-

.

Algoritm hittade ovidntade behandlingar mot

HOGRISKNEUROBLASTOM

Forskare vid Uppsala universitet har med hjédlp av en datoralgoritm identifierat en ny
lovande behandling mot sjukdomen neuroblastom, en nervcancer hos barn som kan
vara livshotande. Upptéickten, som hér beskrivs av Elin Almstedt som forskar vid
Rudbecklaboratoriet i Uppsala, kan pa ldngre sikt leda till en ny form av behandling
for barn med svar eller framskriden sjukdom.

Istdllet for att anvidnda traditionella metoder for lakemedelsutveckling har forskar-
gruppen utvecklat en ny datoralgoritm som kan viga samman stora midngder gene-
tisk och farmakologisk information fran europeiska och amerikanska sjukhus och uni-
versitet. Algoritmen foreslog sedan nya behandlingar som skulle kunna paverka sjuk-
domens grundmekanismer.
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euroblastom 4t en cancer i det

sympatiska nervsystemet som

drabbar ett tjugotal barn i Sve-
rige varje ar. Diagnosen ir kliniskt he-
terogen sa barn uppvisar spontan
tillbakagang av metastaserad sjukdom
med minimal behandling, medan and-
ra inte overlever trots intensiv behand-
ling. Neuroblastom delas dirfor in i ett
antal riskgrupper baserat pa kliniska
och molekylira riskfaktorer som styr
valet av behandling'. Patienter med lo-
kaliserade tumorer utan ytterligare
riskfaktorer har god prognos och kan i
vissa fall f6ljas med observation utan
att behandling behover sittas in. Pa-
tienter med metastaserade tumorer och

ytterligare riskfaktorer, till exempel al-

der 6ver 1,5 ar, lag differentieringsgrad
eller hogt uttryck av onkogenen

MYCN, klassas som hogriskpatienter.
Sadana patienter far en omfattande be-
handling inklusive cytostatika, kirurgi,
stamcellstransplantation, stralbehand-
ling och behandling med retinolsyra
som inducerar differentiering i tumor-
cellerna. Trots detta overlever bara
hilften av patienterna med hogriskneu-
roblastom fem ar efter diagnos. I s6-
kandet efter nya specifika och malrik-
tade terapier har forskningen fokuserat
pa att identifiera mutationer i onkoge-
ner som driver tumoren. Tyvirr har
DNA-sekvensering av neuroblastom
och manga andra pediatriska tumorer
identifierat ett ganska litet antal gener
med dterkommande mutationer. Mal-
riktade behandlingar har darfor varit
svara att utveckla enbart baserat pa
DNA-sekvensering. Med undantag for

neuroblastompatienter med 6veraktive-
rat ALK (anaplastic lymphoma kinase)
som kan behandlas med ALK-inhibito-
rer, har inga malriktade behandlingar
visat nagon klinisk effekt.

STORSKALIGA STUDIER KRAVS

I de fall ddr onkogenen MYCN édr amp-
lifierad anses den vara en av de mest
drivande faktorerna for cancerns fort-
levnad®. MYCN ir en transkriptions-
faktor som vanligen uttrycks under den
embryonala utvecklingen och paverkar
uttrycket av manga gener, MYCNs s
kallade transkriptionssignatur, och
processer i cellen, bland annat celldel-
ning, cellmetabolism och differentie-
ring. Trots mycket omfattande studier
pa MYCN och dess familjemedlemmar
MYC och MYCL och hur det regleras
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har inget likemedel 4nnu lanserats med
MYCN som direkt maltavla. En av an-
ledningarna dr att det dr svart att inak-
tivera transkriptionsfaktorer med sma
molekyler da de saknar specifik bind-
ningsficka for en ligand. Flera alterna-
tiva strategier for att indirekt himma
MYCN utvirderas for narvarande, till
exempel minskat uttryck av MYCN-
genen, 6kat nedbrytande av MYCN-
proteinet och himmande av essentiella
gener som aktiveras av MYCN’. En al-
ternativ strategi 4r att identifiera like-
medel som himmar hela transkrip-
tionssignaturen (det vill siga alla gener
som kontrolleras av MYCN) istillet for
enskilda mal nedstroms om MYCN.
Denna hypotes har lagt grunden till var
studie: att identifiera nya behandlingar
som inte baseras pa en specifik muta-
tion, utan som omprogrammerar hela
cellens transkriptionssignatur och dér-
med cellens fenotyp till det bittre. Stu-
dier pa patientdata har visat att inte
bara MYCN-amplifiering utan dven
andra riskfaktorer for neuroblastom
kan approximeras med en transkrip-
tionssignatur**. For att kunna identi-
fiera likemedel som kan 4ndra en
transkriptionssignatur krivs systema-
tiska och storskaliga studier pa vilka
gener som ingar i signaturen och hur
olika likemedel eller gener paverkar
signaturen.

INTEGRERING AV DATA KAN

IDENTIFIERA NYA MEKANISMER

Under det senaste decenniet har en rad
olika typer av storskalig data samlats in
for att karakterisera molekylira forind-
ringar i cancerceller. Utéver genomik-
data fran patienter har man systema-
tiskt kartlagt effekten av olika likeme-
del eller genmodifikationer pa celler.
Nyligen integrerades flera olika databa-
ser i the dependency map-projektet
(depmap.org)’, dir cellers molekylira
profil (till exempel mutationer, genut-
tryck eller genkopior) kan linkas till
kanslighet mot ett visst likemedel eller
genmanipulering med hjilp av siRNA
(knockdown) eller CRISPR/Cas9
(knockout). Kinsligheten avgors bade
av cellens ursprung, till exempel om
den kommer fran en brostcancer eller
prostatacancer, men ocksa av specifika
forindringar i den cellinjen, exempel-
vis overuttryck av en viss gen. Andra
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omfattande studier, till exempel
LINCS-L1000 fran Broad Institute,
har analyserat hur mer 4n 19 000 like-
medel fordndrar cellers genuttryck®.

Tyvirr blir den enorma mingd data
som samlas in snabbt odverskadlig och
det krivs bittre verktyg for att koppla
samman och tolka olika typer av data.
Milet for var studie dr att forsta hur
olika datatyper kan integreras for att
generera nya hypoteser for specifika
patientgrupper och dirmed hitta nya
behandlingar. Vi fokuserar pa data
kopplat till patienter med hogriskneu-
roblastom och framforallt att hitta 14-
kemedel som dndrar transkriptionssig-
naturen for MYCN-amplifierad neuro-
blastom till det bittre.

Malet for
var studie
dr att forstdi hur
olika datatyper
kan integreras
for att generera
nya hypoteser for
specifika patient-
grupper och diir-
med hitta nya
behandlingar.

I var studie har vi utvecklat en algo-
ritm, TargetTranslator’, som kan an-
vindas som ett forskningsverktyg for
att identifiera nya likemedelsmal for
grupper av cancerpatientet, till exem-
pel hogriskneuroblastom. I korthet
matchar TargetTranslator transkrip-
tionsprofiler fran patienter med data-
baser 6ver hur likemedel paverkar
transkriptomet i cellerna. Mer 4n 19 000
likemedel podngsitts och rankas base-
rat pa hur bra de inverterar en trans-
kriptionssignatur (till exempel
MYCN). Eftersom det ror sig om
manga likemedel dr det ocksa av intres-
se att forsta om ett specifikt likeme-
delsmal (exempelvis ett visst protein)
oftare far hogre poing dn andra like-
medel. TargetTranslator letar dirfor ef-
ter gemensamma malmolekyler for
hogt rankade likemedel. Totalt viver
TargetTranslator ssamman tre typer av
data: patientdata med kliniska och mo-
lekyldra annoteringar, databaser 6ver
hur likemedel dndrar cellens transkrip-
tom och databaser 6ver likemedel och
deras malmolekyler.

I var studie har vi utvirderat om
denna typ av berikningsbiologi kan an-
vindas for att identifiera nya likeme-
delsmal mot hogriskneuroblastom.
TargetTranslator applicerades pa totalt
833 patienter fran tre olika studier. Var-
je patient stratifierades baserat pa 10
olika hogriskfaktorer, bland annat
MYCN-amplifiering, tumérens stadi-
um eller grad av differentiering. Endast
de hogriskfaktorer som genererade en
transkriptionsprofil med hog korrela-
tion mellan de olika patientkohorterna
analyserades vidare. I nista steg identi-
fierades likemedel och malmolekyler
som idndrade transkriptionssignaturen
till en mer fordelaktig signatur. Totalt
identifierades 88 likemedelsmal for na-
gon av de analyserade hogrisksignatu-
rerna, bade mer etablerade som bland
annat M7TOR, PI3K och CASP3, men
aven mindre kinda mal som cannabi-
noid receptor 2 (CNR2) eller mitogen
activated protein kinase 8 (MAPKS,
aven kallat JNKT).

Pa forslag av algoritmen screenade
vi 11 olika likemedel i patient-derivera-
de celler for att identifiera lovande sub-
stanser mot hogriskneuroblastom. I
olika grad kunde vi bekrifta att like-
medlen dndrade gensignaturen posi-
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tivt, himmade cellviabiliteten och in-
ducerade apoptos. I sju av fallen lycka-
des vi nedreglera MYCN-proteinet och
kunde dven inducera utvixt av neuriter,
vilket indikerar att cellerna borjat dif-
ferentiera. Flera av likemedlen visade
dock pa hog toxicitet i zebrafiskembry-
on, vilket tyder pa att dven normala cel-
ler paverkas av substanserna.

Av de undersokta likemedlen hade
tva lig toxicitetsprofil vid neuro-
blastomhimmande doser och ir rela-
tivt okdnda som malmolekyler i neuro-
blastom: GW405833, en cannabinoid
receptor 2-aktiverare, samt AS601245,
en MAPK/JNK-inhibitor. Vi under-
sokte om dessa dven kunde himma
neuroblastom in vivo. For att screena
effekten av dessa likemedel in vivo in-
troducerades gront fluorescerande pro-
tein (GEFP) i patient-deriverade neuro-
blastomceller som sedan injicerades i
transparanta zebrafiskembryon. Redan
efter tre dagars behandling var de be-
handlade tumorerna mindre 4n de obe-
handlade. T en uppfoljande musstudie
kunde den tumorhimmande effekten
bekriftas. Sammanfattningsvis kunde
vi anvinda var nya algoritm, Tar-
getTranslator, for att identifiera riskas-
socierade transkriptionssignaturer och
matcha dem med likemedel for att
identifiera nya malriktade likemedel
med 7z vivo-effekt mot hogriskneuro-
blastom.

DISKUSSION OCH FRAMTIDSUTSIKTER

I takt med den 6kade mingden storska-
lig data som genereras virlden Gver
kommer framtida forskning att behéva
nya och forfinade modeller for att kun-
na integrera, visualisera och tolka den
data som genereras. I var studie kunde
en ny algoritm, TargetTranslator, an-
vindas som ett hypotesgenererande
verktyg for att identifiera nya likemedel
mot en specifik typ av cancer; hogrisk-
neuroblastom. De identifierade sub-
stanserna hade cancerhimmande ef-
fekt bade i odlade patient-deriverade
celler, zebrafisk- och musxenografter.
Denna studie styrker anvindandet av
berikningsbiologi och integrering av
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Denna
studie
styrker anviin-
dandet av berdik-
ningsbiologi och
integrering av
storskalig data
for att hitta nya
mekanismer och
behandlingar
mot cancer.

storskalig data for att hitta nya meka-
nismer och behandlingar mot cancer.
For att forsta om TargetTranslator ock-
sa dr anvindbar for andra specifika fra-
gestillningar inom onkologi bad vi al-
goritmen identifiera likemedel mot
HER2-6veruttryckande brostcancer,
som da foreslar HER2 som likeme-
delsmal. Detta uppmuntrar fortsatt an-
vindning av TargetTranslator for att
forsta och tolka data genererad fran pa-
tientmaterial. For att forenkla anvan-
dandet f6r mer experimentellt inrikta-
de forskare har vi gjort var algoritm
tillgdnglig som en webapplikation via
targettranslator.org.
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