PROTEINLAKEMEDEL
KAN NU SKRADDARSYS

Malsokande och forstérande cancermedicin snart mojlig

Den bioteknologiska for sk-
ningen for andras mycket
snabbt. Fran att initialt vara
produktion av naturligt fore-
kommande proteiner, som kan
anvandasvid substitutionster a-
pi, ser vi nu en rad andra omr a-
den inom den medicinska for sk-
ningen dar biotekniken anvands
som ett viktigt forskningsred-

skap.

Biotekniken utvecklasinitialt for att
tafram proteiner och anvéandadessavid
substitutionsterapi. De forsta proteiner-
na framstélldes med hjép av bakterier.
En human gen kodande for ett protein
som man ville framstélla introducera-
desi en E coli-bakterie via en plasmid.
Man kunde pa detta sétt producera en
rad olika proteiner (Figur 1). Som ex-
empel kan ndmnas insulin, tillvéaxthor-
mon samt en rad olikaproteiner for can-
cerbehandling, bl a a-interferon, inter-
leukin-2 och granulocytkolonistimule-
rande faktor (GCSF).

Mer avancerade

produktionssystem

For att kunna framstélla mer kom-
plexa, naturligt modifierade proteiner,
dér proteinernat ex har mangadisulfid-
bindningar som maste formas pa ratt
sétt, proteinerna & glykosylerade eller
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andra posttrandationella forandringar
ar nodvandigafor full aktivitet, var man
tvungen att tafram mer avancerade pro-
duktionssystem [1]. Man anvande sig
av en anima cell, »Chinese hamster
ovary cell» (CHO-cell), som produk-
tionsredskap. CHO-cellen valdes dadet
&ar en av de celler som &r bést karakteri-
serad. Fordelen med att anvanda ani-
malceller & att de pa ett naturligt Satt
kan modifiera de proteiner man vill
framstélla

For att introducera humana gener in
i enanimalcell finnsolikametoder. Den
vanligaste gar ut pa att den gen man ar
intresserad av forsini cellen med hjadp
av enviral vektor. Genen kommer attin-
korporeras i cellens eget genom. Man
kan sedan med hjép av vissa specifika
droger amplifiera kopietalet av genen
och p& detta sitt f& fram en stabil och
hégproducerande cellinje som tillver-
kar det 6nskade proteinet. Med hjép av
CHO-celler har man tagit fram en rad
olika |8kemedelssubstanser, exempel-
vis plasminogenaktivator for att 16sa
upp blodproppar, erytropoietin for att
stimulera bildandet av réda blodkrop-
par och faktor VIII for behandling av
blédarsjuka.

Pasenaretid har det ocksa borjat ut-
vecklas andra generationens proteinl &
kemededl, dé&r man arbetar med special-
framstéllda proteiner. Man har framfér-
alt inom cancerforskningen utvecklat
en rad fusionsproteiner, dér man har en
antikroppsdel riktad mot en speciell
cancercell kopplad till ett toxin. Det ny-
skapade proteinet kommer att sbka sig
till tumorcellen, somtar upp toxinet (fu-
sionsproteinet) och pa detta sitt dodas.
Inom l&kemedel sindustrin arbetar man
med en rad olika specialproteiner. Som
exempel kan ndmnas antikroppsfrag-
ment kopplade till superantigener (im-
munstimulerande substanser) for an-
vandning vid cancerterapi, ett modifie-
rat apolipoprotein (viktigt for koleste-
roltransporten) for behandling av atero-
skleros samt ett modifierat faktor VI11-
protein (baraden aktivadelen av protei-
net produceras) for behandling av blé-
darguka.

Vi kan alltsd med hjalp av biotekni-
ken skréddarsy en hel rad nya proteiner
med specifikaegenskaper vad géller ak-
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tivitet och specificitet, for anvandning
som l&kemedel.

Kliniska aspekter

pa hioteknologiska produkter

Bioteknologiska produkter har ur
klinisk synvinkel béde for- och nackde-
lar jamfort med konventionellakemiska
substanser. Det storaflertal et biotekno-
logiska |akemedel bestér av rekombi-
nant uttryckta proteiner eller stora pep-
tider som &r identiska eller mycket lika
manniskans egna proteiner. Nedbryt-
ning och utsdndring av dessa rekombi-
nanta |akemedel sker darfor pA samma
sétt som for det endogena proteinet och
ger daheller inte upphov till nya aktiva
metaboliter som kan resulterai biverk-
ningar. Halveringstiden och dérmed
den faktiska koncentrationen 6ver tiden
kan dock pa grund av administrations-
séttet skiljasig fran den for det kropps-
egna proteinet.

En av nackdelarna med bioteknolo-
giskaldkemedel &r den oftast obekvama
administrationsformen. Rekombinanta
proteiner kan liksom de flesta proteiner
inte absorberas intakta via mag—tarm-
kanalen. De maste darfor i stort sett all-
tid gesviainjektion, intravendst, subku-
tant eller intramuskul &t och integenom
peroralt intag, vilket vore att foredra
badefor patient och for ukvardsperso-
nal. Mangaforsok pagér sedan lange att
finna sétt att formulera proteiner i en
form som till&ter peroralt upptag, men
annu har ingen lyckats. Forsok gors
dven med intranasal administration av
proteiner pd samma sitt som anvands
for mindre peptider.

Stora skillnader

Fororeningsmonstret hos rekombi-
nanta proteiner skiljer sig mycket fran
det man finner hos kemiskt syntetisera-
de |&kemedel. De speciella fororening-
ar som kan férekomma hos rekombi-
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nanta |&kemedel & produktspecifika
proteinvarianter och vérdcellsprotei-
ner eller nukleinsyror. Varianter av
proteinet kan uppkommaunder odling,
rening eller uppsta under lagring av
den férdiga produkten. Dessa snarlika
varianter av den dnskvérda substansen
kan haforandrad biologisk aktivitet el-
ler potentiellt ge upphov till immuno-
logiska reaktioner hos patienten vid
upprepad dosering. For 18kemedel still-
verkaren &r det darfor av storstavikt att
isolera, identifiera och karakterisera
allauppkomnavarianter av det rekom-
binanta proteinet, speciellt med avse-
ende pa biologisk aktivitet. Med tiden
har dock oron for immunologiska re-
aktioner av produktvarianter eller
vardcellsproteiner minskat. Pa mark-
naden férekommer idag flera lékeme-
del, déribland insulin och tillvéxthor-
mon, som skiljer sig med en eller flera
aminosyror fran det kroppsegna pro-
teinet. Erfarenheterna av de kliniska
effekterna av ett antikroppssvar hos
dessa har hittills varit odramatiska och
som mest resulterat i minskad effekt av
produkten.

Nukleinsyraféroreningar kan poten-
tiellt forekommabade fran vardceell och
frén kontaminerande virus. Hypotetiskt
skulle dessa kliniskt kunna resultera i
celltransformation alternativt viruspro-
pagation hos mottagaren. Rekombinan-
ta lékemedel monitoreras déarfér nog-
grant bade under produktionprocessen
och som slutprodukt med avseende pa
forekomst av nukleinsyra ner till piko-
gramnivaer och forekomst av virus. S&
vitt ként har det hittillsinte férekommit
négra biverkningar beroende av denna
typ av potentiella kontaminanter i re-
kombinanta |&kemedel .

Bioteknik for produktion

av malmolekyler

De senaste tio aren har medfort en
smarrerevolution nér det géller den mo-

lekylara forstaelsen for de farmakolo-
giskaeffekternaav mangaav varalake-
medel. Den typ av ytreceptorer pa cel-
lentill vilka en stor del av dessa binder
har kunnat karakteriseras i detalj tack
vare moderna mol ekyl &rbiol ogiska tek-
niker. Den kanskeviktigastegruppen av
dessaytreceptorer utgorsav desakalla-
desju-transmembran- eller serpentinre-
ceptorerna[2]. Hit hor t ex monoamin-
receptorerna och vissa hormonrecepto-
rer. Genom kloningsarbete har man
kunnat pavisa langt storre diversitet
inom denna grupp receptorer d&n som
varit mgjligt med farmakol ogisk meto-
dik. Man har exempelvis pévisat att det
existerar mer &n tio olika serotoninre-
ceptorer, varav endast en del karakteri-
serats farmakologiskt. Genom att ta
fram mol ekylart klonade receptorer, ut-
tryckta pa ytan av speciella cellinjer,
kan man sedan anvanda dessa for att
sbka efter substanser som fungerar som
mycket specifikaagonister eller antago-
nister. Detta kan ske med rationella
storskaliga tekniker varvid tiotusentals
substanser kan utvérderas inom loppet
av ett par manader. Flera stora | akeme-
delsféretag utnyttjar numeradennatek-
nologi, och detta kan forvantas ge nya
generationer mycket specifika lékeme-
delssubstanser med reducerat spektrum
for biverkningar inom exempelvis psy-
kofarmakaomradet.

Forstaelsen okar

Ett annat omrade inom vilket vér
kunskap 6kat paett patagligt sétt de se-
naste aren & forstaelsen av den mole-
kylarabakgrunden for reglering av cel-
lers tillvaxt. Efter upptéckten av de
celluldra onkgenerna for drygt tio ar
sedan har man nyligen borjat forsta de
signaleringsvégar inom cellen som
styr proliferation hos normal och ma-
lign vavnad. En del av dessa signale-
ringsvagar utgdr frén eller medieras
via proteinkinaser som fosforylerar

Tabell I. Metoder for gendverforing till humana celler och deras troliga tillampning vid gen-

terapi.
Tillampning vid genterapi Transient (T) Krav pa
eller stabilt (S) delande
Metoder ex vivo in vivo genuttryck malceller
Virala
Retrovirus + + S +
Adenovirus + + T -
Adeno-associerat virus + ? S -
Herpesvirus + + T -
Vacciniavirus - + T
Poliovirus - + T
Semliki Forest-virus + + T
Icke-virala
Ligand-DNA-konjugat - + T
Adenovirus-ligand-DNA - + T
Liposomer + + T/S
Direktinjektion av DNA - + T
Kalciumfosfat + - S
Elektroporering + - T/S

aminosyrorna serin, treonin, respekti-
ve tyrosin. Flera olika typer av tyro-
sinkinaser tycksvarainvolveradei den
malignaprocessen. Ett exempel padet-
tadr tyrosinkinaset c-Abl som &r felak-
tigt reglerat i kronisk myeloisk leuk-
emi (KML). | detta fall har genom en
translokation mellan kromosomerna 9
och 22 genen kodande for c-Abl sam-
mansmalt med en annan gen, BCR, vil-
ket gor att det nya proteinet Ber-Abl
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Figur 1. Produktion av
proteinlakemedel fr&n ympror till
bulkprodukt.
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Figur 2 a—c. Tre principer for genterapi vid cancer. Cancerceller har
markerats med morkare cytoplasma. Vid tumérspecifik korrigerande
genterapi (a) stravar man efter att fora in den terapeutiska genen i
samtliga tumdrceller. P& bilden en gen kodande for normalt p53
tumdrsuppressor(wt p53)-protein, respektive gener for anti-sense-
och ribozymmolekyler vilka blockerar abnormt onkogenuttryck.
Metoden lampar sig darfor bast vid lokaliserade tumérer (CNS,
bronker, urinblasa). Retrovirala vektorer anvands oftast eftersom
dessa transducerar endast delande (=tumor)celler. Liknande
principer och begransningar géller vid suicidgenterapi (b). En
retrovirusvektor med genen for enzymet HSV-TK (se text) injiceras
lokalt i en avgransad tumdr, varvid de prolifererande cellerna (framst
tumdorcellerna) kommer att uttrycka enzymet. Vid intravends tillforsel
av gancyklovir bryts detta ned av HSV-TK till toxiska metaboliter vilka
stor DNA-syntesen och dodar cellen. En spridningseffekt ses till
narliggande tumérceller. Immunmodulerande genterapi stravar efter

Tumérspecifik korrigerande
genterapi

Korrigerande gen Anti-sense, ribozym
texwtp 53 t ex mot K-ras, Abl/bcr
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att stimulera tumdorspecifika mordar-T-celler. Vid tillverkning av
tumérvaccin (c) tas patientens tumorceller ut och transduceras in
vitro med en virusvektor kodande for ett cytokin, exempelvis
interleukin-2 (IL-2), tilivaxtfaktorn for T-lymfocyter. Efter bestralning

injiceras de IL-2-sekreterande tumdrcellerna subakut som ett cellulart [
vaccin.
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b
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har en okontrollerad konstant paslagen
tyrosinkinasaktivitet.

Forhindrar tumortillvaxt

Detta medfor att cellernaerhdller en
kontinuerlig tillvéxtstimulering och €
langre kan differentiera pa normal sétt.
Genom att utnyttja kénd tredimensio-
nell struktur hos proteinkinaser samt
molekylart klonat c-Abl har man pa ett
rationellt sdtt kunnat utforma ett antal
mycket specifika inhibitorer for detta
tyrosinkinas [3]. Dessa substanser fun-
gerar som effektiva tillvaxtinhibitorer
och kan in vitro avdéda tumorceller ut-
tryckande Bcr-Abl. Djurforsok har vi-
sat att dennatyp av substanser har en pé-
taglig formaga att forhindra tumortill-
vaxt. Detta kan tjana som exempel pa
hur fruktbarheten i kombinationen mel-
lan molekylért och strukturellt inriktad
biologi kan ge en helt ny typ av mycket
specifika 18kemedel ssubstanser inom
omrédet onkologi.

Genterapi

Den teoretiska grunden for gentera-
pi vid monogena sjukdomar, cancer
och HIV, dvs kunskapen om specifika
genetiska férandringar och resulteran-
de avvikelser pa proteinniva, & klar-
lagd i mangafall. Den faktor som tills
vidare begrénsar tilléampningen av gen-
terapi i klinisk skala & avsaknaden av
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effektivavektorer for uttryck av den te-
rapeutiskagenen i rétt cell, rétt vavnad
ochi korrekt omfattning. Edvard Smith
[4] och Sven Britton m fl [5] har nyli-
gen i Lakartidningen gett korta lages-
rapporter rérande genterapi hos man-
niska. De hittills anvdnda metoderna
for gendverforing kan indelas i virala
och icke-virala (Tabell 1). S&kerhets-
modifierade virala vektorer baserade
p& murint retrovirus (Moloney murine
leukemiavirus) respektive humant ade-
novirus (serotyp 5) har anvants mest
[6], medan katjoniska liposomer inne-
hallande plasmid-DNA fétt viss till-
l&mpning vid cystisk fibros. De virala
vektorerna méaste byggas om for anda-
malet: gener som styr virusdelning och
kodar fér strukturproteiner elimineras
och ersétts med den nya terapeutiska
genen kombinerad med ett styrele-
ment, promotor. Vektorn byggs sedan
ini ett »tomt» virusholjei en for anda-
mélet omkonstruerad producentcellin-
je

Rigords kontroll

Produktens kvalitet kontrolleras ri-
gorost med avseende pa gensekvens,
kontamination av delningskompetent
virus, pyrogener, etc. Vektorer avsedda
for klinisk genterapi maste tillverkas i
sarskilda GMP(good manufacturing
practice)-laboratorier under mycket

noggrann kontroll, vilket har begrénsat
tillgangen och driver upp kostnaden pa
det genetiska materialet. Man diskute-
rar nui Sverige inréttandet av ett natio-
nellt GM P-laboratorium for att befram-
ja utvecklingen. Omfattande grund-
forskning kring virusvektorer & néd-
vandig for att eliminera problem med
tropism, immunogenicitet och effekti-
vitet. Trots dess begransningar férefal-
ler virusbaserade vektorer att forbli
genterapeutens basta verktyg under de
narmaste aren.

Innovativa strategier

Cancer &r den hittillsviktigasteindi-
kationen for preklinisk och klinisk gen-
terapiforskning. Ett flertal innovativa
strategier for genterapi vid cancer har
utvecklats och testats i djurmodeller,
och forsok pagar i manniska[7]. Ett up-
penbart syfte for genterapi kunde vara
att ersdtta muterade supressorgener
(t ex p53), eller forhindra uttrycket av
muterade (t ex K-ras) och transl okerade
(t ex Ber-Abl vid KML) onkgener i tu-
morcellerna (Figur 2a). Denna »korri-
gerade» genterapi kréver dock att man
lyckas forain en vektor kodande for te-
rapigenen i samtliga cancerceller men
€ i normala celler, vilket kan visa sig
svart. Principen for »suicidgener» (Fi-
gur 2b) innebér att tumorcel ler transdu-
ceras med en vektor kodande for ett
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»pro-drug converting»-enzym, sasom
herpes simplex virus tymidinkinas
(HSV-TK). Detta enzym spjalkar det
antivirala lékemedlet gancyklovir till
toxiska metaboliter vilka dodar trans-
ducerade, men &ven kringliggande tu-
morceller. Den kanske mest lovande
metoden & sk immunmodulerande
genterapi, dvs forsok att pa olika sétt
stimuleratumdrspecifika T- och B-lym-
focyters formagaatt dodatumaoren. Tu-
morspeci fika/associerade antigener har
nyligen identifierats vid bl a melanom,
ovaria-, njur- och bréstcancer samt vis-
sa typer av leukemi/lymfom. Tumér-
vacciner (Figur 2c) konstrueras genom
att isolerade tumorceller transduceras
invitro med envira vektor kodande fér
immunstimulerande molekyler, t ex T-
cellsaktiverande cytokiner. Efter be-
stralning anvénds cellerna som ett sub-
kutant vaccin, avsett att aktiveratumor-
riktade cytotoxiska T-celler (och anti-
kroppsproducerande B-celler). Recir-
kulerande T-celler uppsoker och avdo-
dar &ven mikrometastaser. Lovande re-
sultat sesi djurmodeller.
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DE AVGORANDE STEGEN
KOSTAR MILJARDER

Omfattande studier svarar pa manga fragor

Vetenskaplig planléaggning
och ett kvalitetspr églat genom-
forande ar tva nyckelbegrepp
inom all klinisk forskning, men
speciellt betydelsefulla &r dessa i
de omfattande program som
syftar till att sdker stélla sam-
bandet mellan |ékemedel och
nytta, relaterat till icke 6nskade
effekter.

Kommer det att fungera? &r den pri-
méara frégestallningen for de avgorande
stegen inom klinisk forskning, fas I11-
och en del fas |V-provningar.

Aldrig &r ldkemedelsindustrin och
de kliniska forskarna sa 6vertygade om
ett nytt |1&kemedels mojligheter som ef-
ter de initiala provningarna i fas | och
fas Il da man visat att preparatet kan
kommaatt fungera. Men det &r forst ef-
ter de omfattande och rigorosa fas 111-
provningarna och vissa tidskréavande
fas IV-program som man verkligen vet
om ett 18kemedel fungerar.

Tid och kostnader &r tvadandravikti-
gabegrepp vid utveckling av ett nytt |&
kemedel. Att fora en ny substans fran
syntes till registrering beréknas ta om-
kring tio ar till en kostnad av i storleks-
ordningen 1 miljard kronor eller mer
(Figur 1).

En annan betydande faktor som &r
relaterad till tidskomponenten & pa-
tenttiden for en substans eller en pro-
cess. Dennafaktor har paett avgérande
sétt bidragit till att 18kemedelsindustrin
idag fokuseras pad att korta utvecklings-
tiden med bibehallna kostnader for att
uppné en maximal marknadsfas under
gdllande patentskydd. Detta har lett till
stegrade krav pa kunskap och kreativi-
tet hos de personer som deltar i det kli-
niska utvecklingsprogrammet.

Logiskt tankande viktigt

Logiskt tankande, formaga att stélla
de rétta frgorna samt att ifrégasitta
svaren &r viktiga egenskaper vid plane-
ring av ala prévningar, men speciellt
viktigai fas Il och fas IV pagrund av
deras omfattning.

Vad innebér det att studierna & om-
fattande? Vi har har valt att férsdka be-

Klinisk lakemedelsutveckling

Tidigare artiklar i serien »Klinisk lakeme-
delsprévning» har varit inférda i Lakartid-
ningen 28-29/97.

svara frégorna Vem? Vad? Hur? och
Nar?

VEM?

| fas I11-prévningar & svaret pa fra
gan vemen stor grupp frivilligt medver-
kande patienter hos vilka behandlings-
effekten skall pévisas. Detta géller s&
vél registrering av nyabehandlingsprin-
ciper som etablering av nya indikatio-
ner for ett befintligt |18kemedel. Patient-
materialeni fas |11 & ocksa storre an i
fas Il for att om mojligt efterlikna kli-
nisk praxis och stérkaresultatens gene-
raliserbarhet.

De stora utmaningarna i fas I11-stu-
diernaberor till en del paslumpfaktorn,
meni en hdgre grad pa de systematiska
felen (bias). Ett stérre patientantal dam-
par slumpens inflytande pa resultatet,
men alltmer komplicerade protokoll
och alt fler centra i multicenterprév-
ningar okar risken for systematiskafel,
dvssituationsbetingade avvikel ser ifran
protokollet. Det &r viktigt att kénnatill
om de 200 patienter som inkluderats i
studien hérrér frén en for provningen
tillganglig patientpopulation pa 200,
1 000 eller 4 000, om prognostiska fak-
torer paverkat selektionen medvetet el-
ler omedvetet samt om randomisering-
en genomfordes konsekutivt som ut-
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