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Berzeliussymposium om gendermatoser:

Kutan genterapi — potentiell
behandling for svara hudsjukdomar

[MH6sten 2001 anordnade Svenska Lakaresillskapet ett Ber-
zeliussymposium i Uppsala. En rad internationella forskare
presenterade senaste nytt inom genterapiomradet med inrikt-
ning mot hudsjukdomar.

Symposiet fokuserade pd mojligheterna att via kutan gen-
terapi paverka monogenetiskt betingade hudsjukdomar av ty-
pen iktyos och epidermolysis bullosa, vilka leder till grava de-
fekter i 6verhudens funktion samt i vissa fall dven svérldkta
sar. Ett annat tinkbart anvindningsomrade &r terapiresistenta
sar av annan genes, till exempel trycksar och bensar. Sympo-
siet berdrde ocksa anvandningen av genmodifierad hud som
en lattstyrd bioreaktor for att tillfora eller avldgsna substanser
fran blodet i samband med vissa metaboliska sjukdomar.
Sammanfattningarna av foreldsningarna stér att finna i Acta
Derm Venereol 2001;81:227-39. Flera dversiktsartiklar om
kutan genterapi har nyligen publicerats [1-4].

Bakgrund

Intresset for att utnyttja huden som tillférselorgan for gene-
tiskt material baseras pé dess lattillganglighet och mdjlighe-
ten att enkelt kontrollera genuttrycket och avgrinsa gentera-
pin till valda delar av vdvnaden. Det senare reducerar givetvis
riskerna och mojliggor savil ett snabbt avbrytande av terapin
(hudexcision) som en styrning av gendosen genom successiv
utvidgning av den behandlade hudytan.

Gentillforsel till hud kan ske pé i princip tvé olika sétt (Fi-
gur 1). Vid in vivo-genterapi sker 6verforingen direkt till hu-
den. En alternativ vig &r ex vivo-genterapi da patientens egna
hudceller (keratinocyter eller fibroblaster) genmodifieras i
kultur och expanderas fore atertransplantation i huden.

Ett tekniskt enkelt sétt att introducera DNA i huden ér att
injicera med en kanyl direkt i 1dderhuden (dermis), men detta
ger en ganska grov fordelning av dosen. I stillet anvénds gar-
na en sa kallad genpistol varvid mikroskopiska guldpartiklar
tackta med DNA duschas med hdgt tryck in genom hudytan
ned till ett djup av cirka 1 mm. Allra enklast, men relativt in-
effektivt, ar att med en liposominnehallande kram applicera
DNA direkt pa hudytan. DNA-fragmenten far inte vara for
stora, och det dr enbart 6verhudscellerna som nas.

Viral genterapi med till exempel retrovirus har fordelen av
att ha en hogre overforingseffekt och integration av DNA,
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Nyligen holls ett symposium i Uppsala déar en rad in-
ternationella experter presenterade det senaste om
arftliga hudsjukdomar.

Allvarliga gendermatoser, det vill sdga arftligt beting-
ade hudsjukdomar, ar sallsynta (prevalens cirka
1:10 000) men orsakar mycket lidande och kan i vissa
fall vara direkt livshotande.

De narmare 100 olika gendermatostyperna orsakas
bland annat av defekter i dverhudens utmognad till
hornlager (iktyos) eller stord forankring till underliggan-
de bindvav (epidermolys), vilket leder till kroniska sar.

Langt vanligare orsaker till defekt sarlakning ar dock
forvarvade tillstand, till exempel trycksar, vendsa ben-
sar och ischemiska sar, vilka ocksa kan vara synnerli-
gen terapiresistenta.

Somatisk genterapi ar en tankbar behandlingsprincip
for att stimulera lakningsprocessen vid kroniska sar av
skiftande genes, men ocksa for att normalisera bris-
tande hudfunktion i samband med svara gendermato-
ser.

Kutan genterapi innebar att DNA tillfors hudceller
(kortvarigt eller permanent) i syfte att kompensera for
en defekt gen eller for att modulera genuttrycket i sam-
band med en sjukdomsprocess i eller utanfor huden.

men metoden har ocksa flera nackdelar [1]. Ett alternativ &r
direktapplikation av plasmidvektorer i huden. Mgjligheten att
med »naket« plasmid-DNA na savil epidermala keratinocy-
ter som Langerhans’ celler ér ibland 6nskvird.

Pa symposiet beskrev dr Ulrich Hengge, Essen, reglering-
en av plasmidupptag i epidermis efter ytlig mikroinjektion av
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Figur 1. Principiellt olika védgar fér genterapi i huden.

plasmid-DNA i huden. Med denna teknik kan man inducera
ett tidsbegrénsat (ca 1 vecka) genuttryck, vilket kan utnyttjas
for genetisk vaccination av tumdrer och infektionssjukdomar.

Stamceller

Dr Fiona Watt, London, beskrev hudens stamceller, som ar av
central betydelse for en varaktig effekt av genterapi [5]. De
senaste arens forskning kring stamcellerna i epidermis visar
pa en lokalisation till harfolliklarna, nirmare bestimt inom
omradet strax under talgkdrtelapparatens mynning i follikeln.
Frén denna population av stamceller migrerar cellkloner ut i
epidermis och lokaliseras inom epidermisomraden dver de
dermala papillerna. Stamcellerna har en litt avvikande mor-
fologi och kénnetecknas av speciella ytstrukturer, men nagon
helt specifik identifieringsmarkdr har dnnu inte patriffats. In-
tensiva forsok pagar nu for att pa ett effektivt satt kunna na
dessa stamceller med riktad genterapi.

Forutom de epidermala stamcellerna finns andra malceller
av intresse for kutan genterapi, sdrskilt om kortvariga be-
handlingseffekter ar tillrickliga eller onskvirda, till exempel
for stimulering av sarlakningsprocessen. Hit hor bland annat
TAC (transient amplifying cells), vilka uppstar fran delade
stamceller och genomgar ett fatal mitoser innan de utdiffe-
rentieras och slutligen omvandlas till hornceller. Aven dessa
celler, med en omsattningstid pa cirka en méanad, bor kunna
utnyttjas for temporar genterapi, liksom melanocyterna i ba-
salcellslagret och de antigenpresenterande langerhanska cel-
lerna i 6vre skiktet av epidermis. I det underliggande dermis
ar det i stéllet fibroblasterna eller endotelcellerna som utgdr
potentiella malceller.

Genterapi for specifika hudsjukdomar
Jouni Uitto, finsk ldkare och framgangsrik forskare i USA,
gjorde en exposé 6ver de hudsjukdomar som kan komma i fra-
ga for genterapi. Han sammanfattade dirmed »the state of the
art« vad géller gendermatoser (Tabell I) [6]. Narmast till
hands for genterapi ar de mycket svéra, ibland dodligt forlo-
pande sjukdomar, som gemensamt kallas epidermolysis bul-
losa (Figur 2) och kénnetecknas av defekter i dverhudens
forankring till laderhuden. Rupturer i och omkring basal-
membranet leder till utbredd blasbildning och hudavlossning
vid lindrig mekanisk paverkan. Resultatet kan i vissa fall bli
svérldkta sar med risk for sammanviaxningar mellan fingrar
och tar samt, pa sikt, canceromvandling av saren [7].

Andra uppenbara kandidatsjukdomar for kutan genterapi
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Figur 2. Epidermolysis bullosa
simplex kdnnetecknas av blasor
eller utbredd hudavlossning,
vilket kan leda till kroniska sar-
bildningar.

Figur 3. Lamellar iktyos ut-
madrks av grov, generell fjall-
ning i huden med djupa sprick-
or, barridrdefekter och ibland
oférmdaga till svettning.

ar svara former av iktyos (tidigare bendmnt »fiskfjéllssjuka«)
(Figur 3), som orsakas av defekta strukturproteiner eller en-
zymrubbningar i keratinocyterna, vilket leder till en abnorm
fortjockning av hornlagret. Ett exempel ar keratinmutationer
som, nér de uttrycks i 6vre delen av epidermis, ger blasbil-
dande iktyos (epidermolytisk hyperkeratos). Om motsvaran-
de mutationer uttrycks i basalcellslagret blir foljden epider-
molysis bullosa av simplex-typ. Keratinmutationerna &r van-
ligen dominant arftliga — det muterade proteinet stor polyme-
riseringen av cellskelettet, som darmed blir skort och kollap-
sar vid mekanisk eller termisk paverkan. Idag kan endast pal-
liativ behandling med mjukgoérande krdmer, avlastning och i
vissa fall retinoidbehandling erbjudas.

Dr Paul Bowden, Cardiff, beskrev tinkbara vagar for ge-
netisk korrektion vid dominant-negativa keratinsjukdomar.
Malet dr att himma uttrycket av det muterade proteinet, vil-
ket sannolikt kan uppnds genom antisensterapi, det vill sdga
att slicka ut mRNA-signalen fran den muterade allelen ge-
nom tillsats av en sekvensspecifik oligonukleotid kodande for
den komplementira DNA- eller mRNA-sekvensen. En mer
langvarig effekt kan sannolikt erhallas om genen for ett se-
kvensspecifikt s kallat ribozym (RNA-nedbrytande enzym)
overfors till patientens odlade keratinocyter. Cellerna kan
dédrigenom sjilva tysta sin muterade keratinallel nér de ater-
transplanteras till de mest drabbade hudpartierna.

Vid recessiva gendermatoser, exempelvis iktyosassocie-
rad transglutaminasbrist och epidermolys orsakad av defekt
kollagen typ 7 eller laminin, dr substitutionsterapi sannolikt
den enda framkomliga vidgen eftersom patientens bagge gen-
kopior dr defekta. Genterapi (ex vivo eller in vivo) bor da kun-
na genomforas enligt ovan beskrivna princip, fast med over-
forande av en fullvdrdig normal genkopia innehallande kor-
rekta responselement for vavnadsspecifik stimulering av
transkriptionen. Framgangsrika sadana forsok har gjorts i
djurmodeller av gendermatoser, men durationen av behand-
lingseffekten &r dnnu otillfredsstéllande.

Klinisk realitet?

De sjukdomar som ligger bést till for en klinisk provning av
kutan genterapi &r junktional epidermolysis bullosa (JEB)
och recessiv dystrofisk epidermolysis bullosa. Forsoken be-
raknas komma igdng inom det ndrmaste aret savil i Italien (dr
M De Luca) som i Tyskland/Frankrike (prof Leena Bruckner-
Tuderman). Man har i det forstndmnda fallet (JEB) planer pa
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Tabell I. Exempel pa hudsjukdomar med kand gendefekt (s k gendermatoser). Tabellen &r modifierad fran Uitto och Pulkkinen [6].

Sjukdom Afficerad gen Péaverkan av Symtom
Hudskdrhetssyndrom

Epidermolysis bullosa

— dystrofisk COL7A1 Forankringen till dermis Blésor/arrbildningar
—junktional LAMA/B3, LAMC2 Laminin i basalmembran Utbredd hudavlossning
—simplex KRT5/14 Keratin i cellskelett Ytlig blasbildning
—med muskeldystrofi PLEC1 Plektin i hud/muskler Blasor/muskeldefekt
—med pylorusatrofi ITGAG, ITAGB4 Integrin i hemidesmosomer Blasor/tarmdefekt
—med hudatrofi COL17A1 Hemidesmosomprotein Sar/haravfall
Epidermolytisk keratos

—lokaliserad KRT1/10 (mosaik) Keratin i ytliga hudceller Skorhet/hyperkeratos

—ytlig (Siemens) KRT2e
—hand-/fotvariant KRT9
Férhorningsrubbningar
Iktyos
—koénsbunden STS
—lamellér TGM1
—blasbildande KRT1/10 (generell)
— Nethertons syndrom SPINK5
— Sjogren—Larsson FALDH
—Vohwinkel, typ 1 LORC

typ 2 GJB2
Dariers sjukdom ATP2A2
Hailey—Haileys sjukdom ATP2C1
Pachyonychia congenita KRT6a, 16,17
Erythrokeratodermia variabilis GJB3
Harsjukdomar
Monilethrix hHB1, hHB6
Kongenital atriki HR
Trikotiodystrofi XPB, XPD
Pigmenteringssjukdomar
Waardenburgs syndrom PAX3
Albinism (flera typer) TYR, TYRP-1, 0CA2
Tietz syndrom MITF
Cancerassocierade syndrom
Xeroderma pigmentosum XPA/B/C/D, XPG, CSB
Basalcellsnevussyndrom PTC
Cowdens syndrom PTEN

Keratin i hornceller
Regionspecifikt keratin

Steroidsulfatas
Transglutaminas i hud
Keratiniytliga hudceller
Proteasinhibitor i huden
Fettsyraoxidation
Loricinihornceller

Gap junction (konnexin)

Kalciumtransport
Kalciumtransport
Keratin i bl a naglar
Gap junction (konnexin)

Keratin i har
Regulator av harcykeln
Enzym i aminosyrametabolismen

Melanocytfaktor
Tyrosinasrelaterat protein
Melanocytfaktor

DNA-reparationsenzymer
Patched (cellsignalering)
Tumérsuppressor

Ytlig avflagning
Blésor/hyperkeratos

Fortjockat hornlager
Fortjockat hornlager
Skorhet/hyperkeratos
Barridrdefekt
CNS-symtom
Keratodermi
Keratodermi/dovhet

Follikulér keratos
Sérihudveck
Nagelfdrtjockning/cystor
Flackvis forhorning

Skdrhet/glest har
Avsaknad av har
Glest har/iktyos m m

Flackvis pigment/dévhet
Total pigmentavsaknad
Generell pigmentdefekt

Cancer pa UV-belyst hud
Multipla basaliom/cystor
Hamartom/tarmpolypos

att med ex vivo-teknik implantera autologa keratinocyter med
den normala varianten av laminin-5, vilket atergett epitelet
dess normala vidhiftningsfunktion i djurforsok.

Det genomgaende storsta problemet vid epidermolysis
bullosa dr uppkomsten av smartsamma sar som inte vill lika
pa grund av defekt basalmembran. I klinisk praxis ar natur-
ligtvis kroniska hudsar av andra, icke-hereditéra orsaker be-
tydligt vanligare, till exempel olika former av ben-, tryck- och
diabetessar. Aven for dessa forvérvade tillstand &r det tink-
bart att tillampa principerna for kutan genterapi for att modi-
fiera reparationsprocessen i huden.

Dr Eaglstein, Miami, gjorde en exposé dver var nuvaran-
de kunskap rorande sarldkningsmekanismen och olika him-
mande faktorer for vivnadsreparation vid kroniska sér. Vid
de flesta typer av svarldkta sar dr sannolikt en méngd sam-
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verkande biologiska processer storda [8]. Defekter har pavi-
sats nér det géller lokala faktorer som till exempel leukocyt-
aktivering, kronisk inflammation, vdvnadsperfusion, proteas-
aktivitet, cellulart aldrande, cytokininaktiveringen och inver-
kan av bakterier. Saledes finns en lang rad potentiella an-
greppspunkter dven for en kortverkande genterapi [8].

Dr Gerald Krueger, Salt Lake City, beskrev anvindningen
av genetiskt modifierade fibroblaster som odlats i en speciell
mikromiljo, vilket gor att de kan bilda forankringsproteinet
kollagen typ 7 och migrera till basalmembranzonen. Dessa
celler borde kunna anvindas vid recessiv dystrofisk epider-
molysis bullosa, dir defekt bildning av kollagen typ 7 &r en
grundldggande forklaring till sjukdomssymtomen.

Dr Jeffrey Morgan, Boston, har studerat humana keratino-
cyter transducerade med genen for keratinocyte growth fac-
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tor (KGF), en mediator for celltillvixt och séarldkning. I en
djurmodell kunde han visa att hudtransplantat innehallande
de genmodifierade keratinocyterna gav upphov till ett for-
tjockat epidermis med tecken till hyperproliferation och sti-
mulering av underliggande blodkérl. Intressant nog hade det-
ta transplantat dven en antiseptisk effekt, sannolikt beroende
pa 6kad bildning av antibakteriella peptider i huden.

Dr Kihiri, Abo, anviinde sig av ett rekombinant adenovi-
rus (RadFire-EGFP) i en ex vivo-organkultur for att forsoka
begrinsa genuttrycket till vissa celltyper via transkriptionell
malstyrning. Vid atertransplantering av genmodifierad hud
till forsokssaret kunde han inducera markoérgenen (gron fluo-
rescens) via ett EGF-kénsligt regulatoriskt element. Detta kan
bli ett effektivt koncept for att lokalt styra produktionen av
olika sarldkningsstimulerande faktorer hos manniska.

Kutan genterapi for systemisk behandling

Dr Dennis Roop, Houston, Texas, redogjorde for de epiderma-
la keratinocyterna som méjliga bioreaktorer for systemisk pro-
duktion av proteiner vid metabola sjukdomar. Man har utveck-
lat ett inducerbart, sa kallat GeneSwitch-system som reglerar
uttrycket av transgenen s att for hoga nivaer och dérmed cell-
skador och biverkningar kan undvikas. I inledande djurforsok
har generna for humant tillvéixthormon respektive erytropoetin
introducerats i huden och visats producera métbara proteinhal-
ter i blodet. Proteinfrisdttningen fran de genmodifierade hud-
cellerna kan pa olika sitt styras genom titrering av den tillfor-
da gendosen i huden eller genom GeneSwitch-principen.

Med ett likartat tillvigagéngssitt kan olika intracelluldra
enzymer Overuttryckas i hudceller sé att de fungerar som ett
reningsverk for blodet i de fall enzymerna saknas, i lever el-
ler njure till f6ljd av genetisk defekt eller organsvikt [4].
Forutsittningen dr givetvis att enzymsubstratet relativt litt
kan diffundera fran blod till hud. Dr Paul Khavari, Stanford,
och Arhusgruppen under ledning av Lars Bolund har hir gjort
pionjérinsatser som inger forhoppningar om att kutan gen-
terapi kan komma att anvindas langt utanfor det priméra der-
matologiska omradet, till exempel vid behandling av fenyl-
ketonuri och andra enzymdefekter med atf6ljande ansamling
av toxiska metaboliter i blodet.

Konklusioner

Professor Lars Bolund, Arhus, sammanfattade motet och tog
upp de praktiska begransningarna av genterapi hos ménniska.
Han beskrev de viktiga etiska och sdkerhetsméssiga 6vervé-
ganden som madste goras innan denna typ av terapi kan pa-
bérjas pa utvalda sjukdomstillstand. Aven om det kommer att
dréja nagot innan kutan genterapi blir en realitet inom
sjukvéarden var man pa métet Gverens om den stora potential
som huden utgér i detta sammanhang.
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