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Associationsstudier af hele genomet

Statistiker Bjarke Feenstra, epidemiolog Heather Allison Boyd &
professor Mads Melbye

Statens Serum Institut, Afdeling for Epidemiologisk Forskning,
Kgbenhavn

Det genetiske associationsstudium er et vigtigt redskab til
afdeekning af genetiske risikofaktorer for sygdom. I sin sim-
pleste form sammenligner metoden hyppigheden af en
genvariant blandt personer med en given sygdom med hyp-
pigheden i en gruppe af raske kontrolpersoner. Man kan der-
ved afgoere, om genvarianten er associeret med sygdommen.

Indtil for nylig er associationsstudier primert blevet
benyttet til undersegelser af kandidatgener, hvor et eller flere
gener udvalges med baggrund i deres funktion og en
formodet sammenhzng med den givne sygdom. Derpa
undersoger man, om en malbar genetisk marker, f.eks. en
enkeltnukleotidpolymorfi (single nucleotide polymorphism,
SNP), har forskellig allelfrekvens hos patientgruppen i forhold
til kontrolgruppen.

Tusindvis af associationer mellem genvarianter og kom-
plekse folkesygdomme er publiceret i tidens lob, men til stor
frustration for forskerne er stort set ingen af disse associatio-
ner konsekvent genfundet i efterfolgende uathengige under-
sogelser [1] - indtil for nylig.

12007 skete der et nybrud inden for den genetiske epide-
miologi. Teknologiske landvindinger har gjort det muligt at
foretage associationsstudier med 100.000- vis af SNP’er fordelt
over hele genomet (sikaldte genome-wide association studies,
GWA-studier). I modsztning til kandidatgenstudier opstilles

ingen a priori- hypoteser om, at SNP’er i bestemte udvalgte
gener har betydning for sygdommen. I stedet lader man data
tale ved at undersege SNP’er over hele genomet - og kan
derved identificere SNP’er i hidtil updagtede gener eller i
regulatoriske omrader uden for noget gen. Et uset stort antal
genetiske risikofaktorer er blevet identificeret og eftervist for
komplekse sygdomme som f.eks. prostatakreft, brystkreeft,
kardiovaskulzer sygdom, diabetes, inflammatorisk tarmsyg-
dom, gren ster og leddegigt inden for det seneste ar. I denne
statusartikel ser vi pd baggrunden for denne udvikling, nogle
af resultaterne og de fremtidige perspektiver.

Metoder til genkortlzegning

Klassiske familie- og tvillingestudier har etableret, at der er en
betydelig genetisk praedisponering bade for sjzldne lidelser
som cystisk fibrose, seglcelleanzmi og bledersygdom samt for
almindelige komplekse sygdomme som cancer, hjerte-kar-
sygdom, diabetes, psoriasis og fedme.

P4 molekyleert niveau benyttes to centrale veerktojer i jag-
ten pa kausale genvarianter: genetiske koblingsanalyser og
associationsstudier. Koblingsanalyse indeberer, at familier
med to eller flere afficerede personer underseges. De affice-
rede og eventuelt nogle raske sleegtninge genotypes for op til
et par tusinde genetiske markerer (mikrosatellitter) fordelt
over hele genomet, og man undersoger, om de afficerede
genetisk set ligner hinanden mere, end man skulle forvente ud
fra deres familiere relation.

Koblingsanalyse og efterfolgende finkortlegning er med
succes blevet benyttet i studiet af mendelske sygdomme, hvor
et enkelt defekt gen er impliceret, og hvor den relative risiko
for at udvikle sygdommen for baerere af sygdomsallellen er
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Figur 1. Resultater fra Wellcome Trust Case Control Consortium GWA-studiet af Crohns sygdom [8]. Hvert punkt svarer til resultatet for en single nucleotide poly-
morphism (SNP) og viser —log af p-veerdien for associationstestet plottet mod genomposition. @verst ses resultater for hele genomet med kraftige signaler p& kromo-
som 1, 2, 5, 10, 16 og 18. Nederst ses et detaljeret billede af regionen fra 49,0 til 49,7 megabaser p& kromosom 16. Der er fire gener, NKD1, SLIC1, NOD2 og
CYLD, i omradet, og tre SNP’er i genet NOD2 har p-veerdier < 10719, | dette tilfeelde bekraefter resultatet en allerede kendt association mellem varianter af NOD2 og
Crohns sygdom. Data fra studiet samt en oversigt over involverede forskere kan hentes pa http://www.wtccc.org.uk. Studiet blev stattet af Wellcome Trusts bevilling
076113.

hoj. Nar det gelder almindelige komplekse sygdomme, som
influeres af mange gener og af miljefaktorer, har stort set
ingen pastdede fund dog kunnet eftervises senere.

En fremsynet artikel i 1996 af Risch & Merikangas [2]
omhandlede denne observation. Forfatterne viste ved hjelp

af styrkeberegninger, at koblingsanalyse ikke var velegnet til
at finde gener for komplekse sygdomme med mange gener
involveret, og hvor hvert gen har lille effekt. Det ville kreve
titusinder af familier i hver undersogelse. Den nedvendige
provestorrelse ved associationsstudier er derimod langt
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mindre, og Risch & Merikangas forudsa, at GWA-studier ville
blive fremtidens genkortlegningsmetode. To forudsztninger
matte dog opfyldes. Det var nedvendigt med detaljeret viden
om monstre for variation i det humane genom, og det skulle
vere teknisk muligt rutinemaessigt at genotype 100.000-vis af
SNP’er per person.

Den forste praemis er blevet opfyldt gennem massiv grund-
forskning; den anden ved at biotekfirmaer som Affymetrix,
Illumina og Perlegen i skarp konkurrence har udviklet og
kommercialiseret DNA-mikrochips, som giver op til 1 mio.
SNP-genotyper pr. person med meget lille fejlrate.

Haplotypevariation og daekning af genomet
Et centralt krav til GWA-studier er, at s3 meget som muligt af
den genetiske variation i genomet dekkes. Det humane

Faktaboks

Allel: Et individ har to kopier, sékaldte alleller, af hvert
gen/marker, en fra hver foreelder. De to alleller kan veere
identiske eller forskellige. | befolkningen kan der godt fin-
des flere end to mulige alleller; for SNP’er er der dog nee-
sten altid kun to alleller.

Feaenotype: Et observerbart eller maleligt treek ved et indi-
vid, f.eks. hgjde eller tilstedeveerelse af en sygdom.

Genetisk marker: Et locus med to eller flere alleller i po-
pulationen, som kan males (genotypes). GWA-studier ud-
nytter, at markgrer pa grund af koblingsuligevaegt kan give
information om kausale genetiske varianter, som ikke er

genotypet.

Genotype: Et individs to specifikke alleller pa et bestemt
locus.

Haplotype: Kombination af alleller for forskellige gener
eller markarer, som er placeret teet ved hinanden pa det
samme kromosom (dvs. kommer fra samme foreelder).

Koblingsuligeveegt: Nar en bestemt haplotype forekommer
oftere i populationen, end man ville forvente, hvis allel-
lerne pa de involverede loci blev nedarvet uafhaengigt af
hinanden.

Locus (pl. loci): En specifik position i genomet, f.eks. af
et gen eller en markar.

Mikrosatellit: En genetisk markar, der bestar i et variabelt
antal gentagelser af sma DNA-blokke (f.eks. ACACAC).
Mikrosatellitter er velegnede til koblingsstudier og retsge-
netik.

SNP (single nucleotide polymorphism): En enkelt variabel
baseposition i en DNA-streng. SNP’er er de hyppigste ge-
netiske markerer i genomet og benyttes blandt andet til
GWA-studier.
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genomprojekt fastslog reekkefolgen af de 3 mia. basepar og
placeringen af de 25.000 gener i genomet, men det var ikke
designet til at belyse genetiske variationer inden for og mel-
lem forskellige etniske grupper.

Det internationale HapMap- projekt fokuserer pa denne
opgave. I alt 270 individer fra fire forskellige etniske grupper
(hvide, vestafrikanere, kinesere og japanere) er blevet geno-
typet for flere end 3 mio. ud af de ca. 11 mio. kendte SNP’er,
svarende til en gennemsnitlig tzethed pa 1 SNP pr. 1.000
basepar [3].

HapMap projektet har ikke blot givet information om
allelfrekvenser for enkelte SNP’er, men ogsa om korrelationer
mellem SNP’er, der sidder tzt ved hinanden pa samme
kromosom, dvs. om hyppigheder af forskellige haplotyper.
Det har vist sig, at haplotypediversiteten er langt mindre end
forventet. Hvis man f.eks. forestiller sig fem SNP’er ved siden
af hinanden, vil der vaere 2° - 32 mulige haplotyper i popula-
tionen, men ofte ses kun et par stykker. Det skyldes, at re-
kombinationer fortrinsvis sker i bestemte omrader af genomet
(hotspots). P4 populationsniveau er der siledes en struktur af
haplotypeblokke, hvor SNP’er inden for hver blok er hejt
korrelerede [4].

Det er denne blokstruktur, som gor GWA-studier mulige.
I stedet for at skulle genotype alle 11 mio. SNP’er for hver
person i et studium kan man nejes med et par SNP’er i hver
haplotypeblok, svarende til 300.000-500.000 SNP’er i alt, og
stadig fange storstedelen af den genetiske variation.

Hyvis der reelt set er en kausal genvariant i en blok, og man
har fanget signalet, kan det sdledes skyldes to ting. Man kan
have veret heldig, at den SNP, der viser kraftigst association
til sygdommen, er en funktionelt betydningsfuld variant. Som
oftest vil man dog i stedet have genotypet en SNP, der er i
sakaldt koblingsuligevaegt med den kausale variant, dvs. at der
er hoj korrelation mellem de to loci. Det at pradiktere et in-
divids genotype for en SNP ud fra kendte genotyper af en
eller flere omkringliggende SNP’er kaldes imputation og er et
vigtigt statistisk redskab til analyse af associationsstudier af
hele genomet [5].

Fundne associationer

Efter tilleb 1 2005 og 2006 med succesfulde GWA-studier af
aldersrelateret makulzer degeneration [6] og Crohns sygdom
[7] tog sagerne for alvor fart i 2007.

I juni maned blev verdens hidtil starste GWA- studium
publiceret af det britiske Wellcome Trust Case Control Con-
sortium [8]. Studiet inkluderede 14.000 patienter fordelt pa
syv forskellige sygdomme (bipolar sygdom, koronararterie-
sygdom, Crohns sygdom, kronisk leddegigt, hypertension,
type 1- og type 2-diabetes) og resulterede i 24 signifikante va-
rianter. Halvdelen heraf bekreftede tidligere fund, og af den
anden halvdel er ti varianter blevet eftervist i uathengige
case- kontrol-studier. Figur 1 illustrerer resultaterne fra GWA-
studiet af Crohns sygdom.
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Tabel 1. Eksempler pa fund i

GWA-studier i 2007 Feenotype SNP Kromosom  Bemeerkninger Odds-ratio  p-veerdi
Prostatakraeft rs6983267 8924 Mere end 100 kb fra naermeste gen; 1,26 9x1013
0gsa risikovariant for tyktarmskreeft
rs4430796 17912 | intron 2 af genet TCF2; beskytter 1,22 1x10-11
o0gs& mod type 2-diabetes
Brystkreeft rs2981582 10926 I intron 2 af genet FGFR2 1,26 2x10°76
Myokardieinfarkt rs10757278  9p21 | samme haplotypeblok som tumor- 1,28 1x10-20
suppressorgenerne CDKN2A og
CDKN2B
Type 2-diabetes rs4402960 3927 I intron 2 af genet IGF2BP2 1,14 9x10-16
Atrieflimren rs2200733 4925 Ingen gener i samme haplotypeblok; 1,72 3x104t
naermeste gen er PITX2 i den ene
tilstedende haplotypeblok
Leddegigt rs10499194 6923 Mere end 150 kb fra nermeste gen 0,75 2x10-8
Grgn steer rs2165241 15q24 I intron 1 af LOXL1; opfglgende fin- 3,62 1x10-27

kortlaegning viste, at signalet skyldtes
to SNP’er i exon 1 af genet, som giver
forskellige aminosyresekvenser

Kb = kilobaser; fysisk afstandsmal. Introner er ikkekodende dele af gener; exoner er kodende dele.

SNP = single nucleotide polymorphism.

En lang reekke yderligere GWA-studier har fundet og
bekraftet genvarianter for sygdomme som prostatakreft,
brystkraeft, tyktarmskrzft, myokardieinfarke, diabetes,
atrieflimren, dissemineret sklerose, galdesten, gron ster og
fedme, samt andre fzenotyper som hejde og pigmentering af
hér, ojne og hud (Tabel 1).

Perspektiver

Den forste bolge af GWA-studier har givet et vaeld af overbe-
visende resultater, og den indhestede viden og erfaring giver
et fingerpeg om feltets udvikling. Det er kendetegnende, at de
fundne genvarianter sjeldent er i formodede kandidatgener
og ofte ikke engang i nzerheden af noget gen. Mekanismerne
bag associationerne mellem genvarianter og sygdom er derfor
som oftest fuldsteendig ukendte, og en stor kommende udfor-
dring bliver at belyse dette nermere ved hjzlp af funktionelle
studier i dyremodeller, celle- og molekylaerbiologisk forsk-
ning samt kliniske forseg.

To yderligere fellestreek ved GWA-studier understreger, at
samarbejde pa tvers af forskningsgrupper er yderst vigtigt.
For det forste er den relative risiko for at udvikle sygdom ofte
kun let forhejet for beerere af en genvariant. Det er derfor
nedvendigt med meget store studier, f.eks. i form af konsor-
tiesamarbejder, for at opna god statistisk styrke. En tommel-
fingerregel siger, at man har brug for minimum 1.000 cases og
1.000 kontroller for at kunne finde genvarianter med relativ
risiko pa 1,5. For det andet er potentialet for falsk-positive
resultater enormt med 300.000 eller flere tests. Der stilles
derfor skrappe krav fra bevillingsgivere og tidsskrifter om,
at associationssignaler skal bekraftes i en eller flere uathzen-
gige case-kontrol- populationer [9], hvilket igen fordrer sam-
arbejde.

En reekke resurser bliver udviklet med henblik pé at mulig-

gore deling af data. National Institute of Health (NIH) i USA
har som det fremmeste eksempel skabt en database (dbGaP),
hvor feenotype- og genotypedata fra alle NIH-finansierede
GWA-studier vil blive lagret og stillet til radighed for ovrige
forskere [10]. Som forsker kan man dermed kombinere sine
egne GWA-data med publicerede data for den samme syg-
dom og fa ekstra statistisk styrke. Eller man kan vinde styrke
ved at tilfoje data fra etnisk matchende kontrolpersoner til sin
egen kontrolgruppe. Med 1.000 cases og 4.000 kontroller far
man eksempelvis omtrent lige sa stor styrke som med 2.000
cases og 2.000 kontroller.

Et fra en dansk synsvinkel spandende aspekt ved den
naste bolge af GWA-studier er, at der laegges vaegt pa ogsd at
inddrage miljofaktorer og gen- miljo- vekselvirkninger. Her
giver de danske sundhedsregistre samt eksistensen af store
epidemiologiske kohortestudier med tilherende biobanker
unikke muligheder for detaljeret og pracis information om
feenotyper og kovariater. Dette afspejles allerede af, at 4.000
individer fra kohorten Bedre sundhed for mor og barn er blevet
udvalgt til et GWA-studium af praeterm fodsel under NIH-
programmet Genes, Environment and Health Initiative.

Associationsstudier af hele genomet har vist sig som et
uovertruffet redskab til identifikation af genetiske risikofakto-
rer for komplekse sygdomme. Ultimativt set ma vaerdien af
anstrengelserne dog males i vore fremskridt i forebyggelse og
behandling af sygdom. For at na dertil forestar der i de kom-
mende ar et stort forskningsarbejde med afklaringen af de
kausale mekanismer, som ligger bag associationerne mellem
genetiske varianter og sygdom.

Korrespondance: Bjarke Feenstra, Afdeling for Epidemiologisk Forskning, Statens
Serum Institut, Artillerivej 5, DK-2300 Kgbenhavn S. E-mail: fee@ssi.dk
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Pensionering af kreatininkinase myocardial band

Overlaege Pal Bela Szecsi

Gentofte Hospital, Klinisk Biokemisk Afdeling

Nye og bedre analyser er ofte overraskende lzenge om at
vinde indpas i dagligdagen. Tilsvarende har forzldede analy-
ser sveert ved at ga i graven. For eksempel foresporges der sta-
digt med mellemrum om sure fosfataser nu snart 20 ar efter, at
afloseren prostataspecifikt antigen har vundet indpas.

I starten af min karriere blev leukocytter, senkning, lactat-
dehydrogenase, aspartattransaminase og kreatininkinase (CK)
anvendt som biokemisk stotte til klinik og elektrokardiogram
med henblik pa pavisning af myokardieskade. I slutningen af
1970’erne fremkom de mere hjertespecifikke isoenzymer
kreatininkinase B (CK-B), lactatdehydrogenase-1 og krea-

Pensionering af kreatininkinase myocardial band (CK-MB)

* Nye analyser er ofte lz&enge om at vinde indpas; tilsva-
rende har foreeldede analyser sveert ved at ga i graven.

* Internationale biokemiske og kardiologiske, publice-
rede kliniske retningslinjer anbefaler nu at anvende
troponin som markgr og kun at anvende CK-MB, hvis
troponin ikke er til radighed. Pa trods heraf maler man
pa 23 af 46 danske laboratorier stadig CK-MB. Dette
bevirker pa landsplan en merudgift pa flere millioner
kroner (og minutter).

e Det anbefales at fglge de internationale kliniske ret-
ningslinjer og pensionere CK-MB (og CK) til diagnosti-
cering af akut koronart syndrom.

tininkinase #yocardial band (CK-MB). Da CK- MB blev til-
gengelig pd automatisk udstyr, blev forhejet CK- MB neer-
mest et synonym for akut myokardieinfarkt, selv om det tog
en del tid at f3 analysen indfert alle steder.

Allerede sidst i 1970’erne blev der publiceret rapporter om
de kardiale varianter af de tynde filamentproteiner troponin I
(Tnl) og troponin T (TnT). I modsatning til CK- MB udtrykkes
troponiner stort set udelukkende i myokardiet, og udslip til
blodbanen er derfor mere specifikt og sensitivt for hjerte-
muskelskade [1]. Troponinanalyserne fik dog ferst klinisk
betydning, da der blev udviklet tilgzengelige malemetoder [2-
4], og de er inden for de seneste ar indfert overalt her i landet.
Implementering af troponinanalyser blev mange steder modt
med en vis skepsis, og det medferte ikke, at man afstod fra
CK-MB. I mange ar er begge typer af analyser udfert side-
lebende pd mange sygehuse.

Nu i2007 er der endelig fra bade international biokemisk
og kardiologisk side publiceret kliniske retningslinjer, der
blandt andet er tryke i Clinical Chemistry og European Heart

Journal [5, 6], hvori det anbefales at anvende troponin som
marker og kun at anvende CK-MB, hvis troponin ikke er til
radighed. Maling af troponiner kan ogsi anvendes ved mis-
tanke om reinfarke eller procedurerelateret perkutan koro-
narintervention og koronar bypass myokardieinfarkt [6-8].
Tolkning af troponiner ved reinfarkt kan vere lettere med Tnl
end TnT pa grund af den hurtigere eliminationshastighed og
det manglende difasike forleb [4]. De kliniske retningslinjer
anbefaler desuden, at total CK ikke lzengere anvendes.

Dansk Cardiologisk Selskab anferer stadig i deres vejled-
ning om akut koronart syndrom noget forsigtigt »Biokemiske
markerer for myokardieiskaeemi (CKMB masse og/eller tropo-
nin I/T) ved indleeggelse og efter 6-9 timer og eventuelt ogsd
efter 12-24 timer«. Flere sygehuse i Danmark er dog allerede
helt ophert med at male CK-MB og anvender kun analysen i



