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Human Protein Atlas
- kartliggningen avy miinniskans proteiner

Human Protein Atlas bestar av tre olika delar — en normalvavnadsatlas, en cellatlas och en
patologiatlas — och innehaller data fran mer an 26 000 antikroppar riktade mot 17 000 unika
proteiner. Nar den senaste delen, patologiatlasen, presenterades hosten 2017 sags den som
en unik satsning som innebar att drommen om individbaserad cancerbehandling tar ett stort
steg framat. Har beskriver professor Fredrik Pontén arbetet med kartlaggningen och de
framgangsfaktorer som fatt det gigantiska projektet att fungera sa friktionsfritt och bli en

av varldens mest anvanda biomedicinska kunskapsbaser.
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uman Protein Atlas (HPA) —

projektet for att kartligga mén-

niskans alla proteiner — startade
2003. Malet for HPA var att kartligga
minniskans alla proteiner. Bakgrunden
och en forutsittning for proteinatlas-
projektet var att det manskliga genomet
kartlagts bara ett par ar tidigare (2001).
Efter att kartan 6ver vara gener publi-
cerats blev det ett naturligt nista steg
att ta reda pa vilka proteiner vara gener
kodar for och var dessa uttrycks. Innan
sjilva projektet startade och fick finan-
siering gjorde vi ett begrinsat “Chro-
mosome 21 project” och nir vi sag att
den tillgdngliga gensekvensen gick att
anvinda som templat for att gora re-
kombinanta proteiner som sedan kunde
anvindas som antigen for framstill-
ning av specifika antikroppar, forstod
vi att detta kunde skalas upp for att
kartligga alla vara proteiner. Lyckligt-
vis forstod dven insatta personer pa
Knut och Alice Wallenbergs (KAW)
forskningsstiftelse ocksa detta och sag
en stor potential i att Sverige kunde
vara med och leda den framtida kart-
liggningen av minniskans proteiner.

Vi kallade denna strategi for anti-

kroppsbaserad proteomik'. The Human
Protein Atlas-projektet mojliggjordes
genom ett mycket stort anslag fran
KAW till professor Mathias Uhlén.
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Figur 1. Flodesschema over den storskaliga produktion av antigen, antikroppar och proteinprofiler som utgér en central del av Human Protein Atlas.

KARTA SOM VILAR PA TRE DELAR

Den vision som lag bakom proteinatlas-
projektet var att skapa en karta 6ver
minniskans alla proteiner. Den metod
vi utvecklade var att generera specifika
antikroppar mot alla ménskliga protei-
ner och sedan anvinda dessa for att ka-
rakterisera motsvarande proteiner. Se-
nare tillkom 4ven malet att anvinda
bade antikroppar och de data vi fatt
fram genom kartliggningen till att for-
soka utveckla cancerbiomarkorer. Nar
det gillde sjilva proteinkartan vilar den
idag pa tre olika delar:1) hur uttrycks
vara gener och motsvarande proteiner i
normala organ och vivnader, 2) var i
cellen uttrycks vara proteiner och 3) hur

16 onkologi i sverige nr 2 — 18

uttrycks vara gener i cancer och hur re-
laterar detta till patientéverlevnad.

For att kunna skapa forutsittningar
for storskalig tillverkning av funktio-
nella antikroppar och for att kunna an-
vinda dessa till att immunfirga vivna-
der och celler, satte vi upp en ”Ford-
fabriksliknande” modell. Vi definiera-
de olika moduler (Figur 1) och bestim-
de vad varje modul manadsvis skulle
leverera till ndsta modul. For att halla
ihop projektets olika delar byggde vi ett
gen-baserat LIMS-system dir resulta-
ten fran de olika delarna kunde sam-
manstillas och dir data kunde extrahe-
ras for publicering pa nitet. Processen
for varje protein initierades i en upp-

stroms bioinfomatik-modul. Hir selek-
terades unika aminosyresekvenser fran
vatje proteinkodande gen for att kunna
tillverka ett unikt rekombinant prote-
infragment for att representera varje
enskilt protein. Dessa proteinfragment
anvindes sedan for immunisering och
affinitetsrening av antisera sa att vi i
slutinden fick protein-specifika poly-
klonala affinitetsrenade antikroppar.
Dessa antikroppar testas pa proteinar-
rayer for specifik bindning till korrekt
antigen och godkinns da for vidare
testning i Western blot, immunhisto-
kemi och immunfluorescens.
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2003 | Lansering av Human Protein Atlas project

2004

Antal antikroppar

2005 | Férsta versionen av publik webbsida (www.proteinatlas.org) 718

2006 | Tillagg med proteinprofiler fran oallinjerl

2007 | Lansering av en subcell atlas |

2008 | Tilligg av antigensekvens data och proteinklasser

2009

2010 “10 in 10", antikroppar mot 10.000 unika proteiner
(50% av alla ménskliga proteinkodande gener)

2011 | Kunskapsbaserad annotering av proteinuttryck |

2012

| Tillagg med evidens for protein farekomst |

2013

| Lansering av mRNA data for normalvavnader |

2014 | [ Ny normalvavnadsatias lanseras |

| Introduktion av en “mouse brain atlas” |

2015

| Tilligg med mRNA data fran GTEx |

2016 | [ ny cellatias lanseras, 30 ofika organeller |
| standardiserat system for validering av data infors |

{2017

[ Ny Patologiatlas lanseras, 900.000 Kaplan-Meir kurvor |
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Figur 2. Tidslinje 6ver utvecklingen av Human Protein Atlas. Hitintills har vi lanserat 18 versioner
av proteinatlasen med tillkomst av data fran nya antikroppar och med nya funktioner. Idag finns

data for ndra 90 procent av alla manniskans proteinkodande gener.

VALFUNGERANDE ORGANISATION

Nigot som var mycket viktigt i borjan
var den styrelse som ledde vart arbete.
Den bestod av kunniga personer fran
Wallenbergstiftelsen, niringslivet och
akademin. Genom kvartalsvis rappor-
tering och diskussioner kring mal och
budget si fungerade detta gigantiska
projekt fantastiskt vil. En nyckelperson
och forutsittning for detta var forstas
Mathias Uhlén som var programdirek-
tor och operativ chef med formaga att
driva projektet framat. Under de 15 ar
som projektet pagatt sa har vi kontinu-
erligt genererat data fran alltfler anti-
kroppar, men ocksa utvecklat nya
funktioner och ny kunskap (Figur 2).
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En viktig grundregel har alltid varit att
alla de resultat som genereras inom
Human Protein Atlas ska komma hela
forskarsamhillet till del genom att alla
data ska publiceras for att bli fritt till-
gingliga. For att mojliggora detta ska-
pade vi en webportal for proteinatlasen
(www.proteinatlas.org), dir vi atmins-
tone en gang arligen uppdaterar med
bade mer data fran fler gener och nya
funktioner. Den forsta versionen av
proteinatlasen lanserades 2005 och
inneholl proteinuttrycksdata fran 718
antikroppar.

NORMALATLAS

Forutom att den humana gensekvensen
fanns fritt tillginglig hade det i slutet
av 1990-talet utvecklats metoder och
instrument for tillverkning av vivnads-
arrayer. Att utveckla och bygga viv-
nadsarrayer var en forutsittning for att
kunna analysera en stor mingd olika
vavnader och tumorer. Vi bestimde
oss tidigt for att satsa pa att kartligga
hur och var alla vara proteiner uttrycks
i normala organ och vivnader, da ut-
trycksmonstret for varje protein ger en
ledtrad om funktion men ocksa bidrar
till en mer generell forstaelse for vilka
proteiner som ér cell- eller vivnads-
typspecifika och vilka proteiner som
uttrycks i alla celler. Férutom att ana-
lysera normala vivnader ville vi ocksa
fokusera pa cancer for att kartligga hur
genuttryck skiljer sig i cancer jamfort
med normalt. Efter godkidnda etikan-
sokningar fick vi tillgang till patolo-
gens arkivmaterial och anvinde oss av

”Den metod vi utvecklade var att generera
specifika antikroppar mot alla mdénskliga
proteiner och sedan anviinda dessa for
att karakterisera motsvarande proteiner.
Senare tillkom dven mdlet att anviinda
bade antikroppar och de data vi fitt fram
genom kartldggningen till att forsoka
utveckla cancerbiomarkorer.”



overbliven vivnad fran den kliniska
diagnostiken och framstillde paraffin-
klossar med vivnadsbitar frin anony-
miserade patienter. Utifran dessa klos-
sar kunde vi sedan tillverka vivnadsar-
rayer och for att fa stor tickning av
minniskans olika organ och vivnads-
typer skapade vi vivnadsarrayer med
144 bitar normal vivnad representeran-
de 45 olika vivnadstyper.

Snitt fran dessa vivnadsarrayer an-
vinds sedan for att undersoka protein-
uttrycksmonstret med hjélp av immun-
histokemi. Immunhistokemiska firg-
ningar av vivnadssnitt innebér att man
kan visualisera var och i vilka celler ett
specifikt protein uttrycks genom att
den mikroskopiska bilden finns beva-
rad som bakgrund for proteinuttrycks-
data. Metoden ir inte i sig kvantitativ
men visar pa relativa proteinuttrycksni-
vaer och ger framforallt en unik spatial
information med celluldr upplésning.
Efter immunhistokemiska firgningar
digitaliseras resultaten genom att de
immunfirgade glasen skannas for att
skapa hogupplosta bilder. For att sedan
kunna bedéma och tolka proteinut-
trycket pa vivnadsniva krivs patolo-
gisk och histologisk kompetens. For att
kunna bedéma de enorma mingder
immunhistokemiskt firgade vivnader
som vi producerade, startade vi ett
samarbete med en grupp patologer i In-
dien. Ar 2006 byggde vi upp en prote-
inatlas-site i Mumbai och utrustade
dessa lokaler med ett hogkapacitets-in-
ternet, moderna datorer och hégupp-
16sta bildskdrmar. Vi byggde vidare pa
vart LIMS-system och utvecklade en
web-baserad modul f6r annotering av
immunhistokemiskt firgade vivnads-
snitt. Sammanlagt har ndrmare 12 mil-
joner hogupplosta bilder pa normalviv-
nader och cancer bedomts och annote-
rats under drygt sex ars tid. Dessa an-
noteringsdata utgor en viktig del av
proteinatlasen.

For drygt fem ar sedan hade tekni-
ker utvecklats for hogkvalitativ sekven-
sering av transkriptom, si att man uti-
fran frysta vivnadsbitar ocksa kunde
kartligga vilka mRNA-molekyler som
uttrycktes i de celler som fanns i viv-
naden. Da mingden av ett specifikt
mRNA korrelerar till mdngden av mot-
svarande protein, insag vi att sekvense-
ring av alla mRNA-molekyler i en viv-

nad skulle ge viktig och kvantitativ in-
formation betriffande genuttryck och
skulle utgora ett perfekt komplement
till den kvalitativa och spatiala infor-
mation som vi fick fran immunhisto-
kemi. Fran Uppsala Biobank valde vi ut
normalvivnader for att representera
kroppens alla organ och vivnadstyper
och korde sedan mRNA-sekvensering
pa alla dessa. Ar 2015 hade vi samman-
stillt resultaten, lanserat en alldeles ny
uppdaterad version av proteinatlasen,
nu med genuttrycksdata fran bade pro-
tein och mRNA. Allt detta gjorde att vi
kunde lansera ett forsta utkast pa en
Human Protein Atlas med en karta
som visade hur alla vara gener uttrycks
i vara olika normala vivnader och or-
gan. Arbetet med att integrera genut-
tryck pA mRNA- och proteinniva med-
gav ny kunskap kring hur stor del av
vara gener som dr vivnadsspecifika och
som potentiellt kan vara mycket viktiga

bade data fran allt fler proteiner och nya
funktioner. I cellatlasen definieras 32
olika organeller eller “compartments”
dir proteiner uttrycks och pa liknande
sitt som i normal- och canceratlasen,
bedoms/annoteras hir de immunfluo-
rescens-fargade bilderna manuellt och
utg6r grunden for de data som publice-
ras i cellatlasen. Aven inom arbetet med
cellatlasen anvinds data fran RNA-sek-
vensering. Utifran de nivaer av specifi-
ka mRNA som finns i olika cellinjer for
varje gen, viljs limpliga cellinjer ut for
att undersoka var i cellen det motsva-
rande proteinet uttrycks. In vitro-odla-
de celler limpar sig dven bra for att stu-
dera nir i cellcyckeln vissa proteiner ut-
trycks och vidare kan cellinjer med for-
del anvindas for att validera att anti-
kroppar binder till de proteiner som de
ska. Ar 2017 sammanfattades arbetet
med att lokalisera var i cellen miannis-
kans alla proteiner uttrycks och det led-

”Utover att analysera normala viivnader
ville vi ocksa fokusera pa cancer for att
kartligga hur genuttryck skiljer sig i cancer
jdmfort med normalt.”

bade som biomarkérer och som speci-
fika targets for likemedel. Analyserna
fran allt detta arbete sammanfattades
och ledde till publiceringen av Tissue
based map of the human proteome”,
som 6versiktligt beskriver hur vara ge-
ner uttrycks i kroppen®.

CELLATLAS

Da viktig information om ett protein
kan linkas till var och hur det uttrycks
bestimde vi oss tidigt for att vi skulle
analysera var i cellen alla méinniskans
proteiner uttrycks. Genom att anvinda
odlade cancercellinjer tillsammans med
immunfluorescens och konfokalmikro-
skopi kunde vi dven analysera i vilka or-
ganeller vara olika proteiner uttrycks.
Den forsta versionen av en cellatlas lan-
serades redan 2007 och sedan dess har
cellatlasen arligen uppdaterats med

de till publiceringen av ”A subcellular

9 3

map of the human proteome” °.

PATOLOGIATLAS

Utover att analysera normala vivnader
ville vi ocksa fokusera pa cancer for att
kartligga hur genuttryck skiljer sig i
cancer jaimfort med normalt. Efter
godkinda etikansokningar fick vi till-
gang till patologens arkivmaterial och
anvinde oss av Overbliven vivnad fran
den kliniska diagnostiken och fram-
stillde paraffinklossar med vivnadsbi-
tar fran anonymiserade patienter. For
att analysera proteinuttrycket i cancer
gjordes motsvarande vivnadsarrayer
fran 216 olika tumorer representerande
de 20 vanligaste formerna av minsklig
cancer och cirka 50 olika cancercellin-
jer. Fran de allra flesta av dessa cancer-
former analyseras tumorer fran 12 oli-
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ka patienter vilket medger en viss in-
blick i hur varje protein uttrycks i en
viss form av cancer. Da cancerprover-
na var anonymiserade kunde vi dére-
mot inte analysera om hur olika pro-
teinuttryck eventuellt korrelerar till tu-
morens biologi eller Gvriga patientrela-
terade data sasom Overlevnad. Da arbe-
tet med att analysera mRNA-uttryck i
normala vivnader visat sig vara sa vil-
digt framgangsrikt funderade vi pa om
man inte ocksd for cancer kunde ut-
nyttja de kvantitativa metoder for
transkriptomanalyser som mRNA-sek-
vensering innebir. Projektet The Can-
cer Genome Atlas(TCGA) lanserades
2005 och som en del i detta gigantiska
projekt utférdes mRNA-sekvensering
av tumorvivnad fran ett stort antal
cancerpatienter. All denna data var fritt
tillginglig och nedladdningsbar, sa till-
sammans med ett ging begavade bio-
informatiker beslutade vi oss for att
kartligga genuttrycket pA mRNA-niva
i cancer och analysera hur olika genut-
trycksnivaer korrelerade med patient-
overlevnad. Detta blev ett gigantiskt
bioinformatiskt projekt som ar 2017
ledde fram till publiceringen av ”A pat-
hology atlas of the human cancer trans-
criptome™.

Till patologiatlasen valde vi att in-
kludera alla de former av cancer i
TCGA-databasen dir det fanns mR-
NA-uttrycksdata fran minst 100 pa-
tienter med Overlevnadsdata. Det vi-
sade sig att det blev 17 olika former av
cancer och data fran ungefir 8 000 oli-
ka patienter. Den bioinformatiska ana-
lysen inkluderade en statistisk jamfo-
relse mellan genuttrycksnivaer av varje
gen ivarje cancer. Det visade sig att ut-
trycksnivan for en mycket stor andel av
vara gener uppvisar en signifikant kor-
relation med hur det gar for en patient
med cancer. De gener vars niva signi-
fikant korrelerar med patientéverlev-
nad benimns som prognostiska och
det visar sig att det finns ungefir lika
manga “bra prognos-gener” som “dalig
prognos-gener”. En ”’bra prognos-gen
“definieras genom att hogt uttryck av
denna gen ér associerat med lang 6ver-
levnadstid hos patienten i motsats till
en “dalig prognos-gen” dir hogt ut-
tryck istillet dr associerat till en kortare
overlevnadstid. Intressant nog finns
det inga gener som ir generella, sa till-
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vida att de signalerar bra eller dalig
prognos i alla olika former av cancer,
utan det dr snaratre sd att varje cancer-
form har sin egen uppsittning av bra
och dalig prognos-gener. Allmint kan
man dock konstatera att funktioner
som relaterar till cellcyckelkontroll,
proliferation och celltillvixt dr 6verre-
presenterade bland “dalig prognos-ge-
ner” och funktioner som kan kopplas

intresse for cancerforskningen och kan
utgora byggstenar i projekt som syftar
till att identifiera nya kliniskt betydel-
sefulla cancerbiomarkorer eller till att
utveckla nya specifika cancerlikeme-
del. Aven om den nya patologiatlasen
utg6r en modell for att pavisa hur olika
genuttrycksnivaer kan paverka utfallet
for en patient med cancer, men det dr
viktigt att papeka att dessa data reflek-

"Alla dessa data som dir fritt tillgiingliga
i patologiatlasen dr av potentiellt intresse

for cancerforskningen och kan utgora
byggstenar i projekt som syftar till att
identifiera nya kliniskt betydelsefulla
cancerbiomarlkorer eller till att utveckla

nya specifika cancerlikemedel.”

ihop med celldifferentiering ar 6verre-
presenterade bland ”bra prognos-ge-
net”.

En enorm mingd (>900 000) 6ver-
levnadsanalyser, sa kallade Kaplan-Mei-
er-kurvor genererades for att kunna
analysera alla gener i alla de olika inklu-
derade formerna av cancer. Under detta
arbetet utvecklade vi ett alternativt in-
strument for att visualisera de data som
ligger bakom en Kaplan-Meier-analys.
Dessa benimns Interactive Survival
Scatter plots och visar genuttrycksnivan
for varje patient samtidigt som man ser
hur linge varje patient 6verlevt sedan
diagnosen stilldes. Detta ger pa ett sitt
en bittre 6versikt av alla grunddata som
ligger bakom en Kaplan-Meier-kurva. I
den nya patologiatlasen visas alla dessa
Interactive Survival Scatter plots for
varje gen och for alla dessa 17 former av
cancer. Att diagrammen bendmns som
“interactive” beror pa att anvindaren
sjalv kan filtrera vilka patienter, utifran
till exempel ett visst tumorstadium,
som ska visas.

Alla dessa data som ir fritt tillging-
liga i patologiatlasen ir av potentiellt

terar de patientkohorter som insamlats
av Cancer Genome Atlas-initiativet
och pa intet sitt utgor populationsba-
serade kohorter eller pa annat vis epi-
demiologiskt definierade patientstu-
dier. For att kunna dra nagra verkliga
slutsatser krivs att de potentiella prog-
nosgener som visas i patologiatlasen
verifieras och valideras i oberoende vil
definierade patientkohorter. Figur 3 vi-
sar resultat for SATB2-genen for att ge
nagra exempel pa en del av de gencen-
triska data som finns for alla proteiner.

SAMMANFATTNING

Idag bestar proteinatlasen (Human
Protein Atlas version 18) av tre olika
delar, en normalvivnadsatlas, en cell-
atlas och en patologiatlas och innehal-
ler data fran mer dn 26 000 antikroppar
riktade mot 17 000 unika proteiner. En
grundsten for proteinatlasen dr bilder
av hog kvalitet, savdl immunhistoke-
miskt firgade normal-och cancerviv-
nader, som immunfluorescensfirgade
celler. Normalvivnadsatlasen beskriver
genuttryck pa protein- och mRNA-niva
i minniskokroppens alla vanliga organ
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Figur 3. Exempel pa data for SATB2. Uppe till vénster ses en sammanfattning av genuttryck pa bade mRNA- och proteinniva i normalvavnader som
visar pa specifikt uttryck i kolon och rektum. Till hoger visas hur SATB2 uttrycks i cancer med mRNA-data for SATB2 fran 597 patienter med kolorek-
talcancer. Vidhdngande Kaplan-Meier-kurva samt samma data visualiserad i var introducerade interactive Survival Scatter plot. Nedtill i bilden visas
exempel pa SATB2 proteinuttryck i normal kolon och koloncancer med immunhistokemi.

och vivnader, och bygger pa bade egna
data och data importerade fran andra
stora databaser (GTEx och FAN-
TOMS). Cellatlasen beskriver var i cel-
len alla véra proteiner uttrycks och ger
spatial information pa subcellulirniva.
Patologiatlasen beskriver vilka gener
som dr prognostiska vid olika former av
cancer och bygger pa data frain Cancer
Genome Atlas-databasen, samt visar pa
exempel pa hur alla vara proteiner ut-
trycks i olika former av cancer. Utéver
dessa tre grundpelare finns dven en stor
mingd data om alla vara gener och pro-
teiner som sammanfattas i innehallsrika
kunskapsbaserade kapitel om det hu-
mana proteomet, och det finns dven ka-
pitel for utbildning och undervisning i
form av en ”Dictionary’™.

Dai en stor del av proteinuttrycksda-
ta dr beroende pa kvaliteten av anvinda
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antikroppar, finns ett mycket stort fo-
kus pa antikroppsvalidering. Ambi-
tionsnivan dr mycket hog for att i
slutindan kunna presentera data som
bygger pa validerade och verifierade
metoder och reagenser. Detta dr forstas
av allra yttersta vikt da proteinatlasen
idag utgor en grundsten for biomedi-
cinsk forskning runt hela virlden. The
Human Protein Atlas (www.proteinat-
las.org) har idag fler in 200 000 best-
kare varje manad och utgér dirmed en
av virldens mest anvinda biomedicin-
ska kunskapsbaser. Utéver fortsatt ar-
bete med att ligga till nya gener och att
hoja kvaliteten pa de data som presen-
teras for varje arlig ny version, sa till-
kommer dven i framtiden nya kun-
skapsbaserade kapitel och resurser.
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