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Hemofiiliahaigete geeniteraapia1
Arthur R. Thompson®

Kokkuvote

Praegu uuritakse mitmeid VIII ja IX hiiiibimisfaktori geenide iilekandmise viise. Siiani
tikski tehnika ei ole osutunud teistest paremaks, ent hiiiibimisfaktori siinteesimisel on
kiillaltki edukas olnud vektorite (geneetilist materjali transportivad viirused) viimine
katseloomade organismi, mis on andnud alust kaalutleda katseid inimestel molema
hiitibimisfaktoriga. Viimase kiimne aasta jooksul on mitmed laboratooriumid selles vallas
oma panuse andnud. Esialgu katsetati VIII ja IX faktorit kodeeriva DNA (cDNA) viimist
kultuuris ehk katseklaasis kasvatatud rakkudesse, mis hiljem viidi tagasi looma organismi.
Kahjuks tootsid muundatud rakud hiitibimisfaktorit kehavdliselt (kultuuris) paremini.
Seejdrel prooviti cDNAd sisestada vektoritesse, mis manustati otse looma veresoonde voi
lihasesse. Saavutatud edu ei olnud siiski piisav — valku kiill siinteesiti, kuid kas ebapiisavas
koguses voi liihikest aega (moni kuu). Alles viimase aasta jooksul on ilmnenud
lootustandev edu vektoritega, mis Ilubab kavandada katseid inimestel. Kdesolev
monograafia teebki kokkuvotte neist hiljutistest saavutustest, mis toendoliselt viivad
kliiniliste katseteni inimestel.

Sissejuhatus

Geeniteraapia voimaldaks hemofiiliahaigel pidevalt siinteesida vajalikku hiitibimisfaktorit
ise ja korrigeerida haigel puuduoleva hiitibimisfaktori defitsiit. Selline ravi oleks teatud
mottes vorreldav maksa siirdamisega. Erinevus seisneb selles, et geeniteraapias
kasutatakse inimese enda rakkudesse geneetilise materjali {ile kandmist ehk
transduktsiooni, s.t. tookorras geeni lisamist rakule. Sellisel juhul poleks vaja kasutada
immunosupressiooni ja vilditakse selle toksilisust, mida liheb aga vaja pirast organi
siirdamist, véltimaks organismi &dratduke reaktsiooni vOdrale organile. Geenililekande
pohielementide — vektorite ja mirklaudrakkude kohta on kirjutatud palju iilevaateartikleid
(Brownlee, 1995; Chuah jt, 1998; Connelly & Kaleko, 1997; Eisensmith & Woo, 1997; Herzog &
High, 1998; Kurachi & Yao, 1993; Miller, 1997; Thompson, 1995; Verma, 1990).

Eristada tuleb geeniteraapiat, mille eesmirgiks on muuta peremeesorganismi rakke, teistest
eksperimentaalsetest meetoditest, mille eesmérgiks on saada transgeenseid ehk endale
mitteomaste geenidega loomi. Sellised loomad on vdimelised geneetilisi muutusi edasi
andma ka jirglastele, sest muutused toimuvad koigis rakkudes, sealhulgas muna- ja
seemnerakkudes. Inimeste IX hiitibimisfaktorit slinteesiva transgeense lamba aretamiseks
sisestati IX faktorit kodeeriv DNA lamba loote sidekoe rakukultuuri ning rakkude tuumad
sisestati lamba munarakkudesse. Kui munarakud viljastati ja rakud paljunesid emakas,
stindisid transgeensed lambad, kelle kdigis kudedes oli inimese IX hiilibimisfaktori geen
(Schnieke jt, 1997). Arvatakse, et tdiskasvanud uted eritavad IX hiiiibimisfaktorit ka
piimaga, seega tuleks méddrata piimas hiitibimisfaktori tase.

Teine geenililekandest erinev meetod on geenide parandamine. Siinteetilised RNA/DNA
oligonukleotiidid, mis on moeldud rottide IX hiitibimisfaktori geenis punktmutatsiooni
tekitamiseks, suutsid IX faktori geene osaliselt muuta nii, et rottidel ilmnes hemofiilia B
sarnane haigus (Kren jt, 1998). See lubab arvata, et geneetiliste haiguste, kaasa arvatud
hemofiilia ravis peaks olema vdimalik kasutada DNA parandamist organismis. Kuna
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erinevates perekondades esinevad hemofiiliat pdhjustavad mutatsioonid on erinevad ning
paljud neist on keerulisemad kui muutus ainult iihes DNA nukleotiidis (DNA
struktuurielement, hemofiiliat voib pdhjustada erinevus ainult iihes tuhandetest DNA
struktuurielementidest geenis), siis normaalse geeni lilekandmine rakku geeniiilekandega
leiaks haigete ravis mérksa laialdasemat rakendust. Veelgi enam, hiljuti saavutatud edu
viirusvektorite viimisel hemofiilia haigusega katseloomadesse niitab, et selline meetod on
kodige usutavam, tagamaks terapeutilise koguse hiilibimisfaktori piisiva tootmise.
Katseloomadeks on olnud hemofiiliat pddevad koerad, kellel on tekkinud loomulikul teel
mutatsioonid ja seejirel nende jarglased erinevatest kolooniatest, ning hiired, kellel kutsuti
hemofiilia esile VII vdi IX  hiilibimisfaktori  geenide  véljaliilitamisega
(geenipuudulikkusega hiired) (vt Herzog & High, 1998).

Geeniteraapias kasutatavad vektorid

Geeniteraapias kasutatakse DNA viimiseks rakku transduktsiooni: kontrollitud protsessi,
mida vahendatakse vektoritega voi kandjatega, mis kinnituvad raku pinnale ja aitavad
DNA-I rakku siseneda. Meetod erineb transfektsioonist, mille korral rakumembraanid
16hutakse ja DNA sisestatakse rakku fiiiisilisel voi elektrokeemilisel teel. Geeniteraapias
kasutatavad vektorid on tavaliselt osa viiruse nukleiinhapete pdhijéirjestusest, sest need on
edukamad kui praegu teadaolevad mitteviiruslikud preparaadid. Siilitatakse vaid see
viiruse nukleiinhapete osa, mis on vajalik tagamaks rakule kinnitumist ja rakku sisenemist.
Tabelis 1 kirjeldatakse hemofiilia raviks kasutatavaid olulisemaid vektorite siisteeme, mis
on loomkatsetel andnud lootustandvaid tulemusi. Kéesoleva iilevaate viimane osa kisitleb
nende kasutamisvoimalusi kliinilistel katsetel.

Tabel 1. Hemofiilia A ja hemofiilia B haiguse geeniteraapias kasutatavad vektorid

Vektor Nukleiin- Eelised Puudused Faktor, Viited
hape manustamine,
loom(ad)*

Retroviirus (RV) | RNA e DNA tdhus | ¢ v&ib muutuda | IX, vérativeeni | Kay jt,
viimine vahki kaudu, HB | 1993.
rakkudesse, tekitavaks haige koer; Green-
integreerub geeniks, VIII, veeni, | gard jt,
genoomi, siseneb kitilik 1998
plsiv  valgu suvalisse
tootmine rakku,

soltub  raku
pooldumisest

Adenoviirus DNA DNA viimine immuuvastus | IX, veeni, HB | Kay jt,

(AV) jagunematutes viiruse vastu, | haige koer; 1994,
se rakkudesse, ei integreeru | VI, veeni, | Connelly
mahutab suure peremeesraku | geenipuudu- jt, 1998
hulga DNAga, likkusega hiir
kodeerivat valgu
DNAd, liihiajaline
suures tootmine
koguses valgu
tootmine

Adeno- DNA DNA mahutab vaid | IX, lihasesse, | Herzog

assotsieerunud integratsioon piiratud geenipuudu- jt, 1999

viirus (AAV) peremees- pikkusega likkusega hiir ja | Snyder
rakkude kodeerivat HB haige koer; | jt, 1999
DNAga DNAd, IX, wviérativeen,
(hilinenud), geenipuudu-




e Piisiv valgu | ¢ voimalik likkusega hiir ja
tootmine geenijirjestuse | HB haige koer
muutus
ohtlikuks
viiruseks

* vt lilevaateartiklid (nt Thompson jt, 1995)' HB- hemofiilia B

Retroviirusvektorid

Algusaastatel ~ kasutati  geeniteraapias  jagunevate  rakkude  transduktsiooni
retroviirusvektoritega koekultuuris (vt Thompson, 1995) ning muundatud rakud siirdati looma
organismi tagasi. Paljud erinevat tiiiipi rakud tootsid valku kultuuris palju enam kui peale
transplantatsiooni elusorganismis, kus valgu silintees oli lithiajaline. Nende probleemide
tottu piiiiti leida tdhusamaid mooduseid, kuidas saaks vektoreid viia otse elusorganismi ja
mdjutada rakke organismis.

Retroviirusvektorite manustamisel hemofiilia B haigusega koerale pohjustas IX
hiiibimisfaktori siinteesi enam kui kahe aasta jooksul, kuid liiga madalas
kontsentratsioonis, et korrigeerida veritsusi. Kuna vektorina kasutatavad retroviirused
vajavad jagunevaid rakke, siis selliste rakkude arvu suurendamiseks, eemaldati kirurgiliselt
kuni 2/3 maksast.

VIII hiitibimisfaktori uurimisel on leitud kiililikutel suurenenud inimese VIII
hiitibimisfaktori tootmine, kui neile manustati retroviirusvektorisse sisestatud VIII
hiiiibimisfaktori cDNA, millel puudus info VIII faktori B-osa tootmiseks’. Siintees piisis
moned néddalad, kuigi hiilibimisfaktori aktiivsust ei olnud vdimalik hinnata, sest kiiiiliku
organism tootis inimese VIII hiilibimisfaktori vastaseid antikehi, mis inhibeerisid
stinteesitud hiilibimisfaktorit. Selles katses toestati, et VIII hiilibimisfaktor ringleb
organismis nagu immuunkompleks (Greengard jt, 1998). Kuna RNA retroviirusvektoritesse
saab sisestada vaid piiratud pikkusega DNA, siis on kasutatud peamiselt B-osata VIII
hiitibimisfaktori geneetilist cDNAd, sest see on tavalisest umbes 2/3 lithem. Kliinilistes
katsetes on B-osata VIII hiilibimisfaktori valgu preparaat (eraldatakse transfektsiooniga
muundatud koekultuurist) osutunud sama heaks kui tdispikk VIII hiitibimisfaktor nii
hiiiibimisfaktori taseme taastamisel hemofiiliahaigetel, nende elulemuse ning veritsuste
ravis ja profiilaktikas (Kessler jt, 1998; Lusher jt, 1998). Kahjuks VIII hiitibimisfaktori taset
el saa kiililikutel tdpselt mddrata. Kuivord immuunreaktsioon on mojutatud liigilistest
erinevustest tuleb méiédrata transgeenide abil (nt. hiire VIII faktori manustamine
hemofiiliahaigele geenipuudulikkusega hiirele voi koera VIII faktori manustamine
hemofiiliahaigele koertele). Selliste katsete jaoks on aga vaja esmalt optimeerida kuivord
suur osa B-osast voib olla eemaldatud VIII hiiiibimisfaktorist.

Eri retroviirusvektorid mdjutavad erinevat tiilipi rakke. Vanemad retroviirused suudavad
siseneda vaid jagunevatesse rakkudesse, aga lenti-retroviirused, nagu inimese
immuunodefitsiidi viirus (HIV), suudavad mdjutada ka puhkavaid rakke. Inimese
lentiviirusvektorid suudavad sisestada DNAd ka maksa ja lihaste jagunematutesse
rakkudesse (Kafri jt, 1997). Vektorid, mis suudavad siseneda nii puhkavatesse kui
jagunevatesse rakkudesse, on palju tdhusamad ja peaksid tagama hiitibimisfaktori kdrgema
tootmise.

3 Ule kolmandiku VIII faktori geenist ja valgust moodustab keskne B-osa, mille eemaldamine ei mojuta
valgu funktsiooni.



Hemofiiliat pohjustavate geenide ja mdningaid HI-viiruse sarnaseid osi sisaldava vektori
turvalisuse uuringud on kédimas, kuid kogemusi lentiviirusvektoritega on siiani vihe.
Vastupidiselt on aga palju kogemusi védhihaigete ravis, kus manustati mitte-lenti-
retroviirusvektoreid, mis sisaldasid erinevaid ¢cDNAsid. Uuringud on ndidanud, et need
retroviirusvektorid on turvalised ja hésti talutavad, vdhemalt liithema aja viltel. Samas on
nende mitte-lenti-retroviirusvektorite peamine puudus selles, et nad sisenevad vaid
jagunevatesse rakkudesse.

Adenoviirusvektorid

Adenoviirusvektorite eelis on see, et viiruse DNA, millest haigust tekitav osa on osaliselt
kustutatud, suudab mahutada suhteliselt pikka DNA osa. Samuti viivad nad rakkudesse
palju viiruse osakesi ja modjutavad nii puhkavaid kui jagunevaid rakke. Sellegipoolest
toodavad nad mitmeid viirusele omaseid valke, mis on immunogeneensemad ja
pohjustavad immuunreaktsiooni, mis nii vektorid kui ka nende poolt mdjutatud rakud
kiiresti elimineerib. Veelgi enam, manustamise kordamine ei dnnestu, kuigi esmakordsel
vektori manustamisel kaasnes immuunsiisteemi muutus, mis surus maha esmase vastuse
adenoviiruse katte (ehk kapsiidi) valkude vastu. Korduv manustamine on vajalik seetdttu,
et adenoviirus- vdi adenoviiruslikud vektorid ei sisene rakutuuma ja ei integreeru
peremeesrakkude DNAga, mis paikneb just tuumas. Loomkatsetes on ndidatud pika-ajalist
VIII ja IX hiilibimisfaktori tootmise (Connelly ja Kaleko, 1997), seda eriti konstruktidega
milles on mitu adenoviiruse geeni vélja liilitatud ja mida manustatakse loomadele, kelle
immuunreaktsioon on maha surutud (Connelly jt, 1998). Samuti on edu saavutatud
miniadenoviirusvektoriga, mis mahutab tdispika inimese VIII hiilibimisfaktori cDNA
konstruktsiooni, kuid millel puuduvad t66tavad adenoviiruse geenid (Alemany jt, 1997).
Selline konstrukt peaks organismis kauem kestma, sest ei tohiks esile kutsuda
immuunreaktsiooni, mis eemaldaks vektorid rakust. Korduvad manustamised ilma
immuunsiisteemi alla surumata on siiski kaheldavad, sest viiruse kattes olevaid valke peab
see viirusvektor ikkagi tootma. Kuna vektorid endiselt tuumadesse ei tungi, siis siintees
viheneb paari nddala kuni mone kuu jooksul ja vektoreid tuleks manustada uuesti.

Adeno-assotsieerunud viirusvektorid (AAYV)

Kuigi varem arvati, et AAV-vektorid viivad rakkudesse tookorras geneetilist materjali vaid
abistava adenoviiruse kaasabil ning DNA integratsioon on madal, kuid hiljuti loodud AAV
konstrukt on suutnud iseseisvalt DNAd keharakkudesse transportida. DNA integreerub
peremeesrakkude DNAga aeglaselt ja maksimaalse valgu siinteesi saavutab 2—6 nidala
pérast. Kui selliseid vektoreid manustati hiirtele, kes aretati ristates hiiri, kellel oli viiksem
risk toota inimeste valkude vastaseid antikehi, teiste hiirtega, kellel IX hiitibimisfaktori
geen oli vilja liilitatud, siis siinteesisid need hiired inimese IX hiilibimisfaktorit piisavas
koguses mitme kuu jooksul (Snyder jt, 1999). Algselt viljaliilitatud IX hiiiibimisfaktori
geeniga hiirtel veritsusi ei esinenud ja faktorit siinteesiti 15% ulatuses normaalsest kauem
kui 1 aasta jooksul. Suurema vektorite doosiga on saadud ka ligi 100-protsendilist IX
faktori silinteesi (Snyder jt, avaldamata tulemused). To0korras DNAd saab AAV-vektoritega
sisestada maksarakkudesse, kui manustada AAV-vektoreid virativeeni, mis viib vere otse
soolestikust maksa. Kui hemofiilia B haigele koerale manustati koera IX hiitibimisfaktori
kodeerivat DNAd kandvat AAV-vektorit kas vérativeeni vOi korduvalt lihasesse, siis
tulemuseks siinteesis koera organism piisavas koguses IX faktorit pikema aja viltel (Herzog
jt, 1999; Snyder jt, 1999). Suurte koguste IX hiilibimisfaktori DNAd kandvate AAV-
vektorite valmistamine hemofiilia B haigete raviks peaks osutuma vdimalikuks jargmistel
aastatel ning siis voib kliiniliste katsetega alustada. Siiski on vajalik leida optimaalne doos
ja manustamisviis. Lihasesse siistimine on kiillaltki lihtne, kuid veresoonde manustamine,



et saavutada valgu tootmine maksas oleks vihem immunogeensem. Loomkatsete edukuse
tottu on tdendoline, et esimesena katsetatakse IX hiitibimisfaktori DNAd kandvate AAV-
vektorite manustamist hemofiilia B haigetele.

B-osata VIII hiiiibimisfaktori cDNA on kiillaltki suur ja sisestatuna AAV- vektorisse
pohjustab vektori madala kontsentratsiooni. Seepérast proovitakse luua AAV ja
adenoviiruse  hiibriidvektoreid (Gnatenko jt (1998), millel sdilib AAV-vektori
integreerumisvoime, kuid mahutab tdispika VIII hiiiibimisfaktori cDNA, ehkki viimane on
IX faktori cDNAst poole suurem isegi kui B-osa puudub.

Kliiniliste katsete tulevikuvéljavaated

Niipea kui VIII ja IX hiilibimisfaktori cDNAd peremeesrakkudesse viivad vektorsiisteemid
optimeeritakse tootmaks piisavas koguses hiilibimisfaktori valku, siis saab oluliseks
kiisimuseks kliiniliste katsete protokolli iilesehitus. Ohutus on oluliseim &dramaks
potentsiaalset riski vorreldes hemofiilia haiguse raskusastme kergendamisega voi pika-
ajalise ravi seadustamisel. Kédesolevas peatiikis késitletakse eri vektorite turvalisuse
probleeme ning seejirel vaadeldakse, millised haiged vdiksid olla sobivad kandidaadid
kliinilisteks katseteks.

Retroviirusvektoritega on kaasas ka abistav viirus ning ettevaatusabindud on vajalikud, et
ei toimuks imberpaigutust DNA-s ohtlikuks viiruseks, mis on eriti tdendoline
lentiviirusvektorite puhul. Need vektorid sisenevad peremeesraku geenidesse suvaliselt,
mis suurendab harvaesinevat ohtu, et vektor satub vihki tekitava geeni (onkogeeni)
lihedusse. Kuna niisugusel vektoril on geenide avaldumiseks oma signaal, siis vOib see
soodustada raku ja selle jarglaste vohamist ehk vihki. Genoomi suurust arvesse vottes on
see kiill vdga vihe tdendoline, isegi juhul, kui integratsioon ei ole tdiesti suvaline. Selge on
see, et mitte-viiruslikud vektorid on eelistatumad selle riski dra hoidmisel, kuid mtte-
viiruslikud vektorid on vihem efektiivsemad rakkudesse sisenemisel ja nende
transduktsioonil ning nende stabiilsust ja manustamise efektiivsust tuleb tunduvalt
parandada enne kui saab neid kasutada kui ravimpreparaate.

Adenoviirusvektorid on turvalisemad, kuna nemad genoomiga ei iihine. Uhte rakku vdib
DNAGJ transportida mitu vektorit ning seetdttu ei tohi neid manustada palju, et dra hoida
toksilisust rakule ja raku surma. Adenoviirus pohjustab ka tavalist kiilmetust, mistottu voib
monel inimesel esineda piisavalt korge adenoviiruse-vastaste antikehade tase, mis ei lase
adenoviirusvektoritel rakku tungida. Immuunreaktsiooni viltimiseks on disainitud mini-
adenoviirusvektorid, kuid nende puhul peab nditama, et nad suudavad garanteerida piisava
ja piisiva hiiiibimisfaktorite siinteesi organismis ja nad vajavad vektori edasist muutmist, et
voimaldada korduvat manustamist.

Adeno-assotsieerunud viiruste vektorid integreeruvad genoomi arvatavasti juhuslikult,
kuigi mdned originaalviirused (kahjulikud) integreeruvad peamiselt 19. kromosoomi teatud
piirkonnaga. Seepérast on nende puhul samasugune oht onkogeeni aktiveerimiseks nagu
retroviirusvektorite puhul. Maksa geeniteraapias vOib see eriti ohtlik olla C-hepatiiti
podevatele patsientidele, sest hepatiit C viirus kahjustab ka maksarakke. Vdimalus, et
vektori onkogeeni sisenemise tagajirjel areneb kasvaja, on suurem, kuid kasvaja tekke
toendosus viaga madal. Lihasesse siistimine vdhendab kiill hepatiit C arengut, kuid see
manustamisviis on teada korgema immunogeensusega. Ainult iihel koeral mitmest
hemofiilia B haigest koerast, kellele siistiti lihasesse koera IX hiilibimisfaktori cDNAd
kandvaid AAV-vektoreid, tekkisid ajutiselt antikehad viirusvektori vastu (Herzog jt, 1999),



kuid inimestel voib seda esineda sagedamini. Katses osalenud koertel esines mutatsioon,
mille tgajdrjel ei olnud IX hiilibimisfaktori valk detekteeritav, kuigi neil koertel on olemas
IX faktori informatsiooni RNA, mis viitab sellele, et IX faktori valku voi mingit osa sellest
stinteesitakse. Ulatuslike muutustega geenis ja mitmete mutatsioonidega kaasneb tavaliselt
immuunvastus nii hemofiilia A kui hemofiilia B haigetel.

Patsientide valiku kaalutlused

Uldiselt ollakse iihisel arvamusel, et esmastes kliinilistes katsetes peaksid osalema
vabatahtlikud tdiskasvanud hemofiiliahaiged. HI-viiruse kandlus voi selle puudumine
uuringus osaleval haigel on vaieldav. Juhul kui kaasata ka neid haigeid, siis teatud
retroviiruste vastased ravimid voOivad mojutada ka geeniteraapias kasutatavaid
retroviirusvektoreid. Teisest kiiljest on aga palju selliseid hemofiiliahaigeid, kes on
nakatunud HI-viirusega rohkem kui 15 aastat tagasi ning on endiselt terved ka ilma
proteaaside inhibiitoreid raviks saamata. Uusringus oseleda saaksid siiski ainult need
isikud , kellel ei ole stimptomeid, kellel on madal viiruste tase veres ja piisav arv ithinenud
CD4-liimfotsiilite. Lisa probleem on selles, et vOib toimuda transduktsioon
sugurakkudesse. Kuigi enamiku inimkatseteks vélja pakutud vektorite puhul on see viga
ebatdendoline, oleks siiski parem, kui algsetes katsetes osalejatel on juba lapsed ja nad ei
soovi enam lapsi saada. Hoolikalt tuleb jilgida kasutades PCR-amplifitseerimist, et leida
ka véga viikese koguse vektori DNA esinemine sperma rakkudes, mis annaks ettekujutuse
sugurakkudesse integratsiooni reaalsest riskist.

Kui kliinilistes katsetes osalejad on kindlaks méératud, tuleb enne katsete alustamist saada
ndusolek vastavatelt ametlikelt organitelt, kes peavad kinnitama ja heaks kiitma uue ravimi
katsetamise korra. Vajalike viirusvektorite tootmisel tuleb jargida karme ohutusndudeid.
Kuigi hemofiiliahaigete geeniteraapiaga vOib kaasneda viikseid ja voOimalik et ka
ettearvamatuid ohte, siis loomkatsed on ndidanud, et see vdib osutuda edukaks ja ohutuks.
Teiste haiguste geeniteraapiad, nditeks teatud liiki vdhkkasvajate ning kaasasiindinud
haigustega patsientide geeniteraapia ja selle ohutuskiisimused on ndidanud, et kliinilised
uuringud tuleb véga korralikult ette valmistada ja planeerida, et saaks méérata, kuivord
geeniteraapiaga on voimalik hemofiilia A ja hemofiilia B haigetel veritsemist leevendada
ning VIII ja IX hiiiibimisfaktori puudulikkust ravida.

Sonaseletusi

Geen — DNA piirkond, mis kontrollib selgepiirilist parilikku omadust, mis vastab tavaliselt
ihele valgule voi RNA-le

Genoom — kogu raku vai organismi poolt kantav geneetiline informatsioon
DNA — desoksiiribonukleiinhape. Geneetilise info kandja

Vektor — tavaliselt viirus, mida kasutatakse geneetilise matarjali viimiseks rakku voi
organismi
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