Forskare vid Chalmers har i en ny studie granskat hur amnesomséttningen
fungerar i cancerceller som via metastaser har spridit sig till nya organ. Den
nya kunskapen visar att metastaserna anpassar sig efter sin nya omgivning och

att den lokala miljon har stor betydelse.

"De metastaserande tumorerna har antagits visa samma metaboliska egenskaper
oavsett var i kroppen de sitter, men vi upptéckte att cancercellerna till stora delar an-
passade sin damnesomsattning till den nya vdvnaden f6r att kunna fortsatta utvecklas
och vixa. Det hdr dr viktig kunskap, som visar att vi inte kan betrakta metastaserna som
sina ursprungstumorer”, skriver hér forskaren Fariba Roshanzamir.

en mest aggressiva typen av brostcancer ar basallik-
D nande trippelnegativ bréstcancer (TNBC) som ir as-

socierad med dalig prognos, invasivitet, tidiga aterfall
och fjirrmetastaser. Eftersom TNBC-tumérer inte uttrycker
progesteronreceptor (PR), strogenreceptor (ER) eller human
EGF-receptor-2 (HER2), kommer de inte att $vara pa hor-
monbehandling eller likemedel som rikear sigmot HER2!2,
Dirfor finns det fortfarande £ effektiva terapier for basal
TNBC. Den frimsta dodsorsaken hos patienter med TNBC
ir metastas, det vill siga nir tumorceller migrerar frin den
primdra tuméren in i cirkulationssystemet och invaderar och
koloniserar andra organ. TNBC-metastaser antas i nuliget
uppvisa liknande funktioner i olika organ som i forildratu-

moren. Det :'e decenniet har medfort flera f&lmsteg i for-

staelsen av oliska fenotyper av tumérer som skiljer sig
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frin deras intilliggande icke-maligna vavnader. Studier av me-
tastaser ar dock ofta begrinsade till en jamforelse mellan me-
tastaser och deras primira tumorer. Under den metastatiska
processen star cancerceller infor betydande utmaningar i sina
nya mikromiljoer, som de maste Svervinna for att Sverleva’®.
Tumorcellers formaga att Svervinna dessa unika barriirer och
mota de biosyntetiska och bioenergetiska kraven under den
metastatiska kaskaden ir avgérande for framgangsrik koloni-
sering i andra organ, men forstdelsen om dessa processer ir
fortfarande lig.

Hir presenterar vi en omfattande undersokning av omfatt-
ningen av anpassning av TNBC-celler till deras nya mikro-
milj6 i avligsna vivnader. Denna studie presenterar nya tera-
peutiska fonster for att utveckla mer effektiva behandlingar
for metastaser.
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Figur 1.

TNBC-METASTASERANDE TUMORER UPPVISAR EGENSKAPER

FOR BADE URSPRUNGS- OCH DESTINATIONSVAVNAD (MELLAN-
TILLSTAND FOR METASTASERANDE TUMORER)

Vi erholl RNA-sekvensrikningsdata frin GSE110590-data-
uppsittningen for olika cancertyper och deras associerade
metastaser®. Prover med basalliknande subtyp av TNBC och
deras parade metastaser (TM) i sex olika avligsna vivnader
(hjirna, lunga, lever, lymfkortel, binjure och hud) valdes ut
for denna studie. Vissa av analyserna utférdes for TNBC-me-
tastaser till hjirna, lever och lungor, medan metastaser till
hud, binjure och lymfkértel exkluderades eftersom antalet
prover var for lagt for att uppna tillricklig statistisk styrka.
Genom hela artikeln hinvisar “brostTP” till den basallik-
nande typen av TNBC. Vi himtade ocksi transkriptompro-
filer frin The Cancer Genome Atlas (TCGA) for primira tu-
mérer (TP) och parade intilliggande normalvivnadsprover
(N'T) motsvarande ursprungs- och destinationsvivnaderna
for GSE110590-datauppsittningen (Figur 1A). Friska viv-
nadsprofiler associerade med de sex undersokea metastasty-
perna savil som brost samlades in frin databasen Genotype-
Tissue Expression (GTEx). Var studie involverade dirfor en
jimforelse av metastaserade TNBC-transkriptomer med pri-
mira tumdrer, parad-normala och friska vivnader motsva-
rande metastasernas ursprungsvivnad (brést) och destinatio-
ner.
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Insamlade RNA-sckveringsdata frin dessa tre olika kallor
normaliserades och kombinerades lings deras gemensamma
gener. Direfter utférde vi dimensionsreduktionsanalys for
varje metastas och TP:er frin ursprungs- och destinations-
vivnaderna. Huvudkomponentanalys visade att metastaser
bildar ett distinke kluster mycket nirmare TPs i destinations-
vivnaderna medan de tva primira tumdrgrupperna var tyd-
ligt separerade (Figur 1B). Saledes antyder denna analys att
uttrycksprofilerna for metastaser representerar ett mellantill-
stand mellan TP frin ursprungsvivnaden och destinations-
vivnaden, med en profil som ligger nirmare destinationsviv-
nadens TP. For att ytterligare undersdka detta fenomen och
kvantifiera likheterna tillimpade vi en dekonvolutionsanalys-
pipeline’ med hjilp av medianuttrycksnivier av TP frin de
metastatiska tumérernas ursprungs- och destinationsviavnad
som referenser, for att kvantifiera "TP_origin: TP_
destination™fraktionen fér alla metastatiska prover. Resulta-
tet avslojade betydande likheter mellan metastaser och pri-
mira tumorer pi deras destinationsvavnader, dven om tren-
derna f6r avvikelse frin deras ursprungsvivnad varierar mel-
lan olika metastatiska destinationer (Figur 1C).

GENSIGNATURER SKILJER METASTASERANDE TUMORER
FRAN DERAS URSPRUNGSVAVNAD
For att ytterligare undersoka funktionerna som definierar di-
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vergensen mellan TNBC-metastatiska tumérer (TNBC-TM)
och deras ursprungliga primira tumérer, utférde vi differen-
tial expression (DE) analys® mellan de metastatiska tumér-
profilerna (grupperade efter destinationsvivnad) och brést-
TP. DE-analys utfordes for TNBC-metastaser till hjirna, le-
ver och lunga. Resultaten visade utbredda likheter i dverut-
tryckta och underuttryckta gener 6ver TNBC-metastaser till
hjirna, lever och lunga. Vi identifierade 64 och 148 gener som
ofta dveruttrycktes respektive underuttrycktes i alla metastas-
profiler i forhallande till brést- TP (padj <0,01 och |log2FC|>
1) (Figur 1D). Var och en av metastasrgrupperna hade dock
specifika ver- och underuttryckta gener som inte uttrycktes
differentiellt i ndgon av de andra grupperna i forhéllande cill
brost-TP, vilket tyder pd en organspecifik anpassning av me-
tastaserade brostcancerceller nir de koloniserar celler i andra
vivnader. De flesta forindringarna i termer av differentiellt
uttryckta gener (DEG) i férhillande till brostTPs sags i
TNBC-metastaser i hjirnan. Ménster for genuttryck bland
de specifika dver- eller underuttryckea generna for var och en
av de TNBC-metastaserande tumortyperna visade att meta-
staser tenderar att ha uttrycksmonster som ar mer lika deras
destinationsvivnader dn deras ursprungliga vivnader, sirskilt
giller likheten primira tumérer fran destinationsviavnaden
(Figur 2A).

METASTASERANDE TNBC-CELLER UPPVISAR DIVERGERANDE
METABOLISKA EGENSKAPER MED VISSA LIKHETER MED PRIMARA
TUMORER | DERAS DESTINATIONSVAVNADER

I 6verensstimmelse med de tidigare resultaten uppvisade de-
konvolutionsanalys med endast gener associerade med meta-

bolism en mer sliende koordinerad forskjutning av metasta-
tiska prover till TP:er pa deras destinationsvivnader in vad
som observerades nir man dvervigde alla gener (Figur 2B).
Demonstration av metabolisk omprogrammering kriver inte
bara genuttrycksdata utan dven cellulirt sammanhang inklu-
sive information om de associerade reaktionerna och metabo-
liter. For att ytterligare undersoka den metaboliska anpass-
ningen av TNBC-TM till deras metastatiska vivnader an-
vinde vi metabolisk modellering i genomskala. Metaboliska
modeller pd genomniva (GEM) tillhandahiller hjilp for ate
integrera genuttrycksdata och tolka informationen i ett me-
taboliskt sammanhang. Med hjilp av Humanl GEM’ som
referens f6r minsklig metabolism genererade vi 33 tillstinds-
specifika modeller som inkluderade fyra grupper av frisk viv-
nad (HT)-, metastatisk tumér (TM)-, primirtumér (TP)-
och parad-intilliggande normal vivnad (N'T)-specifika mo-
deller baserade pA RNA-sckvensdata.

En 6versikt over relationer 6ver reaktionsstrukturer for alla
modeller som anvinder UMAP avslojade en strikt och avlig-
sen segregering av hjirn- och leverkluster frin de andra, vilket
belyser omfattande metabolisk omprogrammering av meta-
staser till deras destinationsvivnad for att sikerstilla fram-
gangsrik kolonisering (Figur 2C). Dessa fynd baserade pa re-
aktionsinnehallet i varje modell bekriftade dterigen den om-
fattande metaboliska divergensen av metastaser frin de pri-
mira tumorerna i deras ursprungsvivnad.

Direfter utvirderade vi om metastaserade TNBC-celler
behaller nagra metaboliska egenskaper frén sina foraldratu-
morer i sina metastasvavnader. Modellerna grupperades efter
metastatisk vivnad, inklusive var och en av TNBC-TM, brost-
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TP, primira tumdrer frin metastasens destinationsvivnad
och deras matchade friska och NT-modeller. Genom att jaim-
fora reaktionerna som ingar i modellerna for varje grupp fann
vi att metastaser har specifika reaktioner som inte ingar i de
andra modellerna i deras grupp (Figur 2D). Dessutom inne-
haller metastaserande tumormodeller ndgra vanliga reaktio-
ner med sina forildrars brost-TP som inte finns i andra mo-
deller i gruppen, vilket indikerar att metastaserande TNBC-
tumdrer behiller nagra unika signaturer fran sitt ursprung.
Sedan extraherade vi de associerade delsystemen fran de me-
taboliska modellerna for att identifiera vilka metaboliska vi-
gar som ir potentiellt viktiga under metastasering och kolo-
nisering av en ny mikromiljo. Metastatiska specifika reaktio-
ner var mestadels associerade med transport (43,7%) och pep-
tidmetabolism (9,15%), dven om utbytesreaktioner och gall-
syrabiosyntes ocksa identifierades som viktiga. De bibehallna
signaturreaktionerna fran brost'TP i deras metastaser tillhor-
de ocksd transportreaktioner, likemedelsmetabolism, utby-
tesreaktioner, gallsyrabiosyntes och gallsyradtervinningssub-
system. Sammantaget belyser dessa resultat att den metabo-
liska fenotypen f6r TNBC-metastaser visar ett mellantill-
stand mellan deras férildratumérer och de primira tumo-
rerna i deras metastatiska vivnader genom att behalla signa-
turer frin deras forildratumorer. Dessutom innehiller de
metastaserande tumérernas GEM ndgra specifika reaktioner
som kan stddja deras formaga att dvervinna utmaningarna
med kolonisering och spridning i deras nya mikromiljoer.

METABOLISKA VAGAR OCH GENER SOM POTENTIELLA
LAKEMEDELSMAL FOR CANCERBEHANDLING

For att bestimma viktiga reaktioner och delsystem som po-
tentiellt skulle kunna utgéra likemedelsmél, extraherade vi
foreningen av specifika reaktioner frin GEMs av primira tu-
morer och metastaser och uteslot reaktioner som var involve-
rade i ndgon av de friska vivnaderna eller NT GEMs. De ater-
stdende reaktionerna framhivde ett 6verflod av flera meta-
bola vigar i metastaserande och/eller primira tumérer. Rik-
liga reaktioner hérde till transportreaktioner, peptidmetabo-
lism, proteinnedbrytning, likemedelsmetabolism och koles-
terolmetabolism. Bland de extraherade transportreaktionerna
var tva reaktioner associerade med karnitin i fetesyraoxidation
(FAO), vilket ir vikeigt for cancerceller for att évervinna ni-
rings- och energibrister for att dverleva och uppritchalla
okontrollerad spridning®’

Vi genomférde ocksd genvisentlighetsanalys p alla gene-
rerade modeller for att bestimma vilka gener som, nir de ra-
derades, reducerade produktionen av biomassa till nira noll.
Gener som befunnits vara visentliga i alla modeller uteslots
for ate ignorera kirnmetaboliska reaktioner, som krivs for
grundliggande metaboliska processer i manga vivnader (Fi-
gur 3). Bland de aterstdende essentiella generna valde vi ut de
som var nddvindiga for metastaserande och/eller primira tu-
morer men inte nddvindiga for att friska och intilliggande
normala viavnader som potentiella likemedelsmél med mini-
mala biverkningar. Fenylalanin, tyrosin och tryptofan meta-
bolismrelaterade gener, inklusive tryptofan 2,3-dioxygenas
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(TDO?2), indolamin 2,3 dioxygenas (IDO1), kynureninas
(KYNU), kynurenin monooxygenas (KMO) och arylforma-
midas (AFMID) fanns bland de essentiella generna fér brost-
TP, lungTM, lever-TM, lymfkértel TM och TP:erna for de-
stinationsvivnaderna, med minimal effekt pa frisk vivnads
GEM. Dessa resultat belyser vikten av flera metabola vigar
som bidrar till cumérens livsduglighet, sisom tryptofanmeta-
bolism, kynureninvig, nikotinat- och nikotinamidmetabo-
lism, vitamin-D-metabolism och gallsyrabiosyntes och ater-
vinning, fettsyrametabolism som kan ha potential som like-
medelsmal vid cancer- och metastasbehandling.
Sammanfattningsvis anvinder metastaser olika distinkta
metaboliska strategier som liknar primira cumérer i destina-
tionsvivnaderna for att uppritthalla deras 6verlevnad och
spridning beroende pé de lokala mikromiljéerna i de meta-
statiska platserna®. Det dr dirfor viktigt nir man utvecklar
terapeutiska strategier for metastaser att inse att TNBC-me-
tastaser ir distinkta cancertyper som uppvisar likheter med
TPs i de metastaserade vivnaderna samtidigt som de behéller
nigra nyckelsignaturer fran deras primira TNBC-tumérer.
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