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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.
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Onkogener, tumorsuppressorgener og stabilitetsgener
I visse tilfzelde opstar kraeft som felge af infektion med et virus,
hvis genom i sig selv pavirker vertscellens vaekstregulation.
Langt de fleste krefttilfzelde opstar dog ved, at der sker foran-
dringer i cellens egne gener. Kreftassocierede gener har en
funktion i normale celler, hvor de dels styrer cellevaekst og
celleded, dels overvager genomet, sdledes at eventuelle skader
i genomet kan korrigeres. Man kan inddele disse gener i tre
forskellige hovedtyper: 1) Onkogener, som fremmer celle-
vaekst, 2) tumorsuppressorgener, som hzmmer cellevakst, og
3) stabilitetsgener, som korrigerer opstiede fejl i genomet [1].
Den maligne fenotype er bestemt af den samlede status af on-
kogener, tumorsuppressorgener og stabilitetsgener.
Onkogener er dominante gener. Det vil sige, at nar bare en
af de to genkopier (alleller) baerer gendefekten, vil dette fore
til dannelsen af et protein, som har en vaekststimulerende ef-
fekt pa cellen. Omvendt er tumorsuppressorgener og stabili-
tetsgener som regel recessive, dvs. begge cellens alleller skal
inaktiveres, for den kreeftheemmende funktion fjernes.

Genetiske og epigenetiske forandringer

I kreeftceller forandres onkogener saledes, at de bliver konstant
aktive. Dette betyder, at mens generne i den normale celle kun
er aktive som folge af en serlig stimulering (f.eks. fra vaekstfak-
torer), vil de i kraeftceller aktiveres ukontrolleret, siledes at den
proces, de styrer i de normale celler, konstant opreguleres. De
genetiske fejl, som kan medfere konstant aktivering af onkoge-
ner, omfatter translokationer, egning af antallet af kromoso-
mer, genamplifikation og punktmutationer. Ved en transloka-
tion bringes sekvensen fra et gen sammen med sekvensen fra
et andet gen, hvorved to principielt forskellige situationer kan
opsta: I den forste situation kommer materiale fra onkogenet
under kontrol af det andet gens transkriptionsapparat, hvilket
kan fore til oget transkription og dermed opregulering af on-
kogenet. I det andet tilfzlde smelter de to gener sammen (fu-
sionerer), siledes at gensekvenser fra begge gener udtrykkes i
samme mRNA og koder for et helt nyt fusionsprotein med
kreftfremmende egenskaber. Ved ogning af antallet af kromo-
somer og ved genamplifikation sker der i begge tilfzelde det, at
man far mere end de to normale kopier af onkogenet i cellen.
Genet kan séledes transkriberes fra flere genomsekvenser end
normalt, hvorved mengden af mRNA og protein oges. Ved en
onkogen punktmutation vil der typisk vere tale om en aktive-
rende mutation i et omrade af onkogenet, som koder for en
katalytisk del af proteinet. Herved vil den cellulere proces, der
katalyseres af det dannede protein, forlebe ukontrolleret.

Nar tumorsuppressorgener og stabilitetsgener inaktiveres,
taber cellen en funktion, den tidligere havde. Generne inak-
tiveres ved genetiske forandringer, som @ndrer den kodende
sekvens, eller ved epigenetiske forandringer, som blokerer
gentranskriptionen uden at zndre genets basesekvens. De
genetiske forandringer omfatter kromosomtab, sterre dele-
tioner og punktmutationer. Ved savel kromosomtab som
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storre deletioner mistes hele eller store dele af det strukturelle
gen. Punktmutationerne omfatter 1) missense- mutationer, som
typisk vil ndre en enkelt aminosyre, 2) enkeltbasedeletioner
og -insertioner, som vil ndre genets laeseramme, 3) stopmu-
tationer, som afkorter genets laeseramme, og 4) splice-site-
mutationer, som medforer, at exoner ikke szttes korrekt sam-
men pd mRNA-niveau.

Per definition omfatter de epigenetiske forandringer alle
genekspressionsendringer, som ikke skyldes zndringer i
genernes baseparsekvens, og som »nedarves« stabilt gennem
celledelingen. I praksis omfatter dette forst og fremmest hy-
permetylering af CpG- dinukleotider lokaliseret til promoter-
regionen af tumorsuppressorgener, hvilket medferer, at gen-
transkriptionen permanent lukkes ned [6]. DNA-metylering
er derfor funktionelt zekvivalent til genetiske forandringer
som mutationer og deletioner, og de to alleller af et tumor-
suppressorgen kan inaktiveres ved en vilkarlig kombination
af genetiske og epigenetiske forandringer.

Mutationernes effektormekanismer
— cellulzere signalkaeder og restriktionspunktet
Onkogener og tumorsuppressorgener koder for proteiner, der
indgdr i den normale kontrol af cellers vakst og overlevelse.
En normal celle deler sig kun, nar der er behov for det - for
eksempel nar vaev beskadiges, eller nar gamle celler der. Det
er de omkringliggende celler og vaev, der giver en celle besked
om, hvorndr den skal dele sig. Beskeden bliver givet ved ud-
sendelse af et signal i form af vaekstfaktorer. Signalet bliver
opfanget af malcellen ved hjelp af membranbundne recepto-
rer, der kan binde vakstfaktorerne og videregive information
fra receptor til cellens indre (Figur 1). De proteiner, der vide-
resender informationen, udger en signalkaede, og aktivering
af de enkelte komponenter i signalkeeden sker hyppigt ved
fosforyleringsreaktioner. Mutationer i gener, der koder for
proteiner i signalkzederne, kan forandre proteinerne sdledes,
at den naturlige aktiveringsmekanisme efterlignes. Signalkze-
den er herved konstant aktiv og opferer sig som om, den
modtog signaler fra cellens overflade. Figur 1A og B viser to
eksempler pa cellulere signalkeder, RAS-RAF- MEK-ERK og
PI3K- AKT, der er centrale i cellers deling og overlevelse, og
hvis komponenter ofte er forandrede ved kreft [7, 8].

Kontrol af den normale celles deling under pavirkning af
vakstfaktorer varetages blandt andet i det sékaldte restrik-
tionspunkt, der overvager overgangen fra G1-fase til S-fase i
cellecyklus (Figur 1C). Bliver transmissionen gennem signal-
kaederne opreguleret uhensigtsmaessigt, som tilfzeldet er for
kraeftceller, aktiveres komponenter i restriktionspunktet, sa-
ledes at celledelingen standses. Skal en celle udvikles videre
til en kraeftcelle efter mutation i en signalkade, der ager celle-
delingen, skal G1- S-restriktionspunktet mistes. Dette afspejles
i hyppige mutationer af restriktionspunktets komponenter i
de fleste kreftformer.

For restriktionspunktet og hver af de naevnte signalkeeder
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Figur 1. Celluleere signalkeeder og G1-S-restriktionspunktet. Komponenter, der ofte findes muterede ved kraeft, er markerede med en grgn (onkogener)- eller en
rgd (tumorsuppressorgener)-stjerne. A. RAS-RAF-MEK-ERK-signalkaeden formidler ekstracelluleere celledelingssignaler. Veekstfaktorreceptoren er en tyrosinkinase,
der kan seette fosfatgrupper pa (fosforylere) andre proteiner. Ved binding af veekstfaktor til receptoren, danner denne en dimer, der selv fosforyleres og efterfalgende
kan fosforylere andre proteiner. Herved startes en signalkeede, der ender med, at ERK fosforyleres og transporteres ind i cellekernen, hvor den aktiverer en raekke
transkriptionsfaktorer. Sidstnaevnte starter en transkription af gener, der er ngdvendige for en raekke celluleere processer, heriblandt celledeling. Flere af ERK-signal-
kaedens komponenter (selve receptoren, RAS og RAF) er onkogener og er muterede eller amplificerede i mange kraeftformer. B. PI3K-AKT-signalkaeden transmit-
terer ligeledes signaler fra en overfladereceptor efter binding af veekstfaktor. Den kaskade af reaktioner, der startes ved binding af veekstfaktor, involverer aktivering af
PI3K (fosfatidylinositol-3-kinase), der katalyserer omdannelsen af fosfatidylinositol-3,4-bisfosfat (PIP2) til fosfatidylinositol-3,4,5-trisfosfat (PIP3). Slutteligt fosfory-
leres kinasen AKT (ogsé kaldet proteinkinase B, PKBY), der aktiverer en lang reekke proteiner, der er involveret i cellens overlevelse og deling. Omdannelsen af PIP,
til PIP3 modvirkes af PTEN, der saledes fungerer som en tumorsuppressor i signalvejen. Ud over receptoren er onkogenet PIK3CA ofte aktiveret ved mutation i
flere kreeftformer, mens tumorsuppressoren PTEN ofte findes inaktiveret ved mutation eller deletion. C. Restriktionspunktet — overgangen fra G1- til S-fase — blokerer
progression i cellecyklus. Passage af restriktionspunktet sker, nar retinoblastomproteinet (RB) fosforyleres. Herved frigares transkriptionsfaktorer (E2F), som er ngd-
vendige, for at generne i syntesefasen (S-fasen) kan transkriberes. Fosforyleringen af RB udfgres af en cyklinafhaengig kinase (CDK4), som aktiveres ved binding til
cyklin D1. Dette kompleks kan imidlertid heemmes - og celledelingen dermed holdes i skak — af p16. Tab af restriktionspunktet vil medfgre ukontrolleret celledeling
og ses ved de fleste kraeftformer enten gennem aktivering af et af onkogenerne CCND1 (genet for cyklin D1) og CDK4 eller gennem inaktivering af et af tumor-
suppressorgenerne RB1 og CDKN2A.

B G1-fase
@get celledeling

gzlder det, at der i undersogte tumorer er omvendt korrela- Et eksempel — malignt melanom

tion mellem forekomsten af mutationer i de enkelte kompo-
nenter. Mutation i en komponent er altsd - i det mindste i en
vis udstraekning - funktionelt kvivalent til mutation i en an-
den komponent: Har en celle forst fiet en mutation i en kom-
ponent, er der ikke en selektiv vaekstfordel forbundet med at
erhverve en mutation i en anden komponent. Eksempelvis
findes mutation af RAS og RAF sjzldent i den samme tumor
(Figur 1A), ligesom mutation af RBI og CDKN2A (genet, der
koder for p16) sjzldent forekommer samtidigt (Figur 1C).

For flere af de store kreftsygdomme er man ndet langt i kort-
lzegningen af de genetiske forandringer, der ligger til grund for
den maligne vaekst. I flere tilfzelde ved man endda, om et
givent gen forandres tidligt eller sent i kraeftudviklingen. Som
eksempel beskrives her malignt melanom, der opstar fra en
melanocyt eller melanocytstamcelle (Figur 2). Selv om der
utvivlsomt stadig er flere ubekendte i det genetiske grundlag
for melanomudviklingen, kendes tre af de centrale celluleere
mekanismer og de involverede gener [9]. Det skal dog under-
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Figur 2. Genetisk model for
udvikling af malignt melanom.
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streges, at visse elementer i nedenstiende model er hypote-
tiske, iszr de, der vedrerer metastasering.

Trin 1. Dannelse af en benign tumor
— RAS-RAF-MEK-ERK-signalkaeden
Forste trin i udviklingen af melanom menes at vaere konstant
aktivering af RAS-RAF- MEK- ERK-signalkaden. Dette sker
ved mutation af enten NRAS eller BRAF. Mutation af BRAF
er den hyppigste genetiske forandring i et melanom og findes
i ca. 80% af tumorerne, mens de resterende tumorer i de fleste
tilfzelde har en NRAS-mutation.

Det vigtigste argument for, at BRAF- og NRAS-mutationer
er tidlige haendelser i tumorudviklingen, er, at de forekommer
hyppigt i benigne navi.

Trin 2. Undgaelse af senescens — G1-S-restriktionspunktet
Melanocytter, der udtrykker den muterede form af BRAF, vil
efter et vist antal delinger indtraede i en tilstand af irreversibel
delingsstandsning, en sikaldt senescens. Et nzevus kan siledes
betragtes som en preemalign, neoplastisk lzesion bestdende af
senescente celler. Skal melanomudviklingen fortsztte, ma
cellen slippe af med den barriere, der er ansvarlig for senes-
censresponset, nemlig G1-S-restriktionspunktet [10]. Inak-
tivering af CDKN2A ved mutation, deletion eller promoter-
hypermetylering forekommer siledes i >707% af alle melano-
mer, mens aktiverende mutationer i CDK4 eller inaktiverende
mutationer i RBI forekommer som mindre hyppige alterna-
tiver.

Mutation i den ene allel af CDKN2A- genet, og sjeldnere i
CDK4-genet, er beskrevet som arvelige komponenter ved fa-
milizert melanom [9)].

Trin 3. Metastasering — PI3K-AKT-signalkaeden

Vakst af melanocytter og tidlige stadier af melanom er be-
greenset til epidermis, hvor deres spredning forhindres af omgi-
vende keratinocytter. Samtidig er keratinocytterne gennem

deres produktion af vaekstfaktorer vigtige for melanocytternes
overlevelse. For at kunne metastasere skal melanocytterne und-
slippe keratinocytternes negative kontrol, men samtidig kunne
overleve (undgd apoptose). Begge dele menes at kunne opnés
ved aktivering af PI3K- AKT-signalkeeden. Mutationer i PTEN-
genet findes siledes hyppigt i melanommetastaser, men kun
sjeldent i primzre melanomer. Enkelte mutationer i PIK3CA
(genet, der koder for PI3K) er ogsa beskrevet i melanomer. En-
delig er der mulighed for, at mutation af NRAS ud over at ak-
tivere RAS-RAF- MEK-ERK-ssignalkeden ogsa kan aktivere
PI3K- AKT-signalkeeden. Der er siledes invers korrelation mel-
lem NRAS- og PTEN-mutationer i melanomer.
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