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Medicinsk forskning har under 1900-talet till stor del bestatt
i att bereda hypoteser om sjukdomars uppkomst vad géller
betydelsen av enskilda eller ett begrénsat antal biologiska
substanser (gener, proteiner eller metaboliter). Generellt
sett har denna s k kandidatgenansats forsett oss med den
samlade medicinska vetskapen, inklusive en rad betydelse-
fulla behandlingar. Kandidatgenansatsen har varit fram-
gangsrik framfor allt nér det gillt att utréna mekanismer for
sjukdomstillstand som uppstér pa grund av nedirvda muta-
tioner i enstaka gener (monogena sjukdomar [single gene
disorders] Figur 1 6verst).

Emellertid dr kandidatgenansatsen forknippad med ett antal
begriansningar, som gor den mindre lampad for att studera mer
komplexa problem, dir sjukdomsorsaken inte kan hénforas till
enstaka eller ett fatal gener (Figur 1 underst). For dessa »kom-
plexa sjukdomstillstand«, dit majoriteten av dagens folksjuk-
domar som hjart-kérlsjukdom, cancer och inflammatoriska
tillstdnd som neurodegenerativa sjukdomar riknas, forefaller
detistillet som om orsaken ligger i sma aktivitetsférandringar
i ett stort antal gener som induceras av genetiska varianter i
samklang med miljofaktorer (Figur 1 underst).

For att kartldgga mekanismer for komplexa sjukdomsfor-
lopp maste en mer komplett och detaljerad bild av de biologis-
kafoérlopp som orsakar dessa sjukdomar erhéllas. Detta har hit-
intills inte varit mojligt.

I och med Watsons och Cricks klassiska beskrivning av DNA-
spiralen i borjan av 1950-talet [1] och var samtida kartliggning
av den kompletta ménskliga DNA-koden (genomet) [2, 3] har
forutsattningarna emellertid foréndrats.

I kolvattnet av dessa historiska upptackter har tekniker ut-
vecklats, som gor det mgjligt att mita stora delar av genomets
aktivitet samtidigt. Den idag mest utvecklade tekniken 4r den
for att méita genomets genexpression (s k global genexpres-
sion).

Parallellt utvecklas andra tekniker som pa samma sétt gor
det mojligt att samtidigt méita koncentrationer av 10 000-tals
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En mer strikt och enligt var mening korrekt defi-
nition av systembiologi dr laran om hur biolo-
giska komponenter integrerar i natverk.

proteiner, metaboliter, fettsyror och proteinmodifieringar, t ex
fosforyleringar.

Gemensamt skapar dessa tekniker férutsittningarna for att
vi nu pa allvar ska kunna ta oss an komplexa biologiska feno-
men som de stora folksjukdomarna.

Problemet med komplexa sjukdomar dr emellertid inte 16st
enbart med mojligheten att méta en allt storre del av de biolo-
giska aktiviteter som ligger till grund f6r hur de uppstar. En av-
gorande utmaning bestar i hur de massiva dataméngder som
dessa tekniker genererar ska analyseras och tolkas. Till detta
har systembiologi visat sig kunna bidra. Vi har sedan fem é&r an-
vant en systembiologisk ansats for att studera aderférkalkning
(ateroskleros), huvudorsaken till hjirtinfarkt och stroke, som
viikorthet redogor for har.

Aderforkalkning - multifaktoriell 3lderssjukdom
Aderférkalkning 4r en multifaktoriell alderssjukdom som hos
de flesta foreligger i de stora artirerna redan i tonaren. Sjukdo-
men orsakas primért av att cirkulationens kolesterol, som hu-
vudsakligen transporterasis klow density lipoproteins(LDL)-
partiklar, fastnaridet subendoteliala rummet i karlvaggen, pri-
mart dir turbulent blodfléde foreligger, som i kdrlbifurkatio-
ner. Subendotelialt modifieras LDL-partiklarna, bl a genom
oxidering, vilket initierar en inflammatorisk reaktion [4].

En forsta visentlig del avdenna reaktion bestar i rekrytering
avmonocyter fran blodet. De modifierade LDL-partiklarna pa-
verkar nérliggande endotelceller att uttrycka receptorer som
medverkar till att monocyter forst kan fastna pa endotelet och
sedan migrera in i kirlviggen. I kirlviggen differentieras mo-
nocyterna till makrofager, som uttrycker receptorer som bin-
der till de modifierade LDL-partiklarna, varpa dessa fagocyte-
ras. I makrofagerna bryts LDL-partiklarna ner till huvudsakli-
gen kolesterolestrar, som ackumuleras och ger upphov till
skumceller, det férsta histologiska beviset for aderférkalkning.
Skumcellerna ansamlas som gula strimlor (fatty streaks) i karl-
vaggen. Dessa fordndringar i kirlviggen kan pavisas hos de
flesta av oss redan i tonaren.

Efter den initiala processen (och delvis parallellt) aktiveras
en rad inflammatoriska, immunologiska och andra biologiska
processer (Figur 2). I senare skeden av aterosklerosforloppet
sker dven fibrotisering och nekrotisering i det plack som suc-
cessivt bildas. Beroende pa vilka av dessa processer som far
overhanden bildas ett stabilt eller ett instabilt plack. Ju stabila-
re plack, desto mindre benigenhet har placket att rupturera.
Om ett plack rupturerar orsakar det en trombos som i virsta

- _______________________________________________|
ESAMMANFATTAT

Komplexiteten i hur majorite-
ten av de stora folksjukdo-
marna uppstar kraver nya an-
satservid sidan av kandidat-
genansatsen.

Den idag storsta utmaningen
for folkhalsan, hjart—karlsjuk-
dom, som uppstar till foljd av
en accelererad aderférkalk-
ningsutveckling, lampar sig val
for en systembiologisk ansats.
Tekniker utvecklade i kol-

vattnet av kartlaggningen av
det madnskliga genomet kan
tillsammans med systembio-
logi 6ka mojligheten att kart-
lagga de biologiska natverk
som ligger till grund for hur
komplexa sjukdomar uppstar.
I sin forldngning kan denna
utveckling bereda vagen for
individualiserad preventiv
hélsovard till gagn for indivi-
den och samhallet.
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M Aderforkalkning — centrala sjukdomsprocesser i kirlviggen
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Figur 2. Exempel pa biologiska processer som orsakar aderforkalk-
ning. Alla processer dr sannolikt inte kdnda, och hur olika processer
integrerar och hur den 6vergripande regleringen ser ut dr i stor ut-
strackning okant.

fall kan forhindra blodflédet i den aktuella artédren, vilket i sin
tur medfor ischemi distalt och mojligen en infarkt.

Utover de biologiska processer som sker i sjilva karlviggen
paverkas aterosklerosforloppet ocksa av en rad riskfaktorer. I
Figur 1 (undre figuren) anges nagra av de faktorer som paver-
kar aterosklerosutvecklingen. Den mest avgérande riskfaktorn
ar arftlighet for aterosklerosrelaterade sjukdomar som hjart-
infarkt och stroke. Vad den érftligheten bestéariiride flesta fall
oklart och kan omfatta en eller flera genetiska varianter med
paverkan pa en eller flera aterosklerosprocesser eller upp-
komsten av riskfaktorer for ateroskleros, t ex héga blodfetter
eller hogt blodtryck.

Heterogeniteten i aterosklerosprocessen vad giller dess

Bl Mendelska sjukdomar, monogena sjukdomar

DNA:
Exon

Intron

Sjukdom: 100 procent genetisk T ——

Exempel: Tangiersjuka

M Komplexa sjukdomar

Stort antal mutationer i ett stort antal gener,
nedarvda eller forvarvade

Sjukdom: Genetik och miljo

Exempel: hjart—karlsjukdom

Figur 1. Etiologi till mendelska sjukdomar (Gverst) och komplexa sjukdomar (underst). Den
enskildes omgivningsfaktorer avgor vilka genetiska mutationer som bidrar till utveckling av

komplexa sjukdomar.
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H Systembiologisk ansats mot komplexa sjukdomar
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Figur 3. En systembiologisk ansats mot komplexa sjukdomar (sy-
stem) bygger pa att integrera systemexperiment (manipulation),
-médtning (measurements), -analys (mining) och -simulering (model-
ing). Genom sadan integration kan en detaljerad bild av ett systems
delar och deras samspel i ett ndtverk erhallas. Aven komplexa biolo-
giska problem som aderférkalkning tros regleras i ndtverk. Natverks-
strukturen dr sannolikt sjukdomsspecifik, vilket gor att fokus pa den
faktiska sjukdomen som den uppstar hos patienter sannolikt dr vik-
tigt. Systembiologi bygger pa att mita systemets alla komponenter,
vilket -omiktekniker nu erbjuder. Etablerad kunskap integreras. Till
skillnad fran kandidatgenansatsen &r det med en systembiologisk
ansats mojligt att prioritera de i sjukdomsprocessen delaktiga sub-
stanserna utifran lamplighet som lakemedelskandidat, vilket for-
hoppningsvis leder till effektivare lakemedel med fdrre biverkningar.

multicelluldra engagemang och inblandning i ett stort antal
biologiska processer och omgivande riskfaktorer gor den spe-
cielltintressant i ett systembiologiskt perspektiv.

Systembiologi - biologiska komponenter integreras i natverk
Systembiologi 4r ingen ny foreteelse [5], utan har funnits som
begrepp sedan 1960-talet [6]. Termen systembiologi dr sedan
ettantal ar emellertid alltmer férekommande. Anledningen ar
sannolikt utvecklingen av tekniker for att méta biologisk akti-
vitet for hela biologiska system. Nér en term pa detta sitt 6kar
i popularitet finns det anledning att vara extra noggrann med
vad man avser. Systembiologi definieras ibland som ldran om
biologiska system i motsats till systemets enskilda delar. En
sadan definition ar forvisso inte felaktig men knappast till-
racklig, eftersom en sadan definition i princip omfattas av vad
visedan linge kint som fysiologi eller pato-
logi.

En mer strikt och enligt var mening kor-
rekt definition av systembiologi ar ldran
om hur biologiska komponenter integre-
ras i ndtverk. For detta dr »fyra M« (ma-
nipulation [experiment], measurement
[métning], mining [analys] och modeling
[simulering]) essentiella ingredienser (Fi-
gur 3).

omgivningsfaktorer Manipulation avser sjidlva experimentet

: g?rsetss och kan besta ikliniska eller experimentella
« Rikning studier i djurmodeller eller i cellkultur.

* Motion Mitning (measurements) skiljer sig fran
o Vikt

den traditionella forskningen genom att
man inte enbart fokuserar pa nagon del av
systemet, utan att all aktivitet i systemet
mits (eller atminstone en sa stor del som
mojligt). Parallell métning av all aktivitet i

e Andra sjukdomar
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systemet ir essentiell for att en systembiologisk ansats ska vara
framgangsrik.

Dataanalys (mining) avser anvindandet av datorstdodda al-
goritmer for natverksidentifiering (se om nétverksidentifie-
ring nedan).

Simulering ar nista steg dir de nitverk som identifierats i
analysen av mitdata anvinds for att skapa modeller in silico (i
dator) for sjukdomsforloppet. I ett néista steg testas dessa mo-
deller och sluter darmed cirkeln, eftersom testet bestar i expe-
riment for att manipulera systemet. Detta belyser betydelsen
av att iterera férloppet nir man anvénder sig av en systembio-
logisk ansats (Figur 3). En annan viktig aspekt ar integration av
olika datatyper inklusive redan etablerad kunskapiden iterati-
va processen (Figur 3).

Olika sitt att identifiera ndtverk

Ett nitverk ses i ett matematiskt perpektivsom en graf som de-
finieras avnoder (kopplingspunkter i ndtverket) som samman-
fogas av kanter (linjer mellan kopplingspunkterna) [6]. Ett
proteinnitverk ir ett exempel pa ett nitverk med kanter utan
riktning, eftersom en kant i detta fall endast anger att tva pro-
teiner binder. Ett regulatoriskt nitverk bestar emellertid av
kanter med riktning (informationen mellan tva kopplings-
punkter 6verfors i en riktning). Riktningen bestdms av en kau-
salitet eller ett sannolikhetsberoende. Som exempel kan ndm-
nas en transkriptionsfaktor som paverkar uttrycket av en viss
gen till vilken den binder. En kant i ett gennétverk som har hér-
letts fran genexpressionsdata kan alltsa representera antingen
transkriptionsfaktoraktivitet eller indirekt en protein-pro-
teininteraktion, som i sin tur paverkar transkriptionen.

De senaste fem aren har datorsimuleringar visat att det gar
att med hjialp av ordinédra differentialekvationer (s k ODE)
identifiera ett nitverk med riktade kanter fran upprepade mét-
ningar av simulerad aktivitet under olika storningsférhallan-
den. I biologiska forsok har riktade néatverk pa liknande sitt
isolerats med hjilp av storningar, sdsom knockoutexperiment
eller siRNA (silencing RNA). Gennitverk har ocksa hérletts
fran en serie av experiment 6ver tid, dir global genexpression

M Gennitsverksidentifiering pa olika nivaer

analyserats vid varje tidpunkt. Dessa natverksstudier har hu-
vudsakligen utforts i bakterier (framfo6r allt i E coli) och i jast
(S cerevisiae). Utéver ODE har dven sannolikhetsmodeller
(bayesianska) framgangsrikt anvints for att identifiera nét-
verk fran global genexpressionsdata. Den bayesianska model-
len skapar kanter genom att berdkna sannolikheter for sam-
band mellan gener.

Ett &terkommande problem for nitverksidentifiering dr an-
talet experiment i relation till antalet noder i nétverket. Det &r
inte mojligt att identifiera ett ndtverk med 1 000-tals noder
fran endast 100 experiment. Att drastiskt utoka antalet experi-
ment ir naturligtvis en teoretisk mdjlighet, men i praktiken en
alltfor kostsam sadan for de flesta laboratorier. I stéllet kan
dettaproblem delvis 16sas genom att komplexiteten i natverket
reduceras. Detta kan dstadkommas genom att inkorporera be-
fintlig kunskap. Till exempel kan kinda transkriptionsfaktor-
gen- och proteininteraktioner anvindas. Algoritmer for text-
analyser som automatiskt identifierar mojliga gen-geninter-
aktioner fran artiklar pa Internet &r ett annat alternativ.

En systembiologisk ansats mot aderforkalkning

En viktig lardom fran nétverksidentifiering i jast och bakterier
ar att natverkskanter forefaller att inte vara permanenta utan
skiftar beroende pa omgivningsfaktorer [7]. Det férefaller som
om en och samma transkriptionsfaktor aktiverar olika gener,
beroende pa celltyp, vivnadstyp eller omgivningsfaktorer.

Detta ar ett potentiellt stort problem, eftersom vi idag i stor
utstrackning lever med forestéllningen att regleringen av ex-
empelvis inflammation sker pa liknande sétt oavsett var in-
flammationen sker eller vilken sjukdom det géller. S behéver
alltsa inte vara fallet. Det utesluter inte att delar av exempelvis
en inflammatorisk reaktion sker pa liknande sétt oavsett be-
tingelser, men den genetiska regleringen av densamma kan
alltsa variera fran sjukdom till sjukdom.

Viavnadsspecifik reglering och dynamisk reglering som beror
pd omgivningsfaktorer skapar fragetecken kring virdet av
forskning som baseras enbart pa modellsystem for att pavisa
sjukdomsmekanismer (framfor allt anvindandet av cellkultur-

system, men i viss utstrackning dven djur-
modeller dir omgivningsfaktorerna ar aty-
piska for den humana situationen). For att

Organniva:
kliniska studier

Overgripande gennétverk
—® e Ldg upplosning
¢ Hog sjukdomsrelevans

’ -
'Lever / Skelettmuskel
“ic{\-.f_-; ‘ ‘ I -‘
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Hjarna 1 Artdrer och blod subkutant fett

M Gennatverk pa intermedidr niva
@ —» ¢ Okad uppldsning
@ @ e Ldgre sjukdomsrelevans

Intracellular niva: Kolesterolinlagring
cellkultur (exempel: skumceller) \% @

Intercelluldr niva:
djurmodeller

Biologiska (kompletta gennétverk)
o Full uppldsning
o Lagst sjukdomsrelevans

Figur 4. Overgripande gennitverk kan identifieras i den sjukdomsdrabbade vivnaden (den
aderforkalkade karlvaggen). For att studera omgivningsfaktorer kan andra organ med indi-
rekt paverkan pa sjukdomsforloppet studeras (i fallet aderforkalkning t ex lever, skelett-

muskel och fett). Det vergripande natverket kan studeras mer i detalj ver tid pa intercellu-

lar niva i djurmodeller. Det kompletta intracelluldra natverket i full upplsning kan slutligen
identifieras i modellsystem i cellkultur (t ex skumcellsmodell). (EC = endotellceller,
FC = skumceller, SMC = glattmuskelceller.)
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undvika studier av biologiska processer i
sjukdomsmodeller som har liten eller ingen
relevans for hur en sjukdom faktiskt upp-
star, ar det sannolikt centralt att en system-
biologisk ansats mot komplexa sjukdomar,
som &aderforkalkning, utgar fran humana
studier.

Vi har sedan fem ar anvint en systembio-
logisk ansats (Figur 3) for att identifiera
gennitverk som ligger till grund for ader-
forkalkning. En viktig princip i vart arbete
har varit att forst identifiera 6vergripande
gennitverk utgdende fran globala genex-
pressionsprofiler avplack isolerade fran pa-
tienter. I ett 6vergripande nitverk repre-
senterar kanter ett samband mellan tva no-
der (gener), men det kan finnas en eller fle-
ra intermediira noder som inte identifie-
rats. Dessa nitverk har hog sjukdomsrele-
vans men lag resolution (Figur 4). Med hjilp
av Overgripande nitverk kan centrala meka-
nismer fér uppkomst av aderforkalkning
forstidentifieras hos patienter, for att sedan
valideras och utvidgas i djur- och cellmodel-

LAKARTIDNINGEN NR 42 2007 VOLYM 104



KLINIK OCH VETENSKAP

M Individualiserad vard: framtidens hilsosjukvard

Genetisk screening

|
0 t f f f f f f f'f 100 levnadsar

Hélsokontroller inklusive kartlaggning av genomets funktion

Figur 5. Med okad forstaelse kommer ett allt stérre antal genetiska
varianter (mutationer) att kopplas till individuell risk for att utveckla
komplexa sjukdomar. Med en sakrare berdkning av den individuella
risken kommer ett tydligare hdlsofokus. Regelbundna halsokontroller
som omfattar screening av ett stort antal sjukdomsmarkérer, sanno-
likt i blod, kommer att 6ka chanserna till tidig sjukdomsupptédckt och
preventiv behandling.

ler. T cellmodellerna kan nitverk identifieras till fullo med
hjélp av stérningar kopplat till globala genexpressionsmét-
ningar [6], pd samma sétt som tidigare beskrivits for studier in
silico och av biologiska nitverk i jast och bakterier.

Utmaningar vid natverksidentifering

Nétverksidentifiering i vivnader som drabbats av komplexa
sjukdomar ar inte uppenbar. Det finns flera utmaningar. For
aderforkalkning dr plackets komposition med manga olika
celltyper en avgérande utmaning. Genexpressionsférandring-
ar som hirleds fran ett plack kan inte sékert tolkas som faktis-
ka forandringar i genaktivitet, utan de kan lika vil avspegla f6r-
andringar i plackets cellulira komposition. Parallella genex-
pressionsmétningar ocksa fran enskilda celler isolerade fran
placket kan till en del 16sa detta problem.

Ett annat problem &r hur man skapar stérningar for nit-
verksidentifiering i humana vivnader. I cellinjer och i viss ut-
striackning i modelldjur kan systemmanipulering ske pa basis
av genmanipulering. Det later sig inte géras i human vévnad. Vi
utvecklar for ndrvarande en idé om att anvénda de kliniska fe-
notyperna relaterade till aderférkalkning (diabetes och hyper-
lipidemi med flera) som mdjliga stérningar av aderforkalk-
ningsférloppet [7]. Det aterstar att se om dessa stérningar r
specifika nog for att vara behjilpliga vid nitverksidentifiering.

Méjliga konsekvenser for framtidens hélso- och sjukvard
Enligt var mening rader det inget tvivel om att den systembio-
logiska ansatsen kommer att medféra stora forandringar for
den medicinska forskningen, i kombination med nya tekniker
for parallella och heltickande métningar av den biologiska ak-
tivitet som ligger till grund f6ér framfor allt de komplexa sjuk-
domarnas uppkomst.

Det dr uppenbart att alla de patologiska processer som redan
har identifierats vid &derforkalkning (Figur 2) maste sittasin i
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en gemensam regulatorisk kontext for att en komplett bild av
sjukdomsforloppet ska erhallas. Forst néir vi har detta klart for
oss kan vi identifiera vilka ndtverkskomponenter som bast
ldmpar sig som behandlingsmal. Men valet av behandlingsmal
kommer inte att vara trivialt eller generellt. Det &r mycket mgj-
ligt att den individuella genetiska sammanséttningen och hur
den utsitts for omgivningsfaktorer kommer att leda till olika
behandlingar for olika individer mot vad som utat sett forefal-
ler vara en och samma sjukdom, t ex &derférkalkning.

Systembiologi i egenskap av algoritmer f6r hantering av sto-
ra dataméngder kan, tillsammans med den utveckling vi redan
bevittnat vad géller informationshantering, i lingden paverka
hur sjukvard bedrivs. Ett framtida scenario kan mycket vél vara
attvarje individ i ett tidigt skede i livet kartlidgger sin genetiska
sammansattning (redan idag finns tekniker fér samtidig kart-
laggning av miljontals singelnukleotidpolymorfismer [SNP]
som avspeglar den totala variationen i arvsmassan); denna
kommer successivt (parallellt med att ny kunskap om olika ge-
netiska varianter 6kar) att anvindas for att berdkna den indivi-
duella risken att drabbas av sjukdom (Figur 5).

Nir berdkningar av risken att drabbas av sjukdom gar fran
statistiska sannolikheter for populationer (som idag) till att bli
individuella lar intresset for att forebygga sjukdom 6ka, och
diarmed skarps individens hilsofokus. Enklare hélsostatus
(vikt, puls och blodtryck) kommer att kunna métas i hemmet
med apparatur, som kopplas direkt till datorn dir ny informa-
tion kontinuerligt lagras pa en personlig hidlsowebbplats. Ut-
vecklingen av biomarkorer, i forsta hand sannolikt protein-
markorer i blod, kommer att 6ka antalet parametrar for att ti-
digt férutsiga sjukdom (Figur 5). Idag kartlaggs 10-tals marko-
rer i blod for att forutsiga hilsostatus. Utveckling av kénsliga
métmetoder kommer antagligen att medféra att denna siffra
markant okar till 100-tals, som i kombination med individens
genetiska profil ger forutsittningar for att generera ett mer
komplett hilsostatus med individuell risk att utveckla sjuk-
dom och eventuella tecken pa att sjukdom redan féreligger.

Djupare insikter om genomets funktion i hilsa savil som i
sjukdom parallellt med 6kad mojlighet att kartldgga enskilda
individers arvsmassa (Figur 5) kommer ocksa att medféra ut-
manande etiska fragestéllningar. Svaret pa dessa utmaningar
maste redan nu férberedas sa att vinsterna av tidig upptéckt
och mdjligheten att férebygga sjukdom kan realiseras - for
samhillet och for den enskilde individen.

B Potentiella bindningar eller jdvsforhdllanden: Inga uppgivna.
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