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Sammendrag pa dansk

Bryst- og prostatacancer spreder sig ofte til knoglerne, og defineres dermed som knoglemetastaser.
Knoglemetastaser forekommer i mere end 50% af de patienter, hvor cancer sygdommen er i den
avancerede fase. Fglgevirkninger heraf er blandt andet voldsomme knoglesmerter, patologiske
knoglefrakturer, hypocalcaemia samt rygrad kompressioner. Den mest fatale konsekvens er, at
knoglemetastaser er uhelbredelige. Ifglge verdens sundheds organisation WHO er bryst- og
prostatacancerden anden mest diagnosticerede cancer type i verden hos henholdsvis kvinder og
maend.

Detektion af knoglemetastaser fortages ved brug af visualiserings teknikker, s& som rggtenfotografi
ogtechnetium-99 knogleskanning. Teknikkerne er ikke fglsomme nok og er begraenset til skanning to
gangeper ar. Anvendelse af biokemiske markgrer til maling af protein fragmenter i blod eller urin
ved hjzelp afenzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) kan eventuelt forbedre mulighederne for
at identificerepatienter med knoglemetastaser pa et tidligere stadie i forhold til brug af skanning
alene. Hermed kanpatient behandling forbedres vasenligt. Monitorering ved hjzlp af biokemiske
markgrer vil eventuelt vaereoverlegen samt kunne anvendes som et supplement til den anvendte
visualiserings teknik. Et antal eksisterende biokemiske markgrer har vist potentiale for detektion af
knoglemetastaser. Malet i denne rapport var at udvikle nye sensitive kollagen type | biokemiske
markgrer til evaluering af knoglemetastaser.

| rapporten praesenteres fgrst en videre evaluering af en biokemisk markgr, der blev udviklet forud
for dette Ph.d arbejde. Studiet involverer en knogle resorptionsmarkgr for knogle re-modellering af
ung knogle matrice- den sakaldte ALPHA C-telopeptide af kollagen type I. ALPHA CTX-I var specifik
for knoglemetastaser og ikke pavirket af den primaere prostata-tumor.

Der blev udviklet ELISA’er til detektering af det N-terminale pro-peptide af kollagen type | (PINP)
mod human og rotte species, som et mal for knogledannelse. Monoklonale antistoffer blev rejst mod
et antal immunogene epitoper i den humane og rotte PINP sekvens. Disse blev screenet og de
bedste blev udvalgt til videre karakterisering. Antistoffer til korresponderende epitoper i human og
rotte PINP blev udvalgt og tekniske robuste assays blev udviklet. Disse assays blev evalueret med
hensyn til deres prekliniske og kliniske vaerdi. Det blev verificeret at disse assay’s maler PINP og at
markgren var statistisk relateret til savel tilstedevaerelse, som til antallet af knoglemetastaser i bryst-
og prostatacancer patienter.

Dernzest anvendte vi hypotesen om at kombinere kollagen type | og proteaser, der er kendte for at

III

veere involveret i den “onde cirkel” i knoglemetastaser, dermed er med til at nedbryde knogle
matricen til sma fragmenter. Kollagen type | blev klgvet med relevante matrix metalloproteinaser
(MMP’er) samt cathepsin K (Cat K). De dannede fragmenter, ogsa kaldet neo-epitoper, blev
identificeret ved hjzelp af massespektroskopi. Neo-epitoper generet af MMP-2, -9, -13 og Cat K blev
selekteret til antistof produktion. Pa nuvaerende tidspunkt er to ELISA assay’s blevet udviklet og
evalueret med hensyn til relation til knoglemetastaser. Det viste sig, at begge assays ingen relation
har til knoglemetastaser i bryst-, lunge- og prostatacancer patienter. Dog blev den ene markgr
vurderet i rotte lever fibrose modellen ”“galde kanals aflukning” (BDL), da det er velkendt at kollagen
type | samt MMP-2 og -9 er opregulerede i lever fibrose. Det blev her vist at et MMP-2, -9, -13
generet kollagen type | fragment var forhgjet i uge 4 efter BDL operation i rotter sammenlignet med

basis- og sham niveau.



To PINP ELISAs blev udviklet og evalueret i prekliniske og kliniske studier, der viste at markgrerne er
et mal for knogleformation og dermed kunne anvende til vurdering af knoglemetastaser. Derudover
blevto MMP-2, -9 og -13 generede kollagen type | ELISA assays udviklet og evalueret. Det ene assay
var anvendelig til evaluering af en anden ekstracellulaer matrix relateret sygdom; lever fibrose.



