more than 60 constitutional syndromes and more than 27,000
acquired neoplastic diseases. Chromosome analysis has in
later years been further refined by the application of fluores-
cent in situ hybridisation technologies which enables the de-
tection of genetic rearrangements, depending on the method
employed down to single gene levels. Chromosome analysis
is not only important in the diagnostic situation, but even
more so in the prognostication of a wide range of diseases
and especially with regard to malignant diseases in the fol-
low-up to monitor treatment response. In addition, cytogenet-
ics play an important role for unravelling the biology of neo-
plastic disease and the addition of relevant fluorescent in situ
hybridisation and chip technologies will contribute with im-
portant information on pathogenetic mechanisms of both
constitutional and acquired disease states.

Reprints: Eigil Kjeldsen, Klinisk Genetisk Afdeling, Arhus Kommunehospital,
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Molekylaer cancerbiologi — fra forskning til klinik

STATUSARTIKEL

Finn Cilius Nielsen

Cancer er i takt med den stigende levealder blevet en af de
hyppigste dedsarsager i den vestlige verden. Begrebet dak-
ker over en mangeartet gruppe af tilstande, der alle er karak-
teriseret ved en ukontrolleret og invasiv cellevaekst. Med fa
undtagelser opstar cancer i en enkelt celle. Overgangen fra
normal til transformeret celle skyldes akkumulerede geneti-
ske eller epigenetiske defekter i protoonkogener eller sa-

kaldte tumorsuppressorgener, pga. en genetisk pradisposi-
tion, miljefaktorer, mikroorganismer eller aldring. I artiklen
beskrives eksempler pd molekylare aspekter af cancer og
deres anvendelse i cancerdiagnostik og -terapi (1).

Protoonkogener, onkogener og tumorsuppressorgener
Onkogenbegrebet stammer fra slutningen af 1960’erne,
hvor man fandt, at en reekke virale gener kunne transfor-
mere celler i kultur. Der kendes nu mere end 50 forskellige
protoonkogener og onkogener. Stort set alle koder for prote-
iner, der er centrale i reguleringen af cellevaekst, sisom
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Fig. 1. Protoonkogeners og onkogeners celluleere funktioner og eksem-
pler pa hvordan nye kemoterapeutika er rettet mod blokering af onko-
generne. ERB-B2-signalering kan hemmes af et monoklonalt antistof
— herceptin — og dette anvendes ved behandlingen af ERB-B2-positive
brystcancere. En selektiv EGF-R-tyrosinkinaseinhibitor (ZD1839) er
ydermere under afprovning for fremskreden smdcellet lungecancer.
Farnesyltranseferasehcemmere forhindrer forankring af RAS-protoon-
kogenet i cellemembranen og kinasehaemmeren Gleevec heemmer ABL-
kinasen (se teksten). Promotormetylering modificerer bindingen af
transkriptionsfaktorer og er ofte forbundet med repression af genak-
tivitet og er en almindelig arsag til inaktivering af tumorsuppressor-
gener i forbindelse med cancer. For fa dr siden blev det klart, at de
enzymer, der acetylerede histonerne fungerede sammen med metyle-
ringsenzymerne. Flere farmaceutiske firmaer har ojnet muligheden for
at pavirke metylering af DNA og histoner, og et stof, som interfererer
med deacetyleringen af histoner, er i klinisk afprovning mod cancer.

vaekstfaktorer, veekstfaktorreceptorer (receptortyrosinkina-
ser), proteiner involveret i signaltransduktion (G-proteiner,
tyrosinkinaser), cytoplasmatiske tyrosin- og serinkinaser
samt transkriptionsfaktorer (Fig. 1) (1).
Tumorsuppressorgener er i modsatning til onkogener
primeert negative regulatorer af celledelingen. Det forste be-
vis for, at tab af genfunktion var forbundet med cancer, stam-
mer primeert fra Alfred Knudsons studier af retinoblastomer
(2). Retinoblastomer forekommer som mange andre tumo-
rer i bade en arvelig og en sporadisk form. I de arvelige til-
faelde far barnet typisk bilaterale tumorer inden seksmane-
dersalderen, mens de sporadiske tilfeelde normalt optrader
senere og unilateralt. Den varierende tumorincidens forkla-
res ved den sdkaldte two-hit-model, hvor barnet i de arvelige
tilfeelde arver et defekt tumorsuppressor-allel, hvorefter en
somatisk mutation i det andet allel medferer tab af kontrol
over celledelingen. Sporadiske tumorer udvikles forst efter
en tilfeeldig inaktivering af begge alleler. Tumorsuppressor-
gener er langt hyppigere forbundet med herediteer cancer
end protoonkogener er, sandsynligvis fordi tilstedevearelse
af det normale tumorsuppressorallel sikrer en normal udvik-
ling, hvorimod aktivering af et dominant protoonkogen er le-
talt. Man kan katalogisere de fleste gener i to grupper, hvor
den ene primeert omfatter gener, der er involveret i regule-

ring af celledeling, apoptose og cellemotilitet, mens den an-
den omfatter gener, der er involveret i DNA-reparation og
vedligeholdelse af genomets integritet.

Progression fra normal til malign celle

Mennesket bestar af ~104 celler, og der opstar ~10” mutatio-
ner under celledelingen. Pa trods af dette er det kun hver
tredje af os, der far cancer. Der er neeppe tvivl om, at vi be-
sidder meget effektive antiproliferative systemer, sa cancer
kun opstar, nar disse er defekte. Mellem fire og syv geneti-
ske andringer skennes at veere nedvendige for malign
transformation. Progression fra normalt epitel til karcinom
er intensivt undersegt i kolorektale tumorer, hvor processen
omfatter konsekutive mutationer i tumorsuppressorgenerne
APC, DCC og p53 og protoonkogenerne RAS og C-MYC.
Generne og raekkefelgen af mutationer varierer fra cancer
til cancer, men meget tyder pa, at transformationen ikke for-
lober tilfeeldigt, og dette har skabt forhabning om, at »tu-
morprofilering« og analyse af cancergener vil kunne anven-
des til diagnostik. For mange haematologiske og padiatriske
tumorer, herunder sarkomer, kan transformationen for-
mentlig ske via mere selektive mekanismer, idet tumorcel-
lerne ofte baerer specifikke translokationer eller genamplifi-
kationer, der medferer aktivering af proteiner med betyd-
ning for veekst og differentiering. Et velbeskrevet eksempel
er fusionen af EWS til FLI-, ERG- eller WT1-generne ved
Ewing-sarkomer eller PAX3- og FKHR-generne ved rhado-
myosarkomer.

I mange tilfzelde har man et detaljeret billede af, hvorle-
des genaktivering og inaktivering forer til den maligne faeno-
type. Dette geelder isar for de onkogene kinaser, der er ma-
let for en rackke nye anticancermidler og DNA-reparations-
systemerne, der har bidraget veesentligt til vores forstaelse
af genomisk instabilitet ved bade sporadisk og herediter
cancer. Endelig har flere nyopdagede embryonale signalsy-
stemer med afgerende betydning for den normale cellespe-
cification vist sig at spille en betydelig rolle ved cancer og
har sat fokus pé stamcellerne i forbindelse med udviklingen
af malign veekst.

Onkogene kinaser

Tyrosinkinaserne er den sterste gruppe af dominante onko-
gener, og somatiske mutationer i denne gruppe af gener for-
arsager en stor fraktion af cancere hos mennesker (3). Den
transformerende effekt af receptortyrosinkinaser (RTK)
skyldes oget eller konstitutiv kinaseaktivitet med en kvanti-
tativ eller kvalitativt eendret nedenstremssignalering. Et
Kklassisk eksempel pd RTK’s rolle ved cancer er NEU/ERB-
B2 og EGF-receptor-overekspression i bryst- og lungekarci-
nomer. ERB-B2-signalering kan heemmes af et monoklonalt
antistof — herceptin — og dette anvendes ved behandlingen af
ERB-B2-positive brystcancere. En selektiv EGF-R-tyrosin-
kinaseinhibitor (ZD1839) er ydermere under afprevning ved
fremskreden smécellet lungecancer. Cytoplasmatiske tyro-
sinkinaser er ogsa involveret i forskellige cancere hos men-
nesker. Kronisk myeloid leukeemi (CML) forarsages saledes
af en specifik translokation — det sakaldte Philadelfia-kromo-
som, som omfatter nonreceptor-protein-tyrosinkinasen c-



ABL pa kromosom 9 og BCR-genet pa kromosom 22. I ker-
nen medvirker c-ABL ved DNA-skade-induceret apoptose,
men BCR-ABL-fusionsproteinet kan ikke mediere denne
funktion, fordi det tilbageholdes i cellens cytoplasma. Man
har i en arreekke forsegt at udvikle selektive haemmere af ty-
rosinkinaser, og i 1996 fandt man STI571 (Gleevec™) (4),
som viste sig at vaere en specifik blokker af BCR-ABL-fu-
sionsproteinet. STI571 kan ikke blot heemme vaksten af
BCR-ABL-transformerede leukaemiske celler, men induce-
rer ogsa apoptose af cellerne, idet BCR-ABL transporteres
ind i kernen. STI571 fremkalder remission hos ca. 50% af
CML-patienterne, og pa grund af kinasehaemmerens udtalte
specificitet er der fa bivirkninger i forbindelse med denne
form for kemoterapi.

DNA-reparation

Arvelige og erhvervede defekter i det genomiske vedlige-
holdelsessystem bidrager veesentligt til karcinogenesen (5).
Den genetiske instabilitet forarsages af DNA-skader og af de
fejl, der introduceres af replikationsmaskineriet under celle-
delingen. Normalt udleser DNA-skader et stop af celle-
cyklus og/eller celleded, men pé leengere sigt opstar irre-
versible mutationer, der nedarves til andre celler. Dobbelt-
strenget DNA-brud efter ioniserende straling starter f.eks.
en kaskade af reaktioner for at bremse cellecyklus og re-
kruttere reparationsfaktorer. En af de tidligste inhibitorer er
ataxia teleangiectasia-muteret proteinkinase (ATM), der er
inaktiveret ved det rontgenstralefelsomme ATM-cancersyn-
drom. Nukleotid-repeats er ligeledes ustabile ved mange
cancere hos mennesker. Mikrosatellitinstabiliteten forarsa-
ges af defekter i mismatch repairsystemet, som fjerner
misparrede nukleotider og sma insertioner eller deletioner.
Arvelige mutationer er forbundet med herediteer nonpoly-
pos kolorectalcancer (HNPCC). Defekter i MMR-systemet
oger mutationsraten og stimulerer pad den méde karcinoge-
nesen (1).

Stamceller og embryonale signalveje

Stamceller har mange tumorcellekarakteristika — f.eks. ev-
nen til selvfornyelse og ubegransede celledelinger. Selv om
cancerincidensen vokser med alderen, og dette antages at
reflektere nedvendigheden af flere mutationer for at opnd
malign transformation, ved man ogsa, at risikoen for hud-
karcinomer bestér igennem hele livet efter kraftig solekspo-
nering. Pavirkningen rammer derfor med stor sandsynlig-
hed stamcellerne i huden. Man har identificeret en reekke
embryonale signalveje, som er aktiveret ved forskellige can-
cerformer, og som under normale omstendigheder kontrol-
lerer stamcellerne. Interessen har samlet sig om de sakaldte
hedgehog- og Wnt-signalproteiner (6). Tumorer, som er for-
bundet med forstyrrelser i Wnt- og hedgehog-signaleringen,
opstar i de vaev, hvor signalvejene normalt er aktive, f.eks.
hud og tarm. I tumorerne forarsager en mutation en ligand-
uafheengig aktivering af signalvejen, og dette stimulerer cel-
ledelingen og medferer en fejlagtig specifikation af cellerne,
séledes at de bliver i stand til at dele sig uendeligt. Hedgehog-
pathway er f.eks. inaktiveret ved Gorlins syndrom med ba-
salcellekarcinomer og medulloblastomer. Hedgehog spiller
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ogsa en vigtig rolle ved sporadiske medulloblastomer, idet
en fortsat proliferation af cerebellums granulaceller kun kan
opretholdes i tilstedeveerelse af hedgehog, der haemmer de-
res terminale differentiering.

Molekylzergenetisk cancerdiagnostik

Kendskabet til det molekylaere grundlag for den maligne
vaekst har medfert betydelige diagnostiske og behand-
lingsmaessige fremskridt ved cancer (7). Med felsomme
PCR-baserede assays har det veeret muligt at pavise APC-,
RAS- og p53-mutationer i blod, urin, spyt eller faeces, for
tumorer kunne diagnosticeres med konventionelle proce-
durer (Fig. 2). De fleste studier er baseret pa identifika-
tion af punktmutationer i generne, og dette begraenser
selvfolgelig anvendelsen af analyserne. Man har derfor
segt at anvende mere generelle DNA-markorer - f.eks. an-
dringer i mikrosatelitter. Da mikrosatellitterne er poly-
morfe, kan man adskille maternelle og paternelle alleler.
Ved at analysere parrede prover af normalt DNA og tumor-
DNA er det muligt at pavise tab af et eller flere alleler for
tumorsuppressorgener. Med mikrosatellitanalyser kan
man ogsa detektere tilstedeveerelsen af nye alleler som
tegn pa mikrosatellitinstabilitet, hvilket ses ved 15-20% af
alle sporadiske tumorer.

Molekylaere markerer kan ogsa benyttes til at vurdere in-
vasionen af tumorceller lokalt eller i blodbanen. Hidtil er tu-
morspredningen fra resektionsrande evalueret histologisk,
men dette er ofte meget usikkert, da der kan veere ganske fa
efterladte tumorceller. I et studie af patienter med kolorektal
cancer kunne man med en p53-mutationsundersogelse pa-
vise efterladte tumorceller hos omtrent halvdelen af patien-
terne med »frie« resektionsrande. Pa trods af stralebehand-
ling fik en tredjedel af disse patienter recidiv. Ligeledes har
det vaeret muligt at pavise p53- og RAS-mutationer i tilsynela-
dende sygdomsfrie lymfeknuder ved kolorektal- og lun-
gecancer, men det kliniske udbytte for patienterne er endnu
ikke endeligt vurderet. Ud over den lokale spredning kan de
maligne celler metastasere via blodstremmen og vokse op i
andre organer. Cancerpatienter har store maengder cirkule-
rende DNA i serum og plasma, og blodprever kan analyse-
res for DNA-markerer. Hos patienter med hoved-hals-tumo-
rer og smacellede lungekarcinomer har man kunnet pavise
mutationer i blodet. Analyse af blod eller marv fra neoplasti-
ske fusionstranskripter bliver nu rutinemaessigt benyttet til
at monitorere patienter med kronisk myeloid leukaemi, sar-
komer eller neuroblastomer.

UL-baseret biopsitagning udvikler sig med rivende ha-
stighed i disse ar, og man kan fi sma maengder vaev fra stort
set alle omrader af kroppen. Selv om patologisk diagnostik
er meget veerdifuld, er der neppe tvivl om, at det kan veere
vanskeligt at skelne mellem benigne preeneoplastiske laesio-
ner og cancer. PCR-baseret pavisning af cancerspecifikke
forandringer vil her vere et vigtigt supplement. Et allerede
fungerende eksempel er suppleringen af den cytologiske un-
dersogelse af cervix-smears med en molekylaergenetisk ana-
lyse for tilstedevaerelsen af HPV-virus. Ligeledes tyder alt
pa, at DNA-microarrays er saerdeles effektive til at klassifi-
cere cancere hos mennesker. Array-baseret Kklassifikation
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Fig. 2. p53 et centralt molekyle i karcinoge-
nesen. p53 er et af de hyppigst muterede tu-
morsuppressorgener i cancer hos mennesker.
53 er et DNA-bindende protein, som bl.a.
regulerer transkriptionen af p21 — et protein,
der er involveret i cellecyklusregulation. Bille-
det i midten viser krystalstrukturen af p53
bundet til DNA (adapteret fra 8), samt de
mest almindelige mutationer, der rammer fire
argininer, som er nodvendige for DNA-bin-
ding. p53 induceres af straling, oxidativt
stress, og forskellige onkogener, og dette med-
forer en aktivering af p21. Herudover medie-
rer pb3-apoptose, hvorved organismen und-
gadr en klonal ekspansion af celler med et
skadet genom. Tab af p53-aktivitet er ved de
fleste almindelige cancere forbundet med en
meget darlig prognose og patienter med tab af
53 er ofte resistente over for visse kemotera-
peutika. p53 har med succes veeret anvendt til
identifikation af cirkulerende tumorceller i
blod og tumorceller i urin, feeces eller ekspek-
torat, og det forventes, at mutationsunder-
sogelse af p53 er en af de forste genetiske mar-
korer, der far en plads i den daglige klinik.
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har veeret anvendt ved bryst-, kolorektal-, bleere- og prostata-
kreeft, maligne melanomer og ved forskellige former af leuk-
emier og lymfomer. I alle tilfaelde har man fundet, at den pa-
tologiske diagnose kunne forfines og forbedres. I et nyere
arbejde om brystcancer viste man, at det via microarray-un-
derspgelse var muligt at udpege brystkreeftpatienter, der
som udgangspunkt havde en god prognose og ikke beho-
vede kemoterapi. Ligeledes har man kunnet opstille en prae-
cis prognose for patienter med medulloblastomer, hvilket
man ikke tidligere har kunnet gore. Microarrays peger séle-
des frem mod en mere individuel diagnostik og prognostisk
vurdering.

Summary

Finn Cilius Nielsen:
Molecular cancer biology.

Ugeskr Lager 2003;165:897-900.

Recent progress in our understanding of the mechanism of
transformation has contributed to the development of novel
molecular approaches for the detection and classification of
cancer. The review focuses on the molecular background of
cancer, the role of oncogenic kinases, genetic instability and
embryonal signalling pathways. Moreover, examples of
novel diagnostic and therapeutic possibilities are described.
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