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Nytt testsystem for brostcancer
avslojar hur tumorens omgivning
paverkar cancercellerna

Delar av den tumorvdvnad som normalt kasseras vid cancerkirurgi bar pa hittills
outnyttjad kunskap om sjukdomen, visar studier vid Géteborgs Universitet.
Forskningen utgor grund for en ny experimentell plattform for cancerdiagnostik,
prognoser och for att testa cancerldkemedel. Hir sammanfattas den nya kunskapen

av forskarna Anna Gustafsson, Emma Jonasson, Goran Landberg och Anders
Stahlberg.
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rostcancer ir idag den vanligaste cancerformen bland

kvinnor i Sverige. Sjukdomen har manga olika kli-

niska upptridanden och tumorbiologiska egenskaper
och brostcancer kan delas in i flera olika undergrupper med
delvis olika prognos. Kategorisering av brostcancer gors
efter sedvanlig patologiundersokning och med hjilp av his-
tologi och uttryck av specifika proteinmarkérer sisom hor-
monreceptorer och celldelningsmarkorer. Aven storskaliga
eller riktade genuttrycksanalyser anvinds for att kategori-
sera sjukdomen. Diagnostisk information inkluderande vik-
tiga parametrar som tumorgrad och tumérstorlek anvinds
sedan tillsammans med kliniska observationer for att be-
stimma limplig behandling for patienten.

Overlevnaden hos brostcancerpatienter har successivt
Okat under de sista 30 aren och idag 6verlever 9 av 10 kvin-
nor sin brostcancer vilket beror pé bittre och mera effek-
tiva behandlingar samt tidigare detektion av sjukdomen.
Trots forbittrad 6verlevnad avlider runt 1 400 personer i
Sverige arligen av sjukdomen (Cancer i siffror, 2018). Aven
om vissa undergrupper av brostcancer har simre prognos
in andra dr det svart att efter operation och primir hand-
liggning av patienten avgora vilka tumorer som kommer
att vara de mest aggressiva. Ett mera individanpassat be-
handlingsbeslut skulle kunna anvindas om man pa férhand
kunde identifiera de brostcancerpatienter som har stor san-
nolikhet att fa en spridd cancersjukdom. Kan man dessutom
utvirdera vilken behandling som 4r mest effektiv for res-
pektive undergrupp och patient skulle det medféra kraftful-
lare behandling dir det verkligen krivs men samtidigt skul-
le man undvika 6verbehandling av bréstcancerpatienter
med bittre prognos.

MIKROMILJON HAR STOR PAVERKAN
Dagens likemedelsbehandlingar for brostcancer med ex-
empelvis olika cytostatika och endokrinbehandlingar pa-

verkar cancercellerna direkt och minskar pa sa sitt tumor-
bordan for patienterna. Pa liknande sitt tas manga av da-
gens nya likemedel fram genom att man skriddarsyr like-
medel mot molekyldra mekanismer som ar unika eller kri-
tiska for cancercellerna. Man vet dock att omgivningen runt
de enskilda tumorcellerna ocksa har stor paverkan pa deras
egenskaper och den paverkar dven hur tumorcellerna rea-
gerar pa olika behandlingar. Denna omgivning, dven kallad
mikromiljo, innefattar dels tumdrens strukturella uppbygg-
nad som inkluderar den extracellulira matrisen, men ocksa
andra celltyper som finns i cancercellernas nirhet sisom
immunceller, fibroblaster, fettceller och epitelceller (Park et
al. 2000). Mikromiljén paverkar ocksa andelen av olika ty-
per av cancerceller som alla har olika egenskaper. Vissa can-
cerceller delar sig snabbt, nagra migrerar och ett antal celler
ir mera behandlingsresistenta. Den sistnimnda gruppen av
mera inaktiva och taliga cancerceller kallas ibland cancer-
stamceller eftersom de kan inducera tumorvixt i bland an-
nat djurmodeller. Cancerstamcellerna tros finnas i specifika
mikromiljer som bidrar till att de far sina unika egenskaper
att 6verleva cellgifts- och stralningsbehandlingar. Mikro-
miljon kring cancercellerna forefaller saledes kraftfullt pa-
verka olika canceregenskaper men i avsaknad av bra meto-
der att mita effekten av mikromiljon anvinds denna typ av
information sillan i diagnostik eller vid utveckling av nya
cancerbehandlingar.

Under de senaste aren har intresset okat for att forsoka
utveckla olika konstgjorda tredimensionella (3D) cellod-
lingsmodeller som till skillnad fran traditionell cellodling
pa tvadimensionella (2D) ytor bittre kan efterlikna in vivo-
liknande foérhdllanden genom att aterskapa interaktionerna
mellan tumorcellerna och deras mikromiljéer. Problemet
med dessa modellsystem, som ofta ir skapade av syntetiska
material, dr att de visentligt skiljer sig fran hur den verkliga
tumo6rmikromiljon ser ut och uppfor sig. For att mota be-
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Figur 1. Utveckling av ett nytt experimentellt system for att inkorporera tumor-specifika omgivningar i cellodling. Tumérbitar fran patienter tvéttas
med detergentldsningar for att ta bort celler vilket resulterar i scaffolds. Standardiserade cellinjer odlas pa scaffolds och skérdas efter 21 dagar for
att genomféra molekyldra analyser och dérmed undersoka effekten av specifika mikromiljder pa cellernas egenskaper.
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Figur 2. Variation av scaffoldstruktur. Struktur hos tre olika scaffolds
genom analys med svepelektronmikroskopi visar pa likheter och skill-
nader mellan specifika scaffolds.

hovet av att bittre aterskapa tumor-specifika omgivningar
har vi dirfor utvecklat ett nytt experimentellt testsystem dir
vi anvinder oss av brostcancervivnader frin patienter.

STUDIEN OCH TUMORSKELETTET
Da varje brostcancer dr unik i sig hypotiserade vi att dven
tumorens mikromiljo dr unik och innehaller outnyttjad kli-
nisk information om hur den specifika omgivningen paver-
kar canceregenskaper och progress till spridd sjukdom
(Landberg et al. 2019). For att undersoka detta utvecklade
vi en ny metod for att kunna odla standardiserade cancer-
cellinjer i en patients egen cancermikromiljé. Metoden byg-
ger pa att man tvittar bort alla celler, inkluderande de ur-
sprungliga cancercellerna, fran den primira tumoren och
skapar ett intakt men cellfritt tumorskelett, dven kallat scaf-
fold. Genom att tvitta tumdrerna stegvis med detergenter
over en veckas tid forsvinner cellerna medan de omgivande
byggstenarna och strukturerna finns kvar intakta (Figur 1).
Elektronmikroskopiska studier av olika cellfria scaffolds
visade bade strukturella likheter och olikheter inom och
mellan olika tumorskelett (Figur 2). Nir vi jimforde pro-
teininnehallet i 15 cellfria scaffolds med hjilp av masspek-
trometri, identifierades tva tydliga grupper som kunde
kopplas till hégre respektive ligre nivd av tumorgrad och
celldelningsgrad hos originaltumérerna. Ett protein som
var kopplat till ligre tumorgrad var periostin, och i en upp-
foliningsanalys av 455 brostcancerprover visade det sig att
mingden periostin var associerat till ligre celldelningsgrad
i cancercellerna vilket validerar observationerna fran cell-
fria scaffolds. Cancerceller som behandlades experimentellt
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Figur 3. Infiltration av standardiserade cellinjer i cellfria tumorskelett.
Immunohistokemi-analys av en cellfri scaffold samt av tva scaffolds
dar olika typer av brostcancerceller har odlats och vaxt in i strukturen.
De tva cellinjerna har olika kapacitet att infiltrera omgivningen. | cel-
linje 1 sker tydliga morfologiska férandringar dar vissa celler far ett
mera fibroblastlikt utseende (bla pilar) medan andra celler far ett mer
endotellikt utseende (rod pil).

med periostin uppvisade dven ligre kapacitet att forflytta
sig och migrera in i sin omgivning.

Eftersom alla celler tvittats bort fran scaffolds forvin-
tade vi oss att de kvarvarande proteinerna i tumorskeletten
i huvudsak skulle vara associerade till tumorens struktur
och uppbyggnad. Trots detta hade enbart 33 utav 143 de-
tekterade proteiner funktioner som var direkt kopplade till
den sa kallade extracelluldra matrisen, som dr en viktig
strukturell del av mikromiljon (Lu, Waever and Werb.
2012), vilket indikerar att manga proteiner som finns i tu-
morskelettet har andra funktioner 4n uppbyggnad av struk-
turen. Flera masspektrometri-identifierade proteiner visade
sig dessutom vara kopplade till sekretion och utséndring av
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proteiner, vilket visar att kommunikation mellan celler
kraftfullt paverkas av cancerns mikromiljo.

ANPASSAR SIG TILLOMGIVNINGEN

Nista steg var att undersoka hur cancercellerna férindrades
av att vixa i olika scaffolds. Genom att odla standardise-
rade cancerceller i scaffolds och sedan studera hur de vixte
kunde vi observera att celler som introducerats i scaffolds
vixte in i vivnaderna och anpassade sig till varje unik struk-
turell omgivning (Figur 3). Cancercellerna som vixte i tu-
morskeletten dndrade form, utseende och blev lik verklig
tumorvivnad. For att bittre forstd hur cancercellerna an-
passade sig till den nya scaffold-omgivningen studerade vi
ocksa hur genuttrycket forindrades. Genom att fokusera
analyserna pa viktiga cancerrelaterade processer kunde vi
visa att celler som vuxit i tumorskeletten under 3 veckor
okade uttrycket av cancerstamscells-relaterade gener och
minskade uttrycket av celldelningsgener jimfoért med celler
som vuxit i traditionell 2D-odling. Proteinanalyser och oli-
ka funktionella tester verifierade ocksa att cancerceller som
odlats i scaffolds fick 6kade cancerstamcellsegenskaper med
ligre celldelningsgrad. Genom att analysera genuttrycket
pa hundratals enskilda cancerceller kunde vi dven konsta-
tera att celler som odlats i scaffolds skilde sig tydligt fran
2D-odlade celler, men att det ocksa fanns stora variationer
i genuttrycket mellan enskilda cancerceller som odlats i
scaffolds, vilket indikerade att mikromiljéerna dr unika och
specifika for brostcancer.

Eftersom det finns andra modellsystem for cancer jam-
forde vi ocksa scaffold-metoden med exempelvis djurmo-
deller och artificiellt framtagna tillvixtsystem. Omfattande
genuttrycksanalyser visade att cancerceller som odlats i
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Figur 4. Prognostisk information finns i brostcancerscaffolds. Overlev-
nadsanalys for 46 olika scaffolds med klinisk uppfoljningsdata visar
att det gar att sdrskilja scaffolds som kommer fran patienter som fatt
aterfall och de som inte har fatt det. Figuren visar att cancerceller som
vaxt i scaffolds fran patienter som inte fatt aterfall far ett lagre genut-
tryck av migrationsmarkoéren vimentin &n i cellerna som vaxt i scaf-
folds fran patienter med en samre prognos.
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scaffolds paminde om tumérer som bildats genom att sam-
ma standardiserade cellinjer injicerats i moss, vilket stoder
antagandet att scaffolds dr en relevant modell for att skapa
en in vivo-liknande tumortillvixt som efterliknar minnis-
kokroppen. For att belysa om scaffolds paminner om andra
3D-baserade odlingsmodeller, jaimforde vi genuttrycket av
scaffoldodlade celler med genuttrycket av celler som odlats
i 3D-utskrivna matriser gjorda av biomaterialet alginat.
Genuttrycksprofilerna hos celler odlade i scaffolds respek-
tive 3D-utskrivna tumorer var till viss del lika, vilket tyder
pa vissa generella effekter av 3D-odlingar. Det fanns dock
dven tydliga skillnader mellan systemen vilket bevisar att
den specifika uppbyggnaden och kompositionen av tumor-
skelettet 4r viktig.

Modellsystemet som

visar hur aggressiv en
viss canceromgivning dr kan
sdledes anviindas som komple-
ment till andra diagnostiska
och prognostiska tester for att
optimalt kunna identifiera
aggressiva tumorer redan pda
ett tidigt stadium.

Eftersom vi observerade stora variationer mellan olika
patienters scaffolds ville vi ocksd undersoka om det fanns
nagra kopplingar mellan resultaten fran varje brostcancer-
scaffold och hur aggressiv cancersjukdomen var for varje
patient. Genom att analysera och tillverka scaffolds frin
brostcancervivnad fran en biobank av frysta prover och
sedan jaimfora scaffoldresultaten med klinisk information,
kunde vi visa att det fanns en koppling mellan exempelvis
tumorrecidiv och specifika forindringar i genuttryck hos
cancercellerna som fatt vixa i de olika brostcanceromgiv-
ningarna. Detta syntes tydligast for migrationsmarkoren
vimentin, dér kraftig paverkan pa denna gen var kopplat till
aggressiv cancersjukdom och dalig prognos (Figur 4). Vira
data visar dirmed att det finns information lagrad i tu-
morens mikromiljé som kan relateras till patientens kli-
niska sjukdomsutveckling och att denna aktivitet kan mitas
med var nya scaffoldmetodik.

VAD KAN MAN GORA MED SYSTEMET?

Sammanfattningsvis visar var studie pa vikten av att an-
vinda den annars forbisedda informationen fran patientens
unika tumo6rmikromiljo. Vira resultat visar att standardise-
rade cancercellinjer som odlas i cellfria patientscaffolds
indrar sina egenskaper pa ett patient-unikt sitt. Dessa for-
indringar dr dven kopplade till klinisk relevant information.
Modellsystemet som visar hur aggressiv en viss cancerom-
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Figur 5. Brostcancerscaffolds kan anvandas for framtida drogtester. Egenskaperna hos cancercellerna som odlats i scaffolds forandras i relation till
mikromiljon. Varje tumor ar unik vilket innebdr att cancercellerna som odlas i testsystemet kommer att bli delvis patientanpassade. Detta kan an-
vandas for att skraddarsy varje patients behandling samt for att utvéardera nya droger.

givning ir kan saledes anvindas som komplement till andra
diagnostiska och prognostiska tester for att optimalt kunna
identifiera aggressiva tumorer redan pa ett tidigt stadium.
Metoden kan ocksa anvindas for att testbehandla en pa-
tientscaffold med olika etablerade cancerbehandlingar for
att optimalt kunna identifiera den mest effektiva behand-
lingen for varje enskild patient. Dd varje tumor kan delas
upp i flera mindre delar kan méanga droger testas simultant
for att studera deras effekt och att ritt likemedel identifieras
for den specifika tumoren.

Scaffolds kan i framtiden dven anvindas for att studera
nya experimentella behandlingars nytta i ett in vivo-liknade
tillvixtsystem ddr man tar hinsyn till viktiga variationer
mellan olika patienter (Figur 5). Scaffold-systemet kommer
ocksa att kunna anvindas som en plattform for att utveck-
la nya behandlingar inom cancer generellt, vilket kan 6ka
precisionen och mangfalden av cancerlikemedel. Mingden
djurforsok i utvecklingsarbetet kring cancerlikemedel kan
ocksa minskas eftersom scaffolds ir ett in vivo-liknande
screenings- och valideringssystem som annars bara djurfor-
sok kan erbjuda.
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Fotnot: Denna studie utfordes vid Goteborgs Universitet i sam-
arbete med Panl Fitz patrick, Panline Isakson, Joakim Karlsson,
Erik Larsson, Andreas Svanstrim, Svanbeidur Rafnsdottir,
Emma Persson, Daniel Andersson, Jennifer Rosendabhl, Parmida
Ranji, Pernilla Gregersson, Ylva Magnusson, Sarunas Petronis
(RISE) och Joakinm Hakansson (RISE), tillsammans med
Proteonsic Core Facility vid Goteborgs Universitet, samt Patologi-
och Kirnrgmottagningen vid Sablgrenska Universitetssjukhuset.
Studien har fatt stod fran BioCARIE, Cancerfonden, IVINNOVA
och Vetenskapsradet.
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