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Individuum



Organe/Gewebe



Zellen

10.000.000.000.000 im Erwachsenen
> 1.000 Varianten

lebenslange Regeneration
Omnis cellula e cellula (Virchow)



Gene
~ 25.000 pro Zelle
Mehrere Editionen

Komplexe Interaktionen
Epigenetische Kontrolle
Gefahr von Mutationen



Erkrankungen infolge von Genfehlern

Therapie mit korrigierten Genen

Information – Zelle - Quantität



Gentherapie

Übertrage genetische Information

in somatische Zellen

zur

Behandlung von Erkrankungen

Transgen

Zielzelle

Systemeffekt

Vehikel? Dosis? Route? Therapeutische Breite?

Vektor



Gentransfer: quantitative Fragen

1: 25,000 1:1013

Transgen : Zelluläre Gene Transgene Zelle : Körperzellen



Gentransfer: Prinzip
Funktionskontrolle

• Proliferation 
• Fitness

• Migration
• Differenzierung

• Reprogrammierung
• Eliminierung

Korrektur
• Genetische Erkrankung

• Infektion
• Krebs

• Degenerative 
ErkrankungGene =

intrinsisch

Milieu,
Pharmaka
= extrinsisch



PARKINSON
ALD
ErblindungKrebs

(Phase III)

Immundefekte
(SCID, CGD, WAS, AIDS)

Speicherkrankheiten (ALD, MLD) 
Thalassämie

GENTHERAPIE: Erste Effekte in klinischen Studien

EPIDERMOLYSIS
BULLOSA

GvHDHämophilie



Gentherapie kuriert Farbensehen

Nature, Sep 2009

Perspektive:
‐ GT monogenetischer Netz‐

hauterkrankungen
‐ GT der Makuladegeneration
‐ Diskussion: Enhancement?



http://www.liebertonline.com/doi/full/10.1089/hum.2010.086

Adoptive Immuntherapie



http://www.nccr-oncology.ch/htdocs/Images/Pictures/projects/research/tumor_immunity/31Michelinscien1text.jpg

Adoptive Immuntherapie: 
Tumorspezifität durch Gentransfer  

Erste klinische Erfolge, aber:
‐ Tumorspezifisch?
‐ Mischformen mit endogenem TZR?
‐ Revertierbar?



Adoptive Immuntherapie: 
Konditionale Zellelimination durch Gentransfer  

„Suizidgentherapie“

Wichtiges Prinzip:
Kontrolle des Zellverhaltens !



Adoptive Immuntherapie/Suizidgentransfer: 
Umfangreiche klinische Studien



Stammzellgentherapie zur Regeneration 
des Immunsystems

Tumorspezifität durch Gentransfer  

Erste klinische Erfolge, aber:
‐ Tumorspezifisch?
‐ Mischformen mit endogenem TZR?
‐ Revertierbar?

> 10 Jahre Erfahrung bei SCID‐X1 und SCID‐ADA
MHH:  klinische Studie bei Wiskott‐Aldrich‐Syndrom; 

Vektorentwicklung für SCID‐X1 und CGD; 
Biosicherheitstestung für viele andere Studien

Perspektivisch relevant auch für erworbene Immundefekte
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Leukemia 
Clonal dominance
Integromics (IDDb)

“Phenotoxicity”

Gentransfer-Toxikologie
C57BL6 Maus, serielle KMT

Li et al., Science 2002;
Kustikova et al.,Science 2005; 

Blood 2007; Mol Ther 2009
Modlich et al., Blood 2005; 

Leukemia 2008
Wicke et al., Mol Ther 2010

5d

up to 11 mo up to 8 moLow dose 
versus

High dose

Vectors encoding 
cell surface markers,
fluorescent proteins
or therapeutic genes

cDNALTR LTR

Southern blot
LM-PCR

Flanking mouse sequence

PEI
EMA
FDA

(NTP)



Primary
Lin.neg. 
BM cells

2 days 
expansion

Transduction 
100.000 cells

4x MOI 10

10 days
expansion

Limiting Dilution

10 or 100 cells / well

IMDM, 10%FCS, 
SCF, Flt3L, IL11, IL3day 0 day 2- 5 day 9

4 days
expansion

DNA Prep. 
Mean copy no.
Facs analysis

Quantifizierung des Risikos der Insertionsmutagenese
im zellbasierten Verfahren

Incidence
of mutants

Fitness
of mutants

14 days
replating

Immortal clone

Evi1, Prdm16

Mock



Vektormodifikationen reduzieren das Risiko

Modlich et al., 2006; 2009; Zychlinski et al., 2008; Arumugam et al., 2009; 
Suerth et al., 2010

Ψ
PREINS eP cocDNA INS

Veränderte
Integration

ΨEP cDNA EP

>10-facher Sicherheitsgewinn durch Umbau des Transgens

~ 9-facher Sicherheitsgewinn durch verändertes 
Integrationsmuster

Ψ
PRESIN EP cDNA SIN

LTR

SIN

Isoliert

Hohes Risiko

Mittleres Risiko

Geringes Risiko

PEI
EMA
FDA

(NTP)



Vektortechnologie: Neue Generationen

Neuer Vektor klin. Prüfung
SCID-X1 (multicenter USA and EU) 2010
CGD (Grez et al., Frankfurt) 2011
WAS (Klein et al., Hannover) 2012
…

Physiological Insulated /
terminated

Insulated /
terminated mRNA optim.

High 
titer

Ψ
PREU5RSIN Prom cDNA U5RSIN Modified

integrase

Verbesserte Gentransfereffizienz
Verbesserte Stammzellexpansion vor Tx



http://stemcells.nih.gov/StaticResources/info/scireport/images/4_3.jpg

Gentransfer ex vivo oder in vivo
Polyklonal oder klonal?



http://www.eurostemcell.org/files/images/iPS_
diagram_0.img_assist_custom-800x600.jpg

Induzierte pluripotente Stammzellen (iPS)

Yamanaka Labor 2006

Körperzelle revertiert zur 
embryonalen Stammzelle

Faktoren: Okt4, Klf4, Sox2, Myc



„Alles in 1“‐Genvektor zur Reprogrammierung

Titer determined by qPCR ≈ 1x107 t.u./ml



iPSC entstehen in Patchwork-Kolonien

Eva Warlich
Timm Schröder

Axel Schambach



Noch nicht am Ziel: Differenzierung der iPS Zellen

Pluripotente Zellen

Blutzellen



3. Dissociate EBs
to single cells

1. Culture ES cells with LIF  

2. Generate embryoid bodies in 
serum free liquid-culture for 6 days

4. Expand EB-derived cells with cytokines             

Blut aus pluripotenten Zellen

400x

May-Grünwald/GIEMSA-stain

600x

Dietrich Lesinski, Niels Heinz, 
Hannes Klump, Bernhard Schiedlmeier



Perspektiven

• Gentherapie öffnet neue Möglichkeiten für schwere Erkrankungen

• Aussichten maßgeblich abhängig von Vektorentwicklung, Krankheitsmodellen und 
Toxikologie

• Zunehmende therapeutische Breite der Gentherapie wahrscheinlich

• iPS Stammzelltechnologien interessant, aber noch viele offene Fragen 
(genetische Stabilität, funktionelle Integration, Langzeitverhalten)

• Großes offenes Feld: Gentransfer zur Kontrolle des Zellverhaltens
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