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Die DNA, das genetische Material aller Lebewesen, enthalt den Code fiir die Herstellung aller Bau-
steine unserer Zellen. Die Information fiir einzelne Proteine ist in bestimmten DNA-Abschnitten, den
sogenannten Genen enthalten. Kommt es zu Verdnderung einzelner Bausteine (Nukleotide) oder
Abschnitte der DNA, kann dies zu Verdnderungen der Proteinbausteine und damit zu Anderungen
der Funktionen oder des Aufbaus der einzelnen Zellen, letztendlich aber auch zu Auswirkungen auf
den gesamten Organismus kommen. Die Behandlung solch genetisch verursachter Erkrankungen ist
sehr oft nicht moglich, da entsprechende therapeutische MalRnahmen fehlen. In manchen Fallen
kann eine Substitutionstherapie, also der medikament6se Ersatz des fehlenden Produkts eine Krank-
heit therapieren. Dies ist mitunter aber mit Nebenwirkungen verbunden.

Bei genetisch bedingten Erkrankungen des blutbildenden Systems ist der Einsatz von Zellthera-
pien, wie zum Beispiel die Knochenmarkspende, schon weit verbreitet. Man tauscht quasi genetisch
auffallige gegen genetisch gesunde Zellen aus. Vorausgesetzt, es wird ein geeigneter Spender gefun-
den, sind die Erfolgschancen der Therapie sehr hoch. Allerdings ist die Suche nach geeigneten Spen-
dern nicht immer erfolgreich, sodass oft auf haploidentische Spender zuriickgegriffen werden muss,
die genetisch nur bedingt mit dem Empfanger lGbereinstimmen. Dies lasst das Risiko von schweren,
oft tédlichen Nebenwirkungen stark ansteigen. Fiir solche Falle bietet die Gentherapie insbesondere
fiir die Behandlung von monogenetischen Erkrankungen eine denkbare und oft bessere Alternative.

Welche Idee steckt hinter der Gentherapie? Im Falle einer monogenetischen Erkrankung wird
durch eine oft sehr kleine genetische Verdanderung in nur einem Gen eine Krankheit ausgelost, die
sogar lebensbedrohend sein kann. Ein Ersatz des defekten Gens durch ein intaktes Gen soll dafiir
sorgen, dass das korrekte Genprodukt wiederhergestellt wird und somit zu einer Heilung der Erkran-
kung fihren. Am elegantesten wdre der genaue Ersatz des betroffenen DNA-Abschnitts in den be-
troffenen Zellen, also eine Genreparatur. Obwohl bereits der Einsatz spezialisierter Designer-
Nukleasen zu ersten vielversprechenden experimentellen Ansdtzen gefiihrt hat, ist die Anwendung
dieser Methode am Patienten noch sehr schwierig und wenig effizient. Die derzeit gangige Methode
in der Gentherapie ist daher der zusatzliche Einbau eines intakten Gens an einer mehr oder weniger
zufélligen Stelle im Genom.

Fir die Ubertragung des intakten Gens in die Zellen nutzt man einen hocheffizienten Mechanis-
mus aus der Natur, die Viren. Viren sind infektiose Partikel, die in Zellen eindringen und deren ,,Infra-
struktur” bei der Proteinproduktion nutzen missen, um sich selbst zu vermehren. Hierbei haben
Viren sehr effiziente Mechanismen entwickelt, um in verschiedene Zelltypen eindringen und diesen
ihr genetisches Material einspritzen zu kdnnen. Viren besitzen auBerdem ein sehr kleines Genom, da
sie nur die wenigen Gene in die Zelle einbringen, die die Wirtszelle nicht zur Verfligung stellen kann.
Da das Ziel der Gentherapie lediglich ist, das korrekte Gen in die Zelle zu bringen, werden diese vira-
len Gene nicht benétigt und kénnen durch das intakte, therapeutische Gen ersetzt werden. Die so
veranderten Viruspartikel werden virale Vektoren genannt. Es sind also gewissermalRen natirliche
Injektionshilfen flir genetisches Material.

Die Infektion der betroffenen Zellen mit viralen Vektoren kann entweder direkt im Patienten, also
in vivo erfolgen, oder ex vivo an vorher entnommenen patienteneigenen Zellen (z.B. Blutzellen), die
nach der Aufnahme der viralen DNA, der Transduktion, wieder in den Patienten zuriickgegeben wer-
den.
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Bei der Verwendung von retroviralen Vektoren wird die transduzierte DNA direkt ins Genom der
Patientenzelle eingebaut und kann damit an die nachfolgenden Zellgenerationen weitergegeben
werden und so einen dauerhaften Therapieerfolg gewdahrleisten. Eine wichtige Frage hat die Arbeits-
gruppe von Prof. Christof von Kalle, der auch ich angehore, seit fast 20 Jahren beschaftigt. Wo genau
integrieren die viralen Vektoren und welche Auswirkungen kann dies auf den Erfolg, aber auch das
Risiko dieser neuen Therapie beim Menschen haben?

Um die genauen Integrationsstellen, die nichts anderes als eine Fusionssequenz aus einer bekann-
ten und einer unbekannten DNA-Sequenz darstellen, auch in minimalen Gewebemengen mit einer
grolRen klonalen Diversitdt oder niedrigen Kopienzahlen eines Zellklons zu bestimmen, haben Christof
von Kalle und Manfred Schmidt eine besondere Form der PCR, die sogenannte lineare amplifikations-
mediierte PCR (LAM-PCR) entwickelt. Vorteil dieser Methode ist, dass durch die initiale lineare PCR
der unbekannte Teil der Fusionssequenz zunachst vervielfaltigt werden kann, ehe die anschlieRende
exponentielle Vervielfaltigung erfolgt. Durch diese Anreicherung im ersten Schritt erhoht man die
Sensitivitat der Methode deutlich und gleicht Materialverluste bei Zwischenschritten aus. Diese Me-
thode ist so sensitiv, dass auch einzelne Zellklone untersucht werden kénnen (Schmidt 2007).

Da die Integration eines viralen Vektors ins Genom nicht an einer definierten Stelle, sondern viel-
mehr zufillig verteilt erfolgt, erhilt die betreffende Zelle durch die einzigartige Fusionssequenz eine
individuelle Markierung, die eine Bestimmung der Anzahl und klonalen Beteiligung einzelner gen-
modifizierter Zellen erlaubt. Die LAM-PCR Methode wurde zunidchst an Genmarkierungsstudien ge-
testet, mit der die Blutbildung an einem nicht-humanen Primatenmodell nach Stammzelltransplanta-
tion untersucht werden sollte. Es konnte gezeigt werden, dass die Blutbildung polyklonal ist und von
langzeitaktiven Zellklonen getrieben wird. Es konnte auch nachgewiesen werden, dass initial primiti-
ve Progenitor- oder Stammzellen transduziert wurden (Schmidt 2002). Langzeit-Untersuchungen
ergaben aber auch Hinweise, dass die klonale Aktivitat in vivo durch die virale Integrationsstelle be-
einflusst werden kann (Schmidt 2002, Hematti 2004, Calmels 2005).

In Don Kohns erster klinischer Gentherapiestudie zur Behandlung der Adenosin-Desaminase-
Defizienz (ADA-SCID, eine schwere Immundefizienz-Storung) konnte mit Hilfe der LAM-PCR nachge-
wiesen werden, dass die Regeneration der lymphopoetischen Zellen zwar stabil blieb, aber ein mono-
bis oligoklonales Muster zeigte (Kohn 1995). Im Gegensatz zu spateren Studien kam es nicht zu einem
malignen monoklonalen Zellwachstum. Anhand dieser Ergebnisse konnte gezeigt werden, dass die
LAM-PCR Methode auch bei der Untersuchung von humanen Leukozyten des peripheren Bluts ange-
wendet werden kann.

Im Jahr 2000 wurde die erste erfolgreiche Gentherapiestudie zur Behandlung des schweren kom-
binierten Immundefekts SCID-X1 von Marina Cavazzana-Calvo und Alain Fischer am Hdpital Necker in
Paris durchgefiihrt (Cavazzana-Calvo 2000). Kurze Zeit spater gelang dieser Erfolg auch Adrian
Thrasher und Bobby Gaspar vom University College London (Gaspar 2004). Mit Hilfe von Integrati-
onsstellenanalysen konnte zum ersten Mal gezeigt werden, dass gen-korrigierte Zellen sowohl das
Potential zur lymphomyeloiden Zelldifferenzierung als auch eine Selbsterneuerungskapazitat besit-
zen und somit die Blutbildung aufrecht erhalten kénnen (Schmidt 2005). Ungliicklicherweise entwi-
ckelten einige der Patienten eine T-Zell Leukdmie (Hacein-Bey-Abina 2003b). Als Vektor wurde in
diesen Studien ein gamma-retroviraler MLV-Vektor verwendet, der vollstandige Long-Terminal-
Repeats (LTR) enthilt. Diese viralen DNA-Fragmente enthalten einen starken Promoter (Initiator der
Genablesung) und Enhancer (Verstarker der Genablesung), der in der Lage war, das benachbarte
Proto-Onkogen LMO?2 zu aktivieren (Hacein-Bey-Abina 2003b). Die Aktivierung eines Protoonkogens
durch einen gammaretroviralen Vektor mit vollstandigen LTR-Regionen, wurde auch in der Londoner
SCID-X1 Studie (Howe 2008), in einer Studie zur Behandlung der Chronischen Granulomatose (Ott
2006, Stein 2010) und des Wiskott-Aldrich-Syndroms (Braun 2014) beobachtet.

Andere Gentherapiestudien nutzten lentivirale Vektoren flr den Gentransfer. Erfolgreich wurde
ein solcher Vektor fur die Behandlung der X-Adrenoleukodystrophie eingesetzt (Cartier 2009). Die
Identifizierung von identischen Integrationsstellen in myeloiden und lymphoiden Blutzellen konnte
beweisen, dass friihe Progenitorzellen initial transduziert wurden. Unsere funktionellen Analysen,
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der Vergleich von Proben vor und nach der Transplantation und die Bestimmung der bevorzugten
Integrationsorte, lieRen erfreulicherweise keine Zeichen potentieller vektorinduzierter Nebenwir-
kungen erkennen.

Um die Sicherheit weiter zu erhéhen, wurden neue selbst-inaktivierende (SIN) Vektoren konstru-
iert. Diesen Vektoren fehlt die starke Enhancer Region in den LTRs, stattdessen enthalten diese Vek-
toren einen internen schwachen Promotor, der das Ablesen des Transgens gewahrleistet (Aiuti 2013,
Biffi 2013). Lentivirale, aber auch retrovirale SIN-Vektoren werden mittlerweile in einer Vielzahl von
Studien eingesetzt und zeigen bisher ein deutlich sichereres Integrationsverhalten als die erste Gene-
ration der gammaretroviralen Vektoren.

Das Monitoring von Vektorintegrationen wurde auch auf andere nicht-integrierende Vektorsys-
teme wie Adeno-Assoziierte-Vektoren (AAV) ausgeweitet. Wir haben diese Analysen fir eine klini-
sche Studie zur Behandlung der Lipoprotein-Lipase-Defizienz (LPLD) durchgefiihrt. Diese klinische
Studie fuhrte zur ersten Markt-Zulassung eines gentherapeutischen Vektors (Glybera®) in der westli-
chen Welt durch die Européische Arzneimittel-Agentur (EMA). Wie erwartet liegt die Gberwiegende
Anzahl der Vektoren in Form episomaler Konkatemere vor und man findet grolRe Deletionen in den
endstandigen Repeats des Vektors (ITRs) (Nowrouzi 2012). In einer von 10-20.000 Zellen integriert
allerdings der Vektor auch ins Genom. Im Gegensatz zu den integrierenden retroviralen Vektoren
waren die beobachteten Integrationen des AAV-Vektors gleichmaRig im Wirtsgenom verteilt und
zeigten keine speziellen Praferenzen fir Genregionen oder andere regulatorische Bereiche. Nach
intramuskularer Applikation des Gentherapievektors, jedoch nicht nach intravendser Gabe, konnten
wir allerdings eine gehaufte Integration in der mitochondrialen DNA nachweisen (Kaeppel 2013).
Diese Beobachtung kann eventuell fir die Behandlung von Erkrankungen, die auf mitochondrialen
DNA-Veranderungen basieren, genutzt werden (Yu 2012).

Eine faszinierende Moglichkeit der Gentherapie ist eine gezielte Veranderung des betroffenen
DNA-Bereichs durch Designer-Nukleasen wie Zink-Finger Nukleasen, TALENs (transcription activator-
like effector nucleases) oder das CRISPR/Cas9 System. Durch Schneiden des DNA-Doppelstrangs mit
Hilfe der Designer-Nukleasen und anschlieRende Reparatur durch die zelleigenen Reparaturmecha-
nismen kénnen einzelne Nukleotide ersetzt oder verandert oder Fragmente ausgetauscht werden.
Um die Sicherheit dieser neuen molekularen Werkzeuge naher zu untersuchen, muss auch die nicht
gezielte Aktivitat dieser Nukleasen, die sogenannte off-target Aktivitat ndher untersucht werden.
Hierfiir haben wir mit der Gruppe von Luigi Naldini zum ersten Mal eine Methode entwickelt, mit der
nicht nur die on-, sondern auch die off-target Aktivitdt von Zinkfinger-Nukleasen bestimmt werden
kann (Gabriel 2011). Die Sensitivitat und Spezifitat der Bestimmung solcher off-target Integrationser-
eignisse ist fr die weitere Entwicklung der gezielten genetischen Verdanderung sehr wichtig.

In den letzten Jahren wurde die Genauigkeit und Effizienz der Integrationsstellenanalyse stetig
weiterentwickelt und man fand eine Korrelation zwischen Vektorintegrationen und transkriptioneller
Aktivitat (Mitchell 2005, Deichmann 2007, Schwarzwaélder 2007). Es wurden auch andere Faktoren
gefunden, die die Integration fordern, z.B. die Integration in ,,common fragile sites” (Bester 2006), in
aktiv transkribierte Genregionen (Ciuffi 2005) oder in Bereiche fiir posttranslationale Histonmodifika-
tionen (Wang 2010).

Die Bestimmung der Integrationsstellen mit Hilfe der LAM-PCR hat einen groBen Nachteil: Durch
die Verwendung von Restriktionsenzymen kénnen wahrend des Anreicherungsprozesses auch sehr
kleine oder sehr groRe Fragmente entstehen, die nicht in ausreichender Anzahl amplifiziert oder kor-
rekt identifiziert werden kénnen. Um diese Schwachstelle zu beheben wurden zunéachst die geeig-
netsten Kombinationen verschiedener Restriktionsenzyme ermittelt, um die Identifizierung moglichst
vieler Integrationsstellen im Genom zu ermoglichen. Zusatzlich wurde eine abgewandelte LAM-PCR
entwickelt, die zwar nicht die Sensitivitat erreicht, daflr aber auf eine Behandlung der DNA mit Rest-
riktionsenzymen komplett verzichtet, die sogenannte nicht-restriktive (nr) LAM-PCR (Gabriel 2009,
Paruzynski 2010). Eine Kombination dieser Methoden wird derzeit routinemaRig fiir eine Vielzahl
klinischer Studien eingesetzt. Eine andere Weiterentwicklung wurde moglich durch die immense
Effizienz und Kostensenkung der Hoch-Durchsatz Sequenziertechnologie. Hierbei erfolgt die Anrei-
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cherung der viralen Vektorsequenzen mit Hilfe kleiner DNA oder RNA-Fragmente durch Hybridisie-
rung und magnetische Extraktion, danach schlief3t sich eine Direktsequenzierung an. Dieses Verfah-
ren des ,Target Enrichment Sequencing” (TES) umgeht Restriktion und Amplifikation des gewiinsch-
ten DNA-Fragments und umgeht damit die bekannten Schwachstellen der Integrationsstellenanalyse.

Mit dem stetigen Anstieg der Menge an Sequenzdaten, die man pro Experiment erhélt, wurden
auch schnelle und aussagekraftige bioinformatische Analysewerkzeuge notwendig, die unter ande-
rem von uns entwickelt wurden, z.B. HISAP (Arens 2012) und QuickMap (Appelt 2009). Mit der fort-
schreitenden Entwicklung der Sequenzierstrategien und der damit immer gréBer werdenden Anzahl
an zu analysierenden Sequenzen, mussten auch diese Programme immer wieder angepasst oder neu
entwickelt werden. Das von uns entwickelte und in diesem Jahr veroffentlichte Analyseprogramm
GenelS (Afzal 2017) erlaubt eine duBerst schnelle und prazise Bestimmung der Integrationsstellen
sowohl bei paired-end als auch bei single-end Sequenzierungen und kann sowohl fiir die LAM- und
nrLAM-PCR als auch fiir die TES-Strategie eingesetzt werden. Die Analyse Pipeline ermoglicht unter
anderem das automatische Trimming der Sequenzen, das Zusammenfassen zugehdriger Sequenzen,
die Bestimmung der Anteile der Sequenzen innerhalb einer Probe, den Vergleich mit einem Refe-
renzgenom sowie die Bestimmung des genauen Integrationsorts und benachbarter Gene.

Die Forschungen und Entwicklungen im Bereich Integrationsstellenanalysen, Sequenziertechnolo-
gien und bioinformatischer Analysetools haben dazu gefiihrt, dass wir fiir die verschiedenen Frage-
stellungen im Bereich Gen- und Immuntherapie standardisierte Analysestrategien entwickeln konn-
ten, die routinemaRig in praklinischen und klinischen Studien eingesetzt werden kdnnen. Damit kon-
nen wir erheblich zur Uberwachung und Sicherheit gentherapeutischer MaBnahmen beitragen.

Im Jahr 2014 wurden diese Routine-Dienstleistungen in ein Spin-off des Deutschen Krebsfor-
schungszentrums (DKFZ) ausgegriindet. Die Start-up Firma heit GeneWerk GmbH und hat ihren Sitz
im Technologiepark Heidelberg. Die eigene Infrastruktur und geschultes Personal kénnen jetzt noch
besser eine gleichbleibende Qualitat der Untersuchungen gewahrleisten und helfen, Industriestan-
dards zu etablieren. Das Portfolio der GeneWerk GmbH beschrédnkt sich nicht nur auf Integrations-
stellenanalysen fiir die verschiedensten Gentherapievektoren, sondern umfasst auch Analysen aus
dem Bereich der Immuntherapie, Entwicklung neuer bioinformatischer Analysetools und Beratungs-
leistungen.
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