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Effektivt vedlikehold av den genetiske informasjonen er helt avgjorende for at en art skal
overleve. Det er derfor sannsynlig at DNA-reparasjonsmekanismer ble utviklet tidlig under
evolusjonen. DNA-skade som ikke repareres, kan fare til mutasjoner som forarsaker celleded,
gdelagt vekstkontroll, gkt kreftrisiko eller alvorlige syndromer.

Allerede i 1968 ble det vist at defekter i reparasjonen av UV-skader medfarte det alvorlige
syndromet xeroderma pigmentosum. Slike pasienter utvikler tidlig hudkreft og ma beskyttes
mot sollys. De siste arene er en rekke andre defekter innen DNA-reparasjon funnet a veere den
direkte drsak til humane sykdommer.

En god del DNA-reparasjonsgener som disponerer for slike sykdommer er né klonet og
karakterisert. Disse representerer ulike reparasjonsveier for DNA-skader, og noen av dem er
ogsa involvert i koblingen mellom DNA-reparasjon og DNA-transkripsjon.

Nyere teknikker har gjort det mulig & "kopiere” denne gendefekten i mus, og over 100 mus med
endret kapasitet for DNA-reparasjon er produsert siden 1995. Slike musemodeller representerer
et unikt materiale for 4 undersgke sammenhengen mellom klinisk bilde og spesifikke defekter
innen DNA-reparasjon.

Den genetiske informasjonen som er innebygd i DNA-molekylet, overfgres neermest uendret fra
generasjon til generasjon. Det ble derfor lenge antatt at dette molekylet, til forskjell fra andre
makromolekyler, var spesielt godt beskyttet mot degradering. De siste 20 — 30 arene er det
imidlertid funnet at en rekke spontane og induserte skader, s& mange som opptil 10 000 per
celle per dag, truer stabiliteten av DNA-molekylet (1, 2). Dette kan synes som et paradoks,
ettersom man i lgpet av livslengden bare akkumulerer ca. dtte mutasjoner i hver celle. Imidlertid
finnes det effektive mekanismer for DNA-reparasjon (fig 1). Slike DNA-reparasjonssystemer er
overraskende godt konservert fra mikroorganismer til humane celler.
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Figur 1 Ulike reparasjonsveier benyttet av humane celler for 4 reparere DNA-skade. Reparasjonssyntese
er i rgdt, mens "gammelt” DNA er illustrert i blatt. Baseutkuttingsreparasjon (baseutkuttingsreparasjon;
base excision-repair) korrigerer de mest vanlige endogene skadene pa DNA, som 8-0xoG og uracil.
Normalt vil bare det skadede nukleotidet bli byttet ut. Ved "mismatch”-reparasjon (MMR) fjernes
korrekte baser i DNA som er satt inn pé feil sted under DNA-replikering. Nukleotidutkuttingsreparasjon
(NER; nucleotide excision-repair) korrigerer starre skader i DNA, som tymidindimerer, som forarsaker

lokale endringer av DNA-heliksstrukturen. Skaden fjernes som en del av en storre oligonukleotid (ca. 27
nukleotider)

Forsvarsmekanismene mot omfattende DNA-skade er derimot forskjellige, ettersom slik skade i
hgyerestdende organismer medferer p53-oppregulering og programmert celleded. DNA-
reparasjonsmekanismene er likevel ikke fullstendig feilfrie, og degenerering av DNA-strukturen
er antatt a gi et betydelig bidrag til spontan mutagenese, karsinogenese og aldring (1). Hvilke
skader som er de viktigste i dette bildet, kan det imidlertid veere vanskelig a avgjare, spesielt
fordi skader som induseres med hoyest frekvens, som oksidative DNA-skader, ofte har de mest
effektive reparasjonsmekanismene. Dette er blant annet vist i mus, hvor et gen for reparasjon av
oksidativ DNA-skade ble slatt ut. Som fglge av mutasjonen fikk musen en hgyere
mutasjonsfrekvens og et helt annerledes mutasjonsspekter (3).

Dersom en DNA-skade dannes ved lav hyppighet, vil man kanskje bare se konsekvensen etter
40 — 100 ar. Dermed vil man heller ikke oppné en betydelig evolusjonsmessig fordel ved at slike
skader fjernes. Dette medferer at det er defekter i reparasjon av bestemte DNA-skader som
oftest gjenspeiles i kliniske tilfeller. Slike defekter kan medfere alt fra lett disposisjon for enkelte
krefttyper til alvorlige syndromer med kort levetid for den rammede (4). En karakterisering av
slike pasienter — og pasientgrupper — bdde med henblikk pd mutert gen og den ngyaktige
posisjonen for mutasjonen har gitt viktige bidrag til forstielsen av de molekyleere mekanismene
som ligger til grunn for den kliniske tilstanden. Det kan vere avgjerende for pasienten hvor stor
del av et gen som gdelegges ved en mutasjon. Er det snakk om e...n enkelt basesubstitusjon, kan
man ogsa fa ulikt klinisk bilde ved ulike aminosyresubstitusjoner. Det finnes endatil tilfeller
hvor ulike mutasjoner i samme gen kan gi helt forskjellige syndromer. Produksjon av mus med
definerte genfeil gir unike muligheter bade for & lage dyremodeller for eksisterende humane
syndromer og for & undersgke virkningen av forskjellige mutasjoner i samme gen. De siste ti
arene er det produsert over 100 mus med ulike defekter i DNA-reparasjonen.
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DNA-reparasjon

Det finnes tre hovedutfordringer for stabiliten av DNA:
» — Endogene DNA-skadende agenser
« — Eksogene DNA-skadende agenser

« — Replikasjonsfeil som unnslipper DNA-polymerasens korrekturlesing (den replikative DNA-
polymerasen sjekker om rett nukleotid er satt inn — korrekturleser)

Tre ulike former for DNA-utkuttingsreparasjon, sveert ulike, retter opp disse skadene (5, 6).
Disse reparasjonsveiene er illustrert i figur 1 og beskrevet mer detaljert nedenfor. Alle celler
synes & mangle spesifikke reparasjonsmekanismer for ioniserende straling og enkelte
miljegifter. Imidlertid synes det som om allerede utviklede systemer, spesielt
baseutkuttingsreparasjon, effektivt tar hand om slike skader. En rekke andre DNA-
reparasjonssystemer har mer spesialiserte oppgaver og er ikke beskrevet her. Disse inkluderer
DNA-polymerasens korrekturlesing, direkte reversjon av DNA-skade, rekombinasjon, DNA-
skadeavhengig cellesyklusregulering og signaltransduksjon (7).

Baseutkuttingsreparasjon

Baseutkuttingsreparasjon (base excision repair) er utvilsomt den mekanismen som tar seg av
flest DNA-skader (8, 9). Reparasjonsveien fjerner skader som induseres ved spontan hydrolyse,
reaktive oksygenradikaler, andre intracelluleere metabolitter samt DNA-lesjoner produsert ved
ioniserende straling. Reparasjonen initieres ved at en DNA-glykosylase kutter bindingen
mellom skadet DNA-base og sukkerenheten. Det finnes minst atte ulike DNA-glykosylaser i
humane celler. Disse er spesialisert til & fjerne ulike DNA-skader. Etter dette forste steget vil
sukkerfosfatkjeden fortsatt vaere intakt. De neste stegene under reparasjonen er i all hovedsak
uavhengig av hvilken skade som initierte reparasjonsveien. Disse stegene bestér av:

¢ — Det baselgse setet (AP-sete) kuttes av en AP-endonuklease
o — Sukkerfosfatresten fjernes

« — En DNA-polymerase setter inn det korrekte nukleotidet

« — En DNA-ligase ligerer den reparerte DNA-traden (10, 11).

Dette er den mest gkonomiske mekanismen for utkuttingsreparasjon, ettersom bare det skadede
nukleotidet blir erstattet. I en alternativ reaksjonsvei for baseutkuttingsreparasjon blir 2 — 6
nukleotider byttet ut (12). Dersom de siste stegene under baseutkuttingsreparasjonen ikke kan
fullfores, vil cellen akkumulere et uakseptabelt hgyt niva av reparasjonsintermediater, noe som
forer til at den der. Dette er bekreftet ved produksjon av knockoutmus, hvor innfering av
mutasjoner i essensielle gener for baseutkuttingsreparasjon er letale.

Nukleotidutkuttingsreparasjon

Nukleotidutkuttingsreparasjon (NER, nucleotide excision repair) er en prosess hvor DNA-
skaden fjernes som en del av en storre DNA-bit (7, 13). Mellom 15 og 18 proteiner er involvert i
gjenkjenning og utkutting av skaden (fig 2), mens om lag 12 andre proteiner er ngdvendige for
reparasjonssyntese. Ved reparasjonssyntese brukes den intakte trdden som templat.
Nukleotidutkuttingsreparasjon representerer den best undersgkte reparasjonsveien — og er ogsa
den mest kompliserte formen for DNA-utkuttingsreparasjon. Nukleotidutkuttingsreparasjon
gjenkjenner og reparerer mange ulike typer av DNA-skader. Felles for disse skadene er at de
forarsaker en lokal endring av DNA-strukturen.

TFIH Uv-skade
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Figur 2 Illustrasjonen viser et intermediat under nukleotidutkuttingsreparasjon (NER) av UV-skade.
XPB og XPD er to av komponentene i transkripsjonsfaktoren TFITH med helikaseaktivitet i henholdsvis 5’
og 3’ retning (pa skadet trad). Tilsvarende har XPF (i kompleks med et annet enzym, ERCC1) og XPG
endonukleaseaktivitet og kutter den skadede DNA-trdden pa 5™- og 3’- side av skadestedet

Den viktigste funksjonen for nukleotidutkuttingsreparasjon er a fjerne UV-skader. Dette
kommer synlig til uttrykk i syndromet xeroderma pigmentosum, hvor en arvelig defekt i
nukleotidutkuttingsreparasjonen gir de affiserte 1 000 ganger s stor risiko som normalt for
hudkreft (14). Dette forteller ogsé at nukleotidutkuttingsreparasjon er en effektiv mekanisme for
& beskytte mot kreft og at DNA-reparasjonsgener kan klassifiseres som tumorsupressorgener.
De siste drene har forstdelsen av nukleotidutkuttingsreparasjon gjort store fremskritt, ved at
genene som gir xeroderma pigmentosum er klonet. Reparasjonsveien er ogsa rekonstruert in
vitro med rensede proteiner (15). En umiddelbar effekt av DNA-skade er blokkering av
transkripsjonen (forste trinn i proteinsyntesen). Nukleotidutkuttingsreparasjonen er koblet til
transkripsjonen, slik at skader pé den transkriberte traden i aktive gener blir raskere reparert.
Dette gjores mulig ved at transkripsjonsfaktoren TFIIH ogsa er involvert i DNA-reparasjon (16).
Denne transkripsjonsfaktoren, som er et storre proteinkompleks, inneholder blant annet
enzymene XPB og XPD, som er blant de proteinene som i mutert tilstand forérsaker xeroderma
pigmentosum (fig 2).

”Mismatch”-reparasjon

DNA-reparasjonens hovedoppgave synes a vere fjerning av DNA-skade for DNA-replikasjon.
DNA-replikasjon kan fore til fiksering av mutasjoner i de tilfeller hvor skaden er mutagen.
“Mismatch”-reparasjon (MMR, mismatch repair) er et system som kan fjerne feilparinger i
DNA-traden etter DNA-replikasjon. Denne reparasjonsveien kan gjenkjenne gammel og
nysyntetisert DNA-trad og fjerne feilparet base fra den nysyntetiserte DNA-traden (5). Det kan
dannes feil i DNA ved at ikke den rette base innsettes under DNA-replikasjonen eller ved
enkelte former for DNA-skade og genetisk rekombinasjon. "Mismatch”-enzymer gjenkjenner, i
tillegg til feil som omfatter bare ett mispar (f.eks. G:T), ogsé baseekspansjoner pa en til fire
nukleotider. Slike ekspansjoner dannes ved insersjon eller delesjon av DNA-baser eller ved
feilparing av DNA-tradene i omrader med trippelrepeterte sekvenser (trippelekspansjon).
Denne reparasjonsveien har vist seg & vaere langt mer kompleks enn den som finnes i bakterier
(17). Flere proteinkomplekser inngéar, og det er pavist interaksjoner med andre reparasjonsveier.
Sannsynligvis er det et tett samspill mellom de ulike reparasjonsveiene samt mellom ulike
reparasjonsveier og cellenes transkripsjons- og replikasjonsapparat.

Humane DNA-reparasjonsdefekter

Revolusjonen innen molekylerbiologi har fort til store fremskritt innen karakterisering av
humane DNA-reparasjonssyndromer. I tillegg er den genetiske bakgrunnen for flere
kreftdisposisjoner kartlagt (4). Denne karakteriseringen har vist at gener for helt forskjellige
DNA-reparasjonsveier er assosiert med humane syndromer og kreftdisposisjoner. Denne
artikkelen vil gi en kort beskrivelse av noen av de mest kjente syndromer og sykdommer som er
forarsaket av defekter innen DNA-reparasjonen. For & belyse hvor viktig det er med en
molekylaerbiologisk forstdelse av den genetiske defekten som forarsaker humane sykdommer,
vil syndromet xeroderma pigmentosum bli mer grundig beskrevet.

Blooms syndrom

Pasienter med Blooms syndrom er karakterisert med prenatal og postnatal vekstretardasjon
(gjennomsnittlig hayde er om lag 150 cm for menn og 144 c¢m for kvinner) samt
teleangiektasipreget utslett pa steder eksponert for sollys (18). De har normal intelligens.
Kvinner er fertile, mens alle menn med syndromet antas & vaere sterile. Hovedkomplikasjonen
er leukemi, med en gjennomsnittlig alder ved diagnosetidspunkt pa 22 ir. Flere andre krefttyper
er ogsa vanlige, og et samlet kreftbilde minner om det man ser i “normalpopulasjonen”, bortsett
fra at de opptrer pé et mye tidligere tidspunkt og med gkt hyppighet.

Blooms syndrom har en autosomal recessiv arvegang. Syndromet er ekstremt sjeldent i de fleste
befolkninger, med en forekomst pa mindre enn én per million. Unntaket er askenasjader, hvor
det forekommer hos en av 10 000. Genet som i skadet form forérsaker syndromet, er klonet og
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lokalisert til kromosom 15q21.3 (19). Genet er medlem av helikasefamilien, det vil si det har
evnen til 4 tvinne opp (unwind) DNA og RNA. Et annet gen i denne familien er arsaken til
Werners syndrom, hvor de affiserte er karakterisert med vekstretardasjon og hurtig aldring
(20).

Ataxia-teleangiectasia (Louis Bars syndrom)

Kliniske kjennetegn for denne gruppen er progredierende nervedegenerering, teleangiektasier i
hjernestammen, immundefekt i varierende grad og ekt risiko for bindevevssvulster (4). I likhet
med Blooms syndrom er celler fra pasientene karakterisert ved gkt frekvens av
kromosombrudd. Riktignok ma cellene fra pasientene eksponeres for stréling for & fa en
signifikant gkning av antall kromosombrudd, mens det i celler fra pasienter med Blooms
syndrom er en paviselig spontan gkning. I tillegg synes defekten hos pasienter med Louis Bars
syndrom i ulik grad & pavirke produksjonen avimmunoglobuliner. Dette har bakgrunn i
rearrangeringer pa kromosom 7 og 14, hvor gener for immunoglobuliner og T-cellereseptorer er
lokalisert (21). En tilsvarende defekt finnes i et beslektet syndrom, Nijmegen Breakage-
syndromet.

Ataxia-teleangiectasia er et autosomalt recessivt syndrom. Genet er lokalisert til kromosom
11q22 — 23 (22). ATM (Ataxia-teleangiectasia mutant protein) har homologi til en gruppe av
kinaser som er involvert i signaltransduksjon, meiotisk rekombinasjon og kontroll av cellesyklus
(23). Man regner med at funksjonen til denne kinasen (kinaser fosforylerer andre proteiner,
oftest transkripsjonsfaktorer, som dermed aktiveres) er innen koordinering av DNA-reparasjon.
Det er viktig & merke seg at epidemiologiske studier har vist at baerere (heterozygote) av
sykdommen har gkt risiko for kreft (4, 24).

Fanconis anemi

Fanconis anemi er klinisk og molekylarbiologisk et mye mer komplekst syndrom enn de som er
beskrevet over. Man regner med at minst fem ulike gener kan forarsake de kliniske symptomene
(4, 25). Disse genene er forelopig ikke karakterisert. Det er imidlertid ikke slik at e...n genotype
gir en bestemt klinisk fenotype. I likhet med syndromene beskrevet over er celler fra pasientene
karakterisert med okt frekvens av kromosombrudd, og pasientene har gkt risiko for kreft. De er
ogsé karakterisert med pancytopeni og medfedte anomalier.

Xeroderma pigmentosum

Xeroderma pigmentosum representerer utvilsomt det best karakteriserte DNA-
reparasjonssyndromet (tab 1, fig 3a). Den omfattende forskningsaktiviteten omkring xeroderma
pigmentosum og nukleotidutkuttingsreparasjon de siste 30 arene skyldes flere faktorer.
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Figur 3 a) Pasienter med xeroderma pigmentosum og b) trichothiodystrofi. Legg merke til den store
fenotypiske forskjellen mellom pasienter pa samme alder med xeroderma pigmentosum og
trichothiodystrofi. Bildet er gjengitt med tillatelse fra A. Sarasin, CNRS, Villejuif, Frankrike. Copyright A.

Sarasin

Tabell 1

Komplementasjonsgrupper for nukleotidutkuttingsreparasjons (NER)-relaterte syndromer

NER-
aktivitet
Komplementasjonsgruppe Relativ . TCR GGR Kliniske Nevrologl.ske Funksjon under NER
(gen) forekomst symptomer abnormaliteter
XPA Hay = = XP ++ DNA-skadegjenkjenning
i DNA-helikase
XPB Sjelden - - XP-CS/TTD + ..
(+transkripsjon)
XPC Hizy . _ Xp B Repara.510n av ikke-
transkribert DNA
. XP/XP- DNA-helikase
- - +
XPD Intermedizer CS/TTD - (+transkripsjon)
XPE Sjelden ? - XP - DNA-skadegjenkjenning?
XPF Sjelden - - XP - Endonukleaseaktivitet
XPG Sjelden = = XP/XP-CS  + Endonukleaseaktivitet
XPV Hoy £+ XP - Ingen .
(postreplikasjonsreparasjon)
CSA Sjelden = + Cs ++ TCR
TCR
csB Hoy ¥ s * (transkripsjonselongering)
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« Forkortelser: NER, nukleotidutkuttingsreparasjon; CS, Cockaynes syndrom; GGR, global genomisk reparasjon;
TCR, transkripsjonskoblet reparasjon; TTD, trichothiodystrofi; XP, xeroderma pigmentosum; XP-CS, kombinert XP
og CS fenotype

1 XP er et svaert sjeldent syndrom (om lag 500 tilfeller er klassifisert)

e — Xeroderma pigmentosum var det farste syndromet hvor en defekt innen reparasjonen av en
definert DNA-skade (UV-skade; pyrimidindimer) ble vist & vaere arsaken til den kliniske
tilstanden.

» — Flere komplementeringsgrupper av xeroderma pigmentosum, samt de beslektede
syndromene Cockaynes syndrom og trichothiodystrofi, er forarsaket av defekt reparasjon av UV-
skader.

« — Eksponering for sollys medferer en nesten umiddelbar klinisk tilstand hos affiserte
individer.

Hos individer med defekter innen nukleotidutkuttingsreparasjon vil kort eksponering for UV-
straling medfere alvorlig solforbrenning pa eksponerte steder pa huden (26). Denne typen av
forbrenning vil vanligvis oppsté ved et barns farste eksponering for sollys — og med det gi forste
indikasjon pé xeroderma pigmentosum. Dette er imidlertid en heterogen gruppe sykdommer, og
noen varianter vil ikke gi gkt solbrenthet. De fleste vil imidlertid over tid utvikle
hudforandringer, deriblant unormalt mange fregner, irregulaere marke flekker, tynn hud, solar
keratose og hudkreft. Disse hudendringene kan sammenliknes med dem man finner hos eldre
som har tilbrakt mye tid i solen eller i solarium. De farste tilfellene av hudkreft utvikles ofte for
pasienten er ti ar gammel. Alle typer av hudkreft (basalcellekarsinom, plateepitelkarsinom og
melanom) forekommer med gkt hyppighet.

Ogsa gynene er svert sensitive for sollys og utsatt for danning av kreftceller. I tillegg vil om lag
20 % av pasientene fa nerverelaterte problemer. Disse inkluderer devhet, darlig koordinasjon,
spastiske bevegelser og retardert utvikling. Enkelte individer har dvergvekst og unormal
seksuell utvikling. Individer med xeroderma pigmentosum har bare en liten gkning av kreft i
indre organer, noe som indikerer at DNA-skade dannet av agenser som kan initiere slike
kreftformer er substrat for andre reparasjonsveier enn nukleotidutkuttingsreparasjon.

Det ble tidlig funnet at pasienter med xeroderma pigmentosum kunne inndeles i sju
komplementeringsgrupper (XP-A til XP-G), som representerer ulike proteiner av betydning for
nukleotidutkuttingsreparasjon, samt en variant, XP-V (27). Arsaken til at det bare finnes sju
komplementeringsgrupper, mens over 30 gener er ngdvendige for komplett reparasjon, skyldes
sannsynligvis at de gvrige proteinene som inngar i nukleotidutkuttingsreparasjon er helt
sentrale for andre celluleere funksjoner. Noen faktorer er helt nedvendige for effektiv
transkripsjon, og muterte utgaver av slike gener vil veere letale svaert tidlig under
embryoutviklingen. Av de genene som kan forarsake xeroderma pigmentosum, er det ogsé verdt
& merke seg at det for noen gener kan tolereres en total inaktivering, mens det for andre bare
godtas sma endringer, slik som en aminosyresubstitusjon. Dette skyldes at enkelte proteiner er
helt ngdvendige for nukleotidutkuttingsreparasjon. For andre mangler vil det fortsatt kunne
vaere noe restaktivitet av nukleotidutkuttingsreparasjon.

Alle genene assosiert med xeroderma pigmentosum er klonet (15). Proteinene XPA, XPC og
muligens XPE er involvert i gjenkjenning og binding til DNA-skade. XPG og XPF (sammen med
et partnergen) koder for strukturspesifikke endonukleaser som kutter DNA-trdden pa
henholdsvis 3’ og 5’ side av DNA-skaden. Dette skjer forst etter at DNA-tradden er dpnet ved
hjelp av DNA-helikasene XPB og XPD. Disse to proteinene er subenheter av
transkripsjonsfaktoren TFITH (fig 2). TFIIH er en transkripsjonsfaktor som er absolutt
ngdvendig for RNA-polymerase II-mediert transkripsjon av mRNA-kodende gen. Dette betyr at
XPB og XPD er essensielle gener. Varianten av xeroderma pigmentosum, XPV, skyldes
mutasjon av en DNA-polymerase. Denne DNA-polymerasen tilhgrer klassen av DNA-
polymeraser som har evnen til & syntetisere forbi (bypass) en DNA-skade. Det er for tiden sveert
stor forskningsaktivitet for & karakterisere slike DNA-polymeraser (28).
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XPD - ett gen, flere syndromer

Tre genetiske syndromer, xeroderma pigmentosum, trichothiodystrofi og Cockaynes syndrom,
er assosiert med defekt nukleotidutkuttingsreparasjon (13). Trichothiodystrofi er et syndrom
som er sveert forskjellig fra xeroderma pigmentosum (fig 3). Til tross for at pasienter med
trichothiodystrofi er sensitive for sollys, utvikler de ikke kreft. Et karakteristisk trekk er at de
har spre harstra som lett brekker. Videre er de fysisk og mentalt tilbakestdende og utvikler
spesielle ansiktstrekk (fig 3b). Cellefusjonsstudier av 20 familier viste at defekten i 18 av disse
familiene skyldes mutasjon i XPD-genet. Hvordan er det mulig at to sa ulike syndromer som
xeroderma pigmentosum og trichothiodystrofi skyldes defekt i det samme genet? Det synes &
vaere to mulige forklaringer:

— Syndromene kan ha samme mutasjon i XPD dersom det ene syndromet i tillegg har en
mutasjon i et annet gen.

— De kliniske tilstandene for syndromene bestemmes av hvor i genet mutasjonen ligger.

Et omfattende arbeid med sekvensering av XPD -genet viser at den siste forklaringen
sannsynligvis er den korrekte (fig 4) (29). Genet er essensielt, og det er bare pavist mutasjoner
som fgrer til aminosyresubstitusjoner eller mindre delesjoner. Ved a studere mutanter av det
homologe genet i gjeer (S pombe) er det funnet at mutasjonene som forarsaker xeroderma
pigmentosum-fenotypen, gdelegger reparasjonsfunksjonen til TFITH, sannsynligvis ved at XPDs
helikasefunksjon reduseres uten at transkripsjonsaktiviteten pavirkes. For mutasjoner som
forarsaker trichothiodystrofifenotype er det antatt at bide reparasjonsaktiviteten og
transkripsjonsaktiviteten hemmes. TFIIH inneholder minst ni subenheter, og en mutert XPD-
subenhet kan lett pdvirke binding av andre subenheter og dermed transkripsjonsaktiviteten.
Redusert evne til rask transkripsjon kan forklare hértap og fravaer av kreft hos
trichothiodystrofi-pasienter. Man regner med at mutasjoner i XPB vil vise samme tendens.
Imidlertid er mutasjoner i XPB -genet uhyre sjeldne (bare fire er identifisert), slik at tilsvarende
studier for XPB er umulige. En oppsummering:

| XPITFY, | [XPIIILO, XPEVI, XPITPY, |

| XMLARE, | |XPI3SLO , XPT3V], . XPSBE,
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Figur 4 XPD-proteinet med helikasemotivene I & VI avmerket. De ulike aminosyresubstitusjonene som
er vist 4 gi xeroderma pigmentosum er avmerket over proteinet, mens aminosyresubstitusjonene som gir
trichothiodystrofi er avmerket under proteinet. Tallene angir i hvilken posisjon aminosyresubstitusjonen
er lokalisert. Det er benyttet bokstavkoder pa aminosyrene. Eksempel: Mutasjonen beskrevet gverst til
venstre pa figuren, G47R, representerer en aminosyresubstitusjon i posisjon 47 pa proteinet. Aminosyren
glysin (G) er erstattet med arginin (R). Denne pasienten har betegnelsen XP1NE 2 . Totallet betyr
mutasjon i allel 2. Allel 1 har mutasjonen L461V. Figuren er reprodusert (noe forenklet) med tillatelse fra
A. Lehmann, Brighton, Storbritannia (29)
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o — Det finnes ikke spesifikke xeroderma pigmentosum- og trichothiodystrofidomener i XPD-
proteinet.

o — De fleste pasientene er sdkalt "compound” homozygote, det vil si at de har ulik mutasjon av
de to allelene for XPD-genet (29). Det ene allelet er gjerne helt inaktivert.

Situasjonen blir enda mer komplisert ved et tredje syndrom som er defekt i
nukleotidutkuttingsreparasjon, Cockaynes syndrom (tab I) (13). Det er vist at celler fra pasienter
med Cockaynes syndrom er defekte i transkripsjonskoblet reparasjon av UV-skader. TFIIHs
kobling til nukleotidutkuttingsreparasjon gjor at skader pé den transkriberte tréden blir
reparert mye fortere enn skader pa ikke-transkribert trad. To komplementeringsgrupper for
Cockaynes syndrom er pavist, CS-A og CS-B. I tillegg er det funnet at enkelte pasienter med
mutasjoner i XPB, XPD og XPG har kombinerte kliniske symptomer pa xeroderma
pigmentosum og Cockaynes syndrom. Pasienter med Cockaynes syndrom har sveert alvorlige
kliniske symptomer, som inkluderer dvergvekst, dovhet og progredierende nevrodegenerering,.
Sykdommen er ikke assosiert med forhgyet kreftrisiko. I likhet med det som er tilfellet for
pasienter med trichothiodystrofi, regner man med at redusert evne til effektiv transkripsjon
forklarer at de affiserte ikke har gkt risiko for & utvikle kreft. Det er nylig vist at enkelte
pasienter og pasientgrupper med defekter i XP- og CS-assosierte gener ogsa har redusert evne til
& reparere oksidative DNA-skader pa den transkriberte DNA-traden (30, 31).

Familizer kolorektal kreft

Alle syndromene som er beskrevet over, nedarves autosomalt recessivt. Bare i ett tilfelle, ataxia
teleangiectasia, er det pavist at heterozygote individer har gkt risiko for kreft. Det er likevel
viktig & vaere klar over at de beskrevne syndromene er sveert sjeldne, slik at en svak disposisjon
hos heterozygote individer (baerere av genetisk defekt pa ett av allelene) ikke vil kunne pévises.
Den genetiske disposisjon som gir herediteer ikke-polypas kolorektal kreft, er sannsynligvis det
mest vanlige arvelige DNA-reparasjonssyndromet med disposisjon for kreft (5, 17, 32).
Disposisjonen kan forérsake tidlig utvikling av kreft og har en autosomal dominant arvegang.
Kolorektalkreft er den dominerende formen for kreft hos affiserte individer, men det er ogsa
overhyppighet av endometrie- og ovariekreft. Ikke-polypas kolonkreft utgjor om lag 5 % av all
kolonkreft. Det er ogsa vist at somatiske mutasjoner i "mismatch”-reparasjonsgener bidrar til sa
mange som 15 % av alle tilfellene av sporadisk kolorektal kreft (6). Xeroderma pigmentosum er
et sveert sjeldent syndrom, og det er derfor helt uaktuelt & forsgke 4 identifisere slike individer
pa et tidlig stadium. For hereditaer ikke-polypas kolorektal kreft er dette interessant og blir
allerede utfert (33). Ettersom mer enn 50 mutasjoner i de ulike genene for “mismatch”-
reparasjon kan fgre til herediter ikke-polypes kolorektal kreft, vil forste gangs pavisning av
mutasjonen i en familie veere arbeidskrevende. De fleste tilfellene av herediteer ikke-polypas
kolorektal kreft er koblet til gener som er homologe til de bakterielle genene for postreplikativ
“mismatch”-reparasjon,

mutS og mutL . Dette har ogsa veert med pé 4 gi navnene pa de humane genene. Mutasjoner i
hMSH2 ( h uman m ut S h omolog) og hMLH1 ( h uman m ut L h omolog) er blant de mest
vanlige funnet hos pasienter med herediteer ikke-polypgas kolorektal kreft, og dette forer til en
sterk gkning av mutasjonsfrekvensen i cellens genom. Denne molekylare fenotypen refereres
ofte til som MIN, mikrosatellittustabilitet. MIN-fenotypen reflekterer en defekt i evnen til &
gjenkjenne og reparere sma insersjoner og delesjoner og medferer dermed en endring i lengden
av ulike mikrosatellitter (repeterte DNA-sekvenser).

Musemodeller

Etter hvert som stadig flere sykdomsgener identifiseres, vil studier av celle- og dyremodeller
vaere essensielle for funksjonsanalyse (34). En rekke mus med defekte DNA-reparasjonsgener er
de siste arene etablert som modeller for studier av familizere kreftdisposisjoner. I denne
artikkelen vil imidlertid bare musemodeller for de tre hovedveiene for DNA-reparasjon,
beskrevet i innledningen, bli diskutert. I tillegg til disse er det en rekke interessante
musemodeller med DNA-reparasjonsdefekter. Knockoutmus for BRCA1 og BRCA2, som hos
mennesket disponerer for bryst- og ovariekreft, er letale (35). Noen fa BRCA2-
knockoutembryoer overlever. Disse er imidlertid sterile og utvikler tidlig thymusderiverte
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lymfomer. Cellelinjer fra slike embryoer er defekte i reparasjon av DNA-dobbelttradbrudd
indusert ved eksponering for y -stréling og har redusert evne til reparasjon av oksidativ DNA-
skade. Nullmutasjon i genet som forérsaker Fancomis anemi gruppe C (FAC), forer til
kromosombrudd etter eksponering for DNA-kryssbindende agens (36). Ataxia telangiectasia /-
mus har dvergvekst og nerverelaterte abnormiteter (37). BAde hann- og hunnmusen er sterile,
har redusert antall av T-lymfocytter og utvikler thymusderiverte lymfomer i 2 — 4 -maneders
alder.

Mus med baseutkuttingsreparasjonsdefekter

Defekter i nukleotidutkuttingsreparasjon og "mismatch”-reparasjon er assosiert med ulike
arvelige syndromer og disposisjoner for kreft. Slike disposisjoner er enné ikke koblet til gener
for baseutkuttingsreparasjon. Dette kan synes som et paradoks, ettersom
baseutkuttingsreparasjon retter opp det klart hgyeste antall DNA-skader. Dette er ogsd DNA-
skader som dannes spontant ved normal cellulaer metabolisme, og som det dermed ikke er mulig
& beskytte seg mot. Ved konstruksjon av de forste knockoutmusene med defekter for
baseutkuttingsreparasjon viste det seg at de dede tidlig under fosterutviklingen (38). Dette kan
forklares ved at en defekt i f.eks. endonukleasen som gjenkjenner baselase seter i DNA (AP-
seter), forer til akkumulering av et uakseptabelt hoyt nivé av slike AP-seter. Man regner med at
s mange som 10 000 til 20 000 AP-seter dannes hver dag i en mammalsk celle, enten som et
intermediat under baseutkuttingsreparasjon eller direkte ved spontan hydrolyse av DNA-baser
(1, 2). Dette AP-setet er ikke-kodende, det vil si at polymerasen ikke vet hvilket nukleotid som
skal innsettes pa den komplementere traden som produseres under DNA-replikasjonen.
Tilsvarende vil en mutasjon som gdelegger polymerasen som setter inn det korrekte nukleotidet
under DNA-reparasjonen (DNA polymerase 8 ), fore til akkumulering av enkelttradbrudd i
DNA-traden.

Det er ogsa produsert knockoutmus for flere DNA-glykosylaser (39). Disse musene er alle
levedyktige, og ingen fenotype er pavist. Dette skyldes sannsynligvis at noen DNA-glykosylaser
har overlappende substratspesifisitet og dermed til en viss grad kan erstatte hverandre. En
knockoutmus for OGG1- genet (OGG1 er involvert i reparasjon av oksidative DNA-skader) (40,
41) akkumulerer den mutagene DNA-skaden 8-0x0G og har 10 — 20 ganger gkt frekvens av G A
T-transversjonsmutasjoner (3). Det er funnet mutasjoner i OGG1-genet i humane lunge- og
nyretumorer (42). Bruk av denne musemodellen var avgjorende for & karakterisere
transkripsjonskoblet reparasjon av oksidative DNA-skader. Defekter innen denne
reparasjonsveien er etter all sannsynlighet avgjerende for utviklingen av de spesifikke
symptomer pa Cockaynes syndrom (31). En mus med defekt UDG (uracil-DNA-glykosylase,
fjerner uracil fra DNA) er nettopp konstruert. Musen er levedyktig og har ingen umiddelbar
fenotype etter 18 méneder (43). I likhet med OGG1-knockoutmusen er det pavist gkt
mutasjonsfrekvens og akkumulering av DNA-skader i genomet.

Det er viktig & huske at de genene som er essensielle under baseutkuttingsreparasjon, alle
representerer enzymer som inngar i den siste delen av denne reparasjonsveien. Dermed er de
ngdvendige for komplett reparasjon, uavhengig av hvilken DNA-skade og DNA-glykosylase som
initierte reparasjonsveien. En videre karakterisering av knockoutmus med liten eller ingen
fenotype involverer ofte etablering av dobbelte knockoutmus. Det vil si at en knockoutmus
krysses med en annen mus med defekt i et annet DNA-reparasjonsgen som man tror kan
reparere samme skade.
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Mus med nukleotidutkuttings- reparasjonsdefekter
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Figur 5 Bildene A-D viser syklisk hértap hos trichothiodystrofimusen. Bildene er tatt ved alder 14 dager
(A), 19 dager (B), 28 dager (C) og 42 dager. Legg merke til at trichothiodystrofimusen er mindre enn den
andre musen fra samme kull (A-C). E viser elektronmikroskopi av hud og hér for normal mus (WT) og
trichothiodystrofimus (44). Figuren er gjengitt med tillatelse fra J.H.J. Hoeijmakers, Rotterdam,
Nederland. Copyright Cell Press (46)

Tabell 2

Et utvalg av mus med mutasjoner i gener for nukleotidutkuttingsreparasjon (NER)

Mutert gen Type mutasjon Relevant fenotype

Normal mus, men
disponert for UV-

XPA KO
indusert hudkreft.
Celler er defekte i NER
XPB Leseramme Tidlig embryonal letal
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Normal mus, men
disponert for UV-
indusert hudkreft.
Celler er defekte i NER

XPC KO

XPD KO Tidlig embryonal letal

Redusert starrelse,
syklisk haravfall og UV-
sensitiv

XPD Aa-substitusjon 2

Mus med
XPG KO vekstretardasjon og
kort livslengde

Mindre
CSA KO vekstretardasjon og
nevrologiske defekter

Mindre
CSB KO vekstretardasjon og
nevrologiske defekter

. Forkortelser: NER, nukleotidutkuttingsreparasjon; CS, Cockaynes syndrom; TTD, trichothiodystrofi; XP,
xeroderma pigmentosum; Aa, aminosyre; KO, knockout

o 1 Leserammemutasjon som tilsvarer mutasjon i human pasient

.2 Aminosyresubstitusjon som tilsvarer mutasjon i human pasient

11987 ble det for forste gang produsert ES-celler (embryonale stamceller) med spesifikk
inaktivering av et bestemt gen ved hjelp av homolog rekombinasjon (se
knockoutmusillustrasjon) (44). Allerede i 1994 var flere musemodeller for
nukleotidutkuttingsreparasjon konstruert (tab 2) (39). P4 flere omrader har disse
musemodellene bekreftet tidligere studier og ikke minst gjort det mulig & studere effekten av
mutasjoner i spesifikke domener av genene. Dette gjelder blant annet det kanskje mest studerte
genet i forbindelse med nukleotidutkuttingsreparasjon og transkripsjon, XPD . Ved
sekvensering av genet fra humane pasienter ble det bare funnet mutasjoner som forte til enkle
aminosyresubstitusjoner. Ved & sl ut hele XPD-genet i mus (KO) viste det seg at musen dede
sveert tidlig under embryoutviklingen, sannsynligvis for det befruktede egget delte seg til to
celler (45). Tilsvarende resultat ble funnet for XPB-genet. Genproduktet av XPB har
sannsynligvis samme helikaseaktivitet som XPD, men med motsatt orientering. Ved
konstruksjon av en musemodell med den samme aminosyresubstitusjonen i XPD som den man
finner i to humane pasienter (R722W; det vil si arginin-til-tryptofan-substitusjon i posisjon 722
pa XPD-proteinet, fig 4) ble det funnet overraskende mange likhetstrekk mellom de kliniske
symptomene i musen og dem man kjente fra de humane TTD-pasientene (fig 5) (46). Disse
inkluderer syklisk hértap, unormal utvikling, redusert livslengde og hudforandringer. Det ble
konkludert med at fenotypen skyldes redusert transkripsjon av hudspesifikke gener samt
redusert DNA-reparasjonsaktivitet. Det er ogsa produsert en mus med samme genetiske defekt
som en human pasient med Cockaynes syndrom (CSB). Musen viser alle de samme
reparasjonsdefektene som dem man finner i humane

CSB-celler: UV-sensitivitet, inaktivering av transkripsjonskoblet reparasjon og blokkering av
RNA-syntese etter UV-skade (47). Det er imidlertid én stor forskjell mellom musemodellene for
XPD (trichothiodystrofi) og CSB og de humane pasientene. Musene har gkt risiko for a utvikle
hudkreft. Den sannsynlige forklaringen pa dette er at det i humane celler er en mer effektiv
generell reparasjon av UV-skader enn hos gnagere. De gvrige musene med defekter i XP-gener
viser ulike fenotyper (tab 2), men i alle tilfeller finner man flere fellestrekk med humane
pasienter (39).

Musemodeller med MMR-defekter

Flere gener involvert i "mismatch”-reparasjon er mutert i musemodeller. MSH2 var det forste
genet som ble koblet til herediteer colonkreft (32), og var ogsa et av de forste "mismatch”-genene
som ble inaktivert i mus (48, 49). Homozygote knockoutmus for dette genet har redusert
livslengde. 50 % der for seks méneders alder og resten innen ett ar (normalt vil en forsgksmus
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leve om lag to ar). Mus som der unge, har ofte T-cellelymfomer. Etter om lag seks méneder
utvikler de ogsa hudkreft. Resultatene viser at MSH2-musen er en god modell for herediteer
ikke-polypgs kolonkreft. MSH6-knockoutmusen har et liknende, men noe mildere,
sykdomsbilde (50). Halvparten av musene der innen 10 — 11 maneder, mens resten nér en alder
pa opptil 18 maneder. Forklaringen pa dette ble funnet ved biokjemisk rekonstituering av
reparasjonsveien med rensede proteiner. Testen viste at MSH6-defekte ekstrakter fra celler ikke
kunne reparere enkeltbasefeil, mens de fortsatt kunne reparere insersjoner og delesjoner pa en
til fire baser. Inaktivering av mutL-homologen Mlh1 medforer sterilitet og disposisjon for kreft
(51). Steriliteten forklares ved defekt meiose bade hos hunnmusen og hannmusen, mens
ustabile mikrosatellittsekvenser regnes & vaere forklaringen pé kreftdisposisjonen. En grundig
gjennomgang av “mismatch”-reparasjonsdefekte mus er publisert av Heyer og medarbeidere
(52).

Modellsystemer i gjer og bakterier

Denne artikkelen har beskrevet DNA-reparasjonssystemer i humane celler/pasienter, samt for
musemodeller. Det er viktig & vaere klar over at alle grunnleggende studier pa omradet er gjort
ved & benytte bakterier (E coli) og gjaer (S cereviciae og S pombe) som modellsystemer. I disse
enkle organismene finnes reparasjonssystemer som er overraskende like dem man finner hos
pattedyr (7, 9). Den starste forskjellen er ofte at en prosess som i en bakterie bare behgver noen
fa enzymer (fem enzymer er nedvendige for nukleotidutkuttingsreparasjon i E coli), for pattedyr
ofte involverer mange enzymer og proteinkomplekser (over 30 proteiner er involvert i
nukleotidutkuttingsreparasjon i humane celler).

Isolering og karakterisering av mutante organismer har gjennom alle &r vaert avgjorende for &
undersgke den normale betydning av genfunksjoner i ulike organismer. Det har lenge veert
enkelt & produsere slike mutanter i bakterier (E coli), gjeer (S cereviciae og S pombe) og
bananflue (D melanogaster). Dette er en viktig arsak til at nettopp disse organismene er benyttet
innen molekylerbiologiske studier. Innenfor DNA-reparasjon har det ogsa vart mulig 4 klone
humane genfunksjoner ved funksjonell komplementering av vel karakteriserte E coli-mutanter
(9). Dette ble gjort ved & transformere den sensitive E coli-stammen med et humant cDNA-
ekspresjonsbibliotek. Ved slike komplementasjonsstudier vil man finne det genet (enzymet) fra
humane celler som komplementerer det defekte genet i E coli-mutanten. Et utmerket eksempel
pa at slike modeller fortsatt er helt sentrale for & gke forstaelsen av sykdomsutvikling hos
mennesker, kommer fra gjermutanten RAD27 . Dette genet er homologt til det humane FEN-1
(flap endonuklease-1), som er involvert under DNA-reparasjon og som fjerner 5’ enkelttridede
DNA-sekvenser (12). Studier av RAD27 -mutanten i gjaer viser en rekke interessante genetiske
defekter. Disse inkluderer DNA-dobbelttradbrudd, hey mutasjonsfrekvens og
mikrosatellittekspansjon (53). Det antas at FEN-1 kan vere involvert i beskyttelse mot genetiske
sykdommer som Huntingtons sykdom, fragil X-syndrom (begge skyldes
mikrosatellittekspansjon) og kreft.

Konklusjon

De siste ti ar er en rekke gener som er involvert i DNA-reparasjon klonet, og defekter i slike
gener er vist a vaere den direkte arsak til en rekke humane syndromer. DNA-reparasjonsdefekter
medferer et bredt spekter av kliniske tilstander. Disse inkluderer ofte dvergvekst og disposisjon
for ulike kreftformer. Det er fortsatt mye arbeid igjen for & karakterisere den molekyleere
bakgrunnen for de kliniske symptomene, i og med at mange av genene er involvert i ulike DNA-
reparasjonsveier — og ofte ogsé i andre cellulere prosesser. Listen over DNA-reparasjonsgener
som medferer humane kliniske symptomer utvides stadig, og etter hvert som sekvenseringen av
det humane genomet narmer seg avslutning, vil denne karakteriseringen skyte ytterligere fart. I
tillegg til & medfere gkt kreftrisiko mistenkes flere DNA-reparasjonsgener i defekt tilstand &
kunne gke pasientens sensitivitet overfor stralebehandling og kjemoterapi. En diagnose for en
slik disposisjon vil veere avgjerende for individuell effektiv behandling. Etablering av
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musemodeller for slike defekter gir et unikt materiale for & undersgke gener som er involvert i
initiering av tumorer, og vil veere av uvurderlig betydning for utvikling av nye
behandlingsmetoder innen humanmedisin.

Jeg takker Elisabeth Larsen og Tone Tenjum ved Rikshospitalet og Helge Klungland ved Norges
landbrukshgagskole for kommentarer og rettelser til manuskriptet.
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