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Molekyleerbiologisk diagnostikk ved lungekreft

Sammendrag

Bakgrunn. Lungekreft er pa tiende
plass blant dedsarsakene i Norge.

Pa tross av stor forskningsinnsats de
senere arene for & bedre diagnostise-
ring, prognosevurdering og terapi for
denne pasientgruppen, har ikke dette
resultert i vesentlig bedring i over-
levelse.

Materiale og metode. Kunnskapen er
hentet fra vitenskapelige artikler og
oversiktsartikler.

Resultater og diskusjon. Vi har fatt ekt
kunnskap om molekyleere defekter

i lungekreftcellen. Nye studier viser at
i tillegg til mutasjoner og tap av en
rekke gener i lungekarsinomer og
premaligne stadier, er mange gener
inaktivert pa grunn av hypermetylering.
Bruk av avvikende promotormetylering
som molekyleer marker kan & stor
betydning for tidlig diagnostikk av
lungekreft og i screeningprogrammer.
Videre indikerer nyere forskning at
genekspresjonsprofiler kan komme

til & f& stor nytte i klassifisering og
diagnose av lungekreft. Flere interes-
sante lungekreftmarkerer er identifi-
sert.
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Arlig rammes ca. 2 100 personer av lunge-
kreft i Norge. Forskning viser entydig at
royking er den viktigste arsaken til lunge-
kreft. 85 % av tilfellene anses a vere forar-
saket av royking. Andre risikofaktorer kan
veaere passiv rayking i mange ar eller det & ha
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et yrke der man eksponeres for asbest, uran
eller annen industriforurensning. Nesten alle
pasienter med lungekreft (90 %) der innen
fem ar. Best prognose har de pasientene som
opereres, men disse utgjer mindre enn 20 %
av tilfellene. Selv blant opererte pasienter
er residivfrekvensen hey, med femarsover-
levelse pa mindre enn 50 %. Behandlings-
resultatene ved lungekreft er ikke blitt ve-
sentlig bedre de siste 20 arene. Den dérlige
overlevelsen skyldes hovedsakelig at mer
enn /3 av pasientene har metastaser pa dia-
gnosetidspunktet. Det er stort behov for & ut-
vikle bedre diagnostiske og terapeutiske
strategier 1 behandlingen av lungekreft.

Det finnes to hovedgrupper av lungekreft:
smacellet (SCLC) og ikke-smécellet lunge-
kreft (NSCLC). Den sistnevnte deles tra-
disjonelt inn i tre histologiske hovedtyper,
plateepitelkarsinom, adenokarsinom og
storcellet karsinom. Smacellet lungekreft
oppstar fra umodne celler i bronkienes slim-
hinne. Den vokser meget raskt og sprer seg
til andre organer tidlig i sykdomsforlepet.
Plateepitelkarsinom oppstéar ofte i de store
luftveiene, mens adenokarsinom vanligvis
er lokalisert perifert. Smécellet lungekreft
utgjor ca. 15-20 % og ikke-smacellet lunge-
kreft ca. 80 % av tilfellene. Sykdomsutvik-
ling, behandlingsopplegg og prognose er for-
skjellig for disse fire hovedtypene av lunge-
kreft.

Genetiske forandringer

Kunnskap om molekylere defekter i lunge-
kreftcellen vil kunne vere en rettesnor for
forlep og prognose. Gjennom de senere ars
fremskritt innen molekylarbiologi har vi
fatt okt kjennskap til gener og cellulere pro-
sesser som har betydning for utviklingen av
lungekreft. En rekke tumorsuppressorgener
er involvert: mutasjoner i TP53 (90 % ved
smécellet lungekreft, 50% ved ikke-sma-
cellet lungekreft), Rb (90 % ved smaécellet
lungekreft, 15 % ved ikke-smacellet lunge-
kreft), og CDKN2A (p16) (inaktiverti 70 %
av tilfellene med ikke-smacellet lungekreft,
meget sjeldent ved smacellet) (1). Siden Rb-
p16 er komponenter i samme signalvei, vil
den biologiske betydningen av en forandring
i Rb tilsvare en forandring i p16, de er gjen-
sidig eksklusive. Defekter i p5S3- og Rb-p16-
signalveiene er meget vanlig ved lungekreft.
Dette indikerer at disse signalveiene spiller
en sentral rolle i regulering av cellevekst,
differensiering og apoptose i lungeepitelcel-
len. Kromosomomrédet 3p er studert mye
de senere arene, og resultatene viser at dette

omradet innholder flere kandidater til tumor-
suppressorgener (FHIT, RASSF1, SEMA3B).
LOH i 3p er meget vanlig i lungesvulster
(ca. 80%), men var forstaelse er langt fra
komplett med hensyn hvilken biologisk/pa-
togen betydning dette kromosomomradet
har. Videre er en rekke andre gener forandret
i lungekreftceller, men i mindre grad enn
p53 og Rb/CDKN2A: PTEN, SMAD4/
TGFBIIR og PPPIR3 (mindre enn 10 %),
myc-amplifikasjon forekommerica. 10 % av
lungekrefttilfellene, mens KRAS-mutasjon
forekommer i ca. 30 % av tilfellene med ikke-
smacellet lungekreft, hovedsakelig adeno-
karsinomer. Nylig er det rapportert mutasjo-
ner i EGFR i 8 % (USA) til 40 % (Japan) av
adenokarsinomer, serlig blant ikke-roykere
(2,3).

DNA-metylering spiller en viktig rolle i
regulering av genuttrykk og representerer en
viktig inaktiveringsmekanisme. Den synes
4 ha like stor betydning for endring i gen-
uttrykk som genetiske forandringer. Genek-
spresjonen skrus av pd grunn av metylering
av CpG-omréder i promotorregioner. Gene-
relt har svulster global hypometylering,
mens promotoromradet er hypermetylert.
Mange gener i lungesvulster er vist & veare
inaktive pd grunn av hypermetylering (4)
(tab 1). DNA-hypermetylering er ogsa pa-
vist i flere gener tidlig i lungekreftutviklin-
gen som CDKN2A, MGMT, DAPK, RAR-
B, FHIT, RASSF1A, og APC.

Biomarkerer

En av hovedutfordringene de senere arene
har veert & utvikle nye metoder for tidlig dia-
gnostikk av lungekreft og & identifisere for-
andringer som er prediktive for tumorpro-
gresjon.

Sputumprever vil kunne inneholde kreft-
celler/premaligne celler og proteiner som er
endret selv pa et tidlig trinn i utviklingen av
lungekreft. Slike prover er ikke alltid like re-
presentative, siden prevene vil kunne inne-

Hovedbudskap

Lungekreft er den vanligste kreftform
i verden

Femarsoverlevelse er under 15 %

DNA-mikromatriseteknologi og pro-
teomikk kan komme til stor nytte innen
klassifisering, stadieinndeling og
behandling av lungekreft
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Tabell 1 Gener som er forandret pa grunn av metylering i lungekreft

Cellesyklus DNA-reparasjon Apoptose RAS-veien Invasjon
CDKN2A MGMT DAPK RASSF1A E-cadherin
PAX50 Caspase-8 NORE1A H-cadherin
PAX503 FAS TIMP3
CHFR TRAILR1 LAMA3
LAMBS3
LAMC2

holde celler fra ulike omrider av respira-
sjonsveien. Dette bidrar til at sputumcytolo-
gi ofte har lav sensitivitet. Bronkioalveolar
lavage kan ogsé benyttes til & skaffe biolo-
gisk materiale. Dette er mer representativt,
fordi man kan ta prover fra et spesifikt om-
rdde. Studier har vist at celler som innehol-
der punktmutasjoner i KRAS og p53, kan
detekteres i tidlige stadier av lungekreft.
Studier viser at denne testen er mer sensitiv
enn sputumcytologi og rentgen thorax.
KRAS-mutasjoner ble pavist opptil 18 mé-
neder for den kliniske diagnosen. Imidlertid
kan KRAS-mutasjoner ogsa pavises i spu-
tumprever, selv om svulsten er KRAS-nega-
tiv. Dette er ikke overraskende. En pavisning
av KRAS-mutasjoner kan skyldes andre pri-
mere lungesvulster eller tidlige stadier hos
individer med hey risiko for & utvikle lunge-
kreft. Den sterste ulempen med testen er
imidlertid at KRAS-mutasjoner finnes s & si
bare i adenokarsinomer, slik at bare en liten
del av lungekreftpasientene potensielt vil ha
nytte av testen (5).

Med hjelp av en sensitiv polymerasekjede-
reaksjonsmetode er det pavist avvikende
metylering i promotoromradet til CDKN2A
og MDMT i sputum hos 100 % av pasientene
med plateepitelkarsinom opptil tre &r for

Figur 1

Ikke-smacellet lungekreft

klinisk diagnose (6). Det er gjennomfort flere
studier av metylering i genpromotoromradet
i sputumprever fra personer med hey risiko
for lungekreft. Det er ogsa gjennomfert en
oppfolgingsstudie hvor tre blant atte hoy-
risikopersoner med hypermetylering i
CDKN2A utviklet lungekreft ett ar etter inn-
samlingen av sputumprgven. I en annen stu-
die utviklet 3/s personer som var positive for
RASSF1A-metylering, lungekreft 12-14
méneder etter sputumpreven (7). Disse stu-
diene indikerer at bruk av avvikende promo-
tormetylering som molekylar marker kan f4
stor betydning for diagnostikk av tidlige
maligne forandringer og til bruk i screening
av heyrisikopersoner.

Flere studier av kreftpasienter har pavist
hypermetylering i DNA fra plasma eller se-
rum. En undersekelse viser hypermetylering i
serum blant 50 % av pasienter med lungekreft
nar promotorregionen i fire gener ble analy-
sert. Man mé imidlertid forvente at screening
av plasma vil ha lav sensitivitet med hensyn
til & pavise premaligne tilstander, siden det
mé skje en vaskularisering for at DNA skal
kunne frigjores til serum/plasma.

Ved & sammenlikne mikrosatellittendrin-
ger 1 plasma fra pasienter med lungekreft
og kontrollpersoner har man funnet at slike

Smacellet lungekreft

Alveoleere/ Bronkiale Epitelceller
bronkio- epitelceller {nevro-
alveolzere celler P endokrine)
3 Inaktivering avFHIT/RASSF1/ | TP53- Inaktivering av FHIT/RASSF1/
KRAS- . ]
S-mutasjon SEMASB (3p), INK4 | mutasjon SEMA3B (3p), RB
Atypisk .
adenomatos héetapflasl ?
hyperplasi ysplasi
TP53-mutasjon Aktivering av CCDN1 TP53-mutasjon, LOH 5q, 22q
Adeno- Plateepitel- Smécellet
karsinom karsinom karsinom
(primeer) (primeer) (primeer)
LOH (2q, 9q, 18q, 22q) MYC1-amplifikasjon
Adeno- Plateepitel- Smacellet
karsinom karsinom karsinom
(metastase) (metastase) (metastase)

Genetiske forandringer som leder til de ulike hi
er modifisert og gjengitt med tillatelse fra I. Yo
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endringer korrelerte med klinisk status av
pasienten. Ved & benytte revers transkrip-
tase-polymerasekjedereaksjon  (RT-PCR)
ble epidermal vekstfaktorreseptor-mRNA
pavist i blod fra lungekreftpasienter, men
sjelden fra kontrollpersoner. Ekspresjon av
andre molekyler, enten kreftspesifikke eller
celletypespesifikke gener som CEA, cytoke-
ratin 19, nevromedin B-reseptor er ogsa be-
nyttet til & pavise sirkulerende tumorceller
hovedsakelig for prognostisk vurdering.

Forandret proteinekspresjon
Forandret proteinuttrykk, spesielt de som
er overuttrykt i svulsten, kan f& praktisk an-
vendelse som diagnostiske tumormarkerer.
Ulike proteiner er blitt studert, men sa langt
har ingen proteiner vist seg a vere tilstrek-
kelig prediktive i diagnostikk og prognose.
Okt ekspresjon av bade epidermal vekstfak-
tor (EGF) og epidermal vekstfaktorreseptor
(EGFR) er pavist i mer enn 60 % av tilfelle-
ne med ikke-smacellet lungekreft, noe som
indikerer at den signalveien er viktig for
denne typen. Smécellet lungekreft er for-
bundet med okt ekspresjon av nevroendokri-
ne faktorer, som GRP/BN og deres resep-
torer. Det tyder pa at GRP-reseptors autokri-
ne sloyfe er involvert i veksten av en del
tilfeller.

Lungekreft er forbundet med okt ekspre-
sjon i flere sykliner: 12—40 % av den ikke-
smacellede typen har okt ekspresjon av syk-
lin D1, ca. 20 % er forbundet med hoyt niva
av syklin B1. Disse pasientene hadde kortere
overlevelse sammenliknet med pasienter der
svulstene uttrykte et lavt niva.

Molekyleer klassifisering

av lungekreft

Senere ars forskning har gitt oss ekt kunn-
skap om genetiske forandringer som leder til
de ulike histologiske hovedtypene (fig 1)
(8). Fra et diagnostisk synspunkt er det vik-
tig & kartlegge og forstd bade de genetiske
forandringene som gér igjen i alle hovedty-
pene, og de som er forskjellige mellom de
ulike histologiske hovedtypene.

Utvikling de senere rene innen mikro-
matriseteknologien har gjort det mulig a
analysere flere tusen gener samtidig. I arbei-
det med 4 identifisere molekylare markerer
til bruk i kreftklassifisering og prognose har
flere grupper analysert genekspresjonspro-
filer i lungesvulster (9—14). Malsettingen
med disse studiene er & identifisere profilene
som kan predikere overlevelse og som er til
nytte i klinisk diagnostikk. Man regner med
at genekspresjonsprofiler vil utkonkurrere
dagens kliniske/prognostiske indikatorer.
Genekspresjonsprofiler kan bidra til ny klas-
sifisering av lungekreft og behandling basert
pé molekyler patologi.

Genmarkerer er analysert med oligonu-
kleotider og cDNA-mikromatrise. Unike og
karakteristiske genekspresjonsprofiler er
identifisert for hver av de histologiske ho-
vedtypene av lungekreft (tab 2) (15). Gener
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Tabell 2 Genekspresjonsprofil og histologi

Smacellet Plateepitel- Adeno-
karsinom karsinom karsinom
GRP Cytokeratiner NAP1
DDC SFN/14-3-3c MUC1
CHGA p63 TITF1
CHGB PFN2 FOLR1
CHGC BPAG1/KIAA0728  SFTPA2
ASCL1 SFTPB
IA-1/INSM1

PTTG1

PGP9.5

UCHL1

som er pavist i mer enn ett datasett, er en
rekke cytokeratiner, kollagen VII-atl, galec-
tin 7, p63, det kalsiumbindende proteinet
s100A2 og profilin 2. Karakteristisk for
plateepitelkarsinom er ogsé gener involvert i
cellulere prosesser som detoksifisering og
antioksidantproteiner (glutation-S-transfe-
rase, karboksylesterase, peroksiredoksin).
Polymorfismer i slike gener kan vare vikti-
ge determinanter for predisposisjon og kan
dermed veere nyttig informasjon som kan in-
korporeres i strategier for forebygging eller
screening. Man ser tydelig nevroendokrin
differensiering i smacellede karsinomer,
hvor flere av genekspresjonsmarkerene er
nevroendokrine gener. Mikromatrisestudier
viser ogsa overlapp mellom studier for insu-
linomassosiert gen 1 (IA-1), hASH1 (human
achaetescute homolog-1), FOXG1B (fork-
head box G1B) og thymosin-f.
Karakteristisk for adenokarsinomer er ab-
normalt uttrykk av gener som surfaktant A2
og B, mucin 1 og pronapsin A. Dette indike-
rer at disse tumorene oppstar fra type II-
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pneumocytter og Clara-celler. Det er nd mu-
lig & dele opp adenokarsinomer i tre kate-
gorier basert pa genekspresjonsprofiler.
Adenokarsinomer har vist seg & vaere mer
heterogene enn plateepitelkarsinomer og
smacellede karsinomer.

Det er gjennomfort fa studier hvor man
har sett pa om overlevelse kan predikeres ut
fra genekspresjonsprofil. Genekspresjons-
profiler er funnet & ha prognostisk betydning
i adenokarsinomer. En kategori som bestar
av svulster som uttrykker nevroendokrine
markerer som aromatisk aminosyre-dekar-
boksylase, hASH1 og IA-1, var assosiert med
signifikant darligere overlevelse sammen-
liknet med andre adenokarsinomer. Det er
ogsa utviklet en risikoindeks basert pa rela-
tiv ekspresjon av visse gener der man kunne
identifisere hoy- og lavriskogrupper av sta-
dium 1-adenokarsinomer.

Konklusjon

Molekylaerbiologiske metoder er pa full fart
inn i diagnostisk utredning av lungekreft.
Kunnskap pé det molekylare plan er betyde-
lig, men videre studier er nedvendig innen
dette feltet. Det er fortsatt stort behov for &
oke vér forstaelse av celluleere mekanismer
som har betydning for utvikling av lunge-
kreft samt & utvikle bedre diagnostiske og
terapeutiske strategier for lungekreft.

Manuskriptet er godkjent 4.5. 2005.
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