GENTERAPI VID PERIFER
KARLSJUKDOM

En framtida behandlingsmetod?

Molekylarbiologinsintagi
kliniska sammanhang har med-
fort nya metoder for diagnostik
och behandling av §ukdomar.
En sadan behandlingsstrategi ar
att paver ka genexpression ge-
nom att férain frammande gen-
material i celler. Dennateknik,
genter api, har forutsattningar
att bli sarskilt anvandbar for
behandling av kéarlsukdomar
dar kéarlvaggensceller ar lattat-
komliga terapeutiska mal via
blodbanan.

Manipulering av genexpression kan
anvéndas for att studera den fysiologis-
ka effekten av specifika gener in vivo.
Strategin innebdr identifiering eller
»kloning» av en gen som kodar for ett
protein involverat i en fysiologisk pro-
cesseller en sjukdom, som sedan kopp-
las till en vektor, exempelvis en virus-
plasmid, som transfekterar celler i kérl-
véggen. Proteinet produceras sedan av
den transfekterade cellen och utsdndras
lokalt i kérlvaggen eller ini blodbanan,
och dess effekter kan dastuderas (Figur
D [1].

| Lakartidningen 5/96 beskrev Ed-
vard Smith den oerhért snabba utveck-
lingen av studier med mélet att anvanda
genmanipulering for att behandla olika
s ukdomar, genterapi [2]. FOr nérvaran-
de har 6ver 100 kliniskagenterapistudi-
er paborjats dver helavarlden [3]. Ma-
joriteten utforsi USA och dominerasav
behandling av cancer féljt av medfédda
siukdomar, aids och hjart—kéarlsjukdo-
mar. Utvecklingen av genterapi har
dock endast borjat, och hittills har ef-
fektiv behandling med denna teknik
inte demonstrerats [4].

Studier i djurmodeller har visat att
hjart—kéarlsjukdomar & lampade for
bade studier av genfunktion och gente-
rapeutiska forsok. Kérlb&ddens anato-
miska lage majliggor god tillgang till
malceller via blodbanan med och utan
endovaskuldr access. Kérlvaggens cel-
ler kan b&de varaterapimal och manipu-
leras att utsdndra proteiner till blodet
for behandling av systemsjukdomar. Vi
har dock valt att beskriva de behand-
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lingsforsok och studier som hittills ut-
forts for att behandla olika manifesta-
tioner av perifer kérlsukdom.

Tre olika

verkningsprinciper

Det forsta steget vid genterapi ar att
isolera ett DNA-segment som kodar for
det protein vars effekter man vill stude-
raeller anvandatill behandling, oftage-
nom att extrahera mRNA fran odlade
celler och konverteradet till DNA. Den-
na DNA-blandning, cDNA, genomsoks
for att finnafragment som dverensstém-
mer med det stkta proteinets aminosy-
rasekvens. Né&r ratt cDNA-fragment
identifierats placeras det i en plasmid
vilken innehdller komponenter for
transkription av genen [5]. Eftersom
celler normalt inte tar upp frammande
DNA krévs en bérare, en vektor, for att
fora in plasmiden i en malcell. Nar
DNA vl overforts till cellen kan det

Figur 1. Principen for dverféring av
genmaterial till karlvdggens endotel(EC)-
och glatta muskelceller (SMC). 1. Den
gen som kodar for det protein man avser
att behandla med eller vars funktion man
vill studera isoleras fran odlade celler. 2.
Genen (cDNA) kopplas till ett DNA-
segment som reglerar gentranskription,
en s k promoter, och dessa infors i en
plasmid. 3. Plasmiden 6verfors till
karlvaggen med en vektor, vanligtvis ett
virus. 4. Den dverforda genen
transkriberas i cellkarnan, och proteinet
syntetiseras.
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verkapatreprincipiellt olikasétt: 1. ge-
nom att ersétta en defekt eller saknad
gen, 2. genom att »Overproducera» ett
protein som da kan ge en lokal effekt
(»gene augmentation»), 3. genom att
hémma produktion av vardcellens egha
gener (»anti-sense gene therapy») [6].

Gentransfer

med hjalp av virus

DNA kan 6verforastill envardceell di-
rekt via kontakt, med en vektor dler via
kemiska metoder. Effektiviteten vid
Overforing genom direkt kontakt med
DNA & mycket 1&g (se ovan), men me-
toden medfor farisker, vilket &r skl et till
att denna metod valts for den forsta kli-
niska provningen med genterapi fér be-
handling av perifer kérlgukdom [7, 8].

4 Pprotein .' d
[ ]

cDNA

Promoter

@Q

Plasmid o
o%0
o
%o

C= (= X{= X=X =X =YX =9 EC

MRNA

Karlvagg

I AKARTINNINCEN o \/OIVMOA o NIR 14 o 1007



Den mest anvanda transfermetoden
ar att utnyttja retro- eller adenovirus
som vektorer. For att kunnaanvandavi-
rus till transfer maste de delar av viru-
setseget DNA som kodar for virusrepli-
kation tasbort [9].

Nér retrovirus anvands konverteras
overfort RNA i malcellens karna till
DNA och inkorporeras i vérdcellens
DNA, dér det replikerasi varjecellcykel
[10]. Forutsatt att vardcellen replikeras
ger retrovirusvektorer en effektiv pro-
teinproduktion under en lang tid [11]. |
vavnad med langsam cellomséttning,
som endotelceller och celler i intiman
av aterosklerotiska kérl, & effekten
samre. Tyvarr & retrovirus ineffektiva
for transfer in vivo, och vektorn an-
vands darfér oftast till cellmedierad
gentransfer, vilket innebér att celler fran
den Onskade vévnaden transfekteras i
cellodling och dérefter aterfors.

Adenovirusinnehdler DNA somvid
Overforing till en vardcell upptasi cell-
karnan men transkriberas separat ifran
vérdcellens DNA och replikeras déar-
med inte vid celldelning. Detta begran-
sar durationen av proteinproduktion,
men transfereffektiviteten & avsevart
hogre &n for retrovirus. Olyckligtvis &r
det svart att skapa adenovirusvektorer
som helt saknar produktion och sekre-
tionav egnaproteiner, vilket leder till en
immunreaktion mot den infekterade
vérdcellen. Reaktionen & ofta mycket
kraftig[12]. PAgrund av den hogatrans-
fereffektiviteten kan genterapi med
adenovirusvektor utforas genom intra-
vendsinfusion av virussuspension[13].
Aterosklerotiskakarl &r troligenmindre
bendgna att transfekteras med adenovi-
rusvektorer 8n normalaartérer [14, 15],
och dverféringen kan behéva kompl et-
teras med speciella tekniker for att
skapa en tillrackligt 1ang och néra kon-
takt mellan virus och vérdcell (se ne-
dan).

Overforing av DNA kan ocksa goras
med liposomer. Dessabestar av ett dub-
belt lipidlager som spontant kapslar in
DNA-plasmiden. Lipiden samman-
sméter med cellmembranet, och DNA
infors pa sa sétt till cytoplasman [16].
Liposomvektorer & sdkra och skapar
ingen immunreaktion hos vavnaden,
men samtidigt ar Overforingseffekti-
viteten I&gre én for adenovirus [1, 6,
17]. Avsaknaden av immunreaktion
med sadana kemiska vektorer har gjort
att forskningen om dessa intensifierats
under senaretid.

Endovaskulira metoder

for att underlatta transfer

Som namnts ovan kravs ofta en for-
béitring av overforingseffektiviteten,
och endovaskuléra metoder for detta
andamdl har utvecklats under senare &
[18-20]. Deflestainstrument baseras pa
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en vanlig ballongkateter for dilatation
av artérstenoser, vilket &r en fordel vid
perifer karlsjukdom da genterapi (ex-
empelvis for prevention av restenos el-
ler/och trombos) kan utféras adjuvant
till en stenosdilatation [19, 20].

Ett exempel paendovaskulart instru-
ment for genterapi & »dubbelballong-
en». Dennabestédr av tva ballonger som
ockluderar ett karlparti medan blodfl6-
det ledscentralt genom katetern. Vekto-
rer och droger kan infunderasi mellan-
rummet mellan ballongerna med ett
mycket 1&gt infusionstryck, och karl-
véggen skadas inte [21, 22]. Detta in-
strument &r darfor speciellt anvandbart
da malet & genterapi riktad mot endo-
telceller (EC). Andra exempel & den
»perforerade ballongen», som sl &pper
igenom vektorsuspension vid infusion
[23], och ballonger med ytan téckt av
gel innehallandevektorneller DNA [8].
| det senare fallet diffunderar drogen
frén gelen nér ballongen bl&ses upp och
pressas mot endotel et.

Behandling

av henischemi

En ny strategi vid behandling av
ischemi i benen &r att forbéttra kollate-
ralblodfl6det genom induktion av kérl-
nybildning (angiogenes). Denna strate-
gi & sarskilt 1amplig for genterapi med
endotelceller som mal, som kan trans-
fekteras utanfor kroppen eller direkt i
kérlbadden. DNA som kodar for olika
markdrproteiner har overfortstill celler
i odling och &terimplanteratsi kérlseg-
ment med stor framgang [24, 25]. DNA
har &ven dverforts till kapillarbaddens
endotel efter injektion i skelettmuskel
[26] och Gverfortstill endotel celler med
dubbelballongen [27]. | djurmodeller
har dessutom transfermetoder anvénts
till att visaatt sekretiontill blodet av de-
tekterbara nivéer av erytropoietin och
tillvaxthormon & méjlig med genterapi
[28-30].

Tillvaxtfaktorer for endotelceller
spelar enviktig roll vid angiogenes och
kan troligen anvandas till att stimulera
kollateralkérlstillvaxt vid behandling
av perifer kérlsukdom [31]. Den forsta
tillvaxtfaktorfamilj som prévades, men
visades vara alltfor ospecifik for detta
andamdl, var fibroblasttillvaxtfaktor
(FGF) [32-35]. | stéllet &r for ndrvaran-
de vaskulér endotelcellstillvaxtfaktor
(vascular endothelia cell growth factor,
VEGF), som & mer endotelcell sspeci-
fik och ibland mer potent 8n FGF, den
starkaste kandidaten [36]. En injektion
av rekombinant VEGF antingen intra-
venost eller arteriellt i en kaninmodell
av benischemi 6kar kapill&rtétheten och
blodflédet i det ischemiska benets kol-
lateralkarisbadd under &tminstone 30
dagar [37-40]. Ocksa in vitro tillvéaxer
endotelceller kraftigt efter transfektion

med DNA som kodar fér VEGF med
béde retro- och adenovirusvektorer
[41,42].

Samma behandling har ocksa visats
inducerakarltillvaxt subkutant pafriska
maoss [41, 42]. Nyligen rapporterades
de forsta preliminédra resultaten av den
tidigare ndmnda kliniska provningen
med V EGF papatienter medicke-kirur-
giskt behandlingsbar grav benischemi
[7]. 1 denna studie 6verfors DNA som
kodar for VEGF direkt till endotelet i
profundaartaren frén en vattenbaserad
gel pd ytan av en vanlig angioplas-
tikballong (Figur 2). Hittills har §u pa-
tienter kunnat foljas de tolv manader
som studien foreskrev. Av dessa tkade
tre sitt blodfléde i benet uppmétt med
magnetisk resonansundersokning, an-
giografi ochintravaskul&rt ultraljud och
forbattrades kliniskt [43]. Eftersom hu-
vudmalet med studien var att evaluera
sékerheten av den aktuella genterapi-
metoden, sd saknas kontrollpatienter,
men aven dessablygsammaresultat kan
ses som en framgéng. Ingen av samtliga
inkluderade patienter har hittills uppvi-
sat immunreaktion eller drabbatsav till-
vaxt av subkliniskatumorer, vilket & en
majlig biverkning av VEGF-behand-
ling [36, 44].

En annan mgjlig gen som kan visa
sig vara lamplig for genterapi & den
som kodar for cyklooxygenas. Dettaen-
zym reglerar syntesen av prostacyklin,
vilket inducerar vasorelaxation och
hdmmar trombocytfunktion och dér-
med kan férbéttra mikrocirkul ationen i
ischemisk vavnad. Genen har dverforts
till bade retro- och adenovirusvektorer,
och transfer till djurmodeller har visat
att sekretion av prostacyklin till blodet
ar mojlig [45].

Behandling

av restenos

Rekonstruktion av blodkédrl med
konventionell kirurgi eller endovasku-
l&rametoder medfor altid en skadaoch
lakningsprocess i karlvaggen som pa
sikt kan orsaka nya fortrangningar, re-
stenoser, och leda till ocklusion av det
rekonstruerade kérlsegmentet. Trotsin-
tensiv forskning om dess patogenes
kvarstr restenosproblemet som det
storsta hindret mot framgangsrik kirur-
gisk behandling av aterosklerotisk karl-
sukdom. Hittills har huvudteorin for
restenosutveckling varit att den orsakas
av intimal hyperplasi. Dennalaknings-
process &r framstaende efter karlskadali
forsoksdjur och orsakas av att glatta
muskelceller vandrar in i intiman fran
kérlvaggens media, dér detillvéaxer och
deponerar extracellulér matrix [46, 47].

| analogi med detta har experiment
med gentransfer utforts for att studera
olika faktorers betydelse i denna pro-
cessmen ocksdi forsok att motverkain-
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Figur 2. Behandling av
extremitetsischemi genom gentransfer av
VEGF(vascular endothelial cell growth
factor)-genen enligt den nu pagaende
kliniska studien. A. En kateter med
angioplastikballong nedférs i arteria
profunda femoris. Ballongen, bekladd
med gel innehallande plasmid med
VEGF-genen, expanderas, och
plasmiden passerar over till karlets
endotelceller. B. De endotelceller som
tagit upp plasmiden producerar VEGF-
proteinet, vilket utséndras i blodet.
Tanken &r att VEGF dér stimulerar tillvéaxt
av endotelceller och kéarlnybildning, och
denna kollateralutveckling minskar
ischemin.

timal hyperplasi [1]. De flesta terapeu-
tiska forsok har syftat till att motverka
glatt muskelcellsproliferation. Oftast
har antisensgenterapi anvants dar det
DNA somtransfereratshdmmar expres-
sionen av gener nddvandigavid cellpro-
liferation [48]. H&mning av protoonk-
gener (exempelvis c-myc och c-myb)
[49-51] eller gener involveradei cellcy-
kelkontroll begransar effektivt intimal
hyperplasi efter kérlskadai forsoksdjur.
Genom Overexpression av gener som
normalt hdmmar cellproliferation (ex-
empelvis retinoblastomgenen Rb) har
samma effekt uppnétts i bade rétta och
gris efter kérlskada [52]. H&mning av
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intimal hyperplasi kan ocksd uppnas
genom transfektion med kvaveoxidsyn-
tetasgenen, vilket leder till 6kad kvéve-
oxidproduktion, vilket i sin tur hdmmar
celltillvaxt [53, 54].

Aven om djurexperimentel ladatavi-
sat att glatt muskelcellstillvaxt ochinti-
mal hyperplasi & betydelsefulla kom-
ponenter i l&kningsprocessen i karlvag-
gen efter skada, har kliniskaforsok med
konventionell terapi riktad mot denna
process pa manniska misslyckats [55].
Restenosutveckling i aterosklerotiska
kérl hosméanniskafoérefaller varabetyd-
ligt mer komplex, och andra patofysio-
logiska faktorer @n intimal hyperplasi
bidrar troligen [56-63]. Eftersom kun-
skap om alternativamekanismer till stor
del saknasar det svart att foreslanyabe-
handlingsstrategier eller att véljalamp-
ligagener att motverka eller forstérkai
kliniska genterapiforsok [54-66].

Forbattring av karlgraft

Den forstaapplikationen av gentera-
pi inom hjart—karlomrédet var att gene-
tiskt modifiera celler i karlgraft for att
motverka graftocklusion. Redan 1989
publicerades ett lyckat forsok att trans-
plantera endotelceller som ex vivo er-

hallit DNA for ett markorprotein viare-
trovirus till dakrongraft [67]. Effekti-
viteten var dock délig, och faceller med
forméaga att producera proteinet fanns
kvar pa graftet efter fem veckor. Sedan
dess har flera studier utforts i djurmo-
deller for att forsoka forbattra den dali-
ga effektiviteten, vilken tycks bero pa
béde hemodynamiska faktorer och 5j&l-
va transfereringen [68-71]. | en studie
p& babian var effektiviteten forhallan-
devis god. Har anvandes en arteriove-
nds shunt med ett syntetgraft som for-
setts med endotelceller transfekterade
med tromboplastingenen. | dessa fann
man signifikant |1&gre nivaer av trombo-
cytaggregation och fibrinbel&ggning &n
i kontrollsegment transfekterade med
ett markorprotein [72]. | en senare stu-
die dér liknande syntetgraft placerats
som artérsegment hosfar, lossnade stor-
re delen av de transfekterade cellerna
ifran graftet efter endast en kort tid, tro-
ligtvis p& grund av altfor kraftig plas-
minproduktion [73, 74]. Manga pro-
blem aterstr sdledes innan genterapi
kan anvandas till att forebygga graft-
trombos[75].

Liknande studier med malet att for-
hindra grafttrombos har ocksa utforts i
djurmodeller for vengraft [76, 77] och
karlstentar [78]. | vengraft har ocksa
flera forsok gjorts att forhindra glatt
muskelcellstillvaxt  och  déarmed
graftocklusion palang sikt (serestenos-
avsnittet). | dessastudier anvandesanti-
sensteknik for att hdmmauttryck av ge-
ner nddvandiga for proliferation [79,
80].

Alternativ metod

i framtiden

Gentransfer i djurmodeller har varit
och & ett utmarkt verktyg att bredda
kunskapen om olika kérlgukdomar.
Det &r darfor naturligt att ett stort intres-
se riktas mot mgjligheten att anvanda
dennateknologi aventill behandling av
restenos och ischemi eller for att for-
béttra karlgraft.

Annu salange har dock ingen lyck-
ats visa att genterapi 6ver huvud taget
fungerar pa manniska. Majligtvis med
undantag av resultaten fran det tidigare
ndmndaADA-forsoket har deflestakli-
niska provningar endast visat att gen-
transfer i sig & majlig utan att ndgon ef-
fekt av detransfererade generna kunnat
observeras[2-6].

Mot bakgrund av dettaar det svart att
forutsaga framtiden for vaskulér gente-
rapi. Losningar pa flera problem runt
gdlva tekniken saknas fortfarande, och
for flera kérlsukdomar kravs ytterliga-
re kunskap om patofysiologin for att
kunna védja lampliga gener for terapi.
Med tanke pa hur snabbt genterapitek-
nologi har etablerats inom forsknings-
véarldentorde dessaproblemtrotsallt bl
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[Gsta. Vi tror darfor att genterapi i fram-
tiden kommer att kunna anvéndas som
en alternativ metod eller adjuvant red-
skap i behandlingen av mangakarlsjuk-
domar.
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Sartryck av en serie i
Lakartidningen 1995

Alla kroppens celler reage-
rar pa olika signalamnen i
omgivningen, &mnen som
styr deras fundamentala
livsprocesser.

Dessa amnen kallas kollek-
tivt tillvaxtfaktorer. En serie
i Lakartidningen 1995 om
dem speglar tendenser i
dagens medicinska forsk-
ning och pekar pa nagra till-
lampningsomraden.
Omradet &ar i borjan av en
snabb  utveckling och
manga produkter ar under
utprovning for klinisk an-
vandning.

Héftet omfattar 12 artiklar
pa sammanlagt 56 sidor +
fargomslag. Priset ar 90
kronor. Vid kdp av 11-50 ex
82 kronor, vid hogre uppla-
gor 77 kronor/exemplar.
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