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En av nio svenska kvinnor insjuknar i brostcancer. 2011 rap-
porterades drygt 8 000 nya fall och ca 1400 dédsfall i sjukdo-
men [1]. Dagens riktlinjer for behandling bestdms av klinisk-
patologiska kriterier. Behandlingen bestar av kirurgi och
kombinationer av radioterapi och medicinsk tilliggsbehand-
ling (endokrina ldkemedel, antikroppar och cytostatika).
Denna strategi, som innebér att manga patienter far nagon
form av tilliggsbehandling, har tillsammans med effektiv
mammografiscreening lett till en kraftig minskning av d6d-
ligheten i brostcancer.

Femarsoverlevnad, langtidsprognos och éverbehandling
Overlevnaden efter fem ar nirmar sig i dag 90 procent, vilket
ar bland de hogsta i virlden [2]. Femarséverlevnaden speglar
dock inte till fullo 1dngtidsprognosen, da ca 20-25 procent av
kvinnor som ir friska fem ar efter diagnosen far aterfall och
avlider i sjukdomen [3]. Trots tillgang till prognostiska mar-
korer kan vi inte pa individuell niva forutsiga vilka patienter
som botas med endast kirurgi och vilka som riskerar aterfall
trots intensiv tilliggsbehandling. Konsekvensen ir att vi
»6verbehandlar« en betydande andel kvinnor, som dirmed
utsitts for bieffekter utan att fa ndgon 6verlevnadsfordel [4].
Svarigheten att viillja optimal behandling till varje patient in-
verkar inte bara pa patienternas livskvalitet utan far ocksa
samhéllsekonomiska foljder [5, 6].

Sammanfattningsvis finns det minst tre sirskilt viktiga
fragestillningar vid fortsatt utveckling av adjuvant behand-
ling av tidig brostcancer:

e Hur kan vi identifiera de patienter som inte har behov av
tilldggsbehandling?

e Kanviutveckla mer effektiva behandlingar for de patienter
som har den allvarligaste prognosen?

» Kan vi utveckla metoder for att individuellt utvirdera och
styra den medicinska tillaggsbehandlingen?

Nya generationens biomarkdrer
Brostcancer ir, liksom all neoplasi, orsakad av foréandringar i
genomet. Ibland dr de medfodda, men oftast uppstar de under
cancerutvecklingen. Det finns olika slags fordndringar avden
genetiskakoden, sasom utbyte av enstakanukleotider (punkt-
mutationer), 6kning eller forlust av genetiskt material och epi-
genetiska mekanismer. Férindringarna paverkar uttrycksni-
vaerna for tusentals gener i tumércellerna och har dirigenom
fundamental betydelse for cancerns egenskaper. Dessvérre
finns detidagenbart enstaka exempel pa att métning av sdda-
nabiomarkérer utnyttjasikliniken for att styrabehandlingen
(uttrycksnivan av steroidhormonreceptorer, férekomst av
HER2-amplifiering och uttrycksnivan av proliferationsmar-
koren Ki67).

Metodologiska framsteg gor det mojligt att i tidigare oGver-
triaffad omfattning och noggrannhet karaktérisera fordnd-

ringar i gener och i genuttryck. Med hogkapacitetssekvense-
ring, dven kallad n#sta generations sekvensering eller djup-
sekvensering, kan vi »lisa« sekvensen for bade DNA- och
RNA-molekyler, inte bara kvalitativt utan ocksa kvantitativt.
Man kan identifiera mutationer, kromosomala rearrange-
mang och kopietal for varje del av genomet samt nivan fér var-
je mRNA. Férdelen med djupsekvensering ir att den speglar
hela genomet, ddr man med tidigare metoder bara kunde ana-
lysera fordefinierade sekvenser.

Den nya tekniken blir alltmer effektiv och mindre kostsam.
Exempelvis kan ett Illumina HiSeq-instrument sekvensera
ett helt humant genom pa mindre #n tva veckor, nagot som tog
det internationellahumana genomprojektet (Human Genome
Project, HUGO) mer dn tio ar och miljarder kronor att genom-
fora. Kostnaden for genuttrycksprofilering fortsitter att
sjunka, och rutinmissiga kliniska test baserade pa tumor-
sekvensering behover darfor inte bli odverkomligt dyra.

Stora, icke-selekterade och populationsbaserade material
Den forsta vagen av genombaserade biomarkoérer som utveck-
lades fran genchipbaserade metoder har haft vissa begrins-
ningar och fatt utsta berittigad kritik. I utvecklingsfasen var
antalet prov och representationen av den naturliga sjukdoms-
heterogeniteten i stor utstréckning otillrécklig, med bristan-
de 6verensstimmelse och dverforbarhet mellan studier som
foljd. Majoriteten av studierna inkluderade ett fatal hundra
prov och inneholl ofta skevhet i urvalet av patienter. Studier i
valideringsfasen lider av samma problem. Antalet studier dér
genuttrycksprofiler och liknande markorer anvénts prospek-
tivt for att styrabehandling dr ocksa begrinsat.

Det finns ett fatal genbaserade kliniska test fér prognostik
vid brostcancer: MammaPrint (Agendia BV) och OncotypeDX
(Genomic Health, Inc). Nyligen blev dven Prosigna (Nano
String Technologies) tillgdngligt. Testen ar relativt dyra, och
deras generaliserbarhet och nytta har ifragasatts pa grund av
att de utvecklats och validerats i relativt sma och selekterade
studiepopulationer [7] eller endast fér en undergrupp av
brostcancer [8-10]. Prosigna (PAMS50) bygger pa en tidig rap-
port [11] om molekyléra subtyper av brostcancer, en upptickt
som validerats i manga senare genomférda studier men dér
kopplingen till behandlingsinsatser annu saknas.

Gemensamt for dessa profiler 4r att de i férsta hand baseras
pa tumorens proliferation och att de har sitt viirde i att kunna
identifiera subgrupper av brostcancer med gynnsam prognos
och begriansad nytta avkemoterapi. Det saknas dnnu test som

HSAMMANFATTAT

Trots att prognosen vid brost-
cancer forbattrats dr de kriterier
vii dag anvdnderivalet av terapi
otillrackliga. Vi behover battre
verktyg for att karaktdriserar can-
cern och styra behandlingen.
South Sweden Cancerome An-
alysis Network — Breast (SCAN-B)
dr ett natverk av vardgivare och
forskare vars mal ar att genom

systematisk insamling av vdavnad
och genomiska analyseriden-
tifiera och studera nya biomar-
korer — till gagn for framtidens
bréstcancerpatienter.

SCAN-B forvdantas minska tiden
fran upptéckt till validering och
kliniskt inférande av mer kraftful-
la prognostiska och prediktiva
test for brostcancer.
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forutsiager nyttan av en specifik terapi, och testen har ett be-
gransat virde for patienter med receptornegativa, hogprolife-
rerande och HER2-positiva tumérer. Dessa test anvinds i
mycket liten omfattningivartland.

SCAN-B

South Sweden Cancerome Analysis Network Breast (SCAN-
B) ir ett langsiktigt multidiciplindrt samarbetsprojekt som
startade 2009 med syftet att bidra till utveckling, validering
och inférande av kliniskt anvindbara molekyldra tumoérana-
lyser i rutinsjukvarden med malséttningen att férbattra vard,
livskvalitet och Overlevnad for framtidens patienter med
bréstcancer. I SCAN-B ingar forskare, kliniker och sjukvards-
personal vid Lunds universitet, Skanes universitetssjukhus
och de sex sjukhus som behandlar brostcancerpatienteri Sod-
ra sjukvardsregionen (Malm6/Lund, Helsingborg, Kristian-
stad, Halmstad, Vidxjo och Karlskrona). Projektet, som inklu-
derar patienter sedan augusti 2010, har fullt stod fran Syd-
svenska brostcancergruppen och landstingen inom Regionalt
cancercentrum Syd. Projektet har godkiints av regionala etik-
provningsndmnden i Lund.

Inkludering av bréstcancerpatienter i SCAN-B

Patienter med sdkerstélld eller starkt misstinkt primér
brostcancer kan efter att ha limnat informerat samtycke in-
kluderas i SCAN-B (Figur 1). Vid den rutinméissiga provtag-
ningen tas ett extra blodprov vid klinisk-kemiska laboratoriet
pa alla deltagare. I samband med patologens utskdrning av
operationspreparatet placeras ett ofixerat tumorprov i ett
speciellt SCAN-B-provrér som innehéaller en RNA-skyddande
16sning. I de fall preoperativ terapi planeras tas material fran
en nalbiopsi. Proven skickas varje vecka via det vanliga sjuk-
hustransportsystemet till centrala forskningslaboratoriet,
avdelningen fér onkologi, Lunds universitet. Férutsiattningen
for provtagning inom projektet ar att den kliniska diagnosti-
ken inte dventyras; dirfor kan patienter med sméa tumorer och
tumoérer med diffust vixtsétt inte alltid bidra till vivnadsin-
samlingen. Det 4r ansvarig patolog som avgor om det ar moj-
ligt att ta vivnadsprov till SCAN-B.

Sedan augusti 2010 har omkring 4 000 patienter valt att del-
tai SCAN-B (Tabell I). 25-30 nya patienter inkluderas varje
vecka. For 2011 och 2012 representerar detta 81 procent av det
totala antalet nya invasiva brostcancerdiagnoser i regionen.
Endast ca 3 procent av tillfragade patienter avbijer deltagan-
de i SCAN-B, och ungefir motsvarande antal tillfragas inte pa
grund av spraksvarigheter eller of6orméaga att limna informe-
rat samtycke. Tumorprov har kunnat samlas in fran 74 pro-
cent av allainkluderade patienter (Tabell I).

Tumdorpreparation for RNA-sekvensering

Tumorprov bearbetas rutinmissigt varje vecka i vart labora-
torium. De delas i upp till tre bitar: en f6r automatiserad isole-
ring av DNA, RNA och protein, en liten angriansande del som
formalinfixeras for snittning och bedémning av tumorcells-
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Figur 1. Infrastrukturen inom SCAN-B, som mdjliggor inférande av
biomarkortest som kan rapporteras till behandlande lékare. Pro-
cessen borjar med att patienter vid medverkande sjukhus tillfragas
om de vill delta (97 procent av de tillfrdgade véljer att delta). Vid
provtagningen tas ett extra blodprov som skickas till den regionala
biobanken, och ett ofixerat tumdrprov sdnds till forskningslabora-
toriet. All prov- och analysinformation registeras i ett datahante-
ringssystem. | databasen lagras ocksa information fran brostcan-
cerkvalitetsregistret INCA.

innehall och en eventuell kvarvarande del som lagras for
kompletterande isolering av nukleinsyror och protein. All
studie-, prov- och analysinformation registreras i ett data-
hanteringssystem [12, 13]. Vi registrerar tekniska kvalitets-
matt under hela omhéindertagandet av tumorvivnad och kan
visaattdetigenomsnitt gar 53 +30 (SD) minuter fran brostkir-
urgin tills provet placeras i konserverande 16sning. Genom-

TABELL I. Antal patienter inkluderade i SCAN-B pa de olika medverkande sjukhusen fran respektive startdatum till och med 31 augusti 2013.

Antalet insamlade vdvnadsprov inom parentes.

Sjukhus Startdatum 2010 2011 2012 2013 Totalt Andel prov, procent
Halmstad 2010-10-01 27 (17) 191 (122) 121 (93) 114 (71) 453 (303) 67
Helsingborg 2010-11-01 36 (27) 240 (192) 215 (166) 161 (123) 652 (508) 78
Karlskrona 2010-10-04 38 (24) 142 (106) 120 (80) 86 (63) 386 (273) 71
Kristianstad 2010-09-15 48 (29) 189 (165) 212 (187) 166 (126) 615 (507) 82
Lund 2010-11-10 30(12) 184 (143) 166 (148) 148 (129) 528 (432) 82
Malmo 2010-08-30 97 (65) 268 (177) 283 (194) 236 (138) 884 (574) 65
Vaxjo 2010-10-01 40 (27) 142 (99) 163 (114) 116 (92) 461 (332) 72
Totalt 316 (201) 1356 (1004) 1280 (982) 1027 (742) 3979 (2929 74
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snittlig vikt for tumorprovet ar 86 +80 mg. Klinisk och patolo-
gisk information himtas fran brostcancerkvalitetsregistret
INCA. Alla patientbundna data hanteras konfidentiellt och
kodat enligt géllande regelverk.

Hittills har >2800 tumorprov bearbetats for isolering av
RNA och DNA. Fokus ligger initialt pa heltranskriptom-
sekvensering (mRNA-seq) med anvéndning av Illumina Hi-
Seq 2000-djupsekvenseringsmaskiner. Minst 1 ug av hogkva-
litativ total-RNA kan isoleras fran 95 procent av proven. Med
mRNA-seq far vi kvantitativa genuttrycksprofiler som ir lika
reproducerbara och mer kinsliga 4n genchipbaserade meto-
der for genuttrycksprofilering. Dessutom 6vertraffar mRNA-
seq genchipbaserade metoder eftersom den dven rapporterar
sekvensvarianter (tex genmutationer), splitsningsvarianter
och fusionstranskript. Vi planerar att i framtiden integrera
DNA-sekvenserings-, DNA-kopietals-, metylerings- och and-
ramolekyldra analyser i SCAN-B-rutinen.

Implementering av SCAN-B i sjukvarden
SCAN-B ir ett langsiktigt projekt med malséittningen att
stegvis ndrma sig klinisk anviindning. Nya och tidigare iden-
tifierade biomarkérer kan inom SCAN-B valideras i oberoen-
de serier av populationsbaserade fall fran den kontinuerligt
allt storre provbasen. Provhantering och analyser anpassas sa
att resultat framoéver kan rapporteras till behandlande likare
inom en rimlig tidsram. Processen fran upptickt till kliniskt
inférande av nya biomarkorer kan ddrmed goras kortare.
Med de deltagande enheterna kommer SCAN-B att under
manga ar samla in en mycket stor populationsbaserad brost-
cancerserie, uppskattningsvis 6ver 1200 nya fall per ar. Under
2014 kommer vi att ha tillgang till mer &n 5000 tumorer som
analyserats med samma tekniker. Med denna samling mojlig-
gors atskilliga typer av delstudier med tillridckligt underlag
ock utveckling av markorer for klassificering av brostcancer i
férfinade biologiska undergrupper for prognosbedémning
och behandlingsprediktion. Vi kommer dven att identifiera
kvinnor som boér erbjudas cancergenetisk viigledning och
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mutationsanalys av BRCA1 och BRCA2, de dominerande arft-
liga brostcancergenerna dér vi redan vet att speciellt omhén-
dertagande har betydelse for utfallet.

Ett projekt som pabdérjats ir att utveckla mRNA-sekvense-
ringsbaserad kvantifiering av de biomarkorer (ER, PgR,
HERZ2, Ki67 och histologisk grad) som anvinds kliniskt i dag.
Avsikten dr dven att genomfora riktade terapistudier pa speci-
ellagrupper avpatienter, vilket kommer att vara en central del
i valideringen och utvecklingen av nya kliniskt anvindbara
biomarkoérer. Vi hoppas att dessa och framtida resultat fran
SCAN-B kan komplettera befintliga kliniska och patologiska
utvirderingar och bli ytterligare en del av vara samlade resur-
seriarbetet med att bota och behandlabrdstcancer.

Under hosten 2013 utdkades projektet i och med att Akade-
miska sjukhuset i Uppsala gatt med och varje vecka skickar
tumorprov for analys till Lund. Vi vill framfora en 6ppen in-
bjudan ocksa till andra sjukhus i Sverige och 6vriga nordiska
lander att ga med i SCAN-B-nétverket. SCAN-B kan ocksa sta
som modell for liknande translationella projekt for andra
cancerformer och sjukdomar.
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HSUMMARY

Although the prognosis of early breast cancer has improved sig-
nificantly during the preceding decades, today’s biomarkers that

are used to assign patient to different treatments are insufficient.
Many patients receive adjuvant treatment when in fact they are cured
by surgery alone, and others recur in spite of having had what we
consider today to be appropriate treatment. The SCAN-B initiative is
a collaborative effort of physicians, nurses and researchers whose
aim is to systematically collect patient material and perform genomic
analyses in order to identify and implement new clinically useful bio-
markers in the treatment of breast cancer. Patients are prospectively
and consecutively offered to contribute in the study throughout the
South Swedish health care region. Blood, tissue and follow-up data
is collected in parallel with clinical care taking.



