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natürliche Tropismus des Genvektors, in 
unserem Falle des Adenovirus, reduziert und 
eine neue Affi nität für die Zielzelle etabliert 
werden (Abb. 1). Hierzu haben wir die äuße-
re Hülle des Adenovirus (das Capsid) gene-
tisch modifi ziert und zusätzlich mit externen 
Proteinen umhüllt (Schild- und Adapter-Pro-
tein), um die Bindung des Adenovirus an 
unspezifi sche Zellrezeptoren zu verhindern 
[3]. Dadurch wurde der natürliche Lebertro-
pismus stark reduziert.

Die Bindung an die gewünschte Zielzelle 
wird durch einen extern zugefügten Adapter 
ermöglicht. Dieser Adapter besteht aus drei 
Teilen (Abb. 1): (i) einem Bindungsmolekül 
(designed ankyrin repeat protein, DARPin), 
das mit picomolarer Affi nität den Adenovirus 
Knob bindet (das distale Ende der Fiber), (ii) 
einer extrem stabilen Trimerisierungsdomä-
ne zur Aviditätsgewinnung, bestehend aus 
dem Phagenprotein SHP, und (iii) einem 
zweiten Bindungsmolekül, welches spezi-
fi sch einen Rezeptor auf der Zielzelle bindet 
(retargeting DARPin). Der Adapter kann effi -
zient in Bakterien mit verschiedensten retar-
geting DARPins produziert werden. Dies 
ermöglicht ein schnelles, systematisches 
Screening desselben adenoviralen Vektors 
auf unterschiedlichen Zelltypen, Rezeptoren 
und Epitopen (Abb. 1).

Für eine Applikation im Menschen muss 
allerdings das Immunsystem, welches das 
Adenovirus normalerweise neutralisieren 
würde, umgangen werden. Hierfür hat die 
Gruppe von Andreas Plückthun ein protein-
basiertes Schild entwickelt (Abb. 1), das an 
das adenovirale Capsid bindet und somit die 
Interaktion mit dem Immunsystem ein-
schränkt. Adenovirale Vektoren mit gebun-
denem Schild konnten Zielzellen in Anwe-
senheit eines neutralisierenden Antikörpers 
infi zieren, wohingegen nicht geschützte ade-
novirale Vektoren inaktiviert wurden [4]. In 
der Vergangenheit konnte gezeigt werden, 
dass genetische Modifi kationen am viralen 
Capsid die Interaktion mit im Blut vorkom-
menden Proteinen, wie z. B. Blutgerinnungs-
faktor X, zusätzlich reduzieren können [4]. 
Die Bindung von Faktor X an adenovirale 
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ó Trotz Jahrzenten an intensiver Forschung 
weisen viele etablierte onkologische Behand-
lungen nur geringe Erfolge auf und/oder ver-
ursachen drastische Nebenwirkungen. Diese 
Problematik basiert zum Teil auf der systemi-
schen Injektion von Therapeutika, die sich 
nach der Injektion des Therapeutikums im 
Blutkreislauf des Patienten verteilen und so 
mit dem gesunden Gewebe wechselwirken. Im 
Gegensatz dazu ist – durch eine veränderte 
Blutgefäßbildung im Tumor und dessen kom-
pakte Struktur – die Diffusion und Penetration 
von systemisch applizierten therapeutischen 
Proteinen dort erschwert. Daher verbleibt ein 
Großteil des Medikaments in der Zirkulation 
oder im gesunden Gewebe, wo es ungewollte 
Nebenwirkungen verursachen kann. Die Kon-
sequenz ist ein suboptimaler Konzentrations-
gradient mit niedrigen therapeutischen Kon-
zentrationen im Tumor aber hohen Konzent-
rationen im gesunden Gewebe.

Ein Bestreben der Forschung im Plück-
thun-Labor ist es, diesen Konzentrationsgra-
dienten umzukehren. So sollen Nebenwir-
kungen bestehender Therapien gelindert 
und neue effi zientere Therapien ermöglicht 
werden. Anstatt Therapeutika systemisch zu 
injizieren, werden diese lokal von den 
Tumorzellen selbst produziert. Die thera-
peutischen Gene werden durch hochspe-
zifi sche und stark modifi zierte advenovirale 
Vektoren zellspezifi sch in Tumorzellen zur 

Expression gebracht (SHREAD(shielded 
retargeted adenovirus)-Technologie). So 
konnte das Verhältnis zwischen der intra-
tumoralen Konzentration des Therapeuti-
kums und der Konzentration im gesunden 
Gewebe um den Faktor 1800 verbessert 
 werden [1].

Diese lokale Expression von Therapeutika 
im Verbund mit der großen Kapazität dieser 
Vektoren von 36 kb ermöglichte es, die Wirk-
samkeit von Kombinationen von immunon-
kologischen Therapeutika zu untersuchen, 
die sonst systemisch toxisch wären. Außer-
dem enthält der Vektor keine viralen Gene 
mehr, wodurch eine unerwünschte virale 
Replikation und die Translation von viralen 
Proteinen verhindert wird. Durch diese Kom-
binationstherapie konnte das Tumorwachs-
tum reduziert werden und die Überlebensra-
te der mit dem SHREAD-System behandelten 
Versuchstiere signifi kant vergrößert werden, 
ohne detektierbare Nebeneffekte hervorzu-
rufen (iMATCH-Technologie, [2]). Als Refe-
renz dienten Versuchstiere, die unbehandelt 
waren oder mit einem Vektor behandelt wur-
den, der nur ein einziges therapeutisches 
Gen enthielt.

Zellspezifi sche Produktion von 
Therapeutika: Technologie
Um Therapeutika zielgerichtet in einer Zelle 
produzieren zu können, muss zunächst der 

Gentherapie

Zellspezifi sche Produktion von 
multiplen Therapeutika im Körper
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˚ Abb. 1: Die Kombination von Adapter- und Schild-Protein ermöglicht eine spezifi sche Infektion von Zielzellen und minimiert die Aufnahme des Ade-
novirus durch die Leber oder andere Zellen und Gewebe. A, Der native Adenovirus (Serotyp C5) kann über das Knob-Protein verschiedene Zellen, die 
den Coxsackievirus und Adenovirusrezeptor (CAR) exprimieren (orange), infi zieren. Weiter wird der native Adenovirus von leberassoziierten Zellen, z. B. 
Kupffer-Zellen (rot) unspezifi sch aufgenommen. B, Mit der Zugabe des Adapter-Proteins kann der natürliche Knob-vermittelte Tropismus des Adenovi-
rus verhindert werden. Gleichzeitig wird ein artifi zieller Tropismus für die Zielzelle (grün) durch den retargeting DARPin erzeugt. Durch die von der Tri-
merisierungsdomäne des Adapters (gelb) erzeugte hohe Avidität entsteht eine extrem hochaffi ne Bindung zwischen dem Adapter und dem Adenovirus 
und eine multiple Bindung an die Zielzelle. C, In Kombination mit dem Schild kann zusätzlich eine unspezifi sche Aufnahme des Adenovirus von Leber-
zellen verhindert werden. Hierdurch wird eine erhöhte Spezifi tät für das Zielgewebe, z. B. Tumorgewebe, ermöglicht.

A B C

˚ Abb. 2: Visualisierung der lokalen Infektion, Expression und Akkumulation von biologischen Therapeutika nach Anwendung der SHREAD-Technolo-
gie. Nach Applikation von SHREAD-Vektoren wurde der Tumor entnommen und nach Kreuzvernetzung der Proteine die Lipide und lichtabsorbierenden 
Moleküle mithilfe der PACT(passive clarity technique)-Methode aus dem Tumor entfernt. Zusätzlich wurden die Proben mit einer Lösung behandelt, die 
den Brechungsindex einheitlich macht. Der nun völlig transparente Tumor (zweites Bild) kann für fl uoreszenzmikroskopische Analysen mit hoher Aufl ö-
sung verwendet werden. Basierend auf diesen Aufnahmen konnte eine dreidimensionale Rekonstruktion des Tumorgewebes, der infi zierten Zellen, 
Blutgefäße und sekretierten Antikörper erreicht werden.
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Weiter zeigte eine detaillierte biophysi-
kalische Analyse des von Tumorzellen pro-
duzierten Antikörpers, dass dieser funktio-
nal aktiv ist und tumorspezifi sche Glykosy-
lierungsmuster aufweist [5]. Je nach Wirk-
mechanismus des Antikörpers kann ein 
geändertes Glykosylierungsmuster zu einer 
gesteigerten oder verminderten therapeuti-
schen Effizienz führen. Durch die Ko-
Expression von Enzymen, die das Glykosy-
lierungsmuster von Antikörpern verändern 
können, z. B. Sialidasen, kann eine für den 
Wirkmechanismus optimierte Glykosylie-
rung und somit eine gesteigerte Wirksam-
keit des in vivo produzierten Antikörpers 
erzeugt werden. Die Ko-Expression von 
mehreren Pro teinen übersteigt allerdings 
die Genkapazität traditioneller adenoviraler 
Vektoren der ersten Generation: Aus die-
sem Grund haben wir adenovirale Genvek-
toren entwickelt, die sowohl eine vergrö-
ßerte Genkapazität von 36 kb aufweisen, 
weil sie keine viralen Gene mehr tragen, als 
auch kompatibel zu dem entwickelten 
Schild und dem retargeting Adapter sind 
[2].

Kombinatorische Gentherapie
Native Adenoviren können in humanen Zel-
len replizieren und so neue Zellen infi zie-
ren, wodurch der Wirt geschädigt wird. Um 
diese für Genvektoren unerwünschte 
Nebenwirkung zu verhindern, wurden 
schon in der Vergangenheit essenzielle 
Gene vom adenoviralen Genom entfernt, 
um nicht replizierende Vektoren zu gene-
rieren. Die Deletion von essenziellen Tran-
skriptionsfaktoren wie E1 und weiteren 
Genclustern (E2, E3, E4) von adenoviralen 
Vektoren der ersten und  zweiten Generati-
on ermöglichte die Codierung von Transge-
nen mit einer Größe von 1–13 kb. Trotz 
dieser Deletionen werden allerdings einige 
verbleibende viralen Gene exprimiert, was 
eine adaptive Immunantwort gegen die infi -
zierten Zellen erzeugt.

Besonders für Kombinationstherapien ist 
aber eine langanhaltende Expression der 
Therapeutika und eine große Genkapazität 
von entscheidender Bedeutung. Um dies zu 
ermöglichen, haben wir ein System entwi-
ckelt, das eine effi ziente und systematische 
Kombination verschiedener therapeuti-
scher Gene auf einem adenoviralen Genom 
ermöglicht (iMATCH [2]). Das iMATCH-
System entspricht der neusten Generation 
adeno viraler Vektoren, den „High-Capacity 
adenovirale Vektoren“, die durch die Dele-

Vektoren führt zu deren vermehrten Auf-
nahme in Leberzellen, was ungewollte 
Neben effekte auslösen kann. Daher ist eine 
Verringerung der Interaktionen des Vek-
tors mit Blutkomponenten essenziell für 
gentherapeutische Behandlungen und 
deren sicheren Einsatz. Diese Mutationen 
allein sind allerdings noch nicht ausrei-
chend: Erst die Synergie dieser genetischen 
Modifi kationen und der extern zugefügten 
Adapter und des Schilds resultierte in einer 
tumorspezifi schen Produktion von vektor-
codierten Reporterproteinen, mit gleichzei-
tig verminderter Expression im gesunden 
Gewebe (der Leber) in vivo [4]. Im Vergleich 
zu konventionellen adenoviralen Vektoren 
ohne externe Adapter und Schild konnte 
die ungewollte Expression in der Leber um 
das ca. 14000-Fache verringert werden, 
was die potenzielle Sicherheit für therapeu-
tische Anwendungen deutlich erhöht.

Tumorspezifi sche Produktion von 
Therapeutika in vivo
Mit modernsten Mikroskopietechniken und 
3D-Analysen konnte die Produktion eines 
therapeutischen Antikörpers direkt im 
Tumor nach einer Behandlung mit der 
SHREAD-Technologie nachgewiesen wer-
den (Abb. 2). Dafür wurden den Versuchs-
tieren die entsprechenden adenoviralen 
Vektoren verabreicht, welche spezifi sch 
Tumorzellen im Tumor infizierten, wie 
nach Entnahme des Tumors gezeigt wer-
den konnte [1]. Eine computerbasierte 
3D-Rekonstitution der Fluoreszenzmikro-
skopie des Tumorgewebes erlaubte die drei-
dimensionale Darstellung der Antikörper-
produktion im Tumor. Bemerkenswerter-
weise wurde der Antikörper nur lokal im 
Tumor in der Nähe der mit Adenovirus 
infi zierten Zellen detektiert. Im gesunden 
Gewebe, z. B. der Leber oder im Blut, wurde 
eine deutlich niedrigere Konzentration des 
Antikörpers als im Tumor gemessen. Im 
Vergleich zur direkten Injektion des Thera-
peutikums (des Antikörperproteins) wurde 
nach einer Behandlung mit der SHREAD-
Therapie eine niedrigere Konzentration des 
Anti körpers im gesunden Gewebe detek-
tiert. Somit konnte eine hohe Tumorspe-
zifi tät des produzierten Antikörpers nach-
gewiesen  werden. Dies ist ein ermutigender 
Befund für potenzielle Anwendungen von 
SHREAD-produzierten Therapeutika, wel-
che aufgrund ihrer Toxizität als Proteine 
nicht oder nur in geringen Dosen gespritzt 
werden können.
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tion aller adenoviralen Gene eine Genkapa-
zität von 36 kb aufweisen. Durch die Deletion 
aller viralen Gene können diese nicht expri-
miert werden, wodurch eine verminderte 
adaptive Immunantwortet resultiert und eine 
bis zu sieben Jahre anhaltende Transgenex-
pression in vivo erzielt werden konnte [6, 7].

Durch die Kombination der SHREAD- und 
iMATCH-Technologie konnte bereits eine 
Kombination mit bis zu drei immuntherapeu-
tischen Proteinen in einem einzelnen Vektor 
in Tumorzellen in vivo generiert werden, 
wobei das theoretische Kombinationslimit 
noch lange nicht erreicht wurde. Erst diese 
Kombination von immuntherapeutischen 
Wirkstoffen erzielte eine signifi kante Ver-
minderung der Tumorlast und eine signifi -
kante Verlängerung des Überlebens der Ver-
suchstiere (Abb. 3).

Bis zu einer klinischen Nutzung dieser 
Technologien ist es sicherlich noch ein weiter 
Weg. Die hier beschriebenen Grundlagenex-
perimente veranschaulichen allerdings das 
Potenzial der adenoviralen Gentherapie im 
Allgemeinen und der SHREAD- und iMATCH-
Plattform im Speziellen für Anwendungen in 
der Onkologie und weiteren medizinischen 
Indikationen. Durch eine gezielte lokale Pro-
duktion von Therapeutika können systemisch 
toxische, aber hochpotente Therapien mit 
diesen Technologien verwirklicht werden.
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¯ Abb. 3: Kombinationsvektoren generiert mit der iMATCH-Plattform 
sorgen für verringertes Tumorwachstum und verlängertes Überleben 
durch die gleichzeitige Expression ihrer Wirkstoffe. Immunkompetente 
Mäuse mit Tumorlast wurden mit einem adenoviralen Kombinationsvektor 
mit Schild und retargeting Adapter behandelt. Auf dem Kombinationsvek-
tor wurden die Gene von zwei murinen Cytokinen (IL-2 und IL-12) sowie 
einem murinen Anti-PD-1-Antikörper (RMP1-14) codiert. Als Kontrolle 
dienten unbehandelte Mäuse oder Mäuse, die lediglich einen adenovira-
len Vektor mit Schild und retargeting Adapter, aber ohne therapeutische 
Gene erhalten hatten. Das Tumorvolumen (A) und das Überleben (B) der 
behandelten Versuchstiere wurde dokumentiert. Die Behandlung der Ver-
suchstiere mit dem Kombinationsvektor führte zu einer Reduktion des 
Tumorvolumens und zu einer verlängerten Lebensdauer. Weitere detail-
lierte Resultate sind in Brücher et al. [2] beschrieben.
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