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Nytt satt att blockera
formaga att reparera
vid stralbehandling

Halften av alla cancerpatienter kommer att stralbehandlas nagon gang under sin
cancerbehandling. Ny forskning fran Karolinska Institutet visar nu att det gar att blockera
cancercellernas férmaga att reparera sin arvsmassa vid stralbehandling och darmed
stoppa cancercellernas dverlevnad.

Det skriver assisterande professor Nina Gustafsson i en sammanfattning av en ny

studie som publicerats i Nature Communications. Hon och hennes forskarlag hoppas
att upptackten kan ligga till grund for nya satt att behandla cancer i framtiden.
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ar arvsmassa utgors av deoxiribonukleinsyra, DNA,
Vsom bestar av tva DNA-stringar lindade runt var-

andra som en spiral och innehaller den genetiska
information som man kan se som programkoden som kravs
for att vi ska kunna vixa, utvecklas och fungera. Eftersom
vart DNA innehaller en enormt viktig information har vara
celler utvecklat en rad eleganta system for att uppticka och
reparera for cellen farliga skador pa DNA:t. Varje dag sker
det i varje cell i var kropp ungefir 50 sa kallade dubbel-
stringsbrott i vart DNA, det dubbelstringade DNA:t bryts
helt av. Nir dubbelstringsbrott sker stannar cellen i sin till-
vixt och celldelning for att reparera sitt DNA, detta sker
omedelbart genom en signalkaskad av proteiner som akti-
veras i tur och ordning for att markera var skadan skett,
reparera den och stanna celldelningen sa linge som beh6vs
for att reparationen ska bli fullstindig. Detta system ar till
for att sikerstilla cellens 6verlevnad och for att sikerstilla
att dottercellerna ska ha varsin korrekt och intakt kopia av

cancercellens
arvsmassan

arvsmassan, om skadan dr for stor for att reparera sa ge-
nomgar cellen programmerad celldod. Forskning har visat
att sa mycket som ett oreparerat dubbelstringsbrott ricker
for att en cell ska d6, med andra ord dr det livsviktigt for
cellen att ha en fungerande DN A-reparation.

ORSAKAR DUBBELSTRANGSBROTT

Att vara celler dr sa kinsliga for skador pa sitt DNA 4r nd-
got man utnyttjar vid cancerbehandling. Idag far de flesta
cancerpatienter DNA-skadande mediciner saisom cytosta-
tika och stralbehandling. Stralningsterapi verkar genom att
orsaka dubbelstringsbrott i DNA:t och anses efter opera-
tion vara den mest botande behandlingen vid cancer. Un-
gefir hilften av alla cancerpatienter genomgar stralnings-
terapi nagon gang under sin cancerbehandling. Vid behand-
lingen koncentreras stralningen mot omradet dir cancern
ar lokaliserad. Men hur paverkas normalvivnaden kring
tumoren vid stralbehandling?
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Bild tagen med konfokalmikroskop pa en osteosarkomcell fore stralbehandling (bild till vanster) och en halvtimme efter stralbehandling
(bilden till hoger). Cellkdrnan syns i bldtt och PFKFB3 i gront. Det man ser i bilden ar den tydliga ansamlingen av PFKFB3 i nukledra punkter,
sa kallade foci, efter stralbehandling vilket ar de stéllen dar det uppstatt dubbelstrangsbrott pa DNA:t.

Cancer priglas generellt sett av vildefinierade biologiska
kiannetecken, hit riknas okontrollerad celltillvixt. De kon-
trollmekanismer som normalt reglerar om och hur ofta cell-
delning ska ske dr satta ur spel for att sikerstilla kontinuer-
lig tillvixt av cancern. I celler som inte delar sig 4r DNA:t
kompakt packat i cellkdrnan tillsammans med proteiner i
en struktur som kallas kromatin. Nir cellen forbereder sig
att genomga celldelning sa blir DNA:t mindre packat for
att gora det tillgingligt for att replikeras av DNA-polyme-
raser sa att dottercellerna far varsin kopia av DNA:t. Ett
oppet DNA ir mer kinsligt for stralbehandling 4n ett kom-
pakt packat DNA, celler som aktivt vixer och delar sig dr
alltsa mer kinsliga for stralbehandling. Av de > 200 olika
slags celler som finns i kroppen finns det dock friska, van-
liga celler som ocksa delar sig snabbt som exempelvis vissa
celltyper i benmirgen, harsicken och mag-tarmkanalen,
och vissa immunceller. Dessa celler paverkas nistan ome-
delbart om de utsitts for stralning vilket resulterar i biverk-
ningar hos patienten och begrinsar mingden stralning man
kan anvinda vid behandling. Det finns ocksa celler som
delar sig mer langsamt som i exempelvis brost och hjirna,
hir uppkommer biverkningarna mycket senare i relation till
de snabbt vixande cellerna. Stralbehandling handlar alltsa
om en balans mellan att forstora cancercellerna och mini-
mera skador pa den nirliggande normalvivnaden, vilket
begrinsar mingden strilning som kan anvindas.

OKAD REPARATIONSKAPACITET

Behandlingsresistent cancer dr ett utbrett problem inom
cancerbehandling. Nir det giller stralbehandling kan can-
cerceller ibland ha en 6kad DNA-reparationskapacitet re-
dan fran borjan eller under behandlingen utveckla en sadan
kapacitet. Detta bidrar till att cancercellerna blir resistenta
och inte dor av stralbehandlingen, de har anpassat sig till
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nya forhallanden for att kunna 6verleva och blivit miéstare
pa att reparera sitt DNA. Men hur lyckas cancercellerna
med detta?

Syftet med var studie var att identifiera hur cancerceller
kan bli sa bra pa att reparera dubbelstringsbrott pa sitt
DNA vid stralbehandling for att sedan kunna anvinda den-
na kunskap for att utveckla nya, effektivare likemedel dn
de alternativ som finns idag. Genom att titta pa genomik-
data fran cancerpatienter som svarar pa eller ir resistenta
mot stralbehandling identifierade vi att de patienter som var
resistenta mot stralbehandling hade hogre uttrycksnivaer
av det metabola proteinet PFKFB3. PFKFB3 utgor en re-
gulatorisk roll i glykolysen som 4r en metabol process som
sker i cellens cytosol dir glukos bryts ned och energi i form
av ATP bildas.

Det var kint att cancercellerna hos de stralningsresisten-
ta patienterna kunde reparera dubbelstringsbrott mer ef-
fektivt 4n cancercellerna fran stralningskinsliga patienter.
Cancerceller som reparerar sina dubbelstringsbrott mer ef-
fektivt och dirmed 6verlever har héga uttrycksnivaer av
PFKFB3. Si vad har PFKFB3 som ir ett enzym i glykoly-
sen att gora med dubbelstringsbrott?

Genom att utsitta cancerceller i laboratoriet for stralbe-
handling och sedan studera cancercellerna med ett konfo-
kalmikroskop kunde vi se att PEKFB3 ansamlades vid dub-
belstringsbrotten i DNA:t i cellkdrnan redan inom 30 mi-
nuter efter stralning. PEKFB3 lokaliserade till samma stl-
le i arvsmassan som flera kinda DN A-reparationsproteiner
vid dubbelstringsbrott, speciellt de reparationsproteiner
som ir inblandade i den reparationsvig som anvinder ho-
molog rekombination. Homolog rekombination ir en viktig
DNA-reparationsvig dir cellen anvinder den existerande
kopian av det intakta DNA:t som mall for att korrekt laga
DNA-sekvensen som skadats vid dubbelstringsbrott. Den-
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na typ av DNA-reparation kan alltsa endast ske efter att
cellen har replikerat sitt DNA vilket gor att det finns en
kopia av DNA:t tillgingligt. Nir vi tog bort PFKIFB3-en-
zymet fran cancercellerna med siRNA-teknik kunde inte
reparationsproteinerna som krivs for fungerande homolog
rekombination ansamlas vid dubbelstringsbrotten efter
stralning. Som konsekvens av detta hade cancercellerna som
saknade PFKFB3 minskad DNA-reparationsaktivitet och
endast fem procent av cancercellerna kunde 6verleva vid
stralning jaimfort med cirka 30 procent av de celler som har
PFKFB3.

ASTADKOMMA STRALKANSLIGHET

Med dessa spinnande resultat ville vi utveckla en likeme-
delsmolekyl som blockerar PFKTFB3 for att dirmed kunna
gora cancercellerna mer kinsliga for stralning, For att kun-
na gora detta samarbetade vi med likemedelsforetaget Kan-
cera AB. Som en startpunkt undersokte vi hur 50 000 olika
kemiska foreningar blockerade aktiviteten hos PFKFB3.
Sedan valde vi ut de bista som forfinades med medicinsk
kemi och intensiva arbetsinsatser for att fa fram den mest
lovande likemedelskandidaten. Genom ett flertal metoder
kunde vi sikerstilla att likemedelsmolekylen interagerade
med PFKFB3 och nu bérjade det spinnande, vad skulle
hinda nir vi behandlade cancerceller i laboratoriet med 14-
kemedelsmolekylen och stralbehandlade?

Nir vi blockerade aktiviteten hos PFKFB3 med var l4-
kemedelsmolekyl kunde reparationsproteinerna f6r homo-
log rekombination inte ansamlas vid dubbelstringsbrotten
och cancercellerna visade sig ha kvarstiende hoga nivier av
oreparerade dubbelstringsbrott efter stralning. Vi kunde
alltsa upprepa vira tidigare resultat ddr vi hade tagit bort
PFKFB3 fran cancercellerna med siRNA-teknik och nu
visste vi ocksa att det 4r aktiviteten hos PFKFB3 som be-
hovs for fungerande DN A-reparation. Vid kombination av
olika doser av likemedelsmolekylen och olika doser stral-
ning fick vi samma effekt pa cancercellers 6verlevnad med
mindre mingd stralning. Cancercellerna var alltsa beroende
av aktiviteten hos PFKIFB3 for att kunna reparera
dubbelstringsbrott och dirmed Gverleva.

Vir nista fraga var sedan hur vanliga, friska celler paver-
kas nir vi stralbehandlar och blockerar PEKTFB3 samtidigt?
Vi ville inte att de friska cellerna skulle likt cancercellerna
bli mer kinsliga for stralbehandling. For att undersoka det-
ta anvinde vi i laboratorieforsok vanliga celler och dessas
motsvarande cancerform, cellerna behandlades med olika
doser av var likemedelsmolekyl for att sedan utsittas for
stralning. Vi foljde hur cellerna 6verlevde och kunde se att
overlevnaden av de vanliga cellerna inte paverkades vid de
doser av likemedelsmolekylen som resulterade i avsevirt
simre Overlevnad hos cancercellerna. Vanliga celler blev
alltsa inte mer stralningskinsliga ndr man blockerade PFK-
FB3 med en likemedelsmolekyl, de verkar inte beh6va
PFKFB3 for fungerande DNA-reparation.
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Det har linge varit kint att PFKEFB3 som utgor en regu-
latorisk roll i glykolysen finns, i relation till vanliga, friska
celler, 1 ovanligt stora mangder i cancerceller. Glykolysen dr
en metabol process som sker i cellens cytosol dir glukos
bryts ned och energii form av ATP bildas. Redan for nistan
100 ar sedan upptickte Dr Otto Warburg att cancerceller
har en 6kad mingd glykolys och denna kunskap anvinds
idag vid diagnos och behandlingsuppfoljning genom att
man ger patienter fluorodeoxyglukos som tas upp av tumo-
ren och kan detekteras med en PET-kamera. Eftersom
okad glykolys ir ett kint fenomen fér manga olika cancer-
typer och PFKFB3 ir ett regulatoriskt enzym i glykolysen
med hogt uttryckt i cancer finns det ett starkt intresse for
att utveckla likemedelmolekyler som kan blockera PFKIFB3
och didrmed strypa glykolysen och cancercellens tillvixt.
Men till stor férvaning har man upptickt att PFKIFB3 kan
driva tillvixt av cancerceller utan att paverka glykolysen och
att enzymet befinner sig nistan uteslutande i cellkirnan,
medan glykolysen 4dr en process som sker i cellens cytosol.
Varfor PEKFB3 aterfinns i cellkdrnan och vad det gor dir
har linge varit en obesvarad fraga. Dirfor kindes det otro-
ligt spannande nir vi kunde se att PFKFB3 lokaliserar till
dubbelstringsbrott i mikroskopet och att PFKFB3 har en
sa stor inverkan pa DNA-reparation vid stralning, vilket var
tidigare helt okdnt. Att fa fram en likemedelsmolekyl var
ocksa en hiftig kinsla som kunde ske tack vare fantastiska
samarbeten.

Denna ovintade link mellan PFKFB3 och DNA-repa-
ration ger ett nytt perspektiv pa hur cancerceller kan bli sa
bra pa att reparera DNA-skador och for mitt forskarteam
har det 6ppnat upp manga nya, spinnande fragor. Just nu
haller vi pa och testar var likemedelsmolekyl i laboratorie-
forsok pa prover fran patienter och sjukdomsmodeller for
att utvirdera den kombination av stralning och blockering
av proteinet som ger bist effekt. I laboratoriet haller vi ock-
sd pa och utvirderar kombinationsbehandling med DNA-
skadande cytostatika. Vir forhoppning dr att vara resultat
kan ligga till grund for en framtida mer effektiv cancerbe-
handling med 6kad 6verlevnad och mindre biverkningar.
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