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Mojligt att forutse risken for svara

Risken for att patienters blodstatus och benmaérg ska paverkas kraftigt (sa kallad ben-
margssuppression) vid kemoterapibehandling dr ett stort kliniskt problem. Forskare
vid Linkdpings Universitet kunde med en prediktionsmodell klassificera patienter med
hog eller 1ag risk for benméargssuppression. Pa sikt kan det bli méjligt att identifiera
patienter med hog eller 1ag risk f6r benméargssuppression genom analys av arvsmassan
och baserat pa det dosjustera behandlingar innan de paborjas. Forskningen, som hir
beskrivs ndrmare av Niclas Bjorn och Henrik Gréen, har publicerats i npj Systems
Biology and Applications.
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recisionsmedicin och mer individanpassade behand-

lingsmetoder har linge varit en eftersokt forbittring

av likemedelsanvindning. Inte bara for att 6ka och
forbittra likemedels terapeutiska effekter utan ocksa for att
minimera odnskade biverkningar. Nir det kommer till an-
vindandet av kemoterapier och cellgifter blir behovet av
precisionsmedicin dn storre"?, dels for att cancer ofta dr en
allvarlig och heterogen sjukdom, dels for att behandling-
arna dr starka och har manga ootnskade bieffekter som pa-
verkar patientens livskvalitet. Allvarliga biverkningar leder

biverkningar av cancerbehandling

ocksa till att cancerbehandlingar behover justeras, skjutas
upp, avbrytas eller bytas vilket inte 4r optimalt och ger can-
cern en chans att aterhimta sig. Samtidigt blir ekvationen
dir man vill maximera terapeutisk effekt pa samma gang
som man minimerar biverkningar alltmer komplex da dessa
till viss del gar hand i hand. Vi tror att framgang med indi-
vidanpassad precisionsmedicin for cancerbehandling med
hjilp av genetik bygger pa tvahoérnstenar (Figur 1):

Att vilja de mest effektiva likemedlen baserat pa muta-
tioner i tumorcellerna.

Figur 1. Precisionsmedicin fér cancerbehandlingar bygger pa tva hornstenar. Valet av rdtt behandling baserat pa cancerns specifika genetiska
variation (sekvensering av tumorceller) samt valet av ratt dos baserat pa patientens konstitutionella genetiska variation (sekvensering av blodprov)

och tolerans for lakemedlet.
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Figur 2. Férdelningen av hogsta registrerade benmargssuppression hos 215 patienter med icke-smacellig lungcancer under forsta cykeln av
gemcitabin/karboplatin-behandling. Baserat pd CTCAE-skalan for blodpléttar, leukocyter och neutrofiler.

Att vilja ritt likemedelsdos baserat pa patienters konsti-
tutionella genotyper.

Vir forskning fokuserar pa det senare, att hitta normal
genetisk variation hos patienterna som gor dem mer, eller
mindre, kinsliga fér kemoterapeutiska likemedelsbiverk-
ningar. Genetisk variation som sedan i modeller kan for-
utse vilka patienter som har hog eller lag risk for allvarliga
biverkningar och som kan anvindas for att dosjustera be-
handlingar redan fére behandlingsstart.

HOPP INFOR FRAMTIDEN

Traditionellt sett har genetisk variation i gener inblandade
ilikemedlens absorption, distribution, metabolism och ex-
kretion (ADME-gener) undersokts for precisionsmedicin®?.
Tyvirr har detta inte lett sa laingt som man hoppats for just
cancerbehandlingar, i synnerhet nér biverkningarna dr van-
liga. Aven om det finns nagra undantag som TPMT och
DPYD. Med skiftet fran fokus pi ADME-gener till stor-
skaliga GWA-, panel-, helexom- eller helgenomsekvense-
rings-studier hoppas vi att precisionsmedicin dven for can-
cerbehandlingar och minimering av vanliga biverkningar
ska kunna implementeras i framtiden.

Gemcitabin och karboplatin ir just tvd sidana kemote-
rapeutiska likemedel som vanligen inducerar allvarlig pa-
verkan pa patienters blodstatus och benmirg som leder till
att patienters antal cirkulerande blodplittar, leukocyter och
neutrofiler drastiskt sjunker i antal. Dessa typer av ben-
mirgssuppression dr vildigt vanliga. Bland patienter med
icke-smacellig lungcancer som behandlats med en kombina-
tion av gemcitabin/karboplatin har redan efter en cykel
cirka 50—60 procent allvarlig till livshotande benmirgssupp-
ression. Detta graderat som 3—4 pa Common Terminology
Criteria for Adverse Events-skalan (CTCAE) dir grad 0, 1,
2,3 och 4 beskrivs som inga, milda, mattliga, allvarliga och
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livshotande biverkningar baserat pa antalet cirkulerande
blodplittar, leukocyter eller neutrofiler. Vi har i vara studier
tillgang till 215 patienter och deras maximala registrerade
benmirgssuppression, enligt graderingen beskriven ovan,
vilken kan ses i Figur 2.

GENETISK KOMPONENT BAKOM

De 215 patienterna med icke-smacellig lungcancer som har
behandlats med gemcitabin/karboplatin har legat till grund
for helexomsekvenseringsstudier dir fokus har varit pa ex-
trem benmirgssuppression’, blodplittar* och leukocyter/
neutrofiler’. Sammantaget indikerar dessa studier att det
finns en genetisk komponent bakom den stora inter-indivi-
duella spridningen i benmirgssuppression. Intressant nog
ir de viktigaste fynden inte i gener som skulle ha undersokts
med ett tillvigagangssitt baserat pa ADME-gener vilket
styrker filtets 6vergang mot bredare genombaserade studier ">,
Studierna tyder snarare pa att genetisk variation i gener in-
volverade i blodcellers och benmirgens proliferationshas-
tighet paverkar hur kinsliga patienter dr for att fa ben-
mirgssuppression, speciellt’ dir genen JMJD1C, som ir in-
volverad i signalvigen ”Factors involved in megakaryocyte
development and platelet production”, var en av de mest
inflytelserika generna associerad med lagt antal blodplittar.
JMJDI1C har vi sedan kunnat visa paverkar proliferation,
viabilitet och gemcitabin/karboplatin-kidnslighet i myeloida
cellinjer med knockdownforsok®.

Fran dessa studiers indikationer om en genetisk kompo-
nent bakom risken for benmirgssuppression har vi gatt vi-
dare med att helgenomsekvensera 96 av patienterna’. Dessa
patienter valdes ut sd att vi skulle ha sa manga patienter som
mojligt med blodplitts-, leukocyt- eller neutrofilantal av
CTCAE grad 0-1 (inga eller milda) och 3—4 (allvarliga eller
livshotande). Sekvenseringen genomférdes pa Science for



Life Laboratories (Stockholm) HiSeq X Ten-plattform (I1-
lumina) med NGS-bibliotek preparerade med TruSeq DNA
PCR-Free Library Preparation kit (Illumina). Fran sekven-
seringsdatan fick vi efter filtrering fram dryga 15 miljoner
bi-alleliska genetiska varianter som anvindes for initiala as-
sociationstester mot de tre typerna av benmargssuppression
med Fishers exakta test. Fran detta fick vi fram runt 5 000
nominellt signifikanta (p < 0,001) autosomala genetiska va-
rianter for vardera typ av benmirgssuppression. Runt 15
procent av dessa var delade mellan minst tva typer av ben-
mirgssuppression. PCA visade sedan (se Figur 11’ for en
visuell representation) att de genetiska varianterna delvis
kunde separera patienterna baserat pa deras grad av ben-
mirgssuppression betydligt béttre dn resterande genetiska
varianter (se tilliggsfigur 2 1"). Bland de nominellt signifi-
kanta genetiska varianterna sigs (se tilliggsfigur 3 1'), jim-
fort med bakgrunden, dven en litt anrikning av antalet ge-
netiska varianter i regioner mellan gener langt fran de ko-
dande regionerna (sa kallad distal intergenic).

GENNATVERKSMODULER KONSTRUERADES

Sedan gick vi vidare med att konstruera en modell for ben-
mirgssuppression, hir finns problematik med 6veranpass-
ning da vi utgar fran fler genetiska varianter dn patienter
och for att motarbeta det gjorde vi flera saker. De genetiska
varianterna mappades till sina nirmaste gener och fran det
konstruerades tre gennitverksmoduler, en for varje typ av
benmirgssuppression, med algoritmen MCODE? ovanpa
protein-protein-interaktionsnitverket String”. De 215 gener
som Overlappade de tre modulerna plockades sedan ut i en
generell toxicitetsmodul som lade grunden till en modell
for att generellt prediktera benmirgssuppression. Vi anser

det mer relevant och enklare att implementera en generell
modell som kan férutspa risken for hog grad av benmirgs-
suppression dn tre specifika modeller for vardera typ av
benmirgssuppression. Toxicitetsmodulen var anrikad med
gener som uttrycks i myeloida cellinjer och gener som tidi-
gare visats vara differentiellt uttryckta i benmirg hos bade
rattor och minniskor efter behandling med gemcitabin/
karboplatin. Direfter delades patienterna in i tva grupper,
en for trining och en for testning (80 procent respektive 20
procent av patienterna med benmirgssuppression av grad
0—1 och 3—4) av modellen. Prediktionsmodellen trinades
med de nominellt signifikanta genetiska varianter tillho-
rande toxicitetsmodulen. Antalet genetiska varianter i mo-
dellen reducerades sedan genom 100 000 permutationer och
random LASSO med en slumpmissig bestraffning av koef-
ficienter.

SA BEHOVER KONTROLLER GORAS

Detta ledde till en slutgiltig prediktionsmodell som anvin-
der sig av 62 genetiska varianter i en logistisk regressions-
modell som ger en sannolikhet for att en patient har hog
grad (3—4) av benmirgssuppression. Nir modellen sedan
anvinds for att prediktera bade trinings- och testpatienter-
nas sannolikhet for benmirgssuppression (figur 3) fas full-
gott resultat dir bada grupperna kan separeras fran varan-
dra med en ROC AUC pa 100 procent. Man ser dock pa de
atta patienterna med intermedidr toxicitet att de inte skulle
predikteras ritt, de anvinds heller inte i modellens utvirde-
ring da denna tredje grupp inte kan gora sig sjilv riktigt
rittvis i den binidra logistiska regressionsmodellen som inte
ir trinad for att hantera patienter med intermediir toxicitet.
Diremot indikerar de hur vil modellen skulle kunna fun-
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Figur 3. Prediktionsmodell for maximal benmargssuppression. Den slutgiltiga modellen anvénder sig av 62 genetiska varianter och ger en sannolik-
het for hog grad av benmérgssuppression (CTCAE grad 3-4) genom logistiskregression. a) Visar modellens predikterade sannolikhet for benmargs-
suppression for bade tranings- (0) och testpatienter (x). Patienternas maximala registrerade benmérgssuppression kan ocksa ses uppdelad pa lag
(inga och milda) i gront, intermediar (mattliga) i gult och hég (allvarliga och livshotande) i rétt. b) Visar en ROCGkurva som beskriver hur vél modellen
Overensstammer med patienternas registrerade grad av benmargssuppression. Notera att modellen som anvandes &r bindr och endast tranats for
att klassificera lag och hog toxicitet (inte intermediar toxicitet) och gor detta till 100 procent (AUC = 1.0). De dtta patienterna med intermediar toxici-
tet skulle ddremot inte predikteras 100 procent ratt, vilket ger en indikation pa hur val modellen skulle kunna fungera i uppféljningsstudier.
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gera i en valideringsstudie dir man inte kan forvinta sig att
modellen skulle resultera i en ROC AUC pa 100 procent.
En potentiell forbittring av modellen skulle kunna vara att
direkt dven ligga till patientkarakteristik sasom élder, kon
och vikt men dven ingdende blodstatus. Intressant nog var
ingen av de 62 slutliga genetiska varianterna i modellen fran
exonregioner, utan 42 fran intron, 16 fran distal intergenic-
regioner och 4 fran promotor-regioner. Detta talar for att
man behoéver kontrollera utanfér de kodande regionerna for
att kunna borja forsta, forklara och forutse vanliga och
komplexa fenotyper saisom benmirgssuppression. Det hir
styrker sammantaget antagandet att det finns en betydande
genetisk komponent bakom risken f6r kemoterapi-induce-
rad benmirgssuppression och att denna troligen paverkar
benmirgens reglering och nybildning av mogna blodceller
samt deras funktion.

Det hir dr en av de mest omfattande helgenomsekven-
seringsstudierna med fokus pa benmirgssuppression. Den
leder slutligen fram till en foreslagen toxicitetsmodul som
kan anvindas for prediktion av benmirgssuppression base-
rat pa 62 genetiska varianter. Sjilvklart beh6ver denna mo-
dell forfinas, utvirderas och valideras i kliniska studier for
att faststilla dess reproducerbarhet, anvindbarhet och kli-
niska effekt. Forfiningsarbetet har vi redan paborjat genom
specifika studier pa encellsniva med RNA-sekvensering av
gemcitabin/karboplatin-behandlade blodstamceller fran
benmirg" for att bittre forsta vilka gener som paverkas vid/
av behandlingen. Den presenterade studien’ visar pa kapa-
citeten i att anvinda helgenomsekvenseringsdata tillsam-
mans med ett gennitsbaserat tillvigagangssitt som ett verk-
tyg for utveckling inom precisionsmedicin for forutsigelser
av komplexa fenotyper, sisom toxicitet och biverkningar.
Samtidigt visar den dven pa potentialen hos distal interge-
nisk variation.

Var forhoppning ar att detta arbete ska kunna fortlopa
och stodja anvindningen av genetiska markorer for forut-
sigelse av gemcitabin/karboplatin-inducerad myelosuppres-
sion hos patienter med icke-smacellig lungcancer. Men till-
vigagangssittet och resultaten behdver inte nédvindigtvis
begrinsas till toxiciteten, likemedeln och sjukdomen som
specifikt undersokts utan bor kunna anpassas och anvindas
i och for betydligt fler konstellationer.
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