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»Blood on the Tracks«. Bob Dylan, 1974

Flere af os kan stadig huske lzegeskolens farmakologifore-
leesninger om lzegemiddelproduktion, hvor professoren
afsluttede med at konkludere: De fleste af tidens legemidler er
opdaget ved screening af tilfeldige substanser, men inden for den
neermeste fremtid vil I opleve, at de udvikles i en forstdelse af mal-
organers biologi og patofysiologi. Hans forventningsfulde forud-
sigelse er nu, 30 ar senere, ved at blive opfyldt som et resultat
af den bioteknologiske revolution.

I denne udvikling har hzematologien veret ledende, og de
nuvzrende behandlinger illustrerer overgangen fra konven-
tionel legemiddeludvikling til fremtidens malrettede design.
I de seneste ar har vi faet erfaring med effekten og konsekven-
sen af f.eks. imatinib og rituximab - pa godt og ondt. Imatinib
er en signalvejsheemmer med effekt ved kronisk myeloid
leukaemi (KML). Rituximab er et monoklonalt antistof rettet
mod B-celle-antigenet CD20 ved non-Hodgkin-lymfom
(NHL). Preeparaterne er dyre, hvorfor introduktionen er
blevet en omkostningsmassig byrde i afdelingernes medicin-
budgetter - sammenlignet med tidligere. Den videre imple-
mentering af imatinib, rituximab og andre nye skreeddersyede
leegemidler ber athaenge af legefaglige og sundhedsekono-
miske overvejelser. I disse overvejelser er det ogsa vigtigt at
medinddrage den bioteknologiske udvikling af nye diagnosti-
ske og prognostiske test til brug i den kliniske hverdag.

Mere eller mindre designede lzegemidler er altsa nu hver-
dag, og fortidens tilfldige leegemiddeludvikling er forladt.

I dag omfatter reekken af leegemidler flere rekombinante
vekstfaktorer og deres receptorer, monoklonale antistoffer
samt signalvejshaemmere for blot at nvne nogle fa. Foran os

ligger de nye muligheder, som skal styres af legefaglige mal-
sztninger, hvor rationel prognosebaseret behandlingsstrategi
ber vere i fokus.

I denne artikel bliver der fokuseret pa erfaringerne fra det
hamatologiske speciale. Efter en kort praesentation af nogle
centrale cellebiologiske og molekylaere mekanismer i hzemo-
poiesen beskrives via eksempler de fremgangsmader, som be-
nyttes ved design og preeklinisk valg i leegemiddelindustrien,
og de krav, der stilles til den rationelle implementering i den
Kkliniske hverdag.

Det heemopoietiske system

som model for design af leegemidler

I perioden 1984-1994 blev de fleste heemopoietiske vaekstfak-
torer og deres receptorer klonet. Mange af disse molekyler og
deres antagonister bliver i dag brugt i patientbehandlingen.
Imidlertid har produktionen af fuldlzengdeproteiner varet
omkostningstung og klinisk kreevende, specielt pga. den
parenterale administrationsform, hvorfor der i det efterfol-
gende tidr er udevet en stor indsats for at finde stabile funktio-
nelle peptider med et terapeutisk potentiale.

Generelt eksisterer der to klassiske opszt, med hvilke man
kan og har identificeret peptider med vakstfaktor- eller re-
ceptorlignende effekter. Den mest elegante er peptidfagscree-
ning (peptide phage display), hvori man udnytter, at bakterio-
fager kan praesentere sma peptider i proteinmembranen [1].
Ved hjelp af randomiserede nukleotidsekvenser pa 10-15 ami-
nosyrepeptider etableres der et bibliotek af op til 10° unikke,
men tilfeldigt valgte overfladeproteiner. Efterfolgende bruges
disse i et selektivt bindingseksperiment over for receptorer
eller ligander. Efter gentagne selektioner og kloning af fagerne
udvelges de bedst bindende peptider, som herefter underse-
ges for biologisk aktivitet.

Herudover kan man ogsa bruge en screeningstrategi base-
ret pa etableringen af store biblioteker af sma organiske mole-
kyler, som analyseres for vaekstaktivitet i en simpel biologisk,
men hejproduktiv screeningsproces mod f.eks. cellelinjer [2].
Eksempelvis kan man ved genoverforsel modificere en vakst-
faktorafthzengig cellelinje til at kopraesentere en interessant
receptor i membranen, hvorved cellelinjen kan fungere som
indikator for receptoraktivering via en eller flere screenede
substanser, nar den oprindelige vaekstfaktor fjernes. Ved at
udnytte automatiske, robotstyrede eksperimentelle opszt kan
man séledes screene biblioteker af op til 10° peptider, hvor
indikatorcellernes vaekst og aktivitet hurtigt og sikkert identi-
ficeres ved hjalp af fluorescenssignaler.

De overordnede biologiske mekanismer er kort beskrevet i
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det efterfolgende med angivelse af de molekylere angrebs-
punkter. De mulige strategier omfatter effekt pA membran-
receptorbinding, signalveje, regulering af cellecyklus, apop-
tose eller celledifferentiering. Forskningen har vist, at der er
langt feerre signalveje, som aktiveres i kreeftprocessen, end der
er gener. Med andre ord er resultatet af en bestemt kreeftsyg-
doms forskelligartede udvikling (flertrinsonkogenese) en
overraskende ensartet funktionel fzenotype med mulighed for
molekyler intervention i et begreenset antal aktiveringsspor,
som dog selvfolgelig er bestemt af onkogenets mutationsstatus

[3].

Vaekstfaktoranaloger og receptorantagonister
Ovenstiende strategier er bl.a. brugt ved identifikation af
vaekstfaktoranaloger til komplekse molekyler som G-CSF [4],
erytropoietin og trombopoietin, der yderligere kan modi-
ficeres f.eks. ved binding til polyztylenglykol, hvorved de
farmakologiske egenskaber forbedres.

Identifikation af receptorantagonister er et direkte resultat
af kendskabet til liganders tertizere struktur, bindingssteder og
funktion. Baseret pa bestemmelse af den/de precise amino-
syresekvens(er) og bindingsstudier kan anlaegget til funktionel
blokade i cellebiologiske studier analyseres, hvorved poten-
tielle antagonister kan identificeres og konstrueres.

Hzmning af G-protein og tyrosinkinaser
G-protein-koblede receptorer (GPCR) omfatter den storste
familie af membranmolekyler, der er fundet at veere af patofy-
siologisk betydning. Ved konventionel screening er der fundet
mange brugbare leegemidler med GPCR som mal, men et
mere detaljeret kendskab til signalmekanismer i forbindelse
med aktivering vil sandsynligvis gere det muligt at designe
specifikke blokerende molekyler. I det hemopoietiske system
omfatter det kemokinreceptorer pa de inflammatoriske celler,
histaminreceptorer i basofile granulocytter samt mastceller og
ikke mindst adenosindifosfat (ADP) og trombinreceptorer i
blodplader [5].

Tyrosinkinaseathangige vaekstreceptorer og deres ligander
er en del af normale og maligne cellers vaekstregulering. For
mere end 20 ar siden fandt Russel/ Doolittle den forste ligand,
som aktiverer receptorrelaterede tyrosinkinaser. Efterfol-
gende er der udviklet en rekke lzgemidler, som heemmer
disse tyrosinkinaser i kreftceller [6].

I hzematologien viste det sig, at et af flagskibene i patoge-
neseforskningen, kronisk myeloid leukeemi (KML), havde en
oget tyrosinkinaseaktivitet baseret pa breakpoint cluster region
(BCR)-ABL-translokationen [6]. Denne erkendelse resulterede
iudvikling af en reekke molekyler, og efter praekliniske studier
fremstod tyrosinkinasehemmeren STI571 (imatinib mesylat)
med det storste kliniske potentiale. Der er nu udviklet meto-
der, hvormed man udnytter den tertizere molekylzere arkitek-
tur ved analyse af receptor-ligand-funktionerne og derved for-
bereder vejen for de forste rationelt konstruerede legemidler.
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Hos mennesket kendes i dag omkring 60 tyrosinkinasere-
ceptorer, som udtrykkes i malignt veev fra patienter. Bla. er
det pavist, at leukaemiske blaster ved akut myeloid leukami
(AML) har omkring 20 receptorer opreguleret omfattende
bl.a. FLT3, c-kit og CSFIR. Sddanne patogenetiske informa-
tioner er et af fundamenterne for udviklingen af nye leegemid-
ler til behandling af AML [7].

Cellecykluskinaser og DNA-reparation

Konventionel kreftbehandling er fokuseret pa at ramme
DNA-syntesen og celledelingen, klassisk repraesenteret ved
leegemidler af typen antimetabolitter og alkylerende stoffer.
Selv om stofferne er effektive, er de ikke selektive for kraeft-
celler og kan resultere i svaere bivirkninger.

Fuldt udviklede kreeftsvulster er et komplekst prolifere-
rende cellulert hierarki, som er genetisk ustabilt og athengigt
af en reekke onkogener og normale funktioner inklusive
DNA-reparationsmekanismer, regulering af cellecykluskina-
ser, som ikke kun regulerer cellecyklus, men ogsa er involve-
ret i DNA-reparation og apoptose. Checkpoint homolog (CHK)
1- og 2-kinaseaktivitet kan nu hzemmes specifikt af konstrue-
rede peptider og B-celle-leukzemi-2 af antisensemolekyler,
hvorved effekten af cancerkemoterapeutika sandsynligvis
oges [8].

Hzmning af retrovirus-associated DNA sequences
og transkriptionsfaktorer
Retrovirus-associated DNA sequences (Ras)-mutationer er af
patogenetisk betydning for det aggressive sygdomsspektrum
ved de fleste maligne blodsygdomme, og heemning af Ras-
signalering med farnesyltransferaseblokering (FT1) har vist
lovende kliniske resultater ved AML, myelodysplastisk syn-
drom (MDS), KML og myelomatose (MM). Ogsi mange
andre kendte proteiner farnesyleres, hvilket abner frugtbare
muligheder ved konstruktion af nye leegemidler.
Ekspression af differentieringsregulerende transkriptions-
faktorer er ogsa en del af det patogenetiske spektrum, som
kan haemmes eller snarere blokeres, og giver anledning til
optimisme omkring nye gennembrud i AML-behandlingen
baseret pa overlappende blokeringer via kombinationsbe-

handling [9].

Monoklonale antistoffer og passivimmunterapi
Antistoffer blev opdaget i 1890’erne, men forst i 1960’erne
blev det erkendt, at molekylerne var centrale i immunsyste-
mets funktion. En af de mest betydningsfulde landvindinger i
moderne kreftbehandling indtridte med Kibler & Milsteins
erkendelse af hybridommetoden til produktion af monoklo-
nale antistoffer (Mab). I dag foregir der masseproduktion af
tusinder af forskellige monoklonale antistoffer i de mange
biotekfirmaer, hvis mal er kliniske forseg. Samtidig har man i
laboratoriediagnostikken draget en keempefordel heraf.
Fordelen ved brug af Mab er specificiteten og de begran-
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sede bivirkninger. Malet med behandlingen er at ramme en
kreeftcelle via et specifikt membranantigen pa cellen eller i
vevet. Resultatet er celledod sandsynligvis medieret via
komplementaktivering og/eller programmeret celleded (apop-
tose). Der er flere antistoffer indregistreret til brug i haematolo-
gien. Det mest anvendte er rituximab, et kimzrt anti-CD20-
antistof, som er vist at veere effektiv med minimal toksicitet
ved lymfomer af B-celle-type [10]. Campath-1H (anti-CD52)
har effekt ved kronisk lymfocyter leukaemi af B-celle-type
(B-KLL) og T-prolymfocyt-leukami, dog med betydelige
bivirkninger. Anti-CD33 og anti-CD45-antistoffer er udnyttet
til at afgive celletoksiske substanser til leukaemiske celler sam-
men med kemoterapeutika, og anti-vascular endothelian growth
Jactor er under afprovning ved myelomatose.

Mange nye antistoffer er pa vej, og det ma formodes, at der
inden for fa ar vil vere en rekke tilsvarende effektive nykon-
struerede leegemidler af peptidnatur tilgeengelige med specifi-
citet mod andre differentieringsantigener, adhzrensmoleky-
ler, receptorer, kemokiner, interleukiner og vakstfaktorer.
Ligeledes vil aktiv immunisering med onkopeptider med stor
sandsynlighed finde sin plads i heematologisk regi.

Fremtidig klinisk implementering

af ny heematologisk viden og behandling

En afgerende malsetning for heematologisk kraeftforskning i
de kommende ar er at omsztte den nye viden til virksomme
og skdnsomme behandlinger. Mulighederne illustreres bedst
af de forventeligt meget potente og forholdsvis bivirkningsfri
konstruerede leegemidler, der som ovenfor beskrevet selektivt
hemmer molekylere kreeftprocesser. Der tegner sig en frem-
tid, hvor behandlingen af den enkelte kraftpatient baseres
pa en pavisning af helt serlige molekylere forandringer, sa
behandlingen s at sige skreeddersys til det enkelte menneske
- men for at fi fuldt udbytte heraf skal implementeringen i
den kliniske hverdag styrkes med en velfungerende forsk-
ningsorganisation.

I de nzeste ti ar vil der vere tre store udfordringer for
hamatologisk kreftforskning. For det forste at identificere
nye kraeftgener, specielt dem, som initierer kraeftprocessen;
for det andet at beskrive de stier, der folges ved aktivering af
de muterede gener i de forskellige celler, specielt i kreftsyg-
dommens stamceller, og for det tredje at udvikle nye strate-
gier, hvorved de nyeste forskningsresultater kan omszttes til
Kklinisk brug. Utvivlsomt vil de to ferste udvikles i en hurtig
proces, som vil afdekke flere kreftgener og protein-protein-
interaktioner end det vil veere muligt systematisk at vurdere i
forbindelse med konstruktion af potentielle nye leegemidler.
Hertil kommer, at den kreftbiologiske patogeneseforskning
for at folge med de nye genteknologiske landvindinger ma
udvikles i nye retninger for at validere onkogenetiske events.

Den tredje udfordring er den storste, idet absolut elimina-
tion af maligne celler erfaringsmaessigt er en vanskelig opgave,
som kun sjeldent lykkes i heematologisk regi. Men der ma
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vere plads til optimisme nu, hvor kreft ikke er en »ukendt
storrelse«, men kan anskues som en flertrinsproces af mere
eller mindre velbeskrevne genetiske 2ndringer, som synes at
benytte et afgraenset antal funktionelle stier, som kan erken-
des og kvantificeres som »minimal restsygdomc.

Det kraever organisatoriske og ekonomiske tiltag inden for
hamatologien, der som foreslaet i Kreftplan og Forskning
(KOF)-udvalgets rapport om klinisk kreftforskning til Statens
Sundhedsvidenskabelige Forskningsrad, skal omfatte styr-
kelse af den regionale infrastruktur for klinisk kreftforskning
(RIKK) og de danske multidisciplinzere cancergrupper
(DMCG) under kontrol af de regionale forskningsfora. Det
drejer sig om tiltag, der skal atbalancere klinisk og basal
haematologisk forskning. Med henblik pa en effektiv nyt-
tiggorelse af den basale viden i patientbehandlingen er det
vigtigt, at miljeerne spiller sammen og er i en lokal optimal
balance. Det drejer sig specielt om tiltag, der fremmer et na-
tionalt haematologisk netvaerk med kontakt til og interesse fra
internationale miljoer.

Disse tiltag haster inden den alvorlige skonomiske krise,
som kan forudses pga. de stigende leegemiddelomkostninger,
vil oversvemme specialet og bortvaske de innovative miljoer i
de hzematologiske afdelinger og laboratorier. Hvad, der kom-
mer til at ske, atheenger af en kollektiv og solidarisk indsats fra
mange, herunder personer, som normalt ikke sidder ved
samme bord - men tiden er inde nu, hvor de internationale
landvindinger inden for farmakogenetik skal implementeres i
Danmark!

Til sidst ma det ikke glemmes, at hele projektet bor saettes i
forhold til de forventninger, som er rejst. Det er nedvendigt,
at investeringerne pa leengere sigt afgorende kan reducere
sygelighed og ded hos heematologiske kraftpatienter. For-
ventningerne skal ogsa omfatte det forhold, at identifikation
af nye kreftgener og beskrivelse af deres funktioner med en
vis sandsynlighed vil resultere i nye og simple diagnostiske
blodtest, som kan bruges ved sikker screening og risikovurde-
ring mhp. intervention - s antallet af kreeftdedsfald reduceres
i de naeste ti ar.

Opnas det, er der afsat endnu et blodspor.

Korrespondance: Hans E. Johnsen, Hematologisk Afdeling L, Amtssygehuset i
Herlev, DK-2730 Herlev. E mail: h.e.johnsen@dadlnet.dk

Antaget: 8. april 2005
Interessekonflikter: Ingen angivet
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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.



