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Hvor langt er vi fra klinisk brug af array-teknologi?

Klinisk assistent Claudio Csillag, overleege Ole Haagen Nielsen,
bioinformatiker Rehannah Borup & professor Finn Cilius Nielsen

Amtssygehuset i Herlev, Medicinsk Gastroenterologisk Afdeling C, og
H:S Rigshospitalet, Klinisk-biokemisk Afdeling

En af biomedicinens storste udfordringer er at udnytte den
nye viden og teknologi, der tilfores feltet i disse ar til forbed-
ret patientdiagnostik og -behandling. Et af de mest lovende
fremskridt i denne forbindelse er DNA-chip (eller DNA micro-
array)-teknologien, som pa en hurtig og effektiv made gor det
muligt at undersoge det samlede genudtryk i celler eller veev
eller at pavise sekvensvariationer i cellernes genom. I forsk-
ningsmeessige sammenhznge har man med stor succes kun-
net kortlegge geners spatiale og temporale udtryk og i dyre-
modeller identificere patologiske variationer for forskellige
sygdomme. Ligeledes peger mange ny resultater pa, at karak-
terisering af genudtrykket pd en ny made kan benyttes til
Klassifikation af sygdomsprocesser og dermed fore til en mere
preacis vurdering af patienternes prognoser og behandlings-
muligheder. Endelig vil man med microarray-baseret DNA-
sekventering og undersogelse af sekvensvariationer méske
kunne effektivisere kreevende molekylaergenetiske analyser.
Implementeringen af microarray-baserede analyser i den klini-
ske hverdag kraever naturligvis, at man kan dokumentere ge-
vinsten ved teknologien, og at metoden er reproducerbar og
sammenlignelig. Denne del af arbejdet er langt fra afsluttet,
men pa basis af en reekke nye resultater foler vi, at en vis opti-
misme er berettiget. I denne statusartikel har vi forsegt at give
en kort oversigt over microarray-teknologiens position i den
Kkliniske hverdag.

Farmakogenetik

Europziske patienter og deres behandlende lzeger kan nu pa
en enkel og hurtig made fa oplyst, hvad den mest hensigts-
massige dosering af en reekke preeparater er for at opnd en in-
dividuel optimal terapeutisk effekt. Denne udvikling skyldes
en rakke teknologiske landvindinger [1]. I september 2004
blev den forste DNA-microarray-chip EU-godkendt til an-
vendelse som en diagnostisk test. Ved hjzlp af AmpliChip
CYP450 identificerer man 31 kendte polymorfier i generne
2D6 og 2C19, der herer til cytokrom P450-genfamilien

(Figur 1). Disse gener udtrykker enzymer, som har en central
rolle for metabolismen af en reekke legemidler. P4 baggrund
af de paviste sekvensvariationer kan den enkelte patient klas-
sificeres i forhold til sin metaboliske profil (poor; intermediate,
extensive, ultra-rapid metabolizer), og dermed kan den mest
adzkvate dosering af f.eks. antipsykotika, betablokkere, aza-
thioprin eller protonpumpehzmmere blive ordineret. En poor
metabolizer kan minimere risikoen for toksiske plasmakoncen-

trationer ved at fa ordineret lavere doser af f.eks. phenytoin.
P4 den anden side vil en poor metabolizer have behov for he-
jere doser af et prodrug som pantoprazol for at opna farmako-
logisk relevante plasmakoncentrationer.

Produktet er udviklet af Roche Diagnostics i samarbejde
med microarray-producenten Affymetrix, der ogsa har fiet
den tilherende hardware og software til analyserne EU-god-
kendt. Analysen er netop etableret pa Rigshospitalet, hvor
man i fremtiden hiber at kunne overfore erfaringerne fra den
rutinemeessige anvendelse af metoden til fremtidige chipbase-
rede analyser.

Diagnostisk og prognostisk anvendelse

CYP450-chippen er dog ikke det forste microarray-baserede
produkt, som er blevet kommercielt tilgengeligt for leger og
patienter. Kortleegningen af et »genetisk monster« eller en »ge-
netisk signatur« i tumorer fra patienter med brystcancer har
resulteret i udviklingen af Mammaprint, der siden februar
2004 har vaeret kommercielt tilgeengelig via det hollandske
firma Agendia [2].

Mammaprint fungerer som en laboratorieservice, hvor
man pa RNA, der er ekstraheret fra tumorceller, kortlegger
den tumorspecifikke genekspressionsprofil. Van de Vijver et al
identificerede ved hjelp af et DNA-microarray med 25.000 ge-
ner en prognostisk profil omfattende 70 gener ud fra et mate-
riale pé 98 patienter og validerede efterfolgende profilen hos
295 konsekutive patienter under 52 ar med tumorer, der var
mindre end fem centimeter [3]. I valideringsundersegelsen
havde omkring halvdelen af patienterne verificerede tumor-
celler i lymfeknuder, og tumorerne stammede fra en vaevs-
bank, hvori de var blevet nedfrosset i 1984-1995. Patienter
med en darlig prognose (n = 180) havde en tidrig overlevelses-
rate pa 55% versus patienterne med en god prognose (n = 115),
der havde en tidrig overlevelsesrate pa 95%. Genprofileringens
prediktive veerdi var hojere end veerdierne fra traditionelle

Figur 1. En AmpliChip CYP450 viser, hvor hurtigt en patient metaboliserer prae-
parater, som er afheengige af cytokrom P450-systemet /Roche.
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metoder: Flere patienter med lymfeknuder uden cancerceller
havde en god prognose med anvendelsen af microarray-profi-
leringen (40%) end med anvendelsen af St. Gallen-kriterier
(15%) og/eller NIH-kriterier (7%). Desuden havde lavrisikopa-
tienter ifelge DNA-profileringen en storre chance for overle-
velse uden metastasering end de lavrisikopatienter, der var
blevet klassificeret i henhold til de andre metoder. Arbejdet
fra denne gruppe tydede desuden p4, at tilbejelighed til meta-
stasering ikke opstdr sent, men tvaertimod kan identificeres
tidligt i tumorforlebet. En randomiseret klinisk undersogelse,
den forste hvori man vurderer en microarray-baseret diagno-
stisk test omfattende 5.000 patienter, forventes at foreligge i
2010 eller 2011.

Klinisk anvendelse

De hematologiske neoplastiske sygdomme har ofte meget di-
stinkte genekspressionsprofiler. RNA ekstraheret fra celler
hos 360 patienter med akut lymfoblastaer leukeemi (ALL)
kunne saledes klassificeres i seks undergrupper, som svarer til
sygdommens kendte cytogenetiske undergrupper, samt en ny
undertype [4]. 1 2004 blev akut myeloblastzr leukeemi (AML)
Klassificeret af to uathengige grupper og opdelt i molekylzere
og prognostiske underkategorier [5]. Diffust storcellet B-lym-
fom (DLBCL) blev allerede i 2000 [6] inddelt i undergrupper
ved hjelp af et hjemmelavet DNA-arrazy kaldet lymphochip, og
gensignaturerne er siden blevet forbedret, og klassifikationen
er med succes overfort til andre platforme, séledes at man i de
kommende ar kan pabegynde sammenligninger mellem for-
skellige laboratorier og prospektive studier. Den forste klini-
ske anvendelse af DNA-chips inden for hzzmatologien kan
forventes blandt ALL- og DLBCL-patienter [4].

Om teknologiens anvendelse bliver udbredt i praksis af-
hanger af flere forhold. Muligheden eksisterer for, at microar-
ray-produkter ikke slir an hos de behandlende lzeger pa grund
af traditioner eller et relativt hejt prisniveau. Der er et kendt
fortilfzelde inden for farmakogenetikken, hvor undersegelse af
genet for enzymet thiopurinmetyltransferase (TPMT), som
indgér i metaboliseringen af azathioprin/6-mercaptopurin (6-
MP), kun har fundet begrenset anvendelse. En sekvensvaria-
tion er forbundet med manglende TPMT-aktivitet hos ca.
0,3% af befolkningen, og 6-MP-behandling kan derfor forér-
sage potentielle toksiske virkninger, herunder knoglemarvs-
pavirkning. En diagnostisk test til bestemmelse af varianten
har siden 1990’erne veret kommercielt tilgeengelig, men fraset
pa nogle fa centre i USA er det ikke blevet rutine at undersoge
for denne genetiske variation, inden behandlingen pabegyn-
des, pa trods af de potentielt alvorlige toksiske effekter, som
nogle patienter oplever. Blandt de medvirkende faktorer til
den beskedne brug af TPMT-bestemmelse kan der, ud over
den relativt hoje pris, nzevnes en forsinkelse af f.eks. en immu-
nosuppressiv behandling, til svaret pa testen foreligger, men
dette bor sammenholdes med, at den terapeutiske effekt af
azathioprin/6-MP ferst indtreeder 2-3 maneder senere.
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Klinikernes holdning

For at vurdere klinikernes holdning til og anvendelse af en -
croarray-baseret test er gruppen bag Mammaprint sammen
med den hollandske sygesikring gaet i gang med et pilotpro-
jekt, hvori patienterne og leegerne far tilbudt 70-gens-progno-
sesignaturen. Malet er at afdeekke, hvor mange og hvilke klini-
ske beslutninger der bliver taget pa baggrund af denne oplys-
ning - iseer hvis den ikke stemmer overens med de kliniske og
histopatologiske oplysninger. Desuden vil det blive under-
sogt, om anvendelse af testen kan korreleres til reducerede be-
handlingsomkostninger som folge af, at fzerre patienter bliver
sat i kemoterapeutisk behandling.

Regulative og lovgivningsmaessige aspekter

En forudsetning for, at microarray-baserede produkter bliver
anvendt i klinikken, er, at de godkendes til at blive markeds-
fort som diagnostiske (eller prognostiske) test. Dette kraever
bl.a., at microarray-genererede data af godkendelsesmyndighe-
derne bliver betragtet som bade palidelige og reproducerbare.
I USA har Food and Drug Administration (FDA) imidlertid i
2002 vurderet, at der stadig mangler evidens for, at dataene er
reproducerbare [7]. Der er siledes flere undersegelser, hvis re-
sultater peger p3, at sammenligninger af DNA-ar72y-data ikke
er helt problemfri [8]. P4 den anden side erkender man i FDA,
kun at have en meget begraenset erfaring med microarray-data.
Pa denne baggrund er de derfor gaet aktivt ind i at f3 etableret
samarbejdsrelationer med universiteter og industrien for at fa
etableret rammer for ansegninger vedrerende microarray-ba-
serede kliniske produkter. Organisationen har siledes oprettet
flere laboratorier for at f samlet den nedvendige ekspertise til
vurdering af microarray-ansogninger, og et szt preliminzre
retningslinjer herom er blevet offentliggjort online [9].

Fremtidig anvendelse

Selv uden de endelige retningslinjer har industrien og univer-
siteterne pabegyndt eller vil i den naermere fremtid pabe-
gynde flere kliniske undersogelser af anvendelse af 277zy-tek-
nologi [10]. Ud over det nzvnte hollandske studie forventes
mindst fire andre forskergrupper at inddrage flere tusinde pa-
tienter i vurderingen af microarray-baserede diagnostiske og
prognostiske produkter til cancerbehandling. Sesztningen af
disse initiativer og undersogelser bekrefter troen pa microar-
ray-teknologiens enorme potentiale og peger pd, at man inden
for en overskuelig arrekke vil veere i stand til at dokumentere
og fastlegge teknologiens kliniske betydning.

Korrespondance: Claudio Csillag, Medicinsk Gastroenterologisk Afdeling C,
Amtssygehuset i Herlev, DK-2730 Herlev. E-mail: claudio@dadlnet.dk

Antaget: 12. januar 2005
Interessekonflikter: Ingen angivet

Taksigelser: Dette arbejde har modtaget statte fra Augustinus Fonden og Fonden
af 1870.



2170

VIDENSKAB OG PRAKSIS | STATUSARTIKEL

Litteratur

1. Koch WH. Technology platforms for pharmacogenomic diagnostic assays.
Nature Rev Drug Discov 2004;3:749-61.

2. http://www.agendia.com/common.asp /nov. 2004.

3. Van de Vijver MJ, He YD, van’t Veer LJ et al. A gene-expression signature as a
predictor of survival in breast cancer. N Engl J Med 2002;347:1999-2009.

4. Ebert BL, Golub TR. Genomic approaches to hematologic malignancies.
Blood 2004;104:923-32.

5. Liu ET, Karuturi KR. Microarrays and clinical investigations. N Engl J Med
2004;350:1595-7.

UGESKR LAGER 167/20 | 16. MAJ 2005

6. Alizadeh AA, Eisen MB, Davis RE et al. Distinct types of diffuse large B-cell
lymphoma identified by gene expression profiling. Nature 2000;403:503-
11.

7. Petricoin EF, Hackett JL, Lesko LJ et al. Medical applications of microarray
technologies: a regulatory science perspective. Nat Genet 2002;32:474-9.

8. Csillag C, Nielsen OH, Borup R et al. Microarrays and Crohn’s disease: collec-
ting reliable information. Scand J Gastroenterol 2005 (i trykken).

9. http://www.fda.gov/cder/guidance/5900dft.pdf /nov. 2004.

10. Branca M. Putting gene arrays to the test. Science 2003;300:238.

Toksikologi og farmakogenetik
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Der er stor variation mellem den mide hvorpa forskellige in-
dividers responderer pa behandling med et legemiddel -
bade hvad angar leegemidlets effekt, men ogsa hvad angar le-
gemidlets toksicitet. Denne variation kan skyldes patogenesen
og svaerhedsgraden af den sygdom, der behandles, lgemid-
delinteraktioner, patientens alder, patientens ernzringsmaes-
sige tilstand, patientens nyre- og leverfunktion samt eventu-
elle konkurrerende sygdomme. Miljopavirkning og livsstil
kan ogsa pavirke behandlingsresponset. I denne statusartikel
berores dog udelukkende de nedarvede faktorer (gener), der
spiller en central rolle for lzegemidlets effekt og toksicitet. Be-
tydningen er serlig vigtig for lzgemidler med et snzvert tera-
peutisk indeks dvs. kort afstand mellem farmakologisk effekt
og toksicitet (Tabel 1). I mange ar har der vaeret fokuseret pa
forskelle mellem individers evne til at metabolisere leegemid-
ler og de tilherende genetiske forskelle i de leegemiddelmeta-
boliserende enzymer. Nedsat clearance af et legemiddel med-
forer hoj plasmakoncentration og mulighed for toksiske bi-
virkninger. Omvendt medferer oget clearance risiko for
behandlingssvigt. Man har identificeret patienter med vari-
ante alleller af bestemte cytokrom P450-enzymer (f.eks.
CYP2D6), som resulterer i manglende eller svert nedsat pro-

Tabel 1. Eksempler pa leege-

midler, der har sneevert tera- Letjanlilil e
peutisk indeks (ratio mellem  carhamazepin ... .......... CYP3A4
LDS0 og EDSO <2) if. Food  ggpinylestradiol . . .. ... ... .. CYP3A4
and Drug Administration Kinidin .. ... CYP3A4
(FDA) (liste i Scale-Up and  \inoxidil . ... ............. UGT
Post-Approval Changes for — phenytoin ... ............. CYP2C9
Intermediate Release Prod- primidon ... .............. CYP2C19
ucts (SUPAC-IF) og som Theophyllin .. ............. CYP1A2
metaboliseres af proteiner,  yyarfarin ... ... CYP2C9

der har variante alleller.

teinaktivitet. Patienter, som behandles med leegemidler, der er
substrat for CYP2D6, og som har manglende funktion af enzy-
met (slow metabolizers), vil vare i risiko for at f3 toksiske bi-
virkninger pga. hoj koncentration af leegemidlet i blodet. Man
har ansl3et, at 2 mio. indlagte patienter i USA arligt far sveere
leegemiddelbivirkninger pa trods af korrekt dosering og admi-
nistration. En opfelgende undersogelse har godtgjort, at mere
end 50% af de leegemidler, der er involveret i bivirkninger, bli-
ver metaboliseret af et enzym med mindst en variantallel, som
medferer nedsat eller ingen aktivitet [1]. Ud over genetiske
forskelle pa lzgemiddelmetaboliserende enzymer er man i de
senere ar blevet opmarksom pa genetiske forskelle pa lege-
middeltransporterende proteiner (f.eks. blod-hjerne- eller si-
nusoide-hepatocyt-galde-transport) og legemiddelkonjuge-
rende enzymer (fase 2-reaktioner) som arsag til leegemiddel-
toksicitet. Manglende funktion af leegemiddeltransporterer og
konjugeringsenzymer kan ogsd medvirke til, at effekten af et
leegemiddel ikke altid er som forventet, men at det derimod
afstedkommer toksiske bivirkninger.

I det efterfolgende gennemgas en reekke vigtige enzymer
med variante alleller, som har eller kan fa klinisk betydning
for udvikling af toksicitet. Herudover har vi udarbejdet en al-
goritme (Figur 1) for udredning af en farmakogenetisk betin-
get legemiddelbivirkning.

Cytokrom P450-enzymer (fase 1-reaktioner)

Cytokrom P450 (CYP) reprzsenterer en superfamilie af lege-
middelmetaboliserende enzymer og bestar af en rakke gener,
som findes i mange forskellige organismer. Nomenklaturen
bygger pa genetisk homologi og bestir af CYP efterfulgt af et
arabertal, et bogstav og endnu et arabertal, som angiver fami-
lie, subfamilie og selve enzymet. CYP2E1 betyder siledes fa-
milie 2, subfamilie E og enzym 1. Dette er tidligere benzevnt
det mikrosomale ethanolomszttende enzym (MEOS). Gene-
tiske polymorfier i disse enzymer har veret genstand for
forskning i mange ar, og serlig velbeskrevet er debrisoquin
hydroxylase (CYP2D6)-polymorfien, som blev klonet og ka-



