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Sammandrag

Arftliga och forvirvade genetiska sjukdomar ar ett 6kande problem i dagens samhalle.
Gemensamt for dessa sjukdomar &r att de orsakas av mutationer i arvsmassan. Forskare har
kommit sa langt i tekniken att de kan reparera det skadade genomet genom ett flertal olika
metoder som kallas for genterapi. Dessa ar fortfarande under utredning i kliniska férsok och
har inte blivit tillaten som behandling. Genterapi innebar introduktion av exogen nukleinsyra
till en cell eller vavnad med syfte att inaktivera eller ersatta en muterad gen, eller att bekdmpa
en sjukdom. Malet med behandlingen ar att bota eller minska symtomen for en sjukdom som
orsakas av mutation eller virusinfektion. En av de stdrsta utmaningarna med genterapi &r att
introducera den exogena nukleinsyran till cellen samt att undvika immunrespons.
Introduceringen sker oftast med hjélp av ett verktyg i form av vektorer. Dessa vektorer kan
vara bade virala och icke-virala. | denna rapport tas for- och nackdelar med utvalda virala och
icke-vitala metoder upp. Introducering av nukleinsyror med virala vektorer, ocksa kallad
transduktion, kan ge battre introducerings resultat &n vad introducering med icke-virala
vektorer, eller transfektion, ger. Transduktion kan dock ha svarare biverkningar samt att de
har formagan att inducera immunrespons hos patienten. De exempel som tas upp pa virala
vektorer &r lentivirala samt adeno-associerade vektorer. Icke-virala vektorer kan ha storre
genkapacitet an virala vektorer. Dessutom kan dessa vara sékrare att anvanda eftersom de har
Iag toxicitetsformaga och lagre sannolikhet for att framkalla immunrespons. Det &r mycket
svart att avgora vilken av dessa metoder som ar mest férdelaktig i in vivo genterapi. Alla fall
maste utvarderas utifran vilken sjukdom som ska behandlas samt vilka
genmodifieringstekniker som ska anvandas. Mer kunskap om sjukdomarnas biologiska
bakgrund och om behandlingsteknikerna ger fordel i kampen mot sjukdomar som forr i tiden
ansags vara obotliga. Med forbattrade introduceringssystem, bade virala och icke-virala, kan
genterapi eventuellt bli ett lika vanligt alternativ som lakemedelsbehandling.

Introduktion

Manniskokroppen bestar av trillion tals celler. Varje cell innehaller ens genetiska material dar
generna uttrycks pa olika satt beroende pa cellens funktion. Ibland kan mutationer uppkomma
som gor att generna inte uttrycks pa ratt satt och det kan orsaka sjukdomar pa grund av att fel
protein produceras. Dessa mutationer kan vara medfddda eller uppkomma senare i livet
(Lodish et al. 2000). En av de behandlingar som forskare har kommit fram till i kampen mot
det olika sjukdomarna &r genterapi. Genterapi ar relativt nytt omrade inom terapeutisk
behandling och syftet &r att anvanda den i kombination med eller som ersattning for
kirurgiska ingrepp och lakemedelsbehandlingar (Flotte 2007).

Genterapi innebar modifiering av generna med malet att; sla ut eller en inaktivera den
muterade genen for att tysta dess funktion, ersatta den gen som har muterats och orsakar



sjukdomen med en frisk gen, eller introducera en ny gen till kroppen for att bekdmpa en
sjukdom (Xiao-Jie et al. 2015). Genmodifieringen sker genom att introducera frammande
nukleinsyror sasom DNA, mRNA, micro RNA, small interfering RNA (siRNA) eller
antisense oligonukleotider till celler eller vdvnader. De olika genterapimetoderna eller
nuklein-syrorna som introduceras till cellen har olika mekanismer och baseras pa olika
tekniker (Yin et al. 2014).

RNA interference ar ett exempel pa en genmodifieringsteknik som anvands inom genterapi. |
denna teknik introduceras siRNA i cellen i syfte att tysta ned den odnskade genexpressionen.
Denna metod &r inte permanent utan nedreglerar genaktiviteten under behandlingen (Grimm
& Kay 2007). Ett annat exempel pa modifieringsteknik &r en nyligen upptackt metod som
kallas for CRISPR (clustered regularly interspaced short palindromic repeats) och &r ett
valdigt omtalat amne i forskarvérlden just nu. Det finns stora férhoppningar fér denna metod i
framtiden och det har redan pavisats att den har stora fordelar dver andra tekniker. Den mest
studerade CRISPR metoden &r CRISPR/Cas9 (CRISPR assosierad nuclease 9) dar nukleaset
Cas9 kan utféra gen modifieringen med hjalp av guide RNA. Denna metod &r mer permanent
men det har inte gjorts tillracklig forskning for at eventuella biverkningar kan klargdras
(Xiao-Jie et al. 2015). Det finns manga andra tekniker for att &ndra det genetiska materialet
som kan anvéndas i genterapi.

Av de sjukdomar som undersoks med genterapi ar cancer det storsta anvandningsomradet
(figur 1). Andra typer av forvérvade genetiska sjukdomarna som undersoks ar
neurodegenerativa sjukdomar som Parkinson och Huntington sjukdom. Ovriga forvérvade
sjukdomar ar bland annat hjartsjukdomar, diabetes och virala infektioner som HIV och hepatit
(Blaese M 1997, Husain et al. 2015). De vanligaste genetiska sjukdomarna som genomgar
kliniska genterapiforsok &r till exempel immunsjukdomar som ADA-SCID
(Adenosindeaminas-Severe Combined Immune Dificiency) som gor att barn féds utan
effektivt immunfdérsvar och CGD (Chronic Granulomatus Disorder) som leder till att
immunforsvaret inte kan kdmpa mot bakterie- och svampinfektioner. Hemofili ar ocksa en
sadan sjukdom. Den orsakar blodningar pa grund av att blodet inte kan koagulera. Sjukdomar
som inducerar muskeldystrofi, medfodd blindhet och lysosomala lagringssjukdomar kommer
formodligen ocksa att kunna behandlas med genterapi (Penati et al. 2017, Williams 2014).

Malcellerna for genterapi kan vara antingen konsceller eller somatiska celler. Konsceller &r
mer tillgangliga vilket gor att modifiering av dessa ar enklare. Dock ar genmodifiering i
konsceller olagligt i manga lander pa grund av etiska skal. Somatisk genterapi kan delas upp i
in vivo och ex vivo metoder. In vivo metoder ar slutférda i en organisms kropp som en helhet.
Eftersom cellerna kan vara svartillgangliga ar det en utmaning att introducera nukleinsyrorna
till cellen pa ett sékert satt sa att positivt resultat uppnas. Vid ex vivo metoder tas cellerna ut ur
kroppen for att behandlas och injiceras sedan aterigen i patienten. Denna typ metoder &r
begréansad eftersom den endast kan anvéndas for specifika vavnader sasom benmarg. (Mazarei
G 2013)

For att fa effektiv introducering av nukleinsyrorna i in vivo genterapi sa anvands ofta speciella
laborations verktyg i form av vektorer. De introduceringsvektorer som finns delas upp i tva
kategorier; virala och icke-virala vektorer (Yin et al. 2014). Exempel pa virus som anvands
som virala vektorer vid kliniska provningar i manniska &r adenovirus, adeno-associerad virus
(AAV), retrovirus, herpes simplex virus, lentivirus och vacciniavirus (Thomas et al. 2003).
Icke-virala metoder dr de genterapi behandlingar dér virus inte anvénds, till exempel
injicering av naket DNA eller kemiska och fysikaliska metoder som till exempel lipofektion
(Yin et al. 2014). Det &r svart att avgora vilken metod som ar sakrast och mest effektiv. |
denna artikel diskuteras for- och nackdelar hos nagra av de mest studerade och anvanda virala
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och icke virala introduceringsmetoderna som anvands i in vivo genterapi. Syftet ar att forsoka
komma fram till vilken metod som &r mest fordelaktig.

SJUKDOMAR SOM BEHANDLAS | KLINISKA
GENTERAPIFORSOK
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Figur 1. Sjukdomar som behandlas i kliniska genterapiforsok, registrerat i "The Journal of Gene Medicine” fram
tills & 2017. Modifierad fran Wiley J et al. 2017.

Genterapi — Introducering av exogena nukleinsyror till celler i
kroppen

Genterapi ar en terapeutisk teknik som skulle kunna anvandas for att forhindra, dampa eller
bota vissa sjukdomar genom att introducera exogena nukleinsyror till specifika celler. Syftet
ar att forandra det genetiska materialet och pa sa satt astadkomma produktion av funktionella
proteiner alternativt undvika produktion av proteiner som kan orsaka sjukdomar (Flotte 2007).

Nukleinsyror ar negativt laddade och relativt stora molekyler. Foljaktligen ar in vivo
introducering av dessa en utmaning eftersom de inte kan diffundera 6ver cellmembranet pa
vardcellen (Yin et al. 2014). Darfor maste introducering ske genom anvéandning av olika
hjalpverktyg, oftast i form av vektorer. Under de senaste 30 aren har en stor mangd virala och
icke-virala vektorer konstruerats for att méta de farmakokinetiska utmaningarna som foljer
introducering av nukleinsyrorna (Merten & Al-Rubeai 2011).



Det flertal olika introduceringsmetoder som finns kan vara lampliga for olika tekniker och
olika sjukdomar. En del metoder &r baserade pa anvandning av virala vektorer och 6vriga
metoder &r icke-virala. De flesta genterapimetoderna baseras dock pa samma nyckel-steg
(figur 2) som innebér identifikation av den muterade genen som orsakar sjukdomen, foljt av
kloning av en terapeutiskt gen. Dérefter laddas den terapeutiska genen oftast till en vektor
som sedan introduceras i kroppen. Nar vektorn nar malcellen levererar den terapeutiska genen
till cellkérnan dar genen sedan kommer att integreras i vardcellens DNA och eventuellt
resultera i forbattring av patientens symptom (Ramamoorth & Narvekar 2015).
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Figur 2. Visar de nyckel steg som finns i genterapeutisk behandling.

Genterapins historia

Begreppet genterapi myntades ganska manga ar innan det blev en erkand eventuell terapeutisk
metod for behandling av méanniskliga sjukdomar. Det var tidigt pa 1970-talet som studier
gjordes dér det havdades att genterapi skulle kunna anvandas i manniskor for att forbattra och
aven bota vissa genetiska sjukdomar i framtiden. De h&nvisade till en studie som hade gjorts
ar 1970 av forskaren Stanfield Roger som foreslog att muterat DNA kunde ersattas med vild
typ DNA hos individer med genetiska sjukdomar for att forbattra tillstandet. De motiverade
vidare forskning och utveckling av tekniker for genterapi, men de var emot forsok pa
manniskor pa grund av okanda biverkningar och andra faktorer. De ville se till att genterapi
tekniker inte skulle missbrukas och endast anvandas i fall déar férdelar med behandlingen
kunde bevisas (Friedmann & Roblin 1972).

Forsta forsoket till att modifiera manskligt DNA utfordes 1980 men den forsta framgangsrika
genoverforingen i manniskor utfordes inte forran ar 1989. Utveckling av forsta retrovirala
vektorn, som &r ett valanvant laborations verktyg, dgde rum pa mitten av 1980 talet (Flotte
2007). Efter flera ar av forskning och forsok pa djur pabérjade de forsta godkéanda kliniska
genterapiforsoken i manniskan. Forsta patienten led av svar immunforsvarsbrist (ADA-
SCID). I forsoket anvande de sig av en retroviral vektor for att transportera adenosindeaminas
(ADA) genen i T-celler for att fa funktionellt adenosindeaminas enzym. Detta och flera
identiska forsok pavisade att genterapi skulle kunna vara en séker och effektiv behandling for
patienter med immunforsvarssjukdomar (Blaese RM et al. 1995).

Nagra dodsolyckor intraffade i tidiga forsok som gjorde att genterapi behandlingar fick daligt
rykte. Forsta dodsfallet agde rum ar 1999 da patienten dog pa grund av vektor associerad
toxicitet. Sedan dessa forsok har mycket forandrats i forskarvarlden angaende genterapi
(Flotte 2007). Efter att forskning pabdrjade har ver 2000 kliniska studier utforts i hela
varlden med fokus pa olika sjukdomar och olika tekniker (Xiao-Jie et al. 2015). Nutida och
framtida framgangar av genterapi grundas pa kannedom av biologin bakom genterapin och
forstaelse for introduceringen av exogena nukleinsyror till kroppen, sasom vektorbiologi och
farmakologi. Fram tills nu har flertal olika vektorer anvéants i olika kliniska
genterapiundersokningar (figur 3). De introduceringsmetoder som tas upp i denna rapport,
lentivirus, adeno-associerad virus och lipofektion, &r nyare och skulle kunna ha bredare



anvandbarhet dn de aldsta och mest anvanda metoderna, adenovirus, retrovirus och naket
DNA.

ANVANDNING AV VEKTORER | KLINISKA
GENTERAPIFORSOK
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Figur 3. Visar férdelningen av anvéndning av vektorer i genterapi i vérlden, registrerat i The Journal of Gene
Medicine” fram tills &r 2017. HSV star for herpes simplex virus och PV star for poxvirus. Modifierad fran Wiley
Jetal. 2017.

Virala vektorer — Transduktion

Virus kan forekomma i flera olika former och strukturer. Det genetiska materialet i virus &r i
form av nukleinsyra som kan antingen vara dubbel eller enkelstrangat DNA eller RNA som &r
cirkulart eller linjart strukturerat. Det genetiska materialet ar bevarat inuti ett antal identiska
proteinstrukturer som kallas for kapsomer och dessa bildar skyddande skal som kallas kapsid.
Kapsomerna bildas inuti véardcellerna efter att viruset har injicerat den kodande nukleinsyran
till vardcellen. Vissa virus har dubbla lipidskikt runt kapsiden, uppbyggd av lipider fran
vardcellens cellmembran, och kallas for hélje (MacLachlan & Dubovi 2017).

Virus kan delas upp i tva kategorier; holjevirus som har detta lipidlager och nakna virus som
sakna holje. Virala glykoproteiner pa holjet formedlar bindning till receptorer pa vardcellen.
Ett exempel pa holjevirus ar retrovirus, lentivirus och herpes simplex virus. Hos de virus som
saknar holje sker bindningen genom andra kapsidproteiner. Dessa ar oftast mer stabila och
kan Overleva langre och exempel pa dessa ar Adenovirus och Adeno-associerat virus. Kapsid
och holjet avgor vilken metod viruset anvander for att ta sig in och ut ur vérdcellen (Doi &
Takeuchi 2015).

Virus &r helt beroende av andra organismer nér det géller reproduktion. Det kan bestridas om
virus &r en organism. Den virala ”livscykeln kan delas upp i infektion och replikation. Under
infektion binder viruset till receptorer pa vardcellen. Viruset injicerar sedan sitt genom i
vardcellen som leder till tidig genexpression pa grund av férekomsten av reglerande



virusprodukter. Darefter sker expression av strukturella gener och sammansattning av nya
viruspartiklar upptrader (MacLachlan & Dubovi 2017).

Som tidigare ndmnts ar nukleinsyror stora, laddade molekyler som inte kan diffundera 6ver
cellmembranet. Féljaktligen kan det bli en utmaning att fa effektiv genterapibehandling. En
av de I6sningar som forskare kommit fram till angaende dessa utmaningar ar att utnyttja virus
som ett introduceringsverktyg i form av vektorer. Under de senaste aren har intensiva
anstrangningar utforts och forskararbete har fokuserats pa att forsta den molekylara grunden
for hur virus och virala vektorer interagerar med véarden (Merten & Al-Rubeai 2011).

Till att borja med ansags virusvektorer vara de optimerade **fordonen” som behdvdes for
introducering av fraimmande nukleinsyror till cellen. Men eftersom vektorerna &r utvecklade
fran patogener, som i manga fall orsakar sjukdomar, sa kan manniskokroppen naturligt ha
utvecklat ett forsvar mot dessa (Merten & Al-Rubeai 2011). Vid anvéandning av alla typer av
vektorer finns alltid utmaningen att forsdka undvika immunrespons. Detta problem galler
sérskilt vid anvandning av virala vektorer. Vid igenk&nning av virala antigener sétts det
medfodda immunforsvaret igang. Darefter kommer det adaptiva immunforsvaret att eliminera
viruset genom immunrespons samt att satta antigenen, som ar specifik for vektorn, i minnet.
Darfor ar det svart att ateranvanda en vektor som redan framkallat immunrespons. Fordelen
med att anvanda virala vektorer vid genterapi &r att de ger en effektiv behandling pa grund av
att vektorerna naturligt kan inkorporera den fraimmande nuklein syran i vardcellen (Thomas et
al. 2003).

Virusvektorer som anvands vid genterapi innehaller virala partiklar med ett modifierat genom
som inkluderar en specifik terapeutisk gen som anvénds vid en viss behandling. Denna typ av
teknik kallas for transduktion och innebar att infektionen inducerar en funktionell gen, som
uttrycks fran virala vektorn, in i malcellen. De fem mest anvanda vektorerna som anvands i
genterapi kan ocksa klassificeras i tvd grupper beroende pa om deras genom integreras in i
vardens cellulara kromatin; Retrovirus och Lentivirus, eller om det kvarstar i cellkdarnan som
extrakromosomala episomer; Herpes simplex virus, Adenovirus och Adeno-associerat virus.
Denna klassificering &r viktig for att bestdmma vilken vektor som &r lamplig for vilken
applikation (Merten & Al-Rubeai 2011).

De flesta kliniska genterapiforsoken som har gjorts anvander sig av adenovirus och retrovirus
vektorer, eftersom de &r bland de vektorer som upptécktes forst. Omfattande studier och
forskning har gjorts i syfte att utveckla sékrare och mer effektiva metoder for genterapi. Bland
de vektorer som har fatt mer uppmarksamhet de senaste aren ar lentivirusvektorer samt adeno-
associerade virusvektorer (Merten & Al-Rubeai 2011). Nedan presenteras tidigare ndmnda
virusvektorer med storre tonvikt pa lentivirus och adeno-associerade vektorer.

Héljevirus med fokus pa lentivirus

De virala vektorer som har anvants och &r gjorda av virus med holje &r fran retrovirus,
lentivirus och herpes simplex virus. Den forsta virala vektorn som utvecklades var en
retroviral vektor och sedan dess har den anvants ofta i kliniska forsok. De kan delas upp i
simpla onkogena och komplexa retrovirus. Det genetiska materialet i retrovirus ar
enkelstrangat RNA och retrovirala vektorer anvands ofta for att inducera proteinproduktion.
Enkla retrovirus kan endast transducera celler som ar i delningsstadiet, eftersom cellkdrnan
endast &r tillganglig om kdrnmembranet bryts ned. D&rfor har retrovirala vektorer vissa
begransningar nar de anvands i genterapi (Doi & Takeuchi 2015). Herpes simplex virus ar
mest kant for att orsaka munsar (HSV-1). Det genetiska materialet i Herpes simplex virus &r



dubbelstrangat DNA. Herpes simplex virusvektorer har formaga att vara latenta mellan
aterkommande infektioner. Stora forhoppningar ligger pa denna typ av vektorer. Dock har
denna typ ganska hdg potential for att framkalla immunsvar hos varden. Mer forskning maste
goras innan vidare anvandning i kliniska genterapi provningar (Ji et al. 2015, Merten & Al-
Rubeai 2011). Lentivirus ar en typ av komplexa retrovirus, och liksom hos simpla retrovirus,
ar det genetiska materialet enkelstrangat RNA. Det mest kdnda lentiviruset &r HIV typ 1
(Human immuno deficiency virus). Lentivirus har formagan att ta sig igenom vardcellens
karnmembran och kan darfor infektera bade celler i delningsstadie och icke delande celler
(Naldini et al. 1996). Detta ger stérre mojligheter inom genterapin och ar darfor intressant att
ga in djupare pa lentivirus och dess anvandning i genterapi.

Lentivirus ar det ndst mest studerade holjeviruset i genterapi efter simpla retrovirus, de
omfattar dock ett relativt nytt omrade i genetisk forskning. Ar 1996 blev lentivirus forst
avsldjat som ett verktyg inom genetiken. | forsta publikationen verifierades det att lentivirus,
mer specifikt HIV, kunde anvandas som vektor i genterapi dar det bevisades att det kunde
transducera neuroner in vivo (Naldini et al. 1996). Kliniska forsok med lentivirus vektorer
blev tillatna ar 2002 och sen dess har mycket hant i forskningsvarlden (D’Costa et al. 2009).

Genom att utnyttja lentivirusets infekteringsmekanism (figur 4) kan ett énskat resultat i
genterapi uppnas. Som tidigare namnts har lentivirus ett holje dar glykoproteiner produceras
som formedlar bindning till vardcellens membran. Lentivirus innehaller enkelstrangat RNA
och revers transskriptas som utfor transkription av virusets genetiska material nar den intréader
i vardcellen. Det genetiska materialet kodar for olika enzymer beroende pa dess doman, som
till exempel hélje och virusets yta, kapsid och andra strukturella delar samt enzymer sasom
transskriptas (Brenner & Malech 2003).

Transduktion med lentiviral vektor

Cell
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B g
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Figur 4. Schematisk bild av mekanismen for transduktion med lentiviral vektor: 1) Infektion. 2) Revers
transkription. 3) DNA tar sig in i cellkdrnan 4) Integrering i vardcellens DNA. 5) RNA expression. 6a-7) mRNA
translaterar funktionella proteiner. 6b) Alternativt; nedreglering av gener.

Lentivirus, samt andra typer av retrovirus, har tre utmarkta egenskaper som gor de till
onskvarda vektorer for genterapi. For det forsta har de formagan att integrera sitt genetiska
material i kromosomerna i malcellen, som kan vara en forutsattning for ett langvarigt uttryck.
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De har ocksa relativt stor kapacitet som tillater introducering av de flesta komplementara
DNA (cDNA) som anvands i genterapi, eller néra 10 kilobaspar. Slutligen finns det minde
risk for immunforsvar hos varden, eftersom viruset inte inducerar sekvenser som kodar for
proteiner harledda fran sjalva viruset. Detta resulterar i mindre sannolikhet for att de blir
igenkanda och attackerade av immunforsvarets cytotoxiska T-lymfocyter eller mérdarceller
som ar specifika for virus (Qasim et al. 2007).

Lentivirus kan anvandas for mycket effektiv genterapi eftersom den kan &ndra genuttrycket i
malcellen langvarigt. Till skillnad fran tidigare metoder sa kan lentivirus vektorer anvéandas
for icke-delande och terminalt differentierade celler, det vill sdga celler som inte kan genomga
mitos och darfor inte har formaga att dela pa sig (Naldini et al. 1996). Exempel pa celler dar
lentivirus vektorer har anvénts for i genterapi provningar ar nervceller, fotoreceptorer i
nathinnan, muskel- och leverceller och hematopoietiska stamceller som ger upphov till
blodkroppar och makrofager (Zhou & Buchholz 2013).

HIV vektorn har visat sig vara valdigt effektiv i genterapi pa grund av att den har formagan att
infektera T-hjélparceller och andra makrofager i manniskan. Pa vektorns yta finns ett holje
protein som kallas for Env. Detta protein férmedlar bindningen till malcellen. Env pa HIV-1
kanner igen en molekyl pa makrofager och T-hjalparceller som kallas for CD4. Hos HIV-1
och andra retrovirus finns det mojligheten att ersétta holjeproteiner med ett annat virus protein
i syfte att bredda cellspektrumet for malceller. Denna metod kallas for pseudotypning och ger
mycket béattre anvandbarhet for lentivirala vektorer (Russell & Cosset 1999). Vid
framstallning av lentivirala vektorer ar de ofta genererade av tre till fyra olika plasmider for
att undvika de ursprungliga patogeneffekterna som viruset annars har (Matrai et al. 2010).

Manga olika sjukdomar skulle kunna behandlas med lentivirus eftersom de kan ha flera olika
typer av malceller. Exempel pa sjukdomar som har forskats pa med lentivirala vektorer ar
diabetes, olika typer av cancer, hemofili och Parkinson. Den sist namnda ar en langvarig
sjukdom i centrala nervsystemet som paverkar rorelseférmagan. Parkinsons behandlas ofta
med dopamin. En av manga applikationer hos lentivirala vektorer ar en experimentell
medicin, ProSavin. Dess verkan &r att inducera produktionen av dopamin i Parkinson
patienter. Kliniska provningar pa ProSavin har visat signifikant forbattring av sjukdomens
symptom samt inga oonskade biverkningar (Palfi et al. 2014). Lentivektorer, sérskilt de som
ar harledda fran HIV-1, har uppvisat manga 6nskvarda egenskaper som syftar pa att 6ka bade
vektorns anvéndbarhet och sékerhet i genterapi. Darfor anses lentivirus vektorer vara ett av de
mest anvandbara och lovande verktygen for forskning, diagnos och terapi inom genetik.

Nakna virus med fokus pa Adeno-associerad virus vektor

Som tidigare namnts &r de nakna virus oftast mer stabila och kan orsaka infektion under en
langre tid. De mest forekommande virala vektorer som saknar holje ar gjorda av adenovirus
och adeno-associerad virus. Adenovirus har genetiskt material som bestar av dubbelstrangat
DNA som inte integreras i arvsmassan och inte replikeras under celldelning. Adenovirus var
den forsta vektorn som orsakade dodsfall, pa grund av vektor associerad toxicitet. Adenovirus
har hdg kapacitet att trigga immunsvaret hos vérden eftersom de ofta kommer i kontakt med
méanniskan. Darfor kan redan existerande immunsvar, det vill séga antikroppar, avstanna
infektionen innan de natt malcellen. Féljaktligen ar det enklare for inflammation att
uppkomma. Dessa vektorer kan anvéndas for genterapi prévningar och vaccinering, men hog
risk for immunsvar och begransande faktorer, sasom begransad variation i malceller, gor att
de &r svarare att anvanda. Adenovirus ar den mest studerade vektorn. Dock anses den inte
vara det alternativet som &r lattast att anvanda i genterapi (Wold & Toth 2013). Daremot
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verkar adeno-associerad virus vektor eller AAV-vektor vara ett mer anvant alternativ for
introducering av genterapi &n vad adenovirus vektorn ér.

AAV ér ett litet virus utan holje med enkel strangat linjart DNA som genetiskt material. AAV
kan infektera manniskan men inducerar ingen kand sjukdom och darfor har den valdigt 1ag
risk for att orsaka immunrespons. AAV maste ha ett medhjalpar-virus for att kunna infektera
en vard, oftast adenovirus eller herpesvirus. | franvaro av medhjélpar-viruset kan AAV lagras
genom att integreras i en specifik kromosom. Detta gor den till det enda daggdjursvirus som
kan integreras pa specifika platser i genomet (Daya & Berns 2008).

Till skillnad fran adenoviruset sa kan AAYV infektera bade celler i delningsstadier och celler
som inte delar pa sig och kan aven inkorporeras i vardcellens genom. De anvands ofta som
introduceringsverktyg i genterapi pa grund av dess effektivitet och sékerhet (Xiao-Jie et al.
2015). Detta innebdr att AAV-vektorer skulle kunna vara en av den mest l[ampliga virala
vektorerna for in vivo leverering i genterapi eftersom den ar stabil, ger langvarande expression
och inte framkallar starkt immunrespons hos vérden (Minch et al. 2013).

En studie utférdes med en AAV-vektor som introducerings system for in vivo genterapi med
CRISPR-Cas9. Syftet med studien var att undersoka for- och nackdelar med tekniken.
CRISPR-Cas9 ar en genmodifieringsteknik som anvands for att endonukleaset Cas9 ska klyva
vardcellens DNA med hjélp av guide RNA i syfte att &ndra cellens genetiska material. Denna
teknik kréaver mycket specifikt introducerings system och darfér &r AAV-vektorer det
optimala valet av vektor. | detta och andra kliniska forsék har det pavisats att AAV-vektorer
ar sakra och ger effektivt resultat i anvandning hos manniskan och har darfor blivit tillatna vid
kliniska genterapi provningar (Dai et al. 2016).

Trots att AAV-vektorer har pavisats vara fordelaktiga har de ocksa begransningar som
minskar deras anvandbarhet. AAV vektorer kan introducera ganska lag kapacitet av exogena
nukleinsyror, endast runt 4,7 kilobaspar (Dai et al. 2016). Nagra AAV-vektor tekniker har
blivit utvecklade i syfte att antingen dka genkapaciteten eller forbattra genuttrycket, sasom
trans-splicing AAV som tillater genleverering av gener som ar 9 kilobaspar eller mindre. Med
mer forskning kring AAV vektorn skulle den kunna bli utvecklad med bade storre kapacitet
och méjlighet till bredare malgrupp av celler (Yan et al. 2000). Sasom lentivirus skulle AAV
vektorn kunna bli en av de mest anvandbara introducerings verktygen i genterapi genom
vidare forskning.

Icke-virala vektorer — Transfektion

Som tidigare namnts har forskare utvecklat bade virala och icke-virala vektorer som anvands
som levereringssystem vid kliniska forsok. Introducering av exogena nukleinsyror med icke-
virala vektorer kallas ofta for transfektion. Endocytos ar en faktor som méjliggor denna typ av
introducering. Det specifika upptaget av stora exogena molekyler kallas for receptor-medierad
endocytos eller klathrin-medierad endocytos. Denna typ av endocytos innebdr att receptorerna
ar associerade med cytosoliska proteinet klathrin som startar bildningen av endocytosiska
vesiklar genom att bilda kristalliskt skikt pa cellmembranets insida (McMahon & Boucrot
2011). Denna mekanism kan utnyttjas for att, med hjalp av icke-virala vektorer, fa storre
partiklar in i cellen, sdsom terapeutisk gen i genterapi.

Syftet med icke virala vektorer ar att undga de begransningar som virala vektorer har, sérskilt
nar det galler sakerhet angaende biverkningar och immunrespons. Med de icke-virala
vektorerna forekommer inte méanniskans forexisterande immunsvar och finns darfor inte i
immunforsvarets minne mot virala vektorer. De icke-virala vektorerna kan ocksa vara lattare
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att syntetisera och de kan ocksa ge mojligheten for introducering av storre nukleinsyror &n de
virala vektorerna. Dock har vissa av de icke-virala vektorerna lagre transfektion effektivitet
jamfort med virala vektorer (Yin et al. 2014).

Teorin bakom anvandningen av icke-virala vektorer tycks vara ganska enkel men kan uppvisa
svarigheter i praktiken. Storsta utmaningen for de flesta syntetiska vektorer &r att 6verstiga
alla de barriarer som forekommer innan nukleinsyran nar sitt mal, samt att fa effektiv icke-
viral introducering i in vivo metoder i genterapi. Ett idealiskt genleveranssystem for att fa en
effektiv behandling maste kunna skydda DNAt under transport, det vill saga undvika
nedbrytning, vara biokompatibelt, icke-immunogen, stabil i blodomloppet, tillrackligt sma
och cell- och vavnadsspecifik. De icke-virala vektorerna har manga egenskaper som gor de
till ett idealiskt genleveranssystem, men de maste aven kringga immunforsvaret precis som
virala vektorer, dven fast de icke-virala vektorerna har Iag potential fér immunrespons och
toxicitet (Villate-Beitia et al. 2017).

Icke-virala metoder kan delas upp i fysikaliska och kemiska metoder. Exempel pa fysikaliska
icke-virala metoder &r elektroporering, mikroinjektion och sonikering men dessa ar inte
optimala for in vivo genterapi. De kemiska metoderna kan vara alltifran injektion av naket
DNA upp till introducering av kemiska partiklar i komplex med terapeutiska DNAt, sasom
lipofektion eller liposom transfektion. Injektion av naket DNA &r svar i anvandning i in vivo
genterapi pa grund av att DNAt kan brytas ned innan det nar malcellen. For en effektiv
genterapi behandling genom injektion av naket DNA i till exempel en muskel skulle det
kravas orimligt manga injektioner. Denna metod ar mer lamplig vid forskning pa cellkulturer
(Ramamoorth & Narvekar 2015). Det finns ett flertal olika kemikaliska icke-virala vektorer
som kan vara baserade pa olika tekniker som till exempel nanoteknik.

Under de senaste aren har nanoteknik baserad pa icke-virala vektorer vunnit intresse inom
forskarvérlden. Studier har visat att de ar ett lovande verktyg for introducering av terapeutiska
gener i centrala nervsystemet, samt andra vavnader, pa ett sakert och kontrollerat sétt.
Exempel pa icke-virala vektorer som har anvants i forskningen ar magnetoplexer, lipoplexer
och polyplexer (Saul et al. 2007,Villate-Beitia et al. 2017)

Lipoplexer &r en av de mest lovande icke-virala metodena. Dessa bestar av katjon liposomer
som har bildat ett stabilt komplex med polyanjoniskt DNA. Lipoplexer ar mycket sakra
verktyg i genterapin men de &r inte sa effektiva jamfort med de virala metoderna.
Mekanismen for som lipoplexerna genomgar kallas for lipofektion (figur 5). Lipofektion, som
manga andra transfektionsmetoder, anvander sig utav cellens endocytosiska végar for att
introducera den terapeutiska genen till cellkdarnan (Caracciolo & Amenitsch 2012).

De flesta katjon-liposomer som anvénds vid gendverforing far mycket minskad effektivitet
vid ndrvaro av serum, en komponent i blodet. Detta gor att vardcellen inte tar upp lika mycket
av den terapeutiska genen vilket resulterar i lagre transfektionseffektivitet. | en studie som
gjordes visade det sig att nér lipofektion utfordes i narvaro av serum blev endosomer, med
lipoplexer inuti, betydligt mindre &n i franvaro av serum. Endosomerna blev ocksa hetrogena i
storlek och struktur i fanvaro av serum. Vid analysering av endosomernas storleksdistribution
visade det sig att lipoplexer i franvaro av serum hade en tendens att aggregera medans
aggregationen blev hammad i narvaro av serum. For att kringga detta problem formade de
stora partiklar som gav hogre lipofektionseffektivitet i bade fran- och narvaro av serum
(Escriou et al. 1998). Genom att kringga de hinder som forekommer vid anvandning av icke-
virala introducerings vektorer skulle dessa kunna vara optimala for introducering av
terapeutiska gener i genterapi.

10



Genodverférning med lipofektion

Cell

Ly

Endosom

Lipoplex

Figur 5. Mekanismen for genterapimetoden lipofektion i 6 steg: 1. bildning av lipoplex 2.-3. Endocytos 4.b.
Nedbrytning av liposomer 4.a Frisattning av terapeutiska genen fran endosomen 5. Terapeutiska genen tar sig in
i cellkarnan 6. Translation av funktionella proteiner. Modifierat fran Srinivas et al 2009.

Diskussion

| dagsléaget finns det ett flertal &rftliga och forvarvade genetiska sjukdomar som ar ett stort och
Okande problem. Orsakerna till denna 6kning &r inte helt k&nda men det kan troligen vara en
blandning av mutationer som sedan arvs och miljofaktorer som paverkar manniskan pa ett
daligt satt. Bade de arftliga och de forvéarvade genetiska sjukdomarna beror pa andringar i det
genetiska materialet, det vill sdga mutationer. Forut behandlades dessa sjukdomar endast pa
farmakologiskt eller kirurgiskt satt men nufértiden har forskare kommit sa langt att de kan
andra ménniskans genetiska material. Bakom human genterapi ligger komplex biologi. For att
manniskan ska kunna anvanda genterapin pa ett lampligt satt i framtiden maste manga av de
olika genterapiteknikerna som finns utvecklas vidare samt att forstaelsen for de olika
sjukdomarna som kan behandlas med genterapi maste oka.

Som de flesta andra behandlingar forekommer genterapi inte utan hinder och biverkningar.
Trots att tanken med genterapi ar att ersatta hogriskoperationer och lakemedelsbehandlingar
med en sakrare behandling sa ar genterapi inte riskfri. Svara biverkningar har uppkommit som
kan héarledas till bade genforandringsteknikerna och introduceringsvektorerna.
Immunforsvaret ar ocksa en faktor som ger en 6kad utmaning vid genterapi eftersom
immunrespons kan induceras vid introducering av genterapibehandlingen (Dai et al. 2016,
Merten & Al-Rubeai 2011, Yin et al. 2014). Dessutom &r omradet relativt nytt och darfor ar
inte alla biverkningar kanda. Forskning med fokus pa introduceringsmetoderna ar valdigt
viktig eftersom introducering av nukleinsyran &r en av de storsta utmaningarna i in vivo
genterapi.
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Genterapi i samhéllet

Etiska fragestallningar diskuterades langt innan de forsta humana kliniska genterapiforsoken
agde rum. Genterapi gar ut pa att andra genetiskt material och kan darfor ha ovantade
konsekvenser om inte tillrécklig kunskap och forskning om metoderna finns. Om dessa
tekniker inte hanteras med forsiktighet kan de ge negativa konsekvenser. Hittills har inga
genterapibehandlingar blivit tilldtna utan endast kliniska genterapiforsok. Innan en
genterapimetod skulle kunna accepteras som en terapeutisk behandling maste kliniska
provningar goras pa bade djur och manniskor for att bestamma om den eventuella
behandlingen ar saker och framgangsrik, samt for att ta stallning till vilken levereringsmetod
som &r lamplig att anvanda. De flesta kliniska provningarna nar inte sa langt att de prévas pa
manniskor. En vanlig fraga inom genterapi &r vilka sjukdomar som ska behandlas och vad
som raknas som en sjukdom. Vilka som ska bestamma 6ver detta ar svart att faststalla och det
kan vara svart att dra gransen for vilka sjukdomar som raknas som beréattigade till
genterapibehandling. De sjukdomar som har forskats mest pa angaende bakgrund och
mojlighet till genterapi &r de sjukdomar som forekommer mest och som det inte har funnits
nagon lamplig behandling for. Exempel pa dessa &r arftliga sjukdomar som autoimmuna
sjukdomar, samt forvéarvade genetiska sjukdomar som cancer och HIV.

De genterapibehandlingar som ér tillatna for kliniska forsok ar endast i somatiska celler med
genen som orsakar sjukdomen. Genterapi i kdnsceller ar arftlig och darfér kommer nasta
generationer att fa den nya genetiska informationen. Darmed kommer den genetiska
sjukdomen som har blivit behandlad inte drvas. Dock é&r inte alla genetiska sjukdomar arftliga
utan endast de som har mutationer i konscellerna. Av etiska skal &r genterapi i konsceller
forbjudet i de flesta 1anderna, eftersom man inte har ratt att bestimma éver de kommande
generationernas egenskaper, dven fast det ar tillatet att bestimma behandlingar for ens egna
barn.

Eftersom genterapi ar ett relativt nytt omrade ar det svart att veta om eventuella biverkningar
som kan upptrada senare i livet. Fortsatt forskning inom omradet ar darfor nédvandig for
sékrare och effektivare behandlingar. Med upptéckten av CRISPR/Cas9 har forskare kommit
pa god vag att I16sa multipla problem som har pavisats inom genterapin, till exempel
biverkningar som odnskade mutationer och inkorrekt proteinuttryck som kan ha skadliga
effekter (Xiao-Jie et al. 2015). Framtiden for genterapi har diskuterats mycket i samhallet. Det
kan finnas risk for att myndigheter kommer att tillata genterapi i andra syften an att bota
sjukdomar samt att gransen for vad som &r en sjukdom kan forandras. De tekniker som
anvands i genterapi mojliggor val av fordelaktiga fenotyper 6ver andra. Strikta regler maste
galla angaende genterapi for att undvika etiska dilemman.

Virala vektorer

Det &r inte bara genmoduleringsmetoderna som kan ha oénskade konsekvenser utan ocksa
vissa av introduceringsmetoderna som har tagits upp tidigare. Immunforsvarets
huvuduppgifter &r att kimpa mot virala och bakteriella infektioner. Detta gor att
immunfdrsvaret arbetar emot terapeutiska behandlingar dar till exempel virus och bakterier
anvénds. Vid utveckling av genterapitekniker och tillverkning av nya vektorer for specifika
sjukdomar maste immunresponsen som eventuellt kan uppkomma tas hansyn till. Ett stort
forskningsfokus ligger pa utvecklingen av vektorer som inte framkallar immunsvar. Ett
alternativ skulle kunna vara manipulering av kroppens immunforsvar i syfte att inducera
tolerans for vektorn. For att tillampa vektorer till de applikationer som behovs skulle de
tekniker som finns idag kunna anvéndas for att konstruera vektorer for att eventuellt fa
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effektivare och sdkrare behandling. Som ett exempel skulle adeno-associerad virusvektor
kunna konstrueras for storre kapacitet (Xiao-Jie et al. 2015). Det kan diskuteras om
mdojligheten att bota sjukdomen genom kliniska genterapiforsok kan évervaga eventuella
biverkningar.

Icke-virala vektorer

Det finns manga lovande icke-virala introduceringsverktyg i genterapin. Med icke-virala
metoder har forskare lyckats undvika risken fér immunrespons och svara biverkningar, sasom
toxicitet. Dessa &r mycket sékrare vid anvandning i genterapi. Dock finns det nackdelar vid
anvandning av icke-virala vektorer. Transfektionseffektiviteten &ar Iagre jamfort med de virala
vektorerna. Detta innebdr att behandling med icke-virala vektorer ger lagre effekt &n vad
anvandning av virala vektorer gor. Detta beror pa kunskapsbrist om interaktionerna mellan ett
komplex och cellulédra komponenter. Dessutom kan strukturen hos lipoplexer forandras nér
den interagerar med cellulara membran och det paverkar transfektionseffektiviteten. For att na
effektivare icke-virala lipidvektorer har forskning pa korrelationen mellan strukturen och
aktiviteten hos lipoplexer gjorts. | framtiden kommer icke-virala vektorer eventuellt att bli
lika effektiva som virala vektorer, men sékrare (Caracciolo & Amenitsch 2012).

Slutsats - Virala vs. Icke-virala vektorer

Bade virala och icke-virala metoder i genterapi har fordelar och nackdelar. Virala vektorer ger
bra transduktionseffekt medans icke-virala vektorer ger samre transfektionseffekt. Virala
vektorer har sémre genkapacitet an icke-virala vektorer. Virala vektorer har storre risk for att
framkalla immunsvar hos véarden samt storre risk for biverkningar sdsom toxicitet. Icke-virala
vektorer har storre risk att bli nedbrutna. Manga av dessa problem som féljer anvandning av
dessa kan I6sas genom modifiering av vektorn. Det ar darfor svart att avgora vilken metod
som &r bast utan man maste satta introduceringsmetoden i forhallande till den
genmoduleringsteknik som ska anvandas samt till den sjukdom som ska behandlas. En fraga
som maste tas i atanke ar om sjukdomen verkligen kan botas trots alla de o6nskade
biverkningar som kan uppsta. Denna fragestallning togs upp redan i borjan av
genterapiforskning nar Friedman och Roblin (1972) ville sakerstélla att genterapi inte skulle
missbrukas och endast anvéandas i fall dar fordelar med behandlingen kunde bevisas. Fortsatt
forskning ar grunden till forbattrade behandlingar for de olika sjukdomar som ganska stor
procent av jordens befolkning drabbas av. Kénnedom bakom sjukdomarna och
behandlingsteknikerna ger oss fordel i kampen mot det som for i tiden ansags vara obotligt.
Med forbattrade introducerings system, bade virala och icke-virala, kan genterapi eventuellt
bli lika vanligt alternativ som lakemedelsbehandling. Vidare forskning pa alla de olika
metoderna i genterapi aterstar. Mojligtvis kommer kanske nya terapeutiska metoder uppfinnas
i framtiden.
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Etikbilaga - Bor kliniska genterapi-provningar goras pa djur eller
manniskor?

Genterapi ar en terapeutisk metod for att behandla &rftliga och férvéarvade genetiska
sjukdomar. Dessa sjukdomar berér dem flesta pa ett eller annat satt och ar stort problem i
dagens samhalle. Darfor ar genterapi ett nodvandigt forskningsomrade. Flera olika metoder
har kommit upp pa ytan under de senaste aren. Det kan dock vara valdigt riskabelt att
modifiera manniskors genetiska material och darfor maste kunskap och forskning bakom
metoderna vara tillracklig innan kliniska provningar paborjas. Om inte tillracklig kannedom
ligger bakom tekniken innan kan okanda och allvarliga biverkningar uppkomma eller
dodsfall. Innan varje metod kan accepteras som terapeutisk behandling mot ménskliga
sjukdomar maste metoden genomga kliniska prévningar. Dessa provningar utfors forst pa djur
och sedan ménniskor. Men vad &r etiskt ratt i detta sammanhang? Bor vi gora kliniska forsok
pa djur eller manniskor for att utveckla genterapin vidare?

De djur som anvands i forskning har endast ett syfte med livet. De fods for att manniskan ska
kunna testa en hel del olika applikationer innan de sjalva kan anvanda dem. Anledningen for
att det ar fordelaktigt for méanniskan att anvanda djur i forskning ar att kunna forska djupare
kring sjukdomar och eventuella botemedel pa enklare satt. De modellorganismer som anvéands
ofta i forskning har det gemensamt att ha relativt kort livscykel som majliggor flera forsok pa
kortare tid an vad det skulle géra pd manniskan. Daremot finns det nackdelarna med att
anvanda djur i kliniska forsok som innebar att det ar inte sakert att applikationen paverkar
manniskan pa samma sétt som djuret, eftersom de inte har identiskt genom med manniskan.

Arftliga och forvarvade genetiska sjukdomar, som till exempel cancer, har ¢kat i varlden med
tiden. Denna 0kning kan, i en viss grad, relateras till manniskan sjalv och den miljé som har
skapats. Med 0kad k&nnedom och tekniker har manniskan det ansvar att forsoka bota de
sjukdomar som uppkommit. Kliniska forsok pa manniskan ar valdigt viktigt innan tillstand fas
for varje applikation. Dock har nagra manniskor détt sedan kliniska provningar paborjades i
genterapi, men det &r endast en droppe i havet jamfort med de djur som har détt. Storsta och
viktigaste skillnaden mellan den forskning som utfors pad manniskor och djur ar att manniskan
maste ge sitt explicita samtycke som djuren inte gan ge. Detta galler dven for spadbarn. Ett
exempel pa detta ar genterapins forsta tillatna kliniska provning pa manniskan. Patienten var
endast fyra &r gammal och inte kapabel till att ta egna beslut. A andra sidan s& led patienten av
svar immunbrist som ledde till forsamrad livskvalité (Blaese et al. 1995). Det ar forskares och
vuxna manniskors ansvar att fatta ratt beslut och se till att de tekniker som idag finns inte
missbrukas, varken pa djur eller manniskan. Genterapi ska endast anvandas i fall dar fordelar
med behandlingen kan bevisas.

Sveriges som en helhet har svarat ganska bra pa denna fragestéllning. Sverige &r en bra
forebild for manga andra lander dar det géller valdigt strikta regler angaende djurforsok och
kliniska provningar. Alla djurforsok ska goras med respekt mot djuren och de ska hallas i sa
lag grad som mojligt. Om andra alternativ an djurforsck finns borde de goras. Forsok pa
manniskor ska inte goras forran godkanda resultat har fatts fran djurforsok, om inte sa maste
det vara absolut sista alternativet for patienten. Alla etiska aspekter bor 6vervégas, alltid.
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