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DNA-vaccination riktad mot blodkéarlsbildningen
fordrojer tillvaxten av brdostcancer hos moss

autoreferat. Vaccination mot can-
cer ar en attraktiv behandlingsmetod
for att forhindra aterfall i tumorsjuk-
dom, och det forsta terapeutiska can-
cervaccinet godkandes nyligen av den
amerikanska ldakemedelsmyndigheten
FDA att anvandas for patienter med
prostatacancer.

En ny princip for vaccination, DNA-vac-
cination, utvecklas for narvarande mot
bade infektionssjukdomar och cancer.
Ett DNA-vaccin bestar av en gen som
kodar for det protein man vill vaccinera
mot. Nar vaccinet injiceras tas DNA till-
falligt upp av kroppens celler, som se-
dan producerar proteinet sd attimmun-
systemet kan lara sig att reagera mot
detta i samband med framtida eller p&-
gaende tumorsjukdom.

Nya studier inom cancerbiologi betonar
tumoren som ett kommunicerande or-
gan bestaende av flera olika celltyper,
som tillsammans initierar och uppréatt-
haller malign vaxt. Det tydligaste ex-
emplet pa detta ar betydelsen av nybild-
ningav blodkérl (angiogenes) for att for-
se tumodren med tillrackligt med syre
och néring for sin tillvaxt.

Nyligen identifierades proteinet del-
ta-like ligand 4 (DLL4) som en av nyck-
elaktdrerna vid angiogenes genom sin
roll att reglera att ett adekvat antal
blodkéarlsutskott bildas. Blockering av
DLL4 i tumorer med antikroppar har
visat sig leda till kraftigt 6kad bildning
av icke-funktionella blodkarl och déar-

Immunfargning av blodkarl i brosttumor-
vaxtien mus som vaccinerats mot DLL4.
Alla blodkarl ar fargade roda, medan de
funktionella blodkéarlen som genomstrom-
mas av blod &r fargade gréna. Vaccination
mot DLL4 ger upphov till ett éverflod av
icke-funktionella nybildade blodkérl, vilket
fordrojer tumortillvaxten.

med dramatisk minskning av den totala
genomblédningen av tumdren.

Vi har DNA-vaccinerat moss mot DLL4,
varefter tillvaxten av tvé olika modeller
av bréstcancer i ortotop lokal foljts. Tu-
morerna i de vaccinerade mossen vaxte
upp till 65 procent langsammare an i
kontrollgruppen. Vaccinationen gav
upphov till DLL4-specifika antikrop-
par, som i sig fordrojde tillvaxten av
brostcancer nar de anvandes for att be-
handla naiva tumdrbarande maoss.
Kéarlbadden i tumorer fran vaccinerade

moss karakteriserades av ett dverflod
av nybildade blodkérl, och méngden en-
dotelceller i tumdren 6kade med upp till
75 procent jamfort med kontrollmos-
sens tumdrer. Trots detta minskade an-
delen funktionella kérl som genom-
strommades av blod fran 41 procent i
kontrolltumorerna till 11 procent i be-
handlade tumorer.

Till skillnad fran langtidsbehandling
med DLL4-blockerande farmakologis-
ka lakemedel, som har rapporterats ge
upphov till toxicitet i lever, hjarta och
hud, gav vaccination mot DLL4 inte
upphov till ndgra matbara biverkningar
och paverkade inte mossens formagatill
normal sarlakning.

Var studie pekar ut DLL4 som ett nytt
och intressant mal fér DNA-vaccination
med syfte att forhindra aterfall i brost-
cancer. Da de grundlaggande mekanis-
merna for bildning av blodkarlsutskott
som DLL4 styr bor vara likartade i
manga tumortyper ar det var forhopp-
ning att ett fungerande vaccin skulle
vara effektivt &ven mot andra tumor-
sjukdomar.
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Enskilda mRNA-molekyler kan pavisas och genotypas in situ

autoreferat. Vihar utvecklat en tek-
nik som gor det mojligt att pavisa
mRNA-molekyler i fixerade celler och
vavnader med en upplésning som till-
later detektion av punktmutationer och
allela varianter av enskilda mRNA-mo-
lekyler. Tekniken har publicerats i maj-
numretav Nature Methods. Med befint-
liga in situ-hybridiseringsmetoder &ar
det svart att detektera subtila men vik-
tiga sekvensvarianter av mRNA, sdsom
enbaspolymorfier (SNP) och punktmu-
tationer eller ens splitsvarianter.

Vi har darfor utvecklaten in situ-analys-
metod som utnyttjar malmolekylbe-
roende probcirkularisering (padlock
probes) kopplad till en lokaliserad rul-
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lande cirkel-amplifiering. | artikeln be-
skrivs hur denna detektionsprincip
kopplades till en in situ-cDNA-syntes
for att skapa effektiva substrat for DNA-
ligering. Vi visar i artikeln att vi effek-
tivt och robust kan detektera varianter
av beta-aktintranskript som skiljer sig
at i en enda bas i fixerade celler och i
vavnadssnitt fran mus.

Vi utférde ocksé expressionsprofilering
av transkript av beta-aktin, TERT, Her-
2ochc-Myciodlade celler och visade att
expressionsnivaer av dessa transkript
kan uppskattas i enskilda celler i god
overensstammelse med gPCR-resultat.
Slutligen detekterade vi en punktmuta-
tion i KRAS-transkriptet i cellinjer.

Vi tror att den presenterade tekniken
kan komma att utgora ett viktigt forsk-
ningsverktyg som gor det mojligt att
studera allelisk expression i fixerade
celler och vavnader.

Vi tror ocksa att tekniken potentiellt
kan faviktigatillampningar inom fram-
for allt cancerdiagnostik eftersom tek-
niken i princip tillater detektion av mu-
tationer och forlust av heterozygositet
aven i tumorprov med lag tumorcells-
halt.
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Komplex genetik
bakom autism

Den genetiska bakgrunden till autism
ar ett populart forskningsomrade, och
under senare ar har flera stora studier
presenterats.

Nu publiceras en undersokning i tid-
skriften Nature som hor till de mestom-
fattande inom féltet. Studien har gjorts
inom ramen for projektet Autism Ge-
nome Project Consortium, som omfat-
tar 120 autismforskare i 11 lander, och
bygger pa genetisk analys av totalt 996
individer med en autismspektrumstor-
ning och 1287 friska kontroller.

Forskarna har tittat specifikt pa antalet
»copy number variants« (CNV), dvs
sekvenser i genomet som finns i for
manga eller for fa kopior, hos individer
med autism. Man fann att individer
med autism i genomsnitt hade 19 pro-
centfler CNVan friska. Dessa CNV &rvs
fran foraldrarna; en minoritet har upp-
statt spontant hos individen. Férfattar-
na har funnit CNV kopplade till hund-
ratals olika gener i den aktuella studien.
Manga av generna har tidigare kopplats
till autism medan andra varit ok&dnda.

Intressant &r att man har funnit flera
gener som paverkar en och samma sig-
nalkaskad. En sddan ar glutaminerg sig-
nalering, dar man funnit CNV kopplade
till gener som uttrycker proteiner cen-
trala for glutaminerg signalering bade
pre- och postsynaptiskt. Det faktum att
man funnit manga olika CNV spridda i
genomet stdder, enligt forfattarna, att
varje individ med autism kan ha hund-
ratals gener som bidrar till sjukdomen.
Dessa gener kan skilja sig markant mel-
lan olika individer med autism; sanno-
likt ar det samma sak med schizofreni,
tror forfattarna.

Att autism ar arftlig ar valkant. Det ar
for ovrigt inte forsta gdngen som tid-
skriften Nature presenterar en omfat-
tande genetisk studie kring autism. Un-
der varen 2009 publicerades tva under-
sokningar med 4000 respektive 6500
deltagare. | dessa identifierades omra-
den p& kromosom 5, 7 och 16 som sar-
skilt intressanta. Forfattarna konstate-
rade dven da att den genetiska bakgrun-
den till autism sannolikt &r mycket
komplex med manga gener involverade.
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Astrocyter deltar 1 synaptisk
korttidsplasticitet

autoreferat. Synapsens effektivitet
kan andras over bada korta (millisekun-
der till minuter) och langa tidsspann
(timmar till &r) beroende pa hur aktivi-
teten ser ut, tidigare aktivitet och nar-
liggande synapsers aktivitet. Denna sk
synaptiska plasticitet gor att synapser
kan bade bearbeta och lagra informa-
tion.

Syftet med var studie var att undersoka
om astrocyter, den vanligaste celltypen
i hjarnan, aktivt deltar i synaptisk kort-
tidsplasticitet. Genom att mata synap-
tiska strommar i hippocampusskivor
fran réatta kan vi visa att synapser i hip-
pocampus uppvisar en tidigare okand
depression, dvs en minskning av det
synaptiska svaret efter kortvarig hog-
frekvent aktivitet (burst), som vi kallar
post burst-depression (PBD).

Denna synaptiska depression beror
pa minskad sannolikhet for frisattning
av glutamat och paverkar inte bara de
aktiva synapserna utan ocksa narlig-
gande inaktiva grannar, ett fenomen
som vi kallat transient heterosynaptisk
depression (tHeSD). Genom att hdmma
astrocyternas energiproduktion block-

erades bade PBD och tHeSD. Vidare
kunde vi visa att PBD var beroende av
kalciumsignaleringiastrocyterna.

Slutsatsen ar att astrocyterna har en
viktig funktion i regleringen av synap-
tisk korttidsplasticitet genom att funge-
ra som en negativ aterkoppling efter
hdgfrekvent kortvarig aktivitet i aktiva
synapser och genom att minska sanno-
likheten for frisattning av neurotrans-
mittor i nérliggande inaktiva synapser.
Vara resultat bidrar till den begyn-
nande insikten att astrocyter direkt
kan paverka hur hjarnan bearbetar och
lagrar information. Denna kunskap gor
att man framdver i storre utstrackning
bor odvervéga astrocyternas roll nar
man letar efter orsaker till olika sjukdo-
mar i hjarnan.
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Lakarstudenters minskande empati under
utbildningen ifragasatts

Flera tvarsnittsstudier och longitudi-
nellastudier har rapporterat att studen-
ternas empati minskar under utbild-
ningen. Dessa studier har anvant sig av
sjalvskattningsskalor fér att mata em-
pati.

En metaanalys [1] ifragasatter dock
dessa resultat. Alla elva studier som un-
dersokt lakarstudenters empati utan
nagon intervention och som publicerats
under 2000—-2008 sammanstalldes. Re-
sultaten kodades tillbaka till skatt-
ningsinstrumentens ursprungliga ska-
lor for att kunna jamforas. Det visade sig
da att effekter som uttryckts i form av
aggregerade poangtal motsvarade en-
dast mycket blygsamma forskjutningar
pa de ursprungliga skalorna. Vidare var
bortfallet av svarande, i de fall detta
rapporterats, sa stort att nagra definiti-
vaslutsatser inte torde kunnadras.

Psykometriska skattningsskalor har
vélkanda svagheter och paverkas bla av
den svarandes sjalvbild och den bild
man onskar ge andra av sig sjalva. Dar-

for undersoktes validiteten hos skatt-
ningsskalor fér empati hos lakarstuden-
ter i en annan studie [2]. Sjalvskattad
empati jamfordes har med skattningar
utférdaav larare vid OSCE-prov (objec-
tive structured clinical examination),
dar studenter fatt genomfora samtal
med fingerade patienter under larares
Overinseende. Korrelationen mellan
sjalvskattad och lararskattad empati vi-
sade sig vara svag (r=0,22) men signifi-
kant.

Sammanfattningsvis indikerar dessa
nya studier att lakarstudenters empati
inte nodvandigtvis minskar under ut-
bildningen. Nya undersdkningar med
battre metoder skulle kravas for att pa-
visa ett sddant samband.
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Tidigt ultraljud vid buktrauma
avslgjar livshotande blédning

Vid trauma mot buken kan tidig och rik-
tad ultraljudsundersékning varaav nyt-
ta for snabbare handlaggning av cirku-
latoriskt instabila patienter. Det krévs
dock att utforaren genomgatt specifik
utbildning och traning. Dessa slutsatser
framgar av SBU-rapporten »Tidig och
riktad ultraljudsundersokning efter fy-
siskt traumas, som publicerades den 16
juni.

I handlaggningen av akut, svart skada-
de patienter ar tiden av central betydel-
se. En metod som utvecklats for att i ti-
digt skede hitta inre blddningar &r
FAST (focused assessment with sonog-
raphy for trauma). Metoden &r avsedd
att anvandas pa akutmottagningen av
kirurg eller akutldkare med adekvat ut-
bildning och traning sd snart patientens
luftvdgar och andning sdkrats. Hjart-

sacken och buken undersoks enligt ett
definierat schema, dér syftet ar att dia-
gnostisera och/eller utesluta fritt blod i
nagon av dessa lokaler utan att beh6va
taextratid for transport till rontgen el-
ler for att invanta ultraljudslakare.
Hela undersdkningen ska inte ta mer
an 3-5 minuter och ar bade stralnings-
fri och icke-invasiv, till skillnad fran de
etablerade metoderna datortomografi
(DT), diagnostiskt peritoneallavage
(DPL) och laparotomi. I dagslaget an-
ordnar flera lander — déaribland USA,
Turkiet och Australien — organiserade
utbildningar i FAST, men i Sverige finns
endast en organiserad sadan, vid Uni-
versitetssjukhuset i Linkdping.

Den aktuella SBU-rapporten identifie-
rade 21 kontrollerade observationsstu-
dier, varav endast sju ansags vara av till-

réckligt hdg kva-

1768

litet for att inklu-
deras. Studierna
hittades efter en
systematisk litte-
ratursokning i
medicinska data-
baser pa studier
géllande  FAST
efter trubbigt el-
ler penetrerande
trauma mot ba-
len. Patienterna
var bade vuxna
och barn. Sam-
manlagt omfatta-
des 3117 patien-
ter, varav halften
ingick i en och
samma studie. |
de flesta fall stu-
derades konse-
kutivt inkom-
mande akuta pa-
tienter, som forst
genomgick FAST
och sedan DT/
DPL/Klinisk upp-
féljning. Om pa-
tienten var cirku-
latoriskt instabil
utfordes forst
FAST och i regel
laparotomi ome-
delbart darefter.
Studier som an-
vande enbart kli-
nisk uppféljning

»Hela undersdkningen ska inte
ta mer an 3—5 minuter och ar
bade stralningsfri och icke-
invasiv, till skillnad fran de
etablerade metoderna ...«

exkluderades. Det visade sig tidigt att
studier kring FAST-understkning av
hjartsacken i stort saknades, trots att sa-
dan anvandning brukar namnas i be-
skrivningen av metoden. Dé&rfor avser
SBU:s slutsatser undersokning av fritt
blod i buken.

Vid diagnostisering av fritt blod i buk-
halan var sensitiviteten for FAST-meto-
den 69-100 procent, beroende pa utfo-
rarens skicklighet. Specificiteten var
genomgdende hdog: 96-100 procent.
Nyttan med undersdékningen beddéms
vara storst for patienter med instabil
blodcirkulation (systoliskt blodtryck
<90 mm Hg) som, efter konstaterad
blodning, dadkan foras direkt till laparo-
tomi utan att utsattas for stralning (evi-
densstyrka 3, dvs vetenskapligt begran-
sat underlag).

Det finns dock flera nackdelar med
FAST. Exempelvis kan metoden inte
diagnostisera/utesluta organskadaeller
retroperitoneala blédningar, som vid
njurruptur eller backenfraktur, efter-
som det vid dessa tillstdnd ofta inte
finns fritt blod i buken. FAST bygger
aven pa visuell vardering, och traning
kréavs for att bedoma resultaten. De ve-
tenskapliga studierna som granskades
hade vidare kunnat vara av hogre kvali-
tet, framfor allt var tidslangden mellan
ankomst och FAST/kontrollundersok-
ningen ofta oklartangiven trots att den-
na kan ha paverkat tolkningen av un-
dersokningsresultaten.

Givet att undersdkaren har tillracklig
utbildning och traning kan FAST, enligt
SBU, vara kostnadseffektiv eftersom
merkostnaden ar 1ag. Dock borde bland
annat behovet av specifik utbildning
och traning studeras och definieras
narmare.
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