

Η αλληλεπίδραση μεταξύ του άξονα JAML-CXADR και YAP-1 στην παθογένεση του βασικοκυτταρικού καρκινώματος (BCC)
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Περίληψη
Το BCC είναι ο συχνότερος τύπος δερματικού καρκίνου και, παρά το εξαιρετικά χαμηλό ποσοστό μετάστασης, χαρακτηρίζεται από υψηλό επιπολασμό και επίπτωση που οδηγούν σε σημαντική νοσηρότητα. Επιπλέον, για τις περιπτώσεις που χαρακτηρίζονται ως «δύσκολα αντιμετωπίσιμες» απουσιάζει μια οριστική θεραπευτική προσέγγιση. Η διαλεύκανση πιθανών παθογενετικών μηχανισμών που παραμένουν αδιευκρίνιστοι θα μπορούσε να συμβάλει στην ανάπτυξη νέων θεραπευτικών στρατηγικών. Στη συγκεκριμένη μελέτη διερευνήθηκε η πιθανή συμβολή του άξονα JAML-CXADR, και η πιθανή αλληλεπίδραση μεταξύ CXADR και YAP-1 σε δερματικά επιθηλιακά κύτταρα, ως πιθανοί μηχανισμοί που μπορεί να συμβάλλουν στον κακοήθη φαινότυπο αυτών στα πλαίσια του BCC. Η ανάδειξη σημαντικά υψηλότερου ποσοστού συνέκφρασης CXADR και YAP1 στα BCC, η συνεντόπιση των δύο πρωτεϊνών σε θέσεις μεμβρανικής επαφής μεταξύ ανθρώπινων επιθηλιακών κυττάρων, και η συγκέντρωση των Τ λεμφοκυττάρων που εκφράζουν JAML στην περιφέρεια των όγκων, πιθανώς να συμμετέχουν στη διαμόρφωση του κακοήθους προφίλ των επιθηλιακών κυττάρων και των ανοσολογικών αποκρίσεων έναντι του BCC.

Λέξεις-Κλειδιά
Βασικοκυτταρικό καρκίνωμα, Coxsackie and Adenovirus Receptor, Junctional Adhesion Molecule Like, Yes-Associated Protein 1


Εισαγωγή
Το BCC αποτελεί το συχνότερο καρκίνο του δέρματος, και τη συχνότερη κακοήθεια γενικά στους λευκούς πληθυσμούς. Παρά τη χαμηλή θνητότητα, ο πολύ υψηλός επιπολασμός και επίπτωση οδηγούν σε σημαντική νοσηρότητα, ενώ για τις περιπτώσεις που είναι «δύσκολα αντιμετωπίσιμες» η υποτροπή ή/και η αντίσταση στις υπάρχουσες φαρμακολογικές αγωγές δεν είναι σπάνιες. Ο επιθηλιακά εκφραζόμενος υποδοχέας Coxsackie and Adenovirus Receptor (CXADR), και ο ενδογενής προσδέτης του, Junctional Adhesion Molecule Like (JAML) στα ανοσοκύτταρα, έχουν αμφότεροι συσχετιστεί με τη διαδικασία της καρκινογένεσης, με τρόπο που εξαρτάται από τις εκάστοτε συνθήκες. Επιπλέον, έχει πρόσφατα προταθεί μια πιθανή αλληλεπίδραση μεταξύ CXADR και Yes-Associated Protein 1 (YAP-1), η οποία είναι γνωστό πως προάγει την ανάπτυξη του BCC.

Σκοπός
Η διερεύνηση του ρόλου της πιθανής αλληλεπίδρασης μεταξύ του άξονα JAML-CXADR και της YAP-1 στην παθογένεση του BCC. 

Μέθοδοι
Πραγματοποιήθηκε ανάλυση δημοσίως διαθέσιμων single-cell RNA sequencing (scRNAseq) (E-MTAB-13085, 8 βιοψίες BCC και 14 βιοψίες υγιούς δέρματος-HC), και spatial transcriptomic (ST) (E-MTAB-13084, 8 BCC, 22 HC) δεδομένων, ακολουθούμενη από μελέτη ανοσοφθορισμού σε κύτταρα HaCaT και πρωτογενή κερατινοκύτταρα (KC) για διερεύνηση της συνεντόπισης CXADR και YAP-1, ενώ έγινε επίσης ανοσοϊστοχημική (IHC) χρώση βιοψιών BCC προκειμένου να εκτιμηθεί η έκφραση των δύο πρωτεϊνών. Διενεργήθηκε επιπλέον scratch assay σε κύτταρα HaCaT, και ανάλυση ανοσοτύπωσης κατά Western (Western Blot) στα εκχυλίσματα αυτών, σε συνθήκες καλλιέργειας που προσομοιάζουν την παρουσία Τ βοηθητικών (Th)2 κυττάρων (IL-4, IL-5, IL-13) ή παρουσία ανασυνδυασμένου JAML. 

Αποτελέσματα
Στα πλαίσια της scRNAseq ανάλυσης, έπειτα από διενέργεια εκτενούς ελέγχου ποιότητας και ενοποίησης  των δειγμάτων, έγινε ταυτοποίηση 18 κυτταρικών πληθυσμών, συμπερλαμβανομένων Τh2/Th22 και T follicular helper (Tfh) κυττάρων που εκφράζουν JAML. Η ανάλυση εμπλουτισμού σηματοδοτικών μονοπατιών αποκάλυψε διακριτή ενεργότητα μονοπατιών και διακριτό μεταβολικό προφίλ των σχετιζόμενων με το BCC Τ λεμφοκυττάρων που εκφράζουν JAML. Ενδιαφέρον παρουσιάζει η παρατήρηση από τα ST δεδομένα πως τα Τ λεμφοκύτταρα που εκφράζουν JAML τείνουν να εντοπίζονται στην περιφέρεια των BCC παρά στο εσωτερικό αυτών. Ιδιαίτερα ενδιαφέρουσα ήταν η ανάδειξη σημαντικά υψηλότερου ποσοστού συνέκφρασης CXADR και YAP1 σε KC που προέρχονται από BCC σε σχέση με αυτά του υγιούς δέρματος (Εικόνα 1), καθώς και η ανάδειξη της συνεντόπισης των πρωτεϊνών CXADR και YAP-1 σε περιοχές διακυτταρικής μεμβρανικής επαφής μεταξύ των κυττάρων HaCaT. Επιπλέον, η ST και η IHC ανάλυση αποκάλυψαν ένα ομοιόμορφο μοτίβο (συν)έκφρασης των CXADR και YAP-1 εντός των εστιών του BCC, με το βαθμό έκφρασης και των δύο πρωτεϊνών να είναι εμφανώς υψηλότερος στα κακοήθη επιθηλιακά κύτταρα σε σχέση με αυτά της παρακείμενης υγιούς επιδερμίδας. 

Συμπεράσματα
Η παρούσα μελέτη αναδεικνύει μια νέα πιθανή αλληλεπίδραση μεταξύ CXADR και YAP-1, που μπορεί να ωθεί τον κακοήθη φαινότυπο των BCC KC, και να διαμορφώνει τις ανοσολογικές αποκρίσεις που σχετίζονται με τον όγκο.
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Ewdéva 1: Ta keparvoxsrrapa (KC) mov npospyoviar aré BCC zapaxmpilovrar amé
oNpavTIKE VYMA6TEPO T0G0GTE GuvEKPpacns CXADR ka YAPI og 6750M pe auTé Tov
w1065 8ppatos. A. Awypappa UMAP (Uniform Manifold Approximation and Projection)
oV TapovGIalst To GBVoko TV 9 KuTTapIKGY opGdav (clusters) aré KC mov
TauTomomeNKav (GVVolikds aptBés KuTTap@Y = 7974). B. Feature plots yia ta oxsilueva
e to BCC yovidia EPCAM a1 KRT17 ota KC tov BCC o8 oygon s autd tov HC
eyuétav. C. To 1000076 T@v KC mov cuvekepalovv CXADR kot YAPI petagd Shov tov
KC ota BCC o¢ oyéon ps ta HC dsiypota. Kabe oouBolo avimpocwnsvet éva diaxkpitd
Biohoyikd Beiyha, Ta error bars aVImPOGHTEHOLY T TUTIKS GG TOV HEGOV 6pov (SEM)
D. Feature plots mov 8eizvovy m Sukprri éxppacn kot m covékppaon CXADR kot YAPI
ota clusters Tov KC ota BCC o8 oygon e 1o HC dsiynata. To otomorks teot Mann-
Whitney xpnoyonouifnke i m cvyKkpiriki avékvon (* p-value < 0.05).
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The interplay between the JAML-CXADR axis and YAP-1 in the pathogenesis of
Basal Cell Carcinoma
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INTRODUCTION METHODOLOGY

Background & Objectives: Basal Cell Carcinoma (BCC) is the most common skin cancer and the
most frequent malignancy in humans overall. Although rarely metastatic, its high prevalence
(approximately 4 million cases worldwide), its increasing incidence (currently at approximately 2
million new cases annually, and expected to increase by more than 140% by 2050), along with its
substantial recurrence and/or resistance rate, especially for the difficult-to-treat cases, contribute
to significant morbidity, affecting the quality of life of the patients and burdening the healthcare
systems with significant direct and indirect costs. Epithelial cell-expressed Coxsackie and
Adenovirus Receptor (CXADR) and its cognate ligand, immune cell-expressed Junctional Adhesion
Molecule Like (JAML), have both been implicated in the tumorigenic process, in a context-
dependent manner. Additionally, CXADR has recently been proposed to potentially interact with
the Yes-Associated Protein (YAP)-1, which comprises the downstream nuclear effector of the
Hippo/YAP signaling pathway and displays an established role in promoting the development of
BCC. This study aimed to investigate the role of JAML-expressing T cells within the BCC tumor
microenvironment (TME) as well as the potential significance of the suspected CXADR and YAP-1
interaction in regulating the malignant phenotype of the BCC epithelial cells.
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| Single-cell RNA sequencing analysis of patient with BCC biopsies |
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Figure 1: BCC-derived keratinocytes (KC) display a significantly higher percentage of CXADR and YAP1
co-expression compared to HC-derived KC. A. UMAP plot depicting all 9 KC clusters identified (n, cells =
7974). B. Feature plots of BCC-associated genes EPCAM and KRT17 in KC, in BCC compared to HC samples.
C. Relative percentage of KC co-expressing CXADR and YAP1 among all KC, in BCC compared to HC
samples. Each symbol represents a distinct biological sample, error bars indicate SEM. D. Feature plots
showing the individual and blended expression of CXADR and YAP1 in KC clusters in BCC compared to HC
samples. UMAP = Uniform Manifold Approximation and Projection, SEM = Standard Error of the Mean.
Mann-Whitney test was used for comparative analysis (* p-value < 0.05).

| Co-localization of CXADR and YAP-1 at membrane contacts between human KC |

Figure 2: CXADR and YAP-1 co-localize at areas of membrane contact between human KCs. Super
resolution confocal microscopy images (100x) obtained following immunofluorescence (IF) staining of WT
HaCaT cells for CXADR (green) and YAP-1 (red). Concomitant positive IF staining for both proteins was
evaluated. Arrows indicate regions of CXADR and YAP-1 co-localization (yellow). Images are
representative of three (n = 3) individual experiments.

| Spatial distribution of CXADR and YAP-1 in BCC biopsies |
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Figure 3: BCC biopsies display a similar, uniform pattern of CXADR and of YAP-1 expression, which is
markedly higher than that of normal epidermis and hair follicles (HF). Low-magnification (40x total
magnification) images from the immunohistochemical (IHC) examination of serial sections of the same
BCC biopsy for EPCAM (left), CXADR (middle) and YAP-1 (right). IHC positivity for both CXADR and YAP-1 is
recognized within tumor aggregates, both nodular and invasive ones, with a similar distribution. Their
level of expression is increased compared to that of epithelial cells in the adjacent healthy epidermis and
HF. Images are representative of four (n = 4) individual BCC biopsies.
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Figure 4: CXADR and YAP1 display a homogenous pattern of co-expression within BCC aggregates, with
JAML-expressing T cells localizing preferentially at BCC periphery. Spatial feature plots depicting the level
and distribution of expression of BCC-related genes (EPCAM, KRT17, BNC2) (top), and CXADR, YAP1 and
JAML (bottom), in a representative BCC sample following spatial transcriptomic analysis. BNC2 =
Basonuclin zinc finger protein 2

| Preferential peritumoral localization of JAML-expressing T cells

location Figure 5: The percentage of
JAML-expressing T cells is lower
intratumorally compared to the
periphery of BCCs. A. Schematic
of the workflow implemented
for  the examination of
intratumoral (inCD3) and
peritumoral  (perCD3) CD3+
spots from BCC samples
following spatial transcriptomic
analysis (n = 3), and UMAP
depicting the inCD3 and perCD3.
B. Feature plot comparing the
expression of JAML between
inCD3 and perCD3, and (C)
percentage of JAML-expressing
spots for the same groups.
Wilcoxon test was used for
comparative analysis.
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Increased CXADR and YAP1 co-expression in BCC- compared to HC skin- derived
KC, and peritumoral localization of JAML-expressing T cells, may influence
treatment responses in BCC.




