eee gkut lymfatisk leukemi

Den vanligaste cancerformen hos barn

ar akut lymfatisk leukemi, ALL. Nu har
forskare vid Lunds universitet i samarbete
med Karolinska Institutet, SciLifeLab och
University of Cambridge genomfort den
storsta analysen av ALL pa proteinniva
hittills, genom att studera aktiviteten i
mer an 8 000 gener och proteiner. Resul-
tatet visar en avvikande veckning i DNA-
strangen, nagot som i sin tur paverkar
genernas aktivitet. Har sammanfattar
docent Kajsa Paulsson vid Lunds uni-
versitet de intressanta resultaten fran den
forsta stora studien av proteiner hos
patienter med ALL.

— extra kroinb

kut lymfatisk leukemi (ALL) férekommer i alla aldrar
Amen utgor den vanligaste cancerformen hos barn,

med cirka 6070 fall arligen i dldersgruppen 1-18 ar
i Sverige. Ungefir 85 procent av fallen dr av sa kallad B-cell
precursor (BCP) fenotyp, dir leukemicellerna liknar omog-
na forstadier till B-celler. Under de senaste artiondena har
overlevnaden i denna sjukdom forbittrats kraftigt och idag
har barn-ALL en god prognos med langtidsoverlevnad pa
6ver 90 procent'.
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Storsta studien
av proteiner i
barnleukemi

Redan i borjan av 1980-talet upptickte man att BCP-
ALL kan delas in i olika genetiska subtyper med stark kopp-
ling till kliniska parametrar och prognos. Subtyperna ka-
rakteriseras av specifika somatiska mutationer som initierat
och driver leukemiutvecklingen. De tva storsta genetiska
subtyperna utgors av fall med sa kallad hyperdiploidi — 51—
67 kromosomer — samt fall med £716/RUNXT-fusions-
gen, vilka utgor ca 25 procent vardera av alla BCP-ALL.
Bada dessa grupper har en stark koppling till aldersspannet
2—4 ar och en mycket god prognos’.



FLER AN 46 KROMOSOMER

Hyperdiploidi innebir att cellen innehaller fler kromosomer
in de normala 46. I hyperdiploid ALL har leukemicellerna
5-21 till synes normala extra kromosomer. De extra kro-
mosomerna dr inte slumpvis utvalda, utan mer dn 75 pro-
cent av fallen har extra kopior av kromosomerna X, 4, 6, 10,
14,17, 18 och 21. I 6vrigt dr arvsmassan relativt “tyst” och
innehaller fa andra mutationer’. Leukemiutveckligen styrs
alltsa huvudsakligen av tillskott av specifika kromosomer,
men mekanismerna bakom detta ir idag relativt okidnda.
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Man vet fran studier av mRNA att uttrycket av gener pa de
extra kromosomerna dr forhojt i hyperdiploid ALL men
exakt hur det paverkar leukemin har varit oklart. For att
undersoka detta ndrmare utférde vi en sa kallad proteoge-
nomisk analys av hyperdiploid ALL*. Vi kunde studera ni-
vaerna av mer dn 8 000 proteiner i 18 fall av hyperdiploid
ALL samt 9 fall av ETV6/RUNXI-positiva ALL, som vi

anvinde som jaimforelsegrupp. Dessutom hade vi data pa
mRNA-uttryck, mutationer och kopietal fran samma fall
samt en utokad serie av leukemier med mRNA-uttryck.
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Proteiner 4r betydligt svarare att studera an RNA och det
ir forst under senare ar som det har blivit mojligt att stu-
dera manga proteiner samtidigt. Vi anvinde oss av en metod
baserad pa masspektrometri, dir peptiderna (delar av pro-
teiner) forst separeras baserat pa pH, nagot som leder till
storre datamingder och en hogre representation av biolo-
giskt relevanta proteiner’. Data frin masspektrometri
matchades sedan mot databaser innehallande genetisk in-
formation och RNA-data for att identifiera vilket protein
peptiden kom fran. Pa detta sitt kunde vi alltsa fa fram in-
formation om nivaerna av mer dn 8 000 proteiner i varje
enskilt leukemifall, vilket motsvarade cirka 2/3 av de RNA
som vi hittade i samma fall. Analysen gav alltsa en mycket
god bild av proteininnehallet i leukemicellerna.

Vi undersokte forst hur vil proteinnivaerna korrelerade
med mRNA-nivaerna for motsvarande gen. Hir fann vien
positiv korrelation i majoriteten (75 procent) av mRNA/
protein-paren, medan en signifikant (P<0.05 och justerat
for multipla tester) korrelation bara kunde ses for 22 procent
av paren. Liknande relativt laga korrelationer har tidigare
observerats i andra cancerformer. For att se vad denna laga
korrelation kunde bero pa gjorde vi en rad analyser av olika
processer involverade i regleringen av mRNA- och protein-
nivéer. Vi fann att den relativt laga korrelationen orsakas av
en kombination av flera olika processer, som till exempel en
ligre korrelation fo6r mRNA och proteiner som bryts ner
snabbt i cellen och for gener som regleras av mikro-RNA.
Vi kunde dra slutsatsen att mRNA-nivder inte alltid gar att
direkt 6versitta till proteinnivaer och att proteinnivierna
alltsa ger mer biologiskt relevant information dn studier av
mRNA-nivier.

ASSOCIERADE MED DOSEFFEKTER

Som nimnts ovan forvintar vi oss att nir vi far extra ko-
pior av en kromosom kommer mRNA-uttrycket av de gener
som finns pa den kromosomen att ga upp, vilket i sin tur
bor leda till 6kade proteinnivaer, nagot som kallas doseffekter.
Viundersokte darfér hur mRNA- och proteinnivaerna pa-
verkades av de extra kromosomkopiorna. Mycket riktigt
kunde vi se doseffekter bade pa mRNA- och proteinniva
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dven om inte alla gener och proteiner var paverkade pa det-
ta sitt. Vidare kunde vi se att de kromosomer som oftast
forekommer i extra kopior — kromosom X, 14 och 21 — ock-
sd var associerade med kraftigast doseffekter. Doseffekter-
na kan i sin tur paverka uttrycket av andra gener, vilket
kallas franseffekter. Darfor undersokte vi ocksa hur extra ko-
pior av enskilda kromosomer paverkade uttrycket av gener
och proteiner pa andra kromosomer. Vi kunde se tydliga
transeffekter for samtliga undersokta kromosomer men
mingden transeffekter skilde sig at mellan olika kromoso-
mer. Tillskott av kromosomer leder alltsa bade till direkt
uppreglering av de gener/proteiner som kodas av de be-
rorda kromosomerna samt i ett andra led till effekter pa hela
arvsmassan.

Ett sitt att undersoka vad som hinder i en cell 4r att se
vilka signalvigar som ir aktiva och inaktiva. Vi gjorde det-
ta genom att jimféra mRINA- och proteinnivaerna i hyper-
diploida och E716/RUNXT-positiva leukemier. Vi sig
bland annat att signalvigar involverade i translation och
proteinmetabolism var relativt sett uppreglerade i hyperdi-
ploid ALL, nidgot som kan vara associerat med det hogre
uttrycket av gener som de extra kromosomkopiorna medfor.
I tidigare experimentella studier har man visat att forind-
ringar i antalet kromosomer kan leda till sa kallad proteo-
toxisk stress’, dir cellen inte hinner bryta ner felaktiga pro-
teiner, och vara data skulle kunna tyda pa att detta forekom-
mer i hyperdiploida leukemier.

Vira data kunde ocksa anvindas for att titta pa uttrycket
av enskilda proteiner av speciellt intresse for leukemiutveck-
ling. Vi kunde dérvid bland annat se att genen FLT3, som
tidigare visats ha ett hogt mRNA-uttryck i hyperdiploid
ALL, ocksa uppvisade ett hogt uttryck pa proteinniva i
dessa leukemier. FLT3 dr en kind leukemi-associerad gen
som ofta d4r muterad i ALL och vara resultat tyder pa att den
kan vara viktig for utvecklingen av hyperdiploid ALL ock-
sa ndr den inte 4r muterad. Vidare noterade vi laga nivier av
proteinet CTCF samt medlemmar av proteinkomplexet co-
hesin i hyperdiploid ALL. CTCF och cohesin binder till
kromatin (DNA-stringen samt strukturproteiner som bin-
der till den) i interfasdelen av cellcykeln och styr hur kro-
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matinet veckas i cellkdrnan. Kromatinet veckas normalt i
oglor innehdllande <1 Mb av DNA, sa kallade Zopologically
associating domains (TADs), med CTCF och cohesin i basen
av 6glan. TADs ir i stort sett konstanta mellan celltyper och
spelar stor roll for regleringen av vilka gener som ska trans-
kriberas eftersom promotorer och enhancers i samma TAD
interagerar i storre utstrickning’. Laga nivaer av CT'CF och
cohesin kan dirfor paverka det globala genuttrycket.

AVVIKANDE TAD-STRUKTUR

Vi undersokte hur mRNA-uttrycket av nirliggande gener
korrelerade utifran om generna forvintades finnas i samma
TAD eller i angrinsande TADs. I £716/RUNX1-positiva
ALL samt i flera andra kontrollvivnader som vi undersok-
te kunde vi se det forvintade monstret med en hogre kor-
relation for gener i samma TAD jaimfort med gener i olika
TADs. I de hyperdiploida leukemierna sag vi diremot ing-
en sadan skillnad. Det tyder pa att de hyperdiploida leuke-
mierna har en avvikande TAD-struktur, med en global de-
reglering av genuttrycket som foljd. For att undersdka om
sa var fallet anvinde vi oss av en teknik kallad high resolu-
tion chromatin conformation capture (Hi-C). I denna me-
tod behandlar man forst cellerna med formaldehyd, vilket
skapar bindningar mellan DN A-molekyler som fysiskt be-
finner sig ndra varandra i cellkidrnan. Efter flera fragmen-
terings- och ligeringssteg gt man en storskalig sekvense-
ring®. Av de resulterande sekvenserna kan man med bioin-
formatisk behandling gora en karta 6ver vilka delar av kro-
matinet som interagerar med varandra, vilket visar bland
annat TAD-strukturen. Hi-C 4r en ganska avancerad och
dyr metod och for att kunna gora detta samarbetade vi med
forskare vid University of Cambridge som utvecklat en me-
tod for att géra Hi-C pa primirt patientmaterial. Vi under-
sokte fyra fall av hyperdiploid ALL samt tva fall av 2716/
RUNXT-positiv ALL och gjorde tva olika sorters analyser
for att studera TAD-strukturen. I den ena analysen uppvi-
sade tva av fyra hyperdiploida fall en avvikande TAD-
struktur och i den andra tre av fyra hyperdiploida fall, med-
an Ovriga prover visade normal TAD-struktur. Resultaten
tydde alltsa pa att atminstone en del hyperdiploida ALL har
forindringar i hur kromatinet veckas i cellkdrnan, men fler
fall skulle beh6va undersokas for att vi helt sikert ska kun-
na siga att sd dr fallet.

Ursprungligen gjordes genetiska analyser frimst genom
att man tittade pa infirgade kromosomer i mikroskop, sa
kallad G-bandsanalys eller cytogenetisk analys; nigot som
ocksa fortfarande anvinds i klinisk verksamhet. En gammal
sanning i dessa ssmmanhang har varit att hyperdiploid ALL
uppvisar ovanligt ”fula” kromosomer, nagot som gor det
svarare att identifiera enskilda kromosomer. Ingen har dock
tidigare undersokt detta systematiskt. Med tanke pa att
”fula” kromosomer skulle kunna tyda pa att hyperdiploid
ALL ocksa har avvikande metafaskromosomer gjorde vi en

uttommande analys dir vi klassificerade kromosomer fran
cirka 40 hyperdiploida och 40 £716/RUNXT-positiva leu-
kemier utifran hur kontraherade kromosomerna var, hur
distinkta grinser de hade och hur tydligt bandningsménst-
ret framtridde. Resultaten visade tydligt att kromosomerna
i hyperdiploid ALL faktiskt signifikant oftare har en avvi-
kande morfologi. Vi kan dock idag inte siga att detta or-
saksmissigt hinger samman med de laga nivaerna av CTCEF
och cohesin, men vi planerar att undersoka detta vidare i
kommande studier.

Sammanfattningsvis har vi genomfort den hittills stors-
ta studien av proteiner i barnleukemi. Vara resultat visar att
extra kromosomer medfor stor paverkan pa uttrycket av
gener och proteiner, bade i form av doseffekter och genom
dessas paverkan pa 6vriga gener. Vidare har hyperdiploid
barn-ALL ett lagt uttryck av CT'CF och cohesin, vilket ver-
kar leda till en dereglering av genuttrycket som mojligtvis
ar kopplat till en forindring i kromatinets veckning, Varfor
CTCF och cohesin finns i sa laga nivaer vet vi inte idag men
det verkar inte vara associerat med mutationer i dessa genet.
Vir studie visar att mitningar av proteinnivaerna dr mer
biologiskt relevanta 4n mitning av mRNA-nivaer. All pro-
teindata vi har genererat ir fritt tillgdngliga for andra fors-
kare och vi hoppas att de ska vara till nytta i manga fram-
tida studier.
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