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Forskare frdn KTH/SciLifeLab och Stanford har identifierat en ny typ av cancerceller
som far hudcancer att vixa och sprida sig ur sin miljé. Upptédckten kan ge dkad forsta-
else dven for andra cancertyper och kan leda till att nya mal for likemedel undersoks.
Resultaten, som nyligen publicerades i en artikel i den vetenskapliga tidskriften Cell,
refereras hér av forskaren Kim Thrane.

ar tumorer angrinsar till omgi-
Dvande frisk vivnad finns en ny-

upptickt typ av cancerceller
som ir specialiserade pa att hjilpa tu-
moren att vixa och sprida sig. Dessa
utgor bara en liten del av alla cancercel-
ler i en tumor, men har en stor inverkan
pa sjukdomsforloppet, exempelvis ge-
nom att aktivera celldelning i andra
cancerceller eller genom att dimpa im-
munresponser och didrmed hjilpa tu-
moren att undkomma kroppens im-
munforsvar.

Dessa relativt fa cancerceller spelar
alltsa en avgorande roll for tumorens
tillvixt och spridning, men fram tills
nu har vi inte vetat om att de existerar.
Att blockera signalvigar som den hir
typen av cancerceller anvinder sig av
skulle kunna bli en framtida behand-
ling for skivepitelcancer, och mojligen
ocksa andra cancerformer. Upptickten
skulle med andra ord kunna vara av
stor betydelse fér kommande behand-
lingsmetoder.

I samarbete med Stanford Univer-
sity School of Medicine i USA har vi
fran Kungliga Tekniska Hogskolan
(KTH) genomfort en utforlig kartligg-
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ning av skivepitelcancer i huden'. Ski-
vepitelcancer drabbade ar 2016 cirka
6 500 personer i Sverige och ir den
hudcancerform som 6kar mest. Manga
fall kan botas med operation och even-
tuellt stralbehandling, men spridd sjuk-
dom behandlas vanligen med cytosta-
tika och immunterapi som blockerar
PD-1/PD-L1%

PROTOTYP FOR CARCINOM

Skivepitelcancer uppstar i celltypen ke-
ratinocyter i hudens yttersta lager, epi-
dermis. Epidermis har normalt en ord-
nad struktur dir keratinocyter delar sig
vid basalmembranet och sedan for-
skjuts uppat och blir plattare i takt med
att de kommer nidrmare hudytan dér de
till slut dor. Vid skivepitelcancer stors
emellertid denna struktur och basal-
membranet invaderas av cancerceller.
Detta forlopp dr mycket likt det som
sker nir cancer uppstar i annan epitel-
vivnad i kroppen, sisom magtarmka-
nalen, luftvigar och runt olika organ.
Cancer som uppstar i epitelceller kallas
gemensamt carcinom och omfattar un-
gefir 90 procent av alla cancerfall. Skiv-
epitelcancer kan darfor fungera som en

prototyp for carcinom och vi tror att
resultaten frin denna studie kan ge
okad forstaelse for tillvixt och sprid-
ning av manga former av cancer.

En fordel med att studera just skiv-
epitelcancer dr att bade tumdrer och
motsvarande normal vivnad ir relativt
littillginglig, och férutom att analysera
tumorer fran tio patienter har vi inklu-
derat normal hudvivnad fran alla pa-
tienter. P4 sa sitt har vi kunnat identi-
fiera skillnader som uppstar i vivnaden
runt omkring en tumor, utéver just
cancercellerna.

For att klassificera och profilera en-
skilda celler har vi analyserat deras gen-
aktivet med en numera ganska vanlig
metod inom cell- och molekylirbiolo-
gisk forskning kallad singel-cell RNA-
sekvensering. Genom denna metod
kan man visa vilka gener som dr aktiva
i varje enskild cell och sedan gruppera
liknande celler baserat pa genuttrycks-
profiler. Manga celltyper har vildoku-
menterade genuttrycksprofiler och med
hjilp av dessa kan man klassificera
grupper av celler som exempelvis kera-
tinocyter eller immunceller. Man kan
dessutom fa en mer detaljerad bild av
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vilken typ av keratinocyt eller vilken
typ av immuncell det r6r sig om.

TRE SUBPOPULATIONER

Efter att ha sirskilt keratinocyterna
fran andra celltyper gjorde vi en mer
utforlig indelning av de keratinocyter
som kom fran patienternas friska hud-
vivnad och fann att de bestod av tre
subpopulationer. Vi undersokte vilka
gener som skiljde grupperna at och
identifierade markorgener for varje
subpopulation som vi sedan kunde
jaimfora med tidigare studier. Vi fann
att de tre subpopulationerna motsva-
rade basalceller, cyklande celler och
differentierande keratinocyter, som
alla fyller kinda funktioner i normal
hudvivnad.

Vi upprepade proceduren med de
keratinocyter som kom fran patienter-
nas tumoérvivnad och fann tre subpo-
pulationer vars genuttryck liknade de
tre som fanns i normal hud. Basalceller,
cyklande celler och differentierande
keratinocyter fanns alltsa alla i varsin
cancervariant i tumorerna. Utbver
dessa tre kunde vi dessutom identifiera
en tumorspecifik subpopulation som vi
kallar TSK (tumor-specific keratinocy-
tes). De hir cellerna hade en unik
genuttrycksprofil och liknade inte né-
gon celltyp som férekommer i normal
hudvivnad.

Vid nirmare efterforskning fann vi
att gener som var karakteristiska for
TSK var involverade i processer for
cellmigration och nedbrytning av ex-
tracelluldr matris, vilket tyder pd att
dessa celler har tillforskaffat sig inva-
siva egenskaper. Vi stillde oss darfor
fragan om de genomgatt EMT (Epit-
helial-Mesenchymal-Transition) — en
process varvid epitelceller 6vergar till
mesenkymala celler. EMT férekommer
bland annat under fosterutveckling dir
epitelceller far kapaciteten att vandra
fran ett omrade till ett annat, men kan
ocksa manifestera i cancer dir proces-
sen ger cancercellerna férmagan att
slippa fiste och sprida sig’. Vianvinde
oss av en databas som sammanstillt
flera set av gener som kidnnetecknar
biologiska processer* och jaimférde mot
de genuttrycksprofiler som vi tagit
fram for de olika keratinocyt-typerna.
Dirmed kunde vi bekrifta att de inva-
siva TSK-cellerna hade EMT-egenska-
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Figur 1. Tumorvdvnad och normal hud fran tio patienter analyserades med tre kompletterande
metoder for att identifiera celltyper, deras placering och signalering. Ett modellsystem sattes
upp i moss, och gener essentiella for tumaortillvaxt undersoktes genom att sl& ut gener som
identifierats i patienternas cancerceller'.

Kombinationen av singel-cell RNA-

sekvensering och Spatial Trans-
criptomics hjdlpte oss att ligga pusslet om
vilka celltyper som finns i tumorerna, vad
de har for funktioner, och var de finns.

per, dock i varierande utstrickning.  ddrfor en del av varje tumor och analy-

Det har tidigare beskrivits att cancer-  serade med Spatial Transcriptomics
celler med fenotypisk plasticitet, som  (ST) som idr utvecklad pa avdelningen
for genteknologi pa K'TH, i professor
Joakim Lundebergs forskningsgrupp.
ST dr ocksa baserat pa RNA-sekvense-
ring, men istillet for enskilda celler,

analyseras ett tvirsnitt av intakt vivnad

befinner sig i mitten av ett EMT-spek-
trum, dr kritiska for tumorens sprid-
ning’.

HJALP ATT LAGGA PUSSLET
Sammantaget fanns alltsa fyra subpo-  som ocksa firgas och fotograferas i
mikroskop sa att genuttrycket kan
kombineras med histologi*.
Kombinationen av singel-cell RNA-

sekvensering och Spatial Transcripto-

pulationer av keratinocyter i tumorerna
men eftersom singel-cell RNA-sekven-
sering gors efter att tumorerna disso-
cierats till enskilda celler kan den hir
metoden inte svara pd hur olika cellty-  mics hjilpte oss att ligga pusslet om

per forhaller sig till varandra. Vi tog  vilka celltyper som finns i tumorerna,



vad de har for funktioner, och var de
finns. TSK-cellerna var nistan uteslu-
tande beldgna lings tumorernas yttre
grins, intill omgivande vivnad, vilket
ytterligare bekriftar deras roll som in-
vasiva, och potentiellt kommunikativa
med andra cellet.

Cancerceller omges av andra cellty-
per i ett komplext ekosystem, tumdrens
mikromilj6, och kan undkomma krop-
pens immunforsvar genom olika me-
kanismer. For att ta reda pa vilka cell-
typer som medverkar i de hir mekanis-
merna sokte vi i deras genuttryckspro-
filer efter vilkidnda gener kopplade till
immunsuppression. Bland andra un-
dersokte vi PD-L1, den ligand som
deaktiverar cytotoxiska T-celler genom
att binda PD-1, och fann att den ut-
trycktes nistan uteslutande av migre-
rande dendritiska celler och endast mi-
nimalt av cancerceller och andra cellty-
petr. Det indikerar att immunterapi
med anti-PD-1/PD-L1 involverar en
mer komplex mekanism dn att det dr
cancercellerna som uppregulerar ligan-
den och ddmpar immunrespons. For

For att forsta

vilka gener som dir

essentiella for tumaorers tillviixt
sokte vi en modell diir cancercellerna skulle
efterlikna vad vi tidigare observerat i

patienttumdorerna.

att ndmna ett annat exempel fann vi att
CD276, var produkt ir ett ytprotein
har kopplats till rekrytering av regula-
toriska T-celler (Tregs) och inhibering
av T-cellsrespons, uttrycktes av TSK-
celler och fibroblaster. PD-L.1 och
CD276 representerar tva separata me-
kanismer som gor att tumorerna kom-
mer undan kroppens immunfoérsvar
och med hjilp av ST kunde vi ocksa se
att de sker i olika regioner av tuméren.

OMFATTANDE SIGNALERING

Utover ST anvinde vi en ytterligare
metod som analyserar intakt vivnad,
och som avslojar hur olika celltyper an-
grinsar till varandra. Med hjilp av mul-

tiplexed ion beam imaging (MIBI)®
analyserade vi 38 proteinmarkéorer spe-
cifika for stromala, immun-, och can-
cerceller och genererade hogupplosta
bilder 6ver tumérernas mikromiljé. Fi-
broblaster, makrofager och Tregs var
vanligast forekommande vi tumorer-
nas yttre grins, medan cytotoxiska T-
celler och neutrofiler var exkluderade
fran tumorerna, vilket indikerar att po-
sitioneringen av Tregs inhiberar de
sistnimndas tilltride. B-celler var den
enda celltyp som uppvisade utbredd in-
filtrering i tumorerna.

Vi gick tillbaka till genuttryckspro-
filerna som erhallits med singel-cell
RNA-sekvensering for att fa en upp-
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fattning om vilka celltyper som kom-
municerar med varandra, samt vilka
signalvigar det sker genom. Eftersom
manga par av ligander och receptor dr
vilkinda kunde vi para ihop celltyper
baserat pa vilka gener for ligander och
receptorer de uttryckte. Det visade att
TSK-cellerna deltog i omfattande auto-
krin och parakrin signalering, och in-
teragerade speciellt mycket med fibro-
blaster, makrofager, endotelceller och
myeloidderiverade suppressorceller.
TSK-cellernas positionering i tumorer-
nas yttre grins, deras omgivande cell-
typer, samt hoga aktivitet i cell-cell-sig-
nalering styrker ytterligare teorin om
att de hir cellerna dr drivande for sjuk-
domsforloppet.

For att forsta vilka gener som dr es-
sentiella for tumorers tillvixt sokte vi
en modell dir cancercellerna skulle ef-
terlikna vad vi tidigare observerat i pa-
tienttumorerna. Vi ldt darfor cellinjer
av human skivepitelcancer vixa i moss
och analyserade sedan med singel-cell
RNA-sckvensering. Tumérerna som
bildades i mossen visade sig bilda fyra
subpopulationer av keratinocyter mot-
svarande de vi identifierat i patienttu-
morerna. Nir samma cellinjer istdllet
fick vixa in vitro blev subpopulationer-
na inte alls lika distinkta, vilket visar
att tumorens mikromiljo dr nodvindig
for att aterskapa en tillforlitlig modell.

Med hjilp av CRISPR /Cas9 testade
vi sedan att sld ut gener som vi identi-
fierat som karakteristiska for de olika
subpopulationerna av keratinocyter.
Forutom gener nodvindiga for celldel-
ning och nukleotidmetabolism visade
det sig att ett stort nitverk av gener,
specifikt for TSK-cellerna, behévdes
for tumortillvixt. Bland dessa fanns
ITGBI1, CD151, FERM1 vars produk-
ter dr ytproteiner involverade i integ-
rinsignalering. Det verkar alltsa som att
det hir nitverket behovs for att TSK-
cellerna ska kunna kommunicera med
andra celler i tumoérens mikromiljo.
For att testa den hir teorin slog vi ock-

34 onkologi i sverige nr 5 — 20

sa ut de hir generna i cancerceller som
fick vixa 7z vitro och fick sa bekriftat att
de, jimfort med in vivo-systemet, inte
hade alls samma effekt pa tumortill-
vaxten.

POTENTIAL SOM BEHANDLING

Vi stillde oss fragan om TSK-cellerna
och deras signalering var unik for ski-
vepitelcancer och undersokte dirfor
data fran andra cancerformer’. Det vi-
sade sig att de tumorer med TSK-lik-
nande genuttrycksprofil gav simre
overlevnad i sex olika cancerformer av
typen carcinom och specifikt kunde vi
se att FERMT1 var aterkommande amp-
lifierad i genomet i de 31 cancerformer
vi undersokte.

Tillsammans indikerar de hir upp-
tickterna att blockering av TSK-cellers
integrinsignalering skulle kunna ha po-
tential som behandling mot flera can-
cerformer.

P4 senare ar har allt fler studier fo-
kuserat pa tumorens mikromiljo i syfte
att forsta cancers uppkomst och sprid-
ning, samt att identifiera nya terapeu-
tiska mal. Hir har singel-cell RNA sek-
vensering varit ett effektivt verktyg for
att klassificera kiinda och nya celltyper,
samt att forsta deras funktioner. Men
for att rekonstruera hur celltyperna po-
sitionerar sig till varandra i tumorens
mikromilj6 beh6vs andra metoder, och
nya tekniker riktar sig darfor till att de-
tektera RNA och/eller proteiner in
situ. I den hir studien analyserade vi
intakt vivnad med biade ST och MIBI,
dir ST ger en global bild av hela genut-
trycket medan MIBI detekterar ett be-
grinsat antal proteinmarkorer, men i
hogre bildupplosning. Vi har tidigare
anvint ST for att studera malignt me-
lanom, ddr vi kunde pavisa heterogeni-
tet i genuttryck inom och mellan pa-
tienters metastaser. Vi identifierade
ocksa en genuttrycksprofil i metasta-
sernas yttre grins, mellan tumorceller
och stroma, som var delad mellan pa-
tienter®.
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