lintk och vetenskap

Louise Olsson, med dr, 6verlédkare, kliniken for kirurgi och urologi, Mélarsjukhuset, Eskilstuna, centrum for klinisk forskning,

Centrallasarettet, Véasteras (louise.olsson@ltvastmanland.se)

Analys av fekalt DNA — framtida metod
for screening for kolorektal cancer?

Il En intressant debatt om inférande av allmén screening for
kolorektal cancer i Sverige 4gde rum i Lakartidningen under
hosten 2003. Samtliga landsting har emellertid nu sagt nej till
screening, dven pa forsoksniva, med hanvisning till alltfor
hoga kostnader i relation till antalet fall som skulle upptick-
as tidigare.

Syftet med denna artikel &r att belysa en ny metod under
utveckling, baserad pa mutationsanalys av fekalt DNA, som
mojligen kan bli aktuell for screening for kolorektal cancer i
framtiden.

Kolorektal cancer — ett folkhé@lsoproblem

Varje ar diagnostiseras ca 45 000 nya cancerfall i Sverige,
varav drygt 5 000 giller tjocktarmen. Var nionde malignitet
kommer dirmed att utgéras av en kolorektal cancer. Sjuk-
domens prognos dr fortfarande sddan att nistan hélften av de
insjuknade kommer att avlida av sin sjukdom.

Vad kan goras at detta folkhilsoproblem hir och nu? En
slagkraftig primérprevention vore givetvis det bista, men
mojligheterna till detta ar begriansade. Sjukdomen uppfyller
alla kriterier som WHO uppstillt for screening. Ingen annan
malignitet dr heller s& framgangsrikt kartlagd i molekylérbio-
logiska termer som just kolorektal cancer. Av rent pragma-
tiska skél forefaller det darfor rimligt att fundera 6ver hur des-
sa tva omstdndigheter skulle lata sig kombineras for en tidi-
garelagd diagnostik.

Flertal metoder for screening

Kénnetecknande for screening for kolorektal cancer ér till-
gangen till ett flertal olika metoder. De randomiserade studi-
er som oftast hanvisas till i debatten har anvént sig av pavi-
sande av ockult blod i feces med guajak—peroxidasbaserade
test. Det 4r med denna metod som den relativa mortalitetsre-
duktionen i kolorektal cancer vid screening har uppmatts till
15 respektive 18 procent i tva studier [1, 2]. I dessa bada po-
pulationsbaserade studier, genomforda i Nottingham respek-
tive pa Fyn, anvindes F-Hb utan rehydrering vartannat ar. I
Minnesotastudien inkluderades frivilliga, och fecestestet re-
hydrerades, ett forfarande som okar sensitiviteten och antalet
uppféljande koloskopier samtidigt som specificiteten mins-
kar. Mortalitetsreduktionen for dem som pa detta sitt arligen
screenades uppmiittes till 33 procent [3] och for dem som
screenades vartannat ar till 21 procent.

En metaanalys av dessa randomiserade studier har upp-
skattat den relativa risken (RR) for kolorektal cancer-relate-
rad mortalitet i screeninggruppen till 0,84 (95 procents kon-
fidensintervall, CI, 0,77-0,93), dvs en reduktion pa 16 pro-
cent [4]. Eftersom livstidsrisken for kolorektal cancer ér ca 5
procent i véstvirlden och mortaliteten i sjukdomen ar ca 50
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ammanfattat

Screening for kolorektal cancer med pavisande av
ockult blod i feces (F-Hb) har i randomiserade studier
visat sig reducera mortaliteten i sjukdomen.

Ett bekymmer med F-Hb ar den relativt laga specifici-
teten, som i screeningsammanhang innebar att ett
stort antal individer med falskt positiva resultat mas-
te genomga koloskopi.

Genetiken vid kolorektal cancer ar val kartlagd. Ett
screeningtest byggt pa denna kunskap torde teore-
tiskt sett kunna uppna hog specificitet. Ett icke-inva-
sivt test, som fecesprov, ar ocksa av sarskild vikt vid
massundersokning av asymtomatiska individer.

Mutationer i APC-genen initierar utvecklingen mot
kolorektal cancer i de flesta fall. Med hjalp av nyut-
vecklad teknologi, baserad pa analys av fekalt DNA,
pavisades 17/28 cancer Dukes’ B.

En annan genetisk forandring, mikrosatellitinstabili-
tet, ar kannetecknande fér proximal cancer. Via ana-
lys av mikrosatelliten BAT 26 i fekalt DNA detektera-
des 17/18 maojliga proximala cancrar. | bagge studier-
na uppnaddes mycket hog specificitet (100 procent).

Analys av fekalt DNA har stark potential som screen-
inginstrument for kolorektal cancer pa grund av den
hoga specificiteten. Mycket utvecklingsarbete kvar-
star dock innan metoden kan utvarderas i randomi-
serade studier.

procent innebér detta en reduktion fran 2,5 till 2,1 procent.
Screening skulle med andra ord innebéra att ca 400 personer
per ari Sverige skulle avlida i annan (och senarelagd) diagnos
an kolorektal cancer.

Screening med sigmoidoskopi dr ett annat alternativ.
Eftersom majoriteten av cancrar kan nas med ett 60 cm langt
sigmoidoskop ter sig metoden attraktiv. Hittills har evidens
for effekten kommit framfor allt fran fall-kontrollstudier [5],
som visat pa minskad mortalitet i kolorektal cancer. Nack-
delen med denna design &r att metoden inte har kunnat utvér-
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APC K-ras p53
Normalt Hypertrofiskt Tidigt Intermediért Sent
epitel | epitel — adenom > adenom adenom —> Cancer

Figur 1. Adenom-karcinom-
utvecklingen i relation till invol-
verade gener. (Fritt efter Fearon,
Vogelstein. Cell 1990;61:759-67.)

deras pd intentionsbasis. Randomiserade studier med sigmo-
idoskopi har dock nu initierats [6].

Aven andra metoder kan anvindas for screening [7]. Sig-
moidoskopi kan kombineras med F-Hb, men effekten pa
mortaliteteten i kolorektalcancer ar inte kdnd. Komplett ko-
loskopi och dubbel kontrastrontgen kan likasa anvindas men
ar inte utvdrderade for screening.

Fdljsamhet en stotesten

Foljsamhet (compliance) dr en stotesten vid all screening. I de
populationsbaserade F-Hb-studierna uppgick deltagandet till
55—67 procent. Vidare utgjorde atminstone en fjardedel av
cancrarna s k intervallcancrar, dvs de detekterades inte av
screeninginstrumentet utan diagnostiserades i stéllet mellan
screeningtillfdllena. Sensitiviteten hos F-Hb dr med andra ord
inkomplett och har for screening uppskattats till ca 60 pro-
cent. Sammantaget innebar detta att majoriteten av kolorek-
tala cancrar under pagaende screeningstudie var kliniska fall
som diagnostiserades genom symtom.

Ett annat bekymmer med F-Hb &r den begrénsade specifi-
citeten for cancer, dir benigna blddningskéllor orsakar falskt
positiva resultat. Det medfor behov av uppféljande kolosko-
pi hos en betydande andel icke-tumorbérande individer. Eke-
lund och Janzon framforde i sin debattartikel [8] att till de
verkligt svara fraigorna med screening hor just det férsvarba-
ra i att inducera biverkningar hos »oskyldiga« for att na for-
delar for andra (numbers needed to harm, NNH).

Ett flertal andra metoder gor sig nu ocksé géllande som po-
tentiella screeninginstrument. Virtuell koloskopi ér ett intres-
sant exempel. Mer specifika test for pavisande av ockult blod-
ning &r en annan mojlighet, dar framfor allt immunokemiska
test dr aktuella. Ett helt nytt koncept 4r ocksa analys av fekalt
DNA, som tidigare varit aktuellt mest i infektionssamman-
hang.

Fordelar med DNA-diagnostik

En avgorande fordel med DNA-baserad diagnostik ar dess
komplett icke-invasiva natur, utan risk fér omedelbara ska-
dor. Inga forberedelser krivs heller, varken laxering eller di-
etforeskrifter. Ett fecestest speglar hela tjocktarmen och inte
enbart undersokta delar, som vid exempelvis sigmoidoskopi.
Tillgang pa skopister utgdr ingen begransande faktor.

Eftersom metoden baserar sig pa detektion av mutationer,
som ju &r en integrerad del av sjdlva sjukdomen och inte en
indirekt markor som blod, borde man teoretiskt sett ocksa ha
mdjlighet att uppna mycket hog specificitet.

Foljsamheten kan, liksom for F-Hb, komma att utgora ett
problem. Ett F-DNA kréver dock enbart ett prov och ingen f6-
regdende diethdllning. En forutséttning for metodens sprid-
ning dr automatisering av sjdlva laboratorieprocessen for att
reducera kostnaderna for analysen.

Grundforskning nu tillampbar

Forutséttningen for att man dver huvud taget har kunnat bor-
ja diskutera mutationsanalys som en mdjlig metod att detek-
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tera kolorektal cancer dr den kunskapsutveckling av geneti-
ken vid kolorektal cancer som dgt rum de senaste 15 aren [9].
Det har medfort en ganska klar bild dver vilka gener som ar
inblandade och ocksé i vilken turordning de olika mutatio-
nerna upptrader [10] (Figur 1). Det &r sdledes resultatet av
framgéngsrik grundforskning som nu kan borja omsittas i
praktisk tillimpning.

Den forsta pilotstudien inom dmnet publicerades for drygt
tio &r sedan [11]. En forskargrupp vid Johns Hopkins, Balti-
more, sokte efter K-rasmutationer i feces och kunde pavisa
sadana hos atta av nio patienter med kolorektal cancer. Det
har emellertid visat sig att just K-ras kan vara muterad dven
vid icke-maligna tillstdnd [12]. Flera andra forskargrupper
har anvént sig av K-ras, eftersom den varit mest ldttillginglig
ur teknisk synvinkel [13]. Andra har forsokt isolera p53 ur fe-
ces med nackdelen att dessa mutationer anses upptrada sent i
adenom—karcinomsekvensen [14] (Figur 1).

Ur teoretisk synvinkel borde i stillet ett test baserat pa
APC(adenomatosis polyposis coli)-genen vara optimalt for
att hitta tidiga cancrar. Mutationer i denna gen anses vara den
initierande héndelsen i utvecklingen mot malignitet i de allra
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Figur 2. Principen for digital PCR-analys. | syfte att kunna detek-
tera muterat DNA nér det foreligger i endast en mycket liten
fraktion férdelas DNA pa en médngd mindre enheter, som am-
plifieras och analyseras separat. Ddrmed dkas kvoten muterat/
normalt DNA i vissa enheter sa att en muterad gen kan detekte-
ras. Prickad linje = muterad gen. Heldragen linje = icke-muterad
gen (vild typ).

flesta fall. Vid familjar adenomatos polypos (FAP) ar for 6v-
rigt detta hindelseforlopp accentuerat pa grund av att den ena
allelen av APC-genen péd kromosom 5 dr medf6tt muterad.
Problemet har dock varit att APC-genen ér stor, och de muta-
tioner som upptrader vid kolorektal cancer kan vara av olika
slag och kan ocksa finnas spridda dver en stor del av genen.
Hittills har det darfor inte funnits tekniska mdjligheter att de-
tektera den i muterad form i feces.

Digital PCR — nalen i hostacken

DNA-baserad diagnostik finns féreslagen dven for andra dia-
gnoser, t ex urinbldse- och lungcancer. Oavsett diagnos for-
svaras emellertid mojligheten till DNA-diagnostik av att
DNA i den aktuella kroppsvitskan till 6vervigande del ar
normalt.

Aven vid forekomst av malignitet &r den muterade frak-
tionen gener mycket liten och ddrmed svarfangad. I fallet
APC-gener i feces hos patienter med kolorektal cancer kan
det rora sig om mindre &n 1/100.

I syfte att komma runt detta problem har en ny metod ut-
vecklats, kallad digital polymeraskedjereaktion (PCR) (Figur
2) [15]. I korthet innebédr den att man i stillet for att utfora
PCR pé DNA en masse fordelar det DNA man vill underso-
ka pé ett stort antal mindre enheter. PCR utfors sedan pé var-
je liten enhet for sig. Mutationsstatus i den del av PCR-pro-
dukten man ar intresserad av avldses med hjilp av fluore-
scensmirkta oligonukleotider. Om PCR-produkten ar fullt
komplementir till proben fis en signal och en annan signal
om ingen hybridisering sker. Eftersom varje enhet utgors av
bara nagra fa molekyler blir en muterad gen betydligt mer
framtradande och mdjlig att detektera pa detta sitt. Bildligt
uttryckt innebér sdledes digital PCR att man i stéllet for att
tamligen utsiktslost borja leta efter nalen i den stora hostack-
en sa fordelar man héet pa en mangd mindre hétappar. Varje
hétapp soks sedan igenom var for sig, och ddrmed 6kar chan-
serna att hitta den enstaka ndlen/muterade genen.

Muterade APC-gener kan detekteras

En forsta studie med syfte att detektera muterade APC-gener
i fekalt DNA fran patienter med kolorektal neoplasi publice-
rades ar 2002 [16]. I studien ingick 28 patienter med kolo-
rektal cancer Dukes’ B, 18 med adenom >1cm och 28 med
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Tabelll. Pavisande av APC-mutationerifekalt DNA med »digital protein trun-
cation test« (DPTT).

DPTT Adenom Cancer Kontroller Totalt
Positiv 9 17 0 26
Negativ 9 " 28 43
Totalt 18 28 28 74

Tabell Il. Pavisande av BAT 26-mutationer i fekalt DNA med digital PCR.

Digital PCR  Adenom Cancer Kontroller Totalt
Positiv 0 17 0 17
Negativ 19 29 69 17
Totalt 19 46 69 134

normal koloskopi (Tabell I). Sjdlva analysen forsiggick i ett
flertal steg. En metod for att extrahera DNA ur feces fanns ut-
vecklad sedan tidigare. Man gick nu vidare och utarbetade ett
sdtt att isolera APC-generna, varefter digital PCR utfordes.
Infor det sista analyssteget utvecklades en ny metod kallad
»digital protein truncation test« (DPTT). Man drog hérvid
fordel av det faktum att i stort sett alla APC-mutationer inne-
bir ett s k stopp-kodon och resulterar i ett trunkerat eller for-
kortat protein. Denna princip anvénds for 6vrigt som rutin-
metod for att genetiskt diagnostisera FAP. Efter transkription
och translation in vitro av varje digital PCR-produkt for sig
kunde man saledes slutligen analysera sjélva proteinproduk-
ten med hjalp av radiografi.

I denna forsta studie pa ett litet patientmaterial detektera-
de metoden 17/28 cancrar, sdledes motsvarande en sensitivi-
tet pa 61 procent (95 procents CI 41—79 procent) (Tabell I).
Halften (9/18) av adenomen kunde pavisas. Av storst intres-
se var dock att ingen av de 28 kontrollpatienterna fick posi-
tivt utfall, vilket svarade mot en specificitet pa 100 procent.

Proximalt Iage inget hinder

De flesta studier om DNA-baserad diagnostik av kolorektal
cancer har fokuserat pa distala tumérer. Det har forelegat vis-
sa farhdgor om att proximal cancer skulle vara svarare att de-
tektera pa detta sitt. I syfte att ndrmare utrona detta har en stu-
die om fekal mutationsanalys fokuserat pa just proximal can-
cer [17].

Mikrosatelliter &r korta sekvenser av baser som upprepar
sig ett stort antal ganger. Dessa finns spridda 6ver genomet.
Mikrosatelliter &r kénsliga for replikationsfel, och blir de be-
staende uppstér s k mikrosatellitinstabilitet (MSI). En sddan
genetisk forandring ar karakteristisk for proximal cancer, vil-
ket man anvint sig av i den aktuella studien [18]. MSI &r an-
nars mest kint som ett utmérkande drag for arftlig icke-poly-
pos koloncancer (HNPCC). Syndromet orsakas av medfodda
mutationer i just de gener som ar ansvariga for korrigering av
genomet efter replikation. En mikrosatellit, BAT 26, har vi-
sat sig vara en fullgod markdr for att kartldgga om mikrosa-
tellitinstabilitet foreligger eller inte.

Fecesprov fran 46 patienter med cancer i caccum eller co-
lon ascendens, 19 med adenom >1 ¢cm inom samma omrade
samt 69 kontrollpatienter med normal koloskopi undersoktes
med digital PCR avseende muterat BAT 26 i feces (Tabell II).
Bland cancerpatienterna identifierades 17/46, motsvarande
en sensitivitet pa 37 procent (95 procents CI 23—52 procent).
Inget adenom (0/19) detekterades. Samtliga 69 kontroller
fick negativt utfall, och ddrmed uppnaddes &terigen en speci-
ficitet p& 100 procent.

I denna studie fanns tillgang till paraffinbdddat tumoérma-
terial, och man kunde dérfor jimfoéra mutationsforekomst i
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feces med mutationsforekomst i sjédlva cancern. BAT 26 be-
fanns vara muterat i tumdrmaterialet i 18 fall. Metoden kun-
de sélunda detektera 17/18 teoretiskt mojliga cancrar. Harav
drogs slutsatsen att ett proximalt lige inte utgor nagot hinder
for DNA-diagnostik.

Lamplig for screening

Resultaten av ovan redovisade studier maste konfirmeras i
storre material for att klargéra om metoden verkligen héller
vad den utlovat hittills. Rimligtvis kommer dock DNA-base-
rad analys i en eller annan form att ingd i arsenalen av dia-
gnostiska metoder for kolorektal cancer i framtiden. Den sva-
ga sensitiviteten kan mojligen motverkas av ett kombina-
tionstest, ddr man simultant analyserar férekomsten av ett
flertal genetiska fordndringar [19, 20]. En sadan 16sning lar
dock 6ka pa kostnaderna for analysen ytterligare och kan in-
nebdra att specificiteten dventyras. Sensitiviteten hos muta-
tionsanalys av fekalt DNA kommer sannolikt 4nda aldrig att
bli tillrackligt god for att metoden ska lampa sig for klinisk
utredning av symtombérande individer som komplement el-
ler alternativ till koloskopi.

Det stora virdet av mutationsanalys av feces ligger i dess
mdjlighet att kunna anvindas for screening. En mycket hog
specificitet, med inga eller mycket fa falskt positiva fall, gor
att i praktiken alla individer med positivt utfall pa testet har
nytta av att komma pa en uppfoljande koloskopi. Denna om-
stdndighet — kommunicerad till allminheten pé ett pedago-
giskt sdtt—borde bidra till 6kad f6ljsamhet vid screening. Det
innebdr dock att kostnaderna, bade psykologiskt och ekono-
miskt, for utredning av falskt positiva fall minskar.

Med svag sensitivitet kvarstar dock problemet att formed-
la att ett negativt utfall pa testet inte 4r ndgon garanti for att
individen dagen efter screeningtillfallet inte drabbas av sym-
tom som mycket vil kan vara forsta tecknet pé tjocktarms-
cancer. Utvecklingsarbetet kring fetal mutationsanalys foku-
seras darfor nu pa forbattring av sensitiviteten.

Metodutveckling har sin tid och utvardering i randomise-
rade studier har sin. Forst direfter kan ett stillningstagande
till ett eventuellt inférande av metoden goras. Néar det giller
screening dr det stillningstagandet av méngfasetterad, poli-
tisk karaktér och inte enbart av medicinsk eller teknisk natur.

%
Potentiella bindningar eller javsférhallanden: Inga uppgivna.
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