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Von der klassischen Biochemie zur priinatalen Gentherapie.
Die Entwicklung der Molekularen Humangenetik im Riickblick eines
beteiligten Zeitzeugen

Beim Nachdenken iiber meinen Beitrag zu dieser Veranstaltung wurde mir
bewusst welche groflen Verdnderungen die Biowissenschaften durchgemacht
haben seitdem ich Mitja Rapoport 1965 zum ersten Mal begegnete und, dass
diese Verdnderungen aus der Sicht meines Werdegangs vielleicht mitteilens-
wert seien. Fiir mich sind sie vor allem durch die Entwicklung der Molekula-
ren Humangenetik (/) gekennzeichnet.

Urspriinglich wollte ich Kinderarzt werden und dachte diese Laufbahn
mit einer fundierten Ausbildung in der Biochemie zu beginnen. So fing ich
1965 in Rapoports Institut fiir Physiologische und Biologische Chemie als
Assistent an und die Erfahrungen der folgenden sieben Lehrjahre haben mich
in meinem weiteren Berufsleben stéindig begleitet. So z.B. die in der Arbeits-
gruppe Wagenknecht zuerst erfahrene Verbindung von Grundlagenforschung
(zur Atmungskette) mit einem Anwendungsprojekt (zur Enzymdiagnostik).

Als Lehrassistent lernte ich, erst einmal lehrend, die ganze Breite der Me-
dizinischen Biochemie. Vor Allem aber faszinierten mich die Probleme der
genetisch bedingten Erkrankungen, die damals, mit der von Garrod 1908, am
Beispiel der Alkaptonurie (AKU) geprégten klassisch-biochemischen Termi-
nologie, als angeborene Stoffwechselstdrungen, ,,inborn errors of metabo-
lism“, bezeichnet wurden. In Einzelfdllen, wie bei der Phenylketonurie
(PKU), hatte die Kenntnis der Stoffwechselkette des Phenylalanin (Abb. 1)
den Defekt im Gen der Phenyalanin-Hydroxylase identifiziert, der durch ei-
nen toxisch-erhohten Phenylalanin Blutspiegel, zu schweren geistigen Ent-
wicklungsstorungen fiihrt. Ein Neugeborenentest zur Fritherkennung war
entwickelt worden und es gab eine Eiweifl-Hydrolysat-Diét, die diese Ami-
nosdure nicht enthielt. Allerdings schmeckte sie so abscheulich, dass sie nur
mit groBen Schwierigkeiten als Grundlage fiir eine jahrelange Therapie die-
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nen konnte. Erst 20 Jahre spéter eroffnete die Molekulare Humangenetik neue
Moglichkeiten fiir Familien mit dieser Erkrankung.
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Abb. 1: Stoffwechselweg des Phenylalanins identifiziert Mutation der Phenylalanin-Hydroxylase
(PHA) als Ursache der klassischen Phenylketonurie

Mitja forderte meine genetischen Interessen: Ich kam in Sina Rosenthals
Gruppe in der iiber die Reifungs- und Differenzierungsprozesse roter Blutzel-
len geforscht wurde und wurde fiir ein halbes Jahr an das Akademieinstitut
fiir Molekularbiologie nach Moskau delegiert, um Nukleinsidure-Biochemie
zu lernen. Damit begann mein Weg in die noch junge Molekularbiologie, zu-
erst mit der Isolierung von Globin mRNA, der Biosynthesematrix des roten
Blutfarbstoffs, Himoglobin (2). Die Globin mRNA war, iiber ihre direkte
Nutzung in unseren Forschungsarbeiten hinaus, ein wichtiger Beitrag zu der
von Sina koordinierten DDR-Mitwirkung am Multilateralen Revertase Pro-
gramm der UdSSR, CSSR und DDR, das zum Ziel hatte, die Grundlagen fiir
eine breitere Einfithrung der Gentechnik in diesen Léndern zu schaffen; in der
DDR unter anderem mit der Absicht, die schon ldnger schwelende Idee aus
dem Hause Rapoport zur gentechnischen Produktion von Insulin zu verwirk-
lichen. Im Mittelpunkt der Gentechnik stehen die Methoden der Molekularen
Klonierung, durch die reine, spezifische Gensequenzen in grofleren Mengen
isoliert werden konnen. Im Rahmen des Revertase Programms erfolgte in



Von der klassischen Biochemie zur prinatalen Gentherapie 159

Prag und Berlin auch die Produktion der Reversen Transkriptase, die die in
vitro Biosynthese von Gensequenzen (cDNA) ermdglicht; und in allen 3 Part-
nerldndern wurde au3erdem eine Palette verschiedener Sequenz-spezifischer,
DNA schneidender Restriktionsendonukleasen hergestellt.

Die Globin mRNA brachte mich in Kontakt mit Bob Williamson in Grof3-
britannien und fithrte zur Mitarbeit an der Klonierung von cDNA-Gensequen-
zen der Haimoglobine des Menschen im Jahre 1978 in seiner Londoner Grup-
pe (3). Die Human-Globin cDNA-Sequenzen waren die zweiten klonierten
Humangensequenzen iiberhaupt und ihre Klonierung leitete den Beginn der
Entwicklung der Molekularen Humangenetik ein. Mit Hilfe dieser isolierten
Gensequenzen konnten erstmalig molekulare DNA-Analysen und die DNA-
Diagnostik der genetischen Erkrankungen des roten Blutfarbstoffes (Hamo-
globinopathien), wie der Sichelzellandmie und der Thalassdmien, durchge-
fiihrt werden. Im Mittelmeerraum, in Siidostasien und in Grof3britannien, un-
ter den Einwanderern aus diesen Gebieten, sind diese schweren genetischen
Erkrankungen auf Grund ihrer Haufigkeit von groer medizinischer Wichtig-
keit: Auch bei diesen Krankheiten, gab es wie bei der PKU, eine symptoma-
tische Therapie — lebenslange Bluttransfusionen — die schwer organisierbar
und teuer sind, keine Heilung bewirken und auf die Dauer durch Eisenabla-
gerungen zum Tode fithren. Auf Grund des 2-fachen Chromosomensatzes,
den wir alle haben, zeigen Eltern der erkrankten Kinder gewohnlich keine
Zeichen dieser autosomal rezessiven Erkrankungen, da sie neben dem mu-
tierten Gen auf einem Chromosom auch ein kompensierendes nicht-mutier-
tes Allel auf seinem homologen Partnerchromosom tragen. In diesen Famili-
en besteht ein 1:4 Risiko, dass die Nachkommen von beiden Eltern das Chro-
mosom mit dem mutierten Allel erhalten und dadurch krank werden (Abb.
2A).

Die isolierten Hamoglobin-Gensequenzen boten nun die neue Moglich-
keit, durch DNA-Analyse (aus Chorionzotten oder Amniozyten) die Vorge-
burtsdiagnose dieser Erkrankung zur Vermeidung eines kranken Kindes aus
dem dritten Schwangerschaftstrimester (Hdmoglobinanalyse aus Nabel-
schnurblut) in das erste bzw. frithe zweite Trimester vor zu verlegen. Am ein-
fachsten war das bei der schweren alpha-Thalassaemie (Hydrops fetalis), die
durch ein volliges Fehlen (Deletion) des alpha-Globin Genkomplexes hervor-
gerufen wird (4). Nach Schneiden isolierter Human-DNA mit bestimmten
Restriktionsenzymen und Auftrennung der entstehenden DNA-Fragmente
mittels Elektrophorese kann, durch eine Basenpaarungs-Reaktion mit der
spezifischen klonierten cDNA-Globin-Gensequenz, ein charakteristisches
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Bandenmuster des untersuchten Gens sichtbar gemacht werden. Beim Hy-
drops fetalis ist bei den Anlagentriger-Eltern eine um 50% verminderte Ban-
denintensitit und bei dem betroffenen Kind bzw. Fetus ein volliges Fehlen
der alpha-Globinbande erkennbar (Abb. 2B). Zuerst im UK und dann vor al-
lem in Zypern und Sardinen gelang es in den folgenden Jahren, durch eine
derartige Frithdiagnose und gegebenenfalls einen Schwangerschaftsabbruch,
eine erhebliche Reduktion der Erkrankungen zu erreichen und vielen Famili-
en zu gesunden Nachkommen zu verhelfen (5).

1978 Prenatale DNA Diagnose (Deletionsnachweis) bei
Hydrops fetalis alpha-Thalassdamie
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Abb. 2: Autosomal-rezessiver Erbgang bei alpha -Thalassdmie (A) und Nachweis der Deletion
der alpha Globingene durch DNA-Analyse: Aufspaltung der DNA einzelner Familienmitglieder
durch sequenzspezifische Restriktionsendonukleasen, elektrophoretische Aufirennung der Frag-
mente und Nachweis der spezifischen alpha-Globingen-Fragmente durch Reaktion mit radioak-
tiver alpha- und beta- Globin-cDNA. Die 20.8Kb Bande representiert die alpha-Globingene. Zu
beachten ist die 50% reduzierte Bandenintensitdt bei den heterozygoten Eltern und ihr vélliges
Fehlen bei dem erkrankten Kind bez. Fetus (B). Adaptiert nach (4)

In der DDR spielten Mittelmeerandmien nur eine geringe Rolle, wohl aber
andere monogenetisch bedingte Erkrankungen, darunter auch die PKU, fiir
die auch das inzwischen verbesserte Didt-Hydrolysat noch keine befriedigen-
de Losung bot. Im Gegensatz zur alpha-Thalassdamie liegen aber bei der PKU
nicht Deletionen vor, die eine solche relativ einfache Ja/nein Analyse ermog-
lichen, sondern sind Punktmutationen die Ursache der meisten genetischen
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Erkrankungen wie z.B. der Sichelzellandmie, der 3-Thalassdmien, der Cysti-
schen Fibrose oder eben der PKU. Nur wenn das Kind von beiden Eltern das
Chromosom mit einem mutierten Gen erhilt erkrankt es an PKU. Aber an Se-
quenzierung der DNA von Probanden, um solche Mutationen festzustellen,
war fiir die ndchsten 20-30 Jahre nicht zu denken.

Eine Prinzip-Losung dieses Problems wurde 1978 am Beispiel der Sichel-
zellandmie durch YW Kan (6) in den USA, in Form der Molekularen Gene-
tischen Kopplung mit DNA-Polymorphismen entwickelt. Genetische
Kopplung war schon lange aus der klassischen Genetik bekannt. Sie be-
schreibt die Beobachtung, dass bestimmte genetische Merkmale wie z.B.
blaue Augen und blonde Haare bzw. dunkle Augen und braune Haare haufig
zusammen bei ein und derselben Person auftreten. Diese Merkmale kdnnen
aber nicht durch ein und dasselbe Gene vererbt sein, da ja bekannt ist, dass es
— wenn auch seltener — Personen mit dunklem Haar und blauen Augen (und
visa versa) gibt. Der Grund hierfiir ist, dass die Gene fiir diese beiden Merk-
male dicht beieinander auf dem gleichen Chromosom liegen und daher meist
zusammen oder — im Fachausdruck — gekoppelt vererbt werden. Jedoch
kommt es bei der Reifung der Keimzellen immer zu einem Austausch zwi-
schen homologen Abschnitten der von den Eltern ererbten Chromosomen.
Dabei kann auch mal das Gen, das blaue Augen bestimmt, mit dem fiir braue
Augen ausgetauscht werden und so dieses dann mit dem Gen fiir blondes
Haar zusammen vererbt werden. Solche ,,Entkopplungen®, also Abweichun-
gen vom normalen Vererbungs-Muster, treten umso seltener auf, je dichter
die gekoppelten Genorte beieinander liegen. Aus der Haufigkeit des Auftre-
tens solcher Entkopplungsereignisse in einer Population lésst sich daher auch
der Abstand der beiden gekoppelten Gene (in Centimorgan) berechnen. Kan
iibertrug dieses alte Prinzip der klassischen Genetik mit Hilfe klonierter Gen-
sequenzen auf die DNA-Ebene und nutzte es, um innerhalb einer Familie die
Vererbung der Chromosomen, die die mutierten Sichelzellandmie Gene tra-
gen, ohne Notwendigkeit einer Sequenzierung, zu markieren und zu verfol-
gen. Hierfiir dienen geringfiigige, harmlose, DNA-Sequenz-Variationen,
sogenannte DNA-(Sequenz)Polymorphismen, die in jedem Genom auftreten.
DNA-Polymorphismen, die sich in, oder in der Nihe, des untersuchten Gens
auf dem selben Chromosom befinden und daher mit diesem gekoppelt vererbt
werden, konnen hierbei zur Markierung und Unterscheidung der homologen
Chromosomen, am einfachsten durch RFLP-Analyse, genutzt werden. Man-
che DNA-Polymorphismen fithren nimlich zu Verdanderungen im Restrikti-
onsendonuklease-,,Schnittmuster der DNA und dadurch zu Variationen in
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der Léange der entstehenden DNA-Fragmente, also zu sogenannten Restrikti-
ons-Fragment-Léangen-Polymorphismen (RFLP). Kurz gesagt, hierdurch
wurde es moglich, alleine durch die Analyse der DNA-Restriktions-Banden-
muster der Eltern, von deren erkranktem Kind und von dem ungeborenen Fe-
tus vorauszusagen, ob der Fetus von seinen beiden Eltern das mutierte Gene
geerbt hat, und damit ob es krank oder gesund sein wiirde.

1985 Pranatale DNA Kopplungs-Diagnose fiir PKU
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Abb. 3: Nachweis von DNA-Polymorphismen im PAH-Gen durch RFLP—-Analyse und Verfol-
gung des Erbgangs der PKU-verursachenden Chromosomen beider Eltern. Banden-Detektion
durch radioaktiv markierte klonierte PAH-cDNA (A,B). In utero Diagnose eines erkrankten Fe-
ten durch Vergleich der RFLP-Muster des Feten mit dem des erkrankten Kindes (C), (7,8).

Genau das brauchten wir fiir die PKU. Die gerade von Dahl und Cotton in Au-
stralien klonierte PAH-Gensequenz wurde uns zur Verfiigung gestellt. In ei-
ner mehrjahrigen Zusammenarbeit unserer Arbeitsgruppe am Akademieinsti-
tut fiir Molekularbiologie in Berlin-Buch mit Kollegen des Instituts fiir Hu-
mangenetik, der Kinderklinik und der Frauenklinik der Charité wurden zuerst
DNA-Polymorphismen, die mit dem Phenyalanin-Hydroxylase Chromoso-
menort gekoppelt sind, durch DNA-Testung an PKU kranken Kindern und
deren Eltern ermittelt und so die Mutations-tragenden Chromosomen mar-
kiert (7) (Abb. 3A,B). Durch die Markierung der PKU-Chromosomen konnte
PKU-Familien, die bisher aus Furcht vor einem weiteren PKU-erkrankten
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Kind auf weitere Nachkommen verzichtet hatten, bei einer erneuten Schwan-
gerschaft, eine frithen Vorgeburtsdiagnostik mit der Mdglichkeit eines friih-
zeitigen Schwangerschaftsabbruchs im Falle der Diagnose eines PKU betrof-
fenen Kindes, angeboten werden (Abb. 3C). So haben wir 1985 die erste pra-
natale DNA-Diagnose der PKU in Europa durchgefiihrt und die untersuchte
Familie entschied sich, auf Grund der Diagnose eines erkrankten Feten, zu ei-
nen Schwangerschaftsabbruch (8). Eine erneute Schwangerschaft fithrte dann
zu einem gesunden Kind fiir diese Familie.

Diese sehr gute und erfolgreiche interdisziplindre Zusammenarbeit wurde
iiber mehrere Jahre in einem Projekt des Ministeriums fiir Gesundheitswesen
weitergefiihrt und auf weitere 5 universitiare Zentren und auf andere geneti-
sche Erkrankungen ausgeweitet (9).

Andere genetische Erkrankungen waren allerdings komplizierter da z.B.
fiir die Mukoviszidose (Cystische Fibrose) damals nicht einmal bekannt war,
welches Gen flir diese Erkrankung verantwortlich ist. Und hier zeigte sich die
Eleganz und das Potential der Molekularen Kopplungsanalyse, die zur
Grundlage des Internationalen Projektes zur Kartierung des Humangenoms,
also zur Lokalisation aller Gene auf den 24 Chromosomen des Menschen,
wurde und das der Vorldufer des 1990 begonnenen Internationalen Genom-
Sequenzierungsprojektes war. Hierbei spielten monogenetisch vererbte
Krankheiten eine zentrale Rolle: Sie lieferten, in Form der charakteristischen
Krankheitsbilder, den Ausgangspunkt der Analyse. Die Verfolgung des gene-
tischen Koppelungs- und Entkopplungsverhaltens eines bestimmten Krank-
heitsbildes mit verschiedenen definierten polymorphen DNA-Markern in
umfangreichen Familienstammbaumen fiihrte schrittweise zur Lokalisation
und Identifizierung des gesuchten krankheitserzeugenden Gens (Abb. 4).

Damit das funktioniert sind rigoros gesicherte klinische Diagnosen und
DNA von erkrankten Patienten und deren Familienmitgliedern, wo mdoglich
iiber mehrere Generationen, die Grundvoraussetzung. Diese waren daher in-
ternational hochbegehrt. Auf Grund der sehr guten Erfassung und Betreuung
von Patienten mit den wichtigsten genetischen Erkrankungen in spezialisier-
ten Zentren in der DDR waren gut diagnostizierte Familien und DNA-Proben
von ihnen genau das, was unser Nationales Projekt zu einer iiber mehrere Jah-
re laufenden Kooperation mit Gruppen in London und Oxford anbieten konn-
te. Damit hat unser Projekt mit zur Kartierung der Genorte fiir Cystische
Fibrose (CF) und Duchenne Muskedystrophie beigetragen, die schlielich zu
deren Lokalisation, Sequenzierung und der Identifizierung ihrer Funktion
fiihrte. Das Schone an diesen Arbeiten war, dass sich aus jedem neu gefunde-
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nen, dichter am Genort gelegenen, gekoppelten RFLP, verbesserte Moglich-
keiten zur DNA-Diagnostik dieser Erkrankungen mittels Kopplungsanalyse
ergaben bis diese schlieBlich von spezifischen Mutationsanalysen der identi-
fizierten Gene abgeldst wurden.

1984 Beginn des Human Genom Kartierungs Projekts
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Abb. 4: Molekulare Kopplungsanalyse als Grundlage des Human-Gen-Kartierungsprojekts.
Identifizierung bislang unbekannter Gene des Menschen deren Mutationen zu bekannten gene-
tisch-bedingten Krankheiten fiihren. Rechts der , klassische biochemische Weg der Genidenti-
fizierung: Kenntnis des defekten, krankheitsverursachenden Proteins erlaubt Isolation der
kodiernden mRNA und Nutzung der cDNA-Sequenz zur Suche des genomischen Gens. Links die
Molekulare Kopplungsstrategie der Genidentifizierung: Suche nach genetischer Kopplung zwi-
schen Krankheitsbild und DNA Polymorphismen. Kopplung deutet auf Lokalisation des Poly-
morphismus in der Néhe des fiir die Krankheit verantwortlichen Gens. Hdufigkeit der Kopplung
und ,, Entkopplung * in Erbgingen vieler Familien erlaubt Bestimmung der genetischen Distanz
zwischen Gen und Polymorphismus. Schrittweise Identifizierung immer stdrker gekoppelter Po-
lymorphismen fiihrt zum Auffinden der verantwortlichen Gensequenz. Die Identifizierung einer
Protein-kodierenden Sequenz (mRNA-Sequenz) erméglicht die Ableitung der Proteinsequenz,
die ihrerseits wieder Riickschliisse auf die Funktion des Proteins bzw. des gesuchten Gens er-
laubt (1).

Bei der Cystischen Fibrose stellte sich sogar heraus, dass in unserer Bevolke-
rung die haufigste aller krankheitserzeugenden Mutationen eine 3 Basenpaar
Deletion (DF508) in dem verantwortlichen Cystic Fibrosis Transmembrane
Conductance Regulator (CFTR)-Gen ist (/0, /1) (Abb. 5). Diese Erkenntnis,
zusammen mit der in der DDR iiblichen friihzeitigen Erfassung von schwan-
geren Frauen in Schwangerenbetreuungsstellen, erlaubte uns, 1990, in Zu-
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sammenarbeit mit der Schwangerenbetreuungsstelle in Berlin Pankow, ein
Pilotprojekt zur Vorgeburtsdiagnostik von CF zu beginnen (/2). Wir hatten
eine fast 100% Annahme des Angebotes zu dieser Untersuchung bei Schwan-
geren vor der 16. Schwangerschaftswoche und fanden bei 18 von 637 ein
DF508-mutiertes CF-Gen. In einem Fall wurde dann auch bei einem Vater
diese Mutation gefunden und es erwies sich, dass der Fetus beide mutierten
elterlichen Gene geerbt hatte. Die Familie entschied sich fiir einen Schwan-
gerschaftsabbruch und eine spatere Schwangerschaft fiihrte auch in diesem
Fall zu einem gesunden Kind. Obwohl inzwischen eine fast 100%ige Identi-
fizierung der in unserer Bevolkerung vorkommenden CF-Mutationen mog-
lich ist, wurde diese praventive Strategie zur Vermeidung der Geburt von an
CF-erkrankten Kindern in Deutschland nicht weiter verfolgt.

1989 Pranatale DNA-Diagnose von CF: DeltaF508 PCR
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Abb. 5: Elektrophoretische Auftrennung und Fluoreszenz-Nachweis von mittels spezifischer Po-
lymerase Chain Reaction (PCR) amplifizierter Gensequenzen im Bereich der Cystische Fibrose
verursachenden DeltaF 508 Mutation (drei Basenpaar-Mutation) im Cystische Fibrose Trans-
mebrane Conductance Regulator (CFTR)-Gen. Die heterozygoten Eltern weisen sowohl die nor-
male, langsamer laufende obere Bande, wie die schneller laufende untere Deletions-Bande auf-
Das erkrankte Kind ist homozygot fiir die Deletions-Bande,; der untersuchte Fetus hat nur die
obere Bande und kann daher als gesund diagnostiziert werden.

Nun ist die Verhinderung einer genetischen Erkrankung durch einen Schwan-
gerschaftsabbruch zwar eine Losung, aber natiirlich durchaus keine ideale,
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und so war fiir mich — als ohnehin im Zuge der Ubernahme Alt-Bundesdeut-
scher Forschungs- und Gesundheitspriorititen Akademie-Institute abgewik-
kelt und die Schwangerschaftsberatungsstellen und spezialisierte Betreu-
ungsstellen verschwanden — das Angebot an einer kausalen Losung durch
Gentherapie mitzuwirken, sehr reizvoll.

1992 iibernahm ich in London die Leitung einer Gruppe, die dieses Ziel
verfolgte. Das Prinzip der Gentherapie ist bekanntlich theoretisch sehr ein-
fach: Da genetische Erkrankungen durch defekte Gene hervorgerufen wer-
den, sollten diese Krankheiten durch das Einbringen der normalen Gene
heilbar sein. 1993 fiihrten wir, gemeinsam mit 2 anderen britischen Gruppen
den ersten klinischen Versuch zur Korrektur der Stérungen im Chloridtrans-
port der Atemwege bei CF-Patienten durch einen Liposomen-vermittelten
Transfer von CFTR-Gensequenzen in das Nasenepithel durch. Parallel dazu
wurden in den USA von mehren Gruppen gleichartige Versuche mit Adeno-
virus-Vektoren durchgefiihrt. Die Ergebnisse waren in allen Versuchen dhn-
lich: Sie zeigten zwar eine positive Verdnderung in den gemessenen
elektrophysiologischen Parametern, aber diese waren sehr variabel und nur
kurzzeitig (13). Offensichtlich war hier viel mehr Labor-experimentelle Ar-
beit notwendig, bevor weitere klinische Versuche ins Auge gefasst werden
konnten. Ineffektivitit des Gentransfers, Immunreaktionen und toxischen
Nebenwirkungen sind noch immer ernsthafte Hindernisse einer effektiven
Gentherapie. Hinzu kommt, dass viele genetische Erkrankungen sich sehr
frith manifestieren und irreversible Organschiaden hervorrufen. Erst im Jahre
2000 gelang, nach zahlreichen Enttduschungen und Riickschldgen, die erste
erfolgreiche Klinische Gentherapie-Studie der kindlichen Immundefizienzen
(X-SCID, ,,Bubble-Babies™) (/4).

Diese Uberlegungen fiihrten uns zum Konzept der fetalen Gentherapie
(15-17). Diese sollte bereits in utero die Krankheitsmanifestation und Organ-
schiden verhindern. Der Vorteil dieser Stategie liegt u. A. in einem besseren
Zugang zu den noch relativ einfach-strukturierten fetalen Geweben und ihren
expandierenden Stammzellpopulationen und in der Nutzung der Immuntole-
ranz gegen den Vektor und das therapeutische Eiweifl auf Grund der Unreife
des fetalen Immunsystems.

Die folgenden 15 Jahre waren der Priifung dieser Hypothese an Tiermo-
dellen gewidmet; zuerst an Méusen (/8), (/9) um die Gentransfer-Effizienz
und die therapeutischen Effekte zu studieren, dann an Schafen (20, 27), um
den Einsatz von minimal invasiven Methoden der fetalen Medizin zu erpro-
ben und schlieflich an Primaten (22). Primaten sind das geeignetste Tiermo-
dell fiir langfristige Beobachtungen zum Nachweis persistenter Expressions-
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hohen des therapeutischen Proteins und zum Ausschluss von kurz- oder lang-
fristig auftretenden Nebenwirkungen wie Entwicklungsstérungen, Tumoren
oder einer Keimbahntransmission in Vorbereitung auf eine mdgliche Hu-
mananwendung.

2011 Andauernde Expression therapeutischer hFIX- Blutspiegel
nach fetaler Gentherapie in Rhesus-Affen
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Abb. 6: Mehrjihrig-stabile postnatale Expression eines potentiell therapeutischen Blutspiegels

von Human-Faktor IX nach prinataler Gentherapie in einem Rhesus Affchen. (Oberhalb der
punktierten Linie). (24)

Es ist uns in diesen Modellen gelungen, einen Gentransfer in praktisch alle
klinisch-relevanten Gewebe mit hoher Effektivitét zu erreichen und Toleranz
gegeniiber dem therapeutischen Protein nachzuweisen. Im Mausmodell fiir
Héamophilie B wurde eine lebenslange Heilung dieser Krankheit erreicht (23)
und mehr als 10 Rhesuséffchen, die jetzt iiber ein Jahr therapeutische Human-
FIX-Spiegel aufweisen (Abb. 6), haben keine negativen Nebenwirkungen ge-
zeigt (24). Im Mausmodell sind inzwischen, durch verschiedene internationa-
le Gruppen, therapeutische Effekte fiir mehrere Gendefekte, unter anderem
auch fiir PKU, gezeigt worden (25).

Die fetale Gentherapie wirft eine Reihe von spezifischen ethischen Fragen
auf, auf die ich hier aus Zeitgriinden nicht néher eingehen kann, die aber ihre
klinische Einfiihrung sehr wesentlich beeinflussen werden. Am Ende jedoch
werden die Effektivitit, Einfachheit, Sicherheit und Verldsslichkeit einer in
utero Gentherapie im Vergleich zu anderen therapeutischen Optionen, wie
eine pharmakologische Therapie oder eine prd- oder postnatale Zelltherapie,
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entscheidend sein (/7). Am Wahrscheinlichsten wird diese wohl zuerst bei
schweren frilhmanifestierenden Gendefekten fiir die es keine erfolgverspre-
chende postnatale Behandlung gibt, in Familien, die einen Schwangerschafts-
abbruch prinzipiell ablehnen, Anwendung finden.

Zwei Dinge sind aber jetzt schon klar, die auch wesentlich einfachere ethi-
sche Situationen darstellen: Erstens, dass die pranatale Gentherapie auch zur
relativ kurzfristigen Behandlung von Schwangerschaftskomplikationen wie
z.B. der Eklampsie, fetalen Wachstumsrestriktion und Diaphragma-Atresie
beginnt Anwendung zu finden (26). Zweitens haben die Prinzip-Demonstra-
tionen einer erfolgreichen in utero Gentherapie mit dazu beigetragen, die
postnatale Einsatzgrenze der Gentherapie bis in das Kindesalter akzeptabel zu
machen. Es kann auch vorausgesagt werden, dass sie auch bald in die Neona-
tologie, also dem medizinischen Fachgebiet das unsere verehrte Jubilarin mit
aus der Wiege gehoben und geformt hat, bald Einzug halten wird.

Das vielleicht Wichtigste was ein Lehrer seinem Schiiler vermitteln kann ist
wohl nicht so sehr das unmittelbar gelehrte Fachwissen sondern insbesondere
die Fahigkeit zum Lernen und Verstehen des Wissens, das der Lehrer selbst
noch gar nicht wissen konnte; und in diesem Sinne war mein Lehrer Mitja Ra-
poport bei meiner Wissenschaftsreise ins Unbekannte immer dabei (Abb.7).

1908 Garrod formuliert das Konzept der angeborenen Stoffwechselstorungen (“Inborn errors of metabolism”)
1938 Folling beschreibt die Pheylkentonurie
1953 Watson/Crick: DNA Struktur Entdeckung
1962 Guthrie: Neonataler Screening Test fiir PKU
1968 Entdeckung der Restriktionsenzyme
1970 Entdeckung der Reverse transcriptase
1971 Human Globin mRNA Isolation
1972 Erste in vitro DNA-Rekombination (molekulare Konierung)
1972 Erste globin cDNA Synthese
1978 Human Globin Genesequenzen kloniert
1978 Prenatale DNA Diagnose alpha-Thalassiamie
1978 DNA-K: I
1984 Beginn des Human Genom Kartierungs Projekts
1985 Prinatale DNA-Kopplungs-Diagnose fiir PKU
1985 PCR Erfindung und Anwendung zur Prinatal Diagnose von HB®

1986 DNA-Kopplungs-Diagnasen fiir CF
1989 Identifizierung des CF Gens und erste spezifische Mutationsdiagnostik

1990 Beginn des Human Genom (Sequenzierungs-) Projekts
1990 Erste Gentherapie Studien (Krebs und Adenosyl-Dehydrogenase Defizienz)
1990 Heterozygoten Mutations-Test und pranatale Diagnosen fiir CF
1992 Heterozygoten Schwangerenscreening fiir CF
1993 Erste Phase 1 Gentherapie-Studien fiir CF
1995 Erste Arbeiten zur Fetalen Gentherapie (Nagermodelle)
1996 Dolly: Kerntransfer in Siuger-Oozyten (Reproduktive Klonierung)
1999 Ultraschall-gesteuerter Gentransfer im Schaf-Fetus
1999 Tod Jesse Gelsingers in Phase 1 Gentherapie Studie
2000 Erste erfolgreiche klinische Gentherapie Studie ( X-SCID)
2004 Langzeit Gentherapie-Korrektur von PKU in Mausen
2004 Dauerhafte in utero Gentherapie der Himophilie in der Maus
2011 Andauernde Expression therapeutischer hFIX-Blutspiegel nach in utero Gentherapie in Rhesus Affen

Abb. 7: Subjektive Auswahl wichtiger Meilensteine der Entwicklung der Molekularen Humange-
netik.
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