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Biomarkorer: medicinsk tradition

og fagre nye verden

Specialkemiker Lars Hansen

Novo Nordisk A/S, Malgv

Biologisk marker »biomarker« er et begreb, som har fundet
stigende anvendelse op igennem 1990’erne i den medicinske
og naturvidenskabelige litteratur. Denne udvikling har i serlig
grad veeret baret frem af den enorme teknologiske udvikling
og fremgang inden for de molekyleranalytiske malemetoder
(massespektrometri, microchips som protein- og DNA-arrays
etc.). Udviklingen af disse teknologiske platforme har gjort
det muligt ud fra ganske sma maengder biologisk materiale
(mikrogram/milligram) fra samme preve og pa samme tid at
analysere hundrede- til tusindvis forskellige molekyler i form
af proteiner, nukleinsyrer, eller metabolitter. P4 grund af heje
anskaffelses- og driftsomkostninger var disse teknologiske
platforme i begyndelsen hovedsageligt forbeholdt basalforsk-
ningen (discovery) i medicinalindustrien og andre velbemid-
lede forskningsinstitutioner. Men produktudvikling og almin-
delige markedsmekanismer har medfort, at analysekapacite-
ten (high-throughput) samt anskaffelses- og driftsomkostninger
nu har naet en udgiftsstorrelse, sa disse molekylzranalyse-
metoder er blevet realistiske som vaerktejer i den kliniske
forskning, og som sidan star de ogsa foran en direkte anven-
delse i den kliniske behandling. I den angelsaksiske litteratur
markedsfores denne nye sammenhzng mellem molekylaer-
biologisk basalforskning, klinisk forskning og behandling ofte
under begrebet from benchside to bedside, og man ma derfor
anse det for nylig opslaede kliniske professorat ved Keben-
havns Universitet i »klinisk molekylarbiologi« som en deraf
folgende naturlig forskningspolitisk udvikling.

En forudsetning for at disse nye molekylaranalysemeto-
der kan implementeres direkte i den kliniske hverdag er dog,
at den type data, som disse teknologier producerer, bliver un-
derkastet en tilstreekkelig biologisk validering. Resultatet af en
bekreeftende biologisk validering kan vaere pavisning af en
eller flere biomarkerer, eventuelt et »samlet billede« af bio-
markorer (f.eks. genekspressionsprofil pd en microchip), som

med videreudvikling kan dbne mulighed for, at disse tekno-
logier kan anvendes direkte som egentlige parakliniske ana-
lyser for sygdomsrisiko (preediktive analyser), sygdomsdiag-
nostik (diagnostiske analyser) og sygdomsprognose (progno-
stiske analyser).

Inden for DNA-ar7ay-chip-teknologien er Roche Ampli-
chip CYP450-Test for nylig blevet godkendt/registreret hos
den amerikanske lzegemiddelstyrelse Food and Drug Admini-
stration (FDA), Center for Devices and Radiological Health
med en microchip, der indeholder farmakogenetiske mar-
kerer (SNPs) for variationer i de mest betydningsfulde cyto-
chrom P450 metaboliseringsenzymer for leegemidler [1].

Hvad er en biomarkegr?

I det efterfolgende vil biomarkerer primert blive behandlet
ud fra en biologisk og medicinsk indfaldsvinkel og mindre ud
fra rent teknologiske betragtninger, men der vil ogsa blive be-
skrevet eksempler pa biomarkerer drevet af den teknologiske
udvikling.

Begrebet »biomarker« har mange definitioner, som er tat
pa at veere enslydende, og den her valgte er direkte oversat fra
FDA’s vejledning [2] for indsendelse af farmakogenetiske
data:

»En karakteristik, som males objektivt og vurderes som in-
dikator for normale biologiske processer, patologiske proces-
ser eller farmakologiske effekter af en terapeutisk interven-
tionc.

Begrebet »biomarker« indeholder altsd ingen henvisninger
til specifikke teknologier, ud over at markeren skal vere ob-
jektiv malelig. Det er netop denne athengighed af malbarhed,
som har varet loftestang for den bioteknologiske og mole-
kyleranalytiske industris anvendelse af begrebet til at frem-
have anvendelsesmulighederne for teknologiske platforme
med stadig mere forfinede og komplekse analysemetoder.

I bredeste forstand er lzegevidenskaben baseret pa biomar-
kerer, som er objektivt malbare storrelser, og i en vis forstand
er den objektive undersogelse en form for »teknologi«. Det
kunne derfor vare formélstjenligt at beskrive den kliniske
anvendelse af biomarkerer nermere.
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Biomarkerer kan inddeles pa flere mader og her efter deres
karakteristik i folgende grupper: 1) biometriske/antropo-
metriske (blodtryk, hejde, abdominalomfang, elektrokardio-
gram, ekkokardiografi (vaegtykkelse, uddrivningsfraktion
m.m. og andre billeddiagnostiske analyser), 2) proteiner/pep-
tider (enzymer hjerte/lever, peptidhormoner f.eks. prokalci-
tonin, kemokiner, antigener og immunhistokemi), 3) nuklein-
syrer DNA/RNA (gentest, virusribonukleinsyremangde: hiv
og hepatitis C-virus), 4) cytologiske (karyotypier f.eks. phila-
delphia-kromosom og fluorescens in situ-hybridisering) og 5)
metabolitter (enzymmangelsygdommme, feokromocytom,
kreatinin, bilirubin og karbamid), eller efter deres egenskaber
i folgende grupper: a) pradiktive (prenataldiagnostik og an-
lzegsbeerere af sygdomsrisiko), b) diagnostiske (szrligt enzy-
mer og metabolitter) og c) prognostiske (receptorekspression i
maligne tumorer, karyotypier f.eks. philadelphia-kromosom).

Validering af biomarkarer

Forventningerne til nye biomarkerer knytter sig specielt til
folgende anvendelsesomrader: 1) monitorering af behandling
(surrogatendepunkt), 2) tidlig diagnose (tumormarkerer),

3) sygdomsinddeling og 4) patientklassificering.

Monitorering af behandling

Biomarkerer er en fast tradition inden for al medicinsk be-
handling, og klassiske eksempler er det kardiovaskulzere om-
rade, hvor méling af blodtryk og f.eks. kolesterol og lipider
som sdkaldte surrogatendepunkter erstatter de egentlige klini-
ske endepunkter morbiditet og mortalitet. Ligeledes inden for
diabetesbehandlingen anvendes der f.eks. en glykeret hzzemo-
globinfraktion (HbAlc) som biomarker for den glykamiske
effekt af en given behandling og som risikopradiktor for ud-
vikling af specielt mikrovaskulaere komplikationer, retinopati
og diabetisk nyresygdom.

Tidlig diagnose

Ideelt set vil en biomarker vere et protein, som er malelig

i serum og som med hej felsomhed og stor praecision kan
anvendes som screeningsvzrktej til at opspore/afslore til-
stedeverelsen af malign sygdom pa et tidligt tidspunkt, for en
sadan giver kliniske manifestationer. En sidan kandidat som
prediktiv/diagnostisk biomarker for malign sygdom er
maling af prostataspecifikt antigen (PSA), som benyttes til
screening for cancer prostatae og monitorering af behand-
lingseffekt (tumorstorrelse). Til screening er serumniveauer pa
<4 ng pr. ml. af PSA blevet benyttet som terskelvaerdi for
normalt og patologisk prevesvar med efterfolgende udred-
ningsprogram for c. prostatae. Resultaterne af nye underso-
gelser har imidlertid netop siet tvivl om validiteten af denne
teerskelveerdi, idet man med den tilsyneladende overser 15% af
mend med c. prostatae [3]. Det er sandsynligt, at man med de
nye molekylerteknologiske platforme i fremtiden vil finde
nye tumorspecifikke markerer, men erfaringerne med PSA
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understreger samtidig nedvendigheden af standardiserede
valideringsprogrammer baseret pa en tilstraekkelig klinisk
afprevning.

Sygdomsinddeling

De fremtidige anvendelsesmuligheder for biomarkerer er

for tiden tydeligst som pradiktive markerer for et positivt
behandlingsrespons hos en undergruppe af en sygdom. Erfa-
ringerne med biomarkerbaseret sygdomsinddeling er storst
inden for onkologien, hvor astrogen- og testosteronreceptor-
indholdet i artier har vaeret anvendt i klassificeringen af bryst-
kreeft og prostatakreft til behandling med antihormoner. I de
senere ar er flere antineoplastiske lzegemidler blevet hurtigt
indregistreret (FDA: accelerated approval og orphan drug-status)
ved hjelp af en valideret sygdomsinddeling baseret pa malin-
ger af tumorbiomarkerer. Disse leegemidler: trastuzumab, ce-
tuximab og imatinib mesilate er meget omtalt som positive
eksempler pa anvendeligheden af biomarkerer i legemiddel-
udvikling. De skal ogsa omtales her, fordi de samtidig er gode
eksempler pd biomarkervalidering (Figur 1).

Trastuzumab [4] og cetuximab [5] er humaniserede mono-
klonale antistoffer, som genkender epitoper pa henholdsvis
den humane epidermal growth factor (EGF) receptor-2 (HER-2)
og EGF-receptor (HER), og de har indikationerne metastase-
rende brystkraft med overudtrykt HER-2 (trastuzumab) og
metastaserende colorectal cancer med overudtrykt HER
(cetuximab). Ved hjzlp af en diagnostisk malemetode, hvor-
med man standardiseret kan kvantificere indholdet af bio-
markererne HER-2 og HER i en tumor, er det lykkedes at
indentificere den undergruppe af brystkraeft og kolorektal
kreeft, som behandlingen virker mod, nemlig de tumorer, som
har hejest indhold af HER og HER-2. Den gavnlige effekt er
imidlertid begrenset til denne undergruppe af patienter
(patienternes tumorer), si for at opna registrering har myn-
dighederne kraevet en paralleludvikling og godkendelse af

Dyremodel
Tidlige eksperimentelle data Maligne tumorer
i Behandlingsrespons
Proteinmarkar
Kandidatbiomarker DNA-markar
i Genekspressionsprofil
Sensitivitet
Udvikling og validering Specificitet
af analysemetode Reproducerbarhed
Holdbarhed

Diagnostisk (tidlig diagnose/behandling)
Prognostisk (mortalitet/morbiditet)
Preediktiv veerdi (behandlingsrespons)

Klinisk afprgvning/validering
af kandidatbiomarker

Registrering/godkendelse
som prognostisk/preediktiv
marker (evt. surrogatendepunkt)

Herceptest
PathVision Her-2
EGFR pharmDx

Figur 1. Udviklingstrin til biomarkgrstatus.
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kommercielt tilgeengelige og validerede malemetoder, sdsom
Herceptest og PathVisionHER-2 [6] til HER-2-bestemmelse og
EGFRpharmDX til HER-bestemmelse [7].

Det tredje eksempel pa en biomarkerathzngig (cyto-
genetisk) registrering er imatinib mesilate, en intracelluler
inhibitor af abelson-tyrosin-kinase med indikationerne Phila-
delphia-kromosom (bcr-abl)-positive (Ph+) kronisk myeloid
leukzemi og C-Kit (CD117) positiv metastaserende gastrointe-
stinale stromale tumorer [8]. Det er her bemzrkelsesvardigt,
at en parallelregistrering af en valideret og kommercialiseret
diagnostisk test for Ph+-kromosom, i modsztning til trastuzu-
mab og cetuximab, ikke har veret kreevet af myndighederne
ved registrering af imatinib mesilate.

Et sidste interessant eksempel er gefitinib til behandling af
ikkesmacellet lungekreeft. Som intracelluleer inhibitor af EGF-
receptorrelateret tyrosin-kinaseaktivitet pavirker gefitinib
samme protein som trastuzumab og cetuximab, men er i mod-
setning til disse ikke baseret pa en klassificering af tumorerne
efter EGF-receptorindholdet, og behandlingseffektens athaen-
gighed af EGF-receptorindholdet i tumoren er derfor ukendt
[9]. For nylig er det i et studie dog antydet, at det maske ville
vere en god ide at karakterisere dette forhold bedre, fordi
tumorer med aktiverende mutationer i EGF-receptorgenet
synes at veere serlig folsomme for gefitinib [10].

Inden for onkologien ma sygdomsinddeling i undergrup-
per forventes at blive et generelt princip, nar de nye DNA-
microarray-chips bliver valideret som pradiktive behandlings-
markerer [11, 12], en validering som FDA med sin nyopret-
tede interdisciplinary pharmacogenomics review group (IPRG)
iherdigt er i gang med at etablere det rette forum for [2].

Patientklassificering

Her har biomarkerer sin mest fremtredende rolle i form

af farmakogenetiske markerer for patienter med hurtig eller
langsom nedbrydning/elimination af visse leegemidler
(farmakokinetik). Der er hyppigst tale om polymorfier i gener,
som koder for leverens cytochrom p450-isoenzymsystemer
(CYP2D6, CYP2C19, CYP2C9 m.fl), polymorfier, som ved
fast dosering altsd bestemmer steady-state-plasmakoncentra-
tioner af leegemidler. Undersogelser, der beskriver et laege-
middels nedbrydning via disse enzymsystemer, er en fast be-
standdel af enhver leegemiddelregistreringsprocedure, men
eksempler som de ovenfor beskrevne (trastuzumab, cetuxi-
mab) pd myndighedskrav for paralleludvikling af validerede
analysemetoder for disse genetiske varianter findes ikke. At
disse biomarkerer alligevel kan have klinisk betydning for
behandlingseffekt og bivirkningsrisiko fremgar af hvert enkelt
lege-middels produktinformation. Inden for psykofarmako-
logien testes disse CYP-gener rutinemaessigt ved udredning
af afvigende plasmakoncentrationer (specielt tricykliske anti-
depressiva), og inden for onkologien er testning af thiopurin
methyltransferasegenet (TPMT) rutine ved behandling af ALL
med thiopuriner og 5-Fluorouracil. Farmakogenetiske marke-
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rer, hvormed man kan afspejle interindividuel genvariation i
proteiner (drug-targets), som direkte formidler effekten af
lzegemidler (farmakodynamik), og hvormed man kan inddele
patienterne i forventet tilfredsstillende behandlingseffekt og
forventet darlig behandlingseffekt, findes der ikke eksempler
pa i valideret form, og de har derfor ingen udbredt klinisk
anvendelse.

Konklusion

Biomarkerer er et fast element i al medicinsk diagnostik og
behandling, men som felge af den bioteknologiske og mole-
kyleerdiagnostiske udvikling har begrebet fiet en futuristisk
klang som noget, der iszr horer fremtiden til. Sikkert er det, at
denne udvikling vil bringe forskningen i biomarkerers anven-
delse til at folge en behandlingseffeks, til tidlig diagnostik, til
sygdomsinddeling eller til patientklassificering i front mange
ar frem i tiden. Endnu er antallet af »nye« validerede biomar-
kerer begrenset, men en fzlles interesse hos bade leegemid-
deludviklere og myndighederne for flere og bedre behand-
lingsmuligheder vil i fremtiden kunne sztte »standarder« for
udvikling og validering af mange nye biomarkerer. FDA’s nye
drug-diagnostic co-development concept paper vil helt sikkert
medfere udvikling af egentlige standarder pd omradet [13].
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