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Genterapi af sveer kombineret immundefekt

Stud.med. Line Barrett Petersen & professor Thomas G. Jensen

STATUSARTIKEL Mangel pd enzymet adenosin-deaminase (ADA) for-
Aarhus Universitet, drsager en arvelig form af sveer kombineret immun-
Institut for Human defekt (servere combined immunodeficiency (SCID)).
Genetik Normalt nedbryder enzymet purinstofskiftets meta-

bolitter adenosin og deoxyadenosin, som ophobes
ved ADA-mangel. Metabolitterne er i hgje koncentra-
tioner toksiske for lymfocytter, hvilket giver anled-
ning til immundefekten [1].

Den nuvarende fgrstevalgsbehandling af sygdom-
men er knoglemarvstransplantation fra en human
leucocyte antigens (HLA)-matchende donor, men en
egnet donor er kun tilgeengelig for 20-33% af patien-
terne [1, 2]. Hvis der ikke kan findes en sddan donor,
kan der gives substitutionsbehandling med modifice-
ret bovint ADA (PEG-ADA). Dette bedrer ofte patien-
ternes tilstand initialt, men immunfunktionen kan
sjeeldent opretholdes gennem leengere tid, da patien-
terne kan udvikle antistoffer imod det bovine enzym.
Der kan ogsa forspges med knoglemarvstransplanta-
tion fra ikkebesleegtede eller haploidentiske donorer
(foreeldre), men i de tilfaelde er mortaliteten hgj (hen-
holdsvis 37% og 70%) [3].

Allerede i 1980’erne var der interesse for ADA-
SCID som en mulig kandidat for behandling med
genterapi. Dette skyldtes bl.a., at resultater tydede
pa, at fa transplanterede celler kunne give fuld
immunrestitution.

11990’erne publicerede flere grupper kliniske
forsgg med genterapi ved brug af genmodificerede
T-celler [4] og heematopoietiske stamceller [5, 6].
Efter behandlingen kunne der males ekspression af
ADA i de genmodificerede celler, men ingen af pa-
tienterne kunne klare sig uden PEG-ADA [4].

LOVENDE RESULTATER MED ADA-SCID
Aiuti et al publicerede i 2002 de forste positive resulta-
ter med genterapi uden samtidig behandling med
PEG-ADA [7]. To patienter blev behandlet med auto-
log transplantation af heematopoietiske stamceller, der
ex vivo fik ADA-genet overfgprt med murine retrovirale
vektorer (Figur 1). Desuden fik patienterne konditio-
nerende behandling med en lav dosis busulfan, der
hindrer celledelingen og ser ud til at ggre knoglemar-
ven bedre til at modtage de genmodificerede celler.
12009 publicerede Aiuti et al [8] nye resultater,
nu med i alt ti patienter. To af disse patienter var de
samme, som blev beskrevet i 2002, og nu var yderli-

gere otte patienter medtaget i opggrelsen. Det blev
rapporteret, at otte af de ti patienter havde féet varig
bedring af immunforsvaret og ikke behgvede behand-
ling med enzymsubstitution.

Et ar efter behandlingen kunne man finde de nye
ADA-gener i henholdsvis 52%, 59% og 88% af B-, na-
tural killer (NK)- og T-cellerne i blodet. ADA-aktivite-
ten i erytrocytter, T-celler og mononukleare celler
var betydeligt hgjere end ved forsggets start, og kon-
centrationen af adenosin-metabolitter i erytrocytter
var reduceret og holdt sig lav i resten af observations-
perioden. Samtidig steg det samlede antal af hen-
holdsvis T-, B- og NK-celler i blodet, og var efter tre ar
signifikant hgjere end for behandlingen. Hos fem pa-
tienter var antallet af T-celler over den normale nedre
grenseverdi. T-cellerne udviste proliferativt respons
mod mitogener og hos de fleste patienter ligeledes
mod candida, tetanustoksin og alloantigener.
Desuden kunne der pavises reaktivering af thymus’
aktivitet, idet der blev malt en stigning i antallet af
cirkulerende naive T-celler.

Alle patienter er i dag i live. De ni patienter, der
kunne evalueres, har faet det bedre, de kan omgas
andre mennesker og har feerre infektioner. To af pa-
tienterne har brug for behandling med PEG-ADA.
Den ene af disse fik den laveste dosis genmodifice-
rede stamceller, den anden havde inden forsggets
start autoimmun hemolytisk anemi og fik efter be-
handlingen autoimmun trombocytopeni. Denne pa-
tient fik efter f4 méneder genoptaget PEG-ADA-be-
handlingen og blev ikke yderligere evalueret.

De observerede bivirkninger var neutropeni,
som hos to patienter varede over 30 dage, trombo-
cytopeni, hypertension (en patient), centralt vene-
kateter (CVK)-infektion (to patienter), Epstein-
Barr-virus-reaktivering (en patient) og autoimmun
hepatitis (en patient). Der sds ingen tilfaelde af
leukeemi eller anden klonal ekspansion af de gen-
modificerede celler.

Hvorfor det denne gang er lykkes at opnd bedret
immunfunktion og vedvarende lav koncentration af
metabolitter hos otte ud af ti patienter, sé de ikke har
behov for enzymsubstitution, kan have flere arsager.
En drsag kan veere, at der i dette forsgg ikke blev givet
PEG-ADA samtidig. Den deraf fglgende hgjere kon-
centration af toksiske metabolitter giver en vekstfor-
del for de genmodificerede celler [6, 9]. Andre mulig-
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heder er brugen af mild konditionering, samt mere
effektiv genoverfgrsel [8].

GENTERAPI AF X-BUNDEN FORM

FOR SVAR KOMBINERET IMMUNDEFEKT

12000 troede man, at man succesfuldt kunne be-
handle en anden form for arvelig immundefekt med
genterapi, da Cavazzana-Calvo et al [10] i et forsgg,
der blev udfert i Paris, beskrev fuld immunrestitution
hos bgrn med den X-bundne form for SCID. Imidler-
tid udviklede fire af de ti behandlede patienter senere
T-celle-leukaemi. Analyse af de klonale celler tydede
pa, at en mulig drsag var vektorintegration i neer-
heden af LMO2-genet, der kan klassificeres som et
protoonkogen. Hos en patient var integrationen i
nerheden af et andet protoonkogen, CCND2. En

af patienterne dgde som fglge af leukeemien [11].
Lignende resultater er beskrevet i et forsgg, der blev
udfert i London [12]. I det forsgg udviklede en ud af
ti patienter leukaemi, og ogsa her sds integration naer
LMO2-genet [13].

VEKTORINTEGRATION

I forsgget med genterapi af ADA-SCID har Aiuti et al
[14] analyseret den retrovirale vektors integration i
bade de heematopoietiske stamceller og cellerne i det
perifere blod. Herved kunne man undersgge risikoen
for, at der senere vil opstd lignende alvorlige bivirk-
ninger som i forspget med X-bunden SCID. Man
fandt, at integrationen i genomet ikke er tilfaeldig.
Foretrukne steder er iser gentaette omrader, promo-
torer og hgjt udtrykte gener. Der er, ligesom ved X-
bunden SCID, fundet integration nar protoonkoge-
net LMO2 og gener, der styrer cellevaeksten, men det
har ikke resulteret i klonal ekspansion hos disse pa-
tienter.

Dette kunne tyde p4, at integration naer LMO2
ikke er tilstraekkelig til at medfere leukeemi, men at
yderligere mutationer eller andre pavirkninger er
ngdvendige [11, 13].

ARSAGER TIL LEUKZMIUDVIKLING VED X-BUNDEN
SERVERE COMBINED IMMUNODEFICIENCY
Hvorfor udvikling af leukaemi ses ved den X-bundne
form og ikke hos patienter med ADA-SCID er ikke en-
deligt fastlagt, men der kan veere flere forklaringer.
En arsag kan veere forskellen pé de indsatte ge-
ner [8]. ADA er et husholdningsgen, hvis genprodukt
indgar i purinmetabolismen [1]. Genet, der overfgres
ved X-bunden SCID er IL2RG, som koder for IL-2-re-
ceptorens y-keede [10]. Proteinet opreguleres ved T-
celleaktivering og inducerer T-celleproliferation, nér
y-keeden interagerer med receptoren for forskellige
cytokiner, dvs. at proteinet i sig selv kan give anled-

ning til hastig vaekst af T-celler [8]. Dave et al [15]
har beskrevet, at de @ndringer i ekspressionen af
IL2RG, der ses, nar dette udtrykkes af en vektor, der
er baseret pé retrovirus, kan have en sddan effekt pa
differentiering og vaekst af cellerne, at IL2RG-genet
bliver onkogent. Hvis en celle far genet integreret
neer et protoonkogen, som f.eks. LMOZ2, kan der vere
basis for, at IL2RG og LMO2 kan samarbejde om ud-
viklingen af leukaemi.

Ifglge en anden mulig forklaring, der er baseret
pa en reekke dyreforspg, er det sygdommen X-bunden
SCID i sig selv, der giver gget risiko for udvikling af
leukaemi efter genterapi. Det kan skyldes, at den hur-
tige ufysiologiske proliferation af genmodificerede
celler, der ses efter genterapien, kan give gget risiko
for ophobning af mutationer og klonal selektion.
Kombineres dette med integration naer et protoonko-
gen, gges risikoen yderligere [16].

KLONAL UDVIKLING VED

KRONISK GRANULOMAT@S SYGDOM

Endnu en immundefekt, der er blevet forsggt behand-
let med genterapi, er kronisk granulomatgs sygdom
(CGD). Denne sygdom skyldes mutation i et af de ge-
ner, der koder for et af de fire subunits i NADPH-kom-
plekset, hvilket resulterer i nedsat antimikrobiel akti-
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A. Plasmid med genet A
for enzymet adenosin-
deaminase (ADA) og
long terminal repeat-
sekvenser. B. Pakkecelle \L
med gener, der er ngd-
vendige for replikation.
C. Retrovirale vektorer
med ADA-gener produ-
ceret i pakkecellen.

D. Genoverfgrsel til pa-
tientens egen haemato-
poietiske stamceller ex
vivo. E. De genmodifice- C
rede celler infunderes. @ O@O
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Det er i et italiensk forsgg lykkedes at behandle patienter med den
arvelige immundefekt adenosin-deaminase (ADA)-svaer kombineret
immundefekt (SCID) med genterapi. Ud af de ti behandlede patienter
klarer otte sig uden enzymsubstitution.

| et tilsvarende behandlingsforsgg med en anden arvelig immunde-
fekt, X-bunden SCID, udviklede fem ud af 20 patienter leukeemi —
sandsynligvis pga. utilsigtet aktivering af gener omkring integra-
tionsstedet.

Ingen af ADA-SCID-patienterne viser tegn pa malign udvikling, men
ogsa ved disse patienter er der fundet integration nzer protoonkoge-
ner. Genterapimetoderne kan saledes stadig forbedres.

vitet i fagocytter pga. manglende produktion af
superoxider. En stor del af CGD udggres af den X-
bundne form, hvor genet, der koder for gp91P"*-sub-
unit’en er defekt [17].

Ott et al [18] beskrev i 2006 behandling af to pa-
tienter med CGD med konditionering med busulfan
og genterapi med murine retrovirale vektorer, der in-
deholdt genet for gp91°t>x, Hos begge patienter sés
genmodificerede celler i blodet med funktion af
NADPH, samt klinisk bedring. Dog sas ikke fuld im-
munrestitution, og den ene patient dgde efter 2,5 &r
af sepsis. Der var pa dette tidspunkt stort set ingen
gp31rhox-ekspression [17]. Hos begge patienterne
fandt man klonal ekspansion af myeloide celler efter
vektormedieret aktivering af vaekstfremmende gener.
Dette var ikke forventeligt, da man i forsgg med mus
ikke havde fundet lignende klonal ekspansion.

Hvorfor en sddan ekspansion kunne ses, er ikke
klarlagt, men det kan skyldes selve sygdommens og/
eller transgenets natur eller brugen af mobiliserede
CD34+-celler i stedet for celler, der er isoleret direkte
fra knoglemarven [8]. Det, der er mest mistenkt, er
dog brugen af en promotor, der virker meget effektivt
i heematopoietiske stamceller, og som derfor kan
vaere ansvarlig for aktivering af gener i naerheden af
integrationsstedet [18].

KONKLUSION

Genterapi af arvelig svaer kombineret immundefekt
har veeret lenge undervejs, og nyligt opnaede resul-
tater med genterapi af en af formerne, ADA-SCID, er
lovende. P& baggrund af tidligere forsgg med behand-
ling af X-bunden SCID, hvor der er set udvikling af
leukeemi pga. aktivering af gener omkring integra-
tionsstedet [11], er der lavet en grundig analyse af
vektorintegrationen hos ADA-patienterne. Ligesom
ved genterapi af X-bunden SCID blev der fundet inte-
gration ner protoonkogener, men dette har ikke givet
anledning til klonal ekspansion [14]. Det kan ikke pa

nuveerende tidspunkt afvises, at der vil komme lig-
nende alvorlige bivirkninger hos ADA-patienterne
[8]. En mulig forbedring, der kan gge sikkerheden, er
brug af forbedrede vektorer. Noget tyder pé, at vekto-
rer, der er baseret pa lentivirus, er mere sikre end de
hidtige benyttede vektorer, der er baseret pd murine
retrovirus, idet lentivirale vektorer integrerer mindre
selektivt omkring vigtige gener og dermed giver la-
vere risiko for utilsigtet genaktivering [19]. Sammen-
lignet med de gvrige behandlingsmuligheder for pa-
tienter med denne form for SCID, hvor der ikke kan
findes en HLA-matchende donor, er genterapi et al-
ternativ, der fortjener yderligere undersggelse og ud-
vikling [2, 8]. Behandlingen blev af det europzeiske
leegemiddelagentur, European Medicines Agency, i
2005 tildelt orphan drug-status.
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