UGESKR LAGER 166/39 | 20. SEPTEMBER 2004

VIDENSKAB OG PRAKSIS | STATUSARTIKEL

3383

Molekylaer tarmdiagnostik - hvornar kan man fa sin
gastroenterologiske vejrudsigt?

Lektor Jargen Olsen

Kgbenhavns Universitet, Institut for Medicinsk Biokemi & Genetik

Aften efter aften kan man se prasentationen af femdegnsvejr-
udsigten i TV-avisen. Praesentationen bygger pa tusindvis af
malinger af tryk, temperatur, vind m.m. indsamlet fra utallige
malestationer suppleret med satellitovervagningsdata. Pointen
er, at vejrudsigten er baseret pd matematiske modeller, som kan
simuleres pa computere ved fodring med de mange data. Re-
sultatet er forudsigelser dvs. sandsynlige angivelser af tryk, tem-
peratur osv. over forskellige geografiske regioner. I disse ar,
hvor kendskabet til menneskets gener daglig foreges betragte-
ligt, er en tilsvarende modelbaseret tankegang begyndt at vinde
indpas i biologien og medicinen. Det er efterhinden blevet
Kklart, at en mere systembaseret beskrivelse af biologiske og me-
dicinske problemstillinger vil egne sig bedst til hindtering af de
mange kvantitative biologiske data, som nu produceres [1]. I
nerverende artikel vil jeg med udgangspunkt i tarmsygdomme
argumentere for, at iser malinger af messenger-RNA (mRNA)-
koncentrationer vil komme til at indtage en central rolle i frem-
tidens medicin, og redegere for den nuvzrende status for
mRNA-koncentrationsmalinger netop for tarmsygdomme.

mRNA-forekomst i det normale tarmepitel
DNA-armay-teknik (for en nylig oversigt over DNA-ar7zy-tek-
nologi se [2]) bygger pa det simple og fundamentale basepar-
ringsprincip, der muligger, at to enkeltstrengede og komple-
mentzre nukleinsyremolekyler (DNA eller RNA) kan organi-
seres i et fzelles spiralsnoet og kemisk stabilt dobbeltstrenget
molekyle. Processen hvor to komplementare nukleinsyrer
parres med hinanden benzevnes ofte hybridisering. Ved DNA-
array-teknik befinder det ene nukleinsyremolekyle sig forank-
ret til en fast overflade, som f.eks. kan vere en glasplade. Det
andet og komplementzre molekyle findes derimod i oples-
ning og er i en enzymkatalyseret proces merket f.eks. med et
fluorescerende molekyle. Nar de to komplementzere moleky-
ler forenes ved hybridisering, fastholdes det markede mole-
kyle derved pa den faste overflade, og bindingen kan efterfol-
gende detekteres og kvantificeres efter principper svarende til
dem, der er kendt fra fluorescensmikroskopien. Det elegante
ved DNA-arrzy-teknik er, at mange tusinde nukleinsyrer kan
fastszettes pa den samme faste overflade i et veldefineret mon-
ster (typisk et gittermenster og deraf den engelske betegnelse
array). Herved kan tilstedeverelsen af mange forskellige kom-
plementare nukleinsyrer detekteres i den samme oplesning
med det samme hybridiseringsforseg.

Anvendelse af sidan DNA-z77zy-teknik af flere tusinde
gener, der er aktive i musens tarm, har givet os information
om generelle zndringer i mRNA-forekomsterne langs
krypt/villus-aksen i tyndtarmen [3]. Der tegner sig et billede,
hvor man ser et fald i antallet af forskellige mRNA'er, ndr man
gar fra umodne enterocytter til de modne og differentierede
enterocytter. Dette viser, at den udifferentierede celle under-
stotter produktionen af en bred vifte af gener, hvilket giver
denne celle et stort udviklingspotentiale. Omvendt fokuserer
den specialiserede enterocyt sit RNA-synteseapparat« pa
feerre gener, hvis tilherende mRNA-molekyler sa til gengeld
kan produceres i storre mangder.

In situ-hybridisering er en teknik, som kan sammenlignes
med DNA array-teknik. Her udgor mRNA, der er fikseret i et
veavssnit, de fastforankrede nukleinsyrer. Som komplemen-
teer nukleinsyre anvendes et enzymatisk fremstillet og maerket
molekyle. Dette molekyle er fremstillet, si det er komplemen-
teert til et specifikt kendt mRNA, som man ensker at lokali-
sere i et vaev. Efter hybridisering vil signalet fra det meerkede
og fastholdte nukleinsyremolekyle siledes vise, hvor i vaevet
det specifikke mRNA befinder sig. Denne teknik er unik med
hensyn til oplesningsevne, idet man kan lokalisere et specifikt
mRNA til en enkelt celle i et vaevssnit. Der er for nylig blevet
oprettet en offentlig tilgeengelig database over tarm-in situ-
hybridiserings-studier rapporteret i litteraturen [4] (Figur 1).
Ved sogning i denne database kan man overbevise sig selv
om, at hovedparten af de mRNA-molekyler, der findes i hoj
koncentration i villus-enterocytter, typisk koder for specialise-
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Figur 1. P4 internetadressen www.pc113.imbg.ku.dk/ps er der etableret et
gratis og offentligt tilgaengeligt segeveerktej for sammenligning af relative mRNA-
koncentrationer i tarmmukosaen baseret pd in situ-hybridiserings-arbejder rap-
porteret i den videnskabelige litteratur.
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rede proteiner, der er involveret i fordejelse og transport af lav-
molekylzre forbindelser. DNA-ar7ay-forseg har ogsa leveret
en del specifik information om 2ndringer i mRNA-forekom-
ster langs tarmens orale-anale akse [5]. Ventrikel til duodenum
og ileum til colon er de grenser, hvor der sker massive 2ndrin-
ger i genudtrykket, mens der synes at vere overraskende lille
forskel i forekomsten af mRNA-molekyler, hvis man sammen-
ligner de orale og de anale dele af enten tyndtarm eller tyk-
tarm. Der er dog forskelle, hvilket for ganske nylig er blevet
grundigt undersogt for si vidt angar colon ascendens versus
colon descendens [6], der blev identificeret i alt 49 gener, der
udviste mere end trefold forskel i deres koncentration mellem
henholdsvis hejre og venstre halvdel af colon.

mRNA-forekomst i det patologiske tarmepitel

Fokus har her veret pa tyktarmskreft og de inflammatoriske
tarmsygdomme. Under anvendelse af en populer type af
DNA-arrays, de sikaldte GeneChip-arzays fra firmaet Affyme-
trix, kunne der rapporteres om de mest fremtreedende gene-
relle 2ndringer i mRNA-forekomsten, ndr man bevager sig
fra normal colonmukosa til colonkraftvaev [7]. For eksempel
blev det bemzrket, at kreftvevet har et hojere udtryk af en
reekke mRNA, der koder for ribosomale proteiner, end nor-
malt colonvav. I et nyere dansk arbejde [8], der ogsd bygger
pa Affymetrix-armays, defineres 226 kendte gener og 157 gen-
fragmenter - sdkaldte e4spressed sequence tags (ESTs), som synes
at veere serligt relevante for beskrivelsen af forskelle i genud-
tryk mellem normal colonmukosa og kreftvev stadieinddelt
i henhold til Dukes’ klassifikation.

For de inflammatoriske tarmsygdomme har man koncentre-
ret sig om at beskrive afvigelserne i colonmukosa under den ak-
tive inflammationsproces [9]. Der ses markante forskydninger i
colonmukosaens forekomst af mRNA-kodende for histokom-
patibilitetsantigener og andre immunfunktionsproteiner som
f.eks. immunoglobuliner og kemokiner. De histologiske for-
skelle mellem colitis ulcerosa og mb. Crohn viser sig f.eks. ved,
at immunfunktionsgenerne iszr er opreguleret i tyktarmsvaev
fra patienter med colitis ulcerosa. En samlet opgerelse af antal-
let af gener, som var forskelligt udtrykt i colonmukosaen fra en-
ten colitis ulcerosa- eller mb. Crohn-patienterne sammenlignet
med colonmukosaen fra kontrolpersoner afslorede, at 19% af
generne havde samme udtryk i begge patientkategorier, 64% af
generne havde et unikt udtryk hos patienter med ulcergs coli-
tis, mens 17% havde et unikt udtrykt hos mb. Crohn-patienter.

Hvad vil fremtidens gastroentorologiske vejrudsigt fortaelle?
Der eksisterer altsd nu en del deskriptiv viden om genudtryk i
tarmen, og det ma forventes, at denne viden og dens detalje-
ringsgrad vil eges betydeligt i de neermeste dr. Hvordan kan
denne viden omszettes til nyttig information for patienterne?
Inden for de inflammatoriske tarmsygdomme ma man for-
vente, at man vha. DNA-a77zy-analyser af tarmmukosa vil
kunne begynde at identificere patientgrupper, der egner sig
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seerlig godt til en bestemt terapi. Nar det gelder tyktarms-
kreeft ma det forventes, at videreudviklede statistiske analyser
af de foreliggende samt kommende data vil kunne eftergore
Dukes-klassifikationen alene baseret pa genudtryk og for-
mentligt med tiden erstatte den med en bedre. Et helt andet
felt er identificering af patienter, der er i serlig risiko for at fa
tarmsygdom, baseret pa maling af mRNA-koncentrationer i
den normale mukosa. I epidemiologiske studier har man vist,
at genetisk disposition spiller en vigtig rolle i ztiologien for
bade tyktarmskreft og de inflammatoriske tarmsygdomme.
Den genetiske disposition bygger grundleeggende pa forskelle
i genomet - de sakaldte polymorfier. Disse er traditionelt ar-
bejdskraevende at kortlzegge, men vil, hvis de ligger i et genre-
gulatorisk omrade, kunne pavirke mRNA-produktionen fra et
nerliggende gen, som det eksempelvis kendes fra det tarm-
udtrykte laktasegen [10]. Koncentrationsméalinger af mRNA
repraesenterer derfor potentielt en genvej til detektion af ge-
netisk disposition, som skyldes polymorfier i genregulatoriske
omrader eller i gener kodende for genregulatoriske proteiner.
Endvidere har mRNA-koncentrationsmalinger den store for-
del, at de kan udferes med den effektive og relativt billige
(malt pa kr. pr. gen) DNA-a772y-teknologi.

En nyttig vejrudsigt for patienten vil f.eks. kunne skelne mel-
lem disposition eller ej for tarmsygdom. Preven vil si typisk
blive taget i forbindelse med en endoskopisk procedure, og
fundet af disposition vil felgelig medfere regelmzssige kontrol-
undersogelser. Fokus i denne artikel har veeret tyktarmskreeft og
inflammatoriske tarmsygdomme, men andre forudsigelser som
f.eks. en patients risiko for at fi postoperative komplikationer
ved tarmkirurgi kunne meget vel blive relevante i fremtiden.
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