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Sammandrag

Idén om genterapi som behandlingsform har funnits narmare 40 ar, men det &r forst de senaste 20
aren som man pa riktigt har insett dess potential. Genterapi kan anvandas som behandling av flera
olika sjukdomar, inklusive cancer, immunsjukdomar, blodsjukdomar och hjart- och
karlsjukdomar. Det ar pa grund av det breda anvandningsomradet man utvecklat sd manga olika
typer av vektorer som gar att anvanda vid gendverféring, en utveckling som fortfarande pagar.
De element som man anvander for att verfora genetisk information till en cell med en genetisk
defekt kallas vektorer. De flesta &r virus som berdvats sina virala egenskaper men man kan aven
anvanda icke-virala vektorer och intresset for att utveckla dessa &r stort. Trots hundratals kliniska
forsok ar det &nnu bara en studie som har lett till att ett genterapeutiskt preparat godkénts for
sjukdomsbehandling. Det handlar om Gendicine som i Kina &r godkant for behandling av huvud-
och nackcancer, nagot som vackt diskussioner i resten av varlden pa grund av obesvarade fragor
kring studien som godkénnandet grundade sig pa. De storsta framstegen inom genterapin gjordes
nar de forsta kliniska forsoken utfordes pa méanniskor. Det var inom behandling av en
immunsjukdom och dven om forsoket inte gav signifikanta resultat var det anda ett viktigt steg
framat. Det var ocksa en immunsjukdom som botades nar det forsta lyckade genterapiforsoket
utfordes. Min slutsats efter denna studie &r att genterapiforsoken ska fortsétta sa att metoder och
teknik kan utvecklas, och pa sa satt minska risken for infektioner och insertionsmutationer. Pa
sikt kan genterapi vara ett potentiellt botemedel mot flera av vara vanligaste sjukdomar samt
nagra av de allvarligaste, daribland immunsjukdomar. Darfor ar det viktigt att forskningen
fortsatter sa att béttre resultat kan nas.

Inledning

Bakgrund

Anda sedan 1970-talet har genterapi varit en behandlingsteknik pa uppgang och utvecklingen
sedan dess har varit enorm. Det var framst tack vare utvecklingen inom molekylar genetik och
rekombinationsteknik som genterapin blev praktiskt mojlig, men dven upptéackten av
mekanismerna bakom hur virus transformerar normala celler till tumérceller spelade en viktig
roll. Eftersom det ar just gendverforing man vill astadkomma inom genterapi kunde virus
studeras for att battre forsta hur gendverforing gar till (Friedmann 1997). Virus anvands
fortfarande som vektorer inom genterapi men aven ickevirala vektorer har tagits i bruk. Dessa har
dock visat sig mindre effektiva én de virala vektorerna (Kay et al. 1997).

Genterapins grundidé ar att éverfora specifika gener eller DNA-sekvenser till en cell dér
motsvarande gen har en defekt (som leder till defekt genprodukt vilken i sin tur leder till
sjukdom). Pa sa satt vill man kunna astadkomma en fungerande gen med normal genprodukt
(Kay et al. 1997, Beutler 1999). Fran borjan fokuserade man pa monogenetiska sjukdomar
(sjukdomar som beror pa defekt i bara en gen) men det blev snart klart att tekniken kunde
anvandas dven mot andra sjukdomar (Kay et al. 1997). Fram till idag har éver 1700 kliniska
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studier i Over 30 lander genomforts, involverande tusentals patienter inom flera olika
sjukdomsomraden (Anonym 2012). Vanligast ar genterapi inom behandling av olika
cancerformer (Verma och Weitzman 2005).

Denna uppsats fokuserar pa att beskriva olika satt att utfora genterapi (bland annat de olika
vektorer man kan anvénda for att 6verfora genetiskt material) och inom vilka
sjukdomsbehandlingar man kan anvéanda genterapi. Slutligen studeras mer ingaende hur tva
former av svar kombinerad immunbrist kan behandlas med hjalp av genterapi, samt vilka
problem forskarna och lakarna st6tt pa under utvecklingen av material och metoder.
Fragestallningar att forsoka besvara ar vad som utgor genterapins storsta problem och
begransningar samt genterapins potential for behandling av de vanligaste formerna av svar
kombinerad immunbrist.

Vad ar genterapi?

Fran borjan var genterapin endast en teknik dar man 6verforde en fungerande gen till en cell for
att ersatta en muterad variant av genen och pa sa satt fa normalt genuttryck (eventuellt inte
fullstandigt men anda tillrackligt). En sadan gen kallas transgen. Detta tillvagagangssatt ar
fortfarande grunden for genterapin men idag ar det vanligare att anvanda komplementart DNA
(cDNA) som kodar for proteiner som kan paverka cellbeteende. Ett exempel ar cDNA déar
genprodukten &r proteiner som forhindrar cancercellsutveckling. Ytterligare ett exempel &r
proteiner som aktiverar immunceller sa att de upptacker och attackerar cancerceller och darmed
verkar tumérhdmmande (Giacca och Zacchigna 2012). Eftersom virus ar vélstuderade och under
miljoner ar utvecklat sin formaga att 6verfora genetiskt material till en vardcell &r dessa populéra
att anvanda som vektorer for genéverforing (Kay et al. 1997). Olika typer av vektorer och deras
fordelar respektive nackdelar aterkommer senare i uppsatsen.

| princip ar det tva olika tekniker som kan anvéndas for 6verforing av en fardig vektor; ex vivo
respektive in vivo. | behandling ex vivo tar man ut celler fran patienten, 6verfor onskade gener till
cellerna med hjalp av transduktion (virusmedierad gendverforing) och aterinfor sedan den
genmodifierade cellen i patienten. I in vivo 6verfor man vektorn med de dnskade generna direkt
till patienten. Det finns fordelar och nackdelar med bada metoderna och det gar att diskutera
vilken metod som ar mest lamplig. Vissa havdar att in vivo &r att foredra eftersom det ar mer
komplicerat att behdva extrahera celler och sedan plantera in dem igen (Kay et al. 1997), samt att
in vivo visat sig ge hogre och langvarigare effekt. Dock finns det risker i och med svarigheten att
kontrollera vilka celler som tar emot generna, samt var i genomet de inkorporeras (Rosenqvist
2005). For att undvika mutagenes (att gensekvensen satts in i en existerande gen och orsakar en
insertionsmutation) ar det fordelaktigt med vektorer som inkorporeras pa specifika platser (sa

kallade site-specific vectors) och pa sitt inte ”stor” cellens fungerande gener (Verma och
Weitzman 2005).

Virala vektorer

Den ideala vektorn for genterapi ar en viral vektor som gar att odla till hdg koncentration och inte
orsakar toxiska infektioner (Verma och Weitzman 2005) eller en vektor som inte orsakar
immunrespons nar den 6verfors till patienten. Bade virala och icke-virala vektorer anvéands idag



(Kay et al. 1997), dock ar virala vektorer vanligare. 1 70 % av de kliniska studier som hittills
utforts har man anvant sig av virala vektorer (Young et al. 2006).

Eftersom genterapi anvands inom flera olika sjukdomsbehandlingar behovs ocksa flera olika
typer av vektorer. De virala vektorerna man anvander sig av i kliniska studier &r retrovirus,
adenovirus och adenoliknande virus (adenoassociated viruses; AAV) (Kay et al. 1997). Det
senaste decenniet har dven herpesvirusvektorer introducerats i behandlingar dar man vill éverfora
langre DNA-sekvenser (Verma och Weitzman 2005). Virus har en vl utvecklad férmaga att
Overfora sitt genetiska material till en vardcell, vilket man i genterapin utnyttjar for att
kompensera for defekta gener. Manga virus paborjar efter infektion sin lytiska livscykel. Detta
innebdr att det bildas genprodukter som efter virusreplikation gor att vardcellen till slut lyserar
och de nya viruspartiklarna sprids. For att undvika att viruset paborjar sin lytiska cykel och
orsakar en skadlig och ibland dodlig infektion kan man i férhand klippa ut de gener som kodar
for genprodukter involverade i replikation och toxicitet, medan man ld&mnar gener ansvariga for
inkapslingen av vektor-DNA (Kay et al. 1997).

Retrovirusvektorer

Retrovirus &r virus med genetiskt material i form av RNA som med hjalp av omvént transkriptas
avkodas och bildar cDNA. Dessa virus anvands in vivo med fordelen att de inkorporerar sitt
genetiska material i vardcellens genom med hjalp av fardiga proteiner som bars med i
viruskapseln (det skal som omger viruset) tillsammans med omvant transkriptas och proteiner for
cellinvasion. Viruset behdver alltsa inte kunna replikera sig for att Gverfora sitt genom vilket gor
att man kan Kklippa bort gener som ansvarar for lytisk aktivitet (Kay et al. 1997). Viktiga gener
som om borttagna gor att viruset inte kan replikera sig &r for retroviruset gag, pol och env. Gag-
genen kodar bland annat for proteiner som ingar i viruskapseln, pol-genen kodar for proteas,
omvant transkriptas och integras, och env-genen kodar for glykoproteiner som finns i lipidhdljet
som omger kapseln. Pa var sida om denna genkassett sitter LTR-regioner (long terminal repeats)
och det ar vid dessa man kan klippa ut genkassetten och ersatta den med 6nskade gener (fig. 1)
(Verma och Weitzman 2005).

Transduktion in vivo kraver dock att vardcellen har en aktiv cellcykel och genomgar celldelning,
vilket ar ett problem eftersom de flesta celler ndgon gang under sin livstid ar passiva. Det ar
dessutom svart att fore transduktion fa en odling med tillrackligt hog titer (koncentration
viruspartiklar) (Kay et al. 1997). De vanligaste retrovirusen, som anvéands i 50 % av
genterapeutiska kliniska forsok, ar gammaretrovirus och lentivirus.

Gammaretrovirusvektorer anvandes frekvent inom genterapin fram till tidigt 2000-tal, framst pa
grund av att de gick att odla till relativt hdg koncentration i en kultur ex vivo och inte orsakade
stor immunrespons nar de dverforts till en vard. Deras formaga att integrera sitt CDNA i
vardgenomet var ocksa god. Pa senare ar har dock andra vektorer utvecklats och
gammaretrovirus anvands mindre frekvent.

Den storsta skillnaden mellan gammaretrovirus och lentivirus ar att de senare kan infektera celler
som for tillfallet inte har en aktiv cellcykel och alltsd inte delar sig. De innehaller namligen ett
PIC (Pre Integration Complex) som interagerar med protein pa vardcellens karnmembran och pa
sa satt faciliterar integration till cellkarnan. Detta gor att lentivirus kan anvandas till flera olika
typer av vavnader och att man inte behover tillsétta tillvaxtfaktorer (Giacca och Zacchigna 2012).
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Utover gag, pol och env har lentivirusvektorer dven upp till sex andra virala gener vars
genprodukter faciliterar replikation samt infektion av vardcellen. Alla lentivirus innehaller tat och
rev-gener som aktiverar transkription av virala proteiner respektive export av viralt RNA (Verma
och Weitzman 2005).
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Figur 1. Gensekvenserna for retrovirus (vanster) samt vilka vektorer de utgér (hdger). Gammaretrovirus innehaller
tre essentiella gener, gag, pol och env, medan lentivirus forutom dessa aven innehaller bland annat rev och tat. Dessa
Klipps i vektorn ut eller muteras for att minska vektorns patogena egenskaper (modifierad efter Giacca och
Zacchigna 2012).

Adenovirusvektorer

Fler an 50 serotyper (undergrupper) av adenovirus kan infektera manniskan och replikera sig i
andningsvagar, 6gon, urinblasan, magkanalen och lever (Verma och Weitzman 2005), men
infektion ger oftast bara milda symtom och orsakar luftvagsinfektioner (Kay et al. 1997). Det &r
sarskilt tva typer av viruset, Ad5 och Ad2, som anvants inom genterapin i kliniska studier av
cancer och cystisk fibros (Kay et al. 1997). Viruset har fem gener som ar involverade i
virusinfektion; E1A, E1B, E2, E3 och E4. For att minska risken for toxisk infektion klipps E1A
och E1B eller E1A, E1B och E3 ut, eftersom E1A:s och E1B:s genprodukter &r ansvariga for
replikation och E3s genprodukter interagerar med vardcellens infektionsrespons (Giacca och
Zacchigna 2012). Det har emellertid visat sig att &ven sma méangder virala proteiner triggar
immunrespons, vilket gjort att man konstruerat en vektor som bara har kvar sina inverterade
terminala repetitiva sekvenser (inverted terminal repeats, ITRS) for vektorspridning, samt en V-
sekvens som packar DNA (fig. 2) (Young et al. 2006).
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Figur 2. Adenovirusets gensekvens(vanster) och den genererade vektorn (hdger). Virusets virulens regleras med
hjalp av flera gener (bland annat E1A, E1B och E3) och som vektorer finns olika varianter med olika méanga virala
gener borttagna (modifierad efter Giacca och Zacchigna 2012).

Nackdelen med adenovirus ar dess hoga immunogenicitet, det vill sdga att viruset framkallar
immunrespons, och darfor ger en kortvarigare effekt. Detta skulle dock kunna vara en fordel
inom behandling av hjért- och kérlsjukdomar d&r man bara vill ha tillfalligt uttryck av en viss
gen. Aven inom cancer skulle hég toxicitet och immunogenicitet tillsammans kunna motverka
tumortillvaxt. Adenovirusvektorer ar emellertid den mest effektiva klassen av vektorer nér det
kommer till 6verforing av DNA till en vardcell, och utveckling av vektorer med mindre
immunogenicitet gor att de forhoppningsvis ska kunna anvandas i behandlingar med langre
varaktighet (Isner 2002).

Ett annat problem med adenovirusvektorer ar svarigheten att kontrollera vilka vavnader som blir
vektormottagare. Aven om man lyckas specificera en mottagarvavnad kan vektorn spridas till
omgivande celler, vilket kan ha allvarliga konsekvenser. Detta problem kan dock 6vervinnas med
hjalp av promotorregioner som kontrollerar vilka celltyper som transgenen ska uttryckas i
(Thomas et al. 2003 i Anonym 2002).

Adenoliknande virusvektorer

Adenoliknande virus (AAV) dr ett ickepatogent virus vilket gor att man kan infektera patienter
med relativt hoga doser utan att orsaka immunrespons eller na toxiska nivaer (Verma och
Weitzman 2005). Eftersom man inte behdver klippa bort replikationsgener ar viruset fullt
kapabelt att replikera sig sjalvt, och man ar darfor inte beroende av vardceller med aktiv cellcykel
(Kay et al. 1997). Vektorn innehaller tva 6ppna lasramar (open reading frames, ORFs), rep och
cap (fig. 3), som bada kodar for virala proteiner. Pa sidorna av dessa finns ITRs som bland annat
ar viktiga for virusets formaga att replikeras och integreras i vardcellen (Verma och Weitzman
2005).
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Figur 3. Adenoliknande virus gensekvens (vénster) samt den vektor den utgdr (hoger). | vektorn har de virala
generna rep och cap Klippts ut (modifierad efter Giacca och Zacchigna 2012).

Ungefar hundra olika serotyper av AAV ér kanda och fler upptacks hela tiden. Vid provtagningar
har det visat sig att cirka 80 % av vuxna éver 20 ar har antikroppar mot viruset, vilket tyder pa att
de nagon gang har exponerats for det. Hittills har cirka tolv serotyper av AAV isolerats (AAV1-
AAV12) men det & AAV2 som har anvants mest vid genterapi (Giacca och Zacchigna 2012).

Nackdelen med AAV &r att viruset pa grund av sitt lilla genom inte kan béara med sig storre
fragment frammande DNA, men forsoken att ta fram en effektivare vektor fortsétter pa grund av
fordelarna med en icke-virulent vektor (Kay et al. 1997).

Herpesvirusvektorer

Herpessimplexvirus-1 (HSV-1) ar en av de vanligaste typerna av herpesvirus, och kan inom
genterapin anvandas som DNA-vektor. Tack vare att viruset ar relativt stort kan det ocksa
overfora langre DNA-sekvenser. Genom att klippa ut alla eller vissa gener som &r involverade i
virusets lytiska cykel och har toxiska egenskaper (ICPO, ICP4, ICP22, ICP27 och ICP47) hindrar
man viruset fran att replikera sig vilket gor viruset mindre patogent. Ett problem med detta ar
dock att ICPO-genens genprodukt forutom att vara toxisk for den infekterade cellen aven behovs
for hog och langvarig expression av transgenen. Detta problem kan 6verkommas om man kan
overfora en gen med genprodukt motsvarande proteinet fran ICPO, som kan facilitera expression
av transgenen (Verma och Weitzman 2005).

Herpesvirusvektorerna kan delas in i tre grupper beroende pa vilka justeringar man gjort i dess
genom (fig. 4). Forsvagade herpesvirusvektorer (attenuated vectors) kan fortfarande replikera sig
och innehaller vissa virulensgener. Studier har visat att nar vektorerna inkorporerats i hjarnceller
sprids de sedan ocksa till andra omraden, och tillsammans med kemoterapi kan dessa vektorer
vara anvandbara inom cancerbehandling. I replikationsdefekta herpesvirusvektorer (replication-
defective vectors) klippte man fran borjan bara ut ICP4 vilket resulterade i mindre patogenicitet i
hjarnan, men fortfarande neurotoxicitet i andra cellkulturer. Darfor klippte man ut ytterligare
gener vilket ledde till att vektorn fick en mer langvarig verkan. Den sista gruppen vektorer
framstalld fran HSV-1 ar sa kallade amplikoner (amplicons). Dessa kan beskrivas som en
plasmid med element fran HSV-1 inkorporerade, och kan béara storst DNA-fragment av alla ovan
namnda vektorer (Giacca och Zacchigna 2012).
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Figur 4. Herpesvirus (vanster) och de tre typer av vektorer man kan konstruera utifran denna (hoger). | den
forsvagade herpesvirusvektorn klipper man ut flera essentiella gener medan man i den replikationsdefekta vektorn

aven klipper ut nagra icke-essentiella gener. Amplikonen innehaller ett ori-S och ett pac (packningssignal) samt den
terapeutiska genen (modifierad efter Giacca och Zacchigna 2012).

Icke-virala vektorer

Icke-virala vektorer kallas de vektorer som inte ar virus. Dar ingar bland annat fritt DNA som
injiceras i malcellen, men &ven liposomer (runda fettlosliga partiklar) innehallande for
behandlingen énskat DNA (Verma och Weitzman 2005). Problemet med icke-virala vektorer &r
att de ofta inte har bestaende effekt och att inkorporeringen ar ospecifik (Kay et al. 1997).
Vektorerna riskerar ocksa att brytas ned av enzymer, eller “fastna” i cytosolen och dirmed
hindras fran att transportera sitt genetiska material till cellkarnan. Ett annat problem som man
fortfarande forsoker Gverkomma ar svarigheten att uppna tillrackligt hogt genuttryck av
transgenen. FOrsok har visat att injicering av DNA direkt i cellkarnan resulterar i 50-100 %
genuttryck, medan injicering i cytosolen resulterar i mindre &n 0,01 % expression av transgenerna
(van Gaal 2011).

Intresset for att utveckla de icke-virala vektorerna ar stort eftersom man pa sa satt kan undvika
riskerna for toxiska effekter och immunrespons som medféljer de virala vektorerna (Verma och
Weitzman 2005). En annan fordel med liposomer ar att genernas storlek inte har ndgon betydelse
och att vektorerna &r enkla att preparera (Kay et al. 1997).



Behandlingsomraden

Genterapi ar aktuellt inom behandlingar av alla drvda eller nyférvarvade genetiska sjukdomar,
daribland cystisk fibros (Vile 1998), hjart- och kérlsjukdomar (Young et al. 2006), Parkinson,
Alzheimers (Giacca och Zacchigna 2012), sicklecellanemi, Gauchers sjukdom och flera
immunsjukdomar (Beutler 1999). Storst ar dock genterapin inom behandling av cancer;
cancerbehandlingen star for cirka 70 % av de kliniska studier som idag gérs (Verma och
Weitzman 2005).

Kliniska studier, framgangar och bakslag

Fram till idag har 6ver 1700 kliniska forsok i genterapi i 6ver 30 lander utforts (Giacca och
Zacchigna 2012), de flesta med patienter som &r déende. Kliniska studier utfors i tre steg (faser)
innan eventuellt godkannande av behandlingsmetoden kan ske fran lamplig myndighet. | forsta
fasen studeras effekterna av behandlingen for forsta gangen pa méanniskor och brukar utforas pa
ett litet antal friska forsokspersoner som oftast &r mén. | andra fasen studeras effekterna av
behandlingen pa ett litet antal sjuka patienter och i fas tre studeras till sist effekterna under langre
tid med ett storre antal forsokspersoner. Aven dessa ar ofta i slutskedet av sin sjukdom och
behandlingen kan vara deras sista chans till botemedel (Melander 2012).

Ett av de storsta bakslagen for modern genterapi var ett dodsfall 1999 till foljd av en
inflammation orsakad av en adenovirusvektor. Patienten var en 18-arig amerikan som led av
ornitintranskarbamylasbrist (OTC-brist), en &rftlig leversjukdom som kan leda till dédliga
nervskador. Efter behandling med samma dos viruspartiklar som tidigare injicerats i en annan
patient utan komplikationer fick patienten en kraftig inflammatorisk reaktion som fyra dagar
senare orsakade hans dod (Smith 2001). US Food and Drug Administration (FDA) stoppade det
aktuella forsoket plus andra kliniska forsok som pagick. Ar 2005 infordes restriktioner mot de
ansvariga lakarna, men forsoken fick aterupptas.

Efter bakslaget i USA tandes dock nytt hopp for genterapin, da lakare i Frankrike lyckades bota
barn med en allvarlig typ av immunsjukdom med hjélp av retrovirusvektorer (Cavazzana-Calvo
et al. 2000). Detaljer om forsoket finns under rubriken SCID-X1 i avsnittet om Genterapi inom
immunsjukdomar pa sidan 10.

Ar 2006 rapporterades om en lovande genterapistudie utférd av en schweiz-tysk grupp som
hoppades kunna behandla kronisk granulomatds sjukdom (CGD). Detta ar en arftlig
immunbristsjukdom som paverkar kroppens fagocyter (vita blodkroppar) och leder till 6kad
inflammationsrisk. Dessa inflammationer kan ibland leda till tumorliknande bildningar, sa
kallade granulom. Tva av de tre patienter som ingick i studien visade starkt immunforsvar och
minskade infektioner i upp till tva ar efter behandling. Efter tva ar dog dock en av patienterna av
en kraftig bakterieinfektion. Detta tros dock inte vara pa grund av genterapin utan snarare att
genterapins effekt avtog med tiden och att transgenerna inte langre uttrycktes tillrackligt frekvent
(Ott et al. 2006).

En annan studie som fick stor uppmarksamhet 2006 och ingav stort hopp for genterapins framtid
var behandlingen av metastatiskt melanom. Med hjélp av retrovirusvektorer som uttryckte T-
lymfocytreceptorer bildade patienterna efter transduktion tumérigenkannande lymfocyter (som
verkar tumérhammande). Tva av patienterna som hade forutspatts leva tre till sex manader visade



ett ar efter behandlingen fortfarande hdga nivaer av lymfocyter. Femton patienter visade samma
resultat upp till tva manader efter behandling, men forsoket gav inget signifikant resultat.
Forskningen fortsétter dock och behandlingsformen &r under utveckling for att astadkomma
hogre och langvarigare effekt (Morgan et al. 2006).

Gendicine

| Kina &r genterapi godkéant som behandlingsform av huvud- och nackcancer (head and neck
squamous cell carcinoma, HNSCC). HNSCC star for cirka 10 % av de 2,5 miljoner nya
cancerfall som rapporteras i Kina varje ar och kan nu behandlas med det av State Food and Drug
Administration of China (SFDA) godkénda preparatet Gendicine (Pearson et al. 2004). Gendicine
ar produkten av en adenovirusvektor och en fungerande humanversion av p53-genen. P53:s
genprodukt har antitumdregenskaper och mutation i p53 &r orsaken till ungefar halften av alla
cancerfall. Denna gen har darfor studerats intensivt for att battre forsta dess mekanism. Insatt i en
vektor som sedan levereras till tumorceller har den visat sig utryckas och dven bidra till 6kad
immunrespons, vilket leder till effektivare attack mot tumdérceller (Shiraishi et al. 2004).

Kina dr ett av de lander som har pagaende kliniska forsok inom genterapi och var férst med att
godkanna genterapi for behandling av p53-tumérer (Chen 2008). Preparatet kallas Gendicine. Ar
2003 hade kliniska forsok pagatt i fem ar och enda biverkningen som pavisats var begransad
feber, vilket ledde till godkédnnandet av Gendicine som behandlingspreparat. | forsoken anvandes
det tillsammans med stralningsterapi pa patienter med langt utvecklad HNSCC och efter atta
veckors behandling visade 64 % av patienterna full tumdérregression och 32 % visade delvis
tumarregression (Pearson et al. 2004). Forskare och lakare i andra delar av vérlden var dock inte
sakra pa att metoden var tillforlitlig, framst eftersom resultaten fran fas 1 och fas 2 bara
publicerats pa kinesiska. Dessutom har det visat sig vid granskning av den enda till engelska
oversatta oversiktsartikeln att vissa data inte stammer 6verens med originalet. Resultat fran fas 3-
forsok hade heller inte presenterats nar preparatet godkandes. Anda berdknades ar 2006 att cirka
4000 patienter hade behandlats med Gendicine (Guo och Xin 2006).

Genterapi inom immunsjukdomar (SCID = severe combined

immunodeficiency)

Det forsta forsoket med genterapi pa en mansklig patient (Buckley 2000) samt den forsta lyckade
genterapibehandlingen som resulterade i tillfrisknande var behandlingar av tva
immunbristsjukdomar som gar under samlingsnamnet svar kombinerad immunbrist (SCID;
severe combined immunodeficiency). Det gor att immunbristsjukdomar intressanta i detta
sammanhang. SCID ar ett samlingsnamn for flera ovanliga och allvarliga immunbristsjukdomar
som drabbar en pa 50 000-500 000 méanniskor (Cavazzana-Calvo et al. 2000). Sjukdomarna
orsakar brist eller franvaro av T- och B-lymfocyter och Natural Killer-celler (NK-celler). Utan
benmargstransplantation dor de flesta patienter redan som barn.

T- och B-lymfocyter samt NK-celler utvecklas alla fran lymfoidceller, som i sin tur utvecklas
fran pluripotenta blodkroppsstamceller i benméargen (fig.4). Detta gor att mutationer i gener som
reglerar tidig differentiering av lymfoider leder till ofullstdndig utveckling av dessa tre
blodkroppstyper. Det &r darfor fordelaktigt att kunna anvénda stamcellstransplantation i



kombination med genterapi, eftersom man fran en transplanterad cell kan fa alla typer av
lymfocyter att utvecklas (Ananworanich och Shearer 2001).

Blodbildande

stamcell

\ J
Y

Fardiga vita blodkroppar

Figur 5. Lymfocyterna utvecklas fran pluripotenta blodstamceller.

Benmargstransplantation, som kraver en donator med humana leukocyt-antigener (HLA)
identiska med mottagaren, ar fortfarande forstahandsvalet av behandling fér SCID. Genterapi kan
dock erbjuda en alternativ behandling dar man inte behdver hitta en HLA-identisk donator (ofta
testar man syskon till patienten). Risken for att mottagaren ska stota bort de nya cellerna minskar
da radikalt (Bordignon 1995). Man kombinerar ofta transplantation med myeloablation, en teknik
dar man innan benmargstransplantation behandlar patienten med kemoterapi eller stralning for att
forstora patientens egna benmargsceller, samt minska risken for immunrespons (Fischer et al.
2011).

Svar kombinerad immunbrist-X1

Den vanligaste typen (cirka 40 %) av SCID ar svar kombinerad immunbrist-X1 (SCID-X1)
(Ananworanich och Shearer 2001). Det &r en fran X-kromosomen recessivt arftlig sjukdom (och
drabbar déarmed oftare pojkar) som orsakar ofullstandig utveckling av T-lymfocyter och NK-
celler. Orsaken ar mutationer i IL2RG (Hacein-Bey-Abina 2010) som kodar for
cytokinreceptorers y-kedjor (Buckley 2000). Dessa inkluderar interleukin 2 (IL-2), IL-4, IL-7, IL-
9, IL-11, IL-15 och IL-21, som har betydelse for antigenaktivering och darmed T-lymfocyters
reaktionsbendgenhet (Noguchi et al. 1993).

Ett kant exempel pa SCID-X1 &r den sa kallade bubbelpojken, fodd 1971. Pa grund av sin
sjukdom kunde han inte vistas i den bakterie- och virusexponerade miljon och blev darfor
isolerad i en tryckkammare fran fodseln. Allt som fordes in i kammaren maste vara noga
dekontaminerat for att inte utsatta pojken for infektionsrisk. Nar pojken var sex ar konstruerade
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ingenjorer pa National Aeronautics and Space Admnistration (NASA) en dréakt som gjorde det
maéjligt for honom att lamna sin isolering. Tre manader efter en benmargstransplantation vid 12
ars alder avled pojken dock pa grund av en virusinfektion, och han hade da ocksa
tumorbildningar i flera organ (Ananworanich och Shearer 2001).

Ar 2000 presenterades resultatet fran en klinisk studie utford i Frankrike av Cavazzana-Calvo och
kollegor dar tva patienter som behandlats med retrovirusvektorer efter 10 manader pavisade full
funktion samt normalt antal av T- och B-lymfocyter och NK-celler. Patienterna hade behandlats
med sina egna benmargsceller som fatt en normalt fungerande gen for cytokinreceptorer insatt via
transduktion ex vivo, och pa sa satt aterfatt sina immunférsvar (Cavazzano-Calvo et al. 2000). De
lyckade resultaten var ett stort framsteg inom genterapin och bidrog till att forsok inleddes aven i
London. Fler patienter behandlades med samma lyckade resultat. 2002 rapporterades dock att tva
av de behandlade barnen drabbats av leukemi och kliniska forsok i Europa och USA stoppades
tills vidare (Richter et al. 2003). Blodprov visade att leukemicellerna innehéll en kopia av
retrovirusvektorn nara LMO2-genen, som tros vara kopplad till utveckling av leukemi (Verma
och Weitzman 2005). Totalt fem av de tjugo barn som behandlades i Paris och London
utvecklade leukemi 2-5,5 ar efter genterapibehandling och efter kemoterapi dverlevde fyra av
dem. Arton av de behandlade barnen dverlevde 3-11,5 ar efter behandling och sjutton av dem
testade for bestaende lymfocyter. De flesta hade dessutom naiva (outvecklade) T-lymfocyter,
vilket visar pa fortsatt pagaende thymopoiesis (utveckling av lymfocyter) fran 6verforda
lymfoidceller dven efter avslutad behandling (Fischer et al. 2011). Sedan dessa forsok pagar
arbete for att utveckla de vektorer man anvander sa att man kan ta bort de element i vektorn som
orsakar insertionsmutationer och darmed leukemi. Man hoppas dven att denna vektor dessutom
ska kunna anvéndas i behandling av adenosindeaminasbrist (Hayden 2011).

Brist pa adenosindeaminas

Den forsta humana genterapin utférdes 1990 i forsok att bota immunsjukdomen och
metabolismsjukdomen adenosindeaminas-brist (ADA-brist) (Buckley 2000). ADA-brist star for
cirka 15-20 % av sjukdomsfallen av SCID och ar darmed den nast vanligaste formen av
sjukdomen. Brist pa adenosindeaminas leder till att hdga halter av deoxyadenosin ackumuleras,
vilket ar giftigt for T- och B-lymfocyter som da bryts ner. | cirka halften av fallen visar patienten
ocksa abnormaliteter i skelettet, framst ryggraden och revbenen (Ananworanich och Shearer
2001).

Resultaten fran de forsta forsoken var inte sarskilt lyckade, pa grund av flera faktorer. Dels var
genterapitekniken i praktiken annu relativt ny och outvecklad, och man hade svart att framstalla
titers med tillrackligt hég koncentration viruspartiklar. Dels fick patienterna aven
enzymbehandling med bovinenzym (polyetylenglycolkonjugerat ADA, PEG-ADA) (Aiuti 2002),
vilket gjorde att effekterna av de dverforda cellerna blev mindre. P& grund av att det redan fanns
enzym fran enzymbehandlingen fanns inte nagot selektionstryck pa transgenerna och effekten
blev mindre mérkbar. Man hade heller &nnu inte borjat kombinera genterapi med myeloablation,
vilket gjorde att risken foér immunrespons dkade och att de transplanterade cellerna fick lagre
effekt.

Den moderna behandlingen av ADA-brist utfors genom att ex vivo dverfora patientens egna
benmaérgsceller med retrovirusvektorer innehallande ett fungerande ADA-gentranskript (eftersom
det &r ett RNA-virus) och har utforts pa ett 30-tal patienter med goda resultat (Grunebaum et al.
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2011). Vart att notera ar att trots att liknande teknik som i behandlingen av SCID-X1 anvandes
mot ADA-brist visade ingen av patienterna i ADA-forséken tecken pa leukemi, eller andra
genotoxiska komplikationer. Av de 31 patienter som behandlades visade 21 utveckling av T-
lymfocyter, medan 10 fortfarande behtvde ersdttande enzymbehandling. Varaktigheten av T-
lymfocytsutveckling ar sémre an for SCID-X1, men vid ADA-behandling uppvisar patienterna
aven overforda B-lymfocyter och NK-celler (Fischer et al. 2011).

Positivt med behandlingen &r att 6verforda celler som kan syntetisera ADA kan favoriseras
selektivt jamfort med celler utan ADA-syntes som dérmed blir utsatt for toxicitet. Detta kréver
dock att patienten inte far enzymersattning samtidigt som genterapibehandlingen. Forsok har
visat att vid transduktion av lymfocyter dar patienten inte far enzymersattning selekterades T-
lymfocyter med en funktionell ADA-gen, vilket leder till forbattrat immunforsvar. Den
metaboliska defekten aterstalldes dock inte, nagot som ar nodvandigt for att ett permanent
resultat ska uppnas (Aiuti 2002).

Etik

Vart att notera &r att det anda sedan det forsta genterapiforsoket genomfordes pagatt en ibland
hetsig diskussion om huruvida det ar etiskt korrekt att forsoka andra en manniskas genetiska
uppsattning (Kimmelman 2008). Den etiska debatten &r dock inte relevant for uppsatsens
fragestallningar och jag har darfor valt att inte studera debatten narmare.

Diskussion

Risker/framgangar

Bortsett fran de etiska problem som finns runt genterapin, kan man diskutera huruvida riskerna
med genterapin vager mot chansen att hitta ett botemedel mot flera av vara vanligaste sjukdomar,
samt nagra av de allvarligaste men mer ovanliga sjukdomarna. Riskerna for mutagenes, toxisk
virusinfektion eller immunrespons maste vagas mot chansen att permanent kunna bota den
aktuella sjukdomen. Det som oroade mest nar man borjade med genterapiforsok var risken for att
framst retrovirusvektorer skulle orsaka genotoxicitet eller insertionsmutationer. | férséken med
SCID visade flera patienter bestaende utveckling av lymfocyter, vilket &r mycket positivt och
visar att genterapin kanske kan vara en behandling med permanent resultat. De goda resultaten
formorkas dock av att nagra patienter utvecklade leukemi, som & andra sidan i de flesta fall kunde
botas med kemoterapi. Dessa resultat kan dock vara till hjalp for att hitta problem med de
vektorer man anvéander och forhoppningsvis kunna forbattra dem. Exempelvis kan man kanske
forbattra specificiteten for vektorerna och pa sa satt undvika insertionsmutationer. Precis som
med all annan teknik gar utvecklingen framat och forskarna arbetar hela tiden for att utveckla
sékrare vektorer och metoder.

Nagot som minskar genterapins effektivitet ar svarigheten att framstélla en virusvektorodling
med tillrackligt hog titer, vilket leder till lagre transduktionsfrekvens. Patientens immunférsvar
kan ocksa reagera pa de frammande cellerna och starta en immunrespons, vilket leder till att de
overforda generna bara uttrycks en kortare tid efter genéverforingen och att man alltsa inte far en
permanent behandling av sjukdomen. Ett alternativ for att fa sékrare vektorer ar att pa grundlig
niva studera till exempel retrovirus och retrovirusvektorer. Detta for att forsta exakt vilka gener
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och mekanismer som orsakar bieffekterna vid transduktion, exempelvis leukemi som i fallen med
SCID-X1. Retrovirusvektorer &r redan de mest populédra vektorerna och kan man utesluta de
farliga bieffekterna skulle retrovirus kunna vara de ultimata vektorerna. Ett problem &r att
eftersom vektorerna inte &r “’site-specific” kan man inte kontrollera var i patientens genom de nya
generna inkorporeras. Ett sétt att Gvervinna detta problem &r att konstruera vektor-DNA:ts
sekvenser pa ett sétt sa att de endast kan séttas in pa vissa platser i patientens genom. Pa sa satt
kan man kontrollera att de nya generna inte sétts in i redan existerande gener och orsakar
insertionsmutationer.

Ett stort framsteg skulle ocksa vara om man kunde utveckla de adenoliknande virusvektorerna till
att kunna béra stdrre DNA-sekvenser. Adenovirus har aldrig orsakat en virulent infektion hos en
manniska och vore darfor optimala for anvandning inom genterapin. Man skulle da inte behéva
klippa bort replikationsgener och virala gener, eller riskera att utsatta patienten for en farlig
virusinfektion. Risken for att viruset orsakar en farlig infektion &r annars ett stort problem och &r
tillsammans med risken for insertionsmutationer for tillfallet genterapins storsta hinder. Kan man
I6sa detta véxer genterapins potential enormt.

Kliniska studier

De flesta patienter som ingar i de kliniska forsoken ar i det sista stadiet av sin sjukdom, och
genterapin ar darfor ofta sista alternativet nar andra behandlingar inte gett resultat. Med de &nda
overvagande goda resultaten fran genterapiforsoken tror jag det ar viktigt att inte lata nagra fa
bakslag hindra utvecklingen av en behandlingsmetod som har potentialen att bota annars déende
patienter. Med detta sjalvklart inte menat att man inte ska ta biverkningarna pa allvar, men
misstagen leder ofta till avgrande insikter som kan vara av betydelse i senare forsok. Férsoken
kraver att patienten ger sitt godkannande, alternativt malsmans godkannande, och patienterna
informeras alltid om riskerna med behandlingen. Forsoken ér darfor positiva bade for patienter
och for vetenskapen.

Flera ganger har genterapiforsok stoppats pa grund av att patienter utvecklat bieffekter till foljd
av genterapibehandling, men i de flesta fall har forsoken sedan fatt fortsatta, dock med
restriktioner. Detta tycker jag visar att man tar motgangarna pa allvar och att lakarna tar sitt
ansvar for att inte utsatta patienterna for onddiga risker med behandlingen. Detta visar ocksa att
lakarna och resultaten granskas av hogre instanser, sa att lakarna inte far experimentera hur de
vill.

Det ar ocksa viktigt att de kliniska forsok som gors redovisas och formedlas till resten av
vetenskapsvarlden i refereegranskade tidsskrifter. Resultaten bor dven granskas av lamplig
myndighet innan metoden godkénns som behandlingsform. Jag ar personligen lite tveksam till
om SFDA i Kina verkligen borde godkint Gendicine sa ”snabbt”. Det verkar vara manga
fragetecken kring studien, sarskilt eftersom det var svart for resten av vérlden att ta del av
resultaten. Aven om resultaten fran de forsta faserna var goda, kravs det langre studier for att
undersoka langvariga effekter och om terapin kan ge biverkningar efter langre tid. | fallen med
SCID-X1 utvecklade patienterna inte leukemi forran tva ar efter behandlingen vilket visar pa att
langre pagaende studier ar nodvandiga for palitliga resultat. Att Gendicine godkants endast i Kina
tyder ocksa pa att ndgot inte star helt ratt till. Om behandlingen fungerar felfritt borde ju andra
lander ocksa godkant preparatet.
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Slutsats

Genterapin har stor potential och eftersom den kan anvandas inom sa manga sjukdomsomraden
borde man fortsétta forsoka utveckla den sa att den blir sékrare och kan anvandas mot fler
sjukdomar. Jag tror det &r viktigt att man inte blir avskrackt fran att fortsatta med
genterapiforsoken pa grund av de hinder och bakslag man stoter pa. Det finns risker med alla
behandlingar mot allvarligare sjukdomar och genterapi borde fa samma chans som andra
godkanda behandlingsmetoder. Kan man utveckla vektorerna och metoderna sa att riskerna for
farliga infektioner och insertionsmutationer forsvinner kan genterapi vara raddningen mot manga
av vara vanligaste sjukdomar.

Genterapin verkar ocksa ha stor potential inom behandlingen av immunsjukdomar. Inom
behandling av SCID-X1 giller det bara” att forsta varfor vissa patienter utvecklade leukemi och
hitta ett satt att forhindra detta. Lovande resultat inom behandling av ADA-brist visar ocksa att
genterapin kan vara vagen att ga.
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