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NEOADJUVANT KASTRATION

Att kombinationsbehandling med kastration och stralning vid prostatacancer ger resultat
har lange varit kant. | en ny studie har man funnit orsaken till stralkansligheten. Genom
kastration minskar mangden protein som reparerar skador i DNA. Firas Tarish, Science for
Life Laboratory, Avdelningen for Translational Medicine och kemisk biologi, Institutionen
for medicinsk biokemi och biofysik, Karolinska Institutet. Department for urologi, Vastman-
lands Sjukhus, Centrum for klinisk forskning, Vasteras forklarar har hur studien har utforts.

rostatacancer ir den vanligaste
P typen av cancer i manga linder

och forekomsten dkar 6ver hela
virlden.

Kombination av kemisk kastration
och strdlning 6kar behandlingsvinster-
na, men mekanismerna har hittills varit
okinda.

I detta arbete ville vi undersoka om
kastrationsbehandling medfor en ligre
nivd av reparationsenzymer i prostata-
cancerceller, vilket i sd fall skulle leda
till forsimrad DNA-reparation och bitt-
re strdlbehandlingseffekt.

En djupare forstéelse for vad som sker
pa cellnivd och molekylniva i prostata-
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cancercellerna, nir man forst reducerar
deras tillgdng pd manligt konshormon
och direfter utsitter dem for joniserande
strilning, gor att man bicttre kan opti-
mera behandlingen. Formodligen kan
det dven ge uppslag till helt nya terapeu-
tiska angreppspunkter.

Vi antog att den okade strilkinslig-
heten orsakas av kastrations-formedlad
nedreglering av icke-homolog samman-
fogning (NHE]), vid reparation av
DNA-dubbelstringbrott (DSB).

I en perspektivstudie har vi inklude-

rat patienter med prostatacancer och de-

lat in dem i tv armar. Ena gruppen fick
en dos strilbehandling fore, den andra
efter neoadjuvant kastrationsbehand-
ling. Mellannélsbiopsier togs vid diag-
nos, fore och efter kastration och stril-
behandlingar.

Uttrycket androgenreceptorn, NHE]
och DSB reparation mittes i cancerviv-
nad. Vi visade att neoadjuvant kastra-
tion fore strdlbehandling hade minskat
uttrycket av NHE] proteinet Ku70, vil-
ket ledde till en forsimrad strilnings-




inducerad NHE] aktivitet via minsk-
ning av fosforylerad DNS-PKcs samt
storre mingder av oreparerade DSB,
mitt med Y-H2AX foci.

Denna studie visar att kastration for-
simrar NHE]-reparationskapaciteten
hos prostatacancerceller. Det forklarar
den forbidtcrade strilkinsligheten hos
tumoren efter kombinerad neoadjuvant
kastration och strdlbehandling.

SLA UT TUMOREN OCH FORLANGA
LIVET

Mailet med behandling av icke-spridd
prostatacancer ir i forsta hand att helt
sld ut tumdren och forlinga dverlevna-
den. Det ir vil etablerat att kombinatio-
nen av kemisk kastration och strilbe-
handling ckar éverlevnaden hos patien-
ter med lokaliserad mellan- och hogrisk
prostatacancer".

Kliniska studier har visat att neoad-
juvant kastration ger en forstirke effeke
vid strdlbehandling av prostatacancer.
Mekanismen bakom denna synergism

VID PROSTATACANCER

har inte varit klarlagd. Strdlbehandling-
en dstadkommer skador i cellernas ge-
nom (DNA). Om dessa skador inte repa-
reras dor cellen. DNA-skadorna kan re-
pareras med hjilp av vissa proteiner, som
kallas reparationsenzymer.

De viktigaste skadorna i genomen ir
DNA dubbelstringbrott (DSB). Icke-ho-
molog sammanfogning (Noz-homologous
end-joining, NHE]J) dr den vanligaste re-
parationsmekanismen for DNA vid den-
na skada.

Reparationen av DNA sker genom att
proteinet Ku70/80 fister i vardera DNA-
dnden och drar ihop dem. DNA-prote-
inkinas (DNA-PK) binder in och fosfo-
rylerar sig sjilv (pd Ser2056) och andra
proteiner, sdsom ligase IV och XRCCR,
varvid det bérjar arbeta och trimmar de
avbrutna DNA-dndarna s att man fér
“rena” snittytor som gér att foga ihop.

NEOADJUVANT KASTRATION FORHIN-
DRAR REPARATION AV SKADAD DNA
EFTER STRALBEHANDLING

Eftersom Ku70 ir en viktig del av
NHE]J, foreslog vi att forsimrad DSB re-
paration skulle kunna vara en mekanis-
tisk forklaring till den dkade strdlkins-
ligheten efter kastration.
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En prospektiv studie (se material och
metoder samt Fig 1A) visar att i bdda
studiens armar ledde kastration, anting-
en fore eller efter strilbehandling, till en
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liknande minskning i serum prostata-
specifikt antigen (PSA) (P <0,001). Me-
dian testosteronnivaer i serum var 0,7
nmol/L i bdda armarna.

Serum testosteron <1,7 nmol/L upp-
ndddes inte hos tvd patienter i arm 1,
men hos fyra patienter i arm 2 efter dtta
veckor av kemisk kastration. Serum-
PSA minskade markant hos samma pa-
tienter. Dessa patienter ingdr fortfarande
i var studie och i statistisk analys.
Vi mitte dven nivaerna av Ku70 protein
i kdrnor av prostatatumérceller. Vi ob-
serverade ingen skillnad i Ku70 nivier
mellan de tvd armarna vid diagnos. I
bida armarna, minskade kastration
Ku70 nivder i samma utstrickning oav-
sett tidigare strilbehandling (P <0,01)
(fig. 2, A och B). Det fanns en statistiskt
signifikant 6kning av medelintensiteten
av Ku70 efter 5 x 2 Gy strilbehand-
lingsfraktioner (P = 0,014). Vi tolkar
detta som uppreglering av Ku70 och
sannolikt andra NHE] proteiner, efter
fem dagars strdlbehandlings-inducerad
DSB reparation. Ingen sddan uppregle-
ring av Ku70 hittades hos patienter som
erhdll enbart kemisk kastration (fig. 2B).
Vi mitte ocksd nivder av AR i kirnan av
prostatatumorceller. Som vintat obser-
verades ingen skillnad mellan armarna
fore kastration (P = 0,3) (fig. 2B). Det
har tidigare rapporterats att AR-aktivi-
tet okas efter radioterapi. Figur 2A visar
tydligare firgning for AR efter stralbe-
handling, men ingen statistiskt signifi-
kant okning (Fig. 2B). Som forvintat
minskade medelvirdet av AR efter ka-
stration (Fig. 2B). Vid anvidndandet av
Spearmans rho rangkorrelationstest (p),
observerade vi i bdda armarna en signi-
fikant korrelation mellan Ku70 och AR
fore behandling (p = 0,62, p <0,001),
och i armen 1 efter kastration (p = 0,65,
P <0,001) (fig. 2, C och D).

DE ATERSTAENDE STRALNINGSINDU-
CERADE DSB OKAR EFTER KASTRA-
TION

For att bedoma om neoadjuvant kastra-
tion paverkade DSB reparation, mitte vi
béade p53-bindande protein 1(53BP1) och
fosforylerades H2AX histon (y-H2AX),
béda anvinds vanligen som markor for
DSB°.

Strilbehandling i bdda armarna ledde
till en statistiskt signifikant ckning av
bdde y-H2AX och 53BPl foci (P
<0,001).

Vi observerade en tydlig 6kning av strél-
behandlings-inducerad Y-H2AX foci i
arm 1 med neoadjuvant kastration be-
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handling (P <0,05), vilket visar att an-
talet dodliga DSB 6kade hos patienter
som fitt neoadjuvant kastration (Fig.
3C). Vi har inte observerat en statistiskt
signifikant skillnad i firgning for 53BP1
foci mellan de tvd armarna. Detta beror
sannolikt pd det faktum att intensitet av
53BP1 verkar nedregleras genom kastra-
tion, vilket leder till en minskning av
antalet 53BP1 foci (Fig. 3C).

"Har visar viiin
vivo material, att
minskningen av
Ku70 efter kemisk
kastration
korrelerade med
en 6kning av stral-
behandling-indu-
cerad DSB.”

NEOADJUVANT KASTRATION FORSAM-
RAR NHEJ AKTIVITET

For att undersska NHE] aktivitet i pro-
statacancervivnad, har vi anvint en fos-
forylerad DNA-PKcs specifik antikropp
som kinner igen fosforylerad S2056
(pS2056) (7) pd DNA-PK som metod.
(Fig. 4A).

DNA-PK fosforylering var ldg fore
behandling och efter kastration (Fig.
4C). Efter strilbehandling, observerade
vi en stark 6kning av den genomsnitt-
liga firgningsintensiteten av fosforyle-
rade DNA-PKcs (P = 0,01) (Fig. 4, B
och C). Detta visar en stark aktivering
av DNA-PK-medierad NHE] reparation
av DSB. Neoadjuvant kastration fore
stralbehandling ledde diremot till totalt
avskaffande av strdlnings-inducerad fos-
forylerade DNA-PKcs i armen 1.

HUR FORMEDLAR AR REPEARATIONS-
ENZYMER?

Tidigare rapporterade vi en minskning
av Ku70 proteinet 1 prostatacancerviv-
nad efter kastration®, vilket tyder pd att
NHE]J kan péverkas av kastration. Pre-
kliniska resultat som erhdllits med hjilp
av LNCaP prostatacancer cellinje visade
att androgendeprivationterapi (ADT)



minskade NHE]J” och att AR frimjade
uttrycket och aktivitet av DNA-PKcs".
Hir visar vi 1 z» vivo material, att
minskningen av Ku70 efter kemisk ka-
stration korrelerade med en dkning av
stralbehandling-inducerad DSB, som i
sin tur indikerar en minskning i NHE]
reparationsaktivitet. Nedsatt aktivering
av NHE] stoddes ocksé av den laga firg-
ningsintensiteten av DNA-PK (pS2056)
i prostatatumdrvivnad, efter kombine-
rad kastration och strdlbehandling jim-
fort med enbart strilbehandling.
Eftersom specificiteten av DNA-PK
(pS2056) antikropp inte har validerats i
minskliga formalinfixerade, paraffinin-
biddade prover, kan vi inte utesluta att
kastration ocksd kan péaverka andra sig-
nalvigar an DNA-PK. Exempel pd an-
dra signalvigar dr ATM (ataxi-te-
langiektasi muterade). Tidigare in vitro-
studier visade endast marginell minsk-
ning i NHE] reparation’. Men i den ak-
tuella studien var minskningen i Ku70
efter kastrationen mer robust, med 30 %
i Ku70 jimfore med fore kastration.
Tillsammans antyder dessa data atct AR
reglering av NHE] dr strdngare i pro-
stata cancervdvnad frdn patienter in vad
som observerats i cellinjer in vitro.
Efter kastration minskar seruman-
drogen, som produceras av binjurarna,
med 90 cill 95 %, vilket limnar 5 rill
10 % kvar. Studier tyder pd att kvarva-
rande androgen produktion av binjurar-
na och steroid syntes fran kolesterol eller
progesteron kan leda till fortsatt tillvixt
prostatacancer. Kliniska provningar har
visat att anvindningen av andra genera-
tionens likemedel sdsom abirateron och
enzalutamide forbittrar den totala dver-
levnaden hos patienter med hormonre-
sistent prostatacancer''?. Eftersom en-
dast kastration inte undertrycker andro-
genreglerade gener tillrickligt, kan an-
dra generationens likemedel vara effek-
tiva eftersom de undertrycker dessa ge-
ner. Detta kan leda till ytterligare for-
simring av NHE] i en neoadjuvant in-
stillning och forbittra stralkinslighet®.
En &terstdende 6ppen fraga ir om loka-
liserad prostatacancer- dterfall efter
kombinerad kastration och strdlbehand-
ling beror pé otillricklig androgen ut-
armning efter kastration?
En begrinsning av vér studie dr att vi
inte kan beskriva i detalj hur AR férmed-
lar NHE] reparation. Om det till exem-

pel dr enbart genom transkriptionsregle-
ring av proteiner involverade i NHE] el-
ler om det finns en mer direke roll for AR
i NHEJ. Sddana frigor dr svdrare att losa
med patientmaterial och behandlas bitt-
re in vitro. Vir aktuella studie ir inriktad
pd NHE] reparation, men det dr mojligt
att AR formedlar dven andra reparations-
eller signalvigar som ir viktiga for att
oka kinsligheten av prostatacancerceller
till strdlbehandling.

Vi har visat att den forbittrade over-
levnaden av prostatacancerpatienter som
uppnds genom kombinerad kastration
och strilbehandling kan forklaras av for-
simrad NHE] reparation av DSB. Detta
resulterar i en 6kning av radioterapi-
framkallad DSB, vilket leder till apoptos
av prostatacancerceller. Med tanke pd att
radiosensibilisering av prostatacancet-
vivnad optimalt uppnds efter en kombi-
nation av kastration och strdlbehandling,
forutspér vi dnnu bittre radiosensibilise-
ring av prostatatumérvivnad som ut-
trycker mer androgenkinsliga AR.

"En aterstaende
oppen fraga dr om
lokaliserad pro-
statacancer- ater-
fall efter kombine-
rad kastration och
stralbehandling
beror pa otillrack-
lig androgen ut-
armning efter ka-
stration?”

MATERIAL OCH METODER VI ANVANT

Patienter med lokaliserad mellan- och
hogriskprostatacancer som erbjods kura-
tiv strilbehandling inkluderades i stu-
dien. Den regionala etiska kommittén
vid Uppsala universitet beviljade etiskt
godkinnande, EPN Dnr 2011: 066. 1
arm 1, erholl patienterna neoadjuvant
kemisk kastration med leuprorelin, en
GnRH-analog, foljt av extern strdlbe-
handling i 2 Gy/dag fraktioner till en

total dos av 78 Gy. I arm 2, fick patien-
terna forst strilbehandling i 2 Gy/dag
fraktioner under fem dagar foljt av neo-
adjuvant leuprorelin (en gonadotropin
releasing hormone analoge) och sedan en
motsvarande hogre stralningsdos till to-
talt 82 Gy (se fig. 1A). Fore behandling-
en togs prostata mellanndlsbiopsier frin
alla patienter. I arm 1 togs en andra
biopsiomgéng 4tta veckor efter leuprore-
lininjektion, det vill siga fore starten av
strdlbehandling. Den tredje biopsiom-
gdngen togs omkring tre timmar efter
den femte stralningsfraktionen. I arm 2
gjordes en andra biopsiomgéng cirka tre
timmar efter den femte stralningsfrak-
tionen, det vill siga innan hormonbe-
handling inleddes. En tredje biopsiom-
géng togs dtta veckor efter administre-
ring av leuprorelin (Fig. 1A).

HISTOLOGI OCH IMMUNFLUORESCENS
Alla prostata mellanndlsbiopsier inbid-
dades i paraffin, snittades och firgades
med H & E. Canceromriden bedémdes
av en uropatolog enligt Gleason syste-
met". I studien anvindes tva cancerrika
biopsier frén varje biopsiomgéng och yt-
terliggare snittades f6r immunofluores-
censanalys.

Biopsisnitten avparaffinerades och re-
hydrerades fore antigendtervinning med
R-buffert A (elektronmikroskopi Scienc-
es) i en tryckkokare. Efter blockering
med 2 % bovint serumalbumin, inku-
berades biopsisnitten med olika primira
antikroppar vid 4 © C dver natten. Om-
fattande skoéljning utfordes en géng;
biopsisnitten inkuberades med de se-
kundira antikropparna donkey-anti-
mus-immunglobulin G (IgG) -Alexa
Fluor 488 (1: 500; Molecular Probes) och
donkey-anti-kanin-IgG-Alexa Fluor 555
(1: 500; Molecular Probes) under en tim-
me vid rumstemperatur. DNA motfir-
gades med TO-PRO-3 jodid (Molecular
Probes) och biopsisnitten péd objektgla-
sen var monterade med Prolong Guld
(Molecular Probes). Objektglasen firga-
des med antikroppar mot (i) AR (1: 500,
N-20, sc-816, Santa Cruz Biotechnology)
och Ku70 (1: 500, E-5, SC-17.789, Santa
Cruz Biotechnology), (ii ) 53BP1 (1:
1000, Bethyl Laboratories) och y-H2AX
(1: 1000, 3F2, Abcam), (iii) fosforylerade
DNA-PKcs ensam (1: 750, S2056, Ab-
cam). Bilder frin tuméromradet med en
bra immunofluorescens signal valdes ut
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frin varje biopsisnitt. Motsvarande om-
rdden i H & E-firgade avsnitt identifie-
rades for histologisk kontroll av tumér-
omrddet. I objektglas som firgats for
Ku70, AR och fosforylerade DNA-PKcs
har tvd omrdden fridn varje bild som
innehdller 300 till 600 celler valts for
analyser. TO-PRO-3 anvindes som en
DNA-markor.

Alla bilder analyserades med avseen-
de pd medelfirgningsintensitet i kirnor-
na. Kirnomridet definierades av TO-
PRO-3-signal (Fig. 2A). For de markorer
som utgor foci, antal och omradet foci
per DNA enhet mittes (Fig. 1D).

Icke-parametriska testmetoder till-
limpades. Relaterade utfall efter olika
behandlingar inom varje arm jimfordes
med anvindning av Wilcoxon signed-
rank test. Orelaterade utfall mellan stu-
diens tvd armar jimférdes med hjilp av
Mann-Whitney U test. Korrelationsana-
lys genomfordes med hjilp av Spear-
mans rho rangkorrelationstest (p). Alla
statistiska test var tvdsidiga med signi-
fikans faststilldes vid P <0,05. Statistisk
analys utfordes med hjilp av statistikpa-
ketet for samhillsvetenskap (SPSS), ver-
sion 21.0.
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