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Sammanfattning

I det senaste vardprogrammet f6r kolorektalcancer, faststillt av Regionala Cancercentrum (RCC)
2019, rekommenderas att samtliga fall av kolorektal cancer (KRC) testas avseende Mismatch
Repair-defekt eller Mikrosattelitinstabilitet (MMRd eller MSI), dels som behandlingsprediktiv
markér och dels for att identifiera patienter med Lynchs syndrom (LS). I denna studie beskrivs hur

ett sadant testférfarande har implementerats inom ett enskilt sjukvardssystem pa regionniva.

Under en ettarsperiod fran oktober 2020 till och med september 2021 testades samtliga opererade
kolorektala adenocarcinom 1 Region Kronoberg avseende MMR-status med immunohistokemisk
metod. Resultatet kunde sedan jamforas med utfallet av selektiv MMR-testning under den narmast

féregaende ettarsperioden fran oktober 2019 till och med september 2020.

Den universella teststrategin pavisade defekt MMR-status hos 24 av 103 opererade patienter (23
%), av vilka 100 genomgick testning. Av MMRd-patienderna uppvisade 6 patienter (6 %) samtidig
franvaro av BRAFV600E-mutation vilket aktualiserade méjligheten av LS. Motsvarande resultat
av selektiv testning var 18 patienter med MMRd av 81 opererade patienter (22 %), av vilka 56 hade

testats. Av dessa MMRd-patienter var 2 (3 %) negativa avseende BRAFVG600E.

Studien pavisade inte nagon signifikant 6kning av pavisade MMRd-patienter med universell
screening jamfoért med det selektiva testforfarandet enligt informellt Gverenskomna interna
riktlinjer som tidigare tillimpats. Samtidigt demonstrerar den att universell screening ar genom-

férbar och belyser de praktiska férdelar denna strategi skulle kunna ha 1 klinisk verksamhet.
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Introduktion

Pa senare ar har forstaelsen for flera cancersjukdomars patogenes ur ett molekylart-genetiskt
perspektiv stadigt 6kat. Parallellt med detta har forfinade diagnostiska verktyg utvecklats som ger
sikrare diagnostik, ytterligare prognostisk information och kan vigleda behandling f6r manga olika

tillstand.

Ett exempel pa detta dr kolorektal cancer (KRC) vilken kan beskrivas som en heterogen sjukdom
som kan uppsta via flera utvecklingsvigar med olika karakteristiska prekursortillstind, karcinogena
mekanismer och for tuméren fenotypiska drag. Gemensamt for dessa utvecklingsvagar dr att de dr
torknippade med genomisk instabilitet. Majoriteten av kolorektala tumorer tros uppsta genom den
kromosominstabila utvecklingsvigen som karakteriseras av variationer i kromosmantal och foérlust
av heterozygositet i tumorcellerna (1). Mellan 10 och 15 procent av kolorektala tumorer berdknas
vara av mikrosattelitinstabil fenotyp eller MSI (mikrosatellitinstabilitet), vilket 4r benimningen pa
ett tillstind av genomisk hypermutabilitet betingat av defekter i de gener som utgér MMR
(Mismatch Repair) -systemet. Mikrosatteliter dr korta repetitiva nukleotidsekvenser spridda i
genomet som dr kansliga for fel vid kopiering av genomet vilket normalt repareras av MMR-
systemet. Vid defekter i MMR-systemet ses en kraftig 6kning av kopieringsfel i mikrosatellit-

regionerna som tecken pa genomisk instabilitet (2).

MMR-defekter (AMMR) kan uppstd sporadiskt till f6ljd av forvirvade epigenetiska fordndringar i
tumorcellernas MMR-gener, vanligen genom hypermetylering av MLH1-genen, 1 sin tur associerat
med s kallad ”high CpG island methylation phenotype” (CIMP+). De kan ocksa uppsta till f6ljd
av medfodda mutationer 1 nidgon av MMR-generna, dd benimnt Lynchs syndrom (LS). Mutation
av genen fér BRAF (och dd mer specifikt en mutation inom kodon 600 kallad V60OE), ett
signalprotein involverat i MAPK/ERK-vigen (en signaltransduktionsvig som teglerar flera
transkriptionsfaktorer vilka reglerar cellcykel och cellproliferation), ses i ett flertal cancerformer
och 1 ca 10% av kolorektala cancrar. Mutation av BRAF har visats korrelera positivt till MLH1-
metylering respektive starkt negativt till MMR-mutation (3). Negativt utfall avseende BRAF-
mutation talar siledes emot epigenetiskt betingad MMR-defekt och immunfirgning avseende
muterat BRAF-protein anvinds i klinisk verksamhet som ett verktyg for att utesluta LS-betingad
KRC (4, 5).



Personer med Lynchs syndrom loper frimst en 6kad risk att insjukna i kolorektal cancer och
livmodercancer (en livstidsrisk pa 50—70 procent respektive 54 procent hos kvinnor) men har dven
en forhojd risk for cancer i urinvigar, dggstockscancer, ventrikelcancer, tunntarmscancer och
hjarntumérer (3,4). LS-associerad cancer debuterar tidigare (ca 20 dr) och riskokningen kvarstar
livet ut. Prevalensen av Lynchs syndrom i Sverige uppskattas till 1-2/1000 personer och man

kanner idag till runt 400 familjer 1 vilka de aktuella mutationerna férekommer (6).

Att identifiera subpopulationen av hereditira tumoérsyndrom mojligedr  kartligening och
prevention respektive tidig upptickt av tumorer hos sliktingar till patienten samt sarskilt utformad
uppfdljning av patienten. Pavisning av dMMR i allminhet och da inklusive sporadiska tumorer har
dven prognostisk och terapeutisk betydelse da dessa tumoérer som regel har battre prognos och ar

mer kinsliga for vissa typer av kemoterapi (7, 8).

Man har traditionellt reserverat testning av dMMR for relativt unga patienter med KRC, for
patienter med kind drftlig belastning eller for tumorer med f6r populationen typiska histo-
patologiska drag (mucindst-, medulldrt vixtsitt, tumorinfiltrerande lymfocyter och/eller morbus
Crohn-lik reaktion). For att vagleda testning har olika kliniska testkriterier formulerats. Bland dessa
mirks frimst Amsterdam II-kriterierna (9), som rekommenderar testning utifran kliniska kriterier
(forekomst av Lynch-associerad tumor hos sliktingar samt dlder <50 ar vid diagnos), samt
Bethesda-kriterierna (10), som baseras pa en kombination av kliniska och histopatologiska
uppgifter. Dessa kriterier har dock visat sig vara bade svartillimpade i klinisk verksamhet och
otillrickligt sensitiva (11), vilket féranledde de sa kallade Jerusalemrekommendationerna (12) som
foreskrev testning av MMR-status for alla KRC-patienter under 70 ar. Senare vardprogram har
kommit att rekommendera universell testning avseende MMR-status, det vill siga for samtliga

KRC-patienter (13), for att pa sa sitt detektera sa manga LS-patienter som mojligt.

Tidigare har testning av KRC-tumorer pa vart laboratorium genomforts enligt informella, internt
6verenskomna kriterier. Testning av MMR-proteiner har prioriterats for patienter under 70 ars
alder vid diagnos, patienter med hogersidig tumorlokalisation samt for patienter med mucindsa

tumorer, men sedan oktober 2020 testas alla opererade KRC-tumorer i Region Kronoberg.



Syfte

Den foreliggande studien syftar till att genom en jimforelse av selektivt respektive universellt
screenade populationer utvirdera det universella testférfarandet med avseende pé antal detekterade
fall av MMRd-tumérer (inklusive LS) samt huruvida klinikopatologiska karakteristika (sasom
patienternas alder, tumorlokalisation och histologiskt utseende av tumérerna) skiljde sig at 1 de

respektive populationerna av MMRd-tumoérer.



Material och metod

Studiepopulation/urval

Den aktuella studien avser vuxna (18 ar och ildre) patienter opererade for kolorektala
adenocarcinom under perioden oktober 2020 till oktober 2021 vid sjukhusen i Vixj6 och Ljungby,
vilka har ett sammanlagt befolkningsunderlag pa cirka 200 000 personer. For att jimfora utfallet
med resultat av tidigare selektivt testningsférfarande granskades retrospektivt samtliga vuxna
patienter opererade for kolorektala adenocarcinom under ettarsperioden nirmast fore den tidigare

nimnda perioden, oktober 2019 till oktober 2020.

Metoder

Insamling av relevant data gjordes genom s6kning 1 patientjournaler (Cambio Cosmic) samt i det

tor klinisk patologi avsedda laboratoriemedicinska informationssystemet (Sympathy).

I ett standardiserat protokoll registrerades antalet patienter, andelen testade fall och immuno-
histokemiskt utfall avseende MMR-protein samt BRAFVG600E-mutation noterades, liksom
huruvida nagon fortsatt genetisk utredning initierats. Vidare noterades for varje tumor kliniska data
1 form av patientens alder, kén, hereditet, tumorlokalisation, tumérstadium och histologisk subtyp
(mucings respektive icke-mucinés). Utfallet i de ovan beskrivna grupperna kunde darefter jimforas.
Data redovisas deskriptivt. Vid gruppjamfoérelser anvindes chi-tva-test. Signifikansnivan sattes till

p <0,05.

Etik

Studien var en av verksamhetschefen anvisad kvalitetskontroll enligt lag av klinikens arbete, varvid
tillstaind fran Etikprévningsmyndigheten inte krivs. Samtliga data bearbetades och redovisades
avidentifierade. Vid framtagandet av data registrerades uppgifterna temporirt i ett studieprotokoll,
som forvarades inlast pa Patologkliniken vid Centrallasarettet i Vixjo enligt gingse sekretessregler

och vars kodnyckel endast projektansvarig hade tillgang till. Anmalan enligt GDPR gjordes till



regionens ansvariga. Projektet diarieférdes och 1 patientjournalen hanvisas till det aktuella

diarienumret, som ér kopplat till en kortfattad populdrvetenskaplig sammanfattning péa svenska.



Resultat

Under perioden mellan oktober 2019 till och med september 2020 (hidanefter refererad till som
2019-2020) opererades sammanlagt 81 patienter f6r kolorektalt adenocarcinom. Motsvarande antal
for perioden mellan oktober 2020 till och med september 2021 (hadanefter refererad till som 2020—

2021) var 103 patienter. Karakteristika for de bada grupperna sammanfattas i Tabell 1.

Tabell 1. studiepopulationer for oktober 2019-september 2020 respektive oktober 2020 -

september 2021

Studieperiod Okt 2019-sept 2020 Okt 2020-sept 2021
Patienter 81 103
Medianalder (ar), intervall inom 74 (31-91) 72 (44-89)
parentes
<70 ar (%) 25 (31) 34 (33)
<60 ar (%) 11 (14) 13 (13)
Man: Kvinnor 47:34 58:45

Tumorlokalisation

Hogerkolon (%) 35 (43) 37 (36)
Vansterkolon (%) 26 (32) 26 (25)
Rektum (%) 19 (23) 35 (34)
Multifokala synkrona tumérer (%) 2(2) 5 (5)
Stadium

1 (%) 20 (25) 32 (31)
11 (%) 28 (34) 30 (29)
I (%) 33 (41) 41 (40)
Mucindsa tumor (%) 12 (15) 10 (10)

1: a gradsslakting med kénd LS-

associerad malignitet*

Ja (%) 10 (12) 11 (11)
Nej (%) 17 (21) 19 (18)
Ej dokumenterat (%) 54 (67) 73 (71)

*Avser gastrointestinal cancer och endometriecancer




Retrospektiv analys av studiepopulationen fran 2019-2020 visade att 51 av 81 patienter (63 %)
hade testats avseende uttryck av MMR-protein 1 tumorviavnad. De testade respektive otestade
patienterna var mellan 31 och 91 respektive mellan 48 och 88 4r gamla, med en medianalder pa 76
respektive 71 ar. Tolv (24 %) av de testade patienterna respektive 13 (43 %) av de otestade var

under 70 ar gamla.

Majoriteten (35/51, 69 %) av de testade patienterna hade sin tumor beligen i hégerkolon, inklusive
tva personer med multipla synkrona tumorer. De otestade patienterna uppvisade 1 motsvarande
grad oftast tumorer beligna i vinsterkolon eller rektum (17/30 respektive 12/30, 57 respektive
40 %).

Tabell 2. Testade patienter 2019-2020

MMR-Teststatus studieperiod Testade Otestade
Antal patienter 51 30
Medianalder (ar), intervall inom 76 (31-91) 71 (48-88)
parentes

Antal <70 ar (%) 12 (24) 13 (43)
Antal <60 ar (%) 8 (16) 3 (10)
Méan: Kvinnor 27:24 20:10

Tumorlokalisation

Hoégerkolon (%) 33 (65) 1(3)
Vansterkolon (%) 9(17) 17 (57)
Rektum (%) 7 (14) 12 (40)
Multifokala synkrona tumorer 2 (4) 0 (0)
(%)

Mucinds tumor (%) 12 (24) 0 (0)

1: a gradsslakting med kand

LS-associerad malignitet*

Ja (%) 6 (12) 4 (13)
Nej (%) 12 (23) 7 (23)
Ej dokumenterat (%) 33 (65) 19 (64)

Testning avseende MMR-status med immunohistokemi detekterade arton patienter (motsvarande

22 procent av den aktuella patientkohorten) med MMR-defekt. Av dessa hade tva patienter (3 %)



negativt utfall avseende immunohistokemisk BRAF-analys vilket aktualiserade méjligheten av LS.
En 55-drig man med en icke-mucinés hdégersidig tumor, remitterades till klinisk-genetisk
utredningsenhet men huruvida nagon genetisk utredning initierades ar okdnt utifran de tillgangliga
journal-uppgifterna. Den andra patienten, en 88-drig kvinna med en hogersidig tumér, utreddes
inte vidare. Dirutover hade en 40-arig kvinna med en mucinés hégersidig tumor sedan tidigare

kant LS.

Fran och med oktober 2020 infordes universell testning med immunohistokemisk metod avseende
MMR-proteiner i kolorektala adenocarcinomresektat. Vid analys efter ett ar befanns 100 av 103

patienter ha testats motsvarande en tickningsgrad pa 97 procent.

Av de testade patienterna under perioden 2020-2021 uppvisade 24 MMR-defekt (MMRd) (23 %).
MMRd-patienterna var mellan 63 och 89 ar gamla (mediandlder 80,5 ar). De flesta av dessa (19/24,
79 %) uppvisade tumorer i hogerkolon, och fem (21 %) av patienterna hade mucindsa tumorer.
Patienter utan MMR-defekt (MMR-proficient eller MMRp) var mellan 36 och 89 ar gamla
(medianilder 71 ir). Dessa patienters tumorer var oftast lokaliserade till vinsterkolon (23/51, 45

%) eller rektum 32/51, 64 %). Testresultaten for bada studieperioderna sammanfattas i Tabell 3.

Sex av MMRd-patienter var negativa avseende BRAF. Av dessa patienter erbjods en patient, en 84
arig kvinna med en vinstersidig tumor, vidare utredning avseende LS. Det har inte framkommit av
journaluppgifterna om denna utredning initierats. De Ovriga fem patienterna, fyra kvinnor och en
man mellan 63 och 83 ar gamla, utreddes inte vidare avseende LS, av skil som inte framgar av

journaluppgifterna.
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Tabell 3. Resultat av dMMR-testning oktober 2019-september 2020 respektive oktober 2020-
september 2021

Studieperiod Okt 2019-sept 2020 Okt 2020-sept 2021
Antal patienter 81 103
Testade patienter 51 (63) 100 (97)
(%)
MMRp (%) 33 (41) 76 (74) p <0,0001
MMRd (%) 18 (22) 24 (23) p =NS
MMRd/BRAF- (%) 2 (3) 6 (6)
MMR-status MMRp MMRd MMRp MMRd
Antal patienter 33 18 76 24
Medianalder (ar), 72,5 (31-88) 79 (40-91) 71 (36-89) 80,5 (63-89)
intervallinom
parentes
Antal <70 ar (%) 10 (30) 2 (11) 28 (37) 5(21)
Tuméorlokalisation
Hoégerkolon (%) 16 (49) 17 (94) 18 (24) 18 (75)
Vansterkolon (%) 9 (27) 0 (0) 23 (30) 2 (8)
Rektum (%) 7(21) 0 (0) 32 (42) 2 (8)
Multifokala synkrona 1(3) 1(6) 3 (4) 2 (8)

tumorer (%)

Mucinds tumar (%) 6 (18) 6 (33) 5 (7) 5 (21)

1: a gradsslakting

med kéand LS-

associerad

malignitet*

Ja (%) 3(9) 3 (16) 7(9) 2(8)
Nej (%) 11 (33) 1(6) 20 (26) 2(8)
Ej dokumenterat (%) 19 (58) 14 (78) 49 (65) 20 (84)
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Diskussion

Det diagnostiska utbytet av en universell teststrategi, definierat som andel detekterade MMR-
defekta tumorer (med eller utan misstanke om underliggande Lynchs syndrom) av respektive
studieperiods totala population, var f6r den aktuella studieperioden inte signifikant storre dn vid
tidigare 7selektivt” testforfarande. Utbytet av MMRp-tumérer var samtidigt storre under den
universella teststrategin, varfor dessa tumoérer uppfattades utgéra huvuddelen av den population
som inte tidigare inkluderats i1 det selektiva testférfarandet. Detta resultat speglar sannolikt det
faktum att testning redan under perioden 2019-2020 var relativt omfattande (51 testade av 81
patientet) och gjordes pa vida indikationer, inkluderande samtliga mucindsa tumorer (12/12),
nistan samtliga hogersidiga tumorer (33/34), en majoritet av kvinnliga patienter (24/44) samt
patienter inom ett vitt dldersspann (31-91 ar). Dirmed uppnaddes en hég tickning avseende de
patientgrupper som man sedan tidigare vet dr associerade med bade sporadiska och LS-associerade
MMRd-tumérer (14). Mycket anmirkningsvart ar att det enbart f6r en mindre andel av patienterna
finns dokumentation om eventuell hereditet (27/81 respektive 30/103 patientet), trots att denna

uppgift dr central 1 Amsterdam- och Bethesdakriterierna.

Resultatet ér 1 linje med tidigare studier av universell MMR-testning. Heald et al (15) utvirderade
resultat av universell screening med immunohistokemi avseende MMR-proteiner eller med PCR
avseende MSI hos 1108 KRC-patienter mellan 2004 och 2009. Man fann MMRd/MSI hos 16
procent av patienterna (176/1108). Tva procent av patienterna (21/1108) befanns positiva for LS,
en andel som successivt Okade under studieperioden som ett resultat av férandrade rutiner for

genetisk utredning.

Moreira et al (16) visade i en retrospektiv populationsbaserad kohortanalys inkluderande samman-
lagt 3671 KRC-patienter att Bethesdakriterierna respektive Jerusalemrekommendationen
detekterade 85 procent (70/82) respektive 88 procent (72/82) av del LS-associerade tumérerna.
En mer inkluderande selektiv teststrategi som kombinerade de tva ovannimnda strategierna och
inkluderade samtliga patienter <70 ér eller uppfyllande minst ett av Bethesdakriterierna beriknades

detektera 95 procent (78/82) av dessa tumorer.
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Erten et al (17) beskrev 2016 ett liknande studieuppligg varvid en riktad selektiv teststrategi
inkluderande patienter <60 ar eller uppfyllande Bethesdakriterierna (51 testade patienter av totalt
175 KRC-patienter pa 1,5 dr), ersattes av och kunde jamforas med en universell testning (291
testade KRC-patienter pa 2 ar). Utfallet avseende detekterade LS-patienter var visentligen
oférandrat (4 respektive 3) men anmarkningsvirt var att endast 4 av 14 respektive 11 av 17 patienter
som identifierats som misstinkta fér LS genomgick genetisk testning, att jimféra med de
sammanlagt 2 av 9 patienter i var studiepopulation som remitterades for genetisk utredning. Detta
forhillande visar att enbart universell tumortestning i sig inte garanterar att alla fall av LS detekteras.
Under nuvarande praxis ligger ansvaret for att driva fortsatt utredning hos behandlande kirurg eller

onkolog, vilket ocksa forutsitter att patienten sjalv dr villig och har maojlighet att medverka.

Av det ovanstdende framgar att utbytet av universell screening avseende LS ir lagt inom aldre
patientgrupper. Aldre patienter med sporadiska MMRd-tumérer ir till 6vervigande del kvinnor

med proximalt lokaliserade tumérer (2), vilket aven speglas 1 vart resultat.

Utover att identifiera patienter med misstankt drftlig cancer har detektion av MMRd/MSI ett virde
ur prognostisk och behandlingsprediktiv synpunkt. I studier har MSI-status vid tidiga tumorstadier
visats korrelera negativt till behandlingsrespons f6r kemoterapi med 5-fluorouracil-preparat (8).
Samtidigt har dessa tumorer visat sig ha god kanslighet f6r immunmodulerande s kallade PD-(L)1-
himmare, vilket nu rekommenderas som behandling vid metastaserad MMRd-KRC 1 gillande

varprogram (18, 19)

Aven om detektionsgraden av MMRd-tumérer som synes var god iven fore inférandet av
universell testning, kan man identifiera en mindre grupp otestade patienter <70 ar (varav 3 patienter
<60 ar och 1 patient <50 dr) med distala tumorer som skulle testats om exempelvis Jerusalem-
rekommendationerna tillimpats strikt, for att nimna en moijlig definierad teststrategi. Eftersom
nagra strikta selektionskriterier inte tillimpades maste man ocksa rikna med mojligheten att
patienter med hog eller intermediir risk for LS skulle kunna ha undgatt testning sett under en lingre
tidsperiod dn den aktuella studieperioden. Samtidigt dr det erfarenhetsmassigt kint att strikta
testkriterier, &ven om de infOrs, kan visa sig svara att efterleva 1 klinisk verksamhet (20). Detta utgor
ett argument for universell testning, som forenklar arbetet f6r den enskilde diagnostikern eller
klinikern som inte behover ta stillning till om testning ska goras eller ej 1 varje enskilt fall. I den

aktuella studien har detta forfarande visat sig vara praktiskt genomférbart. En ytterligare aspekt ar
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kraven pa jamlik vard 1 Sverige, vilket torde underlittas av nationell universell testning, liksom

forskning om Lynch syndrom och hereditet r6rande KRC.

Nyttan av utékad testning maste ocksa vigas mot 6kade kostnader. Kostnaden f6r immuno-
histokemisk analys av samtliga 4 MMR-protein (MLH1, PMS2, MSH2 och MSHO0) uppgir till 520
SEK. For BRAF-analys i aktuella fall tillkommer ytterligare 625 SEK. Detta kan jamféras med
exempelvis kostnaden for en typisk ajduvant cytostatikabehandling (sex cykler av kombinerad 5-
fluorouracil och oxaliplatin) som kan uppga till ca 14 000 SEK inklusive personal- och likemedels-

kostnader (enligt en intern kostnadsberikning vid vart sjukhus).

Den aktuell studien har svagheter satillvida att antalet patienter ar litet och jaimforelsen dr delvis
retrospektiv, varfor mojligheterna att dra sakra slutsatser dr begrinsade. Som styrkor kan framhéllas
att studien ir, oss veterligen, den forsta 1 sitt slag som gjorts 1 Sverige och som innefattar en
komplett population av KRC-patienter inom en och samma region under en definierad studie-

period.

Studien visar att universell screening f6r MMRd inom ramen for ett regionalt sjukvardsystem ar
praktiskt genomférbar. Utbytet 4r mojligen bara marginellt stérre dn vad en selektivt tillimpad
teststrategi med vida och konsekvent tillimpade kriterier skulle pavisa, men samtidigt belyser
studien praktiska férdelar med universell screening som kan ha stor betydelse i enskilda fall. Hirvid
ska stora potentiella ménskliga och ekonomiska kostnader f6r patienten respektive samhillet vigas

mot relativt modesta kostnader for 6kad testning.
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