ORIGINALSTUDIE

lidigare upptackt av lungcancer
med analys avtumor-DNA 1bloo

Lungcancer ar den vanligaste orsaken till cancerdod
globalt. Tidig diagnos och en individualiserad behand-
lingsstrategi ar avgorande for att forbattra 6verlevna-
den och livskvaliteten for lungcancerpatienter.Alla tu-
morer orsakas av skador pa DNA- och/eller RNA-niva
[1], och under det senaste artiondet har flera cancer-
genetiska biomarkorer (mutationer och fusionsgener)
identifierats som mojliggor en genetisk subgruppering
av lungcancer, som nu dven ofta kan matchas till en
riktad molekylar precisionsbehandling [2]. De senas-
te aren har det dven tillkommit en revolutionerande
utveckling av analysmetoder inom diagnostiken, dar
man genom ett blodprov kan analysera cirkulerande
tumor-DNA (ctDNA) for detektion av biomarkérer [3].
Cirkulerande tumor-DNA ar lickage av DNA fran tu-
morceller som finns i blodet hos patienter med can-
cer. Med nya kénsligare molekyldargenetiska metoder
som NGS (next generation sequencing) eller digital
PCR kan cirkulerande tumo6r-DNA analyseras for att
ge fordjupad information om tumorens genetiska for-
andringar utan en mer invasiv provtagning [4, 5]. Tek-
niken kan vara sarskilt anvandbar f6r att 6vervaka be-
handlingsrespons, identifiera resistensutveckling och
upptédcka tidiga aterfall eller som en del av diagnosti-
ken [3]. Metoden har dven fordelen att kunna detek-
tera mutationer frin flera eventuellt metastaserade
cancerkloner och dirmed representera de olika sub-
klonerna av maligniteten. Detta ger en inblick i den
intratumorala heterogeniteten, vilket dr en avgoran-
de faktor vid utformningen av behandlingsstrategi [6].
For att pavisa den kliniska nyttan av tidig analys av
cirkulerande tumor-DNA vid misstanke om lungcan-
cer rapporterar vi en pilotstudie som analyserat blod-
plasma fran 93 individer som skt sjukvard med miss-
tanke om lungcancer. Studien syftade till att utvirdera
formagan att uppticka genetiska forandringar som ar
forknippade med lungcancer i plasmaprov tagna re-
dan vid forsta likarbesoket. Blodprov togs i samband
med annan vends provtagning vid patientens forsta
sjukvardsbesok, och plasman separerades for att iso-
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o Ett material bestaende av 93 plasmaprov fran indi-
vider med misstankt lungcancer, varav 69 matchade
lungcancerprov fran bade blodprov och biopsimaterial,
analyserades med NGS-teknik.

@ Analys av cirkulerande tumoér-DNA fran blodprov (»li-
quid biopsies«) detekterar ca 75 procent av behandlings-
vagledande mutationer i senare stadium av lungcancer.

o Tidigare diagnos av lungcancer kan bidra till kortare
standardiserade vardforloppstider och tidigare behand-
lingsstart.
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lera cirkulerande tumdor-DNA, som analyserades med
hjalp av NGS-teknik.

Resultatet fran plasmaprovet jamfordes med ett
matchat vavnadsprov frin samma patient med nyli-
gen faststilld morfologisk lungcancerdiagnos. Studie-
resultatet ger vardefulla insikter om klinisk anviand-
barhet av att anvianda cirkulerande tumo6r-DNA for att
bidra till tidigare diagnos och behandlingsstrategier
for patienter med lungcancer. Detekterbarheten vid
analys beror pa hur mycket cirkulerande tumoér-DNA
som slapps ut i blodomloppet, vilket kan variera bero-
ende pa i vilket stadium cancern upptécks; ocksa det-
ta analyseras i studien.

METOD

Samtliga patienter som deltog i studien informera-
des personligen vid provtagningstillfallet och gav ett
skriftligt samtycke till medverkan i studien.

Studien inkluderade initialt blodprov fran 93 indi-
vider (50 kvinnor och 43 médn) med misstdnkt lung-
cancer, varav 74 individer senare bekraftades ha lung-
cancer. Hos 69 av de ursprungliga 93 patienterna med
plasmaprov hade ett matchande biopsimaterial fran
vavnad eller cytologi med morfologiskt cellulart be-
kraftad tumor. Hos 3 av patienterna saknades kon-
klusivt biopsimaterial féor molekylar analys, varvid
cirkulerande tumo6r-DNA anvéndes. 15 patienter hade
andra/okdnda maligniteter eller hade inte utretts mo-
lekylart, och 6 individer hade inte nagon faststilld
cancerdiagnos. Se Figur 1 for 6versikt av patientprov-
gruppering.

Studien har godkéants av Etikprovningsmyndighe-
ten (dnr 2019-03920) med tilligg av ett enskilt sam-
tycke av samtliga individer som deltog i studien.

Molekylar testning av plasma-ctDNA
Plasma-ctDNA-testningen utfordes med Oncomine
Lung cfDNA assay (Thermo Fisher), en NGS-panel be-
staende av delar av omraden (lokus)i 11 cancerassocie-
rade gener. Blodprov samlades i tva streckror och plas-
ma framstédlldes genom dubbel centrifugering och
forvarades i -80°C. Extraktion av ctDNA utfordes med
QIAamp MinElute ccf-DNA Midi kit (Qiagen). Sekven-
seringsbibliotek preparerades med Ion Ampliseq Li-
brary kit 2.0 och sekvenserades pa en Ion PGM, och
data analyserades med Torrent Suite (Thermo Fisher).

Behandlingsvigledande mutationer for lungcancer
pa DNA-niva som analyserades var mutationer i ge-
nerna EGFR exon 18-21, KRAS p.G12C, BRAF p.V600OE
eller MET ex14 skipping.

Molekylar testning av tumorbiopsi

Molekylar testning av tumormaterial (vavnad eller
cytologi) utférdes enligt respektive regions kliniska
rutiner.Testningen initierades av ansvarig patolog vid
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morfologi som visade pa lungcancerdiagnos, oberoen-
de av plasmaresultat. For 3 prov fanns inte tillrackligt
med tumormaterial, varfér den priméra molekylara
testningen utférdes pa ctDNA fran plasma (taget vid
annat tillfalle).

RESULTAT

Studien utforskade anvdndningen av cirkulerande
tumor-DNA i blodprov for analys av cancergenetiska
biomarkorer for att tidigt i utredningen stdarka miss-
tanke om lungcancer.

Totalt analyserades 93 plasmaprov, varav 74 bekraf-
tade lungcancer.

Hos 69 patienter med lungcancer analyserades bade
plasmaprov och det matchande biopsimaterialet. 34
av de 69 matchade patientproven uppvisade sam-
stdimmigt inga mutationer i ndgon av de analysera-
de generna (normal genotyp). 20 patienter uppvisade
samstdmmigt cancerassocierade mutationer eller be-
handlingsstyrande mutationer i bida provmaterialen
(20 cancerassocierade mutationer, varav 6 behand-
lingsstyrande mutationer). Totalt fanns en samstam-
mighet i 54 av 69 av de matchade paren (78 procent).

I biopsimaterialet identifierades ytterligare 6 can-
cerassocierade och 7 behandlingsstyrande mutatio-
ner som inte kunde aterfinnas i plasmaproven. I ett
av plasmaproven identifierades en behandlingsvag-
ledande EGFR-mutation som inte kunde bekréftas i
biopsiprovet. Totalt identifierades 14 patienter med
direkt behandlingsstyrande mutationer i bida mate-
rialen.7 av de 14 mutationerna aterfanns i plasmapro-
vet, vilket gav en detekterbarhet pa ca 50 procent for
behandlingsvigledande mutationer i ctDNA-analy-
sen for hela materialet (se &ven nedan om analys av
koppling mellan tumdrgrader). For cancerassocierade
genetiska biomarkorer plus behandlingsassocierade
biomarkorer var samstimmigheten 20 av 34 (59 pro-
cent) i hela materialet.

I de 3 plasmaprovparen (ctDNA-proven som match-
ades mot ctDNA-material) hade 2 prov 6verensstim-
mande fynd (normal variant respektive mutation i
PIK3CA). I 1 fall uppvisade det ena plasmaprovet en
behandlingsvigledande mutation i EGFR p.L747_
P753delinsS som inte kunde bekraftas i det matchade
provet, dar analysen istéllet uppvisade en annan be-
handlingsviagledande EGFR-mutation (EGFR p.T854S).

Hos de 34 patienter som uppvisat mutationer i na-
gon av de cancerassocierade eller behandlingsstyran-
de generna i biopsimaterialet och/eller plasmaprovet
gjordes en utvardering av huruvida tumorens utbred-
ning eller férekomst av tumérer i lymfkortel eller me-
tastaser (TNM) kunde korrelera till samstammighet
mellan de matchade proven.

Trots att materialet var relativt litet ser vi en ten-
dens till 6kad samstammighet vad giller majlighe-
ten till detektion av mutationer i plasmaprovet hos de
patienter som har a) hogre tumorgrad (T = III-1IV), b)
hogre klassat lymfkortelengagemang (N =2-3) och ¢)
forekomst av metastaser (M =1) (Tabell 1).

DISKUSSION

Analys av cirkulerande tumor-DNA har potential att
vasentligt gagna cancerpatienten pa flera sitt nér det
giller diagnostik, behandlingsévervakning och indi-
vidualiserad vard. Tekniken finns tillganglig pa flera
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FIGUR 1. Overgripande beskrivning av material och resultat av studien med
jamforelse av mutationsstatus i cancerassocierade och behandlings-
vagledande mutationer i ett blodprov med matchande biopsiprov.

93 plasmaprov
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TABELL 1. Samstammighet av identifierade mutationer mellan de matchade
proven fran plasma och biopsiproven uppdelade pa respektive TNM-status

Tumérens utbredningsgrad (T) | Lymfkortelengagemang (N) | Metastas (M)
T(1-2) N (0-1) M (0)
41procent 29 procent 29 procent
Tavl? 4avld S5avl7
T(3-4) N (2-3) M (1)
70 procent 70 procent 75 procent
14av20 16.av23 15av20

svenska sjukhuslaboratorier och anviands redan vid
lungcancer, till exempel vid resistensfragestéllningar
och/eller da annat adekvat material inte ar tillgdng-
ligt. Tidig upptackt av cancerassocierade mutationer
kan starka misstanken om malignitet och paskynda
utredning och behandlingsstart for patienten. I vissa
fall kan dven behandling med méalstyrda cancerprepa-
rat sittas in tidigare.

Flera studier har under de senaste aren visat hur
analys av cirkulerande tumo6r-DNA kan bidra till tidi-
gare diagnos och dirmed tidigare behandlingsinter-
vention, vilket kan 6ka chanserna for framgangsrik
behandling och 6verlevnad (7, 8]. En studie frin Kana-
davisade nyligen kortare utredningstider (39 versus 62
dagar) da analys av cirkulerande tumor-DNA utfordes
redan vid misstanke om lungcancer [9]. Tekniken har
aven anvants framgangsrikt i studier for att monitore-
ra risk for aterfall av lungcancer efter kirurgi [10].

Lungcancerutredningar dr komplexa och kraver
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mycket av flera diagnostiska verksamheter inom sjuk-
varden. Ledtiden for standardiserat vardfoérlopp for
lungcancer bor enligt det nationella vardprogrammet
ligga pa <40-44 dagar vid tumoérspecifik behandling
och <30 dagar vid enbart symtomlindrande behand-
ling. Under 2022 naddes vardférloppsrekommendatio-
nen endast for 27 procent av lungcancerpatienterna
[11]. Nya arbetssitt, till exempel analys av cirkuleran-
de tumor-DNA fran plasma redan vid stark misstanke
om cancer, kan forhoppningsvis forkorta utrednings-
tiden for vissa patientgrupper med uppskattningsvis
10-14 dagar (forfattarnas uppskattning). Traditionell
utredning med morfologisk patologi ar fortfarande
essentiell for en korrekt slutgiltig diagnos, men moj-
ligheten att anvdnda genetiska biomarkoérer fran ett
blodprov i kombination med patientens anamnes bor
inte forbises.

Resultatet fran analys av cirkulerande tumor-DNA
far anvandas som en »kompassriktning« och inte en
exakt »GPS-position«. Vissa genmutationer, till ex-
empel BRAF p.V600OE, forekommer vid flera olika ma-
ligna tillstand, till exempel malignt melanom, lung-
cancer och kolorektalcancer. Analys av cirkuleran-
de tumor-DNA kan dnnu inte anvindas uteslutande
diagnostiskt, annat dn for att stirka misstanken om
malignitet hos patienter med mutationen och dar-
med paskynda utredningen.I ett av proven uppvisade
analysen tva olika behandlingsvigledande EGFR-mu-
tationer. Det skulle kunna forklaras av tumorhetero-
genitet, det vill sdga att olika delar av tumoren upp-
visar olika mutationer. Detektion av cirkulerande tu-
mor-DNA fran flera cancerkloner ar ytterligare en for-
del med ctDNA-analysen.

Detektionsnivan av cirkulerande tumor-DNA med
NGS varierar mellan 60 och 80 procent i olika studier
[12, 13], men med de senaste arens utveckling med
bade anvindning av DNA-stabiliserande ror vid prov-
tagning samt kénsligare och bredare molekylargene-
tiska tekniker finns rapporter om kanslighet upp till
94-97 procent [14, 15]. Vi detekterar en samstimmig-
het i resultatet av samtliga fynd med det matchade
materialet i ca 78 procent av proven (54 av 69). FOr can-
cerassocierade mutationer dr samstdmmigheten 70
procent (14 av 20) och for de behandlingsstyrande mu-
tationerna aterfinns ca 50 procent av mutationerna
(7 av 14). En tidig detektion av cancerassocierade eller

and opportunities of
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advanced lung cancer:

behandlingsstyrande mutationer stiarker misstanken
om malignitet och kan di fungera som ytterligare ett
kriterium for prioriterad utredning och start av mal-
styrd behandling, vilket pa sikt d&ven kan gagna ande-
len patienter som utreds inom faststéllda standardi-
serade vardforloppstider f6r lungcancer.

Vi noterar en tendens till 6kad samstdmmighet
i forekomst av cancerassocierade mutationer i de
matchade plasma- och tumoérvavnadsproven hos pa-
tienter med avancerad sjukdom och hogre TNM-sta-
dium (se Tabell 1). Resultatet ar i linje med andra stu-
dier som visat samband mellan forekomst av muta-
tioner i cirkulerande tumor-DNA i plasma hos patien-
ter med lungcancer och en mer framskriden sjukdom
[16].

Sammanfattningsvis visade studien att analys av
cirkulerande tumdr-DNA har potential som en lovande
teknik for den kliniska lungcancerdiagnostiken.Resul-
taten indikerade att cirkulerande tumo6r-DNA kan vara
anvandbart for tidig upptackt av lungcancer och att
dess palitlighet forbattras vid avancerade tumoérsta-
dier. Det finns fortfarande utmaningar med analysens
kanslighet, framfor allt vid tidig cancer dér graden av
cirkulerande tumor-DNA formodligen ar mycket lag.
Kostnader for en tidig 6verdiagnostik med NGS-teknik
far heller inte underskattas, men blir formodligen ac-
ceptabel pa sikt med effektivare utredningsgang. Yt-
terligare forskning och validering med storre patient-
kohorter kravs for att verifiera dessa lovande resultat
och fullt ut férstd den diagnostiska potentialen med
att analysera cirkulerande tumor-DNA inom annan
cancerdiagnostik, inte bara vid lungcancer. O
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SUMMARY

Earlier detection of lung cancer through analysis of
circulating tumor DNA from blood

To investigate the clinical use of analyzing circulating
tumor DNA in a clinical setting we present a pilot study
comprising 93 patients from individuals with suspected
lung cancer. The study aimed to evaluate the capability
of analyzing circulating tumor DNA at the initial medical
visit in order to detect genetic changes and mutations
associated with lung cancer in plasma samples. Tumor
DNA from plasma was extracted and analyzed with
Next Generation Sequencing (NGS) and the result was
compared with a matched tumor tissue collected in
close connection from the same individual. Cancer-
associated genetic mutations could be confirmed

in about 60 percent of the plasma samples, and we
observed a higher degree of conformance in patients
with a more advanced disease. The results from the
study provide valuable insights for an early clinical use of
analyzing circulating tumor DNA in cases of suspected
lung cancer, which could contribute to improving early
diagnosis and treatment strategies for patients with
lung cancer.
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