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Terapiframgangen for behandlingen
av akut myeloisk leukemi, AML, beror
pa cancercellernas formaga att acku-
mulera ara-CTP, den aktiva metabo-
liten till cytarabin som tillsammans
med antracykliner ar det viktigaste

lakemedlet i kampen mot AML.

Vi har nyss upptackt att SAMHD1
besitter en ara-CTPas-aktivitet, vilket
gor att ara-CTP bryts ned och dar-
med skyddar de leukemiska blasterna
fran cytarabins cytotoxiska effekter.
SAMHD1 kan darmed bli en biomar-
kor for att styra cytarabindosen for
varje enskild patient. Men utover det
ar SAMHD?1 ett nytt terapeutiskt mal,
och framtida SAMHD1-hammare

kan i kombination med cytarabin
mojligen forstarka dess effekter.

Det skriver Nikolas Herold vid

Barncancerforskningsenheten, Karo-

linska Institutet, i en oversikt av

behandlingsmajligheter vid AML.

en arliga globala incidensen av
D leukemi dr ungefir 350 000, va-

rav de flesta fall dr akut myelo-
isk leukemi (AML)'. Aven om pedia-
triska patienter har en ganska bra prog-
nos med en 5-arsovetlevnad av ~70%,
sa uppgar den genomsnittliga 6verlev-
naden foér vuxna patienter bara till
~20% med dnnu simre siffror for dld-
re patienter®’. En betydande forbitt-
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nya

ring av AML-behandling med avseen-
de péa o6verlevnad var inférandet av
hoégdos-cytarabinkurer under konsoli-
deringsfasen. Men denna studie rap-
porterades for mer dn tva decennier
sedan’, och med stigande antal patien-
ter som drabbas av AML ér behovet av
bittre behandlingar stérre 4n nagon-
sin. Aven idag bestir standardbehand-
lingen av AML av en kombinations-

- —

cellgiftbehandling med cytarabin och
en sorts antracyklin®. Det har varit
kint i manga ar att det kliniska resulta-
tet av. AML-behandling korrelerar
starkt med AML-cellernas formaga att
ackumulera den aktiva trifosfatformen
av cytarabin, ara-CTP’. Dock har den
underliggande mekanismen som skiljer
resistenta fran kinsliga leukemiska klo-
ner forblivit okidnd.
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DRAMATISK OKNING AV CYTARABIN-
KANSLIGHET

Genen kodande for Sterile alpha-motif
and HD-domain containing protein 1
(SAMHD1) var kind for att vara mu-
terad i vissa fall av det hyperinflamma-
toriska interferonopatin Aicardi-Gou-
tiéres syndrom och har dven beskrivits
som restriktionsfaktor for humant im-
munbrist-virus 1 (HIV-1), men det var

Goldstone e/ al. som upptickte att
SAMHDT1 besitter en unik deoxynu-
kleosid-trifosfat (AN'TP) trifosfohydro-
lasaktivitet mot alla kanoniska dNTPs
(dvs dGTP, dATP, dTTP och dCTP)".
I en senare studie demonstrerade Ar-
nold e/ al. att utdver de endogena dN'T-
Ps dven artificiella dN'TP-analoger, si-
som den aktiva metaboliten av anti-
cancerlikemedlet klofarabin, Cl-F-ara-

. St
[

ATP, kan hydrolyseras av SAMHDT".
Detta ledde till att vi formulerade hy-
potesen att dven ara-CTP skulle kunna
vara ett substrat for SAMHDI1, efter-
som ara-CTP skiljer sig fran dCTP en-
dast da det giller konfiguration av hy-
droxylgruppen vid 2’-C-atomen’. Med
hjilp av rekombinant SAMHD1 kunde
vi visa att ara-CTP faktiskt 4r ett sub-
strat for SAMHD1. Om SAMHD1
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ocksi hade ara-CTPas-aktivitet i celler,
sa skulle cytarabintoxiciteten minskas
genom att minska intracellulira ming-
der av ara-CTP. Vi testade denna hypo-
tes genom att jimfora cytarabineffek-
ten i AML- och lymfomcellinjer i nér-
eller franvaro av SAMHD1. Vi anvin-
de oss av tva olika strategier for att av-
ligsna SAMHDI1. For det forsta be-
handlade vi celler med virusliknande
partiklar (VLP) for att leverera det len-
tivirala proteinet Vpx, vilket dr kint att
formedla en dosberoende SAMHD1-
degradering™. For det andra forstorde
vi bada allelerna av SAMHD1-genen
med hjilp av CRISPR /Cas9-knockout-
teknologi. I bada fall sag vi en drama-
tisk 6kning (>>100 ganger) av cytara-
binkdnslighet i franvaron av SAMHDI.
Nir vi 6veruttryckte vildtyp-SAMHD1
i dessa celler, kunde vi upphiva effek-
ten av SAMHD1-knockouten, vilket
inte var fallet med katalytiskt inaktiv
punktmuterat H233A-SAMHDI. I cel-

planterade cellerna. Sedan behandlade
vi AML-blaster fran bade diagnos och
aterfall med Vpx-VLPs ex vivo och ob-
serverade dia bade minskning av
SAMHD/1-uttrycket och 6kning av cy-
tarabinkdnslighet. Detta tolkade vi inte
bara som bekriftelse av de foregiende
experimenten i primért patientmateri-
al, men ocksa som konceptvalidering
att SAMHD1-himmare kan ha klinisk
relevans for framtida kombinationsbe-
handlingar med cytarabin.

Vi analyserade dven retrospektivt
SAMHD1-uttryck och 6verlevnad i tva
vil karakteriserade kohorter av barn
(n=145) och vuxna (n=147) med AML.
Detta visade en ~ 20% absolut skillnad
i overlevnaden 12 till 18 manader efter
diagnos. For 6vrigt var uttrycket av
faktorer som ir involverade i ara-C me-
tabolism och som tidigare hade rappor-
terats som potentiella biomarkorer inte
signifikant korrelerat med 6verlevna-
den i dessa patientkohorter.

"I celler som saknar SAMHDI-protein
mditte vi en ~ 10-faldig 6kning av intra-

celluléir ara-CTP jdamfort med isogena
cellinjer som uttrycker SAMHDI, och
viktigare, inkorporering av ara-CTP i
DNA okade i dessa celler.”

ler som saknar SAMHD1-protein mitte
vien ~ 10-faldig 6kning av intracelluldr
ara-CTP jimfort med isogena cellinjer
som uttrycker SAMHDI1, och viktiga-
re, inkorporering av ara-CTP i DNA
Okade i dessa celler. Detta korrelerade
med minskad DNA-syntes, uppmitt
genom tymidininkorporering, och en
atfoljande 6kning av DNA-skador och
apoptotisk signalering. Att ara-CTPas-
aktivitet ocksa har betydelse 7 vivo vi-
sade vi med hjilp av AML xenograft-
musmodeller. AML-mdss som be-
handlats med cytarabin visade en dra-
matisk 6kning av 6verlevnaden nir
SAMHDI1 var franvarande i de trans-
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SAMHD1 SOM ANGREPPSMAL

Sammantaget visar vira resultat att det
terapeutiska svaret hos AML till ara-C
styrs av SAMHDI1, och féreslar att det-
ta kan vara fallet 4ven for andra hema-
tologiska maligniteter. Dessutom fore-
slar vi SAMHD1 som angreppsmal for
att gora antimetabolit-baserade terapier
mer effektiva. Intressant dr att
SAMHD1 ocksa har beskrivits som
mojlig tumorsuppressor i ett flertal
cancerformer, sasom kronisk lymfatisk
leukemi (KLL), lungcancer och kolon-
cancer™ dven om mekanismen inte ir
fullstindigt kartlagd. Darfor skall
framtida SAMHD1-himmare helst en-

bart anvindas tillsammans med cyto-
toxiska likemedel for att undvika ris-
ken for cancerprogression.

En avgorande roll f6r SAMHD1 for
cytarabinmetabolism vid AML bekrif-
tades av en forskargrupp i Frankfurt,
Tyskland’. Dock finns en visentlig
skillnad mellan vir och deras studie
som — enligt var uppfattning — skulle
kunna ha viktiga konsekvenser for nir
och hur SAMHD1-himmare ska im-
plementeras i behandlingsprotokollet
for AML. AML-behandlingen bestar,
forenklat, av minst tva terapifaser,
nimligen induktionsfasen vars mal ir
att snabbt minska antal leukemiceller i
benmirgen till under 5 % (sa kallad re-
mission), och konsolideringsfasen som
ska uppritthalla remissionen genom att
rensa kroppen fran alla resterande tu-
morceller. Nir vi analyserade de tva pa-
tientkohorterna med sammanlagt 292
patienter, upptickte vi ingen skillnad i
SAMHDI1-uttrycket mellan patienter
vars AML gick i remission under in-
duktionsfasen och patienter med resi-
stent sjukdom’. Med andra ord: 6ver-
levnadsfordelen for patienter med min-
dre SAMHD1-mingder blev bara tyd-
lig efter induktionsfasen. Detta kan
forklaras med det faktum att antra-
cykliner som kombineras med laga do-
ser av cytarabin under induktionsfasen
har mer vikt 4n cytarbin vid detta be-
handlingsstadium, och antracykliner
har inte nagon SAMHD1-modulerade
effekt’. Samtidigt har tidigare visats att
cytarabin har storst betydelse under
konsolideringsfasen®. Dirfor skulle vi
forvinta oss storst nytta och minst risk
av att inkorporera SAMHD1-himmare
under konsolideringsfasen med hog-
dos-cytarabin. Den tyska studien ana-
lyserade SAMHD1-uttrycket i 150 pa-
tienter och ser en korrelation mellan
SAMHD1-uttrycket och remission.
Till skillnad fran var studie som analy-
serade SAMHD1-mRNA-data, under-
sokte de proteinuttryck med hjilp av
immunhistokemi med en polyklonal
antikropp mot SAMHD1. Om diskre-
pansen beror pa skillnader i metodolo-
gin eller i patientmaterialet, kommer
nya undersokningar att klarldgga, och
vi har redan en pagaende uppfoljande
studie som bland annat undersoker
detta.



"Detta betyder i sad fall att SAMHDI dir
en resistensfaktor for tre viktiga AML-
likemedel: fludarabin, clofarabin och

cytarabin.”

RESISTENSFAKTOR FOR VIKTIGA
LAKEMEDEL

Ytterligare en studie visade att ara-
CTP kan brytas ner av SAMHD1. Hol-
lenbaugh e al. anvinde sig av i silico-
tekniker for att predicera vilka nukleo-
sidanaloger i bruk for cancerbehand-
lingar som skulle kunna fungera som
substrat for SAMHD1". Med hjilp av
in vitro-forsok med rekombinant
SAMHDI1 validerade de ocksa nigra
av de predicerade substraten. Arabi-
nosvarianter (saisom ara-CTP, ara-ATP,
ara-UTP) och mer komplexa arabino-
santimetaboliter som clofarabin-trifos-
fat och fludarabin-trifosfat skall enligt

Hollenbaugh et al. vara SAMHD1-sub-
strat (dven om de alla inte 4r validera-
de). Detta betyder i sa fall att
SAMHDI1 ir en resistensfaktor for tre
viktiga AML-likemedel: fludarabin,
clofarabin och cytarabin. Méjligen kan
SAMHDI1 forklara varfor fludarabin
och clofarabin hittills inte har kunnat
bota fler av de patienter som inte svarar
pa cytarabinbehandling. Hollenbaugh
et al. inkluderade dessutom nelarabin-
trifosfat, decitabin-trifosfat, floxuridin-
trifosfat och trifluridintrifosfat i sina
analyser. Nelarabin dr en prodrog till
ara-G, en antimetabolit som framfo-
rallt anvinds for aterfallspatienter av

akut T-lymfoblastisk leukemi (T-ALL)
och lymfom (T-LBL). Vi har kunnat
bekrifta att ara-GTP kan hydrolyseras
av SAMHDI1 och att avligsnandet av
SAMHDI1 kraftigt 6kar kinsligheten
for nelarabin i leukemiceller. Eftersom
bara 30 % av T-ALL och T-LBL-pa-
tienter svarar pa behandlingen med ne-
larabin analyserar vi nu huruvida
SAMHDI1 har ligre uttryck hos just
dessa patienter jamfort med de patien-
ter som inte svarar tillrickligt. Decita-
bin anvinds for behandlingen av my-
elodysplastiskt syndrom (MDS) och
AML, framfo6rallt som palliativ be-
handling for dldre patienter. Ocksa hir
har vi bade 7z vitro och celldata som be-
kriftar att SAMHDI1 bryter ner decita-
bin-trifosfat och dirmed avgiftar cel-
len. I detta fall skulle SAMHD1 mojli-
gen kunna anvindas som biomarkor
for att mojliggora att decitabin endast
ges till patienter med liga nivaer av
SAMHDI. Floxuridin (och dess pro-
drog 5-FU) samt trifluridin 4r cancer-
likemedel for solida tumorer. Solida
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Figur 1: SAMHD1 avgiftar celler fran aktiverade antimetaboliter.

a, Aktivering av cytarabin (ara-C), nelarabin (ara-G) och decitabin (5-aza-dC) sker via tre fosforyle-
ringssteg till ara-CTP, ara-GTP och 5-aza-dCTP som orsakar DNA-skada.

b, SAMHD1 hydrolyserar ara-CTP, ara-GTP och 5-aza-dCTP och férhindrar ddrmed DNA-skada.

tumorer (forutom vissa sarkom hos
barn) betraktas i princip bara som bot-
bara om inga fjirrmetastaser finns och
en fullstindig lokal kontroll 4r moijlig.
Jag hoppas dock att en bittre forstaelse
for cancercellbiologin och likemedels-
resistens kan ge ledtradar till hur en
kombination av limpliga cellgifter kan
bli mer effektiva tillsammans, och dven
kombineras med himmare av proteiner
som till exempel SAMHDI. Tillsam-
mans med nya malinriktade strategier
och immunterapi kommer férhopp-
ningsvis ocksd metastaserade solida
cancerformer att kunna botas.

Sammantaget har SAMHDI1 tre vik-
tiga betydelser for onkologin: (i) som
resistensfaktor mot en hel rad olika an-
timetaboliter, (ii) som biomarkor for att
styra doseringen av antimetaboliter
som varje patient behover (ju hogre
SAMHD1-uttryck, desto hégre dos)
och (iii) som terapeutiskt mal for att
gora cellgiftsbehandlingar mer effek-
tiva.
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Detta arbete har stotts av Barncancerfon-
den och jag vill aven tacka Jan-Inge Hen-
ter for vetenskapligt och kliniskt stod och
Elina Erikson for lingvistisk radgivning.
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