milieu en
gezondheid

Epigenetische mechanismen in de carcinogenese:
Aangrijpingspunten van tumorpromotors en voor
chemopreventie

Door

Joan Govaerts, Sam De Coster, Prof. dr. Nik van Larebeke

2006



Inhoud

=

CARCINOGENESE: EEN MULTIFACTORIEEL MEERSTAPPENPROCES

2 EPIGENETISCHE MECHANISMEN DIE EEN INVLOED KUNNEN HEBBEN OP DE
CARCINOGENESE

2.1 INDUCTIE VAN PROLIFERATIE

2.1.1 DIRECTE STIMULATIE VAN MITOSE EN GROEI

2.1.2  MIDDELS INDUCTIE VAN CELDOOD GEVOLGD DOOR COMPENSERENDE PROLIFERATIE
2.2 INHIBITIE VAN APOPTOSE

2.2.1 BETEKENIS EN MECHANISME VAN APOPTOSE

2.2.2 PATHWAYS DIE CASPASES EN APOPTOSE ACTIVEREN

2.2.3 VOLGENS WELKE MECHANISMEN WORDT DE APOPTOSE NU GEINHIBEERD ?

2.2.4 INHIBITIE VAN APOPTOSE LEIDT TOT TUMORPROMOTIE

2.2.5 VOORBEELDEN

2.2.6 INTERACTIES

2.3 INDUCTIE VAN OXIDATIEVE STRESS
2.3.1 ALGEMEEN

2.3.2  MECHANISMEN DIE KUNNEN BIJDRAGEN TOT DE CARCINOGENESE
2.3.3 AGENTIA DIE OXIDATIEVE STRESS KUNNEN INDUCEREN

234

2.4 BEINVLOEDING VAN RECEPTOREN

24.1

2.4.2 CELOPPERVLAKTERECEPTOREN
2.5 (DE)METHYLATIE VAN DNA EN (DE)ACETYLATIE EN (DE)METHYLATIE VAN HISTONEN EN

INTERACTIES

KERNRECEPTOREN (NR)

TRANSCRIPTIEFACTOREN

2.5.1

(DE)METHYLATIE VAN DNA
2.5.2 HISTONEN: (DE)METHYLATIE, (DE)ACETYLATIE EN ANDERE POST-TRANSLATIONELE

MODIFICATIES

2.5.3 ACETYLATIE VAN TRANSCRIPTIE-GERELATEERDE PROTEINEN
2.5.4 ONDERLINGE AFHANKELIJKHEID
2.6 TRANSLATIONELE MODIFICATIES

2.6.1

2.6.2 REGULATIE VAN EIF4E EN CARCINOGENESE
2.6.3 RELEVANTIE VOOR TUMORPROMOTIE

2.7 INHIBITIE VAN DE GAP JUNCTION INTERCELLULAIRE COMMUNICATIE (GJIC)
2.7.1 FUNCTIE EN BETEKENIS VAN GAP JUNCTIONS

2.7.2 MECHANISMEN DIE KUNNEN BIJDRAGEN TOT DE CARCINOGENESE

2.7.3 VOORBEELDEN

2.7.4 INTERACTIES

2.8 ACTIVATIE VAN TELOMERASE

2.8.1 FUNCTIE EN BETEKENIS

2.8.2 ROL IN TUMORPROMOTIE

2.8.3 VOORBEELDEN

2.8.4 INTERACTIES

TRANSLATIE

21
21

23
25
25
26
26
26
27
27
27
28
28
28
29
29
29
29
29



AGENTIA

3 CHEMOPREVENTIE 30
3.1 INLEIDING 30
3.2 AANGRIJPINGSPUNTEN VOOR CHEMOPREVENTIE: POTENTIELE CHEMOPREVENTIEVE

30
3.2.1 ANTIMUTAGENEN 30
3.2.2 ANTI-OXIDANTIA 30
3.2.3 DIFFERENTIATIE INDUCERS 31
3.2.4 ANTI-INFLAMMATOIRE MIDDELEN 31
3.2.5 RASACTIVATIE 31
3.2.6 SELECTIEVE OESTROGEEN RECEPTOR MODULATORS 31
3.2.7 ANGIOGENESE INHIBITOREN 32
3.2.8 TOPO-ISOMERASE II INHIBITORS 32
3.2.9 DNA METHYLATIE MODULATORS 32
3.2.10 APOPTOSE INDUCERS 33
3.2.11 HERSTELLEN GJIC 33
LIJST MET AFKORTINGEN 34

REFERENTIES

35




Epigenetische mechanismen in de carcinogenese

1 Carcinogenese: een multifactorieel meerstappenproces

De ontwikkeling van kanker is een proces waarbij een normale cel door de accumulatie van
genetische fouten een voortschrijdende verandering ondergaat, waarbij eerst een lokale en
uiteindelijk een kwaadaardige tumor gevormd wordt. Het ontstaan van mutaties is hierbij van
primair belang, maar ook andere mechanismen, zoals veranderingen in de genexpressie of
biologische signaalketens in de cel, kunnen een groot aandeel hebben in dit proces. De
belangrijkste mechanismen volgens de welke deze zogehete ‘epigenetische carcinogenen’ de
ontwikkeling van kanker kunnen beinvloeden wordt hieronder weergegeven.

De carcinogenese is een meerstappen-proces. Uit experimentele studies met proefdieren blijkt
dat er een duidelijk onderscheid gemaakt kan worden tussen drie verschillende fasen van de
carcinogenese (Weinstein, 1991; Trosko, 2005).

- Initiatie: berust wellicht steeds op een irreversibele genetische verandering van een cel,
veroorzaakt door een genotoxisch carcinogeen (Deman & Van Larebeke, 2001), waarbij bvb
terminale differentiatie, DNA-repair, apoptose of een normale controle op de celcyclus
verstoord worden.

- Promotie: de cel wordt reversibel gestimuleerd om te delen, terwijl er geen terminale
differentiatie of apoptose optreedt. Inwerking van endogene (hormonen, groeifactoren,
cytokines) of exogene (tumorpromotors) agentia, die wijzigingen in de genexpressie
veroorzaken leidt tot klonale expansie. Via celproliferatie (celdeling) en de afwezigheid van
apoptose (celdood) geeft een geinitieerde kankercel aanleiding tot een kloon dochtercellen,
een groep cellen die allen van dezelfde cel afkomstig zijn.

- Progressie: bijkomende genetische of epigenetische gebeurtenissen zorgen ervoor dat de
cellen een nieuw fenotype tot expressie brengen, waarbij ze ook onathankelijk worden van
externe promotoren door de activatie van oncogenen en de inactivatie van tumor-suppressor-
genen. Tumorprogressie moet gezien worden als een proces van Darwiniaanse evolutie
waarbij voortdurend cellen ontstaan met gewijzigde eigenschappen. Progressie geeft
aanleiding tot het ontstaan van kankercellen die beter aangepast zijn aan andere en ongunstige
omstandigheden (metastase) en weerstandig kunnen zijn tegen therapeutische agentia.

Onder genotoxische of mutagene agentia wordt in dit rapport verstaan: agentia die de
mutatiefrequentie verhogen, hetzij door direct te binden of schade te berokkenen aan het
genomisch DNA, hetzij door op een indirecte wijze schade aan DNA te veroorzaken of het
correcte herstel van DNA-schade te verhinderen. Meestal gebeurt eerst een activatie van de
stof in de cel. In de meeste gevallen bestaat voor deze agentia, zeker voor deze die op directe
wijze DNA-schade veroorzaken, geen kritische dosis onder dewelke geen schadelijk effect
optreedt (Ueno et al. 1996). Er wordt verondersteld dat er voor deze agentia geen veilige
dosis bestaat (Klaunig et al. 2000).

Epigenetische carcinogenen werken op andere — niet DNA-reactieve - manieren in op de cel.
Hier verstaan wij onder epigenetische carcinogenen agentia die de DNA-sequentie niet
wijzigen, dus geen mutaties veroorzaken. Wel beinvloeden zij op één of andere wijze (door te
fungeren als een ligand van een receptor, verstoring van de inter- en/of intracellulaire
signaaltransductie, interactic met regulatorische DNA-sequenties, beinvloeding van de
methylatie van DNA, wijziging van de chromatinestructuur,...) de expressie van genen of het
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functioneren van eiwitten en bevorderen zo de vorming van tumoren. De uitgeoefende
effecten zijn meestal tijdelijk van aard en vertonen een drempeldosis, waardoor chronische
blootstelling, in vele gevallen boven een bepaalde kritische dosis, een vereiste is om
carcinogeniciteit uit te oefenen. Receptor-bindende stoffen kunnen echter ook bij zeer lage
concentraties een betekenisvol effect hebben (zie verder). Veel epigenetische carcinogenen
lijken een belangrijke rol te spelen tijdens de promotie-fase van het kanker-vormingsproces
(Klaunig et al., 2000).

Voor carcinogenese zijn 4 biologische cellulaire processen van belang: celdifferentiatie,
celgroei, celproliferatie en (geprogrammeerde) celdood of apoptose.. In wat volgt zullen
verschillende epigenetische mechanismen besproken worden. De lezer moet zich echter
bewust zijn van het feit, dat geen enkel mechanisme op zich verantwoordelijk kan zijn voor
de carcinogeniteit van een niet-genotoxisch carcinogeen. Veel epigenetische carcinogenen
werken op diverse biologische pathways (i.e. receptor en daaropvolgende signaalcascades)
in. Daarenboven grijpen veel biologische pathways tegelijkertijd op de verschillende
cellulaire processen in. De intensiteit, duur, context,... van het signaal bepaalt dan ook wat de
uiteindelijke fysiologische respons van het systeem zal zijn. Maar uiteindelijk is het de
verstoring van de balans tussen celproliferatie en apoptose, die tot de ontwikkeling van
tumoren zal leiden.

Het is echter moeilijk om een diepgaande bespreking van de interactie en athankelijkheid
tussen de verschillende mechanismen te maken omdat in de wetenschappelijke literatuur
omtrent epigenetische carcinogenen nog maar weinig geschreven is over deze materie: de
complexe werking van veel niet-genotoxische carcinogenen is nog niet tot in detail gekend.

De term ‘epigenetische carcinogenen’ zoals deze hier beschreven werd, mag niet worden
verward met ‘epigenetische informatie in het erfelijk materiaal’, die gedefinieerd wordt als
‘de informatie die vervat zit in het chromatine, behalve in de eigenlijke DNA sequentie, en die
instaat voor een overerfbaar patroon in de genxpressie’ (Santos-Rosa & Caldas, 2005).
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2 Epigenetische mechanismen die een invloed kunnen hebben op de
carcinogenese

2.1 Inductie van proliferatie

Een effect dat veel epigenetische carcinogenen gemeen hebben is dat van de inductie van
proliferatie. Chemische verbindingen kunnen opgesplitst worden in deze die hun effect
doorvoeren via mitogene mechanismen en deze die celdood induceren met als gevolg een
inductie van compenserende hyperproliferatie (Klaunig et al., 2000).

Het eerstgenoemde effect kan te wijten zijn aan een interactie met cellulaire receptoren,
modulatie van groeifactoren en de verstoring van celgroeiregulatie.

De exacte mechanismen volgens dewelke de stimulatie van DNA-replicatie en de mitose leidt
tot epigenetische carcinogenese zijn nog niet geheel duidelijk (Klaunig et al. 2000; Normanno
et al. 2006).

Hoewel de inductie van de celproliferatie een integrale component is van de chemisch
geinduceerde carcinogenese, en een goede indicator is voor de niet-genotoxische
carcinogenese, is er nog steeds discussie over het relatieve belang van stimulatie van celdeling
in het kankerproces. De onduidelijkheid over de precieze mechanismen doorheen dewelke een
verhoogde celproliferatie en selectieve klonale groei zouden bijdragen tot de carcinogenese,
kan een gedeeltelijke verklaring vormen voor deze onzekerheid (Klaunig et al. 2000).

2.1.1 Directe stimulatie van mitose en groei

2.1.1.1 Algemeen

Verhoogde DNA-synthese en de daaropvolgende celdeling werden in verband gebracht met
elk van de drie stadia in de carcinogenese, en werd naar voren geschoven als een belangrijk
proces tijdens de carcinogenese (Klaunig et al. 2000).

Met betrekking tot de eigenlijke mechanismen aan de hand waarvan celgroei en mitose
gestimuleerd kunnen worden blijken groeifactoren een belangrijke rol te spelen. Groeifactoren
zijn polypeptiden die binden aan receptoren, met als hoofdfunctie het in gang zetten van de
celproliferatie, maar met dikwijls ook sterke invloed op differentiatie, migratie en overleving.

Directe mitogenen zijn stoffen die cellen in de mitotische cyclus brengen, zonder dat er een
voorafgaande verwonding is opgetreden die compensatoire proliferatie zou vereisen. Er
ontstaat dus een onevenwicht tussen celdeling en celsterfte, waardoor de weefselmassa
toeneemt. De epidermal growth factor (EGF), de transformerende groeifactor en de
hepatocyte groeifactor kunnen op directe wijze de DNA-replicatie in de lever stimuleren.

Andere groeifactoren, zoals norepinephrine, oestrogenen, insuline en glucagon verhogen
vooral de groeistimulerende effecten van directe mitogenen.
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2.1.1.2 Mechanismen

Met betrekking tot de eigenlijke mechanismen die een stimulatie van de mitose koppelen aan
de carcinogenese bestaan twee mogelijke scenario’s.

- De ongecontroleerde toename van DNA-synthese en celdelingen zal onvermijdelijk
gepaard gaan met een toename van het aantal mutaties. Inderdaad, de DNA-replicatie
is — ondanks het bestaan van DNA-herstelmechanismen - niet foutloos. Deze mutaties
kunnen resulteren in geinitieerde cellen, die door klonale expansie een preneoplastisch
letsel en uiteindelijk een neoplasma (Klaunig et al 2000) kunnen vormen.

- Induceren van klonale groei: de inductie van DNA synthese en mitose door niet-
genotoxische agentia kan de (eventueel zelfs selectieve) klonale groei van reeds
geinitieerde cellen tot gevolg hebben. Hierbij zou het niet-genotoxisch agens de
expansie van geinitieerde of preneoplastische cellen tijdens de tumorpromotie fase
bevorderen. Tumorpromotie wordt geassocieerd met een aanhoudende inductie van de
celreplicatie (Klaunig et al 2000).

Beide scenario’s, de vergroting van de kans op de vorming van nieuwe geiniteerde cellen en
de klonale expansie van reeds geiniteerde cellen, lijken een aangehouden en chronische
inductie van de proliferatie en DNA synthese te vereisen om te resulteren in tumorvorming
(Klaunig et al 2000). Daarenboven zouden verschillende niet-genotoxische carcinogenen een
selectieve verhoging van de DNA-synthese en mitogenese in preneoplastische cellen
teweegbrengen (Kolaja et al., 1996 a,b), en zelfs een mitose-inhiberend effect uitoefenen op
normale, niet-geinitieerde cellen De precieze werkingsmechanismen van deze laatste
eigenschap zijn echter slecht gekend.

2.1.1.3 Voorbeelden

Het zware metaal lood (Pb) is een vaak voorkomende polluent en wordt geklasseerd als een
mogelijk humaan carcinogeen. Er zijn verbanden gevonden tussen blootstelling aan Pb en het
optreden van nier-, long- en hersentumors.

Het precieze moleculair mechanisme van Pb-toxiciteit is niet helemaal ontrafeld. Er zijn
aanwijzigingen dat Pb genotoxische effecten (Van Larebeke et al., 2004) kan hebben maar
daarnaast zijn er ook aanwijzigingen voor epigenetische effecten.

Zo bvb. zijn er bewijzen dat Pb*" Proteine Kinase C (PKC)-gemedieerde pathways activeert
door PKC van het cytosol naar plasmamembraan te helpen verplaatsen. Waarschijnlijk speelt
de gelijkenis tussen Pb>" en Ca" hierbij een grote rol, PKC is immers een calcium-afhankelijk
proteine. Hierdoor wordt het kinase geactiveerd en dit dwingt de cel tot proliferatie.
(Boelsterli, 2003)

2.1.1.4 Interacties:

- Kupffercellen (levermacrofagen) zouden proliferatie beinvloeden door het vrijgeven van
tumor necrosis factor a en zouden daarenboven betrokken zijn bij de inductie en modulatie
van oxidatieve stress in de lever. Op welke manier deze factoren gerelateerd zijn aan de
levercarcinogenese vereist verder onderzoek (Klaunig et al. 2000).
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- RZV kunnen optreden als secundaire messengers en belangrijke cellulaire functies
beinvloeden, zoals proliferatie en apoptose (Valko et al. 2006)

- Vermoedelijk is de werking van mitose inducerende agentia die niet via de necrose
inwerken, gekoppeld aan de activatie van (groeifactor)receptoren (zie hoger, Klaunig et al.
2000).

2.1.2 Middels inductie van celdood gevolgd door compenserende proliferatie

2.1.2.1 Compensatoire celproliferatie door celdood

Toxische effecten van een agens kunnen, middels het induceren van necrose (aspecifek
toxisch effect) of apoptose (geprogrammeerde celdood) leiden tot een compensatoire
celproliferatie. Ook bij deze fysiologische reactie spelen de mechanismen hierboven
beschreven bij de inductie van mitose een rol.

2.1.2.2 Voorbeelden

Chloroform induceert indirect de mitose: bij hoge dosissen induceert chloroform levernecrose
bij muizen, en onder invloed van de compenserende celproliferatie induceert chloroform
levertumoren (Klaunig et al., 2000).

2.2 Inhibitie van apoptose

Om tot een goed begrip te komen van het mechanisme waardoor tumoren zich ontwikkelen na
inhibitie van apoptose, wordt eerst ingegaan op het complexe mechanisme van deze
gereguleerde celdood; de zgn. apoptose.

2.2.1 Betekenis en mechanisme van apoptose

Apoptose vervult een zeer belangrijke rol bij de weefselhomeostase: ze draagt er toe bij dat
elk weefsel de correcte massa aanhoudt. Indien cel-eliminatie door apoptose geinhibeerd
wordt, zal de mitotische generatie van nieuwe cellen resulteren in een stijging van de
weefselmassa en hyperplasia van het betrokken orgaan. Apoptose zorgt ook voor de
eliminatie van beschadigde cellen, ondermeer van cellen met beschadigd DNA, die mogelijk
een verhoogde kans op tumorale transformatie hebben. Inhibitie van apoptose kan dus leiden
tot het frequenter optreden van mutaties. Apoptose wordt getriggerd door stimuli. Minstens 2
pathways kunnen tussenkomen in de apoptose: de receptor-gemedieerde extrinsieke pathway
en de mitochondrie-gemedieerde intrinsieke pathway. Beide mechanismen zorgen voor een
toename van de caspase-activiteit.

Caspases zijn cysteine-aspartaat proteases die selectief meer dan 100 substraatbindingen
doorklieven bij het apoptoseproces. Ze kunnen onderverdeeld worden in initiator- of
effectorcaspases athankelijk van de rol die ze spelen bij de apoptose. Initiator caspases
detecteren apoptotische stimuli en activeren hierna de effectorcaspases dewelke
doelwiteiwitten zoals DNA repairenzymen, cytoskeletale enzymen en proteinen betrokken bij
de progressie van de celcyclus buiten werking stellen. Hierdoor worden processen in gang
gezet die uiteindelijk tot de dood van de cel leiden (Curtin & Cotter, 2003).
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Inhibitors of Apoptosis Proteins (IAPS) kunnen bepaalde caspases inactiveren, en voorkomen
zo dat een cel overgaat tot apoptose (Pelengaris & Khan, 2006).

2.2.2 Pathways die caspases en apoptose activeren

2.2.2.1 Receptor-gemedieerde extrinsieke pathway

Apoptose kan geinduceerd worden via signaalmolecules, waaronder groeifactoren, die binden
aan receptoren, de zgn. death receptors aan het celoppervlak. De best bestudeerde receptoren
behoren tot de tumor necrosis factor (TNF) receptor gen superfamilie, waaronder de Fas-
receptor en de TNF1-receptor die respectievelijk FasL. en TNFa binden. Al deze receptoren
beschikken over een Death domain, waarlangs bindingen met homologe domeinen op
cytoplasmatische adaptereiwitten mogelijk zijn. Naast deze death receptors bestaan er ook
Decoy (lokaas) receptors (DcR). Deze binden dezelfde liganden als de death receptors maar
kunnen geen adaptorproteinen, die nodig zijn om de cascade die leidt tot apoptose te initiéren,
binden. De primaire functie van lokaas-receptors is het moduleren van de gevoeligheid aan
receptor-gemedieerde apoptose.

Binding van de ligand op de Fas-receptor zorgt voor een trimerisatie en clustering van de
receptors. Hierna worden een aantal proteinen gebonden zodat een Death Inducing Signaling
Complex (DISC) gevormd wordt. Dit complex bindt en activeert Caspase-8. Capase-8 is van
primair belang voor de verderzetting van het apoptoseproces want het eiwit zorgt voor de
activatie van een caspase-cascade die leidt tot de executie van de cel. Het kan beschouwd
worden als één van de gatekeeper-caspases. Anderzijds zorgt Caspase-8 ook voor de activatie
(doorklieven) van het Bid proteine wat de vrijstelling van cytochroom c door de
mitochondrién bevordert, waardoor death receptors dus mede de mitochondrie-gemedieerde
pathway initi€ren (Curtin & Codder, 2003).

De TNF receptor (of TNFR1) medieert echter zowel apoptose als celoverleving doordat het
twee pathways met tegengestelde werking kan induceren. Recent werd een nieuw model voor
deze duale werking voorgesteld. Ligandbinding van de receptor induceert de vorming van een
eiwitcomplex op het plasmamembraan bestaande uit een 4-tal proteinen (complex I). Dit
complex activeert snel NF-kB middels kB kinase, waarna het complex I loskomt van de TNF
receptor. In het cytosol recruteert het vrijgekomen complex I o.a. caspase-8 (hierbij complex
IT vormend) en gaat het apoptose-inducerende signalen uitsturen. Wanneer NF-kB geactiveerd
is door complex I zorgt het echter voor een verhoogde transcriptie van caspase-8 inhiberende
proteinen. Als complex I er niet tijdig in slaagt NF-kB te activeren, wordt apoptose dus
geinduceerd door de caspase8-cascade. (Sanchez-Capelo, 2005).

2.2.2.2 Intrinsieke mitochondrie-gemedieerde pathway:

De mitchondrién spelen een prominente rol in de apoptose. De initiatie van de intrinsieke
pathway wordt bepaald door de balans tussen anti- en pro-apoptotische proteinen in de cel.

Wanneer er schade berokkend wordt aan DNA, wordt het genregulatorische proteine p53
geactiveerd, en start de transcriptie van verschillende genen die o.a. coderen voor de pro-
apoptotische proteinen. Eén daarvan is Bax (Bcl-2 familie), dit proteine verplaatst zich van
het cytosol naar de mitochondri€n en nestelt zich in het buitenste mitochondriale membraan.
Hierdoor verhoogt de permeabiliteit van het membraan en wordt cytochroom C samen met
pro-apoptotische enzymen (Smac/DIABLO, AIF, Endonuclease G en Omi/Htra2) vrijgesteld.
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In het cytosol verenigt cytochroom C zich met Caspase-9, een andere apoptose gatekeeper, en
met ‘steiger’proteinen tot een hoogmoleculair complex , het zgn. apoptosoom. Deze
complexatie heeft een sterk positieve invloed op de activiteit van Caspase-9 dat hierdoor een
caspase-cascade initieert die tot de dood van de cel leidt.

Andere proteinen van de Bcl-2 familie (zoals bvb. Bid) zijn eveneens pro-apoptotisch en
stimuleren de activiteit van o.a. Bax waardoor ze bijdragen tot de vrijstelling van cytochroom
C uit mitochondrién. (Boelsterli, 2003; Desagher et al., 2000; Adrain et al., 2001; Sanchez-
Capalo, 2005)

De proteinen waarvoor anti-apoptotische genen (Bcl-2, Bel-xL, Al, Bcl-w, Mcl-1) coderen
zouden de apoptose blokkeren door de mitochondriale integriteit in stand te houden en de
vrijstelling van cytochroom C en pro-apoptotische moleculen te verhinderen. Hiertoe zouden
ze associéren met de cytoplasmatische zijde van drie intercellulaire membranen: het buitenste
mitochondriale membraan, het endoplasmatisch reticulum en de kernenvelop. De vorming
van een apoptosoom wordt zo verhinderd (Pelengaris & Khan, 2006).

2.2.3 Volgens welke mechanismen wordt de apoptose nu geinhibeerd ?

Inactivatie van het gen p53 (coderend voor een tumorsuppressor die de expressie regelt van
genen die een rol spelen bij de G1/S fase van de celcyclus) door mutaties of deleties werd
aangetoond in meer dan 50% van de kankers en resulteert in overproductie van Bcl2 tov. Bax
waardoor apoptose vermeden wordt. (Klaunig et al. 2000; Boelsterli, 2003).

Inhibitie van apoptose kan ook een epigenetische oorsprong hebben: Zo kunnen genen die een
belangrijke rol spelen in het apoptoseproces en dus coderen voor cruciale proteinen
downgereguleerd worden. Anderzijds kunnen anti-apoptotische genen (zoals Bcl-2, Bcel-xL,
Al, Bcel-w, Mcl-1) upgereguleerd worden. Dit kan gebeuren door een wijziging van de
genexpressie ten gevolge van activatie van receptoren (zie hierboven), inhibitie van GJIC
alsook door veranderingen in de methylatiestatus van DNA of de structuur van chromosomen.
Zo wordt bvb. hypermethylatie van het caspase-8 gen frequent waargenomen bij
retinoblastomas en neuroblastomas (Gopisetty et al, 2005).

Ondermeer de transcriptiefactor AP-1 speelt een belangrijke rol bij de regulatie van apoptose.
AP-1 kan de apoptose zowel positief als negatief beinvloeden. AP-1 activiteit wordt
geinduceerd door o.a. H,O, , metalen, cytokines, stressors. Inductie of inhibitie van apoptose
door AP-1 is afhankelijk van de balans tussen pro- of anti-apoptotische doelwit-genen, de
stimulus die AP-1 activeert, en de duur van de stimulus (Valko et al. 2006).

2.2.4 Inhibitie van apoptose leidt tot tumorpromotie

Tumorpromotie door xenobiotische stoffen die de apoptose inhiberen is als volgt te verklaren.
Cellen waarvan het DNA onherstelbaar beschadigd werd, worden normaliter door apoptose
ge€limineerd. Indien de apoptose echter geinhibeerd wordt, kan het gebeuren dat mutaties
gefixeerd worden in de celpopulatie. Deze mutaties kunnen kanker-initi€rende mutaties
omvatten. Het feit dat sommige voor kanker geinitieerde, preneoplastische cellen een
groeivoordeel hebben ten opzichte van normale cellen, leidt tot een absolute en relatieve
toename van het aantal geinitieerde cellen dat voor verdere stappen in het proces van de

10
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tumorale transformatie in aanmerking komt. Het netto resultaat van dit mechanisme (op het
niveau van de weefsels) is enigszins gelijkaardig aan dat van de verhoogde mitose (zie hoger)
(Boelsterli, 2003).

Bij wegvallen van de blootstelling aan de tumorpromotor, wordt dit effect omgekeerd en
wordt het aantal cellen in een weefsel hersteld, waarbij geinitieerde cellen (die misschien
meer frequent beschadigd of op één of andere wijze herkenbaar zijn, mogelijks preferentieel
verwijderd worden (Roberts et al. 2004).

2.2.5 Voorbeelden

Verschillende tumorpromotoren voeren hun werking door via dit mechanisme. Voorbeelden
zijn onder andere fenobarbital en verschillende peroxisoomproliferatoren (e.g. nafenopin)
(Boelsterli, 2003)

Fenobarbital, een therapeutisch agens, wordt gebruikt als anti-epilepticum. In ratten en
muizen veroorzaakt fenobarbital leververgroting, enzyminductie en tumoren in vivo, en
induceert de S-fase en inhibeert de apoptose in vitro. De precieze werkingsmechanismen zijn
nog niet bekend, maar Bcl-2 (een proto-oncogen dat codeert voor een integraal
membraaneiwit) speelt een rol: fenobarbital stimuleert de expressie van Bcl-2 en dus anti-
apoptotische signalen. Het effect van leververgroting is echter reversiebel: indien de
blootstelling wegvalt wordt de lever hersteld tot de normale massa door de inductie van
apoptose (Roberts et al., 1995; Boelsterli 2003). Aangezien er voldoende bewijzen gevonden
zijn voor de carcinogeniteit van fenobarbital bij dieren wordt het als een mogelijk carcinogeen
geklasseerd (IARC, 2001).

Apoptose, geinduceerd door ioniserende straling, bleek in vitro geinhibeerd te worden door de
tumor promoter TPA (tetradecanoylforbolacetaat) (Klaunig et al., 2000).

Peroxisoomproliferatoren

PPARa (peroxisome proliferator activated receptor), een lid van de steroid hormoonreceptor
superfamilie speelt bij knaagdieren een rol bij de door peroxisoomproliferatoren (PP)
geinduceerde S-faze en de modulatie van de expressie van PP-gerelateerde genen. Bij mensen
staat PPARa in voor moduleren van de lipide ~homeostasis, wat de basis vormt voor het
gebruik van ‘peroxisoomproliferatoren’ zoals fenofibraat, clofibraat en benzafibraat voor het
verlagen van het bloedcholesterolgehalte.

Peroxisoomproliferatoren kunnen bijdragen aan de carcinogenese door indirect DNA-schade
te induceren en/of door bij te dragen aan de celproliferatie. In de lever komt PPARa sterk tot
expressie, waar het op zijn beurt de genexpressie activeert via een DNA sequentie gekend als
het peroxisoom proliferator respons element (PPRE), die te vinden is stroomopwaarts van
genen geinduceerd door PP, die coderen voor enzymen als het acyl-CoA oxidase en het
peroxisomale enzyme voor B-oxidatie. PPARa activatie is verantwoordelijk voor ondermeer
enzyme-inductie, peroxisoom-proliferatie, leververgroting en de vorming van tumoren onder
invloed van PP in knaagdieren. Uit deze waarnemingen blijkt dat de activatie van PPARa een
belangrijke rol speelt bij de regulatie van de apoptose door PPs. De genen die gereguleerd
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worden om tot dit anti-apoptotisch effect te leiden zijn heden evenwel nog niet geidentificeerd
(Roberts et al., 2004).

Bij mensen lijkt de inductie van hepatocarcinoma door peroxisoom-proliferatoren echter niet
op detecteerbare wijze voor te komen. De menselijke PPARa receptor blijkt een sterk
verschillende functie uit te oefenen. Activatie van de humane receptor door toedienen van
PPARa — liganden veroorzaakt geen of en zeer beperkte toename van peroxisomale B-oxidatie
en de daarbij gepaard gaande levertumorpromotie. Toch lijken de fundamentele moleculaire
processen, die na blootstelling aan PPARa stimulerende agentia bij ratten en muizen leiden tot
de inductie van levertumoren, leydig cel tumoren in de testis en pancreastumoren, ook bij de
mens op te treden. Echter niet in quantitatief dezelfde mate. Hieruit kan geconcludeerd
worden dat peroxisoomproliferatoren bij de mens zeker niet hetzelfde risico meebrengen als
bij ratten en muizen.

Toch is het niet uitgesloten dat PP ook gezondheidsschadende effecten hebben bij de mens.
Zo is er 1 onderzoek gepubliceerd waarbij bleek dat een clofibraat en Wy-14,643-
behandeling de groei van een menselijke borstkankercellijn bevorderde. Of dit effect
veroorzaakt werd door activatie van de PPARa-receptor dan wel door een ander mechanisme
is niet duidelijk (Peraza et al., 2006). Voorzichtigheid lijkt geboden, niet alleen op grond van
mechanistische overwegingen en experimentele resultaten, maar ook omdat epidemiologische
waarnemingen bij mensen behandeld met peroxisoomproliferatoren wel een duidelijke daling
in morbiditeit en mortaliteit tengevolge van cardiovasculaire aandoeningen te zien geven,
maar niet in totale mortaliteit. Sommige studies tonen een stijging in de incidentie van
sommige kankers, zij het niet in statistisch significante mate (Klaunig et al., 2003).

2.2.6 Interacties

Het al of niet in werking treden van het apoptose proces interageert met het al of niet in
werking treden van andere processen zoals celproliferatie, inhibitie van GJIC, differentiatie of
dedifferentiatie, senescentie, methylatie van DNA, wijzigingen in de chromosoomstructuur,
oxidatieve stress, om de cel al dan niet tot een kankercel om te vormen.

Sommige agentia hebben trouwens een effect op meer dan 1 proces, zo zullen peroxisoom-
proliferatoren ook celproliferatie stimuleren (Chevalier et al. 2000).

2.3 Inductie van oxidatieve stress

2.3.1 Algemeen

Het optreden van oxidatieve stress kan worden omschreven als een verhoogde productie van
oxiderende stoffen - reactieve zuurstofvormen (RZV) en stikstofvormen (RSV) - die niet
gecompenseerd wordt door een verhoogde aanwezigheid van anti-oxidantia (superoxide
dismutase, catalase, glutathion, ...) in de cel.

De oorzaak voor het ontstaan van RZV en RSV kan endogeen of exogeen zijn. Onder andere
mitochondria, peroxisomen en de inflammatoire celactivatie kunnen bronnen zijn (Valko et al.
2006). Andere belangrijke wegen die tot oxidatieve stress kunnen leiden, lopen via de
cytochromen P450 (CYPs): ze mediéren de fase I metabolische activatie van talloze

12



Epigenetische mechanismen in de carcinogenese

xenobiotische stoffen, meestal via een oxidatief proces. Deze transformatie leidt tot de
vorming van intermediaire producten die via fase II afhankelijke conjugatiereacties verder
omgevormd worden tot meestal inactieve stoffen die via de nieren geéxcreteerd worden.
Hoewel fase I reacties ook detoxificerend kunnen zijn, vertonen de intermediaire stoffen die
hieruit resulteren vaak een verhoogde cytotoxiciteit en/of carcinogeniciteit (het xenobioticum
wordt dan een ‘precarcinogeen’ genoemd). De activatie kan door de polymorfismen van
bepaalde CYP-genen soort-athankelijk zijn, waardoor ook de carcinogeniciteit soort-
athankelijk wordt en dierproeven niet altijd model kunnen staan voor de inwerking van een
agens bij de mens. Verschillende CYPs worden geinduceerd door de aryl-koolwaterstof-
receptor (AHR), wat deze enzymen en de inductie van oxidatieve stress koppelt aan het
belang van receptoren bij de carcinogenese (zie later).

Belangrijk is ook dat CYPs deelnemen aan zowel de inactivatie als de activatie van
geneesmiddelen die worden gebruikt bij het bestrijden van kanker (Rodriguez-Antona &
Ingelman-Sundberg, 2006). Daarnaast zijn CYPs belangrijk bij de metabolisatie van tal van
geneesmiddelen.

2.3.2 Mechanismen die kunnen bijdragen tot de carcinogenese

Een direct effect van oxidatieve stress en de generatie van RZV en RSV in de cel, zijn de
directe beschadiging van de celcomponenten (DNA, proteines).

Minder bekend is echter dat oxidatieve stress ook een epigenetisch, ‘indirect’ effect uitoefent
via de genregulatie en de signaaltransductie. Als gevolg van de productie van reactieve
zuurstofvormen wordt een proteinecomplex, nuclear factor E2 p45 - related factor 2 (Nrf2),
geactiveerd dat gevoelig is aan oxidatieve stress. Dit proteinecomplex wordt gemodifieerd en
getransloceerd naar de nucleus, waar het bindt aan het ‘antioxidant respons element’ (ARE),
dat instaat voor de activatie van verschillende genen die betrokken zijn bij de detoxificatie en
verdediging tegen oxidantia (Boelsterli, 2003). Ondermeer worden onder invloed van
oxidatieve stress een aantal ‘redox sensors’ geactiveerd, die de celsignalisatie veranderen.
Belangrijk is het niveau van de oxidatieve stress. Bij hoge niveaus kunnen regulatorische of
toxische fenomenen optreden die respectievelijk leiden tot apoptose of necrose. Intermediaire
niveaus veroorzaken selectieve genactivatie en proteine-expressie die beschouwd kan worden
als een adaptieve respons op deze verhoogde oxidatieve stress (o0.a. inductie van antioxidantie
en stress proteinen). Lage niveaus van RZV hebben een fysiologische rol in het cellulair
antwoord op schadelijke invloeden, en bij het functioneren van een aantal
signaaltransductiesystemen en zijn alzo belangrijk voor de weefselhomeostasis. Lage
concentraties van superoxide-radicalen en waterstofperoxide stimuleren proliferatie en
overleving in vele celtypes. Het zijn dus voornamelijk de lage (en intermediaire) concentraties
die van belang zijn bij de epigenetische carcinogenese (Boelsterli 2003; Valko et al. 2006).

Dezelfde signalen die gebruikt worden voor de regulatie van verschillende celmechanismen
bij fysiologische niveaus van oxidatieve stress worden dus ook beinvloed bij de adaptieve
respons tegen een verhoogde oxidatieve stress. Het verschil is echter dat bij fysiologische
signalen de veranderingen van de redox-staat meestal tijdelijk en kortdurend zijn, in
vergelijking met door voldoend intense blootstelling aan xenobiotica geinduceerde oxidatieve
stress-signalen, die grote schade of zelfs celdood tot gevolg kunnen hebben, en die vaak
langer aanhouden, en een grotere impact kunnen hebben (Boelsterli 2003; Valko et al. 2006).
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Het resultaat van de beinvloeding van twee mechanismen door RZV/RNYV kan een verhoogde
celproliferatie zijn. De twee voornaamste mechanismen die hierop betrekking hebben zijn de
volgende.

2.3.2.1 Activatie van een positief genregulerend eiwit (transcriptiefactoren)

Belangrijk zijn de transcriptiefactoren NF-«xf3 (Nuclear Factor-«kf) en AP-1 (activator-proteine
1) die een belangrijke rol spelen in de cellulaire reactie op oxidatieve stress. NF-«xf3 en AP-1
worden ondermeer door de MAP-kinase pathway geactiveerd en zijn betrokken bij
groeiregulerende pathways die een rol spelen bij celoverleving, apoptose, proliferatie,
differentiatie, en dus ook bij de carcinogenese (Boelsterli 2003; Valko et al. 2006).

2.3.2.2 Modulatie van de signaaltransductie

Het doorgeven van moleculaire signalen via hormonen, groeifactoren, cytokines en andere
stoffen, via een celoppervlakte receptor en secundaire boodschappermoleculen tot aan een
metabolisch doelwit, of een doelwit in de kern.

Vaak gebeurt deze signaaltransductie via een zelf-versterkende cascade van proteinekinasen
en fosfatasen. Reactieve zuurstofvormen en een verhoogde oxidatieve stress kunnen sommige
delen van deze pathways nabootsen en proliferatie in vele cellen induceren. De reden hiervoor
is dat de activiteit van veel proteinen die betrokken zijn bij deze pathways athankelijk is van
hun redoxstatus. Zo worden bepaalde kinasen (enzymen die andere proteinen fosforyleren)
geactiveerd, en worden bovendien fosfatasen (enzymen die andere proteinen defosforyleren)
geinactiveerd. Daarenboven kunnen RZV ook andere grote systemen beinvloeden, zoals de
status van receptoren die betrokken zijn bij Ca®" signalisatic en de activatie van de
arachidonzuur- en de cAMP-pathway (Boelsterli 2003; Valko et al. 2006). RZV inhiberen in
de eerste plaats fosfoserine/threonine-, fosfotyrosine- en fosfolipidefosfatasen, vermoedelijk
door oxidatie van cysteine-residuen op deze proteinen. Deze structurele veranderingen leiden
tot de verhoogde inductie van verschillende signaaltransductiecascades, waaronder
groeifactorkinase-, src/Abl kinase-, MAPK- en P13-kinase afhankelijke signaaltransductie-
pathways. Deze leiden op hun beurt leiden tot de activatie van verschillende redox-
gereguleerde transcriptiefactoren (AP-1, NF-kB, p53, HIF-1, NFAT) (Valko et al. 2006).

Belangrijke targets zijn receptor (groeifactor receptoren) en niet-receptor tyrosine kinasen.
Onder indirecte invloed van reactieve zuurstofvormen kunnen deze kinasen gefosforyleerd en
aldus geactiveerd worden. Vervolgens beinvloeden zij processen zoals celoverleving,
apoptose, proliferatie en differentiatie.

Ook Ras-proteinen, die instaan voor de regulatie van celgroei en het tegenwerken van
apoptotische effecten, kunnen geactiveerd worden door reactieve zuurstofvormen. Proteine
tyrosine fosfatasen kunnen reversiebel en direct geinactiveerd worden door reactieve
zuurstofvormen, wat een belangrijke invloed kan hebben op redox-controle en celsignalisatie
(Valko et al. 2006).

Ook de vrijstelling van calcium-ionen uit intracellulaire opslagplaatsen door oxidatieve stress
kan resulteren in de activatie van kinases zoals proteine kinases C (Valko et al., 2006).

Reactieve zuurstofvormen kunnen dus meewerken aan elk van de drie stadia van de
carcinogenese (initiatie, promotie, progressie) (Valko et al., 2006).
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2.3.3 Agentia die oxidatieve stress kunnen induceren

Tot de epigenetische carcinogenen die oxidatieve stress kunnen induceren behoren onder
andere peroxisoomproliferatoren, gechloreerde verbindingen (bvb. dioxines), barbituraten en
metaalionen. Ook ioniserende straling is een belangrijke exogene oorzaak van oxidatieve
stress. (Klaunig et al. 2000; Valko et al. 2006).

Inflammatie is een belangrijke bron van oxidatieve stress. Ook bepaalde voedingsgewoonten
kunnen geassoci€erd zijn met een verhoging van oxidatieve stress (Ferrari & Torres, 2003).

2.3.4 Interacties

- Oxidatieve stress kan geinduceerd worden door de activatie van  groeifactor- of
cytokinereceptoren, waaronder de epidermale groeifactor (EGF) receptor, platelet-derived
growth factor (PDGF) receptor, vasculaire endotheel groeifactor (VEGF) receptor, cytokine
receptoren (TNF-a, IFN-y) en interleucine receptoren (IL-1pB) (Valko et al. 2006).

- Oxidatieve stress resulteert zowel in DNA-schade als in verstoring van de genexpressie, en
kent dus een genotoxische en een epigenetische werking (Valko et al. 2006).

- Oxidatieve stress kan hypomethylatie induceren (Klaunig et al. 2000).

- De activatie van de AH-receptor leidt tot de inductie van de transcriptie van verschillende
cytochromen van de CYP-familie, wat op zijn beurt de intensiteit van de oxidatieve stress kan
beinvloeden via veranderingen in de metabolisatie (activatie of inactivatie) van aanwezige
toxische stoffen (zie verder).

2.4 Beinvloeding van receptoren

De cel- en weefselhomeostase wordt gecontroleerd door 4 overlappende processen: celgroei,
celproliferatie, celdood, celdifferentiatie. Deze zijn alle vier onderhevig aan verschillende
regulerende factoren (extracellulaire signalen) en de daaropvolgende signaalketens. Er
bestaan honderden verschillende signaalmoleculen. Voorbeelden zijn proteinen, kleine
peptiden, aminozuren, nucleotiden, steroiden, retinoiden, vetzuurafgeleiden en zelfs opgeloste
gassen zoals stikstof- en koolstofmonoxide.

Deze signalen worden opgevangen door receptoren. Na activatie van deze receptoren door de
signaalmoleculen worden intracellulaire signaalketens in werking gezet of binden de
receptoren op specifieke responselementen van het DNA waardoor bovengenoemde processen
beinvloed worden.

Deze processen zijn cruciaal in de ontwikkeling van een geiniticerde kankercel tot een
tumorweefsel. Xenobiotische moleculen die inwerken op de signaalmoleculen, op de
expressie van genen coderend voor receptoren, rechtstreeks op de receptoren of op de
signaalketen downstream van de receptor en alzo het onstaan van kanker bevorderen, kunnen
geklasseerd worden onder de epigenetische carcinogenen.

Om tot een goed begrip te komen van de invloed van deze mechanismen op de carcinogenese,

is het noodzakelijk om een degelijke kennis te hebben van de typen receptoren en de
signaalketens die zij beinvloeden. (Alberts et al., 2002)
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Receptoren kunnen onderverdeeld worden in 2 belangrijke types: kernreceptoren en
celoppervlakte-receptoren.

2.4.1 Kernreceptoren (NR)

NR zijn oplosbare, intracellulaire receptoren die wanneer ze een ligand binden, naar de
celkern migreren en interageren met specifieke genregulator-elementen. Deze liganden zijn
kleine, hydrofobe moleculen die doorheen het celmembraan diffunderen.

Kernreceptoren zijn zeer gevoelig aan xenobotische componenten. Dit is omdat vele
lichaamsvreemde componenten voldoende eigenschappen delen met de ‘normale’ liganden
om te binden aan de receptoren en voor agonistische of antagonistische effecten te zorgen.

Twee superfamilies zijn toxicologisch van groot belang en worden achtereenvolgens
besproken.

2.4.1.1 Steroid hormoonreceptoren

Steroid hormoonreceptoren zijn een grote familie zinkvingerreceptoren. Alle receptoren van
deze familie kunnen dimeren met de retinoic X receptor (RXR, die cis-9-retinoidezuur bindt).
Receptoren van deze superfamilie bevatten steeds een ligandbindend domein en een DNA-
bindend domein (zinkvingerdomein, i.e. een motief waarin zink gecodrdineerd wordt door
histidinen en cysteine en dat past in de “major groove” van het DNA). In sommige gevallen
worden de steroid hormoon receptors in inactieve toestand gehouden in het cytoplasma door
een heat shock proteine (hsp). Dit proteine houdt de receptor in een conformatie klaar om de
ligand te binden, maar niet in staat om DNA te binden. Na binding met een ligand ondergaan
ze een conformatieverandering, binden eventueel co-activatoren en begeven zich naar de
celkern. Hier binden ze aan de respons-elementen (RE) in het promotergebied van een
bepaald gen.

Vbn: peroxisoom proliferator geactiveerde receptor PPAR, Thyroid receptor, oestrogeen-
receptor.
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2.4.1.2 PAS proteinen

De PAS proteinen zijn een familie receptoren die allemaal beschikken over een PAS-gebied
(genoemd naar de ecerste geidentificeerde familieleden PER, ARNT en SIM). Het
belangrijkste voorbeeld van PAS receptor is de aryl hydrocarbon receptor (AHR). Bij deze
receptor is het PAS-domein eveneens de plaats waar agonisten zoals dioxines binden. Alle
PAS-proteinen hebben een helix-loop-helix gebied, dat een DNA bindingsgebied en een
dimerisatie-motief omvat en dat ook in vele andere transcriptiefactoren gevonden wordt. Na
ligandbinding verenigen de PAS proteinen (bvb. AHR en zijn transcriptie-partner ARNT)
zich tot een heterodimeer en binden zich aan het DNA.

2.4.2 Celoppervlaktereceptoren

Celoppervlaktereceptoren werken als signaal “transducers” (signaalomzetters). Ze
converteren een extracellulair signaal (0.v.v. een wateroplosbaar signaalmolecule) naar een
intracellulair signaal waardoor het gedrag van de cel zich wijzigt. De drie belangrijkste
klassen worden hieronder besproken.

2.4.2.1 “lon-channel linked” —receptoren (ionkanaalgekoppelde receptoren)

“Ion-channel linked” receptoren, ook gekend als ionotrope receptoren, zijn betrokken bij de
signaaltransductie tussen elektrisch exciteerbare cellen. Dit type signaaltransductie wordt
gemedieerd door een klein aantal neurotransmitters die in staat zijn om het ionkanaal van het
proteine waarop ze binden gedurende een korte tijd te openen of te sluiten. Hierbij verandert
de ionpermeabiliteit van de cel en daarmee de exciteerbaarheid van de postsynaptische cel.

2.4.2.2 *“G-protein coupled” (G-proteine gekoppelde) receptoren (GPCR)

“G-protein coupled” receptoren beinvloeden indirect een ander plasmamembraan-gebonden
proteine (enzyme of ionkanaal) middels een trimeer GTP-gebonden proteine (G-proteine). De
activatie van het doelwitproteine heeft dan een invloed op een of meerdere intracellulaire
signaaloverdragers (enzymen) of verhogen de ionpermeabiliteit van het plasmamembraan. Ze
kunnen door de meest diverse signaalmoleculen geactiveerd worden (hormonen,
neurotransmitters,...).

Wanneer de receptoren geactiveerd worden, ondergaan ze een conformatieverandering
waardoor ze het G-proteine kunnen activeren. Er zijn verschillende types G-proteinen voor
verschillende functies, maar ze werken allemaal via hetzelfde mechanisme.

G-proteinen bestaan uit 3 subeenheden - o, B, en y. Bij stimulatie door een geactiveerde
receptor, verwisselt de a-eenheid het gebonden GDP-molecule voor een GTP-molecule. Deze
uitwisseling voorziet de nodige energie om de a-eenheid los te laten komen van de rest van
het proteine, zodat deze kan binden op het doeleiwit. Deze doelwitten zijn enzymen of
ionkanalen, die op hun beurt het signaal dan weer verderleiden. Na activatie van het doelwit,
hydrolyseert de a-eenheid zijn gebonden GTP en herenigt het zich met de By-eenheid.
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Voorbeelden van pathways geinitieerd door GPCR relevant voor carcinogenese:

Cyclisch  AMP (cAMP): is een kleine intercellulaire  boodschappermolecule
diegesynthetiseerd wordt na activatie van adenylyl cyclase. De G proteines activeren (Gs) of
inhiberen (G;j) adenylyl cyclase-activiteit. In de meeste cellen zorgt een verhoging van
[cCAMP] voor de activatie van cAMP-dependent proteine kinase (PKA). Dit enzyme
fosforiliseert specifiek zowel serine als threonine in een aantal doelwitproteinen, waardoor
hun activiteit gereguleerd wordt.

In celtypes waar groethormoon (GH) geproduceerd wordt, heeft de verhoging van
intracellulaire cAMP concentratie een positieve invloed op de secretie van GH en dus de
celgroei/proliferatie. In cellen met somatostatine receptoren (eveneens GPCR) wordt na
activatie de cAMP verlaagd en groei geremd.

Inositol fosfolipide signaalketen: G-proteine activeert het fosfolipase C-f (PLC-B). Dit
ontbindt het fosfadityl-inositol-bifosfaat (PIP2) tot diacylglycerol en inositol-trifosfaat. Deze
moleculen zorgen respectievelijk voor activatie van het proteine kinase C (PKC) en
vrijstelling van Ca”" uit het endoplasmatisch reticulum. Dit Ca’" activeert op zijn beurt
eveneens het PKC. Forbol esters verhogen de activiteit van PKC en zorgt zo voor een
tumorpromoter effect (zie 3.3).

Ca’": De intracellulaire Ca®" concentratie wordt (ondermeer) verhoogd door de activiteit van
G-proteinen (zie hierboven). Hoge concentratieniveaus van Ca>" activeren calmoduline, wat
op zijn beurt talrijke CaM-kinases (calmoduline-afthankelijke kinases) activeert. Sommige
CaM-kinases fosforyliseren proteinen die instaan voor de genregulatie, zodat de transcriptie
van bepaalde genen up- of downgereguleerd worden.

2.4.2.3 Enzyme-linked receptoren (EZLR)

EZ-linked receptoren spelen een belangrijke rol bij de groei, proliferatie, differentiatie of
overleving van de cel. Ze worden geactiveerd door groeifactoren. Verstoring van deze
processen zijn fundamentele gebeurtenissen bij het ontstaan van kankers en signaaltransductie
via EZLR speelt hier een belangrijke rol in.

Heden zijn 5 klassen van EZLR bij zoogdieren geidentificeerd:
e Tyrosine kinase receptoren
Tyrosine kinase geassocieerde receptoren (0.a. cytokine-receptoren)
Serine Threonine Kinase receptors
Tyrosine fosfatasen
Guanylyl cyclase receptoren

Hieronder worden de voor de carcinogenese belangrijkste klassen van receptoren besproken.

2.4.2.3.1 Tyrosine kinase receptoren (TKR)

Tyrosine kinase receptoren worden geactiveerd door een veelheid aan groeifactoren en
hormonen. Voorbeelden hiervan zijn EGF (epidermale growth factor), PDGF (platelet derived
growth factor), insuline, IGF-1 (insulin-growth-factor).
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TKR zijn transmembraanproteinen, met aan de buitenzijde van de cel een ligandbindend
domein, en binnenin een kinase domein. Bij activatie fosforyliseert het kinase domein
tyrosine-zijketens, zowel bij zichzelf (autofosforylisatie) als intracellulaire signaalproteinen.
Autofosforylisatie van het cytosolisch gedeelte, zowel in het kinase gedeelte als daarbuiten
zorgt daar respectievelijk voor een verhoging van de kinase-activiteit en de creatie van
fosfotyrosines die dienen als docking-sites voor intracellulaire signaaleiwitten die binden via
hun SH2-domein. Deze worden na de binding zelf gefosforyliseerd en hierbij geactiveerd.

Voorbeelden van pathways geinitieerd door TKR relevant voor carcinogenese:

Sommige van deze gebonden eiwitten dienen als “adaptor” voor de activatie van het GTPase
Ras —een belangrijk downstream signaalproteine dat op zijn beurt verschillende andere
pathways start, waaronder deze die cellen stimuleren om te prolifereren of te differentiéren.
Mutaties die deze pathways activeren zijn een belangrijke oorzaak van vele kankertypes. Ras
activeert ondermeer de volgende pathways:

1% Fosfolipase C-y (PLC-y) pathway
PLC-y initieert net als PLC-f de inositol-fosfolipide signaalketen en dus de werking van PKC.
2% MAP-kinase pathway (mitogen-activated-protein kinase a.k.a. Raf-Mek-Erk):

Deze pathway reguleert celcyclusprogressie en is zonder twijfel de best bestudeerde van de
ras geactiveerde pathways. De activatie van Raf (of MAP-kinase-kinase-kinase) door Ras zet
een kinase-cascade in werking. Raf ondergaat een conformatieverandering en
fosforyliseert/activeert Mek (MAP-kinase-kinase), dat op zijn beurt Erk activeert (het
eigenlijk MAPK). Erk fosforyliseert transcriptie factoren van de ETS familie: Elkl dat de
expressie van Fos reguleert. Erk fosforyliseert eveneens c-Jun, wat tot de activatie van de AP1
transcriptiefactor leidt, die bestaat uit Fos-Jun heterodimeren. AP1 is een belangrijke regulator
van de expressie van enkele genen met een sleutelrol in de stroomafwaartse signaalketen ten
gevolge van groeifactoren, waaronder c-Myc. Al deze transcriptiefactoren beinvloeden de
expressie van proteinen die een essenti€le rol spelen in de normale mitogeen-gereguleerde
celproliferatie (o.a. cycline D).

3% PI3Kinase-ProteineKinaseB pathway (PI3/AKT of PI3/PKB):

Ras werkt direct in op de katalytische eenheid van fosfatidylinositol 3 kinase (PI3K), dat
inositolfosfolipiden genereert die dienen als intracellulaire docking sites op de celmembraan
voor een aantal signaalproteinen waaronder Proteine Kinase B (Pkb of Akt). Pkb is een
belangrijke boodschapper van overlevingssignalen voor de cel en werkt anti-apoptotisch.

Ook zullen BTK (een cytoplasmatisch tyrosine kinase) en PLC-y kunnen aanmeren en
geactiveerd worden, wat dan via de omzetting van fosfadityl-inositol-bifosfaat (PIP2) tot
diacylglycerol en inositol-trifosfaat het PKC activeert.

PI3K activeert ook de NFkB transcriptie factor, eveneens van belang bij celoverleving en
inflammatoire reacties.
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4% Senescentie pathway (oncogenetisch Ras)

Naast apoptose is senescentie een belangrijk mechanisme om de replicatie van mogelijk
schadelijke cellen stil te leggen. Hierdoor wordt aan de cel een permanente celcyclus-stop
opgelegd. Senescentie wordt gereguleerd door een aantal tumorsupperssorgenen, waarvan de
cruciaalste p53 en p21 zijn. Oncogenetisch Ras triggert dit proces door via de MAPK pathway
pl6 en/of ARF te activeren die respectievelijk Rb en p53 activeren. Die op hun beurt dan de
werkelijke senescentie-effectors zoals p21, PML en verschillende chromatine-veranderende
factoren aansturen.

Oncogenetisch Ras kan zowel pro- als anti-apoptotische signalen via het Raf-Erk-pad
uitsturen. Respectievelijk door fosforylisatie en hierdoor stabilisatie van oncogeen Myc, dat
de apoptose induceert; en inhibitie van het pro-apoptotische Bad. Athankelijk van celtype en
de context, zal oncontroleerbare celproliferatie dan wel apoptose optreden.

Zo zal in reeds getransformeerde cellen (met sterke expressie van Ras en Myc) eerder
celoverleving/proliferatie geinduceerd worden.

Opmerking: samenwerking oncogenetisch Ras en c-Myc

c-Myc — activatie induceert cel-apoptose, Ras activatie induceert cel-senescentie, maar
wanneer Myc tesamen met Ras tot expressie komt zal proliferatie optreden. Ras zal Myc-
geinduceerde apoptose verhinderen, en Myc zal Ras-geinduceerde senescentie inhiberen.

(vb van oncogenetische samenwerking).

2.4.2.3.2 Tyrosine kinase geassocieerde receptoren (TKAR)

TKAR zijn athankelijk van diverse cytoplasmatische tyrosinekinasen, die geassocieerd zijn
met de receptoren en verschillende doelwitproteinen fosforyliseren, waaronder dikwijls de
receptoren zelf waardoor deze geactiveerd worden. Deze receptoren werken dus op dezelfde
manier als de tyrosine kinases maar hun kinase domein wordt door een apart gen gecodeerd
en is niet-covalent gebonden aan de receptor.

Cytokine receptoren zijn een belangrijke subfamilie van EZLR. Ze omvattende de grootste en
meest diverse klasse van receptoren die athankelijk zijn van cytoplasmatische kinases om
signalen in de cel verder te leiden. De liganden van deze receptoren zijn meestal lokale
boodschapper moleculen (cytokines) of groeihormonen. Wanneer de receptoren geactiveerd
worden, activeren ze op hun beurt een cytoplasmatische tyrosine kinase genaamd Janus
Kinase (Jak). Dit fosforyliseert en activeert een aantal genregulatorische proteinen, de zgn.
Stats (Signal Transducers and activators of transcription). Deze begeven zich direct naar de
kern en stimuleren de transcriptie van specifieke genen.

Sommige Tumorcellen hebben de capaciteit verworven om oncontroleerbaar te proliferen,
apoptose te vermijden, angiogenese' te stimuleren en immunologische rejectie te ontlopen.
Stat-proteinen, en vooral Stat3 en Stat5 reguleren deze processen en worden in een permanent
gegeactiveerde staat frequent waargenomen in long, nier, prostaat, borst,...-kankers.
Epigenetische silencing van het SOCS1 gen, een inhibitor van de Jak-Stat pathway, werd al
waargenomen bij leverkanker.

1 . .
Vorming van nieuwe bloedvaten
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Belangrijke vertegenwoordigers van de cytokine receptorfamilie zijn de “death receptors”.
Deze behoren tot de TNF receptor-superfamilie.

2.4.2.3.3 Serine Threonine Kinase receptors (STKR)

De signaalproteinen van de TGF-B (transforming growth factors) superfamilie werken via de
STKReceptoren. Ze werken als hormoon of als locale boodschappers bij het reguleren van
een groot aantal processen zoals celproliferatie, differentiatie, extracellulaire matrix vorming
en celdood. De voor carcinogenese belangrijkste signaalproteinen binnen deze superfamilie
zijn de TGF-Bs zelf. Er bestaan twee types STKR’s maar deze zijn structureel zeer
gelijkaardig.

Wanneer de TGF-Typell-receptor geactiveerd wordt, dimeriseert deze met een type I
receptor, fosforyliseert en activeert deze. De type-I receptor bindt en activeert een latent,
genregulerend eiwit van de Smad familie (Smad2 of Smad3), hierna komt het Smad los van
de receptor en bindt het met Smad4. Het Smad-complex verplaatst zich naar de celkern, bindt
op specifieke sites in het DNA en activeert een specifiek aantal genen.

Sommige TGF-B familieleden dienen als morfogenen gedurende de ontwikkeling van
weefsels (concentratie is afhankelijk van de afstand tot het centrum van het zich
ontwikkelende weefsel en hierdoor ‘weet’ de differentiérende cel welke richting ze uit moet
gaan) en induceren verschillende responsen in een ontwikkelende cel in functie van hun
concentratie.

TGF-B1 speelt duale rol bij de ontwikkeling van kankers. Het kan zowel celproliferatie als
apoptose stimuleren: Het interfereert met een groot aantal pathways zoals Fas, TNFa, NF-«xB,
Jnk,... De uiteindelijke uitkomst van deze signaalcascades is afthankelijk van de balans van de
in de cel aanwezige moleculen en de intensiteit van de respectievelijke signalen (Sanchez-
Capelo, 2005).

2.5 (De)methylatie van DNA en (de)acetylatie en (de)methylatie van histonen en
transcriptiefactoren

Het is duidelijk dat een verstoring van de normale genexpressie en de regulatie ervan een
belangrijke rol speelt bij kanker. Deze kan te wijten zijn aan epigenetische wijzigingen aan de
DNA of chromatinestructuur, onder de vorm van een gewijzigde methylatiestatus van het
DNA en van methylatie- of acetylatiestatus of andere modificaties van de histonen. Ook
transcriptiefactoren kunnen modificaties ondergaan door middel van deacetylatie.

2.5.1 (De)methylatie van DNA

2.5.1.1 Voorkomen en betekenis van (de)methylatie

Methylatie en demethylatie zijn belangrijke mechanismen die de expressie van bepaalde
genen beinvloeden. Bij de hypermethylatie worden bepaalde delen van het DNA méér
gemethyleerd waarbij de expressie geinhibeerd wordt, terwijl bij de hypomethylatie juist een
verminderde methylatie optreedt, waarbij de inhibitie van expressie opgeheven wordt. Op
deze manier kunnen tumor-suppressorgenen door hypermethylatie uitgeschakeld worden en
oncogenen door hypomethylatie tot expressie komen (Klein & Costa, 1997). Deze
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epigenetische modificaties aan het DNA zijn bovendien overerfbaar naar de volgende
celgeneratie.

Het aantal meldingen van het belang van hypermethylatie bij de ontwikkeling van kanker
overstijgen die van hypomethylatie sterk. Tot op heden werden verschillende genen
geindentificeerd die hypermethylatie ondergaan tijdens de carcinogenese. Gevoelige genen
zijn veelal deze betrokken bij de celcyclusregulatie (p16, p15, Rb), DNA herstel (BRCAL,
MGMT), apoptose (DAPK, TMSI1), geneesmiddelenresistentie, detoxificatie, differentiatie,
angiogenese en metastase (Das & Singal, 2004). Hypermethylatie werd geassocieerd met
onder andere longkanker (meer dan 40 genen, o.a. RARP, RASSF1A, CDNK2A, CDHI3,
APC), borstkanker (0.a. pl16, het oestrogeenreceptor ERa-gen, het progesteronreceptor PR-
gen, BRCA1, GSTP1, TIMP-3 en het E-cadherine gen), leukemie (o.a. het calcitonine-gen,
pl5, p21, het ER gen, SDC4 en MDR) (Das & Singal, 2004).

Hypomethylatie — de tweede vorm van veranderde methylering van DNA — is algemeen in
vaste tumoren zoals leverkanker, baarmoederhalskanker, prostaattumoren en ook in
haematologische aandoeningen zoals B-cell chronische lymfoide leukemie. Een globale
hypomethylatie werd ook waargenomen in borstkankers en in hersentumoren. Bovendien zou
een hypomethylatie het gevolg kunnen zijn van een suboptimaal voedingspatroon of van
blootstelling aan carcinogenen, waardoor dit mechanisme gekoppeld wordt aan
milieublootstellingen (Pelengaris & Khan, 2006).

2.5.1.2 Mechanismen die kunnen bijdragen tot de carcinogenese

1/ Door hypermethylatie kunnen tumor-suppressorgenen die normaalgezien actief zijn
uitgeschakeld worden, wat de carcinogenese bevordert (Klein & Costa, 1997). DNA
methylatie wordt gerealiseerd door een groep enzymen die bekend staan als DNA
methyltransferases of DNMTs. Deze voegen een methylgroep toe op de 5e positie van
cytosine CpG dinucleotide-eilanden. Deze DNA-regio’s met een herhaalde CG sequentie
(1000 tot 2000 baseparen lang) maken deel uit van de promotor van ongeveer de helft van alle
menselijke genen, en zijn belangrijk bij de regulatie van de genexpressie door (de)methylatie.
Verschillende mechanismen beschermen de cel tegen hypermethylatie van CpG eilanden:
actieve transcriptie, actieve demethylatie, timing van replicatie en de locale
chromatinestructuur die de toegang voor DNA methyltransferase belemmert.

Bepaalde genen, zoals RASSF1A en pl6 worden gemethyleerd bij een grote groep kankers,
terwijl andere genen gemethyleerd worden in het geval van specifieke kankers. De
mechanismen die aan de basis liggen van genselectiviteit bij de methylatie bij de
carcinogenese blijven nog grotendeels onbekend, maar transcriptiefactoren die
methyltransferases rekruteren voor binding aan specifieke promotoren zouden een rol spelen.
Op hun beurt zouden methyl-bindingsproteinen interageren met histon-deacetylases en de
histonacetylatie beinvloeden (zie verder) (Di Croce et al. 2002).

2/ Bij de hypomethylatie van DNA - die wordt uitgevoerd door de groep enzymen die gekend
staan als demethylases - treedt een verminderde methylatie op, waarbij de inhibitie van
genexpressie opgeheven wordt (Costa & Klein, 1997). Hypomethylatie zou bijdragen tot de
oncogenese door activatie van oncogenen zoals cMYC en H-RAS, door de activatie van
latente transposons of door het induceren van chromosomale instabiliteit (Das & Singal,
2004; Pelengaris & Khan, 2006).
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3/ Met betrekking tot de carcinogenese kunnen twee situaties zich voordoen. Een eerste
mogelijkheid is dat de modificatie van de methylatietoestand van het DNA van een cel de
oorzaak is van gene-silencing en dus een centrale en causale rol vervult tijdens de
carcinogenese. Een tweede mogelijkheid is dat de (de)methylatie eigen is aan het fenotype
van de geiniteerde cel, en dus enkel bijdraagt tot het behoud van gene-silencing veroorzaakt
door genetische mechanismen. Of deze epigenetische veranderingen een oorzaak of een effect
van de tumorgenese zijn, blijft voorlopig nog onduidelijk (Pelengaris & Khan, 2006).

Bepaalde geneesmiddelen kunnen de hypermethylatie terugschroeven en bepaalde genen
terug activeren door rechtstreekse demethylering of door de eliminatie van DNA
methyltransferases (Pelengaris & Khan, 2006). Aangezien echter ook hypomethylatie kan
bijdragen tot de carcinogenese dient het gebruik van demethylerende agentia bij de
behandeling van kanker dus met de nodige omzichtigheid te gebeuren, aangezien deze
ernstige nevenwerkingen kunnen vertonen, en kwaadaardige transformaties zelfs in de hand
kan werken (Das & Singal, 2004). Een vereiste om aan efficiénte behandeling te kunnen doen
is de kennis van de mechanismen waardoor genen selectief ge(de)methyleerd worden door de
cel, maar daarvoor is nog een hele weg af te leggen (Pelengaris & Khan, 2006).

25.1.3 Voorbeelden:

Ni?* bindt met histonen in het heterochromatine waardoor overcondensatie optreedt.

Door deze condensatie worden naburige genen, die instaan voor het behoud van een normale
celcyclus, mee opgenomen in het heterochromatine. Hierdoor worden deze genen sterker
gemethyleerd dan normaal en zal de genetische activiteit va ndeze genen gesilenced worden.
Hierdoor kan de celcyclus ontregeld raken en kunnen tumoren zich gaan ontwikkelen (Costa
1995).

Arseen, dichloorazijnzuur en trichloorazijnzuur kunnen hypomethylatie induceren en
expressie van het oncogeen c-myc sterk doen toenemen (Watson & Goodman, 2002)

2.5.2 Histonen: (de)methylatie, (de)acetylatie en andere post-translationele
modificaties

2.5.2.1 Betekenis

Naast de DNA-methylatie van DNA, speelt ook de acetylatie en methylatie van histonen — de
eiwitten die in de kern associ€ren met en de structuur bepalen van het DNA - een belangrijke
rol bij de genexpressie. Hierbij wordt een methyl/acetylgroep toegevoegd aan lysine residus
aan het amino-terminale uiteinde van de histon-eiwitten. Net als bij de methylatie van DNA
kunnen (de)methylatie en (de)acetylatie van histonen de structuur van chromosomen, de
vorming van heterochromatine en de activiteit van transcriptionele activatorcomplexen
beinvloeden (Egger et al., 2004; Pelengaris & Khan, 2006).

2.5.2.2 Effecten op genexpressie en de carcinogenese

Het dynamische systeem van acetylatie/deacetylatie wordt gereguleerd door de histon-
acetyltransferases (HATs — acetylering) en histon-deacetylases (HDACs — deacetylering).
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Recent is duidelijk geworden dat deacetylatie van histonen door HDAC een van de
belangrijkste manieren is waarop methylatie van DNA resulteert in vorming van
heterochromatine en in de onderdrukking van de genexpressie (Pelengaris & Khan, 2006).

Deacetylatie geeft aanleiding tot de condensatie van het chromatine (het geheel van DNA en
geassocieerde proteinen), waardoor het DNA ontoegankelijk wordt voor transcriptie en genen
uitgeschakeld worden (het chromatine wordt dan heterochromatine genoemd) (Pelengaris &
Khan, 2006).

Veel transcriptiefactoren en chromatineregulatoren binden rechtstreeks of onrechtstreeks op
geacetyleerde histonen (Santos-Rosa & Caldas, 2005).

Er zijn verschillende mechanismen waarmee HDACs de ontwikkeling van kanker kunnen
beinvloeden.

Enerzijds kan een verhoogde HDAC-activiteit resulteren in de transcriptionele inactivatie van
tumorsuppressorgenen zoals p53 en dus kankerbevorderend optreden.

Anderzijds vereist de tumorsuppressor Rb de activiteit van een klasse HDACs om zijn functie
uit te oefenen (Santos-Rosa & Caldas, 2005). Ook zou p53 de transcriptie van het DNA-
repair-helicase RecQ4 tijdens de G1-fase onderdrukken via een mechanisme waarbij) HDAC-
activiteit betrokken is, om te zorgen dat de genomische integriteit behouden blijft (Sengupta
et al.,, 2005). Een verhoogde expressie van RecQ helicases kan aanleiding geven tot een
verhoogde mutatiefrequentie (Yang et al., 2004) en bijgevolg kan men denken dat RecQ
helicases betrokken zijn bij error prone DNA-repair’. De onderdrukking door p53 van de
expressie van RecQ4 middels een HDAC-dependent mechanisme kan bijdragen tot het
behoud van de integriteit van het genoom. HDAC kan via deze mechanismen dus ook een
kanker-inhiberend effect uitoefenen.

Het meest algemene gevolg van de inhibitie van HDAC activiteit is het induceren van de
differentiatie, groeistop en/of apoptose in tumorcellen in vivo en in vitro. HDAC inhibitors
zouden dan ook kunnen gebruikt worden als anti-kanker geneesmiddelen (Santos-Rosa &
Caldas, 2005). Maar door de centrale en complexe rol van HDAC is inhibitie van HDAC niet
direct een goede benadering in termen van chemopreventie.

Acetylatie zorgt daarentegen voor een verminderde condensatie van DNA, waardoor dit
toegankelijk wordt voor transcriptie en dus leidt tot activatie van genen (het chromatine wordt
dan euchromatine genoemd) (Pelengaris & Khan, 2006). Mutaties in sommige HATs worden
geassocieerd met de ontwikkeling van kanker. In dat opzicht kunnen HATs vergeleken
worden met tumorsuppressoren, aangezien verliesmutaties een kankerbevorderend effect
kunnen hebben (Santos-Rosa & Caldas, 2005).

De balans tussen HATs en HDACs kan worden veranderd door xenobiotische stoffen
(tabaksrook, hormonen, sommige baseanalogen, reactieve zuurstofvormen) en straling,
waardoor kan worden verondersteld dat deze de fenotypes van cellen kunnen beinvloeden. De
meeste van deze factoren zijn evenwel ook in staat om mutaties te genereren.

Methylatie van histonen kan zowel activatie als inactivatie tot gevolg hebben. De uitkomst is
afhankelijk van het ge(de)methyleerde residu en de andere modificaties die aan het histon
aanwezig zijn (Egger et al. 2004; Santos-Rosa & Caldas, 2005). Histon arginine wordt
gemethyleerd door Proteine arginine methyltransferases (PRMTs), terwijl histon lysine

2 Onder error prone DNA-repair worden verstaan: vormen van repair die aanleiding geven tot fouten in de DNA-
sequentie en dus mutaties.
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gemethyleerd wordt door lysine methyltransferases. Zeer recent werden ook demethylases
ontdekt, die het methylatieproces omkeerbaar maken (Santos-Rosa & Caldas, 2005).

Fosforylatie van serines, kan zowel geassocieerd zijn met condensatie als met transcriptionele
activatie.

Ubiquitinatie van histonen leidt meestal tot een verhoogde genexpressie (Santos-Rosa &
Caldas, 2005).

Sumoylatie, de modificatie van histonen door SUMO, een ubiquitine-achtig eiwit, gaat
meestal gepaard met een verlaagde genexpressie door de associatie van de substraten met
HDAC en HP (heterochromatine vormingsproteine) (Santos-Rosa & Caldas, 2005).

2.5.3 Acetylatie van transcriptie-gerelateerde proteinen

Van een aantal HAT proteines is bekend dat ze ook een aantal transcriptie-gerelateerde
proteinen acetyleren, waaronder transcriptiefactoren zoals p53, NF-kB, transcriptionele co-
regulatoren zoals c-MYC en Rb en algemene transcriptiefactoren zoals TFIIE en TFIIB.
Acetyltransferase activiteit op humane of virale oncoproteinen kan ook bijdragen tot het
ontstaan van kanker. Zo is bijvoorbeeld het C-MYC oncoproteine een substraat van de
acetyltransferases hGCNS5/PCAF en TIP60. Acetylatie van c-MYC resulteert in een
uitgesproken verhoging van de eiwitstabiliteit. Acetyltransferases zouden de c-MYC functie
regelen door de snelheid van degradatie te veranderen.

Acetylatie van het lysine-residu naast het consensus-carboxyterminal binding protein (CtBP)-
bindend PXDLS motief op transcriptionele repressoren zoals het adenovirus E1A kan leiden
tot disruptie van repressor-complexen en zou een algemeen mechanisme voor genactivatie
kunnen zijn (Zhang et al., 2000).

Ubiquitinatie en Sumoylatie kunnen transcriptie beinvloeden door het modificeren van histon-
deacetylases, tumorsuppressors (pS3, PML) en transcriptiefactoren (c-myc, Glucocorticoide
receptor GR). Een afwijking van de normale ubiquitinatie/sumoylatie resulteert in defecten in
de subcellulaire localisatie en verandert de degradatiesnelheid van factoren die belangrijk zijn
bij de regulatie van celproliferatie en differentiatie, waaruit de relevantie voor de
carcinogenese blijkt (Santos-Rosa & Caldas, 2005).

2.5.4 Onderlinge afhankelijkheid

De complexe samengang van verschillende mechanismen maakt het moeilijk om gericht in te
werken op deze processen bij het trachten te voorkomen of terugdraaien van het
carcinogenese-proces. Weinig is gekend over de interacties tussen verschillende mechanismen
en de gevolgen voor het globale systeem bij het ingrijpen in één specifieke pathway. Het is
dus belangrijk dat deze samenwerking verder ontrafeld wordt om tot efficiénte therapieén en
chemopreventiestrategieén te kunnen komen (Santos-Rosa & Caldas, 2005).

Zoals reeds vermeld resulteert DNA methylatie in histonmodificaties, en dit door de inductie
van een verhoogde rekrutering van histondeacetylases en histonmethyltransferases.
Verschillende combinaties van histonmodificaties binnen één histon en tussen verschillende
histonen zorgen uiteindelijk voor een verschillend uitkomst van deze modificaties in termen
van transcriptionele activatie (Santos-Rosa & Caldas, 2005).
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Door methyltransferases gemethyleerd DNA vormt een bindingsplaats voor methyl-
bindingsproteinenen, die op hun beurt interageren met zowel HDAC complexen en DNA
methyltransferases. De geassembleerde complexen worden verder gestabiliseerd door
interacties tussen methyltransferases en HDAC’s, hetgeen kan leiden tot uitbreiding van de
hypermethylatie tot aangrenzende regio’s en het systematisch uitschakelen van genen (Di
Croce et al., 2002).

2.6 Translationele modificaties

2.6.1 Translatie

Translatie is het proces waarbij mRNA - tijdens de transcriptie overgeschreven van het DNA,
wordt ‘vertaald’ naar polypeptiden met behulp van de ribosomen. De regulatie van de mRNA
translatie speelt een kritische rol bij celgroei, proliferatie en differentiatie. Modificatie van de
translatie door xenobiotische stoffen kan — via deze processen — een invloed hebben op de
carcinogenese.

Bij eukaryoten gebeurt de translatie meestal volgens de ‘cap-afthankelijke’ manier. De CAP-
structuur bevindt zich aan het 5° uiteinde van het mRNA. Bij de regulatie van deze translatie
speelt het CAP-bindende proteine eucaryotic initiation factor eIF4E —een centrale rol. Dit
elF4E is snelheidsbepalend bij de vorming van het eI[F4F complex.

Een ander mechanisme waarlangs translatie geinitieerd wordt is CAP en elF4E-onafhankelijk
en verloopt d.m.v. een Internal Ribosoom Entry Site (Mamane et al., 2004).

2.6.2 Regulatie van elF4E en carcinogenese

Activatie/fosforylatie van het elF4E en hiernaast ook andere componenten van de
translationele machinerie gebeurt via de RAS-MAPK en PI3K-AKT-mTOR pathways. Deze
pathways worden geinitieerd door groeifactoren, mitogenen en hormonen.

De assemblage van het elF4F-complex wordt geinhibeerd door een familie van repressoren
genaamd de 4E-BP. Het zijn kleine, warmteresistente eiwitten die de CAP-athankelijke
translatie inhiberen. Binding van de 4E-BP aan eIF4E wordt gereguleerd door fosforylatie via
o.a. de PI3K-AKT-mTOR pathway. Hypogefosforyleerde 4E-BPs binden sterk aan eIF4E
terwijl hypergefosforyleerde vormen slechts een zwakke affiniteit vertonen. Extracellulaire
stimuli zoals groeifactoren, hormonen, mitogenen, aminozuren, cytokines en G-proteine
coupled receptor-agonisten induceren 4E-BP fosforylatie en stellen aldus eIF4E vrij, die dan
de translatie kan opdrijven.

elF4E controleert de translatie van verschillende voor de carcinogenese belangrijke mRNA’s
die betrokken zijn in o.a. polyamine synthese, celcyclusprogressie, activatie van proto-
oncogenen, angiogenese, celoverleving, invasie, autocriene groei stimulatie... Verhoogde
concentraties aan vrij elF4E leiden tot een specifieke overexpressie van sommige
groeibevorderende genproducten zoals ornithine decarboxylase, cycline D1, c-myc, vascular
endothelial growth factor (VEGF) en fibroblast growth factor (FGF). eIF4E heeft, naast een
groeibevorderend ook een anti-apopotische werking.
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Overexpressiec van elF4E bevordert de tumorale transformatie van de cel en werd
waargenomen in talrijke soorten van vaste tumoren en tumorcellijnen.

2.6.3 Relevantie voor tumorpromotie

De mogelijkheid bestaat dat xenobiotische stoffen en andere exogene factoren die de
hierboven vermelde pathways zouden activeren, bvb. door receptorbinding, op deze wijze de
carcinogenese zouden bevorderen.

2.7 Inhibitie van de gap junction intercellulaire communicatie (GJIC)

2.7.1 Functie en betekenis van gap junctions

Het is reeds zeer lang bekend dat intercellulaire communicatie via gap-junctions belangrijk is
voor de groeicontrole en differentiatie van normale cellen, en dat kankercellen, die
gekenmerkt worden door een gebrek aan groeicontrole en de onmogelijkheid om terminaal te
differentiéren geen functionele intercellulaire communicatie via gap junctions blijken te
hebben.

Gap-junctions worden gedefinieerd als clusters van enkele tot honderden dicht bij elkaar
gelocaliseerde kanalen die naburige celen met elkaar verbinden (Laird, 2006). Deze
membraankanalen worden gekenmerkt door een celoverbruggende structuur, een relatieve
aspecificiteit en een passieve moleculaire doorstroming. De selectiviteit is voornamelijk
gestoeld op basis van grootte, waarbij moleculen kleiner dan 1000 Da — zoals cAMP, ADP en
ATP — doorgelaten, maar grotere moleculen — zoals nucleinezuren — tegengehouden worden.
Gap junction-kanalen worden opgebouwd uit connexines (cx), een eiwitfamilie waarvan bij
de mens op heden 21 leden gekend zijn (Kumar & Gilula, 1996; Laird, 2006). De verankering
van de connexines met vier lussen in de celmembraan, waarbij zowel de N- als de C-uiteinden
van het proteine in het cytoplasma uitsteken, lijkt voor elk lid van deze eiwitfamilie gelijk te
zijn. Zes connexines (hexameer) vormen samen een connexon of hemikanaal. Twee
connexons uit de membranen van twee naburige cellen zijn aan elkaar gehecht en vormen
samen é¢én gap junction-kanaal. Gap-junction-kanalen kunnen opgebouwd worden uit twee
identieke connexons (homotypisch kanaal) of twee verschillende connexons (heterotypisch
kanaal). Bovendien kan één connexon opgebouwd worden uit een combinatie van
verschillende connexines (heteromeer connexon), wat de diversiteit aan mogelijke kanalen
nog vergroot (Laird, 2006).

De halfwaardetijd van gap-junctions is kort, met waarden tussen 1 en 5 uur. Het aantal
kanalen in een cel wordt bepaald door de snelheid van synthese van connexines, hun transport
van het endoplasmatisch reticulum naar het trans-Golgi netwerk en hun integratie en
samenstelling in de membraan, en door degradatie via de proteosomale of lysosomale
pathway (Salameh & Dhein, 2005; Laird, 2005). De gap-junctionele intercellulaire
communicatie kan ook gereguleerd worden door het openen of sluiten van kanalen (Solan &
Lampe, 2005).

Stoffen die doorheen de gap junction-kanalen kunnen migreren zijn ondermeer anorganische
ionen (Na+, K+, Ca2+, ...) en een aantal kleine moleculen zoals cAMP, inositol 1,4,5-
trifosfaat (IP3), adenosine, ADP en ATP. Kanalen kunnen verschillen vertonen in
permeabiliteit, in functie van het soort connexines waaruit ze zijn opgebouwd. Dit zou
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toelaten een onderscheid te maken tussen de verschillende signaalmoleculen en metabolieten,
van groot belang voor de cel-cel communicatie (Kumar & Gilula, 1996).

Bij meercellige organismen wordt de homeostase behouden door regulatie van celgroei,
celdeling, celdood, differentiatie en migratie. Hiertoe is de intercellulaire communicatie via
cel-cel adhesie en gap junctions erg belangrijk, naast de extracellulaire communicatie (via
oplosbare groeifactoren en via cel-matrix contacten), en intracellulaire communcatie (via
signaaltransductienetwerken) (Vanhoecke et al., 2004). De eigenlijke functies van gap
junctions zijn divers. Ze zijn belangrijk bij de snelle overdracht van elektrische signalen en
het doorgeven van kleine metabolieten en ionen verstrekt de weefsels ook een mogelijkheid
om de activiteit van verschillende cellen gecodrdineerd te reguleren (Salemeh & Dhein,
2005).

2.7.2 Mechanismen die kunnen bijdragen tot de carcinogenese

Inhibitie van de intercellulaire comunicatie speelt een belangrijke rol tijdens de
carcinogenese, meer in het bijzonder in de promotiefase, aangezien het als gevolg heeft dat
negatieve groeiregulatoren, gesecreteerd door naburige (normale) cellen, de cel in kwestie niet
meer bereiken. Een blokkeren van de gap junctions kan de geinitieerde cel toelaten te
prolifereren en aan apoptose te ontsnappen. De homeostasis, de stabiliteit van weefsels, gaat
hierdoor verloren.

2.7.3 Voorbeelden

Voorbeelden van tumor-promotors die inwerken op de gap junction intercellulaire
communicatie zijn chlordaan, een peroxisoomproliferator en 12-O-tetradecanoylphorbol-13-
acetate (TPA, zie 3.3) (Trosko, 2003; Trosko et al., 2005).

2.7.4 Interacties

GJIC speelt een belangrijke rol bij de regulatie van celgroeicontrole, differentiatie, en
apoptose van progenitor cellen® (Valko et al., 2006).

Oestrogene componenten zoals DES (diethylstibestrol), E2 (B-estradiol) en GEN (genistein)
inhiberen de GJIC in Leydig cellen. DES doet dat via de oestrogeen receptor, terwijl E2 en
GEN via oestrogeen receptor (ER) én PKC werken (Iwase et al., 2006).

? Progenitor cel: Een primitieve cel die geproduceerd wordt in het beenmerg en via de bloedstroom naar zich
naar wonden aan het bloedvat verplaatst alwaar het de schade helpt herstellen.
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2.8 Activatie van telomerase

2.8.1 Functie en betekenis

Telomeren zijn repeterende stukjes DNA-sequenties op de uiteinden van de chromosomen.
Bij mensen is dat de ‘5-TTAGGG-3’ sequentie. Dit stuk DNA beschermt het chromosoom
tegen DNA-corrosie en zorgt voor de stabiliteit. Gedurende DNA replicatie is het DNA-
polymerase niet in staat om dit uiteinde volledig te kopi€ren, waardoor de nieuwe DNA-
streng een beetje korter is dan de ouderlijke streng. Hierdoor zullen de telomeren geleidelijk
afslijten gedurende opeenvolgende celdelingen tot een bepaalde kritische telomeerlengte
waarna de cellen senescentie ondergaan.

Telomerase is een cellulair ribonucleoproteine met reverse transciptase-activiteit, dat de
lengte van het telomeer onderhoudt, door hexamere herhalingen toe te voegen. Deze
onderhoudsbeurt is nodig om de cellen uit het senescentie-stadium te houden waardoor ze
kunnen blijven prolifereren.

Telomerase bestaat uit een telomerase RNA (TERC) molecule, de katalytische subunit
telomerase reverse transscriptase (TERT) en nog een aantal bijkomende proteinen die
bijdragen aan de samenstelling en maturatie van het enzyme.

2.8.2 Rol in tumorpromotie

Telomerase kan geactiveerd of geinhibeerd worden door regulatie ter hoogte van de
transcriptie van het TERT gen door transcriptiefactoren. Voorbeelden van belangrijke
repressors zijn pS3 en TGFB. Hoge concentraties leiden tot een significante vermindering in
afschrijving TERT en dus telomerase activiteit. c-Myc, SP-1 en oestrogeen zijn belangrijke
activatoren van TERT transcriptie.

Promoter demethylatie met ‘5-aza-2’-deoxycytidine blijkt eveneens een activerende invloed te
hebben op TERT afschrijving en telomerase activiteit in diverse in vitro experimenten (Liu et
al., 2004).

Telomerase activiteit wordt in verschillende celtypes waargenomen en correleert sterk met het
proliferatieve potentieel van de cel. Zo wordt in 70% van de onsterfelijke mensenlijke
cellijnen en 90-95% van kankercellen een hoge telomerase activiteit en stabiele telomeer-

lengte waargenomen. Tumorcellen zijn door hun blijvend intacte telomeren in staat om te
oneindig prolifereren (Liu et al., 2004).

2.8.3 Voorbeelden

Oestrogenen
Demethylerende agentia

2.8.4 Interacties

Oestrogenen activeren het telomerase, terwijl TGFf een repressor is.
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TERT-inhibitie vergemakkelijkt de inductie van de mitochondrie-gemedieerde apoptose-
pathway (Massard et al., 2006).

3 Chemopreventie

3.1 Inleiding

Onderzoek inzake chemopreventie omvat de studie naar stoffen die één of meer van de
volgende eigenschapen bezitten: (1) de initiatie van tumoren voorkomen, (2) de groei van
waargenomen tumoren afremmen of stopzetten (3) de latentieperiode van kanker verlengen,
(4) de kankermortaliteit of de vorming van metastasen reduceren en (5) het optreden van
secundaire tumoren verhinderen (Kapadia et al. 2003). Een belangrijke focus binnen het
onderzoek naar chemopreventie van kanker richt zich hierbij op de identificatie, karakterisatie
en ontwikkeling van nieuwe, veilige chemopreventieve agentia.

Meest efficiénte is om ingrijpen op promotiefase, omdat het onwaarschijnlijk is dat het aantal
irreversiebele mutaties sterk verminderd wordt door toedienen van chemopreventieve
middelen.

In dit rapport beperken we ons tot het geven van een overzicht van aangrijpingspunten voor
chemopreventie.

3.2 Aangrijpingspunten voor chemopreventie: potentiéle chemopreventieve agentia

3.2.1 Antimutagenen

Antimutagenen kunnen via volgende mechanismen werken:

e Opname van carcinogenen inhiberen: Ca®" verhindert opname van galzuren in
darmepitheelcellen

e Modulatie van CytP450 activiteit waardoor de actvatie van verschillende
procarcinogenen geblokkeerd wordt

¢ Blokkering van cyclo-oxygenases en lipoxygenase, wat ontstekingsremmend werkt

e Stimuleren van de conjugatie van geactiveerde carcinogenen aan gluthathion of andere
moleculen. Vb. Dithiolthion stimuleert fasell-enzyme activiteit.

e Blokkeren van binding van carcinogenen aan DNA, en de vorming van DNA-
adducten vermijden. Fouten bij de verwijdering van DNA-adducten en bij het DNA-
herstel zorgen voor het gros van de mutaties.

(Steele & Kelloff, 2005)

3.2.2 Anti-oxidantia

Anti-oxidantia zoals polyphenolen (in groene thee en groenten) kunnen vrije electronen
absorberen en hierdoor de vorming van schadelijke vrije radicalen belemmeren. Deze vrije
radicalen dragen bij tot de oxidatieve stress en beschadigen het DNA door de vorming van
adducten (Steele & Kelloff, 2005).
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3.2.3 Differentiatie inducers

Door het induceren van terminale differentiatie kan de cel zich niet meer delen en
kwaadaardige dochtercellen produceren (Steele & Kelloff, 2005).

Vbn: Retinoiden, Vitamine D, Calcium

3.2.4 Anti-inflammatoire middelen

Anti-inflammatoire middelenkunnen door de onstekingsreactie te verzwakken de vrijstelling
van vrije radicalen verminderen. Ook kunnen zij een anti-proliferatief effect hebben, via
inhibitie van de cylyoxygenase en lipoxygenase pathways (Steele & Kelloff, 2005).

Inderdaad, een belangrijk proliferatie-inducerend mechanisme is de arachidonzuur-
metabolisme dat voor de productie van cytokinen zorgt. Deze pathway divergeert in de
cyclooxygenase (COX) en de lipoxygenase (LOX) pathway. De producten van deze pathway
zijn inflammatoire moleculen (prostaglandine en leukotrienes) die de celprogressiecyclus en
dus de ontwikkeling van tumoren sterk stimuleren.

Inhibitie van de sleutelenzymen van deze pathway kunnen dus de kankerontwikkeling
voorkomen, vertragen of zelfs omkeren.

COX-2 inhibitie oefent een anti-carcinogene werking uit via inhibitie van productie van
cytokinen en vrije radicalen. Recent is er echter bezorgdheid gerezen omtrent het gebruik van
COX2-inhibitoren wegens mogelijk cardiovasculair risico. Een klinische studie inzake het
gebruik van COX-2 inhibitoren als chemopreventief middel werd stopgezet wegens een

toename van cardiovasculaire accidenten bij proefpersonen die het actief product namen
(Steele & Kelloft, 2005).

3.2.5 Ras activatie

Om de oncogene Ras pathway te activeren is farnesylatie nodig. Geneesmiddelen die deze
farnesylatie - gekatalyseerd door het proteine farnesyltransferase inhiberen, blokkeren dus de
proliferatie van kankercellen. Natuurlijk componenten zoals limoneen en perillyl alcohol (uit
citrusvruchten) verlagen de beschikbaarheid van farnesol waarbij eveneens de
farnesyltransferase - activiteit bemoeilijkt wordt. (Steele & Kelloff, 2005)

Er bestaan ook synthetische isoprenoiden die binden op farnesyltransferase en zo de enzyme-
activiteit blokkeren (Kale et al., 2003).

3.2.6 Selectieve oestrogeen receptor modulators

De modulatie van hormonale activiteit is een ander belangrijk doelwit voor chemopreventie
van kanker. Selectieve oestrogeen receptor modulators (SERMs) hebben zowel agonistische
als  antagonistische  eigenschappen. Kanker-chemopreventieve middelen  werken
antagonistisch. ~ Tamoxifen is hier een voorbeeld van en vertoont een borstkanker-
voorkomende werking, maar wegens de ernstige nevenwerkingen (verhoogde kans op
baarmoederwandkanker), wordt naarstig gezocht naar alternatieve estrogeenreceptor
inhiberende producten. SERMs als raloxifeen en arzoxifeen zouden het probleem moeten
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minimaliseren. Antagonistische SERMs kunnen kankerchemopreventief werken (Steele &
Kelloff, 2005).

3.2.7 Angiogenese inhibitoren

Angiogenese is de vorming van nieuwe bloedvaten die de tumoren voeden.

Sulforafaan is een goedbestudeerde angiogenese-inhibitor die interfereert met alle essenti€le
stappen van neovascularisatie: van pro-angiogene signaaltransductie en “basement’-
membraan integriteit tot endothelische celproliferatie, migratie en tubevorming (Bertl et al.,
20006).

Sharma et al. (2001) toonden aan dat NSAID, retinoiden, SERMs via verschillende
biologische mechanismen de angiogenese van tumoren kunnen inhiberen.

3.2.8 Topo-isomerase Il inhibitors

Een manier om de progressie van kankertumoren te vertragen is de snelheid van DNA-
replicatie te verminderen door hun anti-topo-isomerase II activiteit te inhibiteren.
Topoisomerases I en II zijn enzymes die betrokken zjin bij de DNA-synthese. Topoisomerase
I is het doelwit bij kankertherapie door camptothecine en zijn analogen. Deze agentia zijn
echter toxisch voor de cel en kunnen niet preventief gebruikt worden. Katalytische topo-
isomerase Il inhibitoren zijn potenti€le chemopreventieve stoffen dankzij hun anti-
proliferatieve werking via niet-toxische mechanismen.

Voorbeelden van topo-isomerase II inhibitoren zijn zowel thionen, zoals oltipraz, als fenolen,
zoals genistein als agentia als indool-3-carbinol en sulforafaan (Steele & Kelloff, 2005).

3.2.9 DNA methylatie modulators

In cellen van tumorweefsel is de methylatiestatus van het DNA zo’n 30% lager dan normaal
(hypomethylatie). DNA hypomethylatie van oncogenen of hypermethylatie van
tumorsupressorgenen zijn afwijkingen die gevonden worden in dysplastische weefsels die
verholpen zouden kunnen worden d.m.v. chemopreventieve agentia (Steele & Kelloff, 2005).
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3.2.10 Apoptose inducers

Er kan op een groot aantal mechanismen ingespeeld worden om apoptose te induceren. Zo
zouden zwavelhoudende componenten zoals bepaalde look-bestanddelen en isothiocyanaten
MAPK-activiteit moduleren en RZV genereren (Steele & Kelloff, 2005).

Het is recent bewezen dat isothiocyanaten (ITC) apoptose induceren in verschillende
kankercellijnen. ~ Gedurende het verloop van apoptose inductie door ITC, zoals
benzylisothiocyanaat (BITC), een belangrijke ITC die geisoleerd wordt uit papaya, worden
meerdere signaaltransductie pathways beinvloed en verschillende intermediairen in . Door
blootstelling van cellen aan BITC resulteerde in de inhibitie van de G2/M progressie. Daarbij
werden niet alleen G2/M-celcyclus stop regulerende genen maar ook apoptose-inducerende
genen upgereguleerd. Het gefosforyliseerde Bcel-2 hierbij een sleutelrol speelt door de p38
MAPK-athankelijke celcyclusstop te linken aan de JNK-activatie (belangrijke pro-
apoptotische molecule) door BITC. Ook heeft BITC blijkbaar een sterker cytotoxisch effect
bij proliferende menselijke colonepitheelcellen dan bij cellen in de quiescentie fase
(Nakamura en Miyoshi, 2006).

3.2.11 Herstellen GJIC

Inhibitie van de GJIC kan een belangrijke rol spelen tijdens de tumor-promotiefase. Als
gevolg ervan zouden groeiregulerende signaalmoleculen, uitgestuurd door naburige cellen, de
voor kanker geinitieerde cel niet meer bereiken.

Experimenten waarbij het herstellen van de GJIC resulteerde in groei-stop van
getransformeerde cellen en het feit dat de groei-inhibitie van getransformeerde cellen
gecorreleerd is met hun mogelijkheid om te communiceren met normale cellen zijn hiervan
een illustratie (Trosko, 2005; Mesnil et al., 2005).

Chemicalién die erin slagen om de inhibitie van GJIC op te heffen, zonder daarbij
cytotoxische effecten uit te oefenen, zijn dus potenti€le chemopreventieve agens.

vbn.: Flavonen
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Lijst met afkortingen

AHR: aryl-koolwaterstof-receptor

AP-1: activator-proteine 1

ARE: antioxidant respons element

cAMP: cyclisch adenosyl monofosfaat
DAG: diacylglycerol

DES: diethylstibestrol

DISC: Death Inducing Signaling Complex
E2: B-estradiol

EGF: epidermal growth factor

ER: oestrogeen receptor

ERK: extracellular-signal-regulated kinase
GDP: Guanine difosfaat

GEN: genistein

GJIC: gap junction intercellulaire communicatie
GTP: Guanine trifosfaat

HAT: histon-acetyltransferases

HDAC: histon-deacetylases

IAP: Inhibitors of Apoptosis Proteins

IGF-1: insulin-growth-factor

Jak: Janus Kinase

MAPK: mitogen activated protein kinase
NF-kB: Nuclear Factor-«f3

NR: nuclear receptors (kernreceptoren)
Nrf2: nuclear factor E2 p45 - related factor 2
PDGEF: platelet-derived growth factor receptor
PI3K: fosfatidylinositol 3 kinase

PIP2: fosfadityl-inositol-bifosfaat

PKA: proteine kinase A

PKC: Proteine Kinase C

PLC-p fosfolipase C-f3

PPARa: peroxisome proliferator activated receptor

RSV: reactieve stikstofvormen
RXR retinoic X receptor
RZV: reactieve zuurstofvormen

Stat: Signal Transducers and activators of transcription

TERT: telomerase reverse transscriptase

TNF: tumor necrosis factor

TPA: tetradecanoylforbolacetaat

VEGF: vasculaire endotheel groeifactor receptor
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