Tidsskriftet 9 &,

Genoverforing — administrasjonsmater,
fordeler, mulige ulemper og farer

TEMA

HANS KROKAN

Institutt for kreftforskning og molekylaerbiologi
Norges teknisk-naturvitenskapelige universitet
Medisinsk teknisk forskningssenter

7489 Trondheim

HANS PRYDZ

Email: hans.prydz@biotek.uio.no
Bioteknologisenteret i Oslo
Universitetet i Oslo

Postboks 1125 Blindern

0317 Oslo

Etter mer enn ti ars proving og feiling er det na beskrevet vellykkede forsgk pa
genterapi. For at DNA i gener og genfragmenter skal bli nyttige i behandling av
sykdom, m& man ha gode metoder for deres overfering til mélceller.

Basert pa egen forskning og litteraturgjennomgang gis det en kortfattet oversikt
over ulike overfgringssystemer.

I de fleste tilfeller benyttes en vektor (modifisert DNA/RNA eller plasmid-
DNA) som en transportvogn. Retrovirus (RNA-virus) og adenovirus (DNA-
virus) er mye brukt. Ikke-virale vektorer kan vare plasmid-DNA,
liposombundet DNA, protein-DNA-konjugater og kunstige kromosomer.

Retrovirus-vektorer har vart benyttet i ca. 60 % av samtlige
genterapiprotokoller. Det er imidlertid vanskelig & produsere store mengder
modifiserte retrovirus pa en gkonomisk mate, slik at denne
transportmekanismen benyttes i seerlig grad ved ex vivo genterapi. I slike
situasjoner er antallet celler som vektoren skal overfares til, langt feerre enn ved
in vivo-genterapi.
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Ved gkende kunnskap om genomet er det blitt &penbart at visse gener helt eller
delvis kan vikariere for hverandre med hensyn til funksjon, men de uttrykkes
ikke samtidig i pasientens liv eller pd samme sted i kroppen. Dette gjor at man
kanskje i fremtiden kan slippe a tilfore et nytt gen til pasienten, og i stedet
endre regulering av et annet gen med noenlunde tilsvarende funksjon.

Defekt immunforsvar og gkt bladningstendens er de to forste genetisk
betingede tilstander hvor forsgk pa genterapi har gitt positive resultater (1).
Grunnene til at det har tatt ti ar for 8 komme dit, er a sgke pa flere
problemomrader:

« — Hvordan skal det nye genetiske materialet tilfares til celler (ex vivo) eller
til hele individet (in vivo)?

« — Hvordan skal man sikre seg at det nye genetiske materialet kommer til
uttrykk og ikke "forstummer” etter kortere eller lengre tid?

« — Hyvilken strategi bor velges for terapiforsakene?

« — Hvordan skal man unnga bieffekter?

Denne artikkelen dreier seg serlig om det forste spersmalet. For at DNA i gener
eller genfragmenter skal kunne bli nyttig i behandling av sykdom, m& man ha
gode metoder for overforing til malceller der det nye DNA kan komme til
uttrykk i form av RNA og protein. Sikre og effektive overforingssystemer er i
dag det storste hinderet nar det gjelder & utnytte det store
behandlingspotensialet som genterapi representerer. En detaljert innfering i
overfaringssystemer som brukes til genterapi, er utenfor rammen av denne
artikkelen. En mer utferlig innfering kan finnes i flere nyere oversiktsartikler

(2 -4).

For enkelte hyppig brukte virusbaserte overforingssystemer har det vist seg a
vaere vanskelig & fremstille tilstrekkelige mengder av genetisk endrede
viruspartikler. De viktigste eksempler her er retrovirusderivater og
adenoassosiert virus (AAV). Disse systemene har imidlertid hatt stor betydning
ved & demonstrere genterapi som mulig terapeutisk prinsipp. Bade terapeutisk
effektivitet, sikkerhet og mulige problemer kan forst belyses tilstrekkelig nar
effektive overfaringssystemer er blitt utviklet.

Administrasjon av syntetiske, forholdsvis sma, DNA-molekyler (syntetiske
oligonukleotider) for malrettet pavirkning av genuttrykket, representerer en
annen form for terapi som de fleste né regner med til genterapi. Ved denne
formen for behandling vil ikke det tilforte DNA kunne mangfoldiggjeres i
cellene eller bygges inn i DNA. Det ma tilfares forholdsvis store mengder
oligonukleotid ved injeksjon. Oligonukleotidene vil sa gradvis elimineres fra
cellene ved ulike mekanismer. Denne formen for genterapi likner prinsipielt
mye pa konvensjonell behandling med legemidler, men kan ha mye storre
selektivitet og gker pa en dramatisk méate antall mulige mal (targets) for terapi.
Man kan inndele somatisk genterapi i tre kategorier:

« — Exvivo, der man tar celler ut av kroppen, behandler dem med vektoren
som berer det terapeutiske DNA og setter de genetisk endrede cellene tilbake i
organismen. Dette har forelopig veert mest aktuelt for blodceller og hudceller
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« — Insitu, der man plasserer vektoren som barer terapeutisk DNA, direkte
inn i det vevet der det nye genet skal virke. Dette har vaert utprovd for
luftveier/lunger ved cystisk fibrose og ved enkelte kreftformer

« —Invivo, der vektoren med terapeutisk DNA f.eks. kan injiseres i blodet for
deretter & bli tatt opp i mélceller.

Det er forelgpig fa eksempler pa sistnevnte form for genterapi. Dette antas
imidlertid a ville bli en hovedform for genterapi nar egnede
overfgringssystemer er blitt utviklet. Syntetiske oligonukleotider vil trolig bare
vere relevant for in vivo-behandling.

De sikkerhetsmessige problemene, slik man ser det i dag, er i hovedsak relatert
til mulige sykdomsfremkallende virkninger av virusbaserte systemer, samt
geninaktivering pga. innsetting av DNA pé steder der det nye DNA kan
inaktivere gener i kromosomet. I tillegg ma man anta at uttrykk av et nytt gen i
store mengder, eller i celler der det normalt ikke skal komme til uttrykk, i noen
tilfeller kan medfere utilsiktede bivirkninger. Det har ogsé vist seg at
terapeutisk DNA som er tatt opp i celler i noen tilfeller bare virker i en periode
for sa 4 bli borte. Dette er et vanlig problem nar nytt DNA ikke er integrert i
kromosomalt DNA. For noen systemer er det et problem at vektoren bare tas
opp og/eller kommer til uttrykk i noen av malcellene, f.eks. bare i celler som
deler seg.

Kort innfgring i overfgringssystemer

Vektorer basert pa virus

Bade RNA-virus og DNA-virus er benyttet som overferingssystemer ved
genterapi. De mest benyttede virus er gitt i tabell 1. I tillegg har Sendaivirus (et
kappekledd RNA-virus) veert brukt. Ideelt sett skal en virusbasert vektor gi
regulert uttrykk av det terapeutiske DNA kun i mélcellene, og ikke i andre
celler, den skal gi en stabil og varig produksjon og vare ufarlig for verten.
Videre bor det vaere praktisk mulig 4 produsere overforingssystemet i
tilstrekkelige mengder pa en kostnadseffektiv méate og med minimal variasjon
mellom produksjonsenhetene. I tabell 2 gis det en oversikt over egenskaper
som tilstrebes hos tredjegenerasjons virusvektorer.

Tabell 1

Vektorer brukt i genterapi, modifisert etter (3)

Virusbaserte vektorer

Retrovirus (RNA-virus) herunder lentivirus

Adenovirus (DNA-virus)

Adenoassosiert virus (DNA-virus)

Herpes simplex-virus (DNA-virus)
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Vacciniavirus (DNA-virus)

Ikke-virale vektorer

Plasmid-DNA

Liposombundet-DNA

Protein-DNA-konjugater

Kunstige kromosomer

Tabell 2

Egenskaper hos den ideelle virusvektor

Ikke humanpatogen

Ikke immunogen

Ingen ekspresjon i antigenpresenterende celler

Lett 3 produsere i hayt titer

Evne til 3 "baere” et stort stykke DNA

Uttalt cellulzer tropisme (virus gar inn bare i en eller noen fa celletyper)

Definert og ufarlig innsettingssted i genomet

Ingen fare for rekombinasjon med andre virusrester i genomet

Forsynt med cellespesifikke og regulerbare sekvenser for styring av uttrykket av det innsatte
gen

Ingen systemer oppfyller disse kravene i dag. For & minimalisere risikoen for at
viruset skal forarsake sykdom, benytter man virus som er endret pa en slik
mate at sykdomsfremkallende gener ikke er til stede, eller virus som ikke gir
kjent sykdom hos mennesket. Viruset bar vaere replikasjonsdefekt for &
redusere mulig risiko. Genet av interesse settes inn i virusgenomet i en region
der det erstatter arvemateriale som ikke er ngdvendig, verken for virusets
formering inne i cellen, for integrering i vertscelle-DNA (for virus som har evne
til integrering) eller for danning av proteiner som danner kapsid (viruskappen).
Proteiner i viruskappen er ngdvendige for opptak i mélcellen. For 4 oppna
selektivt opptak av viruset i mélcellene, kan man benytte virus som naturlig
bare tas opp i mélcellene. For eksempel vil mange adenovirus normalt bare tas
opp av celler i luftveiene. Man kan ogsa utstyre vektoren med nytt
arvemateriale som danner modifiserte kappeproteiner som medferer
gjenkjenning og selektivt opptak i bestemte malceller. Det er ogséd mulig a
oppna selektiv virkning i bestemte maélceller ved & uttrykke det terapeutiske
genet under kontroll av en promoter som bare er aktiv i méalcellene.
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RNA-virus

Det har vist seg vanskelig & produsere store mengder modifiserte retrovirus pa
en kostnadseffektiv mate. Det er vanskelig a se at dette problemet for "vanlig”
retrovirus (for eksempel MuMLYV) kan bli lgst pa kort sikt. Det er derfor
sannsynlig at slike retrovirus i hovedsak vil bli brukt til genterapi ex vivo, der
antall celler som vektoren méa overfores til, er langt lavere enn in vivo. Vektoren
kan bare produseres i levende celler. Fordi den i seg selv er replikasjonsdefekt,
ma den produseres i spesielle “pakkeceller” som kompenserer for defekten i
vektoren. En potensiell fare er at det kan oppsta replikasjonskompetente virus
ved rekombinasjonsprosesser under produksjonen. Pattedyrceller inneholder
oftest endogene retrovirus, eller i det minste rester av retrovirussekvenser i
kromosomet. Det er derfor mulig at patogene retrovirus kan dannes ved
rekombinasjonsprosesser i cellene. Ogsé i produksjonssammenheng og med
hensyn til fare for ugnsket rekombinasjon vil kanskje de nye "strippede”
lentivirusbaserte vektorer vise seg & vaere enklere 4 handtere.

Retrovirus . Retrovirusvektorer har vert benyttet i ca. 60 % av samtlige
kliniske genterapiprotokoller (2). En rekke ulike genetisk modifiserte retrovirus
har veert prevd, blant disse er genetisk modifisert murint leukemivirus (MuLV)
hyppigst brukt. Retroviruspartikler inneholder en polymerase (revers
transkriptase, RT) som kan lage en DNA-kopi av RNA-arvematerialet ved
“revers transkripsjon”, derav navnet retrovirus. I tillegg inneholder
viruspartikkelen en integrase som er ngdvendig for integrering. Evnen til
integrering gjor retrovirusvektorer prinsipielt vel egnet for genterapi. Det er en
dobbelttradet DNA-kopi av retrovirus-RNA som integreres i vertscellens
kromosomer som sakalte provirus. Integreringen medfgrer at det nye DNA
kopieres og arves av begge dattercellene ved deling og medferer dermed at
DNA arves stabilt, i motsetning til DNA fra virusvektorer som ikke har evne til
integrering. I modifiserte retrovirusvektorer kan man sette inn nytt DNA med
starrelse opp til atte kilobaser (kb). Retrovirus har vaert mest brukt i ex vivo-
sammenhenger, f.eks. til genterapi pa blodceller tatt ut av pasienten. Begrenset
opptak i de relevante celler via den naturlige MuLV-reseptoren er et av
problemene med slike vektorer. Andre problemer er knyttet til lavt opptak i
ikke-delende celler. I tillegg ma man regne med problemer relatert til
inaktivering av gener der retrovirus-DNA integreres. Problemet lavt opptak av
vektor i ikke-delende celler kan kanskje lgses ved bruk av nye
retrovirusvektorer basert pa lentivirus som er den typen retrovirus som bl.a.
HIV-1 (5) tilhgrer. Lentivirusbaserte vektorer tas opp i delende og i ikke-
delende celler. Som de gvrige retrovirus integreres disse vektorer i genomet i
m&ari

ng;lcellene. P& grunn av at lentivirus i utgangspunktet har begrenset
malcellerepertoar (til CD4-positive celler), har man laget hybridvektorer der
“innmaten” er fra for eksempel HIV-1, mens innpakningen, som bestemmer
hvilke celler som virus kan invadere, for eksempel har veert fra Vesicular
stomatitis virus (VSV) eller fra MuLV. Ved a fjerne alt ungdvendig (i
vektorsammenheng) genetisk materiale fra lentivirusvektor-RNA har man gjort
vektor sa uskadelig som mulig uten a redusere overforingseffektiviteten til ikke-
delende celler.
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DNA-virus

Adenovirus . Adenovirus (AV) er dobbelttrddete DNA-virus som infiserer
mange celletyper, men sarlig celler i luftveier. De adenovirus man kjenner, gir
milde luftveissymptomer eller er ikke sykdomsfremkallende. Det er de mest
vanlig brukte virus (sarlig serotype 2 og 5) for in situ overfering av terapeutisk
DNA, for eksempel i forsgk pa behandling av cystisk fibrose der
luftveisproblemer ofte er dominerende. AV-vektorer har ogsa den fordelen at
de kan ta opp sterre mengder terapeutisk DNA (opp til 35 kb) enn
retrovirusvektorer.

AV integreres ikke i kromosomalt DNA, men replikerer i cellekjernen. AV har
bl.a. den fordelen at de infiserer bade delende og ikke-delende celler, i
motsetning til retrovirus. Forsgk der AV-vektorer har vart brukt har vist at
man kan oppna betydelig uttrykk av markergener, f.eks. (3 -galaktosidase, eller
terapeutiske gener, f.eks. cystisk fibrose-transmembranalt protein (CFTR), men
responsen er kortvarig. Dette medferer at det vil veere behov for gjentatte
overfgringer. Dette kan kompliseres avimmunologiske og inflammatoriske
responser som beskrevet nedenfor.

Forstegenerasjonsvektorer med defekter i “early region” (E1) som gjor dem
replikasjonsdefekte, og defekter i E3 (for a fa plass til innsatt terapeutisk DNA),
har vist seg a gi betydelige inflammatoriske responser og immunresponser.
Dette vil begrense muligheten for gjentatte in situ-behandlinger. Det har veert
arbeidet videre med genetiske modifikasjoner av AV-vektorer for & eliminere
inflammasjons- og immunresponser, ved a fjerne s mange AV-gener som
mulig, men problemet er forelopig ikke entydig lgst. Det forste dedsfall i
forbindelse med en genterapiprotokoll har skjedd etter intravengs infusjon av
en adenovirusbasert vektor med hgyt titer (10 13 partikler). Til tross for disse
problemene er AV-vektorer lovende og gjenstand for intens forskning og
utvikling.

Adenoassosiert virus (AAV). AAV inneholder enkelttradet DNA og er et ikke-
patogent parvovirus som krever koinfeksjon med AV-hjelpevirus eller enkelte
typer herpesvirus for a kunne replikere. De er vanlige i mennesket og infiserer
om lag 80 % av den humane populasjonen. De replikerer som dobbeltradet
DNA. I fraver av hjelpevirus integrerer AAV-DNA i en bestemt region pa den
korte armen av kromosom 19. Det er bl.a. den tilneermede setespesifikke
integreringen som gjor AAV til attraktive kandidater som vektorer for
genterapi. AAV er sma virus (dobbelttradet replikasjonsintermediat er bare
4,7 — 4,8 kb), men over 95 % av virale sekvenser kan fjernes og séledes gi rom
for ca. 4,7 kb terapeutisk DNA. Dette er likevel for lite for et stort antall gener,
og storrelsen representerer et problem. Et annet problem er at intergrert AAV
kan reaktiveres ved senere infeksjon med AV som kan virke som hjelpevirus.
AAV vil da skjeeres ut fra kromosomet. Videre mangler mange deleterte AAV
evne til spesifikk integrering. I tillegg har man ikke forelopig velegnede
pakkeceller for effektiv produksjon av vektor (3). Til tross for disse
begrensninger er AAV gjenstand for intens forskning og utvikling. I
dyremodeller (mus og hund) er det oppnadd frapperende resultater med
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langvarig delvis korreksjon (over atte maneder for hund og over 17 méneder for
mus) av hemofili B etter infusjon av rekombinante AAV-vektorer i portvenen
eller halevenen (8).

Andre overfgringsmekanismer

En rekke andre innforingsmetoder for DNA er blitt forsgkt og mange av disse er
under stadig forbedring. Det gjelder innfering av plasmider ("nakent” DNA),
ved hjelp av injeksjoner og direkte umediert opptak, kationiske liposomer eller
liposomer med antistoffer mot malcellens overflatekomponenter, elektriske
utladninger, eller direkte ved at malcellene beskytes med sma, DNA-kledde
partikler fra gassdrevne pistoler. Binding av plasmid til mélcellenes overflate
ved hjelp av reseptorbinding eller antistoffbinding kan gi stort bidrag til
spesifisiteten.

Plasmider inkorporeres bare sjelden i genomet. Vel inne i mélcellen vil de
kunne uttrykke det gen de er utstyrt med, men er samtidig gjenstand for en
langsom degradering forarsaket av cellens egne enzymer. Plasmider kan lett
utstyres med vevsspesifikke kontrollelementer (promotere, positive og negative
regulerende elementer) som begrenser uttrykket av det innferte gen til for
eksempel en celletype.

Antallet slike vevsspesifikke promotersystemer gker stadig. Det finnes ogsa en
gkende mengde systemer der uttrykket av det tilforte gen kan skrus av og pa.
Med stadig gkende kjennskap til genregulering kan plasmidene etter hvert
forventes & utvikles til hgy grad av presisjon med hensyn til hvor de tas opp og
nar, hvor og hvor mye de gener de berer, uttrykkes. De gener som har veert
eller kan tenkes benyttet, kan vere knyttet til en rekke mulige strategier
(prodrug, okt stimulering av pasientens immunapparat, nedsatt
cellegiftresistens i kreftceller/okt cellegift resistens i for eksempel
beinmargsceller). Et annet nytt og prinsipielt annerledes redskap for innfering
av gener i en celle er de sdkalte "Human Artificial Chromosomes” (HACs).
Dette er modellkromosomer, fremstilt ut fra den ervervede kunnskap om hvilke
elementer i et kromosom som er ngdvendige for dets funksjon (telomerer,
centromer, armer hvori innsatt mer eller mindre komplette gensekvenser). I
dyreforsgk med tilsvarende "Mouse Artificial Chromosomes” (MACs) har man
fatt slike kromosomer til & replikeres (det vil si at hvert kromosom kopieres) og
til & segregere (det vil si at de kunstige kromosomene fordeler seg likt pa de to
datterceller og dermed nedarves). Det peker pa muligheten til at man kan
etablere kunstige humane kromosomer hvor de gener man gnsker innfert, kan
settes inn i disse pa en vel kontrollert og regulert méte. Vel inne i cellekjernen
vil genene i kunstige kromosomer kunne uttrykkes og reguleres sa
virkelighetsnaert som mulig. Ved a benytte kunstige kromosomer unngér man
problemer med & introdusere mutasjoner i genomet (det terapeutiske genet
integreres i omr&ari

ng;det for et annet gen og kan adelegge dette).
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Antisensoligonukleotider og ribozymer

Korte sekvenser av DNA-byggesteinene A, C, G, T kan velges slik at de er
motsvarende (komplementare og antiparallelle) til rekkefolgen av
byggesteinene i et bestemt omrade av et bestemt gen hvis uttrykk vi ensker a
pavirke (malgenet). Hvis disse bygges inn i en kjede av passende lengde (minst
18 — 20 byggesteiner), kan denne kjeden binde seg med hoy grad av spesifisitet
til det motsvarende omradet pa malgenet eller pa malgenets kopi i form av
budbringer-RNA. Da forirsakes bade en gdeleggelse av budbringer-RNA og en
forsinkelse eller stopp i nydanningen av dette RNA (7). Enda mer effektivt kan
uttrykket av et gen undertrykkes ved hjelp av ribozymer, hvor antisenseffekten
kombineres med en enzymatisk klgvende effekt pa budbringer-RNA (6).
Ribozymer er korte, 30 — 50, kjeder av modifiserte DNA- eller RNA-
byggesteiner som har den egenskap at de kan binde seg til bestemte deler av
RNA-traden og kutte den over slik at den ikke lenger kan tjene som budbringer
med instruksjoner fra arvestoffet i kjernen til cellens cytoplasma. Effekten av
slike ribozymer kan se ut til & vaere av et halvt til ett degns varighet, og man kan
derfor tenke seg for eksempel & undertrykke uttrykket av et gen med en daglig
tilforsel av ribozym. Det er diskutabelt om strategier basert pa antisens- og
ribozymteknologi bar hgre inn under begrepet "genterapi”. Forelgpig gjor det
det i norsk terminologi, og en rekke kliniske forsgk basert pa disse prinsipper er
igangiandre land.

Andre strategier

Etter hvert som kjennskapet til det humane genom gker, fremkommer stadig
flere eksempler pa gener som helt eller delvis kan vikariere for hverandre med
hensyn til funksjon, men som ikke uttrykkes samtidig i pasientens liv eller pa
samme sted i pasientens kropp. Ved monogene sykdommer basert pa bortfall
av et gen, for eksempel  -talassemi, kan det motsvarende gen som uttrykkes
under fosterlivet, vikariere hvis det far komme til uttrykk. Her kreves det altsa
ingen tilforsel av nytt gen, men en pavirkning eller endring av genets
reguleringsmekanisme.

En annen type inngrep som vanligvis ikke regnes inn under begrepet genterapi,
men som likevel frembyr muligheter for korreksjon av genfeil, er metoder bygd
pa kjernetransplantasjon. Ved feil i det mitokondriale genom, kan man overfore
cellekjernen, som er uten genfeil, til en annen kjernelgs celle — en ubefruktet
eggcelle med normalt mitokondriegenom hvor den opprinnelige kjerne er
fjernet.
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