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”Det vetenskapliga
underlaget dr idag
tillvéickligt stort for
att sdga att forekomst
av genetisk makro-
och mikrobeterogenitet
forekommer i flertalet
typer av maligna

solida tumorer.”
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Solida hogmaligna tumorer
utvecklar regelmassigt resis-
tens mot malstyrd terapi.
Att hitta orsaken till denna
resistens bor prioriteras lika
hogt som att soka nya mal-
styrda behandlingar. Kan
tumorcellsheterogenitet
vara den malstyrda behand-
lingens akilleshal? David
Gisselsson, Universitets-
lektor i molekylar patologi,
Lunds Universitet Specialist-
lakare, Klinisk Patologi,
Region Skane, resonerar
nedan om saken.

Modern

ndividualiserad terapi och malstyrd
I behandling har blivit ledord i modern

onkologi. Parallellt har dessa uttryck
blivit nyckelbegrepp inom cancerforsk-
ning och det dr idag svart att hitta ndgot
storre projekt inom cancerbiologi som
inte syftar till att i slutindan hitta ett
nytt behandlingsmal, i regel en molekyl
som likemedel kan riktas mot. Men,
principiellt sett, hur lovande dr egentli-
gen den nya mélstyrda behandling som

byter plats med varandra), vilket leder
till oreglerad aktivitet av tyrosinkinaset
ABL. Imatinib himmar selektivt detta
kinas. Framgdngen med imatinib stdr
sig innu idag och ldngtidsoverlevnad for
KML-patienter under imatinibbehand-
ling ligger enligt vissa studier vil 6ver
80%.!

Sjilvklart vicktes hoppet om att lik-
nande, milstyrd behandling skulle kun-
na gora en stor skillnad dven vad giller
vira vanligaste och dodligaste cancerfor-
mer, de maligna solida tumdrerna. Dess-
virre har sd inte blivit fallet. Trots att ett
antal molekylirt mélstyrda likemedel,
frimst monoklonala antikroppar (anti-
kroppar som ursprungligen kommer
frdn en och samma cell, en klon) och
smémolekyldra tyrosinkinashimmare,

malstyrd terapi -

fran hopp till besvikelse

ménga av oss vurmar for? Ar den inslag-
na vigen en siker riktning mot forbite-
rad verlevnad for cancerpatienter?

Den nuvarande trenden med mal-
styrd terapi fick sitt tydligaste genom-
slag for mer dn 15 dr sedan nir tyrosin-
kinashimmaren imatinib visade sig vara
en effektiv behandling mot kronisk my-
eloisk leukemi (KML). Denna sjukdom
karakteriseras av en specifik kromosom-
translokation (delar av kromosomer som

finns att tillgd mot frimst lungcancer,
koloncancer och melanom. Forvisso har
upprepade studier visat signifikant ef-
fekt pa 6verlevnadstid, i regel i storleks-
ordningen ndgra manader till ett par dr.”
Men till skillnad frin vid KML uppnds
ytterst sdllan en varaktig effekt under
lingre tid. I stillet utvecklar regelmis-
sigt solida hdgmaligna tumdrer resistens
mot mdlstyrd terapi som gor behand-
lingen effektlss.
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VIKTIGT FORSTA BAKGRUNDEN TILL
RESISTENS MOT MALSTYRD TERAPI
Att forstd bakgrunden till denna resis-
tens mdste prioriteras lika hdgt som att
finna nya malstyrda terapier. Forst nir vi
kan tackla detta problem i grunden kan
den mailstyrda behandlingen bli att pa-
radigmskifte for cancervard i stort.

Vad ir det dd som gor att tyrosinki-
nashimmare fungerar s mycket simre
vid flertalet maligna solida tumérer 4n
vid KML? En avgérande skillnad dem
emellan ir att de neoplastiska cellerna
vid KML (kronisk fas) dr timligen ho-
mogena, med rearrangemang av ABLI-
genen som gemensam ndmnare. I kon-
trast till detta forekommer i regel en sla-
ende stor heterogenitet mellan de cancer-
celler som bygger upp en hgmalign so-
lid cumor.

Att morfologisk heterogenitet (pleo-
morfism) dr ett signum for cancer har
varit kiint inda sedan begreppet neopla-
si myntades av Rudolf Virchow for mer
in 150 4r sedan. Men det ir forst med de
senaste molekylirgenetiska metoderna,
sdsom next generation sequencing
(NGS), som vi nu kan borja férstd vad
tumorcellsheterogenitet egentligen inne-
bir ur ett cellbiologiskt sdvil som ur ett
kliniskt onkologiskt perspektiv.

RESISTENSUTVECKLING | LJUSET AV
TUMORCELLSHETEROGENITET
Optimal effekt av mdlstyrd behandling
pé en enskild tumér bygger i teorin pd
att minst tvd forutsiteningar dr uppfyll-

da:

- Det stora flertalet, helst alla, cancer-
celler uttrycker malmolekylen i aktiv
form. Exempel frin klinisk rutin dr pa-
visande av EGFR-mutationer i lungcan-
cer, dir ett positivt fynd (pavisad muta-
tion) utgor indikation f6r behandling
med EGFR-himmare. Finns det inte en
aktiverande mutation i det stora flertalet
tumorceller gor behandlingen ingen
nytta.

- Malmolekylens aktivitet @r en forut-
sattning for cancercellernas fortsatta
tillvaxt. Detta kan exemplifieras med
mutationer av R AS-generna i kolorektal-
cancer dir fynd av aktiverande mutation
kontraindicerar behandling med EGFR-
blockerare. Tumorer dir flertalet ne-
oplastiska celler bir sidana mutationer
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HETEROGEN TUMORSCELLSPOPULATION MED DELVIS SKILDA CELL-
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Figur 1. En genetiskt heterogen tumércellspopulation ar uppbyggd av flera, klonalt beslaktade
men dnda genetiskt delvis skilda cellpopulationer. Genetiskt heterogena cellpopulationer kan
sluta att svara pa riktad behandling om en viss subklon (réda cirklar) antingen saknar malmole-
kylen och/eller & oberoende av den for sin tillvaxt. Behandlingen innebdr i sé fall klonal selektion
for resistenta celler som Over tid tar dver tumorparenkymet och kan spridas vidare i patienten.

svarar inte markant pd riktad behand-
ling eftersom tillvixten dr oberoende av
EGFR-stimulering.

Dagens molekylira patologi syftar till
stor del till att utvirdera dessa tva forut-
sittningar i olika tumérformer. De algo-
ritmer som anvinds och exemplifieras
ovan ir logiska utifrdn det vetenskapliga
underlag vi har idag. Samtidigt bygger
hela forfarandet pé tvé outforskade pre-
misser, nimligen' att den pavisade mu-
tationen finns i alla tumérceller samt
att’ inga ytterligare mutationer finns i
ndgra cancerceller som gor den signalvig
som angrips oéverflodig. Om inte dessa
kriterier dr uppfyllda ir resistensutveck-
ling over tid en 6verhidngande risk (Figur
1). Det finns idag ingen klinisk analys
som kan garantera att dessa premisser ir
uppfyllda hos varje patient.

Samtidigt anhopas just nu vetenskap-
liga studier som visar pd en omfattande
genetisk heterogenitet mellan tumércel-

ler i flertalet cancerformer. Man mdste
déd stilla sig frigan om premisserna
verkligen giller. Ar det regel eller un-
dantag att alla tumérceller bir det mo-
lekyldra mél som en behandling riktas
mot? Ar aktivitet av malmolekylen verk-
ligen en forutsittning for alla tumdorcel-
lers tillvixt? Kanske kan tumércellshe-
terogenitet vara en del av forklaringen
till att mélstyrd terapi idag har s kort-
varig effekt pd solida maligna tumérer.

TUMORCELLSHETEROGENITET - HUR
STORT AR PROBLEMET?
Firska studier visar tydligt att tumor-
cellsheterogenitet kan ha betydelse for
kliniskt behandlingssvar. Detta giller
inte bara de vanliga cancerformerna hos
vuxna utan dven solida tumdrer hos
barn. Problemet har kartlagts i tva stor-
re studier publicerade under viren 2015.
McGranahan och medarbetare under-
sokte data frin DNA-sekvensering frdn
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2694 tumorer fordelade dver nio vanliga
cancertyper hos vuxna.’ Syftet var att ta
reda pd hur ofta de sd kallade “driver”-
mutationer, som den malstyrda behand-
lingen oftast riktas mot, dr subklonala,
det vill siga forekom endast i en del-
mingd av cancercellerna i varje tumor.
Man fann hirvid att flertalet sddana mu-
tationer kunde vara subklonala i en an-
del av patienterna, vilket skulle forsam-
ra utsikterna for mélstyrd behandling.
Mutationerna inkluderade kinda be-
handlingsmdl som muterad EGFR i
lungcancer och BRAF i melanom. Emel-
lertid kunde man endast pévisa sddan
subklonalitet av malmutationer i ndgra
procent av alla de undersokta tumorer-
na. Samtidigt anvinde sig denna studie
av extremt hdrda grinsvirden for att
inte 6verskatta subklonalitet och samt-
liga analyser gjordes pa publik, retro-
spektiv data. Mojlighet att gd in i vidare
detalj i enskilda fall saknades. Exempel-
vis gjorde man inga analyser av multip-
la prover frin samma patients tumorcel-
ler. Inte heller studerades stérre kromo-
somforindringar utan endast sek-
vensmutationer.

Den andra nyligen publicerade stu-
dien som brett syftade till att katalogi-
sera tumorcellsheterogenitet inriktades
pa maligna tumoérer hos barn. Dessa har
i regel betydligt firre mutationer dn tu-
morer hos vuxna och har dirfor betrak-
tats som mer genetiskt stabila. Studien
av Holmquist Mengelbier och Karlsson
kartlade tvi olika typer av genetisk he-
terogenitet i barntumérer (Figur 2).*Dels
makrovariation, genetiska skillnader
mellan cumérbiopsier tagna pa olika lo-
kaler och/eller vid olika tidpunkter, hos
en och samma patient. Dels mikrovaria-
tion, vilket motsvarar genetisk variation
inom en och samma biopsi. Mikrovaria-
tion dr dirmed ekvivalent med den typ
av subklonalitet som undersiktes av
McGranahan. Nigot forvdnande pavisa-
de studien att makrovariation var all-
miint forekommande efter att barntumo-
rer utsatts for cellgiftsbehandling. Den
pévisade variationen utgjordes frimst av
skillnader i kopietalet for hela kromoso-
mer eller storre kromosomsegment och
patriffades savil nir olika delar av sam-
ma tumor jimfordes som ndr primircu-
mor jimfordes med fjirrmetastas eller
lokalrecidiv. Slutligen efterscktes mikro-
variation i en konsekutiv serie av Wilms
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"Att kartligga feno-
menet biittre dr nod-
vindigt for att vi
skall finna hallbara
strategier mot resis-
tensutveckling vid
malstyrd bebandling

av maligna tumdorer.”

tumdr, den vanligaste njurtuméren hos
barn. Mikrovariation vad giller storre
kromosomsegment patriffades i knappt
hilften av fallen (20/44) och visade sig
vara en oberoende prediktiv faktor for
aterfall och dod efter cellgiftsbehandling.
Barn vars tumdrer inte hade ndgon mit-
bar genetisk variation hade en utmirke
prognos efter cellgiftsbehandling.

Sdlunda forefaller cumorcellsheteroge-
nitet vara ett tdimligen vanligt fenomen
som kan ha implikationer badde for mal-
styrd behandling och for prognos i vissa
cancerformer.

PREDIKTIV TESTNING | LJUSET AV
TUMORCELLSHETEROGENITET
For att forstd hur vi skall hantera feno-
menet tumdrcellsheterogenitet i praktisk
molekylir patologi och onkologi krivs
riktade studier av just de gener som idag
testas kliniskt for prediktion av behand-
lingseffekt. Sddana studier dr timligen {4
och motsiger delvis varandra.

En av de idldsta prediktiva gentesterna
ir mitning av antalet kopior av HER 2-
genen i brostcancer. Starkt okat antal ko-
pior (amplifiering) av genen indikerar dir
behandling med trastuzumab. Trots att
savil gentest som likemedel funnits i
maénga 4r, ir ganska litet kint om i vil-
ken utstrickning HER2-amplifiering
kan variera inom en brostcancer. Enligt
vissa studier uppvisar upp till 40% av
brostcancerfall olika subkloner som har
ett sinsemellan annorlunda ménster i ko-
pietalet av HER 2-genen.” Heterogenitet
med avseende pa HER2-amplifiering
inom en tumdr har ocksd associerats med
simre svar pd trastuzumab.® HER 2-sta-
tus kan ocksd skilja sig mellan primir-
tumor och lymfkortelmetastaser, varfor
HER2-viirdering av metastaser bor over-

OLIKA TYPER AV GENETISK HETEROGENITET | SOLIDA TUMORER.

makrovariation
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Figur 2. Makrovariation innebar skillnader detekterade mellan tumdorbiopsier som skiljs &t anato-
miskt och/eller tidsmdssigt, exempelvis mellan olika delar (P1 och P2) av en primartumor (P) eller
mellan priméartumor och metastas (M). Mikrovariation innebér att flera genetiskt skilda subkloner
kan pdvisas i en enda tumaorbiopsi. Om detta i sig innebdr att subklonerna ligger i histologiskt
skilda omraden eller om dess celler blandas med varandra &r for det mesta oklart av metodolo-

giska skal.
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vigas for patienter med spridd sjukdom
och HER2-negativ primdrtumor.’

I ventrikelcancer forefaller heterogeni-
tet i HER2-status inom primdrtumorer
vara dn mer utbredd och enligt, i alla fall
en studie, foreligga i en majoritet av fal-
len.® Data fran storre studier behover al-
stras for att kliniska riktlinjer for hante-
ring av heterogenitet i HER 2-status skall
kunna skapas pé vetenskaplig grund.

I lungcancer (frimst adenocarcinom)
testas idag foretridesvis for strukturella
rearrangemang av ALK-genen samt for
mutationer i EGFR-genen. Testning sker
idag pd bade histologiskt material (biop-
sier/excisioner) och cytologiska preparat.
Vad giller ALK-rearrangemang utgor
fluorescens in situ hybridisering “golden
standard”-metod, ibland med immuno-
histokemisk detektion av ALK-protei-
nuttryck som screeningmetod och/eller
komplement. Nyligen publicerade data
vad giller ALK-rearrangemang pavisat
med FISH visar pd att det i excisionsma-
terial foreligger en ganska liten variation
i ALK-status for cellerna inom en och
samma tumor.” Emellertid pavisades en
sldende diskrepans mellan ALK-status
pé biopsimaterial och excisioner. Hilften
av de ALK-positiva fallen missades vid
undersokning av biopsier. Cytologiskt
material utvirderades inte. Det skall be-
tonas att endast ett litet antal prover
analyserades (totalt 20 patienter), men
om resultaten kan reproduceras i ett
storre material skulle det innebira att
rutiner for testning av ALK-status kom-
mer att behova dndras radikalt eftersom
biopsimaterial d& ej avspeglar situatio-
nen i majoriteten av tumdrcellerna. Om
resultaten beror pd metodologiska pro-
blem eller pé dkta tcumércellsheterogeni-
tet kan inte i nuliget avgoras.

Att dkta heterogenitet kan foreligga i
ALK-status stirks dock av en fallrapport
av en patient som debuterade med EG-
FR-muterad ALK-negativ lungcancer,
som i ett senare skede av sjukdom blev
ALK-rearrangerad.” En {orindring av
ALK-status over tid har dven visat sig
vara timligen vanligt férekommande
vad giller de mutationer av ALK som ses
i barntuméren neuroblastom. Hir har
man med mycket djup sekvensering re-
trospektivt pavisat smd ALK-muterade
kloner som ej detekterades med vanliga
metoder vid debuten av sjukdomen. S&-
dana kloner kan sedan helt komma att
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dominera tumdrmassan vid dterfall." Att
testa for ALK-status mer dn en ging, for
att folja olika skeden av en tumérsjuk-
dom och &verblicka olika anatomiska lo-
kaler, kan alltsd anses ha ett visst veten-
skapligt underlag. Men hur diskrepant
ALK-status over olika lokaler och tid-
punkter skall hanteras kliniskt dr dn sd
linge oklart.

Aven vad giller EGFR-mutationer
har heterogenitet inom maligna lungtu-
morer pévisats, detta i en frekvens mel-
lan 14% och 27% av patienterna.”” Med
djup sekvenseringsteknik har det nyli-
gen ocksd framkommit ett samband
mellan hdg andel tumérceller med EG-
FR-mutation och behandlingssvar pa ty-
rosinkinashimmare.” I linje med detta
har man funnit ett bittre behandlings-
svar hos lungcancerpatienter med EG-
FR-mutation pdvisad i bdde primirtu-
mér och lymfkortelmetastas, jaimfort
med nidr primdrtumoren varit positiv
men metastas negativ for mutationen."
Aven dessa studier antyder allts3 att det
foreligger dkta tumorcellsheterogenitet
inklusive sdvil makro- som mikrovaria-
tion snarare in metodologiska svagheter
i mutationsanalyserna. Detta stods av
breda sekvenseringsanalyser av lungcan-
cer som pavisat en generellt hog grad av
genetisk tumorcellsheterogenitet i denna
cancerform.”

For de behandlingsprediktiva muta-
tioner i RAS-generna som regelmissigt
undersoks vid spridd kolorektalcancer ir
bilden liknande den fér EGFR i lung-
cancer. De flesta tumérer som ir positiva
for KRAS- eller NR AS-mutation upp-
visar fordndringen i majoriteten av tu-
morcellerna. Men det foreligger indd en
andel patienter med uttalad mikrovaria-
tion, ddr en ldg andel RAS-muterade
celler medfor bittre svar pd anti-EGFR-
behandling.'” Vidare har det pdvisats
makrovariation i form av diskrepans i
KR AS-status mellan olika regioner av
primircumorer hos upp till 50% av fal-
len,” samt mellan primdrtumor och me-
tastas hos upp till ca 30% av patienter-
na.*” Dock varierar siffrorna for andelen
heterogena tumérer starkt mellan stu-
dier, sannolikt beroende bide pd skif-
tande metodik och vivnadskvalitet. Det
dr ldct att genom undermaligt material-
urval skapa en falsk diskrepans mellan
olika tumérlokaler.

Felkillor av denna typ har diskuterats
i mycket hog grad vad giller en annan
mutationsanalys, nimligen den behand-
lingsprediktiva testningen av BRAF-
mutationer vid malignt melanom. Dir
indikerar fynd av aktiverande V600-mu-
tation behandling med den specifika ty-
rosinkinashimmaren vemurafenib. Till
skillnad frin situationen i lung- och ko-
loncancer har det hir ivrigt debatterats i
vilken mdn makro- eller mikro-variation
for BRAF-mutationer 6verhuvudtaget
forekommer.” Flera studier talar for att
makrovariation mellan olika lymfkortel-
metastaser och mellan primdrtumdr och
metastas dr mycket sillsynt (<7% av pa-
tienterna). Variationen ir eventuellt stor-
re (upp till 25%) om man jAmfor pri-
mirtumor med metastaser till hud eller
hjirna.?"* Eventuellt kan dven mikrova-
riation i primidrtumorer foreligga.” Det
finns minimal/obefintlig data om de kli-
niska konsekvenserna av tumorcellshe-
terogenitet for patienter med malignt
melanom.

VAtt forsta bakgrun-
den till denna resis-
tens mdste priorite-
ras lika higt som att
finna nya madlstyrda
tervapier. Forst nér vi
kan tackla detta pro-
blem i grunden kan
den madlstyrda be-
bhandlingen bli att pa-
radigmskifte for can-
cervdrd i stort.”

SAMMANFATTNING

Det vetenskapliga underlaget dr idag
tillrdcklige stort for att siga att fore-
komst av genetisk makro- och mikrohe-
terogenitet forekommer i flertalet typer
av maligna solida tumérer, sdvil hos
barn som hos vuxna. I en andel av fallen
inkluderar denna heterogenitet mutatio-
ner som forutsidger behandlingssvar och/
eller prognos. Emellertid dr fenomenet
allefor litet utforskat for ate vi idag skall



ta stdllning till hur och i vilken ut-
strickning det skall tas hidnsyn till i be-
handlingsprotokoll. Kunskap om gene-
tisk heterogenitet kan dock redan idag
hjdlpa oss att forstd diskrepanser i mu-
tationsstatus i tumorprover frin en och
samma patient. Att kartligga fenomenet
bittre dr nodvindigt for att vi skall fin-
na héllbara strategier mot resistensut-
veckling vid mélstyrd behandling av
maligna tumorer.
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