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Sammandrag

Epigenetik innebér att genuttrycket forandras utan att DNA-sekvensen i sig paverkats.
Metylering av DNA ér en av de mest studerade epigenetiska fordndringarna och specifika
monster av metylering kan antingen tysta eller aktivera gener. Metyleringsmonstren hos
cancerceller skiljer sig 1 hog utstrickning fran dem som ses hos friska celler. Flera studier har
visat att cancerceller tenderar att ha en 6kad grad av metylering i vissa promotorregioner
medan det 6vriga genomet ofta uppvisar en minskning i metyleringsgrad. D& promotorer blir
overdrivet metylerade leder det i regel till att genuttrycket tystas. Sker detta hos
tumorsuppressorgener kan resultatet bli en 6kad risk for okontrollerad celldelning och
ddrmed uppkomst av cancertumoérer. En minskad metyleringsgrad av det 6vriga genomet kan
leda till Gveraktivering av proto-onkogener samt en instabilitet av genomet i stort, vilket dven
detta kan ge en 6kad risk for tumorbildning.

Eftersom epigenetiska fordndringar ar reversibla har studier gjorts for att undersdka om en
aterstdllning av metyleringsmonstren kan anvandas som cancerbehandling. Demetylerande
dmnen verkar genom att inhibera de enzym som &r involverade i metyleringsprocessen och
ddarmed ateruttrycka tystade tumorsuppressorer. De mest studerade demetylerande
substanserna ér azacitidin (AZA) och decitabin (DAC). Dessa molekyler har mycket likartad
struktur och verkningsmekanism, men eftersom AZA ér en ribonukleosid kan molekylen i
aktiv form inkorporeras bade i DNA och RNA medan DAC, en deoxyribonukleosid, endast
kan inkorporeras i DNA. Vid ldga koncentrationer verkar bdde DAC och AZA genom att
reducera metyleringsgraden. Vid hogre koncentrationer av AZA kan substansen ocksé
inhibera proteinsyntesen. Baide AZA och DAC anvénds i dagsldget vid behandling av vissa
typer av leukemi hos dldre ménniskor. Resultatet av behandlingen har varierat mellan olika
studier och forskning pagar i dagsldget for att undersdka om dmnena kan kombineras med
andra cytostatika pa ett framgangsrikt sitt.

Inledning

Cancer ar en sjukdom som paverkar méanga, antingen for att man sjilv drabbas eller dd nagon
nérstdende insjuknar. Enligt Socialstyrelsens statistik dr tumdrsjukdomar den nést vanligaste
dodsorsaken 1 Sverige, endast hjért- kérlsjukdomar orsakar fler dodsfall (Baatz & Johansson
2015). Eftersom efterfragan ar stor pa en behandlingsmetod som ar s effektiv som mojligt
mot cancercellerna och samtidigt sd skonsam som mojligt mot kroppens dvriga celler ar
cancerforskning en mycket aktuell friga.

Pé senare tid har mycket pekat pa att epigenetiska forandringar, bland annat metylering av
DNA:t, kan ha stor paverkan pa bildandet av cancertumorer. Begreppet epigenetik syftar till
paverkan péd genomstabilitet eller genuttryck som inte fordndrar sekvensen i sig (He et al.
2013). Epigenetisk paverkan ar reversibel, 1 motsats till fordndringar som sker i DNA-
sekvensen. Detta innebdr att det &r mojligt att dterstdlla de epigenetiska fordndringarna (Yoo
et al. 2007), ndgot som varit av stort intresse for forskning pé en effektiv cancerbehandling.
Min uppsats dsyftar att redogora for hur DNA-metylering paverkar uppkomsten av tumdrer
samt forklara hur analoger till nukleosiden cytidin verkar som demetylerande &mnen och hur
dessa dr tinkta att fungera som cancerterapi.

DNA-metylering innebér att en metylgrupp adderas till en nukleotid i DNA-sekvensen. Hos
daggdjur sker additionen till cytosin. Metylgruppen tas ifran molekylen S-Adenosylmetionin
(SAM) och binds till 5’-dnden pa cytosinmolekylen genom en reaktion katalyserad av DNA-
metyltransferaser (DNMT-transferaser) (Kho et al. 1998). Det finns fem identifierade



DNMT-transferaser hos ddggdjur, varav tre dr ansvariga for metyleringsprocessen; DNMTI,
DNMT3a och DNMT3b (Gowher et al. 2005).

Det cytosin som oftast blir metylerat forekommer 1 s kallade CpG-positioner. Med CpG-
positioner menas att cytosin dr placerad intill guanin i DNA-sekvensen. CpG-positioner
tenderar att vara ojimnt fordelade i genomet och patréffas framst i vissa sekvenser, omtalade
som CpG-06ar. Dessa ér ofta placerade i promotorregionen och forekommer 1 ungefar 40 % av
genomets promotorer (Weisenberger et al. 2005). Metylering av CpG-positioner i
promotorregioner tenderar att leda till en reducering av genuttrycket. Denna typ av
genreglering anvénds i médnga sammanhang, det medverkar bland annat for att tysta gener pa
X-kromosomen (Jair et al. 2006).

Hur sker DNA-metylering?

Det finns i huvudsak tva olika processer for DNA-metylering, vilka utfors av olika enzym
(tabell 1). Den ena processen har som funktion att metylera DNA som &r hemimetylerat, det
vill sdga da ena strangen dr metylerad och den andra ometylerad. Den andra processen
metylerar istdllet DNA de novo, vilket betyder metylering av DNA som dr ometylerat pa bada
strangarna (Jair et al. 2006).

DNMT1

DNA-metyltransferas 1 (DNMT1) metylerar frimst hemimetylerat DNA (Jair ef al. 2006).
Enzymet har som huvudsaklig funktion att bibehalla metyleringsmdnstren pa den
nysyntetiserade DNA-stringen under replikationen, vilket bland annat ar viktigt f6r
formationen att av heterokromatin ska ske pa ritt sitt (Scott et al. 2014).

Strukturellt bestir DNMT1 av 1620 aminosyror, varav ca 500 ingar i C-terminalen och
omkring 1000 féorkommer i N-terminalen. I C-terminalen finns den delen av enzymet som har
katalyserande effekt (Fatemi ez al. 2001). I N-terminalen finns bland annat en sekvens som
anvénds for att kdnna igen replikationsgaffeln. Nedstroms fran denna sekvens finns en kort
“zinc binding domain” som har betydelse for att avgéra om den aktuella sekvensen &r
ometylerad eller hemimetylerad. Denna del av enzymet interagerar ocksad med det katalytiska
omrédet (Fatemi e al. 2001). DNMT1 har dock i dven visat sig metylera DNA de novo i
vissa specifika CpG-oar, vilket iakttogs 1 en studie med genmodifierade cancerceller som
saknade DNMT3a och DNMT3b (Jair et al. 2006).

DNMT3a och DNMT3b

DNMT3a och DNMT3b ér de enzym som i huvudsak metylerar DNA de novo, vilket bland
annat sker i embryonala stamceller (Jair ef al. 2006). Liksom DNMT1 har bade DNMT3a och
DNMT3b enzymets katalyserande del beldgen i C-terminalen (van Emburgh et al. 2011).
DNMT3a i sig forekommer i tvé olika isoformer, DNMT3a och DNMT3a2. DNMT3a2
saknar 219 animosyror i proteinets N-terminal jamfort med DNMT3a och har dessutom en
ndgot lagre enzymaktivitet (Suetake ef al. 2011). Mutationer i genen for DNMT3b orsakar
ICF (Immunodeficiency—centromeric instability—facial anomalies syndrome), en sdllsynt
sjukdom dér regioner nira centromeren ar hypometylerade (van Emburgh et al. 2011).

Ovriga metyltransferaser

Forutom ovanstdende enzym finns @&ven DNMT2 och DNTM3L (tabell 1). Dessa klassas
bdda som DNA-metyltransferaser trots att ingen av dem metylerar DNA. DNTM3L verkar
som en reglerande faktor genom att binda till DNMT3a och DNMT3b och 6ka deras



enzymaktivitet (Gowher ef al. 2005). DNMT?2 ar en homolog till DNMT1 och DNMT3, men
detta enzym har inte setts metylera DNA in vivo utan endast tRNA (Goll et al. 2006).

Tabell 1. Lista over de fem identifierade metyltransferasen och deras framsta funktion.

Enzym Funktion

DNMTI1 Metylerar hemimetylerat DNA

DNMT2 (TRDMT1) Metylerar tRNA

DNMT3a Metylerar DNA de novo

DNMT3b Metylerar DNA de novo

DNMT3L Okar enzymaktiviteten av DNMT3a och DNMT3b

Metyleringsmonster i normala celler jamfort med cancerceller

I normala celler 4r CpG-positioner i promotoregionen ofta ometylerade medan majoriteten av
CpG-positionerna i ovriga genomet dr metylerade (Bird et al. 1985). Tumdrceller kan
ddremot uppvisa flera typer av avvikande metyleringsmonster. Vilka gener som péverkas
varierar ndgot mellan olika cancertyper.

Hypermetylering tystar tumorsuppressorgener

Manga cancertyper uppvisar en 6kad grad av metylering, sa kallad hypermetylering, i
promotorregionen till olika tumdrsuppressorgener (He et al. 2013). Hypermetyleringen av
promotorregioner leder i regel till att genens aktivitet inhiberas. Om en tumorsuppressorgen
blir tystad genom hypermetylering medfor detta en 6kad risk for okontrollerad celldelning,
och dérav okad risk for bildning av tumorer. Inaktiveringen av genen kan antingen bero pd att
transkriptionsfaktorer inte ldingre har mdjlighet att binda eller genom verkan av enzymer som
orsakar andra epigenetiska forandringar, s som histondeacetylaser (Campos et al. 2007).
Histondeacetylaser dr enzymer som tar bort acetylgrupper fran histoner, vilket gor att DNA-
molekylen binder hirdare till histonen och generna blir ddrfor mindre benéigna att uttryckas
(Burke et al. 2014).

Hypermetylering av andra promotorregioner

Forutom tumorsuppressorgener kan dven andra gener tystas och verka som en bidragande
faktor till tumdrbildning. Genen AMLH1 kodar for ett protein involverat i MisMatch Repair,
ett system som anvénds av bade prokaryoter och eukaryoter for att reparera fel i DNA-
sekvensen som sker under replikationen (Rajan et al. 2014). Denna gen har setts vara
hypermetylerad hos cancerceller i flera typer av cancer, bland annat 1 mag- tarmkanalerna
(Nakajima et al. 2001) och i dggstockarna (Strathdee et al. 1999). Studier pa patienter med
tjocktarmscancer visade att promotorregionen hos AMLH1 var hypermetylerad 1 20,3 % av
cancerfallen (Li et al. 2013).

Aven gener involverade i apoptos, exempelvis gener som kodar for kaspaser eller “apoptotic
protease activating factor” (APAF), kan ibland bli hypermetylerade hos cancerceller. APAF-1
har setts vara metylerad i cellinjer av humana leukemiceller, dér metyleringen resulterade i
nagot lagre nivaer av APAF-1 (Fu et al. 2003). I en studie utférd av Christoph et al. (2006)
undersoktes metyleringsgraden hos ett flertal gener, bland annat APAF-1, i celler fran 90
patienter med njurcancer. Vid analys av resultatet kunde man konstatera att 97 % av
cellinjerna hade en hypermetylering av promotorregionen till APAF-1. Man sdg ocksa att 41
% hade en hypermetylering av promotorn till genen DAPK-1, vilken kodar for ett kinas som



ocksa ar involverat i apoptos (Christoph et al. 2006). En annan studie visade att
promotorregionen av genen CASPS, som kodar for kaspas-8, var metylerad i varierande
utstrdckning hos 52 av 70 testade neuroblastom (Kamimatsuse et al. 2009). Uttrycket av
CASPS sags i studien ocksé vara signifikant ldgre hos celler metylerade i CpG-positioner i
nukleotid nr 840 och 854, jamfort med tumorceller som inte var metylerade i dessa
positioner. Detta indikerade att specifikt dessa tva positioner var av betydelse for huruvida
genen tystades eller inte (Kamimatsuse et al. 2009).

Global hypometylering

I motsats till promotorregionerna uppvisar genomet i stort ofta en minskning i
metyleringsgrad, sa kallad hypometylering, hos cancerceller jamfort med normala celler 1
samma vivnad (He et al. 2013). Hypometyleringen dr ofta koncentrerad i repetitiva
sekvenser, vilka upptar omkring 45 % av det ménskliga genomet (Weisenberger ef al. 2005).
Majoriteten av de repetitiva sekvenserna dr muterade versioner av en typ av
retrotransposoner. Av dessa star “long interspersed nucleotide element-1" (LINE-1) for ca 20
%, och dessa omraden dr de som oftast ses vara hypometylerade hos cancerceller
(Weisenberger et al. 2005).

Den globala hypometyleringen tenderar att resultera i flera parallella effekter, inklusive
instabilitet av genomet samt en 6kad risk for uttryck av onkogener. MET &r en proto-onkogen
som setts dveraktiverad genom hypometylering vid flera olika cancertyper, bland annat
kronisk myeloisk leukemi (Roman-Gomez et al. 2005). D4 sju cellinjer fran humana
tjocktarmstumorer undersoktes in vitro konstaterades att hypometyering av vissa LINE-1
element var kopplat med dverdriven aktivering av proto-onkogener som annars var tystade
genom metylering. De aktuella proto-onkogenerna var MET, RAB3IP och CHRM3 (Hur et al.
2014).

Mojliga orsaker till avvikande metyleringsmonster

Precis vad som orsakar de avvikande monstren i metylering hos cancerceller dr d&nnu oklart,
men beror troligen pé flera faktorer som samverkar. Det forekommer ett flertal teorier
géllande omstindigheter som pé olika sétt kan paverka metyleringsgraden, varav nagra
presenteras nedan.

Genuttryck av metyltransferaser i cancerceller

En teori géller huruvida hypermetyleringen i promotorregionerna beror pé ett 6kat genuttryck
av gener som kodar for DNA metyltransferaser (DNMT-transferaser). Studier pa cancer i
flera vivnader, bland annat i bukspottskdrtel, har visat att DNA metyltransferas 1 (DNMT1)
ofta dr mer uttryckt i cancerceller jamfort med normala celler i samma vivnad (Peng et al.
2005). Cancerceller som saknar gener for DNMT1 och DNMT3b saknar dven i hog
utstrackning metylering av DNA-sekvensen, vilket antyder att dessa tvd enzym har stor
betydelse for processen (Jair et al. 2000).

Graden av genuttryck av DNMT3b tycks variera nagot mellan cancertyper i olika vdvnader. I
studier pé celler fran gastric signet ring cell carcinoma (SRC) sags ingen fordndring i
genuttryck for DNMT3b vid jimforelse mellan tumorceller och normala celler (He et al.
2013). Studier pa cancerceller i centrala nervsystemet uppvisade diaremot ett signifikant okat
genuttryck av DNMT3b (Rajendran et al. 2011). I en studie med celler frdn akut myeloisk
leukemi identifierades drygt 20 transkript av genen DNMT3b som visade sig ha en avvikande
splicing 1 5°-dnden. Den fordndrade splicingen resulterade i att genen kodade for ett forkortat



protein som helt eller delvis saknade enzymets katalytiska del av C-terminalen (Ostler et al.
2007). Den vanligast forekommande isoformen var DNMT3B7 som kodades av 40 - 50 % av
DNMT3b-transkripten fran cancercellerna. Denna form av enzymet var endast 40 kDa jamfort
med normalt DNMT3Db péa 96 kDa (Ostler et al. 2007). For att undersoka om forekomsten av
forkortade enzym bidrog till ett avvikande metyleringsmonster uttryckets DNMT3B7 1293
cellinjer, vilka dérefter jamfordes med cellinjer som inte uttryckte trunkerat enzym. D&
cellinjerna som uttryckte forkortat enzym undersoktes, konstaterades att metyleringsmonstren
hos fyra gener dverensstimde med mdnster som iakttagits i cancerceller. Dessa inkluderade
bland annat en 6kad grad av metylering i promotorregionen for tumdrsuppressorgenen E-
cadherin (Ostler et al. 2007).

DNMT3a verkar ha en mindre betydelse for avvikande metyleringsmonster jamfort med
DNMT1 och DNMT3b. For DNMT3a sdgs en minskning av genuttryck for cancerceller fran
gastric signet ring cell carcinoma (SRC) i jamforelse med normala celler fran samma vivnad
(He et al. 2013). DNMT3a tycks dock dnda ha viss paverkan pa metyleringsprocessen hos
tumorer. Studier pé celler hos moss med lungcancer har visat att cancerceller med mindre
mingder DNMT3a har en nigot ldgre metyleringsgrad &n cancerceller med normal mingd
enzym (Raddatz et al. 2012).

Sammantaget kan sdgas att ett okat genuttryck setts for bAde DNMT1 och DNMT3b i
cancerceller jAmfort med normala celler. Mycket tyder pa att uttrycket av dessa tvd enzym
har stor betydelse cancercellers avvikande metyleringsmonster medan DNMT3a tycks ha en
nagot mindre betydelse (Jair et al. 2006).

Reaktiva syreforeningar

Reaktiva syreforeningar, sa som fria syreradikaler eller foreningar som litt Gvergar till
radikaler, dr en biprodukt av mitokondriernas respiration (Nohl ez al. 2003). Dessa tenderar
att orsaka cellskador genom en process kallad oxidativ stress. Alla som lever i en syrerik
miljo riskerar att utsdttas for oxdiativ stress och maste darfor ha mekanismer for att handskas
med detta. Skador pA DNA-sekvensen orsakat av oxidativ stress ar ofta omtalad som en
bidragande orsak till uppkomst av tumorer och ett flertal studier har visat att oxidativ stress
kan inducera bade hypermetylering och hypometylering (Wongpaiboonwattana et al. 2013).
Hypometyleringen tros orsakas av flera olika faktorer, men ett av de mest omtalade skilen &r
forekomst av 8-oxo0-2'-deoxyguanosin (8-OHdG) i DNA-sekvensen. 8-OHdG ér en oxiderad
form av kvivebasen guanin bunden till deoxyribos, vilken kan forhindra bindning av
metyltranseraser och pa sa sitt hindra metylering av nérliggande cytosin i DNA-sekvensen
(Weitzman et al. 1994).

Hur reaktiva syreforeningar orsakar hypermetylering av DNA ar dnnu inte faststillt men ett
flertal studier har visat att detta forekommer. Studier pa celler frdn matstrupen hos ménniska
har visat tecken pa att véteperoxid, H,O,, kan inducera hypermetylering hos p16, vilket dr en
tumorsuppressorgen som ofta dr hypermetylerad vid matstrupscancer (Hong et al. 2010 ).
Aven studier pa tumdérceller fran levervivnad visade en 6kad grad av metylering, denna gang
1 promotorregionen pa tumorsupressorgenen E-cadherin, efter behandling med viteperoxid. I
studien iakttogs ocksa bindning av bide DNMT 1 och histondeacetylaser till den undersokta
promotorregionen. Ingen paverkan sags dock pd mdngden DNMT3a eller DNMT3b vid
behandlingen (Lim ef al. 2008).



Metyleringsmonster och dldrande

Dé en minniska &ldras dkar bade frekvensen av avvikande metyleringsmonster och risken for
att cancertumorer uppstar (Rakyan et al. 2010). Att forstd kopplingen mellan avvikande
metylering och aldrande relaterat till avvikande metylering och cancer kan alltsé vara viktigt
for att forklara uppkomsten av cancertumérer. Nar blodprov fran 93 friska kvinnor i aldern 49
- 75 &r undersoktes iakttogs i stort sett samma metyleringsmonster som ofta ses hos
cancerceller (Rakyan ef al. 2010). I studien anvéndes 28 av de 29 tumérsuppressorgener som
Ohm et al. (2007) studerat metyleringsmonstren 1 hos humana cancerceller. En jamforelse
gjordes sedan for att se hur monstren dverensstimde med varandra. Man fann da att
metyleringsmonstren hos cancerceller signifikant liknade de monster som sdgs i metyleringen
hos éldrade celler (Rakyan et al. 2010). Liknande studier har dven gjorts pa
metyleringsmonster i andra vivnader. Johnson ef al. (2014) analyserade relationen mellan
metyleringsgrad och aldrande i normala celler fran brostvdvnad, for att sedan jaimfora
resultaten med metyleringsmonstren hos tumorceller fran samma vavnad. Man kunde
konstatera att 204 CpG-positioner uppvisade dldersrelaterade metyleringsmonster. Av dessa
204 positioner uppvisade 97 % en dkning i metyleringsgrad (Johnson et al. 2014). Da en
jamforelse gjordes mellan metyleringsmdnster i aldrande celler och cancerceller observerades
liknande monster i 24 av de 204 loci som tidigare uppvisat aldersrelaterad metylering. Bland
annat iakttogs hypermetylering av ett flertal tumdrsuppressorgener (Johnson et al. 2014).

Liksom i cancerceller har ett fordndrat genuttryck for DNMT-transferaser setts 1 dldrande
celler. D& méngden mRNA for DNMT1, DNMT3a och DNMT3Db undersoktes i celler fran
lungvévnad konstaterades en minskning av DNMT1 och DNMT?3a i dldrande celler medan en
signifikant 6kning sdgs av DNMT3b (Casillas et al. 2003).

Samband mellan hypermetylering och resistens mot cytostatika
Forutom att tysta gener involverade i celldelning och apoptos har hypermetyleringen i sig
ocksé setts minska effektiviteten hos vissa cytostatika som anvinds for att behandla
tumorerna. I en studie utford av Grovdal et al. (2007) ségs att metyleringsmonsten hos vissa
gener signifikant paverkade effekten av cytostatika (daunorubicin och cytarabin) som
vanligen anvénds vid behandling av akut myeloisk leukemi. Studien inkluderade 60 patienter
med antingen akut myeloisk leukemi eller myelodysplastiskt syndrom. Metyleringsstatus hos
tumorsuppressorgenerna pl5 och E-cadherin analyserades innan dess att behandling med
daunorubicin och 1-B-D-arabinofuranosylcytosin inleddes. Dérefter undersoktes andelen
patienter som fullstdndigt dterhdmtat sig och om andelen aterhdmtade hade ndgon signifikant
koppling till den tidigare undersokta metyleringsstatusen. Inget signifikant samband kunde
ses mellan metyleringsgraden hos p/5 och andelen dterhdmtade, ddremot konstaterades en
signifikant lagre grad av aterhdmtning hos patienter dér E-cadherin varit hypermetylerad
(Grovdal et al. 2007).

Anvandningsomraden for demetylerande @mnen

For att minska metyleringen av hypermetylerade promotorregioner anvdnds demetylerande
dmnen, vilka inhiberar verkan av metyltransferaser (Yoo ef al. 2007). Négra av de mest
studerade demetylerande substanserna ar analoger till nukleosiden cytidin. Tva av dessa ar
azacitidin (AZA) och decitabin (DAC) (Yoo et al. 2007). Dessa @mnen é&r strukturellt sett
mycket lika, den enda skillnaden dr att AZA ar en ribonukleosid och DAC ir en
deoxyribonukleosid (Aimiuwu ef al. 2012). Bida substanser anvénds 1 dagsliget vid
behandling av benmérgssjukdomen myelodysplastiskt syndrom (MDS) samt vid kronisk



myelomonocytir leukemi (CMML) och akut myeloisk leukemi (ALM) hos dldre personer
(Marcucci et al. 2013). Forskning gors ocksa pa mdjligheten att anvinda cytidinanaloger vid
behandling av andra typer av cancer som pdverkar blodbildande celler, exempelvis myelom
(Maes et al. 2014).

Zebularin

Forutom AZA och DAC forekommer dven studier pa en annan analog till cytidin, substansen
zebularin, vilken i dagsldget ej anvdnds vid cancerbehandling. Fran borjan var zebularin tankt
att forhindra deaminering av cytosin till uracil eftersom dmnet saknar en aminogrupp pa
pyrimidinringen (Cheng ef al. 2003). Senare visade sig substansen dven vara effektiv for
demetylering. Studier in vitro har visat att starka komplex formas mellan zebularin och
metyltransferaser hos Escherichia coli, vilket indikerade att &mnet eventuellt skulle gé att
anvinda for demetylering (Hurd ef al. 1999). Zebularin har senare setts aktivera gener hos
svamparten Neurospora crassa som blivit tystade genom hypermetylering (Cheng et al.
2003). Studier har dven gjorts pd humana cellinjer fran cancerceller i urinblasan dér zebularin
forhindrade metylering av 5’-dnden pa p16 (Cheng et al. 2004).

Verkningsmekanism hos AZA och DAC

Eftersom AZA och DAC strukturellt sett skiljer sig ndgot ifran varandra forekommer ocksa
vissa skillnader i processen som sker fran att substansen tas upp av cellen tills inkorporering
sker 1 DNA-sekvensen (figur 1). I klinisk behandling anvénds med fordel analoger till
nukleosider och inte nukleotider, detta eftersom nukleotider har en negativt laddad
fosforgrupp som gor att cellen inte effektivt kan ta upp molekylen (Yoo et al. 2007).
Nukleosider kan ddremot tas in i cellen, vilket gors med hjélp av “equilibrative nucleoside
transporters” (hENT-proteiner) och “concentrative nucleoside transporters” (hCNT-
proteiner). Darefter sker en fosforylering ddr deoxycytidinkinaser (dCK) adderar en
fosfatgrupp till DAC som da blir 5-aza-dCMP. Molekylen fosforlyleras dérefter ytterligare
och blir slutligen 5-aza-dCTP, vilket &r aktiva formen (Qin ef al. 2009). 5-aza-dCTP kan
sedan bli inkorporerad i DNA-sekvensen som ett substitut till nukleotiden cytosin. Verkan
bestar i att molekylen kovalent binder till DNMT]1 och pa sa sett inhiberar fortsatt metylering.
Metyltransferaset blir s& smaningom degraderat (Yoo et al. 2007).

For AZA forekommer tva aktiva former; 5-aza-dCTP som blir inkorporerad 1 DNA och aza-
CTP som blir inkorporerad i RNA (Aimiuwu et al. 2012). Efter att molekylen kommit in 1
celler blir denne forst fosforlyrerad av uridin-cytidinkinas och dérefter av difosfatkinas. Den
senare fosforlyleringen ger 5-aza-CTP som slutprodukt. En intermediér produkt &r dock 5-
aza-CDP, och en liten andel (uppskattningsvis 10 — 20 %) av dessa molekyler blir
konverterade till 5-aza—dCDP istillet for att omvandlas till aza-CTP (Aimiuwu ef al. 2012).
Konverteringen fran en ribonukleotid (5-aza-CDP) till en deoxiribonukleotid (aza-dCDP)
gors av enzymet ribonukleotidreductas. 5-aza—dCDP kan sedan i sin tur bli fosforylerad till 5-
aza-dCTP som dérefter inkorporeras i DNA-sekvensen (Aimiuwu et al. 2012).
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Figur 1. Schematisk bild dver processen fran upptag till inkorporering av AZA och DAC dér ingdende enzym
visas, Oversatt till svenska efter Yang et al. (2010) med tillstand fran upphovsrittsinnehavaren.

Effekter av AZA och DAC vid cancerbehandling

Béade AZA och DAC har ett flertal olika effekter pé cellerna d& substanserna anvinds som
cancerbehandling. I regel paverkar bade AZA och DAC metyleringsgraden vid lagre
koncentrationer medan AZA vid hogre koncentrationer ocksa har paverkan pa
proteinsyntesen. Vid behandling forekommer dven en del negativa effekter, inkluderat 6kad
risk for global hypometylering, vilket i sig kan 6ka risken for cancer (Hollenbach et al. 2010).

Skillnader i potens

Hollenbach et al. publicerade 2010 en studie in vitro dér tva cellinjer fran personer med akut
myeloisk leukemi anvéndes for att jamfora effekterna fran DAC och frén AZA. Vid en
jamforelse av ECsy (koncentration som krévs for att uppna hélften av maximal effekt) for de
bada substanserna visade sig AZA vara betydligt mer potent vid hogre koncentrationer (>1
uM). Detta skulle kunna bero pa att halveringstiden for bade AZA och DAC ar mycket kort i
cellkulturer, vilket kan ha betydelse i ssammanhanget dd AZA har mgjlighet verka i alla delar
av cellcykeln 1 och med inkorporering i RNA-sekvensen, medan DAC bara &r effektiv under
S-fasen. D4 denna hypotes testades ytterligare kunde slutsatsen dras att det krdvdes en hogre
en koncentration av DAC dn av AZA for att uppna samma effekt (Hollenbach et al. 2010).

Piaverkan pa proteinsyntesen

Forutom demetylering av DNA kan vissa demetylernade &mnen ocksé verka mot tumdrer
genom inhibering av proteinsyntesen. AZA och DAC visade sig i studien av Hollenbach et al.
(2010) ha vésentliga skillnader i effekten pa translationen. Vid behandling med AZA (2 uM)
iakttogs en inhibering av proteinsyntesen med 51 % 1 den ena cellinjen och 58 % 1 den andra



testade cellinjen. DAC dédremot visade ingen signifikant pdverkan pa proteinsyntesen, varken
vid koncentrationer av 2 uM eller av 5 uM (Hollenbach et al. 2010).

Orsaken till dessa skilda resultat &r att AZA, till skillnad fran DAC, inkorporeras i RNA-
sekvensen vilket dr nodvandigt for att substansen ska kunna paverka translationen. Eftersom
80 — 90 % av all inkorporering av AZA sker i RNA-sekvensen leder detta till kraftig
paverkan pa translationen, vilket kan leda till apoptos (Aimiuwu et al. 2012). AZA iakttogs
ocksa orsaka celldod vid behandling med koncentrationer 6ver 1 uM i hogre grad &n DAC
(Hollenbach et al. 2010).

Okad global hypometylering

Eftersom DAC och AZA verkar genom att hypometylera DNA och inte specifikt ersétter
cytosin enbart i promotorregionen leder anvandningen dven till en 6kad hypometylering av
det ovriga genomet. I studien utférd av Hollenbach et al. (2010) anvéndes metyleringsgraden
1 LINE-1 hos cellinjerna som matt for att undersdka hur substanserna paverkade den globala
hypometyleringen. En minskning av metyleringsgraden iakttogs da cellinjerna behandlades
med AZA vid koncentration 0,3—1 uM och for DAC vid koncentration 0,03—1 uM. Vid
behandling med AZA uppmittes maximal hypometylering vid 1 pM medan behandling med
DAC resulterade 1 maximal hypometylering av LINE-1 i bada testade cellinjer vid 0,3 uM
(Hollenbach et al. 2010). Slutsatsen dr att DAC orsakar global hypometylering vid ldgre
koncentrationer 4n AZA, bada orsakar dock global hypometylering vid kliniskt relevanta
koncentrationer (Hollenbach et al. 2010).

Resistens mot AZA och DAC

Resistens ér ett problem vid behandling med bdde DAC och AZA, mekanismen bakom
resistensen tycks dock skilja sig at. Hos bade DAC och AZA tycks resistensen dock vara
kopplad till mutationer i gener som kodar for de kinas som fosforylerar substanserna innan
inkorporering i DNA-sekvensen. Qin et al. (2009) genomforde en studie in vitro dér cellinjer
frdn humana cancerceller med bdde naturligt uppkommen DAC-resistens samt med inducerad
resistens anvéandes for att undersoka mekanismen bakom resistensen. Man sag att nivderna av
deoxycytidinkinaser (dCK) var mycket l4ga i celler som var resistenta mot DAC jamfort med
celler som inte var resistenta. Detta berodde pa lagt uttryck av dCK-mRNA och var dven
korrelerat med 1dga nivder av mRNA for hENT-proteiner. Hoga nivaer av mRNA for CDA,
vilket dr ett enzym som inaktiverar DAC, iakttogs ocksé i de resistenta cancercellerna (Qin et
al. 2009). Majoriteten av de mest resistenta cellinjerna uppvisade dven avvikelser 1 gener for
CDA, hENT-proteiner eller dCK medan detta inte forekom i ndgon av de cellinjer som hade
en hogre kinslighet for DAC. Man kunde dven konstatera att nivider av DNMT-transferaser
inte hade nagon synbar koppling till DAC-resistens. Ingen koppling kunde ses mellan
resistens mot DAC och resistens mot AZA, vilket antogs bero pa att AZA inte fosforyleras av
dCK och berors darfor inte av brist pa enzymet (Qin et al. 2009).

Studier har dven gjorts for att forsoka utrona mekanismen bakom resistens mot AZA.
Sripayap et al. (2014) skapade tva cellinjer fran humana leukemiceller dar man inducerade
resistens mot AZA med syftet att undersoka resistensensmekanismen. For att undersoka om
resistensen berodde pa en minskad aktivitet av AZA jaimfordes méngderna av DNMT],
DNMT3a och DNMT3b mellan kinsliga och resistenta celler. Da konstaterades att resistenta
celler hade signifikant reducerade nivéer av samtliga tre enzym jaimfort med de kansliga
cellinjerna (Sripayap et al. 2014). Hypotesen var da att resistensen berodde pa rubbningar i
aktiveringsprocessen av AZA, vilket skulle kunna bero pa UCK2, ett uridin-cytidinkinas som
ar essentiellt for AZAs aktivering. Inga fordndringar sigs i proteinnivéerna for UCK2,



déremot iakttogs ett flertal mutationer i tvd exoner hos genen UCK?2 (Sripayap et al. 2014).
Efter att ytterligare studerat effekten av dessa mutationer kunde slutsats dras att mutationerna
troligtvis paverkade aktiviteten hos UCK2 och att detta sannolikt hade betydelse for cellernas
resistensutveckling (Sripayap et al. 2014).

Resultat av kliniska studier

Ett flertal kliniska studier har utforts dar man undersokt hur AZA och DAC fungerar vid
behandling av leukemi. Benton et al. (2014) analyserade verkan av DAC da 14 patienter med
akut myeloisk leukemi behandlades med olika doser av substansen efter att tidigare ha
genomgatt minst en annan cancerbehandling. Man undersokte metyleringsgraden och kunde
konstatera att DAC var mest effektiv som demetylerande substans vid koncentrationen 60
mg/m? kroppsyta. D& metyleringsgraden av LINE-element undersoktes iakttogs att 1dga
koncentrationer (10 — 80 mg/m?) inducerade global hypometylering. Hypometyleringen var
inte lika forekommande hos patienter som behandlades med hogre doser (100 — 120 mg/m?)
(Benton et al. 2014). Kliniska studier har dven gjorts pa patienter som behandlats med AZA.
Pleyer et al. (2014) utférde en studie som inkluderade 302 patienter med akut myeloisk
leukemi som behandlades med AZA. Av dessa patienter svarade 48 % pa behandlingen och
forsta responsen skedde med ett median pa 3 méanader (Pleyer et al. 2014).

DAC kombinerat med inhibering av histondeacetylaser

Utdver vanlig cytostatika har DAC har dven kombinerats med andra substanser som ocksé
paverkar epigenetiska fordndringar. DAC har bland annat kombinerats med vorinostat, vars
effekt ar att inhibera histondeacetylaser och darmed aterstilla acetyleringen av histonerna
(Burke et al. 2014). Behandling med en kombination av DAC och vorinostat skedde hos
patienter med akut lymfatisk leukemi mellan 2009 och 2012. Man kontrollerade dér
genomets metyleringsgrad efter 0 och 5 dagars behandling och en jaimforelse gjordes mellan
fyra patienter som svarat och fyra patienter som inte svarat pa behandlingen. En signifikant
skillnad sédgs mellan grupperna, dir gruppen som svarat pa behandling uppvisade en ldgre
metyleringsgrad dn de som inte svarat pa behandling (Burke et al. 2014). En av de gener som
uppvisade en vésentligt lagre metyleringsgrad efter 5 dagars behandling var APAF-1. Man
sag ocksé en signifikant ldgre grad av metylering hos patienter som fullstindigt aterhdmtade
sig efter behandling jamfort med patienter som inte gjorde det (Burke ef al. 2014).

AZA och DAC i kombination med andra cytostatika

Eftersom hypermetylering visat sig paverka kénsligheten for cytostatikabehandling har det
varit aktuellt att kombinera demetylerande &mnen med andra cytostatika. Tanken &r att
dmnena da, forutom sin egen verkan, ocksa ska oka effekten av de andra ladkemedlen
(Glasspool et al. 2014). Denna hypotes har testats med varierande resultat. Bade positiva och
negativa effekter har iakttagits dd DAC kombinerats med andra cytostatika. Ingen av
studierna har dock uppvisat ndgot som tyder pa att den minskade metyleringsgraden i sig
kunnat oka effekten av andra cytostatika (Leonard ef al. 2014).

Hos patienter med dggstockscancer gjordes en jaimforelse mellan effekterna av behandling
med enbart karboplatin och en kombination av bade karboplatin och DAC. Baserat pa
resultaten 1 studien kunde man dock bara konstatera att DAC 1 detta fall snarare verkade
reducera @n dka effekten av karboplatin (Glasspool et al. 2014). Vid forsok in vitro dir celler
frdn akut myeloisk leukemi behandlades med en kombination av DAC och cytarabin iakttogs
dock en 6kad effekt d& substanserna kombinerades jamfort med behandling med substanserna
var for sig (Leonard et al. 2014). Eftersom effekten 6kade oavsett i vilken ordning
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lakemedlen anvindes iakttogs dock inget som antydde att demetyleringen bidrog till en 6kad
verkan av cytarabin (Leonard ef al. 2014).

Aven AZA har kombinerats med andra cytostatika i kliniska studier. Strathdee et al. (1999)
visade att AMLH1 ar hypermetylerad i ménga fall av resistens mot cytostatikan cisplatin vid
dggstockscancer. Eftersom genuttryck av AMLH1 tros vara viktig for utvecklingen av
resistensen uppstod fragestillningen om en minskad metyleringsgrad skulle pdverka
resistensutvecklingen (Strathdee et al. 1999). D4 AZA och cisplatin kombinerades uppvisade
cancercellerna en hogre kanslighet for cisplatin och ddrmed iakttogs en 6kad paverkan pa
tumortillvixten. Denna 6kade kénslighet var dock ej relaterad till det 6kade uttrycket av
hMLH 1, utan kunde endast forklaras av en interaktion mellan AZA och cisplatin (Strathdee
etal. 1999).

Diskussion

Nar tumorer uppstér beror detta ofta av ett flertal faktorer som samverkar och cancerceller
skiljer sig i ménga avseenden fran normala celler. Det kan dérfor vara svart att avgora precis
vad som orsakar cancern och vilka forandringar som uppkommit senare. Flera studier har
visat en signifikant skillnad mellan metyleringsmonstren i DNA:t hos cancerceller och
normala celler i samma vivnad. Vad som orsakar denna skillnad 4r dock oklart och ett flertal
teorier forekommer. D4 studier gjorts pd friska dldrande celler har man iakttagit att deras
metyleringsmonster 1 hog utstrackning liknar de monster som cancerceller uppvisar. Detta
vécker frdgan om de aktuella metyleringsmonstren verkligen dr unika for just cancerceller
eller om orsaken till att monstren ses hos dessa ér att cancer framst uppstar vid hog élder.
Mycket tyder dock pd att metylering, &tminstone i viss utstrickning, péverkar uppkomsten av
cancer. Detta eftersom metylering av promotorregioner till tumorsuppressorgener leder till att
dessa tystas, vilket kar risken for okontrollerad celldelning. Aven den globala
hypometyleringen verkar pa flera sétt vara en bidragande orsak till uppkomsten av tumérer.
Att friska éldrande celler i vissa avseenden uppvisar ett liknande metyleringsmonster skulle
didrmed kunna antyda att dessa dr pa vag att utveckla cancer. Noteras bor dock att metylering
av vissa specifika CpG-positioner dr mer avgorande @n andra for inhibering av genuttryck,
nagot som Kamimatsuse et al. (2009) iakttog 1 studier pé celler fran patienter med njurcancer.
En 6kad grad av metylering i sig medfor dirfor inte alltid en 6kad cancerrisk utan
metylgruppens placering dr ocksa betydelsefull.

Eftersom sa ménga olika faktorer spelar in vid bildandet av tumérer medfor detta stora
svérigheter vid forskning pé en effektiv cancerbehandling och ingen nuvarande
behandlingsmetod kan ses som fullstiindigt heltickande. Aven om bide azacitidin och
decitabin visat sig minska metyleringsgraden av hypermetylerade promotorregioner finns ett
flertal negativa effekter. Ett av de mest uppenbara problemen é&r att substanserna inte bara
minskar metyleringsgraden av promotorregioner utan dven av det dvriga genomet.
Forskningen i dagsléget ar till stor del inriktad pé vilka mgjligheter som finns att kombinera
demetylerande &mnen med andra cytostatika med férhoppningen att den minskade
metyleringsgraden ska 6ka effekten av dessa. Aven om flera studier har visat att en stdrre
effekt kan uppnas d& demetylerande amnen kombinerats med andra cytostatika kan man i
dagsldget inte sla fast precis vad den 6kade responsen beror pa. I de flesta studier verkar den
okade effekten endast vara orsakad av att substanserna var for sig minskar tumortillvaxten.

Att dra ndgon klar slutsats kring hur demetylerande &mnen faktiskt fungerar som
cancerbehandling dr mycket svart i dagsldget. Dels for att manga studier inkluderar ganska fa
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individer, vilket gor att resultaten blir ndgot osikra, men ocksa for att resultaten i olika
studier varit mycket varierande. Uppkomsten av cancertumérer dr dessutom en timligen
komplex process och kunskap saknas om manga involverade faktorer. Faststéllas kan dock att
demetylerande dmnen i viss utstrackning verkar begrinsa tillvixten av tumdrer och direfter
far vidare forskning avgora hur denna kunskap bést kan anvédndas for att skapa en s effektiv
cancerterapi som mojligt.

Tack

Stort tack till Lage Cerenius for handledning samt till Annie Hammare, Emil Ostholm,
Pauline Bergstrom och Sofia Sjoberg for aterkoppling.
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