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Diagnostikk og behandling
av forstadier til munnhulekreft

Rade og hvite flekker i munnhulen kan
gi opphav til munnhulekreft, men det
har ikke vaert mulig 4 si med sikkerhet
hvilke som vil gjere det.

Biopsier fra 242 pasienter med histo-
logisk verifiserte, vel definerte munn-
slimhinnelesjoner, gjennomsnittlig ob-
servert i om lag atte ar, ble analysert
med hensyn til DNA-innhold.

Av 242 pasienter, utviklet 48 (20 %)
senere et karsinom i munnhulen. 167
pasienter (69 %) hadde diploide lesjo-
ner, 20 (8 %) hadde tetraploide lesjo-
ner og 55 (23 %) hadde aneuploide le-
sjoner. Av de 167 pasientene med di-
ploide lesjoner, utviklet bare fire (1 %)
senere et karsinom i munnhulen, mens
48 av de 55 pasientene (87 %) med an-
euploide lesjoner senere utviklet et
munnhulekarsinom. 12 av de 20 pa-
sientene med tetraploide lesjoner
(60 %) utviklet senere kreft.

Miling av DNA-innhold i celler fra
orale leukoplakier angir risikoen for
munnhulekreft med stor grad av sik-
kerhet. Denne oversiktsartikkelen pre-
senterer en oppsummering av den bio-
logisk betydningen av grove mengde-
messige forandringer av DNA-innhold
i cellekjerner, og presenterer kort me-
toder til 4 analysere disse. Videre opp-
summerer artikkelen den prognostiske
verdien av slike malinger pa kreftfor-
stadier i munnhulen, og sammenlikner
dette med tradisjonelle metoder som
histologisk typing og gradering. Ende-
lig presenteres mulige behandligsalter-
nativer for pasienter med slike munn-
slimhinneforandringer.

Kreft i munnhulen (fremre to tredeler av tun-
ge, munnhulens gulv, harde gane, tannkjott
og kinnslimhinne) rammer om lag 250 per-
soner arlig i Norge, og forekomsten gker,
ogsa i yngre aldersgrupper (1). Til tross for
omfattende forskning for & forbedre behand-
ling av pasienter med kreft i hode- og hals-
omréadet er femars overlevelsesrate for den-
ne pasientgruppen ikke vesentlig bedret de
siste 50 drene (1-6). Tidligere diagnostikk
og behandling er et av de fa aktuelle alterna-
tivene for a redusere sykelighet og dedelig-
het av denne kreftformen.
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Background. Risk factors for oral carcinomas
have been identified, but there are no reliable
markers for assessing the clinical outcome in in-
dividual patients with oral precancerous lesions.
DNA aneuploidy is now recognized as an early
and significant event in carcinogenesis.

Methods. We identified 242 patients with oral
red or white patches histologically verified as epi-
thelial dysplasias and measured the nuclear DNA
content (DNA ploidy) of the lesions to determine
whether DNA ploidy could be used to predict the
clinical outcome. Disease-free survival was as-
sessed in relation to DNA ploidy and histological
grade. The mean duration of follow-up was ap-
proximately eight years.

Results. Among 242 patients with verified epi-
thelial dysplasia, a carcinoma developed in 48
(20%). 167 (69 %) had diploid lesions, 20 (8 %)
had tetraploid lesions and 55 (23 %) had aneu-
ploid lesions. Of the 167 with diploid lesions, only
four (1%) later developed an oral carcinoma. By
contrast, 48 of 55 patients with aneuploid lesions
(87 %) later developed a carcinoma.

Interpretation. The DNA content (DNA ploidy)
can be used to predict the risk for oral cancer in a
wide range of oral precancerous lesions. By con-
trast, histological grading of the same lesions
does not give any prognostic information. The
clinical value of an early identification of oral le-
sions with malignant cell clones is substantiated
by the fact that there are methods for early inter-
vention.

Basert pa tidligere publiserte/aksepterte original-
arbeider (20, 21, 39, 40)

De dominerende risikofaktorene for
munnhulekreft er tobakk og alkohol. De fles-
te som har utviklet plateepitelkarsinomer i
munnhulen, har vart eksponert for en eller
begge risikofaktorer (7). Likevel er det bare
en liten del av personer med slik risikoatferd
som fir plateepitelkarsinomer i hode- og
halsomradet (8, 9). Fordi man ikke har hatt
gode nok metoder til & identifisere pasienter
med serlig hoy risiko for utvikling av kreft
fra premaligne lesjoner har man valgt & obser-
vere disse pasientene og behandle aktivt med
kirurgi og stralebehandling kun de pasienter
som har fatt manifeste karsinomer. Ofte er
dette for sent, fordi pasientene presenterer seg
med avanserte (stadium 3—4) lesjoner (5, 10).
Femdrsoverlevelsen av selv begrenset syk-
dom (stadium 1-2) er i enkelte undersokelser
angitt a vaere sa lav som 50 % (11).

Sa & si alle plateepitelkarsinomer i munn-
hulen er forutgétt av lett synlige hvite eller
rode flekker i munnslimhinnen, noe som gir
muligheten til identifisere og behandle lesjo-
ner for de har utviklet seg til karsinomer
(12—-15). 5-15% av hvite flekker i munn-
hulen og opptil 90 % av de rade flekkene vil
utvikles til kreft (16—19). Det er derfor grunn
til & veere oppmerksom pa det maligne poten-
sialet til disse lesjonene. Effektiv forebyg-
gende behandling har vert vanskelig & gi,
fordi man ikke har hatt noen gode metoder til
a identifisere de pasienter som har szerlig hoy
risiko for utvikling av kreft fra hvite flekker.
Vi har nylig undersekt den prognostiske ver-
dien av a identifisere DNA-innhold og grove
genomiske avvik (DNA-aneuploiditet) i epi-
telceller fra hvite (leukoplakier) og rede (ery-
troplakier) flekker i munnhulen (20, 21). Fel-
les for alle pasientene inkludert i disse under-
sokelsene har veert at de ikke har hatt sam-
tidig eller forutgdende kreft, verken i hode-
og halsomradet eller i andre lokalisasjoner.
Alle pasienten hadde lesjoner som var blitt
undersekt histologisk, og ingen av pasiente-
ne hadde karsinomer eller carcinoma in situ.
I denne oversiktsartikkelen presenterer vi et
sammendrag av prognostiske undersekelser
hos pasienter med rede og hvite slim-
hinneforandringer i munnhulen, og diskute-
rer mulige behandlingsalternativer for pa-
sienter med munnhulelesjoner som med stor
sannsynlighet vil utvikles til kreft.

Grove genomiske avvik

Omfattende vitenskapelig dokumentasjon
peker na mot grove genomiske avvik (DNA-
aneuploiditet) som en arsak til, snarere enn
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en konsekvens av kreftutvikling (22-24),
ogsa for kreft i hode- og halsomradet
(25-27). Det molekylerbiologiske substra-
tet for DNA-aneuploiditet er oftest ubalan-
sert fordeling av kromosomer til dattercel-
ler. Dette kan igjen skyldes geniske mutasjo-
ner (punktmutasjoner) i gener som koder for
proteiner som styrer mitosen er vist & gi an-
euploiditet (28). Andre strukturforandringer
i genomet som kan gi DNA-aneuploiditet er
kromosomale mutasjoner (for eksempel de-
lesjoner, translokasjoner eller amplifikasjo-
ner) eller genomiske mutasjoner (for-
andringer og avvik i antall kromosomer).
Slike forandringer kan i sin tur kan fere til
nye geniske, kromosomale eller genomiske
mutasjoner. Resultatet kan bli endret meta-
bolisme i cellene med neoplastisk vekst som
folge (29, 30). Grove genomiske avvik er
ofte tidlig forekommende i forlepet av en
malign transformasjon (31) og kan derfor
vere en tidlig marker for kreftutvikling (32).

Metode for analyse
av grove genomiske avvik
(DNA-ploiditetsanalyse)
Parafininnstepte blokker med vevsbiter ble
snittet i tykke snitt (50 pm) for enzymatisk
bearbeiding (type XXIV-protease, Sigma
Chemical, St. Louis) for fremstilling av iso-
lerte cellekjerner. Hematoksylin- og eosin-
fargede snitt ble fremstilt for og etter snitting
av tykke snitt for a fa bekreftet innholdet av
dysplastisk materiale i de tykke snittene.
DNA-innhold i cellekjerner ble malt ved
transmisjonsmikroskopi av Feulgen-Schiff-
fargede cellekjerner (33), med Fairfield
bildeanalysesystem (Fairfield Imaging Sys-
tems, Tunbridge Wells, Storbritannia). For-
tolkningene av DNA-ploiditets-distribu-
sjonshistogrammer ble foretatt i henhold til
en etablert protokoll (34). Fremstilling av
isolerte cellekjerner fulgte en standardisert
prosedyre, etablert ved Det Norske Radium-
hospital (fig 1) (33, 35).

Grupper av analyserte
munnhulelesjoner

Leukoplakier med innhold av dysplasi
Vi identifiserte 242 pasienter med orale leu-
koplakier, hvorav biopsier fra 196 pasienter
var blitt histologisk klassifisert som dysplas-
tiske. Diagnosen dysplasi ble bekreftet av
fire uavhengige patologer, som i tillegg gra-
derte dysplasiene histologisk i henhold til
retningslinjer gitt av WHO (36, 37). Lesjo-
ner fra 150 av de 196 pasientene var til-
gjengelige for maling av DNA-ploiditet. Ek-
sempler pa DNA-dysplastiske biopsier og de
korresponderende DNA-ploiditets-distribu-
sjonshistogrammer er vist i figur 2. Ved
sammenlikning av DNA-ploiditetsklassifi-
kasjon og den tradisjonelt anvendte histolo-
gisk gradering som prognostisk verktay,
fant man at DNA-ploiditetsklassifikasjon
hadde betydelig prognostisk verdi (fig 3a),
mens den histologiske graderingen ikke had-
de statistisk signifikant verdi (fig 3b) (20).
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Figur 1 Parafininnstopte blokker av biopsimateriale ble snittet og farget med hemat-
oksylin og eosin for d fd bekrefiet innholdet av dysplasier. Snittene ble deparafinisert og
rehydrert for enzymatisk nedbrytning til en suspensjon av cellekjerner. Suspensjonen ble
sentrifugert, og cellekjerner ble deretter resuspendert og pdfort pd et objektglass. Etter inn-
farging med Feulgen-Schiff-farge ble kjernene fotografert av et digitalt kamera montert pd et
mikroskop, og minst 300 kjerner fra hver pasient ble analysert. Lymfocytter ble brukt som
internkontroll. Feulgen-Schiff-fargen binder seg til DNA i en mengde som er proporsjonal
med DNA-mengden i kjernene, og et digitalt kamera registrerer hvor mye lys som slipper
gjennom cellekjernene, som et mdl pd deres DNA-innhold. Den endelige DNA-ploiditets-
klassifikasjon gjorves fra det DNA-ploiditetsdistribusjonshistogrammet som genereres.
Langs den vertikale aksen i histogrammet vises antall epitelcellekjerner, mens den horison-
tale aksen viser DNA-mengden i hver cellekjerne. Figuren er omarbeidet etter Sudbo og
medarbeidere (20) og er gjengitt med tillatelse fra Massachusetts Medical Society

Leukoplakier uten innhold av dysplasi
Hos 46 pasienter foreld det biopsier som
opprinnelig var blitt klassifisert som dys-
plastiske, men som ved etterpreving av dia-
gnosen ble funnet & vere ikke-dysplastiske
(akantose, hyperplasi, kronisk inflamma-
sjon, lichen ruber planus) (21). Hos en pa-
sient var det uenighet om hvilket organ le-
sjonen kom fra, og denne pasienten ble der-
for utelatt fra analysen.

Fem av de gjenvarende 45 pasientene,
som i utgangspunktet hadde lesjoner man
ikke ville mistenkt for & veere premaligne,
hadde DNA-aneuploide lesjoner. Fire av de
fem pasientene med DNA-aneuploide lesjo-
ner utviklet et plateepitelkarsinom i munn-
hulen i lepet av observasjonstiden (fig 4).
Kun en av 40 pasienter med euploide lesjo-
ner utviklet kreft i lopet av observasjonsti-
den.
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Figur 2 DNA-ploiditetsdistribusjonshistogrammer

(innfelt) og histologiske funn hos to pasienter med
moderat dysplasi (A og B) og en pasient med mild dys-
plasi (C). Hematoksylin og eosin, X 400. I hvert histo-
gram angir c antall kopier av homologe kromosomer.
Figuren er omarbeidet etter Sudbo og medarbeidere
(20), og er gjengitt med tillatelse fra Massachusetts
Medical Society
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Figur 3 Kaplan-Meier-kurver for kumulativ sykdomsfri overlevelse angitt i mdneder etter tidspunkt for diagnose av dysplasi i leu-
koplakier. A. Etter klassifikasjon i henhold til DNA-innhold (ploiditet). B. I henhold til histologisk gradering av dysplasier. Legg merke til
at de milde og moderate dysplasiene ser ut til d ha ddrligere prognose enn de grove dysplasiene i dette datasettet. Figuren er omarbeidet
etter Sudbo og medarbeidere (20), og gjengitt med tillatelse av Massachusetts Medical Society
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I sum viser disse to underse-
kelsene at grove genomiske av-
vik kan brukes til a forut-
si forekomsten av plateepitel-
karsinomer i munnhulen med
stor grad av sikkerhet, uavhen-
gig av hvilken histologisk dia- 0,8 ,
gnose disse pasientene har fatt.
DNA-ploiditet samsvarer ikke

1,0 ]

med histologisk gradering av 0,6
dysplasier, og slik gradering har
meget begrenset prognostisk
verdi (20, 38, 39). I tillegg viser 04 |
véare undersekelser at grove ge-
nomiske avvik kan brukes til & 02 |

identifisere pasienter med hey
risiko blant pasienter som ellers
ikke ville blitt mistenkt for & ha 0,0

Kumulativ andel
uten kreft

Diploide/tetraploide n = 40

Aneuploide n=5

karsinom i lopet av observasjons-
perioden (fig 5).

Behandlingsalternativer

Munnhulen kan tjene som et mo-
dellsystem for studier pa kjemo-
prevensjon, fordi premaligne le-
sjoner her lett kan identifiseres og
folges opp. Slike lesjoner er dess-
uten forbundet med forekomst av
karsinomer i andre avsnitt av
ovre aerodigestive kanal. Til
tross for den opplagte muligheten
man har hatt til & identifisere
munnhulekarsinomer pa et tidlig
stadium, er langtidsoverlevelsen
dérlig, og forekomsten oker, spe-
sielt i yngre aldersgrupper. Arsa-

lesjoner som representerte for- '
stadier til kreft. Konklusjonen
etter disse studiene er derfor at
grove genomiske avvik (DNA-
aneuploiditet) som eneste pro-
gnostiske marker kan brukes til
a forutsi det kliniske forlapet i
alle typer hvite flekker som opp-
star i munnhulen.

Erytroplakier med innhold

I

Maneder

Figur 4 Overlevelseskurver for 45 pasienter med ikke-dys-
plastiske biopsier i henhold til DNA-ploiditetsklassifikasjon. Av
40 pasienter med DNA-diploide eller -tetraploide lesjoner, fikk
kun en pasient senere et karsinom, 74 mdneder etter forste bi-
opsi. Av totalt fem pasienter med DNA-aneuploide lesjoner fikk
fire pasienter senere et karsinom, 61, 63, 98 og 98 mdneder etter
forste biopsi (p < 0,05 med Fishers eksakte test)

kene til dette kjenner man ikke
fullt ut, men det foreligger store
geografiske forskjeller, ogsd i
den vestlige verden. Jkningen i
insidens er spesielt stor ser og ost
i Europa.

Den kliniske verdien i tidlig
kartlegging av orale leukopla-
kiers maligne potensial skyldes at
det i dag finnes mulige behand-
lingstiltak. De mest opplagte mu-

av dysplasi

Rode flekker i munnslimhinnen har en langt
mer uttalt tendens til malign transformasjon
enn hvite flekker, men forekommer sjeldne-
re (18). I enkelte studier angis den maligne
transformasjonsraten & ligge pa 90% (18,
19). Det er derfor sjelden at man finner pa-
sienter med rede flekker som histologisk
viser seg 4 vere premaligne lesjoner. Vi har

identifisert 37 slike pasienter, og undersokt
57 biopsier fra disse med hensyn til DNA-
ploiditetsstatus. 25 (67 %) pasienter hadde
DNA aneuploide lesjoner. I lgpet av en ob-
servasjonsperiode pa om lag sju ar utviklet
23 (92 %) av disse pasientene et munnhule-
karsinom (40). Ingen av pasientene med
DNA-diploide (normale lesjoner) utviklet

lighetene er fotodynamisk terapi i
kombinasjon med aminolevulinsyre, samt
behandling med en COX-2-hemmer.

Kjemoprevensjon

Medikamentell behandling av premaligne li-
delser i munnhulen er gjennomfert i flere
studier (41—47), men den kliniske effekten
er diskutabel av to arsaker (48, 49): bivirk-
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Figur 5 Overlevelse (sykdomsfri (A)- eller total (B)) hos pasienter med erytroplakier i munnhulen, i henhold til DNA-ploiditetsklassifi-
kasjon. Figuren er omarbeidet etter Sudbo og medarbeidere (40) og er gjengitt med tillatelse fra American Society of Clinical Oncology
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ningsprofilen til retinoider, som har vert
mest brukt, og mangel pa faktorer som sik-
kert identifiserer hoyrisikogrupper (36). Slik
medikamentell forebyggende behandling
forutsetter dessuten at man med stor sensiti-
vitet og spesifisitet kan identifisere pasienter
som i serlig grad er utsatt for & fa kreft. Hoy-
risikoindivider vil kunne identifiseres ved &
kartlegge DNA-innhold i leukoplakier og
randomisere pasienter med DNA-aneuploi-
de og -tetraploide lesjoner til ulike behand-
lingsgrener, fordi man ved hjelp av disse
analysemetodene finner frem til hoyrisiko-
pasientene. I tillegg har metodene stor spesi-
fisitet; pasienter med DNA-diploide lesjoner
kan man med stor grad av sikkerhet (97 %
sikkerhet) la vaere & behandle. Disse analy-
semetodene er derfor velegnet som verktoy
for opportunistisk screening.

Nyere medikamenter med langt gunstige-
re bivirkningsprofil og sannsynlig effekt pa
orale premaligne tilstander er na tilgjengeli-
ge (50-53) og vil kunne brukes i en rando-
misert studie hos pasienter med premaligne
lesjoner i munnhulen.

Epidemiologiske studier antyder at ikke-
steroide antiinflammatoriske midler reduse-
rer risikoen for & fa kolorektalkreft, delvis
ved hemming av prostaglandinsyntesen.
Cyklooksygenase, som er det hastighetsbe-
stemmende enzymet i prostaglandinsynte-
sen, finnes i to isoformer, cyklooksygenase 1
og 2 (COX-1 og COX-2). Genetiske og far-
makologiske studier viser at COX-2 sann-
synligvis er av betydning for utvikling av
flere kreftformer.

Celecoxib, som induserer apoptose ved
selektivt & hemme enzymet cyklooksygena-
se-2 (COX-2) er nylig i en randomisert stu-
die vist & ha en reduserende effekt pa storrel-
sen og antallet kolorektale polypper i hay-
risikoindivider, med familizer adenomatgs
polypose. I disse lesjonene vises regelmes-
sig en okt ekspresjon av COX-2 og dette
danner grunnlaget for bruk av celecoxib. Vi
har i en forelapig upublisert studie vist at
COX-2-ekspresjonen er gkt i premaligne og
maligne lesjoner i munnhulen, sammenlik-
net med normal munnslimhinne. Dette gir en
antydning om at disse medikamentene ogsa
kan brukes som kreftforebyggende medika-
menter hos heyrisikopasienter med munn-
hulekreft.

Lokalbehandling med lys
(fotodynamisk terapi)
Fotodynamisk terapi er en behandlingsform
som er basert pa at et fotosensitiviserende
substans i kombinasjon med belysning av en
bestemt belgelengde, gir en selektiv celle-
og vevsskade 1 de omrader man ensker & be-
handle. Behandlingsformen er ikke ny (54),
men har tidligere ikke blitt brukt i stor ut-
strekning pa orale premaligne lesjoner.
5-aminolevulinsyre (ALA) inngér i den
mitokondrielle syntesen av hem fra proto-
porfyrin IX (PpIX), og syntesen av PpIX er
et hastighetsbestemmende trinn i denne pro-
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sessen. Det er vist at intracelluler PpIX ho-
per seg opp 1 epiteliale celler nar de er blitt
eksponert for ALA. PpIX kan aktiveres av
lys i bestemte balgelengder, med celleskade
til folge. Cellededen skyldes forst og fremst
mitokondriell skade.

Metylesteren til ALA, metyl 5-aminole-
vulinate (Metvix, Photocure, Oslo) er for ti-
den under utprevning ved Det Norske Ra-
diumhospital, hos pasienter med basalcelle-
karsinom, og en studie pa munnhulelesjoner
er planlagt. Farmakokinetiske studier har
vist at det foreligger et selektivt opptak i
slimhinneomrader hvor det foreligger pato-
logiske forandringer, som lichen ruber pla-
nus. ALAs selektive opptak til patologisk
endret vev gjor den spesielt egnet som sensi-
tiviseringssubstans for lysbehandling av
premaligne lesjoner.

Diskusjon

Maling av DNA-innhold synes & vere langt
overlegen andre tilgjengelige undersokel-
sesmetoder for & forutsi det kliniske utfallet
hos pasienter med dysplastiske hvite flekker
pa et tidlig tidspunkt. En kartlegging av gro-
ve genomisk avvik har ogsé en hey prognos-
tisk verdi hos pasienter med erytroplakier i
munnhulen. Bestemmelse av DNA-ploiditet
er derfor en prognostisk marker i et vidt
spekter av biologisk svert ulike lesjoner.
Det kan derfor tenkes at metodene kan bru-
kes til prognostisk kartlegging av premalig-
ne lesjoner ogsa i andre overflatevev. Vare
data viser at det er mulig, med stor grad av
sikkerhet, & identifisere pasienter med
munnhulelesjoner som vil gi opphav til
kreft. Det finnes i dag muligheter til & inter-
venere mot slike forstadier til kreft, 1 en pa-
sientgruppe som ellers forst kommer til be-
handling i langtkomne stadier av sin kreft-
sykdom. Pasienter med DNA-aneuploide og
tetraploide dysplasier ber derfor fa et tilbud
om behandling. I Norge blir alle dysplastis-
ke orale leukoplakier innrapportert til Kreft-
registeret, og disse pasientene kan derfor lett
identifiseres og inviteres til en undersekelse
og eventuelle behandling. I tillegg vil perso-
ner med hoyrisikoatferd (royking, stort alko-
holforbruk) kunne identifiseres gjennom
data innsamlet fra Statens helseundersokel-
ser. Blant disse kan man finne frem til perso-
ner med DNA-aneuploide lesjoner og tilby
behandling fer invasiv kreft utvikles. Det er
gitt tilsagn fra Sosial- og helsedepartmentet
om at analyse av DNA-innhold i cellekjer-
ner i munnslimhinneforandringer hos pa-
sienter med heyrisikoatferd er en underse-
kelse som vil dekkes over trygdebudsjettet.

T. Warloe er patentinnehaver for patentet som
benyttes kommersielt av PhotoCure ASA. Det
Norske Radiumhospital har aksjer i PhotoCure
ASA.
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