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ZUSAMMENFASSUNG

Die β-Thalassämien und die Sichelzellerkrankung sind welt-

weit die häufigsten Einzelgendefekte, die konventionell nur

durch eine lebenslang erforderliche Supportivtherapie oder

kurativ mittels allogener Stammzelltransplantation behandel-

bar sind. Aktuell werden Gentherapiestrategien entwickelt,

die nach Transduktion von hämatopoetischen Stammzellen

durch lentivirale Vektoren zu einer Expression eines therapeu-

tischen β-Globin-Gens oder zur therapeutischen Reexpression

der fetalen Globinsynthese und damit des fetalen Hämoglo-

bins (HbF) führen. Für die β-Thalassämie hat die Genadditi-

onstherapie für eine ausgewählte Gruppe von Patientinnen

und Patienten mit transfusionsbedürftiger Non-β0-Thalassae-

mia major nach konditionaler Zulassung durch die European

Medicines Agency (EMA) im Juni 2019 einen ersten Grad kli-

nischer Reife erreicht. In dieser Übersicht diskutieren wir darü-

ber hinaus die Möglichkeiten und Herausforderungen von

Genomeditierungsstrategien für die Hämoglobinkrankheiten,

insbesondere durch Inaktivierung von BCL11A, des zentralen

Inhibitors der postnatalen fetalen Hämoglobinsynthese. Ins-

gesamt verspricht die Entwicklung der Gentherapie für die

Hämoglobinkrankheiten eine relevante Chance für diese,

auch in Deutschland zahlreicher werdenden Gruppe von Pa-

tientinnen und Patienten mit schweren, sowohl Lebensquali-

tät als auch Lebenserwartung erheblich einschränkenden Er-

krankungen.

ABSTRACT

The β-thalassemias and sickle cell disease represent the most

frequent single gene disorders worldwide. The standard of

care for both conditions is either life-long supportive therapy

or allogeneic stem cell transplantation. Currently, strategies

for gene therapy are being developed, which are based on

the lentiviral transduction of hematopoietic stem cells aiming

at either re-establishing normal β-globin chain synthesis or at

re-activating fetal γ-globin chain and HbF (fetal haemoglobin)

expression. For a selected group of patients with transfusion

dependent non-β0 thalassemia major the European Medicines

Agency (EMA) conditionally licensed gene addition therapy in

June 2019, which has thus reached the first step of clinical ma-

turity. In this review, we also discuss the potential and the

challenges of gene editing strategies for the hemoglobin dis-

eases in particular by inactivating BCL11A, the central inhib-

itor of postnatal fetal hemoglobin synthesis. In sum, the de-

velopment of gene therapy offers a relevant chance to this

group of patients that has recently significantly increased in

size also in Germany and who suffer from conditions that se-

verely limit both, life expectancy and quality of life.

Gentherapie von Hämoglobinkrankheiten –
aktuelle Konzepte und Herausforderungen

Gene Therapy for the Hemoglobin Disorders –
Current Concepts and Challenges

Übersicht
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Die klinische Herausforderung
und aktuelle Therapiestrategien
der Hämoglobinkrankheiten

Weltweit gesehen sind die Hämoglobinopathien, insbesondere β-
Thalassämie und Sichelzellkrankheit, die häufigsten Erbkrankhei-
ten [1,2]. Bedingt durch Migrationsbewegungen nimmt auch in
Mitteleuropa die Häufigkeit dieser Erkrankungen zu [3,4].

β-Thalassämie

Bei den β-Thalassämien verursachen Mutationen des β-Globin-
Gens einen teilweisen bzw. weitgehenden (β+) oder vollständigen
(β0) Expressionsverlust der β-Kette des Hämoglobins. Die daraus
resultierende Imbalance zwischen α- und β-Globin-Ketten verhin-
dert die Ausreifung der erythropoetischen Vorläufer und führt bei
homozygot Betroffenen trotz einer maximal gesteigerten, jedoch
ineffektiven Erythropoese zu einer schwerwiegenden Anämie [5].
Auch wenn zahlreiche, in verschiedenen ethnischen Gruppen un-
terschiedlich prävalente β-Thalassämie-Mutationen beschrieben
sind, führen biallelisch vorliegende β-Thalassämie-Mutationen bei
den meisten Patienten zu einer lebenslang transfusionsbedürfti-
gen Thalassaemia major. Patienten mit β+-Thalassämie-Mutatio-
nen, die eine relevante (ca. 10–15% des Normalen) β-Globin-Ex-
pression zulassen, oder Patienten, die bedingt durch genetische
Modifikatoren der γ-Globin-Synthese über die Säuglingszeit hi-
naus einen bedeutsamen Anteil fetalen Hämoglobins (HbF) expri-
mieren, können das Bild einer Thalassaemia intermedia mit später
einsetzendem und geringer ausgeprägtem Transfusionsbedarf
ausbilden. Die Therapie der transfusionsbedürftigen β-Thalas-
sämien besteht aus regelmäßigen Erythrozytentransfusionen und
einer begleitenden intensiven Eiseneliminationstherapie mit Che-
latbildnern. Mit einer solchen Therapie erreichen die Patienten in
der Regel das Erwachsenenalter. Dennoch sind die Lebensqualität
und – durch die Komplikationen der transfusionsbedingten Side-
rose – auch die Lebenserwartung stark eingeschränkt. Deshalb
wird eine kurative Therapie durch eine allogene Stammzelltrans-
plantation im Kindes- und Jugendalter trotz der damit verbunde-
nen Risiken als indiziert angesehen, wenn ein HLA-identischer
Stammzellspender zur Verfügung steht [6, 7]. Insbesondere in
Ländern mit hoher Thalassämieprävalenz sind die Belastungen
durch die Transfusions- und Chelattherapie auch eine volkswirt-
schaftliche Bürde: Abgesehen von den Belastungen des Blutspen-
desystems verursacht allein die oral verabreichte Eisenchelatthe-
rapie eines durchschnittlichen erwachsenen Patienten mit Thalas-
saemia major Jahrestherapiekosten von mehr als 30000 €.

Sichelzellkrankheit

Bei der Sichelzellkrankheit liegt immer eine Punktmutation des β-
Globin-Gens vor, die zu einer Aminosäuresubstitution (Glutamin-
säure zu Valin) an Position 6 des β-Globins führt. Das resultierende
Sichelzellhämoglobin (HbS) kann im desoxygenierten Zustand Po-
lymere bilden, die zu einer Verformung der Erythrozyten führen.
Bei Patienten mit homozygoter HbS-Mutation oder bei gemisch-
ter Heterozygotie mit einer Thalassämiemutation wird jenseits
des Neugeborenenalters ganz überwiegend HbS gebildet. Dann
prägt sich die Sichelzellkrankheit mit chronischer Hämolyse, aku-
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ten vasookklusiven Krisen und einer nahezu alle Organe, zunächst
insbesondere die Milz betreffenden Vaskulopathie aus [8]. Wie
auch bei der Thalassämie wird der Schweregrad der Sichelzell-
krankheit durch die Expression von HbF moduliert. Im Extremfall
exprimiert ein Allel des β-Globin-Locus das HbS, das andere Allel
bedingt durch eine hereditäre Persistenz fetalen Hämoglobins
(HPFH) ausschließlich HbF [9]. Weil das HbF, im Gegensatz zu
HbA, die Polymerbildung des HbS sehr effektiv stört, prägen sol-
che Patienten keine oder nur sehr milde Symptome der Sichelzell-
krankheit aus [10].

Im subsaharischen Afrika versterben Kinder mit Sichelzell-
krankheit meist vor dem 5. Lebensjahr [11]. In westlichen Ländern
konnte durch den Einsatz prophylaktischer Antibiotika, durch
Impfungen, durch Elternschulung bezüglich der Akutkomplikatio-
nen der Sichelzellkrankheit, durch die Früherkennung von Patien-
ten mit Schlaganfallrisiko, durch den gezielten Einsatz von Ery-
throzytentransfusionen und nicht zuletzt durch den Einsatz des
HbF-Induktors Hydroxycarbamid erreicht werden, dass über 95%
der Kinder mit Sichelzellkrankheit erwachsen werden [12]. Den-
noch schränken insbesondere die Schmerzen im Rahmen vaso-
okklusiver Krisen die Lebensqualität stark ein. Auch die Lebens-
erwartung von Patienten mit Sichelzellkrankheit bleibt selbst bei
optimaler Versorgung im Vergleich zu gesunden Kontrollen um
mehr als 2 Jahrzehnte verkürzt [13,14]. In den letzten Jahren wur-
den mehrere medikamentöse Behandlungen der Sichelzellkrank-
heit entwickelt, die an unterschiedlichen pathophysiologischen
Mechanismen angreifen [15–19]. Für jede dieser Therapien konn-
te ein positiver Effekt demonstriert werden, grundsätzlich sind
auch Kombinationen verschiedener Pharmaka sinnvoll. Dennoch
haben alle bisher eingesetzten medikamentösen Therapien der Si-
chelzellkrankheit den Charakter einer auf Jahre angelegten Sup-
portivtherapie. Bisher einzig verfügbare kurative Therapieoption
ist die allogene Stammzelltransplantation. Steht ein HLA-identi-
scher Spender zur Verfügung, gilt diese mittlerweile als „Standard
of Care“ [7,20,21]. Die Stammzelltransplantation vom alternati-
ven Spender, d.h. von einem nicht verwandten HLA-identischen
Spender oder gar von einem haploidentischen Spender, ist mit
einem Mortalitätsrisiko im Bereich von 10% verbunden und bleibt
deshalb ausgewählten, schwer betroffenen Patienten vorbehalten
[22,23].
Prinzip der Gentherapie
bei Hämoglobinkrankheiten

Sowohl für die Sichelzellkrankheit als auch für die β-Thalassämie
bietet die Gentherapie für die Mehrzahl der Patienten, für die kein
geeigneter Stammzellspender zur Verfügung steht, grundsätzlich
eine kurative Option. Im Gegensatz zur Stammzelltransplantation
schließt diese Therapie das Risiko einer „Graft-versus-Host“-Er-
krankung aus. Als monogene Krankheit sind beide Hämoglobino-
pathien besonders für eine Gentherapie geeignet, auch weil der
zugrunde liegende Gendefekt ausschließlich in der Erythropoese
behoben werden muss. Darüber hinaus sind durch die jahrzehnte-
lange Erfahrung in der Stammzelltransplantation zahlreiche Me-
thoden etabliert, um hämatopoetische Stammzellen zu gewin-
nen, zu manipulieren und zu retransplantieren. Die bisher klinisch
E et al. Gentherapie von Hämoglobinkrankheiten… Transfusionsmedizin 2019; 9: 155–163
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▶ Abb. 1 Ablauf der Gentherapie. Die Gentherapie der Hämoglobinkrankheiten erfolgt bislang ausschließlich ex vivo. In der Regel werden peri-
phere Blutstammzellen nach Mobilisierung mit G‑CSF und/oder Plerixafor (1) mittels Leukapherese (2) gewonnen. Alternativ kann Knochenmark
gewonnen werden. Die Blutstammzellen werden durch CD34-Selektion angereichert (3) und mit unter GMP-Bedingungen hergestellten Vektoren
(4) inkubiert (5). Nachdem die Qualität des Gentherapieprodukts sichergestellt wurde, wird der Patient einer myeloablativen Konditionierung (6)
unterzogen und die genmanipulierten Stammzellen zurückgegeben (7), entweder durch Infusion oder intraossär.

H
er

un
te

rg
el

ad
en

 v
on

: T
hi

em
e 

E
-B

oo
ks

 &
 E

-J
ou

rn
al

s.
 U

rh
eb

er
re

ch
tli

ch
 g

es
ch

üt
zt

.

eingesetzten Verfahren der Gentherapie für Hämoglobinopathien
nutzen dieselben Techniken wie eine autologe Stammzelltrans-
plantation, bei der allerdings die hämatopoetischen Stammzellen
vor der Retransplantation mit dem therapeutischen Transgen in
einem lentiviralen Vektor transduziert werden (▶Abb. 1) [24,25].
Um Hämoglobinopathien durch eine solche Ex-vivo-Gentherapie
zu heilen, müssen folgende Bedingungen sichergestellt sein:
Erstens müssen hämatopoetische Stammzellen in ausreichender
Zahl gewonnen und transduziert werden, ohne dass sie dabei ihre
Stammzelleigenschaften verlieren. Zweitens muss der Gendefekt
in nahezu allen Stammzellen so korrigiert werden, dass Hämoglo-
bin in physiologischer Menge synthetisiert wird. Drittens müssen
die Stammzellen im Knochenmark eine Umgebung vorfinden, die
ein dauerhaftes Anwachsen gestattet. Dies erfordert das Freima-
chen der Stammzellnische durch eine myeloablative Konditionie-
rung. Insbesondere bei der Thalassämie wirkt es sich günstig aus,
dass die durch Gentherapie korrigierten erythropoetischen Vor-
Kulozik AE et al. Gentherapie von Hämoglobinkrankheiten… Transfusionsmedizin 2019; 9: 155–
läufer gegenüber den nicht korrigierten Vorläufern einen Über-
lebensvorteil haben. Dieser Effekt wurde zuerst bei der allogenen
Stammzelltransplantation für Hämoglobinopathien beobachtet,
bei der ein Spenderanteil der kernhaltigen Knochenmarkzellen
von etwa 20% genügt, damit die Erythrozyten nahezu vollständig
Spendermerkmale tragen [26]. Allerdings ist dieser Selektionsvor-
teil der korrigierten Erythropoese wesentlich geringer ausgeprägt
als beispielsweise der korrigierter T-Zellen bei schweren Immun-
defekten. Aus diesem Grund wurde die Gentherapie historisch ge-
sehen zuerst am Beispiel der schweren Immundefekte entwickelt.
Die Entwicklung der Gentherapie
Das Aufkommen der rekombinanten DNA-Technologien vor ca.
50 Jahren und die Klonierung des β-Globin-Gens als erstes
menschliches Gen Mitte der 1970er-Jahre [27] hat früh (und zu-
nächst verfrüht) zu den ersten Versuchen einer Gentherapie der
157163
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Thalassämie geführt [28]. Zu den wesentlichen Hürden der frühen
Versuche einer Gentherapie gehörten die Schwierigkeiten, thera-
peutische Gene mit ausreichender Effizienz, Stabilität und Sicher-
heit in hämatopoetische Stammzellen einzubringen. So blieb die
Gentherapie für viele Jahre eher Science-Fiction als eine realisti-
sche Option für betroffene Patienten.

Die Entwicklung von retroviralen Vektoren war ein Durchbruch
für das Feld der klinisch einsetzbaren Gentherapie. Dieser Typ von
Vektoren nutzt die natürliche Fähigkeit von Retroviren, sich effi-
zient in das Wirtsgenom zu integrieren und virale Gene stabil zu
exprimieren. Die Verwendung dieses, von dem Subtyp der γ-Re-
troviren nach Elimination pathogener Abschnitte des viralen Ge-
noms abgeleiteten Vektortypus ermöglicht somit die effiziente
und stabile Transduktion (d. h. das Einbringen von DNA in eine
Zelle mithilfe eines Virus) von hämatopoetischen Stammzellen
und somit die Expression von rekombinanten therapeutischen Ge-
nen in diesen Zellen und den von ihnen ausgehenden reifen Blut-
zellen. Diese neue und revolutionäre Therapiestrategie wurde zu-
nächst bei angeborenen Immundefekten eingesetzt [29–32].
Dies war unter anderem dadurch begründet, dass die therapeuti-
schen Gene nur geringgradig exprimiert werden müssen, um ei-
nen Behandlungseffekt zu erzielen. Außerdem akquirieren erfolg-
reich modifizierte immundefiziente Zellen gegenüber Zellen, die
das therapeutische Gen nicht aufgenommen haben, einen Selek-
tionsvorteil und können daher expandieren. So konnte die Gen-
therapie für eine sehr seltene Form der Immundefizienz, den
schweren kombinierten Immundefekt durch Mangel an Adenosin-
deaminase (ADA-SCID), 2016 als erste Gentherapie von der Euro-
pean Medicines Agency (EMA) zugelassen werden [33].
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Parallel dazu wurden auch bei anderen Immundefekterkrankun-
gen klinische Gentherapiestudien durchgeführt, die im Sinne der
Korrektur der zugrunde liegenden Erkrankung durchaus erfolg-
reich gewesen sind [34]. Einen erheblichen Rückschlag erlebte
das Feld jedoch durch das häufige Auftreten von Sekundärleukä-
mien, die durch die Aktivierung von Onkogenen an den Stellen
der Integration des therapeutischen Vektors entstand [35–37].
Diese Insertionsmutagenese wurde durch die präferenzielle Inte-
gration des Vektors an transkriptional aktiven oder regulativen Re-
gionen des Wirtsgenoms verursacht, sodass es zu einer Selektion
von modifizierten Zellen kam, bei denen proliferationsstimulie-
rende (Onko-)Gene aktiviert worden waren [35,38–40]. Für diese
selektive Integration in „gefährlichen“ Abschnitten des Wirts-
genoms und für die Aktivierung proliferationsaktiver Gene zeig-
ten sich die sogenannten Long terminal Repeats (LTR) der retro-
viralen Vektoren verantwortlich. Aus diesem Grunde werden γ-re-
trovirale Vektoren für die Entwicklung von Gentherapiestrategien
nicht mehr eingesetzt.
Neue self-inactivating lentivirale Vektoren
Heute klinisch eingesetzte virale Vektoren beruhen auf einer Wei-
terentwicklung der γ-retroviralen Vektoren, bei denen die LTRs in-
aktiviert wurden und die Expression der therapeutischen Gene
wesentlich auch auf den natürlichen regulativen Gensequenzen
158 Kulozik A
beruht [41–43]. Diese sogenannten self-inactivating (SIN) γ-re-
troviralen oder lentiviralen Vektoren integrieren sich zufällig in
das Wirtsgenom, nicht präferenziell in regulativen Bereichen. Au-
ßerdem ist das Risiko der Aktivierung von Genen in der Nachbar-
schaft der Integrationsstellen wegen der fehlenden bzw. beim In-
tegrationsprozess inaktivierten LTRs begrenzt. Bei einer typischer-
weise erreichten Integration von ca. 2–3 viralen Vektoren in das
Wirtsgenom ist das Risiko einer Onkogenaktivierung damit aus-
gesprochen gering – aber wahrscheinlich auch nicht null. So sind
in einer zunehmenden Zahl von klinischen Studien mit lentiviralen
Vektoren für die Behandlung unterschiedlicher genetischer Er-
krankungen bislang noch keine durch die Integration der Viren
verursachte Sekundärleukämien oder andere maligne Erkrankun-
gen beobachtet worden [33,44,45]. Allerdings ist die Anzahl von
behandelten Patienten noch klein (< 100) und die Dauer der Nach-
beobachtung insgesamt noch kurz, sodass eine abschließende Be-
wertung des Risikopotenzials dieses Vektortypus heute noch nicht
möglich ist.
Herausforderungen bei der Gentherapie
der β-Hämoglobinkrankheiten

Auch nachdem mit den selbst inaktivierenden lentiviralen Vekto-
ren eine effiziente und hoffentlich sichere Möglichkeit der Trans-
duktion hämatopoetischer Stammzellen zur Verfügung steht,
müssen die einzelnen, in ▶ Abb. 1 skizzierten Schritte des Genthe-
rapieprozesses jeweils optimiert werden.

Bei denThalassämien werden für die Mobilisierung von Stamm-
zellen ähnliche Protokolle eingesetzt wie bei der Stammzellmobili-
sierung aus anderer Indikation. Da allerdings die benötigten Zell-
zahlen deutlich höher sind als beispielsweise bei einer autologen
Stammzellspende zum Rescue nach Hochdosischemotherapie,
wird schon a priori die Kombination aus Granulozyten-koloniesti-
mulierendem Faktor (engl. Granulocyte Colony Stimulating Factor,
G‑CSF) und Plerixafor eingesetzt. Somobilisierte Stammzellen kön-
nen durch lentivirale Vektoren gut transduziert werden und pro-
duzieren mehr β-Globin pro Genkopie als mit anderen Mobilisie-
rungsregimes gewonnene Stammzellen [46]. Bei der Sichelzell-
krankheit ist G‑CSF wegen des Risikos vasookklusiver Komplikatio-
nen bei Leukozytose kontraindiziert. Die aus Knochenmark ge-
winnbare Stammzellmenge und vor allem die Kapazität der daraus
gewonnenen Stammzellen zur β-Globin-Synthese ist limitiert [47–
49]. Aus diesem Grund wurde zuletzt alleinig Plerixafor zur Mobili-
sierung eingesetzt [50]. Die so gewonnenen Stammzellen zeigten
nach Transduktion eine sehr gute Expression von β-Globin [47].

Um aus Knochenmark genügend Stammzellen für die Trans-
duktion und Reinfusion zu erhalten, waren im Schnitt 2 aufeinan-
derfolgende Entnahmen notwendig [47]. Dies und vor allem das
genannte geringe Transduktionspotenzial von aus Knochenmark
gewonnenen Stammzellen gaben den Ausschlag dafür, dass sich
die Apherese aus peripherem Blut als Stammzellquelle durch-
gesetzt hat. Dabei gilt es, die Sammelstrategie an die spezifischen
Sedimentationseigenschaften von hämatopoetischen Stammzel-
len im Blut von Patientinnen und Patienten mit Thalassämie anzu-
passen und einen deutlich höheren Erythrozytenanteil im Aphere-
sat als sonst üblich zu akzeptieren [50].
E et al. Gentherapie von Hämoglobinkrankheiten… Transfusionsmedizin 2019; 9: 155–163
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Die Transduktion muss bei der „Genaddition“ für die Behand-
lung der Thalassämie so effizient sein, dass die Mehrzahl der ery-
thropoetischen Vorläufer so viel β-Globin produziert wie unter
physiologischen Umständen beide Allele des β-Globin-Genlocus.
Liegt ein β+-Genotypmit Restsynthese von β-Globin vor, verringert
sich die notwendige Syntheserate der vom Vektor abgeleiteten
Genkopie umdie der endogenen Allele. In den bisher erfolgreichen
Studien zur Gentherapie der Thalassämien zeigte sich, dass die
Vektorkopienzahl in den transduzierten Stammzellen direkt pro-
portional zur Vektorkopienzahl im peripheren Blut 6 Monate nach
Gentherapie ist [24,51]. Lag nach Gentherapie weniger als eine
Vektorkopie pro Zelle vor, war diese Zahl wiederum näherungs-
weise proportional zu dem vom Vektor exprimierten Hämoglobin.
Eine Steigerung der Vektorkopienzahl auf mehr als eine pro Zelle
im peripheren Blut ergab keine weitere Steigerung der Hämoglo-
binsynthese [24,51]. Auch um das Risiko der Insertionsmuta-
genese nicht unnötig zu steigern, kann also eine Vektorkopienzahl
imperipheren Blut von 1pro Zelle alsOptimumgelten. Umdiese zu
erreichen, muss die Transduktionsprozedur durch die Auswahl des
geeigneten Hüllproteins, durch die Zugabe von Polykationen, wie
beispielsweise Polybren, und durch die Wahl von Vektorzahl, Inku-
bationsdauer und ‑bedingungen optimiert werden. Vor dem Ein-
satz der genmanipulierten Blutstammzellen muss eine stringente
Qualitätskontrolle die Viabilität und die erfolgreiche Integration
des Vektors in das Wirtsgenom sicherstellen.

Anders als die Gentherapie von schweren Immundefekten wird
die Gentherapie der Hämoglobinkrankheiten nicht (bei der Sichel-
zellkrankheit) oder nur zu einem geringen Ausmaß (bei der β-Tha-
lassämie) durch einen Selektionsvorteil der manipulierten Zellen
begünstigt. Aus diesem Grund kommt der Vorbereitung des Emp-
fängers durch eine Myeloablation eine große Bedeutung zu. Im
Gegensatz zur allogenen Stammzelltransplantation kann auf eine
Immunoablation durch beispielsweise Serotherapie oder lympho-
trope Chemotherapie wie Fludarabin oder Cyclophosphamid voll-
ständig verzichtet werden. In den klinisch erfolgreich eingesetz-
ten Studien wurden entweder Busulfan [24] oder die Kombination
aus Treosulfan und Thiotepa [51] in jeweils myeloablativer Dosis
eingesetzt. Ein früherer Versuch mit submyeloablativer Busulfan-
Dosis war nicht erfolgreich [52]. Die Akuttoxizität der Genthera-
pie wurde bisher im Wesentlichen durch die Konditionierung be-
stimmt [24]. Über lebensbedrohliche Akutkomplikationen wie Le-
bervenenverschlusserkrankungen hinaus kann die Chemokon-
ditionierung auch Spätkomplikationen wie therapieinduzierte Ma-
lignome und eine Einschränkung der Fertilität verursachen. Aus
diesen Gründen liegt es nahe, alternative toxizitätsreduzierte Kon-
ditionierungsregimes zu entwickeln. Präklinisch entwickelte Ver-
fahren sind die Depletion von CD45+- bzw. CD117+-Zellen durch
toxingekoppelte Immunkonjugate [53,54]. Von diesem Verfahren
kann man sich eine vollständige Myeloablation ohne wesentliche
systemische Toxizität erhoffen.

Die bei den meisten Patienten mit Sichelzellkrankheit vorlie-
gende chronische Gefäßschädigung und das Risiko vasookklusiver
Krisen erfordern, wie auch vor der allogenen Stammzelltransplan-
tation, besondere Maßnahmen zur Minimierung der Akuttoxizität.
Diese umfassen insbesondere eine Austauschtransfusion vor Be-
ginn der Konditionierung, aber auch eine antikonvulsive Prophy-
laxe [55].
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In Analogie zur Stammzelltransplantation werden die manipu-
lierten Stammzellen meist intravenös appliziert [24]. Am Maus-
modell ergaben sich Hinweise, dass die Gabe direkt in das Kno-
chenmark zu einem verbesserten „Homing“ mit einem geringe-
ren Verlust von Stammzellen außerhalb des Knochenmarks führt.
Auch klinisch wurde diese Methode eingesetzt, möglicherweise
mit dem Erfolg einer kürzeren Zeit bis zum Engraftment [51]. An
die Reinfusion schließt sich, wie auch nach einer Stammzelltrans-
plantation, eine mehrwöchige Phase der Aplasie mit den entspre-
chenden infektiösen Risiken ein. In dieser Phase bedürfen diese
Patienten einer intensiven Supportivtherapie. Die maximale Ex-
pression des therapeutischen Gens ist nach 3–6 Monaten zu er-
warten. Der Erfolg der Therapie lässt sich bei der β-Thalassämie
zum einen klinisch durch den reduzierten und idealerweise ganz
ausbleibenden Transfusionsbedarf messen [24,51]. Zum anderen
exprimieren die eingesetzten Vektoren eine durch Aminosäure-
substitutionen modifizierte β-Globin-Kette, wodurch der Anteil
des vom Vektor codierten Hämoglobins im Verhältnis zu endoge-
nem Hämoglobin chromatografisch quantifiziert werden kann.
Außerdem verändern diese Mutationen die physikochemischen
Eigenschaften der β-Globin-Kette, sodass bei Vorliegen von HbS
dessen Polymerisierung inhibiert wird. Dadurch kann bei der Si-
chelzellerkrankung die Pathophysiologie dieser schweren Multi-
organkrankheit günstig beeinflusst werden.
Ergebnisse der bisher klinisch eingesetzten
Verfahren der Gentherapie der
transfusionsbedürftigen β-Thalassämie
und der Sichelzellkrankheit
Ein erster Patient mit Thalassämie wurde im Jahr 2008 durch eine
Gentherapie zwar transfusionsunabhängig, hatte jedoch durch In-
sertionsmutagenese eine über Jahre persistierende klonale Häma-
topoese [56]. In der Folge wurde durch Modifikationen des Vek-
tors das Risiko der Insertionsmutagenese verringert und in bisher
2 Studien ein Erfolg der Gentherapie bei Thalassämien ohne nach-
weisbare Klonalität der Hämatopoese belegt. Beide wendeten die
oben beschriebene Genadditionsstrategie an, entweder durch
den von der Firma bluebird bio entwickelten Vektor BB305 [24]
oder den Vektor GLOBE [51]. Wesentlicher Prädiktor des Thera-
pieerfolgs waren der Genotyp und das Alter der Patienten.

In der von der Firma bluebird bio initiierten Studie erreichten
12 von 13 Patienten mit einem Non-β0/β0-Genotyp Transfusions-
unabhängigkeit bei einem medianen Nachbeobachtungszeitraum
von 26 Monaten [24]. Auf der Grundlage dieser Daten erfolgte im
Juni 2019 die konditionale Zulassung dieser Therapie für die Non-
β0-Thalassaemia major für Patientinnen und Patienten mit einem
Alter > 12 Jahre, für die kein verwandter HLA-identischer Spender
für die Standardtherapie einer allogenen Stammzelltransplanta-
tion zur Verfügung steht. Von den 9 Patienten mit β0/β0-Genotyp
erreichten nur 3 dieses Ziel, die übrigen aber immerhin eine Re-
duktion des Transfusionsbedarfs [24]. Allerdings blieb die Vektor-
kopienzahl pro Zelle in dieser Studie noch deutlich unterhalb der
mit verbesserten Transduktionsmethoden erreichbaren Schwelle
von 1 im peripheren Blut. Erste Ergebnisse einer Nachfolgestudie
159163



▶ Tab. 1 Aktuelle Gentherapiestudien der β-Hämoglobinkrankheiten (Daten nach https://www.clinicaltrials.gov).

Gentherapieprodukt/
Studiennummer

entwickelnde Firma Indikation Therapiestrategie

Zynteglo (LentiGlobin)/

NCT03207009

NCT02906202

NCT02151526

bluebird bio β-Thalassämie,
Sichelzellkrankheit

Genaddition mit einem lentiviralen β-Globin-Genvektor

CTX-001/NCT03655678 CRISPR Therapeutics β-Thalassämie,
Sichelzellkrankheit

Geneditierung mittels gRNA/Cas9 zur Reaktivierung der
fetalen Globinexpression durch Inaktivierung von BCL11A

OTL-300/NCT03275051 Orchard Therapeutics β-Thalassämie Genaddition mit einem lentiviralen β-Globin-Genvektor

ST-400/NCT03432364 SangamoTherapeutics β-Thalassämie Geneditierung durch Zinc-finger Nuclease (ZFN) zur Reaktivie-
rung der fetalen Globinexpression durch Inaktivierung von
BCL11A

BIVV003 (PRECIZN-1)

NCT03653247

Bioverativ/Sanofi Sichelzellkrankheit Geneditierung durch Zinc-finger Nuclease (ZFN) zur Reaktivie-
rung der fetalen Globinexpression durch Inaktivierung von
BCL11A

BCL11A shRNA

NCT03282656

Boston Childrenʼs Hospital Sichelzellkrankheit Transkriptomeditierungmittels Transduktion eines lentiviralen
Vektors mit einer shRNA zur Reaktivierung der fetalen Globin-
expression durch Inaktivierung der BCL11A-mRNA
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legen nahe, dass mit einer optimierten Transduktionsmethode
auch die Mehrzahl der Patienten mit β0/β0-Genotyp Transfusions-
unabhängigkeit erreicht [57].

In der Studie mit dem GLOBE-Vektor erreichten 3 von 4 behan-
delten Kindern, aber keiner der 3 behandelten Erwachsenen
Transfusionsunabhängigkeit. Allerdings hatte lediglich einer der
behandelten Patienten einen β+-Genotyp mit relevanter β-Glo-
bin-Restsynthese, dieser benötigte nach Gentherapie keine Trans-
fusionen mehr. Den Unterschied zwischen Kindern und Erwachse-
nen im Behandlungserfolg führen die Autoren auf eine mögliche
Schädigung der Stammzellnische mit dem Alter und durch die
über Jahrzehnte bestehende Transfusionstherapie zurück [51].

Bei der Sichelzellkrankheit wird der Erfolg der Gentherapie
nicht an der Transfusionsbedürftigkeit gemessen, sondern an der
Reduktion von Komplikationen, insbesondere vasookklusiver
Schmerzkrisen und des akuten Thoraxsyndroms. In Analogie zu
Patienten mit gemischter Heterozygotie für die HbS-Mutation
und eine HPFH-Mutation ist Symptomfreiheit zu erwarten, wenn
in allen Erythrozyten ein Anteil von mindestens 30% HbF oder
eines ähnlich wirksam die HbS-Polymerbildung unterbindenden
β-Globin-Derivats erreicht wird [10]. Dieses Ziel wurde bei dem
ersten, analog zur Thalassämie durch Genaddition mittels des len-
tiviralen BB305-Vektors behandelten Patienten erreicht [25]. Bei
weiteren Patienten blieb zunächst die Vektorkopienzahl und da-
mit die Expression des „Anti-sickling“-Hämoglobins zu gering,
um einen Erfolg zu demonstrieren [47]. Ähnlich wie bei den Ver-
suchen zur Gentherapie bei Thalassämien wurde auch für die Gen-
therapie der Sichelzellkrankheit das Protokoll an mehreren Stellen
optimiert. Durch die Verwendung von durch Plerixafor mobilisier-
ten Stammzellen aus dem peripheren Blut und durch eine verbes-
serte Transduktionseffizienz wurde bei der Gruppe der jüngst be-
handelten Patienten ein panzellulär verteilter Anteil von etwa 6 g/
dl des vom Vektor exprimierten Hämoglobins erreicht. Korrespon-
dierend dazu normalisierten sich die Hämolyseparameter und re-
duzierte sich die Häufigkeit vasookklusiver Komplikationen [47].
160 Kulozik A
Noch nicht klinisch erprobte Methoden:
Gentherapie durch Geneditierung

In der präklinischen und teils auch klinischen Erprobung befinden
sich aktuell auch sogenannte Genomeditierungsstrategien, die
darauf zielen, Gene des Wirtsgenoms gezielt zu modifizieren
(▶ Tab. 1). Ergebnisse von so behandelten Patienten wurden bis-
her jedoch noch nicht publiziert.

Die direkte Korrektur von Mutationen im β-Globin ist wenig
praktikabel, weil im β-Globin-Gen über 300 Thalassämiemutatio-
nen beschrieben sind, für die jeweils eigene Korrekturmethoden
benötigt würden. Obendrein ist die Inaktivierung eines Gens tech-
nisch einfacher und effizienter als die gezielte Reparatur. Deshalb
beziehen sich alle in Erprobung befindlichen Methoden auf die Re-
aktivierung der Synthese des fetalen Hämoglobins, des HbF. Die
direkteste dieser Methoden ist die Einführung von Mutationen im
γ-Globin-Promotor, die die Expression von γ-Globin reaktivieren
[58]. Auch durch die Expression eines Fusionsproteins aus dem
für die Interaktion der Locuskontrollregion (LCR) mit dem γ-Glo-
bin-Promotor notwendigen Ldb1 mit einem Zinkfinger-Protein
kann die HbF-Synthese angeschaltet werden, indem die LCR in di-
rekte Nachbarschaft des γ-Globin-Gens gezwungen wird [59].

Häufiger als der β-Globin-Locus selbst ist das BCL11A-Gen die
Zielstruktur der Editierung. BCL11A codiert für einen Transkripti-
onsfaktor, der im Verlauf des perinatalen Hämoglobinschalt-
mechanismus das fetale γ-Globin-Gen und damit die HbF-Syn-
these inaktiviert [60]. Eine Inaktivierung des BCL11A-Gens in
erythroiden Vorläuferzellen führt daher zu einer Steigerung der
von den endogenen γ-Globin-Genen gesteuerten HbF-Synthese.
Wie sich bei Patienten mit einer hereditären Persistenz der fetalen
Hämoglobinsynthese (HPFH) zeigt, ist das fetale Hämoglobin
auch im Erwachsenenalter nahezu vollständig funktional [9]. Die-
se indirekte Strategie zur therapeutischen Modifikation der Glo-
binkettensynthese erscheint daher als vielversprechende Option
E et al. Gentherapie von Hämoglobinkrankheiten… Transfusionsmedizin 2019; 9: 155–163
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für diese Patientengruppe und könnte grundsätzlich sowohl die
Thalassämie als auch Sichelzellkrankheit heilen [61].

Für die Inaktivierung des BCL11A-Gens sind mehrere Strate-
gien im Rennen. Eine dieser Strategien nutzt Komponenten eines
bakteriellen, gewissermaßen adaptiven Immunsystems, mit dem
Bakterien DNA-Sequenzen von Bakteriophagen (wieder-)erken-
nen und abbauen können [62]. Dieses auch als CRISPR/Cas9 be-
zeichnete System rekrutiert durch spezifizierte Guide RNA (gRNA)
die Endonuklease Cas9 an bestimmbare Stellen des Genoms. Das
Enzym Cas9 führt dann zu Doppelstrangbrüchen der DNA, die
durch nicht homologe Endverknüpfung (engl. Nonhomologous
End Joining, NHEJ) wieder repariert wird. Allerdings ist dieser Re-
paraturprozess nicht präzise und führt an dem Bruchpunkt kleine
Insertionen oder kleine Deletionen der DNA ein. Durch diese klei-
nen Fehler kann das getroffene Gen gezielt inaktiviert werden [63,
64]. Wird auf diese Art BCL11A in hämatopoetischen Stammzellen
inaktiviert, resultiert in den daraus abgeleiteten erythropoeti-
schen Vorläufern eine starke Induktion von HbF [65,66].

Eine alternative Technik zur gezielten Einführung eines geziel-
ten Doppelstrangbruchs in die DNA kann durch Nukleasen erfol-
gen, die sich direkt und ohne Vermittlung einer spezifischen
RNA :DNA-Basenpaarung (wie oben für das gRNA/Cas9-System
beschrieben) an spezifische Positionen der DNA binden können.
Die Doppelstrangbrüche, die aus der Aktivität solcher Transcrip-
tion-Activator-like-Effector-Nukleasen (TALEN) genannten Enzy-
me resultieren, werden dann ähnlich wie beim CRISPR/Cas9-Sys-
tem durch NHEJ unpräzise und mit Hinterlassung von kleinen in-
aktivierenden Deletionen oder Insertionen repariert. BCL11A
kann gezielt in erythroiden Zellen ausgeschaltet werden, indem
solche Nukleasen gegen einen linienspezifischen Enhancer gerich-
tet werden [67].

Ein alternativer und sich in klinischer Erprobung befindlicher
Ansatz besteht in der Expression von sogenannten Short Hairpin
RNAs (shRNA), die nach lentiviralem Transfer spezifisch in ery-
throiden Stammzellen exprimiert werden. Diese shRNAs führen
über spezifische Basenpaarung zu einem Abbau von Target-Tran-
skripten und somit zu einer gezielten Verminderung der Expres-
sion definierter Gene. Diese Strategie wird aktuell für die Behand-
lung der Sichelzellerkrankung erprobt, bei der CD34+-Zellen mit
Lentiviren transduziert werden, die shRNAs gegen das BCL11A-
Gen enthalten. Dadurch wird die Verfügbarkeit der BCL11A-RNA
limitiert, die Proteinbiosynthese dieses Inhibitors der γ-Globin-
Genexpression herunterreguliert und damit die HbF-Synthese ge-
steigert [68]. Auch wenn es sich bei dieser Methode streng ge-
nommen um eine „Transkriptomeditierung“, nicht um eine „Ge-
nomeditierung“, handelt, sollte der Effekt derselbe sein.

Grundsätzlich kann über Homologe-Reparatur (engl. Homolo-
gy-directed Repair, HDR) auch ein definiertes DNA-Fragment, z. B.
ein therapeutisches Genfragment, an einer definierten Stelle ein-
gefügt werden, sodass Mutationen prinzipiell auch im engeren
Sinne des Wortes repariert werden können. Während diese Stra-
tegie aktuell z. B. bei Immundefekten und zum Engineering von
T-Zellen-Rezeptoren für die Behandlung von Leukämien ent-
wickelt wird, ist sie wegen der geringen Effizienz des HDR in hä-
matopoetischen Stammzellen für die Hämoglobinkrankheiten ak-
tuell noch nicht in der klinischen Entwicklung.
Kulozik AE et al. Gentherapie von Hämoglobinkrankheiten… Transfusionsmedizin 2019; 9: 155–
Auch eine Kombination mehrerer Strategien – beispielsweise
Addition des β-Globin-Gens durch lentivirale Vektoren plus
shRNA-mediierte Repression von BCL11A durch denselben
Vektor – ist denkbar. Dadurch könnte die Effizienz der Genthera-
pie so weit gesteigert werden, dass die Erfolgsrate zuverlässig
höher als bei der allogenen Stammzelltransplantation liegt.
Ausblick
Aktuell wird als Therapiestandard für die transfusionsbedürftige
β-Thalassämie und die Sichelzellkrankheit eine krankheitsmodifi-
zierende Therapie mittels Erythrozytentransfusionen, pharmako-
logischer Beeinflussung der HbF-Synthese, Eisenelimination sowie
eine Behandlung von Therapiekomplikationen eingesetzt. Die ein-
zige kurative Option besteht aktuell in der Durchführung einer al-
logenen Stammzelltransplantation, die allerdings mit einer thera-
piebedingten Morbidität – insbesondere der Transplantat-gegen-
Wirt-Reaktion (engl. Graft-versus-Host Disease, GvHD) –, aber
auch mit einer therapiebedingten Mortalität in der Größenord-
nung von bis etwa 10% einhergeht [22,55,69,70]. Während diese
Komplikationsrate für die Behandlung maligner Erkrankungen un-
ter Umständen akzeptabel sein kann, stellt sie für die Behandlung
einer akut nicht lebensbedrohlichen Erkrankung eine konzeptio-
nelle Herausforderung dar. Aus diesen Gründen verspricht die Ent-
wicklung der Gentherapie für die Hämoglobinkrankheiten eine re-
levante Chance für Patientinnen und Patienten mit diesen schwe-
ren und sowohl Lebensqualität als auch Lebenserwartung erheb-
lich einschränkenden Erkrankungen.
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