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PATIENTSPECIFIK DIAGNOSTIK
hoppftull vdg mot brostcancertyp
som dr en svadr motstandare

Trippelnegativ brostcancer ar en aggressiv typ av cancer som star for cirka nio procent av alla
brostcancerfall i Sverige. Den ar vanligare bland yngre kvinnor, har en hég arftlighetsfaktor
och ger oftare aterfall tidigare i sjukdomsforloppet @n annan bréstcancer. Med helgenom-
sekvensering har forskare i detalj kartlagt genetiska férandringar i trippelnegativ brostcan-
cer. Tekniken med sekvensering kan bidra till att forutsaga prognosen for en patients cancer
och erbjuda ledtradar for att identifiera den mest effektiva behandlingen. Potentialen for hel-
genomsekvensering som en framtida teknik for analys av brostcancer ar betydande, skriver
Johan Staaf vid Lunds universitet i en hogaktuell dversikt av omradet.

réstcancer dr den vanligaste can-
Bcersjukdomen hos kvinnor.

Overlevnaden har forbittrats
jamfort med for 20-30 ar sedan —
mycket tack vare modern diagnostik,
kirurgi, stralning och likemedelsbe-
handling. Brostcancersjukdomen dr en
mycket heterogen cancertyp som kan
delas in i flera undergrupper. Patolo-
giskt kan brostcancer grovt delas in i:
1) sa kallad HER 2-positiv cancer base-
rat pa Okat genantal (amplifiering) av
proto-onkogenen ZRBB2/HIER?2, 2)
ostrogenreceptorpositiv. och HER2-
negativ brostcancer baserat pa recep-
tor-proteinuttryck av ESR1-genen
(ER), samt 3) sa kallad trippelnegativ
brostcancer (TNBC) dir tumoérerna
inte uttrycker proteinreceptorer for
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Ostrogen och progesteron, och ir nega-
tiva for ZRBB2/HER2 genamplifie-
ring. Indelningen 4r kliniskt relevant
eftersom det sedan manga ar finns mal-
styrda likemedel mot HER2 och 6st-
rogenreceptorn och dess signalvigar.
For TNBC finns i dagsliget inga eta-
blerade malstyrda likemedel. Vid
spridd TNBC finns idag forvisso data
som stoder att immunterapi har effekt
i en andel av fallen, men i dagens kli-
niska praxis dr patienter med TNBC
generellt hinvisade till kemoterapi med
eventuellt tilligg av radioterapi. Aven
om dagens cytostatika har utvecklats
betydligt ger de fortsatt besvirande bi-
verkningar, och tyvirr finns det inga
etablerade behandlingsprediktiva fak-
torer i kliniskt bruk for att bedéma vil-

ka patienter som kommer att svara pa
behandling.

TNBC representerar cirka 9 procent
av all brostcancer som idag diagnostise-
ras i Sverige vilket motsvarar cirka 900
kvinnor/ar. TNBC ir vanligare bland
unga kvinnor (fére menopaus), kvinnor
med afrikanskt ursprung, och kvinnor
som bir pa en drftlig genetisk forind-
ring i framforallt BRCAT men dven till
viss del BRCA2-genen. Patienter med
TNBC har en mindre gynnsam prog-
nos jamfort med annan brostcancer,
vilket framfor allt visar sig under de for-
sta aren efter diagnos da man ser en
storre risk for spridning, aterfall och
dod, jimfort med andra former av
brostcancer. Aven om TNBC represen-
terar en klinisk subgrupp av bréstcan-
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cer dr den pa molekylir niva mycket he-
terogen. Det finns dérfor ett betydande
behov av att bittre forsta TNBC, samt
att identifiera nya potentiella behand-
lingar och behandlingsprediktiva verk-
tyg.

For kvinnor med spridd TNBC har
i en klinisk studie en god effekt pavi-
sats av immunterapi som tilldgg till for-
sta linjens kemoterapi for patienter dir
infiltrerande immunceller i tumoren
uttrycker PD-L1-proteinet’. Pa liknan-
de sitt dr det for behandling med sa
kallade PARP-himmare som forhin-
drar DNA-reparation i patienter med
arftliga eller somatiska mutationer i
BRCAT- eller BRCAZ2-generna och
som visar pa en kliniskt relevant effekt
i andra till fjarde linjen®’. Likemedel
med dessa mekanismer forvintas kun-
na na svenska patienter inom en snar
framtid.

Anledningen till att just PARP-inhi-
bitorer, men dven vissa specifika cytos-
tatika som exempelvis platinum-base-
rade terapier, visat god effekt i patienter
med BRCA1/BRCA2-mutationer ir
BRCAT- och BRCAZ2-proteinernas
centrala roller i DNA-reparation. Bada
proteinerna dr viktiga komponenter i
reparationen av dubbelstringade DNA-
brott via framforallt en mekanism som
kallas for homolog rekombination
(HR). Formagan att felfritt reparera
DNA ar kritisk for vara celler och de-
fekter i denna process ses i manga tu-
morformer. Utan funktionella BRC.AT-
eller BRCA2-gener kan inte dubbel-
stringade brott i DNA repareras ge-
nom HR och istillet aktiveras alterna-
tiva reparationsvigar i cancercellen dér
misstag oftare uppstar, vilket leder till
okad instabilitet i genomet. Behandling
med PARP-himmare av tumorer dar
HR idr inaktiverat resulterar i en block-
ering av de alternativa reparationsvi-
garna och denna kombination gor att
cancercellen inte kan reparera dubbel-
stringsbrott och dirigenom dor. En
global fas 3-studie dir man undersoker
det eventuella tilliggsvirdet av PARP-
himmare till gingse neo/adjuvant ke-
moterapi for patienter med BRCA-as-
socierad brostcancer pagar och vintas
presentera sina forsta resultat inom det
kommande aret.

Medfodda eller i cancercellerna for-
virvade mutationer i BRCA1 och
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BRCA2 svarar for 2—4 procent av all
brostcancer, men dr betydligt vanligare
vid TNBC. Atftliga mutationer i
BRCAT1 och BRCA2 medfér en bety-
dande livstidsrisk for bade brostcancer
och dggstockscancer, med exempelvis
50—80 procents uppskattad livstidsrisk
att utveckla brostcancer for BRCAT1-
mutationsbirare. Det finns olika typer
av BRCA1/BRCA2-mutationer, bade i
form av punktmutationer (sa kallade
single nucleotide variants, SN'Vs), sma
deletioner/insertioner, eller storre reat-
rangemang (duplikationer, deletioner,
etc.). En viktig sidrskillnad for
BRCA1/2-mutationer jimfort med
mutationer i exempelvis manga onko-
gener (som till exempel EGFR) ér att
de genom att orsaka defekt DNA-repa-
ration resulterar i ytterligare forind-
ringar i tumorgenomet. Dessa DNA-
forindringar har via helgenomsekven-
sering (WGS) visat sig vara mer eller
mindre slumpmissigt lokaliserade,
men av specifik typ beroende pa om
det ir BRCA1- eller BRCA2-genen som
inaktiverats, vilket ger mojlighet att
identifiera specifika mutationssignatu-
rer*’. En mutationssignatur definierar
alltsa en typ av basparsforindringar
(exempelvis C>A) i en kontext av ba-
serna omedelbart fore och efter det
muterade basparet (det vill siga sek-
venskontext) men inte nédvindigtvis
av var dessa forindringar uppkommer
i genomet. Signaturer for genomiska
rearrangemang fungerar pa samma
sitt, fast istdllet for enskilda punktmu-
tationer studeras storre genetiska for-
indringar i form av exempelvis deletio-
ner, tandemduplikationer och translo-
kationer’. WGS-baserade analyser av
brostcancrar med drftliga BRCA1- och
BRCA2-mutationer har lett till att vi nu
kan definiera bade mutationssignaturer
och rearrangemangssignaturer starkt
kopplade till inaktivering av dessa ge-
ner, pa samma sitt som vi kunnat iden-
tifiera signaturer kopplade till rokning
ilungcancer och UV-ljus i malignt me-
lanom. Konceptuellt kan vi likna det
vid att en mutationssignatur skapar en
specifik typ av drr” i tumorens DNA.
En tumor kan uppvisa kombinationer
av olika drr beroende pa vilka muta-
tionsprocesser som ir eller har varit ak-
tiva under tumorutvecklingen (sekven-
tiellt eller parallellt). Genom att utnytt-

ja maskin-inldrning kan vi skapa pre-
diktorer baserade pa mutationssignatu-
rer och annan data fran WGS f{or att
klassificera tumorer avseende om de
exempelvis varit utsatta for DNA-repa-
rationsdefekter orsakade av patogena
BRCAT1- eller BRCA2-mutationet‘. En
viktig aspekt att beakta i anvindandet
av mutations- och rearrangemangssig-
naturer for klassificering av tumorer
och korrelation mot kliniska variabler
ar att identifieringen av en viss typ av
arr inte nodvindigtvis betyder att en
mutationssignatur dr aktiv just nu i tu-
moren, utan endast att tumoren under
nagon period i sin utveckling varit ut-
satt for den specifika mutationsproces-
sen.

SYDSVENSK FORSKNINGSSATSNING

Fram tills nyligen har helgenomsek-
vensering av tumorer varit associerat
med stora kostnader och arbetsinsatser
vilket begrinsat antalet analyserade
fall. 2016 rapporterades i Nature en
studie av 560 WGS-analyserade brost-
cancrar via ett EU-finansierat europe-
iskt konsortium som bland annat foku-
serade pa forekomsten av specifika
BRCAT1/BRCA2-associerade muta-
tions- och rearrangemangssignaturer”.
Forutom att pavisa genetiska monster
kopplade till homolog rekombinations-
defekt i patienter med 4rftliga mutatio-
ner i BRCA1/BRCAZ2 observerades
dven att en betydande andel av analyse-
rade TNBC-patienter utan BRC A1/
BRCA2-mutationer ocksa uppvisade
dessa monster. Detta kan bero pa for-
andringar i andra gener involverade i
homolog rekombination, alternativt an-
dra inaktiveringsmekanismer for
BRCAT/BRCA2. Om patienter med
defekt homolog rekombination men
utan BRCA-defekter svarar likartat
som patienter med BRCA-defekta tu-
morer pa riktad terapi finns det ett
klart 6kat utrymme for riktad terapi
och potentiellt bittre 6verlevnad i
TNBC.

Hittills rapporterade studier av
DNA-reparationsdefekter vid kurativt
behandlad TNBC har pa grund av be-
grinsningar i patientselektion och upp-
foljning inte kunnat svara pa viktiga
kliniska fragor. Till exempel vet man
inte hur vanligt det 4r och vilket poten-
tiellt virde de har for att forutsiga ef-
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fekt av adjuvant kemoterapi. For att
kunna svara pa sadana fragor krivs sto-
ra populationsbaserade patientmaterial
med hoégkvalitativt tumormaterial.

En unik studie som uppfyller dessa
krav dr Sweden Cancerome Analysis Net-
work — Breast (SCAN-B, ClinicalTrials.
gov ID:NCT02306096), som ir ett
multidisciplinidrt forskningsprojekt
som prospektivt inkluderar nya brost-
cancerpatienter och samlar in och stu-
derar tumorprover (www.scan-b.lu.se).
Projektet initierades vid Lunds univer-
sitet som ett samarbete med den syd-
svenska brostcancergruppen och sedan
starten 2010 har mer 4n 14 000 patien-
ter inkluderats fran nio olika sjukhus i
den sodra sjukvardsregionen, Jonko-
ping och Uppsala. Studien har ett sam-
lat upptagningsomrade som utgor cirka
25 procent av all brostcancer i Sverige
vilket i kombination med en mycket
hog inklusionsgrad gor att den repre-
senterar en helt unik resurs. En viktig
forutsittning for SCAN-B dr den goda
integreringen i rutinsjukvarden for
bade patientinklusion och provtag-
ning’. Det langsiktiga malet med
SCAN-B ir en forbittrad brostcancer-
vard genom forskning for att uppticka
nya molekyldra biomarkorer for pa-
tientspecifik diagnostik och behand-
ling och genom att underlitta inféran-
det av dessa i klinisk anvindning.

FORSTA OCH STORSTA I SITT SLAG

Baserat pa SCAN-B-studien startades
2016 ett projekt vid Avdelningen for
Onkologi och Patologi vid Lunds uni-
versitet i samarbete med forskare pa
Sanger-institutet och Cambridge Uni-
versity, UK med malsittningen att hel-
genomsekvensera populationsbaserad
operabel TNBC. Patientmaterialet som
analyserades valdes ur SCAN-B och
inkluderade 254 TNBC-tumorer diag-
nostiserade i Region Skane mellan sep-
tember 2010 och april 2015. Dessa pa-
tienter motsvarade 62 procent av alla
patienter med TNBC i Region Skéane
enligt nationella kvalitetsregistret for
brostcancer och kunde bekriftas vara
representativt for bakgrundspopulatio-
nen avseende viktiga kliniska variabler
(Figur 1). Forutom WGS utfordes dven
RNA-sekvensering och epigenetisk
analys av promoterregioner i BRC AT
och RAD51C pa samtliga fall.
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SCAN-B sites i Region Skéne ingédendes
® | studien (Lund, Malmé, Helsingborg,
Kristianstad)
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Figur 1. Studieinklusion och populationsrepresentativitet. (A) Karta 6ver nu aktiva SCAN-B sites.
For denna studie utnyttjades de fyra sites i Region Skane (Lund, Malmg, Helsingborg och Kris-
tianstad). (B) Inklusionsdiagram fér den aktuella studien. Bakgrundspopulationen av 408 TNBC-
patienter motsvarade enligt nationella kvalitetsregistret for bréstcancer 8.7 procent av all brost-
cancer under perioden i regionen kopplade till sites. (C) Representativitet for den slutliga WGS-
kohorten jamfort med: i) SCAN-B-inkluderade TNBC-patienter och ii) bakgrundspopulation avse-

ende dlder vid diagnos, tumoérstorlek, lymfkortel-status, och histologisk grad.

RADSIC ir liksom BRCAT en HRD-
associerad gen®. Den forsta studien
fran samarbetet publicerades i septem-
ber 2019 i Nature Medicine’, och dr den
forsta och storsta i sitt slag som i detalj
kartlagt tumorgenetiska forindringar i
TNBC i ett populationsbaserat kliniskt
material.

Av de 254 helgenomsekvenserade
fallen passerade 237 (93.3 procent)
slutlig kvalitetskontroll. Den huvud-
sakliga anledningen till att sekvense-
rade fall inte godkindes var lag tumor-

cellshalt i forskningsbiopsierna. Men
for tumorer som sekvenserades till
minst 30 gangers djup (betraktat som
ett standarddjup i Illumina baserad
WGS) passerade 97 procent slutlig kva-
litetskontroll. Denna siffra kan dirmed
tolkas som en generell uppskattning av
WGS framgangsniva vid provtagning
av firsk tumorvivnad enligt SCAN-B-
protokollet vilken gbrs utan nagon viv-
nadsdissektion under mikroskop och i
en rutinpatologisk arbetsmiljo (se’ for
detaljer). Figur 2A visar ett exempel pa
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Figur 2. HRD-frekvens och orsaker i TNBC. (A) Exempel pa WGS-resultat for en patient med en
tumor som pavisades ha en arftlig patogen BRCA1-mutation. WGS-resultatet visas i form av en
sa kallad circos graf. Denna graf visar utifrdn och in: i) karyotypiskt ideogram éver kromosomer, ii)
baspars substitutioner enligt fargkodning, iii) ring med insertioner (grona streck), iv) ring med
deletioner (rdda streck), v) tva ringar med storre kopietalsforandringar dér gront ar kopietalsok-
ning och rott forlust, vi) centrala linjer som visar olika typer av genetiska rearrangemang (gront:
tandem duplikationer, rott: deletioner, blatt: inversioner, gratt: interkromosomala forandringar).
(B) HRD-frekvens i de 237 TNBCallen analyserade med WGS och klassificerade enligt®. (C)
Proportioner av olika epigenetiska och genetiska forandringar i HRD-positiva tumarer. BRCA1-
null, BRCA2-null, och PALB2-null innebdr att en tumadr har exempelvis en patogen mutation och
inaktivering av kvarvarande allel via LOH eller sekunddr mutation, sa kallad bi-allelisk inaktivering.
BRCA1/BRCA2-monoallelisk innebdr att endast en patogen mutation kunnat pavisas, utan detek-
terbar inaktivering av den andra allelen. Det senare tros bero pa 1ag halt av tumorceller i de
aktuella proven.
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en slutlig WGS-profil for en drftligt
BRCAT-muterad TNBC-tumor som
ingar i studien. Detta fall illustrerar
den stora komplexiteten och myriaden
av genetiska forindringar som ér ty-
pisk for HR-defekta TNBC-tumérer: i
det illustrerande exemplet 6 046 bas-
parssubstitutioner, 628 olika deletioner
och insertioner, och 253 olika storre
genetiska rearrangemang. Pa vart och
ett av de 237 fallen applicerades en
WGS-baserad klassificerare f6r homo-
log rekombinationsdefekt (HRD)®,
som utgar fran tolkning av den data
som illustreras i Figur 2A. Baserat pa
den genetiska klassificeringen uppskat-
tades forekomsten av HRD i popula-
tionsbaserad TNBC till 59 procent (Fi-
gur 2B). Detta bor motsvara cirka fem
procent (cirka 500 kvinnor) av all
brostcancer per ar i Sverige. En motsatt
HRD-lag fenotyp identifierades hos 36
procent av patienterna, medan cirka
fem procent av patienterna hade en in-
termedidr fenotyp. En HRD-positiv
fenotyp var starkt associerad till ung
alder vid diagnos och den molekylira
subtyp som kallas ”basal-lik”. Obser-
vera dock att dven 36 procent av pa-
tienterna 6ver 70 ars alder var HRD-
positiva. Ett annat viktigt delfynd var
att frekvensen av HRD-positiva fall
var likartad i tumorer utan proteinut-
tryck av ER som i tum6r med 1-10
procent proteinuttryck av ER vilket
motsvarar grinsen for ER-negativitet i
Sverige.

Cirka 72 procent av de HRD-positi-
va fallen kunde forklaras av genetiska
eller epigenetiska forindringar i fyra
specifika gener; BRCAI, BRCA2,
PALB2, och RAD5IC (Figur 2C). Hy-
permetylering av BRCAT-promotern
(vilket stinger ner genuttrycket) visade
sig vara den frimsta orsaken (cirka 40
procent) och nistan dubbelt sa vanlig
som idrftliga och somatiska mutationer
i BRCAl-genen tillsammans. Vidare
kunde tumoérer med inaktivering av
HR-generna RAD5IC (via promoter
hypermetylering) eller PALB2 (muta-
tioner) associeras med en BRC.A2-1ik-
nande genetisk fenotyp baserat pa lik-
het i monstret av genomiska drr. Denna
koppling 4r sannolikt orsakad av dessa
geners etablerade och tita funktionella
interaktion med BRC.A21 HR repara-
tionskomplexen. De bakomliggande
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Figur 3. Overlevnadsanalys avseende HRD-status i TNBC-patienter med adjuvant kemoterapi. (A)
Kaplan-Meier-graf over tid till recidiv (loco-regionalt, fjarrecidiv) eller dod (oavsett orsak), motsva-
randes invasive disease-free survival for TNBC-patienter med adjuvant kemoterapi stratifierade
enligt HRD status. (B) Kaplan-Meier graf éver tid till fidrrecidiv, motsvarandes distant recurrence-
free interval for TNBC-patienter med adjuvant kemoterapi stratifierade enligt HRD-status. (C)
Kaplan-Meier-graf over tid till recidiv (loco-regionalt, fiarrecidiv) eller dod (oavsett orsak), mot-
svarandes invasive disease-free survival fér HRD-positiva TNBC-patienter med adjuvant kemote-
rapi stratifierade enligt BRCA1/BRCA2- (mutation eller promoterhypermetylering) status.

orsakerna for resterande 28 procent av
HRD-positiva fall ir fortfarande okin-
da, men kan tinkas bero pa genetiska
och epigenetiska forindringar i andra

HR- eller DNA-reparationsgener. I
uppfoljningsprojekt forsoker vi nu
identifiera nya mekanismer for HRD i
dessa fall genom exempelvis bred epi-

genetisk och proteogenomisk karakte-
risering.

SIGNIFIKANT SKILLNAD

Patienter med HRD-positiva tumorer
hade en bittre prognos efter sedvanlig
antracyklinbaserad adjuvant kemote-
rapi +/- taxan jimfort med patienter
med tumorer utan HRD-defekt for oli-
ka kliniska utfallsmatt (Figur 3A-B).
Den prognostiska skillnaden for
HRD-status var signifikant dven efter
multivariabel justering for kliniska va-
riabler som alder, lymfkortel-status,
histologisk grad, och tumoérstorlek (ha-
sardkvot 0.31, 95% konfidensintervall
0.13-0.76 for tid till fjirrecidiv). Ett
viktigt fynd i studien var att for HRD-
positiva fall fanns det ingen prognos-
tisk skillnad mellan patienter med
BRCA1/BRCA2-férindringar och pa-
tienter utan dessa forindringar (Figur
3C) vilket betydligt vidgar den tink-
bara kliniska konsekvensen. Det ska
noteras att ca 95 procent av patienter
som exponerades for kemoterapi fick
en behandling som inkluderar cyklo-
fosfamid, som dr ett DN A-alkylerande
likemedel liksom karboplatin. Man
kan spekulera i om denna effekt kan
utokas vid anvindande av likemedel
som mer specifikt riktas mot HRD.
For gruppen med HRD-negativ brost-
cancer identifierades en rad andra po-
tentiellt behandlingsbara tumorforind-
ringar, for vilka likemedel undersoks i
internationella kliniska studier eller 4r
under utredning for att bli godkinda.
Exempel utgors av typiskt patogena
PIK3CA-mutationer (cirka 25 procent
av HRD-negativa fall) och att cirka
fem procent av HRD-negativa fall be-
fanns ha mismatch repair deficiency
(MMRd). MMRd ir en annan typ av
DNA-reparationsdefekt och viktig
bakomliggande orsak till bland annat
arftlig kolorektalcancer. Notabelt dr att
amerikanska Food and Drug Adminis-
tration (FDA) nyligen har godkint
bruk av PD-L1 immunoterapi vid
spridd cancer med MMRd.

SNABB UTVECKLING

Sammantaget visar var studie pa virdet
av bred genomisk karakterisering av
operabel TNBC i en populationsbase-
rad kontext. HRD-status verkar ha ett
prognostiskt virde i adjuvant kemote-
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rapibehandlade patienter och kan iden-
tifiera en grupp av patienter (cirka 36
procent) med simre prognos dir andra
behandlingar kan tinkas ha en viktig
roll. Utvecklingen av DNA-baserad
sekvenseringsteknologi gar fort, och
idag kan en patients tumorgenom tek-
niskt analyseras inom 48 timmar. Po-
tentialen for helgenomsekvensering
som en framtida teknik for analys av
brostcancer dr betydande, med mojlig-
het att bittre kunna forutse behand-
lingsrespons och bittre kunna indivi-
dualisera behandling,

Baserat pa denna breda karakterise-
ring kan vi nu ga vidare med att studera
interaktionen mellan DNA-reparation
och andra viktiga fragestidllningar
kopplade till kommande nya likemedel
vid TNBC. Ett exempel pa detta dr hur
interaktionen mellan HRD och tumot-
mikromiljén ser ut, exemplifierat av
kroppens immunsvar pa tumoren. Ett
annat naturligt steg ar fragan om
HRDs frekvens och eventuella prog-
nostiska betydelse i 6strogen-positiv
brostcancer. Frekvensen av HRD for-
vintas vara betydligt ligre i 6strogen-
positiv cancer, men antalet totala fall
kan mycket vil vara hogre dn for
TNBC pa grund av det betydligt storre
antalet patienter.
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