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••• forskningsfronten – NGS 

COST PER GENOME

”Det finns ett stort behov av 
katalogiserande för att förstå 
vilka genförändringar som driver 
cancer och kan vara föremål för 
riktad behandling.”
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1. BAKGRUND – VAD ÄR DET SOM GÖR ATT 

NGS SLÅR IGENOM JUST NU?

Molekylärpatologisk diagnostik för 
cancersjukdomar genomgår just nu en 
snabb utveckling – från PCR-baserade 
tekniker och in situ-hybridiseringar till 
sekvenseringsbaserad diagnostik. Den-
na utveckling initierades till stor del av 
den kapplöpning på 90-talet som syf-
tade till att avkoda det mänskliga geno-
met, det så kallade HUGO-projektet.1 

På den tiden tog det över 10 år att lyck-
as sekvensera hela genomet, i dag tar 
samma analys några dygn. Lika viktigt 
för klinisk implementering är den sam-
tidigt snabbt sjunkande kostnaden där 
den tidigare drömgränsen för sekven-

sering av ett genom, 1 000 USD, redan 
brutits (Fig. 1). 

Hur har detta blivit möjligt? Det 
finns flera anledningar, framförallt tek-
nikutveckling av så kallad parallell sek-
vensering. Istället för att långa DNA-
trådar analyseras bas efter bas analyse-
ras många korta fragment parallellt. 
Men också utveckling av processorer 
och mjukvara för att snabbt hantera 
stora datamängder. 

Sekvensering kan ske på både DNA- 
och RNA-nivå. DNA-sekvensering 
kan identifiera förändringar i enskilda 
baspar, så kallade mutationer, DNA-
fragment som byter plats inom och 
mellan kromosomer, så kallade trans-

lokationer och förändringar i antal ko-
pior av en gen eller ett DNA-fragment. 
Men endast en procent av genomet be-
står av gener som i sin tur ger instruk-
tionerna för att bilda proteiner, det vill 
säga exoner.2 Resterande DNA utgörs 
av icke-kodande sekvenser av till störs-
ta del okänd betydelse. Med RNA-sek-
vensering kan uttryck av specifika ge-
ner mätas, något som i sin tur kan ge 
viktig behandlingsprediktiv informa-
tion. Ett exempel på det är uttrycket av 
så kallade gensignaturer i bröstcancer 
(till exempel PAM50). Denna genex-
pressionsanalys kan dela in bröst-
cancrar i olika undergrupper, med olika 
prognos och med olika behandlingsal-

      Så kan 
tumörsekvensering 
      ge en individanpassad cancersjukvård

Vi lever i en otroligt spännande tid med möjligheter att tillgängliggöra individanpassad 
cancersjukvård genom tumörsekvensering. Men vad är det som gör att så många talar 
om NGS, Next Generation Sequencing, just nu?

Det förklarar docent Johan Hartman vid Karolinska Institutet och överläkare Anders 
Edsjö vid Skånes universitetssjukhus i en bred och kunskapsspäckad översikt av det 
högaktuella fältet. 

De konstaterar dock att det kommer att krävas fortsatta, omfattande investeringar och 
mycket arbete innan landstingsdriven bred panelsekvensering finns tillgänglig för alla 
patienter. 
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ternativ.3 När man sekvenserar DNA 
måste man först ta ställning till hur 
mycket DNA som ska sekvenseras och 
hur många gånger varje gen eller 
DNA-region ska sekvenseras. I forsk-
ningssyfte vill man ofta ha sekvensda-
ta från hela genomet eller åtminstone 
alla exoner. Men det innebär också 
med dagens teknik att vissa delar av ge-
nomet kommer att bli sekvenserat yt-
terst få gånger (med så kallat lågt läs-
djup) och med större osäkerhet. Med 
bibehållet läsdjup och bred täckning 
blir kostnaden mycket hög. För klinisk 
sekvensering är det fortfarande inte en 
rimlig metod utan här riktar man sig 
mot mindre delar av de proteinkodan-
de regionerna, så kallade genpaneler el-
ler panelsekvensering.  Dessa metoder 
är avpassade för att ge högkvalitativ in-
formation även från det sparsamma ru-
tinmaterial som genom bland annat ge-
nom formalinfixering är svårt att ge-
nomföra heltäckande sekvensering på. 
De mer avgränsade områden som ana-
lyseras vid paneldiagnostik ger också 
mindre datamängder som är mer lätt-
hanterliga ur ett analysperspektiv, vil-
ket medger möjliggörande av de kor-
tare svarstider som krävs inom cancer-
vården.

2. VILKEN NYTTA HAR CANCERPATIENTEN 

AV BRED SEKVENSERING?

Sekvensering av enskilda gener har ut-
förts en längre tid och har en självklar 
position i sjukvården. Ett exempel är 
tumörsuppressorerna BRCA1 och 2 
där vissa mutationer orsakar ärftlig 
cancer som kräver särskilt omhänder-
tagande. Men BRCA-mutationer har 
också ett behandlingsprediktivt värde. 
I Sverige har spridd BRCA-positiv ova-
rialcancer sedan 2015 kunnat behand-
las med PARP-hämmare. Samma läke-
medel godkändes nyligen av FDA även 
för ärftlig BRCA-positiv bröstcancer.4 
När det gäller icke-ärftliga genföränd-
ringar, så kallade somatiska mutatio-
ner, finns i dagsläget ett drygt 20-tal 
cancer associerade gener som direkt el-
ler indirekt kan angripas med läkeme-
del. Men antalet ”behandlingsbara ge-
ner” ökar varje år tack vare nya riktade 
cancerläkemedel. I dessa gener finns en 
mängd olika mutationer och andra av-
vikelser där inte alla är direkt sjuk-
domsorsakande. Det finns ett stort be-

hov av katalogiserande för att förstå 
vilka genförändringar som driver can-
cer och kan vara föremål för riktad be-
handling. Sådana DNA-förändringar 
kan både identifieras genom experi-
ment in vitro, i cellinjer eller djurmo-
deller och genom datasimuleringar. 
Slutligen krävs dock kliniska randomi-
serade studier för att säkerställa att pa-
tienten har nytta av en specifik geno-
typstyrd cancerbehandling. 

3. CANCERSEKVENSERING I KLINISK RUTIN 

Svensk sjukvård har redan tagit klivet 
in i NGS-baserad diagnostik och de 
sekvenseringspaneler som används 
idag i klinikrutin täcker i storleksord-
ningen 5-60 gener. Det är oftast till-
räckligt för att till exempel täcka upp 
samtliga behandlingsbara mutationer 
eller translokationer i exempelvis lung-
cancer. Analyserna finns idag uppsatta 
vid alla universitetssjukhus och ligger 
till grund för behandlingsbeslut för 
runt 10 000 patienter årligen. Utveck-
lingen av analyserna har tätt följt beho-
vet av allt mer omfattande behand-
lingsprediktiv information inför ställ-
ningstagande till målriktad behandling 
vid till exempel primär lungcancer, ko-
lorektalcancer och maligna melanom. 
Det finns även ett stort behov av mo-
lekylär karakterisering vid olika typer 
av metastaserad cancer med okänd pri-
märtumör. Här krävs ofta större gen-
paneler för att identifiera möjliga be-
handlingsbara genförändringar. Två 
system har nyligen fått FDA-godkän-
nande för just bred panelsekvensering 
för behandlingsprediktion och det är 
Memorial Sloan Ketterings MSK-IM-
PACT och FoundationOne Cdx från 
Roche. 

En kritiskt viktig faktor för cancer-
sekvensering är materialtillgången. Vid 

sjukdomsrecidiv bör i första hand den 
nya metastaslokalen biopseras och ana-
lyseras. Anledningen är den tumörhe-
terogenitet som gör att genförändring-
ar kan ändras under sjukdomsförlop-
pet. Men för att möjliggöra detta krävs 
avancerad ultraljudsledd eller röntgen-
ledd biopsering, vilket inte finns att 
tillgå på alla sjukhus. En teknik som 
har goda förutsättningar att komplet-
tera eller ersätta rebiopsering är så kall-

lad liquid biopsy där cirkulerande 
DNA från primärtumör och metasta-
ser analyseras från blodprov. Dessa 
tekniker kan förväntas få en viktig roll 
för att över tid följa malign sjukdom 
men fältet är ännu i sin linda och ana-
lyserna används idag rutinmässigt en-
bart för behandlingsprediktion vid re-
sistensutveckling efter målstyrd be-
handling.5

4. UTVECKLINGSLINJER

De senaste årens introduktion av im-
munmodulerande cancerbehandlingar 
har revolutionerat stora delar av onko-
login. Inom flera tumörområden finns 
mindre grupper av patienter som sva-
rar mycket bra även långsiktigt på till 
exempel checkpointhämmare. Men da-
gens biomarkörer i form av immunhis-
tokemisk analys av PD1/PDL1 är otill-
räcklig för att identifiera dessa patien-
ter. Förväntningarna är höga på att 
man med bredare cancersekvensering 
ska hitta genförändringar som förkla-
rar behandlingsresistens. Så kallad 
mikrosatellitinstabilitet (MSI) är ett 
tillstånd i genomet som kännetecknas 
av ett  stort antal mutationer och i sin 
tur orsakas av mutationer i cellens 
DNA-reparerande system (framförallt 
i de så kallade MMR-proteinerna). Tu-
mörer med MSI har visat sig svara 

”De mer avgränsade områden som 
analyseras vid paneldiagnostik ger 
också mindre datamängder som är mer 
lätthanterliga ur ett analysperspektiv, 
vilket medger möjliggörande av de 
kortare svarstider som krävs inom 
cancervården.”
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mycket bra på checkpointhämmare 
oavsett tumörtyp vilket 2017 ledde till 
att FDA godkände checkpointhämma-
re för dessa cancrar oavsett PDL1/PD1 
status och tumörtyp.6 Nya data tyder 
även på att antal mutationer, ofta kallat 
tumor mutational burden (TMB) eller 
tumor mutational load (TML), korre-
lerar starkt till behandlingssvar på 
checkpointhämmare.

För att på ett tillförlitligt sätt mäta 
mutationsbörda krävs betydligt mer 
sekvens än den som idag tas fram i ru-
tinmässig klinisk sekvensering, publi-
cerade studier antyder att en design bör 
täcka uppemot 1,5 miljoner baser för 
att tillräckligt väl överensstämma med 
data från all kodande sekvens. På sam-
ma sätt verkar mutationssignaturer, 
mönster av mutationer specifika för nå-
gon av de olika uppkomstmekanismer 
som ligger bakom de många mutatio-
ner som kan ses i en och samma tumör, 
kunna komma att utvecklas till värde-
fulla kliniskt, och samtidigt kräva en 
bred molekylär karakterisering. Meto-
den har utvecklats genom helgenom-
sekvensering och behov av sekvens vid 
olika mutationsbörda är ännu ej klar-
lagd. Samtidigt verkar flera av de nya 
förändringar för vilka målstyrda be-
handlingar lanseras finnas i en låg an-
del av flertalet vanliga maligniteter. Ex-
empel på dessa är till exempel fusioner 
i generna NTRK1-3 och FGFR1-4. För 
att hitta de sammantaget många patien-
terna som uppvisar dessa förändringar 
räcker det alltså inte att bara tumörer 
från patienter med utvalda cancersjuk-
domar undersöks, ett mer generellt sys-
tem för bred molekylär karakterisering 
krävs.

BIOINFORMATIK

Generellt kan man säga att själva sek-
venseringen av DNA eller RNA är det 
minsta problemet vid storskalig sek-
vensering. En välfungerande logistik 
före själva sekvenseringen med avpas-
sad vävnadshantering, standardiserad 
extraktion av DNA/RNA och så kal-
lad bibliotekspreparering är avgörande 
för slutprodukten. Även själva bearbe-
tandet av den stora mängden sekvense-
ringsdata är resurskrävande och ibland 
tekniskt utmanande. De genpaneler 
som nu är aktuella i behandlingspre-
diktivt syfte täcker totalt sett endast 

några promille av genomet men varje 
sekvens måste sekvenseras hundratals 
gånger för att ge tillförlitliga resultat. 
När det gäller klinisk sekvensering 
finns både en tidsaspekt och en pa-
tientsäkerhetsaspekt. Det behövs en 
strömlinjeformad process som kan 
hantera stora mängder data dagligen 
och garantera att processen blir färdig 
inom en begränsad tid. En stor del av 
den bioinformatiska processen kan au-
tomatiseras men det krävs både bioin-
formatiker och kliniker för att tolka 
genvarianter och ställa dessa i en kli-
nisk kontext. I slutändan bör fynden 
diskuteras vid en multidiciplinär rond, 
så kallad ”molecular tumor board”. 
Här kan olika professioner tillsammans 
besluta om behandlingsrekommenda-
tioner på basen av både sekvensdata 
och patologisk diagnostik. Sammanta-
get kan en ”in-house”, bred genpanel-
sekvensering ge värdefull behandlings-
grundande information men är samti-
digt ett mycket krävande företag. Det 
är i dagsläget varken samhällsekono-
miskt eller medicinskt försvarbart att 
alla sjukhus ska hålla sig med egen stor-
skalig sekvenseringskapacitet. Samti-
digt ska man inte glömma de redan eta-
blerade kommersiella system som finns 
tillgängliga för panelsekvensering. 
Dessa har en styrka framförallt i in-
samlade data från analyserade patienter 
men även i ett väl genomarbetat be-
slutsstöd. Det är samtidigt inte alltid 
självklart att data och algoritmer rakt 

av kan lyftas över till svensk sjukvård 
och det finns ett stort värde i att bygga 
upp kompetens i svensk sjukvård för 
att få provtagning, molekylär karakte-
risering och övrig diagnostik till en pa-
tientsäker helhet. 

5. GENOMIC MEDICINE SWEDEN (GMS) NU 

OCH I FRAMTIDEN – HUR SKA STORSKALI-

GA SEKVENSDATA KUNNA ANALYSERAS?

För att möta de kommande behoven av 
att hitta allt fler förändringar, hitta oli-
ka typer av mönster och samtidigt kun-
na vidga analyserna till fler tumörfor-
mer krävs en rejäl ökning av sjukvår-
dens kapacitet för att generera och ana-
lysera sekvensinformation. Detta arbe-
te är sedan en tid igång inom ramen för 
det nationella initiativet Genomic 
Medicine Sweden (GMS). De första 
diskussioner som ledde till dagens 
GMS tog sin början under 2016 inom 
delar av en annan satsning på bland an-
nat storskalig sekvensering, SciLi-
feLab. Grundtanken var att ta avstamp 
i de strukturer som byggts upp på 
forskningssidan och avpassa dessa för 
kliniska behov. Projektet har nu finan-
siering från Vinnova, till att börja med 
till och med år 2020, för att både bygga 
upp en nationell struktur för informa-
tik och samtidigt etablera centra för 
medicinsk genomik vid de sju univer-
sitetssjukhusen (Fig. 2). Tanken med 
den nationella strukturen är att kunna 
göra det möjligt att utveckla och bioin-
formatiskt stödja analyser som de en-

GENOMIC MEDICINE SWEDEN (GMS)

••• forskningsfronten – NGS
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skilda laboratorierna skulle få svårt att 
med rimlig resursåtgång sätta upp själ-
va och att kunna samla och dela geno-
miska data av stort värde både för lö-
pande diagnostik och utveckling av 
kommande analyser. Informationen 
kan samtidigt förväntas kunna bli ut-
omordentligt värdefull för såväl forsk-
ning som industri. Nuvarande medel 
kommer att möjliggöra en uppbyggnad 
av en basal nationell struktur, uppstart 
av regionala centra samt validering och 
implementering av en första generation 
bred diagnostik för bland annat solida 
tumörer och hematologiska malignite-
ter. Några medel för utvidgad testning 
har samtidigt inte erhållits och den 
långsiktiga finansieringen för samarbe-
tet är en central fråga att lösa.

6. PÅGÅENDE SVENSKA 

SEKVENSERINGSSTUDIER

ALASCCA är en nationell randomise-
rad placebokontrollerad studie som un-
dersöker nyttan av acetylsalicysyra till 
patienter med kolorektalcancer och 
mutationer i PI3K. Här används en 
multigenpanel i screening av alla tumö-
rer. Paneldesign och logistik är ett sam-
arbete mellan Karolinska Institutet, 
Science for Life Laboratory, avdelning-
en för klinisk patologi samt klinisk ge-
netik vid Karolinska Universitetssjuk-

huset. Vid Karolinska Universitetssjuk-
huset utförs samtidigt en prospektiv 
sekvenseringsstudie med samma mul-
tigenpanel där målsättningen är att 
sekvensera 100 bröstcancrar och 100 
lungcancrar och generera behandlings-
rekommendationer baserat på genpro-
filer.

På nationell nivå är Megalit (MolE-
cularly Guided Anti-Cancer Drug Off-
Label Trial), ett samarbete mellan Upp-
sala, Skåne och Västra Götalandsregio-
nen, under uppstart. Multicenterstudi-
en är en prospektiv, fas 2-studie som på 
ett strukturerat sätt följer upp målstyrd 
behandling off-label av hematologiska 
maligniteter och solida tumörer vald 
utifrån molekylär karakterisering. 

I förlängningen är förhoppningen 
att erfarenheterna från dessa större stu-
dier ska kunna tas till vara av GMS och 
på så sätt kunna utnyttjas av hela den 
svenska sjukvården. 

Sammanfattningsvis är det en otro-
ligt spännande tid med möjligheter att 
tillgängliggöra individanpassad cancer-
sjukvård genom tumörsekvensering. 
Det kommer dock krävas fortsatta, 
omfattande investeringar och mycket 
arbete innan landstingsdriven bred pa-
nelsekvensering finns tillgänglig för 
alla patienter. 
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