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Die meisten Strategien zur Behandlung von Erbkrankheiten beruhen auf der Nutzung 
von Vektoren, die permanent in das Zielzellgenom integrieren (Kay et al., 2001). Nur 
so kann gewährleistet werden, dass im Falle einer Zellteilung auch die Tochterzellen 
über die korrigierte Version des betroffenen Gens verfügen. Um eine stabile 
Integration in das Zielgenom zu erreichen, werden in der Regel retrovirale Vektoren 
benutzt, da die Integration in das Zellgenom einen natürlichen, Enzym- (Integrase-) 
vermittelten Schritt im Lebenszyklus eines Retrovirus darstellt (Coffin, 1996). Die 
heute gebräuchlichsten retroviralen Vektoren stammen von einfachen, sog. γ-
Retroviren wie dem Murine leukaemia virus (MLV) oder von komplexen Retroviren, 
sog. Lentiviren wie dem Human Immunodeficiency Virus (HIV) ab. 
Jede Integration in ein zelluläres Genom stellt eine Zerstörung des natürlichen 
Kontexts und mithin per Definition eine Mutagenese dar. Allerdings wird eine solche 
Integration in der großen Mehrzahl der Fälle ohne messbare Auswirkungen auf den 
Phänotyp der Zelle bleiben. Daher ist es heute Konsens, nur dann von 
Insertionsmutagenese (bzw. Genotoxizität) zu sprechen, wenn die Vektorintegration 
zu einem nachweisbaren Effekt auf die betroffene Zielzelle geführt hat (Baum et al., 
2003; 2006a). 
Obwohl das theoretische Risiko der Insertionsmutagenese auf der Basis der Arbeiten 
mit replikationskompetenten Retroviren seit Jahrzehnten bekannt war, ging man bis 
Anfang 2000 davon aus, dass es im Kontext der Gentherapie praktisch zu 
vernachlässigen sei, da die Wahrscheinlichkeit, in einer suszeptiblen (Stamm-) Zelle 
ein relevantes (Onko-) Gen zu treffen, nur äußerst gering wäre (Baum et al., 2003). 
In Zusammenarbeit mit der Gruppe von Prof. Christopher Baum (MH Hannover) 
zeigte unsere Gruppe im Jahr 2002 erstmals, dass auch der Gentransfer mit 
replikationsinkompetenten retroviralen Vektoren in Blutstammzellen der Maus zu 
einer Leukämie führen kann, die sich auf die insertionelle Aktivierung eines 
Protoonkogens (Evi-1) zurückführen ließ (Li et al., 2002). Die Relevanz dieser 
Ergebnisse für die humane Gentherapie wurde kurze Zeit später durch das Auftreten 
des 1. Leukämiefalls in der initial sehr erfolgreichen SCID-X1 Studie in Paris bestätigt 
(Hacein-Bey-Abina et al. 2002; 2003). In der Folge machte sich vor allem die Gruppe 
um Prof. Christof von Kalle (Heidelberg) um die Aufklärung der molekularen 
Ursachen der in Paris beobachteten Leukämien verdient (Hacein-Bey-Abina et al., 
2003; Deichmann et al., 2007; Schwarzwaelder et al., 2007). In enger 
Zusammenarbeit mit C. Baum konnte unsere Gruppe auch weitere Nebenwirkungen 
der Gentherapie (induzierte klonale Dominanz durch Aktivierung 
wachstumsfördernder Gene, kombinatorische Onkogenese,) im Mausmodell 
beschreiben, deren Bedeutung für die klinische Gentherapie inzwischen unumstritten 
ist (Kustikova, et al. 2005; Modlich, et al. 2005). 
Insgesamt lässt sich sagen, dass die Arbeiten einer Reihe von Gruppen im Bereich 
der Gentransfertoxizität dazu geführt haben, dass Deutschland inzwischen 
international als führendes Kompetenzzentrum in diesem Bereich gilt. Die Deutsche 
Forschungsgemeinschaft hat diesem Umstand u.a. durch die Einrichtung des 
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Schwerpunktprogramms SPP1230 „Mechanisms of gene vector entry and 
persistence" Rechnung getragen.1 
Zurzeit arbeiten international viele Gruppen daran, neue, sicherere Vektoren für den 
stabilen Gentransfer zu entwickeln. Solange es nicht möglich ist, die Integration von 
Vektoren in sichere Orte im Genom zu steuern, müssen die Vektoren so konfiguriert 
werden, dass sie nur möglichst minimale Effekte auf benachbarte Genloci ausüben. 
Ein Schritt in diese Richtung stellt die Benutzung sog. „Self Inactivating“ (SIN-) 
Vektoren dar, bei denen die starken Enhancer-/Promotorelemente in den 
endständigen Wiederholungen („Long Terminal Repeats“, LTR) der retroviralen 
Vektoren deletiert werden (Baum et al., 2006b). Die Genexpression wird in den SIN-
Vektoren stattdessen durch interne Promotoren angetrieben. In in vitro Systemen 
sowie Mausmodellen haben sich die SIN-Vektoren bereits als weniger genotoxisch 
im Vergleich zu den LTR-Vektoren erwiesen (Modlich et al., 2006). Allerdings können 
auch retrovirale SIN-Vektoren mit starken (viralen) Promotoren noch immer 
Leukämien im Mausmodell auslösen (Modlich et al. 2008). Daher wird zusätzlich 
versucht, die Vektoren durch spezielle genomische Elemente (z.B. sog. Isolatoren) 
besser von ihrer Umgebung abzuschirmen, um ihre Mutagenität herabzusetzen 
(Übersicht: Baum et al., 2006b). 
Die meisten frühen Befunde mit lentiviralen SIN-Vektoren legten ein geringeres 
Risiko der malignen Transformation transduzierter Zellen bei Verwendung dieses 
Vektortyps nahe. Allerdings wurde kürzlich in einem speziellen Mausmodell gezeigt, 
dass auch lentivirale Vektoren, die starke (retro-)virale Promotoren enthalten, eine 
insertionelle Onkogenese verursachen können (Montini et al. 2008). Mit dem Ziel, die 
Mutagenität der verwendeten SIN-Vektoren zu verringern, werden daher 
physiologische (zelluläre) Promotoren getestet. Tatsächlich kann dadurch das 
mutagene Potential erheblich gesenkt werden (Zychlinski et al. 2008). Jedoch legen 
neue Befunde für lentivirale Vektoren nahe, dass auch interne, physiologische 
Promotoren über sehr große Distanzen (600 kb) dazu in der Lage sind, die 
Expression benachbarter Gene nachhaltig zu beeinflussen (Hargrove et al. 2008). Es 
bleibt zu hoffen, dass die ersten laufenden klinischen Studien mit SIN-Vektoren die 
erwartete Verringerung der Häufigkeit schwerer Nebenwirkungen zeigen werden.  
Die Arbeiten einer Reihe internationaler Gruppen haben gezeigt, dass verschiedene 
Familien von Retroviren unterschiedliche Integrationspräferenzen aufweisen. So 
integrieren γ-retrovirale Vektoren häufig im Bereich der Genpromotoren, während 
lentivirale Vektoren zwar häufiger innerhalb von Genloci integrieren, dabei aber über 
den gesamten Genbereiche verteilt (Schröder et al., 2002; Wu et al., 2003). 
Angesichts der Tatsache, dass die Genaktivierung durch starke Enhancer auch über 
große Distanzen möglich ist (Bartholomew & Ihle, 1991), ist die Aussagekraft dieser 
Untersuchungen im Hinblick auf die Vektorsicherheit allerdings umstritten.  
In der klinischen Gentherapie wurde die Insertionsmutagenese bisher nur in sehr 
spezifischen Situationen beobachtet. Eine der betroffenen Gruppen sind Patienten 
mit SCID-X1. Hier scheint die permanente Überexpression der γ-Kette des IL-2-
Rezeptors im Kontext der Aktivierung definierter Onkogene ein besonderes Risiko 
mit sich zu bringen. So war in der Pariser SCID-X1 Studie in drei von vier Fällen die 
insertionelle Aktivierung ein und desselben Gens (LMO2) für die klonale Proliferation 
verantwortlich (Cavazzana-Calvo, et al. 2007). Der kürzlich in der analogen Londoner 
Studie beobachtete Leukämiefall ließ sich ebenfalls auf eine Insertion im LMO2-Gen 
zurückführen (Thrasher & Gaspar 2008). Zunächst hatte es überrascht, dass bei 
vergleichbaren Patientenzahlen in Paris und London (jeweils ca. 10) nur Leukämien 
                                                 
1 http://www.schwerpunktprogramm1230.de/ (19.11.2007) 
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in Paris (n=4) beobachtet worden waren, nicht aber in London. Es wurde daher 
spekuliert, ob die vergleichsweise geringen Unterschiede der Londoner zur Pariser 
Studie dabei eine Rolle gespielt haben könnten (Benutzung eines anderen 
Hüllproteins und einer anderen Verpackungszelllinie bei der Virusproduktion, 
Abwesenheit von fötalem Kälberserum [FCS] im Medium, geringere Konzentration 
des Wachstumsfaktors IL-3, keine Verwendung von Protaminsulfat während der 
Zelltransduktion ex vivo in London). Inzwischen muss man aber wohl davon 
ausgehen, dass es sich nur um statistisch bedingte Differenzen handelte, 
insbesondere auch da die durchschnittliche Nachbeobachtungszeit in London um 
einiges kürzer ist als in Paris.  
Auch die in der Frankfurter Gentherapie-Studie zur Behandlung der chronischen 
Granulomatose (CGD) beobachtete induzierte klonale Dominanz durch retrovirale 
Aktivierung wachstumsfördernder Gene (Ott et al., 2006) wurde bisher in keiner 
anderen Studie notiert. Eine mögliche Rolle des Transgens (gp91phox) wird noch 
untersucht. Wie beim Auftreten dieser Nebenwirkung befürchtet, hat sich auf der 
Basis der induzierten Oligoklonalität im Laufe der Zeit bei beiden Patienten ein 
Myelodysplastisches Syndrom entwickelt (Ott et al. 2008). Während der erste 
behandelte Patient an einem Therapieversagen (durch Verdrängung der funktionell 
rekonstituierten Klone durch infunktionelle Klone) verstorben ist, wurde der 2. Patient 
kürzlich allogen transplantiert. 
Die Assoziation schwerer Nebenwirkungen mit klar definierten Krankheitsbildern 
(SCID-X1, CGD) und ihre Abwesenheit bei anderen Gentherapiestudien (ADA-SCID) 
nähren die Hoffnung, dass bestimmte unerwünschte Effekte nur in einem sehr 
definierten Kontext auftreten können, den es noch klar zu definieren gilt. Letzteres 
würde es eventuell ermöglichen, Gentransfervektoren und –bedingungen an die 
jeweiligen zugrundeliegenden Krankheiten zu adaptieren. 
Wie oben angedeutet spielt die Insertionsmutagenese als Risikofaktor vor allem dann 
eine Rolle, wenn zur Erreichung des therapeutischen Effekts eine 
Langzeitexpression des eingebrachten Transgens und sein Übergang auch auf die 
Tochterzellen der transduzierten Zellen notwendig sind. Ausgehend vom Ideal der 
Gentherapie stellt die Verwendung integrierender Vektoren für den stabilen 
Gentransfer gewissermaßen eine Notlösung dar, solange es nicht möglich ist, 
genetische Defekte direkt zu korrigieren. Allerdings lässt sich sagen, dass in den 
letzten Jahren einige Fortschritte auf dem Weg zur gezielten „genomischen 
Chirurgie“ gemacht wurden. Besagte Strategien zielen meist darauf ab, einen 
defekten Genabschnitt unter Nutzung zellulärer Reparaturmechanismen (z.B. 
homologe Rekombination) gegen einen normalen Abschnitt auszutauschen. Dazu 
muss zunächst eine normale Genkopie in die Zelle gebracht werden (mit Hilfe eines 
nicht-integrierenden Vektors). Unter normalen Umständen wäre der Prozess der 
homologen Rekombination in Körperzellen so ineffizient, dass ein therapeutischer 
Nutzen nicht erreichbar wäre. Jedoch kann die Effizienz der homologen 
Rekombination z.B. durch das gezielte Einbringen von Doppelstrangbrüchen in die 
Zielsequenz dramatisch gesteigert werden. Hierzu werden sogenannte Zinc finger 
nucleases (ZFN) [„Designer-Nukleasen“] benutzt, die spezifische Sequenzabschnitte 
erkennen und dort den Doppelstrang zerschneiden. Führende Arbeiten zur 
Entwicklung und insbesondere Begrenzung der potentiellen Toxizität der ZFN (durch 
die unerwünschte Erkennung falscher Zielsequenzen) kommen von Mitgliedern der 
DG-GT wie Prof. Toni Cathomen (Charité Berlin) (Szczepek, et al. 2007). 
Ein anderer Ansatz, die Genotoxizität integrierender Vektoren zu verringern, besteht 
darin, durch Targeting die Transduktion auf die gewünschten Zielzellen zu 
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beschränken. So werden bei verschiedenen Vektoren die Hüllproteine modifiziert, um 
nur die Transduktion von Zellen zu erlauben, die ganz bestimmte 
Oberflächenmoleküle tragen. Umgekehrt kann das Hüllprotein auch so modifiziert 
werden, dass bestimmte Zellen nicht infiziert werden können. Targeting-Ansätze gibt 
es für verschiedene Vektoren, u.a. für die am häufigsten benutzten γ-Retro- bzw. 
Lenti-, Adeno- und Adeno-assoziierten Viren (Waehler et al., 2007). 
Der sicherste Weg für die Verwendung von integrierenden Vektoren bestünde darin, 
ihre Integration in ungefährliche Genloci zu steuern. Dazu wird z.B. versucht, die 
inhärente Präferenz von Adenoassoziierten Viren (AAV) für eine Zielsequenz auf 
Chromosom 19 auch auf AAV-abgeleitete Vektoren zu übertragen (z.B. PD Dr. 
Hildegard Büning, Köln) (Huttner et al., 2003). Andere Gruppen versuchen, 
Transposone als Gentransfervehikel zu benutzen und diese so zu designen, dass sie 
nur an bestimmten Stellen im Genom integrieren. Mit Dr. Zsuzsanna Izsvák und Dr. 
Zoltan Ivics arbeiten die Entwickler des am meisten benutzten Transposons 
(„Sleeping Beauty“) am MDC in Berlin (Ivics et al., 2007). Eine weitere Möglichkeit, 
Insertionsmutagenese zu verhindern, besteht darin, stabil episomal vorliegende 
Vektoren, die bei einer Zellteilung auf beide Tochterzellen übergehen, zu entwickeln. 
Solche Vektoren können z.B. auf Herpesviren, aber auch auf nicht-viralen 
Konstrukten basieren (Jenke et al. 2004; Pich et al. 2008).  
Zusammenfassend lässt sich feststellen, dass integrierende Vektoren (unabhängig 
vom Vektortyp) mit dem Risiko einer Insertionsmutagenese assoziiert sind. Zum 
heutigen Zeitpunkt stellt die (dominante) Transaktivierung von Genen durch starke 
Promotor/Enhancerelemente des Vektors die wichtigste und klinisch am ehesten 
relevante Form der Insertionsmutagenese dar. Daher sind viele 
Forschungsaktivitäten darauf gerichtet, neue Vektoren mit geringerem 
Transaktivierungspotential zu entwickeln. Es bleibt jedoch zu klären, ob auch andere 
Formen der Mutagenese (z.B. Zerstörung offener Leserahmen oder regulatorischer 
Bereiche infolge der Insertion) eine klinisch relevante Rolle spielen können. Solche 
Nebenwirkungen könnten durch eine gerichtete Integration in „ungefährliche“ 
Regionen des Genoms verhindert werden. Der vom theoretischen Standpunkt 
letztlich einzig mögliche Weg zur vollständigen Vermeidung der 
Insertionsmutagenese bestünde jedoch darin, effiziente und hoch-spezifische 
Methoden der Genreparatur zu entwickeln, bei denen unerwünschte 
Integrationsereignisse von vornherein ausgeschlossen werden können. 
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