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Den framsta orsaken till att manniskor dor i brostcancer och andra cancerformer ar att
sjukdomen sprider sig och borjar vaxa i viktiga organ som lungor och lever. Vi vet fort-
farande ganska lite om hur och varfor cancer sprider sig och det finns idag inga lakemedel
som ar specifikt inriktade pa att forhindra spridning av cancerceller. Spridningsprocessen
inleds med att cancerceller blir motila och invaderar narliggande vavnad. | en ny studie
fran Karolinska Institutet visas hur den invasiva formagan hos bréstcancerceller ar kopplad
till forlust av cellidentitet'. Har beskrivs fynden av Jonas Fuxe, KI-forskare och associerad
professor vid Institutionen for mikrobiologi, tumor- och cellbiologi, som lett studien
tillsammans med kolleger pa Karolinska Institutet och forskare pa Uppsala och Umea
universitet i Sverige, samt vid Weill Cornell Medicine i New York.

Brostcancerceller blir invasiva

1. VAD AR CELLIDENTITET?

De stamceller som bildas under de forsta celldelningarna
efter att spermien har befruktat dggcellen har kapacitet att
bilda alla de olika celltyper som krivs for att skapa vivna-
der, organ och slutligen ett helt foster. Nir cellerna diffe-
rentieras under fosterutvecklingen far de olika cellidentitet
och specialiserade funktioner. Vissa blir muskelceller me-
dan andra utvecklas till nerveeller, immunceller, stodjecel-
ler (till exexempel fibroblaster) etc. Man har linge trott att
celler som blivit differentierade dr fastlasta i sin specialise-
rade identitet. For drygt 10 ar visade dock forskare att dven
fullt differentierade celler har en viss plasticitet och att cel-
lidentitet 4r nagot som kan férandras. Genom att Gverut-
trycka nagra olika stamcellsfaktorer kunde Yamanakas och
Gurdons forskarteam visa att differentierade celler fran hu-
den kan omprogrammeras till stamceller. Det var ett para-
digmskifte inom medicinsk cellbiologi och upptickterna
belénades med Nobelpris 2012.
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2. CANCER BILDAS OFTAST | EPITELCELLER

De flesta cancerformer som drabbar vuxna minniskor utgar
fran epitelceller, vilka bildar semipermeabla barridrer mel-
lan vart inre och det yttre. Epitelceller finns i huden samt
utgor de cellager som kantar kroppens halrum som luftvi-
gar, urinvigar och magtarmkanalen. Aven kortlar och kor-
telgangar dr uppbyggda av epitelceller. En trolig orsak till
att cancer ofta far sitt fotfiste i epitelceller 4r att dessa celler
ir i kontakt med var omgivning. Epitelceller i luftvigar och
i mag-tarmkanalen utsitts for cancerframkallande amnen i
luften vi andas och féodoimnen vi iter. Pa liknande sitt dr
epitelceller i huden de som utsitts for solens ultravioletta
stralar som kan orsaka DN A-skadot.

Epitelceller i olika delar av kroppen har en del unika
egenskaper men ett antal gemensamma karakteristika. De-
ras funktion som barriirer dr kopplad till f6rmagan att in-
teragera och kommunicera med varandra via olika cell jun-
ctions. Tight junctions, vilka identifierades mikroskopiskt
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I den aktuella studien upptdcktes att tight junction-proteinet CXADR &r viktigt for bildandet av ett signaleringsnatverk som hammar AKT-signale-
ringsvagen och darmed reglerar epitelial identitet i brostcancerceller. Véanster bild; Forutom CXADR och adaptorproteinet MAGI-1 identifierades
de tva fosfataserna PTEN och PHLPP2 som delar av tight junction-natverket. PTEN fungerar som en uppstréms broms av AKT-signaleringsvagen
medan PHLPP2 &r en direkt AKT-hdmmare. Hoger bild; Upptackten gjordes att forlust av CXADR i brostcancer leder till destabilisering av PTEN och
PHLPP2 och som konsekvens — hyperaktivering av AKT-signaleringsvégen. Detta medfor att cancercellerna lattare genomgar sa kallad epithelial-
mesenchymal transition (EMT) av cytokinen TGF-(, vilket innebdr att de forlorar sin epiteliala identitet och blir mer invasiva.

om “kissing points” mellan epitelceller, dr multi-protein-
komplex beldgna nira grinsen mellan den laterala och api-
kala ytan. Tight junctions 4r sammansatta av olika typer av
transmembranproteiner som pa utsidan av membranet bil-
dar strukturella enheter genom att interagera med samma
typer av proteiner pa nirliggande celler. Pa insidan av mem-
branet bildar dessa proteiner nitverk med olika typer av sa
kallade adaptorproteiner. Pa senare tid har det visat sig att
tight junction-baserade proteinnitverk spelar en viktig roll
som kopplingsstationer for signaler som reglerar epitelcel-
lers differentiering, polarisering och proliferation. Sam-
mansittningen av dessa nitverk har dock inte varit kartlagd.

3. SPRIDNING AV CANCER AR KOPPLAT

TILL FORLUST AV CELLIDENTITET

Ny forskning har visat att cancercellers férmaga att inva-
dera omkringliggande vivnad och sprida sig dr kopplad till
forindrad cellidentitet. Genom en process som kallas epi-
telial-mesenkymal transition (EMT) kan brostcancerceller
och andra cancerceller med epitelialt ursprung férvandlas
till celler med invasiva egenskaper’. EMT dr en process som
normalt dr aktiv under fosterutvecklingen. Vissa epitelceller
genomgar da EMT for att migrera till en annan del av fost-
ret och bilda en ny typ av celler och vivnad. EMT-proces-
sen aktiveras av olika typer av cytokiner, framforallt med-
lemmar i transforming growth factor-beta (TGF-f) famil-
jen. Okade halter av TGF-P ses ofta i cancertumérer och ir
kopplat till reaktivering av EMT och spridning av brostcan-
cer. TGF-P kan produceras av cancerceller men en annan
viktig killa 4r immunceller som infiltrerar tumorstroma.
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Cancerceller som genomgar EMT forlorar sina epitelia-
la egenskaper och borjar efterlikna mesenkymala celler som
fibroblaster. De far ddrvid en 6kad kapacitet att sprida sig
och metastasera. EMT ir ocksa kopplat till utvecklande av
kemoresistens. Nyligen genomférda studier tyder pa att
EMT idr en dynamisk process och att cancerceller kan rora
sig mellan olika grader av epiteliala och mesenkymala till-
stand. Ett av de tidigaste kinnetecknen av EMT ir forlust
av tight junctions. Det har dirfor foreslagits att tight junc-
tions kan fungera som “gatekeepers”, som reglerar férma-
gan hos cancerceller att genomga EMT. Som sadana skulle
tight junctions kunna vara anvindbara mal for att stirka
epiteliala egenskaper och dirigenom foérhindra eller till och
med reversera EMT for att himma cancerinvasion, migra-
tion och metastasering. Kunskap om hur tight junction-
baserade proteiner och signalnitverk kontrollerar EMT har
dock saknats.

4:IDENTIFIERING AV CXADR SOM ETT TIGHT JUNCTION

-PROTEIN SOM REGLERAR BROSTCANCERCELLERS IDENTITET
Milet med var studie var att understka kopplingen mellan
tight junctions och EMT i brostcancer. Vi var specifikt in-
tresserade av att identifiera tight junction-baserade signal-
nitverk som kontrollerar EMT. Vi studerade ett transmem-
branprotein som kallas f6r coxsackie- och adenovirusrecep-
tor (CXADR). Proteinet fick ursprungligen sitt namn efter
att ha identifierats som en receptor med hog affinitet for
coxsackie B och adenovirus typ C. CXADR har visat sig
kunna interagera med andra CXADR-molekyler pa nirlig-
gande epitelceller och reglera cell adhesion och permeabi-
litet. En av anledningarna till att vi blev intresserade av just
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CXADR-proteinet dr att det till skillnad frin manga andra
tight junction-proteiner har visat sig ha essentiell betydelse
for normal fosterutveckling. Utslagning av CX ADR-genen
i musfoster leder till defekt utveckling av flera organsystem,
inklusive hjdrtat och det lymfatiska systemet. Forlust av CX-
ADR resulterar dven i férindrad epitelbarriir i tarmkanalen
och atrofi av exokrina pankreas. Likt andra tight junction-
proteiner blir CXADR nedreglerad nir brostcancerceller
genomgar EMT. Forlust av CXADR har dven kopplats till
de-differentiering, invasion och simre prognos i olika typer
av cancer. Den molekylira funktionen for CXADR har
dock inte varit kind och det har heller inte varit klarlagt
huruvida CXADR har betydelse f6r EMT-processen.

For att undersoka detta anvinde vi oss av modellsystem
dir vi kan studera EMT i brostcancerceller. Vi upptickte att
mingden CXADR i cellerna paverkade deras formaga att
genomga EMT. Vid forlust av CXADR gick brostcancercel-
ler littare in i EMT och fick 6kad invasiv kapacitet. Motsatt
fann vi att 6veruttryck av CXADR i celler som redan var i
EMT ledde till att de aterfick vissa epitelcellsegenskaper.
Resultaten tydde alltsa pa att CXADR reglerar brostcancer-
cellers epiteliala identitet och férmaga att genomga EMT
samt utveckla invasiva egenskaper.

5.CXADR BILDAR ETT PROTEINNATVERK

SOM REGLERAR EMT | BROSTCANCER

Med dessa resultat som utgangspunkt ville ta reda pa meka-
nismerna for hur CXADR paverkar EMT. Vi upptickte att
CXADR reglerade AKT-signaleringsvigen, en av de mest
hyperaktiva signaleringsvigarna i cancer och som reglerar
en rad olika celluldra processer som proliferation, migration
och 6verlevnad. AKT-signalering har dven visat sig vara
viktig for induktion av EMT och aktiveras genom att cyto-
kiner som TGF-P binder och aktiverar serin- och tyrosin-
kinasreceptorer pa cellernas yta. Detta leder till aktivering
av fosfatidylinositol-3 kinaset (PI3K) som fosforylerar fos-
fatidylinositolbifosfat (PIP2) till trifosfat (PIP3). PIP3 i sin
tur rekryterar AKT till cellmembranet dir det blir fosfory-
lerat och aktiverat av ett annat kinas som kallas PDK. Vad
vi fann var att forlust av CXADR ledde till hyperaktivering
av AKT-signaleringsvigen och motsatt blev AK'T-signale-
ring himmad i celler nir vi 6veruttryckte CXADR. Det
tydde pa att CXADR reglerar EMT genom att fungera som
broms pa AKT-signaleringsvigen.

For att forsoka forsta pa vilket sitt CXADR kunde reg-
lera AKT-signaleringsvigen studerade vi CXADR-protei-
nets struktur. Vi visste att den intracellulira delen av CX-
ADR-proteinet innehaller en viss speciell aminosyrasekvens

JONAS FUXE, ASSOCIERAD PROFESSOR OCH FORSKARGRUPPSLEDARE "MECHANISMS OF TISSUE REMODELING IN INFLAMMATION
AND CANCER’, INSTITUTIONEN FOR MIKROBIOLOGI, TUMOR- OCH CELLBIOLOGI, KAROLINSKA INSTITUTET,
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som gor att det kan interagera med olika adaptorproteiner.
Genom olika experiment kunde vi visa att CXADR och
adaptorproteinet MAGI-1 bildar ett tight junction-baserat
proteinndtverk tillsammans med tva olika fosfataser; PTEN
och PHLPP2, vilka bada fungerar som himmare av AK'T-
signaleringsvigen. PTEN defosforylerar PIP3 till PIP2, vil-
ket motverkar effekten av PI3-kinaset och fungerar som en
broms som férhindrar att inkommande signaler triggar hy-
peraktivering av AKT-signaleringsvigen. PHLPP2, 4 andra
sidan, defosforylerar AKT direkt och inaktiverar dirmed
AKT-molekyler som redan blivit aktiverade. Vara resultat
visade alltsa att CX ADR bildar ett signaleringsnitverk med
PTEN och PHLPP2 vid tight junctions och dirmed him-
mar AKT-signaleringsvigen pa tva nivaer; bade preventivt
och inaktiverande.

6: KAN MAN | FRAMTIDEN FORHINDRA SPRIDNING

AV CANCER GENOM ATT PAVERKA CELLIDENTITET?

Ytterligare studier visade att CXADR var nédvindig for
bildandet och stabiliseringen av det tight junction-baserade
nitverket och for kontroll av AKT-signaleringsvigen. Nir
CXADR forlorades i brostcancerceller blev PTEN och
PHLPP2 destabiliserade, vilket ledde till hyperaktivering av
AKT och att cellerna genomgick EMT och fick invasiva
egenskaper. Ett intressant fynd var dven att nir CXADR
aterintroducerades i brostcancerceller med laga CXADR-
nivaer kunde cellerna aterfa en mer epitelial identitet, och
bli mindre invasiva.

Resultaten visar att CXADR fungerar som en gatekeeper,
vilken kontrollerar AKT-signaleringsvigen och den epite-
liala identiteten i brostcancer. Férhoppningen dr att dessa
resultat ska leda till en ny behandlingsstrategi dir CXADR
kan anvindas som maltavla for att hindra brostcancerceller
att utveckla invasiva och metastatiska egenskaper. Man kan
dven tinka sig att det gar att stirka den epiteliala identitite-
ten hos cancerceller som redan paborjat en spridningspro-
cess och dirmed fa dem att bli mer kénsliga for standard-
behandlingar som till exempel hormonterapi.
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