eee gkut myeloisk leukemi

Akut myeloisk leukemi (AML) inrymmer en hég grad av
klonal och funktionell heterogenitet, med konsekvenser
for grundldggande leukemibiologi och framtida behand-
lingsstrategier. Det skriver Carl Sandén vid Lunds uni-
versitet i en sammanfattning av en ny studie dir man
med omfattande sekvensering har upptickt nya nivéer
av klonal komplexitet och kartlagt hur klonernas
dynamik formar AML over tid.

NYA NIVAER AV [{Xe]\1:\1

e senaste arens forskning har vi-
D sat att tumorer inte 4r de enhet-

liga populationer av cancercel-
ler som vi tidigare antagit."”” Den snab-
ba utvecklingen inom sekvenserings-
teknologi har mojliggjort detaljerad
genetisk karakterisering inte bara av
fler patienter utan ocksa av olika delar
av samma tumot. Resultaten visar att
manga cancrar rymmer en slaende he-
terogenitet dir kloner med olika upp-
sittningar cancermutationer konkurre-
rar 6ver tid och rum. Genom att jim-
fora mutationsfrekvenser fran tumor-
omraden med olika klonsammansitt-
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ningar har man kunnat kartligga klo-
nernas sliktskap och rekonstruera for-
loppet fran den forsta gemensamma
mutationen till slikttridets olika for-
greningar av pafoljande mutationer.
Leukemier kan inte studeras pa samma
sitt eftersom klonerna inte halls atskil-
da sa som i solida tumorer. Studier av
AML har dirfor begrinsats till djup-
sekvensering av enskilda prover eller
matchade prover fran diagnos och re-
cidiv, villket gjort det svart att uppticka
sillsynta kloner och avgora klonernas
sliktskap. Vi har saledes fortfarande
ingen tydlig bild av den klonala dyna-

miken i AML, varken vilken heteroge-

nitet som finns vid diagnos eller hur de
olika klonerna konkurrerar over tid.

KUNDE FOLJA KLONDYNAMIKEN

For att modellera klonal dynamik in
vivo genererade vi sa kallade patient-
derived xenografts (PDX) genom se-
riell transplantation av celler fran
AML-patienter till immundefekta
moss. Celler fran patienter med ett
brett spektrum av de vanligaste muta-
tionerna i AML transplanterades till
primira och direfter vidare till sekun-
dira recipienter och i varje steg analy-
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serades den klonala sammansittningen
genom helexomsekvensering.” Pa sa
sitt kunde vi f6lja klondynamiken for
23 patienter i 84 xenografter 6ver tva
generationer och mycket lang tid. Vi
kunde da se att en klar majoritet av pa-
tienterna bar pa flera kloner med olika
uppsittningar drivermutationer redan
vid diagnos men att manga av dessa
kloner var sa sillsynta att de inte gick
att detektera. Det som gjorde det moj-

ligt f6r oss att hitta de hir klonerna var

att de expanderade in vivo, och nir vi
sag samma klon i tva oberoende moss
kunde vi dra slutsatsen att den maste ha

4

Vi kunde se att en klar majoritet av
patienterna bar pa flera kloner med

olika uppsattningar drivermutationer redan
vid diagnos men att manga av dessa kloner
var sa sdllsynta att de inte gick att detektera.

funnits redan vid diagnos. Pa sa vis
kunde vi identifiera kloner med mono-
somi(7), loss of heterozygocity for
TET?2 och mutationer i NF1, PTPN11
och SMC3, som alla hade for laga frek-

venser for att upptickas vid diagnos. I
andra fall sag vi att sent uppkomna mu-
tationer gick forlorade in vivo och pa
sa sitt blottade existensen av foraldra-
kloner utan dessa mutationer som mas-
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te ha funnits pa odekekterbara nivaer
vid diagnos. Med denna modell kunde
vi pavisa multipla kloner i 18/23 (78%)
av de undersokta fallen. Detta dr be-
tydligt hogre dn vad tidigare studier vi-
sat genom helgenomsekvensering av
diagnostiska prov (27/50; 54%)* eller
helexomsekvensering av matchade pro-
ver fran diagnos och recidiv (23/50;
46%)°. Baserat pa vara resultat dr det
alltsa troligt att AML rymmer mer klo-
nal heterogenitet 4n vad man tidigare
trott. Det dr ocksa mojligt att kloner
som ser ut att dyka upp vid dterfall i
sjalva verket finns i mycket laga cellan-

mutationsordning och klonernas slikt-
skap. Baserat pa vilka mutationer som
dok upp eller forlorades in vivo samt
hur de korrelerade med varandra kunde
vi rekonstruera sliktskapen mellan klo-
nerna fran respektive patient och kon-
statera att slikttrdden var betydligt mer
komplexa 4n vad diagnosproven indi-
kerade. I flera fall dir sma kloner ex-
panderade in vivo forlorades samtidigt
mutationer som forst da visade sig till-
hora separata kloner. Dessa forgre-
ningar visade bland annat att cellerna i
de expanderande klonerna i fyra fall
inte alls bar pa de identifierade muta-
tionerna i BCOR, CEBPA, ETVo,

tal redan vid diagnos.
’ Baserat pa vara resultat ar det
alltsa troligt att AML rymmer mer
klonal heterogenitet an vad man tidigare
trott. Det dr ocksa maojligt att kloner som
ser ut att dyka upp vid aterfall i sjdlva verket

finns i mycket laga cellantal redan vid

diagnos.

ANALYS AV MUTATIONSORDNING

De stora forindringarna i klonsam-
mansittning fran patientprover till xe-
nografter mojliggjorde inte bara detek-
tion av nya kloner utan ocksa analys av

NRAS eller WT1 utan att dessa muta-
tioner tillhorde distinkta systerkloner.
Denna komplexitet dr relevant for att
forsta hur mutationer samverkar och
kompletterar varandra, men ocksa for
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Figur 1. Ett fall uppvisade flera kloner som férvarvat samma genetiska forandringar men
som var for séllsynta for att detekteras vid diagnos och endast gick att identifiera efter

xenotransplantation.
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malinriktad behandling dir det édr av
storsta vikt att veta vilka mutationer
som finns i samtliga kloner och om de
olika genetiska avvikelserna finns i
samma celler.

De evolutionira slikttriden var sir-
skilt informativa i ett fall (Figur 1). I
AMIL-34 hittades vid diagnos en enda
klon med mutationer i DNMT3A,
CEBPA, IDHT och NRAS. 1 sju av atta
xenografter kunde vi dock dven detek-
tera monosomi(7) i det stora flertalet av
cellerna. En nirmare inspektion visade
att det rorde sig om inte mindre dn fyra
separata forluster av olika delar och al-
leler av kromosom 7. Intressant nog
saknade en av xenografterna den tidi-
gare upptickta NRAS-mutationen
p.G12V. Istillet hade den klonen den
snarlika NRAS-mutationen p.G12S.
Samtidigt hade den ocksa monoso-
mi(7), men med skillnaden att forlus-
ten av kromosom 7 i det hir fall maste
ha uppstatt fore NR.AS-mutationen
snarare 4n efter, som i de andra klo-
nerna. I den hir patienten har det alltsa
oberoende av varandra uppstatt tva
helt parallella utvecklingsspar med
kombinationen NR.AS-mutation och
monosomi(7). Utover det har den ena
NRAS-klonen genererat minst fyra oli-
ka varianter av deletionen pa kromo-
som 7. Denna parallella evolution visar
pa ett starkt evolutionirt tryck pa att fa
fram just den hir kombinationen. Det
faktum att de tva genetiska hindelser-
na uppstatt i omvind ordning i de olika
klonerna indikerar att den ena avvikel-
sen formodligen inte underlittar sjdlva
uppkomsten av den andra, utan att de
snarare samverkar pa ett sitt som ger
kloner med kombinationen en stor se-
lektionsfordel nér den vil uppstar. Det-
ta antyder att det uppstar manga dri-
vermutationer som vi aldrig ser vid di-
agnos eftersom de inte ger nagon selek-
tionsfordel 1 just den kontexten, men
att forindrade betingelser sasom kraft-
full cytostatikabehandling kan selek-
tera fram kloner som tidigare selekte-
rats bort och att detta kan vara en be-
tydande forklaring till de genetiska
skillnaderna mellan diagnos till ater-
fall.

FEM ATERKOMMANDE MONSTER
En sammanstillning av klondynami-
ken for respektive patient i var kohort
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Figur 2. Helexomsekvensering av patientceller vid diagnos och efter transplantation till priméra
och sekunddra moss kartlade sammanséattningen av kloner med olika AML-mutationer vid res-
pektive tidpunkt och identifierade fem maonster for klondynamik in vivo.

visade pa fem aterkommande monster:
Monoklonal, Stabil, Férlust, Expansion
och Transient (Figur 2). Av vara 23 fall
uppvisade bara sex pateinter det mono-
klonala monstret med en och samma
klon vid diagnos och i xenografterna,
och en enda patient foljde det stabila
monstret med en subklon som beholl
sin frekvens Gver tva generationer. For
de 6vriga 16 av 23 fallen (70 %) forind-
rades klonsammansittningen markant
over tid. Fyra patienter tappade kinda
drivermutationer in vivo nir en sub-
klon forlorades till forman for en for-
aldraklon utan en eller flera av subklo-
nens mutationer. Flera av dessa var
RAS-mutationer, vilket speglar en van-
lig klinisk utveckling fran diagnos till
aterfall. I samtliga fall var det omojligt
att pa forhand forutspa att patienterna
bar pa multipla kloner eftersom subklo-
nerna var sa dominanta att deras muta-
tioner uppvisade lika héga allelfrekven-
ser som forildraklonernas. Xenograf-
terna synliggjorde alltsa inte bara mu-
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tationsordningen utan ocksa det fak-
tum att tidigare kloner fortfarande
fanns kvar i vildigt sma andelar och
kunde expandera under gynnsamma
omstindigheter. Det vanligaste monst-
ret vi observerade var att en mindre
subklon i patientprovet expanderade in
vivo pa bekostnad av samtliga 6vriga
kloner. Dessa subkloner hade en ge-
nomsnittlig allelfrekvens pa bara 5 pro-
cent vid diagnos och var som tidigare
beskrivits odetekterbara i flera fall. T yt-
terligare tva fall expanderade kloner
transient i forsta generationen xeno-
grafter for att sedan forsvinna efter vi-
dare transplantation till sekundira
moss. Det hir dr den forsta beskriv-
ningen av detta fenomen i AML-xeno-
grafter och visar hur mutationer sisom
dessa i SMC3 och PTPNT1 kan stimu-
lera initial expansion pa bekostnad av
leukemistamcellernas langsiktiga sjdlv-
fornyelse. Vi tyckte ocksa det var in-
tressant att klondynamiken korrelerade
med riskklassificeringen for AML en-

CARL SANDEN, PH D, BITRADANDE FORSKARE VID AVDELNINGEN
FOR KLINISK GENETIK, LUNDS UNIVERSITET,

ligt ELN 2017.° Expanderande subklo-
ner hittades bara i 3 av 11 fall (27 %)
med god prognos men i 4 av 6 fall (67
%) med intermedidr prognos och i 6 av
6 fall (100 %) med simre prognos. En
tinkbar forklaring dr att en bred flora
av kloner 6kar de heterogena leukemi-
ernas mojligheter att producera en klon
som kan 6verleva behandling och or-
saka aterfall, vilket skulle kunna bidra
till den daliga prognosen. Sammanfatt-
ningsvis visar vi att AML rymmer
komplexa och dynamiska klonstruktu-
rer, vilket maste tas i beaktande vid stu-
dier av den underliggande biologin och
utveckling av framtida behandlings-
strategier.
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