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Risk for spridd njur

Det dr mojligt att férutsdga risken for att njurcancer

ska spridas utanfér njuren genom att analysera skill-
nader i sd kallad DNA-metylering i tumoren vid diagnos.
Det visar en ny avhandling som hdr sammanfattas av
Emma Andersson-Evelonn, forskare vid Institutionen
for medicinsk biovetenskap och Institutionen for kirurgisk
och perioperativ vetenskap vid Umea universitet.

larcellig njurcancer dr den vanli-
Kgaste formen av njurcancer och

drabbar arligen cirka 1 000 per-
soner i Sverige'. Till riskfaktorerna for
att utveckla njurcancer hér manligt
kon, rokning, 6vervikt, hypertoni och
kronisk njursjukdom?. Den klassiska
symtomtriaden associerad med njur-
cancer 4r hematuri, lanksmirta och en
palpabel massa i buken for lokalen av
njuren. Symtomgivande tumorer har
blivit alltmer ovanliga nir njurcancer
ofta uppticks accidentellt nér patienter
undersoks med datortomografi (DT),
magnetkameraundersokning (MRT)
eller ultraljud med annan fragestall-
ning 4n njurcancer. Detta har lett till
att andelen metastaserade tumorer vid
diagnos har sjunkit till under 20 pro-
cent i Sverige. Ar sjukdomen lokal vid
diagnos dr prognosen god med 6ver
90-procentig femarsoverlevnad, men
trots tidig upptickt och icke-metasta-
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serad sjukdom vid diagnos riskerar upp
till 30 procent av patienterna att drab-
bas av tumoérprogression. En utmaning
ir att identifiera dessa patienter for att
ge dem de bista forutsittningarna for
god livskvalitet och forbittrad prog-
nos.

Alla patienter behandlas efter det
Nationella vardprogrammet for njut-
cancet, det inkluderar partiell eller ra-
dikal nefrektomi och vid behov syste-
misk behandling vid tumorspridning.
Partiell nefrektomi innebir att endast
den drabbade delen av njuren avligs-
nas, detta 4r mojligt om tumoren ér li-
ten och anvinds for att spara njurfunk-
tion. Om det pa DT ir tecken till tu-
mordvervaxt till binjure eller lymfkort-
lar, eller om detta uppticks vid opera-
tion, evakueras dven dessa. Patienter
som har metastaserad sjukdom vid di-
agnos gynnas ofta av att primartumo-
ren evakueras och dven i vissa fall me-
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tastaser. Utover detta behandlas patien-
ter med systemisk behandling med ty-
rokinkinashimmare, mMTOR-himmare
och immunterapi'. Ingen av de tilliggs-
behandlingar som anvinds till metas-
taserad sjukdom har visat sig gynna pa-
tienter med icke-metastaserad sjukdom
och hog risk for tumorprogression.
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vilket gynnar tumortillvixt. Flera stu-
dier har identifierat metyleringsforind-
ringar som del i tumo6rutvecklingen i
flertalet cancertyper inklusive klarcel-
lig njurcancer’, en svarighet dr att re-
producera resultatet fran dessa studier
inya kohorter. En review av Joosten et
al., (2019) sammanstillde ett flertal av

DNA-metylering ar en av de mest
valstuderade epigenetiska forand-

ringarna som styr genuttryck och spelar en
viktig roll i vavnadsspecifikt genuttryck.

DNA-METYLERING - VIKTIG ROLL
DNA-metylering dr en av de mest vil-
studerade epigenetiska forindringarna
som styr genuttryck och spelar en vik-
tig roll i vivnadsspecifikt genuttryck.
Metyleringen sker frimst pa kviveba-
sen cytosin som dr beldgen bredvid ett
guanin, ett sa kallat CpG site (CpGs).
Genom att forindra monstret av DNA-
metylering paverkas packningen av
DNA och mojligheten for transkrip-
tionsfaktorer att binda in och antingen
aktivera eller inaktivera genexpression °.
Forindringar i DNA-metylering har
visat sig spela en viktig roll i bade tu-
morutveckling och progression genom
att exempelvis inaktivera tumorsup-
pressorgener och aktivera onkogener
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de publicerade biomarkorerna for klar-
cellig njurcancer och rekommendatio-
nen av den studien var att kombinera
ett storre antal gener och/eller CpGs
for att prediktera prognos’.

I var studie har DNA-metylering
analyserats med hjilp av metyleringsar-
rayer (HumanMeth27K Bead Arrays
and HumanMethylation450K Bead-
Chip Arrays fran Illumina Inc., Sand
Diego, USA) i tva kohorter av patien-
ter. De olika metyleringsarrayerna skil-
jer sig i fordelning av CpGs och distri-
butionen 6ver genomet och darfor har
vi valt att fokusera analysen pa promo-
torassocierade CpGs. Vi har kunnat
identifiera en korrelation mellan dkad
grad av metylering och simre prognos

med en signifikant stegvis 6kning av
metyleringsgrad fran tumorfri vivnad,
via icke-metastaserade tumorer till me-
tastaserade tumorer som har den hog-
sta metyleringsgraden (figur 1)¢7. Hie-
rarkisk klusteranalys kan anvindas for
att klassificera tumorer efter likheter
och skillnader i DNA-metylering, det-
ta ledde till en uppdelning av prover i
tva distinkta grupper med skillnad i
metyleringsgrad, tumorstorlek, fordel-
ning av metastaserade och icke-metas-
taserade tumorer samt risken for tu-
morprogression.

SA DELADES FALLEN UPP
115 tumorer som inkluderades i var
studie delades upp iicke-metastaserade
tumorer utan progress (MO-PF), icke-
metastaserade tumorer som far pro-
gress (MO-P) och metastaserade tumo-
rer (M1). For varje grupp identifierades
de CpG sites som hade en forindrad
metylering mot normal vivnad i minst
70 procent av tumorerna. Likheter och
skillnader i metylering identifierades
med hjilp av ett Venn-diagram och de
CpGs som var gemensamt forindrade
i Mo-P och M1 inkluderades i en "Pro-
moter Methylation Classifier’ (PMC)
panel (figur 2).

For de 172 CpGs som inkluderades
i PMC-panelen beridknades ett medel-
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virde for varje patient och en cut-off

med hjilp av en receiver operating cha-
racteristic (ROC) curve och ett Youden
Index for att skilja mellan PMC high
och PMC low. Icke-metastaserade tu-
PMC high (n=47) morer klassificerades till PMC low eller
PMC high i var cohort samt i en publikt
tillgianglig cohort, TCGA-KIRC. 1
bada cohorterna var det signifikant fler
patienter med progtess av sin tumor-
sjukdom 1 PMC high jimfért med PMC
low (figur 3). PMC-panelen dr dven sig-
nifikant kliniskt relevant i en multiva-
riat analys som inkluderar PMC status,
TNM, morfologisk grad, alder och kén .

Pagaende forskning visar att en
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kombination av metyleringsférind-
ringar tillsammans med kliniska fakto-
rer ytterligare kan forbittra prediktio-
nen av huruvida en icke-metastaserad
tumor vid diagnos kommer att fa pro-
gress.
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morutveckling i klarcellig njurcancer ér
det inte aktuellt att behandla metasta-
serad sjukdom med demetylerare.
5-azacytidine och 5-aza-2-deoxycidti-
dine dr tva demetylerare som fram-
gangsrikt har introducerats i behand-
ling av myelodysplastiskt syndrom och
akut myeloisk leukemi (AML) men de
har inte samma positiva inverkan pa
prognos vid behandling av solida tu-
morer®,
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fran Illumina Inc. for genetiska analy-
ser. Metyleringsarrayer anvinds idag
for att diagnostisera CNS-tumérer som
ir svarbedomda histologisk", detta gor
att implementering av andra diagnos-
tiska paneler for andra tumorsjukdo-
mar inte behover vara omoijligt dven
om det krivs bioinformatisk kunskap
for att sitta upp dessa metoder.
Sammanfattningsvis: genom att
analysera DNA-metylering i klarcellig

De patienter som klassificeras som
hog risk for progress kan gagnas av

att foljas mer intensivt for att tidigt diagnos-
tisera eventuella metastaser och i framtiden
vara malgrupp for adjuvant behandling.

MOJLIGT KALKYLERA RISK
Det som ir intressant med var studie ar
att istédllet for att fokusera pa ’overall
survival” har vi analyserat kumulativ in-
cidens av progress. Vi har identifierat
skillnader i metyleringsnivaer kopplade
till tumorprogression och skapat en pa-
nel for att kalkylera risk for progress av
icke-metastaserad sjukdom vid diag-
nos. Metyleringsmonster har analyse-
rats pa flera bitar frin samma tumor
och visar ett homogent metylerings-
monster vilket dr en viktig faktor vid
bedémning av risk for progress, att me-
tyleringsmonster 4r stabilt inom tumo-
ren har dven visats av Wei et al., (2015)
medan genuttryck kan variera mer mel-
lan olika positioner i tumdoren™'. Att
DNA-metyleringen dr mer stabil inom
tumoren dn genuttryck indikerar att
detta dr en mer limplig metod for att
skapa en prognostisk panel.

Minga sjukhus i1 Sverige, inklusive
Norrlands Universitetssjukhus i Umea,
extraherar DNA och anvinder system

EMMA ANDERSSON-EVELONN, FORSKARE VID INSTITUTIONEN FOR MEDICINSK BIOVETENSKAP
OCH INSTITUTIONEN FOR KIRURGISK OCH PERIOPERATIV VETENSKAP VID UMEA UNIVERSITET,
EMMA.ANDERSSON-EVELONN@UMU.SE
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njurcancer i samband med diagnos/
nefrektomi kan risken for tumorpro-
gression av icke-metastaserad sjukdom
bedémas. De patienter som klassifice-
ras som hog risk for progress kan gag-
nas av att foljas mer intensivt for att
tidigt diagnostisera eventuella metasta-
ser och i framtiden vara malgrupp for
adjuvant behandling.
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