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Keuhkosyovan molekyylipatologinen
diagnostiikka edellyttaa perustietoja

myos kliinikoilta

Keuhkosyopien histologisen luokittelun ohella kasvainten molekyylibiologinen tutkiminen kuuluu keuh-
kosyopien nykyaikaiseen taudinmaaritykseen, ja yksilidyt sydpahoidot perustuvat molekyylibiolo-
giseen diagnostiikkaan. Nykyinen laboratoriotekniikka mahdollistaa monien mutaatioiden tutkimisen
osana tavanomaista rutiinidiagnostiikkaa, ja tdma edellyttdd hyvin toimivaa monialaista yhteistyota.
Patologin rooli nadytteiden kasittelyssd on keskeinen. Tulevaisuudessa keuhkosydvan molekyylibiolo-
gisten tietojen laajaa hallitsemista tarvinnevat erityisesti patologit, keuhkolddkarit ja onkologit, mutta
perustietoja tarvitsevat myds muut keuhkosydpapotilaiden kanssa tydskentelevat laakarit.

euhkosy6pien luokittelu ja hoito on poh-

jautunut tavanomaisesti morfologiaan

eli histologiseen diagnoosiin, joka on
edelleenkin tirkein hoitoa ohjaava tekiji. Tie-
to keuhkosy6pien molekyylibiologisista omi-
naisuuksista lisddntyy jatkuvasti, minka vuoksi
kasvainten luokittelu siirtyy kuitenkin morfo-
logiasta niiden biologiaan, eli samankaltaisen
morfologian omaavat kasvaimet voidaan nykyi-
sin luokitella hoidollisesti tai ennusteellisesti
erilaisiin alatyyppeihin niiden ilmentimien ge-
neettisten muutosten perusteella. Geneettisilla
muutoksilla tarkoitetaan kasvaimen geeneissi
DNA:n yksittdisten emisten mutaatioita, ko-
piolukuméirin muutoksia ja geenien uudel-
leenjérjestymii eli translokaatioita. Geneettiset
muutokset kohdistuvat yleensi sy6vin kasvua
edistivien onkogeenien aktivoitumiseen tai
vaihtoehtoisesti syovin kasvulta suojaavien
supressorigeenien vaimentumiseen. Onkogee—
nien aktivoitumisen vuoksi solujen toimintaa
sadtelevissd signaaliketjuissa tapahtuu muutok-
sia, joiden seurauksena syopisolujen lisddnty-
minen nopeutuu, ne kykenevit suojautumaan
soluja tuhoavilta ja solujen kasvua hidastavilta
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mekanismeilta ja niiden kyky muodostaa uu-
disverisuonia ja etipesikkeiti lisiantyy (1).

Kaikista keuhkosyopatyypeistd on tunnistet-
tu lukuisia geneettisia muutoksia, ja erityisesti
adenokarsinoomille ovat ominaisia yksittaiset
syovin synnylle keskeiset driver- eli ajurimu-
taatiot (2, 3) (kuva 1). Keuhkon adenokarsi-
noomille on ominaista niin sanottu onkogee-
niaddiktio, eli syopdsolujen pahanlaatuinen
kayttaytyminen edellyttid syopageenin akti-
vaatiota, ja timédn vuoksi keuhkojen adenokar-
sinoomissa yksittdisten aktivoituvien syopa-
geenien toimintaan vaikuttavilla lddkkeilld on
keskeinen merkitys. Runsaasti geenimuutoksia
sisdltivien eli hypermutatoituneiden kasvain-
tyyppien hoidossa sen sijaan voidaan saada vas-
teita kiyttimilld sydpaimmunologisia laakkeitd
(4). Levyepiteelikarsinoomat ja pienisoluiset
karsinoomat liittyvit yleensd tupakointiin ja
sisdltavit tyypillisesti runsaasti erilaisia mutaa-
tioita (2).

Molekyylibiologisten muutosten tunnistami-
nen mahdollistaa signaaliketjun tietyn osan toi-
mintaan kohdennetut yksiléidyt liakehoidot,
joista usein kdytetdan nimitystd tismaladkkeet.
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Tuntematon

KUVA 1. Adenokarsinoomien merkittavimpien oh-
jaajamutaatioiden yleisyys viitteen (3) mukaan.

Niin kutsutuiden tasmailiakkeidenkin koko-
naisvaikutus solujen ja elimiston toimintaan voi
olla kuitenkin laajaa ja vaikeasti ennustettavissa,
silld ladkevasteet riippuvat muun muassa solun-
sisdisen signalointiverkoston takaisinkytkenta-
ja muista kompensaatiomekanismeista.

Keuhkosyopanaytteen kasittely
patologian laboratoriossa

Keuhkosyopdd diagnosoidessaan patologi
asettaa kudos- tai soluniytteen tutkimiseen
perustuvan morfologisen diagnoosin ja arvioi,
mitkd syOpandytteet ohjataan molekyylipato-
logisiin jatkotutkimuksiin; timi miardytyy
keuhkosy6vin histologisen tyypin perusteella
(TAULUKKO). KUVASSA 2 on esitetty tavanomai-
nen keuhkosy6vin kudos- ja soluniytteiden
diagnostinen ja molekyylipatologinen kisittely.
Niytemateriaalia kiytetddn mahdollisimman
sadsteliddsti, ja immunohistokemialliset vérja-
ykset minimoidaan. Molekyylipatologiset tut-
kimukset tehdddn formaliinissa fiksoidusta, pa-
rafiiniin valetusta kudosniytteestd seki tietyin
edellytyksin solundytteistd ja erityisesti solu-
niytteiden parafiinin valetusta materiaalista eli
solublokeista. Patologi arvioi, ovatko niytteet
laadullisesti ja miarillisesti riittivin edustavia,
valitsee jatkotutkimukseen parhaiten sopivan
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ndytteen tai sen edustavan osa-alueen ja arvioi
kasvainsolukon mairan. Suomessa sairaalasolu-
biologit tai -geneetikot tekevit molekyylipato-
logiset analyysit osana patologian tai genetiikan
osaston toimintaa. Tutkimuksia tehdiin seka
yliopistosairaaloissa ettd joissakin keskussai-
raaloissa, ja niitd voidaan tilata ostopalveluina
myos ulkomailta

EGFR-geenin mutaatio ja ALK-
geenin translokaatio keuhkosyovan
diagnostiikassa

Suomessa tutkitaan nykyisin adenokarsinoo-
mista ja muista ei-levyepiteeliperaisistd, ei-pie-
nisoluista keuhkosyovisti somaattinen EGFR
(epidermaalisen kasvutekijin reseptorin 1)
-geenin mutaatio ja ALK (anaplastisen lym-
foomakinaasin) -geenin translokaatio. Joissakin
yksikoissd tutkimusta ei tehdd primaaridiag-
nostiikkavaiheessa potilaille, joiden kohdalla
pyritadn kuratiiviseen leikkaushoitoon. Seki
EGFR-mutaatio ettd ALK-translokaatio ovat
onkogeenisia, ja niiden seurauksena solunsi-
sdinen tyrosiinikinaasia siitelevd signaaliketju
aktivoituu auttaen syovin kasvua ja levidmis-
td. Suomalaisessa aineistossa EGFR-mutatoi-
tuneiden adenokarsinoomien osuus on noin
10-15 % ja ALK-translokoituneiden noin
3-5 %, mika vastaa yleisti linsimaista tasoa (2,
3)(kuva1).

EGFR-mutaatio johtaa reseptorin solunul-
koisen osan dimerisaatioon ja reseptorin jatku-
vaan aktivaatioon (5). EGFR-mutaatio tunnis-
tetaan yleensd sekvensoimalla tai kiyttamalld
reaaliaikaista, kvantitatiivista polymeraasiket-
jureaktio (PCR) -menetelmidd (RT-PCR), ja
molempia tapoja voidaan soveltaa sekd kudos-
ettd solundytteisiin. Pienten niytteiden osalta
voidaan kiyttdd myos erityisen herkkid PCR-
menetelmid kuten kvantitatiivista, nanopisara-
digitaalista PCR:44. Rutiinikdytossi olevat me-
netelmit tunnistavat lihes 30 erilaista EGFR-
mutaatiota, joista suurin osa on prediktiivisid
eli ne ennustavat hyvai vastetta tyrosiinikinaa-
sin estdjille (TKI). Tavallisimmat prediktiiviset
EGFR-mutaatiot sijaitsevat eksoneissa 18, 19
ja 21 (S). TKI-lidkkeiden teho vaihtelee mu-
taatiosta riippuen. Erityisesti T790M-mutaatio
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on huomionarvoinen: ensimmiisen sukupol-
ven TKI-lidkkeille (gefitinibi, erlotinibi) tdma
mutaatio on resistentti, kun taas uudemmilla
TKI-ladkkeilld (afatinibi) on tehoa myds ti-
hin mutaatioon. Yksikoissd, joissa EGFR-
mutaatioanalyysit tehdddn omana tuotantona,
tutkimukset tehddan viikoittain ja kiireellisessa
tapauksessa vastaus voidaan saada kahdessa tai
kolmessa tyopaivassa.

ALK-geenin translokaation seurauksena syn-
tyy tyrosiinikinaasiaktivaatioon johtava fuusio-
proteiini, jota ei esiinny normaaleissa soluissa
(6, 7). Translokaation tunnistaminen tehdiin
yleensd in situ -hybridisaatiotutkimuksella
(ISH), jolla osoitetaan ALK-geenialueen uudel-
leenjérjestymi ja sithen mahdollisesti liittyva
geenialueen hividminen eli deleetio. ISH voi-
daan tehdi seki fluoresenssi in situ -hybridisaa-
tiotutkimuksena (FISH) etti tavanomaiseen
valomikroskopiaan soveltuvana kromogeenise-
na in situ -hybridisaatiotutkimuksena (CISH)
(8). Mikali kiytettavissi on formaliinifiksoitu
kudosndyte, ALK-translokaation seulontaan
voidaan kayttid fuusioproteiinin tunnistavaa
immunohistokemiallista (IHK) virjiystd. Mi-
kali vérjdys on negatiivinen, ALK-translokaatio
on hyvin epitodennikoéinen. Mikili vérjdys on
positiivinen, 16ydos yleensd varmennetaan in
situ -hybridisaatiolla (9) (kuva 3). Myds ALK-
translokaation vastaus voi valmistua kahdessa
tai kolmessa tyopiivissa.

Usein néytteestd pyydetddn samanaikaisesti
sekd ALK-THK etta EGFR-mutaatiotesti. Jal-
kimmiinen usein perutaan, jos ALK-virjays on
positiivinen. On hyvin pieni mahdollisuus, ettd
niytteessa olisi sekd EGFR-mutaatio ettd ALK-
translokaatio (2).

Milloin nayte on riittava?

Suurin osa keuhkosy6pidiagnostiikkaan saa-
tavista ndytteistd on pienid biopsioita tai solu-
ndytteitd, jolloin samasta niukasta materiaalista
tulee saada sekid histologinen diagnoosi ettd
molekyylipatologinen tutkimus.
Molekyylipatologisten tutkimusten toteut-
tamisen kaytdnnoistd olisi hyva sopia kussakin
keskuksessa. Patologian osaston toiminta poti-
lasniytteiden kisittelyssd on keskeinen, ja suju-

TAULUKKO. Keuhkokarsinoomien WHO 2015 -luokittelu.
DINPNECH = diffuusi idiopaattinen keuhkon neuroendokrii-
nisolujen hyperplasia.

Adenokarsinooma

Lepidinen adenokarsinooma
Asinaarinen adenokarsinooma
Papillaarinen adenokarsinooma
Mikropapillaarinen adenokarsinooma
Solidi adenokarsinooma
Invasiivinen musinoosi adenokarsinooma
Kolloidinen adenokarsinooma
Fetaalinen adenokarsinooma
Enteerinen adenokarsinooma
Minimaalisesti invasiivinen adenokarsinooma
Preinvasiiviset leesiot
Atyyppinen adenomatoottinen hyperplasia
Adenokarsinooma in situ

Levyepitelikarsinooma

Keratinisoituva levyepiteelikarsinooma
Ei-keratinisoituva levyepiteelikarsinoma
Basaloidi levyepiteelikarsinooma
Preinvasiivinen leesio

Levyepiteelikarsinooma in situ

Neuroendokriiniset tuumorit

Pienisoluinen karsinooma
Suurisoluinen neuroendokriininen karsinooma
Tyypillinen karsinoidituumori
Atyyppinen karsinoidituumori
Preinvasiivinen leesio
DIPNECH

Suurisoluinen karsinooma

Adenoskvamoosi karsinooma

Pleomorfinen karsinooma

Sukkulasoluinen karsinooma

Jattisoluinen karsinooma

va toiminta edellyttda hyvii lihetetietoja, hyvin
toimivia hoitoketjuja, ndytemateriaalin kasit-
telyn suunnitelmallisuutta sekd menetelmien
standardointia ja jatkuvaa laadunvarmistusta.
Sekd primaarikasvaimesta ettd etipesik-
keistd otetut kudos- ja solundytteet soveltuvat
molekyylipatologisiin tutkimuksiin, vaikka

Keuhkosydvén molekyylipatologinen diagnostiikka
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| Kudos- tai solundyte |—> | Riittdmaton |—>| Uusi ndyte? |
v

Riittavd

Tarvittaessa IHK

Neuroendokriininen
PAD karsinooma tai
levyepiteelikarsinooma

— | Eijatkotutkimuksia

v

Adenokarsinooma tai
NSCLC-NOS

v

Kudosnayte tai solublokki,
jossa kasvainsolujen madrd —»
¢ on riittdmaton

Uusi kudos- tai solundyte?
EGFR-analyysia varten
nestebiopsia?

Kudosnayte tai solublokki,
jossa on riittdvasti kasvainsoluja

EGFR
Suora sekvensointi tai RT-PCR

ALK
Kudosnaytteelle seulova IHK
In situ hybridisaatio

KUVA 2. Kaavio keuhkosydvan kudos- tai solundytteen kasittelysta patologian laboratoriossa. Lyhenteet: PAD =
patologisanatominen diagnoosi, IHK = immunohistokemia, NSCLC-NOS = tarkemmin maarittelematon ei-pieni-
soluinen karsinooma, MOPA = molekyylibiologinen tai molekyylipatologinen tutkimus; RT-PCR = reaaliaikainen

kvantitatiivinen PCR.

optimaalisen niytteen luonteeseen liittyykin
vield avoimia kysymyksid (10). Kdytinndssi
sekd ndytteenottopaikkaa ettd ndytteen maaraa
ohjaa néytteen saatavuus; olipa kyseessi radio-
loginen, kirurginen tai keuhko- tai korvaldaki-
rin suorittama néytteenotto. Tutkimustulokset
kasvaimen sisdisestd ja primaarikasvaimen ja
etipesikkeiden vilisestd heterogeenisuudesta
vaihtelevat, eikid toistaiseksi kumpaakaan ole
voitu osoittaa toista paremmaksi niytteenotto-
kohteeksi. Syovin geneettinen muuntuvuus on
suurta. Esimerkiksi yksittdisten syopisolujen
sekvensoinnissa on osoittautunut, etti kah-
ta geneettisesti tdysin samanlaista sy6pasolua
ei samankaan primaarikasvaimen sisalld ollut
(11). Hoitojen aikana resistenssimutaation
sisaltdava, alkuvaiheessa minimaalisen pieni so-
lupopulaatio voi saada kasvuedun ja vallitseva
soluklooni voi evoluutiopaineen my6td vaih-
tua, minkd perusteella voidaan harkita uutta

E. Lappi-Blanco ym.

néytteenottoa esimerkiksi syovian edetessi tai
hoitovasteen muuttuessa. Verenkiertoon va-
pautuvan syopidsoluperdisen DNA:n analyysi
eli niin kutsuttu nestebiopsia voi soveltua tau-
titaakan reaaliaikaiseen seurantaan ja mutaatio-
analyysiin silloin, kun kudosndytteenotto ei ole
mahdollista (12).

Tekninen kehitys on yllattanyt
nopeudellaan

Keuhkosyovin diagnostiikka on uusien hoito-
jen myotd muuttumassa nopeasti. Kun kasvai-
mesta pitdd tutkia enemmin kuin kaksi gee-
nialuetta tai mutaatiota, uuden polven sekven-
sointi (NGS) on ylivertainen hoidon kannalta
merkittivien geenimuutosten havaitsemisessa
ja tilloin myds menetelmini edullisin (13).
Menetelmilld voidaan jo diagnoosivaiheessa
arvioida kasvaimen klonaalisuutta ja havai-
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KUVA 3. Valikarsinan imusolmukemetastaasin tutkimus. A) Perusvarjatyssa HE-leikkeessd todetaan solidisti
jarjestaytyva karsinooma, jossa on adenokarsinoomalle ominaisia sinettisormussoluja (nuolet). B) Immunohis-
tokemiallinen TTF-1-varjdys varmistaa, ettd kyseessa on keuhkon adenokarsinooman metastaasi.C) Immunohis-
tokemiallinen ALK-vérjdys on vahvasti positiivinen. D) Valomikroskooppinen kromogeeninen in situ -hybridisaa-
tiotutkimus (CISH) tutkimus, jossa ALK-geenialueen uudelleenjarjestyma nakyy signaalikuvioiden erilleen siirty-
misena (nuolet). Kiitdmme solubiologi, FT Timo Vaisasta CISH-kuvasta.

ta ladkeresistenssid ennakoivat EGFR-geenin
eksonin 20 niin sanotut resistentit mutaatiot,
jotka saavat valintaedun TKI-hoidon myotd
(kuva 4). RAS (rat sarcoma) -geenin mutaa-
tioita, joita esiintyy noin neljisosassa adeno-
karsinoomista, ei rutiinimaisesti tutkita muu-
ten kuin NGS:lld. NGS-tutkimus valmistuu
kahdessa viikossa, ja yhden tutkimuksen kor-
vatessa useita perittdisid tutkimuksia tulosten
saaminen nopeutuu, ja ndin potilaan hoito voi-
daan aloittaa mahdollisimman ajoissa oikeal-
la, yksiloidylld hoidolla. Lisiksi NGS sddstdd
naytetti. Uuden polven sekvensointi tuo esiin
myds EGFR-mutaatioita, joita muun muassa
kvantitatiivisessa PCR:ssi kiytetty kaupallinen
reagenssipakkaus ei tunnista. Tutkimukset voi-
daan tehdi tavanomaisesta patologian laborato-
rioiden parafiiniin valetusta kudosmateriaalista.
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Laitteistojen kehittyminen, laitekustannus-
ten halpeneminen ja bioinformaatikkojen
saatavuus mahdollistavat uuden polven sek-
vensoinnin kiytén ainakin suuremmissa gene-
tiikan tai patologian laboratorioissa osana ta-
vanomaista diagnostiikkaa. NGS-menetelmien
yleistyessd tulee mahdolliseksi havaita harvi-
naisia, mutta yksittdisille potilaille merkityksel-
lisid syopageenimutaatioita, kuten keuhkosyo-
vissi esimerkiksi BRAF- (B-Raf proto-oncoge-
ne, serine/threonine kinase) ja Her2 (human
epidermal growth factor receptor 2) -mutaa-
tiot. Kattavien geenianalyysien myotd kliinik-
ko joutuu tulevaisuudessa harkitsemaan, mitd
tuloksia on valmis vastaanottamaan, millaisen
tutkimusndyton pohjalta voidaan kokeellisia
hoitoja harkita, ja kuinka toimitaan tilanteissa,
joissa ladkkeilld ei ole korvattavuutta.

Keuhkosydvén molekyylipatologinen diagnostiikka
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KUVA 4. Esimerkki EGFR-geenin tuloksesta uuden sukupolven sekvensoinnilla (NGS). Oranssilla ja siniselld mer-
kityt sekvenssit edustavat potilaan naytettd, ja niiden alapuolella on referenssisekvenssi, johon potilaan sekvens-
seja verrataan. Valkoisella olevat emékset puuttuvat potilaan naytteesta. Referenssisekvenssin alapuolella on esi-
tetty aminohappojarjestys. Valtaosassa (60 %) sekvensoiduista juosteista esiintyy prediktiivinen eli suotuisaa ty-
rosiinikinaasivastetta ilmentava eksonin 19 insertiodeleetio. Lisaksi todetaan alhaisemmalla frekvenssilld (13 %)
eksonin 20 mutaatio, joka aiheuttaa resistenssia ensimmaisen sukupolven tyrosiinikinaasin estajille. Mutaatiot

aminohappotasolla on esitetty sekvenssien alapuolella.

Lopuksi

Molekyylipatologiset tutkimukset ovat tulleet
osaksi normaalia keuhkosy6vin diagnostiikkaa.
Potilaita hoitavilta ladkareiltd ja erityisesti pato-
logeilta, keuhkoldikareilti ja onkologeilta edel-
lytetddn yhd parempaa molekyylipatologian

Ydinasiat

Laakarit tarvitsevat molekyylibiologista
osaamista seka diagnostiikassa ettd syo-
pépotilaiden hoidossa.

v
v

» Keuhkosydpien diagnostiikkaan kuuluu
molekyylibiologisia tutkimuksia, joiden
perusteella suunnitellaan yksildityja syo-
pahoitoja.

» Adenokarsinoomista ja muista ei-pieni-
soluisista, ei-levyepiteeliperdisista keuh-
kosyodvista tutkitaan EGFR-geenin mu-
taatio ja ALK-geenialueen uudelleenjar-
jestyma.

» Nopea tekninen kehitys mahdollistaa
vaativankin diagnostiikan osana rutiini-
maista laboratoriotoimintaa.

E. Lappi-Blanco ym.

osaamista. Patologin tulee hallita uusien mene-
telmien sovellettavuus suhteessa kiytettivissi
olevaan nidytemateriaaliin, hidnen tulee voida
tulkita molekyylipatologisen analyysin tulos
suhteessa kasvaimen morfologiaan ja tarvitta-
essa tulkita tulos potilasta hoitavalle ladkirille.
Onkologinen osaaminen on yhi enemmén mo-
lekyylibiologian ymmartimistd diagnostisten
tulosten tulkitsemisesta hoidon aloittamiseen
ja hoitovasteen arvioimiseen. Hoitoketjujen
merkitys ja monialainen yhteistyo korostuvat
entisestiin. W
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Molecular pathologic diagnosis of lung cancer requires basic knowledge also from clinicians

Besides histological classification of lung cancers, molecular biological examination of tumors is part of modern diagnostics
of lung cancers, and cancer therapies are based on molecular biological diagnosis. Current laboratory technique enables
the examination of many mutations as part of standard routine diagnosis, necessitating functional multidisciplinary
collaboration, with the pathologist playing a central role in the handling of the specimens. In the future, especially
pathologists, pulmonary specialists and oncologists are expected to need a good command of molecular biological data on
lung cancer, but basic knowledge will be required also from other physicians working with lung cancer patients.
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