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Okand interaktion bakom
genombrott i forstaelsen av
hur vissa sarkom uppstar

Uppkomsten av vissa cancersjukdomar inom gruppen sarkom ar kopplad till en hittills
okand interaktion mellan olika proteiner. Fynden som presenteras 6ppnar for mojligheten
att pa sikt kunna préva nya behandlingar mot dessa former av sarkom. Det skriver forskarna
Malin Lindén och Christoffer Vannas vid Goteborgs universitet i en sammanfattning av

de nya fynden.

arkom ér ett samlingsbegrepp for
Stumbrsjukdomar som uppstar i

kroppens skelett och stodjeviv-
nad. De ir forhallandevis ovanliga med
en arlig incidens pa ungefir 400 patien-
ter i Sverige, vilket utgor lite mindre 4n
en procent av den totala arliga cancer-
incidensen (Cancer i siffror, 2018). Av
alla nydiagnostiserade sarkom utgar tre
fjardedelar ur skelett och en fjirdedel
fran mjukdelar som till exempel musk-
ler, bindviv och fett. Nomenklaturen
for sarkom baseras pa den vivnad tu-
moren utgar fran, dir till exempel tu-
morer med ursprung fran skelett kallas
for osteosarkom och tumorer med fett-
vivsliknade utseende kallas for liposar-
kom. Vidare subklassificering av tumo-
rer dr baserad pa morfologi, dir till ex-
empel liposarkom kan delas upp i de
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En fordjupad forstaelse av de meka-
nismer som driver en tumorutveckling

ar av essentiell betydelse for att kunna utveckla
tumorspecifik malriktad behandling, och flera
forskningsgrupper over hela varlden arbetar
idag med att kartlagga mekanismer for

sarkomuppkomst.

fyra subgrupperna vildifferentierade
liposarkom, myxoida liposarkom, de-
differentierade liposarkom och pleo-
morfa liposarkom. For vissa sarkom dr
ursprungscellen inte helt kind och da
har tumoéren istillet namngetts efter
dess upptickare. Sa ir fallet for sjukdo-
men Ewing sarkom, en sjukdom som

uppticktes av den amerikanska patolo-
gen James Ewing i borjan av 1920-talet.

Aven om sarkom ofta klassificeras
som en gemensam tumorfamilj bor det
betonas att olika entiteter inom famil-
jen ofta skiljer sig markant fran varan-
dra nidr det giller tumorgenetik,
symtombild, metastaseringspotential



eee sarkom

~ 20 DNA-bindande proteinpartners

inklusive DDIT3 och FLI1
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Figur 1. Schematisk presentation av FET-fu-
sionsproteiner och deras bindning till SWI/SNF
med ett urval av de tumorformer som orsakas
av FET-fusionsonkogener. Anpassad fran (Lin-
dénetal, 2019)

och svar pa onkologisk behandling.
Det hir innebir en utmaning vid ut-
formning av kliniska studier da man
ofta maste gruppera ihop manga olika
subdiagnoser for att fa tillrickligt med
patientmaterial for att kunna pavisa
klinisk signifikans av en ny behandling,
Utveckling av malriktad behandling
mot sarkom ér saledes komplicerat och
i dagsliget finns ingen viletablerad
malriktad terapi for behandling av sub-
grupper av sarkom. En fordjupad for-
stielse av de mekanismer som driver en
tumorutveckling dr av essentiell bety-
delse for att kunna utveckla tumorspe-
cifik malriktad behandling, och flera
forskningsgrupper 6ver hela virlden
arbetar idag med att kartligga mekanis-
mer for sarkomuppkomst.

FET-FUSIONSONKOGENER

Den vanligaste uppfattningen dr att can-
cer bildas efter ackumulation av DNA-
skador i cellernas gener, sa kallade mu-
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Figur 2. En kromosomtranslokation leder till att N-terminala delen pa FET-proteinet satts ihop

med ett DNA-bindande protein.

tationer. For de flesta cancerformer
krivs manga skadliga mutationer i en
och samma cell for att en cancer ska
utvecklas, vilket vanligen tar méanga ar.
En annan typ av genetisk forindring,
fusionsonkogener, ir 6verrepresente-
rade i tumorfamiljen sarkom. Fusions-
onkogener uppstar i brottspunkterna
av si kallade kromosomtranslokatio-
ner, nir tva delar av kromosomer bryts
av och byter plats med varandra, vilket
i manga fall leder till uppkomst av fu-
sionsproteiner. De senaste aren har
aven allt storre fokus lagts pa betydel-
sen av epigenetiska forindringar, det
vill siga styrning av hur DNA packas
och uttrycks, och hur felaktigheter i
dessa system kan leda till en cancerut-
veckling.

Vi studerar FETonkogenorsakade
sarkom som omfattar drygt 20 olika ty-
per av sarkom (Figur 1). De tva vanli-
gaste av dessa cancerformer dr myxoid
liposarkom (MLS) och Ewing sarkom
(EWS), se ruta hir intill. Dessa tumé-
rer orsakas av specifika fusionsonkoge-
ner som innehaller den frimre delen av
en av FET-generna F'US, EWSRT eller
TAF15 som fuseras med gener for
DNA-bindande proteiner (transkrip-
tionsfaktorer). Slutresultatet blir ut-
tryck av tumordrivande fusionsprotei-
ner som alltid innehaller den N-termi-
nala delen av FETproteinet (Figur 1
och Figur 2). FETfusionsproteinerna
ar tillrdckliga for att instruera de for-
indringar som leder till tumorbildning
och ir i vissa fall den enda genetiska
forindringen som férekommer i tuma-
rerna. Intressant nog dr FETfusions-
proteinerna tumortyp-specifika vilket
exempelvis innebir att fusionen FUS-
DDIT3 bara aterfinns i MLS och
EWSR1-FLI1 bara i EWS.

OKAND INTERAKTION

Nyligen nadde vi ett genombrott i for-
staelsen hur sarkom orsakade av FET-
fusionsproteiner uppstar (Lindén et al.,
2019). Uppkomsten av dessa cancer-
sjukdomar kan forklaras av en hittills
okind interaktion med ett proteinkom-
plex som heter SWI/SNF (eller BAF)
som reglerar aktivitet av gener. SWI/
SNF ir ett kromatinremodellerande
komplex, det remodellerar kromatin el-
ler, i enklare termer, omstrukturerar
hur DNA packas i kromatinet. Detta
gor gener mer, eller mindre, tillgangli-
ga for transkription, en process da ge-
ner uttrycks och ger upphov till pro-
teiner. I forlingningen paverkar SWI/
SNF bade cellmognad och tillvixt, vil-
ket dr essentiellt i canceruppkomst.
SWI/SNF ir ett stort proteinkomplex
som bestir av ungefir 15 bestandsde-
lar. Manga av bestandsdelarna finns i
flera isoformer (varianter) och tillsam-
mans kan dessa sittas ihop 1 6ver 1 000
olika SWI/SNF-kombinationer. Vissa
av dessa komplex har olika funktioner
i olika vivnader samt i olika stadier av
utvecklingen men man vet inte sa
mycket om den exakta funktionen av
de olika komplexen, varken i friska cel-
ler eller i cancerceller. En forskargrupp
i USA gjorde en sammanstillning av
seckvenseringsdata frin manga olika tu-
morformer och visade att mutationer i
SWI/SNF-komponenter féorekommer
imer dn 20 procent av humana tumorer
(Kadoch et al., 2013), vilket understry-
ker den generella betydelsen av SWI/
SNF i cancer.

Malet med var studie var att identi-
fiera proteiner som interagerar med alla
tre FETproteiner. Vi anvinde darfor
N-terminala delarna av FUS, EWSR1
och TAF15 som ”bete” i en pulldown-
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MYXOID LIPOSARKOM - OVANLIG
TUMORFORM

Myxoid liposarkom dr en ovanlig
tumorform som huvudsakligen
drabbar medelilders personer, dir
min 4r litt 6verrepresenterade. En
typisk klinisk bild dr en asymtoma-
tisk knol som langsamt tillvixer i en
nedre extremitet, men tumoren kan
aven tillvixa i hoftregionen, i 6vre
extremitetet, intra-abdominellt eller
retroperitonealt. Vid tumormiss-
tankt forindring utfors initialt en
radiologisk utvirdering med DT el-
ler MR, dir tumormisstanken kan
bekriftas. Definitiv diagnos stlls
genom biopsering av forindring for
histopatologisk diagnostik och mo-
lekyldrdiagnostik, dir typisk PAD-
bild i kombination med patriffande
av fusionsonkogenen FUSDDIT3,
eller i mer ovanliga fall EWSR1-
DDIT3 ger diagnos. Behandlingen
bestar huvudsakligen av kirurgi,
men beroende pa vixtsitt och PAD
kan antingen neoadjuvant eller ad-
juvant stralbehandling ges. MLS
har i regel en god prognos, med ett
rapporterat 12-ars DSS (6verlevnad
fran sjukdom) pa 86 procent (Dalal,
Kattan, Antonescu, Brennan, &
Singer, 2006). Tumorer som har >
5 procent rundcellskomponent, det
vill siga tumoéromraden innehal-
lande snabbvixande celler med run-
da tita cellkirnor, har en simre
prognos med en 12-ars DSS pa 55

teknik for att fiska ut interagerande
proteiner ur cellextrakt. De proteiner
som “nappade” (band till betet och
“drogs ned” fran Gvriga proteiner)
kunde sedan identifieras med en kva-
litativ analysmetod som kallas mass-
spektrometri. Flertalet av proteinerna
som fiskades upp visade sig tillhora
SWI/SNFkomplexet. Vi tog sedan
bort flera av proteinets byggstenar, sa
kallade aminosyror, fran FET-protei-
nets N-terminala del och anvinde
kvarvarande bitar som bete for att se
vilken del av FETproteinet som kriv-
des for interaktionen. Bindningen till
SWI/SNF forlorades nidr aminosyror-
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procent och en starkare indikation
for adjuvant behandling. Vid inope-
rabla recidiv eller metastatisk sjuk-
dom behandlas patienterna med
palliativ cytostatika, da framst
Doxorubicin. Vid progress trots
Doxorubicinbehandling kan ytter-
ligare behandlingslinjer med Tra-
bectidin eller Eribulin 6vervigas
(Abaricia & Hirbe, 2018; Dalal et
al., 2006; Nationellt vardprogram ske-
lett mjukdelssarkom Version 1.0, 2017).

EWING SARKOM - DRABBAR OFTAST
UNGDOMAR

Ewing sarkom drabbar ett 20-tal
individer arligen i Sverige. Till skill-
nad fran MLS sa drabbar EWS hu-
vudsakligen den pediatriska popu-
lationen, ddr 70 procent av patien-
terna dr yngre dn 20 ar vid diagnos
med en litt manlig 6verrepresenta-
tion. EWS kinnetecknas av snabb-
vixande tumorer i skelett med
rundcelliga celler som uttrycker
markoéren CD99, och trots att sjuk-
domen har varit kind i snart 100 ar
sa vet man fortfarande inte med si-
kerhet vilken celltyp som ger upp-
hov till cancern. En typisk klinisk
bild 4r en patient som soker for en
knol som tillvuxit visentligen fort
(inom loppet av nagra veckor) i ex-
tremiteter, hoft eller i balregionen.
Radiologisk utvirdering med DT
eller MR kan féranleda misstanke
om malignitet, vilken bekriftas ge-

na 31-67 togs bort. Denna del inne-
haller en sekvens som vi tidigare visat
vara viktig for proteinbindning mellan
normala FETproteiner (Thomsen,
Grundevik, Elias, Stahlberg, & Aman,
2013).

Direfter odlade vi stora mingder
tumorceller, extraherade kidrnprotei-
ner (dir den viktiga interaktionen dger
rum) och anvinde SWI/SNF-kompo-
nenten BRG1 som ett handtag for att
isolera SWI/SNTF-komplexet med en
teknik som kallas immunoprecipita-
tion. Med hjilp av Western blot, en
metod som anvinder antikroppar for
att detektera specifika proteiner, kun-

nom biopsi for histopatologisk be-
démning samt molekyldrdiagnos-
tik, dir EWSR1-FLI1 eller i mer
ovanliga fall EWSR1-ERG fusions-
transkript 4r diagnostiskt for sjuk-
domen. Patienterna genomgar en
omfattande screening for utvirde-
ring av organfunktion samt for att
uppticka eventuell metastasering
infér behandling. Generellt be-
handlas patienterna med ett omfat-
tande behandlingsprogram som in-
kluderar kombination av 9 mana-
ders cellgiftsbehandling med olika
preparat (bland annat Doxorubicin,
Ifosfamide, Actinomycin, Etopo-
sid, Vinkristin och Cyklofosfamid),
kirurgi och ofta stralbehandling.
Femarsoverlevnaden for hela grup-
pen ligger pa 70—80 procent och
negativa prognostiska faktorer for
overlevnad dr bland annat sjukdom
i backenregion, daligt svar pa neo-
adjuvant behandling, alder > 18 ar
samt metastaser vid diagnos. Aven
vid metastatisk spridning kan sjuk-
domen vara botbar, men prognosen
ir pataglig forsimrad. Vid metasta-
serad sjukdom behandlas patienter-
na med cytostatikabehandling dir
behandlingsalternativ beror pa tidi-
gare given behandling (Grunewald
et al., 2018; Nationellt vardprogram
skelett mjnkdelssarkom Version 1.0,
2017).

de vi sedan identifiera andra proteiner
som interagerar med komplexet. Vi
upptickte att stora delar (~80 procent)
av de tumorforindrade FETfusions-
proteinerna band till SWI/SNF jim-
fort med normala (of6rindrade) FET-
proteiner (<40 procent, Figur 3). Ef-
tersom bade normala och tumorfor-
indrade FETproteiner innehaller den
N-terminala delen av FETproteiner dr
det rimligt att anta att de binder till
samma bindningsficka pa SWI/SNT.
Vi undersokte dirfér om bindningen
ar kompetitiv, det vill siga om norma-
la och tumoérforindrade FET-protei-
ner tivlar om interaktionen med SWI1/
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Figur 3. Bindningsmodell av SWI/SNF till normala FET-proteiner och FET-fusionsproteiner, notera
att mangden normala FET-proteiner bundet till SWI/SNF inte &ndras ndr fusionsproteinet &r nar-

varande. Anpassad fran (Lindén et al,, 2019)

SNF. Vi blev 6verraskade av att si inte
var fallet, mdngden inbundet FET-pro-
tein paverkades inte av om FETfu-
sionsproteinet var nirvarande eller ej.
Detta innebir att normala och tumot-
forindrade FETproteiner binder till
olika delar pa SWI/SNF alternativt oli-
ka typer av SWI/SNFkomplex, som
nimns ovan. Vi anvinde sedan FET-
fusionsproteinet som handtag (DDIT3
eller FLIT) och analyserade de protei-
ner som interagerade med fusionspro-
teinet med masspektrometri. Denna
analys visade att alla huvudbestandsde-
lar hos SWI/SNF var nirvarande. Det-
ta betyder att interaktionen med FET-
fusionsproteiner inte verkar forstora
SWI/SNFs komposition sasom ir fal-
let i vissa andra cancerformer (synovial
sarkom och malign rhabdoid tumor).
Eftersom runt 80 procent av FET-
fusionsproteinet dr bundet till SWI/
SNF borde en stor del av dess tumot-
instruerande verkan kunna forklaras av
paverkan pa SWI/SNF-komplexet. Vi
undersokte darfor nedstroms effekter
av SWI/SNF-komplex bundna till
FET-fusionsproteiner. Vi anvinde
Western blot for att analysera midngden
stingt kromatin (heterokromatin) och
oppet kromatin (eukromatin) i celler
med eller utan fusionsprotein. Det vi-
sade sig att celler med fusionsprotein i
hade mer packat/stingt kromatin, vil-
ket leder till mindre uttryck av gener.
Sammanfattningsvis, den nyfunna me-
kanismen gér ut pa att storre delen av
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metoder som inte bestar av DN A-ska-
dande droger eller stralning. Det epige-
netiska systemet och SWI/SNFkom-
plexet skulle kunna vara ett sidant nytt
likemedelsmal. Malet dr att utveckla en
specifik, effektiv behandling mot can-
cercellerna med firre biverkningar som
foljd. Man skulle kunna tinka sig en
behandling som bara riktar sig mot de
celler dir SWI/SNF har en forindrad
funktion, alltsa cancercellerna. Sadan
behandling har ocksa foreslagits vid
andra tumorsjukdomar diar SWI/SNF
ar forandrat.

Just nu finns ingen viletablerad mal-
riktad terapi for behandling av sub-
grupper av sarkom och pi grund av
den laga incidensen dr det komplicerat

Sammanfattningsvis, den nyfunna

mekanismen gar ut pa att storre delen
av de tumorforandrade FET-proteinerna bin-
der proteinkomplexet SWI/SNF. Denna inter-
aktion leder till felreglering av SWI/SNF och
ddrmed storningar i cellernas genuttryck

och funktioner.

de tumorforindrade FET-proteinerna
binder proteinkomplexet SWI/SNF.
Denna interaktion leder till felreglering
av SWI/SNF och didrmed storningar i
cellernas genuttryck och funktioner.
Vad som sker i detalj 4r oklart men nu
vet vi vilka mekanismer vi ska fokusera
vidare studier pd.

NYA MOJLIGHETER I SIKTE

FET-onkogenorsakade sarkom dr
ovanliga sjukdomar men drabbar ofta
barn och unga. Minga av dessa sar-
kom, saisom EWS och MLS, behandlas
med mer eller mindre aggressiv cytos-
tatikabehandling som 1 sig sjilv ir
DNA-skadande och kan leda till ut-
veckling av ny cancer sisom leukemi
(Hamilton, Carlson, Hasan, Rassekh,
& Goddard, 2017). Dagens behandling
leder, i méanga fall, till allvarliga biverk-
ningar med livslanga problem for 6ver-
levande patienter. Eftersom tumorerna
isig sjilva dr genetisk stabila sa vore det
attraktivt att utveckla nya behandlings-

med kliniska studier pa dessa sjukdo-
mar. Men som tidigare nimnts 4r
SWI/SNF muterat i minst 20 procent
av cancer. Vi kan dra lirdom av studier
gjorda i dessa vanligare tumorsjukdo-
mar med motsvarande forindringar i
SWI/SNF-komplexet bade for att fort-
sitta studera hur funktionen av SWI1/
SNF ir forindrat men ocksa for att hit-
ta, samt testa, nya likemedel. Det finns
flera likemedelskandidater som paver-
kar SWI/SNF eller dess nedstroms
funktion som man nu testar pa andra
sjukdomar. En stor del av vart fortsatta
arbete syftar till att testa dessa nya ld-
kemedelskandidater pa modeller av de
hir formerna av sarkom sasom pa eta-
blerade cancercellinjer och pa trans-
planterade humantumorer i moss. Det
bor dock nimnas att det dr tidskriavan-
de arbete som miste goras grundligt
prekliniskt innan eventuella kliniska
studier kan paborjas.

Dessa resultat leder till 6kad forsta-
else for hur de 20-tal cancerformer som



bildas av FETfusionsproteiner uppstar
och eventuellt vissa andra tumorfor-
mer dir en SWI/SNF-enhet 4r mute-
rad. Forhoppningsvis kan det leda till
utveckling av gemensamma molekylart
baserade behandlingar for patienter
med FET-onkogensorsakade tumor-
sjukdomar.
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eftersom morfin passerar &ver i bréstmislk. Fertilitet: Eftersom morfin &r en
mutagen ska det endast ges fill fertila kvinnor och mén om anvéndning av ett
effektivt preventivmedel bekréftats. Biverkningar: Mycket vanliga: Sémnighet,
férstoppning och muntorrhet. Vanliga: Yrsel, mios, bronkospasm, minskad hosta,
lllaméende, krékningar, urinretention och kraftléshet.  Mindre  vanliga:
Andningsinsufficiens, “kramp i urinréret, kl&da och férhdida leverenzymer.
Sdllsynta: Ortostatisk hypotension. Ingen kénd frekvens (kan inte beréknas frén
tillgangliga  data): %kykgrdi, bradykardi, upprymdhet och  ofrivilliga
muskelsammandragningar. Overdoserin[g*: Morfintoxicitet. Dédliga doser dr
huvudsakligen beroende av morfininnehéllet. Innehavare av godkannande fér
férsdlining: Pharmanovia A/S, Jaegersborg Allé 164, DK-2820 Gentofte,
Danmark. Datum fér senaste 6versyn av produkiresumé oktober 2017. Fér
fullstéindig produktinformation, férpackningstyp och aktuellt pris, se www.fass.se.
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QO Cytostatika
O Strélbehandling

\ roendokrina tumérer . .y . )
¢ Neuroendo afumore *Dessa avsnitt har skrivits om och/eller férkortats i forhallande fill

produktresumén godként av Lékemedelsverket. Produkiresumén kan
erhéllas gratis frén Pharmanovia A/S.

Referens: 1. Dropizol® produktresumé.
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