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Neue Genfahren fur den gezielten Gentransfer in T-
Lymphozyten der Maus

Wissenschaftlerinnen und Wissenschaftler des Paul-Ehrlich-Instituts (PEI) haben gleich
zwei neue Wege aufgezeigt, mittels viraler Genfahren effektiv Gene in zytotoxische T-
Zellen (Cytotoxic T Lymphocytes, CTL) der Maus zu transferieren. CTL gehoren zu den
weillen Blutkorperchen und werden auch als Killerzellen bezeichnet. Die neuen Werkzeuge
haben das Potential, praklinische Untersuchungen fiir Gentransferarzneimittel im
immuntherapeutischen Bereich zu erleichtern. Zudem hat die Arbeit auch weiterreichende
Relevanz fiir die Gentherapie: Sie beschreibt eine neue Klasse von viralen Genfahren,
genannt DART-AAYV, die Zielzellen besonders prazise treffen.

Gentherapeutika figen Erbinformation in Korperzellen einer Patientin oder eines Patienten ein, um
einen therapeutischen Nutzen zu erzielen. Dabei werden therapeutische Gene in die Zellen
eingeschleust, wo sie zuvor gestorte Funktionen kompensieren oder neue Funktionen erfiillen, wie
etwa Tumorzellen zu erkennen. Zugelassene Gentherapeutika, zum Beispiel fiir die Behandlung
fortgeschrittener hamatologischer Krebserkrankungen oder spinaler Muskelatrophie, zeigen in der
Praxis bereits eine sehr gute Wirksamkeit.

Fir den Gentransfer gibt es verschiedene Methoden. Virale Vektoren kommen besonders haufig zum
Einsatz. Es handelt sich um veranderte, nicht-vermehrungsfahige Viren, die auch als Genfahren oder
virale Vektoren bezeichnet werden. Diese Genfahren beruhen oft auf vermehrungsunfahigen
Lentiviren oder Adeno-assoziierten Viren (AAV). Vor allem letztere werden haufig eingesetzt, wenn
die in vivo erzielte genetische Modifizierung von Korperzellen nur fir kurze Zeit erfolgen soll.

Fur die praklinische Entwicklung neuer Gentherapeutika sind geeignete Tiermodelle von grofSer
Wichtigkeit. Das Einschleusen von Genen in weille Blutkorperchen (Lymphozyten) von Mausen
stellte bisher aufgrund einer niedrigen Effizienz und einer fehlenden Zelltypspezifitat eine grolSe
technische Herausforderung dar. Das Team um Prof. Dr. Christian Buchholz, Leiter der
Forschungsgruppe Molekulare Biotechnologie und Gentherapie am Paul-Ehrlich-Institut, stellte sich
dieser Herausforderung. Dabei fokussierten sich die Wissenschaftlerinnen und Wissenschaftler auf
CTL, die den Zelloberflachenmarker CD8 tragen.

CTL konnen selektiv Korperzellen zerstoren, die beispielsweise mit einem Krankheitserreger
infiziert oder zur Krebszelle entartet sind. Da CTL eine entscheidende Rolle im Immunsystem
spielen, besteht ein grofSer Bedarf an Genfahren, die eine effiziente Genubertragung in diesen
Zelltyp ermoglichen.

Die Arbeitshypothese der Wissenschaftlerinnen und Wissenschaftler war, dass eine effiziente und
gezielte Ansteuerung von CTL durch Genfahren durch Ausrichtung von AAV-Vektoren auf den CD8-
Oberflachenmarker von CTL eine vielversprechende Strategie darstellen konnte.

Dazu haben die Forschenden sogenannte Ankyrin-Repeat-Proteine (Designed Ankyrin Repeat
Proteins, DARPins) erzeugt, die an das CD8-Molekul von Mausen binden. Dabei tragt der virale
Vektor die CD8-bindenden DARPins auf seiner Oberflache und dockt mittels CD8-Bindung an die
Zielzelle an. Die resultierenden neuartigen Genfahren sind in der Lage, Maus-CTL mit einer sehr
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hohen Effizienz und einer Selektivitat von iiber 99% genetisch zu modifizieren. Dies war
insbesondere fur die AAV-basierten Genfahren iiberraschend, da diese in ihrer bisherigen Form
kaum in der Lage sind, Gene in Maus-CTL zu ubertragen. Die nun beschriebenen Genfahren sind
nicht nur deutlich effizienter, sondern erstmals hochspezifisch fur CTL der Maus. Die Bedeutung
dieser Entdeckung geht iiber diesen Zelltyp hinaus, da die Zelltypspezifitat der Genfahren durch
Austausch des Ankyrin-Repeat-Proteins beliebig geandert werden kann. Diese neue Klasse von AAV-
Genfahren wird nun als DART (designed ankyrin repeat targeted)-AAV bezeichnet.

Die Ergebnisse zeigen, dass mithilfe der CD8-bindenden DARPins spezifische und leistungsstarke
Genfahren fiir den gezielten Gentransfer in CTL der Maus entwickelt werden konnten. Das Fazit von
Prof. Dr. Buchholz: ,Die Effizienz der neuen Werkzeuge hat uns tiberrascht. Sie konnten daher einen
wichtigen Meilenstein fur die Entwicklung zuktnftiger Gentherapien im immuntherapeutischen
Bereich darstellen”.
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