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Kartlaggningen av det
manskliga genomet bara borjan

Utvecklingen av farmakogenomiken nasta stora steg

[MTrettiotusen gener och tre och en halv miljarder baspar har
identifierats i manniskans genom. Kartliggningen har kostat
enorma belopp och de akademiska och kommersiella insat-
serna saknar motstycke. Publiceringen av genomets samman-
sittning skedde samtidigt i Nature [1] och Science [2] i ar,
med stor uppméarksamhet i massmedierna. Manifestationerna
gav uttryck for ett segerrus och en markering av kartlaggning-
ens slut.

Vad som inte blev uppmérksammat i samma utstrackning
var att hindelsen ocksa markerar 6vergangen till den postge-
nomiska fasen, som nu inleds. Den fasen krdver langt storre
insatser och resurser och kommer att ta mangfaldigt langre
tid.

Fran genotyp till fenotyp

Samhéllet har stora forvantningar pa betydelsen av de nya
kunskaperna och den forskning som genereras. Kommer
nya principer for ldkemedelsbehandling att snart kunna lan-
seras?

»Proteomics« dr vetenskapen om monstret och funktionen
av genprodukterna. Denna vetenskap kommer att bli mycket
viktig i framtiden. Mdjligheten att forutse strukturen av ett
dggvitedmne utifran genomsekvensen kan skapa forutsitt-
ningar att bestimma vilka lakemedelsmolekyler som protei-
net kan interagera med och vad funktionen &r — ett enzym, en
receptor, ett transportprotein etc [3]. Men in silico-prediktion
av funktionen ar inte tillricklig. Darfor méste in vitro-test ut-
foras, och eftersom majoriteten protein ar integrerade med
celluldra fettmembran maste deras funktion ocksé testas i cel-
ler eller in vivo i den intakta organismen.

Identiteten hos proteinet och dess funktion kan ofta konfir-
meras i forsok, ddr genuttrycket moduleras med transfektion
eller antisensnukleotidbehandling. Man maste dock komma
ihdg att sdvil genuttrycket som funktionen hos genprodukten
kan vara olika i olika vdvnader och organ.

Reduktionistiska forskningsinsatser &r i sig inte tillrdckli-
ga for att forklara och predicera de komplexa forhallandena
som géller in vivo. Dérfor maste de kombineras med ett fysio-
logiskt forskningsperspektiv for att ge storsta nytta. For att
prova nya farmakologiska principer ar det viktigt med tvér-
disciplinirt samarbete mellan molekylér genetik och de fysio-
logiska, farmakologiska och kliniska vetenskaperna.
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Sekvensbestdmningen av det humana genomet har avslo-
jat ett stort antal variationspunkter av olika slag, bl a »single
nucleotide polymorphisms« (SNP). De utgor den vanligaste
formen for skillnader mellan individer och innebér att ensta-
ka nukleotider i DNA-sekvensen &r utbytta. Deletioner, dvs
avsaknad av en sekvens, eller insertioner (extra nukleotider)
ar mindre vanliga 4n SNP. Man riknar med att det finns ca
1,42 miljoner SNP [4], men huvuddelen har troligen ingen be-
tydelse for individens fenotyp eftersom de finns i de icke-
kodande regionerna.

Aven bland SNP i de kodande regionerna ar en stor del
utan betydelse, eftersom de inte leder till fordndringar i pro-
teinet (s k synonyma SNP). Det édr darfor sannolikt att relativt
sett f4 forandringar i genomet har funktionell betydelse i ett
biomedicinskt och kliniskt perspektiv.

Vad gor vi med all information?

Lékemedelsindustrin har redan gjort stora investeringar och
letar nu efter nya och viktiga maltavlor for lakemedelsbe-
handling, s k »drug targets«. Dessa bestar av enzym eller re-
ceptormolekyler, vars funktion kan ha ett direkt eller indirekt
samband med sjukdom eller sjukdomsbehandling. Jakten pa
kandidatlakemedel som kan paverka de sjukdomsrelaterade
genprodukterna pagér samtidigt.

Med s k »high throughput screening«-metodik (HTS) kan
man anvéinda expressionssystem, eller »bio-assays«, for att
soka efter specifika effekter in vitro. Vad sddana resultat har
for relevans i den intakta organismen dr dock svért att forut-
sdga. Det slutliga beviset, »proof of concept«, ser man inte
forrdn lakemedelssubstansen undersoks i djurforsok eller i
kliniska provningar. Forst da dr det mojligt att bedoma utsik-
terna till en viardefull farmakologisk behandling.

For nirvarande raknar man med att ca 500 proteiner ar
maltavlor for likemedelsbehandling. Det &r latt att inse att
ekonomiska och praktiska hinder gor det omojligt att studera
ett storre antal av de ca 30 000 identifierade generna med ut-
gangspunkten att soka efter maltavlor. Vagen fran att forutse
en proteinstruktur utifrain genomsekvensen (in silico) via in
vitro-studier i HTS-format, prekliniska in vivo-studier och
slutligen kliniska studier kommer att krdva massiva finansi-
ella investeringar. Det dr osannolikt att detta kommer att ge
mérkbara resultat under den niarmaste tiodrsperioden. Darfor
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maste genetikbaserade lakemedelsutvecklingsprogram byg-
ga pa vilgrundade teorier och intelligenta sokningar och stu-
dier av relevanta gener.

Fran fenotyp till genotyp

De flesta egenskaper fordelar sig i populationen enligt en nor-
malfordelningskurva. Det géller sdval fysiska som fysiologis-
ka egenskaper, inklusive metabolism. Liksom hittills kom-
mer det i fortsdttningen att vara lika viktigt att uppticka nya
gener utifran kliniska observationer av individer som faller
utanfor det normala omradet for en egenskap, exempelvis
metabolisk kapacitet, eller receptormedierat behandlings-
svar [5].

Sédana observationer har lett till manga upptickter av nya
farmakologiska behandlingsprinciper och polymorfier [6, 7].
Ibland kan dock flera malmolekyler paverka en sjukdom el-
ler ett behandlingssvar. I sddana fall dr chansen att hitta den
andra, tredje etc malmolekylen mindre.

Studier av egenskaper som styrs av en enda gen, t ex inom
omradet ldkemedelsmetabolism, har oftast utforts pa »pane-
ler« av individer med definierad fenotyp och genotyp, t ex
»snabba« eller »langsamma« metaboliserare. Om man vill
bekrifta eller utesluta att ett nytt lakemedel bryts ned via en
sadan monogen vig dr anviandningen av paneler praktisk och
informativ. Principen kan tillimpas bade in vivo [8] och in
vitro [9]. Identifiering av etniska skillnader i 1dkemedels kin-
etik har ocksa lett till upptéickter av nya allelvarianter av ge-
ner for ldkemedelsmetaboliserande enzymer [10].

For de flesta enzymer och receptorer dr dock nedarvnings-
monstret mer komplext. De flesta sjukdomar och egenskaper
modifieras av ett flertal gener sdvil som av mer eller mindre
kdnda omgivningsfaktorer. Vi vet att genetiska egenskaper
kan péverkas av omgivningsfaktorer sdsom diet, kemiska
miljofororeningar, ldkemedel, eller av konstitutionella fakto-
rer sdsom alder, graviditet etc [11]. For att identifiera det ge-
netiska bidraget till variationen i effekter av ldkemedel eller
lakemedelsmetabolism maste en annan metodik tillimpas.
Om de »normala« fenotypiska varianterna dr kdnda kan man
leta efter »avvikande« fenotyper med avseende pa t ex ldke-
medels effekter, absorption, metabolism eller utséndring. 1
framtiden blir det viktigt att soka sadana »out-liers« i stora pa-
tientkohorter och studera sambandet mellan de avvikande
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egenskaperna och forekomsten av specifika variationer i ge-
nomet, t ex SNP eller konstellationer av SNP.

Men kedjan blir aldrig starkare dn dess svagaste lank. Att
mita de kliniska variablerna ar en kritisk men begransande
faktor inom funktionell farmakogenomik. Darfor maste de
kliniska variablerna, dvs slutmitpunkterna, »end-points«,
vara mycket robusta och véldefinierade och kunna mitas med
stor tillforlitlighet och precision. Det giller oavsett om det dr
lakemedels effekter, uteblivet svar pa en ladkemedelsbehand-
ling, biverkningar eller nigon annan parameter som man stu-
derar. Ofta underskattas betydelsen av detta.

»Polygena kohort-approachen«

Sokandet efter genetiska fordndringar i flera gener hos grup-
per av individer med avvikande fenotyp, den »polygena ko-
hort-approachen«, kriver att man véljer ut relevanta avsnitt i
de intressanta generna for sina studier. Kartan 6ver SNP i det
humana genomet [4] ar till hjdlp ndr man skall leta efter va-
riationspunkter i de relevanta generna. SNP i den kodande re-
gionen som leder till fordndringar i proteinets sammansétt-
ning kommer i forsta hand att vara av intresse. Men ibland kan
dven »tysta« SNP vara intressanta [12], eller SNP i den regu-
latoriska regionen av genen [13]. Mycket talar for att den sam-
lade effekten av manga SNP eller av specifika SNP-monster
ar viktigare att jimfora mot sjukdomar eller andra egenskaper
an vad en enstaka SNP ar.

Saledes har det visats att vissa haplotyper i genen for
beta 2-adrenerga receptorn har stdrre informativt viarde &n en-
staka SNP for prediktionen av behandlingssvaret for beta 2-
adrenerga receptoragonister [14]. Om detta dr en generell san-
ning innebar det att sokandet efter genetiska skillnader mel-
lan olika fenotyper blir mer komplicerat och resultaten svar-
tolkade.

Numera finns avancerad och effektiv teknologi for att
screena ett stort antal SNP. Sadana tekniker innefattar bl a
DNA-»microarrays«, »pyrosequencing« etc. For att kunna
hantera och tolka stora dataméngder ar det nodviandigt att in-
volvera bioinformatik i arbetet.

Viktigt identifiera patienter i riskzonen for biverkningar

Funktionell farmakogenomik pa klinisk niva kommer att bli
viktig for att identifiera kdnda genetiska varianter med rele-

3503




edicinsk kommentar

vans inom likemedelsterapin. Exempelvis blir det viktigt att
identifiera patienter i riskzonen for biverkningar [15]. Saker-
het dr en av hornstenarna inom likemedelsbehandlingen, och
nya likemedel med o6nskade eller oacceptabla biverknings-
profiler accepteras séllan hur effektiva de dn adr. Mélet ar att
identifiera patienter som I6per sérskild risk for biverkningar.
Storleken av problemet med biverkningar vid ldkemedelsbe-
handling har nyligen debatterats och beskrivits [16]. I USA
utgor biverkningar den femte till sjdtte viktigaste dodsorsa-
ken, med 6ver 100 000 dodsfall 1994. Samma ar uppskatta-
des antalet patienter som laggs in pa sjukhus med allvarliga
biverkningar till 2,2 miljoner. Biverkningar drar alltsé pa sig
mycket stora kostnader.

Funktionell farmakogenomik pa den kliniska nivan blir
ocksa viktig for att identifiera genetiska varianter som svarar
bist pa lakemedelsbehandlingen, »responders«.

Andelen patienter som ger forvintat behandlingssvar dr en
viktig faktor inte bara i den kliniska ldkemedelsanvidndning-
en, utan ocksa inom likemedelsutvecklingen. Avsaknad av
effektiva behandlingsformer dr mycket kostsam. Att kunna
identifiera och utesluta »non-responders« i kliniska prov-
ningar skulle rationalisera ldkemedelsutvecklingen och gora
den billigare. Déarfor kommer genetisk karakterisering sanno-
likt att goras bade vid urvalet av studiepatienter i klinisk ldke-
medelsutveckling och i praktisk sjukvard.

Forskning som baseras pa det humana genomet kommer
att generera en massiv information om genetiska monster och
deras variationer hos ett stort antal gener i relation till sjukdo-
mar eller deras behandlingar. Detta kallas ibland for »omics-
research« [17], dvs en stor midngd data genereras utan for-
handskunskap om vilken information eller vilka korrelationer
man kommer att finna. [ viss utstrdckning ar vara projekt hy-
potesbaserade, medan andra delar baseras pa hypotesen att vi
kommer att hitta viktiga samband mellan & ena sidan sjuk-
dom, ldkemedelssvar etc, och & den andra sidan den genomis-
ka variationen. Till sist kan denna »ny-linnéanska« forsk-
ningsmetodik leda till nya idéer och hypoteser som kan utgé-
ra incitament till traditionella hypotesbaserade projekt.

Langt steg fran genomkarta till klinisk anvandning
Kartlaggningen av det humana genomet markerar borjan pa
en odndligt lang tidsperiod for funktionell genomik eller, i ett
farmakoterapeutiskt sammanhang, farmakogenomik.

For en framgangsrik forskning krivs ett antal forutsétt-
ningar. De tekniska framstegen har redan gjort det mojligt att
kartlagga genomet. Tekniken mojliggor ocksd hoghastighets-
genotypning, »high-throughput«-genotyping, och studier av
genexpressionsprofiler. Fler kraftfulla metoder och verktyg
behovs for att hantera den enorma dataméngden inom bio-
informatisk vetenskap. Och i klinisk farmakogenomik &r det
nédvindigt med ytterligare ett antal forutséttningar.

Forst och framst maste alla kliniska métvariabler, »end-
points«, vara robusta och latta att méita for att identifiera »re-
sponse«, »non-response«, biverkningar etc. Sadana data kan
sedan kopplas till nationella eller internationella morbiditets-
register och bli utomordentligt vardefulla for studier av olika
genvarianters betydelse for uppkomst av sjukdomar.

For det andra behover vi DNA och vivnadsbanker som ér
kvalitetssékrade. Leverbanken vid var avdelning &r ett exem-
pel péa en resurs som kan utnyttjas for metaboliska ldkeme-
delsstudier av olika forskargrupper. Material ur fenotyp-/ge-
notypregistret kan anvindas for studier av nya likemedels-
kandidater. Vi avser ocksa att sitta upp en farmakogenomisk
DNA-bank som skall kunna utnyttjas for klinisk validering av
nya allelvarianter eller haplotyper utifran information fran 14-
kemedelsmetabolisk fenotypning, som automatiskt genereras
i varje laboratorium for kliniska ldkemedelsanalyser. Till sist
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behdvs nitverk och samarbete foretradesvis pa IT-basis om
man skall samla stora méangder kliniska data.

Steget fran genomkartans fardigstillande till den kliniska
anvindningen av kunskaperna &r stort. For att fa ut storsta
mojliga nytta maste ett brett samarbete etableras mellan de
molekyldra och de kliniska vetenskaperna. Det reduktionis-
tiska forskningsparadigmet maste modifieras och rikta sig
mot de fysiologiska och kliniska vetenskaperna for att forkla-
ra betydelsen av den genomiska variationen bade mellan in-
divider och mellan etniska grupper.

Den farmakogenomiska eran har just borjat.
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