Oversiktsartikkel

MEDISIN OG VITENSKAP

Cellesyklus som terapeutisk angrepspunkt

Samandrag

Bakgrunn. Nar celler prolifererer, gar dei
gjennom ein definert sekvens av mole-
kyleere prosessar som vi kallar celle-
syklus. Cellesyklus blir driven av kjerne-
proteinar med enzymaktivitet, syklinav-
hengige kinasar. Ein syklinavhengig
kinase er aktiv berre nér den er bunden
i kompleks med sitt spesifikke syklin.

| cellesyklus er det to kontrollpostar kor
prosessen kan stoppe opp ved at spesi-
fikke cellesyklusinhibitorar eller andre
enzymprotein blir aktiverte dersom det
har skjedd skade pa DNA. Den prolife-
rerande cella far saleis tid til & ta konse-
kvensen av DNA-skaden, enten i form
av & sette i gang DNA-reparasjon eller
a aktivere cellededmaskineriet. Desse
kontrollpostane representerer ogsa
angrepspunkt for biologisk retta terapi
ved kreftsjukdom.

Materiale og metode. Vi samanlikna
effekten av strélebehandling pa tumor-
celler med intakt og defekt funksjon av
kontrollposten som styrer celledelings-
prosessen.

Resultat. Tumorcellene responderte
pa DNA-skade pafert av stralebehand-
linga ved a stanse opp progresjonen

i cellesyklus, men denne forsvars-
responsen kravde at kontrollposten
forut for celledeling var funksjonell.

Vi kunne overstyre forsvarsresponsen
ved & behandle tumorcellene med ein
droge som hemmar signalaktiviteten

i kontrollposten.

Tolking. Ei rekke farmakologiske agen-
sar som er vist eksperimentelt & modu-
lere cellesyklus er for tida i tidlegfase

i klinisk utpreving, og desse kan ha
terapeutisk potensial for & stralesensi-
tisere tumorceller ved konvensjonell
terapi.
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Innan det onkologiske fagfeltet har vi dei
seinare dra komme relativt langt i & imple-
mentere viktige prinsipp fra basalbiologi i
terapeutisk medisin. Prosessane som styrer
tumorvekst og metastasering er etter kvart
godt karakteriserte, og dannar séleis grunn-
lag for & intervenere i sjukdomsprosessar pa
ein biologisk relevant méte.

Intensjonen med denne artikkelen er &
nytte cellesyklus til & eksemplifisere transla-
sjonskonseptet innan kreftterapi, som etter
mitt syn i stadig sterre omfang er biologisk
fundamentert. Molekylarbiologiske meka-
nismar som ligg til grunn for terapeutisk ef-
fekt i klinisk straleterapi illustrerer dette.

Tumorcelleproliferasjon -
cellesyklus

Cellesyklus er som basalbiologisk omgrep
tidlegare omtala i Tidsskriftet (1, 2). Dei al-
ler seinaste ara har det komme mykje ny
kunnskap som kompletterer var forstiing av
denne biologiske prosessen og som ikkje
minst opnar for nye terapeutiske interven-
sjonsstrategiar som no gjennomgér kliniske
utprevingar (3-5).

Cellesyklusfasane

Nar cella prolifererer, gir ho gjennom ein
definert sekvens av molekylaere prosessar
som har fatt namnet cellesyklus (fig 1). I
prinsippet bestar cellesyklus av ein fase der
alt DNA blir replikert (syntetisert — S-fasen)
og ein mitosefase (M-fasen) som resulterer i
to identiske dotterceller som far kvar sin like
del av arvestoffet etter celledelinga. Vekslin-
ga mellom S-fase og mitose blir styrt av to
regulatoriske cellesyklusfasar, G;- og G,-fa-
sen (gap 1 og 2).

Gasspedalane i cellesyklus

Cellesyklusprosessen blir driven framover
av kjerneproteinar med enzymfunksjon,
som ber fellesnamnet syklinavhengige kina-
sar (cyclin-dependent kinase, cdk). Desse er
alltid til stades i cellekjerna, og deira enzym-
aktivitet ma saleis noye regulerast. Derfor er
desse kinasane enzymatisk aktive berre nar

dei kan danne kompleks med spesifikke syk-
linar. Syklinane blir syntetiserte i definerte
intervall av cellesyklus og raskt brotne ned
att. Séleis eksisterer syklin D tidleg og syk-
lin E seint i G,-fasen og berre da, mens syk-
lin A og syklin B opptrer i bestemte intervall
av dei andre cellesyklusfasane (fig 1).

Pa denne méten regulerer syklinane fram-
drifta av cellesyklus. Visse typar vekststi-
muli, som til demes vekstfaktorar som akti-
verer tumorvekst, verkar mellom anna ved &
stimulere cella til & danne syklin D. Dette
fortel tumorcella at ho ma starte prosessen
med 4 dele seg.

Cellesyklusaktivitet i G,-fasen

Ein syklinavhengig kinase er, som andre kina-
sar, eit enzym som fosforylerer malproteinet
sitt for at det skal endre funksjon. Nér cella
mottek ein vekststimulus, vil sdleis dei
aktiverte cdk/syklinkompleksa i G,-fasen
auke fosforyleringsgraden av retinoblastom-
proteinet (pRB). Og nar pRB er sterkt fosfory-
lert, sit det s& mange fosfatgrupper der at det
ikkje lenger er plass til transkripsjonsfaktoren
E2F, som derfor blir frigjort. Denne frigjerin-
ga er ein foresetnad for at cella skal kunne for-
late G,-fasen og ga over i S-fasen (fig 1).

Cellesyklusaktivitet i G,-fasen

Den G,-fasespesifikke syklinavhengige ki-
nasen blir i litteraturen som oftast omtala
som cdc2. Cdc2-kinasen mé& danne kom-
pleks med syklin B for & bli aktiv, og dette
enzymkomplekset er fosforylert i tidleg G,-
fase. Men for cella kan g inn i mitose, mé
denne fosforyleringa av cdc2/syklin B-kom-
plekset fjernast. Dette skjer ved hjelp av fos-
fatasen c¢dc25C (fig 1). Ein fosfatase er altsd
eit enzym som defosforylerer mélproteinet
sitt for at det skal endre funksjon.

Bremsene i cellesyklus
Dersom cella treng & bremse opp progresjo-
nen i cellesyklus, til demes nar det har opp-

Hovudbodskap

Cellesyklus definerer dei molekylzere
prosessane som styrer celledeling

Cellesyklus er eit angrepspunkt for bio-
logisk retta kreftterapi

Farmakologisk malstyring av cellesyk-
lus kan auke tumorcellers sensitivitet
for straleterapi
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Figur 1
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Regulering av cellesyklus. Cella kopierer sitt DNA i syntesefasen (S) og deler seg i to like dot-
terceller i mitosefasen (M). | gapfasane (G; og G,) mellom S og M blir celledelinga regulert.
Denne syklusen (G,-S-G,—M) blir driven av syklinavhengige kinasar (cdk, cdc2) i kompleks
med syklinar. DNA-skade aktiverer genomvaktarproteina p53 ved G,-fasekontrollposten og/
eller ATM ved G ,-fasekontrollposten. Dette resulterer i aktivering av cellesyklusinhibitoren p21
i G;-fasen og inhibisjon av fosfatasen cdc25C | G,-fasen og ferer til cellesyklusarrest. Piler er
stimulatoriske signalvegar, mens stoppliner er inhibitoriske signalvegar. G,-fasen represente-
rer den celluleere tilstanden kor cella ikkje aktivt deler seg. Bokstaven P i gul sirkel symbolise-
rer ei fosfatgruppe og illustrerer saleis ein viss fosforyleringsgrad av det aktuelle proteinet

statt DNA-skade, blir kontrollpostane i G-
og/eller G,-fasen aktiverte. Da blir spesifik-
ke cellesyklusinhibitorar slatt pa, og desse
hemmar dei syklinavhengige kinasane. Dei
sentrale cellesyklusinhibitorane innan tu-
morbiologien er faktorane p15, p16, p21 og
p27 (fig 1).

Kontrollpostane i G,- og G,-fasen
Nér det oppstar ein DNA-skade, blir den
overordna genomvaktaren, tumorsuppres-

Figur 2
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sorproteinet p53, aktivert ved G,-fasekon-
trollposten. Aktivert p53 sergjer mellom
anna for & sla pa cellesyklusinhibitoren p21
(fig 1). Samtidig set p53 i gang DNA-repa-
rasjon eller eventuelt den cellulaere apopto-
seprosessen (programmert celleded) dersom
skaden er uboteleg.

Som mange vil kjenne til, er pS3-protei-
net ikkje-funksjonelt i eit fleirtal av humane
tumorar. Men DNA-skade vil ogsé aktivere
kinasen ATM (ataxia telangiectasia mu-

M-fasen

mitose

Kontrollpost

G,-fasen

Signalvegar som blir aktiverte etter DNA-skade i celle som er eksponert for ioniserande stra-
ling (til venstre). Til hegre er funksjonen til den pololike kinasen (plk) ved G,-fasekontrollposten
i cellesyklus. Symbola er forklart i teksta til figur 1
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tated) ved G,-fasekontrollposten. Aktivert
ATM stansar sa prosessen mot mitose ved a
hemme fosfatasen cdc25C (fig 1). Dette
prinsippet er involvert i tumorcellers re-
spons pa straleterapi (6) og kan ogsd mani-
pulerast farmakologisk med det foremélet &
oppna stralesensitisering av tumorcellene
3).

Genomvaktaren ATM fungerer ikkje hos
individ med den autosomalt resessive, gene-
tiske sjukdommen ataxia telangiectasia.
Desse individa har arva defekt ATM-gen
fré begge foreldre og er ekstremt sensitive
for all paverknad pa arvestoffet. Cellene dei-
ra manglar evna til & aktivere G,-fasekon-
trollposten for & gje cellene tid til & ta konse-
kvensen av DNA-skade (reparasjon eller
celleded), og skadane kan derfor fore til mu-
tasjonar som blir overfort til neste cellegene-
rasjon.

Straleterapi - terapeutisk
modulering av G,-fasen

Terapeutisk straling, altsd bruk av hegener-
getiske (ioniserande) strilekvalitetar pa le-
vande vev, har som foremal 4 lage irreversib-
le DNA-skadar i raskt delande celler (tumor-
celler) for & destruere desse, pad same mate
som terapiprinsippet for mange cytostatika.
I klinisk straleterapi utnyttar vi nettopp det
at tumorcellene deler seg mykje raskare enn
celler i normalvevet rundt tumor. Den totale
strdledosen som er nedvendig for & oppnd
tumorkontroll blir delt opp (fraksjonert),
vanlegvis i daglege eindosefraksjonar, for a
oppna spesifikt drap av tumorcellene samti-
dig som biverknadene frd normalvevet blir
haldne innanfor eit klinisk akseptabelt niva.

Viss proliferasjonsraten til tumorcellene
er kritisk heg, eller biverknadene frad nor-
malvevet blir uakseptable, kan behandlinga
gjevast over eit kortare tidsrom (sakalla ak-
selerert fraksjonering), eller med fleire dag-
lege, men mindre fraksjonsdosar (sdkalla
hyperfraksjonert behandling). No har ogsa
molekylaer mélstyring av tumorcellenes pro-
liferasjonsprosess (3) komme som eit fram-
tidsretta supplement til sofistikerte fraksjo-
neringsregime (og andre, straletekniske &t-
gjerder) for & auke den terapeutiske ratio
(skilnaden) mellom tumorvev og normalvev
ved klinisk stréleterapi.

Dei molekylere mekanismane som er
involverte i straleterapi dannar grunnlaget
for at dette representerer ein G,-fasespesi-
fikk behandlingsmodalitet ved kreftsjukdom

(6).

Effekt av DNA-skade

ved G,-fasekontrollposten

Nar tumorcella blir eksponert for ionise-
rande stralar, vil det skadde DNA innan fa
minutt aktivere G,-fasekontrollposten ved
ATM, som er funksjonell i dei aller fleste
humane tumorar. Dette vil stanse prosessen
mot mitose ved & hemme fosfatasen cdc25C
(fig 1). For tumorcella er dette ein nyttig
respons, da den pa dette viset kan fA tid til
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a reparere DNA-skadane for den gir inn i
mitose.

Nér ATM-kinasen er aktivert etter DNA-
skade, sender den aktivitetssignalet vidare
via minst to signalvegar (6, 7), som illustrert
i figur 2. Enten stimulerer ATM ein kinase
som heiter CHK?2, som dernest direkte hem-
mar cdc25C-fosfatasen. Alternativt kan
ATM stimulere tumorsuppressorproteinet
BRCAI1, som dernest aktiverer ein kinase
som heiter CHKI1. Denne hemmar sé
cdc25C-fosfatasen, og progresjonen gjen-
nom G,-fasen stansar opp.

Mange vil kjenne til at mutasjonar i
BRCA1-genet er knytt til hereditaer bryst- og
ovarialkreft (8). Hos individ som har arva eit
mutert genallel frd ein av foreldra, fungerer
ikkje BRCA1-tumorsuppressorproteinet len-
ger dersom det andre allelet ogsé blir gyde-
lagt. BRCAl-proteinet har ei rekke viktige
funksjonar innan respons pd DNA-skade,
mellom anna ved & styre DNA-reparasjon og
apoptose. Vi tenkjer oss derfor at ei celle som
mistar sitt funksjonelle BRCA1-protein (har
mutasjon i begge BRCA1-genallela) lett vil
kunne transformerast til ei tumorcelle.

Ny molekylaer mekanisme

ved stralebehandling

Vi har funne ein ny mekanisme for korleis
genomvaktaren ATM kan stanse prosessen
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mot mitose etter DNA-skade. Den fullsten-
dige studien vart publisert i 2003 (9).

Vi viste at ei mammakarsinomcelleline
som manglar funksjonelt BRCA1-protein
fordi begge genallela er muterte (HCC1937-
cellelina) (10), i liten grad responderte med
G,-fasearrest etter strdlebehandling. Men et-
ter at funksjonelt BRCAl-gen var sett pa
plass att i HCC1937-cellene (11), stansa cel-
lene opp i1 G,-fasen som forventa (fig 3a).

Vidare observerte vi at strialebehandling
hemma aktiviteten av genet som kodar for
ein G,-fasespesifikk kinase, den sdkalla
pololike kinasen, forut for G,-fasearresten.
Dette skjedde parallelt med at genaktiviteten
av G,-fasens syklin, syklin B, vart hemma av
strdlebehandlinga, noko som er kjent fré tid-
legare. Funksjonelt BRCA 1-protein var ein
foresetnad ogsa for desse fenomena da stra-
lingsindusert inhibisjon av gena for den
pololike kinasen og syklin B ikkje skjedde i
HCC1937-cellelina (fig 3b).

Molekylarbiologiske studiar dei aller
seinaste ara har vist at den pololike kinasen
har ein vesentleg funksjon i den cellulre re-
sponsen pA DNA-skade ved G,-fasekontroll-
posten (12). Denne kinasen aktiverer
cdc25C-fosfatasen ved & fosforylere den
(13), som illustrert i figur 2. Nar sa ionise-
rande strdling undertrykker aktiviteten av
genet for den pololike kinasen, vil resultatet

bli at cdc25C i mindre grad blir fosforylert
og aktivert, og det oppstér G,-fasearrest.

Farmakologisk stralesensitisering

Som nemnt vil BRCA1 aktivere CHK1-ki-
nasen. Vi nytta ein spesifikk CHK1-inhibi-
tor, UCN-01, som vi fekk fra det statlege
amerikanske National Cancer Institute.
Denne institusjonen har eit utviklingspro-
gram for nye farmaka til kreftbehandling,
Developmental Therapeutics Program, inn-
an Division of Cancer Treatment and Dia-
gnosis (14). Ved & gje tumorceller (med
funksjonelt BRCA1-protein) CHK1-inhibi-
toren UCN-01 for strdlebehandling, kunne
vi hindre strilingsindusert hemming av den
pololike kinasen og pafelgjande G,-fasear-
rest (fig 3c, d).

Farmakologisk malstyring av BRCA1/
CHK1-signalvegen kan altsd, iallfall eks-
perimentelt, nyttast til & manipulere tumor-
cellenes respons pa stralebehandling med
det foremalet & oppna stralesensitisering (3,
7). Nar BRCA1/CHKI1-signalvegen blir
hemma og tumorcellene ikkje lenger kan
stanse opp i G,-fasen etter & ha vorte ekspo-
nert for ioniserande straling, vil cellene ta
med seg alle DNA-skadane ureparerte inn i
mitosen. Da oppstar fenomenet mitotisk cel-
ledad, som er den dominerande mekanismen
for celleded ved stréleterapi.
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Figur 3 Respons pé stréleterapi i G,-fasen av cellesyklus — molekylaere mekanismar. Mammakarsinomcellene HCC1937 har defekt BRCA 1-konstitu-
sjon fordi begge genallela er muterte (10). | den deriverte cellelina HCC1937/BRCA1++ er funksjonelt BRCA1-gen fart inn att ved hjelp av genterapi med
retrovirus (11). Som kontroll for at genterapiprosedyren i seg sjolv ikkje paverkar analyseresultatet har vi brukt HCC1937-celler kor berre retrovirusvektor
(utan BRCA1-gen) er fort inn att (11). Desse cellelinene vart eksponerte for ioniserande straling (ion. str.), eventuelt med samtidig behandling med
CHK-inhibitoren UCN-01. Symbol: — (ubestralt/ubehandla), + (bestralt/behandla). a) og c) viser cellesyklusprofil etter 12 timar, analysert ved vaeske-
straumscytometri. Arealet under kvar topp pa histogramma er eit uttrykk for kor stor del av det totale celletalet som hadde DNA-innhald svarande til
G;- og G,/M-fasane av cellesyklus. b) og d) viser mRNA-ekspresjonsniva av cellesyklusfaktorar i G,-fasen, analysert ved Northern blot-hybridisering.
mRNA-storleik er oppgjeven i kilobase (kb). Gennomenklatur: PLK (genet for den pololike kinasen), CCNB1 (syklin B1-genet). Delfigurane a, b og d er
omredigerte fra ein tidlegare publisert studie (9) og reprodusert med leyve fra Nature Publishing Group
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Tabell 1 Dome pa designdrogar som attakkerer cellesyklus, og som har nadd klinisk utpreving
(15). Pivanex er registrert produktnamn (generisk namn er halde hemmeleg) for droge produsert
av Titan Pharmaceuticals, Inc. (South San Francisco, CA)

Droge

R-roscovitine
BMS-387032
Flavopiridol

Histon deacetylaseinhibitorar:
MS-275
Cl-994
SAHA-hydroksyamidsyre
Pivanex

UCN-01

CHK1-inhibitoren UCN-01 er ein av sta-
dig fleire nye drogar som er utvikla for 4 at-
takkere spesifikt G,- eller G,-fasen av celle-
syklus. Data fra fleire kombinasjonsstudiar
med UCN-01 og standard kjemoterapi er
venta i nar framtid. Derimot har ingen sen-
ter, sd vidt eg kjenner til, enno sett i gang
kombinasjonsstudiar med stréleterapi.

Molekylzer malstyring

av cellesyklus

Naér det gjeld utvikling av nye drogar for mo-
lekylaer mélstyring av tumorcellenes prolife-
rasjonsprosess, er det i praksis to grupper
biologiske angrepspunkt den farmaseytiske
industrien dei siste 2—3 ara har konsentrert
utviklinga om (15) (tab 1). Den eine gruppa
av drogar er spesifikke cdk-inhibitorar, altsa
direkte hemmarar av kinasane som driv cel-
lesyklus framover. Bade store, multinasjo-
nale konsern og mindre farmaseytiske be-
drifter, som gjerne har sprunge ut fra univer-
sitetsmiljo som har arbeidd med cellesyklus
pa grunnforskingsniva, utviklar ein stadig
storre portefolje innan cdk-inhibitorar. Den
andre gruppa farmaka er agensar som inhi-
berer CHK1- og/eller CHK2-signalvegane
(slik den omtalte drogen UCN-01 gjer). Her
er fleire storre og mindre farmaseytiske be-
drifter sa vel som statlege institusjonar (som
til demes National Cancer Institute) tungt
involverte.

Det er eit stort omfang av kliniske studiar
med drogar retta mot cellesyklus som i lepet
av dei aller seinaste &ra er planlagt eller har
starta opp. Tidlegfaseutpreving er naturleg
nok oftast monoterapi, eventuelt enkle kom-
binasjonsregime, for & etablere drogens
toksisitetsniva og kva type terapirespons det
er foremdlstenleg & evaluere som primert
endepunkt, og pasientane som blir inkluder-
te har som regel avansert kreftsjukdom. Men
fra ein basalbiologisk synsstad er det grunn
til & tru at indikasjonane for drogar retta mot
cellesyklus vil etablerast innan kliniske
sjukdomsstadium kor tumorvolumet be-
handlinga rettar seg mot er avgrensa, og
da som adjuvantia til konvensjonell kreft-
terapi.
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Verknadsmekanisme
Cdk2/cdc2-inhibitor
Cdk2-inhibitor
Pan-cdk-inhibitor

Aktiverer cellesyklus-inhibitoren p21

CHK1-inhibitor

Stralesensitisering via dtak

pa M-fasen

Oslostudien ved klinisk stadium 3 av ikkje-
smacella lungekreft, i regi av Norsk Lunge-
kreftgruppe, nyttar strategien for kombinert
terapeutisk atak pa to cellesyklusfasar.

Taxanar utgjer ei av dei viktigaste nye
gruppene cytostatika som vart utvikla i
1990-ara. Desse stoffa verkar ved & gydeleg-
gje mikrotubuli slik at mitosen ikkje kan
fullferast. Dette er sannsynlegvis den mole-
kylaere mekanismen bak den stralesensitise-
rande effekten av taxanane.

Prinsippet er a4 administrere docetaxel,
ikkje i cytotoksisk dose, men i ein lagare, stra-
lesensitiserande dose, parallelt med stralebe-
handlinga (sdkalla konkomitant behandling).
Tumorcellene er séleis stralesensitiserte i M-
fasen av cellesyklus idet fraksjonsdosen med
ioniserande straling blir applisert, noko som
etter eksperimentelle modellar gjer den stra-
lingsinduserte DNA-skaden letal ved at tu-
morcellene gar i apoptose (16).

Hapet er sjolvsagt at denne behandlinga
skal gje hegare spesifikt tumorcelledrap i
bade primartumor og hilare/mediastinale
lymfeknutar utan at den totale straledosen
samtidig gjev klinisk uakseptable biverkna-
der fra eksponert normalvev. Taxanane har
ei rekke dosebegrensande biverknader, som
naturleg nok er mindre uttala ved ldgare do-
sar som har eit stralesensitiserande foremal.
Men docetaxel har likevel vist seg & poten-
siere effekten av ioniserande straling (eller
omvendt) pd lungevev og myokard, med
pneumonitt og kardiale leiingsforstyrringar
som klinisk resultat. Om effekten av auka tu-
morkontroll pd totaloverlevinga blir eten
opp av slike alvorlege biverknader, er fram-
leis uavklart.

Konklusjon

Cellesyklus som basalbiologisk konsept er
bade eit utfordrande og pedagogisk engasje-
rande deme pé korleis direkte kunnskap fra
grunnforsking kan danne grunnlag for nye
terapeutiske intervensjonsstrategiar innan
klinisk medisin. Kontrollpostane i G,- og
G,-fasen av cellesyklus representerer an-

grepspunkt for biologisk retta terapi ved
kreftsjukdom, og ei rekke designdrogar som
er vist eksperimentelt 4 modulere cellesyk-
lus er under oppstart eller gjennomgér alle-
reie klinisk utpreving.

Eg onskjer a gje varm takk til mine dyktige sam-
arbeidspartnarar, Ase Bratland, Ragnhild V.
Nome og Kirsti Solberg Landsverk, som har
hjelpt meg med eksperimenta som er vist i den-
ne artikkelen. Vidare takkar eg Jon B. Reitan og
Jens P Berg for konstruktive kommentarar til
manuskriptet og Kreftforeningen som finansie-
rer forskardelen av stillinga mi ved Det norske
radiumhospital HE
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