linik och vetenskap

Framgangsrik genterapi mot
experimentellt utlost typ 1-diabetes

Kort rapport

Ake Sjoholm

docent, specialistlakare, en-
heten for endokrinologi och
diabetologi, Karolinska sjuk-
huset, Stockholm.
(ake@enk.ks.se)

[IEtt alternativ for ett fatal patienter
med diabetes mellitus har varit trans-
plantation av pankreas, ett omfattande
ingrepp som &r bade kirurgiskt kompli-
cerat och forenat med hdg mortalitet.

Ett pa senare ar framtaget alternativ
dr transplantation av endast endokrina
pankreas, dvs de Langerhanska celldar-
na, en procedur som visserligen ar be-
tydligt mindre invasiv, men som dess-
vérre starkt begrinsas av den sparsam-
ma tillgdngen pa transplanterbar vav-
nad.

| en artikel i Nature [1] har man anvént
sig av ett antal sinnrika och sofistikera-
de metoder for att med genterapi stadig-
varande bota experimentell typ 1-dia-
betes i tva olika djurmodeller for denna
sjukdom, streptozotocininducerad dia-
betes och spontandiabetiska NOD-mu-
sen. Till skillnad fran tidigare méttligt
framgangsrika forsok med genterapi
har man i denna studie valt dels att in-
ducera ett artificiellt uttryck av en
okomplicerad insulinanalog i levern,
dels konstruerat genhybriden s att dess
uttryck star under kontroll av en promo-
torregion reglerad av glukos (leverns
enzym pyruvatkinas).

Tidigare forsok med ektopiskt insu-
linuttryck har métt svarigheter pa grund
av att proinsulinmolekylen, som endast
uppvisar 1—2 procent av insulinets bio-
logiska aktivitet, maste klyvas och pro-
cessas proteolytiskt intracelluldrt innan
slutprodukten (fardigt insulin) kan slap-
pas ut i blodet. De enzymer som krivs
for denna komplexa process finns i stort
sett endast i pankreas betaceller.

I studien har man undvikit denna
problematik genom att syntetisera en
enkelkedjig insulinanalog som, trots att
den endast bestar av 7 aminosyror, upp-
visar 20—40 procent av insulinets biolo-
giska aktivitet. Sdledes kravs ingen pro-
teolytisk klyvning, som ju &r fallet hos
ordinért insulin. Denna genhybrid pla-
cerades i ett modifierat virus som inji-
cerades i vena porta och sdledes hamna-
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de i levern. Faktiskt visade det sig ock-
sa att det virala genomet endast uttryck-
tes i levern.

Ett annat betydande problem med ar-
tificiellt insulinuttryck har varit svérig-
heterna att fa detta att exakt matcha ra-
dande blodsockernivaer. Forfattarna
har 16st detta genom att placera uttryck-
et av insulinanaloggenen under kontroll
av en glukoskénslig promotorregion,
nimligen leverenzymet pyruvatkinas,
som saledes kidnner av blodsockret och
styr insulinfrisdttningen dérefter.

Genom dessa tekniker, lyckades
man astadkomma en normal blodsock-
erprofil under hela forsoksperioden
som uppgick till 8 manader. Trots en
nagot forlangsammad frisédttning av in-
sulinanalogen (jaimfort med den snabba
exocytosprocessen i pankreas) lycka-
des de virustransfekterade djuren bibe-
hélla savil fasteblodsocker som post-
prandiella glukosnivéer som i det nir-
maste liknade friska djur.

Huruvida denna infallsvinkel kan
anvindas for patienter med typ 1-diabe-
tes dr dock inte sjalvklart. Den humana
levern har betydligt ldgre basal glukos-
produktion dn rattor och moss. Om in-
sulinanalogen ska uttryckas i levern,
kan hepatocyterna komma att utséttas
for extremt hoga lokala nivaer av insu-
lin. Vad medfor detta? Ingen vet.

Langdragen hypoglykemi, speciellt
postprandiell sadan, &r ett annat poten-
tiellt problem vid irreversibel insulin-
produktion dven om detta inte notera-
des i forsoksdjuren. Aterigen kan man
dock fraga sig hur méanniskan reagerar.
Icke desto mindre dr konceptet med en
glukoskinslig promotor hogintressant
och kan tdnkas minimera problemati-
ken med hypoglykemier, &ven om and-
ra faktorer som normalt reglerar insu-
linbehovetin vivo (t ex kostvanor forut-
om glukos, kroppsvikt, perifer insulin-
resistens, alder, tillvaxtfaser sasom pu-
bertet och graviditet) sékerligen kréver
an mer sofistikerade och avancerade
metoder &n sa.

| ett nérbesléktat arbete anvinds en al-
ternativ instillning med genetiskt ma-
nipulerade enteroendokrina K-celler,
som viralt transfekterats att uttrycka
den humana insulingenen [2]. Finessen
med att anvdnda denna celltyp &r att den
ovanligt nog &r kénslig for glukos, tro-
ligtvis beroende pa att enzymet gluko-
kinas uttrycks. K-cellerna, som finns i
proximala tunntarmen, producerar nor-

malt hormonet GIP (glucose-dependent
insulinotropic polypeptide) som funge-
rar som en glukoinkretin, dvs kdnner av
mingden peroralt glukos och stimulerar
pankreas insulinfrisdttning dérefter.

I detta arbete tillverkades transgena
moss, som specifikt visade sig uttrycka
hybridgenen i K-cellerna. Nér forfattar-
na experimentellt slog ut >99, 5 procent
av pankreas betaceller med toxinet
streptozotocin, formadde den ektopiska
insulinsekretionen fran tarmens K-cel-
ler likvil helt skydda dessa djur fran att
utveckla diabetes. Dértill skedde detta
utan hypoglykemiska episoder och med
normal kinetik vid peroral glukosbe-
lastning.

Till skillnad fran pankreas betacell,
uttrycker K-cellen inte de cellyteantige-
ner som anses orsaka den autoimmuna
attacken pa betacellen vid typ 1-diabe-
tes. Den kan saledes fortsétta att produ-
cera ektopiskt insulin, och frisétta det i
relation till radande plasmaglukos all-
deles oavsett om pankreas endogena in-
sulinproduktion slagits ut av den auto-
immuna diabetesprocessen.

Fordelarna med att anvénda K-cel-
ler, forutom deras glukoskénslighet, ar
att de normalt férekommer i ett antal av
flera biljoner i tarmepitelet, som ju upp-
visar ett stort antal proliferativt aktiva
celler — bl a odifferentierade stamcel-
ler — med snabb omsittning. De &r dar-
igenom léttatkomliga med noninvasiva
tekniker som t ex endoskopisk leverans
av orala beredningsformer av retrovira-
la vektorer, en teknik som redan tillam-
pats framgéngsrikt for gentransfektion
av gastrointestinala stamceller i andra
sammanhang.
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