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DNA-reparation - en grundlaeggende faktor
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Stigende levealder indebzrer storre modtagelighed over for
en rekke sygdomme som f.eks. cancer, hvilket har medfort,
at netop cancer ogsa kaldes en aldersassocieret sygdom, selv
om det dog langtfra kun er gamle mennesker, som bliver ramt
af cancer [1]. En stadig stigende indsigt i gener og proteiners
rolle i aldrings- og sygdomsprocesserne har gjort det muligt at
undersoge disse pa et basalt molekylaerbiologisk niveau. Dette
har da ogsé medfert, at man i de senere ar har gjort markante
fremskridt inden for molekylzrbiologisk alderdoms- og can-
cerforskning, hvilket forhdbentligt kan ege bade livskvalitet
og forlenge levealderen i befolkningen.

DNA-skader og reparation

En DNA-skade kan forarsages af faktorer, som er et produkt
af kroppens eget stofskifte, eller som findes i vores omgivelser,
og som kan treenge ind i vores celler og beskadige arvemassen
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Figur 1. Der findes et bredt
spektrum af kilder til DNA-
beskadigende stoffer og stra-
ling. Disse giver hver isaer
anledning til en eller flere slags
DNA-skader. De forskellige
DNA-reparationsmekanismer
tager sig hver iser af specifikke
typer af DNA-skader.
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(Figur 1). Disse faktorer kan vare elementer i sollys, forure-
ning, fedevarer samt kosmetik, og der opstar dermed dagligt
tusindvis af DNA-skader i hver eneste af kroppens celler. Hvis
disse skader ikke repareres, kan de medfere celleforandringer,
idet gener eller udtryk af disse zndres. Trods det at cellerne
har reparationssystemer, som tager sig af DNA-skader, sker
der alligevel en ophobning af skader med alderen, og dette
bidrager til alderdomsprocessen og kan f.eks. forarsage can-
cersygdomme. I forskningen inden for DNA-reparation har
man traditionelt fokuseret pa de mekanismer, som ligger til
grund for reparation af vores kromosomer dvs. det nukleare
DNA, men i de senere ar er der kommet mere og mere fokus
pé DNA-reparationen i mitokondrier [2]. Dette skyldes bl.a.,
at ophobning af skader i det mitokondrielle DNA som felge
af begreenset eller nedsat mitokondriel DNA-reparationska-
pacitet kan resultere i mitokondriel dysfunktion, hvilket vil
have veasentlige folgevirkninger. Dels producerer mitokon-
drierne energi til cellerne, dels producerer de store mangder
af reaktive oxygenforbindelser, som effektivt beskadiger
DNAet. Derudover er mitokondrierne involveret i regule-
ringen af cellernes selvmords/apoptoserespons i forbindelse
med kraftig DNA- beskadigelse. Flere og flere sygdomme er
nu associeret med mitokondriel dysfunktion. Mitokondrielle
sygdomme er yderst svaekkende og meget komplekse af natur
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og omfatter meget forskellige tilstande lige fra neurologiske
lidelser, nedsat frugtbarhed, sukkersyge, hjertesygdomme,
leversygdomme, nyresygdomme, blindhed, devhed og slag-
tilfzlde til migreene. Der findes endnu ingen behandling for
mitokondrielt betingede sygdomme.

Genetisk stabilitet opretholdes af adskillige cellulzre ak-
tiviteter. For det forste repareres DNA-skader af DNA-repa-
rationssystemer sdsom nukleotid excisionsreparation (NER),
base excisions-reparation (BER), mismatch-reparation (MMR),
rekombinationsreparation (RER) og translesionsyntese (TLS)
[3]. For det andet forhindrer proteiner, der indgar i overord-
nede moduleringer af DNA-struktur og topologi, DNA-be-
skadigelse og kromosomale afvigelser, som kunne opstd som
folge af DNA-metaboliske processer. For det tredje har cel-
lerne overvigningsmekanismer (checkpoints), som detekterer
endringer i DNA'et, og i tilfzelde af sidanne forarsager celle-
cyklusstop, hvorved cellen far tid til at reparere det skadede
DNA, inden celledelingen afsluttes. Alle disse systemer findes
med nogen variation i bade encellede og flercellede organis-
mer, hvilket tyder p, at bevarelse af vores arvemasse er fun-
damental for alle celler. Derfor er det heller ikke overrask-
ende, at meget af den viden, vi har i dag om DNA-reparation,
og som bidrager til udvikling af forfinede diagnostiske me-
toder og udvikling af medicin, er baseret pa grundvidenska-
belig forskning i en lang raekke forskellige biologiske systemer
sasom bakterier, gaerceller, orme, mus og mennesker.

DNA-reparation og aldring
Med alderen sker der en gradvis reduktion af DNA-repara-
tionskapaciteten, hvilket resulterer i en akkumulering af
skader i arvemassen, hvilket giver anledning til forstyrrelse
i DNA-metabolismen. Der findes en reekke sjzldne syg-
domme, hvor aldersprocessen forleber specielt hurtig. Patien-
terne fremtraeder betydeligt 2ldre end deres kronologiske
alder, og de far aldersassocierede sygdomme i en tidlig alder.
Det drejer sig om f.eks. Werners syndrom, Cockaynes syn-
drom, Blooms syndrom, Hutchinson- Guilfords progeria,
Rothmund-Thomsons syndrom, xeroderma pigmentosum,
thrichothyodystrofi og ataxia teleangiectasia [4]. Alle disse til-
stande er forbundne med molekylere defekter i DNA-repa-
rationsmekanismerne, og i de fleste af disse sygdomsbilleder
er der en markant stigning i forekomsten af cancer, men typen
af cancer, som udvikles, kan variere med de forskellige til-
stande. De fornzvnte sygdomme kan kobles til mutationer i
et enkelt gen, hvilket gor det muligt at undersege sygdoms-
mekanismen pa et basalt molekylart niveau bl.a. ved at ud-
vikle musemodeller for disse sygdommme, baseret pd knock-
out eller mutation i det respektive gen.

Hvis man skal sammenligne de ovennaevnte relativt
sjeldne fortidige aldringssyndromer med normal aldring
ma man sige, at Werners syndrom nok er den tilstand, der
har flest ligheder med normal aldring. Sygdommen skyldes
mutationer i Werner-genet, der koder for Werner-proteinet
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Eksempler pa sygdomme med relation til DNA-reparation
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(WRN), som er et enzym, der bide kan vikle DNA-strenge
fra hinanden og nedbryde enderne pd DNA-strenge. Werner-
proteinet har vist sig at indga i mange forskellige cellulzere
processer, sisom DNA-reparation, transkription (budbring-
ning fra DNA’et), replikation (kopiering af DNA’et), rekombi-
nation (omrokering imellem DNA-strenge) og vedligehol-
delse af telomererne (kromosomender). Werner- proteinet
synes dog ikke at vaere essentielt for nogle af disse processer,
men den overordnede nedsatte effektivitet af disse mange
forskellige processer giver tilsammen ophav til genomisk
ustabilitet. Hvis man ser pd mutationer i CSA- og CSB-ge-
nerne, som giver ophav til Cockaynes syndrom, indgér de
proteiner, som disse gener koder for, i lighed med Werner-
proteinet i en raekke vigtige cellulzere processer som DNA-
reparation, transkription og celleded [5]. Antallet af gener,
som kan kobles til aldringsprocessen er stigende, og for gan-
ske nylig har man fundet ud af, at mutationer i Lamin A- genet
giver ophav til Hutchinson- Gilfords progeria. Lamin A er et
strukturelt protein i cellekernen uden enzymatisk aktivitet, og
endnu er der ingen, der rigtigt forstar, hvordan defekten i
netop dette protein kan give ophav til det komplekse syg-
domsbillede, som Hutchinson- Gilford progeria har.

DNA-reparationskapacitet

som en preediktor for cancerrisiko

NER er et meget vigtigt reparationssystem, som star for at
fjerne relativt komplekse DNA-skader, inklusive skader indu-
ceret af sollys og en raekke forskellige karcinogener, som bl.a.
findes i tobaksreg. Mutationer i gener, der er essentielle i dette
reparationssystem, kan f.eks. fore til sygdommen xeroderma
pigmentosum, hvor patienterne har en betydelig foreget ri-
siko for at fi nonmelanom hudcancer. I epidemiologiske
studier har endvidere vist, at nedsat NER-kapacitet korrelerer
med aget risiko for at fa sollysinduceret basalcellekarcinom,
tobaksinduceret lungecancer og hoved- og halscancer samt
brystcancer [6]. I visse tilfzlde har det veeret muligt i NER-
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generne at finde specifikke polymorfier (genetiske variationer
i befolkningen som forekommer >1%), som kan associeres
med f.eks. kolorektal cancer, hoved- og halscancer, bryst-
cancer og hudcancer.

DNA-reparation og hereditaer nonpolypgs kolorektal cancer
MMR er et DNA-reparationssystem, der genkender og retter
forkert indsatte baser og sma loops, der ikke er blevet rettet
af DNA- polymerasens egen korrekturleesningsaktivitet. Et de-
fekt MMR-system resulterer i meget hej genetisk ustabilitet,
som ofte betegnes »mutatorfaenotype«. Herediteer nonpoly-
pos kolorektal caner (HNPCC) er en arvelig genetisk cancer-
sygdom, der netop skyldes mutationer i komponenter af
MMR-systemet. Opdagelsen af, at HNPCC skyldes muta-
tioner i MMR-generne, har for alvor eget interessen for at
forstd sammensatningen af DNA-reparationskomplekserne i
menneskeceller. Mutationer i mindst fire MMR- gener er
fundet hos HNPCC- patienter, nemlig i AMSH2, hMSHG,
BMLH1 og hPMS2 7, 8].

HNPCC er karakteriseret ved tidlig udvikling af kolorektal
cancer og ved et bredt spektrum af cancer i andre vaevstyper
og organer, herunder maven, livmoderen, 2ggestokkene og
urinvejene. HNPCC-individer arver en mutation i en af alle-
lerne, der koder for et MMR- protein. Den anden allel mute-
res eller mistes og resulterer i en celle med et defekt MMR-
system. Et defekt MMR-system forer til genetisk ustabilitet og
en mutatorfzenotype. Opstar der mutationer i protoonkoge-
ner og/eller tumorsuppressorgener (de sikaldte cancergener),
kan dette fore til dannelsen af en cancercelle. Man ved ikke
nejagtigt, hvad der disponerer et individ for kolorektal cancer
i HNPCC. Nogle mutationer i MMR- gener er associeret med
en kraftig nedsat frekvens af tumorer uden for tyktarmen.
Disse mutationer forhindrer den berorte allel i at udeve en
dominant negativ effekt pA MMR- processen. Det er ogsa vist,
at sammensztningen og aktiviteten af MMR-komplekserne
blandt HNPCC- patienter varierer athngigt af den enkelte
mutation.

Basal molekylaerbiologisk viden og diagnostik

Inden for HNPCC- diagnostik er den nyeste udvikling, at man
begynder at forstd funktionen af de proteiner, som indgar i
MMR-reparationsprocessen. Denne viden dbner nye mulig-
heder for at screene kolorektal cancer- patienter, som ikke har
mutationer i de allerede kendte MMR- gener. En anden meget
vigtig information, som den molekylzarbiologiske forskning
har fort med sig, er, at man nu ved, at det er muligt, at nogle
kolorektal cancer- patienter kan have mere end en mutation i
MMR-generne (de sikaldte svage mutatoralleler). Disse muta-
tioner er for i tiden ofte blevet kategoriseret som polymorfier,
idet de hver for sig ikke synes at 2ndre funktionen af det pa-
geldende gen. Men hvis de er i kombination med andre po-
lymorfier/mutationer, vil de kunne inaktivere MMR- syste-
met fuldsteendigt, og dermed vil det pageeldende individ vere
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disponeret for kolorektal cancer. Denne viden understreger
vigtigheden af at fi kortlagt det menneskelige genom og ege
forstaelsen for, hvordan individets specifikke sammensatning
af arvemasse pavirker et evt. sygdomsforleb.

Hvorfor er det vigtigt at indfere basal molekylzaerbiologisk
viden i det kliniske arbejde? Et eksempel herpa er det sé-
kaldte Amsterdam-kriterium, som anvendes til diagnostice-
ring af HNPCC- patienter. Dette kriterium er meget snaevert
defineret. Konsekvensen er derfor, at der er en meget stor
gruppe af coloncancerpatienter, som enten fejlagtigt bliver
diagnosticeret som havende ikke-HNPCC, eller som bliver
puttet i en stadigt voksende gruppe af patienter kaldet atypisk
HNPCC- patienter. Desuden finder man mange missense- mu-
tationer hos patienter, hos hvem man har mistanke om, at de
lider af HNPCC. Store deletioner samt frameshift-mutationer,
der forer til ekspression af trunkerede proteiner, medforer en
abenlys inaktivering af proteinets funktion. De funktionelle
konsekvenser af missense- mutationer er derimod ikke dben-
lyse. Disse er fordelt over hele den kodende sekvens af genet
og ligger ikke koncentreret i bestemte regioner, saledes at man
ville kunne forudse deres biokemiske defekt. Missense- muta-
tioner kan forarsage defekt MMR ved f.eks. 1) inaktivering af
enzymatisk aktivitet (adenosintrifosfat- binding/hydrolyse),
2) defekt protein-protein-interaktion (kompleksdannelse),

3) defekt protein- DNA-binding (mismatch- genkendelse),

4) defekt subcellular lokalisering af MMR- proteiner, 5) &n-
dret ekspression af MMR-proteiner (stokiometri af MMR-
komplekser) og 6) endret stabilitet af MMR- proteiner. I for-
bindelse med denne form for mutationer er det ofte sveert at
forudsige den biokemiske defekt, hvilket gor det vigtigt at im-
plementere funktionelle/biokemiske metoder i diagnostik-
ken. Derfor er langsigtede forskningsprojekter som f.eks. at
kortlegge de molekylere komponenter og mekanismer i
MMR-systemet hos mennesker uden tvivl af stor betydning
for bedre behandling af patienter med HNPCC.

Perspektiver

DNA-reparation er en kompliceret process, og mens der er
sket store fremskridt pa det mere mekanistiske plan med
henblik pa at forstd de basale processer, de involverede mole-
kyler, proteininteraktionerne mv., har det veret vanskeligt at
udvikle DNA-reparations- assays, som kan bruges i storre po-
pulationsstudier eller hos det enkelte individ. Enkelte assays
har veret anvendt i studier med et storre antal patienter. Det
drejer sig for eksempel om kometanalysen, hvor DNA skader
kan detekteres i enkelte celler [9] og om en analyse kaldet fosz
cell reactivation, en slags maling af reparation i aktive gener
[10] (Figur 2). Forstnaevnte assay kan bl.a. anvendes til at mile
niveauet af DNA-skader med i f.eks. lymfocytter, som isoleres
efter et individs indtagelse af forskellige fodevarer. Sidst-
naevnte assay har bl.a. varet anvendt i (ovennzevnte) studier
af ssmmenhzngen imellem NER-kapacitet og cancerrisiko.
Man har ogsa analyseret DNA-reparation ved at undersoge
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DNA-reparations-assays med potentiale
for individuel cancerrisikovurdering

Host cell reactivation assay (HCR): Lymfocytter fra blodprave
analyseres for kapacitet til at
fjerne skader i en DNA-vektor

med specifik type DNA-skade

Nogle fa celler (f.eks. lymfocytter)
analyseres for eksisterende
DNA-skader og/eller for kapacitet
til at fjerne skader, der paferes de
pageeldende cellers DNA

Comet assay:

Figur 2. To metoder, som ma forventes at kunne udvikles til brug for cancer-
risikovurdering.

genekspressionsmensteret af DNA-reparationsproteiner [4].
Efterhdnden som der opnas en dybere forstaelse af de proces-
ser, der forer til DNA-beskadigelse, og til de forskellige DNA-
reparationsprocesser, ma man forvente, at der kan udvikles
nye behandlingsstrategier ikke kun til at bekempe cancersyg-
domme med, men ogsa til at udskyde aldringsprocessen med.
Sddanne strategier kunne involvere metoder til at reducere
DNA- skader med og eller fremme/stimulere DNA-repara-
tion, hvorved man ma forvente at udsztte eller afverge en
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raekke alderdomsassocierede sygdomme. Det er pa tide at
overveje at inkludere analyser af DNA-reparationen i den
mere almindelige kliniske analyse af patienter med alders-
associerede sygdomme.
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Erhvervede mutationer - basal cancerbiologi
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En milepzl i bestraebelserne pé at kortleegge kreeftens biologi
har veret erkendelsen af, at det er forandringer i cellernes
gener (mutationer), der er den drivende kraft bag kreftudvik-
lingen [1-3]. Der foreligger nu uigendriveligt bevis for, at
mutationer i cellens genom er en forudsztning for malign
vaekst. Mutationerne repraesenterer det stabile element, der
tilforer cellen nye egenskaber, og som overferes fra en gene-
ration af kreftceller til den naeste. Fejl i generne opstar ofte
tilfzeldigt i forbindelse med kopiering af genomet under celle-
deling, men kan ogsa fremprovokeres af pavirkninger udefra.
Nar en mutation bidrager positivt til en normal celles
veakstpotentiale, vil der gennem gentagne celledelinger dan-
nes en population af celler (klon), der alle har ophav i - og

dermed genetisk set er identiske med - den muterede celle.
Herved opstér kraftudviklingens forste, preemaligne stadie.
For at kraeften skal udvikle sig, ma en af disse preemaligne
celler erhverve sig endnu en mutation med vaekstfremmende
effekt, efterfulgt af en ny belge af klonal ekspansion. Kraeft-
dannelsen kan siledes beskrives som en trinvis - oftest lang-
varig - proces, hvor hvert trin repraesenterer en mutation i et
kreeftassocieret gen. Det skonnes, at 4-6 mutationer er nod-
vendige for dannelsen af en kraeftcelle med invasive egenska-
ber [4]. Antallet athaenger af, hvilken celletype den givne
kraeftform udspringer fra, samt hvilke gener der muteres [5].
Kreft er altsa altid en genetisk sygdom, om end sjldent
arvelig i geengs forstand. Langt sterstedelen af de registrerede
kreefttilfzelde er sporadiske sygdomme. I denne statusartikel
beskrives, hvorledes gener kan forandres, s& de far kreftfrem-
mende egenskaber, endvidere beskrives de cellulzre signal-
keeder og kontrolmekanismer, der pavirkes af mutationerne,
og et konkret eksempel pé, hvordan dannelsen af en malign
tumor kan forklares ved forandringer i specifikke gener.



