MEDISIN OG VITENSKAP

Oversiktsartikkel

Molekylaer diagnostikk av maligne lymfomer

Sammendrag

Bakgrunn. Maligne lymfomer er en
heterogen gruppe av ikke-solide svuls-
ter som har sitt opphav i lymfocytter pa
ulike differensieringstrinn. Diagnosen
baseres pa tradisjonell histopatologisk
diagnostikk supplert med immunfeno-
typing, cytogenetikk, molekyleergene-
tiske metoder og kliniske opplysninger.
| denne artikkelen omtales utprgvende
molekylaer diagnostikk, i hovedsak
basert pa mikromatrisebasert geneks-
presjonsteknologi.

Materiale og metode. Vi omtaler resul-
tater som er oppnadd gjennom et inter-
nasjonalt samarbeidsprosjekt, ledet

av det nasjonale kreftforskningsinsti-
tuttet i USA (National Cancer Institute),
der Radiumhospitalet deltar som
eneste senter fra Norden. Funnene er
diskutert i relasjon til andre studier

i feltet, basert pa et ikke-systematisk
litteratursgk i PubMed.

Resultater. Det er pavist klinisk rele-
vante nye undergrupper av B-cellelym-
fomer, og i retrospektive overlevelses-
analyser er det kartlagt hvordan gen-
uttrykksmgnsteret korrelerer med
prognose. | tillegg har studiene bidratt
til viktig og ny biologisk kunnskap som
gir grunnlag for ny malrettet behand-
ling som er under utprgving i kliniske
studier.

Fortolkning. Molekyleer diagnostikk
gir, som supplement til dagens dia-
gnostikk, en bedret diagnostisk presi-
sjon og apner muligheter for nye
behandlingsmetoder til pasienter
med maligne lymfomer.
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Maligne lymfomer er en heterogen gruppe
av ondartede svulster som utgér fra lymfo-
cytter. I dag foreligger det en internasjonal
histologisk klassifikasjon som brukes over
hele verden (1). Denne tar utgangspunkt i
bade histologisk morfologi, uttrykk av linje-
spesifikke proteiner pa celleoverflaten eller
intracelluleert pévist ved immunhistokje-
misk metode eller veskestromsmaling,
eventuelt supplert med cytogenetikk og/
eller molekylergenetiske undersokelser og
kliniske opplysninger (fig 1). Ved moderne
diagnostikk der alle hjelpemidlene angitt
over, tas i bruk og tolkes av patolog med
erfaring og kunnskap om maligne lymfo-
mer, er diagnosen langt sikrere enn for fa ar
siden. Dette er av interesse ettersom behand-
lingen av maligne lymfomer i dag er svart
differensiert.

Ved molekyler diagnostikk er det i dag
mulig & underseke RNA-uttrykk (ekspre-
sjon) og DNA- sekvensen av hele eller deler
av genomet, det siste for & kartlegge dele-
sjoner, amplifikasjoner, translokasjoner og
mutasjoner. I denne artikkelen omtales mo-
lekylaere studier pa ulike lymfomtyper med
vekt pd studier av genekspresjon ved
mikromatriseteknologi

Materiale og metode

Artikkelen oppsummerer sentrale resultater
til gruppen ledet fra NCI med norsk delta-
kelse gjennom Radiumhospitalet (LLMPP-
prosjektet) og relaterer disse funnene til re-
sultater andre grupper har kommet frem til.
Grunnlaget for omtale av andre arbeider in-
nen dette feltet er et ikke-systematisk littera-

tursek i PubMed, med et skjennsmessig ut-
valg av artikler basert pa forfatternes erfa-
ringer innen feltet.

Epidemiologi og klinisk forlgp
Maligne lymfomer inndeles i Hodgkins (120
nye tilfelle per ar i Norge) og non-Hodgkins
lymfom (ca. 800 nye tilfeller per ar i Norge).
Non-Hodgkins-lymfomene deles igjen inn i
B-cellelymfomer og T-cellelymfomer hvor-
av den forstnevnte gruppen utgjer ca. 85 %.
I tabell 1 vises de vanligste undergruppene
av maligne lymfomer med frekvens, van-
ligste behandling, behandlingsmal og -resul-
tat i form av kurasjonsrate og median over-
levelse (2). Som det fremgar er det store
variasjoner mellom de ulike undergruppene.
Det er ogsa store variasjoner i det kliniske
bildet og forlepet etter behandlingsstart
innen de ulike gruppene selv om pasientene
gis den samme behandlingen. Kun noe av
denne forskjellen kan forklares ved karakte-
ristika ved svulsten (sykdomsutbredelse,
blodprever som hemoglobinkonsentrasjon
eller LDH) og pasienten (alder, funksjons-
status) (3-5).

Molekylaer diagnostikk -

metoder og hensikt

I vare og andres studier er genuttrykk under-

sokt ved hjelp av RNA-mikromatriser, som

tidligere beskrevet i Tidsskriftet (6). I en del

av studiene har man ogsé undersekt amplifi-

kasjoner og delesjoner av gener ved geno-

miske mikromatriser som eventuelt kunne

forklare de karakteristiske genuttrykkene.

Videre kan man ved hjelp av immunhisto-

kjemisk underseokelse finne ut om den ka-

rakteristiske molekylare signaturen ogsa

vises ved uttrykk av spesifikke proteiner.

Hensikten med disse studiene er &:

— Sikrere diagnostikk innenfor véir néve-
rende klassifikasjon

— Undersegke om det foreligger nye under-
grupper av klinisk betydning

Hovedbudskap

m Viktige nye subtyper av maligne lymfo-
mer er identifisert

m Ny kunnskap om lymfomenes biologi er
avdekket

m DNA-mikromatriseanalyser kan bli
et viktig supplement til morfologisk
rutinediagnostikk
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— Relatere genuttrykket til pasientoverle-
velse og behandlingsrespons

— Pévise spesifikke endringer i lymfomcel-
lene som er essensielle for lymfomcelle-
nes vekst og overlevelse og som kan vare
gjenstand for ny og bedre maélrettet be-
handling

LLMPP-prosjektet

Biopsiene av aktuelle pasienter sendes til
NCI i nedfryst tilstand. Felgende undergrup-
per av maligne lymfomer har vert analysert
til né: diffuse storcellede B-cellelymfomer
(DLBCL) (7), mantelcellelymfomer (MCL)
(8), primazre mediastinale B-cellelymfomer
(9) (PMBCL), follikuleere lymfomer (FL)
(10) og Burkitts lymfom (BL) (11).

Molekylaer diagnostikk

av viktige lymfomtyper

Diffuse storcellede B-cellelymfomer

I en stor retrospektiv undersekelse av biop-
sier fra 240 pasienter med DLBCL ved bruk
av DNA-mikromatriser (7), ble funn fra en
mindre forstudie (12) bekreftet; DLBCL be-
star av to hovedgrupper, aktivert B-celle
(activated B-cell, ABC) og germinalsenter
B-celle (germinal center B-cell, GCB) med
forskjellig genuttrykksmenster. Til sammen
12 916 gener ble analysert, og utvalget var
basert pé at disse genene er spesielt hoyt ut-
trykt i lymfoide celler, kreftceller generelt
og 1 gener som er relatert til immunrespon-
ser. 100 gener ble vist & vaere uttrykt ulikt i
ABC- versus GCB-undergruppene. Ett sett
av gener var saledes hoyt uttrykt i germinal-
sentercellegruppen og lavt i den aktiverte B-
cellegruppen, mens for et annet sett var det
omvendt. Noen biopsier hadde en genprofil
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Figur 1 Histopatologisk utredning av maligne lymfomer

Tabell 1 Karakteristika ved noen histologiske typer non-Hodgkins lymfom

Andel Median over-
Typer i prosent  Veksthastighet ~ Behandlingsmal’ 1. linje cytostatikabehandling levelse (ar] (2)
B-cellelymfom 86
Diffust storcellet 85 Hay Kurasjon CHOP? analoge med rituximab 3
Mantelcelle 6 Hgy, varierende Livsforlengende CHOP? med rituximab alternerende med 3
hgydose cytosar med rituximab, ev. HMAS?
Marginalsone 10 Lav Livsforlengende. Kurasjon
oppnas ved MALT* type,
begrenset Klorambucil monoterapi/rituximab 15
Follikuleert 25 Lav, varierende Livsforlengende COPS eller CHOPZ med rituximab,
rituximab, klorambucil 10
Burkitt, Burkitt-likt 3 Sveert hgy Kurasjon GM-ALL B ALL/NHL 2002¢ m/rituximab 5
B-lymfoblast <1 Sveert hgy Kurasjon Hammersmith, modifisert 0,5
T- cellelymfom’ 14
Perifert 4 Hgy, varierende  Kurasjon CHOP?Z [evt. med HMAS?) 2
Storcellet anaplastisk 2 Hay Kurasjon CHOP? (evt. med HMAS?) 7

" Gjelder for pasienter med utbredt sykdom og med alder og allmenntilstand som tillater intensiv kjemoterapi
2 Kombinasjonsterapi med cyklofosfamid, doksorubicin, vinkristin og prednison
3 Hgydosebehandling med autolog stamcellestgtte
4 Mucosa-associated lymphoid tissue

5 Kombinasjonsterapi med cyklofosfamid, vinkristin og prednison

¢ Handlingsprogram for diagnostikk og behandling av akutt lymfoblastisk leukemi/lymfoblastisk lymfom og Burkitts lymfom/leukemi hos voksne. Utarbeidet av Norsk
Selskap for Hematologi og Norsk Lymfomgruppe

7T-cellelymfomer er sveert heterogene. To typer er neermere spesifisert
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Figur 2 Undergrupper av diffuse storcellede B-cellelymfomer basert pa genuttrykksprofil. a) Hie-
rarkisk baserte klynger av diffuse storcellede B-cellelymfomer fra 240 pasienter med ubehandlet
sykdom og 34 pasienter som tidligere var behandlet eller som hadde lavgradig malignt lymfom fra
tidligere, inndelt etter grad av uttrykk av 100 gener. Rode omrader indikerer gkt uttrykk og grenne
omréder redusert uttrykk. Hver kolonne representerer et enkelt lymfom, og hver rad representerer
et enkelt gen. Gener som er karakteristisk uttrykt i germinalsenter B-cellelikt diffust storcellet B-
cellelymfomn eller aktivert B-cellelikt diffust storcellet B-celle lymfom er indikert. Dendrogrammet
pa toppen viser i hvilken grad hvert diffust storcellet B-cellelymfom er beslektet med de andre med
henblikk pa genuttrykk. b] Antall prever med amplifikasjon av c-rel-lokus og bcl-2-translokasjoner
i undergrupper av diffuse storcellede B-cellelymfomer basert pa polymerasekjedereaksjonsana-
lyse. c] Kaplan-Meier-estimater av totaloverlevelse etter kiemoterapi for 240 tidligere ubehand!lede
pasienter, inndelt etter undergrupper basert pa genuttrykk. Rosenwald og medarbeidere (7)

© [2009] Massachusetts Medical Society, gjengitt med tillatelse

der ingen av disse gensettene var heyt ut-
trykt, og disse ble kalt type 3-gruppen, men
denne gruppen var mer heterogen (fig 2a).
Det var ingen klar korrelasjon mellom grup-
pene definert ut fra genuttrykk og morfolo-
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gisk definerte undergrupper (centroblast-
type, polymorf type og immunoblastisk type).
Undergruppene var ikke korrelert til kjente
kliniske risikofaktorer. Bcl-2/B-celleresep-
torgen-translokasjon (t(14;18) og c-rel-am-

plifikasjon (gen pa kromosomarm 2p) var
utelukkende pavist i germinalsentercelle-
typen (fig 2b). De tre molekylere gruppene
hadde ulik prognose (fig 2¢). Disse funnene
er nd bekreftet hos pasienter som har fatt
anti-CD20-behandling i tillegg til kjemo-
terapi (13). Utover de gener som definerer
de to hovedgruppene av DLBCL, er det
andre gener som ogsa har betydning for pro-
gnosen. Disse andre genene ble delt inn i to
grupper som benevnes genuttrykkssignatu-
rer. De to signaturene blir kalt «stromal-1»
og «stromal-2». Stromal-1-signaturen re-
flekterer avleiring av ekstracellulaer matriks
og infiltrasjon med histiocytter og er relatert
til god prognose, mens stromal-2-signaturen
reflekterer tetthet av kapillarer i selve tu-
morvevet og er relatert til dérlig prognose
(13).

Videre analyser har vist at det er ulike ge-
netiske mekanismer som ligger bak patogene-
sen av ABC- og GCB-lymfomene (fig 2b), og
at de derfor ber ses pa som ulike lymfomenti-
teter (14, 15). Den samme inndelingen kan
med noen begrensninger fastsettes ved hjelp
av immunhistokjemisk undersekelse (16), og
denne metoden benyttes ved rutinebesvarel-
ser for neermere karakterisering av DLBCL.

En annen forskningsgruppe fant tre ulike
subgrupper av. DLBCL med ulik pro-
gnose(17). Genene som definerer disse sub-
gruppene er henholdsvis relatert til B-celle-
reseptoraktivering, kritiske serin/treonin
fosforyleringssignalveier og apoptose. Hittil
er det ikke pévist at disse subgruppene har
felles underliggende genetiske avvik. Innde-
lingen av diffuse storcellede B-cellelymfo-
mer 1 gruppene ABC og GCB er akseptert
internasjonalt, og har kommet med i den nye
WHO-klassifikasjonen av lymfomer (1).

Primaere mediastinale

B-cellelymfomer (PMBCL)

PMBCL utgjer en tredje distinkt type av
DLBCL med forskjellig genuttrykk, gene-
tikk og prognose i forhold til ABC- og GCB-
undergruppene (9). Denne typen opptrer for-
trinnsvis med en stor mediastinaltumor, har
et aggressivt klinisk bilde, ikke sjelden med
dyp venetrombose i mediastinum eller infra-
klavikulaerregionen og kompresjon av vener
i mediastinum med klinisk v. cava superior-
syndrom. PMBCL opptrer typisk hos yngre
kvinner. Behandlingsresultatene er varieren-
de, men relativt gode med aggressiv kjemo-
terapi. Ogsé ordineere DLBCL kan opptre i
mediastinum og det kan vare vanskelig a
skille ut PMBCL fra DLBCL og i noen til-
feller ogsé fra Hodgkins lymfom. Endringer
pé kromosom 9p er ofte pavist ved PMBCL.
PMBCL kan relativt enkelt skilles fra andre
diffuse storcellede B-cellelymfomer ved at
de har et genuttrykk som i mange henseen-
der minner om Hodgkins lymfom, at flere
gener lokalisert til kromosomarm 9p ofte er
overuttrykt (JAK2, PDL1, PDL2) og at pro-
gnosen ved adekvat behandling er relativt
god (9).
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Mantelcellelymfomer

I en studie med 101 biopsier (8), ble det pa-
vist 48 gener som hadde heyere uttrykk i
MCL enn i de andre undersgkte lymfomene
(DLBCL og lymfocytere lymfomer), hvor-
av 28 var assosiert med proliferasjon. Ut-
trykket av de proliferasjonsassosierte gene-
ne hadde sterst utsagnskraft med henblikk
pd overlevelse. Mantelcellelymfomenes
kjennetegn er en translokasjon der syklin
D1-genet kommer under kontroll av forster-
keren (enhancer) til Ig tung kjede (t(11;14))
med péfelgende okt syklin D1-ekspresjon.
Det ble imidlertid identifisert ni lymfomer
med morfologi som mantelcellelymfom og
med samme genuttrykksmenster, men som
var t(11;14)-negative og hadde normal syk-
lin Dl1-ekspresjon. Flere av disse hadde
imidlertid ekt uttrykk av andre syklinasso-
sierte gener (syklin D2 og D3). Disse fun-
nene bekrefter at gkt proliferasjon er en sent-
ral mekanisme ved MCL, og at undergrup-
per med relativt kort levetid (med den gitte
behandling) kan identifiseres. I en nylig av-
sluttet nordisk multisenterstudie pa 170 pa-
sienter med MCL der pasientene fikk mer
intensiv behandling enn tidligere, har man
oppnadd oppsiktsvekkende gode resultater
med et plata i hendelsesfri overlevelse pa ca.
65 % etter fem &r (18). Interessant i denne
sammenheng er at proliferasjon, malt ved
uttrykk av det celleaktiveringsrelaterte pro-
teinet Ki67, var den eneste faktor av pro-
gnostisk betydning i multivariatanalyse.

Follikulzere lymfomer

Biopsier fra 191 pasienter med ubehandlet
follikulert lymfom ble delt i et treningssett
og et valideringssett (10). Det interessante
med denne studien var at gener av sterst be-
tydning for prognose var uttrykt i de reaktive
immunrelaterte cellene. En signatur som in-
nebar en god prognose, besto av gener som
var heyt uttrykt i de reaktive T-cellene og i
makrofager og en annen signatur var heyt
uttrykt i makrofagrekken og/eller i dendrit-
tiske celler og innebar en darlig prognose
(tab 2). Den prognostiske verdien var igjen
uavhengig av kliniske variabler. Underse-
kelsene viser at det er genuttrykket i de reak-
tive cellene som omgir tumorcellene, som er
viktigst for prognosen.

En annen gruppe fant til dels andre grup-
per av gener som er relatert til prognose
(19). Genene som er relatert til dérlig pro-
gnose var cellesykluskontrollgener, gener
involvert i DNA-syntese, metabolisme og
aktivering av ulike signalveier. Genene rela-
tert til god prognose er delvis de samme som
beskrevet ovenfor, og var relatert til T-celle-
og makrofaginfiltrasjon.

Burkitts lymfom

Denne typen lymfom (BL) er den raskest
voksende av alle maligne tumorer. For fa ar
siden var prognosen darlig, men den er na
blitt mye bedre med bruk av intensiv, leuke-
miliknede kjemoterapi. Det er derfor av stor
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Tabell 2 Prediktiv utsagnskraft av genuttrykkssignaturer i follikuleere lymfomer. Norsk versjon

etter tillatelse (10)

P-verdi for bidrag

til modellen i testsettet
< 0,001

< 0,001

Genuttrykkssignatur
Immunrespons 1

Immunrespons 2

betydning & skille Burkitts lymfom fra andre
lymfomtyper. Burkitt-liknende lymfom
(BLL) forekommer noe hyppigere enn Bur-
kitts lymfom, har litt avvikende morfologi,
men ogsé disse er sveert hurtigvoksende og
skal ha tilsvarende behandling. I den siste
reviderte versjonen av WHO-klassifikasjo-
nen (1) defineres ikke lenger Burkitt-liknen-
de lymfom som en egen entitet.

303 tilfeller av aggressive B-cellelymfo-
mer ble undersegkt, og alle 25 tilfeller som
histologisk ble klassifisert som Burkitts
lymfom, ble ogsa molekylart funnet & ha et
typisk genuttrykk forenlig med denne dia-
gnosen (11). Av 20 biopsier histologisk for-
enlig med Burkitt-liknende lymfom, var 19
tilfeller molekyleaert typisk for Burkitts syn-
drom. Ni tilfeller som var histologisk foren-
lig med DLBCL hadde et genuttrykk foren-
lig med Burkitts lymfom. Slikt lymfom ade-
kvat behandlet med aggressiv kjemoterapi
hadde en langt bedre prognose enn de som
var behandlet med mindre aggressiv kjemo-
terapi. S& godt som identiske funn er samti-
dig beskrevet av Hummel og medarbeidere
(20). Alle tilfeller av Burkitts syndrom har
en c-myc-translokasjon der dette prolifera-
sjonsassosierte genet kommer under kon-
troll av forsterkeren til Ig tung eller lett kje-
de. Dette forer til okt, ukontrollert ekspre-
sjon av c-myc. Imidlertid foreligger c-myc-
translokasjon ogsd i 5-10% av tilfellene
ved DLBCL. Mikromatriseanalyse av Bur-
kitts syndrom viste likevel en annerledes
genprofil enn DLBCL med c-myc-translo-
kasjon, muligens fordi denne translokasjo-
nen er en primar hendelse ved patogenesen
av Burkitts syndrom.

Diskusjon
Flere av malsettingene med prosjektet nevnt
i innledningen anses som oppnadd (sikrere
diagnostikk, nye klinisk relevante under-
grupper, prognostisk betydning av uttrykk
av sett av gener). Andre forskningsgrupper
meddeler funn som stetter dem som her er
nevnt, blant annet pA DLBCL (17), PMBCL
(20) og Burkitts syndrom (20). Tilgang til
store materialer gjennom internasjonalt
samarbeid og kobling til kliniske data, har
veart en viktig grunn til prosjektets suksess.
DNA-mikromatriseanalyser er ogsa utfort
pa andre lymfomtyper, som ulike typer av T-
cellelymfomer (22—-24). 1 en av disse stu-
diene (22) har man pavist at angioimmuno-
blastiske T-cellelymfomer har opprinnelse
fra intrafollikulere T-celler og at disse lym-
fomer skiller seg ut fra perifere T-cellelym-

Relativ dgdsrisiko Effektav gkt genuttrykk

(95 % KI) pa overlevelse
0,15 (0,05-0,46) Gunstig
9,35 (3,02-28,90) Ugunstig

fomer, UNS. Mer kunnskap om biologien av
normale T-celler er imidlertid nedvendig for
a oppdage potensielt flere subgrupper innen
gruppen perifere T-cellelymfomer. Studie-
nes betydning er styrket ved immunhistokje-
miske undersgkelser som viser at genuttryk-
ket translateres pa proteinniva slik at de
samme undergruppene grovt sett kan identi-
fiseres ved immunhistokjemiske metoder
(16).

Maling av genuttrykk ved bruk av mikro-
matriser viser pa en unik mate hvilke signal-
veier som er aktive i de ulike lymfomentite-
tene, for eksempel signalveier som forer til
celleaktivering og -proliferasjon. Dersom
disse signalveiene er aktivert pd en unik
mate i lymfomcellene sammenliknet med
deres «normale motstykker» blant lymfocyt-
tene, kan de veare gjenstand for mélrettet be-
handling. Ny, malrettet behandling basert pa
vare funn og funn fra tilsvarende underse-
kelser i andre forskergrupper er allerede i
klinisk utpreving (25). Et eksempel er be-
handling rettet mot NFxB (26). Denne trans-
kripsjonsfaktoren er heyt uttrykt og synes
4 ha betydning for fenotypen i enkelte typer
av lymfomer som ABC-undergruppen av
DLBCL, Hodgkins lymfom og MCL.

Vére undersgkelser er retrospektive og de
ma derfor bekreftes i prospektive analyser.
Dette er viktig ogsa for & avklare om den
prognostiske verdi av genuttrykkssignatu-
rene er relevante ogsa med dagens behand-
ling. Resultater fra flere forskningsgrupper
tyder for eksempel pé at undergruppen av
DLBCL med darligst prognose (ABC) har
storst nytte av pan-B-celleantistoffet rituxi-
mab rettet mot CD20-antigenet i tillegg til
kjemoterapi (27-29). Imidlertid fant vi ny-
lig at det fortsatt var en signifikant forskjell
i overlevelse mellom ABC- og GCB-sub-
typene ved DLBCL behandlet med rituxi-
mab (13).

Maling av genuttrykk ved hjelp av mikro-
matriser er komplisert og innebarer mange
fallgruver. For at analysene skal bli anvend-
bare i rutinediagnostikken, ma de forenkles
og vere reproduserbare for alle laboratorier
som benytter slik diagnostikk. Metodene er
nd mer reproduserbare enn for fa &r siden,
men de gkonomiske kostnadene er fortsatt
betydelige. Radiumhospitalet tar na del i en
prospektiv studie med de samme sentre som
deltakere.

Sammenfatning
Histopatologisk diagnostikk av maligne

lymfomer skal i dag kompletteres med im-
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munfenotypiske og molekylaere analyser for
korrekt diagnostikk. Om f& ar vil trolig mi-
kromatriseanalyser pa genniva eller pa pro-
teinniva bli inkludert i rutinediagnostikken,
men laboratoriene ma ha ressurser og perso-
nale som behersker de nye teknikkene. Be-
grepet «gvelse gjor mester», kan ogsd gjeres
gjeldende for komplisert vevsdiagnostikk av
maligne lidelser. Eksempelvis er né slik dia-
gnostikk i England og Tyskland sentralisert
til 5—6 sentre i hvert av landene. I Norge er
ikke en tilsvarende sentralisering gjennom-
fort. Histologisk og molekylerbiologisk
lymfomdiagnostikk i Norge ber vaere gjen-
stand for sentral revisjon, for eksempel ved
universitetssykehus.

Oppgitte interessekonflikter: Ingen
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