Seppo Yli-Herttuala | MATTI AYRAPAAN LUENTO

Geenihoito

Geeniterapia on potentiaalinen apu vaikeisiin sai-
rauksiin, joihin ei ole olemassa vakiintunutta te-
hokasta hoitoa. Geeneja voidaan kayttaa seka
yhden geenin virheestad johtuvien perinndllisten
sairauksien ettd monitekijaisten hankinnaisten
sairauksien hoitoon. Ensin mainitussa tapaukses-
sa viallinen geeni pyritéaan korvaamaan uudella
toimivalla geenilla ja jalkimmaisessa pyritdan kor-
vaamaan elimistdssa terapeuttista geenituotetta.
Geeniterapia voidaankin maaritella geneettisen
materiaalin siirtamiseksi yksilon somaattisiin so-
luihin siten, ettd saadaan aikaan hoitovaikutus.
Vaikutus kestaa yhden antokerran jalkeen geenin-
siirtotekniikan mukaan muutamasta viikosta kuu-
kausiin tai jopa vuosiin. Ensimmaisiin sovelluksiin
on liittynyt paljon pettymyksia, mutta parin viime
vuoden aikana on saatu lupaavat naytét geeni-
hoitojen tehosta mm. vaikeisiin perinnéllisiin im-
muunipuutoksiin ja pahanlaatuisiin aivokasvai-
miin. Geenihoidot kehittynevat 5-10 vuoden ku-
luessa varteenotettaviksi vaihtoehdoiksi ainakin
joihinkin vaikeisiin sairauksiin.

Geenien rakenteen ja toiminnan tarkempi
ymmartiminen seki geeninsiirtomenetelmien
kehittyminen ovat mahdollistaneet geenien ja
niiden tuotteiden kiyton sairauksien hoitoon
(Yla-Herttuala ja Martin 2000). Koska gee-
nit ohjaavat RNA-molekyylien ja proteiinien
muodostumista, on periaatteessa mahdollis-
ta sekd korjata perinnollisistd geenivirheistd
johtuvia sairauksia ettd hoitaa hankinnaisia
sairauksia kdyttien siirtogeenind taudin pa-
togeneesin kannalta hyodyllistd proteiinia
tuottavaa geenid tai ilmentymisen siitelyyn

vaikuttavaa nukleiinihappoa (Yli-Herttuala ja
Salo 2006, Hukkanen ym. 2009).

Koska nukleiinihapot tuhoutuvat elimistos-
simme nopeasti erilaisten nukleaasien vaiku-
tuksesta, siirtomenetelmit edellyttavit yleensi
geeninkuljetinten kaytt6d. Yleisimmin kiyte-
tddn virusperdisid kuljettimia, koska ne ovat
toistaiseksi teholtaan selvisti parempia kuin
muut kuljettimet. Ei-viraalisina kuljettimina
on kiytetty mm. erilaisia liposomikomplekse-
ja. Kuljettimen mukaan geeninsiirron vaikutus
voi kestdd yhden antokerran jilkeen muuta-
masta viikosta kuukausiin tai jopa vuosiin.

Geeninsiirtojen historiaa

Oswald Avery osoitti jo v. 1943, ettd perinndl-
lisid ominaisuuksia voidaan siirtad mikrobeis-
sa nukleiinihappofraktion avulla. Kun Watson
ja Crick selvittivit DNA:n kaksoiskierteen
rakenteen ja geenien olemus alkoi tarkem-
min selvitd seuraavina vuosikymmening, oli
ilmeistd, ettd geenejd voitaisiin joskus kayt-
tid sairauksien hoitoon (Friedmann 1994).
1970-luvun alussa opittiin siirtimdan toimivia
geenirakenteita soluviljelmissd kalsiumfos-
faattisaostuksen avulla. Vuonna 1970 keksitty
kaanteiskopioijaentsyymi ja retrovirusten tar-
kempi karakterisointi avasivat tien retroviruk-
siin perustuvien geeninkuljettimien kéyttoon.
Vuonna 1981 HPRT-entsyymin (hypoksantii-
ni-guaniini-fosforibosyylitransferaasi) puute
(Lesch-Nyhanin tauti) onnistuttiin korjaa-
maan soluviljelmissé geeninsiirron avulla.
Ensimmiiset geenihoitokokeet ihmisilld
tehtiin my0s yllattavan varhain. Martin Cline
yritti korjata talassemiaa vuonna 1980 luu-
ytimen kantasoluihin tehdylld B-globiinin
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geeninsiirrolla. Kokeet epionnistuivat, koska
tietimys geenien toiminnasta ja geeninsiirto-
jen periaatteista oli tuolloin vield hyvin puut-
teellista (Friedmann 1994). Kokeisiin liittyi
myos suuria tutkimuseettisia ongelmia, ja
osittain niiden vuoksi perustettiin Yhdysval-
tojen kansallisen terveysinstituutin alaiseen
Recombinant DNA Advisory Committeehen
geenihoitoa kisittelevd alakomitea. Samoin
luotiin ensimmadiset toimintaohjeet ja sdan-
nostot DNA-tekniikan kdyttoon ja valvontaan
sairauksien hoidossa.

Geeninkuljetinten ja menetelmien kehitty-
misen myotd suoritettiin ensimmdinen vaka-
vasti otettava geeninsiirto ihmiselle vuonna
1989. Steven Rosenberg tyoryhmineen siirsi
neomysiiniresistenssigeenin potilaalta eristet-
tyihin, tuumoriin hakeutuviin lymfosyytteihin

retrovirusvektoria kidyttden tarkoituksenaan
tutkia geeninsiirron toimivuutta ihmisissd
(Rosenberg ym. 1990). Vuonna 1990 Michael
Blaese ja French Anderson tekivit ensimmai-
sen hoidollisen geeninsiirron. Adenosiinidea-
minaasin (ADA) puutetta sairastavan potilaan
verestd eristettyihin valkosoluihin siirrettiin
retrovirusvektoria kiyttien ADA-geeni (Blae-
se ym. 1995). Ensimmiinen geeninsiirtopoti-
las eldi edelleen, mutta siirron tehosta sairau-
den hoidossa ei saatu luotettavaa kuvaa, koska
ensimmdisid potilaita hoidettiin samanaikai-
sesti myds entsyymikorvauksella (Blaese ym.
1995, Bordignon ym. 1995).

Pohjoismaiden ensimmdisen geeninsiirron
tekivit Kuopiossa vuonna 1995 Matti Vapa-
lahti, Anu Sandmair ja Seppo Yld-Herttuala
pahanlaatuista aivokasvainta sairastavalle

TAULUKKO 1. Geeninsiirtoon kaytettyjen vektorien edut ja haitat.

Geeninkuljetin

Retrovirus

Adenovirus

AAV
(adeno-asso-
ciated virus)

Lentivirus

Bakulovirus

Herpes simplex
-virus

Alfavirus,
Semliki Forest
virus

Vaccinia-virus

Transposonit

Liposomi-poly-
meeri-plasmidi-
kompleksit

Paljas plasmidi

S. Yla-Herttuala

Edut

Pitkakestoinen ekspressio, koska siirretty
geeni integroituu kohdesolun genomiin

Tehokas, transfektoi myos jakautumatto-

mia soluja

Pitkékestoinen ekspressio

Villityypin virus integroituu vain tiettyyn
kohtaan genomia

Pitkakestoinen ekspressio
Integroituu genomiin ja transfektoi myos
jakautumattomia soluja

Ei-toksinen hyoénteisvirus
Suuri kloonauskapasiteetti
Helppo valmistaa

Keskushermostohakuinen
Episomaalinen geeniekspressio
Suuri kloonauskapasiteetti

Geeniekspression nopea aloitus
Hermostohakuinen

Suuri kloonauskapasiteetti

Ei-viraalinen vektori, joka integroituu
isantasolun genomiin

Helppo valmistaa

Helppo tuottaa ja kayttaa

Turvallinen
Helppo tuottaa ja kayttaa

Haitat

Heikko tehokkuus in vivo
Insertiomutageneesin riski

Aiheuttaa vain lyhytaikaisen geeniekspression
Immunogeeninen

Siirtogeenin koko asettaa rajoituksia
Immunogeeninen
Vaikea valmistaa

Vaikea valmistaa
Insertio-mutageneesin riski

Aiheuttaa vain lyhytaikaisen geeniekspression
Immunogeeninen

Toksinen joillekin solutyypeille

Voi aktivoida latentin villityypin herpesvirusinfek-
tion

Vaikea valmistaa

Aiheuttaa vain hyvin lyhytaikaisen geeniekspression
Toksinen joillekin solutyypeille

Aiheuttaa lyhytaikaisen geeniekspression
Immunogeeninen
Vaikea valmistaa

Insertiomutageneesin riski
Voi aktivoida latentin transposonin

Heikko tehokkuus
Toksinen joillekin solutyypeille

Hyvin heikko teho



potilaalle (Yli-Herttuala ym. 1996, Puuma-
lainen ym. 1998). Samoin Kuopiossa suori-
tettiin maailman ensimmiinen adenovirusvi-
litteinen geeninsiirto ihmisen verisuoniin, te-
kijoind Hannu Manninen, Kimmo Mékinen,
Marja Hedman ja Seppo Yli-Herttuala (Laiti-
nen ym. 1998). Tihin mennessi maailmassa
on suoritettu noin 1 500 kliinistd geeninsiir-
totutkimusta, joista valtaosa on ollut vaiheen
I tutkimuksia (www.wiley.co.uk/genetherapy/
cIinicaI).

Geeninkuljettimet

Pitkdiaikaisen geeniekspression aiheuttavat
kuljettimet. Geeninsiirtotarkoituksiin on kay-
tetty useita erityyppisid viruksia, jotka on lue-
teltu TAULUKOSSA 1. Kiytetyistd viruskuljetti-
mista yleisimpid ovat jyrsijin leukemiavirusten
Moloneyn kanta, AAV (adeno-associated vi-
rus) ja lentivirus (HIV-1) (Templeton 2009).
Perusperiaatteena on, etti geeninsiirtovektorit
tuotetaan ns. pakkaussoluissa joko pelkistiin
plasmiditransfektion avulla, jolloin viruksen
eri komponentit on kloonattu erilaisiin yksin-
kertaisempiin rengasmaisiin DNA-plasmidei-
hin tai niin, ettd pakkaussolut tuottavat omasta
genomistaan viruksen rakennekomponentit ja
vain osa geeninkuljettimesta (esim. siirtogee-
ni) tuodaan viljelysysteemiin plasmidimuo-
dossa (KUVAT 1A ja B).

Esimerkiksi nykydin kaytettivien HIV-1-
pohjaisten lentivirusvektorien genomista on
poistettu noin 90 % luonnollisesta genomista
ja jdljelle on jétetty ainoastaan viruksen toi-
minnan kannalta kaikkein tirkeimmit geenit.
Retro- ja lentivirukset kykenevit aikaansaa-
maan pitkakestoisen geeninsiirtovaikutuksen,
koska ne integroivat siirtogeenin isidntisolun
genomiin. AAV-vektorit ovat viime aikoina
olleet kiinnostuksen kohteena (Tammela ym.
2007), koska villityypin AAV integroituu ih-
misessd kromosomi 19:n tiettyyn kohtaan.
Geeninsiirtotarkoituksiin muokattu AAV il-
meisesti kuitenkin pysyy pddosin ekstrakro-
mosomaalisena eikd integroidu spesifisesti
kromosomiin 19. AAV kuitenkin kykenee ai-
heuttamaan pitkakestoisen geeninsiirtovaiku-
tuksen kohdesoluissa.

Lyhytaikaisen geeniekspression aiheutta-
vat kuljettimet. Adenovirus on toistaiseksi
tehokkain geeninkuljetin. Se aiheuttaa siirto-
geenin 1-2 viikkoa kestdvin voimakkaan il-
mentymisen. Adenovirusvektorista on myos
poistettu viruksen lisddntymisen kannalta
keskeiset alueet, joilta vapautuneeseen tilaan
haluttu hoitogeeni voidaan kloonata. Adeno-
virukset tuotetaan pakkaussoluissa yleensi
homologiseen rekombinaatioon perustuvan
menetelmin avulla (kuva 1c) (Langford ym.
2009). Toisin kuin esimerkiksi lentivirusten
ja AAV:n tuotantoon adenoviruksen tuotan-
toon voidaan kayttda viruksella tehtavaa pak-
kaussolujen suoraa transfektiota, joka johtaa
halutun, lisdantymiskyvyttéman adenoviruk-
sen muodostumiseen ilman plasmiditrans-
fektioita. Téstd syystd adenovirusvektorien
tuotanto on ollut helpompi kehittdd ladkkeen
valmistuksen edellyttiméan laajuuteen ja puh-
tausluokkaan kuin muiden viruskuljettimien
valmistus (Langford ym. 2009).

Herpes simplex -viruksesta kehitetyt vekto-
rit ovat osoittautuneet tehokkaiksi erityisesti
keskushermoston geeninsiirroissa, silld nailla
vektoreilla on luontainen kyky aiheuttaa la-
tentti infektio hermosoluissa. Semliki Forest
-viruksista johdetut vektorit aiheuttavat voi-
makkaan, nopeasti ohimenevin geeninsiirto-
vaikutuksen, silld ndiden virusten genomi on
suoraan RNA-muodossa ja valmiina nopeaan
translaatioon péistyiin solulimaan (Vihikos-
kela ym. 2007). Vektorilla voi olla kiyttéa mm.
keskushemoston alueen geenihoidossa, silla vi-
rus on luonnostaan hermostohakuinen. My6s
vaccinia-viruksesta on johdettu geeninsiirtoon
sopivia kuljettimia. Niiden etuna on suuri siir-
togeeninkuljetuskyky (Templeton 2009).

Bakulovirus kykenee aiheuttamaan 1-2
viikkoa kestdvin siirtogeenin ilmentymisen
useimmissa solutyypeissi. Koska bakulovi-
rus on hyonteisten virus, se ei missdin olo-
suhteissa kykene replikoitumaan ihmiseli-
mistossd. Virukseen voidaan my6s kloonata
hyvin suuria siirtogeenikasetteja, toisin kuin
useimpiin muihin kiyt6ssa oleviin geeninkul-
jettimiin. Bakuloviruksia voidaan niin ikdin
valmistaa runsaasti tuottajasolulinjoissa (Ai-
renne ym. 2007).
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KUVA 1. Geeninsiirtovektorien valmistus ja toimintaperiaatteet. A) Retrovirusvektori tuotetaan pakkaussolus-
sa, jonka genomiin on erikseen siirretty viruksen toiminnan kannalta tarkeiden proteiinien (rakennekompo-
nentit SAG-Pol) geenit. Kun pakkaussoluun tuodaan sopivan promoottorin ohjaama siirtogeeni, pakkaussolu
tuottaa geeninsiirtoon soveltuvia lisdantymiskyvyttomia retroviruksia. Kohdesolussa viruksen RNA-genomi
muuttuu kaanteiskopioijaentsyymin avulla DNA-genomiksi, joka inkorporoituu pysyvasti isantasolun gen-
omiin. Siirtogeenin luenta tapahtuu samaan tapaan kuin solun omien geenien, jolloin ladkkeena toimiva
geenituote muodostuu soluissa normaaliin tapaan. B) Lentivirusvektori tuotetaan pakkaussoluissa yleensa
siten, etta kaikki viruksen tarkeat komponentit (siirtogeeni, rakennekomponentit GAG-POL, REV ja pinta-
proteiinit) transfektoidaan erikseen pakkaussoluun plasmidin avulla. Pakkaussolu tuottaa taman jalkeen li-
saantymiskyvyttomia lentiviruksia. Solulimassa lentiviruksen RNA-genomi muuttuu kaanteiskopioijaentsyymin
vaikutuksesta DNA-genomiksi, joka inkorporoituu isdntdsolun genomiin ja tuottaa solussa ladkkeena kaytet-
tdvan geenituotteen. C) Adenovirusvektori tuotetaan pakkaussoluissa siten, etta solun genomiin siirretaan
erikseen geeninsiirtoviruksen genomista poistetut alueet (E1, E3). Pakkaussolu tuottaa lisdantymiskyvyttomia
adenoviruksia, joita voidaan kayttaa geeninsiirtoihin. Solussa adenovirus vapautuu endosomista ja sen DNA-
genomi kulkeutuu tumaan. Adenovirus ei inkorporoidu isantasolun genomiin vaan toimii kromosomiston
ulkopuolella yleensa 1-2 viikon ajan tuottaen hyvin tehokkaasti ladkkeena kaytettavaa geenituotetta. D)
Esimerkki nonviraalisesta geeninkuljettimesta, jossa rengasrakenteinen plasmidi-DNA ja kolesteroli-fosfoli-
pidiliposomi saatetaan yhteen pieniksi miselleiksi joko sonikoimalla tai haihduttamalla. Liposomit paatyvat
paaasiassa endosomi-lysosomitielle, jossa suurin osa geeninkuljettimesta tuhoutuu. Yleensa vain noin 1-2 %
liposomin sisaltamasta DNA:sta siirtyy tumaan. Siella plasmidi ei inkorporoidu isantasolun genomiin vaan jaa
1732 kromosomiston ulkopuolelle yleensa 1-2 viikoksi tuottamaan ladkkeena kaytettavaa geenituotetta.
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Koska in vivo -geeninsiirrot eivit koskaan
saavuta kaikkia kohdekudoksen soluja, on esi-
tetty ajatus kiyttad geenihoitoihin replikoitu-
via viruksia. Tall6in virukset voisivat lisadntya
sairaassa kudoksessa, mutta pysihtyisivit koh-
datessaan normaalin kudoksen (Hakkarainen
ym. 2005). Joidenkin virusten onkolyyttisii
ominaisuuksia on testattu pahanlaatuisten
kasvainten hoidossa (Hakkarainen ym. 2005).
Ongelmaksi niiden geeninkuljettimien kehi-
tyksessd on osoittautunut tehokkaiden repli-
kaatiota rajoittavien mekanismien identifiointi
ja virusten laajamittainen valmistus.

Nonviraalisten plasmidipohjaisten geenin-
kuljettimien tuotannossa perusajatuksena on
yhdistdd rengasrakenteinen yksinkertainen
geeninsiirtoplasmidi liposomi- tai esimerkiksi
polyetyleeni-imiinimiselliin, jolloin geeniaines
yleensi siirtyy endosytoosilla kohdesoluihin
(Ruponen ym. 2005). Plasmideja on helppo
valmistaa suuressa mittakaavassa (KUVA 1D),
mutta nonviraalisten geeninkuljettimien teho
elimistossd on toistaiseksi ollut heikko ver-
rattuna viraalisiin kuljettimiin. Uutena tulok-
kaana geeninsiirtotutkimuksessa ovat trans-
posonit (Ivics ja Izsvak 2006), jotka kykene-
vit integroimaan siirtogeeninsi isdntisolun
genomiin. Transposonien geeninsiirtotehosta
elimistossa ei vield ole selvai kuvaa, mutta ne
voivat periaatteessa tarjota vaihtoehdon integ-
roituvien viruskuljetinten kiytolle.

Ex vivo- ja in vivo -geeninsiirrot. Geenin-
siirrot voidaan suorittaa elimistostd eristettyi-
hin soluihin (esim. luuydinsoluihin ja erilai-
siin kantasoluihin) laboratorio-olosuhteissa,
jolloin geeninkuljettimia ei anneta suoraan
elimisto6n ja onnistuneen geeninsiirron la-
pikdyneet solut voidaan periaatteessa eristdd
soluviljelmisti ennen niiden palauttamista
takaisin elimistoon (KuvA 2A). Tami ns. ex
vivo -geeninsiirtomenetelmi tarjoaa selkeitd
turvallisuusetuja ja tulee kysymykseen etenkin
vaikeiden perinnéllisten sairauksien hoidos-
sa. In vivo -menetelmissd geeninkuljettimet
viedddn suoraan elimisto6n haluttuun hoito-
kohteeseen (kuva 28). Tilldin viltytiin mo-
nimutkaiselta ja vaativalta solujen eristys- ja
viljelyprosessilta kehon ulkopuolella seki saa-
vutetaan sellaisia kohteita, joista kohdesolujen

eristiminen on mahdotonta. Haittana on gee-
ninkuljetinten mahdollinen kulkeutuminen
muualle elimist66n halutun geeninsiirtokoh-
teen ulkopuolelle. In vivo -geeninsiirtometo-
deja on kaytetty varsinkin hankittujen sairauk-
sien, kuten esim. erilaisten syOpien ja verisuo-
nitautien hoidossa.

Perinndllisten sairauksien
geenihoito

Geenivirheistd johtuvat perinnolliset taudit
ovat olleet geenihoidon kehitystyon keskei-
nen kohde, silla ainoa tehokas hoito niihin
tauteihin olisi luonnollisesti toimivan geenin
siirtiminen elimist66n korjaamaan esimerkik-
si aineenvaihduntahdirion tai immuunipuolus-
tuksen vajavuuden. Perinnolliset taudit vaati-
vat tietysti pitkdkestoista geeninsiirtotehoa, ja
talloin kyseeseen tulevat lahinnd integroituvat
geeninkuljettimet. Perinnollisistd taudeista
paljon tutkittuja geenihoidon kohteita ovat
mm. vaikeat immuunipuutostilat (ADA- ja
SCID-XI-oireyhtymit), erilaiset hemoglobi-
nopatiat, kystinen fibroosi, Duchennen lihas-
dystrofia, Parkinsonin tauti, erdit muut kes-
kushermoston degeneratiiviset tilat, vaikeat
sokeuteen johtavat silmitaudit ja erilaiset
lipoproteiiniaineenvaihdunnan hairiot, kuten
LDL-reseptorin puute ja lipoproteiinilipaa-
sin puute (Templeton 2009). Perinnéllisten
sairauksien hoitona voidaan kiyttid sekd ex
vivo- ettd in vivo -geeniterapiaa. Parhaiten
geenihoitoon soveltuvat taudit, joissa riittdd,
ettd geenivirhe korjataan vain esimerkiksi luu-
ytimestd eristetyissd soluissa, maksassa tai sil-
ménpohjassa. TAULUKOSSA 2 luetellaan sairauk-
sia, joihin on kehitteilld geenihoitoa.
Lupaavimmat tulokset on toistaiseksi saatu
ADA- ja SCID-XI-immuunipuutospotilaiden
geenihoidoista. ADA-oireyhtymassi on hil-
jattain raportoitu saadun positiivisia tuloksia
retrovirusvilitteisen geeninsiirron avulla: kah-
deksan kymmenestd geenihoitoa saaneesta
potilaasta on objektiivisesti hyotynyt tistd hoi-
dosta (Aiuti ym. 2009). Niin ikidin kahdeksan
kymmenestid hoidetusta SCID-XI-potilaasta
on saanut selvin objektiivisen hyddyn inter-
leukiinien yhteisen gamma-C2-reseptorin
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Kantasolut
Veren valkosolut
— Fibroblastit
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Lihassolut
Hermosolut

N
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KUVA 2. Ex vivo- ja in vivo -geeninsiirron periaatteet (Yla-Herttuala ym. 2006). A) Ex vivo -geeninsiirrossa
voidaan kohdekudoksesta eristaa viljeltavia soluja, joihin laboratorio-olosuhteissa siirretdan haluttu geeni.
Onnistuneen geeninsiirron jalkeen solut palautetaan elimistéén. B) In vivo -geeninsiirrossa geeninkuljetin
injektoidaan suoraan hoitoa tarvitsevaan kudokseen (esim. kasvaimeen tai sydanlihakseen) avokirurgian yh-
teydessa tai esimerkiksi katetrivalitteisilla lapivalaisussa ohjattavilla tekniikoilla.

geeninsiirrosta (Hacein-Bey-Abina ym. 2002).
Valitettavasti haittavaikutuksena neljille poti-
laalle on kehittynyt leukemian kaltainen tila, ja
yksi on menehtynyt tihin haittavaikutukseen,
joka ainakin osassa tapauksista on johtunut
siirtogeenin integroitumisesta LMO2-geenin
alueelle (Hacein-Bey-Abina ym. 2003). Myos
kroonisessa granulomatoosissa (Ott ym. 2006)
ja sokeuteen johtavassa Leberin synnynnii-
sessd amauroosissa (Bainbridge ym. 2008) on
saavutettu yksittdisid positiivisia tuloksia, mut-
ta hoitojen turvallisuudesta ei vield ole niissd
sairauksissa selvdd kisitystd. Muita kehitteilld
olevia perinnéllisten sairauksien hoitoja ovat
mm. LDL-reseptorin ja lipoproteiinilipaasin
puutteen, Parkinsonin taudin seki erdiden he-
moglobinopatioiden hoidot.

Hankinnaisten sairauksien
geenihoito

Hankinnaisissa sairauksissa geenihoitoa so-
velletaan siten, ettd elimistoon siirretiin tau-

1734 din patogeneesin kannalta hy6dyllinen geeni,
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vaikkei kyseiselld geenilld vilttimattd olekaan
yhteyttd taudin syntymekanismiin. Eniten
sovelluksia on kehitetty pahanlaatuisten kas-
vainten hoitoon, jossa on pyritty kdyttimdan
hyviksi kasvurajoitegeenejd, apoptoosia sti-
muloivia geeneji ja itsemurhageenejd, jotka
aktivoivat aihiolddkkeen aktiiviseksi sytotok-
siseksi yhdisteeksi (Pulkkanen ja Yli-Hert-
tuala 2005). Kasvurajoitegeeneistd on eniten
kiytetty pS3-tuumorisuppressorigeenid, joka
on mutatoitunut noin SO %:ssa erityyppisistd
syovistd. Erilaisia immuunivastetta stimuloi-
via ja T-soluja aktivoivia geenejd, sytokiineja
ja interleukiineja on niin ikdin yritetty kayttad
elimiston puolustuskyvyn lisiamiseksi pahan-
laatuisia kasvaimia vastaan.

Muun muassa kaulan alueen sy6piin, me-
tastasoituneeseen melanoomaan ja muna-
sarjakarsinoomaan on ollut kehitteilld edelld
mainittuihin mekanismeihin perustuvia gee-
nihoitoja (Templeton 2009, Hakkarainen
ym. 2005). Vaiheen III Kliinisiin tutkimuksiin
on toistaiseksi edennyt vain pahanlaatuisen
gliooman geenihoito, jossa adenoviruksella



TAULUKKO 2. Eraita tauteja, joiden geenihoitoa on tutkittu.

Perinnélliset sairaudet

Adenosiinideaminaasin puute (ADA-oireyhtyma)

X-kromosomiin liittyva vaikea immuunipuutos (SCID-XI)

Kystinen fibroosi
Alfa1-antitrypsiinin puute
Familiaalinen hyperkolesterolemia
Lipoproteiinilipaasin puute
Talassemiat

Sokeuteen johtavat silmasairaudet
Krooninen granulomatoosi

Lihasrappeumasairaudet

“Inborn errors of metabolism” (esim. Gaucherin tauti, mukopolysakkaridoosit, Tay-Sachsin tauti, Lesch—
Nyhanin tauti, ornitiinitranskarbamylaasin puute, aspartyyliglukosaminuria)

Hankinnaiset sairaudet

Erilaiset syovat (mm. glioblastooma, melanooma, munasarja-, rinta-, keuhko- ja eturauhassy6pa)

Sydan- ja verisuonitaudit (vaikea angina pectoris, perifeeriset valtimosairaudet, stentinsisdinen restenoosi,
laskimosiirteiden ja endoproteesianastomoosien ahtaumat)

Lymfedeema
Tulehdustaudit (mm. nivelreuma)
HIV-infektio

Parkinsonin tauti

Hermovauriot (esim. traumaattiset ja ladkkeiden toksiset seuraukset, krooninen kipu)

Rokotteet (esim. malaria, Ebola-virus)

Vaikeat krooniset ihohaavat

siirretddn leikkausontelon seindmiin herpes
simplex -viruksen tymidiinikinaasigeeni. Ky-
seiselld geenilld ei ole substraattia ihmiselimis-
tossd, mutta geeninsiirron jilkeen annettava
aihiolddke gansikloviiri fosforyloituu tymi-
diinikinaasin vaikutuksesta sytotoksiseksi
yhdisteeksi, joka pysidyttdia DNA:n synteesin
ja vaikuttaa ndin ollen pddasiassa vain jakau-
tuviin kasvainsoluihin. Hoidolla on onnistuttu
pidentimiin merkittavisti potilaiden elossa-
oloaikaa (Sandmair ym. 2000, Immonen ym.
2004).

Sydénlihaksen ja perifeeristen lihasten iske-
mia tarjoaa luontevan mahdollisuuden geeni-
hoidoille. Niiden sairauksien hoitoon on kiy-
tetty verisuonikasvutekijoitd, jotka kykenevit
kasvattamaan uusia kollateraalisuonia ja kapil-
laareja hapenpuutteesta kirsivadn lihakseen
(Yli-Herttuala ja Alitalo 2003). Geeninkul-

jettimina on kliinisissd tutkimuksissa kiytetty
lihinnd adenoviruksia ja plasmidiliposomeja,
silld verisuonikasvutekijoiden lyhytaikainen
— muutamasta pdiviastd muutamaan viikkoon
kestivd — ilmentyminen riittdd prekliinisten
kokeiden perusteella aikaansaamaan perfuu-
sion merkittdvin lisidntymisen hoitokoh-
teissa. Vaiheen II kliinisissd kokeissa adeno-
viruksilla on saavutettu rohkaisevia tuloksia
mm. sydinlihaksen perfuusion lisidmisessi
(Hedman ym. 2003), eikd hoitojen turvalli-
suudessa ole havaittu ongelmia. Uusien sydan-
lihasruiskeisiin soveltuvien tarkkuuskatetrien
kaytto parantanee vield hoitojen soveltuvuutta
kliiniseen kayttoon. Perifeerisen valtimonko-
vettumistaudin ja vaikean alaraajaiskemian
hoidossa lihakseen tehtavit geeninsiirrot ovat
parhaillaan kliinisissd tutkimuksissa. Vaiheen
IT tutkimuksissa on geeninsiirroilla kyetty li-
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sddmdin iskeemisen alaraajan verisuonitusta
ja vihentdmiain kriittisen iskemia takia suo-
ritettuja amputaatioita (Mikinen ym. 2002,
Nikol ym. 2008). Myés haavan paraneminen
on ollut geenihoitojen kehitystyén kohteena
iskeemisissé ja diabeteksesta johtuvissa tilois-
sa ja ihonsiirtojen yhteydessd, jolloin hoito-
geeneiksi soveltuvat samat kasvutekijit kuin
lihasiskemian hoidossa.

Tulehdustautien osalta pisimmille on edet-
ty vaikean nivelreuman geenihoidossa, jossa
nivelonteloon on siirretty tuumorinekroosi-
tekijdd sitovan valereseptorin geeni. Vaiheen
IT kokeista on raportoitu jossain méaarin roh-
kaisevia tuloksia. Vaikeiden infektioiden ku-
ten HIV-infektion, malarian, tuberkuloosin
ja Ebola-virusinfektion hoitoon on kehitetty
geeninsiirtopohjaisia rokotteita. Talloin valty-
tadn hankalien mikrobien viljelyltd rokotteen
valmistuksen yhteydessi, silld geenirokotteet
perustuvat antigeenien ilmentimiseen elimis-
tossd. Geeninsiirtorokote aiheuttaa tirkeim-
pien antigeeniproteiinien ilmentymisen esi-
merkiksi ihossa ja immuunivasteen taudinai-
heuttajaa kohtaan. HIV-infektion hoitoon on
my0s kehitteilld geeninsiirto infektoituneisiin
T-soluihin. Erilaisia antisense-rakenteita hy-
viksi kdyttden pyritadn estimidn varsinaisen
villityypin HIV-infektion levidminen.

Erilaisten kantasoluhoitojen yhteydessi on
laajalti ndhty tarvetta siirrettdvien ja erilais-
tettavien solufraktioiden geenihoitoon siten,
ettd solujen eloon jadmisti siirtokohteessa te-
hostetaan esimerkiksi lyhytaikaisella antiapo-
ptoottisten geenien ilmentimiselld (Koponen
ja Yli-Herttuala 2005). Lisiksi geeninsiirrolla
voidaan ehkd vihentdd erilaistumattomien
kantasolujen siirtoon mahdollisesti liittyvaa
syOpd- ja teratoomariskid siten, ettd hoidossa
kaytettdviin kantasoluihin siirretadn tymidii-
nikinaasigeeni, jonka avulla kantasolut voi-
daan myShemmin tuhota elimistostd gansik-
loviirilla.

Turvallisuus

Varsinkin integroituvien geeninsiirtovektorien
kayttoon liittyy mahdollisia turvallisuusongel-
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efektid edellyttaville hoidoille on perusteita
ainoastaan erittdin vaikeissa sairauksissa, joi-
hin ei ole olemassa mitiddn muuta tehokasta
hoitoa. SCID-XI-oireyhtymin geenihoidon
yhteydessd havaitut leukemiatapaukset ovat
esimerkki siitd, etti sattumanvaraisesti peri-
mdin integroituvat geeninkuljettimet voivat
olla potilaille vaarallisia varsinkin silloin, kun
itse siirtogeeni antaa geeninsiirron kohtee-
na oleville soluille merkittdvin valintaedun
(Hacein-Bey-Albina ym. 2003). Niin onkin
ilmeisesti tapahtunut gamma-C2-reseptorin
geeninsiirron yhteydessi SCID-XI-potilailla.
Toisaalta ADA-oireyhtymissi saavutetut posi-
tiiviset tulokset ovat vahva niytté geenihoito-
jen mahdollisuuksista ainakin sellaisissa tapa-
uksissa, joissa siirtogeeni ei koodaa kasvuteki-
jareseptoria tai muunlaista erittdin voimakasta
fysiologisesti vaikuttavaa tekijad. Integroituvia
geeninkuljettimia kiytettiessi on kuitenkin
selvad, ettd potilaiden seurantaan tulee kiinnit-
tad erityistd huomiota.

Nivelreuman hoitoa koskevassa vaiheen II
kokeessa yksi potilas menehtyi systeemiseen
histoplasmoosiin, mutta tapauksen huolellisis-
sa jatkoselvittelyissd on todettu komplikaation
liittyneen potilaan saamaan pitkiaikaiseen
TNF-antagonistihoitoon, eikd geenihoidolla
katsottu olleen osuutta kuolemantapaukseen.
Adenovirusvilitteiseen geenihoitoon on liit-
tynyt yksi kuolemantapaus, jossa perinnollistd
ornitiinitranskarbamylaasin puutetta hoidet-
tiin lyhytaikaisella adenovirusgeeninsiirrolla.
Potilas menehtyi keuhkojen vaikeaan toimin-
tahdirioon ja DIC-tyyppiseen syndroomaan.
Kyseiseen kuolemantapaukseen liittyi kuiten-
kin geenihoitojen periaatteiden ja virusten
annoksiin liittyvien ohjeiden huomattavaa
laiminlyontid, koska prekliinisissd kokeissa oli
vastaavilla annoksilla havaittu vakavia toksisia
vaikutuksia koe-eldimissa. Jostain syystd tutki-
jat kuitenkin kayttivit ylisuuria virusannoksia
potilaan hoitoon, vaikka jo teoreettisesti oli
selvdd, ettd adenovirusvilitteiselld geenihoi-
dolla ei kyetd korjaamaan perinnéllisid aineen-
vaihduntasairauksia.

Lyhytaikaiseen plasmidi- ja adenovirus-
vilitteiseen geeninsiirtoon syopi-, sydin- ja
verisuonitautien hoidoissa ei vaiheiden II ja



III tutkimusten mukaan ndyta liittyvan mer-
kittavid turvallisuusriskeji. Hoidot ovat ol-
leet jopa yllittavin hyvin siedettyjd varsinkin
silloin, kun prekliinisten ja alustavien kliinis-
ten kokeiden perusteella hoitoannokset on
mitoitettu normaalien farmakologisten peri-
aatteiden mukaan. Yleisimpind haittavaiku-
tuksina on havaittu ohimenevdd kuumeilua
ja adenovirusvasta-aineiden muodostumista.
Hiljattain julkaisemassamme kahdeksan vuo-
den seurantatutkimuksessa emme havainneet
mitdan haittavaikutuksia sydanpotilailla, jotka
olivat saaneet adenovirusvilitteisen geenin-
siirron sepelvaltimotaudin hoitoon (Hedman
ym. 2009). Kuumereaktioita on liittynyt myos
plasmidivalmisteiden kiytt66n, ja ne johtune-
vat plasmidi-DNA:n eroista ihmisen genomiin
nihden, jotka elimisto kykenee tunnistamaan.
On kuitenkin selvid, ettd my6s lyhytaikaisen
ilmentymisen aiheuttavien geeninkantajien
yhteydessd potilaiden seurantaan tulee kiin-
nittdd erityistd huomiota mahdollisten vield
tuntemattomien haittavaikutusten havaitsemi-
seksi.

Lainsaadanto

Geenihoitoja ja niiden kehittelyd sditelevit
useat EU:n direktiivit ja kansalliset maarayk-
set. Geneettisesti muunnettujen organismien
kayttod valvotaan Suomessa geenitekniikka-
lain perusteella. Geeninkuljettimista, toimin-
nasta ja toimitiloista on tehtivi asianmukaiset
ilmoitukset, turvallisuusselvitykset ja riskin-
arviot (Geenitekniikkalaki 1995). Prekliinisti
vaihetta valvotaan mm. koe-eldintoimikuntien
lupamenettelyn kautta. Kliinisid hoitokokei-
ta siitelee lidkelaki (Laikelaki 1987), jossa
annetaan useita mairdyksid geenilddkkeiden
valmistuksesta ja testauksesta ja kokeellisten
biologisten ladkkeiden kiytt66n liittyvistd eri-
tyispiirteistd. Iturataan liittyvit geenihoidot
ovat kiellettyja.

Geenihoitojen kehittiminen on siis erittdin
moninaisesti sddnneltyd toimintaa, jossa py-
ritddn varmistamaan ennen kaikkea hoidon
turvallisuus ja vaarattomuus seké potilaan ettd
ympiriston kannalta. Joissain tapauksissa to-
sin ensimmadisen vaiheen kliinisiin kokeisiin

padseminen edellyttid jopa jossain mdairin
litallisia vaatimuksia, jotka ovat haitanneet
varsinkin akateemisten tutkimusryhmien ja
pienempien lddkekehitysyritysten mahdolli-
suuksia tuoda omia geenipohjaisia valmistei-
taan vaiheen I kliinisiin hoitokokeisiin.

Eettiset kysymykset

Geenihoitotutkimuksiin voidaan toistaiseksi
ryhtyi vain niissi tapauksissa, joissa vakavaan
sairauteen ei ole olemassa vakiintunutta teho-
kasta hoitoa (Vapalahti ym. 1997). Vastasyn-
tyneille tai pienille lapsille annettavat geenin-
siirrot ovat mahdollisia ainoastaan silloin, kun
kyseessé on ilman hoitoa nopeasti kuolemaan
johtava sairaus. Iturataan ja sukusoluihin gee-
ninsiirtoja ei saa suorittaa, silld siirtogeenin
integroitumiseen ja ilmentymiseen vaikutta-
vien tekijoiden tuntemus on vield aivan lilan
puutteellista.

Geenildikkeisiin saattaa my6s liittyd vield
tuntemattomia, vasta pitkdn ajan kuluessa il-
maantuvia haittavaikutuksia, joten geenihoi-
tokokeet tulee keskittdd vain tiettyihin yksik-
koihin, joissa on riittivit mahdollisuudet gee-
ninkuljettimien turvallisuuden testaamiseen ja
potilaiden pitkdaikaisseurantaan.

Tulevaisuudennakymia

Nykyiset vaiheisiin II ja III edenneet kliiniset
hoitokokeilut perustuvat geeninkuljettimiin,
jotka kehitettiin jo 1990-luvulla (Yli-Herttua-
la 1997). Onkin selvii, etti niiden ensimmai-
sen polven vektorien teho ja monet ominai-
suudet eivit suinkaan vield ole optimaalisia.
Ladkekehitystyon luonteen vuoksi valmistus-
menetelmit ja kuljettimien ominaisuudet on
kuitenkin ollut pakko siilyttdd vakiona koko
pitkan prekliinisen ja kliinisen testauksen ajan.
Muussa tapauksessa kehitysty6 jouduttaisiin
aloittamaan aivan alusta, koska liikevalvonta-
viranomaisten kannalta katsottuna vihankin
muunneltu geeninkuljetin olisi tdlléin uusi
valmiste. Onkin odotettavissa, ettd viimeisten
kymmenen vuoden aikana kehitetyt tehok-
kaammat ja vihemman immunologisia vastei-
ta aiheuttavat vektorit tulevat syrjdyttimaan
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nykyisin kliinisessd testauksessa olevat kuljet-
timet.

Siirtogeenin ilmentymisen rajaaminen vain
haluttuun kudokseen esimerkiksi kudosspe-
sifisten tai sdddeltidvien promoottorien avulla
tullee parantamaan geenihoitojen spesifisyyt-
td. Lisdksi geenituotteen midrdn siitely esi-
merkiksi suun kautta annettavan yhdisteen
avulla olisi toivottava ominaisuus varsinkin
niissd tapauksissa, joissa pyritddn siirtogeenin
pitkdaikaiseen ilmentymiseen kohde-elimissa.
Geenivalmisteiden kehitysty6 edellyttida myos
viruskuljetinten valmistusmenetelmien jatko-
kehittelyd. Adenovirus- ja plasmidikuljettimia
voidaan nykyddn valmistaa farmaseuttiset kri-
teerit tayttdvilli menetelmilld runsaasti niin,
ettd geenihoitoja voidaan antaa kymmenille-
tuhansille potilaille. Sen sijaan integroituvien
vektorien valmistusmenetelmit ovat vield
hankalia hallita, ja laajamittaiset hoidot ovat
toistaiseksi olleet vaikeita toteuttaa. Integroi-
tuvien vektorien kdytossd on myos suuri tarve
kyetd kohdennettuun geeninsiirtoon vain tie-
tyille ennakolta turvallisiksi tiedetyille gen-
omin alueille. Ex vivo -geeninsiirroissa ja kan-
tasolujen geeninsiirroissa olisi lisdksi padstava
menetelmiin, joiden avulla voidaan nopeasti
tunnistaa halutun geeninsiirron lipikdyneet
solut ennen niiden palauttamista takaisin eli-

S. Yla-Herttuala

mistd6n. RNA-interferenssiin perustuvien
geenihoitojen ja onkolyyttisten virusten kehi-
tystyd tulee niin ikddn antamaan uusia mah-
dollisuuksia geenihoitojen tehon, turvallisuu-
den ja kohdennettavuuden parantamiseen. B
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