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SAMMANFATTNING

Under lang tid betraktades virus enbart som ett hot mot djur och méanniskor med stor risk att
asamka skada. Framgangar i molekylar virologi kom att bredda den uppfattningen och visa att
den virala infektionsvagen var anvandbar for terapeutiska syften. Idén gick ut pa att avlagsna
virala replikations- och sjukdomsalstrande gener fran virusets genom och infoga terapeutiska
gener i deras plats varpa viruset fungerade som en vektor i patienten. Denna litteraturstudie har
for avsikt att redogdra for allménna principer bakom denna mekanism och tillampningen av
virala vektorer inom veterinarmedicin. Fragestallningen 16d: ~Pa vilket satt kan virus
programmeras om till vektorer for genetiskt material och vilka funktioner fyller de i genterapi,
cancerterapi och immunoterapi for profylaktisk och terapeutisk behandling av djur?”. Litteratur
erhélls fran internationella referensdatabaser och inkluderade vetenskapliga artiklar fran bade
human- och veterindrmedicin.

De virusvektorer som for narvarande angavs ha storst betydelse for veterindrmedicin var
adenovirusvektorer, retrovirusvektorer, lentivirusvektorer och adeno-associerade virala
vektorer, men att respektive virus hade for- och nackdelar och att samtliga kravde nagon form
av modifiering for att lampa sig som vektorer. Framstéllningsprocessen bestod i stora drag av
att co-infektera en sarskilt framtagen cellinje med vektor-DNA innehallande cis-sekvenser och
terapeutiska gener, och hjalpar-DNA i form av ett virus eller en plasmid innehallande
kompletterande trans-sekvenser. Tillsammans astadkom de produktion av rekombinanta
vektorer och bade sma- och storskaliga metoder hade tagits fram. Transduktionsmekanismen
gick ut pa den rekombinanta vektorns infektion av malcellen och uttryck av dess genetiska
information.

Utav genterapeutiska behandlingar var cancerterapi ett omrade dar intresset for virala vektorer
var utmarkande och lovande resultat hade demonstrerats fran kliniska studier. Daremot
havdades att ytterligare forskning behévdes innan sadana behandlingar kunde tillampas pa
Klinik och i falt. Dar tillampningen av virala vektorer kommit Iangst var inom vaccinteknologi,
dar behandlingar redan fanns tillgangliga pa marknaden.

Behovet av ytterligare forskning motiverades dels med anledning av patientsakerhet. Risken
for insertionell mutagenes for integrerande vektorer betraktades som en av de storsta farorna
samtidigt som dessa vektorer var battre lampade &n icke integrerande vektorer i andra viktiga
avseenden. Mer forskning kravdes ocksa for framstéllning av effektiva metoder for storskalig
produktion av vektorer vilket &r en forutsattning for att de ska kunna tillampas i behandlingar.
For nagra virala vektorer ansags det redan finnas tillgangligt men langt ifran for alla. Slutsatsen
flera forfattare drog &r att virala vektorer kommer att fa stor betydelse for sjukdomar dar
effektiva konventionella behandlingsmetoder saknas eller att de kan komma att anvéndas som
komplementbehandling mot dessa.



SUMMARY

Until recently, the general perception of viruses was limited to their strong potential of causing
harm to animals and humans. However, advances in molecular biology helped to expand this
view by demonstrating that the viral infectious pathway could be utilized for therapeutic
purposes. The idea was based on the general principle of replacing viral genes coding for
replication and pathogenicity, with DNA coding for therapeutic genes and to subsequently use
these recombinant vectors to infect patients. The aim of this literature study is to examine this
mechanism and the application of viral vectors in veterinary medicine, specifically their role in
gene therapy, cancer therapy and immunotherapy for prophylactic and therapeutic treatments.
Literature was obtained from international reference databases and included articles from both
the human medicine and veterinary field.

Viral vectors of adenoviruses, retroviruses, lentiviruses and adeno-associated viruses were
described as having the greatest importance for veterinary medicine at this time, however all of
them had pros and cons and each required modification to serve as vectors. The manufacturing
process involved, in short, the co-infection of a specific cell line with vector-DNA, containing
cis-acting sequences and therapeutic genes, as well as helper-DNA (virus or plasmid),
containing complementary trans-acting sequences. Both large-scale and small-scale production
methods had been developed to this end. The transduction mechanism was mediated through
infection of the target cell with the recombinant vector and expression of the viral encoding
genes in the host.

In the vast range of gene therapy treatments, those targeted against various cancer forms showed
a specific interest in viral vector strategies. Promising results had been demonstrated by clinical
studies, yet it was argued more research was required before these therapies could be clinically
applied. In contrast, viral vector-based vaccines had already been made available for
commercial use.

The need for further research was mainly argued as a concern for patient safety. Insertional
mutagenesis caused by integrating vectors was considered one of the greatest threats, however
in other important aspects, they were better suited than non-integrating vectors. Another reason
was lack of efficient methods for large-scale vector production for some of the different vector
types. Sufficient manufacturing methods was a precondition for application in clinical settings
and therefore most significant. In conclusion, several authors argued that viral vectors will be
of great importance for diseases lacking efficient conventional methods for treatment, or that
they can be presented as a complementary treatment to these.



INLEDNING

Under lang tid betraktades virus endast som ett hot mot djur och manniskor med stor risk att
asamka skada. Framgangar i molekylar virologi skulle komma att &ndra den uppfattningen och
tack vare ett stort antal studier och ett vaxande intresse har deras potential som vektorer for
flera behandlingsformer idag borjat undersokas (Smith et al., 1983; Kieny et al., 1984; Paoletti,
1996; Xiang et al., 1996; Rayner et al., 2002; Kyriakis, 2015). Den naturliga formagan att inta
celler, modifiera vérdens forsvarsmekanismer och ta dver cellens replikationsmaskineri har
bidragit till utvecklingen och visat sig vara mycket lamplig fér en rad terapier, bade terapeutiska
och profylaktiska (Lukashev & Zamyatnin, 2016). Genterapi, cancerterapi och vaccinteknologi
ar tre av dessa vilka visar lovande resultat infor framtiden inom saval humanmedicin som
veterindrmedicin.

Syftet med den har litteraturstudien &r att ge en sammanstalining av de grundlaggande
principerna bakom virala vektorer och deras anvandning inom veterindrmedicin och
fragestallningen lyder: ~Pa vilket sétt kan virus programmeras om till vektorer for genetiskt
material och vilka funktioner fyller de i genterapi, cancerterapi och immunoterapi for
profylaktisk och terapeutisk behandling av djur?”” En introduktion ges till respektive amne och
exempel pa resultat fran kliniska studier tillhandahalls. Vidare presenteras ett urval av virus
med storst relevans for fragestallningen.

MATERIAL OCH METODER

Inledningsvis genomfordes litteratursokning i de internationella referensdatabaserna PubMed,
Primo, Google Scholar, Web of Science och Scopus med sokorden viral vector” and “gene
therapy” or vaccine or cancer. For att forfina sokningen och begrédnsa antal resultat anvéndes
sokfiltren other animals + veterinary science i PubMed och veterinary science + virology i Web
of Science. Ett stort antal humanmedicinska artiklar erhdlls och ett mindre antal
veterindrmedicinska, rapporter fran bada falt inkluderades. | forsta hand valdes vetenskapligt
granskade originalartiklar ut som referenser men dven review-artiklar togs tillvara pa i
undersokningen.



LITTERATUROVERSIKT

Genterapi
Definition

Det ursprungliga konceptet for genterapi grundas pa utbyte av en defekt gen med en fungerande
kopia i syfte att atgarda den arftliga genetiska skadan, dven kallat ”gene replacement therapy”.
Effekten astadkoms genom leverans av nukleinsyra till malceller dér de inserterade generna kan
koda for RNA eller proteiner med celluléra eller regulatoriska funktioner (Giacca, 2010). Fram
till idag har begreppet genterapi vuxit till att innefatta en rad strategier fér bade terapeutiska
och profylaktiska behandlingar diar 4&ven metoder baserade pa ”genome editing” ingar. (Robbins
& Ghivizzani, 1998; Dunbar et al., 2018).

Genome editing har potential att lagga till, ta bort eller korrigera gener och baseras pa
anvandning av tillverkade eller bakteriella nukleaser. | kort gar mekanismen ut pa att inducera
ett nukleas-inducerat dubbelstréngbrott (DBS) i DNAt hos déaggdjursceller vilket i sin tur
stimulerar effektiv rekombination. Metoden kan utforas pa celler bade ex vivo och in vivo, men
i relation till traditionell genterapi ar utvecklingen fortfarande i tidig fas (Dunbar et al., 2018;
Rouet et al., 1994).

Anvandningsomraden

Manga kliniska férsok pagar runt om i vérlden och ett stort antal ar riktade mot cancerterapier.
Faktumet att langt framskridna cancerpatienter i manga fall har en Gverlagsen nytta/risk-kvot
kan vara en forklaring till det (Lukashev & Zamyatnin, 2016). Det har ocksa funnits intresse
for anvandning av genterapi for leverans av antikroppar vid tillstand av infektios sjukdom vilket
kan vara fordelaktigt for dldre, immunsvaga individer eller vid pandemi med snabb spridning
(Collins & Thrasher, 2015). Férutom dessa finns en rad sjukdomar for vilka genterapi har
undersokts som behandlingsmetod och det anvands aven som komplement till konventionella
terapier och mediciner (Robbins et al., 1998). Ett framgangsrikt exempel fran
veterindrmedicinen dar genterapi anvants ar vid experimentell behandling av diabetes hos
hundar. Med hjalp av en adeno-associerad viral vektor barande pa gener kodande for insulin
och glukokinas uppnaddes Okat glukosupptag och kontroll av glykemi under atta ar och
samtliga forsoksdjur betraktades som botade fran sin &komma (Haurigot et al., 2018).

Problematik

En forsvarande faktor for utveckling av genterapi ar hog kostnad. Bland annat orsakas detta av
att priset for utveckling, marknadsforing och tillstand bara fordelas mellan ett fatal potentiella
patienter (Lukashev & Zamyatnin, 2016). Ett satt att reducera kostnader ar att utveckla
genterapier som kan administreras oralt da sadana beredningar ar billigare att producera
eftersom tillverkningen inte maste ske under sterila forhallanden (Salama et al., 2006). Oral
medicinering har dessutom flera andra fordelar eftersom det inte &r en invasiv behandling (Xie
& Xu, 2017). Partnerskap mellan bioteknologiska- och farmaceutiska foretag med expertis i
storskalig tillverkning skulle ocksa behdvas for att behandlingsmetoden ska kunna bryta
igenom (Dunbar et al., 2018).

Vektorsystem

Det storsta hindret for framgangsrik genterapi ar transport av verksamt amne till malceller. I en
biologisk miljo &r en oskyddad nukleinsyra namligen inte tillrackligt stabil for att kunna na in
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till cytoplasman dér RNA utovar sin funktion, eller in till k&rnan dar DNA transkriberas och
cellgenomet kan modifieras (Lukashev & Zamyatnin, 2016). Av den orsaken é&r
vektorfunktionen central och det stélls flera krav pa en bra vektor for genterapi. Sakerhet och
effektiv leverans till tillrackligt manga celler for att atgarda den genetiska defekten ar tva viktiga
kriterier samt en definierad komposition och reproducerbarhet i tillverkningen (Collins &
Thrasher, 2015). Duration av genuttryck ar ocksa en betydelsefull egenskap eftersom
behandlingar bade kan krava langvarigt genuttryck eller endast ett 6vergaende (Kay et al.,
2001). For samtliga vektorsystem finns styrkor och svagheter och alla kraver nagon form av
modifiering for att lampa sig for genterapi (Robbins & Ghivizzani, 1998).

Icke viral transport

Flera icke-virala transportsystem har utvecklats for genterapi och de har bade for- och
nackdelar. DNA-molekyler packade i plasmider, RNA-molekyler och autologa eller
allogeneriska celler som undergatt genetisk modifiering ex vivo innan transplantation till
patienten, ar nagra av dem. DNA-baserade vektorer har till fordel att de &r relativt enkla att
framstalla och standardisera, dock &r de instabila i den omgivande miljon. Riktad transport till
malorgan och ihallande effekt ar ytterligare tva problematiska omraden (Lukashev &
Zamyatnin, 2016).

Viral transport

Virus betraktas vara ett av de mest lovande transportsystemen for klinisk anvandning (Lukashev
& Zamyatnin, 2016). Grundidén &r att utnyttja den virala infektionsvdgen men undvika uttryck
av virala replikations- och sjukdomsalstrande gener (Thomas et al., 2003). Foérutom
adenovirusvektorer och y-retrovirala vektorer, vilka till stor del utvecklades under 90-talet, har
adeno-associerade och lentivirala vektorer borjat anvandas mer och mer for gendverforing in
vivo och ex vivo i kliniska kretsar. Dessa fyra representerar for nérvarande de viktigaste virala
vektorerna inom genterapi (Merten & Gaillet, 2016).

Manga egenskaper gor virus till goda kandidater som vektorer for genterapi. Deras naturliga
livscykel gar ut pa att inta och manipulera celler till specifikt genuttryck och de har formaga att
selektivt infektera vissa malceller eller vavnader. Att skapa en vavnadsspecifik vektor har
daremot annu inte varit genomforbart, men det pagar arbete for att uppna detta. En av metoderna
utnyttjar vavnadsspecifika promoters for att driva fram uttryck av den transducerade genen och
det utfors aven modifiering av element pa ytan av vektorpartiklar for att de battre ska kannas
igen av malceller. Ytterligare pagaende forskning inkluderar bland annat forsok att skapa
vektorer for integration till forutbestamda platser i genomet och pa sa satt undvika slumpmassig
integration till potentiellt skadliga platser (Kay et al., 2001).

Det utfors ocksa forsok att konstruera vektorer som kan kanna av och svara pa specifika stimuli
och pa sa satt gora dem mer styrbara. Endogena stimuli sasom pH, redoxpotential och proteaser
forekommer i olika nivaer vid sjukdom, i olika organ och organellplatser. For virus som redan
naturligt kanner av dessa forsoker man modifiera dem till att svara pa nya satt. For att
manipulera vektorer med exogena stimuli anvénds bland annat temperatur, magnetfalt och
optiskt ljus. Malet &r att trigga en egenskap vid en sarskild stimulusniva utan att paverka nagon
annan funktion hos vektorn (Brun et al., 2017).

Trots virala vektorers goda egenskaper finns risker associerade med deras anvandning for
genterapi. Akut toxicitet fran infusion av frammande material, cellulart immunsvar mot de
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transducerade cellerna, humoralt immunsvar mot den terapeutiska genprodukten och
insertionell mutagenes fran integrerande vektorer ar nagra av dessa. Det har ocksa vackt ett
etiskt dilemma kring risken for oavsiktlig transmission av vektorsekvenser till bakterieceller.
Uppkomsten av antikroppar riktade mot vektorpartikeln férekommer ofta men blir séllan ett
problem, utom i de fall nar vektorn kraver upprepad administrering. En sadan situation kan
intraffa om duration av genuttryck &r kortvarigt (Kay et al., 2001).

Konvertering av virus till vektor

For att forsta konverteringsprocessen av virus till vektor ar det gynnsamt att inledningsvis fa en
Overblick over det virala genomet. Virala kodande gener kan namligen delas upp i de som agerar
in cis och de med funktioner in trans (Wu & Ataai, 2000). In cis betyder att olika loci befinner
sig pa samma kromosom av ett homologt kromosompar, medan in trans innebér att de befinner
sig pa var sin kromosom. Sekvenser som kravs in cis, vanligen terminal repeat sekvenserna,
maste viruset sjalv bara pa for att bland annat kunna packa genomet i viruskapsiden och
integrera vektorns DNA i cellkromatinet (Wu & Ataai, 2000; Thomas et al., 2003). Sekvenser
som kommer till anvandning in trans kan komplimenteras av DNA-sekvenser som inserteras
till vardgenomet eller forses av en barare som da infekterar cellen tillsammans med viruset.
Bararen kan utgoras av en plasmid eller ett hjalparvirus som saknar en packande doman (y) sa
att dess RNA eller det sjalv inte kan packas till viruspartiklar (Kay et al., 2001). Funktioner
som tillgodoses av de trans-agerande sekvenserna &r bland annat kodning av proteiner for
replikation, kapsid och lipidh6lje. Hos virus med sma virala genom ar generellt alla dessa
sekvenser avldgsnade for att skapa utrymme for insertion av terapeutiska gener samt for att gora
vektorn inkapabel att replikera (Wu & Ataai, 2000). Separationen av cis och trans-sekvenserna
forhindrar rekombination till replikationskompetenta virala partiklar (Kay et al., 2001). Den
utvalda genkassetten klonas sedan in till utrymmet i DNA déar de deleterade generna sulttit.
Slutligen co-infekteras en lamplig cellinje med vektorgenomet och béraren vilket resulterar i
produktion av rekombinanta vektorer, se figur 1 (Thomas et al., 2003).
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Figur 1. Bild 6ver konverteringsprocessen av virus till vektor. Baserad pa Kay et al., 2001.

Uttrycket for den relativa koncentrationen av framstallda vektorer, den sa kallade titern,
definieras av koncentrationen virala partiklar och/eller antal virioner kapabla till transduktion.
Generellt utgor dessa partiklar endast en liten del av totalantalet och kan variera mellan olika
framstallningsmetoder i olika laboratorium. Standardiserade tekniker saknas i nulaget vilket gor
faststélining av specifik aktivitet hos olika vektortyper problematiskt (Kay et al., 2001).

Mekanismen for transduktion

Begreppet transduktion beskriver mekanismen da malcellen infekteras av den rekombinanta
vektorn och dess genetiska information uttrycks. Processen inleds med att vektorpartiklarna
binder till cellen, vilket generellt sker via receptormediering, och sedan tar sig in i cellen och
vidare in till cellkdarnan. I cellkérnan sker en komplex process dar vektorns genom omvandlas
till dubbelstrangat DNA som beroende pa vektor integreras antingen i vardgenomet eller
persisterar i en episom. Slutligen uttrycks den terapeutiska genen, se figur 2 (Kay et al., 2001).
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Figur 2. Bild 6ver transduktionsmekanismen. Baserad pa Kay et al., 2001.
Klasser av virala vektorer
Adenovirusvektorer

Adenovirus tillhor familjen Adenoviridae och &r stora, nakna virus med ett dubbelstrangat
DNA-genom (26-40 kilobaspar (kb)) och en ikosahedrisk kapsid (Warnock et al., 2011).
Klassificering delar in adenovirus i sex arter (A-F) och det finns 6ver femtio olika serotyper
som infekterar manniskor. De tva mest studerade av dessa ar serotyperna 2 och 5 associerade
med art C vilka ocksa ar de mest anvanda adenovirusvektorerna for genterapi (Giacca, 2010).
Genom att anvanda serotyper som naturligt smittar en annan art &n patientens, kan problem
relaterade till preexisterande immunitet kringgas (Kay et al., 2001).

Innan adenovirus utnyttjas for transport av nukleinsyra undergar de olika nivaer av attenuering.
Attenueringen uppnas genom deletion av genomfragment som kodar for tidiga proteiner, det
vill sédga de proteiner som bildas under virusets syntesfas och stéller om cellen for
virusproduktion (Lukashev & Zamyatnin, 2016). Hos den forsta generationens
adenovirusvektorer ar endast en gen med regionerna E1A, E1B, och i vissa fall dven E3,
avlagsnad och det finns utrymme for upp till 8 kb transgent DNA (Ginsberg et al., 1989; Merten
& Gaillet, 2015). E1A &r avgorande for initiering av virusreplikation och kodar for
onkoproteiner (Steegenga et al., 1996; Giacca, 2010). E3-genen kodar for proteiner med
immunomodulerande egenskaper vilket gor eliminering av den sarskilt viktig vid
vektorframstallning for vaccinsyften da dessa kan ha negativ inverkan pa vaccinpotensen
(Ginsberg et al., 1989; Merten & Gaillet, 2015). For generering av vektorer utan E1 maste de
E1-kodande proteinerna tillgodoses in trans av den vektorproducerande cellinjen. Cellinjen ska
ocksa framja tillvaxten av vektorer och minimera risken for uppkomst av
replikationskompetenta adenovirus (replication competent adenovirus, RCA) vilket kan ske vid



innehall av sekvenser med potential till homolog rekombination med vektorn (Lochmuller et
al., 1994; Merten & Gaillet, 2015).

Utveckling av den andra generationens vektorer inleddes efter att samband mellan cytotoxicitet
och immunogenicitet med den forsta generationens vektorer upptackts. Fran dessa avlagsnas
forutom E1 &ven E2 och/eller E4, och uppvisar enligt rapporter en minskad
immunogenicitetsprofil. RCA minimeras ocksa eftersom hopsattning av dem kréaver ett mycket
stort antal rekombinationer i produktionscellinjen. Det tillgédngliga utrymmet for insertion av
transgener i dessa vektorerna utgors av 14 kb (Giacca, 2010).

Den tredje och senaste generationens adenovirusvektorer frantas samtlig genetisk information
och har pé engelska fatt bendmningen ”gutless vectors”. Upp till 36 kb exogent DNA kan ersatta
de frigjorda regionernas plats, men deletionen gor ocksa att vektorerna kréaver hjalp utifran for
att tillgodose all in trans replikation och strukturfunktion (Merten & Gaillet, 2015).

| smaskalig produktion av forsta och andra generationen vektorer odlas cellinjer infekterade
med en rekombinant Ad5 vektor i petriskalar eller liknande materiel. Nar cellerna nar full
cytopatisk effekt skdrdas vektorerna, cellerna lyseras och vektorpartiklarna koncentreras och
renas. Efter det sista processteget sparas vektorpartiklarna i en fysiologisk buffrande vétska.
Tredjegenerationsproducerande celler infekteras forutom av den rekombinanta Ad5 vektorn
aven av en hjalparvektor. For klinisk anvandning av virala vektorer krévs daremot storskaliga
produktionsmetoder vilka ager rum i flera steg under specifika forhallanden. Systemen utnyttjar
olika typer av reaktorer och sarskilda medium anvéands for att framja celltillvaxt (Merten &
Gaillet, 2015).

Eftersom adenovirusets genom inte integrerar med vardcellens associeras vektorn med hdg
sékerhet for patienter (Lukashev & Zamyatnin, 2016). En annan fordel ar att de kan produceras
i hoga titrar (Volpers & Kochanek, 2004). Vid intravends administrering koncentreras generellt
vektorerna i levern, men vid direkt injektion har de férmaga till transduktion av de flesta
vavnader i bade delande och icke delande celler. Vektorerna har anvants i prekliniska
djurstudier for att bland annat transducera lever, skelettmuskulatur, hjarta, lunga och pankreas
(Kay et al., 2001). Daremot &r virusets livscykel inte anpassad for langre duration av transgent
uttryck (hogst dagar) och viruspartiklarna har extremt immunogena kapsider vilket kan vara till
nackdel. Trots det har adenovirusvektorer demonstrerat nytta i ett antal sammanhang, déribland
vid behandling av maligna tumorer och vaccinutveckling, tvd av vektorns huvudsakliga
anvandningsomraden (Lukashev & Zamaytnin, 2016).

Retrovirusvektorer

Retrovirus tillhor familjen Retroviridae och genomet utgdrs av tva positiva enkelstrangade
RNA-molekyler (7-12 kb) (Warnock et al., 2011). Partikelorganisationens komplexitet delar
in retrovirus i tva grupper: enkla retrovirus dar bland annat y-retrovirus finns inkluderat, och
komplexa retrovirus dar lentivirus faller in (Coffin et al., 1997; Merten & Gaillet, 2015). Vid
avknoppningsprocessen erhaller viruspartikeln ett membranhélje (Merten & Gaillet, 2015) och
till det faster glykoproteiner som genom interaktion med receptorer pa vardceller bestammer
virusets tropism (Kay et al., 2001). For att utoka, eller pa ndgot annat satt modifiera denna
spannvidd, finns en metod kallad pseudotyping. Mekanismen gar ut pa att virala env gener som
kodar for komponenter till membranhéljet byts ut mot respektive gener fran ett orelaterat virus
och pa sa satt forandra vektorns tropism (Kay et al., 2001). Pseudotyping begransas dock av
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antalet unika virala adhesionsproteiner som det finns receptorer uttryckta for pa malceller
(Waehler et al., 2007).

Anvandning av sérskilda adaptorproteiner har darfor undersokts som ett alternativ och ar bra
pa sa satt att de inte kraver en detaljerad kunskap om den virala strukturen. Organisationen hos
adaptorproteinet tillater en ande att binda till det virala adhesionsproteinet medan den andra
anden kan binda till receptorn pa malcellen. Eftersom olika adaptorproteiner kan paras till
samma vektor & metoden mycket flexibel. Behovet av en separat adaptor kan ocksa kringgas
genom en annan strategi dar specifika ligander inkorporeras genetiskt i vektorerna, antingen till
kapsiden eller holjet. Den metoden ar dock tekniskt svarare att genomféra (Waehler et al.,
2007).

Eftersom retrovirus &r RNA-virus innehaller replikeringsprocessen ett steg dar RNA kopieras
in till DNA och integreras till vardcellens genom (Lukashev & Zamyatnin, 2016). Trots att
integrationen inte garanterar stabilt uttryck av transgenen forsékras lagring av den genetiska
informationen dven i till exempel en sjalvregenererande vavnad eller i den klonala utvaxten av
en stamcell (Kay et al., 2001). For att preintegrationskomplexet ska kunna fa atkomst till
vardcellens kromatin krévs dock stérning av kdrnmembranet och produktiv transduktion &r helt
beroende av att malcellen paborjar mitos strax efter vektorn tagit sig in (Miller et al., 1990).
Vektorn kan leverera upp till 10 kb exogent DNA (Lukashev & Zamyatnin, 2016).

Platsen for genomintegrering ar inte slumpmaéssig och vissa retrovirus har tendens att integrera
nara till starten for en transkriptionsenhet i ett aktivt transkriberat loci vilket med hdg
sannolikhet kan leda till att kontroll éver onkogenuttryck upphdr att fungera normalt (Wu et al.,
2003). En biverkning av denna karaktar kallas for insertionell mutagenes eller genotoxicitet och
ur sékerhetsperspektiv ar det darfor mer lampligt att valja en vektor som saknar denna egenskap,
till exempel lentivirus (Lukashev & Zamyatnin, 2016).

Med hjalp av nyligen framtagna cellinjer for produktion av retrovirusvektorer kan hoga titrar
av transducerande partiklar utvinnas. De kan ocksa lagras och delas upp for att generera stora
andelar vektorer fria fran replikationskompetenta retrovirus (replication competent retrovirus,
RCR) pa ett praktiskt sétt (Kay et al., 2001). Utveckling har ocksa lett till strategier for att skapa
retrovirusvektorer som kan styra sin egen aktivering. Introducering av direkt upprepande
sekvenser, vilket leder till hdgfrekventa deletioner under den omvanda transkriptionen, ligger
bakom mekanismen (Hu & Pathak, 2000).

Eftersom retrovirus kréver delande celler for transduktion &r applikationen av retrovirus
begransad. Daremot &r de fortfarande bra lampade for sarskilda mal ex vivo, till exempel vid
transduktion av lymfocyter (Dunbar et al., 2018). De har ocksa anvants i studier av vavnads-
och benreparation for att leverera faktorer for tillvéxt och differentiering till mogna stamceller
och benceller (Warnock et al., 2011).

Lentivirusvektorer

Lentivirus tillhér gruppen retrovirus, de har gemensam kapselstruktur och transkriberas likt
ovriga retrovirus intill aktivt transkriberade loci, men foredrar 3’ dnden for integration till
genomet (Lukashev & Zamyatnin, 2016). Till skillnad fran andra retrovirus kraver lentivirus
inte delande celler for integration utan forlitar sig pa aktiv transport av
preintegrationskomplexet (Bukrinsky & Haffar, 1991; Kay et al., 2001). Kapaciteten for
insertion av exogent DNA ar principiellt likvardig (Lundstrom, 2003).
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En lentivirusvektor pseudotypad med vesicular stomatitis virus (VSV-G) kunde levereras direkt
in vivo och effektivt transducera neuroner och gliaceller i CNS hos gnagare (Naldini et al.,
1996) och icke-humana primater (Kordower et al., 1999). Ett annat anvandningsomrade ar
transduktion av hematopoetiska stamceller vilket mojligen &r en unik formaga hos
retrovirusvektorer (Kay et al., 2001). De anvands ocksa for vaccinframstallning tack vare deras
formaga till effektiv transduktion av dendritiska celler och stimulering av skyddande T-
cellssvar (Zarei et al., 2004). Tva stycken begransade faktorer for vektorerna a andra sidan, ar
att det saknas effektiva metoder for storskalig produktion och risken associerad med dess
genomintegration (Lundstrom, 2003).

Adeno-associerade vektorer

Adeno-associerade virus tillnér familjen Parvoviridae och &ar sma, nakna virus med
enkelstrangat DNA-genom (4-5 kb) och en ikosahedrisk kapsid (Wu et al., 2010). Endast tva
gener bidrar till den genetiska informationen som kodar for tva polypeptider: rep som kravs for
viral genomreplikation och cap som kodar for strukturella proteiner. Pa vardera sida omges
generna av virala inverterade terminala repetitiva sekvenser (inverted terminal repeats, ITRS)
(Kay et al., 2001). Nya serotyper upptécks fortlopande och tolv stammar har hittills isolerats
fran primater och manniskor (Merten & Gaillet, 2016). Viruset ar ett icke-autonomt parvovirus
vilket innebdr att de inte kan replikera utan ett hjalparvirus. Vid naturlig infektion integrerar
virusets genom mycket sallan med vardcellens, utan kvarstar som episomer (Lukashev &
Zamyatnin, 2016).

For att framstalla adeno-associerade vektorer anvands tva separata uppsattningar av plasmider
varav den forsta innehaller ITRs pa vardera sida om en terapeutisk genkassett, och den andra
uppsattningen bar pa generna rep och cap. Tillsammans med ett hjalpar-adenovirus eller en
tredje plasmid med de essentiella komplimenterande generna, adderas de till en lamplig cellinje
(Matushita et al., 1998). Idag ar storskalig produktion av vektorerna komplicerad och arbetsam,
och hoppet satts till nya metoder att férenkla processen (Kotin, 2011).

En positiv egenskap hos adeno-associerade vektorer ar att kapsiden & mindre immunogen én
kapsider tillhérande exempelvis adenovirus vilket minskar sannolikhet for inflammatoriska
reaktioner mot vektorn. Att vektorn dven helt saknar formaga till integrering med vérdcellens
genom ar ocksa gynnsamt da risken for genotoxiska biverkningar elimineras (Lukashev &
Zamyatnin, 2016). | delande celler blir ddremot resultatet att vektorns genom gradvis minskar
och dérmed &dven det transgena uttrycket. Av denna anledning &r vektorn bast lampad for
transduktion i langsamt delande celler, till exempel myocyter, men det gar att uppna
transduktion i flera olika vavnader inklusive CNS, lever, lunga och muskel genom in vivo
administration (Giacca, 2010). | djurférsok har vektorerna anvants for behandling av
brannskador (Galeano et al., 2003) och andra hudsar (Deodato et al., 2002), men generell
forskningsfokus har legat pa behandling av monogena sjukdomar och cancer (Coura & Nardi,
2007).

Det finns strategier for att uppna en langre duration av transgent uttryck. Ett av dessa bestar av
kontrollerad frisattning av sma halter av vektorer fran sarskilt anpassade béarare (Rey-Rico &
Cucchiarini, 2016). Beroende pa metod kan transgenen uttryckas fran allt mellan manader till
ar (Lukashev & Zamyatnin, 2016). En begransning hos vektorn som daremot inte gar att kringga
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ar den relativt lilla packningskapaciteten for transgener vilken hogst rymmer 4.7 kb (Merten &
Gaillet, 2016).

Ovriga virala vektorer

Poxvirusvektorer

Poxvirus tillhor familjen Poxviridae och &r ett stort och komplext virus med ett dubbelstréngat
DNA-genom (180-220 kb) (Lukashev & Zamyatnin, 2016). Replikation &ger rum inuti
cytoplasman hos infekterade celler och viruset integrerar darfor inte med genomet vilket ar
positivt ur sékerhetsaspekter. Upp till hela 25 kb av exogent DNA kan inserteras till
poxvirusvektorer vilket &r en bidragande anledning till att poxvirus var bland de forsta virus
som kandiderade for viral vektoranvandning. Det stora utrymmet mojliggor extra DNA-
insertion och uttryck av flera transgener samtidigt vilket utnyttjas for framstallning av
multivalenta vacciner (Braun et al., 2008). Vidare har de formaga till transduktion av de flesta
celltyper men ger kort transgent uttryck (dagar) (Lukashev & Zamyatnin, 2016).

Herpes-simplexvirusvektorer

Herpes-simplexvirus ar ett stort dubbelstrdngat DNA-virus (152 kb) och en lovande vektor in
vivo framforallt for transduktion av neuroner baserat pa formagan att etablera latens hos varden
efter en priméar infektion. En positiv egenskap ar ocksa den stora kapaciteten for insertion av
exogent DNA (30 kb) och formagan att infektera icke-delande celler av flera typer (Robbins et
al., 1998; Wu & Ataai, 2000). Efter infektion forblir vektorns genom episomalt vilket dessutom
eliminerar risken for genotoxicitet (Wu & Ataai, 2000). Neurologiska sjukdomar associerade
med kroniska patologier som kraver ihallande duration av terapeutiskt genuttryck &r ett omrade
dar vektorerna utnyttjas (Lundstrom, 2003). For herpesvirus som drabbar sallskapsdjur och
produktionsdjur och orsakar stora ekonomiska forluster anvands herpes-simplexvirus aven for
vaccinframstéllning (Braun et al., 2008).

RNA-virusvektorer

Bortséatt fran retrovirus och lentivirus har RNA-virus inte nagon stor anvandning inom
genterapi. Forutom att deras genom inte dr anpassade for omfattande modifikationer och
storskalig produktion sa forlorar de latt heterologa insertioner och medicin-standardisering
forsvaras av uppkomsten av ett stort antal mutationer under replikation. Omradet anti-
cancerterapi ar daremot ett falt som bland annat utnyttjar egenskaper hos RNA-virus, bland
annat deras formaga att lattare replikera i cancerceller an i normal, frisk vavnad (Lukashev &
Zamyatnin, 2016).

Anvandningsomraden
Cancerterapi

Cancer ar den storsta sjukdomsrelaterade dodsorsaken hos séllskapsdjur sasom hundar och
katter (Gentshev et al., 2014). Flera genterapeutiska metoder har undersokts for behandling av
cancer, och for cancertyper dar lampliga eller godké&nda terapier saknas har genterapi en unik
formaga att bidra med strategier (Glikin & Finocchiaro, 2014). Bade behandlingar med fokus
pa att modulera immunforsvaret och direkta tumorspecifika angreppsmetoder har tagits fram.
Det finns ocksa cellbaserade terapier dar tumorceller eller cellextrakt utnyttjas som
immunogener. | vilket fall beror resultatet av nagon typ av cancerimmunoterapi pa generering
av immunsvar vilket indirekt eller direkt orsakar tumércelldod (Harrop et al., 2006).
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Genterapeutiska behandlingsmetoder

En strategi som foreslagits ar att korrigera tumdorcellernas genotyp genom aterstallning av
tumarsupressorgenfunktion (Friedmann, 1992). Problemet ar da att genleverans maste ske till
varje enskild tumorcell och att omodifierade celler med stor sannolikhet kommer att vaxa ifran
de modifierade. | de fall cancern ar spridd stélls dessutom kravet att genleverans ska kunna
utforas systemiskt. Av det skalet ar behandlingsmetoder som systemiskt skapar en antagonistisk
miljo genom forstarkning av anti-tumor-immunitet rimligare (Collins & Thrasher, 2015).

Suicidterapi ar en annan behandlingsmetod vilken involverar vektorleverans av tumorspecifika
toxiner eller metabolisering av prodrugs till toxiner, genom en process kallad “bystander
effect”. Syftet ir att uppnd en terapeutisk effekt utan att behéva na samtliga celler i en tumor
och gar ut pa att genprodukten eller den konverterade prodrugen flyttas mellan celler (Kay et
al., 2001).

Strategier for att stimulera immunférsvaret inkluderar modifiering av patientens egna T-celler
till att enklare kunna kanna igen tumarer. Bakgrunden till det &r att tydliga samband har pavisats
mellan antal T-celler som infiltrerar tumdren och utfallet for patienten (Collins & Thrasher,
2015).

Onkolytiska virus

Ytterligare satt att anvanda virus i behandling mot cancer innefattar terapier med onkolytiska
virus, vilka kdnnetecknas av selektiv replikation och lysering av tumorceller (Thomas et al.,
2003). Idén bakom metoden foddes da det upptéacktes att det skedde regression av tumarer i
samband med naturliga infektioner hos cancerpatienter (Cattaneo & Russell, 2017). Vissa virus
har en naturlig fenotyp som gor att replikation bara kan aga rum i cancerceller med muterat
regulatoriskt maskineri eller foérandrat receptoruttryck. FOr onkolytisk terapi manipuleras
daremot de flesta virus genom att avldgsna gener som &r nédvéndiga for replikation i normala
celler (Liu & Kirn, 2008). Metoden resulterar i virus som bara kan replikera i tumdrceller med
bibehallen funktion. Adenovirus och herpessimplexvirus representerar de mest anvanda virusen
for detta syfte och data fran flera djurmodeller och kliniska forsok indikerar att de kommer
kunna vara effektiva verktyg for tumorer i framtiden (Thomas et al., 2003).

Cancervaccin

Cancerimmunoterapi har ocksa anvant levande rekombinanta virala vektorer for utveckling av
cancervaccin. Principen gar ut pa viral transport av bland annat cytokiner och co-stimulatoriska
molekyler med immunomodulerande egenskaper och tumor-associerade antigener (TAAS) for
att inducera ett potent immunsvar déar bade cellmedierat- och antikroppsmedierat immunsvar
ingar (Harrop et al., 2006). Daremot harstammar TAAs fran proteiner som uttrycks i normala
celler och det ar forutspatt att immunsvar till sadana peptider kan komma att tryckas ned pa
grund av sjalvtolerans alternativt ge upphov till autoimmunitet om ett effektivt immunsvar
uppnas (Rodriguez-Lecompte et al., 2004). Ett flertal virus har anvants i tidiga kliniska forsok
pa manniskor, bland annat rekombinanta herpes- och adenovirus. Generellt har resultaten visat
att metoden ar saker for patienter, men daremot ar indikationerna pa klinisk effektivitet
inkonsekventa. En faktor som ocksa vager mot metoden &r att introduktion av immunsvar kan
ske forst veckor efter injektion medan andra terapier, till exempel behandling med monoklonala
antikroppar, kan ha inverkan pa tumortillvéaxt snabbt efter administrering (Harrop et al., 2006).
Enligt review-artikeln ”Cell-based cancer gene therapy: breaking tolerance or inducing
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autoimmunity ” har det daremot efter humana och djurstudier demonstrerats att dendritiska
celler transducerade med replikationsdefekta adenovirusvektorer som uttrycker TAAs effektivt
kan inducera immunitet mot tumorer. Cytotoxiskt T-cellsvar utan odnskad autoimmunitet
observerades ocksa (Rodriguez-Lecompte et al., 2004). Samstammighet rader dock i fragan om
att mer forskning och storre kliniska studier kravs for att ga vidare med konceptet (Rodriguez-
Lecompte et al., 2004; Harrop et al., 2006).

Resultat fran kliniska studier

| review-artikeln “Clinical trials of immunogene therapy for spontaneous tumors in companion
animals” sammanstélls rapporter fran ett flertal forskningscenter som bedrivit
veterinarmedicinska kliniska studier med syfte att utvardera effekten av genterapeutiska anti-
cancerbehandlingar hos séllskapsdjur med spontant uppkomna tumdérer. Grupperna av
forsoksdjur bestod till storst del av privatdgda hundar, men dven héstar och katter anvandes.
Melanom hos hund, mjukdelssarkom, osteosarkom, lymfom, felint fibrosakrom och equint
melanom behandlades genom bade viral- och icke viral transport av genprodukter sasom
cytokiner, suicidgener, xenogena tumorassocierade antigen, specifika ligander och
proapoptotiska faktorer. Resultatet blev att ett fatal eller inga biverkningar uppkom fran
behandlingarna och patienterna uppvisade generellt ldngre Overlevnad, uppskjuten eller
tillbakamotad &terkomst av metastatisk spridning samt 6kad livskvalitet. Overlagsna resultat
fick de patienter som behandlades vid ett tidigt stadium och dven fick standardbehandlingar
sdsom operation, kemoterapi och/eller stralningsterapi. P4 grund av sékerhetsbeaktning,
kostnad for vektorproduktion och lovande resultat fran plasmidbaserade vektorer dras
slutsatsen att icke virala behandlingar ar mer sannolika att bli godkanda och tillgéangliga for
veterindra onkologpatienter &n virala vektorer och att dessa metoder ar mest anvandbara som
komplement till konventionella behandlingsformer (Glikin & Finocchiaro, 2014).

Vaccinteknologi

Vaccin dar ett av det mest potenta och kostnadseffektiva redskap for profylaktisk behandling
inom veterinarmedicin. Det ultimata syftet &r att framkalla en livslang immunitet mot en avsedd
patogen utan att ge upphov till kliniska eller patologiska symtom. Lag kostnad &r ocksa en
viktig malsattning, framforallt i U-lander och for omfattande vaccination av fjaderfa (Ferreira
et al., 2005). Faktum att 90 % av patogener tar sig in och infekterar via slemhinnor gor ocksa
egenskapen att kunna reducera mikroorganismernas formaga att etablera sig dar viktig (Potter
et al., 2008). Vacciner som uppfyller alla dessa 6nskemal &r daremot sallsynta och det finns
fortfarande allvarliga sjukdomar dér tillgang till nagot vaccin inte finns (Ferreira et al., 2005).
Faktorer sasom klimatforandringar och en vaxande global handel av djur och djurprodukter
motiverar ytterligare till framtagning av battre skydd fran allvarliga smittor (Kyriakis, 2015).

Konventionella vacciner kontra vektorbaserade vacciner

Inaktiverade och subenhetsvacciner innehaller mikroorganismer inkapabla till replikation och
ingen proteinproduktion tar vid i cytosolen. Konsekvensen blir att virala antigen inte
presenteras av MHC 1 klass molekyler och att generering av cytotoxiska CD8 T-celler uteblir.
Den formagan har & andra sidan levande attenuerade vacciner men associeras daremot med
risken for mutationer och atergaende till virulens (Ferreira et al., 2005). Processen for
framstallning ar dessutom tidskrdavande vilket kan férsena bek&mpning vid utbrott och
vaccinerna ar aven svarare att lagra och transportera, dar stabiliteten paverkas sarskilt i hdga
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temperaturer i tropiska klimat (Chen & Kristensen, 2009; Kyriakis, 2015). Begransningarna hos
traditionella vacciner &r flera, och sedan upptackten att virus besitter egenskaper val anpassade
for syftet har virala vektorer blivit en attraktiv kandidat for nya vaccinationsteknologier
(Ferreira et al., 2005). Sarskilt motiverande ar utmaningen att skapa rekombinanta vacciner mot
de patogener som har dalig tillvéxt eller inte kan tillvaxa in vitro vilket gor framstéllning av ett
traditionellt vaccin omojlig (Kyriakis, 2015).

Virala vektorer

En uppsjo av huvudsakligen DNA-virus har testats som vaccinkandidater efter attenuering och
insertion av gener kodande for virala eller bakteriella antigen (Kyriakis, 2015). HOg potens
géllande transport och uttryck av frimmande proteiner i flera celltyper och arter ar en anledning
till att just adenovirusvektorers popularitet for vaccinutveckling inom veterinarmedicin har véxt
avsevart. Bidragande ar ocksa att de ofta inducerar bade humoralt och cellulart immunsvar mot
fraimmande antigener (Ferreira et al., 2005). Bland annat har snabb expansion och migration av
CD8 T-celler genom det lymfatiska systemet och en hdg bibehallande niva av immuncellerna
observerats (Yang et al., 2003). Andra fordelar inkluderar méjlighet till oral administrering
(Babiuk & Tikoo, 2000), hog sakerhetsfaktor samt effektiva och vél etablerade
produktionstekniker (Danthinne & Imperiale, 2000). Bade replikationsdefekta och
replikationskompetenta adenovirusvektorer har tagits fram och trots sdkerhetsrisk stodjer flertal
studier anvéndning av RCA i vaccinering av djur. Anledningen &r att de replikationsdefekta
formerna rapporterats ha begransad formaga att inducera immunitet i slemhinnan och ge
komplett skydd gentemot respiratorisk infektion (Papp et al., 1997; Ferreira et al., 2005). En
annan nackdel &r att icke-replikerande vektorer kraver atminstone tva administreringar for
framkallande av en langvarig immunitet medan replikationskompetenta endast behdver ges en
gang (Kyriakis, 2015).

Inom veterindrmedicin dar humana serotyper av adenovirus ett av de huvudsakliga
vektorsystemen for vaccinantigenleverans i bruk och flera lovande rekombinanta vacciner har
tagits fram (Ferreira et al., 2005). Orsaken till att humana serotyper generellt anvands &r for att
undvika pre-existerande immunitet mot den virala vektorn eller antigen-liknande virus
(Kyriakis, 2015). Framgang har bland annat uppnatts med utveckling av ett vektorbaserat
rabiesvaccin vilket observerades generera hdga titrar av virala neutraliserande antikroppar hos
hundar som inte hade fatt tillfredsstallande nivaer efter vaccination med ett konventionellt
vaccin (Tims et al., 2000). Immunsvaret mot det rekombinanta vaccinet var dessutom opaverkat
av maternell immunitet och demonstrerade saledes inget hinder mot neonatal immunisering
vilket i manga andra fall kan vara ett problem (Wang et al., 1997). Ett annat exempel fran
Kliniska studier d&r anvandning av ett rekombinant vaccin mot mul- och kldvsjuka (FMDV)
baserad pa ett replikationsdefekt adenovirus. Strategin bakom vaccinet utnyttjar att FMDV ar
ké&nsligt mot alfa/beta-interferon och vaccinering av grisar resulterade i effektivt skydd vid
inokulering av ett virulent FMDV tjugofyra timmar senare (Chinsangaram et al., 2003). Hog
biosakerhet och egenskapen att kunna differentiera dessa vaccinerade djur fran smittade djur
(differentiation of infected from vaccinated animals, DIVA) har potential att géra vaccinet
eftertraktat i FMDV-fria l&nder (Draper & Heeney, 2010).

Forutom adenovirus ar ocksa poxvirus betraktat som ett av det mest lovande viruset for
vaccinutveckling (Ferreira et al., 2005). Bade replikationsdefekta och replikationskompetenta
vektorer har tagits fram i avvagningen mellan hog biosékerhet och langre ihallande immunitet
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efter en administration (Draper & Heeney, 2010). Flera poxvirus har gett upphov till vacciner

mot patogener, bade humana och saddana som drabbar djur, och genererat ett starkt immunsvar,

men ett nagot lagre CD8+ T-cellssvar. FMDV, blatungevirus, rift valley fever virus och small

ruminant morbillivirus (tidigare Peste des Petits Ruminants Virus (ICTV, 2016)) ar nagra av de

sjukdomar som vaccin testats mot i studier och uppnatt goda resultat enligt de flesta publicerade
rapporter (Kyriakis, 2015).

FMD VIRUS RNA cDNA POXVIRUSVEKTOR MALCELL ARAUTICE
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@ V V GENKASSETTEN INSERTERAS TILL VIRUSET KOMMER IN OCH UTTRYCK AV FMD-  HUMORALT OCH

DEN VIRALA VEKTORNS GENOM PABORJAR REPLIKATION PROTEIN  CELLULART IMMUNSVAR

Figur 3. Principen fér mekanismen bakom rekombinanta vaccin. Genen som kodar for ett
kapsidprotein tillhrande FMD-virus syntetiseras fran RNA till komplementart DNA och inserteras till
poxvirusvektorns genom. Nar den virala vektorn kommer in i vardcellen inleds viral replikation och
FMD-antigen kommer till uttryck. Immunforsvaret svarar med bade humoralt och cellmedierat
immunsvar. Baserad pa Kyriakis, 2015.

Minst 12 virala vektorvacciner &r licenserade for veterindrmedicinsk anvandning, men trots det
och positiva resultat fran studier anvands rekombinanta vacciner fortfarande i liten utstrackning
i falt och pa klinik. Det beror bland annat pa strikt reglerade sakerhetskrav, hoga kostnader och
problem med pre-existerande aktiv eller passiv immunitet (Draper & Heeney, 2009; Kyriakis,
2015). De forvantas heller inte ersétta nuvarande vacciner s lange traditionella vacciner ar
effektiva under kliniska forhallanden. Daremot antyder prognosen att den nya generationen
vacciner kommer att spela en betydande roll vid behandling och kontroll av sjukdomar orsakade
av patogener dar traditionella vacciner inte gar att utveckla (Kyriakis, 2015).

DISKUSSION

Denna litteraturstudie har for avsikt att redogora for allménna principer bakom virala vektorer
och deras anvandning inom veterinarmedicin. Fragestallningen 16d: ~Pa vilket satt kan virus
programmeras om till vektorer for genetiskt material och vilka funktioner fyller de i genterapi,
cancerterapi och immunoterapi for profylaktisk och terapeutisk behandling av djur?”. Att svara
pa fragan visade sig vara en ambitios malsattning da amnets vida omfattning och snabba
utveckling kravde granskning av ett stort antal artiklar.

Ett av de mest uppenbara undersékningsresultaten var den stora potentialen virala vektorer
uppvisade som verktyg for olika behandlingsformer. Grundtanken var att ta till vara pa den
virala infektionsvagen for transport av terapeutiska gener, men att undvika uttryck av virala
replikations- och sjukdomsalstrande gener (Thomas et al., 2003) vilket flera metoder
framgangsrikt hade astadkommit. Adenovirusvektorer, retrovirusvektorer, lentivirusvektorer
och adeno-associerade virala vektorer angavs ha storst betydelse for veterind&rmedicin for
nérvarande (Merten & Gaillet, 2016), men att respektive virus hade for- och nackdelar och att
samtliga kravde nagon form av modifiering for att lampa sig som vektorer (Robbins &
Ghivizzani, 1998).

Utav genterapeutiska behandlingar var cancerterapi ett omrade dar intresset for virala vektorer
var utmarkande (Lukashev & Zamyatnin, 2016) och lovande resultat hade demonstrerats fran
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kliniska studier (Glikin & Finocchiaro, 2014). Daremot hdvdades att ytterligare forskning
behdvdes innan sadana behandlingar kunde tillampas pa klinik och i falt. Langst i tillampningen
av virala vektorer hade vaccinteknologi kommit, dar behandlingar redan fanns tillgangliga pa
marknaden (Draper & Heeney, 2009; Kyriakis, 2015). Att vaccin &r den mest kostnadseffektiva
och potenta profylaktiska behandlingen inom veterindrmedicin kan vara en forklaring till
utvecklingen (Ferreira et al., 2005).

Behovet av ytterligare forskning motiverades dels med anledning av patientsakerhet. Risken
for insertionell mutagenes for integrerande vektorer betraktades som en av de stdrsta farorna
samtidigt som dessa vektorer var battre lampade &n icke integrerande vektorer i andra viktiga
avseenden (Kay et al., 2001). Mer forskning kréavdes ocksa for framstéllning av effektiva
metoder for storskalig produktion av vektorer vilket ar en forutséttning for att de ska kunna
tillampas i behandlingar pa klinik och i falt (Lundstrom, 2003; Kotin, 2011; Dunbar et al.,
2018). For nagra virala vektorer ansags det redan finnas tillgangligt men langt ifran for alla.

Slutsatsen flera forfattare drog ar att virala vektorer kommer att fa stor betydelse for sjukdomar
dar effektiva konventionella behandlingsmetoder saknas (Glikin & Finocchiaro, 2014;
Kyriakis, 2015) eller att de kan komma att anvadndas som komplementbehandling mot dessa
(Glikin & Finocchiaro, 2014). Cancer som &r den storsta sjukdomsrelaterade dodsorsaken hos
sallskapsdjur (Gentshev et al., 2014) och epizootier som saknar effektiva vaccin ar nagra av
utmaningarna de star infor (Ferreira et al., 2005; Kyriakis, 2015).
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