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, , Aven om férstdelsen av

de grundliiggande biolo-
giska processerna hos leukemier
har okat markant med hjdlp av
sekvenseringsstudier av DNA och
RNA, finns det alldeles for fa indi-
vidanpassade och malinriktde
behandlingar - och nya tillvéiiga-
gangssdtt behovs for att na
madlen.

Ny metod for att identifiera
och utforska deras koppling

Forskare vid Institutionen fér onkologi-patologi pa Karolinska Institutet och The European
Molecular Biology Laboratory har tillsammans utvecklat en ny metod som kan identifiera
och sirskilja viktiga fysikaliska skillnader mellan proteinvarianter pa ett objektivt satt. Me-
toden mojliggor systematisk klassificering av olika proteinvarianter vilket har baring pa ut-
vardering av likemedelskdnslighet, och presenteras i en artikel i Nature Chemical Biology.

Genom att kombinera termisk proteomik och grafteori, undersoktes termostabiliteten hos
proteiner pa peptidniva, och baserat pa sméltkurvornas utseende identifierades fall dar oli-
ka peptidpopulationer frdn ett och samma protein skiljde sig at. I dessa fall forekommer pro-
teinet sannolikt i flera varianter, sd kallade proteinformer. Forhoppningen &r att proteinfor-
merna ska kunna fungera som fingeravtryck for att identifiera biomarkorer for precisionsbe-
handlingar.

Har beskriver forskningsledaren Rozbeh Jafari den senaste kunskapen pa omradet.
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N

funktionella proteinformer

till likemedelskanslighet

kut lymfatisk leukemi (ALL) ir en cancerform som
A uppstar i benmirgen dir omogna blodceller, si kallade

lymfoblaster, férokar sig okontrollerat. ALL ir den
vanligaste typen av cancer hos barn, men leukemifallen ar till
antalet hdgst hos vuxna, och prognosen forsimras med sti-
gande ilder. De flesta barn med ALL kan behandlas med hor-
monterapi, cytostatika och stamcellstransplantation, men
cirka 15-20 procent svarar diligt pd dessa ospecifika behand-
lingar och far aterfall dir behandlingsalternativen r begrin-
sade, nagot som i sin tur leder till en hégre dédlighet.

Aven hos de barn som 6verlever sin leukemi kan de nuva-
rande standardbehandlingarna leda till livslinga och svara bi-
verkningar for de barn som éverlever sin leukemi. Det finns
dirfor ete behov av nya terapeutiska biomarkérer och individ-
anpassade likemedel som dels kan minska de svara livslinga
biverkningarna, dels kan hjilpa de patienter som inte svarar
pa behandling. Det dr ocksa angelidget med alternativ for pa-
tienter som utvecklar resistens och far aterfall efter en initialt

lyckad behandling.

ALL ir en heterogen sjukdom dir man traditionellt har
anvint sig av studier pA DNA och RNA for att utforska de
genetiska forandringar och de biologiska processer som driver
sjukdomen. Detta har haft en betydande roll f6r klassificering
av sjukdomen och f6r att anpassa behandlingen f6r bista moj-
liga utfall, men har tyvirr inte lett till fler individanpassade
och riktade behandlingsalternativ. Ett undantagsfall ar pa-
tienter med den si kallade Philadelphiakromosomen (Ph+)
som gynnas av behandling med specifika tyrosinkinashim-
mare som blockerar genprodukten BCR-ABLLI.

BEHANDLINGAR SAKNAS
Aven om forstielsen av de grundliggande biologiska proces-
serna hos leukemier har 6kat markant med hjilp av sekvense-
ringsstudier av DNA och RNA, finns det alldeles for f3 indi-
vidanpassade och malinriktade behandlingar — och nya till-
vigagangssitt behdvs for att nd mélen.

En bidragande orsak till bristen pd individanpassade och
malinriktade behandlingsalternativ ir att genetiska studier
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Oversiktsbild av pdgéende multi-omik-studier inom barnleukemier (A). Samband mellan nivderna pé proteiner som &r medlemmar inom redan
kdnda komplex visar béttre statistisk signifikans pa proteinniva an pa RNA-niva (B). Graf som visar battre positivet samband mellan lakemedels-
kansligheten for Tacrolimus och FKBP10 (r6tt) an det redan kdnda malproteinet FKBP1A (gron) (C). Lakemedelskansligheten av hogrisk subtypen
MEF2D-HNRNPUL1 mot bryostatin-1 (D). Smaltkurvor fér TMPO pa proteinniva (svart) samt uppdelat pa dess proteoformer, TMPO_1 (rott) och
TMPO_2 (blatt) (E). Smaltkurvor for proteoform DNTT_1 som i stora drag delar upp cellinjerna i pre-B och pro-B celler (F). Samband mellan léke-
medelskanslighet for Imatinib i olika cellinjer baserad pa smaéltkurvorna for proteoform CRKL_1 (G) samt proteinniva (H).

undersoker genotyp och inte faktisk fenotyp. Denna aterges
bittre genom studier pa proteinnivé, da proteiner ir de slut-
liga verkstillande komponenterna i cellen. Studier pa protein-
nivd (proteomik) har dirfor i kombination med DNA- och
RNA-sekvensering stor potential att dels 6ka kunskapen
kring de bakomliggande molekylira mekanismer som leder
till cancer, dels att bittre forstd likemedlens verkningsmeka-
nism, da proteiner dven utgor maltavlor for en majoritet av
dagens likemedel.

I en inledande multi-omik-studie kombinerade vi masspek-
trometri-baserad kvantitativ proteomik med RNA-sekvense-
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ring och likemedelscreening for att omdefiniera biologin av
ALL och for att hitta nya precisionsbehandlingar (FO-
RALL)". I studien samlade vi ett femtiotal ALL-cellinjer med
olika vildefinierade ALL-subtyper och studerade deras geno-
typ (genfusioner och RNA-nivier) samt fenotyp (proteinni-
vaer) och hur de svarar pa 528 olika cancerlikemedel. I denna
multi-omik-studie kunde vi visa att proteiner bittre beskriver
de signalvigar som karaktiriserar leukemier. Vi visade dven
pa tidigare okinda proteiner som kan forklara verkningsme-
kanismerna hos vissa specifika likemedel.

Slutligen identifierade vi en dverraskande och specifik
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kinslighet hos en subgrupp av ALL-cellinjer med MEF2D-
genfusioncr mot bryostatin—l. Bryostatin-1 dren naturligt fo-
rekommande substans som finns hos marina mossdjur och
som har visat sigkunna modulera proteinkinas C (PKC) och
dess aktivitet.

Vi kunde visa att bryostatin-1 aktiverade PKC-proteinfa-
miljen som i sin tur aktiverade en sjilvmordsmekanism som
ir inaktiverad i dessa omogna celler med MEF2D-genfusio-
ner. Genom att kunna ateraktivera denna mekanism ges moj-
lighet till precisionsbehandling for patienter med MEF2D-
genfusioner, vilka tillhér en hogriskgrupp.

Vi har gjort vir data littillginglig genom att samla den i
ett interaktivt webbaserat verktyg (www.proteomics.se/forall)
dir andra forskare kan utforska protein, RNA-nivier och li-
kemedelssvar hos dessa celler och forhoppningsvis gora nya
intressanta fynd.

SVART HITTA LEDTRADAR

Kvantitativ mitning av RNA- och proteinnivaer ir ett effek-
tivt och etablerat tillvigagingssitt for att undersoka de for-
dndringar i cellulira signalvigar som leder till exempelvis leu-
kemier. Dock kan det vara svirt att baserat pa enbart dessa
metoder hitta de ledtradar som krivs, dd upp- och nedregle-
ring av proteinnivéer inte ir den enda orsaken till avvikande
cell-signalering.

Komplexiteten av proteomet beror forutom pa den gene-
tiska informationen och den stora variationen diri, dven pa
annat som exempelvis proteinmodifieringar, tids- och viv-
nadsspecifike uttryck, (likemedels- eller molekylbindning).
Proteiner finns till foljd av detta i manga olika varianter eller
former samtidig, vilket bidrar till komplexiteten i tolkning-
arna och slutsatserna.

Proteinformerna som bildas har unika egenskaper, vilket
oppnar méjligheten till en bredare utveckling av anpassnings-
bara proteinfunktioner, och kan vara en bidragande faktor till
resistensutveckling i till exempel cancerceller. Att studera pro-
teinformer och deras funktioner ir dirfor av stort intresse for
att bittre forstd sjukdomsprocesser, men det ir dven en tek-
niskt utmanande uppgift att urskilja proteinformerna, och att
veta vilka skillnader man ska leta efter.

Cellular Thermal Shift Assay (CETSA) ir en banbrytande
teknik ursprungligen utvecklad for att ta reda pa om et like-
medel nér sitt mél inne i cancercellerna, och grundas pé att
smilttemperaturen for enskilda protein paverkas da de binder
till ett likemedel®. Genom att studera forindringar i smile-
temperatur hos enskilda proteiner ir det méjligt ate direke
mita omfattningen av likemedelsbindning. Genom att kom-
binera CETSA med masspektrometri (MS), sa kallad termisk
proteomik, vidareutvecklades tekniken ytterligare vilket
innebir att vi nu kan analysera och folja smilttemperaturen
av hela proteomet i cellerna’. Termisk proteomik har dirfér
stor potential att uppticka nya alternativa biomarkorer — for
cancerutveckling, likemedelseffektivitet, biverkningar och
mekanismer som leder till resistensutveckling. I de fall dir
proteinnivaer inte kan anvindas for identifiering av biomar-
korer kan férindringar i smilttemperaturen hos proteinerna
i stillet fungera som en biomarkor.
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Vi har i den aktuella studien vidareutvecklat termisk pro-
teomik for att littare kunna identifiera funktionella protein-
former*. Vi undersékte termostabiliteten hos proteiner med
termisk proteomik, och baserat pa smaltkurvornas utseende
identifierades med hjilp av grafteori fall dir olika peptidpo-
pulationer frén ett och samma protein skiljde sig at. Pa sa site
sorterades proteiner i sina samexisterande proteinformer. Pa
detta sitt kunde vi genom att applicera metoden identifiera
om proteinet forekom i flera fysiska former (proteinformer)
genom att anvinda deras smilttemperatur, men oberoende av
deras kvantiteter.

Vi tillimpade metoden pd ALL-cellinjer for act identifiera
proteinformer associerade med sjukdomsbiologi och likeme-
delssvar, med syfte att i forlingningen anvinda denna kun-
skap inom precisionsmedicin fér att hitta fler riktade behand-
lingsalternativ.

FLER BEHANDLINGSALTERNATIV

I studien sdg vi att proteoform-proteoform-interaktioner fran
olika proteiner som MDM2-p53 och CXXC1-SETDI1A hade
samma smilttemperatur i specifika cellinjer och visade dkad
kinslighet for specifika likemedel, s som nutlin respektive
azacitidine. Vi undersékte dven proteinformernas koppling
till likemedelskanslighet frin 378 olika cancerlikemedel, och
kunde dir visa att olika proteinformer av ett givet protein
korrelerade olika gillande likemedelskinslighet. D4 samma
association inte kunde pavisas genom att enbart kontrollera
proteinernas nivaer stirktes idén att smilttemperaturen hos
proteinformer i vissa fall kan utgdra en bittre killa till infor-
mation for att identifiera biomarkérer fér precisionsbehand-
lingar.

Sammanfattningsvis utgor denna metod ett kraftfullt och
unike verkeyg som i férlingningen kan leda till viktiga fram-
steg inom precisionsmedicin och bana vig for effektivare be-
handlingar.

Nista stegi detta dr att validera ett urval av vara fynd i mer
kliniskt relevanta modeller for att stirka hypoteserna och for
att kunna ta ett steg nirmare kliniken med vara precisions-
medicin-kandidater.

REFERENSER
1. Leo IR, et al. Integrative multi-omics and drug response profiling
of childhood acute lymphoblastic leukemia cell lines. Nat Commun
13,1691 (2022).

2. Martinez Molina D, et al. Monitoring drug target engagement in
cells and tissues using the cellular thermal shift assay. Science 341,
84-87 (2013).

3. Savitski MM, et al. Tracking cancer drugs in living cells by thermal
profiling of the proteome. Science 346, 1255784 (2014).

4 Kurzawa N, et al. Deep thermal profiling for detection of functio-
nal proteoform groups. Nat Chem Biol, (2023).

ROZBEH JAFARI, SENIORFORSKARE VID INSTITUTIONEN
FOR ONKOLOGI-PATOLOGI, KAROLINSKA INSTITUTET,
ROZBEH.JAFARI@KI.SE



