eee blodcancer

Ny studie ger hopp om att forutspa
aterfall av blodcancer efter en
stamcellstransplantation tidigare

Forskare vid Karolinska Institutet har i en ny studie visat att det gar att férutspa aterfall

av blodcancer efter en stamcellstransplantation tidigare genom att séka efter mutationer i
framrenade stamceller. I dagsldget anvidnds oftast ofraktionerad benmaérg, som dr en bland-
ning celltyper, for att analysera férekomsten av sjukdomsorsakande mutationer, men den
nya studien visar att kdnsligheten i metoden kan férbéttras ndstan 100-faldigt genom att
rena fram stamcellerna och istdllet analysera dessa fér mutationerna. Studien publicerades
islutet av 2023 i tidskriften Blood och har beskriver doktoranden Madeleine Lehander,

som dr en av medforfattarna till artikeln, studien mer i detalj.
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yelodysplastiskt syndrom

(MDS) ir ett samlingsnamn

for olika blodcancrar som kin-
netecknas av cytopenier och dysplasi i
benmairgen. Sjukdomarna kan i manga
fall hirledas till muterade hematopoie-
tiska stamceller'. Behandling mot MDS
inkluderar symtomlindrande stimule-
ringav frisk blodbildning och blodtrans-
fusioner men den enda botande behand-
lingen 4r i dagsliget en stamcellstrans-
plantation fran en frisk donator. Tyvirr
drabbas omkring 30% av transplanterade
patienter av dterfall, inte sillan med en
aggressivare sjukdom, till exempel akut
sk leukemi (AML). Det ir dirfor
viktige att hitta metoder som kan férut-

myel

sp ett framtida aterfall, eller mojliggora
tidigare upptickt av dterfallet, s3 att fo-
rebyggande behandling kan sittas in.

ATERFALL EFTER TRANSPLANTATION AR
DET STORSTA HOTET FOR PATIENTEN

Nir patienter far aterfall av MDS efter
transplantation dr det oftast de ur-
sprungliga sjukdomsorsakande mutatio-
nerna som patienterna hade redan innan
transplantationen som dr involverade i
sjukdomsférloppet?. Dirfér har det £6-
reslagits att dterfall kan upptickas tidi-
gare om man riktar analysen mot just
dessa mutationer. I en nyligen publicerad

studie har benmirgsprover (ofraktione-

rad benmirg) analyserats och resultaten

Tyvarr drabbas
omkring 30% av

transplanterade patienter
av aterfall, inte sallan med
en aggressivare sjukdom,

till exempel akut myeloisk
leukemi (AML).

har visat att metoden ir lovande men att
den kliniska nyttan kan ifragasittas ef-
tersom runt 20-30 % av proverna var
falske positiva och negativa gillande kor-
relation mellan positivt utfall f6r muta-
tioner och aterfall’. Var hypotes var att
kinsligheten kunde forbittras genom att
rena fram stamcellerna ur benmirgspro-
vet och genomfdra analysen for sjuk-
domsorsakande mutationer pi dem, ef-
tersom det ir i dessa celler som mutatio-
nerna uppstar.

RIKTAD ANALYS AV STAMCELLER FORBATT-
RAR KANSLIGHETEN AV METODEN

Vi genomférde en retrospektiv studie
och analyserade totalt 29 patienter med

onkologi i sverige nr 2 - 24 53




eee blodcancer

Fore allo-HSCT Efter allo-HSCT Aterfall

Tid efter allo-HSCT i komplett remission

% \ g

LJ benmarg (MNCs)
|

o T

MRD neg MRD neg MRD pos MRD pos

Icke-muterade
Muterade
bemacaly Stam- och progenitorceller framrenade genom flédescytometri
MRD pos MRD pos MRD pos MRD pos
Patienter som fick aterfall efter transplantation E Patienter som inte fick aterfall efter transplantation
Mutation-based analysis
B P=0.00501 C P=5.96 x 10°
30+ Pal 17 | TUTHIET °
3 §_ 1000 Q
52 21 Pjbs i
29 o 8 Pat 18 | I 1 o
33 o §§ 100 ¥
; ° ¥ orto 1 {14
é% 154 = =8 ™ Pat 19 | °
ol o 3 3§ ! (e
104 2 Pal 20 s
3 : -i‘ €T 10
=5 54 ] A1 RUSE]
g g & Pat21 | ] °
0 4 t 1 {o—— L |
MNC HSPC MNC HSPC Pat22 | bt o
D patas ({11112 s
Pat 1 [ 1 L b :
. Pat 24 |‘ Bl °
Pat2 [ i |l s } Pat 25 |‘ ! 0l ©
Pat7 [ | HRS t 14 Pat25 |_ 1.0 i
Pat 27 |f L | °
Pat4 I 1t b Il Tl
e Pat 28 | DL AR DE L e
Pats | i 1|13 Pat 29 l i o o
—t codRIR8Y2I280RIe8E
e | £+ 14 Months (starting from Allo-HSCT)

¥ MNCMRD+ — MNCMRD- o | eepission

o L w & N @ - - L] o«
— 7 & B 8 | HSPC MRD#+ — HSPC MRD-

- - N N o~
Months (starting from Allo-HSCT)
+ MNC MRD+ MNC MRD- =+ MNC MRD+ to Relapse
+ HSPC MRD+ — HSPC MRD- —= HSPC MRD+ to Relapse

Tidigare upptackt av aterfall efter stamcellstransplantation &r méjlig om stam- och progenitorceller renas fram och anvénds for
riktig analys av sjukdomsorsakande mutationer. (a) Grafisk sammanfattning av studien dar benmargsprover fran MDS patienter samlades

in innan och efter transplantation (allo-HSCT) bade i remission och vid bekréftat aterfall. Alla prover analyserades for férekomsten av sjukdomsorsa-
kande mutationer i bade ofraktionerad benmérg och framrenade stam- och progenitorceller. MRD; measurable residual disease (pavisbar sjukdom),
pos; positiv, neg; negativ. Skapad via BioRender.com. (b) Antal manader tidigare &@n klinisk diagnos av aterfall som mutationspositiva celler kunde
upptdckas i benmadrgen i analys av ofraktionerad benmarg (MNC) och stam- och progenitorceller (HSPC). Prover fran enskilda patienter ar samman-
kopplade med streckad linje. () Foréndring av metodkansligheten vid analys av stam- och progenitorceller (HSPC) i jamforelse med ofraktionerad
benmarg (MNC). (d) Summering av mutationsanalys i ofraktionerad benméarg (MNC) och stam- och progenitorceller (HSPC) éver tid av patienter
med MDS som fick dterfall efter transplantation. Pilhuvudet indikerar tidpunkten for dterfall och pilskaftets langd indikerar antal manader innan
terfallet som de analyserade proverna var mutationspositiva med var metod. (e) Summering av mutationsanalys i ofraktionerad benmarg (MNC)
och stam- och progenitorceller (HSPC) ver tid av patienter med MDS som inte fick aterfall efter transplantation. Diamanten indikerar senaste tid-
punkten fér analys da patienten fortfarande var i komplett remission. All data och figurer & modifierade fran Dimitriou et al, Blood, 2023 https:/doi.
0rg/10.1182/blood.2023022851.
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en MDS-diagnos som genomgatt en
stamcellstransplantation. 16 av de 29 pa-
tienterna hade fitt aterfall efter trans-
plantationen, medan resterande 13 var i
sd kallad komplett remission och inte vi-
sade tecken pé aterfall mer dn sex &r efter
transplantation, da risken for dterfall dr
lag. Vi renade fram stamceller genom
flddescytometri fran benmirgsprover
som samlats in kontinuerligt efter trans-
plantationen (Figur 1a). Viidentifierade
sjukdomsorsakande mutationer i patien-
terna innan transplantationen och an-
vinde sedan dessa mutationer som mal-
tavlor for riktad molekylir analys i stam-
cellerna efter transplantationen. I fem-
ton av de sexton patienter som fick ater-
fall kunde vi identifiera de sjukdomsor-
sakande mutationerna i stamceller nir
patienterna fortfarande var i klinisk re-
mission. Detta dr en férbattring i jamfo-
relse med att analysera ofraktionerad
benmirg, dir vi endast kunde identifiera
mutationerna i nio av sexton patienter
dock alltid med mycket hogre kinslighet
i stamcellerna. Vira resultat visar att
kinsligheten i metoden forbittras
97-faldigt genom att rena fram stamcel-
lerna och att dterfall kan férutspas i snitt
tio manader innan klinisk manifestation

(Figur 1b-d).

MUTATIONSNEGATIVA STAMCELLER | PA-
TIENTER SOM INTE ATERFALLER.

Vi analyserade sedan benmirg fran de
tretton patienter som aldrig fick dcerfall
och som var i komplett remission i minst
66 manader efter transplantationen. I
endast en av dessa patienter kunde vi vid
nigon tidpunke efter transplantationen
identifiera mutationerna i stamcellerna
och detta var i det prov som togs tidigast
efter transplantationen (tre manader ef-
ter). L alla efterfoljande prover (19 och 37
manader efter transplantationen) kunde
de muterade cellerna inte lingre detek-
teras. Trots att vi analyserade prover in-
samlade vid tva till fyra tidpunkter efter
transplantationen frin samtliga patien-
ter i komplett remission kunde vi inte
hitta tecken till nagra muterade celler
(Figur 1e), vilket stir i kontrast till resul-
tatet frin patienterna som senare fick
dterfall. Detta stirker slutsatsen om att
molekylir analys av framrenade stamcel-
ler f6r sjukdomsorsakande mutationer ir
en metod som har prediktivt virde for
potentiellt dterfall.

JAMFORELSE MED ANDRA KLINISKT RELE-
VANTA METODER

Till sist jimférde vi var metod med an-
dra tillgingliga metoder for att uppticka
iterfall. En av dessa metoder innebir att
man i stillet for att soka efter sjukdoms-
orsakande mutationer, soker efter pa-
tient-unika forindringar, s kallade en-
baspolymorfier (SNPs), som kan skilja
patientcellerna fran donatorcellerna.
Vir analys av SNPs visade att de prover
som var positiva for mutationer var ock-
s positiva for SNPs. Dock var manga
mutationsnegativa prover samtidigt po-
sitiva fér SNPs, bade frin patienter som
fick aterfall men ocks3 patienter som var
i komplett remission. Detta tyder pa att
SNPs-analysen identifierar friska kvar-
varande celler frin patienten, vilket inte
bor riknas som aterfall.

En annan vanlig metod ir fenotypisk
analys genom flodescytometri. Detta dr
en anvindbar metod for AML dir feno-
typen av benmirgen ofta ir annorlunda
ijimforelse med en frisk person. MDS ir
dock en mindre aggressiv sjukdom och
fenotypen av cellerna gir ofta inte att ut-
skilja frdn en frisk person. Vi jimférde
uttrycket av cancer-relevanta antigen pa
benmirgscellernas yta mellan friska do-
natorer och MDS patienter innan och
efter stamcellstransplantationen i kom-
plett remission. Vi sagingen skillnad i ut-
trycket av dessa antigen mellan friska do-
natorer och de fyra MDS patienter vi
analyserade vare sig innan eller efter
transplantationen, vilket visar att den
flodescytometri som finns tillginglig
idag inte ar heltickande eller kinslig nog
for alla patienter med MDS i jaimférelse
med vir metod. Detta forsvéras iven med
att cellerna i benmirgen kan dndra feno-
typ under dterhimtning fran cellgiftsbe-
handling eller transplantation.

Sammanfattningsvis visar vi i denna
studie att anvindandet av screening for
mutationer i stamceller dr en mycket
kinslig och specifik metod for detektion
av kvarvarande MDS celler efter trans-
plantation, nigot som kan visa sig ha stor
betydelse for upptickten av aterfall. Vi
visar att kinsligheten av en molekylir
analys forbattras signifikant om den rik-
tas specifikt mot stamcellerna som ir dri-

vande i sjukdomsbilden. Studien illustre-
rar ocksi vikten av att fokusera framtida
forskning och behandlingar mot just
dessa celler.

MER OMFATTANDE STUDIER BEHOVER FOL-
JA UPP RESULTATET

Var studie dr en viktig proof of concept’
studie, dir vi visar att framrening av
stamcellerna vid uppféljande analys efter
en stamcellstransplantation av patienter
med MDS kan nistan 100-faldigt for-
bittra kansligheten i nuvarande metoder
for att tidigare uppticka potentiella ater-
fall. Vir studie dr dock utférd pa en re-
lativt liten och heterogen patientgrupp
(29 patienter totalt) och den utférdes re-
trospektivt dir det kliniska utfallet re-
dan var kint. Det krivs dirfor storre och
mer omfattande studier for att klargdra
den kliniska relevansen fér patienter. En
betydande begrinsning med denna typ
av analys i dag ir att flera studier har vi-
sat pa att en del av de patienter som har
kvarvarande muterade MDS celler efter
transplantation inte senare iterfaller i
sjukdomen. Det kvarstar dirfér mer ar-
bete for att ta fram en metod som innu
sikrare kan forutspa risken fér en pa-
tient med kvarvarande muterade celler
att fi ett aterfall. Att rena fram stamcel-
ler genom flddescytometri dr i dagsliget
inte kliniskt implementerat och meto-
den ar bide resurs- och kompetenskra-
vande. Magnus Tobiasson, en av medfor-
fattarna till studien, leder just nu en kli-
nisk interventionsstudie dir en forenk-
lad version av metoden anvinds.
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