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Sammandrag

Cancer idr en av de vanligaste sjukdomsrelaterade dodsorsakerna i de industrialiserade
linderna och givetvis inte mindre dodlig i ndgot annat land. Under de tva senaste artiondena
har nya metoder och instrument tagits fram for att underlitta och framskrida forstaelsen for
dessa sjukdomar. Hir ges en dvergripande bild av hur cancer allmént uppstar, varpa nagra
framstaende exempel pa nya proteogenomiska metoder och verktyg for detektion,
diagnostisering och dvervakning av sjukdomsforlopp for cancer tas upp. Nésta-
generationssekvensering (NGS) och digital PCR (dPCR) tas upp som exempel pa verktyg,
varpd potentiella biomarkorer for cancer, s som p53 1 olika sammanhang, cirkulerande
tumoOr-DNA (ctDNA), cellfritt DNA (cfDNA) och mikro-RNA (miRNA) behandlas.
Undersokningarna som gjorts visar pd lovande utsikter for minga av metoderna.
Anvindandet av miRNA som biomarkor verkar for tillfdllet ha ljusast utsikter, tack vare hog
specificitet och ofarliga diagnosmetoder. Nya upptickter gors dock hela tiden inom alla
berérda omraden.

Inledning

Cancerrelaterade sjukdomar &r nagra av dagens storsta hdlsoproblem. Bara i de nordiska
landerna (Sverige, Norge, Danmark, Finland och Island) var det arliga dodstalet mellan 2008
och 2012 i snitt ndstan 70 tusen (Engeland et al. 1995, International Agency for Research on
Cancer (IARC)) och globalt uppskattades dodstalet vara ungefér 8,2 miljoner ar 2012
(IARC).

Det finns inte ndgon hittills kind typisk mekanism som dr applicerbar pé alla cancertyper, for
hur normalt fungerande celler blir tumorogena. Hade det funnits en sddan, sa skulle det vara
mycket enklare att bade dignostisera och behandla samtliga cancertyper i och med att de alla
skulle ha uppstétt av samma orsak, exempelvis en dndring 1 ett specifikt protein. Fullt fokus
skulle 1 sé fall laggas pd forskning kring just det proteinet for att undersoka ndgra viktiga
faktorer:

. Mekanismer — Ar det en post-translationell modifiering (PTM) eller en mutation som
gett upphov till andringen av proteinet?

. Orsaker — Ar orsaken genetisk eller inducerad av omgivningen? Finns det nagra
genetiska eller beteenderelaterade samband mellan patienter?

. Diagnostisering - Kan en metod utvecklas for att uppticka proteinet eller nagot spar
av dess aktivitet innan sjukdomen etablerar sig?

. Behandling — Kan en behandlingsmetod tas fram? Hur effektiv dr behandlingen vid

olika stadier av sjukdomen? Skiljer sig behandlingens effektivitet mellan olika individer?

I verkligheten dr det olyckligtvis inte sa enkelt. Hade det varit det sa dr det sannolikt att
cancer inte langre skulle vara ndgot problem, med den nu radande graden av internationell
samordning, teknologiska mdjligheter inom, och stora anslag pa cancerforskning. Tvartom
har istillet sekvensering av tumorers genetiska material visat pa forvdnansvért hog genotypisk
heterogenitet mellan tumorer av samma typ och med samma histopatologiska



(vavnadsangripande) fenotyp (Shukla ef al. 2015). Trots det, ar det just de ovan beskrivna
faktorerna som undersoks for att fa en klarare, mer 6vergripande bild 6ver olika cancertyper
(Brennan & Wild 2015).

Forskning inom bade diagnostisering och behandling av cancer priglas mer och mer av
molekyldra metoder, dér ett speciellt framtrddande och lovande félt ar proteogenomik.
Proteogenomik ér ett relativt ungt forskningsomrdde som kombinerar proteomik (forskning
pa kvantitet, lokalisering och funktion av, dndringar pa och interaktioner mellan proteiner
inom ett biologiskt system, sdsom en cell, vivnad eller en hel organism) med dess vigbanare,
genomik (datorbaserade metoder for att undersoka, pussla ihop och tolka stora méngder
genetisk information) (Shukla et al. 2015).

Sekvensering av en individs genom som metod for att upptidcka och behandla cancer skulle
kunna medfora flera genombrott inom bade forskningen pa och behandlingen av cancer
(Kanagal-Shamanna et al. 2014, Shukla ef al. 2015) men med det uppkommer dven manga
etiska fragestillningar. Hur forhindrar man att informationen om en individs genom hamnar 1
oritta hinder? Vad hiander om ett forsdkringsbolag far ta del av information som siger att en
potentiell kund I6per storre risk att fa cancer 4n “normalt” for att ndgon av dess fordldrar hade
cancerogena avvikelser i sina reproduktiva celler?

Uppkomst och spridning av cancer

For att forsta hur och varfor cancer uppstar, dr det hjdlpsamt att tdnka sig en cell i en
multicelluldr organism som en individ snarare &n en del av organismen. For att organismens
gener, och ddrmed dess cellers gener, ska kunna f6ras vidare till vidare generationer, maste
alla celler samarbeta — gor de inte det, kan deras gener inte dverleva.

For att en cancercell ska kunna uppstd maste den ha samlat pd sig mutationer som bland annat
ger den egenskaperna att bryta sig loss fran andra celler, undvika immunf6rsvaret, dela sig
med hogre frekvens dn andra celler och sprida sig till andra vivnader (Hanahan & Weinberg
2011). Den dr sa fundamentalt olik sitt ursprung att den beter sig som en fraimmande art.
Eftersom framgéangsrika cancerceller i slutinden dodar sin vérdorganism kan de naturligt
aldrig sprida sina gener ldngre an sa (ett artificiellt undantag ar HeLa-cellerna som beskrivs
nedan), men fran det att den forsta tumorogena cellen uppstar tills dess att den orsakat
vardens dod, sé ar den, pa individniva, i praktiken mer evolutionért framgangsrik dn ndgon
annan cell i omgivningen.

Tuméoreceller ir fria, sjalvstindiga och ododliga

For att en normal cell ska kunna utvecklas till en tumorogen cell, maste flera kriterier
uppfyllas. Kommunikation inom och mellan celler och adhesion mellan dem é&r typiska
negativt paverkade faktorer som vanligtvis pétraffas hos tumorceller (Hanahan & Weinberg
2011, Bussemakers et al. 2000, Carystinos et al. 2001, Desgrosellier & Cheresh 2010). Okad
formaga att dela sig och undvika celldod, liksom erhallandet av nya formagor, som rorlighet,
forméga att invadera andra viavnader, uppbyggnad av blodkérl for syretillférsel och att
undvika immunforsvaret dr ocksa karaktéristiska drag. Alla dessa formagor kombinerade ger
upphov till de farligaste cancervarianterna, men kombinationen av nigra av dem récker for att
tumorbildande celler ska kunna uppsta (Hanahan & Weinberg, 2011).

Friska celler kommunicerar med varandra och inom sig sjdlva och kan pa sé sitt reglera
tillvixt, signalera om skador pa genetiskt material, ge start- eller stoppsignaler for mitos eller
inducera apoptos bland annat (Hanahan & Weinberg 2011). Ett vanligt drag hos tumérceller



ar att de har tappat inter- eller intracelluldr kommunikation, ofta pé grund av en eller flera
forandringar 1 nagot protein som dr inblandat i den inter- eller intracelluléra
signaldverforingen hos den drabbade cellen (Crighton ef al. 2006, Morselli et al. 2008).
Foljaktligen blir den drabbade cellen oformogen att svara pa dessa signaler, eller sjélv skicka
ut varningssignaler nér skador uppstétt pa dess DNA. I det sistndmnda fallet kan detta leda till
att cellen, som i vanliga fall skulle fatt en stoppsignal for mitos tills skadan var reparerad,
delar sig med inkorrekt reparerat DNA och ger upphov till fler muterade celler. Felaktiga eller
uteblivna signaler kan ocksa leda till att cellen borjar dela sig mer frekvent én den normalt
sett skulle tilltits, eller att den inte dor nér den ska (Crighton et al. 2006, Morselli et al. 2008,
Hanahan & Weinberg 2011).

En annan intressant egenskap som ofta aterfinns hos cancerceller &r att de &r odddliga. For en
cell innebér odddlighet att den inte slutar dela sig sa ldnge det finns tillgdng pa
livsnddvindiga substrat. Normala celler nar efter en viss tid ndgot som kallas cellular
senescens — de slutar dela sig, vilket innebar att deras specifika genetiska linje upphor, varpé
de sa smaningom ersitts av nydifferentierade stamceller. Odddliga celler uppnar aldrig
cellulér senescens, si deras specifika genotyp upphor aldrig forutsatt att inga utomstiaende
faktorer dodar dem (Rassoulzadegan et al. 1983, Jenkins et al. 1984, Shay & Wright 2000).

Ett vilkant exempel pa odddliga celler &r “HeLa-cellerna”, de forsta médnskliga cellerna att
odlas in vitro. HeLa-cellerna &r uppkallade efter kvinnan de hiarstammar fran, Henrietta
Lacks, som ar 1951 diagnostiserades med livmoderhalscancer som samma ar tog hennes liv.
Ett vivnadsprov fran hennes tumor anvindes av medicinska forskare for att forsoka odla
tumorcellerna. Forskarna lyckades fa tumorcellerna fran Lacks att vdxa 1 kultur, vilket ledde
till att de blev tillgéngliga for forskare virlden 6ver. Sedan dess har diskussioner uppstatt om
hurvida HeLa-cellerna fortfarande kan anses vara minskliga eller borde rdknas som en ny art
(Lucey et al. 2009).

Tumorcellernas hoga specificitet kriver ackumulering av mutationer

Forst ndr en cell har erhallit ett flertal abnormala egenskaper, som hogfrekvent mitos,
ododlighet och nedsatt reglering, borjar en tumdr bildas. De naturliga system som finns for
reglering av celler forhindrar i de flesta fall att det gér sé langt — d&ven om en cell lyckas
undvika apoptossignaler, kan immunforsvaret upptécka och doda cellen innan den hinner dela
sig (Hanahan & Weinberg 2011, Balkwill ef al. 2015). Av den anledningen &r cancer mer
vanligt forekommande hos éldre individer, eftersom den nddvéndiga ackumuleringen av
overlevande mutationer for uppkomst av cancer tar tid att astadkomma. Det dr ocksa av den
anledningen som cancer dr vanligare i celler som delar sig an 1 fullt differentiarade icke-
delande celler. Det senare kréaver antingen mutationer i stamceller, eller i de differentierade
cellerna pé sé sétt att de dterfar formagan att dela sig (Clarke & Fuller 2006).

Nir forstadiet till en tumor vél har borjat bildas, krivs dkad syretillforsel eftersom cellerna
fortfarande behover naring och syre. Da krévs att tumoren kan skicka ut signaler som ger
upphov till uppbyggnad av blodkarl utifrén redan existerande blodkirl. Misslyckas detta,
kommer inte tumdren kunna véxa sig sé stor att den borjar utgora en fara, eftersom cellerna i
mitten av tumdren kontinuerligt dor av syre- och niringsbrist. Denna rekrytering” av nya
blodkaérl kallas for angiogenes och kan uppsta pé olika sitt hos tumorer — antingen har de
erhallit mutationer som tilldter dem sjélva att skicka ut signaler som inleder angiogenes, eller
s& ”lurar” de andra celler att signallera for angiogenes. Alla aspekter av hur angiogenes
uppstér i cancerceller, eller ens i normala fall, 4r inte kinda men en del inblandade faktorer
och deras funktion &r kartlagda. Tack vare den vetskapen forskas det nu pa terapiformer dér



inhibering av angiogenes anvands for att hindra tumorer fran att vixa (Kim et al. 2016,
Martins et al. 2016).

Det sista steget for en etablerad tumor ar att inleda metastas, vilket innebdér att tumorceller
frdn modertumoren tar sig in i blodcirkulationssystemet och sprider sig till andra vivnader
(Figur 1). Detta sker genom att fria tumorceller tar sig fran modertumdren, invaderar
nérmaste blod- eller lymfkérl och cirkulerar med blodomloppet tills de natt en lamplig punkt
for extravasation — utpassage genom blodkérlen pa ett likartat sédtt som leukocyter (vita
blodkroppar) anvénder sig av, genom att pressa sig emellan tva endotelceller (Hanahan &
Weinberg, 2011). For att ta sig fran tumoren till blodkarlen, maste de ta sig igenom tva sa
kallade basalmembran (Huber et al. 2005). Basalmembranet ligger under de celler som
formar ytorna pa organ, haligheter och externa ytor (epitelceller) och omger dven de celler
som utgor insidan av blod- och lymfkirl (endotelceller). Dess funktion &r att, tillsammans
med cellernas egna bindningar (cell-cell adhesion), halla cellerna pa sin designerade plats
(Paulsson 1992). For att ta sig igenom ett basalmembran anvénder tumorcellerna dels
proteaser som kan 16sa upp basalmembranet, och dels invadopodier (invadopodia, latin: in:
”in 1”, vadere: ”gd” och grekiska: podion: ’fot”). Ett invadopodium ir en formation som
sticker ut fran cellen och tillater den att bade penetrera basalmembranet, men sedan ocksa
rora sig igenom det (Murphy & Courtneidge 2011).
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Figur 1. Metastas. Tumorceller bryter sig igenom basalmembrandet med invadopodier och tringer sedan dven in
genom basalmembranet i blodkérlen.

Naturliga och medicinska bekimpningsmetoder ger upphov till riktad selektion

De naturliga forsvarsmekanismerna mot cancer ér stindigt sysselsatta med att soka efter
celler med avvikande proteiner, celler som inte ldngre rdknas som tillhérande den egna
organismen. Dessa avvikande celler uppsoks och dodas av immunforsvaret pd samma sétt
som invasiva frimmande celler, exempelvis frimmande bakterier. Allteftersom avvikande
celler dodas, uppstar en selektion for de celler som kan undvika upptéckt av immunforsvaret
eller inaktivera det. Detta selektionstryck forstirks om de avvikande cellerna redan vunnit
formégan att proliferera snabbt. P4 s sétt agerar immunforsvaret bdde hammande och
gynnande pd potentiella tumdrceller (Balkwill ef al. 2015, Hanahan & Weinberg 2011).

Detta fenomen forklarar ocksd varfor cancer, till skillnad fran patogena organismer eller
virus, dr farligare vid aterfall — 1 likhet med bakteriesjukdomar dédr smé kolonier overlevt



antibiotikabehandling och déarfor vunnit resistens, anpassar sig ocksa cancerceller snabbt till
naturliga och medicinska behandlingsmetoder.

Bioteknologiska metoder for att upptacka och undersoka

cancerrelaterade biomarkorer

For att undersoka och jamfora tumorer med frisk vivnad och dven med varandra utifran
genetisk information, krdvs mycket precisa och palitliga verktyg som kan hantera enorma
méngder data. Tva framtrddande exempel pa saddana verktyg dr dPCR och NGS. Dessa
anvinds redan aktivt inom proteogenomiken, men nya appliceringar hittas d&nnu for dem
(Laurie et al. 2013).

Digital PCR delar upp prover i mycket sméa delelement och anvinder Poissonfordelning
for analys av genetiskt material

For att forstd hur anvandningen av dPCR ir av betydelse for nuvarande och framtida
cancerforskning, diagnostisering och behandling, &r det hjdlpsamt att jamfora det med
kvantitativ PCR (quantitative PCR, gPCR). I bdda metoderna anvénds termiska cykler, dér
DNA {orst virms tills det denatureras (denatureringssteg) och bildar enkelstringade DNA-
templat. Darefter sédnks temperaturen och RNA-primers hybridiserar (binder) till DNA-
templaten (hybridiseringssteg). Slutligen elongeras DNA-templaten av ett virmeresistent
DNA-polymeras (elongeringssteg). Sedan upprepas proceduren for att amplifiera méangden
DNA.

I qPCR antas DNA-fragmenten under amplifiering 6ka exponentiellt (Carr & Moore 2012).
Problemet som det antagandet medfor ar att det forutsétter 100% elongeringseffektivitet,
vilket innebér att alla DNA-templatstrdngar skulle hinna elongeras under ett elongeringssteg i
en termisk cykel. Detta &r inte alltid fallet, eftersom det blir mer och mer DNA-templat ju
langre PCR-reaktionen pagar. Da okar hela tiden risken att det polymeras som finns i
reaktionsblandningen inte hinner med att elongera alla templatstrangar innan
elongeringssteget natt sitt slut (Laurie et al. 2013, Huggett ef al. 2015). Om man &r
intresserad av att undersoka om ett prov innehaller en liten mingd avvikande DNA, &r det
darfor 1att héint att den lilla mdngden “drunknar” bland allt normalt DNA som elongeras och
diarmed aldrig uppticks (Vogelstein & Kinzler 1999, Huggett et al. 2015).

Med dPCR undviks ménga av problemen med qPCR, genom att reaktionsblandningen (DNA-
provet blandat med PCR-substrat s& som polymeras, joner, primrar och nukleotider) delas upp
1 mindre element som halls atskilda fran varandra. Detta kan ske pa olika sitt, men en vanlig
metod dr “droplet dPCR” (ddPCR) dér en oljefas anvidnds med en surfaktant for att skapa sma
”droppar” innehallandes reaktionsblandningen (Laurie et al. 2013, Wang et al. 2015). Vid ritt
utspadning av reaktionsblandningen innehdller varje droppe dirfor ytterst f4 DNA-molekyler,
vilket skapar mindre konkurrens om PCR-substraten och darmed kraftigt minskar risken att
den avvikande DNA-sekvensen drunknar bland de andra (Figur 2). Utover det medfor
uppdelningen att en mindre ursprunglig volym DNA-prov behovs for att fa resultat och
studier har visat att resultaten dessutom dr mer tillforlitliga 4&n med qPCR (Wang et al. 2015).
Annu en fordel som partitioneringen medfor ir att for varje termisk cykel utfors tusentals
PCR-reaktioner samtidigt, vilket ocksa sparar tid.
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Figur 2. Droplet digital PCR. Med hjilp av en oljefas bildas sma “’droppar”, vilket orsakar att reaktionen delas
upp i midngder av sma “delreaktioner” - ett fatal per droppe.

Inom cancerforskning ar det viktigt att kunna urskilja sma méngder avvikande gensekvenser
fran normala sekvenser, eftersom det 4r en tydlig indikation pd att det finns muterade celler
ndrvarande 1 systemet. Detta gors i manga fall genom att specifika prober som binder till
DNA-fragmenten av intresse fluorescerar nir DNA-fragmentet de sitter pd elongeras (Taly et
al. 2013). Nar reaktionen fortgatt si ldnge att signalen frin DNA-fragmenten som undersoks
ndr en viss styrka, anvénds antalet termiska cykler for att rakna ut hur mycket av DNA-
fragmentet som fanns nérvarande frdn borjan genom ett matematiskt samband (Carr & Moore
2012, Baker M 2012). Med qPCR ir det darfor mycket svart att upptdcka sma méngder
avvikande DNA 1 en reaktionsblandning med en jimforelsevis hog andel normalt DNA,
eftersom de konkurrerar om nukleotider, primrar och prober, vilket medfor en risk att det
avvikande DNA-fragmentet inte ger upphov till en tillrdckligt stark signal for att upptickas
(Vogelstein & Kinzler 1999, Huggett et al. 2015).

Resultatet av en dPCR-reaktion &r att de element som innehaller den eftersokta DNA-
molekylen ger upphov till en signal och bendmns dérfor som positiva, medan de som inte ger
upphov till ndgon signal dr negativa. Flera DNA-fragment kan undersokas samtidigt genom
att olika specifika prober anvinds (Taly ef al. 2013). Eftersom signalerna bara tolkas som
positiva eller negativa for varje prob, kan de tolkas som ettor och nollor, dirav namnet
”digital” PCR. Andelen av det eller de DNA-fragment som undersoks riknas ut efter
korrigering utifran Poissonfordelning, vilket kompenserar for sannolikheten att mer &n en
kopia av det aktuella DNA-fragmentet ursprungligen kan ha funnits nirvarande 1 vissa av
elementen (Vogelstein & Kinzler 1999, Huggett et al. 2015).

Med hjilp av dPCR har framsteg redan gjorts inom cancerforskningen. Ar 2013 hittades ett
matematiskt samband mellan ldngden pa en PCR-produkt och fluorescenssignalens styrka,
vilket mojliggor bade kvantifiering och storleksbestimning av mal-DNA i samma reaktion
(Laurie et al. 2013). Samma ar visade sig dPCR vara ett mycket effektivt verktyg for
screening av olika typer av mutationer i ssamma gen (Taly ez al. 2013). Ar 2015 gjordes ett



jamforande forsok mellan gPCR och ddPCR att bestimma koncentrationen av
lungcancerrelaterat mikroRNA. Bada metoder var framgéngsrika men ocksa hér visade sig
ddPCR vara overligset i effektivitet och noggrannhet (Wang et al. 2015). Fler exempel finns
och det ar troligt att &nnu fler kommer dyka upp i framtiden.

Fyra huvudsakliga system inom NGS

Gensekvensering gar ut pa att ta reda pa i vilken ordning nukleotiderna sitter i en gensekvens.
DNA-fragment amplifieras och denatureras, varpa primrar tillsétts, men ddrefter borjar de
olika sekvenseringsmetoderna skilja sig &t.

I sangersekvensering tillsdtts terminerade nukleotider (3'-dnden &r blockerad sa att ingen ny
nukleotid kan binda till den gamla) till reaktionsblandningen tillsammans med “’vanliga”
nukleotider (Sanger ef al. 1977). Efter ett tag skoljs nukleotiderna bort och fragmenten
analyseras med gelelektrofores. Eftersom bade vanliga nukleotider och terminerade
nukleotider finns i reaktionsblandningen, blir resultatet manga DNA-fragment av olika
langder, vilket med gelelektrofores ger en bestdmd ordning for vilken nukleotid som har
vilken position i gensekvensen. Varje terminerad nukleotid innehaller dessutom ett
fluorescerande &mne som &r unikt for varje kvivebas — A, T, C och G. Pa sé sétt vet man
ocksa vilken nukleotid som svarar for vilken langd pd DNA-fragmentet. Denna metod kallas
kedjetermineringsmetoden (chain termination procedure) (Sanger et al. 1977).

NGS ir inte, som namnet kanske antyder, en “eftertrddare” till sangermetoden eftersom det
finns olika for- och nackdelar bade mellan olika NGS-system och mellan NGS och
sangersekvensering. Sangermetoden &r tidskrdvande men noggrann och kan ge palitliga
resultat for 1dnga DNA-sekvenser, medan NGS-systemen tenderar vara mer tidseffektiva men
mindre noggranna. Det finns fyra huvudsakliga NGS-system: pyrosekvensering, sekvensering
via syntes och ligering samt jon-halvledarsekvensering (Garcia ef al. 2000, Drmanac et al.
2010, Rusk 2011, Cummings et al. 2013, Chen 2014). Det som de har gemensamt r att de, 1
likhet med dPCR, delar upp reaktionen i upp till flera miljarder delreaktioner. Detta gors
genom att sSDNA-templat fésts vid sa kallade ”ldnkare” (linkers), som binder templaten vid
en fast yta, dir amplifiering sedan sker for att skapa separerade ansamlingar av templat. Tva
vanligt forekommande sétt det sker pa dr antingen genom att templaten fasts 1 vardera dnden
(5'- och 3'-dnden) vid en plan yta och pa sé sétt bildar U-formade “’broar”, i en metod som
kallas ’bridge PCR” (Figur 3b), eller att templaten fésts i ena dnden vid flera mycket sma
sfariska ytor (Ion sphere particles) (Quail et al. 2012), som dé bildar ndgot som kan liknas vid
ett kastanjenotskal, dér taggarna i sa fall utgors av DNA-templaten. Den senare metoden
kallas ”emulsion PCR” och de resulterande sfiriska DNA-templatansamlingarna kallas
emulsionspérlor (emulsion beads, Figur 3a) (Hori et al. 2007, Cummings et al. 2013, Leong
et al. 2014, Kojima et al. 2015).



Figur 3. Amplifieringsmetoder for separering av DNA-templat. a) ”emulsion beads”, ddr DNA-templaten sitter
fast pé en sférisk yta, b) DNA-templaten bundna vid en fast plan yta och amplifieras med “’bridge PCR”

Efter att templaten forberetts och amplifierats startas sjdlva sekvenseringsreaktionen, vilket ar
det steg som framst skiljer sig mellan de olika NGS-systemen. Informationen fran
sekvenseringen tolkas och kvalitetskontrolleras slutligen genom jamforelse med redan
validerade resultat fran tidigare forsok, eller sa anvénds sangermetoden for att validiera
resultaten (Kanagal-Shamanna et al. 2014, Simen et al. 2015).

NGS mojliggor kostnads- och tidseffektiva jamforelser mellan gensekvenser hos tumorer och
frisk vdvnad for att lokalisera genetiska avvikelser, vilket mojliggdr att behandlingsprogram
for cancer och andra genetiska sjukdomar kan skrdddarsys pa individuell niva. Dessutom gors
nu anstrangningar for att skapa en informationsbank dér olika tumdrer har sekvenserats och
jamforts mot varandra. Pa sa sitt hoppas man kunna upptécka nya biomarkorer for dnnu
snabbare diagnostisering och eventuellt behandling av cancer (Simen et al. 2015).

Det finns flera exempel pa framsteg som gjorts med NGS som verktyg. Forskare vid The
Genomic Pathology Laboratory validerade ar 2014 en mutationspanel, en sorts “mall” dver
vanligt forekommande mutationer i olika cancertypersom kan anvidndas som referens vid
diagnostisering, for klinisk anvéandning (Simen ef al. 2015).



Lovande biomarkorer

Genom &ren har forskare med hjélp av den kraftiga teknologiska utvecklingen inom
datahantering kunnat utveckla genomik och proteomik till nya nivier. Samtidigt har
internationella samarbeten, dir omfattande genomisk information fran avslutade cancerfall
tillgangliggjorts for berorda forskare, inletts (Brennan & Wild 2015). Dédrmed har man fétt en
djupare forstielse for bade molekyldra och miljorelaterade faktorer som kan bidra till att
orsaka cancer. De stora framstegen inom molekyléra forskningsmetoder har mdjliggjort insikt
i ett flertal tinkbara dignostiseringsmetoder, genom upptiackten av minga nya potentiella
biomarkorer for cancer.

Undersokning av proteiner som kan associeras med cancer

En av de vanligast forekommande tumorsuppressorerna (proteiner som hindrar potentiella
cancerceller fran att etablera sig) ar p53 (Lane & Crawford 1979). Proteinet upptécktes redan
1979, men antogs lange vara produkten av en onkogen (Crawford et al. 1981, Jenkins et al.
1984). Inte forrén tio ar efter upptackten av p53, fann man bevis som tydde pa att det var
muterade p53-gener (hdr kommer genen bendmnas 7P53 hos Homo sapiens och proteinet i
allminhet bendmns p53) som tenderade att ge upphov till cancer, snarare dn vildtypsvarianten
(Baker et al. 1989). Idag dr det allmént accepterat att p53 dr en tumdrsuppressor och att
mutationer i 7P53 dr en vanlig orsak till minga olika typer av cancer (Chakarov ef al. 2012). 1
en studie gjord &r 2013, dér gensekvenser fran tolv olika cancertyper undersoktes, visade det
sig att det rentav dr den vanligaste genen att ha muterat i manga cancertyper (Kandoth et al.
2013). Tre tillstdnd som p53 kan inducera i en cell dr avstannande av cellcykeln (cell cycle
arrest, CCA), senescens (permanent CCA) och apoptos (Mooi & Peeper 2006, Chakarov et al.
2012).

Petos paradox — varfor dr cancer vanligare hos mdnniskor dn hos elefanter?

Petos paradox, efter epidemiologen Richard Peto, stiller fragan varfor djur med storre
kroppsmassa generellt inte far cancer mer frekvent dn djur med mindre kroppsmassa. Stora
djur har fler celler och borde intuitivt darfor oftare rka ut for mutationer och darmed ocksa
16pa storre risk att fa cancer, men enligt en studie av Peto gjord 1975 tycktes inget sddant
samband existera. Experimentet visade att bland moss indelade i olika &ldersgrupper, som
blivit utsatta for ett carcinogent &mne (bensopyren), var risken ungefar lika stor att fa cancer —
tiden det tog innan tumorer iakttogs verkade generellt bero pd exponeringstid snarare 4n alder
(Peto et al. 1975). Ett flertal teorier finns till vad detta kan bero p4, bland annat att stérre djur
har ld&ngsammare metabolism och darfor har mindre reaktivt syre i sina system. Dessutom
tenderar deras celler att dela sig mindre frekvent (Gewin 2013, Callaway 2015). Nyligen
publicerades tva oberoende artiklar, dar p53 hos elefanter undersokts. Tillsammans visade
artiklarna att elefanter hade 20 kopior av p53-genen (vilket kan jimforas med en enda kopia
hos de flesta andra ddggdjur) och att de oftare anvénder apoptos &n reparation av skadat DNA
(Abegglen et al. 2015, Sulak et al. 2015).

p33 som biomarkor

Tack vare sin relativt tidiga upptickt har minga aspekter av p53 blivit utforskade och den
kunskap som det lett till har gjort proteinet till en attraktiv biomarkor. Samtidigt har proteinet
visat sig vara mer méangsidigt 4n man tidigare trott, vilket gor det komplicerat att anvénda
som biomarkor. I en artikel fran 2008 visades att p53 i cytoplasman tycktes motverka
autofagocytos (nedbrytandet av organeller pa grund av skador eller yttre stressfaktorer i en
cell), samtidigt som det ndmns att tidigare fynd visat pa att p53 i cellkdrnan tvartom verkade
stimulera samma process (Morselli ez al. 2008). I en annan rapport beskrivs hur p53 kan
reglera autofagocytos i cellen och pé sa sétt bidra till apoptos genom att binda till



”skadereglerad autofagocytos-modulator” (damage-regulated autophagy modulator, DRAM),
en gen som kodar for ett lysosomprotein, som 1 sin tur medierar inledandet av autofagocytos
(Crighton ef al. 2006). Interaktioner med andra gener har hittats i flera fall och det tycks vara
pa det sittet pS3 kan paverka sd manga olika processer (Mooi & Peeper 2006, Chakarov et al.
2012, Muller & Vousden 2014). Om det dessutom finns fler fall dir lokaliseringen av p53 i
cellen har betydelse for hur dess funktion uttrycker sig, som i fallet ovan, sa blir det &nnu
svarare att fa ett grepp om dess funktion.

Dessa problem till trots, har ett flertal undersdkningar gjorts dédr p53 granskats som kliniskt
applicerbar biomarkor, med varierande resultat. I en sammanstillande undersokning dér 109
autoantikroppar (proteiner utformade for att binda till specifika antigener; kliniskt for att
undersdka méngd eller ndrvaro av en viss antigen) for tidig diagnos av tjocktarmscancer fran
67 studier jamfordes, fann man att autoantikroppar mot p53 dven fanns nirvarande i lung-,
lever- och magcancer (Chen et al. 2014). Det tyder pa att p5S3 kan anvéndas som markor for
manga olika typer av cancer. Jia och medarbetare (2014), testade ett multiplex-system dér 14
tumorrelaterade autoantigener anvéandes for att uppticka lungcancer. I den studien fann man
p53 1 15% av fallen. Dar drogs slutsatsen att mer forskning behdvs pa diagnosmetoderna som
testats och mer kunskap behdvs om hurvida 6verlevnadschansen signifikant 6kar om
lungcancer uppticks tidigt (Jia ef al. 2014).

PTM — undersékning av proteiner dndrade efter translation

Ett utmirkande drag som delas av tumorbildande celler &r att de méste kunna bryta sig fria
fran sina grannar. Eftersom glykoproteiner dr viktiga for kommunikation och bindning mellan
celler dr det foga Overraskande att cancerceller tenderar ge upphov till avvikande
glykosylering, som mellan vissa cancertyper &r likartade och darfor kan anvindas som
biomarkorer for tidig diagnostisering av cancer (Meany & Chan 2011, Shukla et al. 2015).
Avvikande glykosylering &r ett exempel pd en PTM som kan ske pd ménga proteiner och
regioner av proteiner. Kdnda specifika PTMs har anvints for att testa deras lamplighet som
biomarkorer, déribland p53 (Meany & Chan 2011, Nguyen et al. 2014).

Glykosylering, modifiering av nysyntetiserade proteiner till glykoproteiner, sker standigt i
eukaryota celler och &r ett exempel pa en PTM (Nelson et al. 2008). Wu och medarbetare
genomforde ar 2010 en studie dir elakartade brostcancertumoérer jamfordes med godartade,
for att undersdka ndrvaron av ett visst protein, polypeptid N-acetylgalaktosaminyltransferas
14 (GalNAc-T14) i de bada typerna. GaINAc-T14 tillhor en proteinfamilj som katalyserar det
forsta steget 1 en specifik sorts glykosylering 1 ddggdjursceller och misstinktes uttryckas mer
frekvent i1 den elakartade cancertypen. Prover fran 88 patienter testades med
immunohistokemisk fargning (IHC), 56 med elakartade tumdrer och 32 med godartade och
det visade sig att hypotesen stimde, vilket tydde pa att GalNAc-T14 skulle kunna anvédndas
som biomarkor. Dessutom fann man att uttrycksnivan av GalNAc-T14 tycktes korrespondera
med tumdrprogression (Wu et al. 2010). IHC gér kortfattat ut pé att specifika antikroppar
anvénds for att binda till en antigen (proteinet som ska undersdkas, har GaINAc-T14).
Antikropparna bdr pa en markdr som ger upphov till fargning nér de binder till sitt” protein
(Coons et al. 1942).

ctDNA och c¢fDNA — normalt forekommande fritt DNA i jimforelse med fritt DNA fran
tumorer

I blodomloppet forekommer naturligt sma DNA-fragment som kallas cfDNA. Om
tumorceller finns ndrvarande i systemet kommer en liten andel av detta cfDNA vara av
tumorursprung och skilja sig frdn normalt cfDNA. Denna typ av cfDNA kallas da ctDNA.
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Med olika metoder har man undersokt hurvida ctDNA kan ge upphov till nya biomarkorer for

diagnostisering och forskning pa cancer och kommit fram till nagra lovande resultat som
beskrivs hir.

I en stor studie ddr 640 cancerpatienter med olika typer av cancer deltog, testades hur vél
ctDNA kunde anvédndas som biomarkor. Med hjilp av PCR och sekvenseringsmetoder
analyserades koncentrationen av ctDNA i blodplasman hos patienter i olika stadier av
sjukdomsprogression, med varierande resultat. I manga av fallen dir cancern natt mer
avancerade stadier och inlett metastas, ndddes foga forvdnande positiva resultat med hogt
genomslag. Hos patienter dir sjukdomen dnnu var lokaliserad (inte borjat sprida sig) fanns
dock ocksa tillrackligt hoga koncentrationer ctDNA for upptickt i manga av fallen. Hos
patienter som befann sig 1 forsta stadiet kunde ctDNA upptéckas i1 ndstan hélften (47%) av
dem och mer 4n tva tredjedelar av patienterna som befann sig i tredje stadiet hade ocksa
uppmatbara mangder (Simen et al. 2015). Trots att dessa resultat talar for att ctDNA som
biomarkor dr mycket lovande, dr ett problem att den eftersokta mutationen i kliniska
undersdkningar ar okdnd. Darfor ar det viktigt att genpaneler for jamforelser mellan kidnda
mutationer och kliniska resultat, som den beskriven ovan utvecklas (Bettegowda et al. 2014).

En annan upptickt i studien var att métning av ctDNA kan anvéndas for att dvervaka
sjukdomsprogression. Detta har tidigare pavisats i1 tjocktarmscancer 1 en tidigare nimnd
rapport av Diehl och medarbetare (2008), diar metoden att mita koncentration av ctDNA
jamfordes mot uppmaétning av CEA (carcinoembryonic antigen), ett receptorprotein relaterat
till cancer, vilket var rutinmetoden. Dar visade det sig att ctDNA-métning var signifikant mer
kansligt an CEA-maétning (Diehl et al. 2008).

miRNA

Smé (~22 nukleotider), icke-kodande RNA-molekyler, som kan ha viktiga regulatoriska
funktioner i djur och vixter genom att binda till, och sedan klyva eller blockera, mRNA och
dirmed reglera translation, kallas miRNA (Bartel 2004). miRNA troddes under lng tid sakna
funktion 1 genomet, har idag sedan linge visat sig spela in 1 ett flertal processer i cellers
reglering och bevis pekar ocksé pd deras inblandning i olika sjukdomar, diribland cancer.
Begreppet ér inte nytt inom biologin, men miRNA bdrjar nu betraktas som tdnkbara och
attraktiva biomarkorer for diagnostisering av cancer, eftersom tekniken nu pé allvar borjar
stodja det. miRNA har kunnat identifieras som onkogener och tumdrsuppressorer eftersom de
kan binda till mRNA och pa sa sitt hindra eller aktivera translation, antingen genom att binda
till sekvenser av mRNA eller genom att orsaka att det degraderas (Iorio & Croce 2012).

Syntes av miRNA sker i tvd huvudsakliga steg. De gener som kodar for miRNA finns
givetvis i cellkdrnan, men de kodar for lingre RNA-molekyler, primért mikroRNA (pri-
miRNA). Pri-miRNA viker sig vid olika regioner och bildar harkldmme-strukturer”
("hairpins”, eftersom deras struktur kan liknas vid harkldmmor) som “’klipps” bort fran pri-
miRNA-molekylen. Dessa kortare harklammor bendmns som prekursor-mikroRNA (pre-
miRNA), som sedan transporteras ut ur kdrnan. I cytoplasman behandlas pre-miRNA vidare
genom degradering av olika proteiner och slutligen klyvning ldangs med molekylen fran
(dsRNA till ssRNA) av ett helikas. Det dr inte ovanligt att flera mogna miRNA syntetiseras
frdn samma polycistroniska pri-miRNA (Iorio & Croce 2012).

Calin et al. 2002, upptéckte att en kromosomregion, 13q14, som ofta raderats i samband med

en typ av leukemi (kronisk B-cell lymfocyt-leukemi), kodade for tvA miRNA , miR-15a och
miR-16a (Calin et al. 2002). Detta ledde till en senare undersokning dar fler kinda miRNA
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utforskades, vilket ledde till att man fann bevis som talade for att ett flertal miRNA var
kopplade till tumdrer (Calin et al. 2004).

Numera forskas det flitigt p4 miRNA och deras potential som biomarkdrer. En studie av
Sozzi med kollegor (2014), pekade pa att analys av miRNA 1 blodplasma hos
lungcancerpatienter (miRNA-signaturklassificerare, MSC) kan anvindas tillsammans med
lag-dos spiralberdknad tomografi (low dose spiral computed tomography, LDCT) for att
minska antalet felaktigt positiva resultat som LDCT kan ge upphov till. Studien tydde
samtidigt pa att MSC hade diagnostiskt och prognostiskt virde (Sozzi et al. 2014). LDCT gér
ut pa att man ’scannar” kroppen med penetrerande vagor, vanligtvis rontgen, varpa en dator
sammanstéller de resulterande tva-dimensionella tvirsnittsbilderna till en Gvergriplig tre-
dimensionell bild av kroppens insida. LDCT kan producera tillrdcklickt tydliga bilder for att
abnormaliteter som tumorer ska kunna upptéckas. ”Lag dos” i sammanhanget betyder att
straldosen inte far 6verstiga en viss grins. Vid lungcancertomografi ligger dosen pa ungefar
1,5 mSyv, vilket ar hilften sa hogt som man i snitt berdknas utséttas naturligt for under ett ar i
USA (ICRP 2007).

Utover de lovande utsikterna for miRNA som biomarkorer for diagnos, har studier ocksa
visat pa att de kan anvéndas som prognostiska verktyg. I en studie, dir ddPCR anvéndes for
att miata miRNA-halter for olika miRNA 1 bréstcancerpatienter, pavisades att
forsokspersonerna hade hogre halter av tva specifika typer av miRNA (miR-148b-3p och
miR-652-3p) jamfort med kontroller. Intressant nog iakttogs ocksa att &nnu ett miRNA (miR-
10b-5p), 1 forhojda halter gentemot kontroller, hingde ihop med andra kidnda biomarkorer
som anvands for att forutspa utkomst av sjukdomen, som tumorstadium och lymfnodmetastas
(Mangolini et al. 2015).

Ett tidigare experiment visade att miRNA kan anvindas inte bara for att upptécka cancer, utan
ocksa for att skilja mellan olika undertyper av bréstcancer. Aterigen undersdktes olika typer
av miRNA 1 vivnad fran brostcancerpatienter, men hér uppticktes att olikheter i andelen
miRNA av olika typer visade pa om det rorde sig om en basal eller luminal (olika typer av
celler i mjolkkdrteln) kategori. Kategorierna visar vilken typ av behandling som helst bor
anvéndas, eftersom tumdrcellerna skiljer sig mellan undertyperna i vilka receptorer de har och
inte har (Sempere ef al. 2007).

Diskussion

Att metoderna som beskrivs har utvecklas i takt med anlytiska system - s som de tidigare
beskrivna dPCR och NGS-systemen - dr ingen slump, men just nu befinner vi oss i en
gransperiod mellan édldre analysmetoder och verktyg, och nya. Tester genomfors kontinuerligt
dér de nya verktygen testas med metoder som tidigare inte var mdjliga pa grund av en

kombination av framforallt hoga kostnader, 14g noggrannhet och hég tidskonsumtion (Taly et
al. 2013, Sefrioui et al. 2015).

Som ofta dr fallet inom manga forskningsomraden, &r det svart att veta vilka upptackter som
kommer vara av stor betydelse och vilka som kanske spelar mindre roll. Upptéackten av p53
och senare dven dess roll som tumorsuppressor, hade stor betydelse och har fortsatt vara ett
hett forskningsomrade sedan dess. miRNA ddremot, hade inte en lika sjdlvklar roll som
biomarkdr for cancer, men nu dr det pd frammarsch sedan nagra &r inom cancerforskningen
och det finns inget som tyder pa att intresset kommer avsvalna inom nigon néra framtid.
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Korsdisciplinira falt som bioinformatik har redan revolutionerat cancerforskningen, liksom
forskningen inom andra sjukdomar. Med nésta generation analytiska instrument och
maélséttningar kommer vi ytterligare ett steg ndrmare att koppla ihop bioinformatik med
laborativa undersokningar med farre mellanhdnder. Givetvis aterstar &nnu problemet att ingen
behandlingsmetod fungerar i alla 14gen eller ens i ndrheten av det men sé linge utvecklingen
gar framat, blir metoderna mer traffsikra. Trots att de nya systemen, liksom de gamla, har
for- och nackdelar beroende pa vad som undersoks (Quail e al. 2012), tyder mycket pa att de
ar mer traffsdkra 1 ratt hinder.

Diehl med kollegor skriver i en rapport fran 2008, dér andelen cirkulerande tumor-DNA
(ctDNA) undersoktes som potetiell biomarkdr for 6vervakning av progression for
tjocktarmscancer, att ett av cancergenomatlas-projektets (the Cancer Genome Atlas Project)
framsta mal ar att forbéattra och utveckla diagnostiska applikationer for
sekvenseringsteknologin for att géra det relativt enkelt att upptdcka mutationer i praktiskt
taget vilken cancertyp som helst (Diehl et al. 2008). Detta uttalande ar ett utmérkt exempel pa
hur viktigt det ar att utveckla verktyg som NGS, sa att utvecklingen kan ga snabbare och fler
liv kan raddas.

Sammanfattningsvis tycks nuvarande forskning peka pa att de nya systemen som finns
tillgédngliga idag ar mycket lovande for framtida cancerforskning, behandling och
diagnostisering och dessutom sannolikt har applikationer som &nnu inte upptickts. Samtidigt
tas fler internationella initiativ fram for att 6ka samarbetet lander emellan, vilket pa sikt
kommer leda till enorma databaser speciellt framtagna for snabb identifiering av olika
cancertyper. Med riktade anstrangningar mot klara mal, samt bra samordning i dessa
samarbeten kan utvecklingen gé extremt fort pa den hér fronten (Brennan & Wild 2015). Med
alla de framsteg som skett och med de anstrdngningar som gors, ser framtiden ljus ut for
cancerforskningen.

Tack

Jag tackar Magnus Eklund, Adrian Silberman, Anghella Lambruschini Falcon, Oskar
Bergman och Anna Rosling for deras tid och tdlamod med att ge aterkoppling och rad.
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Proteogenomik: Nya och kommande metoder i diagnostisering av

cancer: etisk bilaga
Tobias Grylling
Sjalvstiandigt arbete i biologi 2015

Dolda och synliga gener

Vissa gener uttrycks pa ett sitt som &r fullt synligt for alla, som 6gonférg, och utgoér en
individs fenotyp. Nér man utfor en helgenomsekvensering av individen, far man ocksé fram
den information som annars dr dold — individens genotyp. Eftersom dessa gener halls dolda
for alla, inklusive individens medvetna sjélv, finns det inget sitt att se om nagonting &r fel i
nigon av dem forriin symptom bdrjar utvecklas. Aven om det inte nddviindigtvis 4r forsent att
gora ndgot at det vid det laget, kan det vara svart att veta exakt vilken gen som ger upphov till
symptomen, eller om det ens dr ndgot genetiskt. P4 sa vis ger helgenomsekvensering
information som kan radda liv, men till vilket pris? Har har jag fokuserat kring individen och
familjen for min etiska fragestallning.

vem har ritt till informationen?

Ar det riitt att limna ut genetisk information till var och en, eller ir det bittre att man inte
kénner till sddant som kan orsaka problem om man rakar ldmna ut det till fel person? Kanske
ar det bést att inte kénna till saker som att man 16per 20% risk att fa lungcancer vid 40 ars
alder, for att undslippa mental vdnda. Att gensekvensera en individ ger dessutom information
om dess forfader, vilket kan orsaka obehag for dem — har man da ritt att bestimma sjalv om
man ska undersokas, eller maste alla levande och rimligt avldgsna sléktingarocksa ge sitt
godkinnande?

Om férmyndarna fér ta del av informationen, star det utanfor individens egen forméaga att
stoppa dem fran att utlimna den. Det skulle kunna leda till spdnningar inom familjen och
etiska dilemman for formyndarna. Samtidigt bor formyndarna ha rétt att veta om deras barn
lider av nidgon sjukdom.

Att var och en sjdlv bor fa vilja hurvida man vill ta del av resultaten fran sin gensekvensering
ar for mig sjélvklart, men jag dr kluven i de familjeorienterade fragorna. Vara gener ar bade
det mest personliga vi har men samtidigt striacker de sig 1angt utanfor individens grinser och
kan innefatta alla dess rimligt nérbeldgna slidktingar, som i manga fall inte ens har kontakt
med varandra. Liksom Pandoras ask uppstar en hel rad problem nér informationen vél
avtickts — om en individ har cancer som hade kunnat stoppas om den upptéckts vid ung élder,
borde man dé inte undersdka individens barn och barnbarn? Min &sikt dr att det inte finns
ndgot enkelt svar, utan att man bor ta varje fall for sig och bestimma vilka som har rétt till
vilken del av informationen (vem som har sekvenserats behover exempelvis inte framga).

Vem kan man lita pa?

Idag prédglas samhillet av integritet, mycket till foljd av vetskapen att foretag och
myndigheter kan lagra information fran Internet. Att “obehdriga” kan kénna till saker som
man vill hélla privat dr en obehaglig tanke, sé att ndgon skulle kunna kénna till mer &n man
vet om sig sjdlv ar forstas annu obehagligare. Déarfor bor varje individ {4 bestimma om dess
genom ska ’fa” sekvenseras.
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Forskningsetik

Nir jag skrev min artikel ville jag dels anvinda killor som jag kunde lita pad men ocksa, pa
grund av min egen knappa erfarenhet av fordjupade aspekter i &mnet, kdllor som backades
upp fran flera héll. Darfor har jag anvint bade dversiktsartiklar och primérartiklar — det forsta
som referenser till allmént accepterade teorier, samt ett sétt att hitta primérartiklar, som jag
anvinde for att visa pd framsteg och nya upptéckter inom de bahndlade omradena.

Nér man ldser vetenskapliga artiklar far man snabbt en kénsla av att manga forskare, trots sin
O6dmjukhet for sitt forskningsfilt, inte lattvindigt vill erkénna brister i sitt arbete. Darfor dr det
alltid en liten trygghet nér andra artiklar refererar till samma artikel som jag sjilv refererat
till, men jag utgar aldrig ifran att nagon annan granskat artikeln noggrannare én jag. Mina
egna slutsatser har jag lagt 1 diskussionsdelen for att undvika forvirring.
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