-

brought to you by .. CORE

View metadata, citation and similar papers at core.ac.uk

provided by Helsingin yliopiston digitaalinen arkisto

MODERN FORSKNING AR 2016

Fran genomikrevolutionens
artionden till enstaka cellers
funktioner

Juna KERE

De tre senaste artiondena har ofta ansetts vara genomikrevolutionens era. Den kunskap
och de tekniker som utvecklades nar det manskliga genomets DNA sekvenserades for forsta
gangen har fatt spridning 6verallt i medicinsk forskning. Genomtackande associations-
analyser (GWAS) har identifierat hundratals gener som paverkar sjukdomsrisker. Individuell
DNA-sekvensering har kunnat identifiera sjukdomsgener ocksa hos enstaka patienter.
Aven om utvecklingen har varit oférutsett snabb, fortsatter den i accelererande takt.

De nya metoderna kan 6ppna helt nya fragestallningar, som alldeles nyligen var omajliga att
besvara. De allra senaste aren har man uppnatt den kdnslighet i sekvenseringsmetoderna som
gor det mojligt att sekvensera mRNA-innehallet i enstaka celler och mata genuttryck oerhort
exakt. Vi har tillampat RNA-sekvenseringsmetoder for att forstd de forsta stegen i manniskans
utveckling: hur fostrets genom aktiveras 2-3 dygn efter befruktningen. Resultaten tyder pa att
aktiveringen avgenomet borjar med 32 gener som uttrycks vid 4-cellsstadiet och fortsatter med
ytterligare 129 gener vid 8-cellsstadiet. Bland dessa gener finns flera sddana som forskarna
aldrig tidigare har hittat i vavnader, dvs. gener som uttrycks unikt i det tidiga fostret for att
starta genomet. Resultaten tyder ocksa pa att den tidiga utvecklingen skiljer sig avsevart
mellan olika arter: motsvarigheter for flera av dessa tidiga gener finns till exempel inte i
musgenomet. Viktiga problem och obesvarade fradgor aterstar alltsa dven langt efter att man-
niskans genom sekvenserades.

fordndringen borjade synas forst nir revolu-
SKRIBENTEN tionen fick fotfdaste inom manga olika falt, i

Juha Kere dr professor i molekylar genetik vid
Karolinska Institutet, Stockholm, sedan 2001,

och professor i genetik och molekyldr medicin vid
King’s College, London, sedan 2016. Hans forskning
tacker omraden frén positionell kloning av mén-
niskans sjukdomsgener och riskgener for komplexa
sjukdomar till studier av mekanismer for dessa
geneffekter. Pa senare tid har han fokuserat pa att
forstd hur de forsta stegen av livet reglerar dagarna
efter befruktningen.

Genomikrevolutionen

Det &r inte létt att ldgga fast en tydlig start-
punkt for genomikrevolutionen. Precis som
vid andra revolutioner mognade de revolutio-
nerande idéerna sa smaningom och den stora

detta fall inom medicinsk forskning (Tabell I).
Det gar att rakna upp ett antal kritiska uppfin-
ningar som var nddvéandiga for att mojliggora
den senare utvecklingen. Naturligtvis var det
viktigt att forsta arftlighetens molekyldra bak-
grund och DNA-dubbelspiralens struktur (1).
Men lika viktigt var det att rengbra enzymer
frdn mikrober som kunde klyva, klistra och
kopiera DNA-molekyler pa ett noga definie-
rat sdtt - ddrmed fick vi sddana verktyg som
restriktionsenzymer, ligaser, polymeraser
m.fl. (2). Vidare lirde man sig isolera och
kopiera delar av stora genom, och senare
multiplicera definierade DNA-molekyler helt
enzymatiskt med polymeraskedjereaktion
(PCR) (3). Det behovdes dessutom metoder
for att sekvensbestimma DINA-molekylernas
struktur (4), och allt var klart for den datida
megalomaniska tanken att definiera innehal-
let i manniskans hela arvsmassa. Efter ett
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antal moten och kritiska varderingar tog man
i USA beslutet att satsa pa ett femtonarigt
projekt, The Human Genome Project, ofta
dven kallat HUGO-projektet enligt Human
Genome Organisation, som &r en internatio-
nell akademi (5).

Projektet startade officiellt 1990 — samma
ar som forfattaren till denna artikel akte till
Washington-universitetet i St. Louis, Mis-
souri, som postdoktoral forskare och inledde
sitt arbete inom projektet med malet att
kartlagga méanniskans X-kromosom som
det forberedande steget till de senare DNA-
sekvenseringsprojekten.

Lat oss dock hoppa over ett artionde av
kompetitivt och hogst intressant arbete for
att fa ihop de olika delarna av projektet — en
genetisk karta 6ver genomet, en fysikaliskt
klonad DNA-karta over genomet, motsva-
rande kartor for andra genom sdsom mus
och masken Caenorrhabditis elegans, och
slutligen en ordnad DNA-sekvens dver alla
kromosomer. Lat oss i stillet ga direkt till de
breda tillampningar och konsekvenser for
medicinsk forskning som projektet har ge-
nererat. Manniskans genom forklarades vara
sekvenserat forsta gangen 2001 med en forsta
systematisk inblick i genomets struktur (6, 7)
och mer fardigt sekvenserat 2003, d4ven om
stora luckor fanns kvar. Ocksé idag uppdate-
ras fortfarande nya kontinuerligt forbattrade
genomsekvensversioner.

Fran genetisk koppling
till genomets blockstruktur

Redan de tidigaste genetiska kopplingskar-
torna gjorde det mojligt att kartldgga eller
placera sjukdomsgener i olika kromosomer i
genomet (8). I borjan kunde denna metodik
tillaimpas enbart pa gener med tydliga nedérv-
ningsmonster, alltsd sddana sjukdomsgener
som kunde klassifieras som dominanta, re-
cessiva eller X-kromosomala enligt Mendels
lagar. Metoderna ledde till kartlaggningen och
senare till identifieringen av gener for alla de
séllsynta drftliga sjukdomar som hor till det s&
kallade finska sjukdomsarvet (9, 10).

Men aptiten pa nya ron okade. S& sméa-
ningom ville man &dven l6sa gétor bakom de
sa kallade multifaktoriella, eller komplexa,
sjukdomar som inkluderar manga av de kli-
niskt viktigaste och vanligaste sjukdomarna:
astma, diabetes, kardiovaskuldra sjukdomar,
schitsofreni, reumatiska sjukdomar m.fl. Efter
de forsta kartlaggningsforsoken med samma
metoder som anvindes for klart arftliga

mendelistiska sjukdomar blev besvikelsen
stor. Med kopplingsanalyser fick man resul-
tat som oftast inte gick att replikera i fort-
satta studier. Orsaken var sannolikt att gen-
effekterna &r sa svaga att det skulle behovas
mycket storre forskningsmaterial, men det
var inte praktiskt mojligt eftersom genetiska
kopplingsstudier férutsédtter familjer i stéllet
for enstaka patienter och kontroller. Battre
metodik skulle behovas ndr enstaka gen-
effekter &r svagare.

Ytterligare tva saker behdvdes innan man
kunde gé vidare, ndmligen forstaelse for hur
det ménskliga genomet hade formats 6ver ar-
tusenden och en viss teknisk utveckling. Man
borjade storskaligt lista punkter pa olika kro-
mosomer, dar DNA-baspar varierade mellan
individer, s& kallade SNP:er (Single Nucleo-
tide Polymorphisms). I takt med detta arbete
paborjades ett nytt internationellt projekt,
HapMap-projektet, som hade sitt ursprung i
identifieringen av sa kallade blockstruktur i
det humana genomet (11, 12).

Genomets blockstruktur var ett viktigt fynd
med stora konsekvenser for medicinsk forsk-
ning. Med blockstruktur avses att genomet
ar organiserat i DNA-segment bestdende av
i medeltal nagra tusen baspar, dar det aldrig
har funnits rekombinationer i hela mansk-
lighetens historia (11, 13). Resultaten ledde
till en viktig slutsats, ndmligen att man inte
behover analysera alla varierande (poly-
mortfiska) punkter i genomet, utan man kan
vélja ett mycket mindre urval av SNP:er som
representerar hela den vanliga variationen
i s& gott som alla ménniskor. Upptédckten
av genomets blockstruktur var dvertygande
dven pa ett annat sdt. Det kunde ndmligen
konstateras att den genetiska variationen var
organiserad pa ett satt som tydligt bekraftade
att alla médnniskor har samma ursprung i
Afrika (13). Malet med HapMap-projektet
blev senare att sytematiskt identifiera all
vanlig genetisk variation hos ménniskor fran
de tre stora kontinenterna, Afrika, Asien och
Europa. Man forstod att det var viktigt for att
kunna tillimpa kunskapen pé forskning kring
sjukdomsgener.

Genomtackande
associationsanalyser, GWAS

For att kunna analysera tillrdckligt manga
SNP-varianter pa en gang maste tekniken
utvecklas. Den viktiga tekniska 16sningen
var mikrochipmetoden baserad pa DNA-
hybridisering. Med mikrochip kunde man
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Tabell I. Genomikrevolutionens artionden och medicinska tillampningar.

Projekt pa 1990-talet

Forskningsmal

Viktiga nya metoder och
resurser

Start for genomprojektet

Sekvensera manniskans hela
arvsmassa

Automatiserad Sanger-
sekvensering

Kartlaggning av sjukdomsgener

Kartldgga monogena sjukdomsge-
ner i genomet

Genetisk kopplingsanalys med
mikrosatellit-PCR

Identifiering av sjukdomsgener

Positionell kloning

Kloning av stora DNA-segment,
t.ex. konstgjorda jastkromosomer

Projekt pa 2000-talet

Genomprojektet fardigt

Ménniskans genomsekvens

Genomsekvens tillganglig
i databaser

HapMap-projektet

Kartldgga variationen i det
maéanskliga genomet

Grundinformationen
for SNP-matrisdesign

Genomtackande associations-
analyser i komplexa sjukdomar

Identifiera gener som paverkar
risken for vanliga folksjukdomar

SNP-matriser for genomtackande
associationsanalyser

Projekt pa 2010-talet

Individuell DNA-sekvensering

Identifiera sjukdomsgener, ta fram
en helhetsbild av mdnniskans
genetiska variation

Den nya generationens
DNA-sekvenseringsmetoder,
bioinformatik och databaser

Epigenetik

Forsta paverkan mellan miljo och
genetik

Mikromatrismetoder for
DNA-metyleringsstudier

RNA-sekvensering

Forsta genuttryck aven pa
en resolution av enstaka celler

RNA-sekvenseringsmetoder
baserade pa ny DNA-sekvensering-

smetodik

samtidigt analysera forst ett tiotusental,
senare hundratusentals och nu ett miljontal
definierade punkter i genomet. Mikrochip
designade enligt resultaten fran HapMap-
projektet kom att bli viktiga verktyg i mer &n
ett decennium av genetisk forskning. Nyligen
har man tagit fram mikrochip som fokuserar
exempelvis pa variationen i gener relaterade
till immunsystemet. Det finns dock en hel del
mer sdllsynta varianter som inte kan tdckas
in med dessa verktyg.

Med hjélp av mikrochipmetodiken kunde
tusentals individer snabbt och relativt billigt
analyseras for hundratusentals i populationer
varierande punkter. Dessa studier kallas nu-
mera GWAS efter engelskans Genome-Wide
Association Study. En av de forsta stora stu-
dierna, som anvédnde strategin organisera-
des som ett konsortium med stod fran The
Wellcome Trust, och den kallas Wellcome
Trust Case Control Consortium (WTCCC)
(14). Studien publicerades sommaren 2007
och inkluderade sju sjukdomar med 2 000
patienter var och 3 000 kontroller. Efter
studien har ett par tusen liknande arbeten
publicerats och de har identifierat hundratals
genomvarianter, som associeras med ett antal

vanliga komplexa sjukdomar och fenotyper.
Antalet studier 6kade snabbt, och mot slutet
av 2008 fanns det i litteraturen cirka 250
GWAS-studier, i slutet av 2010 ndrmare 800
och i slutet av 2012 langt 6ver 1 500 studier
(15). Listan fortsitter att vixa snabbt.

Genreglering paverkar
sjukdomsrisker

Resultaten av GWAS bjod pa ett par 6verrask-
ningar. Den forsta 6verraskningen var att de
flesta sjukdomsassocierande SNP-varianter
lokaliserades utanfér gener i funktionellt
okdnd mark. Forst nyligen har forskarna
borjat fa ihop bevis for att manga av dem
paverkar regulatoriska genomelement, som
ofta kan Oka genexpression (“enhancer” pa
engelska). Sddana regulatoriska element kun-
de kartldggas systematiskt forst nar data for
genexpressionen insamlades fran hundratals
vavnads- och cellprover i stora internationella
samarbetsprojekt (16). Néar genexpressionen
analyserades for att identifiera alla startpunk-
ter for gener (promotorer), sags dven laga
nivéer av transkription utanfér gener, som
kunde kopplas ihop med genreglering. Senare
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Figur 1. Manniskans embryo vid 8-cellsstadiet, som visar proteinuttrycket av den viktiga startnyckelgenen
LEUTX i cellkdrnor (lila farg, 6verlappande rott for LEUTX och blatt for cellkarnor).

har det visat sig att sjukdomsassocierade
SNP:er ofta befinner sig i dessa omraden av
genomet.

Den forsvunna nedarvningen

Den andra stora 6verraskningen frain GWAS-
studierna var att en del av den forviantade
genetiska effekten inte kunde kartldggas, ett
fenomen som man boérjade kalla for “forsvun-
nen neddrvning” (eng. missing inheritance)
(17). Ett exempel ar gener for tillvaxt. Det ar
vilkant att mdnniskans langd till storsta delen,
over 80 procent, dr under genetisk kontroll.
Ett barns vuxenldngd kan uppskattas ganska

exakt pa grund av fordldrarnas langd. Men
nér de tjugo forsta generna for tillvixt hade
identifierats, kunde de forklara bara 3 procent
av variationen i langd mellan individer (18).
Senare har ytterligare hundratals gener med
valdigt sma effekter kartlagts och tillsammans
forklarar de nu langt 6ver hélften av langdva-
riationen, men inte pa langt nér allt.

Ett antal mdjliga mekanismer bakom denna
observation har forslagits. Det kan delvis bero
pa att gener kan paverka varandra, alltsa ha
sa kallade epistatiska effekter. Det ar dock
svart att mata effekterna och for det kravs
vildigt ménga deltagare i studier, i storleks-
ordningen en halv miljon. Det har papekats
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att de statistiska modeller som nu anvands
for att berdkna genetiska risker inte alls kan
beakta epistatiska effekter. En annan magjlig-
het &r interaktioner mellan miljé och gener.
Individer med vissa genvarianter kan reagera
pa olika sitt pa olika miljofaktorer. Ockséa
sddana studier &dr svara att utfora pa grund
av svarigheter att definiera miljofaktorer
pa samma sétt i olika stora kohorter i olika
lander. En tredje mdojlighet dr epigenetisk
reglering, alltsé fordandringar i genregleringen
som beror pa langvarig miljopaverkan, till
exempel barndomseffekter senare i livet. Det
har ocksé framforts misstankar om att epi-
genetiska mekanismer kan ha effekter Gver
flera generationer, vilket dr ett koncept som
inte stammer sarskilt vil 6verens med vara
genetiska modeller om nedérvning.

Individuell DNA-sekvensering

Nér ménniskans genom hade blivit sekven-
serat och genomprojektet hade forklarats
slutfért, undrade manga vad man skulle gora
med den stora DNA-sekvenseringskapacitet
som hade byggts for projektet. Andra i sin
tur undrade hur man kunde 6ka sekvense-
ringskapaciteten och gora sekvenseringen
dnnu mycket billigare. Det gick inte manga ar
innan en helt ny teknik utvecklades. Den var
baserad pa upprepade DNA-syntessteg pa mi-
koskopiska molekylkluster pa en glasyta och
fotografering av ytan med miljontals sddana
molekylkluster for att méta deras fluorescens.
Fargforandringar over upprepade syntesom-
gangar signalerar ordningsfoljden i baserna i
DNA-sekvensen.

Metoden revolutionerade DNA-sekvense-
ringen. Idag kostar det billigaste alternativet
for att sekvensera hela ménniskans genom
hogkvalitativt mindre d&n 1 000 euro. Jamfort
med kostnaden for den tidigare tekniken har
den nya tekniken minskat priset pa det indi-
viduella genomet med en faktor pa 10 000
till 100 000. Den nya tekniken resulterade i
att kostnaden for att sekvensera en individs
genom hade sjunkit till 10 000 amerikanska
dollar 2011, och bara fyra ar senare var
kostnaden nere i 1 000 amerikanska dollar.
Denna utveckling har varit mycket snabbare
dn den berémda Moores lag for datorer och
datorminnen.

Moijligheten att sekvensera patienternas
individuella genom har lett till en rendssans
av forskningen kring sillsynta sjukdomar
med misstdankt mendelistisk nedérvning.
Individuell DNA-sekvensering ocksa av

enstaka patienter kan identifiera mutationer
som aldrig tidigare har listats bland tusentals
sekvenserade genom. Mutationernas effekter
kan sedan testas och definieras pa cellmodel-
ler, som kan vara till hjédlp for att formulera
Okad mekanistisk forstaelse. Manga exempel
av detta slag finns redan publicerade. Indi-
viduell DNA-sekvensering anvidnds nu ofta
som forsta laboratorietest fér nyfédda barn
med misstdnkt nedédrvd sjukdom eller okéant
syndrom. Genomikmetodiken har vunnit
insteg inom det vardagliga kliniska arbetet.

Stora projekt har startat for att ta fram
genomsekvenser av tusentals, rentav hundra-
tusentals individer. Ett av de nyaste initiativen
inleddes i England i slutet av 2012 med maélet
att mot slutet av 2017 ha sekvenserat 100 000
DNA-prov fran patienter med séllsynta sjuk-
domar for att identifiera nya sjukdomsgener.
Patienter ska viljas ut for genomsekvense-
ringen pa grund av en okénd diagnos som
rimligen kan ténkas vara av genetisk ursprung,
alltsa orsakad av ett séllsynt syndrom alterna-
tivt sdllsynt cancer (19). I projektet ingar en
bioinformatikdel som syftar till att utveckla
tolkningen av de identifierade sekvensforéand-
ringarna. De individuella genomsekvenserna
ska forvaras i ett nytt datacenter, som aven
tar hand om analysprogram sa att inga indi-
viduella sekvenser sldpps ut. Konfidentialite-
ten maste vara pa hogsta niva nér det géller
individuella genomsekvenser.

Genuttrycksanalys av enstaka celler

Utvecklingen av den nya sekvenseringstekni-
ken har inte bara gynnat DNA-sekvensering
och mutationsanalyser fran hela genomet.
Samma teknik kan nu dven tillimpas pé funk-
tionell analys av gener med hjédlp av cDNA-
sekvensering. Man kan konvertera cellulart
mRNA, alltsa de uttryckta kopiorna av gener,
till cDNA som sedan kan sekvenseras med
hjédlp av de nya metoderna for massiv paral-
lell sekvensering. Den kénslighet har nétts
som tillater analyser av mRNA-innehallet i
enstaka celler (20). For det férsta har denna
kanslighet gjort det mojligt att forska pa den
tidigaste fasen av livet, allts& de forsta dagarna
efter befruktningen nér fostret genomgér de
forsta cellfordelningarna och fostrets gener
aktiveras sd sméningom for senare differentie-
ringsprocesser. Man kan &ven borja dissekera
och identifiera de olika celltyperna i komplexa
vidvnader som exempelvis hjirnan, man kan
analysera samtalet mellan celler i vivnader
som bestar av olika celltyper och man kan
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béttre forstd komplexiteten i cancervavnader,
som oftast bestar av heterogena tumorceller
efter upprepade omgangar av nya mutationer.
Detta bara for att ndimna néagra exempel.

Hur borjar livet?
Genuttrycket i det tidiga fostret

Genregleringen de forsta dagarna har varit
otillgénglig for analys eftersom méngden
molekyldrt material &r sa litet i enstaka celler
i det tidiga fostret. Efter befruktningen i dgg-
ledarna borjar fostrets celldelningar i en takt
av ungefir en celldelning per dygn, alltsé till
tva celler efter forsta dygnet, till fyra efter tva
dygn, till atta efter tre, dnda upp till ungefar
hundra celler vid implantationen som sker
ungefir en vecka efter befruktningen. Under
hela preimplantationsperioden ska celler
syntetisera hundra ganger méngden DNA i
den befruktade dggcellen nér celler samtidigt
blir mindre och mindre - fostrets diameter
fordndras inte innan kldckningen av fostret ur
dess zona pellucida-skal och implantationen
i livmoderns slemhinna.

Den kinslighet i metodiken som de nya
DNA-sekvenseringsmetoderna har tillatit har
nyligen gjort det majligt att plocka fram en-
staka celler fran tidiga embryon och analysera
genuttrycket i dem (21). I var studie samlade
vi 6ver 300 dggceller, befruktade dgg samt
enstaka celler frdn 4- och 8-cellsfoster och
sekvenserade deras mRNA-innehall efter kon-
version till cDNA. Véra resultat bekréftade en
stark mRNA-degradation vid 4-cellsstadiet,
nér en stor del av dggcellens mRNA-innehall
bryts ned. Samtidigt kunde vi uppméta en sig-
nifikant 6kning av bara 32 nyuttryckta gener
ndr vi jamforde 4-cellstadiet med dggceller.
Bland dessa fanns sju nya gener som dnnu
inte var kdnda i de tusentals vdvnadsprov
som nyligen hade analyserats med de kénsli-
gaste metoderna (16) eller annars i databaser.
Dessa gener tillhorde genfamiljen homeobox,
sarskilt de sa kallade paired-liknande (eng.
PRD-like) homeoboxgenerna. Vid analysen av
genaktivering ett dygn senare, alltsa jaimforel-
sen mellan 4- och 8-cellsstadierna, kunde vi
identifiera ytterligare 129 nyaktiverade gener,
nastan alla redan tidigare kidnda.

I senare studier har vi kunnat bekrifta
att alla sju nya homeoboxgenerna kodar for
transkriptionsfaktorer, alltsd proteiner som
reglerar de andra genernas uttryck. Bland ge-
nerna finns en, LEUTX, som okar genuttryck-
et for tusentals andra gener i cellmodeller, och
andra, som DPRX, som kraftigt kan bromsa

genuttrycket (22). Bada genprodukterna kan
binda sig till en 35-36 baspar lang sekvens,
som dr hogt signifikant 6verrepresenterad i de
regulatoriska omrédena av de tidigt aktiverade
generna. Dessa regulatoriska genprodukter
fungerar unikt som startnyckel i bérjan av det
nya fostrets liv och aktiveras aldrig pa nytt i
de differentierade vdvnaderna. Figur 1 visar
proteinuttrycket av LEUTX i ett embryo vid
8-cellsstadiet.

Mot nya landskap

For mer dn 25 ar sedan, 1990, borjade projek-
tet beskriva manniskans genomsekvens i de-
talj. Aven om DNA-sekvenseringsteknikerna
inte alls var tillrdcklig utvecklade pa den tiden
och arbetet inleddes med kartldggning, tog det
mindre d&n femton ar att fa fram sekvensen
pé allmin niva. Den forsta sekvensen var en
kombination av manga individers sekvenser
och kallades for referenssekvens. De senaste
tio aren har man tack vare utvecklingen i
DNA-sekvenseringsteknikerna kunnat fo-
kusera pa individuella genomsekvenser och
deras tolkning for klinisk nytta.

Utvecklingen har varit ovéntat snabb. Ge-
nomforskningen har emellertid d&ven andra
intresseomraden dn bara genomets allmédnna
och individuella struktur och dess variation
mellan individer. Nu anvdnds DNA-sek-
vensering bland annat for att karaktérisera
den mikrobflora som finns pa huden eller
i tarmen. En annan viktig dimension &r att
kartldgga vilka gener uttrycks var och nér
och hur genuttrycket ar reglerat. De forsta
stegen i denna riktning har tagits i form av
stora internationella projekt som ENCODE
och FANTOMS5 (16).

Trots alla avancerade framsteg har pro-
jekten sina begrédnsingar. Genuttryck har
traditionellt analyserats p& vdvnadsprovsniva.
RNA har isolerats fran biopsier av vdvnader,
men egentligen bestar vdvnader av enstaka
celler, som kan vara vildigt olika till sina
funktioner och fysiologiska roller. Exemplevis
hjdarnan bestar inte bara av neuroner (och
dessutom av manga olika typer av neuroner),
utan ocksé av gliaceller och blodkérl. Huden
innehaller keratinocyter, fibroblaster, melano-
cyter, langerhanska cellerna, lymfocyter och
mycket mer. De nyaste metoderna for att méta
genuttryck ar tillrdckligt kdnsliga for att genut-
trycksprofiler for enstaka celler ska kunna tas
fram. Denna utveckling gjorde det magjligt for
oss att karaktérisera den tidigaste fasen av
utvecklingen, det vill sdga hur det ménskliga

Argéng 176 Nr 2, 2016

23



genomet aktiveras vid 4- och 8-cellsstadierna
i foster (21, 22).

Den nya tekniken och de okade kunska-
perna kommer ha stor betydelse dven for
cancerforskningen. Cancer borjar som en
klonal expansion av en malign cell, men storre
tumorer dr komplexa redan i det stadiet och
bestar av olika celllinjer, som i de flesta fall
ocksa har olika antal kromosomer som ett
tecken pa sin genetiska instabilitet. Om man
sekvenserar genomet eller transkriptomet av
cancerbiopsier, far man fram ett genomsnitt
av miljontals olika genom- och transkrip-
tionsprofiler av heterogena cancerceller, men
ddrutover dven blodkarl och bindvavsceller
som inte dr maligna.

For att forstd den klonala evolutionen av
cancertumorer, deras bendgenhet for metas-
tasering och deras potential for resistens mot
cancerbehandlingar maste man profilera ett
storre antal enstaka cancerceller med olika
biologiska egenskaper. En framtidsvision
som tycks sjédlvklar redan nu &r att nésta steg
i cancerforskningen kommer att anvédnda och
behova metoder for profilering av enstaka
cancerceller isolerade direkt frdn tumdorer.
Odlade celler duger inte, eftersom deras
egenskaper fordandras snabbt i cellodling och
analysresultaten inte ldngre &r representativa
for den ursprungliga tumérens egenskaper.
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From the decades of genetic revolution to single-cell functions

The past three decades are those of genetic revolution. Knowledge and technologies that were developed
to study and sequence the human genome have spread to all areas of medical research. Most recently,
genome-wide association studies have identified hundreds of genetic variants associated with complex
disease risks, and full-genome sequencing with massively parallel DNA sequencing technologies have
made it possible to resolve causes of rare diseases even in individual patients. Recent advances have
allowed the analysis of gene expression at single-cell resolution, exemplified here by the delineation of

the steps of embryo genome activation two to three days after conception.
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