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Nu kartlaggs cancercellers
organisation med ny metod

Hur enskilda cancerceller dndrar sig over tid kan forklara varfor hjarntumorer utveck-
las sd olika, och varfor en del cancerceller dr resistenta mot vissa behandlingar. Fors-
kare vid Uppsala universitet har tagit fram en ny metod for att kartldgga cancerceller-
nas utveckling. I forlangningen kan metoden gora det enklare att ta fram nya effektiva
ladkemedelskombinationer. Studien, som presenterats i tidskriften Molecular Systems
Biology, beskrivs hir av forskarna Ida Larsson och Erika Dalmo.

arje ar diagnostiseras cirka 400
vPersoner i Sverige med den agg-

ressiva hjirntumoéren glio-
blastom. Dagens standardbehandling
utgdrs av kirurgi i kombination med
stralbehandling och kemoterapi (temo-
zolomid). Da bade stralbehandling och
kemoterapi riktas mot celler som delar
sig kommer vilande cancerceller som
inte avldgsnats kirurgiskt ge upphov till
nybildning av tuméren. Tyvirr dr detta
i stort sett alltid fallet, vilket resulterar
i en medianoverlevnad pa cirka 15 ma-
nader for dessa patienter'.

Att hitta malinriktade behandlingar
mot glioblastom har visat sig svart da
cancercellerna i sig skiljer sig mycket at
mellan olika patienter. Pd senare tid har
dock forskningsfiltet kring glio-
blastom delvis skiftat fokus fran att fo-
kusera pa olikheter mellan patienter®
till att utforska skillnaderna mellan
cancercellerna i en och samma patient’.
En radande hypotes har varit att cel-
lerna som aterstar efter standardbe-

handlingen ér sa kallade cancerstam-
celler som sedan ger upphov till en ny
tumor. I ett sadant scenario skulle pa-
tienterna kunna botas med en malin-
riktad behandling mot dessa cancer-
stamceller. Parallellt har det funnits en
idé om att sa kallade cancerstamceller
inte borde tillskrivas alla stamcells-
egenskaper som finns i normal vivnad,
dir en viktig egenskap dr att dessa ¢j
kan uppsta fran mer specialiserade cel-
ler. Att kunna skilja pa dessa scenarion
kan vara avgorande for att utveckla en
fungerande behandlingsstrategi — om
celler som uppvisar en storre grad av
specialisering kan bli mer stamcellslika
och ge upphov till en tumor ricker det
inte med att hitta en behandling som
enbart avligsnar stamcellspopulatio-
nen utan en annan strategi behovs.

TVARVETENSKAPLIG METOD

For att ndrma oss svaret pa vilket sce-
nario som stimmer har vi utvecklat en
metod att folja enskilda cancerceller
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och deras avkomma in vitro, det vill
siga hos humana glioblastomceller som
vixer i cellodlingsskalar. Sjilva meto-
den dr tvirvetenskaplig, da den bygger
pa en kombination av laborativt arbete
och matematisk modellering*. I den la-
borativa delen mirks ett tusental en-
skilda glioblastomceller in slumpmis-
sigt med en slags genetisk streckkod,
som integreras i cellernas DNA med
hjilp av ett lentivirus. Nir cellerna se-
dan delar sig drver deras dotterceller
streckkoden och detta kan anvindas
for att hirleda vilka celler som 4r nira
slikt med varandra. For att fa informa-
tion om varje enskild cell anvinder vi
oss av metoden singel-cell-RNA-sek-
vensering. Det dr ett sitt att ldsa av hur
mycket enskilda gener uttrycks i varje
cell. Den samlade informationen om
varje cells genuttryck kan anvindas for
att bygga upp en profil fér den cellen,
och vi kan fa en uppfattning om den 4r
mer stamcellslik eller mer specialise-
rad. Det fiffiga med RNA-sekvense-
ringen dr att vi i samma veva kan lisa
av cellens streckkod. Diarfor har vi
bade information om vilken typ av cell
vi har samt vilka andra celler den ar
slikt med.

I vart forsoksuppligg tillats en
grupp streckkodsinmirkta celler vixa
under ett antal veckor och med jimna
mellanrum skordas ett stickprov av cel-
lerna for att ge en bild av hur de dndrar
sig 6ver tid.

Frian den laborativa delen far vi allt-
sa ut en mingd anvindbar information
for varje cell. Vi kidnner till cellens
genuttryck och, tack vare streckkoden
vi stoppat in i cellerna, dven dess slikt-
trid. Den hir typen av data dr mycket
omfattande, i vart fall fir vi informa-
tion om ungefir 6 000 celler per cell-
linje med uttrycket for cirka 20 000 ge-
ner per cell, vilket gor det omojligt att
pa ett meningsfullt sitt analysera for
hand. Vi har darfor utvecklat en mate-
matisk modell som pa ett beriknings-
missigt smart sitt kan analysera vara
data — sjilva analysen tar inte mer dn
nagra sekunder. Den slutliga modellen
kallar vi for STAG, en forkortning for
State Transitions And Growth. STAG
borjar med att dela upp cellerna i ett
visst antal grupper baserat pa genut-
tryck. Dessa grupper representerar de
olika stadier en tumorcell kan befinna
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sig i, till exempel mer stamcellslik eller
mer specialiserad. STAG anvinder se-
dan informationen om vilken grupp
cellen tillhot, tillsammans med vilken
streckkod den har och vilken experi-
mentell tidpunkt den representerar, for
att rikna ut flodet av celler mellan
grupperna 6ver tid. Resultatet visuali-
seras slutligen som ett nétverk dir var-
je nod representerar en grupp och pilar
mellan noderna ger riktning och stor-
lek pa flodet av celler mellan grupper-
na.

KLASSISK MATEMATIK

Det hiftiga med att beskriva flodet av
celler mellan grupper pa detta sitt dr
att vi kan anvinda klassisk matematik
for att gora olika forutsidgelser om vart
dynamiska tumércellssystem. Vi kan
till exempel rikna ut systemets egen-
virden och egenvektorer, tva grundlig-
gande algebraiska koncept som har vik-
tiga tolkningar inom tumorbiologi’.
Systemets egenvirden kan anvindas
for att forutsiga den minsta rubbningen
av systemet som krivs for att det ska
kollapsa. I vart fall anvinde vi detta for
att forutsiga vad som behover adderas
till temozolomidbehandling for att
bromsa tillvixten av tumdren. Syste-
mets egenvektorer kan 4 andra sidan ge
en uppfattning om hur férdelningen av
de olika grupperna stabiliseras 6ver tid,
till exempel om en grupp kommer ta

over (riknat i antalet celler som befin-
ner sig i den gruppen) eller d6 ut. Det
kan ge virdefull information vid ldke-
medelsbehandling — dr det sa att en viss
grupp tar over efter behandling och
kan den i s fall representera en grupp
av likemedelstesistenta celler?

For att testa var metod har vi anvint
celler fran The Human Glioblastoma
Cell Consortium (HGCC)‘ vilket it ett
samarbete mellan flera forskargrupper
inom forskningsprogrammet neuroon-
kologi vid Uppsala universitet och
Akademiska sjukhuset. I detta samar-
bete har kirurgiskt avligsnade tumor-
bitar fran patienter skickats till oss for
att vi ska kunna uppritta karaktirise-
rade cellinjer som anvinds i vidare
forskning pa glioblastom.

Den forsta cellinjen vi valde att un-
dersoka hirstammar fran tumoren hos
en 77-arig manlig patient. Fran denna
patient kunde vi se att cellerna delade
in sig i sex olika grupper, varje grupp
med en specifik profil. Vi sig dven att
det fanns en tydlig organisation bland
dessa grupper (figur 1). Fran gruppen i
toppen av nitverket flodade cellerna
enbart nedat, det vill siga inga celler
rorde sig till gruppen fran nagon annan
grupp. Det tyder pa att denna grupp
har stamcellslika egenskaper. I botten
av nitverket fanns en grupp celler med
sa kallad negativ tillvixthastighet. Det
betyder i detta sammanhang att fler

Stamcellslik

Specialiserad

Figur 1: Flodet av celler mellan grupper i en cellinje deriverad fran en 77-arig manlig patient. De
fargade noderna representerar enskilda grupper med en specifik transkriptionell profil, och pilar-
nas riktning och storlek representerar hur cellerna rér sig mellan dessa grupper. Gradienten indi-
kerar hur grupperna forhdller sig till skalan stamcellslik - specialiserad.



celler dor dn f6ds hir, och denna grupp
skulle dirfor kunna ses som en slutsta-
tion for cellerna. Mellan dessa tva
grupper fanns ytterligare fyra grupper
i nitverket som cellerna rorde sig fram
och tillbaka mellan, vilket tyder pa att
det finns ett visst matt av flexibilitet i
systemet.

terna var storst mellan cellinjerna med
liknande profil, medan den avvikande
cellinjen dven stack ut i sin organisa-
tion. Den senare uppvisade till exempel
en strikt hierarkisk organisation utan
flexibilitet i systemet.

Flera viktiga slutsatser kan dras uti-
fran dessa resultat. Till att borja med

Vir studie har visat att cancer-

cellernas organisation skiljer sig
mellan patienter, men att det verkar finnas
en hierarkisk stomme som dr gemensam.

TYDLIG OMORGANISATION

For att se hur delar av dagens standard-
behandling paverkade organisationen
testade vi att upprepa forsoket med te-
mozolomidbehandlade celler. Det re-
sulterade i en tydlig omorganisation i
nitverket — vissa floden mellan grup-
per minskade eller foérsvann helt, me-
dan andra okade eller tillkom. Intres-
sant nog uppstod helt nya fléden till
toppen av nitverket, vilket kan tolkas
som att relativt specialiserade celler
kan bli mer stamcellslika under ritt
forhallanden.

For att fa en uppfattning om hur
stor skillnad det 4r mellan patienter ut-
okade vi var studie till ytterligare tva
cellinjer fran HGCC-samlingen, varav
en enligt tidigare karaktirisering upp-
visade en profil som skiljde sig fran den
ursprungliga cellinjen medan den an-
dra hade en snarlik profil. Vi kunde se
att det finns tydliga likheter mellan pa-
tienterna, till exempel i antalet grupper
som cellerna organiserar sig i och dessa
gruppers samlade genuttryck. Likhe-

har var studie visat att cancercellernas
organisation skiljer sig mellan patien-
ter, men att det verkar finnas en hierar-
kisk stomme som dr gemensam. Dess-
utom ser vi indikationer pa att det inte
kommer att fungera att utveckla riktad
behandling enbart mot cancerstamcel-
ler i glioblastom, eftersom mer specia-
liserade celler kan aterga till ett mer
stamcellslikt stadium, till exempel som
svar pa likemedelsbehandling. Istillet
kan en vig framat vara att utnyttja det
vi kdnner till om hela organisationen
och pa sa sitt rikta oss mot den som
helhet. Till detta kan vi anvinda vara
berikningar av vilka stérningar som
krdvs for att storta hela systemet, vilket
i framtiden forhoppningsvis kan Gver-
sittas till fungerande likemedelsbe-
handlingar.

I dagsldget 4r metoden utvecklad
och testad pa glioblastomceller in vitro,
men visionen 4r att den ska fungera
som en grund for vidare studier — bade
i miljoer som liknar tumorscellernas
ursprungliga in vivo, samt inom andra

cancerformer dir effektiva behand-
lingsalternativ idag saknas.
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