Ny prognostisk
faktor vid njur-

cancer upptickt




De patienter som drabbas av metastaserad njurcancer
har en dalig prognos. Att hitta de patienter som ar risk-
gruppen for att utveckla metastaser ar darfor angelaget.
Helena Fritz, PhD, Lunds Universitet, Institutionen for
translationell medicin, redog6r for studien.

jurcellskarcinom (Renal Cell

Carcinoma, RCC) 4r den vanli-

gast forekommande typen av
njurcancer, och star for cirka 2 % av alla
cancerfall hos vuxna. RCC kan i sin tur
delas upp i ett antal subtyper. Klarcellig
RCC (clear cell RCC, ccRCC) ir vanli-
gast och stdr for cirka 75 % av fallen'.
RCC behandlas vanligen med operation,
eftersom RCC generellt dr svarbehandlat
med hjilp av kemo- och radioterapi. For
patienter med lokaliserade tumorer #r
prognosen god. Runt 70 % av patien-
terna overlever med en uppfoljningstid
pa fem ar'. For de patienter som drabbas
av metastaserande RCC ir prognosen be-
tydligt simre. Overlevnaden for dessa
patienter ir knappt 10 % over en fem-
arsperiod. Omkring 15-25 % av alla
RCC-patienter har metastaser redan da
de far sin diagnos. Ytterligare 20-25 %
av de patienter som ej har metastaser vid
diagnosen utvecklar senare metastaser’.
Med tanke pd den forsimrade prognosen
for de patienter som fir metastaser, skul-
le det vara fordelaktigt att kunna iden-
tifiera dessa patienter med ett prognos-
tiskt verktyg.

STUDIEN

MikroRNA ir korta oligonukleotider,
cirka 20 nukleotider linga. De kodar
inte for proteiner utan istillet verkar de
som post-transkriptionella regulatorer
genom att binda till messenger RNA

(mRNA)-transkript for specifika milge-
ner. MikroRNA uttrycks under embryo-
genesen, och har ocksé viktiga funktio-
ner i mogna vivnader. Genom att binda
till komplementira sekvenser i mal-mR-
NA kan mikroRNA reglera proteinut-
trycket, vanligtvis genom att degradera
mal-mRNA eller genom att blocka pro-
teinsyntesen’. De komplementira sek-
venserna mellan mal-mRNA och mik-
roRNA ir mycket korta, omkring 7 nu-
kleotider’, vilket medfor att varje en-
skild mikroRNA kan binda in till ett
flertal mal-mRNA.

Trots att mikroRINA inte blev ett all-
mint vedertaget koncept forrin 2002,
har filtet utvecklats snabbt och idag vet
vi att en enda mikroRNA-molekyl kan
ha flera hundra mal-mRNA*. Studier har
dven visat att s& mycket som 30 % av det
minskliga genomet potentiellt regleras
av mikroRNA. Forindrat uttryck av
mikroRNA har observerats i ett stort
antal sjukdomar, inklusive ett flertal ty-
per av cancer’.

2013 presenterade The Cancer Geno-
me Atlas (TCGA) en studie, baserad pé
ett stort publikt dataset med RCC-pro-
ver. Studien identifierade ett flertal
prognostiska faktorer, inklusive ett antal
mikroRNA®. T vér studi€’, som publice-
rades i European Journal of Cancer 2014,
anvinde vi oss av TCGA-datasetet for att
identifiera kandidat-mikroRNA. Sedan
miitte vi dem i en vil karaketeriserad ko-
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Figur 1. En hog miR21/10b-kvot &r associerad med allvarligare sjukdom i ccRCC. A, miR21/10b i tumorer med ldg nukledr grad (I + II) jamfort
med tumorer med hog nukledr grad (Il + V). B. miR21/10b i tumorer med lagt TNM-stadium (I + 1) jamfort med tumorer med hogt TNM-stadium

(I + 1)

hort bestdende av 198 prover frain RCC-
tumorer, av vilka 152 var ccRCC. Vi ut-
virderade uttrycket av dessa mikroR-
NA, deras association till prognostiska
faktorer som tumdr-nod-metastas
(TNM)-stadium, samt deras association
till patientoverlevnad. Vianvinde oss av
ett relativt nytt koncept. Vi tog en mik-
roRNA-kvot® och formulerade en kvot
bestiende av tvd av véra kandidat-mik-
roRNA, miR>/",
denna kvot ir en sjilvstindig prognos-

Vi kunde visa att

tisk faktor for ccRCC-patienter som inte
har metastas vid diagnostillfillet.

MATERIAL OCH METODER

Vi anvinde oss av data frin TCGA, som
bestod av normaliserade mikroRNA-ut-
tryck, som mitts péd tvd olika deep se-
quencing-plattformar samt matchade
kliniska uppféljningsdata. I datasetet in-
gick 284 prover som analyserats med I1-
lumina Genome Analyzer, samt 217 pro-
ver som analyserats med Illumina Hi-
Seq. Alla prover var frin ccRCC-patien-
ter. Vi anvinde oss av Cox proportional
hazard-regressionsanalys for att identi-
fiera kandidat-mikroR NAs effekt pa pa-
tientoverlevnad.

Utvalda kandidat-mikroRINA mittes
sedan med hjilp av RT-qPCR i en intern
kohort bestdende av 198 RCC-prover,
varav 152 var ccRCC, samt 50 normal-
prover fran njurkortex. Av normalpro-
verna var 45 matchade prover for vilka
det dven fanns ett tumérprov tillging-
ligt. Uttrycket av mikroRNA analysera-
des med hjilp av SPSS (IBM). For att
analysera skillnad i mikroRNA-uttryck
mellan olika grupper anvindes Mann-
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Whitney U-testet. For att analysera
mikroRNA-uttryck med avseende pd
overlevnad anvindes Kaplan-Meier-me-
toden i kombination med Log rank-tes-
tet. For att analysera miR*"'*-kvotens
potential som prognostisk faktor ge-
nomfordes multivariat analys med Cox
proportional hazard-regressionsmodell
med en sd kallad stepwise backward li-
kelihood ratio-metod.

RESULTAT

Med hjilp av Cox proportional hazard
regressionsanalys anvinde vi oss av
TCGA-gruppen for att identifiera tio
kandidat-mikroRNA med stor prediktiv
potential, och som hade tillrickligt hogt
uttryck for att kunna mitas med RT-
qPCR i den interna kohorten. Frin
gruppen av kandidat-mikroRNA valdes
fyra mikroRNA ut for att analyseras i
den interna kohorten; tvd mikroRNA
for vilka 6kat uttryck var associerat med
forsimrad prognos (miR-21 och miR-
223), samt tvd mikroRNA for vilka
minskat uttryck var associerat med for-
simrad prognos (miR-10b och miR-101).
For alla fyra kandidat-mikroRNA fann
vi en signifikant skillnad i uttryck mel-
lan tumdor- och normalprover. Bade
miR-21 och miR-223 hade hogre ut-
trycksnivder i tumérer @n i normaler,
medan miR-10b och miR-101 hade lig-
re uttryck i tcumorprover jAmfort med
normalerna. Fér bdde miR-10b och miR-
21 fann vi dessutom en association till
prognostiska faktorer, miR-10b uttryck-
tes i ldgre grad i tumdrer med hog nu-
kledr grad eller med hogt TNM-stadi-
um. For miR-21 var uttrycket hogre i

tumorer med hog nukledr grad jaimfore
med tumérer med ldg nukleir grad.

Da vi kombinerade de normaliserade
uttrycksvirdena av miR-21 och miR-10b
for att bilda en kvot, miR*/'®, fann vi att
kvotens association till nukleir grad
samt TNM-stadium var kraftigare dn
for varje mikroRNA enskilt (Figur 1A,
B). Kvoten miR*"* var signifikant hogre
i tumérer med hog nukledr grad, och i
tumorer med hogt TNM-stadium, jaim-
fort med tumdorer med ligre nukleir
grad eller TNM-stadium.

"Med tanke pa den
forsdmrade prognosen
for de patienter som
far metastaser, skulle
det vara fordelaktigt
att kunna identifiera
dessa patienter med

ett prognostiskt verk-
tyg. b4

For att utvdrdera kvoten miR*"" med
avseende pd prognostiskt virde anvinde
vi oss av Kaplan-Meier-6verlevnadsana-
lys samt Log-rank-testet. Vi fann att for
patienter med ccRCC var dverlevnaden
signifikant bittre dn for patienter med
en miR*""-kvot under medianen (Figur
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Figur 2. Uttrycket av miR21/10b korrelerar med 6verlevnad i ccRCC. A, Kaplan-Meier-analys med miR21/10b uppdelad i uttryck under respektive
over medianen i patienter med ccRCC, N=152. B, Kaplan-Meier-analys med miR21/10b uppdelad i uttryck under respektive dver medianen i metast-

asfria patienter med ccRCC, N=105.

2A). 172 manader (CIL: + 45,6 minader)
jimfore med patienter med en miR*"*-
kvot 6ver medianen som hade en media-
noverlevnad pd 32 manader (CL: + 6,1
ménader). Aven med avseende pd S-ars
overlevnad skiljde sig grupperna it. Pa-
tienter med en miR*"*-kvot under hade
en S-drs overlevnad pd 56,6%, medan
patienter med en miR*"'*-kvot &ver
medianen hade en 5-drs overlevnad pd
37,9%.

I enlighet med véra resultat avseende
miR*"*-kvotens effekt pd overlevnad
fann vi ocksad att de patienter som Over-
levde sin sjukdom hade en ligre
miR*"™-kvot in de som inte dverlevde
sjukdomen. Diremot fann vi ingen

skillnad i miR*"*-kvot mellan de pa-
tienter som hade metastas vid tillfillet
for diagnos, jimfort med patienter som
inte hade metastas. For patienter med
metastas vid diagnosen hade miR*""-
kvoten inget prognostiskt virde. For
denna grupp var 5-drs dverlevnaden lig-
re dn 10 % och alla patienter hade avli-
dit efter 9 4r. D4 vi analyserade miR?"*-
kvotens effekt pd dverlevnad for de pa-
tienter som inte hade metastas vid diag-
nostillfillet fann vi att miR*"'"*-kvoten
hade en signifikant effekt pa 6verlevna-
den (Figur 2B). De patienter som hade
en miR*"*-kvot under medianen hade
signifikant bittre dverlevnad jimfort
med de som hade en miR21/10b-kvot

over medianen. For patienter med en lig
miR?"*-kvot var 5-drs overlevnaden
84,2 % och mediantverlevnaden var 223
manader (CI: + 37,1 manader). Patienter
med en hog miR*"*®-kvot hade en 5-4rs
overlevnad pd 51,6 % och en mediané-
verlevnad pd 94 ménader (CI: + 63,8
manader).

For att utvirdera miR*/'*-kvotens
potential som prognostisk faktor, for pa-
tienter utan metastas, anvinde vi oss av
multivariat analys (Tabell 1). Vr analys
visade att miR*"""-kvoten idr en sjilv-
stindig prognostisk faktor tillsammans
med TNM-stadium och tumérdiameter.
Patienter med en hog miR21/10b-kvot
hade 2,6 ginger hogre prognostisk risk

Prognostisk faktor Exp(B) 95% Cl av Exp(B) P-varde
Variabler vid analysstart

miR21/10b (6ver medianen mot under medianen) 2.599 1.159 - 5.828 0.02
Alder (6ver 65 ar mot under 65 ar) 1.106 0.522 - 2.343 0.793
Koén (kvinna mot man) 1.471 0.725 - 2.985 0.285
Tumordiameter (6ver 80mm mot under 80mm) 2.037 0.991 -4.188 0.053
Nuklear grad (IlI+1V mot I+ll) 2141 0.848 - 5.405 0.107
TNM-stadium (IlI+IV mot I+ll) 4.048 1.709 - 9.588 0.001
Variabler vid analysstart

miR21/10b (6ver medianen mot under medianen) 2.624 1.201 - 5.736 0.016
Tumordiameter (6ver 80mm mot under 80mm) 2.014 1.011 - 4.013 0.046
TNM-stadium (IlI+IV mot I+ll) 4.313 1.963 - 9.476 <0.0001

Tabell 1. Multivariat analys for prognostiska faktorer i metastasfria patienter med ccRCC.

onkologi i sverige nr 5— 15 63



eee njurcancer

att do jimfore med patienter med 13g
miR?"*-kvot (Exp(B): 2,624, CI: 1,201-
5,736; P = 0,016),

DISKUSSION

I vir studi€’ presenterade vi en mikroR-
NA-kvot, miR?'® och vi visade att
miR?"™-kvoten ir en sjilvstindig prog-
nostisk faktor for ccRCC-patienter som
inte hade metastas vid diagnostillfillet.
Konceptet med en mikroRNA-kvot ir
relative nytt och medfor ett antal forde-
lar, bland annat eliminerar det behovet
av interna kontroller vid RT-qPCR miit-
ningar och ir pd sitt kostnadseffektivt.
Vidare kan skapandet av en mikroRNA-
kvot 6ka robustheten, di flera prognos-
tiska mikroRNA kombineras blir kvo-
ten mindre kinslig for individuell varia-
tion, till exempel om en individ har lig-
re eller hogre basnivauttryck av en fak-
tor i kvoten. Dessutom uttrycks bade
miR-21 och miR-10b i relativt héga ni-
vder i njuren vilket ir fordelakeige d& de
bdda kan mitas med pélitlighet med
hjdlp av RT-qPCR.

Trots att en hég miR*"®-kvot hade
negativ inverkan pd patientens dverlev-
nad, verkade inte miR*"'*-kvoten vara
associerad med metastas. Daremot indi-
kerar miR*""*-kvotens prognostiska vir-
de att en hog miR*"*-kvot kan vara as-
socierad med en okad risk for utveckling
av metastas for patienter som ir metast-
asfria vid diagnosen.

For tillfillet har vi liten kinnedom
om miR-21 och miR-10b, och vilka
funktioner de har i njuren. Fér miR-21
har ndgra studier utforts, dir miR-21
verkar fungera som en negativ regulator
av tumor-suppressorer, och dkat uttryck
av miR-21 ir kopplat till skad prolifera-
tion och minskad apoptos i ccRCC-cel-
ler. Detta stimmer vil 6verens med den
generella uppfattningen att miR-21 dr
en s& kallad oncomiR vars uttryck ofta
dr okat i tumérer’. Vidare dr det kint att
miR-21 uttrycks i 6kad grad hos patien-
ter med njurfibros, och miR-21 verkar
ocksd ha en koppling till inflammato-
riska processer”. Vad giller miR-10b och
dess roll i njuren, sd finns det nistan
ingen forskning publicerad for tillfillet,
bortsett fran en studie ddr man kunde
visa att miR-10b uttrycks i ligre grad i
rejekterade njur-allograft, samt att ex-

perimentell inhibering av miR-10b i hu-
mana glomerulira celler medforde lik-
nande cellulira effekter som allograft-
rejektion'. Till skillnad frdn miR-21 ir
miR-10b och dess roll i cancer inte lika
klar. Uttrycket av miR-10b-uttrycket
har rapporterats vara okat i ett flertal
cancertyper, men har ocksd rapporterats
vara minskat i ett antal typer av cancer
inklusive koloncancer, melanom och
ccRCC.

”Njurcellskarcinom
(Renal Cell Carci-
noma, RCC) dr den
vanligast forekom-
mande typen av njur-
cancer, och star for

cirka 2 % av alla

cancerfall hos vuxna.”

SAMMANFATTNING

I vér studie identifierade vi en mikroR-
NA-kvot, miR*"'®, som ir en sjilvstin-
dig prognostisk faktor for ccRCC-pa-
tienter utan metastas vid diagnosen. Da
RT-qPCR ir en vanligt féorekommande
och relativt littillginglig teknik, skulle
miR*"*-kvoten kunna vara anvindbar i
klinisk prognosstillning for att identi-
fiera metastasfria patienter med okad
risk, vilka skulle kunna dra fordel av in-
tensivare postoperativ uppfoljning.

Jag vill tacka mina medférfattare
Professor Bjorn Dahlbick, MD PhD,
Lunds Universitet, Professor Hikan Ax-
elsson, PhD, Lunds Universitet, Profes-
sor och overlikare Borje Liungberg, MD
PhD, Umed Universitet, och David
Lindgren, PhD, Lunds Universitet.
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