
membran ermdglichen [130-132]. Die
meisten lentiviralen rekombinanten
Vektoren basieren auf dem humanen
Immundefizienzvirus (HIV), es werden
aber auch von nicht-humanen Im-
mundefizienzviren abgeleitete Vekto-
ren beschrieben [133-137]. Die Kom-
plexitat des lentiviralen Genoms und
die starke Zytotoxizitét einiger Gen-
produkte erschwert die Herstellung
von Produzentenzellen, die effizient
und sicher replikationsdefekte Vek-
torpartikel freisetzen. Mittlerweile gibt
es aber verschiedene Verpackungs-
systeme, die die fur die Partikelbil-
dung essentiellen Sequenzen auf
mehrere Fragmente verteilt tragen
und die toxischen Genprodukte unter
der Kontrolle induzierbarer Promoto-
ren exprimieren [138-143].

Die stabile Transduktion nicht-tei-
lungsaktiver Zellen mit lentiviralen
Vektoren konnte gezeigt werden [67].
Der direkte Vergleich der Transdukti-
onseffizienz VSV-G-pseudotypisierter
onkoretroviraler und lentiviraler Vek-
toren mit vergleichbaren Titern in hu-
mane CD34+ Zellen zeigte eine signi-
fikante Uberlegenheit des HIV-basie-
renden Vektors in der Abwesenheit
von Zytokinen und mit einer kurzen
Inkubationsdauer [117, 144, 145]. Al-
lerdings war der Anteil der genetisch
modifizierten humanen hamatopoeti-
schen Zellen deutlich niedriger als mit
GALV- oder RD114-Env-pseudotypi-
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sierten onkoretroviralen Partikeln un-
ter Bedingungen, die fir diese Vekto-
ren optimiert waren [108, 109, 111].
Initiale Resultate zur Transduktion von
Stammzellen, die in Primaten im Rah-
men einer autologen Transplantation
mit den VSV-G-pseudotypisierten len-
tiviralen Vektoren erreicht wurden,
waren nicht mit den guten Ergebnis-
sen im NOD/SCID-Maus Modell ver-
gleichbar. Auch wenn das Markergen
in den einzelnen hamatopoetischen
Reihen nachweisbar war, exprimierten
nur 1-2% der mononuklearen Zellen
das lentiviral Ubertragene Gen [146].
Dariber hinaus zeigen neuere Daten,
dass auch bei Lentiviren eine effizien-
tere Integration in das Genom erfolgt,
wenn die Zellen teilungsaktiv sind.
Die Transduktionseffizienz ist um ein
mehrfaches hdéher, wenn die Zielzel-
len die G, Phase verlassen und in die
G, Phase eintreten [147, 148].

Die Optimierung der Transduktions-
bedingungen sowie der Gebrauch al-
ternativer Pseudotypen wie einer Va-
riante des GALV-Envs [149] oder dem
RD114 Env [150] wird zweifellos notig
sein, um das Potential der Lentiviren
zur Transduktion h&dmatopoetischer
Stammzellen noch besser ausschép-
fen und klinisch anwenden zu kdén-
nen.

Wie Lentiviren werden Foamyviren zu
den komplexen Retroviren gezéhlt.
Sie haben das gréBte Genom aller
Retroviren [151] und damit eine po-
tentiell hohe Verpackungskapazitat
fur heterologe Sequenzen. Innerhalb
der Retroviren ist fir Foamyviren ein-
zigartig, dass die reverse Transkripti-
on schon vor der Infektion neuer Zel-
len erfolgen kann und die viralen Par-
tikel somit teilweise DNA Genome
enthalten [152-154]. Es gibt Hinweise
darauf, dass die foamyvirale Trans-
duktion weniger als die onkoretrovi-
rale Transduktion von Zellteilung ab-
hangig ist [155]. Foamyviren haben
einen sehr breiten Wirts- und Gewe-
betropismus, es gibt aber keine
natlrliche Verbreitung von Foamyvi-
ren bei Menschen. Bei dem vermeint-
lich Humanen Foamyvirus (HFV) Iso-
lat geht man heute davon aus, dass
es sich um eine Schimpansenvirusva-
riante handelt [156-158]. Anders als
bei allen anderen Retroviren konnte
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eine Infektion mit Foamyviren bei den
verschiedensten Sdugerarten bislang
mit keinerlei Erkrankung assoziiert
werden [159-162]. Alle diese Aspekte
lieBen die Etablierung foamyviraler
Vektoren als Alternative zu den onko-
und lentiviralen Vektoren sinnvoll er-
scheinen. Helfervirus-freie foamyvira-
le Vektoren wurden benutzt, um muri-
ne Stammzellen zu transduzieren und
die Transplantatempfanger zeigten
Markierung in den verschiedenen Li-
nien [163]. Dieselbe Gruppe berichte-
te, dass ahnliche Erfolge mit huma-
nen CD34+ Zellen aus Nabelschnur-
blut erzielt wurden [164].

Um das Potential des onkoretrovira-
len Vektorsystems mit dem von Fo-
amyviren zu vergleichen, benutzten
wir zur Transduktion von humanen
CD34+ Zellen aus Nabelschnurblut
retrovirale Vektoren mit identischen
Expressionskassetten, die ein Mar-
kergen unter der Kontrolle eines in-
ternen SFFV-LTRs exprimierten [165].
Die rekombinanten Vektoren wurden
mit dem gleichen chimeren foamyvi-
ralen Env pseudotypisiert, so dass
Unterschiede in der Transduktionsef-
fizienz unabhéngig von der Rezeptor-
expression auf den Zielzellen waren.
Die Zielzellen wurden unmittelbar
nach der Isolierung lUber Nacht auf
dem Fibronektinfragment CH-296 in
Anwesenheit von SCF, G-CSF und
TPO mit den viralen Ubersténden in-
fiziert. Trotz &hnlicher Titer war die
Transduktion klonogener Vorlaufer-
zellen nur mit dem foamyviralen Vek-
tor moglich [165].

Somit kénnten Vektoren, die auf den
nicht-pathogenen Foamyviren basie-
ren, flr die hamatopoetische Stamm-
zellgentherapie eine sichere und effi-
ziente Alternative zu den onkoretrovi-
ralen und lentiviralen Vektoren dar-
stellen.

4. Erste Erfolge

Seit der ersten klinischen Genthera-
piestudie im Jahr 1989 durch Rosen-
berg et al. [166] dauerte es trotz zahl-
reicher klinische Phase |-Studien [16,
63, 167-169] gut zehn Jahre, bis Pa-
tienten von dem Konzept des Gen-
transfers in hdmatopoetische Stamm-
zellen profitieren konnten [50-52]. , X-
linked severe combined immunodefi-

ciency” (SCID) ist eine X-chromoso-
mal vererbte Erkrankung, bei der auf-
grund des Fehlens der gemeinsamen
v-Kette des IL-2, IL-4, IL-7, IL-9 und
IL-15 Rezeptors das lymphatische
System nicht funktionell ist und T-
und NK-Zellen véllig fehlen. Betroffe-
ne Kinder sterben meistens im ersten
Lebensjahr an schweren Infektionen.
Die einzige Heilung besteht in einer
allogenen Stammzelltransplantation
[170]. Im Jahr 2000 berichteten Ca-
vazzana-Calvo et al. von der Heilung
zweier betroffener Kinder durch den
Transfer der Wildtyp-cDNA fur die -
Kette in autologe CD34+ Zellen mit-
tels eines retroviralen Vektors [50, 51].
Nach der Isolierung wurden die
CD34+ Zellen mit einem Gemisch aus
SCF, MGDF, FIt3-L und IL-3 fur 24
Stunden vorstimuliert. AnschlieBend
erfolgte die Transduktion der Zellen
an drei aufeinanderfolgenden Tagen
in Anwesenheit des gleichen Zytokin-
gemisches in Gas-permeablen Beu-
teln auf dem Fibronektinfragment CH-
296. Es wurde ein amphotrop pseu-
dotypisierter MFG-Vektor verwendet,
bei dem die Expression des Gens fir
die y-Kette vom viralen LTR erfolgte.
Obgleich die Gentransfereffizienz, die
vor der Infusion der Zellen in die Pa-
tienten bestimmt wurde, relativ nied-
rig war, konnten bereits 15 Tage spa-
ter transduzierte Zellen im peripheren
Blut nachgewiesen werden. Drei Mo-
nate nach der Gentherapie exprimier-
ten alle T- und NK-Zellen im periphe-
ren Blut der Patienten die Wildtyp-vy-
Kette und waren funktionell, so dass
die Patienten nach Hause entlassen
werden konnten. 150 Tage nach der
Infusion wurden Knochenmarkproben
entnommen, bei denen CD34+ Zellen
nachgewiesen wurden, die das Trans-
gen trugen.

Aiuti et al. berichteten von einem er-
folgreichen Stammzellgentherapie
Ansatz bei zwei Patienten mit ADA-
defizienter SCID [52]. Die aus Kno-
chenmark gewonnenen CD34+ Zellen
wurden mit den Zytokinen SCF, TPO,
FIt3-L und IL-3 stimuliert und auf dem
Fibronektionfragment CH-296 mit ei-
nem ADA-exprimierenden retroviralen
Vektor infiziert. Die Patienten erhiel-
ten eine milde Konditionierung mit
Busulfan, um den transduzierten Zel-
len initial einen Wachstumsvorteil zu
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verschaffen. Nach dieser Behandlung
konnte in allen Blutreihen das Trans-
gen nachgewiesen werden. Beide Pa-
tienten wurden als klinisch gesund
beurteilt und zeigten eine normale
Entwicklung [52].

Hinsichtlich des Einbringens von Che-
motherapieresistenzgenen berichte-
ten Abenour et al. Von einer — zumin-
dest in Bezug auf den Gentransfer —
erfolgreichen klinische Phase I/1I-Stu-
die [31]. Erwachsene Patienten mit
Keimzelltumoren erhielten autologe
Transplantate bei denen die CD34+
Zellen mit der MDR1-cDNA transdu-
ziert waren. Die aus peripherem Blut
gewonnenen CD34+ Zellen wurden
zwei Tage mit SCF und IL-6 oder SCF,
MGDF und G-CSF vorstimuliert. Am
dritten und vierten Tag wurden die
Zellen jeweils zweimal auf CH-296-
beschichteten Platten mit den Virus-
Uberstanden infiziert. Es handelte sich
um amphotrop verpackte Vektoren,
die das Transgen unter der Kontrolle
des ,Harvey murine sarcoma virus“-
LTR exprimierten. Die transduzierten
Zellen wurden am funften Tag kryo-
konserviert und den Patienten nach
dem zweiten Chemotherapiezyklus
reinfundiert. Die mittlere Gentransfer-
effizienz bei dieser Studie war initial
vergleichsweise hoch und ein Jahr
nach der Infusion konnten Transgen-
tragende klonogene Zellen nachge-
wiesen werden. Es konnte kein durch
die Transduktion der CD34+ Zellen
bedingter negativer Einfluss auf das
Anwachsen des Transplantats festge-
stellt werden. Eine Aussage bezlglich
der Chemotherapieresistenz kann aus
dieser Studie allerdings nicht getrof-
fen werden, da aufgrund vorhandener
SpleiBstellen in der MDR-1-cDNA die
Expression des Vollldngentranskripts
ineffizient war.

5. Gentransfer bei Fanconi Andmie
Im Jahr 1999 wurden die Ergebnisse
der ersten klinischen Studie mit vier
FA-Patienten, die Mutationen in FAN-
CC hatten, veroffentlicht [171]. Drei
dieser Patienten erhielten jeweils drei
bis vier Transplantationen von autolo-
gen CD34+ Zellen, die ex vivo mit ei-
nem retroviralen FANCC-Vektor trans-
duziert worden waren. Transgen-po-
sitive Zellen konnten bis zu vier Mo-
nate nach der Transplantation im pe-
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ripheren Blut der Patienten nachge-
wiesen werden. Hinweise auf die Ak-
tivitat der Gbertragenen cDNA erga-
ben sich aus einer erhéhten Zellula-
ritdt von Knochenmarksaspiraten und
aus einer erhdhten Zahl von hdmato-
poetischen Zellklonen, die aus den
Knochenmarksaspiraten in Anwesen-
heit von Mitomycin C in vitro kultiviert
werden konnten. Leider waren diese
positiven Effekte nur voriibergehend,
was darauf hindeutet, dass mit dem
verwendeten Protokoll lediglich hé-
matopoetische Vorlauferzellen, nicht
aber echte Stammzellen transduziert
werden konnten. Im Gegensatz zu
diesen bisher wenig Gberzeugenden
Ergebnissen der Gentherapie bei FA-
Patienten, hat sich die Methode des
Gentransfers zum Einschleusen eines
intakten Gens in CD34+ hamatopoe-
tische Zellen und andere Zellkulturen
in vitro bereits vielfach bewéhrt [z.B.
172-174]. In vitro Gentransfer mit re-
troviralen Vektoren hat sich in den
letzten Jahren als Methode der Wahl
zur ldentifizierung der Komplementa-
tionsgruppe von FA-Patienten eta-
bliert [174]. In vitro konnte die Uber-
tragung von FANC-cDNAs auch mit-
tels lentiviraler [175] und foamyviraler
Vektoren (persodnliche Beobachtun-
gen) erreicht werden.

Gegenwartig werden die ersten Pati-
enten der Komplementationsgruppe
A dem Versuch einer Gentherapie un-
terzogen (C. Walsh, personliche Mit-
teilung). Jedoch werden bei jedem
dieser Versuche eine Vielzahl von un-
gelésten Problemen deutlich, welche
die routineméaBige klinische Anwen-
dung der somatischen Gentherapie
bei FA noch fiir absehbare Zeit sehr
schwierig gestalten werden. Nicht zu-
letzt sind es die Fragen nach den
Langzeit in vivo Effekten einer Trans-
duktion hdmatopoetischer Zellen mit
retroviralen Vektoren, sowie die Fra-
gen ob bei FA-Patienten mit fortge-
schrittener Erkrankung geniigend
CD34+ hamatopoetische Zellen mo-
bilisiert werden kdnnen [176] und in-
wieweit die Mobilisierung der verblie-
benen CD34+ Zellen aus dem Kno-
chenmark der Patienten durch Gabe
von Zytokinen (insbesondere G-CSF)
das Risiko einer leukdmischen Ent-
wicklung beschleunigen [177].

6. Zusammenfassung

Die bei Patienten mit Immundefizienzen
durchgefihrten Studien zeigen, dass
gegenwartige Protokolle den Gentrans-
fer in hdmatopoetische Stammzellen er-
lauben und retrovirale Vektoren eine
ausreichende Expression der Wildtyp-
cDNAs ermdglichen. Die Heilung von
monogenen Erkrankungen ist offenbar
moglich, sofern die korrigierten Zellen
in vivo einen Wachstumsvorteil haben,
der eine relativ niedrige Gentransfe-
reffizienz ausgleichen kann. Ob die
Heilung langfristig ist und die Patien-
ten eine normale Lebenserwartung
haben werden, bleibt abzuwarten.
Auch muss noch eindeutig gezeigt
werden, dass durch den Stammzell-
gentransfer eine klinisch relevante Re-
sistenz gegenliber Chemotherapeuti-
ka erzielt werden kann. Dennoch er-
laubt der derzeitige Wissensstand die
Annahme, dass mittels Gentherapie
weitere klinische Erfolge erzielt wer-
den kdénnen - insbesondere, wenn
neuere Erkenntnisse hinsichtlich effi-
zienterer Vektorsysteme und Pseudo-
typisierungen Eingang in die klini-
schen Protokolle finden.
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