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Genomisk sygdomsklassifikation

Professor Torben F. @rntoft

Arhus Universitetshospital, Skejby Sygehus, Klinisk Biokemisk
Afdeling

Vi er ved at opna en stadig sterre indsigt i de molekylere me-
kanismer og forhold ved en reekke sygdomme. Dette skyldes
tre vigtige forhold: vor viden om gener, vor viden om mole-
kyler cellebiologi (herunder pathways), og de teknologiske
fremskridt i de seneste fem ar.

Vor viden om gener og strukturen af det humane genom er
blevet massivt forbedret igennem de seneste 3 ar. Vi kan ved
hjelp af matematiske (bioinformatiske) algoritmer beregne,
hvornar der synes at vaere et gen pa de nasten uendelig lange
DNA-strenge, som indeholder vore nedarvede informationer.
Mange af disse gener er nye - men homologe til kendte gener
og kan derfor tildeles en formodet funktion - som ofte er rig-
tig, men som til gengzld ogsd kun er en del af de funktioner,
som et givet gen har. Der mangler stadig viden om de funktio-
nelle aspekter af de enkelte gener, men det er til en vis grad
overkommeligt at indhente denne, da vi nu regner med, at der
kun er ca. 30.000 af disse, hvoraf de 6.000-8.000 allerede er be-
skrevne i storre eller mindre detaljer.

Fra en sygdomsmeessig synsvinkel er det klart, at vi behe-
ver yderligere viden for at kunne forstd de enkelte geners rolle
i sygdomme. Dette gaelder iser for almindelige sygdomme sa-
som f.eks. astma, hjertesygdomme og kreft, hvor visse meka-
nismer synes at veere klarlagt, men langtfra nok til at vi kan
forstd, hvad der sker pa det molekylzre plan, nar sygdomme
OPpStar.

Vor viden om molekyler cellebiologi bliver her vigtig, idet
vi har behov for at forstd de cellulere, regulatoriske monstre,

ndr sygdom opstar. Man kan vel egentligt ikke tale om, at cel-
len er syg, men snarere om, at den udferer uhensigtsmaessige
procedurer i forhold til individets sundhed. Mange pathways
og celluleere funktioner er relevante under visse celluleere om-
steendigheder, men ikke under andre. Dette kan eksemplifice-
res ved en cancercelle, der deler sig som alle andre celler, men
pa en uhzemmet made. Ligeledes kan det papeges, at im-
munceller udferer delvist normale funktioner ved allergi-
ske/autoimmune reaktioner - men der mangler betydnings-
fulde kontrolfunktioner til at bremse visse uhensigtsmaessige
processer i cellerne.

P4 basis heraf kan det konkluderes, at det er af afgorende
betydning at forstd den normale celles molekylzre signalveje
for at kunne udlede noget om syge celler. Et samspil mellem
studier af normale celler og afsporede celler vil vaere nyttigt
for at fi et dybere indblik i: 1) Hvad er formalet med de cellu-
lzere processer, der er ivaerksat? 2) Hvilken kontrolmekanisme
glippede og resulterede i sygdommen? I eksemplet med can-
cer kunne man forestiller sig, at et enkelt temporzert udtryke
kontrolgen inaktiveres, hvorved en lang reekke processer set-
tes i gang. Det, man umiddelbart finder ved at undersege pro-
cesserne i cancercellen, er de senere afledte effekter - og ma-
ske ikke den mekanisme, der ledte til sygdommen.

I en medicinsk sammenhzng er det siledes ikke sikkert, at
vi kan finde arsagen til en given sygdom - men kan vi forst3,
hvordan de celler, der skaber sygdommen, er aktive, hvilke
netvaerk og hvilke pathways, de betjener sig af, er vi kommet et
langt stykke. Ved at anvende vor viden om den afsporede cel-
les funktioner, kan vi designe nye legemidler, der kan bremse
dens afvigende funktioner og dermed bringe den tilbage pa
rette spor eller sla den ihjel. Det sidste foregar relativt ublodigt
ved anvendelse af apoptose (programmeret celleded - som
foregir mange millioner gange daglig hos det enkelte individ).
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Kunne vi forstd den mekanisme, der initierer en sygdom,
kunne vi méske helt forebygge sygdommen. Dette er dog van-
skeligt, idet det ville krzeve et tidligt indblik i cellens biologi -
ofte for individet er blevet sygt. Har man ikke overskredet
den iatrogene terskel, er mange analyser umulige at udfere,
specielt hvis de kraever biopsier fra levende vav. Derfor ma vi
vaebne os med tdlmodighed, nir det gelder sygdomsforebyg-
gelse pa det genomiske plan, men til gengaeld forvente os me-
get af behandlinger, der bygger pa forstdelse af cellens afspo-
rede netverk.

Den teknologiske udvikling er giet steerkt i de seneste Ar.
Fremkomsten af microarray-teknikken, sammen med frem-
komsten af meget kraftigere computere og viden om DNA-
strengenes sekvens, har medfert en reekke nye videnskabelige
discipliner: transcriptomics, bioinformatics, functional genomics
og hvad man ellers har af -omics for tiden.

Vi kan ved hjeelp af microarrays skanne genomet for varia-
tioner, de sdkaldte single nucleotide polymorphism (SNP), for
50.000 variationer ad gangen. Vi kan ligeledes skanne, hvilke
gener der er teendte, og hvilke der er slukkede, samt kvantifi-
cere maengden af #ranscript (RNA).

Pa proteomomradet er der ogsa nye teknologier, som kan
kvantificere proteiner - men det er et mere komplekst omrade
end DNA/RNA, idet de enkelte proteiner optraeder i mange
forskellige former, ofte samtidig og ofte varierende med cel-
lens funktioner. Kompleksiteten og mengden af data, der ge-
nereres pa kort tid, nedvendigger avancerede softwarelosnin-
ger for at gore arbejdet overskueligt. Bioinformatikken har her
veret af stor betydning, idet man herved dels kan luge ud i
uholdbare data, dels kan danne samlende hypoteser om,
hvilke pathways der er aktive, og hvilke nye korrelationer der
kan vere imellem molekyler. Disse hypoteser kan efterfol-
gende testes ved nye pracise varktojer, sisom siRNA, hvor
man blot fjerner et eneste RNA ud af de mange tusinde og
derefter maler effekten af fraveeret af dette ene molekyle pa
samme vis, som man kan indsatte et molekyle i en celle og se

effekten af dette.

Den genetiske sygdomsklassifikations begreensninger

Vi har altid veret tilbejelige til at simplificere vor sygdomsop-
fattelse: endogene og eksogene depressioner, essentiel og re-
nal hypertension, coloncancer og colonpolypper, juvenil dia-
betes og gammelmandsdiabetes. Nar diagnosen var stillet,
kom behandlingen efterfolgende. Dette paradigme, kaldet
diagnosens og behandlingens enhed, ser imidlertid ud til at
vere skiftet. Der er fremkommet flere og flere undergrupper
af sygdomme, der er baseret pa sygdommenes histologiske
fund, skanningsfund, behandlingsrespons, udviklingstakt etc.
Nogle af disse kraever i dag hver deres behandling; hyperten-
sion kan (athangigt af kardiale forhold) behandles med cal-
ciumantagonister, betablokkere og vanddrivende medicin.
Leukemier skal undergrupperes ikke kun efter cellernes ud-
seende, men ogsa efter overflademarkorer og/eller DNA-
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fusionsmenstre - hvor to molekyler fusioneres pa genniveau.
Dette sidste er et eksempel p3, hvor langt vi er niet - nemlig
til en molekyleer klassifikation af de undergrupper, der alle-
rede forefindes, hvilket medferer endnu flere underunder-
grupper. For serlig interesserede er der anfert en reekke negle-
referencer [1-7].

Et stort problem er imidlertid de enorme krav, der stilles,
for at forskningen kan bidrage med den nedvendige viden.
Alle disse undergrupper er skavt repreesenteret i den enkelte
hovedsygdomsgruppe, og dermed er nogle relativt hyppige
og andre relativt sjzldne. Skal man derfor nedbryde syg-
domme i fire, seks eller ti undergrupper, kreeves der tilsva-
rende flere patienter i det materiale, der bliver undersogt, spe-
cielt hvis de relativ sjeeldne grupper skal veere tilstraekkeligt re-
prasenterede. Meget kan opnas ved etablering af biobanker
for de enkelte sygdomme - biobanker, hvor der systematisk
indsamles vav til senere molekylar analyse.

Klassifikation baseret pa sjeeldnere mutationer

og polymorfier

Ser vi pA DNA-strengene, kan vi sl op i The National Center
for Biotechnology Information (NCBI)-databaserne og f3 ind-
blik i, hvor meget arvemassen varierer imellem forskellige in-
divider. Visse mutationer i nukleotidsekvensen forekommer
hyppigt og danner derfor polymorfier (> 1% af befolkningen
har varianten). Disse kan udmzrket kode for aminosyrer og
medfore, at der forekommer varianter af samme protein ogsi
pa aminosyreniveau. Nogle af disse varianter er relateret til en
oget tilbejelighed til specifikke sygdomme. For de flestes ved-
kommende er der en relativt lille statistisk eget risiko, men for
enkeltes vedkommende er der en massivt eget risiko. Oftest
vil individet have et rask allel (vi har to, et fra faderen og et fra
moderen), og dette kan s tage over, men vil hyppigt vere til
stede i den halve dosis og vil enkelte gange blive hemmet af
det abnorme protein.

Sjeeldnere forekommende variationer i arvemassen kaldes
for mutationer. Disse kan vere nedarvede igennem flere ge-
nerationer eller kan veere opstaet de novo. Disse mutationer
kan vere helt uskyldige og vil s sjzldent blive fundet, men
de kan ogsa vere sygdomsfremkaldende. Oftest skyldes syg-
dom inaktivering af et protein med samme effekt pa dosis
som beskrevet ved polymorfier eller med en dominant effeke,
der odelegger det raske allels mulighed for at producere et
velfungerende protein.

Kender vi det eller de gener, der kan fremkalde en syg-
dom, kan man undersege, om der er polymorfier eller mutati-
oner i dette/disse, og dermed inddele sygdommen i grupper,
der har mutationer eller ikke har det. Dette kan ofte indebzere,
at man kan f3 informationer om f.eks. sygdomsforlebet, den
forventede udvikling af sygdommen og/eller behandlings-
respons. Eksempelvis vil mutationer i mismatch repair-generne
kunne give anledning til arvelig coloncancer af den nonpoly-
pomatose type. Vor viden om en sdidan mutation medferer, at
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Figur 1. En forsimplet oversigt over celluleere pathways med angivelse af hvor diagnostik og behandling finder anvendelse. Antigenpraesenterende celle (APC)-genet
sekventeres hos familier med mange polypper og giver diagnosen familizer polypose; trastuzumabantistof rettes imod en receptortyrosinkinase i cellemembranen
(HER2); c-MYC-amplifikation forudsiger darlig prognose ved neuroblastomer; p53 har veeret anvendt til anticancergenterapi i mange kliniske forsag.

vi forventer flere hejresidige mukese tumorer, tumor i colon i
en ung alder, en relativt god prognose ved et givent stadium
samt en relativt darlig respons pa kemoterapi (f.eks. 5-Fluo-
rouracil, 5-FU). Samtidig vil en reekke andre organer med hej
sandsynlighed kunne blive szde for tumorer, f.eks. endome-
triet hos kvinder og pelvis renis hos personer af begge kon.

Klassifikation baseret pa over- eller underudtryk

af celluleere pathways

En anden méde at opna en molekyler klassifikation pa er at
studere regulationen til de pathways, vi kender i dag. Er en gi-
ven pathway overudtrykt kan dette give anledning til et karak-
teristisk sygdomsforleb og samtidig stte rammerne for be-
handling. Et eksempel er brugen af trastuzumab til behandling
af brystkreft. Dette gores udelukkende hvis HER2-receptoren
er overudtrykt mere end 5-6 gange. Trastuzumab er et »hu-
mant« monoklonalt antistof, der blokerer for signaleringen fra
vakstreceptoren, og som dermed nedsatter veeksthastighe-
den i tumorcellerne.

Inden for leukeemierne har man fundet aktivitet i bl.a. c-kit
iundergrupper af kromisk myeloid leukami, der medferer, at
cellerne bliver modtagelige for behandling med stoffer som
imatinib-mesylat. Man nedregulerer den pathway, der er aktiv,

og opnar dermed behandlingsmessig effekt. Selve mekanis-
men er delvist kontekstuathaengig, idet man ligeledes har fun-
det, at gastrointestinale stromatumorer (GIST) i tarmen, der
har et opreguleret mutant c-kit, ligeledes responderer pa be-
handling med det samme stof, som de c-kit-athengige leukze-
mier.

Dette er meget lovende og viser, at vi kan na langt ved at
identificere de enkelte molekylaere pathways - finde et an-
grebspunkt i disse og designe lzegemidler rettet herimod. At
dette er lettere sagt end gjort, star vist klart for de fleste, og
kun ganske fa af mange tusinde teststoffer nar igennem en
produktudvikling, idet de fleste opgives pga. manglende ef-
fekt, manglende biotilgeengelighed eller uonskede bivirknin-
ger.

De molekylzre forhold er af betydning for diagnostik og
behandling af sygdomme - og ogs i visse tilfzlde for vurde-
ring af prognosen. Eksempelvis vil man ved neuroblastomer
kunne undersege, i hvor hej grad c-MYC er overudtrykt. Er
dette til stede i maengder, der overstiger 20 gange det normale
niveau, vil patienterne - oftest born - have en darlig prognose.

Inden for det arvelige syndrom multipel endokrin neoplasi
(MEN?2) forefindes mutationer i RET-proto-onkogenet. Place-
ringen af disse mutationer i genet har en meget staerk betyd-
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Figur 2. Overlevelse i en lille gruppe coloncan-
cerpatienter inddelt efter, hvorvidt de havde
microsatellite instable (---) (17 patienter) eller
stable (—) (19 patienter) tumors. Som det ses,
er overlevelsen signifikant bedre hos patien-
terne med de instabile tumorer.
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ning for, hvilke organer der bliver inddraget i syndromet
(f.eks +/- paratyroide adenomer).

I Figur 1 er der vist eksempler pa, hvor i cellens metabo-
lisme vi kan anvende molekylare test til at vurdere prognose
og behandlingsmuligheder. Som det ses, kan informationerne
hentes bade fra overflademolekyler, sdsom tyrosinkinasere-
ceptorer og fra centrale vaekstregulerende pathways sdsom c-
MYC.

I Figur 2 er der vist en overlevelseskurve for coloncancer,
baseret pd hvorvidt canceren udviser inaktivering af mis-
match repair-systemet eller ej. Dette medforer i de inaktive tu-
morer, at der opstar en del punktmutationer og dermed for-
mentligt en bedre genkendelse fra immunsystemet. Som det
fremgar, overlever patienter med disse reparationsinaktive-
rede tumorer vasentlig bedre end de patienter, der har et in-
takt reparationssystem. Nogle vil hevde, at de inaktiverede
slet ikke har brug for 5-FU, men snarere andre behandlings-
former, idet de neppe reagerer pa 5-FU.

Fremtidige muligheder

Mange nye metoder er undervejs, her skal blot nevnes mulig-
heden for at inddele cancer baseret pa microarray-analyser af
geners ekspressionsprofiler. Noget af det mest lovende i de se-
nere ar har veret opmuntrende forskningsdata om lymfomer
samt bryst- og bleerekraeft, hvilket tyder pa, at der snart dbnes
mulighed for at inddele disse sygdomme i henholdsvis meget
aggressive metastaserende sygdomme og mindre aggressive
sygdomme. Dette vil pd lang sigt fa betydning for de follow-
upprogrammer, der designes til de enkelte patientgrupper, og
for den behandling, der tilbydes den enkelte patient.

Brugen af microarrays har vist, at der er tale om ganske fa
gener med en sterk informationsverdi - oftest 30-70 gener.
Hvorfor det lige er disse gener, der har informationsverdi, er
stadig en gdde, hvilket viser, at vi endnu kun har afklaret en
lille del af den funktion og det samspil, der er generne imel-
lem.

Bade vedrerende bryst- og bleerekraft er der storre multi-
centerundersogelser i gang, hvor man simulerer brugen af
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genekspressionsklassifikatorer i en klinisk ssmmenhzng for at
kunne tilbyde fordelene herved til patienterne.

Forventningerne til fremtiden er store. P kort sigt forven-
ter vi, at den molekylere klassifikation af f.eks. cancer vinder
mere og mere indpas i klinikken. P4 lang sigt forventer vi nye
muligheder for behandling af patienterne baseret pa dels en
forstaelse af, hvordan sygdomme opstar, dels, og i hejere
grad, baseret pa en forstdelse af, hvilke mekanismer der er ak-
tive i de afsporede celler - mekanismer, der kan fortzlle os
om, hvordan det vil g patienterne, og hvordan de skal folges
og behandles. Det forudsaettes dog, at vi forstar at opsztte de
kreevende molekylere forskningsprogrammer baseret pa
store vaevsbanker med klinisk opfelgning.
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