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Gen- och cellterapi

kan revolutionera kardiologin

Alternativ vid hotande hjartsvikt efter hjartinfarkt

[(Den 26 juni &r 2000 offentliggjorde president Clinton och
premidrminister Blair vid en gemensam presskonferens att
det ménskliga genomet blivit kartlagt. Att tva av vérldens
frimsta politiska ledare pa detta sétt annonserar denna fors-
karbedrift 4r anmarkningsvért. Betydelsen ar en indikation
péa att om samhéllsfordndringarna under det tjugonde ar-
hundradet var baserade framst pa de fysiska vetenskaperna
s kan innevarande sekel bli de biologiska vetenskapernas
arhundrade.

Endast en horjan
Den principiella kartliggningen av det minskliga genomet
ar endast en borjan. Ménniskan har idag sannolikt inte ut-
vecklat de redskap som behovs for att kunna forsta och kan-
ske manipulera de komplexa processer som styrs av geno-
met. Det oaktat kan vi redan idag utnyttja genetiska egenska-
per terapeutiskt inom en rad omraden, inte minst inom kar-
diologin. Genomkunskapen kommer att kunna anvindas for
utveckling av nya effektiva likemedel med etablerade
principer, s k »molecular engineeringy.

Detta kan ses som en fortsatt utveckling av en sedan tidi-
gare befintlig teknik.

Vad som déremot &r ett nytt paradigm ar att med den nya
biologin kunna utveckla nya vdvnader och kunna stimulera
dessa till tillvaxt.

Tillampning inom tre omraden

Tillimpning kan ske inom kardiologins tre omraden: kérl,
muskel och elektricitet. Lingst har utvecklingen kommit
inom karlomradet, ddr mdjligheten att stimulera till karlny-
bildning exploreras sivil experimentellt som kliniskt [1, 2].
Ett flertal angiogenetiska cytokiner har upptickts som sti-
mulerar olika delar av den angiogenetiska processen (Fakta

1). »Vascular endothelial growth factor» (VEGF) idr en fa-
milj av substanser som stimulerar olika typer och faser av
kérlnybildning (Fakta 2).

Fyra former med olika gener &r kdnda: A, B, C och D. Tre
receptorer dr kénda, varav KDR/flt-1-receptorn stimulerar
bildning av nya kapilldrer. Kapilldren kan sedan omformas
till arteriol och artér. S&vil bildandet som expressionen av
VEGF och dess receptor dkar vid ischemi. Dock ér bildning-
en nedsatt vid riskfaktorer som hog alder, hdgt serumtotalko-
lesterol och diabetes mellitus.

650

SAMMANFATTAT

Cellterapi kan for kardiologin inom 6verskadlig fram-
tid innebara att fran embryonala stamceller eller ben-
margsceller odla fram kardiomyocyter och med des-
sa eller med myoblaster behandla bortfall av hjart-
muskel eller pacemakerceller.

Rekrytering av progenitorceller fran benmarg kan fa
betydelse for nybildning av karl.

Transient Overexpression av angiogenetiska tillvaxt-
faktorer ger experimentellt och i kliniska fas I-/ll-stu-
dier evidens for karlnybildning.

En av kardiologins gator &r varfor vid koronarstenos eller
ocklusion en del méanniskor forméar bilda korona kollateraler,
medan andra har en nedsatt formaga till sadan bildning. En
sviktande VEGF-funktion skulle kunna vara en viktig faktor
bakom en sviktande férmaga till kollateralbildning. Ur det
perspektivet dr det intressant att kunna 6veruttrycka VEGF
och dirigenom stimulera den sviktande kérlbildningsproces-
sen. VEGF ér en substans med kort halveringstid; det &r 6nsk-
virt att stimulering sker lokalt och under en avgrinsad tid, ef-
tersom okontrollerad kérlnybildning inte dr onskvérd. Dessa
faktorer gor att genterapi ar ett intressant alternativ. VEGF-
genen kan tillféras i en vektor, som kan vara ett modifierat
adenovirus, eller som plasmid-DNA, s k naket DNA.

Djurforsok har visat att sdval efter applikation pa kérlvigg
med olika depositionskatetrar som efter injektion i skelett-
muskel eller myokardiet erhélls en transfektion med bildning
av VEGF-mRNA, protein och funktionella effekter som dkad
endotelialisering, genomblddning och kollateralbildning.

Additiv effekt med flera tillvaxtfaktorer

Aven om savél djurforsok som humana fas I/II-undersok-
ningar indikerar att tillférsel av VEGF eller av »fibroblast
growth factor» (FGF) ger en angiogenes ér det rimligt att for-
moda att en additiv effekt kan erhéllas om ett flertal tillvaxt-
faktorer kombineras. Det kan inte uteslutas att tillférsel vid
olika tidpunkter ytterligare kan oka effektiviteten. Den for
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kardiell applikation avgérande studien foretogs dubbelblint
pa gris, dir det cirkumflexa kranskérlet belagts med en ame-
roid konstriktor vilken svéller langsamt under cirka fyra
veckors tid och stidnger av kérlet.

Det visades att tillforsel av antingen adenovirusvektorbu-
ren gen for VEGFy eller plasmidburen gen for VEGF ;5 eli-
minerade den reversibla ischemi som den proximala circum-
flexa fortrangningen/ocklusionen fororsakat. Senare fas I/11-
studier p4 ménniska, dér vektor givits intramyokardiellt via
torakotomi, stoder de experimentella fynden. Angindsa sym-
tom minskar och perfusion mitt med skintigrafi forbétt-
ras. Studien vid Huddinge sjukhus har méjliggjorts genom
etablerandet av benterapicentrum under ledning av med dr
Khalid Islam.

Dock maste behandlingen testas i dubbelblinda undersok-
ningar. Preliminira resultat foreligger endast fran en dubbel-
blind studie utford vid claudicatio intermittens. I jaimforelse
med placebobehandling hade patienter behandlade med
VEGF-vektor signifikanta tecken till angiogenes. En nyligen
utvecklad kateterteknik for hjirtat, den s k Noga-tekniken,
mdjliggor dock perkutan lokalisation av ischemiskt omrade,
med efterfoljande injektion av vektor i det ischemiska omra-
det. Inom de nidrmaste aren kommer sannolikt dubbelblinda
studier utféras med denna teknik.

Att kdrlnybildning erhélls i ett friskt men manipulerat for-
soksdjur innebér inte att resultaten &dr direkt 6verforbara till
den aldrade ménniskan med avancerad arterioskleros. For att
karlnybildning skall kunna ske maste det rimligen finnas ett
rekryteringskérl fran vilket nya kérl kan forsorjas.

Intensiv, kanske alltfor snabb, utveckling i USA

Utvecklingen av kliniska forsok i USA har under de senaste
aren varit mycket intensiv, speciellt i Bostonomradet. Dess-
varre har utvecklingen varit alltfor snabb; till synes har bade
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myndigheter och forskare kommit ur fas. Kliniska undersok-
ningar har tillatits dir den ansvarige forskaren haft kommer-
siella intressen. Rutinen for rapportering har inte {6ljts eller
varit oklar. Oftast utgdrs patientpopulationen av patienter
med langt framskriden sjukdom for vilka det inte finns nag-
ra andra behandlingsalternativ.

Ett antal dodsfall har intrdffat i samband med utforda stu-
dier, men dér en definitiv koppling till sjilva genterapin inte
har kunnat faststillas, med undantag for ett uppmarksammat
fall. Det var en ung patient med en arftlig leversjukdom be-
handlad med hog adenovirusdos. Dessa hiandelser har resul-
terat i att forskningen i USA for ndrvarande gar pa sparlaga.

Manga fragor

Kaérlnybildning synes involvera dels utvixt av lokalt befint-
liga endotelceller, dels rekrytering av cirkulerande endoteli-
ala progenitorceller hdrrérande fran benmérgen, en observa-
tion som vidgar faltet betydligt [3-6] (Fakta 3).

En stamcell 4r en cell som kan ge upphov till flera typer av
differentierade celler. Den skall ocksa ha en sjalvfornyelseka-
pacitet, sa att dess population i princip kan leva vidare under
individens hela liv (Figur 1). En progenitorcell har kvar for-
magan till delning och har ocksa differentierat sig mot ett spe-
cifikt cellslag. Vid vdvnadsskada sker reparation utgaende
frén denna typ av determinerade stamceller.

For angiogenes har det pavisats att endoteliala progeni-
torceller fran foretradesvis benmérgen rekryteras, och att dar-
vid VEGF-A ;5 utovar en kemoattraktion till det skadade om-
radet ddr progenitorcellerna integreras och deltar med primér
kérlbildning, s k vaskulogenes. Tillforsel av in vitro-odlade
sddana celler kunde forhindra bennekros i en musmodell dar
a femoralis ligerats och myokardischemi dir frimre nedétsti-
gande artdren (LAD) ligerats.

Har olika former av VEGF olika attraktionskraft pa dessa
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[TFakta 1
Kanda cytokiner som deltar i karlbildning

VEGF (har sekretorisk sekvens);
Angiopoietin;

FGF (fibroblast growth factor);
HIF (hypoxia inducible factor);
PR-39 m fl.

[TFakta 2
VEGF-familjen

Sekretoriskt protein;

Olika typer, varav A har olika isoformer med olika grad
av vavnadshindning;

Specifika receptorer, i huvudsak pa endotelceller;
Stimulerar endotelfunktioner och endoteltillvéxt;
Kemoattraktion pa endoteliala progenitorceller.

[[Fakta 3
Endoteldeterminerade stamceller

Roll vid bildning av nya blodkarl;

Faktorer som dkar bildning och friséttning;

Isolering och expansion av cellpopulation och dérefter
retransfundera dem;

Genetisk modifiering av celler.

stamceller? Har dven andra cytokiner attraktionskraft? Vilka
faktorer paverkar bildningen av endoteldeterminerade stam-
celler? Hur paverkar olika likemedel denna bildning? Kan
specifik stimulering av bildning och frisdttning av endotelde-
terminerade stamceller bidra till kérltillvaxt?

Dessa fragor kommer att utgdra viktiga forskningsincita-
ment.

Myocyttransplantation
Den vuxna kardiomyocyten anses vara terminalt differenti-
erad, resulterande i att vid skada finns det inte regenerations-
mojligheter, ledande till en sviktande och progressivt deran-
gerad pumpfunktion. Méjligen finns det lokala progenitor-
celler for kardiomyocyter. I sé fall racker de inte for att mot-
verka en storre skada. Att tillféra nya progenitorceller dr dar-
for en attraktiv hypotes. En av de forsta specialiserade cell-
typer som embryonala stamceller i odling spontandifferenti-
erar till dr kardiomyoblasten [7]. Fran benmirg kan man
framodla kardiomyocyter med elektriska egenskaper lika
dem som kammarkardiomyocyter har, medan andra diffe-
rentierar till formaks- eller sinusnodfenotyp [8]. Fetala kar-
diomyocyter har pavisats bilda »gap junctionsy, vilket med-
for att den elektriska impulsutbredningen sker kontrollerat
fran cell till cell [9, 10].

Det mest littatkomliga cellslaget &r myoblaster fran ske-
lettmuskel. Dessa kan ldtt odlas upp och éterinjiceras. I kanin-
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respektive grismodell har Taylor och medarbetare [11] injice-
rat myoblaster och pavisat forbattrad sédval systolisk som dia-
stolisk funktion, medan fibroblaster resulterade i enbart for-
battrad diastolisk funktion. Myoblaster skapade ocksa »gap
junctionsy. Detta talar for att myoblasterna gav upphov till en
kontraktil effekt. Genom att transfektera myoblaster i cellod-
ling med VEGF-vektor erholls dessutom en bittre kapillari-
sering dn da man anvidnde obehandlade myoblaster.

Nyligen rapporterade en forskargrupp fran Paris att man
foretagit den forsta myoblasttransplantationen pé en patient i
samband med bypasskirurgi. Patienten dverstod ingreppet
vél. Inga arytmier observerades, och ny viabel muskelvévnad
kunde pavisas i ett tidigare infarcerat omrade.

Aven om utvecklingsarbete aterstar visar dessa experi-
ment att celltransplantation kan bli ett effektivt alternativ till
redan existerande behandling av hotande svar hjértsvikt efter
hjartinfarkt.
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