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Forord

Formalet med dette undervisningsmateriale er at give danske gymnasielever indblik i, hvordan genetiske
data analyseres og anvendes i forbindelse med kraeftforskning og udvikling af praecisionsmedicin. Materi-
alet giver eleverne mulighed for at arbejde med emnerne kraeftbiologi, bioinformatik og praecisionsmedi-
cin samt statistik og matematiske modeller med udgangspunkt i autentiske genomiske datasaet fra open
source databasen cBioPortal.

Malgruppen er gymnasieelever i 3g pa htx og stx med Bioteknologi A og Matematik A.
Materialet er udarbejdet som et fagligt samspil mellem Bioteknologi og Matematik, men kan ogsa
anvendes som rent Bioteknologi- eller Biologimateriale.

Undervisningsmaterialet er udarbejdet i et projektsamarbejde mellem Biotech Research and Innovation
Centre (BRIC) pa Kagbenhavns Universitet, Institut for Folkesundhedsvidenskab pa Kgbenhavns Universi-
tet, Afdeling for Patologi pa Herlev og Gentofte Hospital, Region Hovedstaden, samt Roskilde Gymnasi-
um. Projektet er finansieret af Novo Nordisk Fondens pulje Projektstatte til naturvidenskabelig uddannel-
se og formidling.

Materialet indeholder baggrundsartikler, gvelser og videomateriale, samt arbejdsopgaver til timerne og
en afleveringsopgave.

P& hjemmesiden https://dataanalyseogkraeft.ku.dk findes leerervejledning og forlabsplan.

1 2020, 2021 og 2022 afholdes workshops for undervisere med introduktion til materialet og emnet
generelt. Deltagelse i workshop udger dog ikke en forudsaetning for brug af materialet.
Find mere information om workshops pa hjemmesiden.

God forngjelse med materialet!
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Kraeftbiologi

Aidan Flynn, Ida Thingstrup, Douglas Vinicius Nogueira Perez de Oliveira,
Estrid Vilma Solyom Hggdall, Anne Rahbek-Damm, Joachim Weischenfeldt
| November 2019

Kraeftbiologi

Formadlet med denne artikel er at introducere en raekke af de genetiske principper, der ligger bag udvik-
lingen af kraeft. Til trods for, hvordan det ofte fremstilles i medierne, er kraeft ikke én sygdom men en
samlebetegnelse for en lang raekke af sygdomme, som alle er kendetegnet ved ukontrolleret celledeling.
Traditionelt opdeles kraefttyper baseret pa den vaevs- og celletype, som sygdommen er opstaet i, f.eks.
melanom fra melanocytter i huden eller brystkraeft fra brystvaevet. Nye fremskridt inden for den sakaldte
genomics-teknologi (f.eks. DNA-sekventering, RNA-sekventering, methyleringsprofilering dvs. epigeneti-
ske undersagelser i form af hvor DNA er methyleret) viser imidlertid, at der inden for hver kraefttype eksi-
sterer klart definerede undergrupper med hver deres unikke genetiske kendetegn. Omvendt har forskere
0gsa observeret sygdomsmgnstre pa tveers af tilsyneladende ikke-relaterede vaev. Af disse grunde giver
det almindeligt anvendte udsagn “en kur mod kraeft” ikke nogen mening. Hver kraefttype ma studeres
ud fra sin unikke fysiologi, og for at udvikle effektive behandlingsformer, ma vi afdaekke de mekanismer,
der driver udviklingen af forskellige tumortyper.

Udvikling og celleprogrammering

Ethvert menneske begynder livet som en enkelt celle med en unik genetisk kode, der opbevares i vores
genom. Udviklingen til et fuldt udviklet menneske indebaerer den kontrollerede mangedobling af denne
oprindelige celle og dens genom gennem den proces der kaldes mitose. Efterhanden som udviklingen
skrider frem og organismen bliver stadig mere kompleks, opnar de nye celler en hgjere og hgjere grad af
specialisering som saetter dem i stand til at udfgre specifikke opgaver i vores vaev og organer. Den gene-
tiske kode, som fandtes i den oprindelige celle, findes ogsa i alle dattercellerne. Denne genetiske kode
indeholder instruktionerne (gener) til opbygning af de maskiner (proteiner), der udfgrer alle de forskellige
opgaver i vores celler. Det er imidlertid ikke alle proteiner der er pakraevet i alle celler. Cellerne speciali-
seres til specifikke opgaver igennem aktivering af saerlige celleprogrammer. Et celleprogram styrer, hvilke
gener der skal udtrykkes og i hvilket omfang, saledes at cellen far den rette maengde af de proteintyper,
den har brug for, for at kunne udfgre de saerlige opgaver der kraeves af f.eks. en hudcelle, en blodcelle
eller et neuron.

Tildelingen af celleprogrammer til forskellige celletyper under udviklingen kraever en meget kompleks
kommunikation eller signalering mellem cellerne. Nar en tumor udvikler sig fra en type af celler (tumor =
knude forarsaget af unormal cellevaekst), bevarer cellerne fortsat det meste af det celleprogram som er
relevant for deres celletype. Dette forklarer delvis, hvorfor vi finder forskellige gener muteret i forskellige
tumortyper. For eksempel er det saet af gener, der forarsager fremkomsten af brystkraeft, meget forskel-
lig fra dem der forarsager en hjernetumor, og det betyder, at de forskellige kraeftformer ofte kraever helt
forskellige behandlinger.
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Cellesignalering og veekstkontrol

Hos et voksent menneske udskiftes milliarder af celler hver eneste dag. Det er helt afggrende, at udskift-
ningen foregar strengt kontrolleret, for hvis forholdet mellem nydannede og dgende celler kommer ud
af balance resulterer det i sygdomme som kraeft. Men hvordan ved en celle, hvornar den skal dele sig, og
hvorndr den skal dg? Alle celler har et stort antal overfladereceptorer, der bruges til at kommunikere med
omagivelserne. Nar en receptor kommer i kontakt med det specifikke signalmolekyle, som den “lytter”
efter, udlases en proces, sa signalet gives videre ind i cellen. Her udlgses en kaskade af signalering som
kan udlase aendringer i cellen og dermed justere cellens program. Disse signalkaskader kan eksempelvis
op- eller nedjustere proliferation (cellevaekst og deling), aendre metabolismen (omsaetningen af stof eller
energi) eller udlagse apoptose (selvdestruktion, programmeret celledad). Celler modtager konstant beske-
der fra deres omgivelser om alt fra helt normale forhold som eksempelvis en stigning i blodsukker efter
et maltid og til ekstreme omstaendigheder som eksempelvis en braekket knogle. | det farste tilfaelde kan
muskelceller blive instrueret til at @ge deres optagelse af glukose som kan lagres og senere bruges som
energi. | det sidste eksempel vil celler, der er ansvarlige for knogledannelse, blive instrueret til at bevaege
sig til brudstedet for at dele sig og fremstille nyt knoglevaey, hvilket er en proces, der skal styres preecist,
for at undga misdannelse af den reparerede knogle. En celles liv bestar altsa i at falge det tildelte celle-
program, reagere pa eksterne stimuli ved at indga i faste signaleringsveje og dermed indga i et stort cel-
lesamfund.

En af de mest almindelige arsager til kraeft er overproduktion af seerlige vaekstsignaler, for eksempel i
nogle former for brystkraeft, hvor vaekstfaktor-receptoren ERBB2 ofte er amplificeret (figur 1A), eller nar
en receptor bliver permanent aktiveret sasom receptoren RET ved kreeft i skjoldbruskkirtlen (figur 1B).
Overaktive eller permanent aktiverede receptorer kan instruere celler til at dele sig ukontrolleret, hvilket
farer til dannelsen af en tumor.
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Figur 1: To virkemader for onkogen aktivering af receptorer for vakstsignaler.

(A) I normale celler forbindes receptoren ERBB2 med andre receptorer og dette kompleks virker tilsammen som receptor for
vaekstfaktoren EGF eller vaekstfaktoren TGF-a. Nar receptoren aktiveres, udlgses en signalkaskade som stimulerer celledeling.

I nogle brystkraeftceller findes der amplifikationer af ERBB2 genet, som koder for receptoren ERBB2 (som er en tyrosin-protein
kinase), hvilket farer til, at der er for meget ERBB2 i cellemembranen. Nar der er ekstra af denne receptor, stimuleres der til

for stor signalering videre i signalvejene, hvilket i den sidste ende farer til abnorm celledeling. (B) RET-proteinet er inaktivt som
monomer, men nar det aktiveres af vaekstfaktoren GDNF, sa samles det til en dimer, som har kinaseaktivitet og som derved akti-
verer en signalkaskade, der farer til celledeling. I nogle kraeftceller i skjoldbruskkirtlen findes der mutationer i den del af RET-ge-
net, der koder for proteinets domaene med kinaseaktivitet. RET-proteinet, der er andret ved disse mutationer, er i stand til at
aktivere den efterfglgende signalkaskade, selvom GDNF ikke binder sig og selvom der ikke dannes en dimer, hvilket i den sidste
ende farer til abnorm celledeling.
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Tumorer kan veere ondartede, hvilket betyder, at tumorcellerne har evnen til at migrere og etablere nye
tumorer andre steder i kroppen eller godartede, hvilket betyder, at de ikke har denne evne. Det er kun,
nar en tumor har ondartet potentiale, at den betragtes som kraeft. Se figur 2 (Metastaser).

Raske celler _ Progression af primaer tumor Metastase
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& reficelle
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s/ \
- #
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Metastatisk tumor
@ tumorceller
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Figur 2: Metastaser. Kroppens celler og deres funktion, evne til at dele sig og til at bevaege sig rundt er taet reguleret, og ofte
afhaengig af det vaev de befinder sig i. De fleste celler er ikke mobile og er samtidig afhaengige af kommunikation med andre
celler i vaevet. Tumorceller vil normalt ogsa vaere afhaengige af sddanne signaler, hvilket bl.a. ger at de ikke er i stand til at van-
dre og bevaege sig ud af vaevet. | dette stadie kaldes det en godartet eller benign tumor. Yderligere mutationer kan i visse tilfael-
de medfgare, at tumorcellerne bliver uafhaengige af nabo-cellerne, bliver i stand til at nedbryde vaev, vandre ud af vaevet og over
i blod eller lymfebanerne. Langt de fleste tumorceller i dette stadie vil dog dg, men yderligere mutationer kan medfgre at tumor-
cellerne bliver i stand til at vandre ud af blod eller lymfebanerne igen, og ind i andet vaev og etablere en ny tumor der. En tumor
i dette stadie kaldes malign, og selve processen hvorved tumorceller kan bevaege sig og vandre ud i andet vaev kaldes metastase.
Begrebet kraeft (cancer pa engelsk) refererer til tumorer der har erhvervet evnen til at metastasere.
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Vedligeholdelse af genomet

Som tidligere naevnt, begynder alle flercellede organismer livet som en enkelt celle, mens en voksen men-
neskekrop indeholder milliarder af celler. For at na dertil skal genomet kopieres ngjagtigt et enormt antal
gange. Cellen har et avanceret DNA reparationsmaskineri, som konstant patruljerer genomet for at finde
og rette fejl i de tre milliarder nukleotidbasepar. Pa trods af det enorme vedligeholdelsesarbejde, anslas
det, at gennemsnitligt en fejl undslipper reparation per celledeling. En fejl som ikke repareres og som
dermed sendes videre til dattercellen, kaldes en mutation.

Mutationer kan opsta, nar DNA'et ikke kopieres korrekt (sakaldte replikationsfejl) eller de kan forarsages
af eksterne faktorer - sakaldte mutagener. Mutagener kan f.eks vaere kemikalier eller straling, der for-
arsager aendringer i baserne og deres parring, hvilket ggr det svaert for cellen at kopiere dem korrekt.

I nogle tilfaelde kan eksponering endda fare til brud pa DNA-strengene. Nar vi taler om DNA-skadelige
stoffer, teenker vi ofte pa ekstreme tilfaelde som f.eks. radioaktive udslip eller kemiske vaben, men faktisk
udsaettes vores DNA konstant for potentielt skadelige kemikalier som falge af normal celluleer metabo-
lisme (stofskifte) eller skadelige faktorer i miljget, sasom UV-lys fra solen. Cellerne har derfor udviklet
avancerede systemer som overvager og reparerer DNA-skader. Reparationerne spaender fra at korrigere
en enkelt beskadiget base ved at erstatte den med den rigtige, til at haefte kromosomer med enkelt-eller
dobbelt-strengsbrud sammen. Man mener, at omkring 10.000 baser bliver beskadiget og repareret i hver
menneskelig celle hver dag. Og faktisk er kraeft ofte forbundet med mutationer i DNA-reparationsenzy-
mer — altsa i de proteiner som har til formal at forhindre mutationer!

Nar en DNA-skade opstar, binder komplekser af proteiner til det beskadigede DNA. Det bundne kom-
pleks sender besked til andre signalproteiner, som igen baerer meddelelsen til det helt centrale regulator-
protein kendt som Tumor Protein 53 (eller TP53), som ogsa kaldes genomets vogter. TP53 aktiverer de
ngdvendige DNA reparationsveje. | tilfaelde hvor skaden pa DNA er for omfattende til, at mekanismerne
kan rette den, udlaser TP53 apoptose. Genet for TP53 er muteret i op mod halvdelen af alle kraeftformer
og det afspejler, hvor stor betydning genet og proteinet har.

Det er vigtigt at understrege, at langt fra alle mutationer farer til kreeft. Faktisk er langt stgrstedelen af
mutationer enten harmlgse (sakaldte passenger mutationer) eller skadelige for cellen og farer til celledad
i stedet for ukontrolleret vaekst. Kun nar mutationer forekommer i specifikke gener, (hvor de relevante
gener til en vis grad afhaenger af celletypen som naevnt tidligere) kan de bidrage til tumorvaekst. Denne
type mutationer betegnes drivermutationer. Mutationer i gener som TP53 kan vaere enten passenger -
eller drivermutationer afhaengigt af deres effekt pa proteinet.

Da risikoen for, at mutationer integreres i genomet @ges hver gang genomet kopieres, har cellerne en
naturlig graense for antallet af gange, de far lov til at dele sig. Hvert kromosom har en beskyttende ende
kendt som en telomer, og for hver celledeling bliver telomererne kortere (figur 3). Nar cellen registre-

rer, at telomererne er blevet for korte, holder den op med at dele sig. Pa den made beskytter telomerer
begge ender af kromosomet og fungerer som et indre “biologisk ur” for cellen. Enzymet telomerase er i
stand til at forlaenge telomererne, men det er deaktiveret i de fleste modne celler. Ved mange kraeftfor-
mer er telomerasegenet blevet genaktiveret. Det medfarer, at telomerasen forhindrer, at kromosomernes
telomerer afkortes under den forggede celledeling.
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Figur 3: Telomerase. Kromosomer bliver replikeret under cellecyklus. Stort set hele genomet bliver ngjagtigt replikeret undta-
gen enderne (telomererne), som bliver afkortet en lille smule hver gang en celle deler sig. Nar telomererne nar en kritisk kort
laengde, typisk efter ca 40-50 celle-delinger, gar cellerne i sta (senescence) eller undergar programmeret celledgd (apoptose).
Telomererne har yderligere en serlig protein-kappe, som sgrger for at kromosomer ikke fusionerer, da cellen normalt vil forsgge
at reparere dobbelt-strenget DNA-ender. Uden denne protein-kappe, vil der vaere stor risiko for at kromosomerne bliver ligeret
sammen. Celler har et szerligt enzym kompleks, telomerasen, som kan replikere telomererne, dvs forleenge dem saledes, at de
ikke forkortes. Telomerasen kan aktiveres, nar der er behov for det, som for eksempel i embryonale stamceller, der skal dele sig
mange gange. Tumorceller er karakteristiske ved at dele sig uhaemmet, og aktivering af telomerase er derfor et typisk treek ved
tumorceller.

Kreeft

Kraeft er resultatet af en manglende regulering og kontrol af cellerne. Gener, som i muteret tilstand
fordrsager en stigning i vaekst kaldes onkogener, mens gener som sikrer sikkerhedsmekanismer i cellen
kaldes tumorsuppressorgener (TSG). Samlet set kaldes onkogener og TSG'er for drivergener. En vigtig
pointe er, at mens drivermutationer altid forekommer i drivergener, er det ikke alle mutationer som fore-
kommer i drivergener som er drivermutationer.

To tumorsuppressorgener, hvis proteiner ofte mister deres funktion i forbindelse med kraeft er TP53 og
RB1. Begge proteiner spiller en vigtig rolle for reguleringen af celledeling. Som tidligere beskrevet er TP53
ansvarlig for at overvage DNA'et og forhindre cellen i at underga celledeling, far eventuelle skader er
udbedret. RB1 proteinet virker tilsvarende ved at blokere for celledeling. Farst nar proteinet modtager et
tilstraekkeligt staerkt vaekstfremmende signal via celleoverfladereceptorer, Igsner det blokeringen og tilla-
der cellen at dele sig (se figur 4).
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Figur 4. Retinoblastom (RB)-proteinet er hovedregulator af cellecyklus.

Retinoblastom (RB)-proteinet er en hovedregulator af cellecyklus i den normale celle: Venstre side af figuren: Transskriptionsfak-
toren E2F er en aktiverende transskriptionsfaktor for gener, hvis proteinprodukter stimulerer cellecyklus. Nar proteinet RB ikke

er fosforyleret, hindrer det at cellen gar videre i sin cellecyklus. Det sker ved, at RB fastholder E2F og derved hindrer E2F i at
fremme transskription af gener, der stimulerer cellecyklus. Nar cellen modtager et vaekstfremmende signal, vil CyclinD1 binde sig
til CDK4 og dette kompleks kan fosforylere RB-proteinet. Den fosforylerede udgave af RB kan ikke binde og haemme E2F, som
nu er fri, og derved kan E2F fremme transskriptionen af cellecyklus-generne. Flere proteiner pavirker denne regulering, idet pro-
teinet p16 (udtrykt af genet CDKN2A), virker som en bremse pa celledelingen i den normale celle. Det sker ved, at p16 bindes
til CDK4 og derved haemmer CDK4's binding med CyclinD1. Nar CyclinD1 haemmes i at blive bundet til CDK4, haemmes ogsa
fosforyleringen af RB, og dermed haemmes celledelingen. | denne figur ses altsa et eksempel pa den komplicerede balance mel-
lem fremmende og hammende signaler til cellecyklus. Hgjre side af figuren: Bade generne RB7 og CDKN2A er ofte muteret eller
helt deleteret (slettet) i kraeftceller. figuren viser, hvordan deletion af RB1 ferer til konstant aktivering af cellecyklus.

Hvis et af de to proteiner mister deres funktion, mister cellen et vigtigt sikkerhedscheckpoint, som for-
hindrer ukontrolleret vaekst. Nar “overvagnings proteinet” TP53 saettes ud af spil, er der ikke noget til at
forhindre mutationer i at opsta i andre vigtige gener, og cellen drives dermed frem mod kraefttilstand. |
kraeftceller, hvor den normale kontrol over celledelingen er tabt, kan man ofte konstatere store skader
netop pa TSG'er i form af deletion. Det betyder, at proteinerne, som generne koder for, enten ikke vir-
ker korrekt, eller slet ikke bliver dannet, og dette har bidraget til udviklingen af kraeft. Mennesker har to
kopier af hvert gen, men én kopi er ofte tilstraekkelig til at udfgre genets funktion. | kraeftceller er det
derfor almindeligt at se at begge kopier af TSG’er er ramt af mutation, deletion eller en kombination

af begge. Dette forklarer ogsa, hvorfor mennesker, der er fadt med en mutation i et TSG (for eksempel
BRCAT1-genet, som er muteret ved nogle former for bryst- og aeggestokkraeft) overordnet set er sunde,
men mere modtagelige for kraeft, fordi deres celler ikke har en “ekstra” kopi af genet, som kan sta for
funktionen alene, hvis den anden kopi ogsa muterer.

| modsaetning til tumorsuppressorgenerne, er onkogenernes rolle i kraeft (via de proteiner, som de koder
for) at drive cellecyklus fremad og fremme celledeling i for hgj grad. Onkogener er muterede varianter
af normale gener, som ofte indgar i cellesignaleringsveje og modtager eller spreder vaekstfremmende
signaler i cellen. De normale varianter af generne kaldes proto-onkogener og de muterede udgaver som
man ofte finder i tumorer er altsd onkogener. Et eksempel pa en signalvej, der pavirkes ved kraeft er den
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sakaldte Mitogen-aktiverede-protein-kinase (MAPK er navnet pa et centralt protein, som ses pa figur 1)
signalvej. Nogle proto-onkogener er kinaser som er en type enzym, der fosforylerer (dvs. tilfgjer en fos-
fatgruppe til) specifikke aminosyrer pa et andet protein. Fosforyleringen omdanner ofte proteinet fra en
inaktiv til en aktiv form. Mange celleoverfladereceptorer er kinaser, som er inaktive, indtil det passende
signalmolekyle binder sig. Den aktiverede receptor fosforylerer og aktiverer derefter effektorproteiner,
som igen fosforylerer andre effektorproteiner. Denne kaskade af signalering udlgser i sidste ende den
andring i cellen (f.eks. andret ekspression af et specifikt gen), som er ngdvendig for at udfare den
opgave, som det modtagne signalmolekyle var en instruks til. Denne opgave er for proto-onkogenernes
vedkommende at stimulere normal vaekst og celledeling.

Nar der forekommer mutationer i proto-onkogener, kan resultatet blive et onkogen, der f.eks. koder

for en a&ndret kinase, som er permanent aktiv i modsaetning til den normale udgave, som kun er aktiv,
nar den modtager instruks om det. Dermed overaktiveres signalvejen og det kan fare til kraeft. Man kan
bruge sammenligningen med en speeder, der sidder fast, sa bilen hele tiden karer hurtigt, og i lighed
med dette bliver cellens delingsaktivitet ogsa overstimuleret. | den enkelte tumor er det usaedvanligt at se
mere end ét muteret onkogen per signaleringskaskade. Det er nok at ét gen aendres til overstimulering,
da det er ligegyldigt for slutresultatet, nemlig ukontrolleret celledeling, om signalet bliver tvangsaktiveret
i starten, midten eller slutningen af signaliseringskaskaden. Sa det er nok med én mutation i en signa-
leringskaskade for at celledelingen ender med at blive overstimuleret via denne kaskade, og cellen kan
omdannes til en kraeftcelle uden yderligere tilfaeldige mutationer i andre gener i den samme kaskade.

Mutationer er ikke den eneste made, hvorpa onkogener kan blive overaktiveret. Sakaldt gen-amplifika-
tion, hvor antallet af kopier af et onkogen er forgget fra den normale diploide tilstand (to kopier, ét pa
hvert af de to homologe kromosomer) til mange flere kopier pa et eller begge kromosomer, kan ligeledes
fare til foragede niveauer af proteinet og dermed @get signalaktivering. Dette ses oftest med gener der
koder for receptorer for vaekstfaktorer sdésom EGFR ved hjernekraeft eller ERBB2 ved brystkraeft (se figur
1A).
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Kreeft i kontekst

| 2000 definerede to fremtraedende kraeftforskere seks afggrende kendetegn ved kraeft; 1) Konstant akti-
veret vaekstsignalering, 2) evnen til at undga apoptose, 3) ubegraenset celledelingsevne, 4) evnen til at
undga vaekstheemmere 5) evnen til at fremkalde angiogenese (dannelse af nye blodkar) og 6) evnen til at
aktivere invasion af andre vaev og lave metastaser.

Denne artikel beskaeftiger sig hovedsageligt med de tre farste kendetegn, som vedrgrer de processer,
der finder sted i den enkelte kraeftcelle. Kraeftceller eksisterer imidlertid ikke isoleret. De sidste tre ken-
detegn omhandler kraeftcellers samspil med resten af kroppen og betydningen af dette stiger i takt med
at en tumor vokser. For at skaffe den store maengde energi og naeringsstoffer der kraeves af en voksende
tumor, rekrutterer kraeftcellerne normale endotelceller (det lag af celler som daekker blodkarrenes inder-
side) for at opbygge nye blodkar ind i tumoren. En succesfuld kraeftcelle skal ogsa undvige immunsyste-
met, som konstant forsager at gdelaegge unormale celler. En af de mader hvorpa kraeftceller opnar dette
er ved at opregulere dannelsen af immunundertrykkende markarer, som forhindrer immunsystemet i at
genkende og angribe kraeftcellerne.

Et par af de mest vellykkede immunterapeutiske behandlinger som er udviklet i lgbet af de senere ar

er baseret pa blokering af disse immunundertrykkende markgrer, sa patientens immunforsvar igen kan
virke mod de unormale celler. Pa samme made har laegemidler, som blokerer angiogenese — altsa dan-
nelse af blodkar, vaeret succesfulde i behandlingen af visse typer kraeft. Dette er blot to eksempler pa det
komplekse samspil mellem en tumor og dens omgivende miljg, og pa hvordan disse kan blive et mal for
behandling.

Konklusion

Kraeft skyldes — helt kort sagt — fejlregulering af cellevaekst. Der er imidlertid mange sikkerhedsforan-
staltninger og miljgmaessige udfordringer, som en celle skal overvinde, far den kan blive til en kraeftcelle.
De mekanismer som farer til sygdom er primaert a&endringer i cellens genetiske kode, hvilket resulterer

i afvigende proteiner, der enten kaprer eller gdelaegger de normale signalveje i en celle. Det er ofte de
centrale signalveje som er involveret i cellevaekst, celleoverlevelse og kontrolpunkter i cellecyklus, der
bergres (se figur 4 og 5). Ved at afdaekke hvordan disse signalveje aktiveres, har forskere vaeret i stand til
at udvikle en raekke effektive laegemidler, som kan ramme specifikke overaktive signalveje og afbryde sig-
naleringen. Yderligere forstaelse af de genetiske mekanismer, der er ansvarlige for kraeftdannelse, er en
integreret del af udviklingen af nye diagnostiske og terapeutiske strategier.
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Figur 5: Samspil mellem signalveje star for en kompleks kontrol af cellernes funktion. DNA skader kan opsta som fglge af muta-
gener (f.eks. UV straling) eller nar DNA ikke bliver korrekt replikeret. Celler har et sofistikeret saet af enzymer der kan reparere
de fleste DNA-skader, men mutationer opstar, ndr skaden ikke bliver korrekt repareret. I tilfaelde af en DNA skade, vil et szt af
DNA-skade respons proteiner binde til DNAet, og disse vil derefter aktivere en stribe proteiner, heriblandt TP53 (som kodes for
af tumorsuppressorgenet TP53). Drejer det sig om fa skader pa DNAet, vil TP53 aktivere et saet af enzymer der kan reparere og
udbedre DNA skaden. Det er essentielt for cellen, at DNAet ikke bliver replikeret, far skaden er udbedret, og TP53 vil derfor sam-
tidig haemme cellecyklus ved bl.a. at heemme CyclinD1/CDK4. Dette kompleks, der ellers normalt fosforylerer RB og derved nor-
malt stimulerer cellecyklus (se figur 4) bliver altsa forhindret i at fosforylere RB, som dermed haemmer cellecyklus. Denne haem-
ning sker pa trods af, at en vaekstfaktor har bundet sig til receptoren og har igangsat en signalkaskade til fremme af cellecyklus.
| tilfeelde af ekstrem DNA skade (som f.eks. ved udsaettelse for hgje maengder UV-straling), vil TP53 aktivere programmeret celle-
dad (apoptose). Pa grund af den helt centrale rolle for TP53 i at kontrollere celledeling og reparation, er det ikke overraskende
at TP53er det hyppigst muterede gen i kraeft (ca. 50% af alle kraeftformer har mutationer i TP53 genet).
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Praecisionsmedicin i kraeftbehandling

Aidan Flynn, Ida Thingstrup, Douglas Vinicius Nogueira Perez de Oliveira,
Estrid Vilma Solyom Hggdall, Anne Rahbek-Damm, Joachim Weischenfeldt
| November 2019

Begrebet praecisionsmedicin bruges generelt om behandling som er tilpasset den enkelte patient pa
baggrund af hans/hendes molekylaere profil. Selvom begrebet er moderne, er ideen bag pracisionsbe-
handling langt fra ny — blandt de tidligste kendte eksempler hgrer den farste succesfulde blodtransfusion
baseret pa blodtype som fandt sted i 1818. | dag tilbydes malrettet behandling inden for en bred vifte af
sygdomme, takket vaere teknologiske fremskridt og @get forstdelse af de molekylaere aspekter ved for-
skellige sygdomme.

De fleste har nok hgrt begreberne Praecisionsmedicin, Personlig medicin eller Individualiseret medicin.
De forskellige udtryk bruges alle til at beskrive samme koncept. Udtrykkene “personlig” og "individua-
liseret” kan give det indtryk, at der skreeddersyes en helt unik behandling til hver enkelt patient, hvor-
imod begrebet Praecisionsmedicin kommer taettere pa at beskrive det praktiske mal: nemlig at matche

Figur 1. Skraeddersyet behandling C I I I
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patienter med de mest effektive behandlinger ved at gruppere patienterne baseret pa deres genetik, livs-
stil og miljgmaessige faktorer (figur 1).

| dag eksperimenteres der med preecisionsmedicinske tiltag inden for en lang raekke sundhedsomra-

der — lige fra forebyggelse af diabetes til dosering af lazgemidler, men ingen steder er udviklingen og
implementeringen af praecisionsmedicin gaet sa steerkt som inden for kraeftbehandling. Det skyldes ikke
mindst, at leeger og forskere inden for dette felt har haft adgang til enorme mangder genomisk infor-
mation om de molekylaere mekanismer, som ligger til grund for udviklingen af kraeft. | takt med den gge-
de forstdelse af sygdomsmekanismerne, har videnskaben vaeret i stand til at udvikle malrettede behand-
lingsformer, der draeber eller heemmer kraeftcellerne med faerre bivirkninger.

Preecisionsmedicin: hvorfor, hvordan, hvornar

P& mange hospitaler benytter laeger i dag patienters genetiske information til at kortlaegge familiens
sundhedshistorie og sygdomsrisici. Denne tilgang star i kontrast til den traditionelle "one-size-fits-all”
-tilgang, hvor alle patienter med samme sygdom modtager den samme type behandling. Konventionelle
kreeftbehandlinger er baseret pa sakaldte randomiserede kontrollerede fors@g, hvor store patientgrupper
inddeles pa basis af nogle fa karakteristika, for at teste effektiviteten af en specifik behandling (eksem-
pelvis om en specifik kemoterapi giver laengere overlevelse for en bestemt type kraeft sammenlignet med
patienter, der ikke har modtaget kemoterapi, figur 2). | praecisionsmedicin for kreeftbehandling er disse
store, kontrollerede undersggelser ofte ikke mulige, da behandlingen er baseret pa flere specifikke mole-
kylaere andringer hos den enkelte patient.

. Behandling
Patientgruppe

'|'||'|’||.|'|./'||'.|'|.'I'I‘n,‘||\

& - Tilfeeldig fordeling Sammenligning af
,n‘ w resultater
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° 'Il Kontrolgruppe
[ ] \ /
[ )
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Figur 2. Randomiseret, kontrolleret forsgg som led i “klassisk” leegemiddel afpravning

| baggrundsartiklen om kraeftbiologi blev det beskrevet, hvordan ukontrolleret cellevaekst er et nggleele-
ment i kraeft, samt betydningen af sakaldte tumorsuppressorgener og onkogener. Formalet med kraeft-
praecisionsmedicin er at bruge molekylaer information til at identificere og ramme praecis de a&ndrede
signalveje, som er ansvarlige for den ukontrollerede cellevaekst. Tumorsuppressorgener bliver typisk tabt
eller inaktiveret i forbindelse med kraeft, og det gar dem vanskelige at benytte som mal for laegemidler,
da de fleste laegemidlers effekt bestar i at blokere eller inaktivere malproteinet. Onkogener bliver deri-
mod som regel opreguleret eller muteret sdledes, at de far andre egenskaber end den normale version af
proteinet. Det gar dem til langt mere oplagte mal for laegemidler, da det er lettere at slukke for et over-
aktivt enzym (onkogen) end at aktivere et slettet (tumorsuppressor) gen.
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En succeshistorie

Behandling af kronisk myeloid leukaemi (CML) udger et eksempel pa en vellykket behandling, der er
baseret pa molekylaer information. Fgr i tiden behandlede man CML med knoglemarvstransplantation,
hvilket er forbundet med alvorlige bivirkninger. Dette eendrede sig, da forskere identificerede en kro-
mosom- translokation (ogsa kendt som Philadelphia-kromosomet) mellem BCR genet og tyrosin-kinase
genet ABLT, som er til stede i ca. 90% af alle CML-tilfaelde. Translokationen medfgrer en permanent
aktiv form af ABL1 proteinet. BCR-ABL1-fusionen banede vejen for en af de farste og mest succesrige
malrettede kraeftbehandlinger: nemlig et laegemiddel som retter sig specifikt mod fusions tyrosin-kinasen
(figur 3). Leegemidlet haemmer kinaseaktiviteten af ABL1, og udger i dag en del af standard-behandlin-
gen for CML-patienter savel som andre kraeftformer med aktivering af lignende tyrosin-kinaser.

BCR-ABL1 BCR-ABL

tyrosin kinase
haemmer

)

aktiv form
Stimulering af celle vaekst

\—H Kronisk Myeloid Leukeemi ||J

Figur 3. Fusions-proteinet BCR-ABL1 er en hyper-aktiv tyrosin kinase, der phosphorylerer Tyrosin amino syrer pa mal-proteiner
("protein X"), der derved bliver aktiveret og kan stimulere f.eks. Ras signallerings kaskade. En tyrosin-kinase haemmer (f.eks.
imatinib) binder til det aktive domaene pa ABL1 og medfarer at ABL1 ikke laengere kan phosphorylere mal-proteiner.

inaktiv form

Pa trods af, at dette leegemiddel har revolutioneret CML behandlingen, kan behandlingsresistens fore-
komme - ofte pa grund af mutationer i ABL1’s kinasedomaene, der er ngdvendige for bindingen af laege-
midlet (figur 3). Kampen for at overvinde resistens har fert til udviklingen af bade anden, tredje og fjerde
generation af tyrosin-kinasehaeemmende laegemidler, og dermed illustrerer sagen ogsa den “evigheds-
krig” der udspiller sig mellem kraeftsygdomme og udviklere af praecisionsmedicin.

17 | Bioteknologi / Baggrundsartikler / Praecisionsmedicin



Baggrundsartikel

Teknologiske fremskridt inden for sekventering

De store fremskridt inden for praecisionsmedicin skyldes ikke mindst opfindelsen af nye teknologier til
DNA sekventering - sakaldte high throughput technology. Samtidig er disse teknologier blevet sa meget
billigere at anvende, at de nu kan bruges rutinemaessigt i det offentlige sundhedsvaesen. Da det farste
menneskelige genom blev sekventeret i 2001 var prisen naesten 20 milliarder kroner, mens det i dag er
muligt at sekventere et helt menneskeligt genom pa et par dage for omkring 6.000 kr. Laegemiddelindu-
strien var hurtige til se og udnytte potentialet i sekventering, og anvender i dag sekventeringsteknologier
pa forskellige mader i forbindelse med udviklingen af praecisionsmedicin.

Den nye type sekventeringsteknologi som for alvor har revolutioneret DNA sekventering kaldes “Next
Generation Sequencing” (NGS). Metoden er en videreudvikling af den klassiske Sanger-sekventering
med den forskel, at NGS ikke blot aflaeser ét men mange millioner sma DNA-fragmenter pa samme tid
(figur 4). NGS kan udfares pa stort set samme tid som Sanger sekventering og til en brgkdel af prisen.

NGS ger det ogsa muligt at foretage mere detaljerede og sensitive undersggelser af de forskellige typer
af DNA-a&ndringer, som eks. forskellige typer af mutationer, deletioner, amplifikationer og andre typer af
genomiske rearrangeringer.
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Figur 4.

Sekventeringsmetoder: Sanger vs NGS. lllustrationen viser de vigtigste forskelle mellem San-
ger-sekventering (til venstre) og et eksempel pa Next Generation Sequencing (NGS) (til hgjre,
mere konkret vises pyrosekventering, som er en af flere mulige metoder inden for overbegrebet
NGS). Ved Sanger-sekventering kan man kun sekventere ét DNA-fragment ad gangen, mens
NGS kan sekventere millionvis af DNA-fragmenter pa samme tid. NGS benytter en ”“shotgun
sequencing” tilgang, hvor der sekventeres mange sma stykker DNA, som i forvejen er blevet
klippet i sma DNA fragmenter med enzymer. Sma stykker DNA kaldet 'adaptorer’ saettes pa

alle DNA-fragmenterne, saledes at de kan anbringes pa en lille glasplade. P& glaspladen er pa
forhand anbragt korte DNA-stykker, som er komplementaere til adaptorerne, og som er kemisk
bundet fast til glaspladen. Enkelt-strengede DNA fragmenter bliver pa den made haeftet pa
glaspladen vha base-parring mellem adaptorerne pa DNA fragmenterne og adaptorerne pa glas-
pladen. Derefter sker der i princippet nogenlunde det samme ved begge metoder: Der tilsaettes
DNA-polymerase, primere og de ngdvendige nukleotider (A, T, C og G), som vha polymerase-re-
aktion, danner den komplementaere streng til de enkeltstrengede DNA-stykker, som er haeftet
pa glaspladen. Der tilsaettes en blanding af flourescensmaerkede nukleotider af hver slags (A,

T, C og G, med en szerlig farve for hver) som desuden er kemisk modificeret, s& DNA-syntesen
stopper, nar et af disse a&endrede nukleotider indsaettes. Forskellen er, at der ved Sangersekven-
tering kun sekventeres ét DNA-fragment per reaktion, mens der med NGS kan sekventeres rigtig
mange per glasplade, fordi hver enkelt sekvens sidder i sma klynger pa glaspladen, og der er
plads til mange klynger pa glaspladen.Sekvensen bestemmes ud fra raekkefalgen af hver fluore-
scerende nukleotid:For Sanger-sekventeringen kares en gel-elektroforese med produkterne fra
syntesen, hvor de mindste stykker bevaeger sig hurtigst igennem gelen og de starste bevaeger
sig langsomst. Man lader prgverne Igbe ud af gelen i bunden, hvor der sidder en meget falsom
laserdetektor, som hele tiden registrerer i hvilken raekkefalge DNA-stykker med de forskellige
fluourescerende farver kommer igennem gelen.

Ved NGS sker detektionen samtidig for alle DNA fragmenter én nukleotid ad gangen. Efter hver
fluorescerende nukleotid er tilsat og bundet, skylles reagenserne ud maskinelt, og farven detek-
teres pa glaspladen i hver klynge pa et billede med hgj oplasning. Nukleotiderne C, T, A og G
kan f.eks. vaere haeftet pa blat, radt, grent og gult fluoreserende farve. Alle de DNA fragmenter
hvor f.eks. et “C" er indsat vil sdledes udsende blat lys. Dernaest fjernes den kemiske blokering
pa hver nukleotid, sdledes at en ny nukleotid kan indsaettes. Endelig tilsaettes igen DNA-polyme-
rase og nukleotider. Dette fortsaetter mellem 50 og 300 gange, afhaengig af hvilket system, der
er tale om. Sekvensen for hvert oprindeligt DNA-fragment pa glaspladen kan nu aflaeses ved at
sammenstykke informationen fra alle billederne, som blev taget i labet af processen. Dette vil
give mange millioner af DNA-sekvenser pa mellem 50 og 300 nukleotider, og det naeste trin er
bioinformatisk at finde, hvordan disse fragmenter hgrer sammen.
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Muligheder og udfordringer

Med moderne sekventeringsteknologi er det muligt at identificere en lang raekke af mutationer med en
meget hgj grad af praecision — faktisk kan man med den rigtige tilgang opdage én enkelt mutation i en
ud af tusind tumorceller - men der er stadig udfordringer forbundet med metoden. Sekventeringsmaski-
ner kan fordrsage ungjagtigheder i sekvenseringsdata, f.eks. i de tilfeelde hvor kvaliten af tumor-mate-
rialet ikke er optimal. Da det ikke altid er muligt at ekstrahere DNA og RNA af hgj kvalitet fra en tumor
prove.

For at kunne udnytte alle de sekventerede data til behandling, ma de underkastes analyse. Der er
omkring 6 milliarder bogstaver (nukleotider), der skal laeses fra hvert enkelt genom, og at finde netop

de sygdomsfremkaldende mutationer i alle disse nukleotider er en udfordring. Et af de mest centrale
analyseelementer i forhold til kreeftpraecisionsmedicin er de sakaldte “Variants of uncertain significan-
ce” (VUS). Begrebet daekker over mutationer, hvis potentielle driver effekt og eventuelle potentiale som
lzegemiddelmal, forskerne endnu ikke kender. | artiklen om kraeftbiologi introducerede vi begreberne dri-
ver- og passenger-mutationer og gener i kraeftbiologien, f.eks. TP53, EGFR og RB1. Som beskrevet i artik-
len, er starstedelen af de kraeftmutationer, der findes i en tumor passenger-mutationer (herunder dem i
TP53, EGFR og RBT), og det er en helt central opgave at fastsla, hvilke der er driver-mutationer og hvilke
der er passenger-mutationer. Hver patients tumor vil indeholde et sted mellem flere hundrede og flere
tusinder mutationer, og nogle af disse vil befinde sig i gener som i princippet kan rammes af specifikke
laegemidler. For en afdeling der tilbyder praecisionsmedicin, er det afggrende at fastsla, om en bestemt
mutation gar kraeftcellen potentielt sarbar overfor en malrettet behandling. Det er vigtigt at huske pa, at
standardbehandling for de fleste kraeftformer stadigvaek bestar af kirurgi, stralebehandling og kemotera-
pi, men praecisionsmedicinske tilgange bliver stadig mere udbredt, og med den nuvarende udvikling, er
det realistisk at forvente, at malrettede behandlinger inden for en kort arraekke vil veere standardbehand-
ling for mange kreeftformer.




Baggrundsartikel

Malrettede behandlingsformer

Malrettede behandlingsformer er dem, der har en specifik virkning pa et aspekt af kraeftsygdommen,
saledes at sygdommens vaekst, overlevelse eller spredning haemmes. Disse behandlingsformer udger
grundlaget for praecisionsmedicin, og kan opdeles i to grupper af laegemidler (figur 5):
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Figur 5. To hovedtyper af praecisionsbehandling/przcisionsmedicin.

Sma-molekyleleegemidler (til venstre) - er kemikalier, som er i stand til at gennemtraenge cellemembranen uden brug af
membranreceptorer eller andre hjaelpemekanismer (lipidbaserede baerere). Sma-molekylaerelaegemidler kan potentielt
malrettes imod enhver type cellekomponent (organeller, proteiner, DNA, RNA). Antistofbaseret behandling (til hajre)- er
baseret pa sakaldt monoklonale antistoffer (identiske antistoffer som er fremstillet af en klon af identiske immunceller,
som bliver fart frem til kraeftcellen. Behandlingsformen virker ved enten at introducere antistoffer, som i sig selv er
malrettet imod de kraeftassocierede proteiner (sdkaldt “n@gne antistoffer”) eller ved at sammenfgje radioaktive stoffer,
toksiner eller draeberceller med antistoffet, der specifikt binder til en kraeftcelle.

Smamolekylzaere legemidler: | modsaetning til konventionelle laegemidler, som hovedsagelig er malrettet
celleoverfladen, er disse molekyler sa sma, at de kan traenge ind i cellen og interagere direkte og specifikt
med deres mal. Mange af disse smamolekylaere laegemidler er designet til at haemme kinaseproteiner,
som er afgarende for at aktivere alle signalkaskader i cellen (f.eks. tyrosin-kinase haemmer i BCR-ABLT,
figur 3). For eksempel er MAP-kinase signalkaskaden (illustreret i artiklen om kraeftbiologi), kendt for at
vaere overaktiveret i mange typer af kraeft. Adskillige sma molekyle-inhibitorer som er malrettede mod
proteiner i MAP-kinase signalkaskaden (herunder MEK- og RAF-onkogenerne) er allerede godkendt af
sundhedsmyndighederne, og mange flere er under udvikling. Der findes ligeledes godkendte smamole-
kyle haemmere, der retter sig mod flere kinaser, der fungerer som receptorer pa cellens overflade, sdsom
EGFR og ERBB2. Disse inhibitorer kan vaere gavnlige for patienter med aktiverende mutationer eller
amplifikationer af disse gener.
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Baggrundsartikel

Antistofbaseret behandling: Denne type leegemidler udnytter immunsystemets evne til at lokalisere og
neutralisere ydre trusler, sasom vira og bakterier. Formalet med behandlingerne er den samme som ved
vacciner, nemlig at stimulere immunsystemet til at angribe de syge celler. Antistofbaserede behandlinger
er blandt de mest populaere (og dyreste) laegemidler i dag pa grund af deres specifikke virkning og evne
til at ramme andrede eller staerkt overudtrykte proteiner. Eksempler pa succesfulde antistofbaserede
behandlinger er haemmere af ERBB2 (figur 6).

Trastuzumab
(ERBB2 haemmer)

Figur 6. Virkning af antistofpraeparatet Herceptin (aktivstof: Trastuzumab) Herceptin virker ved at binde sig til recep-
toren ERBB2 (der ogsa kaldes HER2). Derved kan vaekstfaktor og den anden receptor ikke bindes til ERBB2 og signalka-
skaden som vises i artiklen om kraeftbiologi kan ikke aktiveres. Sdledes stoppes overaktivering af celledelingen. Samti-
dig tiltreekker det bundne antistof, Herceptin, immunceller, sa kraeftcellerne draebes.
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Antistoffer optages typisk af de celler, de binder til, og dette anvendes i sakaldte antistof-cellegift konju-
gat metoder. Meget kraftige cellegifte er bundet til antistofferne, som draeber de celler som antistoffet

binder til
A Bindingssted 2
mellem linker og
/ antistof )
Linker .
\ Cellegift
Antistof,
monoklonailt,
humant

Figur 7. Struktur og virkeméade af antistofkoblet cellegift. (A) Strukturen bestar af et antistof (monoklonalt, humant), en kemisk
linker (forbinder) og en cellegift. Linkeren er forbundet med en kovalent binding til antistoffet. (B) Generel virkemade for anti-
stofkoblet cellegift. 1) antistofdelen bindes til et overfladeantigen hvilket farer til 2) endocytose af antistof-antigen komplekset.
3) Komplekset optages i et lysosom og enzymerne i lysosomet nedbryder komplekset. 4) Nedbrydningen i lysosomet ferer til fri-
givelse af cellegiften. 5) Cellegiften bindes til DNA og 6) dette farer til celledad. Omtegnet efter Tsuchikama, K. & An, Z. Protein
Cell (2018) 9: 33. https://doi.org/10.1007/s13238-016-0323-0, oprindelig licens https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/

Som beskrevet i artiklen om kraeftbiologi vil kraeftceller ofte forsgge at undertrykke kroppens egen
immunreaktion over for kraeftcellerne. Immunterapi er en meget vellykket type praecisionsmedicin, hvor
specifikke molekyler (ofte antistoffer) bruges til at fjerne “bremserne” pa kroppens eget immunsystem.

Andre former for kraeftbehandling, sasom hormonbehandling og stamcelletransplantation, vil ikke blive
beskrevet yderligere her, men disse kan ogsa anvendes praecisionsmedicinsk med udgangspunkt i patien-
tens molekylaere sygdomsprofil. | dag er naesten 300 sma molekyler og 60 antistofbaserede laegemidler
godkendt til behandling i Europa (www.drugbank.ca; www.biopharma.com).
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Et patientforlgb ved a&ggestokkraeft

| det falgende kan du se et eksempel pa, hvordan dataanalyse og praecisionsbehandling kan indga i for-
skellige faser af et patientforlgb. Patientcasen er opdigtet, men fglger guidelines for kraeftbehandling.

En kvinde henvender sig til sin praktiserende lzege (figur 1), da hun gennem et stykke tid ikke har vaeret
helt frisk. Hun har vaeret traet, har ikke haft appetit, og har haft tyngde i benene. Hun har desuden haft
lettere smerter i underlivet.

Den praktiserende laege vurderer, at der bgr tages en blodprgve, for at undersage niveauet af proteinet
CA125 som er en biomarkgr som anvendes for at vurdere en risiko for eventuel aeggestokkraeft. CA125
kan ogsa ses forhgjet ved godartet sygdom som f.eks. infektion. Resultatet af analysen viser 50 enheder
per mililiter (greenseveerdien er 35). Laegen henviser derfor patienten til en speciallaege, for at der kan
foretages ultralydsscanning og gynaekologisk undersggelse.

Scanningen viser en udfyldning i det lille baekken, og patienten henvises derfor straks til hospitalet med
diagnosen obs. ovarie cancer (seggestokkraeft) i henhold til kraeftpakkeforlgb.

P4 hospitalet tages der blodprgver og der foretages gynaekologisk undersggelse samt ultralydsscanning.
Resultaterne af disse kombineres i et indeks kaldet Risk of Malignancy Index (RMI). RMI er for denne
kvinde 500 (graensevaerdien er 200), og patientens behandlingsforlab diskuteres af et multidisplinaert
team bestaende af laeger, sygeplejersker og molekylzrbiologer med henblik pa operation eller kemotera-

pi.

Operation sk@nnes mulig med forventet bortoperation af al synlig tumorvaev. Al makroskopisk tumorvaev
fiernes ved operationen, og tumorvaevet sendes til den patologiske afdeling til undersagelse. Den pato-
logiske vurdering viser, at der er tale om et stadium IlIC ovarie cancer (;eggestokkraeft) af typen "high
grade” sergst adenocarcinom.

Efter operationen henvises patienten til behandling med Carboplatin og paclitaxel (kemoterapi), som er

en evidensbaseret behandling (d.v.s. medicin, som i kliniske forsgg med patienter har vist at virke til den-
ne form for kraeft). CA125 niveauet fglges og falder efter farste kemobehandling til 25 U/ML, hvorefter

det stabiliseres pa 10 U/ML. Patienten har god effekt af behandlingen.

Vaevet som er fjernet ved operationen sekventeres og viser, at der er mutationer i genet BRCAZ2. Fordi
patienten har denne type mutation, er af typen sergst adenocarcinom og samtidig responderer pa kemo-
terapi med platin, tilbyder man behandling med poly (ADP-ribose) polymerase (PARP) haemmer (Olapa-
rib). Det haemmer virkningen af PARP, som er et enzym, som bidrager til reparation af enkeltstrengsbrud
i DNA. Nar DNA ikke kan repareres af denne grund, der kraeftcellerne, om end det kun gaelder nogle
typer af kraeftceller, herunder nogle, hvor BRCA2 er muteret. Kvinden modtager behandling med PARP
haemmer.
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Efter 14 maneder henvender kvinden sig igen grundet symptomer pa tilbagefald af sygdom (tyngde-
fornemmelse i underlivet). Der foretages gynaekologisk undersagelse samt scanning og der tages en
blodprave. Blodpraven viser, at CA125 niveauet er steget til 450 U/ML og scanningen viser tumorvaekst.
Patienten har tilbagefald af sygdom. Da kvinden har haft god effekt af tidligere medicinsk behandling
tilbydes yderligere kemoterapi samt deltagelse i klinisk forsgg.

Efter 6 maneder kan laegerne konstatere, at kvindens tumor er vokset. Der er ikke umiddelbart flere
muligheder for anden behandling (andre typer kemoterapi/kliniske forsag). Patienten er forsat oppegaen-
de og deltager i sociale arrangementer og henvises derfor til en saerlig onkologisk afdeling, med henblik
pa muligheden for eksperimentel behandling. Ved henvisning undersages patientens tumorvaev (ofte en
ny biopsi) med store genetiske undersggelser for at afklare og tumorprofiler giver mulighed for behand-
ling efter denne med laegemidler som er godkendst til andre kraeftsygdomme. Eksperimentel betegner
behandling som udfares som del af et videnskabeligt forsgg med flere deltagere. Det kan dog ogsa vaere
ikke-afpravet behandling, der sammensaettes til en enkelt patient, fordi der ikke er andre behandlings-
muligheder.

Resultatet af sekventeringen viser den tidligere beskrevne BRCA mutation, og finder desuden mutationer
i et meget stort antal gener. Dvs. at der er hgjt tumormutationsload (antal mutationer pr megabase), og
patienten tilbydes derfor immunterapi.
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Patientcase - figur 1

Et patientforlgb ved a&ggestokkraeft

© N o owu

@» Fgrste behandlingslinje
@» Anden behandlingslinje
@ Tredje behandlingslinje

Besagg hos egen laege: Rapportering af symptomer. Patienten henvises til speciallaege der foretager
Undersggelser: Blodprgver, ultralydsscanning, gynaekologisk undersggelse.

Hospitalsundersggelser, diagnose, henvisning til kirurgi.
Operationsstue: Tumor fjernes og sendes til biopsiundersggelse.

Patologisk enhed: analyse af biopsi, klassificering af tumor, DNA og RNA sekventering.
Patologivurdering viser at det drejer sig om et stadium IIIC “high grade” aggstokkraeft.
Patienten henvises til onkologisk behandling med Carboplatin og Paclitaxel (evidensbaseret).

Sekventeringsdata viser mutation pa BRCA2 gen. Patienten behandles med PARP haammer (olaparib).
14 mdr. senere: undersggelser viser tilbagefald.
Behandlingsrunde 2: platinbaseret kemoterapi kombineret med (klinisk forsag).

Der er ingen tilfredsstillende respons pad behandlingen. Patienten henvises til fase 1 enheden.Tumorceller
undersgges ved sekventering med store paneler som indeholder gener/hotspots for alle kendte behandlingstar-
gets.

Sekventeringen viser den tidligere beskrevne BRCA mutation, og finder desuden mutationer i et meget stort
antal gener. Patienten tilbydes immunterapi.

Bemaerk:
1. Grenne, bla og violette spor repraesenterer henholdsvis farst, anden og trejde behandlingslinje.
2. Pilene pa farvesporerne repraesenterer behandlingsprocedurens retning.

27 ‘ Bioteknologi / Patientcase - figur 1



Screencast

Introduktion til cBioPortal

| denne screencast far du en generel introduktion til databasen
cBioPortal, som du skal arbejde med i biotekavelserne.

,==' cBigPortal

FOR R GENOMICS

BRUG AF CBIOPORTAL PA
GYMNASIENIVEAU
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dvelse

Biotekgovelse 1. Brystkraeft og genet ERBB2:
Zndringer i transskription og translation.

Formal

* At undersgge forholdet mellem kopi-antallet af genet ERBB2 og niveauet af mRNA (dvs. eendringer i
genekspression pa transskriptionsniveau)

e At undersgge sammenhangen mellem niveauet af MRNA for genet ERBB2 og niveauet af proteinet,
som genet koder for (dvs. aendringer i genekspression pa translationsniveau)

Baggrund

| Danmark diagnosticeres arligt ca. 4.650 nye tilfeelde af brystkraeft. Nar tumorerne er fjernet ved ope-
ration, bliver de undersggt ved hjzelp af forskellige molekylaerbiologiske metoder. Hermed kan legerne
pdvise &ndringer i patienternes gener, og ud fra disse resultater traeffe valg om hvilken behandling,
patienten skal tilbydes.

Nogle brystkraeftpatienter har aendringer i genet ERBB2, som koder for en receptor, ERBB2', der sidder
i cellemembranen. Af historiske arsager kaldes receptoren ogsa for HER2, men ERBB2 er det korrekte
proteinnavn. | normale celler aktiveres denne receptor ved binding af vaekstfaktorer fra andre celler, og
gennem en leengere signalvej fgrer bindingen af vaekstfaktorer til stimulering af celledeling, se figur 1,
venstre side.

555555 5%
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" Gener skrives med store bogstaver og skra skrift, f. eks. ERBB2. Proteiner skrives med almindelig skrift, f. eks. ERBB2.
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Figur 1. Virkemade for ERBB2-receptoren i normale brystceller (til venstre) og i visse brystkrzeftceller (til hgjre).

Venstre side af figuren: | normale brystceller forbindes receptoren ERBB2 med andre receptorer og dette kompleks virker til-
sammen som receptor for vaekstfaktoren EGF eller vaekstfaktoren TGF-a. Nar receptoren aktiveres, udlases en signalkaskade som
stimulerer celledeling. Hojre side af figuren: | brystkraeftceller hos nogle patienter findes der amplifikationer af ERBB2 genet,
som koder for receptoren ERBB2, hvilket ferer til, at der er for meget ERBB2 i cellemembranen. Nar der er ekstra af denne recep-
tor, stimuleres en for stor signalering videre i signalvejene, hvilket i den sidste ende farer til abnorm celledeling.

| tumorer fra nogle af brystkraeftpatienterne er der amplifikationer af genet ERBB2. Amplifikation bety-
der, at der findes betydeligt flere kopier end de normale to af genet. Der er ogsa en overekspression

af det protein, som genet koder for, sa der er et foraget niveau af receptoren ERBB2 i cellemembranen
(figur 1, hgjre side). Det er kendt, at patienter med ERBB2 amplifikation har en forholdsvis hgj risiko for
at sygdommen vender tilbage efter operation, og behandlingen skal indrettes derefter.

Hvis man vil forstd mekanismerne bag udvikling af kraeft, er det ikke nok udelukkende at undersage
andringer i cellernes proteinniveauer eller af deres DNA. Alle elementer af proteinsyntesen (fra DNA til
prae-mRNA og videre til MRNA og protein) og reguleringen af disse elementer (se figur 2), kan veere rele-
vante at undersgge. For eksempel er det i brystkraeft vigtigt at forsta, hvordan forskellige a&ndringer i det
fagrnaevnte gen ERBB2 pavirker bade transskription (syntese af mRNA) og translation (mnRNA-kodens over-
saettelse, som farer til syntese af protein).

Hvis forholdet mellem niveauerne af mRNA og protein er stabilt, er det ogsa interessant ud fra et forsk-
ningsmaessigt perspektiv. Undertiden har man kun en veerdi for enten mRNA eller protein fra en bestemt
patient, og man kan have brug for den anden veerdi i en forskningsmaessig sammenhang. Derfor kan
det veere af interesse at kunne finde frem til en omregningsfaktor fra den ene vaerdi til den anden veerdi.

| denne opgave skal du undersgge, hvordan niveauerne af mRNA og af protein pavirkes af amplifikatio-
ner i genet ERBB2 hos brystkraeftpatienter.
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Figur 2. Proteinsyntesen med nogle af de delprocesser, der bliver reguleret af cellen og/eller omgivelserne.
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Fremgangsmade og arbejdsspgrgsmal.

Der er i alt 17 punkter i fremgangsmaden, og der er spgrgsmal fra A-l.

1. Ga til cBioPortal’'s hjemmeside.
| feltet “Search” tastes organet som man vil arbejde med, her "breast” (figur 3).

| | -
.==' CBIOPOl'tal. Data Sets Web APl R/MATLAB Tutorials FAQ News Visualize Your Data About
Ha

FOR CANCER GENOMICS

Query Quick Search Beta! Download Please cite: Cerami et al_, 2012 & Gao et al., 2013

1. Indtast organ

Select Studies for Visualization & Analysis: 1 study selected (1108 samples) Deselect all breast X| -
Breast 15" “  Invasive Breast Carcinoma =
|| Breast Cancer (METABRIC, Nature 2012 & Nat Commun 2016) 2508 samples @ @ €
[} Breast Cancer (MSKCC, 2019) 70 samples @ & €
(]

Breast Cancer Xenografts (British Columbia, Nature 2015) 117 samples @ @ [ &

0 mples O & &

Breast Invasive Carcinoma (British Columbia, Nature 2012)

L1 Breast Invasive Carcinoma (Broad, Nature 2012)

.| Breas! Invasive Carcinoma (Sanger, Nature 2012)

| Breast Invasive Carcinoma (TCGA, Cell 2015}
L Breast Invasive Carcinoma (TCGA, Nature 2012)

2, Valg studie ¥ Breast Invasive Carcinoma (TGGA, Firehose Legacy)
- ) Metastatic Breast Cancer (INSERM, PLoS Med 2016)

1 study selectgri <¥$Isgampgsﬁler¥eg¥cg$ne Query By Gene Q< * Explore Selected Studies

Figur 3. Indtast organ i det felt pa hjemmesiden, hvor der til at starte med star “Search”.
Saet hak ved det gnskede studie og vaelg “Query By Gene".

2. Under "Invasive Breast Carcinoma” (som er en variant af brystkraeft), saet hak ved “Breast
Invasive Carcinoma (TCGA, Firehose Legacy)” (figur 3). Nu har du valgt en bestemt, stor
undersggelse, som er udfgrt med netop denne type af brystkraeft.

3. Velg "Query By Gene” (figur 3).

4. Find "Enter genes”-boksen. | underboksen i midten, hvor der star “Enter HUGO gene sym-
bols, Gene Aliases, or OQL"” skal du taste gennavnet ERBB2 (med almindelig skrift, ikke
skra skrift). Tryk pa “Submit Query”.

5. Efter lidt ventetid kommer der et resultatvindue frem, som starter pa fanen “OncoPrint”.

6. Skift til fanen “Plots”. Se figur 4 for et eksempel fra et andet studie.
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ERBB2: Putative copy-number alterations from GISTIC

Figur 4. Fanen "“Plots”. figuren viser hvor man finder fanen “plots” og hvordan man skal indstille til at vise mRNA-
niveau som funktion af antallet af kopier af genet ERBB2. Plottet er fra en anden kraeftform end den, som du selv skal
arbejde med, sa derfor ser det ikke ud som dit plot.

Undersgg forholdet mellem andringer i genet
0og niveau af mRNA

7. Efter at der er skiftet til fanen "Plots”, skal det vaelges, hvordan plottet skal se ud. Pa
figur 4 vises, hvordan der skal indstilles, og det forklares ogsa i de naeste punkter.

8. Pa menuen for den vandrette (Horizontal) akse vaelges “"Copy Number” og "Putative Copy
Number Alterations from GISTIC”

9. Pa menuen for den lodrette (Vertical) akse vaelges "mRNA" og derefter ngjagtigt denne
tekst “mRNA expression (RNAseq V2 RSEM)” (veer iseer opmeaerksom pa hvad der star efter
"mRNA expression”).

10. Ved datapunkternes farve skal der IKKE vaere valgt noget. Der skal IKKE vaere hak ved Log
Scale ved den lodrette akse.

11. Download figuren fra cBioPortal. Behold vinduet abent, for det skal bruges igen efter, at
du har besvaret nogle arbejdsspgrgsmal.
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12. Laes begrebsforklaringer (figur 5) til den downloadede figur og besvar derefter de neden-

staende arbejdsspgrgsmal ud fra den downloadede figur:

Begrebsforklaringer til figuren hvor mRNA vises for forskellige antal kopier af ERBB2:

Deep deletion: Hele genet er forsvundet pa begge kromosomer

Shallow deletion: En del af genet mangler pa en eller begge kopier af genet
Diploid: Det almindelige antal af gener, nemlig to gener, et pa hvert kromosom
Gain: Der er relativt fa ekstra kopier af genet

Amplification: Der er relativt mange ekstra kopier af genet

Figur 5. Begrebsforklaringer.

@

Arbejdsopgaver:

A. Hvilken type af @ndring i genet ERBB2 i brystkraefttumorer ser ud til at give en
@get transskription (gget dannelse af mRNA)?

B. Laes begrebsforklaringen til denne type a&ndring i ovenstaende liste.

C. Teenk nu pa de forskellige led i proteinsyntesen og forklar med brug af fagudtryk,
om den ggede transskription i forbindelse med de fundne typer af a&ndringer giver
mening.

D. Opstil en fagligt begrundet hypotese om, hvad der sker med niveauet af protein,
hvis niveauet af mRNA for genet ERBB2 @ges? Falg derefter de fglgende trin (13-
17) for at fa data til at undersgge hypotesen.
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Undersgg forholdet mellem niveauet af mRNA og niveauet af
protein, for genet EBRR2

Ga tilbage til sagningen i cBioPortal fra far. Det foregdende plot skulle gerne vaere der stadig. Fortsaet

sadan (se ogsa figur 6):

Veelg datapunkternes farvning

Daa Type LOd ret akse Style samples by: Mutation Type * @ Copy Number Alleration a
mARMNA
o T
3 mRNA Profile 4 StatIStI k
% mAMA expression (RNASeqV2 = @ =] Spearman 020
5 . . . (p = 4.928e-4)
S Logaritmisk skiala til/fra S nesont 144
o 34
Gene (p = 1.260-9)
ERDB2 N © Ampification
4 SWap Axes Byt akSer g 24 s ol
B o Dipioig
st Vandret akse | ¢
E o o Shallaw Delation
0 Pratein Lavel E ol o & Not ?{DI’IIEG
2 Protein Level Profite & |y 2 il
] = o 1
}:J Protein expression (RPPA) R i ] E ° Sym b0|f0rk|arlng
@ o
== Gene 8
E o
Same gene (FRBB2) - =
Search Casels)
~ase 0 -14 =
Search Mutation(s)
Protein Change
Show Regression Ling . 7 3 14 15 16 17 18 19

Figur 6. Indstillinger til plot af proteinniveau mod mRNA-niveau fra en anden kreeftform end den, som du arbejder

EREBZ mHNA axprassion (RNA Seq V2 RSEM) (lag?)

med. Se instruktioner i teksten.

13.
14.
15.
16.

17.

Tryk én gang pa tasten "Swap axes” for at skifte mellem akserne.

Saet hak ved "Log scale”.

Velg i menuen for den lodrette akse: “Protein level” og "Protein expression (RPPA)”

Under "Datapunkternes farve” valges at datapunkterne skal farves efter endringer i antal

kopier af genet (markér ved Style Samples by Copy Number).

Den fremkomne graf viser niveauet af det protein, som ERBB2 koder for, plottet mod
niveauet af mRNA for samme gen. Lav et screenshot eller download plottet. Besvar

arbejdsspargsmal E:

@

E. Hvordan stemmer data overens med hypotesen fra punkt D — ud fra et umiddelbart
skon? Undersag isaer hvilken form for sammenhang (ingen, linear, eksponentiel
eller andet) der ser ud til at vaere, og om sammenhangen ser ud til at vaere sti-
gende eller faldende. Det er med til at afggre, om det overhovedet giver mening at

ga i gang med en statistisk analyse, og hvilken analyse, der skal bruges.
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Neeste trin: statistisk analyse.

Har klassen matematik med i forlgbet?

Sa skal du ggre dig klar til matematik ved at laese teksten “Fra bioteknologisk analyse til stati-
stisk analyse”. Derefter skal du lave arbejdet i matematiktimerne (Matematikgvelse 1). Nar du
har formuleret en konklusion pa den statistiske analyse af figurens data og din hypotese i punkt
D og E med bade matematisk og bioteknologisk sprog, skal du ga videre i punkt F-H.

Ja.

Nej.

Sa skal du laese teksten "Pearsons test”. Nar du har anvendt oplysningerne derfra pa din figur
og din hypotese i punkt D og E, skal du ga videre i punkt F-H. Bemaerk, at den statistiske ana-
lyse i cBioportal kun giver mening hvis en raekke antagelser er overholdt, herunder: Punkterne
skal tilnaermelsesvis ligge pa en ret linje og der ma ikke vaere punkter som ligger anderledes.
Malingerne skal vaere uafhaengige, dvs. at en maling ikke siger noget om den naeste (patienter

ma f.eks. ikke vaere i familie).

_ Las' nér du IKKE har matematik med

A 4
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Pearsons test

| denne tekst henvises til statistikboksen i
eksemplet i figur 6, som er fra en anden
undersggelse end din egen. Du skal bruge det
nedenstdende til at fortolke din egen undersg-
gelse og dine hypoteser fra punkt E og F.

Hvad testes i forbindelse med Pearsons
korrelation?

Det som testes i cBioPortal (figur 6), er en
nulhypotese om, at der ikke er en linezer kor-
relation mellem niveauet af mRNA og protein

i patienternes tumorer. Det er formodentlig
det stik modsatte af, hvad du har formuleret i
punkt F, men den statistiske test fungerer altsa
ved at lave den navnte nulhypotese.

Hvordan bruges p-veerdien?

P-vaerdien i forbindelse med Pearsons korrelati-
on i statistikdelen af resultatvinduet angiver en
talvaerdi, som bruges til at afgare, om nulhy-
potesen skal forkastes.

Ofte bruger man i bioteknologi og mange
andre fag, at p-veerdien skal vaere under 0,05,
for at man kan konkludere, at nulhypotesen
skal forkastes. | eksemplet i figur 6 er p-vaerdi-
en angivet til 1.26e-9, hvilket skal laeses som
1.26 - 107, hvilket er langt under 0,05. Derfor
skal nulhypotesen i det eksempel forkastes, og
man ma konkludere, at der er en lineer korre-
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A\ 4

udelukke at der for eksempel er to eller flere

sgstre, der begge har brystkraeft, som indgar

i data. Men pa den anden side er der sa man-
ge datapunkter, at nogle fa uafhaengige data
naeppe vil kompromittere hele analysen.

Nu skal du lave matematikken og derefter ga
til punkt G-I.
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lation mellem niveauerne af protein og mRNA
i patienternes tumorer i eksemplets studie.

Hvordan bruges Pearsons
korrelationskoefficient?

Tallet lige efter ordet “Pearson”, 0.33, er kor-
relationskoefficienten og tolkes som falger:
Tallet er et slags udtryk for, hvor teet punkter-
ne ligger pa en ret linje.

Tallet vil ligge mellem -1 og 1, og veere nega-
tiv for linezert faldende sammenhang og
positivt ved en linezert voksende sammen-
hang.

Hvis tallet er O er der ingen sammenhaeng,
og hvis tallet er henholdsvis -1 eller 1 er der
den bedst mulige sammenhang (alle data-
punkter ligge pa en ret linje). Det er ikke
muligt at give en absolut veerdi til at afgere
om sammenhangen er god eller darlig, sd
dette tal kommer du ikke til at anvende i din
analyse, idet det kraever en del matematiske
overvejelser og dermed at en matematiklzerer
deltager.

Hvilke data indgar i analysen?

| analysen i cBioPortal indgar data fra patien-
ter med mange forskellige aendringer i
ERBB2, ikke kun amplifikationer. Det giver en
uklarhed i tolkningen, men nar ikke der er
matematik med, er det desvaerre ikke muligt
at fa lavet en isoleret analyse kun med patien-
ter med amplifikationer.

Nu skal du bruge det ovenstaende nar du gar
videre til punkt G-I.
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Arbejdsopgaver:

F.

Hvorfor er det vigtigt at udfare statistiske tests, for man kan drage videnskabeligt
velunderbyggede konklusioner?

. Hvilke konklusioner kan du nu, formuleret pa bioteknologi-sprog, drage om din

hypotese fra punkt D og E pa baggrund af de udfgrte analyser og statistiske tests?

Hvad sker der med styringen af cellevaeksten, hvis der er et gget niveau af det pro-
tein, som ERBB2 koder for? Her skal oplysningerne i afsnittet “Baggrund” inddrages.
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Biotekovelse 2. Hjernekraeft: Mutationer |
gener | den samme signaleringskaskade

Formal

e at anvende den dbne database cBioPortal til at undersgge andringer i tre gener i den samme signale-
ringskaskade i hjernetumorer.

e at undersgge om der er mutationer i flere af disse gener i den samme patients tumor, eller om mutatio-
ner i det ene gen udelukker @&ndringer i de andre.

e at diskutere, hvilken betydning disse genaendringer har for styring af cellevaekst og celledeling via
RB-signaleringskaskaden.

Baggrund

Kraeft udvikler sig som fglge af ukontrolleret cellevaekst og -deling. RB-signaleringskaskaden (figur 1)
udger en raekke af de processer, som har indflydelse pa den sunde celles styring af vaekst og celledeling.
Hvis en eller flere af mekanismerne i kaskaden ikke fungerer korrekt, kan det fare til tab af kontrol over
vaekst og celledeling. Dog har cellerne ogsa andre kontrolsystemer, som i nogle tilfeelde kan traede til og
afhjaelpe manglerne.

| denne avelse skal du undersage resultaterne af et videnskabeligt studie om Glioblastoma, som er den
almindeligste og mest aggressive form for hjernekraeft. Du skal unders@ge aendringerne i tre gener fra
RB-signaleringskaskaden i tumorer fra en raekke patienter.

De tre gener, hvis normale funktion ses pa figur 1, er:

e CDKNZ2A, der koder for proteinet p16
e CDK4, der koder for proteinet CDK4
® RB1, der koder for proteinet RB.

For at forsta de biologiske processer og signaleringsveje, som har betydning i forskellige kraeftformer, er
det relevant at undersgge, om andringer i flere specifikke gener hyppigt optraeder sammen (co-occur-

ring), eller om generne tvaertimod sjaeldent eller aldrig er aendret i den samme tumor (mutually exclusi-
ve).

| denne gvelse skal du unders@ge, om aendringer i generne CDKN2A, CDK4 og RB1 er co-occurring eller
mutually exclusive i forbindelse med hjernekrzeft.
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Rask celle Kraeftcelle
connza [EERAN) NFED X
s | - *
¢ D @@ e e | - X
ofbte T '
p16  — +ATP < | e Sso E2F
)I ,/ XN
4 \\
ADP /
4 + { ™
/ \ P
@./ E2F EF N X
T Vaekstsignaler II Transskription af Transskription af \\
cellecyklus-gener cellecyklus-gener \

3 Gen @® Fosfatgruppe k} (_/
Cellecyklus

O Protein — Haemning

Figur 1. Retinoblastom (RB)-proteinet er en hovedregulator af cellecyklus i den normale celle: Venstre side af figuren: Transskrip-
tionsfaktoren E2F er en aktiverende transskriptionsfaktor for gener, hvis proteinprodukter stimulerer cellecyklus. Nar proteinet RB
ikke er fosforyleret, hindrer det at cellen gar videre i sin cellecyklus. Det sker ved at RB fastholder E2F og derved hindrer E2F i at
fremme transskription af gener, der stimulerer cellecyklus. Nar cellen modtager et vaekstfremmende signal, vil CyclinD1 binde sig
til CDK4 og dette kompleks kan fosforylere RB-proteinet. Den fosforylerede udgave af RB kan ikke binde og haemme E2F, som
nu er fri, og derved kan E2F fremme transskriptionen af cellecyklus-generne. Flere proteiner pavirker denne regulering, idet pro-
teinet p16 (udtrykt af genet CDKN2A), virker som en bremse pa celledelingen i den normale celle. Det sker ved, at p16 bindes

til CDK4 og derved haemmer CDK4's binding med CyclinD1. Nar CyclinD1 haemmes i at blive bundet til CDK4, haemmes ogsa
fosforyleringen af RB, og dermed haemmes celledelingen. | denne figur ses altsa et eksempel pa den komplicerede balance mel-
lem fremmende og haemmende signaler til cellecyklus. Hgjre side af figuren: Bdde generne RB1 og CDKNZ2A er ofte muteret eller
helt deleteret (slettet) i kraeftceller. figuren viser, hvordan deletion af RB7 ferer til konstant aktivering af cellecyklus.

40 | Bioteknologi / @velser / Biotekgvelse 2



Dvelse

Fremgangsmade og arbejdsspgrgsmal.

Der er i alt 5 punkter i fremgangsmaden, og der er spgrgsmal fra A-l.

Find dataseettet frem

1. Gatil cBioPortal’s hjemmeside. | sggefeltet tastes det organ, som vil arbejde med, her
brain (figur 2).

% Analysis: 1 study selected (206 samples) D Indtast organ | brain X| -
-~ i Brain Lower Grade Glioma (TCGA, PanCancer Allas) 514 samples @ & & -
| Brain Lower Grade Glioma (TCGA, Provisional) 530 samples O & &
) Glioma (M3K, 2018) 91 samples @ & €
L) Low-Grade Gliomas (UCSF, Science 2014) 61 samples @ @ €
.| Merged Cohort of LGG and GBM (TCGA, Cell 2016) 1102 samples @ @ &

— GLIOBLASTOMA

| Braln Tumor PDXs (Mayo Clinlc, 2019) 95 samples @ & &
| Glloblastoma (TCGA, Cell 2013) 585 samples @ & &
\ @ Glioblastoma (TCGA, Nature 2008) Veelg studie 206 samples om
) Glioblastoma Multiforme (TCGA, PanCancer Atlas) 592 samples O 8 €
Ll Glioblastoma Multiforme (TCGA, Provisional) 604 samples O & &

— OLIGODENDROGLIOMA

| Anaplastic Oligodendroglioma and Anaplastic Oligoastrocytoma (MSKG... 22 samples @ & &
o= A 4

Veelg denne

ples)  Deselect all Query By Gene (§el@ * Explore Selected Studies

Figur 2. Screenshot, der viser, hvor der skal indtastes organ i sggefeltet, derefter markeres for at
vaelge studie og endelig vaelges sggemetoden “Query by Gene”.

2. Under "—Glioblastoma” (dvs. Hjernekraeft), veelg “Glioblastoma (TCGA, Nature 2008)".
Nu er der valgt en bestemt undersggelse, som er udfgrt med netop denne type kraeft.

3. Velg sggemetoden “"Query By Gene"” (se nederst figur 2).

4. | boksen “Enter genes” findes underboksen i midten, hvor der star “Enter HUGO gene
symbols, Gene Aliases, or OQL". Her skal tastes gennavnene CDKN2A CDK4 RB1. Tryk pa
“Submit Query”. Vaer opmeaerksom p4, at der ved fejl i gennavnene kommer en rgdt far-
vet besked op om, at gennavnene ikke er korrekte, og sa kan sggningen ikke startes. Tjek
efter om du har skrevet gennavnene helt ngjagtigt.

5. Efter lidt ventetid kommer der et resultatvindue frem, som starter pa fanen “OncoPrint”.
Det ligner figur 3, som dog er fra en anden kraftform. | billedteksten til figur 3 er forkla-
ret, hvordan resultaterne aflaeses. Sa billedteksten er vigtig at laese. Brug resultaterne fra
egen sggning (altsa ikke figur 3) til at besvare spgrgsmalene i naeste punkt.
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Antal patienter/praver
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Figur 3. Resultater fra segning pa de samme gener som skal bruges i denne gvelse, men med en anden
type cancer. Billedet viser kun en lille del af undersggelsens resultater, da der indgar mange patienter i den-
ne undersggelse. Man skal sikre sig, at man kan se information for alle undersggte patienter: Hvis der er en
gra skyder i billedet, sa traeek mod hgjre og venstre for at gennemga alle patienternes data. Der er markeret
hvor pa figuren man kan finde de forskellige typer af information. Symbolerne i symbolforklaringen, som er
relevante for jeres opgave, er forklaret herunder:

Symbolforklaring :

Amplification/Amplifikation: Der er flere kopier end normalt af dette gen i genomet, dette er en
mutation pa kromosomniveau.

Deep deletion/Dyb deletion: Genet mangler helt pa begge kromosomer, dvs. homozygot for
deletionen, en krommosommutation.

Missense mutation: Putative driver/formodet driver) (en genmutation som farer til, at en-flere
aminosyrer udskiftes med andre aminosyrer. Med “putative driver” menes, at man har en formod-
ning om, at denne mutation kan veere central som arsag til cancers opstaen og/eller udvikling.

Missense mutation: Unknown significance/ukendt betydning) (en genmutation som farer til, at
en-flere aminosyrer udskiftes med andre aminosyrer. Med “ukendt betydning” menes, at man ikke
kender betydningen af denne mutation med hensyn til cancer.

Truncating mutation: En genmutation, som farer til at proteinet, som genet koder for, bliver for
kort. Et codon for en aminosyre er blevet erstattet af et stop-codon.

No alterations/ingen andringer: Der er i studiet ikke fundet aendringer i de naevnte gener i de
deltagende patienters tumorer.
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Undersgg hvilke aendringer, der er fundet i generne CDKN2A, CDK4
og RB1 i tumorer fra hjernekraeftpatienter, og hvilken betydning

de har for styring af cellens vaekst og deling, gennem besvarelse af
arbejdsspgrgsmalene herunder.

@

Besvar folgende spgrgsmal ud fra eget sggeresultat fra cBioPortal om de ovennaevnte
gener inden for Glioblastoma:

A. Hvor mange patienters data indgar i undersggelsen?

B. Hvor stor en procentdel af patienternes tumorer har en eller anden type af
a&ndring i disse gener:

* CDKNZA
* CDK4
* RB1

C. RBI1

e Hvilke(n) af de observerede genetiske aendringer i RB7-genet kunne fare til produktion af
et ikke-funktionelt protein RB? (En forklaring af de forskellige typer af mutationer kan ses
under figur 3).

* Hvilken konsekvens kan et ikke-funktionelt RB-protein fa for forlgbet af RB-signaleringska-
skaden, og giver det mening i forhold til udvikling af kraeft?

D. CDK4

e Hvilke(n) af de observerede genetiske aendringer kunne fare til @get produktion af
CDK4-proteinet?

e Hvilken konsekvens kunne overproduktion af CDK4-proteinet have for forlgbet af RB-
signaleringskaskaden, og giver det mening i forhold til udvikling af kraeft?

m

CDKNZ2A

e Hvilke(n) af de observerede genetiske aendringer kunne fare til dannelse af et ikke-funktio-
nelt protein p16?

e Hvilken konsekvens kunne det have i RB-signaleringskaskaden, og giver det mening i for-
hold til udvikling af kraeft?

F.  Ser det ud til, nar man kigger hen over resultatsiden OncoPrint, at de tre gener
er mutually exclusive (sjeeldent eller aldrig er @ndret i den samme tumor) eller
co-occurring (d.v.s. at eendringer i generne som regel optraeder sammen)? Afkryds
nu i nedenstdende skema en hypotese for hvert af de viste genpar med hensyn til,
om de ser ud til at vaere co-occurring eller mutually exclusive.
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Gen 1 Gen 2 Skgnnet til at vaere co-occurring | Skennet til at veere mutually
(genaendringer i begge gener exclusive (genandringer i begge
forekommer oftest i samme gener forekommer sjeeldent eller
prove) aldrig i samme prave)

CDK4 RB1

CDK4 CDKN2A

RB1 CDKN2A

Naeste trin: statistisk analyse.
Har klassen matematik med i forlgbet?

Ja.

Nej.

Undersgg med statistiske metoder i matematiktimerne (matematikavelse 2) hvilken statistisk
evidens der er for de hypoteser, du har lavet i punkt F. | matematikavelsen kommer du til at
omdanne din bioteknologiske hypotese til en nulhypotese, der kan testes med matematiske
vaerktgjer. Nar du er feerdig med matematikgvelse 2, skal du ga videre til punkt G.

Sa skal du bruge den statistiske analyse, som cBioPortal leverer:

e Skift i den sggning, som du var i gang med, til fanen “Mutual Exclusivity”. Pa den kan du se
resultaterne af en statistisk analyse, hvor der testes en nulhypotese i retning af, at forekomsten
af mutationer i generne er uathaengige (af hinanden). Hvis p-vaerdien <0,05, siges testen at
veere signifikant (pa et 5% signifikansniveau).

e Er log2 Odds Ratio starre end nul, er der tale om “Co-occuring” gener, mens “Mutually exclu-
sive” gener har en log2 Odds Ratio, der er mindre end nul.

e Nar du har undersggt resultaterne pa fanen Mutual Exclusivity, skal du bruge dem i punkt G.

G. Ud fra din statistiske test skal du formulere en konklusion pa en made, som giver

mening i en bioteknologisk sammenhang. Hvad viste den statistiske analyse:
e For hvilke genkombinationer er gensidig udelukkelse (mutual exclusivity) statistisk signifikant?

e For hvilke genkombinationer er det statistisk signifikant, at de forekommer sammen?

Som en opsamlende konklusion: Er det nok, at ét af de tre gener CDK4, RB1 eller
CDKNZ2A er blevet @ndret, for at gdelaegge styringen af cellens vaekst og deling via
RB-signaleringskaskaden? Hvorfor/hvorfor ikke? Hvilken betydning har det for kraeft?

Ekstra:

e Er RBT et tumorsuppressorgen eller er det et proto-onkogen? Begrund svaret ved hjzelp af
denne vejlednings beskrivelse af RB7, samt definitionen af de to typer af gener i artiklen om
kraeftbiologi.

e Er CDK4 eller CDKN2A tumorsuppressorgener eller proto-onkogener?
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Biotekovelse 3. £ggestokkreeft:
Mutationer | BRCAT og BRCAZ og
deres betydning for overlevelse

Formal

e at unders@ge, om overlevelsestiden er kortere eller lzengere hos aeggestokkraeftpatienter med mutatio-
ner i generne BRCAT og BRCAZ2 end hos patienter med andre mutationer.

e at diskutere mulige arsager til eventuelle forskelle i overlevelse.

Baggrund

Proteinerne BRCA1' og BRCA2? er i deres normale, velfungerende form med til at reparere dobbelt-
strengs-brud i DNA (figur 1). Generne for de to proteiner hedder hver iseer det samme som proteinerne,
nemlig henholdsvis BRCAT og BRCA2. Nar dobbeltstrengsbrud og andre DNA-skader ikke repareres
korrekt, farer det til ophobning af mutationer, og nar disse mutationer findes i gener, der styrer cellens
vaekst og deling, medfarer det aget risiko for kraeft. Gener der koder for proteiner som bl.a. BRCAT og
BRCA?2, der bidrager til reparation af DNA-skader, kaldes tumorsuppressor gener (TSG). Navnet skyldes,
at de modvirker kraeft, ved at kode for proteiner, der bidrager reparation af skader og kontrol af cellens
vaekst og deling.

Repareret DNA, Figur 1. Nar der opstar en DNA-skade som

DNA med f.eks. dobbeltstrengsbrud, rekrutteres nogle

DNA dobbeltstrengsbrud cellecyklus af cellens DNA-reparationssystemer, herun-
fortsaetter der proteinerne BRCA1 og BRCA2. Hvis der
loniserende . ikke sker reparation, vil det i de fleste tilfeel-

straling :Fprra?;“é’:‘: de fare til programmeret celleded (apopto-

Replikationsfejl BjRaz:za ’ se), mens skadede celler i nogle fa tilfaelde

Frie radikaler m.m. kan undslippe kontrolsystemet og overleve

. % ¥ —> med skaden.
\, Apoptose

|

Sjeeldent undslipper de
skadede celler fra
cellens kontrolsystem
og overlever med deres
genetiske fejl

' https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=BRCA1
2 https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=BRCA2&keywords=brca2
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Nogle kraeftformer som f.eks. brystkreeft og aeggestokkraeft (ovariekraeft) har en starre arvelig dispone-
ring end andre kraeftformer3. Det vil sige, at man kan arve et gen fra en eller begge af sine foraeldre, som
@ger risikoen for at fa kreeft. Muterede udgaver af BRCA1- og BRCA2-generne er sadanne gener. Det er
vigtigt at laagge maerke til, at det netop er en foraget risiko for kraeft, der er tale om. Som regel kraeves
der nemlig andringer i flere gener, far man far kraeft. Kun cirka 5% af kreefttilfeeldene i Danmark menes
at veere koblet til arvelige faktorer. Men da mutationer i generne BRCA1 og BRCA2 giver en staerkt for-
@get risiko for kraeft i bl.a. bryst og aeggestokke tilbydes en genetisk test for disse muterede gener samt
ekstra undersagelser til familiemedlemmer til patienter, der har en arvelig kraeftdisposition.

Mutationer i BRCAT og BRCAZ2 kan - udover at vaere nedarvet fra foraeldrene - 0ogsa opsta i almindelige
celler i lgbet af livet, og sa kaldes de somatiske mutationer. | modsaetning hertil kaldes mutationer som
stammer fra foreeldrene med et engelsk udtryk germline mutationer, hvilket henviser til, at det er mute-
rede gener, der gives videre via foraeldrenes kansceller (germ cells pa engelsk), og dermed er de tilstede i
alle afkommets celler lige fra befrugtningen.

Patienters overlevelseschance i forbindelse med krzeft kan i nogle tilfaelde relateres til specifikke geneti-
ske a&ndringer, der findes som somatiske mutationer i patienternes tumorer eller som har vaeret til stede
som germline mutationer. Overlevelsen i forhold til specifikke mutationer undersages narmere i denne
gvelse med data fra patienter med aeggestokkraeft. | gvelsen skelnes ikke mellem somatiske mutatio-
ner og germline mutationer. | figur 2 ses et eksempel pa overlevelseskurver fra et studie med en anden
kraeftform end i denne gvelse.

Logrank Test P-Value: 6.745e-6
100%

90%

80%+
Resultat af statistisk
analyse. Tallet skal laeses
som 6,745 x 106

70%

60%-

50%

Overall Survival

40%
30%

20%-

10%-

T — e — , —r — .
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200
Months Survival

Overall Survival Kaplan-Meler Estimate

B Cases with Alteration(s) in Query Gene(s) Rod: Patienter med andringer i de udvalgte gener
B _Cases without Alteration(s) in Query Gene(s) Bla: Patienter som ikke har sndringer i de udvalgte gener

Figur 2. Eksempel pa overlevelseskurver fra et andet studie, end det, som der arbejdes med i denne avelse. figuren stammer fra
cBioPortal* med data fra studiet TCGA Provisional, om Lower-Grade Glioma. Kurver viser procentvis overlevelse af patienter (med
en form for hjernekraeft) siden farste gang de blev diagnosticeret med kraeft. Den rade kurve viser overlevelse af patienter med
mutationer i de udvalgte gener IDH1, IDH2 og EGFR. Den bla kurve viser overlevelse af patienter uden forandringer i netop disse
gener.

3 Dette afsnit er baseret pa Kraeftens Bekaempelses hjemmeside www.cancer.dk, opslag om arsager til arvelighed, set 14. oktober 2019:
https://www.cancer.dk/hjaelp-viden/fakta-om-kraeft/aarsager-til-kraeft/aarsager-arvelighed/

4Cerami, E. et al. (2012). The cBio Cancer Genomics Portal: An Open Platform for Exploring Multidimensional Cancer Geno-
mics Data. Cancer Discovery, (2) (5) 401-404: https://cancerdiscovery.aacrjournals.org/content/2/5/401 samt Gao, J. et al. (2013).
Integrative Analysis of Complex Cancer Genomics and Clinical Profiles Using the cBioPortal, Science Signaling pl1: https://stke.
sciencemag.org/content/6/269/pl1 ‘
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Find data

Ga til http://www.cbioportal.org/

| feltet "Search” indtastes det gnskede organ, i dette tilfeelde "ovary”.

Blandt sggeresultaterne vaelges det gnskede studie: Saet hak ud for studiet “Ovarian
Serous Cystadenocarcinoma (TCGA, Nature 2011)".

Valg "Query By Gene”

Find “Enter genes”-boksen. | underboksen i midten, hvor der star “Enter HUGO gene sym-
bols, Gene Aliases, or OQL"” skal du taste gennavnene BRCAT og BRCA2 (med almindelig
skrift, ikke skra skrift). Tjek at der under generne star med gran baggrund "All gene sym-
bols are valid”. Hvis ikke, skal stavning af generne rettes.

Derefter trykkes pa “Submit Query” og man venter.

Nar sggningen er gennemfart, vises automatisk fanebladet “OncoPrint”. Skift til fanebla-
det "Comparison/Survival” og pa den nye side skiftes til fanebladet “Survival”, hvor over-
levelseskurverne findes.

Download figuren og besvar arbejdsopgaverne:

Arbejdopgaver

A. Analyser overlevelseskurven som du fandt: Ser det ud til, at der er den samme over-
levelse for patienter med a&ggestokkraeft og BRCAT- eller BRCA2-mutationer i for-
hold til patienter som ikke har netop disse mutationer? Eller er der en darligere eller
bedre overlevelse? Formuler din forelgbige analyse som en hypotese, der skal testes.

B. Det du skrev i punkt A er en hypotese, som er formuleret med bioteknologisprog,
og som skal testes med statistiske vaerktgjer. Selv. om du maske har en klar fornem-
melse af svaret ud fra figuren, skal du teste din hypotese med brug af data fra
det studie, der ligger bag figuren. Hermed kan du afgere, om der er videnskabelig
evidens. Det kunne for eksempel veere, at der var sa stor variation inden for de to
grupper, at det lige sd godt kunne veere tilfeeldigt, at det ser ud som om, der er for-
skelle.
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Neeste trin: statistisk analyse.
Har klassen matematik med i forlgbet?

Ja.

Nej.

Undersag med statistiske metoder i matematiktimerne (Matematikgvelse 3) hvilken statistisk evi-
dens der er for sammenhangen mellem overlevelse af patienter med BRCA - eller BRCA2-muta-
tioner i deres tumor, i forhold til patienter, der ikke har disse mutationer. Du kommer til at
omdanne din bioteknologiske hypotese til en nulhypotese, der kan testes med matematiske

veerktgijer.
Nar du er faerdig med Matematikavelse 3, skal du ga videre til naeste punkt.

Sa skal du ikke selv udfgre den statistiske analyse, men bruge den, som cBioPortal laver: Der
testes en nulhypotese om, at der ikke er forskel i overlevelsen i de to grupper.

e Hvis log-rank test p-vaerdien, som star pa overlevelseskurverne, som du har fundet, er mindre
end 0,05, forkastes nulhypotesen. Det vil sige, at de forskelle man kan se ikke skyldes tilfaeldig-

heder, og man kan konkludere, at der er forskelle.
e Hvilken retning en evt. forskel gar kan ofte ses af figuren.

e Du skal altsa nu bruge figuren og dens log-rank test p-veerdi til at besvare naeste punkt.

Hvordan Igd nulhypotesen? Hvad blev resultatet af testen af nulhypotesen?
Hvordan kan konklusionen pa testen formuleres pa bioteknologisprog?

D. Hvad kunne vare arsagen til det, der blev fundet i punkt A og som blev under-

stottet af den statistiske test? (Overvej mulige arsager. Der er ikke et endeligt
svar. En af ekstraopgaverne leengere nede i vejledningen gar ud pa at under-
sege, hvad nogle forskere har foresldet som arsagsforklaring).

Lav en samlet konklusion, som er en besvarelse af punkterne under “Formal” i
starten af vejledningen. Husk at inddrage de statistiske resultater grundigt.

Pa naeste side findes en rackke ekstraopgaver.
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Ekstraopgaver

Opgaverne kan eventuelt fordeles pa forskellige grupper, som laver en fremlaeggelse i matrixgrupper.

Ekstra 1: Unders@g, om der findes den samme relation mellem BRCA7- og BRCA2- mutationer og over-
levelse ved en anden kraeftform, hvor BRCA-generne er involveret, nemlig brystkreeft.

Brug samme fremgangsmade som far (punkt 1-8) til at finde data, med falgende andringer: Punkt 2:
"breast”, punkt 3 “Breast Invasive Carcinoma (TCGA, Firehose Legacy)”.

Diskuter, hvad kurverne viser og sammenlign med resultatet for aeggestokkraeft. NB! Det er ikke sikkert,
at der kan findes en arsagsforklaring til eventuelle forskelle eller ligheder. Det diskuteres i skrivende stund
stadig i forskningsverdenen.

Ekstra 2: Undersgg mere om aeggestokkraeft og tests for BRCAT og BRCA2, samt om kreaeft og arvelig-
hed generelt: Ga ind pa Kreeftens Bekaempelses hjemmeside. Der er angivet links, men hvis de ikke
skulle virke, kan man prgve at sgge oplysningerne frem via hjemmesidens sggefunktion. Laes om

e eggestokkraeft og tests for BRCA1 og BRCA2 m.m. (langt nede pa siden)

¢ kreeft og arvelighed generelt

Ekstra 3: Udvalg et enkelt emne inden for DNA-reparation i denne kilde, som dog ikke kommer ind pa
dobbeltstrengsbrud:

Lautrup, S. H., Stevnsner, T. (2015). Nar kroppen reparerer DNA. Aktuel Naturvidenskab, 6,
28-33.

Ekstra 4: Undersgg mulige arsager til de fundne forskelle i overlevelse: Andre forskere end de, der star
bag data i denne gvelse, har arbejdet med overlevelse af patienter med aeggestokkraeft. Undersgg deres
arbejde i den nedennavnte kilde saledes: Abstract skal skimmes for at finde ud af, hvad forskerne selv
har unders@gt og hvad de har konkluderet. Indledningen til artiklen skal skimmes indtil artiklens for-
fattere naevner mulige drsager til de observerede sammenhaenge. Du skal altsa IKKE laese hele artiklen.
Brug denne kilde:

McLaughlin, J. R., et al. (2013). Long-term ovarian cancer survival associated with mutation in
BRCA1 or BRCA2. Journal of the National Cancer Institute, 105(2), 141-148.
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Ekstra 5: | figur 4 ses den kemiske struktur af aktivstoffet olaparib, som i nogle tilfeelde anvendes til
behandling af aeggestokkraeft.

e Opskriv sumformlen for molekylet pa figur 4. Du ma gerne anvende MarvinSketch eller lignende.
e Analyser molekylets evne til at traenge gennem cellemembranen.

e Olaparib er en sakaldt PARP-haemmer. Undersgg hvordan PARP-hammere virker, for eksempel pa
"pro.medicin - Information til sundhedsfaglige”
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Figur 4. Den kemiske struktur af olaparib, hentet fra MarvinSketch.
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Biotekgovelse 4. Brystkraeft:
Genandringer og pracisionsmedicin

Formal

e at prgve at anvende en offentligt tilgaengelig database, cBioPortal, som bl. a. bruges af sundhedsperso-
nale (lzeger og molekylzerbiologer), samt forskere inden for canceromradet.

e at unders@ge - i data fra studier af brystkraeft - hvilke forskellige aendringer, der er i et bestemt gen,
ERBB?2.

e at undersgge hvordan praecisionsmedicin er relevant for patienter med brystkraeft.

Baggrund

| Danmark diagnosticeres arligt ca. 4.650 nye tilfaelde af brystkraeft. | nogle tilfeelde af brystkraeft spiller
genet ERBB2 en rolle, og nogle patienter med aendringer i dette gen kan behandles med preecisions-
medicin. Genet ERBB2 og den receptor, den koder for, samt genets og receptorens rolle i brystkraeft er
beskrevet i Biotekgvelse 1, samt i artiklerne om Kraeftbiologi og Praecisionsmedicin.

Overekspression, altsa en forgget transskription og translation af genet ERBB2, ses i tumorer hos nogle
brystkraeftpatienter. Overekspressionen er korreleret til amplifikation af det kodende gen. Med ampli-
fikation menes, at der findes betydeligt flere kopier end normalt af genet, hvilket farer til et @get antal
af receptorer i cellemembranen. Amplifikationer af genet ERBB2 kan bruges til at forudsige respons pa
behandling, som indrettes derefter.

Et antistofpraeparat med det virksomme stof trastuzumab (et monoklonalt antistof som indgar i medicin
med handelsnavnet Herceptin) er specifikt designet til kun at binde sig til celler, som har gget ekspression
af ERBB2. Nar trastuzumab binder til ERBB2, formindskes tumorernes vaekst ved at blokere ERBB2- prote-
inets funktion (figur 1) samt at tiltreekke immunceller, der draeber kraeftcellerne.

Trastuzumab
(ERBB2 haemmer)

Figur 1. Virkning af antistofpreeparatet Herceptin (aktivstof: Trastuzumab).

Herceptin virker ved at binde sig til receptoren ERBB2 (der ogsa kaldes HER2). Derved kan veaekstfaktor og den anden receptor
ikke bindes til ERBB2 og signalkaskaden som vises i artiklen om kraeftbiologi kan ikke aktiveres. Saledes stoppes overaktivering
af celledelingen. Samtidig tiltraekker det bundne antistof, Herceptin, immunceller, sa kraeftcellerne draebes.
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Herceptin er et af de farste medikamenter, som er blevet ordineret pa baggrund af en molekylzerbio-
logisk test. Testen kan pavise, om en patient har overekspression af det ‘'mal’, som medicinen er rettet
mod, nemlig ERBB2-proteinet. Brystkraeftpatienter, hvis tumorvaev ikke har overekspression af ERBB2, har
ingen gavnlig effekt af Herceptin-behandling, og vil ved behandling kunne udvikle livstruende bivirknin-
ger i form af f.eks. hjertesvigt.

Du skal i denne opgave undersgge hvilke forskellige eendringer (amplifikationer og andre), der findes i
genet ERBB2 hos tumorer fra brystkreeftpatienter, og hvor mange af disse patienter, der kan hjaelpes med
den naevnte medicin.

Fremgangsmdde og arbejdsspargsmal.

Der er i alt 8 punkter i fremgangsmaden, og der er spargsmal fra A-J.

Find dataseettet

1. Ga til cBioPortal’s hjemmeside. | feltet “Search” tastes organet som man vil arbejde
med, her "breast” (figur 2).

o -
‘SE' CBIOPOI’tal Data Seats Web APl R/MATLAB Tutorials FAQ News Visualize Your Data About
B FOR CANCER GENOMICS

Query Quick Search Beta! Download Please cite: Carami ¢t al, 2012 & Gas et al, 2013

1. Indtast organ
Select Studies for Visualization & Analysis: 1 study selected (1108 samples) Deselect all breast X| -

Breast 15" Invasive Breast Carcinoma
) Breast Cancer (METABRIC, MNature 2012 & MNat Commun 2016)
) Breast Cancer (MSKCC, 2019}
Breast Cancer Xenografts (British Columbia, Nature 2013)
L) Breast Invasive Carcinoma (Brilish Columbia, Natura 2012)

) Breast Invasive Carcinoma (Broad, Mature 2012)
) Breast Invasive Carcinoma (Sanger, Nature 2012)
| Breast Invasive Carcinoma (TCGA, Cell 2015)

| Breast Invasive Carcinoma (TCGA, Nature 2012}

2. Veelg studie

[# Breast Invasive Carcinoma (TCGA, Firehose Legacy)
) Metastatic Breeast Cancer (INSERM, PLoS Med 2016)

3. Veelg “ By G ’
1 study selectad .:11$ sgmpe::\lerXesex-cl :fne Query By Gene [l * Explore Selected Studies

Figur 2. Indtast organ i det felt pa hjemmesiden, hvor der til at starte med star “Search”. Seet hak ved det gnskede studie og
veelg "Query By Gene”.

-

1 En beskrivelse af de molekylaerbiologiske tests for overekspression af ERBB2, som omfatter immunohistokemi og “fluorescens
in situ hybridisering” (FISH) kan laeses i Nerager, M. T. et al. (2018) Sammenligning af automatiseret HER2 IQFISH med
manuel HER2 FISH, Danske Bioanalytikere, nr 9, 22-25
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2. Under "Invasive Breast Carcinoma” (som er en variant af brystkraeft), saet hak ved “Breast
Invasive Carcinoma (TCGA, Firehose Legacy)” (figur 2). Nu har du valgt et bestemt viden-
skabeligt studie, som er udfgrt med netop denne type af brystkraeft.

3. Veelg "Query By Gene” (figur 2).

4. Find “Enter genes”-boksen. | underboksen i midten, hvor der star “Enter HUGO gene sym-
bols, Gene Aliases, or OQL" skal du taste gennavnet ERBB2 (med almindelig skrift, ikke
skra skrift). Tryk pa “Submit Query”

5. Efter lidt ventetid kommer der et resultatvindue frem, som starter pa fanen “OncoPrint”
Det svarer til figur 3, som dog er fra et andet studie end det, som du skal arbejde med.
| figur 3 og figurteksten dertil skal leses forklaringen til, hvordan figuren bruges. Besvar
derefter arbejdsspgrgsmalene, som kommer efter figuren.

Antal patienter/prever
Pan-Lung Cancer (TCGA, Nat Genet 201 | |
Modify Query Samples with mutation and CNA da~ CDKN2A. CDK4 & RB1 ‘Queried genes are altered in 463 (40%) of queried patients/samples o

N,av}én%/tpgeuza\gne Mutual Exclusivity Plots Mutations Enrichments Survival Antal Og prOCGntde| af a”e pr@Ver,
: ; hvor der er aendring i et eller flere af

ata for én patient
Gennavn og procentdel af pragver, der har en mmmr 0% @ | @ de naevnte gener
2endring | det naevnte gen

I|||||||||||||||||\||||||||||||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
coke i au | "l“""

RB1 P i |
[ |Gra skyder {il at kore gennem alle pr@ver
iGenetic AMrﬂlonSym DOl  #intrame Mutation (putative drivery  § Inframe Mutation " Mutation (putative driver)
—fOrklari ngl Mutation i ) @ Truncating Mutation (putative driver) I Amplification l Deep Deletion No alterations

Figur 3. Resultat af sagning med de vigtigste omrader markeret. Sggningen er pa andre gener og med en anden type kraeft
end i denne gvelse. Billedet viser kun en lille del af undersggelsens resultater, da der indgar mange patienter. Man skal sikre
sig, at man har set information for alle undersagte patienter: Hvis der er en gra skyder i billedet, s& traeek mod hgjre og ven-
stre for at gennemga alle patienternes data. Se markeringer pa figuren for hvor man kan finde informationerne. Hver sgjle
ud for gennavnene repraesenterer en patient, hvis tumor er undersggt for eendringer i generne. Procenttallet til hgjre for
hvert gen angiver hvor stor en andel af alle de undersagte patienter i studiet, der i deres tumor har en eller anden form for
2ndring af genet. Betydning af farvekoderne pa hver patient star under raekken af patienter.
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Undersag hvilke aendringer, der er fundet i genet ERBB2 hos bryst-
kreeftpatienter i et stort studie:

@

Nu har du set, at der findes forskellige eendringer af genet ERBB2 i patienternes tumorer. Ga herefter
videre med datasaettet:




Dvelse

Undersgg hvor mange af patienterne, der kunne fa gavn af midlet
Herceptin.

6. Fortset med den samme undersggelse som du lavede oven for. G4 til fanen “Cancer Types
summary” (figur 4). Marker “Cancer study” og tjek, at Show Genomic Alteration Types er

valgt.
z Breast Invasive Carcinoma (TCGA, Provisional) g : : : ,
Samples with mutation and CNA data (963 patients/samples) - ERBB2 Cierisd gana ks attesec i 137/(14%) of quened patian
Vealg denne fane
OncoPrint Cancer Types Summary Plots Mutations Co-expression Enrichments Survival CN Segments Network Download
Cancer Study” skal vaere valgt
= Cancer Study Cancer Type Cancer Type Detailed Denne skal vaere valgt
Y-Axis Value: Alteration Frequen v Min. # Total Cases: (©) 3 ’ 10 ‘ ) ?"0‘” Qenomic:Aligration
0 9631  Tr— ypes
Sort X-Axis Min. % Altered (5 =
By: Y-Axis Values v Cases: ; 0%
0% 15%

10f 1 categories (Cancer Study) are shown based on filtering.  G& la@ngere ned pa siden for at
se figur og symbolforklaring

o

14%*‘-

Figur 4. Fanen Cancer Types Summary.

7. Hold cursoren hen over sgjlen med farver, som er nederst i det skeermbillede, der kommer
frem (kun toppen er vist pa figur 4.)

8. Besvar spagrgsmalene:

F.  Hvilke brystkreftpatienter kan, ifglge indledningen til opgaven, fa gavn af
Herceptin?

G. Hvor mange procent af patienterne i dette studie ville kunne fa gavn af behandling
med Herceptin?

H. Hvordan stemmer procentandel fra det foregaende punkt overens med antallet i
denne tekst her? (Hvis linket ikke virker, kan oplysningerne sgges frem pa Kraeftens
Bekampelses hjemmeside cancer.dk pa “behandling af HER2-positiv brystkraeft “.
HER2 og ERBB2 er det samme. Medicinen Herceptin har som aktivstof “trastuzu-
mab”)

|. Diskuter, hvorfor man kan bruge begrebet praecisionsmedicin i denne sammen-
hang.

J. Diskuter fordele og ulemper ved brug af preecisionsmedicin til behandling af bryst-
kreeft.
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Ekstraopgaver

Der er to ekstraopgaver. Eleverne arbejder i grupper og efter endt gruppearbejde veelges ved lodtraek-
ning de to grupper, der skal holde et kort oplaeg om en af opgaverne med brug af figurer og fagbegre-
ber. Til sidst star forslag til en opsamlende klassediskussion.

Ekstra 1. (Kan bruges, hvis klassen har lzert om immunforsvaret). Undersgg mere om hvad laegemidlet
Herceptin indeholder og hvordan det virker. Der skal bruges figurer og fagbegreber. Brug dine internet-
s@gningsskills.

Ekstra 2. Herceptin virker, som set i ovenstaende gvelser, godt mod brystkraeft, som skyldes amplifikatio-
ner i ERBB2. Undersgg nu, om det samme gen er amplificeret i andre kraeftformer, og undersgg, om den
samme medicin pa nuvaerende tidspunkt bruges rutinemaessigt som behandling ved andre kraeftformer
med samme amplifikation:

e G4 til cBioPortal forside.

e Under “Select Studies” vaelges i dropdown-menuen (tryk pa ned-pilen) i sggefeltet “tcga-legacy-pan-
cancer” (figur 5) og derefter saettes der hak ved “Select all listed studies matching filter” (figur 5).

|} -
‘==' CBIOPOI'tal Data Sets Web APl R/MATLAB Tutorials FAQ News Visualize Your Data About
| ] FOR CANCER GENOMICS
Query Quick Search Betal Download Please cite: Cerami et al., 2012 & Gao et al., 2013

Der skal vaere “hak” her

Select Studies for Visualization & Analysis/ 32 studies selected (11413 samples) Deselect all tcga-legacy-pancancer  x -

Adrenal Gland 1 v tcga-legacy-pancancer

Beselect all listed studies matching filter (32)

tcga pancancer atlas

Biliary Tract 1 Adrenal Gland s
tcga -provisional -pancancer

Bladder/Urinary Tract " Adrenocortical Carcinoma tcga or icgc

o . # Adrenocortical Carcinoma (TCGA, Provisional) msk-impact

e -"cell line"
= Biliary Tract
Breast . breast
Cholangiocarcinoma
CNS/Rrain = T esophageal OR stomach

prostate msk
32 studies selectad (11413 samples) Deselect all R %
studies selected ( samples) c Query By Gene EXp| -

® Tryk pa "Query By Gene".

Figur 5

e Find “Enter genes”-boksen. | underboksen i midten, hvor der star “Enter HUGO gene symbols, Gene
Aliases, or OQL" skal du taste gennavnet ERBB2 (med almindelig skrift, ikke skra skrift).

e Tryk “Submit Query”

¢ Vaelg fanen " Cancer Types Summary” og vaelg “Cancer Type” (figur 6).
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Figur 6

* Se pa figuren som kommer frem laengere ned pa siden, hvilke andre kraeftformer, som har amplifikatio-
ner af ERBB2 (den rade farve i sgjlerne i figuren angiver andelen af patienter for hver kraeftform i studi-
et, der har amplifikationer af ERBB2)

e Undersgg om Herceptin i dag bruges til behandling af andre kraeftformer end brystkraeft ved at sgge
pa “Herceptin” eller "trastuzumab” pa min.medicin.dk

Klassediskussion efter fremlaggelserne

Diskuter, for og imod, at Herceptin kan indga i behandlingen af andre kraeftformer end brystkraeft

Diskuter, hvordan man kan forestille sig, at sundhedspersonale og molekylaerbiologer kan arbejde med
at undersgge, om Herceptin er en velegnet behandling til andre kraeftformer: kom bl.a. ind pa "eksperi-
mentel behandling” og "“evidensbaseret behandling” samt andre studier, der matte ga forud for klinisk
afpravning.

IR
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Gruppearbejde

Kreeftbiologi, fgrste del, gruppearbejde

Gruppearbejde pa basis af forste del af artiklen “Kraeftbiologi”
4 opgaver, 8 grupper. Hver opgave laves af to grupper. Derefter fremlaeggelse individuelt i matrixgrupper.

Del 1 af artiklen: Intro + Udvikling og celleprogrammering.

Find relevante figurer fra egen leerebog + evt. anden kilde til at fremlaegge denne del af artiklen.

Del 2 af artiklen: Cellesignalering og veekstkontrol.

figuren "To virkemader for onkogen aktivering af receptorer for cellesignaler” fra artiklen + evt. figurer
fra egen leerebog bruges til at fremlaegge denne del af artiklen.

Del 3 af artiklen: Vedligeholdelse af genomet, fgrste to afsnit.

Find figurer til at fremlaegge denne del af artiklen. Se farst om der er noget at finde i egen laerebog, og
s@g derefter pa internettet, brug kun kvalitetskilder.

Del 4 af artiklen: Fra “Nar en DNA-skade opstar” og resten af
afsnittet.

Brug figuren "Telomerase”. Eventuelt kan figuren fra en senere del af artiklen ”“Samspil mellem signalveje
star for en kompleks kontrol af cellernes funktion” inddrages.
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Arbejdsark

Kreeftbiologi 2

Arbejdsark til artiklen Kraeftbiologi, fra og med overskriften “Kraeft”
og til slutningen af artiklen.

1. Hvad er et “drivergen”? Hvilke to overordnede typer findes der, og hvordan er de forskel-
lige?

2. Pa figuren nedenunder er der illustreret normal styring af celledeling samt to forskellige
resultater af mutationer i gener. Hvor er der sket mutationer i tumorsuppressorgener, og
hvor er der sket mutationer i et proto-onkogen, som derved er blevet til et onkogen?

s
Normal

cellecyklus

.
S~

Mutationer,
der forer til
kraeoft

Hvilken slags gen er muteret?

_ 4

Figur 1. Styring af cellecyklus og mutationer i tumorsuppressorgener og proto-onkogener. Hvad er hvad? figuren er omtegnet
efter https:/ib.bioninja.com.au/ Media/oncogene_med.jpeg

3. Forklar dette naermere: “Mens drivermutationer altid forekommer i drivergener, er det ikke
alle mutationer, som forekommer i drivergener, som er drivermutationer?” (citat fra artik-
len).

4. Hvilken proces i cellen illustrerer denne figur?

Polymerase DNA-skabelonstreng
e —— / RNA
oy = - —
SN LS J - \\‘/
- Ss? S i

a. Transskription
b. DNA-replikation

c. Translation
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5. Hvordan vil en deletion af en central del af genet for et protein pavirke processen, som er
vist i den lille figur i punkt 4, og hvordan vil det pavirke dannelsen af proteinet?

6. Hvorfor er det almindeligt at se i kraeftceller, at begge udgaver af tumorsuppessorgener er
ramt af mutationer?

7. Hvorfor er det almindeligt at se i kreeftceller, at kun én udgave af et proto-onkogen er
ramt af mutation, s det er blevet til et onkogen?

8. En kinase er et protein, der udfgrer en fosforylering af et protein. Hvad er en fosforylering
og hvilken konsekvens har den som regel for proteinet, der bliver fosforyleret?

9. Fosforylering:

a. Find et eksempel pa fosforylering i figuren “Retinoblastom (RB1)-proteinet er hovedre-
gulator af cellecyklus” fra artiklen.

b. Forklar hvilken virkning fosforyleringen har i styring af cellecyklus.

10. Find RB i figuren "Retinoblastom (RB1)-proteinet er hovedregulator af cellecyklus” fra
artiklen “Kreaeftbiologi”. Brug figuren til at forklare, hvorfor cellecyklus bliver overstimu-
leret, hvis genet for proteinet RB er udsat for mutationer som ggr, at RB-proteinet ikke
leengere virker som det skal. Diskuter to forskellige mader, som man kunne taenke sig at
RB-proteinet kunne andres pa, sa det ikke kan udfgre sin normale funktion.

Ekstraopgaver

Ekstra-1: Undersgg forholdet mellem godartede (benigne) og ondartede (maligne) tumorer, og se,
hvordan flere mutationer er ngdvendige for udvikling af kreeft: Laes pa dette link under overskrifterne
"Godartede knuder (benign tumor)” og “Ondartede knuder (malign tumor)”. Laeg maerke til figurerne.
Overvej hvor man kan inddrage begreberne drivergener, tumorsuppressorgener, proto-onkogener og
onkogener. Hvis linket ikke virker, kan du ga til Kraeftens Bekeempelses hjemmeside og sege pa “Hvad
er kraeft”.

Ekstra-2: (en sveer opgave). Forklar mundtligt hele figuren “Retinoblastom (RB1)-proteinet er hovedre-
gulator af cellecyklus” i artiklen med fagbegreber. Brug meget gerne ogsa fagbegreber, som du kender,
men som ikke star pa figuren. Forklar ogsa, hvorfor man i kraeftceller som regel kun finder ét muteret
gen inden for hver signalvej.

Ekstra-3: (en svaer opgave). Forklar mundtligt hele figuren “Samspil mellem signalveje star for en kom-
pleks kontrol af cellernes funktion” i artiklen med fagbegreber. Brug meget gerne ogsa fagbegreber, som
du kender, men som ikke star pa figuren.
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Arbejdsark

Praecisionsmedicin i kraeftbehandling
— Arbejdsark

Arbejdsarket besvares pa basis af artiklen med samme titel.

Konventionel kraeftbehandling forstas som brugen af operation, stralebehandling og kemoterapi. Kemo-
terapi er "Medicinsk behandling med stoffer, der standser cellers deling pa forskellig made (cellegifte).
Denne type stoffer kaldes cytostatika. Rammer isaer de celler, der deler sig hurtigt, som kraeftceller ger.

"1

1. Forklar mundtligt ved hjelp af nedenstdende figur, hvordan praecisionsmedicin er forskel-
lig fra konventionel kraeftbehandling. Udelukker brugen af praecisionsmedicin den konven-
tionelle behandling?

Figur 1

Patienter med samme kraefttype

Genomisk profilering

‘ ‘ o 6 0 o
'II 'I' o 6 06 o
Molekyleert target 1 Molekylaert target 2 w w w w

Intet molekylaert target

|
@ @" ®

Malrettet behandling Malrettet behandling Konventionel behandling
type 1 type 2 eks. kirurgi, kemoterapi,
| | stralebehandling

Kan gives alene eller i kombination med
konventionel behandling

! https://www.cancer.dk/hjaelp-viden/fakta-om-kraeft/ordbog/K/, Kraeftens Bekaempelses ordbog, besggt 2. juli 2019
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2. Er dette udsagn sandt eller falsk?:
"Praecisionsmedicin er det samme som at der skraeddersyes en helt unik behandling til hver enkelt
patient”. Hvis det er sandt, sa uddyb forklaringen. Hvis det er falsk, sa giv en mere korrekt definition
af praecisionsmedicin.

3. Randomiserede, kontrollerede forsag:

a. Forklar mundtligt ved hjaelp af figur 2 hvad der ligger i begrebet “Randomiserede,
kontrollerede forsgg”. Det ma gerne veere mere uddybende end teksten i artiklen.
Hvilke fordele og ulemper kan der vaere ved disse forsgg?

b. Hvorfor er det ofte vanskeligt eller umuligt at lave store, kontrollerede undersagelser
med preaecisionsmedicin?

Patientgruppe Behandling

P gl Tt o

£ = Tilfaeldig fordeling Sammenligning af
w 'n‘ resultater

[ )
Kontrolgruppe
° 'n' grupp

: o~ . |7
' AN

Figur 2. Randomiseret, kontrolleret forsgg.

4. Hvorfor er det typisk nemmere at lave medicin der rammer malproteiner, som onkogener
koder for, end at lave medicin, der rammer celler, der har mutationer i tumorsuppressorge-
ner?

5. Forklar mundtligt NGS i forhold til den klassiske Sanger-sekventering. Inddrag figuren om
sekventering fra artiklen.

6. Imatinib er en smamolekyleer heemmer, som anvendes mod CML, hvor patienten har Phi-
liadelphia-kromosomet. figur 3 viser den kemiske struktur af laegemidlet samt en raekke
kemiske egenskaber.

a. Diskuter, om den kemiske struktur af imatinib tillader at stoffet transporteres gennem
cellemembranen.
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Figur 3. Den kemiske struktur af imatinib (MarvinSketch). Molekylformlen er C ;H,.N.O og molarmassen er 493,6 g/mol
(MarvinSketch). Der er 7 hydrogenbindingsacceptorer, 2 hydrogenbindingsdonorer og en logP pa 4,38.
(Kilde: https://www.drugbank.ca/salts/DBSALT000098).

7. Forklar mundtligt, hvordan et lagemiddel, der er en tyrosinkinase-haeemmer (f. eks. Imati-
nib), kan bruges til at heemme kraeftcellers vaekst hos patienter med CML og Philadelphi-

akromosomet, idet figur 4 her fra arbejdsarket inddrages.

BCR-ABL

BCR-ABL1 s
tyrosin kinase

haammer

&

@Ko inaktiv form
Stimulering af celle veekst

Kronisk Myeloid Leukaemi |J

Figur 4
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8. Forklar mundtligt: Hvilken strategi kan bruges til at fa et lazgemiddel frem til malet i cel-
len, hvis leegemidlet ikke selv kan bevage sig gennem cellemembranen? Inddrag artiklens
tekst og figur 5 her i arbejdsarket og forklar fagudtrykkene som bruges.

Bindingssted
mellem linker og

4 / antistof
®- L

;

\ Linker

Cellegift

Antistof,
monoklonalt,
humant

Figur 5. Antistofkonjugeret cellegift. Omtegnet efter Tsuchikama, K. & An, Z. Protein Cell (2018) 9: 33.
Oprindelig licens https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/

9. Skriv en kort og preaecis opsummering om pracisionsmedicin til kreeftbehandling pa 15-20
linjer. Malgruppe: En biotekelev i 3g pa et andet gymnasium, som har arbejdet med kraeft,
men ikke med preecisionsmedicin. Fglgende (fag)udtryk skal indga — dog ma to udelades
efter eget valg:

Gruppering af patienter, eksperimentel behandling vs. evidensbaseret behandling, NGS, tumorens
genetiske profil, tumorsuppressorgen, onkogen, signalvej, kontrol af cellecyklus, smamolekylaer
heemmer, antistof.
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Quizlet, beskrivelse og links

Hvad er Quizlet?

Dette materiale indeholder en raekke quizlets. En “Quizlet” er en slags onlinequiz, hvor begreber og for-
klaring af begreber traenes og evt. selvevalueres. Nar fgrst de matchende begreber og forklaringer er til
radighed som i dette materiale, er der mange forskellige muligheder for at treene og teste, bade almin-
deligt terperi og mere spilagtige aktiviteter. Der gives automatisk feedback. Eleverne skal blot fglge links i
materialet, hvor de bliver bedt om at registrere sig som brugere, hvilket er gratis i skrivende stund. Leere-
ren skal huske at vaelge at registrere sig som laerer, hvilket ogsa er gratis til det basale, selvom man nok
ikke undgar at fa reklamer for opgradering til betalingsversionen.

Hvad er Quizlet Live?

Quizlet Live er et sjovt og leererigt online spil som kan bruges i timerne med fokus pa samarbejde i grup-
per. Udgangspunktet er de saet af begreber og definitioner, Quizlets, som blandt andet stilles til radighed
i dette materiale.

Eleverne arbejder sammen i automatisk dannede grupper om at kombinere 12 termer og definitioner.
Det farste hold, der kombinerer alle termer og definitioner korrekt, har vundet.

Som udgangspunkt skal man have et seet med mindst 12 termer og definitioner. De fleste Quizletsaet i
dette materiale har termer nok til Quizlet Live.

For at lade eleverne arbejde med Quizlet Live skal du registrere dig som leerer pa Quizlet. Her er link til
Quizlet hvor du kan oprette dig gratis - husk at vaelge at du er lzerer: https:/quizlet.com/en-gb

Link til vejledning til Quizlet Live: https:/quizlet.com/en-gb/help/2444125/how-to-use-quizlet-live
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Quizlets til artiklen Kraeftbiologi
Alle begreber til artiklen Kraeftbiologi samlet (28 begreber)

https://quizlet.com/ 6r2gvo

Begreber til artiklens farste del, fra start til og med afsnittet “Vedligeholdelse af genomet” (15 begreber)

https://quizlet.com/ 6r2r06

Begreber til artiklens sidste del, fra og med afsnittet “Kraeft” ( 13 begreber)

https:/quizlet.com/ 6r2t9y

En lille, enkel quizlet hvor begreberne cellemembran, vaekstfaktor, receptor, signaleringskaskade og celle-
cyklus kobles til en figur. Denne er IKKE brugbar til Quizlet Live.

https:/quizlet.com/ 6rf9er

Quizlet til artiklen Praecisionsmedicin i kreeftbehandling
Begreber til hele artiklen

https:/quizlet.com/ 6umcek
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Afleveringsopgave

Fra mutation til praecisionsmedicin

Typeord i opgaverne er ifalge Laererens haefte, Bioteknologi A STX, 2019

Opgaverne kan besvares som en skriftlig aflevering (90 minutter) eller som en screencastaflevering, hvor
der peges pa figurerne samtidig med besvarelsen af spgrgsmalene. Screencasten ma vare op til fem
minutter.

BRAF V600E ved modermeaerkekraft

| nogle former for modermaerkekraeft findes aendringer i enzymet BRAF, som indgar i en signaleringska-
skade, som stimulerer celledeling. Den normale BRAF katalyserer i den aktive form omdannelsen af det
naeste trin i signaleringskaskaden, MAP2K1, til en aktiv form.

Den normale form af BRAF aktiveres selv ved, at et andet enzym tilfgjer en fosfatgruppe til BRAF, og
BRAF deaktiveres, nar fosfatgruppen igen fjernes. Den a&ndrede form af enzymet, som kaldes BRAF
V60OE, er altid aktiv, og fosfatgruppen har altsa ikke betydning for, om enzymet er aktivt eller ikke
aktivt. Z£ndringen fra den normale til den kraeftrelaterede form af BRAF skyldes, at en enkelt aminosyre i
position 600, talt fra N-terminalen, er udskiftet (figur 1).

Position 598 599 600 601 602
Uden
mutation
Position 598 599 600 601 602

Med
mutation

Figur 1. Udsnit af proteinet BRAF uden og med mutation i koden for aminosyre
nummer 600. Aminosyrerne er angivet med deres et-bogstav-kode.
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1. Foresla hvilke(n) endring(er) der kan vare sket pa det genetiske niveau, som har fgrt til
a&ndringen af enzymet.

| figur 2 vises den reaktion, som det aktive BRAF katalyserer.
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Figur 2. Reaktionen, som katalyseres af aktivt BRAF (ikke afstemt). Kemiske strukturer er fra MarvinSketch.

2. Angiv enzymtypen for det aktive BRAF-protein ud fra figur 2, med en kort begrundelse.

| figur 3a ses den normale funktion af signaleringskaskaden, som BRAF indgar i, mens funktionen med
BRAF V60O0E fremgar af figur 3b.

7
Bk,
ot

BRAF V600E

MAP2K1

MAP2K1

ERK

NUCLEUS NUCLEUS

3a Signaleringskaskade med normal BRAF 3b Signaleringskaskade med BRAF V600E
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3. Forklar hvordan a&ndringen af BRAF til BRAF V60OE kan fare til &ndringer i styringen af
cellens vaekst, idet figur 3a og b inddrages.

Der findes en praecisionsmedicin af typen smamolekylaer haemmer, som er blevet testet pa modermaerke-
kreeftpatienter, hvis kraeftvaev indeholder BRAF V60OE. Medicinen kaldes vemurafenib (figur 4), og den
skal traenge helt ind i cellen for at binde sig til BRAF V600E, og derved inaktivere enzymet.

Figur 4. Vemurafenibs kemiske
struktur (fra MarvinSketch)

Cl

H,C

4. Forklar hvorfor vemurafenibs kemiske struktur tillader transport gennem cellemembranen.
Inddrag figur 4.

| 2011 var preeparatet dacarbazin, som bruges til kemoterapi, det eneste stof, der var godkendt i USA
til behandling af modermaerkekraeft med metastaser. Vemurafenib har nu gennemgaet en fase-3 klinisk
afpraevning, hvor virkningen pa overlevelsen blev sammenlignet med virkningen af dacarbazin (figur 5).

Figur 5. Kaplan-Meier overlevelseskurver for

ol patienter, som er behandlet med henholdsvis
90 Vemurafenib Dacarbazin og Vemurafenib. De lodrette streger
8 angiver, at data er censurerede (udtryk fra den
o™ statistiske behandling). Hver gruppe bestod af 336
£ 604 Dacarbazin patienter. Kilde: P.Champan et al. Improved
.§ 50 ) Survival with Vemurafenib in Melanoma with
3 0 . BRAF V600E Mutation. N Engl J Med 2011;
§ 304 364:2507-2516
© 20
10-
0 Y Y v Y v Y . Y . . . ,
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Maneder

5. Analyser resultaterne i figur 5 og diskuter muligheden for anvendelse af Vemurafenib til
behandling af modermaerkekraeft. Du skal ga ud fra, at forskellen mellem overlevelseskur-
verne i figuren er blevet analyseret med statistiske metoder, og at forskellen er signifikant.
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Artikel

Korrelationer og statistisk analyse

Anne Lyngholm, Bjarke Hansen og Claus Thorn Ekstrgm
| November 2019

Det skal vi laere

Nar | har veeret igennem materialet skal | kunne svare pa felgende:

e Forklare hvad Pearsons korrelationskoefficient er, og beskrive, hvad den maler.

e Forsta hvilke vaerdier, korrelationskoefficienten kan antage, og hvad de forskellige veerdier betyder.
e Vurdere om antagelserne for at lave en korrelationsanalyse er overholdt.

e Forklare hvad konfidensintervallet for korrelationskoefficienten fortaeller.

e Perspektivere til en linezer regression og forsta forskellen mellem de to metoder.

Introduktion

Vi skal her se pa Pearson korrelationen, der er en statistisk metode til at bestemme, hvor staerk den
lineaere sammenhang mellem to kontinuerte variable er. Metoden adskiller sig fra almindelig lineaer
regression ved, at de to variable optraeder ligevaerdigt: i lineaer regression taenker man, at aendringer af
variablen pa x-aksen giver en sammenhang med variablen pd y-aksen. Ved korrelationsanalyse kan de to
variable byttes rundt, og det er ikke oplagt, hvilken variabel der harer til x-aksen, og hvilken der harer til
y-aksen. Korrelationen beskriver altsa en symmetrisk lineaer sammenhang mellem de to variable. Vi skal
se, hvordan man udregner korrelationen, hvordan man bruger resultatet til at vurdere den lineaere sam-
menhang, og hvilke antagelser der skal vaere opfyldt for at vi ma udregne korrelationen.

Eksempel: sammenhaengen mellem proteinekspression og mRNA
ekspression for genet EGFR.

Vi gnsker at undersgge, om der er en lineser sammenhang mellem proteinekspressionsniveauet og
mMRNA ekspressionsniveauet for genet EGFR. For at undersgge dette har vi indsamlet data fra en raek-
ke personer, og har tegnet de standardiserede ekspressionsniveauer op mod hinanden. Den fgrste del
af data er gengivet i figur 1, hvor hver raekke har et id samt en maling af x (NRNA ekspression) og y
(proteinekspressionsniveau). Sammenhangen mellem de to ekspressionsniveauer er vist i figur 2.
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EGFR: mRNA Expression z-Scores (U133 microarray only)

Figur 1. Udsnit af patientdata, der indeholder Id,
mMRNA ekspression og proteinekspressionsniveau
(beregnet via RPPA)

Figur 2. xy-plot over sammenhangen mellem
oroteinekspression og mMRNA ekspressionen for
EGFR.

Figur 2 viser en positiv lineaer sammenhang mellem proteinniveauet og mMRNA ekspressionen. Havde
vi byttet rundt pa de to variable (og dermed pa de to akser), havde vi set helt samme mgnster: et hgijt
proteinniveau er ofte associeret med en tilhgrende hgj MRNA ekspression og omvendt. Da de to variable
visuelt lader til at have en lineaer sammenhaeng, giver det mening at udregne korrelationen til at beskrive

graden af den lineaere sammenhang.
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Korrelationen

Korrelationen beskriver styrken af den lineaere sammenhangen mellem to variable, og korrelationen
maler, hvor taet punkterne ligger omkring en ret linje. Derfor bgr man altid starte med at tegne de to
variable op mod hinanden i et xy-plot for at se, om sammenhangen er nogenlunde linear. Pa et xy-plot
kan man desuden med det samme se, om der er nogle punkter, der skiller sig markant ud fra de andre.
Disse punkter kaldes for outliers. Da korrelationen kun kan male linecere sammenhange, kan xy-plottet
opfattes som starten pa en vurdering af metodens antagelser.

Hver maling optraeder i par, hvilket ogsa fremgar af eksemplet i figur 1, hvor hver raekke har et id samt
en maling af x (MRNA ekspression) og y (proteinekspressionsniveau). For at kunne holde styr pa, hvilke
observationer, der harer sammen, skriver vi det /'te observationspar som: (y,x), hvori=1,..., n.

Det betyder, at y, og x, er det farste observationspar og hgrer til den samme person (Id TCGA-02-00003-
01 pa figur 1), y, 0g x, er det andet observationspar og harer til en ny person osv. indtil vi til sidst har

¥, 09 x_, som er det n'te observationspar hgrende til den sidste person.

Pearson korrelationen betegnes r, og udregnes ved nedenstaende formel:

ro= 27:1()(/_)_()'(}//'_}7)
\/z;(xi -X) 'z;(y, - }7)2

Bemaerk, at i formlen indgar X og y ,der er gennemsnittet af henholdsvis x'erne og y’erne. Der geelder
altsa, at:

X=—-
n “ n

I

1 z”:Xi:(x1+x2+x3+-~-+xn)

. n o , . . . .
hvor vi har brugt, at 2,-:1)({. star for summen af x’erne fra den farste observation /=1 op til den sidste
observation i=n og kan skrives som x, + x, + X, + -+ X .

Korrelationen kan have veerdier mellem -1 og 1. En korrelation pa -1 betyder, at der er en perfekt negativ
linecer sammenhasng mellem to variable, en korrelation pa 0 betyder, at der ikke er nogen linezer sam-
menhang mellem de to variable, mens en korrelation pa 1 betyder en perfekt positiv lineaer sammen-
haeng mellem de to variable.

En korrelation taet pa 0 behgver ikke at betyde, at der ikke er en sammenhang mellem de to variable,
det betyder blot, at sammenhangen ikke er en saerlig kraftig lineser sammenhaeng.

Figur 3 viser fire eksempler pa xy-plot med tilhgrende Pearson korrelation beregnet ud fra overstdende
formel.
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ro=05 ro=-02 ro=0.8 ro=-0.01

Figur 3.
Fire xy-plot som viser eksempler pa forhold mellem to variable med hver deres estimerede Pearson korrelationsparameter r,, .

Pa de farste tre plots af figur 3 ses, at jo taettere punkterne er pa en ret linje, jo teettere er korrelations-

parameteren pa 1 (eller -1). Haeldningerne i det farste og det tredje plot er nogenlunde ens, men korre-
lationerne er forskellige, for korrelationen afhaenger ikke af haldningen, men udelukkende af, hvor taet
punkterne ligger omkring en ret linje.

Det fjerde plot i figur 3 viser, at korrelationsparameteren ikke fortaeller, om der er sammenhang mellem
de to variable, men kun fortzeller, om der er en lineaer sammenhang. Der er en meget klar sammen-
haeng mellem de to variable pa det sidste plot, den er bare ikke lineaer (det giver faktisk slet ikke mening
at beregne en korrelationsparameter for det sidste plot, efter at man har tegnet data, da man med det
blotte gje kan konkludere, at der netop ikke er en lineser sammenhang).

Eksempel: protein- og mRNA ekspression for EGFR

Figur 2 viste en positiv lineser sammenhaeng og udregningen af r, giver da ogsa en Pearson korrelation
pa 0.80.

Jo starre den numeriske veerdi af korrelationskoefficienten er, jo taettere ligger punkterne omkring en
linje, og vi skal senere se pa, hvordan vi statistisk kan vurdere, om vi synes, at korrelationskoefficient er sa
langt fra 0, at vi kan konkludere, at der er en eller anden form for sammenhang mellem de to variable.
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Hvad skal veere opfyldt, far man ma udregne korrelationen?

Det er altid muligt at indsaette observationer i formlen for korrelationen og udregne resultatet, men der
er nogle antagelser, der skal vaere opfyldt for, at det overhovedet giver mening at udregne korrelationen.
Hvis antagelserne ikke er opfyldt, sa vil resultaterne muligvis vaere ungjagtige, misvisende eller direkte
forkerte.

e Linearitet. Det fgrste skridt er at checke, om det giver mening at beskrive sammenhangen med en ret
linje. Dette ggres ved at tegne et xy-plot, og ud fra plottet vurdere, om der er en tilnaermelsesvis lineger
sammenhang mellem de to variable.

e Uafhaengighed. Observationsparrene (vores data) skal vaere uafhangige. At observationerne er uaf-
haengige betyder, at et saet malinger ikke giver os yderligere oplysninger om, hvad vi forventer at se
ved naeste par af malinger.

Der er som regel kun en made at undersgge uafhangighed pd, og det er ved at overveje den metode,
der er brugt til at indsamle data. Hvis man har taget en tilfaeldig og repraesentativ stikprgve fra en stor
population, sa vil uafhaengighedsantagelsen (typisk) vaere opfyldt.

Problemer med uafhangighed kan opstd, hvis man for eksempel maler hver person flere gange eller
maler personer fra samme familie. Konsekvensen er, at man far forkerte usikkerheder pa ens estimater,
og at man tror, at estimaterne er mere praecise end de i virkeligheden er.

¢ Ingen ekstreme outliers. Outliers kan ses med det “blotte gje”, da de stikker ud fra maengden pa et
xy-plot. Fordi en maling er anderledes end de gvrige malinger betyder det ikke, at den ngdvendigvis er
forkert.

Hvis malingen er en malefejl eller er biologisk urealistisk vaerdi, sa bar vaerdien rettes eller fjernes. Hvis
en outlier faktisk er en reel maling, sa skal malingen medtages i analysen, da den repraesenterer den
variation, der rent faktisk er i data. Outliers kan have en stor pavirkning pa korrelationsparameteren og
er derfor vigtige at behandle med omhu.

Figur 4 viser otte forskellige plots, men kun for nogle af dem giver det mening at udregne Pearson korre-
lationen.

Du kan nu regne gvelse 4
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Figur 4. Otte forskellige xy-plots. Fire af de otte plots opfylder ikke antagelserne for bruge Pearson korrelationen.

Eksempel: Er antagelserne omkring protein- og mRNA ekspression
for EGFR opfyldte?

| eksemplet med protein og mRNA ekspressison for EGFR kan vi betragte figur 2, og vi finder at:

e Linearitetsantagelsen er opfyldt. Vi sa en lineaer sammenhaeng ud fra xy-plottet.

e Uafhaengighedsantagelsen er svaer at undersage, men vi antager, at data er samlet ind fra tilfaeldige
personer med henblik pa at vaere repraesentativ for den befolkning, der undersagges. Vi forventer der-
for, at uafhaengighedsantagelsen er opfyldt.

* Antagelsen om ingen ekstreme outliers lader ogsa til at vaere opfyldt. Der er maske to observationer,
som stikker lidt i gjnene nederst i hgjre hjgrne pa figur 2, men der er meget variation i data i det hele
taget, og der er tilsvarende observationer i den anden side figuren, som bare indikerer, at der er en del
individer, hvor de to ekspressionsniveauer afviger fra hinanden.

Da antagelserne er opfyldte, giver det mening at bruge vores udregnede Pearson korrelation pa 0.80.
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@Dvelser

1. Gaet korrelationen. Brug 5-10 minutter pa hjemmesiden http://guessthecorrelation.
com. Hjemmesiden tester/gver din evne til at give et bud pa korrelationen for forskellige
sammenhange.

2. Korrelationsplots. Gt for fglgende tre plots, hvilken korrelation (r,) som hgrer til det
specifikke plot: 0.95, 0.97 og 0.9.
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3. Udregn korrelationen. Lad der vaeret givet fglgende 6 talpar: (1, 6), (1, 7), (3, 2), (4, -1),
(6, 4) og (9, 0). Udregn korrelationen.

4. Diskuter antagelserne. Betragt de 8 plots i figur 4. Diskuter, hvilke plots | synes opfyl-
der kravene til at udregne Pearson korrelationen, og hvilke, der ikke ggr. Forklar, hvorfor |
kommer frem til jeres resultater.
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Ekstramateriale: Vurdering af korrelationskoefficienten

Indtil videre har vi ikke diskuteret usikkerheden pa koefficienten for r,, sa det er svaert at vurdere, om
estimatet 0.8 er et stort tal eller ej. Til det formal kan vi udregne et 95% konfidensinterval for korrelati-
onskoefficienten. Desvaerre fglger korrelationen ikke en paen normalfordeling, hvilket betyder, at vi skal
transformere korrelationen og at udregningen bliver ret lang. Opskriften pa at finde dette interval er fal-
gende:

1. Udregn farst korrelationskoefficienten, r,,

z=l-ln 1+r,
2 1-r,

for at transformere korrelationen, sa den er mere symmetrisk.

2. Udregn

3. Udregn de nedre og gvre graenser:

1 1
z-196—;7z+1.96- ,
( Jn-3 \/n—B)

hvor n er antallet af observationer.

4. Den nedre og gvre graense skal nu tilbagetransformeres vha. formlen

e’ -1

e’ +1
hvor Z er enten den nedre eller gvre graense udregnet i punkt 3 ovenfor. 95% konfidensintervallet er
netop de tilbagetransformerede vaerdier.

| eksemplet med EGFR havde vi en korrelationskoefficient pa 0.8 baseret pd n=186 observationer.
Et 95% konfidensinterval for korrelationskoefficienten bliver derfor udregnet pa falgende made.
Farst udregnes

z= 1.|n(1+0'8)=1.10.
1-0.8

N |

De nedre og gvre (transformerede) graenser er derfor

1 1
1.10-1.96-————:1.10+1.96. —— |=(0.95:1.25).
( J186-3 \/186—3) ( )

Disse tilbagetransformeres til et 95% konfidensinterval for Pearsons korrelation til

[ezogs -1 e2125 _1

2:0.95 21.25
+1

; ]:(0.74;0.85).
e +1e
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Vi er med andre ord 95% sikre pa, at intervallet fra 0.74 til 0.85 indeholder den sande korrelationskoeffi-
cient i populationen. Dette kan afrapporteres som

Parameter Estimat 95% konfidensinterval

r 0.80 [0.74 ; 0.85]

P

95% konfidensintervallet indikerer, at man er meget sikker pa en positiv lineser sammenhaeng, da 0 (sva-
rende til ingen sammenhang) er langt fra at vaere indeholdt i konfidensintervallet. Vi vil derfor konklude-
re, at der er en staerk linezer sammenhang mellem mRNA ekspressionsniveau og proteinniveauet. Noget
software kan ogsa producere en p vaerdi for testet om, hvorvidt korrelationskoefficienten kunne vaere 0.
Hvis p vaerdien er lille (fx. mindre end 5%), forkastes hypotesen om, at korrelationen kunne vaere O.

Qvelse 5: Statistik. | et forsgg med n=19 observationer finder man en korrelation r,= 0.45 Udregn et
95% konfidensinterval for korrelationskoefficienten, og lav en statistisk vurdering af, om der er en lineaer
sammenhang i data.

Ekstramateriale: Spearmans korrelation

Pearsons korrelation betragter lineaere sammenhaenge, men vi kan godt observere monotone sammen-
haenge (enten stigende eller faldende) mellem to variable, uden at sammenhaengen behgver at vaere
linezer. Spearmans korrelation bruges til at male monotone sammenhange.

En lineaer sammenhaeng er faktisk en monoton sammenhang sa Spearman korrelationen kan ogsa
benyttes til at undersage lineaere forhold. For lineaere sammenhaenge vil de to metoder tilnaermelsesvis
give ens resultater. Dog er metoden ikke lige sa praecis som Pearsons korrelation, hvis der undersages for
et linezert forhold.

Spearmans korrelationskoefficient er givet ved fglgende formel:

__ 2L(RK)-RE)-(R()-RD)
V2 (R)-RE) -2 (R()-RO)

R(x) star for rangen af x. Dvs. at hvert x far et tal afhaengig af dens stgrrelse. Det mindste x. far veerdien

1, det naest-mindste vaerdien 2 osv. Tilsvarende star R(y) for rangen af y. R(x)er gennemsnitsrangen af x
og mer gennemsnitsrangen af y. Man kan bemaerke, at formlen pa Pearsons korrelationkoefficient og
Spearmans korrelationskoefficient grundlaeggende er ens — den eneste forskel er, at man med Pearsons

korrelation bruger de faktiske vaerdier for x og y, mens man for Spearmans korrelationskoefficient kun

benytter rangen/ordningen pa de tilsvarende vaerdier.
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Et eksempel pa en beregning af rangen, er vist nedenfor for udsnittet af data fra figur 1.

ID X, R(x) iz R(y)
TCGA-02-0003-01 -0.55 3 -1.84 3
TCGA-02-0004-01 1.65 7 -1.41 5
TCGA-02-0011-01 -1.47 1 -0.89 7
TCGA-02-0014-01 -0.75 2 -1.89 2
TCGA-02-0068-01 5.55 8 -1.92 1
TCGA-02-0069-01 -0.34 5 -0.86 8
TCGA-02-0116-01 0.29 6 -1.09 6
TCGA-02-2470-01 -0.38 4 -1.65 4

Da Spearmans korrelation kun kraever et monotont forhold kan den fange flere sammenhange end

Pearsons korrelation.

Qvelse 6: Spearman vs. Pearson. Gaet ud fra figur 5, hvilke Pearson korrelationsestimater (r,=0.5 og
r,=0.84) og Spearman korrelationsestimater (r.=0.49 og r =0.99), som hgrer til hvert af de to plots:

Figur 5. To xy-plot som viser eksempler pa forhold mellem to variable med hver deres estimerede Pearson og Spearman

korrelationsparameter.
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Matematikovelse 1. Brystkreeft:
Sammenhaengen mellem mRNA ekspression
0g proteinniveau - en statistisk undersggelse

Intro

Vi tager udgangspunkt i nedenstaende diagram, som | allerede har set og lavet sammen med jeres Bio-
teknologiunderviser. Diagrammet viser som bekendt sammenhang mellem mRNA ekspression og prote-
inniveau (protein level), hvor forskellige kategorier er vist med forskellig farve.

Harisenilal Axis o
Data Type
mRNA - 5
mRNA Profile o Spearman: (.61
[s] o
MRNA expression (RMA Seqvz v | @ ol o it (p=208a81)
@ Pearson: 0.79
i Apply Log Scalc 2 o {p = 4.95¢-168)
o
Gena o
i 34 o %}% o © Amplification
ERBB2 - < B0 . o o Gain
& 028> ° Diploid
: o © 9% o o
4 Swap fxes g 2 i @ 008 0 Shallow Neletion
@ 18]
E— 0 Deep Deletion
Vertical Axis %
Data Type 2 14
i
Protein Level - o
mw
Protein Level Profile i
04
Protein expression (RPPA) v a
Gene
Same gene (ERBB2) b 14 Q o
Utilities 21

Search Case(s)
ERBB2Z: mRMA expression (RNA Seq V2 RSEM) (log2)

Figur 1. Sammenligning af mRNA ekspression og proteinniveau. Kategorier er vist med forskellig farve .

Der er en raekke statistiske muligheder i cBioPortal, men man kan ogsa hente data ned og behandle dem
et andet sted end cBioPortal.

Vi vil ggre sidstnaevnte for (forhdbentlig) at gare statistikken tydeligere og for bedre at kunne vaelge,
hvad vi undersgger. Resultatet af undersggelserne skal | bringe med tilbage til jeres Biotekundersggelse.
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Den statistiske behandling - det skal | svare pa

Denne del af teksten forudsaetter, at | allerede har informationerne fra ovenstaende graf i et Excel-reg-
neark (Brystkreeftdata til regression.xlsx). Du kan downloade filen ved at klikke pa linket. Husk at
gemme filen pa din egen computer. Hvis man hellere vil hente nyere data fra cBioPortal og ordne dem i
et Excel regneark, kan dette gares ved at fglge bilag 1 (sidst i denne gvelse).

| regnearket er mindst tre sgjler som indeholder mRNA ekspression, Proteinniveau og patient ID.

| kan nu veelge at lave den resterende del af opgaven i Excel, men | kan ogsa vaelge at overfare (udvalgte)
data til jeres foretrukne dataanalyse program.

@

w N

10.
11.
12.

Lav en sgjle, hvor log, til mRNA ekspressionen beregnes.
Lav et diagram over alle data (log, (mMRNA) mod protein niveau) som ligner figur 1.

Lav lineaer regression og bestem vigtige statistiske estimatorer (f.eks. korrelation).
Giver dette mening hen over flere kategorier?

Udveelg de data fra datasaettet som er i kategorien (“amplification”).

Lav et diagram over de udvalgte data (log, (MRNA) mod protein niveau), som ligner
figur 1.

Lav lineaer regression og bestem vigtige statistiske estimatorer (f.eks. korrelation).
Giver dette mening?

Forklar betydningen af modellens parametre.

Lav et residualplot.

Bestem residualspredningen.

Kommenter modellen.

Gentag evt. undersggelsen (punkt 4-10) for andre udvalgte data (der giver mening)

Vend nu tilbage til biotek@velsen “Brystkraeft og genet ERBB2: &ndringer i trans-
skription og translation” med jeres nye viden.
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Dvelse

Bilag 1: Hente data fra cBioPortal og ordne dem i et Excel-regneark

At hente data i cBioportal

Overordnet er det ikke svaert at hente data, men data kommer typisk i en tekst-fil, der er sveer at laese,
hvis den ikke importeres i et regneark. Det vil vi gare i Excel (men andre programmer virker 0gsa).

Farst laver vi en graf over de data, vi gerne vil hente. Vi vil gerne hente data svarende til grafen nedenfor.
Kan man ikke huske, hvordan man ger, falger man vejledningen hertil i den relaterede biotekgvelse.

Harisonilal Axis o
Data Type
mRNA - 5
mRNA Profile Spearman: 0.61
MRNA expression (RMA Seqvz v | @ 4 (p=2.08a81)
Pearson: 0.79
i Apply Log Scale {p = 4.95e-168)
Gang = © Ampification
ERBB2 ~ < 6 Gid
[
I, » Diploid
4+ Swap Axes ¥ % 2 o Shallow Deletion
[}
ot A E— 0 Deep Deletion
ertical Axis w
Data Type E 14
i
Protein Level o o
w
Protein Level Profile i
4
Proteln exprassion (RPPA) v a
Gene
Same genc (ERBB2) - 14 o o
Utilities s

search Case(s)
ERBEBEZ: mRMNA expression (RNA Seq V2 RSEM) (log2)

For at downloade data i en txt-fil (plot.txt) trykkes pa skyen, som ses i gverste hgjre hjgrne af grafen og
"data" veelges.

Denne fil gemmes normalt automatisk, hvor jeres filer downloades til. Denne fil kan som tidligere fortalt
hentes ind i og behandles i Excel.
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At importere en txt-fil i Excel

En tekstfil (txt-fil) importeres nemmest ved at dbne Excel og efterfalgende dbne tekstfilen fra Excel. P&
denne made startes en automatisk importeringsdel i Excel. Importeringen ser nogenlunde ud som fglger,
men visuelt kan det se lidt anderledes ud afhaengigt af Excel-version og styresystem (Win, OSX osv.).

Guiden Tekstimport har fastsat dataene til at veere Afareenset.
ViElg Neeste, hvis det er Korrekt. Ellers skal du vaeige den datatype, der bedst beskriver dataene,

Oprindelig datatype
R H H Vaelg den filtype, der bedst beskriver dataene:
A A b n te k S tf I | en | Ex ce | > %):@3_@3}1 - Tegn som kamma eller tablatarer adskiller huert felt.

O East bredde - Felter er venstre- eller hajrejusterede med mellemrum meliem hvert felt.

B. Serg for at der er valgt afgraenset Begmdimportved rekke: |1 13 Filogrindelses | MS-00S PG i

|| Dataene hag overskrifter,

C. Tryk herefter pa Naeste

visning af il ChllsersargbmDownioadsiplot (8).ht

Eample IAEREEZ: mONA expression (ONA Seq V2 NEEM)EREB2: Protein cspression (AP |4
GA-AL- AOSF 017976.07400.25604

H. CGA-AL-AOSH-0117330.61770. 68354

4 ICGA-AL-AOST-015313.9460. 36458

s freca-21-ansk-n1a02 49p2-1 nd1z -

Her kan du angive de afareensere, dataene indeholder. Du kan se, hvordan teksten wil se ud i datavisningsvinduet
nedenfor,

Agraenzere

[¥] Tabulator

|| Semikolon [] Opfat efterfalgende afgraensere som én
|| Komma . ﬂ

Tekstkvalitikator:
|| Mellemmsm

[ Andet: | -

D. Serg for at kun tabulator er valgt

E. Vealg naeste

ample Id . mDNA expression (RMA Seq V2 RSEM) EPEBZ: Protain exprassicd A
CCA-AL-AOSF-01 [976.2748 .2EE04

CGA-Al ADSH 01 [17990.0177 60354

CGR-AL-ADSJI-01 P313.546 .36458

[CEA-AL-AUSK-UL BU3. 4983 1.0813 “
. ’

| Annutler | | < Tibage |

Her kan du markere bver kolonne og angive datatype.
Kolonnedataformat

F.  Serg for at decimalseparator
er . (punktum) og tusindtal-
separator er , (komma) under
avanceret.

() standard
O ‘Standard’ konverterer numeriske veerdier til tal, datoveerdier til datoer og
L) Tgkst o } alle andre veerdier til tekst.

() Date: | DMA E

() Impartér lkke kolonne (spring over)

G. Velg "Udfar”

L andard
[erER2: mONA expression (PNA Seg VZ PSEM) EPBBI: Protain expressiocd A
.2BE04
60354
36458
v
>
Udfar
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Efter vi har importeret data, vil vi nu HIEM  INDSET  SIDELAYOUT  FORMLER | DATA | GENNEMSE ¥

have et regneark som ser nogen- P D@ D D E ||= (& Forbindeser | 3] -
lunde ud som udsnittet til hgjre: A€ < = 2 [ Egenskaber ALz
Fra Fra Fra Fraandre Eksisterende Opdater ) il Sortér  Fi
Access internettet tekst kilder~  forbindelser alle = E: Rediger keeder
Hent eksterne data Forbindelser 50_rté
E12 i | X  fr|
A B & o
H. Husk at gemme filen under 1 SampleId ERBB2: mRNA exg ERBB2: Protein 3 Mutations
et passende navn, inden | 2 TCGA-A1-AOSF-01 7976,8748 0,25604
o 3 |TCGA-A1-AOSH-01 17990,8177 0,68354
gar videre. |
4 |TCGA-A1-ADS)-01 9313,945 0,36458
5 |TCGA-A1-ADSK-01 30,4983 -1,0413

At udvaelge data efter kategori

At velge data efter kategoriseringen (her Deep Deletion, Shallow Deletion, Diploid, Gain og Amplication)
kreever (desveerre), at der hentes yderligere data. | denne forbindelse laver vi derfor et nyt diagram som
indeholder kategoriseringen. Diagrammet, vi gnsker, ses nedenfor. Man kommer nemmest til dette dia-
gram ved fortsat at felge vejledningen.

Honzontal Axis o
Data Type
Copy Number -
py 204
Copy Number Profile
Putative copy-number alteration ~ @

Gene

ERBHZ 2

A Swap Axes b

Vertical Axis

Data Type
mMRMNA v

mRMNA Profile

EREE2: mRNA expre ssion (RNA Seq W2 RSEW) ileg2)

[MRNA expression (RNA Scqv2 ~ | @

< Apply Log Scale

Gene

Same gene (ERBB2) b 0% = 9 Q% T,

Utilities

ERBEB2. Pulalive copy-number alterations iom GISTIC
search Gase(s)
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Horizonlal Axis
Data Type
mRNA 5

mRNA Profile Spearman: (.61

MRMNA expression (RMA Seqlvz = N (p=2082-81)

Pearson: 0.79
# Apply Log Scale

{p = 4.95e-168)
Gene
Ene; © Amplification
ERBB2 '&' o Gain
o
o > Diploid
4 Swap fxes ﬁ © Shallow Deletion
@
i :‘% o Deep Deletion
Vertical Axis E
Data Type, b=
&
Projéin Level &

Pybtein Level Protile

Proteln exprassion (RFFA) A |
Gene

Same genc (EREB2) w

Utilities

Search Case(s)

ERBBZ: mRMNA expression (RNA Seq V2 RSEM) (log2)

Diagrammet fremkommer nemmest yd fra det oprindelige diagram ved at

|.  Bytte akserne

J.  Veelge datatypen for den horisontale akse til “Copy Number” og prof#én til “Putative
copy-number..."”

K. Hente data ned som en tekstfil (txt-fil)

L. Importere tekstfilen i Excel (pa samme made som tidligere) og huske at gemme.

Den ene Excel-fil indeholder nu data om mRNA og Proteinniveau, mens den anden indeholder informati-
on om mRNA og kategorisering. Vi lgber dog ind i et problem med, at de to dataserier ikke ngdvendigvis
indeholder de samme patienter, idet cBioPortal hele tiden justerer for at fa flest personer med. Vi er der-

for n@dt til at sortere os frem, hvilket er lidt indviklet.
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Sorteringen kan udfares ved at fglge denne lidt indviklede procedure

A. Excelfilen med data om mRNA og Protein niveau abnes (hvilket ligner nedenstaende figur).

B. Der tilfajes en overskrift i celle E1 og F1. Titlerne er ikke vigtige, men de kunne veare Tjek

og Liste
g L - - Py
FILER HIEM INDSET SIDELAYOUT FORMLER DATA UDVIKLER TILF@JELSESPROGRAMDN
—L Forbindelser ¥ Ryd Ly T
@ (s [ [s B Mz =
: |52] Egenskaber = Genanvend _ )
Fra Fra Fra Fraandre Eksisterende | Opdater ) | Sorh Tekst til Hurtigudfyld
Access internettet tekst kilder~  forbindelser alle~ lab Rediger keeder Avanceret kolonner
Hent eksterne data Forbindelser
E2 i X v
A B € D | E | F G
1 |sample Id ERBB2: mRNA exp ERBB2: Protein e: Mutation=Tjek Liste
ZJTCGA—Al—AOSF—Ol 7976,8748 0,25604 | .l
3 |TCSA-AL-AQSH-01 17990,8177 0,68354
4 TCGA-A1-ADSI-01 9313,945 0,36458
5 iTCGA-Al—AOSK-Ol 303,4983 -1,0413

C. Den anden Excel-fil abnes (den med kategorierne)

FILER HIEM INDSET SIDELAYOUT FORMLER DATA GEMMNEMSE VIS UDVIKLER TILF@IELSESPROGRAMMER

2 i || - d — B — 1 i_
J Kiip Calibri 1 A A ==2 ®-  EOombrydtekst |Standard -|
Seet % Kopiér - By = _L_" Betinget
F K U~ - - === &3 EFletogceentrer - | E2 - 05 0 58 L3 e
ind+ ¥ Formatpensel s ? ot farmatering =
Udklipsholder [ Skrifttype P Justering P Tal P
D6 I X v ﬁ
A B e . D | E F G
1 ESampIe Id ERBB2: Putative copy-nur ERBB2: mRNA e: Mutations
2 iTCGA—BH—AOBE—Ol Deep Deletion 3699,2832
3 |TCGA-AI-A0SI-01 Shallow Deletion 4482,9311
4 iTCGA—Al—AOSK—Ol Shallow Deletion 303,4983
5 | TCGA-AL1-AQSP-01  Shallow Deletion 3113,4622

D. "Sample Id” for alle patienter, vi vil veelge, markeres. Vi veelger sample Id for alle patien-
ter, som i kolonne B (ERBB2: Putative...) har beskrivelsen “amplification”. Kopier data.
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E. Ga tilbage til det fgrste regneark og marker celle F2. Indsat data pa placeringen

MR L - proe
FILER HIEM INDSET SIDELAYOUT FORMLER DATA GEMMNEMSE TILF@JELSESPROGRAMMN
—L =] Forbindelser a H ¥ ]
® e (s & B2 i 5= 5
@ & E -¢- ; &+ |iz] Egenskaber . ¥ Genanvind . ]
Fra Fra Fra Fraandre Eksisterende Opdater ; il Sortér  Filtrer Tekst til Hurtigudfyld
Access internettet tekst kilder~  forbindelser | aller |<b Rediger keeder e Avancer kolanner
Hent eksterne data Forbindelser Sortér og filtrer
E2 i X v
A B £ D | E F G
1 |sample Id ERBB2: mRMA exg ERBB2: Protein e: Mutation:z Tjek Liste +
ZJTCGA-AI-AOSF-OI 7976,8748 0,25604 | .I
3 |TCGA-A1-AOSH-01 17950,8177 0,68354
4 ETCGA—AI—AOSJ—OI 9313,945 0,36458
5 iTCGA—Al—AOSK—Ol 303,4983 -1,0413
f

Nu mangler vi bare at udveaelge (ogsa selvom man har valgt alle kategorierne)

F.  Hvis man har en dansk udgave af Excel, skives der i celle E2 helt ngjagtigt
=HVIS(ER.TAL(SAMMENLIGN(A2;$F$2:$F$1000;0));"OK"; " Opfylder ikke udvalget”)
men hvis man har en engelsk udgave af Excel, skives der i celle E2 helt ngjagtigt
=IF(ISNUMBER(MATCH(A2;$F$2:$F$1000;0));"OK"; " Opfylder ikke udvalget”)

Resultatet bliver fglgende:

FILER HIEM INDSET SIDELAYOUT FORMLER DATA GEMMEMSE VIS UDVIKLER TILFAIELSESPROGRAMMER

E ||=n| % Forbindelser 8l Y W Ryd E [ Hurtigudfyld B+= Kansolider E‘EE Grup
®~ |iz] Egenskaber . V- Genanvend BB Fjem dubletter B2 What if-analyse = | 23 Opde
Hent eksterne . Opdater Gl 4| Sortér  Filtrer Teksttil _ o . s o
data - alle~ e Rediger keeder Vo Avanceret kolonner = Datavalidering ~ B Relationer EESubt:
Forbindelser Sortér og filtrer Dataveerktajer Syster
H1 X v Je
A B c D E F G
_]:[Sample Id ERBB2: mRNA exp ERBB2: Protein e; Mutation: Tjek Liste
2 |TCGA-A1-AOSF-01 7976,8748 0,25604 Opfylder ikke udva TCGA-A2-AD4W-01
3 iTCGA—Al—AOSH—Ol 17990,8177 0,68354 Opfylder ikke udva TCGA-A2-A0CU-01
4 iTCGA—A 1-A05J-01 9313,946 0,36458 Opfylder ikke udva TCGA-A2-AOCK-01
5 ETCGA—A 1-A0SK-01 303,4983 -1,0413 Opfylder ikke udva TCGA-A2-AOD1-01
6 iTCGA—Al—AOSG.—Ol 5585,0731 0,31196 Opfylder ikke udva TCGA-A2-AOEY-01
7 ETCGA—AZ—A(MN—Ol 6032,4881 -0,46093 Opfylder ikke udva TCGA-A2-A0T1-01
8 iTCGA—AZ—AOdP—Ol 2968,8797 -0,14493 Opfylder ikke udva TCGA-A2-AQYG-01
9 ETCGA—AZ—AO‘ID.—Ol 3330,8909 -0,75968 Opfylder ikke udva TCGA-A2-AQYJ-01
10 iTCGA—AZ—AOdT—Ol 4984,0911 -0,24328 Opfylder ikke udva TCGA-A2-A3XV-01

G. Alle data markeres og kopieres
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H. Der abnes et nyt regneark og feltet A1 markeres.

FILER HIEM INDSET SIDELAYOUT FORMLI | DATA | GENMEMSE VIS UDVIKLER TILF@IELSESPROGRAMMER
El ||=ﬂll (= Forbindelser ¥ Ryd E = Hurtigudfyld B2 Konsolider 58 Grup
e Opd:‘;:r Egenskaber epees Y- Genanvend S B8 Fjern dubletter E% What if-analyse~ | 2B Opde
data = alle~ [ Rediger keeds Yo Avanceret kolonnes ?,é Datavalidering - EKE' Relationer E@ Subte
F$ birfdelser Sortér og filtrer Dataveerktajer Syster
. /X v £
A A | B 5 D E F | G
1 |Sampleid * | ERBBE2: mRNA exp ERBB2: Protein e; Mutations Tjek Liste |
2 |TCGA-A1-AOSF-01 7976,8748 0,25604 Opfylder ikke udva TCGA-A2-AQ4W-01
3 [TCGA-A1-AOSH-01 17990,8177 0,68354 Opfylder ikke udva TCGA-A2-AOCU-01
4 |TCGA-A1-A0S)-01 | 9313,946 0,36458 Opfylder ikke udva TCGA-A2-AOCX-01
5 |TCGA-A1-AOSK-01 | 303,4983 -1,0413 Opfylder ikke udva TCGA-A2-AOD1-01
& [TCGA-A1-A0SQ-01 | 5585,0731 0,31196 Opfylder ikke udva TCGA-A2-AQEY-01
7 |TCGA-A2-AQ4AN-01 | 6032,4881 -0,46093 Opfylder ikke udva TCGA-A2-AOT1-01
2 |[TCGA-A2-AQ4P-01 | 2968,8797 -0,14493 Opfylder ikke udva TCGA-A2-AQYG-01
9 |TCGA-A2-A04Q-01 | 3330,8509 -0,75968 Opfylder ikke udva TCGA-AZ-AOY)-01
10 | TCGA-A2-ADAT-01 | 4984,0911 -0,24328 Opfylder ikke udva TCGA-A2-A3XV-01

|.  Data indsaettes ved at hgjreklikke (to-fingerklikke) pa cellen A1, vaelge indsat special og
vaelge veerdier

J. Alle data markeres, og man valger sortér under data. Data sorteres efter kolonne E (Tjek).

K. De relevante data star nu gverst, og de resterende data kan let slettes. Regnearket er nu
klar til at lave den egentlige gvelse.
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Chi-i-anden og sammenligning
af sandsynligheder

Anne Lyngholm, Bjarke Hansen og Claus Ekstrgm | November 2019

Det skal vi laere

Nar | har veeret gennem materialet, skal | kunne svare pa fglgende:

e Hvad kan vi bruge et chi-i-anden test til?
e Hvad kan man konkludere ud fra et chi-i-anden test?
¢ Hvad forteeller fortegnet pa odds-ratio (OR) 0s?

e Hvordan anvendes ensidede tests til at teste for mutual exclusivity/co-occurrence?

Introduktion

Vi ved fra matematikundervisningen, at binomialfordelingen kan bruges til at modellere og teste hypo-
teser omkring en sandsynlighed, nar man har n observationer, og man for hver observerer netop et af to
mulige udfald. Her skal vi se pa, hvad vi gar, hvis vi vil sammenligne sandsynlighederne fra to grupper,
eller hvis vi vil undersgge, om der er sammenhang mellem to variable, hvor der er to mulige udfald for
hver variabel. | begge tilfaelde kan man benytte et chi-i-anden test til at vurdere, om de to sandsynlighe-
der er ens eller om der er sammenhaeng mellem de to variable.

Eksempel: Onkogenerne KRAS og EGFR

For nogle kraefttyper er det interessant at undersage, hvorvidt visse kraeftgener sjaeldent er aktiverede
samtidig, som det er tilfaeldet med KRAS eller EGFR. Der findes studier, som indikerer, at disse to onkoge-
ner er syntetisk letale, hvilket betyder, at tumoren ikke kan tale at begge gener er muteret i den samme
kraeftcelle. Vi vil starte med at undersgge, om sandsynligheden for at EGFR er muteret er uafhaengig af,
om KRAS er muteret - det vil sige, at de arbejder uafhaengigt af hinanden. Et udsnit af data, som kan
benyttes til at undersage hypotesen, er vist i figur 1. For at fa et starre overblik opsummeres det fulde
datasaet som vist i tabellen nedenfor, sa bl.a. hyppigheden af muteret/ikke-muteret for de to onkogener
er tydelig.
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A | B |
1 |Patient ID KRAS EGFR
2 1Ja Ja
3 2Ja Nej
4 3 Nej Nej
5 4 Nej Nej
6 5Ja Nej
7 6 Nej Ja
8 7 Nej Ja
9 8Ja Nej
10 9 Nej Ja
11 10Ja Ja

Figur 1. Udsnit af data, der viser om de enkelte onkogener er aktive,
det vil sige enten muteret eller amplificeret.

EGFR: Muteret | EGFR: Ikke-muteret Total
KRAS: Muteret 5(6.1%) 77 (93.9%) 82=5+77
KRAS: Ikke-muteret 35(23.6%) 113 (76.4%) 148=35+ 113
Total 40=5+ 35 190=77+ 113 230 =40 + 190 = 82 + 148

| tabellen tilhgrer hver person netop én kombination af KRAS status (muteret/ikke-muteret) og EGFR
status (muteret/ikke-muteret). Af de i alt 148 personer har 5 personer begge gener muterede, og blandt
de 82 personer, hvor KRAS er muteret, er der 5 personer (6.1%), der ogsa er muterede for EGFR. | dette
eksempel er der to variable af interesse (de to onkogener), som hver er inddelt i to kategorier (muteret/
ikke-muteret). Generelt ma antallet af kategorier for den enkelte variabel godt vaere starre end to og der
behaver ikke at vaere det samme antal kategorier for de to variable af interesse for at undersgge, om der
er en sammenhang mellem de to variable.

Hvis de to inddelinger i tabellen (KRAS og EGFR ovenfor) var uafthaengige, sa skulle det vaere sadan, at
hvis man vidste, om KRAS var muteret, sa ville vi ikke vaere bedre i stand til at geette, om EGFR var mute-
ret eller ej. Hvis 6, er sandsynligheden for at EGFR er muteret blandt de personer, der har KRAS muteret,
0g g, er sandsynligheden for at EGFR er muteret blandt de personer, hvor KRAS ikke er muteret, sa vil
uafhaengigheden mellem de to gener svare til hypotesen om at

Hy,:6,=0,.

Hypotesen betyder, at uanset om KRAS er muteret eller ej, sa er der samme sandsynlighed for, at EGFR er
muteret. De har altsa ikke indflydelse pa hinanden.

| tabellen ovenfor sparger vi altsa, om de 6.1% og 23.5% sandsynlighed for muteret EGFR i de to grup-
per af KRAS i bund og grund kunne stamme fra samme (underliggende) risiko i de to grupper.
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Hvis hypotesen er sand, er der samme sandsynlighed for mutation af EGFR i begge grupper af KRAS,
og det bedste bud pa denne faelles sandsynlighed ma vaere 40/230 = 17.39%, idet der i alt er netop 40
patienter med muterede EGFR gener ud 230 patienter. Det betyder ogsa, at vi ville have forventet, at

ﬂ-82: 14.26 i gruppen, hvor KRAS er muteret (82 patienter)
230
Forventet antal = 20
E-MS =25.74 i gruppen, hvor KRAS ikke er muteret (148 patienter)

antallet af observationer med EGFR muteret havde veeret
Vi kan sammenfatte de observerede og de forventede data i fglgende to tabeller.

Observerede antal:

EGFR: Muteret | EGFR: Ikke-muteret Total
KRAS: Muteret 5 77 82
KRAS: Ikke-muteret |35 113 148
Total 40 190 230

Forventede antal:

EGFR: Muteret EGFR: Ikke-muteret Total
KRAS: Muteret 40/230 - 82 = 14.26 190/230 - 82 =67.74 82
KRAS: Ikke-muteret | 40/230 - 148 = 25.74 190/230 - 148 = 122.26 148
Total 40 190 230

Umiddelbart ligner de forventede og observerede observationer ikke hinanden helt ud fra tabellerne
ovenfor: 5 er eksempelvis noget mindre end 14.26, og 77 er noget stgrre end 67.74, men vi har brug for
en objektiv made at vurdere, om de to talseet ligger taet pa hinanden eller ], og her kommer chi-i-an-
den-testet ind.
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Chi-i-anden-testet for sammenhang i antalstabeller

Chi-i-anden teststarrelsen maler, om vaerdierne (observerede og forventede) er taet pa hinanden. Hvis de
er det, kan vi ikke afvise, at de kunne komme fra samme fordeling. Hvis de er langt fra hinanden, afviser
vi hypotesen om, at observerede veerdier stammer fra samme fordeling. Chi-i-anden teststarrelsen er
defineret som:
Xz=2 il :(01_/:1)2+(OZ_F2)2+W+(O/<_F/<)2
i=1 F F1 FZ FK

1

hvor O star for Observeret, F for Forventet og K for antallet af Kategorier (hvilket svarer til antallet af
forskellige kombinationer af inddelinger). Hvis de observerede data stemmer overens med de forventede
data, vil taellerne veere taet pa 0, og teststarrelsen bliver taet pa nul. Hvis observerede og forventede veer-
dier er forskellige bliver teststarrelsen stor. Jo starre teststarrelse jo darligere stemmer de forventede og
observerede overens.

Eksempel: Udregning af teststgrrelsen for sammenhang mellem
KRAS og EGFR

F (O-F) |[(O-F)? |(O-F)?/F
Muteret KRAS, muteret EGFR 5 14.26  |-9.26 85.75 6.01
Muteret KRAS, ikke-muteret EGFR 77 67.74 9.26 85.75 1.27
I[kke-muteret KRAS, muteret EGFR 35 |25.74 9.26 85.75 3.33
Ikke-muteret KRAS, ikke-muteret EGFR 113 |122.26 [-9.26 85.75 0.70

Lad os udregne chi-i-anden teststarrelsen i eksemplet med fordelingen af KRAS og EGFR.
Mellemregningerne er vist i tabellen ovenfor.

Som vi kan se i tabellen, betyder starrelsen af den forventede vaerdi meget. Det straffes hardt, at der er
en afstand pa cirka 9 personer i forskel pa den observerede og forventede veerdi for bade at have mute-
ret KRAS og EGFR. Her er den forventede vaerdi cirka 14 personer. Det straffes mindre hardt, at der er
cirka 9 personer i forskel pa det forventede og observerede antal personer med ikke-muteret KRAS og
EGFR. Her er den forventede vaerdi cirka 122 personer. Selve teststarrelsen bliver

4 _F)?
X’ =2@=6.01+1.27+3.33+0.70=11.31

i=1 i

Talvaerdien 11.31 er sveer at forholde sig til og vi har brug for en “malestok” for at sige om tallet er
stort eller ej. Med én frihedsgrad (se naeste afsnit) er sandsynligheden for at observere 11.31 eller mere
0.15%, hvis hypotesen om samme sandsynlighed for mutation af EGFR er sand. Med andre ord vil der
kun veere 0.15% sandsynlighed for at observere en tabel sa langt fra den forventede, hvis hypotesen var
korrekt. p-vaerdien er derfor 0.15%, og vi forkaster derfor hypotesen om, at sandsynligheden for mute-
ret EGFR er ens for de to grupper af KRAS.
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Antallet af frihedsgrader

Chi-i-anden teststarrelsen fglger approksimativt en fordeling kaldet chi-i-anden fordelingen (ogsa skrevet
som y*(df)-fordelingen, hvor y er det graeske bogstav chi). df star for eendringen af frihedsgrader, der
angiver, hvor stor en forskel i fleksibilitet, der er mellem modellen under hypotesen og den alternative
hypotese.

Formlen for udregning af frihedsgrader (degrees of freedom) i en tabel med r raekker og k sgjler er
df =(r—1)-(k-1),

hvor r svarer til antallet af kategorier for den ene variabel (antallet af raekker i tabellen), mens k svarer til
antallet af kategorier i den anden variabel (antallet af kolonner/sgjler i tabellen).

Det er vigtigt at vide, at chi-i-anden testet er afhaengig af antallet af frihedsgrader, da y*(df) fordelingen
andrer form afhaengig af df. Nar formen aendres, sendres ogsa graensevaerdien (ogsa kaldet den kritiske
veerdi) for X?, hvor vi ikke kan afvise hypotesen. | figur 2 er denne graenseveerdi afspejlet ved overgangen
fra de bla til de rade omrader. Far man en teststarrelse, X?, der er storre end den kritiske graenseveerdi,
sa vil man have en p-veerdi mindre end 5%, og man vil forkaste hypotesen. Bemaerk, at den kritiske vaer-
di af X2 bliver starre (for et bestemt signifikansniveau), nar antallet af frihedsgrader @ges.

Teetheden af (1) Teetheden af ¥%(5)
0.54 0.5
0.4 4 0.4 -
B 034 B 034
= =
& 0.2 & 0.2-
0.1 0.1+ /_\
0.0 0.0 =
0 5 10 15 0 5 10 15
Veerdi Veerdi

Figur 2. Teetheder for y*-fordelingen med 1 og 5 frihedsgrader. | begge figurer svarer det rede areal til netop 5% af hele forde-
lingen. Den kritiske vaerdi for en y*-fordeling bliver derfor den x-veerdi, hvor det rade omrade starter.

Du kan nu regne ovelse 2
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Eksempel: KRAS og EGFR

| eksemplet med effekten af muteret/ikke-muteret KRAS pa sandsynligheden for muteret EGFR er antallet
af frihedsgrader lig df =(2-1)-(2-1)=1, da antallet af raekker er lig to og antallet af sgjler er to. Med

en frihedsgrad er graensen for et chi-i-anden test 3.84, hvis man tester med et signifikansniveau pa 5%.
Denne graense kan ogsa aflaeses pa figur 2. Da vi har X2 =11.31 med én frihedsgrad forkaster vi hypote-
sen om, at sandsynligheden af muteret EGFR er uathaengig af muteret/ikke-muteret KRAS, da teststarrel-
sen er meget starre end graensen pd 3.84. Der lader altsa til at vaere en sammenhaeng mellem, hvorvidt
KRAS er muteret og EGFR er muteret.

Mutually exclusive og co-occurrence

Vi har netop set, at der er forskel pa sandsynligheden for muteret EGFR afhaengig af om KRAS er mute-
ret eller ikke-muteret. Nar de to gener ikke er uafhaengige af hinanden ansker vi at se pa, om de kunne
vaere enten mutually exclusive (lav sandsynlighed for at de begge er muterede eller ikke-muterede pa
samme tid) eller co-occuring (stor sandsynlighed for at begge er muterede eller ikke-muterede pa samme
tid).

Man kan ud fra data vurdere, om generne kunne vaere mutually exclusive eller co-occuring ved at se pa
forholdet mellem antallet af observationer blandt de fire tal i tabellen. For nemheds skyld kalder vi de fire
veerdier i tabellen (se tabellen under) for A, B, Cog D. A svarer til antallet af personer, hvor begge gener
er muterede, B svarer til antallet af tilfaelde hvor KRAS er muteret men EGFR ikke er osv.

EGFR: Muteret | EGFR: Ikke-muteret
KRAS: Muteret A B
KRAS: Ikke-muteret C D

Vivil bruge fglgende formel til at beskrive forholdet mellem de fire kombinationsmuligheder:

or=2"0
C-B
hvor vi ser pa (produktet) af antallene i tabellens ene diagonal divideret med (produktet) af antallet i den
anden diagonal. Husk, at antallene A og D netop svarer til de observationer, hvor man har den samme
aktivitet af KRAS og EGFR - enten begge muterede eller begge ikke-muterede. OR kaldes ogsa odds-ra-
tio, og den kan have veerdier fra O til uendelig. Vi vil bruge OR til at unders@ge, om KRAS og EGFR er
mutually exclusive eller co-occuring.
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Mutually exclusive. Mutually exclusive hentyder til, at vi primaert forventer, at netop et af de to gener
er muterede. | forhold til tabellen vil det betyde, at vi forventer, at antallet af tilfaelde hvor KRAS og EGFR
begge er muterede eller ikke-muterede er relativt mindre end de andre kombinationsmuligheder. Det
svarer til, at A og D i tabellen er meget mindre end de gvrige to vaerdier. For odds-ratio svarer mutually
exclusive til at teelleren bliver mindre end naevneren. En vaerdi af OR<1 er derfor et tegn pa mulig mutual
exclusivity. Vi kan teste hypotesen om mutual exclusivity formelt ved brug af et ensidet chi i anden test.
Det vises i eksemplet nedenfor.

Co-occurence. Hvis man derimod forventer, at de to gener er co-occuring, sa skal sandsynligheden

for, at begge gener enten er muterede eller ikke-muterede vaere stor. Det svarer til, at B og C ma veere
relativt sma sammenlignet med A og D, og tilsvarende at OR>1. En veerdi over 1 af OR er derfor tegn pa
co-occurence af generne, og vi viser nedenfor, hvordan vi tester dette ved hjeelp af et ensidet chi-i-anden
test.

Eksempel: test for mutal exclusivity eller co-occurrence
mellem KRAS og EGFR

KRAS og EGFR lader til at veere mutually exclusive, da tabellen viser meget fa tilfaelde, hvor begge gener
er muterede pa samme tid. Vi beregner OR for KRAS og EGFR, hvilket giver

or=2L 211 _q5;
c-B 3577

Da OR<1 indikerer det, at de to gener er mutually exclusive, men vi er nadt til lave et formelt test, for at
vurdere, om de 0.21 er langt nok vaek fra 1 til, at det ikke blot skyldes tilfaeldigheder.

For at teste hypotesen om mutual exclusivity benytter vi os af chi-i-anden testet, som vi allerede har
udregnet. Her fik vi tidligere, at det tosidede test havde en p-vaerdi pa 0.0015, hvilket svarer til, at vi for-
kastede hypotesen OR=1, nar vi sammenligende med, at OR=1, da bade OR<1 og OR>1 testes.

Et ensidet test er staerkere end et tosidet, da man kun er interesseret i at afvise en af de to betingelser
(enten OR<1 eller OR>1). Nar man ikke har brug for at medtage den ene halvdel af testen (for mutual
exclusivity er vi for eksempel ikke interesseret i pastanden om, at OR>1), sa udfares det ensidede test ved
at halvere p-vaerdien fra det tosidede test, nar OR stemmer overens med den retning, som hypotesen
pastar. For mutual exclusivity svarer det til at teste nulhypotesen

H, : OR =1mod alternativet at OR <1
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| eksemplet med KRAS og EFGR finder vi, at OR=0.21, hvilket stemmer overens med retningen for mutu-
al exclusivity. Hvis vi skal teste den ensidede hypotese om mutual exclusivity bliver p-veerdien derfor
0.0015/2=0.00075. Vi forkaster altsa hypotesen om ingen sammenhaeng, og ser, at data lader til at
stemme overens med mutual exclusivity.

Havde vi observeret en OR, som ikke var i overensstemmelse med vores hypotese (fx. hvis OR havde
veeret stgrre end 1), sa er data tydeligvis ikke i modstrid med nulhypotesen om uafhaengighed. | det
tilfaelde konkluderer man bare, at data ikke er i modstrid med nulhypotesen, og at p-vaerdien er langt
starre end 0.05. Hvis vi i stedet havde vaeret interesseret i hypotesen om co-occurrence, OR>1, sa ville vi
forkaste denne hypotese, da vi i vores eksempel har beregnet OR=0.21<1.

Inden for BioTek er der tradition for, at OR ofte afrapporteres logaritme-transformeret (med base 2):

A-D 5-113
IOgZ (OR) = |ng (ﬁ) = |ng (ﬁ) = IOgZ (021) =-2.254

Transformationen ger, at veerdier under O er et tegn pa mutual exclusivity, mens vaerdier over O er et tegn
pa co-occurence. Vi far samme konklusion, hvad enten vi transformerer eller ej. Det eneste som aendrer
sig er, om man sammenligner med 1 (utransformeret) eller O (logaritme-transformeret). Grunden til at
totalslogaritmen bliver benyttet er, at hver hele vaerdi af a&ndringen af OR svarer til en fordobling af odds.
Nar vi far -2.25 betyder det, at der er mere end 4 gange (2 gange en fordobling) flere observationer i
diagonalen af tabellen (vaerdierne A og D), end der er udenfor.

dvelser

1. Mendels arteforseg. | denne gvelse skal | forholde jer til en undersggelse som inkluderer
to variable (form og farve) med to grupper hver (runde og rynkede samt greanne og gule).
Eksemplet kommer fra en af genetikkens grundleeggere Gregor Mendel som undersagte forskellige
hypoteser om aerteplanter. Han opsamlede 556 planter til sin undersagelse. De 556 planter fordelte
sig pa felgende kategorier:

Phenotype |Runde og gule |Runde og granne Rynkede og gule Rynkede og grgnne
Antal 315 108 101 32

En specifik hypotese lad pa, om farven af aerteplanten var uafhangig af formen, og den vil vi nu
teste.

a. Opstil en 2x2 tabel af data fra eerteplanterne ud fra overstaende undersagelse, hvor
man gnsker at sammenligne aerteplantens farve med formen.

b. Beskriv fgrst hypotesen som Gregor Mendel ville undersgge i ord. Beskriv den derefter
ved brug af sandsynlighedsparametre.

c. Beregn de forventede veerdier under hypotesen og opskriv dem i en 2x2 tabel. Overvej
ud fra tabellen (uden at beregne X?), om du forventer at hypotesen kan afvises.

d. Beregn nu chi-i-anden teststgrrelsen (X?). Hvis vaerdien er over 3.84 afvises hypotesen.
Kan du afvise hypotesen? Beskriv din konklusion i ord.
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2. P-vardien i en y’fordeling. Et chi-i-anden test med 1 frihedsgrad har en kritisk vaerdi pa
3.84. Hvis teststarrelsen bliver starre end 3.84 vil p-veerdien tilsvarende blive mindre end
5%. Vi kan selv overbevise os om, at 3.84 er den kritiske veerdi ved at finde den veerdi i en
chi-i-anden fordeling, hvor 95% af sandsynlighedsmassen er til venstre (og dermed tilsva-
rende, at 5% er til hgjre).

Dette kan f.eks. gares via Excel, hvor funktionen CHISQ.INV(0,95; 1) oplyser graensen
(bemeerk at i de danske versioner af Excel hedder funktionen CHI2.INV(0,95; 1)).

a. Brug funktionen til at bekraefte, at graensen for en y’fordeling med en frihedsgrad er
3.84.

b. Brug funktionen i Excel til at finde de kritiske greenser for en fordeling med henholds-
vis 2, 4 og 11 frihedsgrader.

3. Mutual Exclusive og Co-occurence. | skal i denne opgave bruge fglgende tre tabeller:

Tabel 1 (Mutation af gen X):

Somatisk mutation |Ingen somatisk mutation

Germline mutation 18 73

Ingen germline mutation |10 408

Tabel 2 (Vaccination og Influenza):

Influenza lkke Influenza
Vaccine 20 100
Placebo 80 140

Tabel 3 (Farve og form pa eerteplanter):

Runde Rynkede
Gule 315 101
Grenne 108 32

Til hver tabel er der lavet et chi-i-anden test som gav henholdsvis fglgende p-veerdier: <0.0001,

0.0002, 0.8208.

a. Beregn odds ratio (OR) for alle tre tabeller.

b. Baseret pa om OR var over/under 1 vurder da,
om der lader til at veere mutual exclusivity eller co-occurence.

c. Beregn det ensidede test for alle tre hypoteser.
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Tynde tabeller. Nar antallet af observationer i en krydsstabel er lille, kan man ikke vaere
sikker pa, at vaerdien af teststarrelsen er praecis nok til, at man kan sammenligne veerdien
med en y*fordeling. En grov tommelfingerregel plejer at veere, at det forventede antal i
hver celle skal vaere starre end 5 for, at der er nok data til, at teststerrelsen har stabiliseret

sig.

Betragt nedenstaende tabel mellem to gener (CDKN2A og RBT).

a. Udregn den forventede tabel. Kan man have tillid til p-veerdierne udregnet pa bag-

grund af tabellen?

b. Udregn odds ratio (OR)? Hvad er problemet med at lave denne udregning?

c. Nar nogle udfald er meget sjaeldne, bliver odds ratio ustabil, fordi man umiddelbart vil
estimere, at en handelse aldrig vil forekomme. Hvis det var korrekt, ville det ikke veere
ngdvendigt at lave statistik, fordi man altid ville se praecis det samme resultat. Haldane
og Anscombe foreslog at lave en justering af antallene i en 2x2 tabel ved at la2gge 0.5
til alle celler, sa man undgar at antage, at en haendelse aldrig indtraeffer. Udregn OR

efter Haldane-Anscombes justering. | hvilken retning peger resultatet?

Z&ndring i RBT | Ingen andring i RBT
Zndring i CDKN2A 1 8
Ingen sendring i CDKN2A |0 2
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Matematikovelse 2. Hjernekreeft:
Betydning af flere mutationer - en statistisk
undersggelse

Introduktion

Vi tager udgangspunkt i data fra cBioPortal som ser nogenlunde sdledes ud:

OneoPring Cancet Typiss Surmiimeny Ml Exchushily Plats. Mulzstions Co-SapmessHon Eririchimasils Survival CN Segiments HNebionk Drilocid

Add clinical tracks « || Heatmap~- | Sort- | Mulakns- | View- | Downlcad- | O GEEENTT™ & % @ | H

T
coka : o I TS OCSTRTR AR RN OO
LA o T i s G

Cenetic Alteration § Mssense Mutaton iputatve drven) B Truncating Mutation (outatve arver) || Ampaticanen | Deen Deleton | Mo sserations

Vi skal dog bruge samme datasaet, som | bruger i Biotek@velsen "Hjernekraeft: Mutationer i gener i den
samme signaleringskaskade". Vi skal ud fra data undersage, om der er uafhaengighed mellem forekom-
sten af gener hos patienter med denne kraefttype (hjernekraeft) vha. et uafhaengighedstest.

| denne forbindelse bestemmes en teststarrelse som er en sum af flere bidrag (hvilket vi skal vende tilba-
ge til). Undersagelse af disse bidrags (forholdsmaessige) starrelse kan desuden anvendes til at vurdere,
om generne ofte forekommer sammen (co-occuring) eller sjeeldent sammen (mutually exclusive). Man
kan ogsa inddrage odds-ratio (OR) for at opstille en test der kan afgere, om der er tale om gener der er
"mutually exclusive” eller "co-occuring”.




Dvelse

Den statistiske behandling - det skal | ggre og svare pa

Vi tager som sagt udgangspunkt i data, som | normalt selv skal hente fra cBioPortal (punkt 1-3). Skal
man have hjzelp til dette, kan man fglge vejledningen i bilag 1.

Alternativt kan man anvende Excel-arket Data til krydstabel.xIsx, hvor data er hentet og ordnet (husk
at gemme filen pa din egen computer). For at svare pa punkt 4-8 kan man fglge gennemregningen af
eksemplet som er i bilag 2.

Udfaer nu fglgende:

@

1.

w N

L9 =1 e Bl e

Hent "de rigtige” data i cBioPortal.
Konverter og indhent data i Excel.

Find for hver patient i datasaettet ud af, om der er endringer i CDKN2A, CDK4 og/
eller RB1T.

Lav krydstabeller for parrene CDKN2A/CDK4, CDKN2A/RB1 og CDK4/RB1.
Opstil en hypotese for hver af parrene til at afgere, om de er uafhangige.
Bestem i hvert tilfeelde de forventede veaerdier.

Afgar pa et 5% signifikansniveau, om hypoteserne kan forkastes.

Se pa de enkelte bidrag og kommenter sammenhange mellem a&ndringer i gener
(maske co-occuring eller mutually exclusive). Udregn evt. OR, lav en hypotese og
test denne.

Vend tilbage til biotekavelsen "Hjernekraeft: Mutationer i gener i den samme
signaleringskaskade"
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Bilag 1: Hente data fra cBioPortal og ordne dem i et Excel-regneark

Fremskaffe data

@nsker man selv at hente data skal man:

A. Ga til http://www.cbioportal.orag/

B. Under "Select Studies” vaelges "CNS/Brain”

Downhoad

Cuery Quick Search Beta!

1 sfudics selectod (206 samples) Desclectal [ eaIC -

| Seluctall listed sludies matching e (17}

Select Studles:

PanCancer Studles
Cell ines CNS/Brain
Adranal Gland Dimuse Ghoma

544 samples @ & ©

_| FRrain [ ower Grade Gioma (TCRA, PanCancer Aflas)
ies @ 8 €

Erain Lower Grade GEoma (TCGA, Provisionaly

Ampulla of Vater

Bilary Trael ) Glioma (MSK, 2018) amples: @ @ &
| Low-Urade Giomas (UUST, Soence 2014) aEe
Bladder Urinany Tracl TI Merged Cohort of LGG and GEM (TCGA, Cell 2016) LS
— GLIORL ASTOMA
B, Ll Gliublastoms (TCGA, Cell 2013) s @ 8 &
Bowal ¥ Cigglrstoma (TCGA, Nature 2004) aFc
_l Gliobiastoma rme (TCGA, PanCancer Atlas) LLEL e
Breast .| Glisblastomna MultiformezKCOA, Provisional) 6 ples @ & 6
v - = OLICODENDROGLIOMA
ol 4 tastic Digodendsoglioma and tic: Cligorstracytoma (MEKCE, Naurs Oneol 2047) Maample=O @€

C. Sa vealges "Glioblastoma (TCGA, Nature 2008)" og der trykkes pa "Query by Gene.

D. Der scrolles leengere ned pa siden, og under "Enter genes” tastes CDOKN2A CDK4 RB1, og
det kontrolleres at "All gene symbols are valid”.

e e ~ DLIGODENMDROGLIOMA
Anaplashic sgodenaropiama and A%Ipashe DIQsonyiom IMEKGE, Nows Oncol 2017

Select Genomic Profiles: # wamon @
@ Copy Murbar Sebact o of tha proius balow
" Putaios copysumsar staratans (RAE. 203 cases) ©
Futatve copy-rUmEsr atnrtons (Gonsensys. GBM Pasmays. 205 cases) ©
mbA, Expression. Seiect ong of the profies below
MR Expresson 2 Szoe Moy} ©
milAIRNA exiression E-scones (91 genes; ©

Select Patient/Case Set: Sampies wih mutason and CNA data (#1)
o gl your o ot
try ot our

Enter Genes: User-afned List

| CRKNIA COK4 REY

& A8 gunr ymboks an vl

E. Tryk pd "Submit Query”
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F. Efter lidt tid kommer der et resultatvindue, hvor fanen “Oncoprint” er valgt.

Ga til fanebladet "Download” \A

o

Cownleadabie Deta Files.

a7
&
e I
B
Gana Alteratian Fregusnecy B 0 Coumse q
Gare Symbol Num Samples Altarsa Percent Samples Amsres v
COXNIA a2 s
cosa "
e W0 Nz
Stawing 13013
Type of Genetic Alterations Acoss All Samples 00| comus q
eudy 10 tampla i Patiant 1 Lerd ¥ COMNIACNA  COKNZAMUT  SOKNIL FUSION  COKECNA  CRRAMUT 7 CORAFUSION RRISNA  RETMUT ARYFUBION
TErA T A 1 HOMDEL 1 sl 1 HOMDEL
' e AMP s
TCOAZ0006 1 »o alemacn  StEvEn stean AMP i

G. Data kan nu hentes ved at downloade eller kopiere data. Data kan sa senere indhentes
eller indsaettes i et regneark (f.eks. Excel)

Transformation af data

Data hentet fra CBioPortal har nedenstadende struktur (der er tale om et udsnit), nar de hentes ind i et
regneark (Der er byttet om pa raekker og sgjler i forhold til den hentede fil)

TCGA- | TCGA- | TCGA- | TCGA- |TCGA- |TCGA- | TCGA- |TCGA- |[TCGA- | TCGA- | TCGA-02-
Genes Patient ID 06-0221 | 02-0001 | 06-0214 | 02-0083 | 02-0010 [ 02-0046 | 02-0060 [ 06-0210 | 06-0211 | 06-0214 | 0083
CDKN2A Deep Deep Deep Trun... Miss... Deep Deep Deep Trun...
CDKN2A CNA Deep Deep Deep Noalteration | Noalteration | Noalteration | Noateraton | Deep Deep Deep No alteration
CDKN2A M UTATIONS | noateration No alteration No alteration Trun... Miss... No alteration No alteration No alteration No alteration No alteration Trun...
C D KNZA FUS'ON No alteration No alteration No alteration No alteration No alteration No alteration No alteration No alteration No alteration No alteration No alteration
CDK4 Amp Amp Amp

CDK4 CNA Amp Noalteration | Noalteration | Noalteraton | Noakteraton [ AMP Amp Noatteration | Noalteration | Noalteration | Noalteration
C D K4 M UTAT'ONS No alteration No alteration No alteration No alteration No alteration No alteration No alteration No alteration No alteration No alteration No alteration
C D K4 FUS'ON No alteration No alteration No alteration No alteration No alteration No alteration No alteration No alteration No alteration No alteration No alteration
RB1 CNA Deep

RB1 CNA No alteration Deep No alteration No alteration No alteration No alteration No alteration No alteration No alteration No alteration No alteration
RB 1 M UTATIONS No alteration No alteration No alteration No alteration No alteration No alteration No alteration No alteration No alteration No alteration No alteration
RB1 FUSION No alteration No alteration No alteration No alteration No alteration No alteration No alteration No alteration No alteration No alteration | No alteration

Denne tabel omsaettes til den noget kortere tabel som kun indeholder information om, hvorvidt der er
en aendring pa genet:

TCGA- TCGA- TCGA- TCGA- TCGA- TCGA- TCGA- TCGA- TCGA- TCGA- TCGA-
Gen /ndring 06-0221 | 02-0001 | 06-0214 | 02-0083 | 02-0010 [ 02-0046 | 02-0060 [ 06-0210 | 06-0211 [ 06-0214 | 02-0083
CDKN2A | CNA/MUT/FUS | X X X X X X X X X
CDK4 CNA/MUT/FUS | X X X
RB1 CNA/MUT/FUS X
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Bilag 2: Opstilling af krydstabeller og hypotesetest for et eksempel

Opstilling af krydstabeller

Pa baggrund af tabellen som er illustreret nedenfor (som repraesenterer et udsnit af data), og som man
har i f.eks. Excel opstilles parvise krydstabeller.

TCGA- | TCGA- | TCGA- | TCGA- |TCGA- | TCGA- TCGA- [ TCGA- | TCGA- | TCGA-
Gen /ndring 06-0221 | 02-0001 | 06-0214 | 02-0083 | 02-0010 | 02-0046 | 02-0060 | 06-0210 | 06-0211 | 06-0214 | 02-0083
CDKN2A | CNA/MUT/FUS | X X X X X X X X X
CDK4 CNA/MUT/FUS | X X
RB1 CNA/MUT/FUS X

Vi vil undersgge generne to og to. Med tre forskellige gener giver dette de tre forskellige par af gener
(CDKN2A/CDK4, CDKN2A/RB1 og CDK4/RBT). Ser vi pa generne af CDKN2A og CDK4 (dvs. RB1 ikke

er interessant og udelades), kan det af tabellen ovenfor som indeholder et udsnit af data ses, at der er
en patient med andringer i begge gener (patient TCGA-06-0221), otte patienter der kun har a&ndring

i genet CDKN2A, og to patienter der kun har &endring i genet CDK4. Der er ingen patienter i udsnittet
som ikke har eendringer i mindst et af generne. Denne fremgangsmade er anvendt pa et langt starre
udsnit af data (50 patienter). Dette giver krydstabellen nedenfor til venstre. Ved tilsvarende argumentati-
on for de andre par af gener (CDKN2A/RB1 og CDK4/RB1) kan man lave de to andre krydstabeller (pa de

samme 50 patienter).

Kl‘ydstabel Asndring i Krydstabel :‘Endring i
mellem CDK4 mellem RBI1

CDKN2A og _ CDKN2A og .
CDK4 Ja Nej RB1 Ja Nej

2y | 3| A g Ja| 1|23

g3 S X

© | Nej | 11 | 15 @ S| Nej | 7 19

ZAndring i

Krydstabel RB1
mellem

CDK4 og RB1 Ja Nej
o Ja 0 14
= bﬂ
RS
<3 Nej 8 28

Hypotesetest - Et eksempel pa behandling af data.
Data er nu placeret i en krydstabel. Vi vil nu tage udgangspunkt i eksemplet mellem CDKN2A og CDK4.

Vi laver nulhypotesen:

H,: Tilstedeveerelsen af en eendring i genet CDKN2A og en eendring i genet CDK4 er uathaengige.
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Under denne hypotese er sandsynligheden for en a&ndring i genet CDKN2A ikke afhaengigt af, om der
er en &ndring i genet CDK4 eller ej. Da der i tabellen er 24 (3+21) patienter der har aendringen i genet
CDKNZ2A ud af i alt 50 patienter, ma sandsynligheden for at have aendringer i genet CDKN2A, P ona
veere 24

Pcoknza = 50

For en tilsvarende argumentation omkring aendringer i genet CDK4 ma sandsynligheden for at have
endringer i genet CDK4, p_,,,, veere

_14
Pcoka 50

_ 24

Dvs. sandsynligheden for en andring i henholdsvis CDKN2A og CDK4 under hypotesen er Popxnvaa = 55
09 Pcpka = % , mens sandsynlighederne for ikke at have a&endring i generne er henholdsvis % 0g % .

Vi kan nu bestemme de forventede vaerdier under nulhypotesen, hvilket gares ved at bestemme sandsyn-
lighederne og gange med det samlede antal patienter.

Sandsynligheden for at en patient har aendringer pa genet eller ej i en bestemt kombination bestemmes
som et produkt af sandsynligheder, da forekomsten af eendringer i CDKN2A og CDK4 er uafhaengige
(under hypotesen).

24 14 336

Zndring i bade CDKN2A og CDK4 har sandsynligheden:  Pepknaa “Peoka = 5755 = 3506

24 36 864

Zndring i CDKN2A, men ikke CDK4 har sandsynligheden: Pcpkn2a '(1—PCDK4)= 50750 = 2500
/ndring i CDK4, men ikke CDKN2A har sandsynligheden: (1= Paokwza ) Peoka = suss = 2ems

26 36 936
~ 5050 - 2500

Ingen andring i CDKN2A og i CDK4 har sandsynligheden: (1= Peoenaa (1 Peoa)

De forventede vaerdier kan nu bestemmes ved at gange med antallet, hvilket er gjort i tabellen til hajre,
mens tabellen til venstre indeholder de observerede vaerdier.

Observeret Andring i Forventet ZAndring i
Krydstabel CDK4 Krydstabel CDK4

mellem mellem
CDKNZA og Ja Nej | Sum CDKNZA og Ja Nej | Sum

CDK4 CDK4
m<| Ja | 3 | 21| 24 o< | Ja [ 24
=} tle = % 6,72 17,28
S K S K e
2 S| Nej | 11 | 15 | 26 & S| Nej [0 07 [m %| 6
< € ] 7,28 18,72

Sum | 14 36 50 Sum | 14 36 50
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Bemeerk, at hvis en eller flere af de forventede vaerdier er under 5, vil det ofte veere ret problematisk, idet
teststarrelsen typisk bliver for stor.

Teststarrelsen kan nu bestemmes ud fra de forventede og observerede veerdier pa fglgende made, da der
er 4 forventede og 4 observerede veerdier.

X2 o (obs, —forv,)’ .\ (obs, —forv,)’ s (obs, —forv, )" (obs, —forv, )’
- forv, forv, forv, forv,

Ved indsaettelse af vaerdierne far vi:

2 2 2 2
x2=(3_6'72) +(21_17'28) +(”_7'28) +(15_18'72) ~2,059+0,801+1,901+0,739 = 5,500
6,72 17,28 7,28 18,72

Da der er tale om en 2x2 tabel, kan det afgares, om vi skal forkaste hypotesen ved at sammenligne med
en y’-fordeling med 1 frihedsgrad (antallet af frihedsgrader findes som (m — 1) - (n — 1) for en krydstabel
med m sgjler n og raekker). Ved denne sammenligning kan man ogsa finde p-vaerdien. Sammenlignin-
gen sker typisk i jeres regneprogram, men her er det vist hvad der skal gares

F Y
0.5 A x? - fordeling med 1 frihedsgrad
0.4 A
0.3 A Kritisk maengde
(skraveret) pa et 5% Testst@rrelse i
0.2 1 signifikansniveau eksemplel
0.1 4 ' i
0.0 T T T T i“”l""l T T T T .
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Da teststarrelsen ligger i det kritiske omrade (pa et 5% signifikansniveau), skal vi forkaste hypotesen.
Dvs. at en aendring i genet CDKN2A og en a&ndring i genet CDK4 ikke er uafhaengige.
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Det fremgar ogsa, at p-vaerdien er ret lav (den kan beregnes til 0,019), hvilket betyder, at det er ret
usandsynligt, at man ved en tilfaeldighed far sa stor en teststarrelse, hvis hypotesen er sand. Faktisk er

Bidrag til Aindring i Forskel mellem| Zndring i
teststarrelsen CDK4 observeret og CDK4
forventet vaerdi
Krydstabel mellem Ja Nej Krydstabel mellem | ]g Nej
CDKNZ2A og CDK4 CDKNZ2A og CDK4
o 2 1 o -3,72 2
%.o § Ja ,059 (0,80 %o § Ja 3,7 3,7
< K S K
£ A . = Q .
@ O | Nej [1,901]0,739 @ O | Nej | 3,72 | -3,72

der kun er 1,9% sandsynlighed for at fa et vaerre resultat, hvis hypotesen er sand. Tilsvarende vil vi derfor
ogsa forkaste nulhypotesen pa et 5% signifikansniveau.

Da vi nu ved, at vi kan forkaste hypotesen, kan det vaere gavnligt at se pa bidrag til teststarrelsen og pa
forskellen mellem observerede og forventede vaerdier:

Af bidragene kan man typisk se, hvor “problemet” er ved at finde (usaedvanligt) hgje vaerdier.

Ser vi pa forskellen mellem observerede og forventede vaerdier (observeret fratrukket forventet), ses det,
at de felter, hvor der sendring i ngjagtigt et gen, er positive, svarende til at genet er observeret oftere
end forventet under hypotesen. Dette tyder pa, at @&ndringer i generne ofte forekommer alene (mutually
exclusive).

Bemeerkning: Havde feltet hvor der er aendringer i begge gener samtidigt vaeret observeret hyppigere,
end hvad forventes under hypotesen, kunne noget tyde p4, at aendringer i generne ofte forekommer
samtidigt (co-occuring).

Hvis man ikke vil ngjes med ovenstadende overvejelser, kan man yderligere teste for mutually exclusive) og
co-occuring gener ved at inddrage OR (odds-ratio) og test pa baggrund heraf. Se evt., artiklen for flere
detaljer.
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Overlevelsesanalyse:
Kaplan-Meier kurver og log-rank test

Anne Lyngholm, Bjarke Hansen og Claus Ekstrem | November 2019

Det skal vi laere

Nar | har vaeret gennem materialet, skal | kunne svare pa felgende:

e Hvad er censurering, og hvorfor er det vigtigt at tage hgjde for det?
e Hvordan beregner man en overlevelsessandsynlighed?

e Hvad viser en Kaplan-Meier kurve?

* Hvad er medianlevetiden?

e Hvad kan man konkludere ud fra et log-rank test?

Introduktion

Overlevelsesanalyse er en specifik gren af statistikken som handler om at estimere tiden til en bestemt
haendelse f.eks. dad eller tilbagevendende kraeft. Vi fokuserer pa haendelsen dgd og kalder i denne for-
bindelse tiden fra starttidspunket (f.eks. fadsel eller diagnose) til dadstidspunktet for overlevelsestiden.
Med overlevelsesanalyse er man ofte interesseret i at undersage mulige forskelle i fordelingen af overle-
velsestid mellem grupper (f.eks. behandlingsformer). En metode til at visualisere fordelingen af overlevel-
sestider er Kaplan-Meier kurver. Sammenligning af overlevelsestider mellem forskellige grupper kan ske
vha. af Kaplan-Meier kurver; men for at afgare om der er forskel i overlevelsestiden har man brug for et
sakaldt log-rank test.
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Eksempel: Effekten af TP53 mutation pa overlevelse

Dette er et eksempel pa anvendelse af Kaplan-Meier kurver og log-rank test til at undersgge effekten af
en mutation af TP53. 42 patienter - 21 med og 21 uden en mutation af TP53 - var med i forsgget.
Formalet med forsaget var at unders@ge, om patienter med mutationen levede kortere end de patienter
uden mutationen - altsa om der er forskel i overlevelsestiden mellem de to grupper. Studiet startede den
1. juni 1963 og varede i 36 maneder. Patienterne blev derfor fulgt i op til 36 maneder efter deres start af
ovariekraeftbehandling. figur 1 viser data noteret for 10 ud af de 42 patienter i forsgget.

A B | C | D | E | F
_1 |Patient_ID Gruppe Maned_Behandling Méaned_FollowUp Overlevelsestid Status
- | 1 Mutation 01-04-1965 01-04-1966 12 Ded
| 2 Mutation 01-02-1964 01-01-1965 17/Ded
_4 | 3 Ikke mutation 01-10-1965 01-06-1966 91 live
i | 4 |kke mutation 01-11-1964 01-06-1966 191 live
. & 5 Mutation 01-06-1963 01-04-1965 22 Ded
| 6 Ikke mutation 01-10-1963 01-04-1964 6 Ded
.88l 7 lkke mutation 01-05-1964 01-06-1966 25| live
s | 8 Ikke mutation |01-06-1965 01-04-1966 | 10 Ded
LA 9 Mutation 101-06-1964 01-08-1964 2 Ded
| 10 Mutation 01-12-1963 01-12-1964 12 Dad

Figur 1. Udsnit af data for de farste ti personer i forsgget.

Fra dataudsnittet ses det, at patienterne startede behandlingen pa forskellige tidspunkter, de har forskel-
lige laengde af opfelgning og nogle af patienterne dgde under studieperioden mens andre var i live da
forsgget sluttede. | overlevelsesanalyse er det meget almindeligt, at man ikke observerer alle patienternes
dadstidspunkter, fordi forsaget stopper inden alle patienter er dade.

Overlevelsesanalyse

Til overlevelsesanalyser skal der for hver person bruges fglgende data:

* Overlevelsestiden, som er tiden mellem starttidspunktet og sluttidspunktet. Sluttidspunktet er enten
dadstidspunktet eller sidste tidspunkt, hvor det blev bekraeftet, at patienten endnu ikke var dad. Hvis
patienten stadig er i live kaldes sluttidspunktet ogsa censureringstidspunktet.

e Status ved slutningen af studiet. Der er to muligheder. Enten er patienten "Dad” eller ogsa er patien-
ten “"Censureret”/"| live".

e Andre variable f.eks. genmutation, behandling, alder, kan, osv.

Alle tre typer indhold kan findes i figur 1: Overlevelsestid er tidsintervallet altsa la&engden af overlevel-
se efter start af behandling, Status er om patienten var dgd eller i live ved sidste opfalgningstidspunkt,
mens Gruppe er hvorvidt personen har mutationen eller ej.

Inden vi forszetter til analysen, er det ngdvendigt at forklare begrebet censurering, og hvorfor det er vig-
tigt i denne type analyse.

Hvis en person er blevet censureret, sa betyder det, at man ikke kender personens dgdstidspunkt, men
at man til gengeaeld ved, at personen i hvert fald var i live indtil censureringstidspunktet. Denne informa-
tion er nyttig, for i overlevelsesanalyse sammenligner man antallet af personer under risiko for at dg i en
bestemt tidsperiode med antallet af personer, som rent faktisk dede i samme tidsperiode.
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Antallet af personer som er under risiko for at da i en bestemt tidsperiode kaldes for risikosaettet. Alle
er med i risikosaettet indtil de der eller bliver censurerede (ogsa dem der dgr for man er nadt til at veere
i risiko for at dg for rent faktisk at kunne dg). Pa den made bidrager de censurerede personer stadig til
analysen, fordi vi ved, at de har vaeret under risiko for at dg, uden at de faktisk gjorde det.

En grafisk made at visualisere betydningen af censurering og overlevelsesanalyse er vist i figur 2. Pa plot-
tene vises behandlingsforlgbet for patienterne fra figur 1. Linjerne pa grafen repraesenterer starten pa
behandlingen og slutningen af den enkelte patients forlgb med enten censurering (tom cirkel) eller ded
(fyldt cirkel). Det venstre plot, viser hvordan man observerede patienterne i realtid, og det hgjre plot visu-
aliserer de data, som man vil benytte i en overlevelsesanalyse, nemlig behandlingsforlgbet i absoluttid fra
behandlingsstart til dgd eller censurering (follow-up).

Behandlingsforlgb Behandlingsforlgb
10 10 o Qlive @Dod
9+ —0 94 —@
8 —e g4 —9 @
£ 7 O g7 0
1S IS
,3 6 —O IE 6{ —@
a a
g ° g g ° ®
Q0 Q0
T 4 T 4
& O & ©)
34 —0 3{ ——m88 0O
24 —e 2 o
14 —e 1 [ ]
1964 1965 1966 0 5 10 15 20 25
Leengde af forlgb i realtid Leengde af forlgb i antal maneder

Figur 2. Plots over forlgbet efter behandling i hhv. realtid og absolut tid (antal af maneder).
Censurerede observationer er markeret med en tom cirkel imens dgd er markeret med en fuld cirkel.

Kaplan-Meier overlevelseskurven

Data fra eksemplet med TP53 er vist i tabellen nedenfor, hvor overlevelsestiden malt i maneder er opdelt
efter, hvorvidt der er mutation pa genet TP53. Tal markeret med ‘+' indikerer, at tidspunktet svarer til en
censurering, sa man ved bare, at den pagaldende patient ikke var dad inden overlevelsestiden.

Overlevelsestid i ikke-mutationsgruppen Overlevelsestid i mutationsgruppen
6,6,6,7,10, 13, 16, 22, 23, 6+, 9+, 10+, [1,1,2,2,3,4,4,5,5,8,8,8,8, 11,
11+, 174, 19+, 20+, 25+, 32+, 32+, 34+, 11,12, 12,15, 17, 22, 23

35+

Fra tabellen kan vi i mutationsgruppen aflaese, at der var tre patienter som dade efter sjette maned og
én patient som blev censureret ved sjette maned. Gennemsnittet af de 21 tal for ikke-mutationsgruppen

1091 Matematik / Del 3 / Artikel: Overlevelsesanalyse: Kaplan-Meier kurver og log-rank test



Artikel

i tabellen er 17.1 maneder, men dette tal er ikke den reelle gennemsnitlige overlevelsestid for ikke-muta-
tionsgruppen.

Hvis man fejlagtigt behandlede censureringstidspunkter som dgdstidspunkter ville overlevelsestiden blive
estimeret til at vaere mindre, end den skulle vaere, fordi vaerdierne markeret med '+’ angiver den kortest
mulige overlevelse for den enkelte censurering. For at fa et bedre overblik over data kan vi lave fglgende
tabel, en sdkaldt livstabel (enkelte vaerdier er udeladt).

Leengde af overlevelse i | Antal Antal Antal i risikosaettet | Overlevelses-sandsynlighed
raekkefglge i mdr dede censurerede | ved periodens start

0 0 0 21 1

6 3 1 21 1-18/21=0.8571

7 1 1 17 0.8571 - 16/17 = 0.8067
10 1 2 15 0.8067 - 14/15 =0.7529
13 1 0 12 0.7529 - 11/12 = 0.6902
16

22

23

For hver maned, hvor en patient dar, taeller vi antallet af patienter som dgde og antallet af patienter som
blev censureret. For hver periode er sandsynligheden for at overleve lig antallet af patienter som stadig er
i live ved periodens slutning i forhold til dem som startede med at vaere i live ved periodens start.

Lad os tage et eksempel fra tabellen: Op til seks maneder efter start af behandlingen var alle 21 patienter
stadig med i forsgget og i live. Risikosaettet op til 6. maned er derfor pa 21 personer. | 6. maned dgr tre
patienter og sandsynligheden for at dg bliver da 2 = 14.3%. Den tilsvarende sandsynlighed for at over-
leve den 6. maned er derfor 3 = 1- 2 =85.7% . | beregningen indgér de censurerede patienter ikke,
men de fjernes i stedet fra risikosaettet efter censureringstidspunktet. Patienter er med i risikogruppen op
til censureringstidspunktet, da de i denne periode pa lige fod med andre er i risiko for at da.

Overlevelsessandsynligheden beregnes ud fra falgende logik: Til tid O er alle patienter stadig i live og
overlevelsessandsynligheden ma derfor vaere 100% (skrevet som 1 i livstabellen). Op til den sjette maned
er 18 ud af 21 patienter stadig i live, sa overlevelsessandsynligheden er 85.71%. Da tre patienter dgde
og en patient udgik af studiet grundet censurering reduceres risikogruppen efter sjette maned til 17
patienter. Ud af de 17 patienter, som er tilbage i studiet efter sjette maned, dgde en patient i den syven-
de maned. Det betyder, at sandsynligheden for at da i den syvende maned, hvis man allerede havde
overlevet den sjette maned er 1/17 = 5.9% og sandsynligheden for at overleve er 16/17 = 94.1%.
Selvom denne sandsynlighed er brugbar, er vi mere interesseret i overlevelsessandsynligheden fra start og
helt til den syvende maned. Denne sandsynlighed er produktet mellem sandsynligheden for at overleve
op til sjette maned og den betingende sandsynlighed for at overleve op til syvende maned sa 0.8571 -
16/17 = 0.8067 = 80.67%. For at overleve til maned 7 skal man altsa farst overleve til maned 6, og der-
efter skal man yderligere overleve til maned 7.

Du kan nu regne ovelse 1a
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Overlevelsessandsynligheden, beregnet i livstabellen, kan visualiseres over tid ved brug af et Kaplan-Meier
plot (figur 3). P& venstre plot er ikke-mutationsgruppens overlevelsessandsynlighed plottet mod laengden
af behandlingsforlgbet malt i maneder.

Kaplan-Meier kurven anvender de censurerede tidspunkter og kurven er derfor baseret pa alle data til
radighed. Vi kan pa kurven observere sandsynligheden for overlevelse til forskellige tidspunkter. Vi kan pa
det venstre plot se, at der er 50 procent sandsynlighed for at overleve op til 23. maned. P4 det hgjre plot
ses, at for gruppen med mutationer er sandsynligheden for at overleve 8 maneder helt nede pa 50%.

Kaplan-Meier plot Kaplan-Meier plot
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Figur 3. Venstre plot: Kaplan-Meier plot for ikke-mutationsgruppen af patienter. Hajre plot: Kaplan-Meier plot over bade
mutation- og ikke-mutationsgruppen.

Pa figur 3 ses en markant forskel pa de to kurver, og gruppen uden mutationer har betydelig bedre over-
levelsestid end gruppen med mutationer. Man er fristet til at konkludere, at personer uden mutationen
lever lzengere end dem med mutationen i TP53, men for at kunne lave sadan en konklusion skal vi tage
overlevelseskurvernes usikkerhed i betragtning. For at afggre om der er en statistisk forskel pa overlevel-
sesfunktionerne kan man teste hypotesen om, hvorvidt de kunne vaere sammenfaldende. Dette gares
med et sdkaldt log-rank test.

Du kan nu regne gvelse 3
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log-rank testet

Med et log-rank test kan vi sammenligne to Kaplan-Meier kurver og undersage, om de overordnet er
ens. Selve formlen for log-rank testet er simpel, men udregningen er ret besvaerlig. Vi vil derfor kun prae-
sentere dele af testet her.

Hypotesen, som testes med et log-rank test, er, at de to kurver stammer fra samme overlevelsesfunktion.
Hvis de to kurver stammer fra grupper med samme overlevelsesfunktion, sa forventer vi, at begge de
observerede overlevelsessandsynligheder ligner de forventede overlevelsessandsynligheder fra den faelles
underliggende kurve, som vi pastar de kommer fra. | praksis undersgges dette ved at sammenligne det
observerede antal dgde med de forventede antal dade (under hypotesen) ved hvert tidspunkt hvor en
patient dar. Tabellen over kraeftpatienter kan her bruges som et eksempel:

Antal dgde Riskosaet Forventet dade Obs.-forventet
Tidspunkt | Ikke- Mutation | Ikke- Mutation | Ikke- Mutation | Ikke- Mutation
mutation mutation mutation mutation
0 2 21 21 1 1 -1.00 1.00
0 2 21 19 1.05 0.95 -1.05 1.05
0 1 21 17 0.55 0.45 -0.55 0.55
6 3 0 21 12 1.91 1.09 1.09 -1.09

Fra tabellen ses, at efter 1. maned i behandling er to patienter fra mutationsgruppen dade mens ingen
patienter i gruppen uden mutationer er dade. Hvis de to grupper skal have ens Kaplan-Meier kurver (som
er nulhypotesen), sa skal overlevelsessandsynligheden vaere ens i de to grupper. Nar to ud af 42 patien-
ter dgr er overlevelsessandsynligheden til 1. maned efter behandlingsstart 2/42 = 4.8%, det forventede
antal af dgde i hhv. mutation- og ikke-mutationsgruppen er 0.048 - 21 = 1 patient.

Der er i alt 17 forskellige tidspunkter, hvor patienter dgr, og beregningerne til log-rank statistikken
minder om chi-i-anden statistikken, fordi man i begge tilfaelde bruger det totale observerede og for-
ventende antal per gruppe. Det observerede antal dgde i ikke-mutationsgruppen er 9 patienter, mens
det er 21 i mutationsgruppen. Summerer vi antallet af forventede dade i ikke-mutationsgruppen far vi
19.26 patienter, mens det for mutationsgruppen giver 10.74 dgde. Det vil sige, at der er en forskel pa
9-19.26 =-10.26 patienter i ikke-mutationsgruppen og en pa 21-10.74=10.26 patienter i mutations-
gruppen. Selve beregningen for den approksimative log-rank statistik giver:

K =Y _ 2 - ’
Xzzz(oi F) _ (9-19.26) +(21 10.74) =15.793
F 19.26 10.74

Her star O, for Observeret, F, for Forventet og K for antallet af Kategorier (hvilket svarer til antallet af
grupper, der sammenlignes) og Y.~ betyder, at vi summerer over alle de grupper, som vi har til radig-
hed (i vores eksempel de to grupper mutation og ikke-mutation). Den kritiske vaerdi for en chi-i-anden
fordeling med en frihedsgrad er pa et 5% signifikansniveau 3.84. Log-rank statistikken er i eksemplet
bestemt til 15.793 altsa langt over 3.84 og den tilhgrende p-vaerdi er under 0.0001. Vi afviser derfor
hypotesen om, at Kaplan-Meier kurverne stammer fra den samme overlevelsesfordeling. Kurverne er alt-
sa forskellige, hvilket ogsa blev antydet i plottet.
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Bemaerk, at log-rank testet ikke fortaeller os noget om starrelsen pa forskellen i overlevelse mellem grup-
perne. log-rank testet fortaeller kun, om der er forskel, men ikke hvor stor forskellen er, eller hvilken

gruppe, der klarer sig bedst. For at kunne svare pa sidstnaevnte ma man se pa Kaplan-Meier plottet, og
se, hvordan de to kurver ligger i forhold til hinanden.

Hvad skal veere opfyldt for at man ma lave Kaplan-Meier plots og
log-rank tests?

Der er f& men vigtige antagelser for at bruge Kaplan-Meier kurver og log-rank testet. For det farste skal
patienterne vaere uafhaengige af hinanden. Desuden er det vigtigt, at censureringen ikke skyldes den
prognose, som patienten har. Det vil sige, at hvis patienten censureres, fordi de bliver sat i anden akut-
behandling er censureringen ikke uafhaengig af patients lavere overlevelsessandsynlighed. Ligeledes hvis
patienten far det meget bedre og derfor flytter og bliver censureret, sa er censurering ikke uafhaengig,
men skyldes at patientens overlevelsessandsynlighed er "god".

Qvelser

1. Beregning af overlevelsessandsynlighed

a. Udfyld den resterende del af livstabellen (s.110) og lav en tilsvarende for
mutationsgruppen.

b. Skitsér derefter selv Kaplan-Meier plot ud fra tabellerne. Du kan bruge figur 4
som skabelon.
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Figur 4. Skitse til at besvare opgave 1
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2. Median overlevelsestid. Hvad er (cirka) median overlevelsestiden for hver af de tre
Kaplan-Meier plots vist pa figur 5?
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Figur 5. Tre plots med hver deres handelse.

3. Bedste behandling afhaengig af tid. Alle tre spgrgsmal skal besvares ud fra nedensta-
ende Kaplan-Meier plot, hvor to overlevelsestider siden diagnose er visualiseret over tid
(hhv. illustreret ved en rad og bla kurve) pa figur 6.

a. Hvilken gruppe har den bedste overlevelsesprognose indtil dag 160?
b. Hvilken gruppe har den bedste overlevelsesprognose efter dag 160?

c. Hvilken gruppe har den laengste median overlevelsestid?

Vi medtager nu usikkerheden pa kurverne i form af 95% konfidensinterval. Dette er vist pa figur 7.
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Figur 6. Kaplan Meier kurver over to forskellige behandlingsgruppers overlevelsessandsynlighed afhaengig af dage.
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Figur 7. Kaplan-Meier kurver over to forskellige behandlingsgruppers overlevelsessandsynlighed afhaengig af dage. Inklusiv
95% konfidensinterval.

d. Hvad er fortolkningen af de to 95% konfidensintervaller til dag 200?
(brug din almindelige viden om konfidensitervaller til at svare pa spagrgsmalet).

e. Vil du konkludere pa baggrund af konfidensintervallerne, at der er statistisk
signifikant forskel pa kurverne? Kommenter dit svar.

log-rank og konklusion. De fglgende data er fra en undersggelse, hvor man er interesse-
ret i effekten af aktivering af et specifikt gen pa overlevelsessandsynligheden. Husk, at tal
markeret med + er censurerede data.

a. Hvilken hypotese kan vi teste med log-rank testet? Beskriv hypotesen i ord.

b. Udfyld den manglende information i tabellen nederst i denne gvelse.

Gruppe 1: Ikke aktiv Gruppe 2: Aktiv
12.3+,5.4,82,12.2+,11.7, 5.7,2.9,684,8.3,9.1,
10.0,5.7,9.8,2.6,11.0 42,41,114,26,9.8

c. Summér for begge grupper henholdsvis antallet af bade forventede og observerede
dade ud fra den fyldte tabel.

d. Beregn log-rank testet ud fra de forventede og observerede dgde, som du lige har
beregnet.

e. Den kritiske vaerdi for log-rank testet for to grupper er 3.84. Hvis vaerdien for log-rank
testet er over den kritiske vaerdi, s& afviser vi hypotesen og p-veerdien er tilsvarende
under 0.05. Kommenter pa dit resultat i ord, hvor du bade kommer ind pad hypotesen
som er blevet testet, log-rank test veerdien samt p-veerdi (over 5% eller under 5%).
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Antal dgde Riskosaet Forventet dgde Obs.-forventet
Tidspunkt | lkke-muta- | Mutation | Ikke-muta- | Mutation | Ikke-muta- | Mutation | Ikke-muta- | Mutation
tion tion tion tion
1 1 10 10 1.00 1.00 0.00 0.00
2.6
2.9 0 1 9 9 0.50 0.50 -0.50 0.50
4.1 0 1 9 8 0.53 0.47 -0.53 0.53
4.2 0 1 9 7 0.56 0.44 -0.56 0.56
5.4 1 0 9 6 0.60 0.40 0.40 -0.40
5.7 1 1 8 6 1.14 0.86 -0.14 0.14
8.2 1 0 7 5 0.58 0.42 0.42 -0.42
8.3 0 1 6 5 0.55 0.45 -0.55 0.55
8.4 0 1 6 4 0.60 0.40 -0.60 0.60
9.1
9.8
10.0 0.83 0.17
11.0 1 0
11.4 0 1
11.7 1 0 1.00 0.00 0.00 0.00

5. Konklusioner. Vi vil i denne gvelse se pd et studie over forebyggelse af blindhed forarsa-
get af diabetes. Haendelsen vi undersagger i denne opgave er at blive blind. Figuren herun-
der viser 3 plots med Kaplan Meier kurver. Det farste plot ser pa effekten af behandling
med laser pa tid-til-blind (overlevelsestiden). Det naste plot ser pa effekten af laser pa
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Farste studie har et log-rank test pa 22.2, hvilket giver en p-vaerdi mindre end 0.001. Andet studie har
et log-rank test pa 9.5, hvilket giver en p-vaerdi pa 0.002. Tredje studie har et log-rank test pa 3, hvilket
giver en p-vaerdi pa 0.09.

a. Kommenter til at starte med kun pa Kaplan-Meier kurverne. Hvad er din umiddelbare
konklusion per studie? Hvilken effekt ser du per plot?

b. Inddrag nu log-rank testet og den tilhgrende p-vaerdi. Stemmer disse overens med din
konklusion per plot i det overstdende spargsmal?

c. Formuler konklusionerne med farst at beskrive hypotesen som testes og derefter resul-
taterne (Kaplan-Meier kurverne, log-rank testet og p-veerdien).
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Matematikovelse 3. £ggestokkreeft:
Overlevelsesanalyse - en statistisk behandling

Intro

Vi tager udgangspunkt i diagrammet nedenfor, som | allerede har set i forbindelse med biotekgvelsen
"#Aqgqgestokkraeft: Mutationer i BRCAT og BRCA2 og deres betydning for overlevelse”.

Diagrammet viser som bekendt overlevelseskurver for patienter med aeggestokkraeft. Den rade kurve
viser patienter med aendringer i mindst et af generne BRCAT og BRCAZ2, og den bla viser patienter uden
andringer i BRCAT og BRCA2.

100%
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60%
70%
60%-

50%-

Owverall Sureival

A40%+

30%

*

20%

10%-

[iﬂ

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190

Figur 1: Overlevelseskurver for patienter med aeggestokkraeft. Den rgde kurve er for patienter med aendringer i mindst et af
generne BRCAT og BRCAZ og den bla for patienter uden aendringer i BRCAT og BRCA2. Tiden 0 svarer til diagnosetidspunktet.

Vivil i denne gvelse lave dele af kurverne manuelt for at blive lidt klogere pa, hvad de egentlig viser.
Efterfglgende vil vi se pa det sdkaldte log-rank test som kan bruges til at bestemme, om der er en signifi-
kant forskel pa de to overlevelseskurver.
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Den statistiske behandling - eksempler og opgaver | skal svare pa

| modsaetning til de andre statistiske undersggelser vil der i dette tilfaelde veere et overlap mellem eksem-
pler, og det data som | arbejder pa. Dette skyldes, at eksemplerne er pa ngjagtig det data, som | ogsa
selv skal behandle.

Patientdata - en forklaring pa transformation af data

Data til selv at lave overlevelseskurverne kan traekkes ud af cBioPortal. Det kraever dog et ret stort over-
blik af fa fat i de rigtige data. @nsker man selv at hente data, kan man se hvordan i bilag 1.

Vivil i stedet her anvende den mere strukturerede Excel-fil "Data til KM kurver.xlsx" som indeholder
vaesentlige data. Husk at gemme filen pa din egen computer.

Udvalgte data fra syv patienter med aeggestokkraeft trukket ud fra cBioPortal kan ses i nedenstaende
tabel til venstre. De udvalgte data transformeres(oversaettes) til en tabel som den nedenstaende til hgjre.
De transformerede findes i Excel-filen "Data_til KM kurver.xIsx” for langt flere patienter. Det er de
transformerede data, der skal anvendes til at lave overlevelseskurverne.

Patient ID Overall Survival | Overall Survival
(Months) Status
61- C d

TCGA-61-2109 20,66 DECEASED Overlevelse .ensurere e
sned Dgde | (inden naeste

TCGA-57-1584 | 21,12 LIVING (maneder) dodstidspunkt)

TCGA-24-0975 21,78 DECEASED 20,66 1 1

TCGA-57-1582 24,02 DECEASED Overseettelse | 21,78 1

TCGA-23-1026 26,81 LIVING 24,02 1 1

TCGA-25-1625 27,60 DECEASED 27,60 1

TCGA-24-2035 28,16 DECEASED 28,16 1

Den venstre tabel er transformeret til den hgjre pafelgende made:

e Der laves et antal raekker, som svarer til dgde patienter.
* De dade patienter sorteres efter overlevelsestid
e Det angives, hvor mange der dgde til dette tidspunkt.

e Til slut angives, hvor mange der censureres, dvs. hvor mange der ikke med garanti overlever fra dette
til naeste degdstidspunkt.
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Kaplan-Meier overlevelseskurver (KM-kurver) - Fremstilling

Excel-filen "Data_til KM kurver.xlsx” indeholder transformerede patientdata udgivet i Nature og sva-
rer til dem, | ser pa i biotekdelen.

Tabellerne indeholder data fra 73 patienter med aendringer pa BRCA1 og/eller BRCA2 og desuden data
fra 242 patienter med andringer pa andre gener. | ser i eksemplet undervejs kun pa de 73 patienter med
a&ndringer pa BRCAT og/eller BRCA2, men data for de resterende patienter kan behandles pa samme
made.

| Excel-arket findes allerede overlevelse, dgde og censurerede og vi gnsker at finde sandsynligheden for
overlevelse fra start til et bestemt tidspunkt. Hertil far vi undervejs brug for at bestemme det sakaldte
risikosaet og sandsynligheden for at overleve fra et dadstidspunkt til et andet dgdstidspunkt. Vi skal altsa
ende med en tabel som indeholder nedenstaende information.

Overlevelsestid: Angiver hvor laenge der gik fgr dad eller censur.
Dade Angiver antal der dgr efter at have overlevet dette tidsrum
Censurerede: Angiver antallet af personer som har overlevet laengere end overlevelsen for sidste

overlevelsestid og hgjst denne overlevelsestid (Patienterne er typisk levende, men har
kun haft diagnosen i kort tid).

Risikosaet: Antallet af personer som kan da i naeste tidsrum (beregnes som risikosaettet fra sidste
tidsrum fratrukket bade dade og censurerede i tidsrummet

Overlevelses- Sandsynligheden for at overleve fra sidste overlevelsestid til denne overlevelsestid.

sandsynlighed: Dette bestemmes som andelen af overlevende ud af risikosaettet.

Samlet overlevelses- | Sandsynligheden for at overleve et tidsrum som svarer til overlevelsestiden ind til nu.
sandsynlighed: Dette bestemmes som produktet af alle overlevelsessandsynligheder indtil dette
tidspunkt (da de enkelte overlevelsessandsynligheder er uafheengige)

Datasaettet som | anvender og som bruges her indeholder 73 patienter. Vi vil nu lave en tabel der inde-
holder kolonner med ovenstaende information.

Selve tabellen kan ses pa naeste side og er fremkommet bl.a. ud fra fglgende argumentation: | datasaet-
tet er der 73 patienter, hvilket betyder, at risikosaettet til start er 73 (der er 73 som kan dg). Sandsynlig-
heden for at overleve ved dette tidspunkt (start) er selvfglgelig 1 (eller 100%), da patienterne var i live,

da de fik diagnosen.

Ved andet tidspunkt (0,82 maneder) dar en person, dvs. at sandsynligheden for at dg (i tidsrummet fra 0
til 0,82) her er 1/73, eller tilsvarende er sandsynligheden for at overleve er 1-1/73 = 72/73.

Da der er en d@d ved andet tidspunkt og ingen censurerede op til naeste (dgds)tidspunkt vil antallet af
personer som nu er i risikosaettet vaere 72.
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Den samlede overlevelsessandsynlighed fra start til dette dgdstidspunkt bestemmes ved at gange sand-
synligheden for at da inden dette dadstidspunkt med sandsynligheden for at dg ved dette dadstidspunkt
(da det er uafhaengige haendelser).

Pa tilsvarende made kan man bestemme risikosaettets starrelse, overlevelsessandsynligheder (mellem to
tidspunkter) og den samlede overlevelsessandsynlighed, hvilket ses af felgende:

Ove;rlevelse S ((i:nec;]:r:”rf;:g; S Overlevelsessandsynlighed | = g5t overllevelses—
(mdneder) dedstidspunkt) (fra sidste overlevelsestid) sandsynlighed
0 0 0 73 - 1
0,82 1 0 73 1-4 =2 ~0,9863 1.2 ~0,9863
1,02 1 1 73-(1+0)=72 11— =2%09861 0,9863 - 2 ~0,9726
2,96 1 0 72-(1+1)=70 1-4% =% ~0,9857 0,9726 - £ ~0,9587
2,99 1 5 70-(1 +0) =69 - & =2 ~0,9855
11,63 1 0 69 -(1+5)=63
16,62 1 0

1. Udfyld de gra felter i tabellen ovenfor

2. Hent regnearket "Data til KM kurver.xlsx"” og beregn samtlige overlevelsessand-
synligheder (enten i Excel eller et andet sted) for badde patienterne med a&ndringer
i BRCAT og/eller BRCA2 og for patienter uden.

3. Tegn begge kurver i samme diagram. For at fa helt rigtige KM-kurver kan man med
fordel anvende regnearket "Overlevelse til KM kurver.xlsm"” som kan ordne
jeres beregnede data til brug for KM-grafer. Husk at gemme filen pa din egen
computer.

4. Ser det ud som om, der er forskelle pa kurverne?

log-rank test - er en evt. forskel signifikant?

Vivil nu se pa, om forskellene vi sa pa KM-kurverne for de to grupper er signifikante, hvilket ggres ved at
vurdere (statistisk) om de to kurver kunne stamme/komme fra samme kurve (eller om det er tilfeldigt, at
der er forskel). For at afgare om dette er tilfaeldet, laver man beregninger pa alle data (Badde dem med og
dem uden andringer i BRCAT og/eller BRCA2) under hypotesen.

De to KM-kurver er ikke forskellige (dvs. sandsynligheden for pa et givent tidspunkt at da er ens i de to
grupper)

1211 Matematik / Del 3 / @velse 3. £ggestokkraft


https://dataanalyseogkraeft.ku.dk/e-bog/datasaet-matematik/Data_til_KM_kurver.xlsx
https://dataanalyseogkraeft.ku.dk/e-bog/datasaet-matematik/Overlevelse_til__KM_kurver.xlsm

Dvelse

Vi skal ud fra data bestemme, hvor mange forventede dgde der er i hver af de to grupper (under hypo-
tesen) for til sidst at afggre, om de forventede antal af dgdsfald i (hver af) de to grupper er vaesentligt
forskellige fra de observerede.

Hvis der som udgangspunkt ikke er forskel pa de to kurver, er sandsynligheden for af en enkelt patient

dar pa et givent tidspunkt ikke afhaengigt af, hvilken gruppe patienten tilhgrer. Antallet af dagde i hver

gruppe Vil pa denne made kun afhaenge af gruppernes starrelser (hvor mange i hver gruppe der kan da
(risikosaettet)).

For at finde antal forventede dade er vi til hvert dgdstidspunkt nadt til at kende risikosaettets starrelse,
hvilket igen betyder, at vi skal have styr pa det observerede antal af dede og censurerede.

Risikosaettenes starrelse til et bestemt tidspunkt bestemmes ved at fratraekke antal dade og censurerede
fra sidste tidspunkt fra risikosaettet til sidste tidspunkt. Dette sker saerskilt for gruppen med aendringer i
BRCA1 og/eller BRCAZ2 og for gruppen uden aendringer BRCAT og/eller BRCAZ.

Risikosaettene markeret med blat er bestemt ved, at risikosaettene var henholdsvis 235 og 71 i 10. raek-
ke.110. reekke der en fra gruppen, hvor der ikke er aendringer i BRCAT eller BRCA2, hvilket betyder, at
der bliver en mindre i dette risikosaet, mens det andet risikosaet bevares (raekke 11).

Efterfglgende kan antallet af forventede dade i hver gruppe bestemmes som sandsynligheden for at dg
(under hypotesen) gange antallet af patienter i gruppen (risikosaettet). Bemaerk, at det forventede antal
dade ved censureringer selvfglgelig er O for begge grupper, da ingen der (til dette tidspunkt). Nedenfor
er vist et udsnit af resultaterne, hvor udregningerne i de bla felter er vist efter tabellen, dvs. pa naeste
side:

Overlej Antal dade Antal censurerede | Risikosaet FOREMEE EMEL

K velsestid dede

?fg (mdr.) lkke BRCA1 | BRCAT og | Ikke BRCA1 | BRCATog | Ikke BRCAT | BRCATog | lkke BRCAT | BRCAT og

oc 0g BRCA2 | BRCA2 0g BRCA2 | BRCA2 0g BRCA2 | BRCA2 0g BRCA2 | BRCA2
1 0,30 1 0 0 0 242 73 0,7683 |0,2317
2 0,36 1 0 0 0 241 73
3 0,76 1 0 0 0 240 73
4 0,79 1 0 0 0 239 73
5 0,82 0 1 0 0 238 73 0,7653 |0,2347
6 1,02 0 1 0 0 238 72 0,7677 |0,2323
7 1,18 1 0 0 0 238 71 0 0
8 1,18 0 0 1 0 237 71 0,7695 |[0,2305
9 1,97 0 0 1 0 236 71 0 0
10 |2,00 1 0 0 0 235 71 0,7680 10,2320
11 (2,14 1 0 0 0 234 71 0,7672 10,2328
12 12,17 0 0 0 1 233 71 0 0
13 12,23 1 0 0 0 233 70 0,7690 |0,2310
14 12,46 1 0 0 0 232 70 0,7682 10,2318

1221 Matematik / Del 3 / @velse 3. £ggestokkraft



Dvelse

309 1116,04 |0 0 0 1 2 2 0 0

310 118,99 |1 0 0 0 2 1 0,6667 0,3333
311 1125,63 |0 0 1 0 1 1 0 0

312 1180,04 |0 0 0 1 0 1 0 0

Sum 146 35 96 38 - - 124,3127 |56,6873

Kort beskrevet er antallet af personer i risikogruppen for en given raekke bestemt af antallet af personer i
raekken far fratrukket personer, der forsvinder (dar eller censureres) ligeledes i reekken far.

Det forventede antal dade bestemmes som sandsynligheden for at dg (under hypotesen), gange antallet
af individer i gruppen. Sandsynligheden for at dg bestemmes som antallet af dade (fra begge grupper)
divideret med antallet af personer fra begge risikosaet. Sandsynligheden bestemmes ud fra begge grup-
per, fordi den under hypotesen er antaget at vaere ens for begge grupper.

De bla felter under forventede antal dgde beregnes som ud fra ovenstaende som hhv.

@

5. Bestem det forventede antal dgde i begge grupper for anden, tredje og fjerde
reekke (De gra felter). Skriv resultater ind i felterne.

241;?73 242 ~0,7683 o9 "0 .73~ 0,2317

242473

6. Hent regnearket "Data til log-rank test.xlsx” (husk at gemme filen pa din egen
computer) og beregn antal forventede dgde for bdde patienterne med andringer
i BRCAT og/eller BRCA2 og for patienter uden aendringer i BRCAT og/eller BRCA2
for alle "dgdstidspunkter” (enten i Excel eller et andet sted).

7. Vis at det samlede forventede antal dgde i de to grupper er henholdsvis 124,31 og
56,69. (Tallet 56,69 er bestemt som summen af antal forventede dgde i gruppen
med andringer i BRCAT og/eller BRCAZ2 til hvert tidspunkt i tabellen).

Som det kan ses og som tidligere naevnt, har vi nu et saet af to observerede vaerdier (antallet af dade i de
to grupper) og to forventede vaerdier (det forventede antal dede i de to grupper) som kan sammenlignes
med henblik pa at vurdere, om kurverne er forskellige. Til dette formal bestemmes X° -teststarrelsen ved
formlen

(obs, —forv, )’ s (obs, —forv,)’

X2 =
forv, forv,

Den fundne teststarrelse sammenlignes efterfglgende med en x -fordeling med 1 frihedsgrad
(1 frihedsgrad fordi antallet af frihedsgrader for en X’ GOF test bestemmes som antallet af grupper
minus 1).
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@

8. Bestem y’-teststarrelsen ud fra tabellen.
9. Bestem p-vaerdien ud fra teststgrrelsen.

10. Kan vi afggre, om der er signifikant forskel pa de to KM-kurver ud fra
teststarrelsen eller p-vaerdien?

11. Kan man afgare, hvor stor forskellen er pa de to KM-kurver ud fra ovenstaende?




Dvelse

Bilag 1: Hente data fra cBioPortal til brug for KM-kurver

A. Ga til http://wwwcbioportal.ora/

B. Under "Select Studies” findes og veelges “Ovary/fallopian Tube”.

Query
Select Studies: 1 studies selected (563 sampies) Deselect all
A o . +
LKér 3 _ Salect all listed studies gnatching filter {4)
Lung 12 Owvary/Fallopian Tu
| ymphoid - Ovarian Fpithelial Zimor
= SEROUS OVARJAN CANCER
Myeloid ue Cystadanccarcinoma (TCGA, Nature 2011)
| OvarpeCerous Cystadenocarcinoma (TCGA, PanCancer Atlas)
Other us Cystadenocarcinoma (TCGA, Provisional)
OvaryFagoepian Tube — SMALL CELL CWRCINOMA OF THE OVARY
| Small Cell Carchioma of the Ovary (MSKCC, Nat Gencet 2014)
Pancreas 1]
Peripheral Nervous System 5

C. Der veelges "Ovarian Serous Cystadenocarcinoma (TCGA, Nature 2011)

D. Der trykkes pa view summary

Summary | Cliical Dala Hestmaps  CN Segments Selected: 316 pationts | 316 samples | &

Buisk Fillars: & 316 2amples With Mutalien ata ) 216 samples wiEh CNA aita

Mukation Cennl ws Frachon of Genome Allered rofiled sampies) CMA Gemes (304 profiled samples)

¥ Must e Frig + G Cylebard CNA ' Fiwg ~

P
e . 3 3 % - AT 2a24 21 AMP 100 3165
14 s " 55 1T4% MY 2qpa 1 amp 87 307%
120 . v B2e2l-g2 . AMP 95 301%

- ) - .
£ 100 . AMP 5 284%
v e
§ ® g.'::;L,E - L3 AMP 0 24
3 = T g Y R LY B4 71 amp 0 4%
n .4 1_: . Bzt AMP 9 4%
s
. L5 aq2a 2t ame 5 20a%
'
] .
N ': R e T L Bl Bge 21 amP 91 9%
Bgra AMP 20 d05%
D 01020308 0506070809 1 v KCNO3  Bgin ane B 366%
Fraction of copy rumber aftered genoma. o

Comglete Deta Discase Free Stetus

S S E

opooono0oas

el o e ]

LT E TR TR T TR RSl

\ 1/

E. Her kan man sa veelge data pa forskellig vis og efterfglgende downloade valgte patient-
data.

F. Filen der downloades har endelsen tsv, men er en tekstfil. Det kan dog veere en fordel at

&ndre endelsen til txt, for at de fleste programmer opfatter, at det er en tekstfil (herunder
Excel).
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