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Horselnedsattning, fran 14att eller méattlig till mycket svar, ar ett
stort globalt folkhélsoproblem med manga drabbade 6ver hela
varlden. Inom EU, med ungefir en halv miljard invanare, har
cirka 140 miljoner ménniskor nagon form av horselnedsétt-
ning. De flesta har litt horselnedséittning, men mer &dn 30 mil-
joner har behov av atgérder, framfér allt i form av horselrehabi-
litering. Av dessa personer dr mer &n 700 000 gravt horselska-
dade eller helt dova. Dessa personer har ingen eller endast
ringa nytta av hérapparatférstirkning.

For niarvarande ir kokleaimplantat den enda medicinskt-
tekniska behandlingsmdjligheten vid d6vhet, men det &ren dyr
teknik, som heller inte lampar sig for alla typer av bakomlig-
gande orsaker.

Det finns darfor ett stort behov av nya och helt annorlunda
behandlingsmetoder. Genterapi ir en aktuell och lovande me-
tod for att bota dovhet, framfor allt om dévheten ar genetiskt
orsakad. Denna oversiktsartikel fokuserar pa mekanismerna
bakom genetiskt orsakad horselnedséttning och de framtida
mojligheterna till behandling med genterapi.

Introduktion
Hos déiggdjur fungerar den spiralformade koklean i innerorat
som mottagare i det perifera auditiva systemet. Den omvandlar
ljudvagor som férmedlas av trumhinnan och mellanérats ben-
kedja till elektriska impulser, som sedan tolkas av horselcen-
trum i hjarnan. Kokleans tre funktionella komponenter ar la-
terala viggen, Cortis organ och spiralgangliet (Figur 1), och det
ar saledes dar den priméra skadan aterfinns vid genetisk hor-
selnedséttning.

Omkring 50 procent, eller till och med mer, av grava horsel-
skador hos barn ir genetiskt betingade. Cirka 70 procent av ge-
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Figur 1. Schematisk bild av orats olika delar och en tvarsnittsbild av
koklean. Koklean &rindelad i tre olika vétskefyllda rum dér scala
vestibuli och scala tympani innehaller perilymfa och scala media en-
dolymfa. Orsaken till genetisk horselnedsattning aterfinns oftast i
nagon av kokleans tre funktionella komponenter: laterala vaggen,
Cortis organ och spiralgangliet. Laterala vaggen bestar av stria vascu-
laris och spiralligamentet, vilka deltar i kokleans reglering av kalium-
joner. Cortis organ bestar av bl a harceller och stodjeceller, som del-
tari omvandlingen av mekaniska signaler till elektriska impulser.
Spiralgangliet innehaller tva typer av primara hdrselneuron (typ | och
typ 1) och fortleder de elektriska impulserna till hérselcentrum i hjar-
nan.

netisk horselnedséttning ar icke-syndromal utan andra klinis-
ka uttryck, medan det hos resterande 30 procent ar del i ett
syndrom. For nérvarande finns ingen tillgéanglig genetisk be-
handling for hereditira horselskador. De senaste aren har var
kunskap om genterapi 6kat dramatiskt, och genterapi har po-
tential att i framtiden bli en av de viktigaste medicinska be-
handlingsmetoderna.

Innerdrats anatomiska férhallanden gor det val lampat for
genterapi. Det ar ett relativt isolerat organ som ar vitskefyllt
med kinda volymer peri- och endolymfa och med en strikt av-
griansad blodf6érsorjning. Saledes kan alla funktionella celler
relativt 14tt nas av 6nskade koncentrationer av det aktuella 4m-
net genom lokalt riktad behandling. Denna kan ges antingen
som enstaka injektioner eller med miniosmotiska pumpar. Pa
sa satt kan man effektivt och siakert transfektera koklean, med
teoretiskt liten risk for sidoeffekter.

Man harredan identifierat mer &n 120 olika gener som direkt
paverkar innerdrats utveckling eller funktion och ytterligare

______________________________________________________|
ESAMMANFATTAT

Inom EU har cirka 140 miljo-
ner manniskor nagon form av
horselnedsattning, och mer
dn 700 000 &r gravt horsel-
skadade eller helt dova.

For ndrvarande ar kokleaim-
plantat den enda behand-
lingsmojligheten for gravt hor-
selskadade.

De flesta genetiskt betingade
horselnedsattningar orsakas
av defekter i ndgon eller nagra
av kokleans tre funktionella
komponenter: laterala vdg-
gen, Cortis organ och spiral-
gangliet.

Genetiskt betingad horsel-

nedsattning kan delas in i
syndromal och icke-syndro-
mal. Exempel pd syndrom
som innefattar hdrselnedsatt-
ning eller dévhet dr Alports
syndrom och Ushers syndrom.
Vid genterapi ersdtter man
defekta gener med friska, som
introduceras till cellerna med
hjalp av virala vektorer.
Ytterligare potentiella be-
handlingsmojligheter inklude-
rar genterapi i kombination
med stamceller.

Mer forskning behdvs innan
genterapi pa allvar kan anvén-
das i klinisk rutinverksamhet.
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betydelsefullalokus dr kéinda. Transgena tekniker har ocksa vi-
sat sig ha effekt pa kongenital dovhet hos shaker-2(sh2)-mdoss
[1]. Ytterligare potentiella mdjligheter till att bota grav horsel-
nedséittning inkluderar anvindning av stamceller.

Genetisk horselnedsittning bestar av en grupp hogst olika
storningar av det perifera horselsystemet; de flesta ar lokalise-
rade till innerdrat och orsakar kokleir horselnedséttning eller
dovhet. Det finns ocksa genetiska horselnedséttningar av kon-
duktiv typ, vilka orsakas av kraniofaciala missbildningar som
kan engagera mellanérat och den yttre horselgangen.

Neurofibromatos typ 2 (NF2) ir en genetisk sjukdom med
lokus 22q12.2. Sjukdomen medfér multipla schwannom, bl a i
hoérselnerverna, somleder till progressiv dubbelsidig retrokok-
ledr horselnedsittning,.

Mer 4n 400 olika typer av genetisk horselnedsittning har till
dags datum beskrivits. Sedan 1995, da den forsta genen som or-
sakar icke-syndromala hérselnedséttningar identifierades, har
utvecklingen gatt snabbt. De dévhetsrelaterade generna grup-
peras ofta i olika klasser pa basis av de proteiner eller jonkana-
ler de kodar for, t ex transkriptionsfaktorer, cytoskelettprotei-
ner, extracellulira matrixkomponenter och jonhomeostaska-
naler [2-4]. En 6vergripande och uppdaterad sammanfattning
av gener som orsakar horselskada aterfinns pa The Hereditary
Hearing Loss Homepage, <http://webhost.ua.ac.be/hhh/>.

Man har observerat att olika mutationer hos en och samma
gen kan ge upphov till helt olika typer av genetisk horselned-
sittning. Ett typiskt exempel 4dr de rubbningar som orsakas av
mutation i MYO7A-genen. Dessa inbegriper bade icke-syndro-
mala och syndromala horselskador, t ex Ushers syndrom typ
1B [5], beroende pa mutationens lokalisation. Det dr dven in-
tressant att konstatera att samma fenotyp av dévhet kan upp-
sta fran mutationer av olika gener; t ex kan dévhet vid Waar-
denburgs syndrom 4 (WS4) separat orsakas av mutationeri tre
olika gener.

Icke-syndromal horselnedsittning

Vid icke-syndromala horselnedsattningar dr horselskadan pa-
tientens enda kliniska manifestation. Icke-syndromrelaterad
horselnedsattning star for cirka 70 procent av alla genetiskt be-
tingade horselskador och delas in i autosomalt recessivt
(DFNB, 75 procent), dominant (DFNA, 20 procent), konsbun-
det (DFN, 3 procent) och mitokondriellt (1 procent) nedirvda
[6]. Jamfort med den autosomalt dominant nedirvda typen ar
den recessiva generellt sett allvarligare med nedséttning vid
alla frekvenser och med en prelingual debut.

Hittills har 6ver 120 genlokus for icke-syndromal hérselned-
sattning lokaliserats och mer &r 40 individuella gener identifi-
erats. Virt att notera dr att mutationerien enda gen, GJB2 som
kodar for gap junction-proteinet connexin 26, star for cirka 50
procent av all autosomal recessiv icke-syndromrelaterad hor-
selnedséttning hos nyfédda. I koklean finns connexin 26 pa ett
flertal stéllen, t ex i lateralviggen och i stodjeceller [7], vilket
spelar en viktig roll nir det giller att upprétthalla den kokleara
jonhomeostasen, framfé6r allt av kaliumjoner.

Mutationer i GJB2-genen ir inte bara kopplade till DFNB1
utan ocksa till icke-syndromal autosomalt dominant horsel-
nedsittning (DFNAS3) [8] och till horselnedséittning vid Voh-
winkels syndrom [9]. De flesta patienter med GJB2-mutatio-
ner uppvisar svar prelingual, icke-progressiv sensorineural
hoérselnedséttning. En djurmodell har utvecklats [10], dar man
lokaliserade sonderfall av connexin 26 i det epiteliala gap junc-
tion-natverket i koklean, vilket resulterade i d6vhet.

Syndromal horselnedsattning
Vid syndromal horselnedséittning finns det férutom horselpa-
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verkan dven ytterligare organdysfunktioner, t ex i njurar eller
6gon. Over 400 syndrom dir hérselnedsittning dr en deldefekt
finns beskrivna. Orsaken till syndromal dévhet varierar och
kan kopplas till recessiva, dominanta, konsbundna (X-bundna)
eller mitokondriella anlag.

I denna genomgang beskriver vi endast ett par av de vanli-
gare syndromen i detalj, men det ar ocksé vid dessa som man
forvintas se de mest lovande resultaten for framtida genterapi.
Ytterligare information gillande syndromrelaterad dévhet
finns tillgéinglig i andra sammanfattande artiklar [11, 12].

Alports syndrom ir en kliniskt och genetiskt heterogen stor-
ning som karakteriseras av en kombination av progredierande
nefrit, synpéverkan och sensorineural hérselnedséttning [13].
Horselnedsittningen hos dessa patienter star for cirka 1 pro-
cent av den hereditira horselnedséttningen, och hilften av de
drabbade utvecklar progressiv horselskada [14].

Orsaken till hérselnedsittningen hos dessa patienter dr mu-
tationer i typ IV-kollagengener, som resulterar i defekter i ba-
silarmembranet. Typ IV-kollagen dr en nédvindig komponent
ibasilarmembranet och innehaller sex genetiskt olika a-kedjor
(01-06), som tillsammans bildar tre olika trippelhelixkomplex.

En histopatologisk studie av humana temporalbenspreparat
fran patienter med Alports syndrom visade pa basilarmem-
bransdefekter i Cortis organ och stria vascularis [15], men den
bakomliggande orsaken till horselnedséttningen hos dessa pa-
tienter ar fortfarande oklar. Ungefar 85 procent av alla patien-
ter med Alports syndrom har kénsbunden arvsgang (X-bun-
den) med mutationer i COL4A5-genen som kodar for a5-ked-
janityp I'V-kollagen [16]. Resterande Alportfall &r autosomalt
nedarvda med mutationer i COL4A3 eller COL4A4 [17].

Ushers syndrom ir en autosomalt recessivt nedédrvd sjukdom
som karakteriseras av horselnedséttning eller dévhet och pro-
gressiv synnedsittning pa grund av retinitis pigmentosa.
Ushers syndrom star f6r mer dn halva andelen av vuxna patien-
ter som dr bade déva och blinda. Man har urskilt tre olika kli-
niska varianter, USH1, USH2 och USHS, och dessutom flera
subtyper. Hittills har 11 genlokus for Ushers syndrom kartlagts.

Den allvarligaste kliniska varianten &r USH]I, och en av dess
subtyper, USH1B, stér fér 60 procent av alla USH1-fall. USH1B
orsakas aven mutation i genen som kodar for proteinet myosin
VIIa, som framfor allt finns i harcellerna i koklea, det retinala
pigmentepitelet och i fotoreceptorceller [18].

Den lindrigaste och vanligaste subtypen av Ushers syndrom
dr USH2A, som finns hos 57 procent av patienter med Ushers
syndrom. USH2A-genen kodar for usherin, ett nyupptéckt pro-
tein som uppvisar likheter med proteingruppen laminer, som
delvis bygger upp kdrnholjet i celler. Usherin uttrycks framfor
alltibasalmembranetikoklea och retina, men dess funktion ar
dnnu oklar.

Genetisk screening
Genetisk screening av sjukdomsalstrande gener kan forutsiga
framtida uppkomst och utveckling av horselnedséittning och
dven bidra till tidig diagnos av annan organdysfunktion kopp-
lad till respektive gen. Den kan &ven effektivisera och underlit-
ta planering av behandlingsstrategier.

Det stora antalet moéjliga genmutationer vid genetiskt be-
tingad horselnedsittning innebér dock en stor utmaning vid

»Genterapi ar en aktuell och lovande metod for
att bota dovhet, framfor allt om dovheten ar ge-
netiskt orsakad.«
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»For att den genterapeutiska behandlingen ska
lyckas maste den aktuella genen identifieras,
isoleras och pa ett sdkert satt foras in i malcel-
lerna.«

genetisk screening. De flesta test av genmutationer finns till-
gingliga endast pa forskningsniva, och endast ett fatal (GJB2,
SLC26A4 och EYAD) finns tillgéngliga i klinisk rutinverksam-
het. Fler tillforlitliga test for identifiering av mutationer ar helt
nodviandigt for framtida genetisk terapi.

Behandling

I utvecklade postindustriella linder satsar man intensiva re-
surser pa barn med symtomgivande och kommunikationssto-
rande horselnedséttning i form av olika habiliteringsprogram,
som alltid innehaller pedagogiska insatser. For barn med matt-
lig till svar horselnedsittning #r horapparatférstarkning
mycket viktigt.

For barn med mycket svar horselnedséattning eller total dov-
het bestar insatserna av teckenspraksinlérning och kokleaim-
plantat. Kokleaimplantat dr dock for kostsamt for att erbjuda
alla barn, framfor allt i utvecklingslander och linder med dalig
offentligt finansierad sjukvard. Dessutom kan kostnader for
batteribyten och postoperativ trianing utgora en ekonomisk
belastning for familjerna. Fungerande spiralganglieneuron
och horselnerv dr dessutom en forutséttning for lyckat koklea-
implantat; den ljudkvalitet implantatet kan ge beror pa antalet
fungerande nervtradar.

Det finns darfor ett stort behov av ytterligare behandlings-
mojligheter for gravt horselskadade och dova och framfor allt
for dem med defekt horselnerv. I teorin ar genterapi en ypper-
lig metod att bota d6vhet hos barn. Det krivs dock en oerhort
komplicerad teknik, 4ven om sjidlva behandlingen kommer att
genomforas med ett relativt enkelt ingrepp, och det krévs mer
forskning och utveckling for att den pa allvar ska kunna tas i
kliniskt bruk.

Administrationssitt och val av vektor

For att den genterapeutiska behandlingen ska lyckas maste
den aktuella genen identifieras, isoleras och pé ett sidkert sitt
foras in i mélcellerna. Sjélva transfektionen av genen till cel-
lerna sker med hjilp av vektorer.

Icke-viral vektor ar en enkel, siker och immunologiskt
okomplicerad metod for genéverforing, som dock har nackde-
len av att vararelativt ineffektiv och dessutom svar att styra till
ritt celler. I detta avsnitt kommer vi darfor att fokusera pa viral
vektor som metod for distribution av genen. Man anvénder sig
av virusets forméga att ta sig in i cellen och inforliva sin arvs-
massaivirdcellens genom.

Olika distributionsmetoder har provats for tillférsel till det
perifera horselorganet, sasom lokal applikation till runda
fonstret, kokleotomi, vestibular approach och administration i
cerebrospinalviatskan. I ett kliniskt perspektiv later runda
fonster-approachen mest tilltalande, och det finns rapporter
som talar for att det gar att introducera en »reportergen« via
runda fonstret. Mekanismen bakom permeabiliteten ar fortfa-
rande oklar, eftersom de flesta vektorer pa grund av storleken
har svart att passera runda fonstret. Mojligen kan orsaken vara
att man anvént en »gel-foam« med adenoviral vektor och att
denna har dndrat permeabiliteten pA membranet [19].

Kokleotomi innebér att ett litet hal skapas i basala vindling-
en av koklean, diar man sedan kan introducera vektorn [20].
Denna metod skulle kunna anvandas vid behandling av déva
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patienter, dir man inte riskerar att skada harceller. Ovriga ad-
ministrationssitt, t ex till det vestibulira systemet eller till ce-
rebrospinalvitskan, skulle antagligen innebéra alltfor stora
risker for komplikationer som svar yrsel, encefalit eller annan
infektion.

En stor fordel med de virala vektorerna ér deras storlek. Ade-
novirus dr ett virus med en diameter pa cirka 70 nm som in vit-
ro kan fas i héga koncentrationer (10'0-10" viruspartiklar/
ml). Adenovirus kan effektivt infektera bade de celler som de-
lar sig och de som inte delar sig. Dock begrinsar viardens im-
munsystem mojligheterna till att anvinda adenovirus i framti-
daklinisk genterapi, eftersom de flesta ménniskor har expone-
rats for adenovirus och diarfor utvecklat antikroppar mot olika
serotyper.

Det ar kint att 90 procent av de injicerade viruspartiklarna
bryts ner inom 24 timmar [21], vilket gor adenovirus till ett
olampligt alternativ for genterapi. Adenoassocierat virus-vek-
tor (AAV) &r ett virus som ger latent infektion av humana cel-
ler. AAV infekterar bade de celler som delar sig och de som inte
delar sig och kan bibehélla en lang tids expression av en tera-
peutisk gen. AVV har framgangsrikt anvants i kliniska fas 1-stu-
dier for sjukdomar som cystisk fibros och hemofili B. Dessutom
har man visat att AAV kan transfektera spiralganglieneuron
och stria vascularis i djurmodeller [22]. AAV &r siledes en
lamplig vektor for genterapi av innerorat.

Anviandning avlentivirus som vektor har studerats ingéende,
och man harvisat attlentivirus kan transfektera inneroreceller
och infoga en terapeutisk gen i virdcellens genom och dérige-
nom séikra en langvarig genexpression. Saledes dr dven lentivi-
rus en potentiell vektor vid genterapi avinnerorat.

Genterapi vid Alports syndrom

Alports syndrom ir en sjukdom som skulle ldmpa sig vél att
boérjabehandla med genterapi. Som vi angivit ovan 4r majorite-
ten av alla fall med Alports syndrom ett resultat aven mutation
av a5(IV)-kollagengenen. Kollagen ir essentiellt for att bibe-
halla kokleans normala struktur och funktion. Anvindning av
lentivirusvektor-o5-gen for att inféra icke-muterade kopior av
a5-genen till kokleéra celler skulle ge normala méngder kolla-
gen I'V-protein i koklean. Teoretiskt ska det ricka med att en-
dast vissa typer av kokleéra celler tranfekteras av vektorn for
att uppratta kokleans normala struktur och funktion.

Genetisk screening har gjort det majligt att diagnostisera
barn med Alports syndrom vid tidigare alder an forr. For gente-
rapi ar detta extremt viktigt, eftersom tidig diagnos av Alports
syndrom gor det mojligt att startabehandlingen innan en bety-
dande andel av harceller, spiralganglieneuron och andra drab-
bade celler har skadats.

Spontana eller transgena djurmodeller med Alports syndrom
[23, 24] 4r utmérkta modeller for att studera och forsta patoge-
nesen och dirigenom kunna utveckla nya behandlingstekniker
vidare for ménniskor. En a3(IV)-gen-knockoutmusmodell for
den autosomalt recessiva varianten av Alports syndrom har ut-
vecklats [25]. Den viktigaste patologin for dessa moss ar for-
tjockning av de striala kapilldra basalmembranen [26].

I en studie [27] har man visat att flera av de matrixmetallo-
proteinaser (MMP) som ar involverade i matrixproteiners om-
sittning dr dysfunktionellaistria vascularis hos Alport-musen.
Administration av MMP-inhibitorer till Alport-musen forvir-
rar fortjockningen av de striala kapillira basalmembranen.

Som ett initialt test for principen med genterapi av Alports

»Sjdlva transfektionen av genen till cellerna
sker med hjdlp av vektorer.«
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syndrom lyckades Heikkila och medarbetare [28] introducera
a5-genen till en grisnjure och fann 6kad expression och inkor-
porering av a5(IV)-kedjeproteinet i det glomerulidra basal-
membranet. Vidare har en farsk studie visat att introduktion av
a5-genen till glatt muskulatur aterskapade in vivo-expressio-
nen av typ IV-kollagen a5- och a6-kedjor hos en kaninmodell
for Alports syndrom [29].

Dessa lovande resultat visar att det ar rimligt att anta att in-
troduktion av a5-genen till innerdrat kan bli en utmérkt be-
handlingsmetod for horselnedsittning hos patienter med Al-
ports syndrom. Valet av lentiviral framfér adenoviral vektor
beror pa att den lentivirala vektorn litt introducerar den valda
genen till virdcellen och att genen sedan permanent uttrycks i
innerorat. Dessutom dr virdens immunologiska svar mindre
for lentivirusvektorer dn for adenovirala vektorer.

Genterapi vid Ushers syndrom

Ushers syndrom typ 1 ir en kombination av kraftig horselned-
sittning, progressiv retinitis pigmentosa och vestibular funk-
tionsnedsittning. USH1 dr den allvarligaste kliniska varianten,
och subtypen USHIB star for 60 procent av alla USH1-fall.
USH1B orsakas av mutation i MYO7A-genen som kodar for
myosin VII-proteinet. Om bristen p& myosin VII-protein
kompenserades vid tidig alder, skulle man méjligen kunna
lindra eller bota USH1B.

Nyligen visade Boeda och medarbetare [30] i flera varianter
av transgena moss att MYO7A uttrycktes i alla kokleédra inre
harceller, i de yttre harcellerna, i kokleas apex och i de vestibu-
lara harcellerna. Dessa fynd visar att man genom att anvinda
en lentiviral vektor kan introducera MYO7A-genen till harcel-
ler och att man dirigenom kan fa en produktion av myosin VII.

Fortsatta djurstudier dr dock nédvindiga innan genterapi-
forsok kan initieras fér behandling av USH1B hos ménniska.
Den tydliga korrelationen mellan genotyp och fenotyp har
dven observerats hos andra USHI1-subtyper; USH2A ir den
vanligaste formen av Ushers syndrom. Man har identifierat
den ansvariga USH2A-genen och den vanligaste muterade alle-
len.

Genterapi vid GJB2-relaterad horselnedsdttning

Mutationer av GJB2-genen star for hilften av alla fall med
icke-syndromal sensorineural horselnedsittning i véstvarl-
den. Kodsekvenserna fér GJB2 bestar av 681 baspar som kodar
for gap junction-proteinet connexin 26. Man kinner i dag till
mutationer i flera olika alleler. De nédvéndiga koncentratio-
nerna av connexin 26 for att bibehalla normal kokledr funktion
ar dnnu inte kinda.

En férsk studie visar att man med hjilp av GJB2-specifikt
kort dubbelstringat RNA (siRNA) kan himma uttrycket av en
dominant, negativ GJB2allel in vitro och in vivo utan sidoef-
fekter pa endogent vildtyps-GJB2-uttryck. Baserat pa dessa
resultat foreslar forfattarna att det méjligen gar att ridda hor-
seln hos en fenotyp med horselnedsittning med allelspecifik
RNA-interferens (RNAi) som riktas mot muterade GJB2-alle-
ler.

Jero och medarbetare [19] fann att GFP-reportergenuttryck-

et detekterades efter administration av liposombunden plas-
mid till runda fonstret, vilket indikerar att denna administra-
tionsmetod av genetiskt material till koklea fungerar val.

Séaledes verkar det som om en kombination av RNA-interfe-
reringsteknik och genterapi ar ett gynnsamt behandlingsalter-
nativ, atminstone for vissa former av dominant genetisk hor-
selnedsittning. Framtida experiment pa den villkorliga GJB2-
knockoutmusen dr nédvindiga for béttre forstaelse av patofy-
siologin i innerorat och utveckling av nya behandlingsalterna-
tivsom inkluderar, men inte begrinsas till, genterapi.

Genterapi kombinerat med stamcellsimplantation

Genterapi med stamceller ir en potentiell behandlingsmetod
for genetiskt orsakad grav horselnedséttning, framfor allt vid
degeneration av harceller och spiralganglieneuron. Harceller
och stodjeceller har sitt ursprung fran samma typ av progeni-
torceller [31]. Man har sett att flera transkriptionsfaktorer spe-
lar roll for innerdreutvecklingen, sisom bl a mouse atonal
homolog 1 (Mathl), Hathl, Hesl, Hes5, Jagged2 och Pou4f3.
Mathl-knockoutmdss producerar inte hérceller [32]. Intres-
sant ir att ett 6veruttryck av Mathl och Hath1leder till 6kat an-
tal harceller.

Zheng och Gao [33] visade f6rst in vitro att éveruttryck av
Mathl ledde till ektopiska héarcellerikoklea hos ratta. Dessare-
sultat har stor betydelse for inneréreforskningen, eftersom de
indikerar att det 4r mojligt att inducera proliferation och rege-
nerering av harceller med hjélp av gen-»knockin«-teknik. Det
skulle kunna utforas genom att man anvinder »knockin« av
Mathl-genen till stamceller, som sedan implanteras till koklea,
dir de kan differentiera till harceller. Tekniken behover sjélv-
fallet forfinas for att undvika ektopisk eller excessiv produk-
tion.

Gener som Hesl och Hes5 dr negativa regulatorer av Mathl.
Hesl*/--moss har signifikant 6kat antal inre harceller, medan
Hes5+/--mdss har signifikant 6kat antal yttre harceller, vilket
pavisar deras olika roller som regulatorer. I koklean hos
P27kipl-knockoutmoss finns det Gvertaligt med inre och yttre
héarceller, men P27kirl kontrollerar dven antalet stodjeceller,
vilket tyder pa att genen har en rolli proliferation [34]. Pou4f3-
knockoutmdss uppvisar utebliven mognad av harceller i sen
embryonal utveckling.

Alla ovanstéende fynd dr intressanta ur en framtida terapeu-
tisk aspekt, eftersom de tillhandahéller en bas for utveckling av
stamcellsterapi. En mgjlig behandlingsstrategi skulle vara att
in vitro anvdnda knockin-teknik for att inférliva transkrip-
tionsfaktorer (t ex gener som Mathl, Hathl, Hesl, Hes5, Jag-
ged2 och Pou4f3) och tillvaxtfaktorer till stamceller. Déarefter
transplanteras dessa genmodifierade stamceller till koklean in
vivo, dir de sedan kan differentiera till harceller och spiral-
ganglieneuron och f6ljaktligen bota sensorineural horselned-
sittning genom att imitera den viktiga tidiga utvecklingen av
innerorat. Dessutom har man visat att vissa transkriptionsfak-
torer som Mathl och Hathl omvandlar stodjeceller till harcel-
ler.

En viktig fraga som maste studeras vidare dr hur man kan be-
handla degeneration av spiralganglieneuron, som vi vet intraf-

___________________________________________________________________________________________________________________________________________________________|
TABELL 1. Exempel pa sjukdomar som potentiellt skulle kunna atgiardas med genterapi.

Typ av horselskada

Alports syndrom (X-bundet)
Ushers syndrom 1B (USH1B)
DFNB1

Gen/protein
COL4A5/myosin Vlla

GJB2/connexin 26
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MYO7A/a-kedjan av typ IV-kollagen

Funktion

Komponent i basilarmembranet i Cortis organ
Komponent i harcellernas stereocilier; molekyldr motor
Jonhomeostas, framfor allt av kaliumjoner
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KLINIK OCH VETENSKAP

»Genterapi som behandlingsmetod vid horsel-
nedsdttning dr fortfarande en ung teknik, som
dock verkar lovande och som dr vdrd att utveck-
la och forfina.«

far sekundart till primér héarcellsskada. Det har visats att stam-
celler kan differentiera till neuron nir man via viral vektor 1a-
ter transfektera neurala stamceller med neurogenin 2 (ngn2)
in vitro, och sedan transplanterar cellerna till koklea [35].

Ytterligare ett intressant fynd ir att adulta stamceller kan
migrera i retrograd riktning fran injektionsstéllet till den
vestibulokokledra nerven [20]. Det finns &ven nya resultat som
visar pa mojligheten att injicera stamceller direkt till den vesti-
bulokokledra nerven. Det finns darfér god mojlighet att gen-
modifierade stamceller transfekterade med proneuronala ge-
ner, som framjar stamceller att differentiera till spiralganglie-
neuron, kommer att bli en bra behandlingsteknik for att rever-
sera degenerationen av spiralganglieneuron och déirigenom
aterstilla horseln.

Risker associerade med genterapi

Som vid de flesta nyintroducerade behandlingsmetoder méste
man vara medveten om de risker som ir associerade med be-
handlingen. Vid genterapi inkluderar dessa infektion/inflam-
mation och immunologiska reaktioner d& vektorn introduce-
ras. Metoden ska ocksa vara utformad s& att man minimerar
riskerna for att mellan- eller innerérat tillfogas permanenta
skador da vektorn introduceras. Risken fér malignitet som
foljd av férandrat DNA bor tas pé stort allvar och har dokumen-
teratsiflera djurstudier [36].

Fordelen med genterapi till innerorat &r som tidigare
niamnts att koklean &r ett relativt isolerat system, vilket borde
minimera riskerna for spridning av vektorn och underlitta
styrning av koncentrationer. Man har visat att spridning av
vektor fran vestibulokokleéra systemet till cerebrospinalvits-
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ka ar strikt volymbunden, och i en studie [37] sag man sprid-
ning vid introduktion av 25 pl viral vektor, men inte vid 5 pl.
Den normala volymen vid introduktion av vektor till koklea
overstiger sillan 1-2 pl, vilket gor spridning mindre sannolik.
Dessutom sker eventuell spridning till stor del via aqueductus
cochleae (kochleans kommunikation med cerebrospinalrum-
met), som ir 6ppetstadende i manga férséksdjur, men som of-
tast ar stingd hos méanniska. Detta skulle kunna innebéra yt-
terligare en isolerande funktion hos ménniska.

Framtiden far visa hur vi ska minimera riskerna fér kompli-
kationer, dar val av vektor dr en komponent, men dar det tro-
ligtvis finns ménga fler faktorer som bor beaktas.

Nytt och omvilvande - ytterligare omfattande forskning krivs
Genterapi som behandlingsmetod vid horselnedsittning ar
fortfarande en ung teknik, som dock verkar lovande och som &r
vird att utveckla och forfina. Genetisk horselnedséattning ar
sjalvklart svar att bota, men genterapi erbjuder en spinnande
mojlighet till behandling. Man bor initialt fokusera pa anvind-
ning av genterapi vid utvalda former av genetisk horselned-
sattning som Alports syndrom, Ushers syndrom och GJB2-
mutation (Tabell I).

Den experimentella forskningen antyder att genterapi kan
leda till nagonting helt nytt och omvilvande, nimligen medi-
cinsk behandling av genetisk horselnedsittning. Ytterligare
omfattande forskning dr nédvéndig, bl a maste ingaende studi-
er av eventuella risker genomforas, och uppliaggningen av
framtida kliniska behandlingsprogram maste preciseras.
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