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Bakslag for genterapi:

Tva fall av leukemi
| fransk studie

[['Véren 2000 rapporterade barnldkarna och immunologerna
Marina Cavazzana-Calvo och Alain Fischer frdn Paris i
Science om tva barn med svar kombinerad immunbrist
(SCID) som framgéngsrikt hade behandlats med genterapi
[1]. Detta skedde ganska exakt ett decennium efter de forsta
kliniska genterapifoérsoken i USA, och efter ménga ars hogt
stillda forvintningar var detta ett hett efterlingtat genom-
brott. Efter de forsta tva patienterna inkluderade forskargrup-
pen i Paris ytterligare barn i samma studie, med fortsatt fram-
gang i nistan samtliga fall. Resultaten for de forsta fem pati-
enterna rapporterades i detalj for knappt ett ar sedan i New
England Journal of Medicine [2]. Idag har sammanlagt tio
barn med SCID behandlats i Paris, och liknande studier har
paborjats pa andra stéllen i vérlden.

Fram till borjan av sommaren 2002 hade man inte sett nag-
ra odnskade effekter av den givna behandlingen, men nu har
man drabbats av en allvarlig biverkning som stiller denna nya
behandlingsform infor svéra problem. Tva patienter i den
franska studien har utvecklat leukemi, med storsta sannolikhet
som en foljd av behandlingen, vilket har lett till att kliniska
genterapiforsok i Europa och USA har stoppats tills vidare.

En hel grupp av ovanliga medfddda sjukdomar
Svér kombinerad immunbrist dr egentligen en hel grupp av
ovanliga medfodda sjukdomar med olika genetisk bakgrund.
I Sverige fods ett till tva barn per &r med svar kombinerad im-
munbrist. Den vanligaste formen, och den som forskarna i Pa-
ris koncentrerat sig pa, dr X-bunden och drabbar saledes nés-
tan undantagsvis pojkar. Vid X-bunden SCID saknas T-celler
och NK-celler, medan B-lymfocyter finns i normal eller 6kad
mingd. Barnen utvecklar ofta infektioner kort efter fodseln
och dor fore 1-arsdagen om de inte far behandling.

Allogen benmaérgstransplantation ar framgéngsrik om dia-
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Tva av de tio barn med svar kombinerad immunbrist
(SCID) som hittills framgangsrikt behandlats med gen-
terapi i ett franskt forsok har utvecklat leukemi, sanno-
likt som en foljd av behandlingen. Kliniska genterapi-
forsok i Europa och USA har stoppats tills vidare.

Det faktum att LMO2-genen tycks varainblandad i bag-
ge de aktuella leukemifallen &r anmarkningsvart. Man
spekulerar nu kring mojligheten av interaktion mellan
gammakedjan och LMO2 som en mdjlig mekanism
bakom leukemiutvecklingen.

Uppenbart ar att genterapiforskningen, som lange haft
bristande effektivitet i gendverféringen som huvud-
problem, nu maste satta sdkerhetsfragorna dverst pa
dagordningen.

Fakta

Retroviral vektor: deaktiverat retrovirus som anvinds
for att permanent fora in en gen (cDNA) i malceller.

X-SCID: kénsbunden svar kombinerad immunbrist.

Gammakedja: gemensam komponent i receptorerna for interleu-
kin-2, -4, -7, -9, -15 och -21, muterad vid X-SCID.

LMO2: gen pé kromosom 11, involverad i akuta leukemier
av T-cellstyp.
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A. Vid X-SCID foreligger en mutation i gammakedjan, en gemensam komponent i receptorerna
forIL-2,-4, -7, -9, -15 och 21, vilket leder till defekt T- och NK-cellsutveckling.

B. Vid genterapi av X-SCID férs en korrekt version av genen fér gammakedjan in i celler med
en retroviral vektor, vilket normaliserar NK- och T-cellsutvecklingen. Slumpméssig integration
av vektorn i eller ndra LMOZ2-genen har dock lett till malign T-cellsproliferation i tva fall.

gnosen stills tidigt och om det finns en ldmplig stamcellsdo-
nator (HLA-identiskt syskon) till patienten. Vid sen diagnos
och avsaknad av lamplig donator dr dodligheten i svara infek-
tioner hog.

Den genetiska defekt som orsakar X-bunden SCID &r en
mutation i den gen som kodar for ett protein som utgdr en ge-
mensam komponent (gammakedjan) i receptorerna for ett an-
tal interleukiner (IL-2, -4, -7, -9, -15 och -21). Interleukin-7
arnodvandigt for T-lymfocyternas utveckling, interleukin-15
for NK-cellernas. Denna defekt forklarar saledes bristen pa
dessa celler hos patienterna. Den gen som kodar for denna
gammakedja sitter p4 X-kromosomens langa arm. Andra for-
mer av svar kombinerad immunbrist beror pa andra genetis-
ka defekter, varav de flesta dr vil karakteriserade vid det hér
laget.

Vid genterapi av genetiska sjukdomar dr malet att fora in
en intakt kopia av den muterade genen i de celler dir den ut-
trycks och har en viktig funktion. Vid sjukdomar som paver-
kar det hematopoetiska systemet utgor ofta de blodbildande
stamcellerna malet for genterapin. Bakgrunden &r att om den
nya genen kan fas att integrera i stamcellernas kromosomer
kan den i bista fall uttryckas i olika blodceller under mycket
lang tid, kanske hela individens livstid. Detta beror pa stam-
cellernas forméga till bade sjdlvfornyelse och differentiering
till alla former av mogna blodceller.

For att fora in den nya genen i celler anvinder man sig av
ett deaktiverat retrovirus (en retroviral vektor). Denna vektor
kan binda till celler, internaliseras och fa den terapeutiska ge-
nen att integrera i malcellernas genom. Ett problem ar dock
att man med denna metod inte kan styra var i genomet integ-
rationen sker.

Alain Fischer och hans medarbetare skdrdade benmérgs-
celler fran de sjuka barnen, selekterade CD34-positiva stam-
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celler, odlade dessa i laboratoriet och exponerade dem for en
retroviral vektor med cDNA for gammakedjan. Dérefter gav
man tillbaka de behandlade cellerna till patienterna som en
intravends infusion utan nagon annan form av férbehandling.
Efter nagra veckor till manader svarade de flesta av patien-
terna genom att uppvisa stigande antal T-lymfocyter samt
NK-celler. Man kunde ocksé senare med olika analyser pa-
visa en normalisering av immunforsvaret hos patienterna,
som kunde ldmna isoleringen pa sjukhus och leva ett normalt
liv.

En av orsakerna till det goda resultatet var att forskarna
fick hjélp pé vigen av naturen. Vid denna sjukdom har de gen-
korrigerade cellerna en dverlevnadsfordel framfor icke-korri-
gerade celler. Aven om bara en minoritet av cellerna korrige-
ras in vitro expanderar de kraftfullt in vivo.

Stigande antal lymfocyter i perifert blod noteras

Fram till sommaren 2002 sag allt bra ut, men dérefter notera-
de man hos en av patienterna (nr 4 i serien) successivt stigan-
de antal lymfocyter i det perifera blodet [3]. Detta var cirka
tva och ett halvt ar efter den givna behandlingen. Senare ut-
vecklade patienten dven hepatosplenomegali och fortsatt sti-
gande antal vita blodkroppar till 300%10%1. Immunfenotyp-
ning visade att det rorde sig om en proliferation av gam-
ma—delta-T-celler. Behandling som vid akut leukemi inled-
des under mitten av hdsten.

Med hjalp av avancerad polymeraskedjereaktionsteknik
(PCR) kunde Christoph von Kalle och medarbetare i Frei-
burg, Tyskland, pavisa att alla celler i den maligna klonen
hade ett gemensamt integrationsstélle for vektorn. Detta visa-
de sig vara i en gen pd kromosom 11, LMO2. Denna gen &r
sedan tidigare kind for att vara inblandad i translokationer
som leder till akut lymfatisk leukemi av T-cellstyp, och genen
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ar da ofta 6veruttryckt [4]. Om LMO2 dveruttrycks i moss le-
der det till T-cellsmaligniteter.

Omedelbart fore jul noterade forskarna i Paris att ytter-
ligare en patient i studien (nr §) uppvisade stigande lymfo-
cytantal i det perifera blodet. Man kunde dven hos denna
patient diagnostisera ett snabbt férlopande lymfoprolifera-
tivt tillstand [5]. Remarkabelt dr att man ocksa i detta fall
kunde pavisa att vektorn integrerat i narheten av LMO2-
genen i de maligna T-cellerna [6].

Tillfalligt stopp for forsoken

Nér myndigheterna i USA och i de flesta europeiska lander
fick kinnedom om det forsta leukemifallet beslutade man om
ett &tminstone tillfalligt stopp for genterapiférsok av samma
karaktdr som den franska studien. I Sverige stoppades tre kli-
niska protokoll i avvaktan pa vidare analys. Nér det andra
leukemifallet blev kint stoppade Food and Drug Administ-
ration (FDA) i USA alla kliniska forsok dér retrovirala vek-
torer anvinds for att fora in gener i hematopoetiska stam-
celler.

Redan nir de forsta kliniska genterapiforsoken med retro-
virala vektorer utfordes for mer 4n tio ar sedan insdg man pé
teoretiska och experimentella grunder att det fanns en risk for
att vektorer skulle kunna integrera pa olampliga stéllen och i
vérsta fall bidra till malignitetsutveckling. I de kliniska studi-
er som utfordes under 199o-talet runt om i virlden sdg man
dock aldrig detta hinda i praktiken. Inte heller i musforsok
blev detta ett reellt problem forrdn nyligen, dd Baum och med-
arbetare i ett musforsok noterade utveckling av akut myeloisk
leukemi hos sekundidra mottagare av genetiskt modifierad
benmairg [7].

Det faktum att LMO2-genen tycks vara inblandad i bagge
de aktuella leukemifallen &r anmérkningsvirt. Man spekule-
rar nu kring méjligheten av interaktion mellan gammakedjan
och LMO2 som en mdjlig mekanism bakom leukemiutveck-
lingen. von Kalle och medarbetare avser att analysera prov
fran samtliga patienter i virlden (cirka 15 fall) som genom-
gatt genterapi for X-SCID med avseende pa vektorintegration
iellerindrheten av LMO2. Den kraftiga proliferationen av de
genmodifierade cellerna vid X-SCID har troligen ocksa bi-
dragit till det intraffade.

Det ar vidare virt att notera att det 4r de tva yngsta bar-
nen i den franska studien som drabbats. En fraga dr om den
laga aldern vid behandling har haft betydelse for det intraf-
fade.

Fragor om framtiden

Hur skall man da stélla sig till fortsatta genterapistudier? Den
huvudfraga som forskare och myndigheter méaste férsoka be-
svara dr huruvida det intréffade dr specifikt for den franska
studien, dvs beroende pa X-SCID, signalering via gamma-
kedjan och/eller det anvénda vektorsystemet, eller om proble-
met géller alla former av genterapi dir vektorer med forméga
att integrera anvinds for att manipulera stamceller. Prelimi-
nért ser problemet ut att vara relaterat till det aktuella proto-
kollet.

Det definitiva svaret pa denna fraga blir dock mycket vik-
tigt for hur man skall se pa framtida genterapistudier. Darfor
har ett intensivt arbete initierats for att i detalj studera de mo-
lekyldra mekanismerna i de aktuella leukemifallen. Troligen
ar det dock bara fortsatt noggrann langtidsuppf6ljning av pa-
tienterna i denna och andra liknande studier som kommer att
kunna ge oss en klar bild av hur stor risken for allvarliga bi-
verkningar &r. I de aktuella fallen har det tagit mer &n tva ar
innan biverkningarna visat sig. Vi vet inte om ytterligare fall
dyker upp med dnnu ldngre latenstid. Ett problem med biverk-
ningar som upptrider efter sa lang tid &r att de sdllan kan av-
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sl6jas i de prekliniska experiment och djurforsok som maste
utforas innan patientstudier inleds.

Sikerhetsfragorna dverst
Vad giller fortsatta kliniska studier maste patienternas siker-
het sjalvfallet alltid komma i forsta hand. Det som hént kra-
ver noggrann analys och vérdering av riskerna. Vid sjukdo-
mar dér alternativ behandling existerar ar det fér narvarande
inte rimligt att fortsitta pagaende studier eller initiera nya pro-
tokoll dér integrerande vektorer anvénds for att genmodifiera
stamceller. Vid allvarliga livshotande tillstand, dir alternativ
behandling saknas eller behandlingen ar férenad med hog
mortalitet, anser vi dock att fortsatta kliniska forsok efter en
noggrann vérdering av risk kontra nytta for den enskilde pa-
tienten kan vara beréttigade. Vad vi kdnner till finns dock for
nirvarande inte ndgra definitiva planer pé kliniska genterapi-
forsok vid SCID eller annan genetisk sjukdom i Sverige.

Uppenbart ar att genterapiforskningen, som lidnge haft
bristande effektivitet i gendverforingen som sitt huvudpro-
blem, nu maste sitta sikerhetsfragorna dverst pa dagordning-
en. Vi kan forutse ett intensivt arbete med att utveckla nya,
sakrare vektorsystem samt intensifierad grundforskning, med
malet att ge oss dkad forstaelse for stamcellers funktion. For-
hoppningsvis kan dessa insatser ldgga grunden for framtida
effektiv och siker genterapi.

*

Potentiella bindningar eller javsforhallanden: Inga uppgivna.
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