


Genreglerande DNA-element
— EN OUTFORSKAD ORSAK

TILL CANCER

tvecklingen av cancer dr starkt kopplad till uppkom-

sten av genetiska forindringar. Dessa forindringar

omfattar allt frin mutationer i individuella baspar,
forlust eller amplifiering av kromosomsegment till transloka-
tioner dir det genetiska materialet frin olika kromosomer
blandas. Ansamlingen av dessa genetiska forindringar kan
efterhand som cellens normala funktioner sitts ur spel leda
till uppkomsten av cancerceller och, senare under forloppet,
sjukdomens progression och utveckling av terapiresistens.

NASTA GENERATIONS SEKVENSERING

Under de senaste fem &ren har stora framsteg gjorts i jakten
pa bakomliggande genetiska forindringar i olika cancersjuk-
domar. Mycket av detta tack vare utvecklingen av "nista ge-
nerations sekvensering” (next generation sequencing) som
medfort mojligheten att snabbt kunna sekvensera hela eller
delar av genomet for att identifiera genetiska forindringar.

For cancerforskningen har den nya tekniken medfért ect
paradigmskifte ddr vi gétt frin sekvensering av enskilda ge-
ner med hjilp av PCR och Sangersekvensering till sekvense-
ring av alla gener och hela genom i allt stérre patientmate-
rial.

Fokus har initialt framforallt varit sekvensering och analys
av de proteinkodande delarna av genomet. Mycket pd grund
av de mycket ligre sekvenseringskostnaderna i jimforelse med
helgenomsekvensering, men idven for att det dr enklare att
identifiera effekten av en mutation i en proteinkodande regi-
on.

P4 kort tid har dessa studier bidragit till identifieringen av
tusentals enskilda mutationer i kodande regioner som tillsam-
mans utgor sjukdomsspecifika mutationsprofiler, det vill siga
grupper av gener som dterkommande dr muterade i en speci-
fik cancerform.

Med nasta generations sekvensering har
forutsattningarna for att hitta mutationer i
proteinkodande regioner pa kromosomer-
na 0kat dramatiskt. Men dven fynd av muta-
tioner i genreglerande element i icke-prote-
inkodande regioner kommer att 6ka. Sdda-
na mutationer kan i lika hég grad vara orsak
till att cellen omvandlas till en cancercell.

Pa Centrum fér hematologi och regenera-
tiv medicin, Karolinska institutet i Huddinge
forskar forskarassistent Robert Mansson pa
genreglerande element och deras betydelse
for uppkomst av blodcancer.

MUTATIONER | KODANDE REGIONER

De funktionella effekterna av genetiska forindringar i ko-
dande regioner dr vilstuderade for ett stort antal gener och
kan genom forindrad eller forlorad proteinfunktion direke
kopplas till utveckling, progression och klinisk manifestation
av olika former av cancer. Ett klassiskt exempel dr mutationer
eller deletioner i den prognostiskt viktiga tumérsuppressor-
genen TP53 dir dven de funktionella effekterna av specifika
mutationer i méanga fall ir kinda.

Andra vil karaktiriserade exempel finns bland de fusions-
proteiner som skapas genom frekvent férekommande translo-
kationer som till exempel TEL-AMLI didr translokationen ger
upphov till ett nytt protein med ny funktionalitet. Som si-
dant dr det allmint vedertaget att mutationer i proteinko-
dande regioner bidrar till utvecklingen av cancer.

ICKE-KODANDE MUTATIONERS ROLL

Utover de genetiska fordndringar som direkt paverkar prote-
inkodande regioner, identifierar helgenomsekvensering signi-
fikanta mingder av genetiska forindringar i icke-proteinko-
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GENREGLERANDE ELEMENT OCH HUR DE KAN BIDRA TILL UPPKOMSTEN AV CANCER
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Figur 1. Gener regleras av regulatoriska element. Promotorer dr initieringspunkter for transkription medan enhancers och silencers modulerar trans-
kription positivt respektive negativt.

a) Schematisk bild av ett kromosomsegment med promotorer och regulatoriska element.

b) Enhancers och silencers styr den transkriptionella aktiviteten av en promotor genom direkt fysisk interaktion. Det &r inte alltid den ndrmaste pro-
motorn som regleras, i stéllet kan en enhancer/silencer interagera med och reglera en genomiskt avldgsen promotor. Kontakten mellan avldgsna
regulatoriska element sker genom att genomet organiseras i loopar vilket mojliggor att elementen kan komma i direkt kontakt med varandra. Den-
na typ av interaktioner har beskrivits for regulatoriska element som genomiskt ar separerade med upp till en miljon baspar fran varandra.

¢) Mutationer (markerade med rott x) i regulatoriska element kan bidra till 6kad eller minskad transkription av onkogener eller tumdrsuppressorge-

ner och dérmed till utvecklingen av cancer.

dande delar av genomet som i princip tills nyligen varit out-
forskade. Kan déd dessa icke-kodande mutationer vara bidra-
gande orsaker till utvecklingen av cancer?

For att en gen ska fungera normalt krivs inte bara en in-
takt proteinkodande region. Genen maste dessutom uttryck-
as i rice celler, vid ritt tidpunkt och i rdtc mingd. For att
detta ska ske krivs dven att de genetiska element som styr
genens utryck ir intakta och normalt fungerande. Aven om
det dr mindre vedertaget, finns det for ménga gener ingen
praktisk skillnad mellan en kodande mutation som reducerar
ett proteins aktivitet till hilften och en regleringsdefekt som
orsakar ett halverat uttryck.

Komplexa genetiska sjukdomar som cancer kan dirfor san-
nolikt orsakas delvis av genetiska forindringar som sitter de
element som reglerar en gens normala uttryck ur spel.

DET FUNKTIONELLA GENOMET

Nir, var och hur mycket en gen uttrycks styrs av ett komplext
system av genreglerande element i genomet'. Bland de bittre
karaktiriserade regulatoriska elementen dr promotorer, en-
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hancers och silencers (figur 1a). Oversiktligt agerar promoto-
rer som initieringspunkter for transkription. Enhancers rekry-
terar transkriptionsfaktorer och kromatinmodifierande enzy-
mer och modulerar transkription frin promotorerna. Silencers
fungerar pd ett liknande sett som enhancers men har en ne-
gativt reglerande funktion.

Utover dessa finns flertalet andra regulatoriska element
som till exempel locus control regions (LCR) som styr trans-
kription av kluster av gener och insulatorer som blockerar
andra regulatoriska element frin att interagera med promo-
torer.

I kolvattnet av sekvenseringen av det humana genomet har
stora resurser lagts pd att lokalisera funktionella element.
Detta ledde redan i ett tidigt skede till identifieringen av en
myriad av potentiella kontrollelement som vida éverskrider
antalet gener i antal. En av de intressantare och kanske mer
ovintade slutsatserna av det omfattande mappningsprojekten
ENCODE (Encyclopedia of DNA elements) ir att den storre
delen av genomet (80 procent) har ndgon form av funktiona-
litet™”.
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Sett bara till regulatoriska element har mer dn 20 procent
av genomet en potentiellt reglerade funktion (i jimforelse ut-
gor den proteinkodande delen cirka 1,5 procent).

Denna andel kommer troligen dka efterhand som fler cell-
typer studeras d& minga identifierade element ir cellcypsspe-
cifika. Den stora andelen regulatoriska och celltypsspecifika
element argumenterar starkt for en mekanism dir alternativa
regulatoriska element anvinds for att uppna celltypsspecifika
genuttrycksnivder.

REGULATORISKA ELEMENT OCH CANCER

Av de olika regulatoriska elementen dr promotorer enklast att
studera eftersom de pd grund av sin funktion alltid 4r lokali-
serade i direkt anslutning till den gen de reglerar. Med andra
ord, kan eventuellt identifierade mutationer direkt linkas till
uttrycket av den gen som promotorn reglerar.

Genetiska forindringar i promotorer skulle potentiellt
kunna orsaka bdde under- och éveruttryck genom mutationer
som antingen forstor existerande eller ger upphov till nya
bindningssites for transkriptionsfaktorer. P& detta sitt skulle
béde sinkt uttryck av tumérsuppressorgener och dveruttryck
av onkogener kunna orsakas (figur 1c).

Det sistnimnda rapporterades nyligen i en studie ddr mu-
tationer i promotorn till det telomerldngdsreglerade proteinet
TERT hittades i 71 procent av de analyserade fallen av mela-
nom®. Detta gor det till den mest frekvent forekommande
mutationen som identifierats i melanom. Intressant nog iden-
tifierades liknande genetiska forindringar dven i nedirvd ge-
netiskt predisponerad melanom’ vilket styrker att TERT-pro-
motormutationer ir en av de drivande faktorerna bakom ut-
vecklingen av melanom.

D4 TERT ir kritiske for cellens delningsférmdga ger dessa
mutationer ocksé en direkt funktionell link mellan reglering
av transkription och den enorma nistintill oindliga formaga
till celldelning som cancercellerna uppvisar.

STORA GENOMISKA AVSTAND

Medan promotorer ir lokaliserade i direkt anslutning till den
gen de styr dr enhancers och silencers vida utspridda 6ver ge-
nomet. Ménga av dessa element ir celltypsspecifika (det vill
siga de dr inte aktiva i alla celltyper) vilket tros vara en kritisk
mekanism for att skapa en celltyps unika genutcryck.

Lokalisationen av dessa element ir inte heller direkt knuten
till generna de reglerar dd deras regulatoriska funktion kan
utdvas over stora genomiska avstind. Allt mer bevis pekar pé
att denna “avstdndsreglering” sker genom att enhancers/silen-
cers kommer i direkt kontakt med de promotorer de reglerar
och att detta sker genom att mellanliggande DNA formar
loopar® (figur 1b).

Aven om f4 riktigt avligsna regulatoriska element har be-
skrivits i detalj finns sldende exempel, som Limb-enhancern’.
Denna enhancer ligger inbiddad i en annan gens intron cirka
en miljon baser frin malgenen sonic hedgehog, SHh. Mutatio-
ner i denna region leder till att Shh-genen inte utrycks pa ett
normalt sitt under embryonalutvecklingen med foljden att
till exempel polydaktyli utvecklas (individen fods med 6ver-
taliga fingrar/cr).
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Avstdndseffekten av enhancers/silencers dr en kompliceran-
de faktor for studier av deras funktion d& man inte kan for-
utsidga vilken gen/promotor de reglerar bara baserat pd deras
sekvens eller position i genomet. I stillet mdste deras inter-
aktioner bestimmas experimentellt for att man ska kunna
linka eventuella mutationer till forlust av normal transkrip-
tionell reglering.

I likhet med promotorer, kan mutationer i enhancers/silen-
cers som forstor eller ger upphov till nya sites for transkrip-
tionsfaktorer bidra till bdde under- och 6veruteryck av kri-
tiska gener (figur 1c). Aven om mig veterligen inga somatiska
enhancer-/silencermutationer i cancerceller funktionellt be-
skrivits innu, finns det exempel pd enhancers dir nedirvda
genetiska varianter predisponerar for utvecklingen av cancer.

Ett sidant exempel ir Myc-enhancervarianter som ir starkt
kopplade till flera former av cancer inklusive koloncancer®. En
intressant aspekt av studierna av Myc-enhancern ir att avsak-
nad av den skyddar mot uppkomsten av cancer, vilket indi-
kerar att varianter av enhancers inte bara kan predisponera for
cancer men dven medfra resistens mot att cancer utvecklas®.

FRAMTIDA PERSPEKTIV

TERT-promotorn i melanom ir det forsta rapporterade fallet
av ett regulatoriskt element som dterkommande ir muterat i
en specifik cancerform. Detta indikerar starkt att icke-kodan-
de mutationer kan vara nyckelmekanismer bakom uppkom-
sten av vissa typer av cancer och att de kan fungera som
“driver’-mutationer, det vill siga mutationer som leder till
utvecklingen av en cancersjukdom.

I retroperspektiv forklarar detta fynden att helgenomsek-
venseringar av patientmaterial i vissa fall uppvisat tusentals
mutationer i icke-kodande regioner men enbart ett fital i ko-
dande regioner. Prediktionen ir att allt fler sjukdomskritiska
icke-kodande mutationer i regulatoriska element kommer att
identifieras allteftersom fokus skiftar frin djupare analys av
enbart kodande regioner till hela cancergenom.

Precis som for nedirvda genetiska sjukdomar, dir alle fler
genetiska forindringar linkas till icke-kodande regioner™”, ir
det mest troliga scenariot att cancer uppstar genom ett sam-
spel mellan mutationer i bdde regulatoriska element och pro-
teinkodande regioner.

Icke-kodande mutationer ser dirmed ut att kunna vara yt-
terligare en viktig pusselbit i vir forstielse av den komplexa
genetiska bakgrunden till cancer.

REGULATORISKA ELEMENT I B-KLL
Nista stora utmaning for var forstdelse av transkriptionell
reglering dr att identifiera vilka regulatoriska element som
styr vilken promotor. Detta ir inte bara viktigt for var forstd-
else av normala celler och deras utveckling utan dven, i for-
lingningen, for var forstdelse for de funktionella effekterna av
mutationer och normal variation i regulatoriska element.
Vart mal dr att adressera denna frigestillning med hjilp
av en kombination av helgenomsmappning av regulatoriska
element och interaktioner dem emellan. Initialt siktar vi pd
att gora detta i normala och maligna B-celler frin kronisk
lymfatisk leukemi (B-KLL), som ir en av de vanligaste for-
merna av leukemi bland vuxna. Dirmed hoppas vi kunna



kartligga skillnader mellan transkriptionell reglering och an-
vindningen av regulatoriska element i normala B-celler och
B-KLL-celler.
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