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ncidensen av levercancer
okar over hela variden

— N presenteras nya rown som
Raw forbittra behandlingen



Det saknas Forskare vid Karolinska Institutet har
forstaelse for identifierat forekomsten av en specifik

de underliggande mole- kombination av ett protein och en
IncRNA-molekyl i levercancer. Genom

att oka forekomsten av IncRNA-molekylen
minskar tumorcellernas fettdepaer vilket
leder till att tumorcellernas delning upp-
hor, och att de s smaningom dor. Stu-
dien, som publicerats i den framstadende
tidskriften Gut, bidrar till 6kad kunskap
som kan leda till béattre diagnos och
framtida cancerbehandlingar.

kylara mekanismer som
orsakar den onormala
cellifenotypen, delvis
eftersom HCC i allman-
het diagnostiseras i ett
langt utvecklat stadium

av sjukdomen.

Docent Claudia Kutter skriver hir

om hur den nya kunskapen kan férbéttra
diagnostik och behandling av lever-
cancer.

den storsta korteln i manniskokroppen. De gamla gre-
kerna trodde att levern ir killan till liv, centrum for
kinslor och site for sjilen. Redan ar 300 £.Kr. postulerade
den grekiske likaten Herophilus av Chalcedon att levern tar
niring fran tarmen for att omvandla den till energi som
distribueras via blodet till resten av kroppen. Aven om He-
rophilus beskrivning ir enkel, fangade den leverns centrala
roll som en “metabolisk koordinator”.
Idag vet vi, efter arthundraden av noggrann forskning, att
levern fungerar i hematopoes, det vill siga blodbildning, i
det tidiga embryot och 6vergir i metaboliska och avgiftande

I evern dr inte bara det tyngsta inre organet utan ocksa

funktioner senare i livet. Under den kontinuerliga processen
att bryta ner giftiga imnen kan levervivnaden skadas. An-
mirkningsvirt nog har levern en o6vertriffat hog férmaga
att reparera sig sjilv. Men om denna sjilvregenerativa kapa-
citet dr uttdmd ir vigen mot irreversibla leversjukdomar satt.
Cancer ir den mest elaka leversjukdomen med 6ver 905 000

/////////////////// nya fall per ar 6ver hela virlden'. Ar 2030 férutspis en inci-
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densokning pa upp till 35 procent i manga linder, inklusive
Sverige, pa grund av kroniska hepatitvirusinfektioner, ohil-
sosam livsstil eller exponering for cancerframkallande 4m-
nen. Aven genetiska faktorer bidrar till utveckling av lever-
cancer’. Primir levercancer omfattar en samling av kliniskt
olika tumorsubtyper, dir hepatocellulirt karcinom (HCC)
drabbar 80 procent av alla diagnostiserade patienter' och
dirmed dr den vanligaste formen av levercancer.

Pa histologisk niva kinnetecknas HCC av okontrollerad
levercelltillvixt och -férékning, vilket bidrar till leverdys-
funktion. Det saknas forstaelse for de underliggande mole-
kylira mekanismer som orsakar den onormala cellfenoty-
pen, delvis eftersom HCC i allmédnhet diagnostiseras i ett
langt utvecklat stadium av sjukdomen. Endast en av fem
patienter ir fortfarande vid liv ett ar efter diagnosen vilket
g6r HCC till en av de dodligaste cancertyperna'. Trots den-
na alarmerande statistik finns det bara ett fatal behandlings-
alternativ. De flesta patienter upplever aterfall efter opera-
tion, och de tva godkinda likemedlen som himmar tyro-
sinkinasaktivitet, sorafenib och lenvatinib, férlinger endast
patienters medellivslingd med ett ar’. Dirfor dr det av stors-
ta vikt att nya diagnostiska markorer och behandlingsalter-
nativ utvecklas for primir levercancer.

Intressant nog, genom

tekniska framsteg, har
manga fler proteiner identifie-
rats som binder RNA, trots att
de saknar nagon kdand RNA-bin-
dande domadn. Sadana proteiner
kallas icke-kanoniska RBP.

HAR KOMPLEXA TRANSKRIPTOM

Celler har utvecklat sofistikerade sitt att kontrollera flodet
av genetisk information fran DNA via RNA till protein,
vilket sdkerstiller korrekt cellfunktion och palitlig 6verfo-
ring av genetiskt material. Onormalt genuttryck och trans-
kriptbildning kan stéra denna balans och leda till sjukdo-
mar, saisom primir levercancer. Under de senaste decen-
nierna har intensiv forskning fokuserat pa att identifiera
faktorer som bidrar till den fenotypiska mangfalden i can-
cerceller. Till exempel avsljade profileringen av ett stort
antal patientbiopsier distinkta RNA-signaturer for varje
cancertyp och resulterade i mer exakt tumortyp, stratifie-
ring och sjukdomsprognos®. Aven om den genetiska regle-
ringen av RNA, kallad riboreglering, ir visentlig, forblir
den exakta cellulira paverkan ofta understuderad.

Efter transkription interagerar en RNA-molekyl med
RNA-bindande proteiner (RBP). RBP:er ir viktiga enzymer
for korrekt funktion av RNA-reglerande processer. Muta-
tioner i RBP-gener forindrar interaktionen med RNA, vil-
ket kan paverka eller leda till sjukdom. Nir ett RBP och
RNA interagerar bildar de specialiserade ribonukledra kom-
plex (RNP). Denna interaktion kan ske med hjilp av RNA-
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bindande dominer som 4r distinkta strukturella enheter
inom RBP. Proteiner med en kind RNA-bindande domin
kallas kanoniska RBP. Intressant nog, genom tekniska fram-
steg, har manga fler proteiner identifierats som binder
RNA, trots att de saknar nagon kind RNA-bindande do-
min. Sadana proteiner kallas icke-kanoniska RBP. For nir-
varande omfattar katalogen 6ver kanoniska och icke-kano-
niska RBP:er cirka 5 000 proteiner. Det betyder att ungefir
en fjirdedel av alla proteiner i minniskokroppen har poten-
tial att binda RNA och forskare har bara borjat forsta den
fulla omfattningen av komplexiteten i RBP:s verkningssitt.
Aven om det ir kint att RBP:er kan koordinera ett trans-
kripts 6de i manga olika molekylira processer, allt fran kro-
matinforpackning till mRNA-translation’, dr det n6dvin-
digt att karakterisera vilka RBP:er det giller, och hur dessa
bidrar till den varierande sammansittningen av transkript
i cancerceller. Denna kunskap ér visentlig for att forbittra
framtida RNA-baserade cancerbehandlingsstrategier.

LncRNA BLIR TERAPEUTISKA MAL
Forutom gener som kodar for proteiner kan mer dn 50 000
gener i det minskliga genomet ge upphov till langa icke-
kodande RNA (IncRNAs)®. LncRNA definieras som trans-
kript som ér lingre 4n 200 nukleotider med ingen eller lag
proteinkodande potential. Aven om uttryck av IncRNA ér
starkt avreglerat i olika humana cancerformer, har endast
ett fatal IncRNA karakteriserats. Som exempel har IncRNA,
som ocksa blivit funktionellt kopplade till levercancer,
kopplats till reglering av cellcykeln, proliferation och im-
munsvar. Anmiérkningsvirt nog, och till skillnad fran pro-
teinkodande (mRNA) gener, dr uttrycket av IncRNA:s spa-
tio-temporirt begrinsat och mycket sjukdomsspecifikt’.

Detta unika genuttryck ar exceptionellt och understryker
anvindningen av IncRNA som lovande mal f6r utveckling
av biomarkorer, sitt att folja sjukdomsprognos och nya li-
kemedel. Att modulera mingden av en specifik IncRNA-
molekyl har enorma terapeutiska fordelar eftersom det en-
dast kommer att paverka sjuka celler, vilket forhindrar all-
varliga behandlingsbiverkningar. Konceptet liknar det for
andra RN A-baserade likemedel eller RN A-vaccin som re-
dan har gatt in i kliniska prévningar eller dr godkinda for
patientanvindning”.

Allt detta belyser att forskning om IncRNAs haller pa att
vixa fram och att nya framsteg 1 utvecklingen av IncRNA
for kliniska indamal dr nira forestaende.

NYA RON KAN GE BATTRE BEHANDLING

For att fa en bittre forstaelse av riboreglering i cancerceller
jamforde vi transkriptionssammansittningen i celler fran
hundpratals patienter med levercancer och andra cancerty-
pet’. For detta dandamal kombinerade vi offentligt tillging-
liga data och genererade flera nya stora datauppsittningar.
En ny datauppsittning baserad pa vivnadsmaterial forvir-
vades, som generdst donerats av patienter med levercancer.
Genom analys av de olika datauppsittningarna fann vi att
7 000 gener avreglerades i levercancer. Bland dessa identi-
fierade vi att genuttrycksnivaer av RBP:er dr hogre i lever-
cancerceller jimfort med patologiska normala leverceller.
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Figur 1: Olika leversjukdomsprogressioner fran normal till cancer
illustreras (till vanster). CCT3 ar hogt och LINC00326 &r lagt fore-
kommande i levercancerceller, vilket underlattar lipidackumulering
till brénslecellsproliferation (uppe till hoger). Daremot resulterar
minskning av CCT3 och 6kande LINC00326-genuttryck i celluldr
lipidnedbrytning och levercancercelldod.

Hogt uttryck av de RBP:er som vi undersokte vidare, var
associerat med hogre riskkvoter, vilket 4r indikativt for en
minskad chans for patientoverlevnad. Dirfér har RBP-
genuttryck prognostiskt virde for levercancer och kan lig-
gas till den befintliga panelen av biomarkorer i framtiden.

Nir vi minskade nivaerna av dessa uppreglerade RBP:er
ilevercancerceller (HepG2 och Huh7) genom RIN.A interfe-
rence (en metod da RNA-molekyler anvinds for specifik ned-
reglering av malmolekylen), mitte vi ett ligre antal metabo-
liskt aktiva celler och en minskning av cellproliferation,
samt ett hogre antal déda celler och en 6kning av cell-
apoptos. Det visar att minskningen av RBP-genuttryck kan
begrinsa cancercelltillvixt. Utveckling av kemiska foren-
ingar som kan blockera RBP:er kan dirfér implementeras i
framtida strategier for cancerterapier. Men eftersom RBP:er
kontrollerar flera typer av RNA-molekyler, dr det fortfa-
rande svart att rikta in sig specifikt pa den skadliga effekten
utan att samtidigt skada de fordelaktiga aspekterna av RBP-
aktiviteten. Darfor resonerade vi att nedtroms RBP-bindan-
de molekyler dr bittre alternativ for framtida cancerterapier.
Vi fokuserade dirfor pi RNA-molekyler som regleras av
RBP. LncRNA ir sirskilt relevanta eftersom deras uttryck
ir mycket celltypsspecifikt. Vi verifierade vara nyligen iden-
tifierade IncRNA-kandidater genom att producera och ana-
lysera storskalig sekvenseringsdata fran cancerceller dir vi
antingen minskade eller 6kade mangden IncRNA-molekyler
genom avancerad CRISPR-teknologi. Mer detaljerad under-
sokning av ett distinkt RBP-IncRNA-par, det icke-kanonis-
ka RBP CCT3 och IncRNA LINC00326, gjorde det méjligt
for oss att detektera himmande effekter pa tumortillvixt
och lipidmetabolism (Figur 1).

STARK KLINISK RELEVANS
Sofistikerade 7n cellulo- och in vivo-experimentella metoder,
som vi skriddarsydde enligt resultatet av var forsta dataana-
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lys, gjorde det mojligt for oss att utfoéra djupgiaende meka-
nistiska studier. Vi presenterar ett av de forsta exemplen pa
att IncRNA kan bidra till att skadliga aktiviteter slutar i en
sjuk cell — i vart fall férhindrande av cellulir lipidackumu-
lering. Vi tror att aktiviteterna f6r CCT3-LINC00326-paret
kan anvindas vid bade levercancerdiagnos och prognos. I
motsats till proteinkodande RNA kan IncRNA bli virde-
fulla terapeutiska mal, antagligen med laga biverkningar ef-
tersom endast sjuka celler 4r malet, snarare dn alla celler
inklusive de friska. I ljuset av framvixande RNA-terapier
kan inriktning pa IncRNA bli ett framtida behandlingsal-
ternativ for cancet.

Vira nuvarande fynd uppmuntrar till att undersoka fler
RBP-RNA-par. Det kommer att hjilpa oss att fa en mycket
bittre vetenskaplig forstaelse av hela komplexiteten i denna
sammanflitade protein-RNA-reglering. Att identifiera vilka
cellulira svar som kontrolleras av RBP-IncRNA-par och
som kan moduleras specifikt har stark klinisk relevans for
att utveckla metoder for att foraindra tumorsammansitt-
ningen mot cellulira fenotyper som dr mindre aggressiva,
eller framtagande av mer malinriktade likemedel. Vart lang-
siktiga mal 4r att erbjuda nya behandlingsalternativ. Nir vi
faststiller de minimala kraven som gor IncRNA effektiva,
kan IncRNA si smaningom anvindas i mer exakta behand-
lingsstrategier for alla cancertyper.
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