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Ny prognostisk 
faktor vid njur-
cancer upptäckt
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Njurcellskarcinom (Renal Cell 
Carcinoma, RCC) är den vanli-
gast förekommande typen av 

njurcancer, och står för cirka 2 % av alla 
cancerfall hos vuxna. RCC kan i sin tur 
delas upp i ett antal subtyper. Klarcellig 
RCC (clear cell RCC, ccRCC) är vanli-
gast och står för cirka 75 % av fallen1. 
RCC behandlas vanligen med operation, 
eftersom RCC generellt är svårbehandlat 
med hjälp av kemo- och radioterapi. För 
patienter med lokaliserade tumörer är 
prognosen god. Runt 70 % av patien-
terna överlever med en uppföljningstid 
på fem år1. För de patienter som drabbas 
av metastaserande RCC är prognosen be-
tydligt sämre. Överlevnaden för dessa 
patienter är knappt 10 % över en fem-
årsperiod. Omkring 15-25 % av alla 
RCC-patienter har metastaser redan då 
de får sin diagnos. Ytterligare 20-25 % 
av de patienter som ej har metastaser vid 
diagnosen utvecklar senare metastaser2. 
Med tanke på den försämrade prognosen 
för de patienter som får metastaser, skul-
le det vara fördelaktigt att kunna iden-
tifiera dessa patienter med ett prognos-
tiskt verktyg. 

STUDIEN
MikroRNA är korta oligonukleotider, 
cirka 20 nukleotider långa. De kodar 
inte för proteiner utan istället verkar de 
som post-transkriptionella regulatorer 
genom att binda till messenger RNA 

(mRNA)-transkript för specifika målge-
ner. MikroRNA uttrycks under embryo-
genesen, och har också viktiga funktio-
ner i mogna vävnader. Genom att binda 
till komplementära sekvenser i mål-mR-
NA kan mikroRNA reglera proteinut-
trycket, vanligtvis genom att degradera 
mål-mRNA eller genom att blocka pro-
teinsyntesen3. De komplementära sek-
venserna mellan mål-mRNA och mik-
roRNA är mycket korta, omkring 7 nu-
kleotider3, vilket medför att varje en-
skild mikroRNA kan binda in till ett 
flertal mål-mRNA. 

Trots att mikroRNA inte blev ett all-
mänt vedertaget koncept förrän 2002, 
har fältet utvecklats snabbt och idag vet 
vi att en enda mikroRNA-molekyl kan 
ha flera hundra mål-mRNA4. Studier har 
även visat att så mycket som 30 % av det 
mänskliga genomet potentiellt regleras 
av mikroRNA. Förändrat uttryck av 
mikroRNA har observerats i ett stort 
antal sjukdomar, inklusive ett flertal ty-
per av cancer5.

2013 presenterade The Cancer Geno-
me Atlas (TCGA) en studie, baserad på 
ett stort publikt dataset med RCC-pro-
ver.  Studien identifierade ett flertal 
prognostiska faktorer, inklusive ett antal 
mikroRNA6. I vår studie7, som publice-
rades i European Journal of Cancer 2014, 
använde vi oss av TCGA-datasetet för att 
identifiera kandidat-mikroRNA.  Sedan 
mätte vi dem i en väl karakteriserad ko-
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hort bestående av 198 prover från RCC-
tumörer, av vilka 152 var ccRCC. Vi ut-
värderade uttrycket av dessa mikroR-
NA, deras association till prognostiska 
faktorer som tumör-nod-metastas 
(TNM)-stadium, samt deras association 
till patientöverlevnad.  Vi använde oss av 
ett relativt nytt koncept. Vi tog en mik-
roRNA-kvot8 och formulerade en kvot 
bestående av två av våra kandidat-mik-
roRNA, miR21/10b.  Vi kunde visa att 
denna kvot är en självständig prognos-
tisk faktor för ccRCC-patienter som inte 
har metastas vid diagnostillfället. 

MATERIAL OCH METODER
Vi använde oss av data från TCGA, som 
bestod av normaliserade mikroRNA-ut-
tryck, som mätts på två olika deep se-
quencing-plattformar samt matchade 
kliniska uppföljningsdata. I datasetet in-
gick 284 prover som analyserats med Il-
lumina Genome Analyzer, samt 217 pro-
ver som analyserats med Illumina Hi-
Seq. Alla prover var från ccRCC-patien-
ter. Vi använde oss av Cox proportional 
hazard-regressionsanalys för att identi-
fiera kandidat-mikroRNAs effekt på pa-
tientöverlevnad. 

Utvalda kandidat-mikroRNA mättes 
sedan med hjälp av RT-qPCR i en intern 
kohort bestående av 198 RCC-prover, 
varav 152 var ccRCC, samt 50 normal-
prover från njurkortex. Av normalpro-
verna var 45 matchade prover för vilka 
det även fanns ett tumörprov tillgäng-
ligt. Uttrycket av mikroRNA analysera-
des med hjälp av SPSS (IBM).  För att 
analysera skillnad i mikroRNA-uttryck 
mellan olika grupper användes Mann-

Whitney U-testet. För att analysera 
mikroRNA-uttryck med avseende på 
överlevnad användes Kaplan-Meier-me-
toden i kombination med Log rank-tes-
tet. För att analysera miR21/10b-kvotens 
potential som prognostisk faktor ge-
nomfördes multivariat analys med Cox 
proportional hazard-regressionsmodell 
med en så kallad stepwise backward li-
kelihood ratio-metod.

RESULTAT
Med hjälp av Cox proportional hazard 
regressionsanalys använde vi oss av 
TCGA-gruppen för att identifiera tio 
kandidat-mikroRNA med stor prediktiv 
potential, och som hade tillräckligt högt 
uttryck för att kunna mätas med RT-
qPCR i den interna kohorten. Från 
gruppen av kandidat-mikroRNA valdes 
fyra mikroRNA ut för att analyseras i 
den interna kohorten; två mikroRNA 
för vilka ökat uttryck var associerat med 
försämrad prognos (miR-21 och miR-
223), samt två mikroRNA för vilka 
minskat uttryck var associerat med för-
sämrad prognos (miR-10b och miR-101). 
För alla fyra kandidat-mikroRNA fann 
vi en signifikant skillnad i uttryck mel-
lan tumör- och normalprover. Både 
miR-21  och miR-223 hade högre ut-
trycksnivåer i tumörer än i normaler, 
medan miR-10b och miR-101 hade läg-
re uttryck i tumörprover jämfört med 
normalerna. För både miR-10b och miR-
21 fann vi dessutom en association till 
prognostiska faktorer, miR-10b uttryck-
tes i lägre grad i tumörer med hög nu-
kleär grad eller med högt TNM-stadi-
um. För miR-21 var uttrycket högre i 

tumörer med hög nukleär grad jämfört 
med tumörer med låg nukleär grad.

Då vi kombinerade de normaliserade 
uttrycksvärdena av miR-21 och miR-10b 
för att bilda en kvot, miR21/10b, fann vi att 
kvotens association till nukleär grad 
samt TNM-stadium var kraftigare än 
för varje mikroRNA enskilt (Figur 1A, 
B). Kvoten miR21/10b var signifikant högre 
i tumörer med hög nukleär grad, och i 
tumörer med högt TNM-stadium, jäm-
fört med tumörer med lägre nukleär 
grad eller TNM-stadium. 

För att utvärdera kvoten miR21/10b med 
avseende på prognostiskt värde använde 
vi oss av Kaplan-Meier-överlevnadsana-
lys samt Log-rank-testet. Vi fann att för 
patienter med ccRCC var överlevnaden 
signifikant bättre än för patienter med 
en miR21/10b-kvot under medianen (Figur 
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Figur 1. En hög miR21/10b-kvot är associerad med allvarligare sjukdom i ccRCC. A, miR21/10b i tumörer med låg nukleär grad (I + II) jämfört 
med tumörer med hög nukleär grad (III + IV). B. miR21/10b i tumörer med lågt TNM-stadium (I + II) jämfört med tumörer med högt TNM-stadium 
(III + IV).

”Med tanke på den 
försämrade prognosen 
för de patienter som 
får metastaser, skulle 
det vara fördelaktigt 
att kunna identifiera 
dessa patienter med 
ett prognostiskt verk-
tyg.”
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2A). 172 månader (CI: ± 45,6 månader) 
jämfört med patienter med en miR21/10b-
kvot över medianen som hade en media-
növerlevnad på 32 månader (CI: ± 6,1 
månader). Även med avseende på 5-års 
överlevnad skiljde sig grupperna åt. Pa-
tienter med en miR21/10b-kvot under hade 
en 5-års överlevnad på 56,6%, medan 
patienter med en miR21/10b-kvot över 
medianen hade en 5-års överlevnad på 
37,9%.

I enlighet med våra resultat avseende 
miR21/10b-kvotens effekt på överlevnad 
fann vi också att de patienter som över-
levde sin sjukdom hade en lägre 
miR21/10b-kvot än de som inte överlevde 
sjukdomen. Däremot fann vi ingen 

skillnad i miR21/10b-kvot mellan de pa-
tienter som hade metastas vid tillfället 
för diagnos, jämfört med patienter som 
inte hade metastas. För patienter med 
metastas vid diagnosen hade miR21/10b-
kvoten inget prognostiskt värde. För 
denna grupp var 5-års överlevnaden läg-
re än 10 % och alla patienter hade avli-
dit efter 9 år. Då vi analyserade miR21/10b-
kvotens effekt på överlevnad för de pa-
tienter som inte hade metastas vid diag-
nostillfället fann vi att miR21/10b-kvoten 
hade en signifikant effekt på överlevna-
den (Figur 2B). De patienter som hade 
en miR21/10b-kvot under medianen hade 
signifikant bättre överlevnad jämfört 
med de som hade en miR21/10b-kvot 

över medianen. För patienter med en låg 
miR21/10b-kvot var 5-års överlevnaden 
84,2 % och medianöverlevnaden var 223 
månader (CI: ± 37,1 månader). Patienter 
med en hög miR21/10b-kvot hade en 5-års 
överlevnad på 51,6 % och en medianö-
verlevnad på 94 månader (CI: ± 63,8 
månader).

För att utvärdera miR21/10b-kvotens 
potential som prognostisk faktor, för pa-
tienter utan metastas, använde vi oss av 
multivariat analys (Tabell 1). Vår analys 
visade att miR21/10b-kvoten är en själv-
ständig prognostisk faktor tillsammans 
med TNM-stadium och tumördiameter. 
Patienter med en hög miR21/10b-kvot 
hade 2,6 gånger högre prognostisk risk 
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Figur 2. Uttrycket av miR21/10b korrelerar med överlevnad i ccRCC. A, Kaplan-Meier-analys med miR21/10b uppdelad i uttryck under respektive 
över medianen i patienter med ccRCC, N=152. B, Kaplan-Meier-analys med miR21/10b uppdelad i uttryck under respektive över medianen i metast-
asfria patienter med ccRCC, N=105. 

Prognostisk faktor  Exp(B) 95% CI av Exp(B) P-värde 

Variabler vid analysstart   

miR21/10b (över medianen mot under medianen) 2.599 1.159 - 5.828 0.02

Ålder (över 65 år mot under 65 år) 1.106 0.522 - 2.343 0.793

Kön (kvinna mot man) 1.471 0.725 - 2.985 0.285

Tumördiameter (över 80mm mot under 80mm) 2.037 0.991 - 4.188 0.053

Nukleär grad (III+IV mot I+II) 2.141 0.848 - 5.405 0.107

TNM-stadium (III+IV mot I+II) 4.048 1.709 - 9.588 0.001

Variabler vid analysstart

miR21/10b (över medianen mot under medianen) 2.624 1.201 - 5.736 0.016

Tumördiameter (över 80mm mot under 80mm) 2.014 1.011 - 4.013 0.046

TNM-stadium (III+IV mot I+II) 4.313 1.963 - 9.476 <0.0001

Tabell 1. Multivariat analys för prognostiska faktorer i metastasfria patienter med ccRCC.
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att dö jämfört med patienter med låg 
miR21/10b-kvot (Exp(B): 2,624, CI: 1,201-
5,736; P = 0,016), 

DISKUSSION
I vår studie7 presenterade vi en mikroR-
NA-kvot, miR21/10b, och vi visade att 
miR21/10b-kvoten är en självständig prog-
nostisk faktor för ccRCC-patienter som 
inte hade metastas vid diagnostillfället. 
Konceptet med en mikroRNA-kvot är 
relativt nytt och medför ett antal förde-
lar, bland annat eliminerar det behovet 
av interna kontroller vid RT-qPCR mät-
ningar och är på sätt kostnadseffektivt. 
Vidare kan skapandet av en mikroRNA-
kvot öka robustheten, då flera prognos-
tiska mikroRNA kombineras blir kvo-
ten mindre känslig för individuell varia-
tion, till exempel om en individ har läg-
re eller högre basnivåuttryck av en fak-
tor i kvoten. Dessutom uttrycks både 
miR-21 och miR-10b i relativt höga ni-
våer i njuren vilket är fördelaktigt då de 
båda kan mätas med pålitlighet med 
hjälp av RT-qPCR.

Trots att en hög miR21/10b-kvot hade 
negativ inverkan på patientens överlev-
nad, verkade inte miR21/10b-kvoten vara 
associerad med metastas. Däremot indi-
kerar miR21/10b-kvotens prognostiska vär-
de att en hög miR21/10b-kvot kan vara as-
socierad med en ökad risk för utveckling 
av metastas för patienter som är metast-
asfria vid diagnosen.

För tillfället har vi liten kännedom 
om miR-21 och miR-10b, och vilka 
funktioner de har i njuren. För miR-21 
har några studier utförts, där miR-21 
verkar fungera som en negativ regulator 
av tumör-suppressorer, och ökat uttryck 
av miR-21 är kopplat till ökad prolifera-
tion och minskad apoptos i ccRCC-cel-
ler. Detta stämmer väl överens med den 
generella uppfattningen att miR-21 är 
en så kallad oncomiR vars uttryck ofta 
är ökat i tumörer9. Vidare är det känt att 
miR-21 uttrycks i ökad grad hos patien-
ter med njurfibros, och miR-21 verkar 
också ha en koppling till inflammato-
riska processer10. Vad gäller miR-10b och 
dess roll i njuren, så finns det nästan 
ingen forskning publicerad för tillfället, 
bortsett från en studie där man kunde 
visa att miR-10b uttrycks i lägre grad i 
rejekterade njur-allograft, samt att ex-

perimentell inhibering av miR-10b i hu-
mana glomerulära celler medförde lik-
nande cellulära effekter som allograft-
rejektion11. Till skillnad från miR-21 är 
miR-10b och dess roll i cancer inte lika 
klar. Uttrycket av miR-10b-uttrycket 
har rapporterats vara ökat i ett flertal 
cancertyper, men har också rapporterats 
vara minskat i ett antal typer av cancer 
inklusive koloncancer, melanom och 
ccRCC.

SAMMANFATTNING
I vår studie identifierade vi en mikroR-
NA-kvot, miR21/10b, som är en självstän-
dig prognostisk faktor för ccRCC-pa-
tienter utan metastas vid diagnosen. Då 
RT-qPCR är en vanligt förekommande 
och relativt lättillgänglig teknik, skulle  
miR21/10b-kvoten kunna vara användbar i 
klinisk prognosställning för att identi-
fiera metastasfria patienter med ökad 
risk, vilka skulle kunna dra fördel av in-
tensivare postoperativ uppföljning.

Jag vill tacka mina medförfattare 
Professor Björn Dahlbäck, MD PhD, 
Lunds Universitet, Professor Håkan Ax-
elsson, PhD, Lunds Universitet, Profes-
sor och överläkare Börje Ljungberg, MD 
PhD, Umeå Universitet, och David 
Lindgren, PhD, Lunds Universitet.
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