Parkinson

Genterapi

Utvecklingen av genterapi har
pagatt under flera decennier,
men férst nu kan man se
positiva kliniska resultat. Som
behandling av Parkinsons
sjukdom ar forskningsomradet
pa stark frammarsch och
tekniken dppnar vag for for-
battrad behandling. | denna
artikel ger Carl Rosenblad,
med dr och specialistldkare i
neurologi vid Skanes universi-
tetssjukhus, Lund, en dversikt
om dagens kunskapslage.

“"Utvecklingen har pagatt
under tre decennier men
det ar férst nu som de forsta
positiva kliniska resultaten
med genterapi borjar
skénjas.”



vid Parkinsons sjukdom

Genterapi utgor ett samlingsbe-
grepp for ett flertal olika behandlings-
metoder dir den gemensamma nimna-
ren ir att introducera genetiskt material
med en terapeutisk effekt i patienten.
Det 6verforda genetiska materialet i sin
tur kodar for proteiner eller RNA med
olika effekter i kroppen. Det kan vara
enzymer, proteiner med effekt pa cello-
verlevnad och regeneration (tillvixtfak-
torer), transkriptionsfaktorer m.m. Vid
monogenetiska sjukdomar kan det tera-
peutiska materialet till exempel vara en
korrekt kopia av en defekt gen. Vid an-
dra typer av sjukdomar dir den gene-
tiska bakgrunden ir oklar, kan det ge-
netiska materialet hjilpa till att motver-
ka sjukdomsprocesser eller verka sym-
tomlindrande. Utvecklingen har pigitt
under tre decennier men det ir forst nu
som de forsta positiva kliniska resulta-
ten med genterapi borjar skénjas. Till
exempel har man kunnat dterskapa en
13g men kliniskt signifikant nivd av fak-
tor IX vid hemofili, sd att patienterna
kunnat minska eller i vissa fall helt av-
sluta sin behandling med faktorkoncen-
trat.' Man har ocksa forbittrat synen hos
patienter med Lebers kongenitala
amauros genom tillférsel av en icke-de-
fekt kopia av RPE65-genen.” Genom att
med genterapi modifiera T-celler s3 att
de uttrycker en alternativ antigen-recep-
tor har man lyckats uppnd ldngtidsre-
mission hos patienter med behandlings-
refraktir akut lymfatisk leukemi.’
Ocksa vid olika neurologiska sjuk-
domstillstdnd sker utveckling av gente-
rapibehandlingar. Vid Parkinsons sjuk-
dom ir forskningsomridet pd stark
frammarsch och till dags dato har éver
200 patienter med Parkinsons sjukdom
erhallit genterapibehandling inom ra-
men for olika kliniska studier. Vid dessa

har man tillfért gener kodande for till-
viixtfaktorer™, olika enzymer som del-
tar i bildandet av dopamin (den signal-
substans som dr mest sinkt vid Parkin-
sons sjukdom)®* eller den inhibitoriska
signalsubstansen GABA™".

HUR GAR BEHANDLINGEN VID GENTE-
RAPI TILL?

De flesta behandlingsmetoder anviinder
sig av modifierade virus, s.k. rekombi-
nanta virus, som birare av de gener
man vill leverera. Dessa kan sedan ges
lokalt genom injektion eller systemiskt
beroende pd var man énskar sin effekt.
Det rekombinanta viruset ir forindrat
1 sina egenskaper sd att de inte ska kun-
na foroka sig eller sprida sig och inne-
héller inte sina vanliga sjukdomsalst-
rande egenskaper utan har endast kvar
sin formdga att infektera en cell och dir
limna 7sitt” genetiska material, det vill
siga de gener vars terapeutiska egenska-
per man vill tillféra. Manga olika typer
av rekombinanta virus (s.k. vektorer)
har utvecklats for experimentell an-
vindning i laboratorier, men den vektor
som kommit lingst nir det giller kli-
nisk anvindning ir rekombinant ade-
no-associerad virus (rAAV) som tillhér
gruppen parvovirus. Man kinner idag
inte till ndgra sjukdomar som den na-
turligt fsrekommande formen av denna
virustyp ger upphov till hos minniskan.
Den har visat sig ha flera goda egenska-
per f6r anvindning i nervsystemet si-
som formaga att infektera nerveeller och
inte integrera i genomet, vilket bidrar
till en god sikerhetsprofil d& det mini-
merar risken fér uppkomst av oonskade
tumorer genom si kallad insertionsmu-
tagenes. Men kanske viktigast av allt dr
att de har formigan att bibehilla sitt
genuttryck under 1ng tid. I studier pd

primater dir man injicerat rAAV-
AADC (ett enzym som omvandlar
dopa till dopamin; se Figur 1) har man
sett att uttrycket av AADC varit aktivt
och miitbart upp till 8 &r efter injektion
i putamen'', och hos patienter med Par-
kinsons sjukdom har man pd motsva-
rande sitt kunnat mita uttrycket av
AADC 4 ir efter injektion av rAAV-
AADC"”. Férmdagan till 1dngvarigt
genuttryck bedéms vara kliniskt viktig
vid behandling av t.ex. neurodegenera-
tiva tillstind som stricker sig over
manga ar.

Nir det giller genterapi i CNS inji-
ceras vektorerna med sitt genetiska ma-
terial lokalt 1 hjirnan. Injektionen gors
med stereotaktisk operationsteknik, vil-
ket dr en vanlig neurokirurgisk teknik
som anvinds till exempel for att placera
in elektroder vid behandling med DBS
(deep brain stimulation). Nir vektorn
deponerats 1 hjirnan dir man énskar att
de aktuella generna skall verka och ut-
ova sin terapeutiska effekt, infekteras
celler i ndromradet (inom ndgon centi-
meter) frin injektionsstillet. Vid Par-
kinsons sjukdom har man anvint puta-
men och substantia nigra som méilom-
rdden da det dr i dessa strukturer bristen
péd dopamin ir som storst och som man
bedomer ir centrala f6r uppkomsten av
framfor allt minga rérelsesymtom vid
Parkinsons sjukdom.

ENZYMER VERKSAMMA | DOPAMIN-
SYNTESEN

Ett omride dir mycket utveckling for
nirvarande sker, dr de behandlingar som
riktar in sig pd genterapi av enzymer
verksamma i ett eller flera steg av dopa-
minsyntesen. Med dessa hoppas man
kunna dterstilla en basal nivd av dopamin
1 de omraden av hjirnan dir detta redu-

neurologi i sverige nr3-15 45



Parkinson

Normal DA-syntes

BH, @

MD
OH NHg

Tyrosine

\.. ________ A
\4 ‘\
Tyrosine * TH -
e /"
4 ,'

N
A

H V\
Tyrosine S

N

DA-syntes fran peroral L-DOPA behandling vid PS

Peripheral
L-

Kontinuerlig DOPA-syntes m.h.a. genterapi

.
g
OH' NH,.

DOPA

|
OH, NH,
-~
DA

D

DOPA

Figur 1. Schematisk teckning av de enzymer som behdvs vid bildning av dopamin (A). Ty-
rosin hydroxylas (TH) &r forsta stegeti omvandlingen av aminosyran tyrosin, och for sin
funktion behéver TH ko-faktorn tetrahydrobiopterin (BH4) vilket bildas av GTP-cyklohy-
drolas 1 (GCHT1). Aromatisk aminosyradekarboxylas (AADC) konverterar slutligen dopa
tilldopamin. Fran klinisk erfarenhet vet man att eftersom l-dopa fungerar som medicin pa
manniska sa finns en resterande AADC-kapacitet i hjarnan &ven hos patienter med langt
framskriden Parkinsons sjukdom. (B) Vid Parkinsons sjukdom kan bortfalleti dopamin

ersattas genom peroral L-dopa som sedan

av AADC i kvarvarande monoaminerga ter-

minaler omvandlas tilldopamin. (C) Genom att med genterapi tillféra TH och GCH1 kan
man skapa en kontinuerlig tillférsel av dopa lokalt i hjarnan.

Reproducerad efter Carlsson et al. Restoration of the striatal dopamine synthesis for
Parkinson’s disease: viral vector-mediated enzyme replacement strategy. Curr Gene

Ther 2007; 7(2):109-20.

cerats som en konsekvens av den neurod-
egenerativa processen. Figur 1 illustrerar
de enzymer som behdvs 1 omvandlingen
av aminosyran tyrosin till dopamin och
baserat pd denna modell har flera olika
tinkbara terapier beforskats. I en nyligen
publicerad klinisk studie har franska och
brittiska forskare rapporterat att man be-
handlat 15 patienter med en vektor som
bir pd alla de tre gener som behévs for
dopaminproduktion (TH, GCHI och
AADC; se Figur 1). Denna vektor
(ProSavin®) har man injicerat i putamen
hos patienter med fluktuerande behand-
lingssvar pd sedvanlig peroral likeme-
delsbehandling och dessa har sedan foljts
under 12 minader.® Nir man miitt pa-
tienternas motoriska funktion med hjilp
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av UPDRS (del III) s har denna varit
signifikant férbittrad vid 6 och 12 ména-
der efter behandlingen.

En liknande metod som till stor del
forskats fram och nu ir under utveck-
ling i Lund syftar till att leverera tvd ge-
ner, tyrosin hydroxylas (TH) och GTP-
cyklohydrolas 1 (GCHI)."” Dessa tva ge-
ner kodar fér enzymer som dr nédvin-
diga for bildandet av DOPA, vilket
motsvarar L-dopa i den vanliga farma-
kologiska behandlingen av Parkinsons
sjukdom (Figur 1B och 1C).

BRISTER HOS DAGENS TABLETTBE-
HANDLING

Men varfor dd anvinda en komplicerad
procedur som genterapi for att skapa

dopa som vi redan idag kan f3 i tablett-
form? De mdnga drens erfarenhet av
klinisk anvindning av peroral L-dopa
gor att det idag finns vilgrundad kun-
skap om sdvil dess effekter som dess
brister och tillkortakommanden, och
vilka forbittringar i behandlingen man
skulle vilja uppna. Kliniskt dr det fram-
for allt tvd aspekter man hoppas kunna
forbittra med hyélp av genterapi och som
bedéms vara viktiga f6r hur bra behand-
lingseffekten med dopa under ling tid
blir. Det ena ir de fluktuationer 1 det kli-
niska behandlingssvaret, s.k. on-off-
fluktuationer, som manga patienter upp-
lever besvirande. Hir kan genterapi ge
en jimn kontinuerlig tillférsel av dopa
istillet for de svingande blodkoncentra-
tioner man fir vid tablettbehandling.
Det andra ir de ofrivilliga rérelser, s.k.
dyskinesier, som ofta utvecklas efter
ménga rs behandling med peroralt L-
dopa. En tredje méjlig férdel med gen-
terapi ir att behandlingen blir anato-
miskt begrinsad till de omriden av hjir-
nan dir dopaminbristen dr mest uttalad.
Dirigenom undgdr man att behandla
ovriga kroppen och hjirnan med dopa
vilket kan vara fordelaktigt ur en biverk-
ningssynpunkt, ndgot som dock ir svirt
att utvirdera mer systematiskt innan
man genomfor kliniska prévningar.
Experimentellt har forskarna i Lund
genomfort en serie experiment dir man
studerat dessa aspekter. Hos djur med
liga dopaminnivier i striatum (motsva-
rande nc. caudatus och putamen hos
minniska) och dtféljande parkinsonlik-
nande symtom, kan man dterskapa en
dopaminsyntes i basala ganglierna ge-
nom tillférsel av TH/GCHLI. Detta le-
der isin tur till effektiv lindring av dop-
aminavhingiga symtom. Ett av dessa
experiment illustreras i Figur 2A dir
man ser en dosberoende normalisering
av den motoriska férmagan under ett
antal veckor efter tillférsel av TH/
GCHI." Vidare har man pd djur som
utvecklat dyskinesier efter L.-dopabe-
handling sett att om man behandlar
djuren med TH/GCHI si minskar
mingden dyskinesier som uppkommer
efter en ny peroral dos av L-dopa vilket
illustreras i Figur 2B."” Resultatet fore-
faller ndgot paradoxalt eftersom man
ger dubbla behandlingar (dopa genom
genterapi OCH peroralt L.-dopa) men
forklaringen star sannolikt att finna i



A Corridor test

1001 @ TH-GCH1:1E11
@ TH-GCH1:1E10
@ TH-GCH1:5E9

O TH-GCH1:9E8

M Intact controls
[ Les-Sham
[ GCH1-GCH1

Left retrievals (% of total)

Weeks post-AAV

B
600+ . [ Les-Ctrl (Drug-naive)
1 B Les-Ctrl
1 O GCH1
500 - ! @ TH+GCH1

1
]

b

o 400 - 1

g 1

s 1

= _b 1

= 300 .

o] 1

(] 1

® 200 - 1

-

o 1

o 1 *

o

£ 100 1 .
1
1

o 1 {1} T i, T T
Pre T 4 8 12
Weeks

Viral injection

Figur 2. (A) Vid genterapi med TH och GCH1 (rAAV-TH/GCH]1) har man visat att motoriska
symtom orsakade av dopaminbristi putamen/nc. caudatus kan minskas eller helt nor-
maliseras pa ett dosberoende satt under veckorna efter behandlingen. Med 6kande
méangd rAAV-TH/GCH1 (relativ dos 1x, 5x, 10x, 100x) sker normaliseringen av funktionen
snabbare. Den streckade linjen (vid 50) representerar normalt varde och 0 utgdr en total
avsaknad av funktion i den "parkinsonistiska” sidan. (B) Samtidigt som symtomen lindras
minskar mé&ngden L-dopa inducerade dyskinesier, matt som AIM score, efter genterapi
med TH/GCH1. Hos férséksdjur med etablerad L-dopa-inducerad dyskinesiinnan be-
handling med TH/GCHT1 (pre) sdg man en gradvis minskning av AIM score under veck-
orna efter behandling med TH/GCH1 (TH+GCH]1), nagot som inte sags i kontrolldjur (Les-
ctrlresp. GCHT1). Djur med dopaminbrist men utan tidigare exponering fér L-dopa visade
som férvéantat heller ingen dyskinesi (Les-ctrl drug-naive). (*) Signifikant skiljt fran icke-
behandlade kontroller.

Grafen 2A &r gjord efter Cederfjéll et al. Continuous DOPA synthesis from a single AAV:
dosing and efficacy in models of Parkinson’s disease, Sci Rep 2013; 3:2157; och 2B &r gjord
efter Carlsson et al. Reversal of dyskinesias in an animal model of Parkinson’s disease by
continuous l-dopa using AAV vectors, Brain 2005; 128:559-569.

den kontinuerliga tillférsel man uppnér
med genterapi och att detta normalise-
rar mingden dopaminreceptorer. [ stu-
dier dir man med PET-teknik under-
sokt inbindningen till dopaminrecepto-
rer har man sett en normalisering av
den receptorsupersensitivitet som annars
uppstdr vid dopaminbrist.”” Den nya
metoden ir for ndrvarande under ut-
veckling och férhoppningen ir att snart
framéver kunna prova den dven pd pa-
tienter med Parkinsons sjukdom.

VILKEN PLATS KAN GENTERAPI FOR-
VANTAS FA | KLINIKEN?

Svaret pd denna friga beror givetvis, som
for alla likemedel som utvecklas, pd en
kombination av effektprofil och siker-
hetsprofil. Nir det giller siikerhetsprofi-
len sd har det, frin de drygt 200 parkin-
sonpatienter runt om 1 virlden som inom
ramen for olika kliniska studier erhéllit
genterapi, inte rapporterats nagra allvar-
liga biverkningar orsakade av vektorn
(rAAV- och rEIAV-vektorer har testats).
Man har heller inte sett nigra allvarliga
oviintade biverkningar av de terapeutis-
ka gener som man hittills testat. De bi-
verkningar man som regel sett ir relate-
rade till operationen och forefaller it
minstone 6versiktligt likartade det man
ser vid DBS-operationer. Patienterna i
de forsta studierna opererades for 7-8 ar
sedan, sd det bérjar nu ocksd finnas
lingtidsinformation och fler patientdr
med genterapi dn vad som hittills publi-
cerats. P4 samma siitt som DBS, forviin-
tas genterapi heller inte vara en forsta
linjens behandling, dtminstone inte sd

“"Har kan gente-
rapi ge enjamn
kontinuerlig till-
forsel av dopa
istallet for de
svangande blod-
koncentrationer
man far vid ta-
blettbehandling.”
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Parkinson

“Nar vektorn deponerats i hjarnan dar
man Onskar att de aktuella generna skall
verka och utdva sin terapeutiska effekt,
infekteras celler i ndromradet (inom
ndgon centimeter) fradn injektionsstallet.”

linge det idr friga om en symtom-
lindrande behandling pd samma sitt
som L-dopa och annan farmakologisk
behandling idag. Skulle man framéver
diremot finna gener vars genprodukter
fungerar bromsande pd sjilva sjukdoms-
processen kan det istillet bli aktuellt
med genterapi som forsta linjens be-
handling for att pd sd sitt bryta sjuk-
domsprocessen sé tidigt som majligt.
Genterapi vid Parkinsons sjukdom ir ur
ett kliniskt perspektiv dnnu 1 sin linda,
men den tekniska utvecklingen for filtet
oppnar for nya och forbittrade behand-
lingsméojligheter. Genom en kontinuer-
lig och lokal tillf6rsel av ett terapeutiskt
protein/enzym etc. finns méjligheten att
péverka biologiska/patologiska proces-
ser pd ett sitt man tidigare inte kunnat.
I ett vidare perspektiv bor dven gente-
rapi, som har férdelen av att kunna le-
verera en terapeutisk faktor till ett litet
begrinsat omride under lang tid, erbju-
da ménga méjligheter niir man utveck-
lar nya skriddarsydda biologiska like-
medel f6r behandling av olika neurolo-
giska tillstind ddr man endast vill nd
smd kirnor/regioner och skiftande
funktioner intrakraniellt.
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