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Sammandrag

I bade mer eller mindre ekonomiskt utvecklade ldnder sa dr en av de ledande dodsorsakerna
cancer. Populationstillviaxt och en dldrande befolkning dr nagra faktorer som kommer att 6ka
cancerfallen i vdrlden. For att forebygga cancer sd spelar tumorsuppressorgenen p353 en viktig
roll. I 50 % av alla humana tumorer finns somatiskt inaktiverande mutationer av p53-genen.
Mus dubbel minut 2 homolog (MDM?2) kontrollerar noggrant p53-nivan i icke-stressade
celler. MDM2 binder till p53-transaktiveringsdoméinen och himmar dess aktivitet, vilket
fungerar som en negativ regulator. Bakomliggande orsaker for mottaglighet for cancer och
fortskridandet av sjukdomen kan antas att ha gora med polymorfa genetiska varianter 1 p53
reaktionsvégar. Genom att studera MDM?2 genen som kodar for en viktig negativ regulator av
p53, har man dérfor paborjat sokandet efter genetiska variationer 1 p53 reaktionsviagen. Det
hittades tva styckena enbaspolymorfier (eng. Single Nucleotide Polymorphism, SNP). En av
dessa var SNP 309 en T till G fordndring vid 309:e nukleotiden, den andra som hittades &r
mer sdllsynt det &r SNP 344, en T till A fordndring pa 344:e nukleotiden. En terapeutisk
strategi for behandling av cancer ar att aktivera p53 1 tumorer for behdllandet av vildtyp p53-
uttryck. Forskare har med flera tillvigagingsétt {orsokt hindra pS3-MDM?2 interaktion, till
exempel med sma peptider och MDM2 inhibitorer. Nutliner dr smd molekyldra himmare av
MDM2. Nutliner har utvecklats kliniskt i olika faser for selektivt himma MDM?2-p53
interaktion. Nutlinfamiljens forsta kliniskt utviarderade molekyl a&r RG7112. RG7112 fungerar
som en potent och selektiv antagonist av p53-MDM2 interaktion. Andra generationens
inhibitor RG7388 ar mer potent och har béttre formaga att sprida sig én forstagenerationens
MDM2-molekyldra himmare (RG7112). RG7388 kommer leda till en aktivering av
nedstroms transkriptions-mélgener och ge ett dkat uttryck av p53 1 bade cytoplasman och i
cellkdrnan. I prekliniska studier har nutliner visats ge lovande effekter mot cancer. Patienter
med tumorer som uttrycker vildtyp p53 kan alternativt behandlas med nutliner antingen som
monoterapi eller som kombinationsterapi. I jimforelse med vildtyp p53, sé dr mutant p53
motstandskraftiga mot nutliner 1 tumorceller. Vilket medfor en begransning av den
terapeutiska nyttan for MDM2-antagonister, till att bara gélla behandling av tumdrer som dr
vildtyp for p53.

Inledning

I bade mer eller mindre ekonomiskt utvecklade ldnder s &r en av de ledande dodsorsakerna
cancer. Tillviaxt och en &ldrande befolkning dr ndgra faktorer som kommer att paverka flera
cancerfall 1 viarlden. Mindre utvecklade ldnder dér ca 82 % av vérldens befolkning bor,
kommer att vara speciellt utsatt. Mindre ekonomiskt utvecklade ldnder har ytterligare 6kat
cancerbordan genom foréndrad livsstil. Négra kénda livsstilsbeteenden som okar risken for att
drabbas av cancer ar fysisk inaktivitet, rokning och dalig kost. Den vanligaste diagnosen for
cancer 1 varlden &r brost och lungcancer samt den framsta anledningen till cancerddd bland
mén och kvinnor. Vanligaste diagnostiserade cancerformen bland mén och kvinnor i mer
ekonomiskt utvecklade lédnder &r prostatacancer och lungcancer. Trots den stora befolkningen
1 mindre ekonomiskt utvecklade ldnder, s star man bara for 57 % av cancerfallen och 65 %
av cancerdddsfallen. Nagra av orsakerna till detta kan vara mindre tobakskonsumtion, samt
konkurrerande dodsorsaker som smittor. P& grund av aldrande population och 6kande
forekomster av kinda riskfaktorer, s kommer cancerfallen fortsdtta att forflyttas till mindre
ekonomisk utvecklade ldnder (Torre ef al. 2015).



For att forebygga cancer sa spelar tumorsuppressorgenen p53 en viktig roll (Tabell 1). Genom
celluldr stress kommer p53 som &r en transkriptionsfaktor att aktiveras och reglera flera
nedstrdoms mal som &r inblandade i apoptos, DNA-reparation, cellcykelkontroll, och éldrande.
Oftast i cancerceller sé dr p53 inaktiverad vilket till slut leder till en okontrollerad celldelning.
Mus dubbel minut 2 homolog (MDM?2) kontrollerar noggrant p53-nivan i icke-stressade
celler. MDM2 binder till p53-transaktiveringsdominen och himmar dess aktivitet, vilket
fungerar som en negativ regulator (Figur 1).
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Figur 1. I normala celler eller celler efter DNA-reparation ar p53 inte fosforylerad. Koncentrationen
av p53 proteiner &r ldg pa grund av protein regulatorn MDM?2. Vilket aktiverar igdng en degradering
av p53 proteinet genom ubiqutin ligase. I celler med en DNA-skada s& kommer p53 att bli aktiverad
med hjélp av fosforylering. Eftersom p53 dr fosforylerad sa kan inte MDM?2 binda dit och bilda ett
p53-MDM2 komplex. Vilket 6kar koncentrationen av p53. Efter DNA-reparation kommer p53
aterigen bli inaktiv genom defosforylering.



Tabell 1. Visar i texten anvidnda forkortningar.

Forkortningar

ChIP Chromatin
immunoprecipitation Spl Transkriptionsfaktor

E3 Ubiquitin ligase TAD Transaktiverande domén
Growth arrest and

GADDA45 DNA damage protein DR5S Death receptor 5

p21 Cyclin-dependent EMSA Electrophoretic mobility
kinase inhibator 1 shift assay

S20s2 Sarcoma osteogenic cell line p53 Tumorsuppressor pS3

SNP Enbaspolymorfi STS Soft-tissue sarcoma

MDM?2 Mouse doble minute 2 homolog

Aterstillandet av funktionen for p53 som en tumdrsuppressorgen kan intréiffa genom att
forhindra en interaktion mellan p53-MDM2. MDM?2-genen i sig sjélv dr transkriptionella
maélet for p53, dir en 6kning av p53-nivaer kommer leda till en minskning av MDM2-nivaer,
darfor tjinar MDM?2 att uppratthalla laga nivaer av p5S3 genom proteosomal nedbrytning
(Bond 2005, Andreeff 2016). Att p53 tumdrsuppressorgenen fungerar korrekt dr en viktig
forutséttning for att bekdmpa cancer. Det dr svart att forutse de biologiska resultaten fran p53-
aktivering, eftersom en p53-aktivering &r sa flerdelad. Den stricker sig frén framkallande av
tillvaxtstopp till frambringande av celldod, vilket limiterar den terapeutiska anvédndningen av
p53-baserade behandlingar. Transkriptionsfaktorn Sp1 och p53 delar bada pa en gemensam
regulator som &r MDM2, vilket binder till Sp1 och p53 for en proteasomal nedbrytning (Li et
al. 2014).

Ett transkriptionsprogram kommer att initieras nédr tumorsuppressorproteinet p53 aktiveras vid
celluldr stress sasom DNA skador och onkogen aktivering, och leda till DNA reparation,
cellcykelstopp, och i vissa fall apoptos (Jin & Levine 2001). For att forhindra tumorbildning,
har p53 responsen i reaktionsvigarna visats sig vara ett avgorande steg. I 50 % av alla humana
tumorer finns somatiskt inaktiverande mutationer av p53 genen. Med hjélp av observationer
har man kunnat visa betydelsen av p53 reaktionsvédgar och hur den undertrycker tumorer.
Bakomliggande orsaker for mottaglighet for cancer och fortskridandet av sjukdomen kan
antas att ha géra med polymorfa genetiska varianter 1 p53 reaktionsvégar (Zauberman 1995,
Ries 2000).

Syfte

Syftet med den hir studien &r att skildra effekterna av nukleotid fordndringar 1 MDM?2-
promotorn. Hur kan nukleotid fordndringar i MDM2-promotorn resultera i minskad funktion
for p53 att agera som en tumorsuppressorgen? Konsekvensen av forandringen blir att vi okar
mojligheten for att bilda tumorer 1 manniskokroppen. Studien tar upp 1 olika experiment
forhédllandet mellan nukleotidforandringar och 6kade nivaer av MDM?2.



Sokandet av genetiska variationer

Genom att titta i Mouse double minute 2 homolog (MDM?2) genen som kodar for en viktig
negativ regulator av p53, har man darfor paborjat sokandet efter genetiska variationer i p53
reaktionsvégen. P4 grund av att MDM?2 binder direkt och hammar p53 kommer det leda till att
vi fér en reglering av p53-stabilitet och aktivitet som en transkriptionsaktivator. MDM?2 genen
ar aven kind som E3 ubiqutin-protein ligas MDM?2. I ménniskan kodas proteinet MDM?2 av
MDM?2 genen. MDM2 proteinet fungerar bade som en inhibitor av p53-transkription och som
en E3 ubiqutin ligas som kénner igen den N-terminala transaktiveringsdoménen (TAD) hos
p53 tumorsuppressorn. Avgorandet for en vél reglerad p53 gensvar beror pa hur stor
uttrycksnivéerna 1 MDM?2 verkar. Sekvensfordndringar 1 MDM?2-promotorn forekommer
naturligt och kan resultera i forédndrat genuttryck av MDM2-protein, vilket ddrigenom
paverkar p53 tumorsuppressorn och potentiellt 6ka cancer hos ménniskor (Bond et al. 2004).
Sokandet efter genetiska variationer i MDM?2-promotorn, fokuserades till en véldefinierad
region 1 intronen som utnyttjas av bade p53 och Ras for att aktivera MDM?2 transkription
(Zauberman 1995, Ries 2000).

Sekvensanalys av MDM2-promotorn

Bond et al. (2004) hittade vid relativt hog frekvens i bade heterozygota tillstdndet (T/G, 40 %)
och homozygota tillstdndet (G/G, 12 %) tva styckena enbaspolymorfier (eng. Single
Nucleotide Polymorphism, SNP) i MDM2-promotorn. En av dessa var SNP 309 en T till G
forandring vid 309:e nukleotiden i den forsta intronen (Figur 2). Den andra som hittades &r
mer séllsynt och har inte vidare studerats, finns bara 1 heterozygot tillstdnd i 8 % av
befolkningen. De dr SNP 344, en T till A forandring pd 344:e nukleotiden. Genom att
analysera MDM?2-promotorn for denna region kunde man avsléja flera formodade
bindningsstéllen for transkriptionsfaktorn Spl. En T till G fordndring av SNP 309 forldngde
en av de formodade Sp1 DNA-bindningsstéllena, vilket tyder pé att ndrvaron av SNP 309 kan
oka affiniteten hos Sp1 till denna region av MDM2-promotorn. Spl bindningsstéllena
identifierades for att undersoka de funktionella konsekvenserna av SNP 309. Det visade sig att
bindningsaffiniteten hos oligonukleotider innehdllande SNP 309 var mycket hogre 4dn for
vildtyp-sekvensen av renat Sp1 i ett koncentrationsintervall av 150 ng-450 ng (Bond ef al.
2004).
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Figur 2. Transkriptionsaktivatorns Sp1 affinitet fordndras genom single nucleotide polymorphism i
MDM?2 promotorn. (A) Visar transkriptionsfaktorns bindningsstille for pS3 och Ets/AP-1. Bilden
visar positionen for SNP 309, samt promotor av MDM?2-genen i intronen. (B) Téankbara mél for
transkriptionsfaktorn Sp1 i SNP 309 och for vildtypsekvensen. (Bild tagen fran Bond et al. 2004, med

upphovsrittsinnehavarens tillatelse).



Sp1 stimulering av SNP 309

Den sammanlagda bedomningen av data pekar pa att Sp1 kan aktivera transkription genom att
binda till MDM?2-promotorn. Aktiviteten av Spl stimuleras ytterligare av att SNP 309 ar
nirvarande genom att 6ka dess DNA-bindande affinitet till MDM?2-promotorn. Om Sp1
stimulerades ytterligare med nédrvaro av SNP 309, sa borde homozygota individer for SNP
309 (G/G) visa forhdjda nivaer av MDM2, jamfort med individer med vildtypsekvensen for
SNP 309 (T/T). For att visa detta, anvinde Bond et al. (2004) 43 tumorhérledda cellinjer som
sedan genotypades for SNP 309. Frekvensnivaerna av SNP 309 motsvarade den som fanns i
normala frivilliga forsékspersoner. Det fanns en korrelation mellan hogt uttryck av MDM2-
transkriptet och nérvaron av SNP 309, jimfort med nivderna i vildtypcellerna f6r SNP 309
(T/T). Analysen visade en signifikant hogre proteinnivd i MDM2 homozygota cellinjer {or
SNP 309 (G/G). Det har i tidigare studier rapporterats att tre av de fyra cellinjerna (A875,
CCF-STTGI1 och T47D) homozygota for SNP 309 &veruttrycker MDM2 nér man jamfor
cellinjer framstillda av liknande tumdrtyper (Landers 1997, Lu 2002, Phelps 2003).

Sp1 reglering och 6kade MDM2-nivaer

Att associationen av SNP 309 och Sp1 6kar nivderna av MDM?2, stods med hjélp av dessa
data. Endogent Sp1 himmades, for att testa om Sp1 transkriptionsfaktorn verkligen var
ansvarig for de 6kade nivaerna av MDM2 1 homozygota celler for SNP 309. Den resulterande
effekten pd endogena MDM2-nivaerna analyserades sedan med hjilp av tva olika metoder
som himmade Spl. Forsta metoden minskade Sp1-nivderna genom transfektion av siRNA,
specifikt for SpI-RNA. For det andra metoden, behandlades cellerna med mithramycin A, ett
antibiotikum som selektivt inhiberar Sp-transkriptionsfaktorn (Blume et al. 1991).
Proteinnivderna av Sp1 reducerades mer an tvd ginger av Sp1-siRNA i alla cellinjer som
testades 1 jamforelse med transfekterade celler med antingen en icke-specifik siRNA eller
siRNA riktade mot lamin A/B-transkript, &ven om proteinnivaerna for lamin A/B dramatiskt
minskade. Sp1-siRNA hade inte ndgon effekt pa en annan Sp familjemedlem (Sp3). Som
véntat, 1 alla tre cellinjer som testades leder reduktionen av Sp1-nivéer till en minskning av
proteinnivaer av cyklin D1, som &r en av dess kdnda malgener (Grinstein et al. 2002).

Fosforylering av p53 i MDM?2 SNP309 Homozygota celler

Naturligt forekommande SNP ger upphov till endogena uttryck av MDM2, vilket leder till en
inhibering av apoptosen efter kemoterapeutisk likemedelsbehandling i homozygota MDM?2
SNP 309-innehallande cellinjer (MANCA och A875). I bide protein och RNA-nivaer ser man
okade uttryck av MDM2, vilket kommer att ge upphov till minskade nivéer av p53-proteiner
vid en DNA-skada. I celler med MDM?2 SNP 309, kommer p53-proteinet att fosforyleras péd
Ser15. Fosforyleringen av p53-proteinet vid Serl5 kommer inte bara hjélpa till att stabilisera
p53, utan dven dess transkription. Med hjélp av antikroppar som specifikt kdnner igen Serl5
hos p53-proteinet kunde man undersoka kinassignaleringen av p53 i cellinjerna. Sex timmars
kemoterapeutisk behandling &dr den tidpunkt som krdvs for att fa p53-proteinet aktiverad, och
just darfor en bra tid for att undersoka formagan hos p53 som skall fosforyleras. De
observerades efter DNA-skada betydande p53-fosforyleringar i cellinjer homozygota for
MDM?2 SNP 309, samt hur p53-nivderna dkade. Celler med stabiliserande p53-proteiner
binder till DNA. Ett sétt for MDM2 att hamma p53 &r att inhibera den DNA-bindande
formégan (Arva et al. 2005).



MDM? och p53 polymorfism och utveckling av levercancer

Den femte vanligaste tumdren i1 vérlden ar hepatocelluldr cancer (HCC, elakartad
levercancer), vilket svarar for mer in 500 000 dodsfall varje &r. Over hela virlden &r
incidensen av HCC inte homogen, variationen beror pd forekomsten av de bakomliggande
orsakerna av leversjukdomen. Cirros (skrumplever) dr den viktigaste riskfaktorn for att
utveckla HCC. Globalt &r de vanligaste anledningarna till cirros, ldngvariga infektioner med
hepatit B-virus (HBV) och hepatit C-virus (HCV). Den viktigaste faktorn i etiologin f6r HCC
1 Asien dr langvariga HBV-infektioner. Ndgra virusfaktorer som har férknippats med HCC
utveckling 4r HBV-genotyp, virusmidngden och mutationer i promotorn. Utvecklingen av
HCC kan dven péverkas av ytterligare faktorer sdsom kon, alder och alkoholkonsumtion.
Resultatet av HBV-infektioner tycks vara paverkad av genetiska faktorer. Att HCC-patienter
med kronisk HCV-infektion forknippades med MDM?2 SNP 309 rapporterades av Dharel et
al. (2006). For hepatocarcinogenes spelar bristen av pS3-funktionen en avgdrande roll.
Darfor dr p53-genen en bra kandidat {for att modulera HCC-risken. De existerar dven i p53-
genen genetiska polymorfismer, samt 215 G>C polymorfism vid kodon 72 (Arg72Pro). Att
Arg72 varianten framkallade apoptos effektivare &n Pro72 varianten, vilket kan paverka
cancerrisken beskrevs av Dumont ef al. (2003), som senare bekriftades av Young et al.
(2008).

Dharel et al. (2006) redovisade att HCC forknippades med MDM2 SNP 309 hos

patienter med langvarig hepatit C infektion. Frekvensen av G/G genotypen i denna studie var
34 % (198/583), betydligt hogre én for vita forsokspersoner (12 %), och nadgot hdgre dn
japanska (27 %) och kinesiska (25 %). Orsakerna till genotypfrekvensens olikheter kan bero
pa skillnader i studiepopulationerna. Férekomsten av G/G genotypen var hogre i HCC
patienter dn hos icke HCC patienter, vilket korresponderar med resultaten fran Dharel et al.
(2006).

Inhibering av SNP 309 genom DNA-skada

En inaktivering av p53 kan ske genom 6veruttryck av MDM2-nivéerna (Lain & Lane 2003).
For att testa p53-responsen, kan man aktivera DNA-skador i cellerna med det
kemoterapeutiska ldkemedlet etoposid (VP16). En aktivering av p53 kommer ge upphov till
DNA-reparation, cellcykelstopp och apoptos. Bond et al. (2004) observerade 20 % - 35 % dod
av den totala cellpopulationen i celler som &r av vildtyp for p53 och celler som ér vildtyp for
SNP 309 (T/T) (H460, ML-1, Tera-2). En intressant iakttagelse &r att vildtyp-p53 celler som
ar homozygota for SNP 309 (G/G) (Manca, CCF-STTGI1, och A875) uppvisade bara 1
genomsnitt 2 % - 3 % dodlighet av den totala cellpopulationen. Det analyserades dven fyra
cellinjer heterozygota for SNP 309 (T/G) och vildtyp for p53. Deras svar pa etoposid visades
vara i genomsnitt mellan 5 % - 7 % av den totala cellpopulationen. Tillsammans visar dessa
data att SNP 309 homozygota cellinjer himmas av DNA-skada (Bond et al. 2004).



MDM?2 SNP 309 — En kombinerad utvirdering av cancerrisk

MDM2 ér en negativ regulator av tumdrsuppressorgenen p53. MDM2 inhiberar p53-
transkription genom att binda till p53-proteinet. Tumorsuppressorfunktionen hos p53 kan
inaktiveras pa grund av dveruttryck av MDM2-genen. | MDM?2-genen beskrev Bond et al.
(2004) en enbaspolymorfism (SNP) kallad SNP 309, med en nukleotidfordandring fran T till
G. Bédde p53 och RAS anviénder denna promotor for att aktivera MDM2-transkription. Bond
et al. (2004) kunde visa hur transkriptionsfaktorn Sp1 6kade sin affinitet till MDM?2-
promotorn i G/G-genotypen av SNP 309 samt hur MDM2-RNA nivaerna 6kade, vilket
resulterar i en inhibering av p53 (Wilkening et al. 2007).

SNP 309 och cancerrisk

Det finns flera studier gjorda av forskare om SNP 309 och 6kad cancerrisk. Ett tiotal av de
studierna handlar om SNP och brostcancer, den mest undersokta cancerformen. Forskare
hittade inget samband mellan SNP 309 och brdstcancer fran dessa studier, inklusive tre
studier om drftlig brostcancer. Detsamma géllde for kolorektala (tjocktarmscancer)
cancerstudier. Det gjordes sex kontrollstudier pd lungcancer. Lind et al. (2006) kunde visa en
signifikant association mellan SNP 309 (G/G) och lungcancer. Zhang et al. (2006) pekade pa i
sin studie att alla subtyper av lungcancer (476 skivepitelcancer, 361 adenocarcinom, och 269
ytterligare subtyper) kunde férknippas med SNP 309. I endast lungcancer och adenocarcinom
upptickte forskarna Park ef al. (2006) och Jun et al. (2007) ett samband mellan homozygota
(G/G) celler for SNP 309 och cancerrisk (Wilkening et al. 2007).

Debutalder for cancer och SNP 309

Patienter med Li-Fraumeni syndrom har visat sig fa tidigare debut for tumoérbildning genom
SNP 309. De flesta Li-Fraumeni patienter har en p53 mutation i konscellerna. Inte 1 ndgon av
de kontrollstudierna visade ndgot samband med tidigare debut {for brostcancer och SNP 309.
Det finns likvél tva rapporter som antyder pi att statusen for receptorerna 1 dstrogen eller
progesteron kan fordndra SNP 309 mottagligheten och resultera i tidigare debut for
brostcancer. Undersokningar gjorda pa akut lymfatisk leukemi och en tidig debut av
kolorektalcancer visade sig ha ett samband med G-allelen av SNP 309. Att kvinnliga celler
skulle vara mer bendigna for en anti-apoptotisk effekt av G-allelen, kunde antas efter
vetenskapliga studierna pa kolorektalcancer av Bond et al. (2006) och Alhopuro et al. (2005)
samt den funktionella studien av Harris ef al. (2005) pa 113 lymfocytcellinjer (Wilkening et
al. 2007).

Analys av p53 aktivitet

I minst tre olika mekanismer kan man se hur p53 inhiberas av MDM2. Att MDM2 fungerar
som en E3 ubiquitin ligase med inriktning pa p53 proteasomal nedbrytning, dr en vél studerat
process (Honda 1997, Haupt 1997, Kubbutat 1997). Allt eftersom halveringstiden for p53
okar kommer p53-nivaerna att stiga, vid vissa celluldra pafrestningar sésom DNA-skada.
Bristande oférmégan hos MDM?2 att kunna borja nedbrytningsprocessen av p53 efter en
DNA-skada, har att géra med 6kningen av halveringstiden for p53. MDM2-nivéerna
reduceras liksom dess affinitet for p5S3-bindning omedelbart efter DNA-skada (Michael &
Oren 2003).



Okade nivier av MDM2 och dess inverkan pa p53

Nivéerna av vildtyp p53 i celler fore och efter stress (DNA-skada) kontrollerades av Bond et
al. (2004) for att ta reda pa vilken effekt forh6jda nivaer av MDM2 1 G/G celler har pa p53-
nivaerna. p53-nivaerna stabiliserades betydande i de tva testade G/G cellinjerna, genom
reducering av MDM?2 med hjilp av siRNA. Data pekar pé att nedbrytningen av p53 i G/G-
celler sker genom att MDM2 binder till p53, men att forhdjda nivaer av MDM2 1 icke-
stressade G/G-celler inte ytterligare minskar halterna av vildtyp 53. Som sagts tidigare kan
okandet av MDM2-nivéderna genom stress dven minska p53-nivderna (Bond ef al. 2004). En
mojlig forklaring kan vara att MDM2-nivaerna inte dr begrdnsade i icke-stressade celler och
pa sa vis inte har nagon ytterligare effekt pa p53-nivaer. Hittills kan man siga att
experimenten stodjer en modell dir p53-nivderna minskas av att celler homozygota for SNP
309 uttrycker hogre nivder av MDM2. Individer som har en p53-mutation i en allel kommer
att utveckla tumorer 1 mycket storre frekvensen dn andra ménniskor (Li-Fraumeni Syndrom)
(L1 1990, Garber 1992).

Att tumorbildning paverkas positivt genom 6kade nivder av MDM2 gér att hitta starka bevis
pa i litteraturen. Ett exempel dr nir Jones ef al. (1998) anvinde MDM?2-genen som en transgen
for att producera overuttryck av MDM2 1 moss. Moss som inte var transgena visade fyra
génger mindre MDM2-nivéer dn mdss som var transgena i olika viavnader. Alla transgena
moss utvecklade spontana tumorer under sin livstid (Jones et al. 1998). Ett annat exempel &r
ndr Lundgren et al. (1997) visade hur det bildades tumorer 1 murina brostepitelceller genom
maélinriktade dveruttryck av MDM2.

Li-Fraumeni individer — Tumoérutveckling

Utvecklingen av tumdrer hos Li-Fraumeni individer sker oftast hos unga personer och dessa
kan under hela sin livstid utveckla flera tumoérer. Bond et al. (2004) antog att individer med
Li-Fraumeni syndrom skulle ytterligare fa pS3-nivéerna forsvagade genom dkade nivéer av
MDM?2, ddrmed paverka ytterligare tumorbildning. For att testa detta borjade man att
analysera DNA-skada responsen i fibroblaster samt nivierna av MDM2. MDM2-nivaerna var
signifikant hogre 1 SNP 309 (G/G) fibroblaster, jimfort med dem som fanns i SNP 309 (T/T)
fibroblaster. SNP 309 homozygota (G/G) celler visade ingen signifikant skillnad i DNA-
innehall jaimfort med T/T fibroblaster. Narvaron av SNP 309 kan bdde paverkat matvirdena
av MDM2 och p53 i1 Li-Fraumeni individer efter etoposid-behandling (Bond ef al. 2004). En
minskning av p53-nivaer i Li-Fraumeni individer i nidrvaro av SNP 309 skulle kunna paverka
tumorutvecklingen. For att ta reda pa denna mgjlighet gjorde forskargruppen en studie pa 88
familjemedlemmar med Li-Fraumeni syndrom och med en neddrvd mutation i en allel av p53.
Man fann att det inte fanns négon skillnad 1 frekvensnivan av SNP 309 mellan Li-Fraumeni
individer och 50 friska personer (Hwang et al. 2003).

Genomsnitt 9 ar tidigare tumordebut — Li-Fraumeni syndrom

Av 88 Li-Fraumeni individer diagnostiserades 66 personer med cancer. Debutdldern for alla
tumortyper borjade betydligt tidigare hos heterozygota eller homozygota individer som bér pé
SNP 309. Medianaldern for tumdrdebut hos personer med SNP 309 var 18 ar, medan
mediandldern hos vildtyp individer var 27 ar. Mer bestdmd, bland vildtyp individer var
medianaldern for uppkomsten av Soft Tissue Sarcoma (STS) 14 &r, medan medianaldern var
tvd ar hos SNP 309 individer. Nér det géller brostcancer var medianédldern 39 ar bland vildtyp
individer och 29 &r for SNP 309 individer. I genomsnitt fick personer som bar pd SNP 309
tumorer 9 4r tidigare dn de som inte bar pd SNP 309. Utvecklandet av tumdrer vid 1ag alder
med ndrvaron av SNP 309 som ytterligare minskar p53-nivaerna hos Li-Fraumeni personer
bekriftas med dessa data. Ett utméirkande egenskap av Li-Fraumeni syndrom ér att under en
livstid bilda flertal tumorer. Med Fisher's test kunde man visa en korrelation mellan



forekomsten av flertal tumorer och ndrvaron av SNP 309 f6r individer med STS. Data pekar
pa en sammankoppling med ndrvaron av SNP 309 och férekomsten av oberoende
efterfoljande cancer. Tva viktiga kdnnetecken for Li-Fraumeni syndrom &r ndmligen tidig
debutalder for tumorer och forekomsten av flertal tumdrer under en livstid dédr pS3 spelar en
viktig roll. p53 hdmmas genom nirvaron av SNP 309 1 promotorn av MDM?2-genen som leder
till att vi far ett overuttryck av MDM2-protein (Bond et al. 2004).

Enbaspolymorfism - SNP 285G>C

Knappskog et al. (2011) hittade hos den vita befolkningen en enbaspolymorfism (SNP
285G>C), 24 baspar uppstroms fran SNP 309 i MDM?2-promotorn. SNP 285C allel varianten
bildar en tydlig SNP 285C/SNP 309G haplotyp som star for ca 12 % av de SNP 309G alleler.
Affiniteten for transkriptionsfaktorn Sp1 till MDM?2-promotorn kommer att reduceras pa
grund av att SNP 285C motverkar effekten av SNP 309G, vilket dr forknippat med en
minskad risk for att drabbas av cancer. Det finns ett intresse att forska efter ytterligare
varianter i MDM?2-promotorn. Studier gjorda pd SNP 309 och SNP285 pekar pa
promotoraktivitet i MDM?2. Nar allel varianterna av bade SNP 309 och SNP285 &r nidrvarande
kommer det att ge uttryck at minskade MDM?2-nivéer. Forskare har funnit genom
epidemiologiska studier i brostcancer, dggstockscancer och livmoderhalscancer hur SNP285
neutraliserar effekten av SNP309. Det ér i kombination med sliktskap och inte med en
SNP285 variant som SNP309 orsakar en 6kad cancerrisk (Knappskog 2011a,b).

SNP309 och SNP285 - Med risk for lungcancer

I USA ér lungcancer den vanligaste orsaken till cancerrelaterad dod. Variationen i etnicitet ar
viktiga hdanseenden nir det giller forekomsten och dodligheten i lungcancer. Risken for att
utveckla och do6 av lungcancer dr mycket hogre hos afro-amerikanska mén, i motsats till
europeiska-amerikanska mén. Det finns manga anledningar som kan bidra till dessa skillnader
t.ex. genetiska variationer. I tidigare studier har man associerat en 6kad risk for lungcancer
med ndrvaro av SNP309 hos norska och koreanska befolkningar, samt en minskad risk hos
kaukasier och kineser. I andra forarbeten har forskare inte kunnat hitta nagot specifikt
samband med SNP309 nérvarande och lungcancer hos afro-amerikaner, vita amerikaner och
kineser. Det forblir alltjamt oklart, trots flertal gjorda studier p4 SNP309. SNP285 skulle
kunna vara en del av den epidemiologiska heterogeniteten betrdffande SNP309. Ryan et al.
(2012) undersokte 1 en kohort av 720 kontroller och 556 fall, huruvida SNP285 forsvarade
effekten av SNP309 i lungcancer. Bade vita och afro-amerikaner ingick i kohorten.
Resultatanalyserna fran forskargruppen visade en 6kad risk for lungcancer med en SNP309
fordelning. En kombination mellan SNP309 och SNP285 visade ingen signifikant effekt.
SNP285 kunde inte heller forknippas med négon risk for lungcancer (Ryan et al. 2012).

SNP 344T>A — Ursprungsfordelning och haplotyp status

SNP 344 ligger 35 baspar nedstroms frdn SNP 309 (Figur 3). Forsta ursprungsidentifieringen
av SNP 344T>A dgde rum nir Bond ef al. (2004) undersokte 50 friska personer. Efterfoljande
undersokningar gjordes av Knappskog ef al. (2012) bland annat for att ta reda pa hur
potentiella effekter av SNP 344 paverkar cancerrisken hos populationer. Forskargruppen
koncentrerade sig pd inverkan pé risken for 4ggstockscancer, brostcancer, livmodercancer och
prostatacancer. SNP 344 fordelningen jaimfordes hos 2954 norska friska kontroller med
aggstocks, brost, endometrial och prostatacancerpatienter. 181 personer av 2954 friska norska
kontroller observerades med SNP 344 A-varianten. 180 individer var heterozygota (SNP
344T>A) och endast en individ var homozygot (SNP 344A>A) (Tabell 2). Forskarna
observerade bland personer med SNP 309 (T/T) eller SNP 309 (T/G) dven alternativformen
SNP 344A. Det pekar pa att SNP 309T-allelen innehdller SNP 344A, vilket bildar en SNP
309T/344A haplotyp (p < 1 x 107'%). I SNP 309G-allelen gar det att hitta SNP 285C. Det hir
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indikerar att SNP 344A endast existerar i haplotypen SNP 285G/309T/344A. Nar det giller
afroamerikaner sa visade det sig att 17 av 50 individer hade SNP 344 A-varianten, 16
heterozygota och en homozygot. Forekomsten av SNP 344A var signifikant hogre (p < 0,001)
bland afroamerikaner én vita. Nér forskargruppen jaimforde forekomsten av SNP344A bland
cancerpatienter och friskapatienter fann man ingen signifikant skillnad. SNP 285G>C som
endast pévisats bland vita befolkningen med SNP 344A, liknande SNP 309G tycks ocksa vara
nirvarande bland afrikaner. Bland etniska grupper sé varierar ocksa fordelningen av variant
allelerna SNP 309G och SNP 344A. Vi har dven en variation i fordelningen av SNP 309G-
allelen med 10 % hos afrikaner, 40 % hos vita och 50 % hos asiater. SNP 344A-allelen
forekommer 18 % hos afrikaner men bara 3 % hos vita befolkningen. Med alla dessa
skillnader 1 fordelning kan det vara motiverat att undersoka fler cancerformer dér effekterna
av SNP 344 klarlaggs (Knappskog et al. 2012).

MDAY2 promater P2

GGTCACGIG/C)GEGCOGHGGEITGOGEGGO0GCTGICHGOGCGGGAGGTCCGRATGATCGLAGGTGCCTG{TIA N GGGTCA
t t t

SMPIES SNPI0A SMP3aa

Figur 3. I MDM?2-genen mellan exon 1 och 2 ligger promotorn, som innehaller SNP 285, SNP 309 och
SNP 344. (Bild tagen fridn Knappskog et al. 2012, med upphovsrittsinnehavarens tillatelse).

Tabell 2. Cancerpatienters och friska kontrollers fordelning av SNP 344 genotyp. Tabell reviderad
fran Knappskog et al. (2012).

Kohort Genotyp T/T  Genotyp T/A  Genotyp A/A Total
(%) (%) (%) (n)
Aggstockscancer (95,0) (4,9) 0,1) 1927
Brostcancer (94,8) (5,0) (0,2) 1271
Endometrialcancer (94,4) (5,4) (0,2) 895
Prostatacancer (92,7) (7,2) (0,1) 641

Friska kontroller (93.,9) (6,1) (0,0) 2954
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Nutliner - Forsta generationens inhibitor RG7112
[(4S, 5R)-2-(4-tert-butyl-2-ethoxyphenyl)-4,5-bis(4-chlorophenyl)-4,5-dimethylimidazol-1-yl]-
[4-(3-methylsulfonylpropyl)piperazin-1-yl] methanone

En terapeutisk strategi for behandling av cancer dr att aktivera p53 i tumdrer for behallandet
av vildtyp p53-uttryck. Forskare har med flera tillvigagangsitt forsokt hindra p53-MDM2
interaktion, till exempel med sma peptider (Wasylyk et al. 1999), och MDM2 inhibitorer
(Yang et al. 2005). Nutliner dr smamolekyldra himmare av MDM2 (Ambrosini et al. 2006).
Nutliner har utvecklats kliniskt i olika faser for selektivt himma MDM2-p53 interaktion.
Interaktionen mellan p53-MDM2 i normala celler fungerar som en ’feedback loop”.
Transkriptionsaktiviteten hos p53 kommer att hdimmas genom att MDM?2 reglerar p53
negativt. Effekterna av behandling mot cancer med nutliner vilket resulterar 1 celldéd hos
cancerceller, kan anses bero pé deras potential att binda MDM2 och pa sé vis forhindra en
interaktion med p53 (Lancu-Rubin et al. 2014). Framkallandet av cellcykelstopp och apoptos,
har tydligt visat hur slagkraftiga antitumoéraktiviteten ar hos nutliner in vitro mot ett antal
tumorer som uttrycker vildtyp-p53 (Kojima et al. 2005).

Nutlinfamiljens forsta kliniskt utvarderade molekyl &r RG7112 (Figur 4). Flera kliniska fas I
studier pd antitumoraktivitet har utvirderats, resultatet visade ett dosberoende tumorinhibition
och regression vid icke-toxiska koncentrationer nér man gav oral tillforsel av RG7112 till
moss med etablerade humana tumodrxenotransplantat. RG7112 fungerar som en potent och
selektiv antagonist av p5S3-MDM2 interaktion. Ytan pd MDM2-proteinet dir den binder till
p53 kommer att blockeras av RG7112 genom att imitera aminosyragrupperna (Phel9, Trp23,
och Leu26) vilket effektivt forhindrar MDM2- | o
p53 interaktion. Vi kommer att fa en 1"’ H‘%
blockering av cellcykelfaserna G1 och G2 N o
samt framkallande av apoptos ndr man |
behandlar humana cancerceller av vildtyp p53 F - "W
med RG7112, dir det sedan leder till en J,J\ .
stabilisering och ackumulering av p53. f
RG7112 har visats sig var lattmottaglig for [I' lw‘*} e
prekliniska leukemimodeller, dir effekten blir = o= — =
en snabb framkallande av apoptos (Tovar et
al. 2013).

Figur 4. Kemiska strukturen for

molekylen RG7112,
Nutliner i cancerceller som har behallit vildtyp p53, kan aktivera p53 vilket leder till
cellcykelstopp och apoptos, men inte i celler dir p53 dr inaktiverad genom mutation. p53-
mutanten ar praktiskt taget okénslig for nagra aktiveringsmedel, pd grund av att den &r
muterad 1 50 % av alla humana tumoérer. Detta gor det mojligt att i normala prolifererande
vivnader utveckla och forbéttra ett skyddande strategi, som inte inverkar pa kénsligheten hos
tumorer med mutant p53. Genom att anvinda nutliner som p53-aktiveringsmedel i normala
proliferande celler, men inte i cancerceller med mutant p53 kunde Carvajal ef al. (2005) visa
framkallandet av G1-S och G2-M kontrollpunkter.
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RG7388 andra generationens inhibitor av pS3-MDM?2
4-[[(2R, 3S, 4R, 55)-3-(3-chloro-2-fluorophenyl)-4-(4-chloro-2-fluorophenyl)-4-cyano-5-(2,2-
dimethylpropyl)pyrrolidine -2-carbonyl] amino]-3-methoxybenzoic acid

I cancerceller &r oftast p53 inaktiverad och .

leder till okontrollerad tillvaxt. %‘- o
Antagonisten och inhibitorn RG7388 ¢ &4
motverkar p53-MDM2 interaktion och kan Q }/ Fo 5 {fﬁ

pa sa vis minska nivaerna av MDM?2 samt ;"' M .
aterstélla funktion av p53 som en — > Yo

tumorsupressorgen vilket leder till oy I 1

cellcykelstopp eller apoptos i celler (Ding N _

2013, Andreeff 2016). |

Figur 5. Kemiska strukturen for

molekylen RG7388
Ett tillvigagangsétt som har ansetts vara attraktivt for cancerbehandling dr nér p5S3-MDM?2
interaktionen himmas, som sedan resulterar i ett aterstillande av p53-aktivitet. Utvecklandet
av smd molekylédra inhibitorer har forsvarats pd grund av den hydrofoba protein-protein
interaktionen. Den forsta p53-MDM2 inhibitorn som utvecklades kliniskt var RG7112, som
sedan foljdes upp av andra generationens inhibitor RG7388 (Ding et al. 2013). Nérvaron av
RG7388 kommer leda till en aktivering av nedstroms transkriptions-malgener och ett 6kat
uttryck av p53. Nedbrytningen av p53 kommer att stoppas genom att himma MDM?2 for att
binda till p53, vilket resulterar i 6kade nivaer av p53 1 bade cytoplasman och i cellkédrnan.
Framkallandet av apoptotiska stressreaktioner sker med hjdlp av efterfoljande aktivering av
nedstroms transkriptions-mélgener sdsom p21. Foregaende generations MDM2 hdmmare har
visats vara mindre potenta och har mindre formaga att sprida sig 4n andra generationens
MDM2-molekyldra himmare (RG7388). Genuttrycket av p53-transkriptionella mal i
RG7388-behandlad och obehandlad neuroblastomceller analyserades av Lakoma et al. (2015)
genom anvandning av tva p53 vildtyp cellinjer av neuroblastom (NGP och SH-SY5Y). Bade
inre (p21 och GADDA45) och yttrereaktionsvigarna (PUMA och BAX) samt cellarrest
involverades nir man fann att RG7388 signifikant uppreglerade mRNA uttryck av p53. I SH-
SY5Y-cellinjen kunde forskargruppen visa hur RG7388 péverkade p21-nivéerna med en 26-
faldig 6kning, en 4-faldig 6kning av GADDA45, en 7-faldig 6kning av PUMA, en 3-faldig
okning av BAX, och en 4-faldig 6kning av DRS. Efter analyssvaren kunde forskargruppen
uppskatta proteinuttryck av p53, liksom nedstroms mal p53 i neuroblastomcellinjer. p53-
nivaerna i neuroblastomcellinjer 6kade i samma takt som koncentrationerna av RG7388 dkade
(Lakoma et al. 2015).
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Diskussion

Sammanstillningen av experimentdata som presenteras har stoder fragestillningen att SNP i
tumorsuppressor pS3-reaktionsvig kan ligga till grund hur mottagliga individer blir for att
utveckla cancer. Att bindningsaffiniteten 6kar hos den transkriptionella aktivatorn Spl genom
SNP 309 i promotorn av MDM?2-genen vilket leder till hoga nivder av MDM2-RNA och
protein, kunde pavisas fran analyserna av cellodlingarna. MDM2 &r en viktig negativ
regulator av p53. Bond et al. (2004) visade att SNP 309 gav i genomsnitt 9 ar tidigare debut
av tumorer 1 bade sporadiska och drftliga cancer. Sammantaget kan man séga att affiniteten
for transkriptionsaktivatorn Sp1 till promotorn for MDM?2-genen 6kar genom SNP 309, vilket
leder till 6kad transkription. Inhiberingen av p53 sker direkt efter 6kade nivaer av MDM?2,
som sedan leder till en degradering av p53 i cellen. SNP 309 skildrande 6veruttryck av
MDM2-nivéer kan avsevirt minskas genom att inhibera Sp1 med endera siRNA eller
mithramycin A. Presentationen av olika experimenten visar pa att om vi behandlar
cancerpatienter homozygota for SNP 309 med mithramycin A, skulle det leda till en
inhibering av transkriptionsfaktorn Sp1 som i sin tur himmar MDM2-nivéderna och dkar
chanserna for p53 att inleda en apoptotisk respons i samband med kemoterapeutiska
lakemedel (Bond 2004, Wang 2014).

I minst tva processer skoter MDM2-proteiner p53-regleringen. Transkriptionsaktiviteten av
p53-proteinet himmas genom interaktionen mellan MDM2 och p53, vilket leder till en
blockering av transaktiveringsdominen. MDM2 och ubiquitinligas hjilps at for nedbrytningen
av p53-proteiner. p53-reaktionsvig 1 cancerceller kommer att forsdmras pd grund av MDM?2-
formedlad hamning, vilket resultera i 6kade nivaer av MDM2-proteiner (Arva et al. 2005).

Fragestdllningen om att forh6jda nivéer av MDM2 i SNP 309 celler (G/G) leder till oférmaga
for p53 att agera som en tumorsupressorgen vid DNA-skada, stods genom dessa experiment.
Forskarteamet kunde dven visa att p5S3-nivéerna inte minskade ytterligare genom 6kade nivaer
av MDM2 i icke-stressade G/G-celler. En mdjlig forklaring kan vara att MDM2-nivéderna inte
ar begrinsade 1 icke-stressade G/G-celler och pa sa vis inte ha ndgon ytterligare effekt pa p53-
nivaer. Endast genom DNA-skada skulle gora MDM2 begrédnsad och leda till minskning av
p53. Li-Fraumeni individer som har en mutation i en p53-allel kunde genom paverkan av SNP
309 pavisa tumorbildning. I genomsnitt sédnktes tumorbildningen med 9 ar hos Li-Fraumeni
individer med nirvaron av SNP 309. Nérvaron av SNP 309 kunde dven under en livstid hos
dessa individer 6ka forekomsten av flera tumdrer. En mojlig forklaring kan vara att Li-
Fraumeni individer bara har en vildtyp p53-allel som leder till att mutationshastigheten okar,
samre DNA reperationsprocess och en forminskad forméga att inleda apoptos i cellen. p53-
genen fungerar som en tumdrsupressorgen som begrinsar hastigheten for utvecklandet for
mutationer i flertalet cancertyper. 50 % av alla cancertyper sé ar p53 muterad. Muterad p53
leder till felaktig centrosomreplikering och kromosomavvikelser. Mgjligheten for att {4 cancer
1 borjan av livet 6kar genom en p53 mutation 1 kdnscellerna. Funktionen for p53 ér inte bara
att stoppa cellcykeln eller inducera apoptos vid DNA-skada, p53 kan dven paverka
hastigheten pa celldelningen av celler. Alla tre forhallandena kan genom hdmning av p53,
paverka cellen for hur forekomsten av alderspecifik cancer paskyndas hos individer (Bond et
al. 2004).
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Knappskog et al (2012) kunde visa hur affiniteten for transkriptionsfaktorn Sp1 forbattrades 1
nirvaro av SNP 309G, samt hur haplotypen 1 kombination med SNP 285C/309G minskade
Sp1 bindning. Effekterna av de olika polymorfismerna pd MDM2-promotorn kommer att
medfora i hur vl en individ dr mottaglig for cancer (Knappskog et al. 2011). SNP 285C
befinner sig pa SNP 309G-allelen och SNP 344A befinner sig pa SNP 309T-allelen. Det gick
inte att finna nédgra skillnader 1 fordelningen av SNP 344 hos friska individer samt
cancerpatienter som lider av dggstockscancer, brostcancer, livmoderhalscancer och
prostatacancer (Knappskog et al. 2012).

Inhiberingen av MDM2-p53 interaktion med RG7112 som 4r medlem 1 nutlinfamiljen har
visats i prekliniska studier ge lovande effekter mot cancer (Lancu-Rubin et al. 2014).
Mutationer i DNA-bindande domén gor transkriptionsfaktorn p53 inaktiv. Formégan att
aktivera p53 har gétt forlorat i hilften av alla humana tumoérer (Carvajal ef al. 2005). Patienter
med tumorer som uttrycker vildtyp p53, kan alternativt behandlas med nutliner antingen som
monoterapi eller som kombinationsterapi (Kojima 2005, Stuhmer 2005, Tovar 2005). Mutant
pS3 ar i motsatt forhallande, motstdndskraftiga mot nutlin-3a i tumorceller (Carvajal et al.
2005). Vilket medfor en begrinsning av den terapeutiska nyttan for MDM2-antagonister, till
att bara gilla behandling av tumdrer som ar vildtyp for p53 (Ambrosini et al. 2006).
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Etisk bilaga

Human tumorbildning via nukleotidforandringar i MDM2-promotorn
Alexander Sokyazian

Sjélvsténdigt arbete 1 biologi 2016

Forskningsetik

Studien har tittat pd hur nukleotid forandringar i MDM?2-promotorn minskar funktionen for
p53 att agera som en tumdrsuppressorgen. Konsekvensen av forandringen blir att vi 6kar
mdjligheten for att bilda tumdrer i mdnniskokroppen. Studien visar exempelvis 1 olika
experiment forhallandet mellan Single nucleotide polymorphism (SNP 309) och 6kade nivaer
av MDM2-protein. MDM?2 binder till p53 tumdrsuppressorgenen och inleder en
nedbrytningsprocess av p53. Cancerpatienter homozygota for SNP 309 behandlades med
mithramycin A, vilket paborjade en inhibering av transkriptionsfaktorn Sp1 som i sin tur
himmar MDM2-nivaerna och 0kar chanserna for p53 att inleda en apoptotisk respons (Bond
et al. 2004).

Alla mina kéllor som jag har anvant, har varit vetenskapligt granskade och hiamtade fran
web of science. Min stravan har alltid varit att formedla en sa opartisk rapport som
mojligt. Jag har inte fabricerat eller forfalskat data, studierna pa resultaten har varit
arligt rapporterade. Alla bilder i uppsatsen har anvants med upphovsrattsinnehavarens
tillstand. Man ska alltid sa langt som mojligt minimera skadorna samt riskerna och
maximera fordelarna nar man forskar pa manniskor. De dr dven viktigt att respektera
manniskans integritet.

Ur ett forskningsetiskt perspektiv har man genom tillimpad forskning i denna studie inte tagit
upp hur friska personer, cancerpatienter, eller djur behandlads fore, under och efter
undersokningarna. Smértan for minniskor och djur méste balanseras mot dndamalet oavsett
vilket strdvan det dn géller. Att bedriva cancerforskning &r ett viktigt steg for att mildra
smértan for mdnniskor och djur, kan man gora det med strikt kontrollerade djurforsok sa ér
det motiverat. Resultaten frin de olika experimenten och metoderna beskriver hur man gjort,
men en redogdrelse for det etiska perspektivet saknas. Det mesta av experimenten gjordes pé
hirledda cancerceller fran sjuka personer och djur. For att inte djuren ska lida i onddan kan
man kontrollera storleken pa tumdrer hos forsdksdjuren, pa sa vis avhjélpa ihallande smértan.
For att minska anvindandet av djurforsok har forskare nu borjat ta fram nya dataprogram for
simulering av olika organ i ménniskokroppen, ddr resultaten kommer att optimera
behandlingen av patienterna i1 framtiden och spara lidande och liv.
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