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OGA FORVANTNINGAR:

' kan analyser av cellfritt
MOr=DNA bidra med?

Det aterstar mycket arbete
innan analys av cellfritt
tumor-DNA gar att anvan-
da som ett vardefullt kliniskt
verktyg. Daremot ar det up-
penbart att manga av de
mojligheter som metoden
medfor, som en battre och
sakrare patientuppfdljning
samt mojligheter till en mer
individanpassad behandling,
ar nagot som kommer att
efterfragas allt mer inom
den narmaste framtiden. Det
skriver Christoffer Vannas,
ST-lakare vid Sahlgrenska
Universitetssjukhuset och
doktorand vid Cancercentrum,
Goteborgs universitet, i en
aktuell 6versikt av faltet.

id behandling av cancer ir det
Vav central betydelse att vi har
markorer att folja for att utvir-
dera behandlingsrespons. For detta har
vi ett flertal olika metoder som vi an-
vinder oss av i var kliniska vardag.

Niagra exempel dr klinisk utvirdering
med inspektion och palpation, radiolo-

onkologi i sverigenr 1 —19 21



eee kliniska verktyg i utveckling

gisk utvirdering, eller mitning av tu-
morspecifika biomarkorer. Nagra van-
liga tumorrelaterade biomarkorer 4r till
exempel PSA for diagnostisk hjilp och
behandlingsutvirdering i samband
med prostatacancer, eller CA199 vid
pankreas- och gallgingscancer. Bio-
markorer dr ett stort hjialpmedel i var
kliniska vardag, men anvindningen
och tolkningen av dem 4r inte okompli-
cerad. Ett vanligt problem med bio-
markorer dr att de har en lag specifici-
tet, det vill siga uttrycks dven i en frisk
population och paverkas av andra orsa-
ker som inte har med cancern att gora.
PSA kan bland annat stiga vid prostati-
ter eller vid benign prostatahyperplasi
(BPH), medan CA199 kan stiga vid alla
former av gallstas.

Da en stor andel av alla tumorfor-
mer inte har nagon tillforlitlig biomar-
kor for utvirdering av behandlings-
respons, och dia manga av nuvarande
biomarkorer inte dr tillrackligt tillfor-
litliga for att vi ska vaga basera vara kli-
niska beslut pa dem, ir vi for de flesta
patienter beroende av radiologisk ut-
virdering fér bedémning av behand-
lingsrespons. Detta ir ett problem, dels
pa grund av doserna joniserande stral-
ning patienterna utsitts for vid uppre-
pade DT- och slitrontgenundersok-
ningar, dels pa grund av det 6kade re-
missflodet till en redan pressad ront-
genverksamhet, da patienter med onko-
logiska sjukdomar blir allt fler och lever
allt lingre. Det finns saledes ett stort
behov av att finna nya metoder fo6r mer
specifik, sikrare och billigare uppfolj-
ning av vara patienter. Friagan dr om
analys av cellfritt tumo6r-DNA idr en
mojlig metod for att 16sa detta pro-
blem?

KLINISKA APPLIKATIONER

Varje sekund dor och aterskapas unge-
fir en miljon celler i var kropp. Nir cel-
ler dor skickas fragment av deras DNA
ut i blodbanan och bildar si kallat cit-
kulerande cellfritt DNA. DNA i blod-
omloppet har en kort halveringstid pa
under en timme, innan det bryts ned av
nukleaser eller avligsnas via det renala
systemet. Forekomsten av cellfritt
DNA uppticktes av tva forskare vid
namn Mandel och Métais redan 1948
och anvinds idag for ett flertal kliniska
applikationer. Den mest kinda ér san-
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Sjukskoterskan Anna Bursell tar prov pa en patient pa den onkologiska mottagningen vid
Sahlgrenska Universitetssjukhuset.

"Det finns ett stort behov av att finna nya
metoder for mer specifik, sdkrare och billigare
uppfoljning av vara patienter. Fragan ar om
analys av cellfritt tumor-DNA dr en mojlig
metod for att I16sa detta problem?”

nolikt ”Non-invasive Prenatal testing”
(NIPT) for screening av trisomier vid
fosterdiagnostik, via ett blodprov fran
modern. Analys av cellfritt DNA kan
dock anvindas dven for detektion av
avstotningsreaktioner hos immun-
transplanterade individer, samt som en
prognostisk markor vid trauman och
brinnskador, dir héga nivier av cell-
fritt tumo6r-DNA generellt kopplas till
en simre prognos .

Ar 1977 kom en studie som visade
att cancerpatienter har hogre nivaer av
cellfritt DNA i sitt blodomlopp. Dess-
utom noterades det att patienter med
metastaser och storre tumorborda hade
storre méingd cellfritt DNA i sitt blod.
12 ar senare kom man fram till att det-
ta beror pa att cancerpatienter har yt-

terligare en killa av cellfritt DNA i sin
blodbana, vilket ar det DNA som ut-
sondras frin tumorceller som genom-
gar apoptos eller nekros, si kallat cir-
kulerande cellfritt tumor-DNA (ct-
DNA)". Det som sirskiljer ct-DNA
fran friska cellers cellfria DNA ar att
ct-DNA innehaller de tumorspecifika
mutationer som driver tumorutveck-
lingen. Dessa mutationer gar med olika
metoder att detektera och kvantifiera,
vilket dr det som 4r bakgrunden till att
analys av ct-DNA idag ir en kliniskt
anvindbar applikation. Analys av ct-
DNA ir dock inte helt oproblematiskt.
Det storsta problemet dr att mangden
ct-DNA i blodplasman ofta dr mycket
lag i forhallande till den som kommer
fran friska celler. Exakt hur stor méingd



ct-DNA utgor av den totala mingden
cellfritt DNA varierar i olika studier
beroende pa tumérform och mitme-
tod. En studie pa 30 kvinnor med me-
tastaserad brostcancer som publicera-
des 2013 visade till exempel att fraktio-
nen ct-DNA lag pa medianvirdet fyra
procent, medan andra studier har visat
bade hogre och ligre resultat -’

haller kirurgisk och onkologisk be-
handling, screening av hogrisktumérer
med kinda drivande mutationer, samt
prognostisk bedomning efter avslutad
behandling’. Anvindning av ct-DNA
for prognostiska bedomningar har vi-
sat mycket spannande resultat. I en stu-
die fran 2016, pa 230 patienter som
opererats for stadium 2 kolorektalcan-

”En fraga som kvarstar a&r dock om man

kan forbattra overlevnaden for dessa
patienter genom att komma in med tidigare
behandling, nagot som ter sig rimligt, men
som annu inte kunnat visas i studier som
fokuserar pa analys av ct-DNA.”

NY TEKNIK HAR OKAT INTRESSET
Vedertaget ir att lokaliserad sjukdom,
samt tumorformer som skiljs fran
blodbanan genom anatomiska barrid-
rer, som till exempel hjarntumorer, ofta
har patagligt ligre nivaer av ct-DNA*.
Trots att tva olika forskningsgrupper
redan 1994 lyckades med att detektera
en specifik NRAS-mutation i ct-DNA
hos en patient med metastaserad pan-
kreascancer respektive en patient med
AML', ir det inte forrin de senaste
aren som analys av ct-DNA fatt ett
okat intresse, till f6ljd av en snabb tek-
nikutveckling, som mojliggor allt batt-
re detektion av laguttryckta subpopu-
lationer av celler. Idag finns det ett fler-
tal olika metoder och strategier for
analys av ct-DNA. En s6kning pa clini-
caltrials.gov visar att det pagar over
100 studier for primér analys av ct-
DNA pa olika tumorformer och ytter-
ligare ett hundratal studier som anvin-
der analys av ct-DNA som ett sekun-
dirt utfallsmatt. En pubmedstkning
visar dessutom att det de senaste aren
publicerats cirka 1 000 artiklar arligen
som handlar om ct-DNA.

Det finns ett flertal applikationer
som ct-DNA kan anvindas for. Nagra
av de mest lovande applikationerna ir
primir diagnostik av tumorer som 4r
svara att biopsera, monitorering av be-
handlingsrespons hos patienter som er-

cer erholl 178 adjuvant kemoterapi. Av
dessa patienter hade 14 detekterbart ct-
DNA postoperativt. Efter att patien-
terna hade foljts upp i mediantid 27
manader hade 11 av dessa 14 patienter
(79 %) fatt ett aterfall i sin sjukdom,
jamfort med enbart 16 av de 164 pa-
tienter (9,8 %) som inte hade mitbirt
ct-DNA postoperativt®. Studier har vi-
sat att ct-DNA i manga tumorformer
gar att detektera 7,9-11 manader innan
patienterna utvecklar ett lokalt recidiv,
eller insjuknar med metastaserad sjuk-
dom’. En fraga som kvarstar dr dock
om man kan forbittra 6verlevnaden
for dessa patienter genom att komma
in med tidigare behandling, nagot som
ter sig rimligt, men som 4nnu inte kun-
nat visas i studier som fokuserar pa
analys av ct-DNA.

FLERA OLIKA ANALYSMETODER

Idag finns det ett flertal olika metoder
for analys av ct-DNA. Generellt kan
metoderna delas in i de targetspecifika
metoderna, som framforallt 4r PCR-
baserade, samt de target-ospecifika me-
toderna, som anvinder sig av sekven-
sering. Forenklat kan man siga att
PCR-specifika metoder med hog sensi-
tivitet kan finna en i forvald kind mu-
tation pa en specifik nukleotid, men ir
daligt limpade for screening av breda-
re genpaneler eller for detektion av

okinda mutationer. I en studie som
publicerades i Nature medicine 2014
visade man till exempel att digital PCR
for detektion av mutationer i ct-DNA
hos 95 patienter med metastaserad ko-
loncancer med kinda KRAS- eller
BR AF-mutationer, uppvisade en sensi-
tivitet pa 92 % och en specificitet pa 98
%°. Sekvenseringsspecifika metoder dr
i sin tur bittre nir man screenar efter
okidnda mutationer, eller for analys av
forbestimda, bredare genpaneler.
Dessa metoder har dock en ligre sen-
sitivitet och behover en storre mingd
DNA for att kunna ge tillforlitligt re-
sultat. Om man soker muterade alleler
som utgdr <1 % av den totala allelpoo-
len dr det ndstan omojligt att med klas-
siska sekvenseringsmetoder fa tillfor-
litligt resultat’. Till f6ljd av detta har det
utvecklats ett flertal olika sekvense-
ringsmetoder, som pa olika sitt forso-
ker att hoja sensitiviteten i analyserna.

En ny metod for sekvensering av
cellfritt tumor-DNA, som for nidrva-
rande anvinds i ett flertal olika projekt
pa Sahlgrenska Universitetssjukhuset i
Goteborg dr SimSen-seq (Simple, mul-
tiplexed, PCR-based barcoding of
DNA enables sensitive mutation detec-
tion in liquid biopsies using sequen-
cing). SimSen-seq 4r en sekveserings-
metod, dir bland annat specialkonstru-
erade hairpin-primers anvinds for bar-
code-inmirkning av targetgener, for att
hoja sensitiviteten av sekvenseringen
(fig 1). Metoden, som utvecklats av An-
ders Stahlberg (docent pa Cancercen-
trum, Goteborgs universitet) i samar-
bete med kollegor pa Boston Universi-
tet, dr snabb, billig och sensitiv, och
mojliggor parellell detektion av multip-
la muterade alleler som utg6r <0,1 % av
den totala allelpoolen’. Med Anders
Stahlberg som ansvarig provare pagar
just nu ett flertal projekt som syftar till
att analysera ct-DNA hos patienter med
olika tumorsjukdomar. For nirvarande
pagar provinsamling hos patienter med
brostcancer, kolorektalcancer, prostata-
cancet, lungcancer, melanom, sarkom
och pediatriska maligniteter.

AVEN VID LOKALISERAD SJUKDOM

En av de stora styrkorna med SimSen-
seq dr mojligheten att monitorera pa-
tienter med relativt liten tumorborda,
vilket mojligg6ér monitorering av pa-
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"Ett exempel pa hur man kan tillampa
metoden ar att utga fran patientspecifika
mutationer, som framtagits genom
sekvensering av patientens primartumor,
och folja dem i ct-DNA fore, under och

efter behandling.

tienter dven med lokaliserad sjukdom.
Ett exempel pa hur man kan tillimpa
metoden 4r att utga frin patientspeci-
fika mutationer, som framtagits genom
sekvensering av patientens primirtu-
mor, och folja dem i ct-DNA fére, un-
der och efter behandling. Ett annat al-
ternativ dr att analysera patienter uti-
frain tumorspecifika genpaneler. Ma-
ligna melanom har till exempel ofta
drivande MAPK- eller PI3K-mutatio-
ner (BRAF, NRAS, PTEN, MEK1
etc.). Genom att analysera en genpanel
med gener som ofta 4r muterade i me-
lanom, kan man fa virdefull informa-
tion om tumorcellsheterogenitet, da en
biopsi, eller en bortopererad tumor,
inte alltid dr representativ for hela tu-
morbordan. Tumorer kan ha olika sub-
populationer bade mellan och inom
olika tumornedslag, dir virdefull in-
formation om limplig malriktad be-
handling kan tillféras genom analys av
ct-DNA. Genom analys av tumorspeci-
fika genpaneler kan SimSen-seq dven
visa tecken till resistensmekanismer mot
malriktad terapi. Vid kombinerad
BRAF/MEK-inhibition av BR AF-mu-
terade melanom 4r nagra vanliga resis-
tensmekanismer uppstroms mutation av
NRAS, amplifiering av muterat BRAF
eller MEK, eller nytillkomna mutatio-
ner av PTEN eller AK'T®. De hir gene-
tiska forindringarna kan fangas upp
och hjilpa till att styra fortsatt terapi.
Genpanelerna man analyserar metoden
med kan i princip goras hur stora som
helst, begrinsande faktor dr att sekven-

CHRISTOFFER VANNAS, ST-LAKARE, ONKOLOGISKA KLINIKEN, SAHLGRENSKA UNIVERSITETSSJUKHUSET
OCH DOKTORAND VID CANCERCENTRUM, GOTEBORGS UNIVERSITET,
CHRISTOFFER.VANNAS@VGREGION.SE
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seringskostnaderna gar upp ju storre
genpaneler man viljer att analysera.

Innan analys av cellfritt tumor-
DNA kommer att kunna inforas i kli-
nisk praxis finns det dven en del prak-
tiska problem att 16sa, framforallt i
samspelet mellan labb och klinik. For
att kunna fa tillforlitligt sekvenserings-
resultat fran patientens primartumor
finns det ett stort virde av farskfrusen
biopsivivnad eller operationspreparat.
Formalinfixering av vivnad, som ofta
gors 1 klinisk rutin, korslinkar DNA,
vilket patagligt forsvarar sekvensering
av primirtumorer. Provhanteringen dr
ocksa ett kritiskt steg dir mycket kan
ga fel. Det dr till exempel viktigt att an-
vinda heparinfria ror vid provtagning,
da heparin negativt paverkar senare
analyser, samt att man centrifugerar
fram plasma snabbt, da hemolys av vita
blodkroppar 6kar pa den totala ming-
den cellfritt DNA, och spider ut ming-
den ct-DNA ytterligare. Det dr dven
viktigt att ha en i forvig genomtinkt
provtagningsstrategi, provtagningsru-
tin, samt att tajma provtagningen vil
under behandling, da ct-DNA har kort
halveringstid i blodomloppet.

Mycket arbete dterstar innan analys
av ct-DNA gar att anvinda som ett vir-
defullt kliniskt verktyg. Diremot dr det
uppenbart att manga av de mojligheter
som metoden medfor, som en bittre
och sikrare patientuppfoljning samt
moijligheter till en mer individanpassad
behandling, dr nigot som kommer att
efterfragas allt mer inom den nirmaste

framtiden. Forvintningarna pa vad
analys av ct-DNA kan bidra med ir
hoga, och det kommer att bli spannan-
de att se om analyserna kan leva upp
till férvintningarna.
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