Ny efterlingta ologi
- SuperRCA for ultrakdnslig up



Med en helt ny, mycket kinslig teknologi -
sd kallade superRCA-analyser - kan even-
tuella kvarvarande cancerceller pavisas
efter behandling av akut myeloisk leukemi
(AML). Metoden har presenterats i en artikel
i Nature Communication.

Vid behandling av akut myeloisk leukemi
brukar patienter svara bra pa cytostatika-
behandlingar, men det finns en stor risk for
aterfall i sjukdomen inom tva ar. Séllsynta
tumorspecifika mutationer i patientprover
fungerar som utmaérkta markorer for att
overvaka forloppet av maligna sjukdomar
och svar pa behandlingen. Behovet av f6r-
béttrade analystekniker for bred anvand-
ning ar darfor stort.

Nu har forskare vid Uppsala universitet
tagit fram en mycket kédnslig och selektiv
teknologi, sa kallade superRCA-analyser,
som snabbt och mycket specifikt kan de-
tektera cancerspecifika DNA-mutationer

i mycket laga frekvenser i DNA-prover.

Har beskrivs den nya moéjligheten av Anna
Eriksson och Ulf Landegren, bada verk-
samma forskare vid Uppsala universitet.
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DNA-provet genomgar forst en initial multiplexamplifiering dér valda DNA-sekvenser amplifieras genom 10 PCR-cykler. Dérefter konverteras de
amplifierade sekvenserna till DNA-cirklar som genomgar en forsta omgang rullande cirkelamplifiering. Denna reaktion ger upphov till DNA-stréngar,
var och en med hundratals komplement till DNA-cirklarna. Darefter tillsatts genotypningsprober som omvandlas till DNA-cirklar, beroende pd om
de korrekt detekterat normal respektive muterad sekvens. Detta steg resulterar i hundratals DNA-cirklar ldnkade till varje DNA-strang. De manga
kopiorna i varje DNA-strang gor att genotypningen blir nast intill perfekt da individuella felligeringar far minimal paverkan pa den totala signalen.
I sista steget utsatts sedan dven de cirkulariserade genotypningsproberna for rullande cirkelamplifiering. De tva pa varandra féljande rullande
cirkelamplifieringsreaktionerna resulterar for varje ursprunglig cirkulariserad PCR-produkt i ett stort DNA-nystan. Dessa nystan ar i samma storleks-
ordning som sma celler. Efter fluorescensmarkning kan nystan som representerar normala respektive muterade sekvenser raknas med hog preci-

sion in en konventionell flédescytometer.

atienter som diagnostiseras med akut myeloisk leukemi

(AML), alternativt med myelodysplastiskt syndrom

(MDS) som har en relativt hég risk att transformera till
AML, stills snabbt infér en livshotande situation med kom-
plex behandling.

Majoriteten av AML-patienter som erhiller intensiv ke-
moterapi gir i komplett remission, vilket innebér att mangden
leukemiska myeloiska blaster understiger fem procent i ben-
mirgen. Trots detta ligger femarséverlevnaden for AML-pa-
tienter bara runt 20-30 procent"?. Orsaken till detta dr i fors-
ta hand tidiga, aggressiva och mycket svirbehandlade terfall
dir flertalet intriffar under de forsta tva dren. Detta faktum
visar tydligt att den konventionella definitionen av remission
inte ricker for att optimera patienternas behandling.

Pavisade genetiska avvikelser i leukemicellerna bir viktig
prognostisk information. Flera terkommande genmutatio-
ner, inklusive NPM1, FLT3 och TP53, anvinds i dagens risk-
stratifiering och hjilper till att styra behandlingen®®. Liksom
vid ménga solida tumdrer intriffar flera av de vanligast fore-
kommande mutationerna vid AML och MDS i gener kopp-
lade till epigenetisk genreglering, till exempel DNMT?3A,
IDH 1 och 2 samt ASXL1%*. Den okande kunskapen om
bakomliggande molekylira mekanismer vid AML har ocksd
méjliggjort flera nya malinriktade likemedelsterapier, till ex-
empel med tyrosinkinashimmare riktade mot IDH1, IDH2
och FLT3.

ATERFALL STORSTA UTMANINGEN

Sjukdomsaterfall utgdr en av de storsta utmaningarna vid be-
handling av AML. Flera studier har pavisat det starka prog-
nostiska virdet i att kunna bedoma ocksd mycket laga nivaer
av kvarvarande leukemiska celler, sa kallad measurable resi-
dual discase (MRD), dir MRD-negativitet ir starkt kopplat
till positivt utfall for patienten®”. I dagsliget anvinds framfor
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Det skulle vara en

stor fordel for savidil
patienter som sjukvarden om
MRD med hog kéinslighet kunde
detekteras i blod i stiillet for
som idag genom benmdirgsprov.

alle flerfirgs-flodescytometri f6r ate identifiera antikroppsin-
fargade maligna celler, alternativt kan genfusioner pavisas ge-
nom gqRT-PCR*". Den huvudsakliga provkillan for MRD-
analys vid AML ir i dagsliget benmirg. Redan idag anvinds
MRD-information for att styra behandlingsbeslut, i synner-
het huruvida patienten bér genomga en allogen stamcells-
transplantation som del av den konsoliderande behandlingen.
I precisionsmedicinens tidevarv och med ett terapeutiske
landskap dir fler riktade behandlingsalternativ blir tillging-
liga kommer MRD med stor sannolikhet fa en allemer central
roll i behandlingsbesluten. Det skulle vara en stor férdel for
savil patienter som sjukvirden om MRD med hégkinslighet
kunde detekteras i blod i stillet f6r som idag genom benmirgs-
prov.

SuperRCA ir en ny detektionsteknik utvecklad vid Upp-
sala universitet®. Tekniken gor det méjligt att pavisa extremt
lag forekomst av DNA med specifika mutationer mot en bak-
grund av normala sekvensvarianter. Tekniken utnyttjar tva
pa varandra féljande steg av rullande cirkel-amplifiering
(RCA), for att genetiskt typa och samtidigt forstora enskilda
DNA-molekyler till DNA-nystan som ir stora nogatt kunna
riknas i de flodescytometrar som idag anvinds i sjukvarden
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for att rikna fluorescens-mirkea celler. Processen har automa-
tiserats s att man redan tre timmar efter att ett DNA-prov
tagits fram, snabbt kan undersoka i storleksordningen en mil-
jon DNA-nystan i flode for att rikna forekomsten av mute-
rade varianter med extremt hég precision.

I den aktuella studien skapades en 12-plex superRCA-panel
omfattande nio singel-nukleotid-mutationer (IDHI p.R132C,
IDHI p.R132H, IDH2 p.R140Q, IDH2 p.R172K, TPS3
p-R248Q, PTPNI11 p.A72T, DNMT3A4 p-S714C, DNMT3A
p-R882C och BCORLI p.Q1039%), 2 insertioner (NPM1
pW288fs och ASXL1 p.G646f5*12) och 1 deletion (BCOR
p-M1641£s*50). Ovanstiende mutationer valdes for att de dr
vanligt férekommande vid AML och MDS, men ocksd dd de
arav olika typ, har olika prognostiskt virde samt att det i vis-
sa fall finns malinriktade terapier som fokuserar just pa den
aktuella avvikelsen®. Fr benchmarking av metoden valde vi
att fokusera pA IDH-mutationer. Initialt preparerades spid-
ningsserier av genomiskt DNA fran olika IDH-muterade cell-
linjer. Samtliga spidningar analyserade direfter med hjilp av
superRCA och med digital droplet PCR (ddPCR). De initi-
ala cellinjestudierna visade att superRCA kunde detektera
IDH-mutationerna mot ett 100 000-faldigt overskott av
DNA fran normala celler, lingt kinsligare in med ddPCR.

Vi gick vidare och analyserade de fyra utvalda IDH-muta-
tionerna i totalt 44 priméira benmirgsprover tagna vid diagnos
frin patienter med myeloiska maligniteter. Fér jimférelse med
konventionella metoder analyserades samtliga prover med su-
perRCA (Rarity Bioscience), ddPCR (Bio-Rad) och next-ge-
neration sequencing (NGS, Illumina). SuperRCA detcktera-
de muterat DNA med en 10-100 ginger hégre kinslighet
jimfort med ddPCR. Samtliga IDH-mutationer som pavisats
via NGS under den primira kliniska utredningen detektera-
des ocksd med superRCA, men hos tva av de undersdkta pa-
tienterna uppticktes dven en andra, tidigare icke rapporterad
IDH-mutation.

MANGA GANGER KANSLIGARE

Vi analyserade flera konsekutiva prover frin tre patienter med
hjilp av superRCA, ddPCR och NGS. Syftet var att jimfora
blod vs benmirg som provkilla men ocksa att undersoka su-
perRCAs kinslighet for liggradig MRD-positivitet i primédra
patientprover. Denna analys bekriftade fynden frén tidigare
cellinjestudier, det vill siga att superRCA var 10-100 ganger
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, , En av de aktuella
patienterna bedomdes
vid remissionsutvdirdering i
samband med behandlingsav-
slut vara MRD-negativ pa basen
av NGS-analys, medan sadviil
ddPCR som superRCA pavisade
kvarvarande sjukdom.

kinsligare in ddPCR, och metoden var ytterligare en 10-po-
tens kinsligare in NGS. En av de aktuella patienterna bedom-
des vid remissionsutvirdering i samband med behandlingsav-
slut vara MRD-negativ pa basen av NGS-analys, medan sévil
ddPCR som superRCA pévisade kvarvarande sjukdom. Pa-
tienten fick sedermera ett kliniske aterfall. I denna longitudi-
nella studie undersokees savil benmirgs- som blodprover tag-
na forst vid diagnostillfillet och senare da patienten var i kli-
nisk remission samt i fsSrekommande fall ocks vid sjukdoms-
dterfall. I samtliga fall di mutationer pavisades i benmirgsas-
pirat kunde superRCA ocksé detektera kvarvarande IDH-
mutationer i blod.

Mutationer i GC-rika regioner i arvsmassan utgor en spe-
ciell utmaning vid genetisk diagnostik. Detta giller till exem-
pel den vid AML och MDS vanligt férekommande ASXL1
p-G646£s*12-mutationen som befinner sig i en region med 85
procent GC, och dir det giller att skilja mellan sekvensvari-
anter med endera itta eller nio G-nukleotider i foljd. Kinslig-
heten vid konventionell NGS-analys for denna krivande mu-
tation ligger runt en variant allel-frekvens (VAF) pa omkring
fem procent’. Efter initiala spidningsserier med ASXL1-mu-
terade cellinjer utvirderades primira patientprover fran fyra
patienter med AML eller MDS som alla verkade bira pd den
aktuella ASXLI-mutationen. Benmirgsprov frin tva av pa-
tienterna visade vid superRCA-analys positivitet for den ak-
tuella ASXLI1-mutation med mutationsfrekvenser pi 32 pro-
cent respektive 24 procent, vilket korresponderade vil med
tidigare rapporterat resultat frin NGS-analysen. For de tvd
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andra patienterna resulterade NGS-analysen i en VAF runt
metodens detektionsgrins fem procent. Mutationen kunde
dock ¢j pavisas med den kinsligare superRCA-tekniken. Den
héga bakgrunden vid NGS-analys for ASXLI p.G646fs*12
ar vilkind sedan tidigare och NGS-fyndet betraktas dirfor
som falskt positivt.

’ ’ Allteftersom fler
och fler mdlinriktade

terapier blir tillgdngliga, sasom
till exempel IDH-hédmmare som
kan tas i tablettform, forbiittras
mdjligheter att erbjuda mer
skonsamma behandlingsalter-
nativ ocksad vid laggradig
kvarvarande sjukdom.

KAN RESULTERA | MARKORER

I en nira framtid kommer tumorpatienter i allt hogra grad fa
sina maligniteter sekvenserade, vilket bade kan styra behand-
lingsval och dven resultera i utmirkea, tumérspecifika marks-
rer for att Svervaka sjukdomsférlopp. Pavisande av kvarva-
rande eller dterkommande MRD har stor betydelse fér den
kliniska handlidggningen av patienter med AML och MDS.
Detta faktum stiller dock hoga krav pa savil kinslighet som
specificitet hos de metoder som anvinds. MRD-positivitet pi-
verkar i dag beslut kring typ av behandling, behandlingens
lingd, huruvida patienten bor genomga en allogen stameells-
transplantation eller ¢j, samt ocksd hur snabbt man ska f6r-
soka sitta ut immunsuppressiva likemedel efter genomgingen
transplantation. Kinsligare detektionsmetoder har férutsite-
ningar att sikrare och tidigare pavisa dterfall, s att patienten
snabbt kan erbjudas limplig behandling,

Aterfall utgor ett av de stora kliniska problemen vid AML
och hégrisk-MDS. Behovet av tit MRD-monitorering dr sir-
skilt angeldgen under den forsta tvirsperioden da risken for
dterinsjuknande ir storst. Dagens MRD-analyser genomfors
som regel pa benmirgsprov vilket sitter grinser for hur titt
man kan monitorera patienter. Siker MR D-analys i betydligt
lattillgangligare venprov skulle dirfor innebira en stor fordel,
sarskilt for patienterna och gora det méjligt att korta monito-
reringsintervallen.

ANNA ERIKSSON, SEKTIONEN FOR HEMATOLOGI, VO BLOD- OCH TUMORSJUKDOMAR, AKADEMISKA
SJUKHUSET, UPPSALA SAMT INSTITUTIONEN FOR MEDICINSKA VETENSKAPER, UPPSALA UNIVERSITET,

ULF LANDEGREN, INSTITUTIONEN FOR IMMUNOLOGI, GENETIK OCH
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Allteftersom fler och fler malinrikeade terapier blir tillging-
liga, sisom till exempel IDH-hdmmare som kan tas i tablett-
form, forbittras méjligheter att erbjuda mer skonsamma be-
handlingsalternativ ocksa vid liggradig kvarvarande sjukdom.

Det ir troligt att hogkansliga analyser av tumér-specifika
mutationer i blod kommer att bli allt vanligare, inte bara vid
leukemier utan ocksa i form av liquid biopsy vid solida tums-
rer som tenderar att licka DNA till blodet. Sidana analyser
kan komma att anvindas allemer fér att stilla in patienter pa
ritt behandling, och f6r langtidsuppféljning. Kinsliga och
laetillgingliga metoder sdsom superRCA kan dirfor fa en
mycket viktig roll i virden av tumérpatienter.
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