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Sammandrag

Cancer ar en sjukdom som lange har fascinerat och intresserat lakare och forskare runt om i
vérlden, kanske annu mer nu eftersom allt fler drabbas av den. Det finns mycket runt omkring
oss i miljon som kan paverka risken for att drabbas av cancer, men dven hur vi lever kan ha
betydelse. Men exakt hur miljon paverkar ar svart att veta, och ar oklart. Det forskarna har
kommit fram till &r att vissa cancerformer kan vara arftliga, brost-, dggstocks- och
prostatacancer ar nagra av dem. For bréstcancer har man funnit att generna BRCA1 och
BRCA2 (bréstcancergen 1 och 2) spelar stor roll och paverkar risken for att utveckla
brostcancer.

BRCAL1 och 2 ar tumorsuppressorer som tillsammans med andra proteiner bildar komplex
som medverkar i reparationer av skadat DNA, via homolog rekombination. Detta innebér att
celler med defekta BRCA1 och 2 gener inte kommer kunna reparera DNA lika effektivt, eller
inte alls. Vilket leder till mutationer, och som i sin tur kan leda till att cancer utvecklas.

Tack vare all forskning sa finns det behandling att fa. Hur behandlingen ser ut beror pa vilken
typ av cancer och hur langt utvecklad den ar. Oftast genomfors en operation tillsammans med
cytostatika. Senare forskning foreslar alternativa metoder med olika typer av nanopartiklar,
som ar malsokande till cancerceller, vilket minskar risken for att utsétta kroppen for skada.

Inledning

Cancer definieras som okontrollerad celldelning, som uppstar pa grund av flera mutationer.
Mutationer medfor ofta att cellens reparationssystem inte fungerar som det ska. Vilket innebér
att cellen inte kan reglera sin egen tillvéxt, en cancercell bildas. Mutationer kan uppsta pa
grund av yttre faktorer som till exempel vid exponering for UV-ljus, rokning, miljon runt
omkring och hur man lever sitt liv. Det finns ungefar 200 olika tumdrsjukdomar som alla gar
under namnet cancer. Beroende pa i vilken typ av vavnad som cancern uppstar far den olika
namn, exempel pa dessa ar sarkom och carcinom, som bildas i mesenkym- respektive
epitelvavnad. Carcinom som &r den vanligaste formen av brostcancrar innefattar cancer som
bildas i kdrtelvavnaden och de inre mjélkproducerande delarna av brostet. Sarkom som ar den
andra formen av brdstcancrar ar véldigt ovanlig och forkommer i stédjevavnaden i brostet
(Cancerfonden 2010).

Brostcancer drabbar var tionde kvinna i Sverige och majoriteten ar 6ver 70 ar. Att drabbas
innan 40 ar ar ovanligt (Sundstrom och Rydelius 2008). En av atta kvinnor i USA kommer vid
95 ars alder ha drabbats av brostcancer (Miki et al. 1994). | Sverige drabbas 15 — 20 kvinnor
varje dag av brostcancer (Cancerfonden 2010). Det pagar mycket forskning inom omradet
brostcancer men det finns inga tydliga orsaker i miljon till varfor folk drabbas av det.

Déremot finns det svaga samband mellan tidig menstruation, dta p-piller och sent
klimakterium och risken for brostcancer. Det finns en minskad risk bland dem som foder barn
tidigt. Aven var man bor &r av betydelse for risken att drabbas av cancer (Sundstrém och
Rydelius 2008).

Det finns flera kdnda gener som orsakar arftlig bréstcancer, de vanligaste & BRCA1 och
BRCA2 (BRostCANcergen 1 och 2) som orsakar 10 - 20% av all &rftlig brostcancer. BRCAL
och BRCA2 ar DNA-reparationsgener vars genprodukter reparerar arvsmassan om den har
blivit skadad. Vid arftliga mutationer pa dessa tva gener okar risken for brostcancer. BRCA1
ar lokaliserad pa kromosom 17q och upptacktes 1990. BRCA2 finns pa kromosom 13q och
upptécktes 1994 (Wooster et al. 1994).



I min uppsats kommer jag ta upp brostcancergenernas roll i reparationer av skadat DNA, fram
for allt genom homolog rekombination. Férdjupningen kommer finnas i den arftliga
bréstcancern och generna BRCAL och BRCAZ2, hur generna paverkar andra proteiner och
komplex i kroppen for att forhindra tumaérbildning. Hur har forskarna funnit dessa tva gener
och hur ar de kopplade till cancern? Vilka medicinska behandlingar finns det?

DNA reparation

Skador pa dubbelstrangat DNA (double-strand break, DSB) &r en av de mest skadliga DNA
forandringarna for en cell. Detta for att det paverkar bada strangarna, och ingen intakt
komplementér strang finns tillganglig som mall for reparation. DSB férekommer oftast under
DNA replikationen och i meiosen (Khanna et al. 2001). Misslyckandet att reparera DSB kan
leda till apoptos, medan felreparation kan leda till mutationer eller stora kromosomala
forandringar sa som, translokalisering och bortfall. Repetitioner av dessa forandringar kan
over tiden gynna cancerogenesen och paverka ett stort antal gener som ar involverade i DSB
reparationer, tumdrsuppressorer (O’Donovan och Livingston 2010).

Bade BRCA1 och BRCA2 medverkar vid DNA reparation genom homolog rekombination.
Bada proteinerna kan associera med RAD51, som &r en eukaryot gen. Proteinet som kodas av
denna gen tillhér RAD51 protein familjen som medverkar vid reparation av dubbelstrangat
DNA. Familjens homolog i bakterier & RecA. I manniskor bestar RAD51 av 339 aminosyror
och &r ett nyckel protein for homolog rekombination. RAD51 &r involverad i att leta efter
homologa DNA molekyler och se till att de passas in pa ratt stélle i skadan pa DNA (Buisson
et al. 2010). Till skillnad fran andra proteiner som ar involverade i DNA metabolismen bildar
RecA/Rad51 familjen spiralformade nukleoprotein filament pa DNA (Galkin et al. 2006).
Forlust av RAD51 proteinet och inaktivering av BRCAZ2 kan vara en avgorande faktor for
utveckling av genomisk instabilitet och tumdrbildning (Jensen et al. 2012).

Som ndmnt ovan & RADS51 en nyckelkomponent i mekanismen nér DNA ska lagas med hjélp
av homolog rekombination. Skadat DNA skickar ut signaler som lockar till sig BRCAL och
RADS1 till skadan och BRCAL fosforyleras under processen. Forskning har visat att BRCA2
kan interagera direkt till RAD51 genom sin repeterande BRC region och karboxylterminalen
(se figur 2), medan BRCA1 daremot maste aktiveras genom fosforylering (Li och Greenberg
2012).

Qing et al. (2011D har studerat relationen mellan BRCA2 och andra RAD51 férmedlare i
homolog rekombination genom att anvénda sig av brca-null celler. Mediatorerna som
undersoktes var SWS1, RAD52, SFR1, BRCA1, BRCA2 och PALB2, och dven de fem
paralogerna till RAD51. PALB2, (partner and localizer of BRCAZ2), &r ett protein som kodas
av genen PALB2 i manniskor. Genen kodar for ett protein som medverkar vid DNA
reparation. Proteinet binder till BRCAZ2, som sedan binder till enkelstrangat DNA och
interagerar direkt med rekombinaset RAD51 for att stimulera DNA-stranginvasion, ett vitalt
steg i homolog rekombination (Xia et al. 2006 och Buisson et al. 2010).

Rollerna for RAD51 formedlarna har karakteriserats genom fenotypiska analyser av deras
mutanter. | sin studie kom Qing et al.(2011) fram till att BRCAZ2 spelar en storre roll i
homolog rekombination an de andra formedlarna. BRCA2 proteinet har en nyckelroll for att
effektivt transportera RAD51 till skadan pa DNA, men ar inte essentiell fér alla homologa
rekombinationsreaktioner. BRCA2 behdvs for att alla de andra formedlarna ska fungera, men
deras relationer till varandra beror pa vilken slags skada det &r pa DNA.



Nar varken BRCAL eller BRCA2 fanns narvarande minskade drastiskt formagan att kunna
genomfdra homolog rekombination, vilket indikerar att samverkan mellan BRCAL och
BRCAZ2 kravs for effektiv homolog rekombination. Brca2-null celler uppvisar mer
framtradande brister i homolog rekombination an vad brcal-null celler, vilket tyder pa att
BRCAZ2 kan fungera i homolog rekombination oberoende av BRCA1 (Qing et al. 2011).

Likheterna mellan fenotyperna brca2-null och brcal/brca2-null kloner indikerar att BRCAL
bidrar till homolog rekombination genom att samarbeta med BRCA2. De bada BRCA
proteinerna bildar en funktionell enhet och samverkar i att tillféra RAD5L1 till den skadade
delen av DNA. Detta far stod av det faktum att BRCAL fysiskt associerar med BRCA2 genom
proteinet PALB2 (Sy et al. 2009). Den fenotypiska analysen av brcal, brca2-null, och
brcal/brca2-null DT40 kloner visar att BRCAL kontrollerar RAD51 i homolog
rekombination, framst genom att samverka med BRCAZ2 (Qing et al. 2011).

Det finns manga kopplingar mellan celler som saknar BRCA2 och de fem RAD51
paralogerna RAD51B, RAD51C, RAD51D, XRCC2, och XRCC3: embryonal dodlighet,
kénslighet for mitomycin C och cisplatin och genomisk instabilitet (Jensen et al. 2012).
Jensen et al. (2012) anvande sig av dessa fem RAD51 paraloger och celler fran manniskor for
att understka den epistatiska interaktionen mellan BRCA2 och RAD51 paralogerna i respons
till DNA-skadande medel. Deras resultat visar att en forlust av BRCA2 ger hogst kanslighet
for DNA-skador i jamforelse med en forlust av ndgon av RAD51 paralogerna. Forlust av en
RADS51 paralog i kombination med BRCAZ resulterar i liknande 6verlevnadsgrad som for
celler med bara BRCAZ2 forlust. Detta stodjer tanken om att BRCA2 och RAD51 paralogerna
samarbetar under reparationen av skadat DNA.

Experimenten som de utférde gick ut pa att sla ut proteinuttrycket hos var och en av
paralogerna samt i kombination med BRCAZ2 for att bestdmma om dubbelutslagningen skulle
resultera i: (1) en mer allvarlig fenotyp (synergistisk); (2) samma fenotyp som om bara
paralogen var avstangd (epistatisk) eller (3) kanske en mer komplex relation mellan
proteinerna. Nar de fem paralogerna var avstangda individuellt resulterade det i en lagre niva
av kénslighet jamfort med den allvarligaste som orsakas av forlust av BRCA2. Medan en
utslagning av bade BRCA2 och RAD51 paralogerna visade pa en liknande niva av kanslighet
som celler dar bara BRCAZ2 var forlorad (Jensen et al. 2012).

Forskningen som Jensen et al. (2012) och Qing et al. (2011) har gjort visar pa att kombinerad
avsaknad av bade BRCAZ2 och individuell RAD51 paralog har samma niva av kanslighet mot
DNA skador som forlust av enbart BRCAZ2.

Buisson et al. (2014) har studerat funktionerna hos BRC2 och PALB2 vid blockerade
replikationsgafflar och visat deras roll i DNA syntes genom att de stimulerar polymeras n som
en initiator. PALB2 och BRCA2 stimulerar Poln-beroende DNA syntes pa D-loopsubstrat,
och spelar en stor roll i initieringen av rekombinations-kopplad DNA syntes genom Poln-
medierad DNA-reparation.

Precis DNA replikation &r grundldggande for att forhindra ackumulation av mutationer och
for att behalla genomet intakt. Replikationsgafflar ar kansliga for oreparerade DNA-skador
eller sekundara strukturer, vilket kan leda till att gaffeln stannar eller kollapsar. En avstannad
replikationsgaffel har formagan att kunna starta igen. Medan en kollapsad replikationsgaffel
genererar replikationsberoende DSBs, vilket i sin tur utléser DSB-reparationsmaskinerier.
PALB2 och BRCAZ2 kravs for aktiv homolog rekombination, den vanligaste mekanismen av
DSB-reparation i daggdjursceller (Xia et al. 2006 ).



Den centrala aktiviteten for homolog rekombination utfors av RAD51, som invaderar en
homolog dubbelstrang av DNA for att forma en D-loop. Defekter i homolog rekombination
orsakar genomisk instabilitet och framjar ackumulation av mutationer som gynnar tumor
bildning (Roy et al. 2012).

Uttrycket av BRCA generna och RAD51 varierar under cellcykeln, i S-fasen ar
koncentrationen som hdgst vilket indikerar att de medverkar under eller efter DNA
replikationen och att de arbetar samma vég (Venkitaraman 2004).

Det finns bade homolog rekombination och icke-homolog rekombination, dar den homologa
ar den vanligaste metoden for att reparera skador pa dubbelstrangat DNA. Vid homolog
rekombination anvéands systerkromatider som mall, eftersom de bara finns tillgdngliga under
S- och G2- fasen i cellcykeln kan homolog rekombination endast utféras under dessa faser
(Caestecker och Van de Walle 2012). MRN-komplex (Mrel1-Rad50-Nbs1) har en betydande
roll vid reparationen av skadat DNA genom bade detektion och signalering dar DNA ar
skadat och vid homolog och icke-homolog rekombination. | eukaryota celler & MRN
komplexet lokaliserat till responsmekanismen vid DNA-skador. Komplexet medverkar som
en DSB sensor, co-aktivator av DSB-inducerad cellcykel checkpoint signalering, och som en
DSB reparationfaktor (Lamarche et al. 2010).

Homolog rekombination ar oftast felfri. Efter att DSB har lokaliserats av MRN komplexet,
genereras ett 3’-0verhdng av enkelstrdngat DNA (ssDNA). 3°-ssDNA binds snabbt av
replikationsprotein A (RPA), och genom aktivering av BRCAL, BRCA2 och PALB2 kommer
Rad51 proteinet att tdcka SSDNA segmentet, och forflytta RPA och bilda ett RAD51
nukleoproteinfilament. Felfri reparation via homolog rekombination involverar en invasion av
RAD51 nukleoproteinfilamentet till en intakt systerkromatid. Efter detta paborjas en sokning
efter homologa sekvenser hos systerkromatiden. Nar homolog sekvens har hittats anvands
systerkromatiden som primer for DNA syntes (O’Donovan och Livingston 2010).

Som tidigare namnt star RPA for replikations protein A, och binder till enkelstrangat DNA
(ssDNA) i eukaryota celler. Under replikationen forhindrar RPA att enkelstrangat DNA ska
binda tillbaka till sig sjalv och fran att bilda sekundéra strukturer. RPA ser till att DNA forblir
uppnystat sa att polymeraset kan replikera DNA strangarna (Xuan och Wolf-Dietrich 2008).

Non-homologous end-joining (NHEJ) ar involverad i direkt aterligering av andarna vid en
DSB, och &r den primara DSB reparations mekanism som anvéands i GO- G1- och tidigt S-
fasen i cell cykeln. NHEJ kan vara felfri eller fel-benagen, beroende pa sekvensen vid DSB
(Delacote et al. 2008).

Ubiquitylation

Detta ar en process dar proteiner marks for nedbrytning av proteasomer. Proteiner med
ubiquitylationsfunktioner innehaller ring-finger motiv. BRCA1 och BARD1 (BRCAL1:s
interakting protein) har ring-finger motifv nédra aminoterminalen. De bildar ett komplex som
medverkar vid ubiquitylationsprocessen.

Kromatin modellering

Processen sker dar en dubbelstrangad klyvning finns. Flera multimera komplex &r involverade
i processen. BRCAL ar med i komplexen BASC och ytterligare ett som innehaller de kromatin
modellerande proteinerna SW1 och SNF. De fungerar som en enhet vid modelleringen av
kromatin, som uppstar vid skadat DNA (Bochar et al. 2000).



BRCAL innehaller en RING doman i sin N-terminal region och en coiled-coil domén
tillsammans med BRCT repetitioner i sin C-terminal. Dessa regioner ar kritiska vid DNA
reparationer och respons signalering pa skadat DNA. BRCT repetitionerna hos BRCAL &r
doméner som kan binda fosfopeptider, och &r absolut nédvéndiga for att kunna angripa skadat
DNA. Abraxa utdvar sin funktion genom att binda till BRCAL for att reglera DNA
reparationen och uppratthalla genom stabilitet. Bade homozygota och heterozygota Abraxa
knockout moss visade lagre dverlevnad och dkad risk for tumorer. Forlust eller mutationer av
Abraxas funktion kan leda till tumorutveckling hos ménniskor. Forlusten gor att reparationen
av DNA blir defekt och leder till genomisk instabilitet (Castillo et al. 2014). Abraxa proteinet
interagerar med BRCT och binder BRCAL till RAP80 (se figur 1), som é&r ett ubiquitin-
bindnings protein. RAP80 hjalper BRCAL att lokalisera skadat DNA. RAP8O0 (receptor-
associerat protein 80) kan specifikt kdnna igen och binda till Lys-63-bunden polyubigitin
kedja, och guida BRCA1-komplexet till en DNA-skada. Forlust av RAP80 innebar att
BRCA1 komplexet inte kommer fram till DNA-skadan i samma utstrackning som nar RAP80
finns nérvarande, och i vissa fall kommer reparationsprocessen att upphdra. RAP80 spelar en
stor roll for reparationen och for att uppratthalla genom integriteten. En konsekvens av
franvaron av RAP8O0 eller Abraxa ar hypersensitivitet for joniserad stralning (Wu et al. 2012).
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Figur 1. Visar olika komplex som BRCA1 kan bilda. N4r en DNA skada upptacks fosforyleras manga av de
molekylerna som reagerar pa skadat DNA, exempel BRCAL. Fosforyleringen medfor att BRCA1 blir aktiverat
och kan associera med atminstone fyra olika proteinkomplex (Messick och Greenberg, 2009). Varje komplex
paverkar andra mekanismer i reparationen, vilket kan ses listade under respektive komplex. Proteiner markta
med en asterix har kidnda mutationer som paverkar brost- och dggstockscancerns utveckling. Modifierad efter Li
och Greenberg (2012).



Brdstcancergener

Det har lange pagatt mycket forskning kring cancer i allménhet och dess ursprung, varfor
vissa drabbas och andra inte. Nagot som forskarna har hittat &r att det finns vissa gener som
mer eller mindre paverkar utvecklingen av brostcancer, BRCA1 och BRCA2 &r tva av dessa
gener. Bade BRCA1 och BRCA2 medverkar i DNA-reparationer genom homolog
rekombination, vilken ar deras narmaste cellulara funktion som tumorsuppressor. Dessa tva
gener ar de mest frekventa muterade generna som ar inblandade i brost- och &ggstockscancer.
Forskning visar att forlusten av heterozygositet i vildtyp BRCA allelen, och behallandet av
den muterade kopian oftast ses i tumorer. Exakt varfor dessa genmutationer paverkar brost
och aggstockscancer ar okéant, men forskare tror att brostepitelceller ar kénsligare for DNA
skador under utvecklingen av 6strogenproduktionen, och att cellerna darfér &r mer mottagliga
for mutationerna (Li och Greenberg 2012).

BRCA1

Forskning har visat att genen BRCA 1 ar med och paverkar manga olika delar av reparationer i
DNA, bland annat homolog rekombination. Mutationer i BRCA1 genen kommer séledes stéra
den homologa rekombinationen och leda till genomisk instabilitet, vilket i sin tur paverkar
reparationens effektivitet (Li och Greenberg 2012).

BRCA1 uttrycks i manga olika vavnader, inkluderat brostvavnad. Genen har 24 exon och i
manniskor kodar den for ett protein med 1 863 aminosyror, som samarbetar med manga andra
proteiner som ocksa medverkar vid DNA-reparationer, sa som signaltransduktorer och tumar
suppressorer (Ceastecker och Ven de Walle 2012). De mittersta 60 % av BRCAL proteinet
erhalls av exon 11, som finns i vertebrater men inte hos lagre eukaryota arter. Exon 11 kodar
for en stor ostrukturerad region av BRCA1 proteinet som fosforyleras av tva olika kinaser.
Forlust av exonet resulterar i genomisk instabilitet och oparad homolog rekombination, men
tillhandahaller fortfarande ett BRCA1 protein som kan lokalisera skador pa dubbelstrangat
DNA (Li och Greenberg 2012). BRCAL ar en tumdrsuppressor som fungerar som en negativ
regulator for tumor tillvaxt. Proteinet innehaller ett zinkfinger i aminoterminalen. Zinkfinger
ar sma proteinstrukturer som kan binda en eller tva zinkjoner for att stabilisera proteinets
struktur (Miki et al. 1994).

Under valdigt lang tid trodde forskare att BRCAL och dess interagerande proteiner formade
ett stort multi-subunit komplex, kdnd som BASC (BRCAL1 associated genome surveillance
complex). Nu tror forskare snarare att BRCAL associerar med en serie olika komplex med
distinkta funktioner, som indikerar mangsidigheten hos BRCA1. Manga olika proteiner kan
binda till BRCA1 (se figur 2) som resulterar i de manga olika funktioner som till exempel;
aktivering av kontrollpunkter i cellcykeln, reglering av transkriptionen och DNA reparation,
kromatin modellering och protein ubiquitylation. BRCA1 medverkar i reparationer av skador
pa bade dubbelstrangat och enkelstrangat DNA. Skador som paverkar bada strangarna (DSB)
anses vara den farligaste formen av DNA skador pa grund av att informationen pa bada
strangarna &ventyras samtidigt (Caestecker och Van de Walle 2012).

For att BRCA1 ska kunna fungera under DNA reparationen maste det forst aktiveras genom
fosforylering, for att sedan medverka i ett nukleart komplex. Komplexen samlas vid specifika
punkter som dr bestamda avgransande stallen pa DNA:t nara skadan, dar flera DNA
reparerande proteiner samlas for att tillsammans laga skadan (Caestecker och Van de Walle
2012).

Cancerkansliga BRCA1-alleler bar ofta pa mutationer som orsakar forlust eller férandrad
genfunktion. K&nslighet for cancer arvs som ett dominant genetiskt drag men allelen beter sig



som en recessiv allel i somatiska celler. En nedarvd kopia av mutantallelen ger ké&nslighet och
inaktivering eller forlust av vildtypsallelen, vilket innebar ett steg narmare att fa en elakartad
tumor. Eftersom att kansligheten har uppkommit pa grund av en mutation kommer personen
med allelen alltid att bara pa den kansliga BRCA1-allelen. Om mutationen skett i
konscellerna eller arvts fran foregaende generation kommer mutanten alltid finnas kvar och
foras vidare till nasta generation (Miki et al. 1994).

BRCA2

BRCAZ2 bestar av 27 exoner placerade dver 70 kb av genomet (Tavtigian et al. 1996). Genen
kodar for ett protein med 3 418 aminosyror (O’Donovan och Livingston 2010). Uppstroms
fran 5” dnden striacker sig en CG-rik (cytosin-guanin) region som tros vara en regulator signal,
dessa ir ofta associerade med CG “islands”(omraden med hog frekvens av CG). Den kodande
sekvensen ar AT-rik vilket ar ovanligt (Tavtigian et al. 1996). Proteinet innehaller atta BRCT
repetitioner som kan binda RADS51. For att RAD51 ska kunna lokalisera skadat DNA behdver
den hjalp av BRCA2. Vilket medfor att celler med BRCA2-mutationer har 6kad risk for
genomisk instabilitet (Thorslund et al. 2007).

BRCAZ2 proteinet reglerar reparationer via rekombination genom att interagera med RAD51,
via en serie av degenererade BRC repetitioner, kodade pa exon 11 (se figur 2) (Thorslund et
al. 2007).

Néar BRCA2 har lokaliserat skador pd DNA kan det binda pd RADSI till 3’ssDNA overhénget
och forflytta replikations protein A (RPA). Efter att RAD51 har fasts pa far BRCA2
funktionen att stabilisera det nukleoproteinfilament som bildas, genom att binda det till TR2
domadnen i C-terminalen (O’Donovan och Livingston 2010). Precis som BRCA1 &r dven
BRCAZ2 en tumdrsuppressor som har som funktion att uppratthalla genomet och dess
information, genom att genomféra homolog rekombination vid skador pa dubbelstrangat
DNA (Double-strand break, DSB). BRCA2 paverkar genom att reglera aktiviteten hos
RADS51 proteinet (rekombinas). Rekombinaser som tillhér familjen RecA/RadA/RAD51 har
en viktig roll i homolog rekombination genom att binda till enkelstrangat DNA som
genererats vid DSB. Filament av helix-formade nukleoproteiner interagerar med homologt
DNA, och framjar utbyte mellan strangarna. Pa grund av detta kommer BRCA2-defekta celler
vara defekta i reparationen av DSB, och uppvisa stora spontana kromosomala forandringar
(Thorslund et al. 2007).

Det finns dven andra rekombinaser som medverkar vid homolog rekombination och som ar
viktiga for att det ska kunna genomféras. Det finns tva viktiga stallen hos BRCA2 dar
rekombinaser kan binda, den ena &r i de centrala delarna dar framforallt det meios-specifika
rekombinaset DMC1 binder. Det andra bindningsstallet finns i C-terminalen, dit bade RAD51
och DMC1 kan binda. Men RADS51 har hogre affinitet for detta bindningsstélle (Thorslund et
al. 2007).

En forlust av funktionen hos proteinerna leder till dramatisk dkning i genomisk instabilitet.
Precis som BRCA1 mutationer, som oftast leder till kvinnlig bréstcancer och
aggstockscancer, visar &ven BRCA2 mutationer pa 6kad risk for brést och aggstockscancer.
Men till skillnad fran BRCAL1 sa visar BRCA2 pa en okad risk for manlig brostcancer,
prostata och bukspottkortel cancer (O’Donovan och Livingston 2010). Tumorer fran patienter
fran BRCA1 och 2 familjer (dar mutationen har arvts vidare i flera generationer) uppvisar en
typisk forlust av heterozygositet eller annan somatisk férandring av BRCAL och 2, med
vildtypsallelen ar forlorad (King et al. 2007).
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Figur 2. Visar en schematisk bild ver BRCA1 (6verst) och BRCA2 (nederst). De homologa doménerna for
proteinerna visas i blatt, de svarta linjerna under indikerar regioner dar protein-protein interaktion sker, och vilka
proteiner som kan binda. Modifierad efter Li och Greenberg (2012).

Brostcancerns olika former

Hur brostcancerceller upptréder influeras starkt av omkringliggande celler och somala celler,
som ar bindvavsceller som stadgar strukturen i biologiska vavnader. Forskning har visat att
alla typer av celler i brostvavnader genomgar forandringar i genuttrycket under tiden som
cancern utvecklas (Flintoft 2004). Brostcancer kan delas in i olika grupper beroende pa var i
brostet den sitter, invasiv- och icke-invasiv brostcancer.

Icke-invasiv brostcancer

Denna sortens brostcancer finns inom trummorna i brostet som &r tunna rér som forser
brostvartan med mjolk. Detta innebar att cancern inte har spridits till omgivande fett eller
annan brostvavnad. Icke-invasiv brostcancer kan delas in i tva grupper av brostcancer (Astra
Zeneca 2010).

Lobular cancer in situ

Lobulér cancer in situ syns inte pa mammografi och upptéacks oftast av en slump. Detta ar
egentligen inte cancer utan snarare forstadiet med onormala celler som leder till 6kad risk for
att utveckla brostcancer. Lobuldr betyder att cancern ar avgransad och kommer inte att sprida
sig. Darfor behéver ingen medicinsk behandling genomgas. Daremot ska personen vara
uppmarksam pa att tillhora riskgruppen for att utveckla invasiv brostcancer senare (Astra
Zeneca 2010).

Duktal cancer in situ

Duktal cancer in situ &r den andra sorten och syns ofta pA mammografi, som sma
forkalkningar i gangsystemet i brostet. Av de maligna forandringarna utgors ungefar 15 % av
duktal cancer in situ och detta leder alltid till operation och ibland i kombination med
stralbehandling efterat.



Invasiv brostcancer

Invasiv brostcancer sprider sig ut i brostets fettvavnad och kan dar ifran spridas vidare till
andra delar av kroppen via lymfkarl eller blodkérl. Klassificeringen av invasiv brostcancer
utgar fran hur mycket den har spridit sig och delas in i fyra stadier. Cancer fran de olika
stadierna behandlas olika eftersom de har spridit sig olika mycket. Tidig brdstcancer hittas i
brostet eller lymfkarlen i armhalorna, lokalt avancerad bréstcancer har hunnit sprida sig till
huden. Nar brostcancern har spridit sig via blod- eller lymfkérlen &r det avancerad form av
brdstcancer, denna angriper ofta skelett, lever eller lungor. Vid inflammatorisk bréstcancer
finns tumaren i lymfkarlen, vilket gor att dessa blir blockerade (Astra Zeneca 2010).

En studie gjord av Kornelia Polyak och hennes kollegor beskriver genuttrycket hos celler fran
frisk brostvavnad, invasiv (angripande) brostcancer och en icke-invasiv tumor variant (ductal
carcinom in situ, DCIS). For att separera de olika komponenterna i vavnaden t.ex. epitelceller,
myofibroblaster och myoepitelceller, anvandes magnetiska droppar som var bundna till
antikroppar, dessa fungerar som cell specifika markérer. Manga av generna i de
omkringliggande cellerna i DCIS och invasiv cancervavnad visade sig koda for proteaser,
proteas inhibitorer och protein receptorer. Senare studier visar att dessa celler &ven signalerar
till cancerceller via signalerande substanser sa som kemokiner, interluekiner och tillvéaxtfaktor
receptorer (Polyak et al. 2004).

Polyak och hennes kollegor borjade titta mer i detalj pa tva signalmolekyler, kemokinerna
CXCL12 och CXCL14 som hittades i myofibroblaster respektive myoepitelceller i
cancervavnader. Bada dessa kemokiner stimulerar tillvaxt, migration och metastaserande hos
brostcancerceller in vitro. De fann dven att receptorerna for dessa kemokiner uttrycktes mer i
epitelcellerna i invasiv cancer an i DCIS och frisk vavnad (Polyak et al. 2004).

Behandlingar och deras biverkningar

En viktig forutsattning for att tumorer ska kunna véxa till sig och bli metastaserande &r blod
tillforseln. Genom att paverka tillgangen pa blod kan storleken och den metastatiska
kapaciteten hos tumoren regleras. Det ligger stort fokus pa att angripa angiogenesen vid en
cancerbehandling, alltsa stoppa nybildningen av blodkarl fran befintliga blodkarl.
Angiogenesen karaktériseras av invasion, migration och proliferation av glatta muskler och
endotelceller, som bryter ned basalmembranet och bildar ett nytt blodkérl (Byrne et al. 2008).

Det finns nagra olika sétt att behandla brostcancer beroende pa hur langt utvecklad den ér.
Om den upptécks tidigt racker det vanligtvis med en operation. | vissa fall kombineras
operationen med cytostatika behandling. Inom cytostatika behandlingen finns olika grupper,
de tva effektivaste ar, antracykliner (epirubicin och doxorubicin) och taxaner (docetaxel och
paklitaxel) (Piccart-Gebhart et al. 2008).

Forskning har visat att brostcancercellerna &r beroende eller oberoende av hormoner vilket har
stor betydelse for behandlingen. Cellmembranet och insidan av en tumércell innehaller en
mangd olika proteiner som medverkar i signaleringen for tillvaxt och forokning.
Tillvaxtfaktor receptor typ 2 for humant skinn (human epidermal growth factor receptor type
2, HER?2) &r ett av dessa proteiner. 20 % av alla brostcancerfall &r HER2 positiva, vilket
innebér att HER2 uttrycks for mycket. Av alla HER2 positiva tumorer &r 50 %
hormonberoende. Tumérer som ar HER2 positiva &r oftast mer aggressiva. Forskning visar att
HER2 positiva tumorer & mycket kénsliga for antracykliner (Matos och Cufer 2007).
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Herceptin

Herceptin & en monoklonal antikropp som angriper amplifierade och éveruttryckt HER2, en
tyrosinkinasreceptor som aterfinns i 25-30 % av bréstcancer fallen (Romond et al. 2003,
Matos och Cufer 2007, Wang och Thanou 2010). Det verksamma dmnet i Herceptin heter
trastuzumab (FASS 2010). Trastuzumab anvands mot HER2 positiva tumorer och upptacktes
1998 (Romond et al. 2005). Bindningen till receptorn innebér att signaler for tillvéxt,
reproduktion och spridning av metastasen forhindras inom tuméren. Trastuzumab anvéands
ofta i kombination med cytostatika. Eftersom cancer, dven brdstcancer, finns i ménga former
pagar det mycket forskning for att fa fram fler mediciner (Matos och Cufer 2007).

Tyverb

Lapatinib ar en liten molekyl som inhiberar tyrosinkinas bade HER2 och HER1 (Geyer et al.
2006, Matos och Cufer 2007). Lapatinib &r det verksamma dmnet i Tyverb, och dess struktur
kan ses i figur 3. Medicinen ges alltid i kombination med en annan cancermedicin (FASS
2010).

Figur 3. Bilden visar strukturen for Lapatinib (FASS 2010).

Taxaner

Taxaner angriper cellens mikrotubuli under celldelningen. Vid slutfasen i meios och mitos ska
kromosomerna separeras sa det finns en av varje uppsattning i vardera cellen. Mikrotubuli ser
till att detta sker. Docetaxel och paklitaxel (figur 4) som &r tva verksamma damnen inom
taxaner (FASS 2010), ar mikrotubuli-stabiliserande och stor funktionen sa att cellcykelns
mitos och meios inte kan genomfoéras. Till foljd av detta induceras apoptos, programmerad
celldod (Grogan et al. 2007).

Figur 4. Bilden visar strukturen av docetaxel (vénster) och paklitaxel (hdger) (FASS 2010).

Eftersom cytostatika behandlingar dven skadar kroppsegna celler har mycket forskning
fokuserats pa att forsoka hitta andra metoder att behandla cancer. En nyare srategi ar
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nanopartiklar som anvénds som bérare av lakemedlet i kroppen, med specificitet for
cancerceller (Heley och Frenkel 2008). Den vanligaste typen ar jarnoxid nanopartikeln, som
anvands for att visualisera tumorer. Deras storsta fordel &r att de kan bli visualiserade i
magnetrontgen. Nanopartikeln med jarnoxid kan ocksa guidas till tumoren genom att anvanda
ett externt magnetiskt falt, de kan ocksa bli uppvarmda for att tillhandahalla hypertermi vid
cancer behandlingen (Wang och Thanou 2010).

Nanopartiklar i guld ar en annan typ av oorganiska metallpartiklar som anvénds for att
malsoka tumarer. Partikeln bestar av en kdrna av kisel, som &r oladdad och omgiven av ett
skal av guld. For att dessa partiklar ska kunna frisatta lakemedlet bestralas de med Near Infra-
red laser (NIR). Véarmen fran stralningen gor att metallskalet forstors, och lakemedlet frisétts
(Wang och Thanou 2010).

Under det senaste artiondet har forskningen gatt framat och idag finns det manga olika typer
av nano partiklar, nagra av dessa ar dendrimerer, liposomer, polymera nano partiklar,
miceller, protein partiklar, keramik partiklar, virala partiklar, kol nanotuber. De system som
har godkéants av FDA &r liposomal doxorubicin, PEGylerat liposomalt doxorubicin och
daunorubicin samt albumin bundet paklitaxel. Passiv malsokning med nanopartiklar kan ske
genom ex. katjoniska liposomer som genom elektrostatisk interaktion kan binda till negativt
laddade fosfolipoder som uttrycks pa endoteliala tumorceller (Byrne et al. 2008).

Partiklarna kan modifieras for att binda specifikt till cancercellernas membran, till nukleéra
receptorer eller till receptorer i cytoplasman. Detta resulterar i att en hdg koncentration av
lakemedlet frisatts i cancercellen, och minskar toxiciteten for kroppsegna celler. Nano-
partiklarna som anvénds ar valdigt olika i storlek, form och material, &ven egenskaperna
varierar i avseende pa hur mycket lakemedel som kan laddas i partikeln, stabilitet, hastigheten
av lakemedelsfrisattningnen och malstyrningsformaga. De olika varianternas selektivitet for
tumarceller beror pa deras yta som har ligander eller antikroppar som ar specifika for epitop
eller receptorer pa tumarcellerna (Heley och Frenkel 2008).

Nanopartiklarna som anvands kan a) detektera, b) visualisera tumdrer och deras metastaser, c)
behandla och d) bevaka behandlingsgangen. Under utvecklingen av dessa partiklar ar kemin
bakom karnan och lagren tillverkade med évervagande av struktur, integritet och stabilitet hos
partikeln i biologiska vétskor. Pa samma sétt som nar lakemedel tillverkas behover dven
nanopartiklarnas kemiskfysikaliska egenskaper sattas i relation till nano partikelns
egenskaper, biofarmaceutisk relaterat till egenskaperna av bio-barriarer och farmakologiska
relaterat till site, tid och duration av nanopartikelns aktivitet. ADME (Administration,
Distribution, Metabolism och Utsondring) studier maste goras for att undersoka
nanopartikelns ytegenskaper och kemiska egenskaper (Wang och Thanou 2010).

FDA (Food and Drug Administration) har godként Doxil® och Abraxane® inom
cancerbehandlingar. Doxil som é&r ett liposomalt doxorubicin anvands vid behandling av
aggstockscancer, medan Abraxane ar albumin konjugerat med paklitaxel och anvénds inom
brostcancerbehandling (Wang och Thanou 2010)

Liposomer &r vanligtvis inom storleksordningen nano och &r uppbyggt av ett lager lipider
omgivet av vatten pa insidan innehallande lakemedlet. Albumin &r en naturlig transportor av
endogena hydrofoba molekyler, som binder med icke-kovalenta interaktioner (protein
bindning), dessa bindningar &r kritiska inom farmakokinetiken (Wang och Thanou 2010).

Pa grund av barriarer sa som nedbrytning och icke-specifik distribution forhindras lakemedels
transport i kroppen till tumdrer. Liposomalt doxorubicin, Doxil, 6kar halveringstiden drastiskt
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for den aktiva substansen fran minuter till timmar, och ger en 6kad ackumulation av
lakemedlet i tumdrer och signifikant minskad hjarttoxicitet. Polymer miceller ar uppbyggda
av amfifila blockpolymerer, med hog kapacitet att binda hydrofoba ldkemedel sa som
paklitaxel. De bildar ett skydd mot nedbrytning och upptag. Den sistnamnda leder till
ackumulering i friska organ som i sin tur kan leda till toxicitet. Narvaron av polyetylen glykol
(PEG) pa nano partiklarnas yta forhindrar att de tas upp av makrofager i retikuloendoteliala
systemet (RES) (Blanco et al. 2013)

Diskussion

BRCA1 och BRCAZ2 ar proteiner som medverkar i reparationen av skadat DNA, genom
homolog rekombination. For att rekombinationen ska kunna ske bildas ett antal komplex med
andra proteiner (se figur 1). Det har skett mycket forskning pa just dessa tva gener och
proteinerna de kodar for, som tyder pa att det finns vissa mutationer som &r vanligt
forekommande i tumorer. Med hjalp av detta kan man screena personer for att se ungefar hur
stor risken &r att drabbas av bréstcancer. Genom ett blodprov kan personer testas om de ar
bérare av en muterad brdstcancergen eller inte. Men resultatet &r inte exakt, dven de som inte
har nagon av dessa mutationer for arftlig brostcancer kan fa brostcancer. Liksom att personer
med mutationerna inte helt sékert kommer utveckla nagon brostcancer.

Barare av mutationer i BRCA 2 utvecklar oftare &ggstockscancer senare i livet. Sannolikheten
for att utveckla aggstockscancer ar olika for alla med mutationer i BRCA 2. Personer med
mutationer i mitten av dggstockscancer kluster regionen (ovarian cancer cluster region,
OCCR) har en hogre risk att utveckla dggstockscancer (Thompson 2001). Forskning har &ven
visat att man som har mutationer i BRCA 2 utanfér OCCR har 6kad risk for utveckling av
prostatacancer (Thompson 2001 och Edwards 2003).

Att behandla cancern resulterar ofta i stora pafrestningar pa kroppen, da medicinerna angriper
bade cancercellerna och kroppens egna celler. | och med detta pagar det mycket forskning
kring hur man ska kunna behandla cancern utan att skada kroppen. Det forskarna har kommit
pa ar att anvanda nanoteknik. Eftersom forskare vet mer nu om hur generna och dess proteiner
fungerar, an for bara ndgra ar sedan, kan medicinerna forhoppningsvis skraddarsys sa att
kroppen tar sa liten skada som mojligt (Wang och Thanou 2010).

Trots att det har skett och fortfarande sker mycket forskning kring BRCAL och BRCA2, hur
de paverkar andra proteiner och hur forlusten av dessa kan leda till tumorbildning, finns det
fortfarande mycket kvar att utforska. Mycket forskning sker pa BRCA2 och hur proteinet
paverkar andra RAD51 mediatorer, vilket kan tyda pa att BRCAZ2 ar mer kopplad till
reparationer via homolog rekombination an vad BRCAL1 ér.

Tack
Jag vill tacka Lage Cerenius for korrigering och aterkoppling pa arbetet.
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