Studie visar hur elakartadé
hos spiadbarn uppstar och

I en ny studie i Cell Stem Cell visar vi hur cancergenen MYCN kan orsaka hjirn-
tumorer fran embryonala humana stamceller fran hjarnan eller fran hjarnspecifika
inducerade pluripotenta stam (iPS)-celler (Cancer et al. 2019). Det skriver docent
Fredrik Swartling vid institutionen fé6r immunologi, genetik och patologi, Uppsala
universitet i en 6versikt av omrddet. Han understryker att upptéackten ar viktig for att
vi ska forsta hur den vanligaste elakartade barnhjarntumoren av typen medullo-
blastom uppstdr i spddbarn. Samtidigt fann forskarna att tumérerna svarar pa
behandlingar riktade mot signalvigen mTOR som idag anvidnds for att hamma
epilepsi hos sma barn som fatt sjukdomen tuberos skleros.
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e senaste tio aren har medulloblastom fran 6ver tu-
D sen patienter kartlagts molekylirt via metylerings-
analys, helgenomssekvensering eller via RNA-sek-
vensering av hela tumoren eller pa singelcellsniva. Subgrup-
perna av de medulloblastom som karakteriserats har fatt
namnen WN'T, SHH, Grupp 3 och Grupp 4 och de kin-
netecknas av mutationer eller forindringar av specifika ut-
vecklingsbiologiska gener som 4r inblandade i dessa sub-
grupper (Figur 1).
Medulloblastom ir ett typexempel pa en tumorform dir
den molekylira informationen nu erbjuder sa mycket mer
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Figur 1. Indelningen i moleky-
lara subgrupper for den vanli-
gaste elakartade barnhjarntu-
moren, medulloblastom och
karaktdristiska forandringar hos
dessa patienter. Informationen
i bilden &r hdmtad fran och re-
presenterar Gver tusen under-
sokta patienter inklusive spad-
barn (0-3 ar), barn (3-17 ar) och
vuxna (>17ar) modifierad fran
(Juraschka and Taylor 2019) och
(Hovestadt et al. 2020). | mitten
av bakre hjdrnan hanvisar ana-
tomisk till regionen fiarde ven-

trikeln nara lillhjarnan.

in vad den histopatologiska analysen tidigare kunnat gora.
Desmoplastisk histologi (cirka 20—25 procent av patientet-
na) korrelerar exempelvis ofta med en SHH-beroende tu-
mor men det saknar prognostiskt virde i avsaknad av gene-
tisk information om att suppressorgenen p53 dr muterad
(inaktiverad) eller om att onkgenen MYCN 4r amplifierad
(6verproducerad). Klassisk histologi (cirka 50—60 procent
av fallen) kan ha mycket dalig prognos (30—40 procent &ver-
levnad) om cancergenen MYC ir amplifierad men vildigt
god prognos om istillet CTNNB1-genen (95 procent 6ver-
levnad) 4r muterad.

MER KOMPLEXT UPPBYGGDA

WN'T- och SHH-medulloblastom heter sa for att det dr just
signaleringsvigarna WNT (Wingless protein) och SHH
(Sonic Hedgehog) som ir uppreglerade eller forindrade i
dessa grupper. Grupp 3 och Grupp 4 ir ddremot mer kom-
plext uppbyggda i sin profil och deras indelning bygger inte
pa nagon enstaka signaleringsvig. MYCN-proteinet som
behovs for normal hjarnutveckling dr ofta amplifierat eller
overproducerat i SHH-gruppen som spidbarn ofta katego-
riseras in 1 (Hovestadt et al. 2020).

Medulloblastom kan botas i cirka 75 procent av fallen
med operation, cytostatikabehandling samt stralning. De
som Overlever sin sjukdom drabbas ofta av komplikationer
och biverkningar framfor allt till f6ljd av stralbehandlingen
sasom neurologiska besvir och tillvixtstorningar. Med 6kad
riskgrupp erbjuds mer intensiv stralbehandling, ofta via
avancerad foton- eller protonstralning, vilket idag fortfa-
rande ir de mest effektiva sitten for att bota dessa tumorer.
Det ir cirka 12—15 barn och ett fatal spidbarn varje ar i
Sverige som drabbas av medulloblastom. Vi har visat att de
yngsta barnen som har SHH-tumé6rer med héga nivaer av
MYCN och mTOR samt spridd, metastaserande cancer har
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vildigt dalig prognos. Var férhoppning ér att precisionsme-
diciner som specifikt himmar mTOR-vigen fungerar pa
sma barn med medulloblastom som inte svarar pa standard-
behandling.

STRALNING INGET ALTERNATIV

Det finns idag manga likemedel som kan blockera proteinet
SMO som ir ett viktigt protein for utvecklingen av var hjir-
na. Ndr SMO aktiveras och driver pa SHH-vigen delar
omogna celler i lillhjirnan pa sig under fosterutveckling och
spadbarnsalder men vid tvaarsaldern stings normalt denna
vig av eftersom fler celler da inte lingre behovs. I utveck-
lingen av barnhjirntumorer har dessvirre nagot gatt fel och
SHH-vigen ir fortfarande aktivt paslagen.

SMO-himning ser ut att vara en lovande behandling av
tumorer hos vuxna som aktiverat SHH-vigen via SMO-
aktivering, men hos barn visar sig de flesta himmarna ha
vildigt allvarliga biverkningar dir normal benutveckling
stors och tillvixtplattorna vixer ihop (Robinson et al. 2017).
Det har lett fram till att dessa himmare helt enkelt blivit
mer eller mindre forbjudna att anvindas vid behandling for
barn med hjarntumorer och att nya alternativ till riktad be-
handling med firre biverkningar nu behover hittas.

Stralning dr effektivt och utgor en viktig hornsten i stan-
dardbehandling av medulloblastom vilket leder till att mer
an 70 procent av drabbade barn botas av sin tumér i kom-
bination med olika typer av cytostatika efter att tumoren
avldgsnats med kirurgi. Stralning av den utvecklade hjirnan
och ryggmirgen hos unga barn leder samtidigt till allvar-
liga neurologiska och hormonella biverkningar. Stralbe-
handlingen pa onkologklinikerna férfinas hela tiden och till
exempel har avancerad protonstralning nyligen visat sig re-
ducera vissa biverkningar jimfort med fotonstralning som
oftast anvinds i stralbehandling, med bittre resultat for ex-
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empelvis IQ hos behandlade barn vilket 4r lovande (Kahal-
ley et al. 2019b). Dock visar sig dven sadan protonstralning
sinka kognitiv férmaga och 1Q pa behandlade barn jamfort
med om de inte far nigon stralning alls (Kahalley et al.
2019a). Samtidigt kan de minsta barnen inte stralas utan att
de far allvarliga biverkningar varfér man undviker att stra-
la barn som 4r under fyra ar. Ju yngre barn desto kinsligare
ir de. SHH-medulloblastom uppstar ofta hos barn under
fyra ar och en hogriskgrupp involverar MYCN-amplifiera-
de tumorer som dven har mutationer i den skyddande p53-
genen (Hovestadt et al. 2020) (Figur 1).

STUDIEN | KORTHET

Vi har i tva liknande studier visat att humana celler som
omprogrammerats till pluripotenta stamceller och sedan
mognar ut till lillhjirnsstamceller kan anvindas som ur-
sprungsceller for att hirma utveckling av medulloblastom
(Cancer et al. 2019; Huang et al. 2019). Hudceller kan tas
fran patienter med Gorlins syndrom, en irftlig sjukdom
som leder till en aktiverad SHH-vig oftast via mutation i
genen PTCHI. Dessa hudceller kan sedan omprogramme-
ras och kan efter utmognad till hjirnceller dela sig och om-
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Figur 2. Schematisk figur dver studien (Cancer et al. 2019) dar MYCN
Overproduceras i tva olika typer av humana stamceller. | detalj jam-
fordes hudceller som omprogrammerats med iPS-metoder till hjarn-
stamceller med stamceller donerade direkt fran embryonal hjarna.
Cellerna odlades pa samma satt. Efter dveruttryck av cancergenen
MYCN, som ofta &r férandrad och amplifierad i medulloblastom,
forandrades cellerna efter tid och gav upphov till elakartade hjarn-
tumarer som liknar de SHH-medulloblastom som frémst drabbar
spadbarn. De iPS-programmerade cellerna gav ddremot upphov till
mycket mer allvarliga tumérer vilket visade sig bero pa faktorn Oct4
som aktiverade och drev pd mTOR-vagen i cancercellen. Eftersom
mTOR-vdgen kan hdmmas med precisionsmediciner kunde tumor-
cellerna effektivt behandlas.
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vandlas till SHH-tumérer efter att de transplanterats in i
hjirnan pa moss. Samtidigt kan vi fora in andra viktiga can-
cergener sisom MYCN vilket driver fram 4n mer aggres-
siva SHH-tumorer.

I den ena studien som leddes fran var forskargrupp (Can-
cer et al. 2019) var vi specifikt intresserade av om den om-
programmering som gors nir iPS-celler skapas (ofta via
dedifferentiering av normala hudceller fran forsoksperso-
ner) i sig bidrar till att en tumor ldttare kan uppstéa jamfort
om man anvinder celler direkt frin den vivnad (i detta fall
den omogna hjirnan). I sa fall skulle omprogrammering i
sig vara en mekanism som normala celler anvinder for att
bli tumorceller och orsaka cancer. Vi odlade dirfor celler
som iPS-programmerats och mognat ut till lillhjirnceller
parallellt med hjirnceller som isolerats direkt fran den
omogna lillhjirnan hos donerade embryon som vi fick fran
samarbetsparters i England. Vi misstinkte att dessa bada
celler utgor ursprungsceller till barnhjarntumorer och for-
de pa samma sitt in cancergenen MYCN i dessa olika po-
pulationer av celler. Vi anvinde lentivirus for att 6verpro-
ducera MYCN i lika stor midngd i de olika celltyperna (Figur
2). Det visade sig att de celler som kom fran iPS-program-
merade celler mycket snabbare (efter ett antal veckor) om-
vandlades till tumoreeller medan de embryonala cellerna
som donerats hade svarare att bli tumérer (iven om de till
slut efter flera manader ombildades till tumorer).

Kan alltsd den metod fér omprogrammering av celler
som Shinya Yamanaka fick Nobelpriset for ar 2012 bidra till
att cellerna blir mer benédgna att omvandlas till tumorer nir
de utsitts for cancerstimulerande signaler? Shinya anvinde
endast fyra olika faktorer for att omprogrammera mogna
hudceller till att bli stamceller. Vi anvinde nu avancerad
genetisk expressionsanalys (RNA-sekvensering) och epige-
netisk metyleringsanalys for att forsta skillnader hos tumo-
rerna och vi studerade i detalj de faktorer som Yamanakas
lab identifierat. Var studie visade att endast en av faktorer-
na, Oct4, visade sig vara viktig och gjorde att tumoreellerna
blev mer aggressiva och ledde till dalig prognos nir Oct4
aktiverades genom att den forlorade sin metylering (Figur
2). I samma nummer av tidskriften Cell Stem Cell dir vi
publicerade vart arbete bekriftade samtidigt andra stam-
cellsforskare att just Oct4 dr den av ”Yamanaka-faktorerna”
som bidrar till att iPS-cellerna inte riktigt haller den kvalitet
som de ska, och istillet gor att de driver ivig och riskerar
att bli fordndrade (Velychko et al. 2019).

FORHOPPNING FOR FRAMTIDEN

Vad har detta for betydelse for de barn som drabbas av me-
dulloblastom? Vir genetiska analys dir vi studerade ut-
trycksnivaerna av alla gener visade att Oct4 tillsammans
med MYCN driver pa en vig som heter mTOR. Denna vig
ar ofta aktivi SHH-drivna tumorer och kan himmas av ett
flertal likemedel pa marknaden. Vi studerade tre av dessa
likemedel och visade att de alla himmar fosforyleringen av
proteinet 4E-BP1 vilket dr en effekt av och markerar en
aktiv mTOR-vig. Vi studerade fosforylering av 4E-BP1 i
vara modeller men dven i biopsier fran patienter med SHH-
drivna medulloblastom. Fosforyleringen var kraftigt upp-
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reglerad i de mest allvarliga tumdérformerna i patienterna
vilket stimde 6verens med vara modeller dir Oct4 var dver-
producerad. Vi visade att om vi genetiskt éverproducerade
Oct4 i vara modeller blev de till var forvaning lika allvar-
liga som de celler som far p53-mutation tillsammans med
MYCN amplifiering /6verproduktion vilket utgor en pa-
tientgrupp med mycket dalig prognos (Figur 1).

Vi sag slutligen att de likemedel som riktas mot mT'OR
kan anvindas for att behandla SHH-tumorer. Dessa like-
medel, som dven anvinds for att himma epilepsi som drab-
bar de patienter som fatt den drftliga sjukdomen tuberos
skleros, himmade effektivt metastasering av tumorerna.
Flera av de likemedel vi testade 4r nu i kliniska prévningar.
Vad som framfor allt 4r lovande dr att mMTOR-himmarna
kan anvindas pa vildigt unga patienter, barn under fyra ar,
utan allvarliga biverkningar. Om det i framtiden gar att an-
vinda mTOR-himmare pa spidbarn med hjirntumorer
som inte klarar av stralning vore det forstas fantastiskt.
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