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GENETISK FORKLARING TILL
TUMORSJUKDOM UPPTACKT

o |

| en ny avhandling har gener med sjukdomsorsakande variationer identifierats.
Genom att vi har hittat den genetiska forklaringen till kolorectal cancer kan vi erbjuda
presymtomatisk testning och familjemedlemmar som ar mutationsbarare ett kontroll-
program. Screening med genpanelen anvands idag inom rutindiagnostiken for denna
patientgrupp och mojliggor en férbattrad diagnostik. Anna Rohlin, doktorand vid
Sahlgrenska akademin, Goteborgs universitet redogor har for avhandlingen.

ar forskning pd avdelningen for klinisk genetik och
Vpatologi vid Sahlgrenska universitetssjukhuset leds av

Margareta Nordling, sjukhusgenetiker och docent. Vi
har ett ndra samarbete med det svenska polyposregistret vid
Karolinska sjukhuset och de cancergenetiska mottagningarna
i landet.

Kolorectal cancer (tjock- och d@ndtarmscancer) ir en av de
vanligaste cancerformerna, med en miljon nya fall i virlden
och ca 4000 nya fall i Sverige varje ar. Det ir ocksd en can-
cerform som till stor del beror pé drftliga faktorer, ca 20-30%.
Personer med drftlig cancer fér i regel sin cancer tidigare och
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l6per storre risk att drabbas av fler in en tumér, dn personer
med sporadisk (icke #rftlig) cancer.

Utifrén ett kliniskt behov, har vi alltsedan gener for drftlig
kolorektal cancer blev kinda, analyserat patienter for fore-
komst av sjukdomsorsakande mutationer. Parallellt bedriver
vi ett forsknings- och utvecklingsarbete i syfte att forbitcra
mojligheterna till diagnos och behandling for dessa patienter.

Det finns ett behov av att bedéma vilka individer som har
okad risk att drabbas av kolorektal cancer och att uppticka
sjukdomen i ett tidigt skede. D& cancer till stora delar dr en
sjukdom orsakad av genetiska forindringar finns det idag




”’Genom att vi har hittat den
genetiska forklaringen till
tumorsjukdomen kan vi er-
bjuda presymtomatisk test-
ning och ett kontrollpro-
gram for familjemedlemmar
som ar mutationsbarare.”

okade mojligheter att erbjuda personbaserad vard som utgar
frdn genetisk analys.

Kartliggningen av den minskliga arvsmassan ledde till en
stark utveckling avseende metoder och tekniker for dessa dn-
damadl. Vi kan idag, i storre utstrickning, erbjuda kinsligare
och snabbare genetiska analyser i syfte att forbittra behand-
lingen for varje patient. Identifierade nya gener kan éven an-

vindas som prognostiska markérer. Var forskning dr nira

knuten till det arbete som utfors kliniskt inom cancergeneti-
ken pd avdelningen och uppsittningen av nya metoder och
identifiering av gener inom forskningen kan snabbt borja an-
vindas inom rutindiagnostiken.

SYFTET AR ATT HITTA NYA MUTATIONER

Avhandlingen bestér av sex delar och har syftat till att iden-
tifiera nya patogena genetiska variationer (mutationer) och
mekanismer hos patienter med en irftlig belastning for kolo-
rektal cancer. Detta for att i forebyggande syfte erbjuda fa-
miljemedlemmar presymtomatisk testning sd att man i ett
tidigt skede kan forebygga sjukdomen och pd sikt bidra till
nya behandlingsstrategier, dven for de patienter som drabbas
av sporadisk kolorektalcancer.

Genom att anvinda ett flertal kompletterande tekniker,
framfor allt s& kallad massiv parallell sekvensering (MPS)
dven kallad "Next Generation Sequencing” (NGS), har vi
kunnat identifiera mutationer.

5-6% av irftlig kolorektal cancer kan delas in i syndrom
med mutationer i kinda gener. Den vanligaste typen idr Lynch
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Figur 1 Fordelning av kolorektal cancer familjdra syndrom och sporadiska fall.

syndrom som omfattar upp till 3% och utgér ca 50% av ko-
lorectal cancer syndromet HNPCC (hereditary nonpolyposis
colorectal cancer). Lynch syndrom definieras av mikrosatellit
instabila (MSI) tumérer och konstitutionella mutationer i
mis-match repair generna MLH1, MSH2, MSHG6 och PMS2'.
Den nist vanligaste dr familjir adenomatds polypos (FAP)
som utgor ca 1%. FAP karaktiriseras av hundra till tusentals
adenomatdsa polyper i tidig dlder frimst i tjock och dndtarm.
FAP orsakas frimst av mutationer i APC-genen. Andra fore-
kommande syndrom utgérs av hamartomatdsa polypos syn-
drom omfattande Juvenil polypos, Peutz Jehgers syndrom och
Cowden syndrom dir gener med mutation ir identifierade
(Figurl). Cirka 50%-60% av patienter med Juvenil polypos
har mutationer i BMPR1A och SMADA4. I andra mer ovan-
liga syndrom som drftligt mixed polypos syndrom (HMPS)

och syndrom med till exempel sdgtandade polyper (serrated
polypos) dr det mer oklart vilka genetiska forindringar som
predisponerar. Det finns dock gener med mutationer identi-
fierade i enstaka familjer. I den klassiska formen av FAP med
100 - 1000-tals adenomatdsa polyper i tjock och dndtarm,
hittas nistan alla mutationer i APC-genen. I den mildare for-
men av FAP diremot, s kallad attenuerad FAP(AFAP) med
firre in 100 adenom, hittas endast ca 30% av mutationerna i
APC-genen. Det finns alltsd en stor andel av drftlig cancer dir
den sjukdomsorsakande mutationen inte har kunnat identi-
fieras dnnu’.

KOMPLEXA MUTATIONER
I den férsta och andra studien kartlade vi mutationsspektrat
hos polypospatienter utgdende frin det unika familjematerial

APC-genen uppstroms reglerande region

APC-genen kodande region
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Figur 2 Overst i bilden visar mutationen som utgors av en tvadelad deletion pd ca 61Kb och omfattande ca halva promoter 1B av APC genen.
Underst visas den kvarvarande normala genvarianten da denna mutation konstitutionellt forekommer i heterozygot form.
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som har samlats in i det Svenska Polyposregistret. Genom att
anvinda ett flertal kompletterande tekniker, kunde vi upp-
ticka mutationer i APC-genen i hela 100 % av familjer med
klassisk FAP vilket internationellt sett ir mycket hogt’. I en
av familjerna, vilken utgor den storsta FAP-familjen i Sverige
(cirka 150 personer, varav 59 med verifierad FAP) hittades ett
lagt uttryck av genen, men den faktiska mutationen bakom
detta kunde inte identifieras initialt.

Slutligen identifierades den sjukdomsorsakande mutationen
med SNP array tekniken, en teknik som ger méjlighet att
hitta storre mutationer som utgors av en avsaknad eller till-
komst (kopietalsférinderingar) av hela gener, genregioner dver
hela arvsmassan. Vi kunde d& konstatera ett bortfall av en del
av promotorregionen (deletion) i APC-genen pa ca61Kb (Figur
2). Deletionen ledde till det ligre uttrycket och konstaterades
vara den sjukdomsorsakande mutationen i denna familj.

Vi studerade idven i detalj de olika transcripten uttryckta
from APC promotorerna och kunde dra slutsatser att den hit-
tills ej lika kidnda promoter 1B tycks ha en storre betydelse
dn man tidigare trott’. I mdnga familjer med FAP har man
tidigare sett det ligre utcrycket av APC-genen, men inte kun-
nat hitta den orsakande mutationen till detta. Var studie var
den forsta dir man hittat den orsakande mutationen och yt-
terligare studier har nyligen pévisat likande mutation i pro-
moterregionen hos patienter med FAP’.

REVOLUTIONERANDE METOD

Kartliggningen av det minskliga genomet och introduktio-
nen av Next Generation Sequencing (NGS), har revolutionerat
utvecklingen under de senaste dren. Denna teknik gor det
mojligt att idag sekvensera alla kodande genregioner, till och
med arvsmassan, snabbt och till en l13g kostnad. Metoden ger

oss betydligt storre mojligheter in tidigare att identifiera ge-
ner med sjukdomsorsakande mutationer.

Under 2008 bérjade vi anvinda oss av den nya sekvenstek-
niken och i de foljande tre studierna kunde vi anvinda den pd
olika sitt. Vi anvinde den till att detektera ligfrekventa va-
riationer (sk mosaik mutationer). NGS-tekniken mojliggor
sekvensering av de enskilda DNA molekylerna. Detta méjlig-
gor detektion av ligfrekventa variationer med betydligt hogre
kinslighet in med tidigare tekniker, d& man riknar antalet
molekyler med mutation®. I APC genen férekommer mosaik-
mutationer i upp till 10-15%, framfor allt hos patienter med
AFAP. NGS- tekniken méjliggor en higre mutationsdetek-
tionsniva i denna grupp.

NGS tekniken gor det ocksd mojligt att hitta flertalet cy-
per av variationer frdin SNP, smé deletioner och insertioner av
ett fatal baser till storre deletioner, insertioner, translokationer
och kopietals-forindringar i genomet och kan ddrmed pé sikt
ersitta ett flercal av befintliga tekniker.

I studie fyra till sex har vi anvint oss av sd kallad riktad
NGS d& man viljer ut en panel av gener. I vir studie utgjordes
detta av 19 st gener forknippade med irftlig kolorektal cancer
och helexom- sekvensering dé alla genomets ca 23 000 gener
sekvenseras samtidigt med NGS tekniken.

IDENTIFIERING AV NYA GENER MED MUTATIONER

I studie fyra och fem identifierade vi sjukdomsorsakande mu-
tationer med hel exomsekvensering i POLE och GREM1. Hu-
man POLE utgor den katalytiska subenheten av polymeras
epsilon (€) enzym komplex. Pol € ansvarar for DNA syntesen
under DNA replikationen. POLE utgor exonukleas dominen
av enzymet, vilken ir visentlig for fideliteten av polymeraset
genom att ta bort felinsatta baser under DNA replikationen.
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Figur 3 Arftliga DNA replikations defekter leder till PPAP syndrom och defekter i mis-match repair proteinerna till HNPCC och Lynch syndrom. Exo-
nukleas domanen som &r central i polymerasets férmaga att reparera felinsatta baser visas med nagra mutationer som har identifierats. | var studie
identifierade vi mutationen p.Asn363 Lys. (Reprinted and modifed by permission from Macmillan Publishers Ltd: Nature Genetics], [9] © (2014).
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I studie fem identifierade vi en variation i exonukleas do-
minen. Denna variation, benimnd p.Asn363Lys, interagerar
direkt med det enkelstringade DNA:t och har med stor san-
nolikhet en dramatisk effekt pd férmigan att ta bort felin-
satta baser. Variationen ir inte kind sedan tidigare, men en
variation i samma domin identifierades nyligen i en stor brit-
tisk studie i en kolorektal cancer familj med polyper utan yt-
terligare tumorer’. Var familj bedémdes initialt vara en
Lynchfamilj, men inga mutationer i de kinda generna kunde
identifieras. Fenotypen utgjordes av ett brett tumérspekerum
inklusive dggstockscancer, livmodercancer, hjirntumér, cancer
i bukspottkértel och kolorectal cancer®. Mutationer i polyme-
ras gener (frimst POLE och POLDI) har nyligen gett upphov
till definitionen av ett nytt polypos syndrom “Polymerase
Proofreading Associated Polypos” (PPAP) (Figur3).

I ytterligare en familj (studie fyra) initialt diagnostiserad
med AFAP, men dir dven polyper av varierade histologi kun-
de konstateras, identifierade vi en mutation i den regulato-
riska delen av GREM1 genen. GREM1 verkar som en anta-
gonist i BMP signaleringsvigen och péverkar indirekt WNT
signaleringen som dr central i tumérinitieringen via APC mu-
tationer. En liknande mutation identifierades ocksé av samma
brittiska grupp i en familj med hereditir mixed polypos syn-
drom (HMPS)".

I den avslutande studien utgick vi frdn en panel av 19 gener
forknippade med irftlig kolorektal cancer. Materialet utgjor-
des av patienter dir vi initialt hade screenat for mutation i
ndgon av de kinda generna forknippade med FAP eller Lynch
syndrom i enlighet med den frigestillningen och bedém-
ningen som hade gjorts i borjan. I studien tittade vi pd alla
typer av varianter frin enskilda baser till kopietals forind-
ringar av dessa gener. Vi kunde identifiera mutationer i fram-
foralle i BMPR1A och SMAD4, gener som ir kinda orsa-
kande juvenil polypos. Slutsatser frdn denna studie var att en
bredare testning av kinda gener for drftlig kolorectal cancer-
syndrom behovs for att identifiera den sjukdomsorsakande
mutationen, d& komplexiteten och éverlappningen mellan de
olika kolorectal cancersyndromen ir stor.

I avhandlingen har vi identifierat gener med sjukdomsor-
sakande variationer bdde i kinda och nya gener. Genom att
vi har hittat den genetiska forklaringen till cumérsjukdomen
kan vi erbjuda presymptomatisk testning och ett kontrollpro-
gram for familjemedlemmar som idr mutationsbirare. Screen-
ing med genpanelen anvinds idag inom rutindiagnostiken for
denna patientgrupp och méjliggor dirmed en forbiterad di-
agnostik.
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