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Orsaker till
behandlingsresistens
1 brOstcancer

En ny studie fran Goteborg visar att forlust av TGF-beta-receptor typ 2 i brostcancer kan
bidra till resistens mot antiostrogenet tamoxifen. Endokrin behandling med exempelvis
tamoxifen ar en vanlig och ofta effektiv tillaggsbehandling for hormonpositiv bréstcancer.
Susann Busch, PhD, Hanna Jacobsson PhD, och Géran Landberg, professor MD PhD,
Sahlgrenska Cancer Center, Goteborgs Universitet redogor for den aktuella studien

och dess resultat.
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I denna studie

visar vi for forsta

gangen att forlus-
ten av TGFBR?2

uttryck dr en pre-

diktor for tam-
oxifenvesistens i
ERO0-positiv

brostcancer .”

rostcancer dr den vanligaste can-

cerformen hos kvinnor i vistvirl-

den. Det finns flera olika former
av brostcancer, definierade av histolo-
giskt utseende och exempelvis uttryck
av specifika markorer som Ostrogenre-
ceptor-alpha (ERQ). Informationen om
tuméren paverkar sedan valet av vilken
behandling som skall erbjudas patien-
ten. Ostrogen ir ett viktigt kvinnligt
konshormon och anti-dstrogenet tam-
oxifen ir en av de vanligaste adjuvanta
endokrinterapier for ERO-positiv brost-
cancer. Tyvirr kommer minga av de pa-
tienter som far tamoxifen inte svara pd
behandlingen eller utveckla likemedels-
resistens och fa dterfall i sin cancersjuk-
dom. Upptickten av nya biomarkérer
som klassificerar subgrupper av patienter
med potentiell likemedelsresistens har
dérfor blivit alle vikeigare'.

Transforming growth factor-beta
(TGF) ir en viktig signalmolekyl som
tros byta frin tillvixthimmande funk-
tioner under normala férhdllanden, till
en tumdrframkallande roll i cancer.
TGFBR2 ir den enda ligandbindande
receptorn i TGFB-familjen och dess ut-
trycksnivd har i tidigare studier kopplats
till tuméraggressivitet och kliniskt ut-
fall®.

ER0 och TGFp signaleringsvigarna
samspelar ofta i olika biologiska system.
Anti-6strogeninducerad tillvixthim-
ning i brostcancerceller har visat sig vara
medierad via TGF[-signalering’. Det
exakta samspelet mellan ERO- och
TGFp-signalering i brostcancer och be-
tydelsen for utveckling av behandlings-
resistens dr dock fortfarande oklart.

I denna studie visar vi for forsta ging-
en att forlust av TGFBR2 uttryck ir en

prediktor for tamoxifenresistens i ERCt-
positiv brostcancer®. I experimentella
modellsystem visar vi ocksd att shRNA
medierad nedreglering av TGFBR2 i
ERo-positiva brostcancercellinjer ger for-
dndrat svar pd ostrogen och tamoxifen
och péverkad cellcykelsignalering och
apoptosinduktion. I linje med dessa re-
sultat visade detaljerade analyser av en
tamoxifen-resistent cellinje ldgt
TGFBR2 uttryck och forindrad TGF3
transkriptionsaktivering. Det stirker yt-
terligare betydelsen av TGF-signalering
for endokrinrespons i brostcancer.

STUDIEN

I studien analyserades cancerspecifikt ut-
tryck av TGF-beta-receptor typ 2
(TGFBR2) i en kohort bestdende av 564
patienter med bréstcancer som randomi-
serats till tamoxifenbehandling eller
ingen tilliggsbehandling (adjuvant). Vi
analyserade dven fyra andra patientgrup-
per med brostcancer med tillginglig in-
formation om TGFBR2uttryck pa
RNAnivd samt behandlingsinformation.
Studierna av patientmaterial kombinera-
des sedan med experimentella modell-
system dir vi kunde manipulera nivder
av TGFBR2 och undersoka potentiella
effekter pd viktiga tumérbiologiska pa-
rametrar som proliferation och celldéd,
savil som svar pd ostrogen- eller tamox-
ifen-behandling. Vi detaljstuderade ock-
sd en cellinje som utvecklat tamoxifen-
resistens under langtidsbehandling med
antiostrogener avseende TGFBR 2-nivder
och signalering.

Sammanfattningsvis, visar véra resul-
tat en central roll for TGFB-signalering
i endokrinresistens i brostcancer. Data
indikerar ocksd att TGFBR2 kan anvin-
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LAGT TGFBR2 UTTRYCK ASSOCIERAS MED TAMOXIFENRESISTENS | BROSTCANCER

A Grad 1

das som biomarkér for att forutsiga be-  dig studie kring tamoxifenbehandling.
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I = 2706) eller ingen systemisk tilliggsbe-
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rer visade att TGFBR2 var signifikant
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REDUCERAT TGFBR2 UTTRYCK LEDER TILL MINSKAD ANTI-OSTROGEN KANSLIGHET OCH NEDSATT APOPTOSINDUKTION.

kinda prognostiska och prediktiva mar-

E
MCF7 korer. Analyser av fyra andra cancerspe-
-] g cifika genuttrycksdataset inkluderande
S E tamoxifenbehandlade brostcancerpatien-
& g ter visade pd en avsevirt forkortad sjuk-
3 domsfri 6verlevnad i patientgrupper
med ldgt TGFBR2 uttryck (Figur D).
REDUCERAT TGFBR2 UTTRYCK LEDER
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for att nedreglera uttrycket av TGFBR2.
Sinkningen av TGFBR2 bekriftades pd
RNA och proteinniva (Figur E-F). For

provning av likemedelstoxicitet och
nedstroms funktionsanalyser, behandla-
des cellerna med den aktiva tamoxifen-
metaboliten 4-hydroxy-tamoxifen
(4OHT) i hormonfritt medium, som pd
ett dosberoende sidtt minskade cancer-
cellernas tillvixt. Denna respons var sig-
nifikant dimpad i TGFBR2 nedregle-
rade celler vid fysiologiskt relevanta
koncentrationer av tamoxifen (0.1 och
1pM 40OHT), men var dnnu mer fram-
tridande i nirvaro av TGFB1 och en
ligre koncentration av tamoxifen
(0.01pM 40HT) (Figur G). TGFBR2
nedregelring i T47D-celler resulterade
ocksd i minskad kinslighet f6r tamoxi-
fen (data visas e€j).

Behandling av TGFBR2-nedregelera-
de celler med en alternativ antidstrogen
drog, Fulvestrant, resulterade ocksa i en
forindrad respons vilket tyder pd att
bristen pd TGFBR2 kan paverka be-
handlingssvaret av flera olika typer av
endokrin brostcancer behandling (data
ej visade).

Proliferation och programmerad cell-
dod (apoptos) analyserades vidare for att
avgora om de observerade effekterna av
TGFBR2 och tamoxifen beror pa forind-
ringar i cellcillvixt eller celldéd. Prolife-
rationen, analyserat med DNA-cellcykel-
fas analys av DNA-firgningar eller Ki67-
firgningar, var samma i kontroll- och
TGFBR 2-nedreglerade celler vid tamox-
ifenbehandling (data ej visade). Flodescy-
tometrisk analys av AnnexinV och im-
munfirgning av kluvet PARP som indi-
katorer for celldod, avsljade dock att
tamoxifen-inducerad apoptos minskade
i TGFBR2-ldga celler (Figur H).

Dessutom observerade vi en signifi-
kant induktion av TGE[ transkriptions-
aktivitet efter tamoxifenbehandling
jimfore med ostrogenbehandling dir
reglering av TGF[ var helt frinvarande
i TGFBR2 nedreglerade celler (data visas
ej).

En jimforelse mellan en viletablerad,
tamoxifen-resistent cellinje (TAM-R)
och tamoxifenkinsliga ursprungs
MCF7-celler pavisade reducerade nivéer
av TGFBR2 i TAM-R (Figur I). Gene-
rering av ldngtidsbehandlade TAM-R
har beskrivits tidigare’. Sammantaget
visar vdra data att tamoxifenresistens i
celler som saknar TGFBR2 sannolikt
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beror pd en forsimrad formiga att indu-
cera apoptos genom aktivering av
TGFp-signalering.

TGFBR2 AR OBEROENDE ENDOKRIN

Sammantaget visar
vdra data att tam-
oxifenresistens i celler
som saknar TGFBR?2
sannolikt beror pa en
forsamrad formaga
att inducera apoptos
genom aktivering av
TGFB-signalering.”

BEHANDLINGSPREDIKTIV MARKOR

FOR BROSTCANCER

Véira data tyder pd att forlust av
TGFBR2-uttryck forutspar tamoxifen-
resistens i pre-menopausal brostcancer
oberoende av andra kinda prognostiska
eller prediktiva faktorer. Till stod for
véra slutsatser pavisade vi vidare liknan-
de fynd frdn fyra oberoende genut-
trycksdataset inkluderande tamoxifen-
behandlade brostcancerpatienter. I linje
med véra data, har Vendrell och kollegor
publicerat en artikel didr en 47-gensigna-
tur predikterar for dalig tamoxifen-
respons och TGBR2 var en de identifie-
rade generna’. En annan studie har pé-
visat mutationer som himmar funktio-
nen av TGFBR2 i brostcancerceller frin
brostcancerrecidiv. Alla tumdrprover i
denna studie kom frin patienter som
hade genomgétt adjuvant tamoxifenbe-
handling vilket antyder att det inte bara
ir uttrycksnivder men ocksd mutations-
inaktivering av TGFBR 2 som kan bidra
till tamoxifenresistens.

FORLUST AV TGFBR2 UTTRYCK | ERA-
POSITIVA BROSTCANCERCELLER LE-
DER TILL TAMOXIFENRESISTENS GE-
NOM FORSAMRAD TGFB-FORMEDLAD
CELLDOD.

Vira data som pavisar nedreglerade ut-
trycksnivder av TGFBR2 i en tamoxi-

fen-resistent cellinje (TAM-Rs) stoder
betydelsen av TGFBR2 i endokrin be-
handlingsresistens i brostcancer. Vi visar
ocksé att experimentellt shRNA-indu-
cerad nedregelring av TGFBR2 i endo-
krint kinsliga EROl-positiva brostcan-
cerceller ger upphov till en forsimrad
respons mot tamoxifen genom péverkan
pa induktion av apoptos. Flera studier
har beskrivit ett samband mellan anti-
ostrogener och TGFP-signalering. Den
kliniska effekten av tamoxifen vid brost-
cancer har kopplats till en tillvixthim-
ning och induktion av apoptos® vilket
ocksd kan medieras via TGEF-
signalering’. Vara data tyder dven pd att
tamoxifeninducerad apoptos delvis indu-
ceras via den kanoniska TGFp signale-
ringsvigen.

Sammanfattningsvis ger var studie
ytterligare bevis for en koppling mellan
ER0 och TGF[ och att bida péaverkar
endokrin resistens i bristcancer. Vi visar
vidare att TGFBR2 ir en oberoende be-
handlingsprediktiv biomarkér i brost-
cancer och illustrerar experimentellt att
forlust av TGFBR2 direkt bidrar till re-
sistensmekanismer. Vér studie fordjupar
inte bara forstielsen for tamoxifenresis-
tens i brostcancer utan vicker ocksa fré-
gor om anvindningen av TGF-
inriktade terapier for att specifike be-
handla ER0-positiv brostcancer. Vira
data tyder pd att avbrott i TGF[-
signalering kan generera endokrin resis-
tens.

Denna studie utfordes i samarbete
med Andrew H. Sims (Edinburgh Uni-
versity), Olle Stdl (Linképing Universi-
ty), Mérten Ferno (Lund University) och
Sydsvenska Brostcancergruppen samt
med stéd av Biocare, en nationell Strate-
gic Research Program vid Géteborgs
universitet, Cancerfonden och Breakth-
rough Breast Cancer Storbritannien.
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