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Mutasjonstesting
ved ikke-smacellet lungekreft

Sammendrag

Bakgrunn. Epidermal vekstfaktor-
reseptor (EGFR) tyrosinkinasehem-
mere (EGFR-TKI) er en relativt ny
klasse legemidler til behandling av
ikke-smacellet lungekreft. Den nasjo-
nale faggruppen for lungekreft, Norsk
Lunge Cancer Gruppe, anbefaler at
pasienter med ikke-smacellet lunge-
kreft testes for mutasjoner i EGFR-
genet. Vi rapporterer her erfaringene
som er gjort etter at slik testing ble
innfgrt i Norge i 2010.

Materiale og metode. Opplysninger
om hvor mange som er testet, kjgnns-
fordeling, histopatologiske data og
analyseresultater er samlet inn fra

de molekyleerpatologiske laboratorier
ved universitetssykehusene i Tromsg,
Trondheim, Bergen og Oslo for perio-
den mai 2010 til mai 2011.

Resultater. 1 058 pasienter med lunge-
kreft ble testet for mutasjoner i EGFR-
genet i denne perioden, hvilket svarer
til ca. halvdelen av alle som fikk dia-
gnosen ikke-smacellet lungekreft.
Mutasjon ble pavist hos 123 pasienter
(11,6 %). Det var en hgyere andel muta-
sjonspositive kvinner enn menn (17,6 %
mot 6,3 %, p < 0,001), og lavere andel
ved plateepitelkarsinom enn ved andre
histopatologiske undertyper (3,0 % mot
12,9 %, p = 0,001). Av 80 cytologiske
praver var ni (11,3 %) positive.

Fortolkning. P& bakgrunn av den
relativt hgye mutasjonsfrekvensen
og et ikke ubetydelig antall positive

i plateepitelkarsinomgruppen, anbe-
faler vi viderefgring av mutasjonstes-
ting av alle pasienter med ikke-sma-
cellet lungekreft.
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Lungekreft rammer arlig over 2 500 personer
iNorge (1). Flere enn 2 100 der hvert ar, hvil-
ket gjor sykdommen til den vanligste arsaken
til kreftrelaterte dedsfall. Ca. 80 % har ikke-
smécellet lungekreft, og to av tre diagnostise-
res i et stadium der kurativt rettet behandling
ikke er mulig (2). Inntil nylig har aktuell
behandling for disse veert palliativ strale-
behandling eller cellegift, ev. i kombinasjon.
Mest aktuell cellegiftbehandling har veert en
kombinasjon av platinum og et sakalt tredje-

generasjons kjemoterapeutikum. I Norge har
karboplatin sammen med vinorelbin veert
mest brukt. Median overlevelse med slik
behandling er 7—12 méneder (3).

I 2004 kom de forste rapportene om at
noen pasienter med ikke-smadcellet lunge-
kreft kunne ha nytte av tyrosinkinasechem-
merne (EGFR-TKI) gefitinib og erlotinib
(4-6). Relativt fa pasienter responderte pa
slik behandling, men til gjengjeld var effek-
ten overbevisende hos responderne. Man fant
til & begynne med en korrelasjon mellom
demografiske data og effekt. Hos kvinner,
ikke-roykere, pasienter med adenokarsinom
og pasienter av serestasiatisk herkomst var
det hayest sannsynlighet for effekt (7).

Behandlingseffekt av erlotinib og gefiti-
nib ble ogsé rapportert & vare assosiert med
overuttrykk av EGFR-proteinet kvantifisert
ved immunhistokjemi, amplifikasjon av
genet mélt med fluorescens in-situ-hybridi-
sering (FISH), samt med spesifikke muta-
sjoner i genet som koder for EGFR (8).

Ilepet av de siste par &rene har flere arbei-
der entydig konkludert med at tilstedeverel-
sen av spesifikke mutasjoner i EGFR-genet
iikke-smacellet lungekreft er forbundet med
spesielt god effekt av erlotinib og gefitinib
(9, 10). Tilsvarende ser man at pasienter
uten slike mutasjoner i liten grad har nytte av
disse medikamentene.

Tre sentrale randomiserte fase I1I-studier har
vist en betydelig forlenget progresjonsfri over-
levelse med tyrosinkinasechemmerbehandling
sammenliknet med konvensjonell kjemoterapi
ved paviste mutasjoner i EGFR-genet. Mok og
medarbeidere sammenliknet gefitinib og kon-
vensjonell kjemoterapi i en asiatisk populasjon,
og fant at mutasjonspositive pasienter oppnad-
de en progresjonsfri overlevelse pa 9,6 mane-

Hovedbudskap

m Ved testing av over 1 000 norske
lungekreftpasienter fant vi mutasjon
i EGFR-genet hos ca. 12%

m Tre ganger flere kvinner enn menn
hadde mutasjonen

m Enikke ubetydelig andel pasienter med
morfologisk plateepitelkarsinom hadde
mutasjon i EGFR-genet

m Vianbefaler at EGFR-mutasjonstesting
blir gjort som ledd i rutinediagnostikk
av alle pasienter med ikke-smacellet
lungekreft
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der med gefitinib, mot 6,3 méaneder med
kjemoterapi (p < 0,0001) (9). Rosell og medar-
beidere rapporterte nylig data fra en europeisk
studie, hvor mutasjonspositive pasienter ble
randomisert mellom erlotinib eller kjemotera-
pi. I denne studien var progresjonsfti overle-
velse 9,7 méaneder med erlotinib, mot 5,2 ma-
neder med kjemoterapi (p <0,0001) (11). En
tredje studie, gjort i Kina, viste en progresjons-
fri overlevelse hos mutasjonspositive pa 13,1
maneder med erlotinib mot 4,6 maneder med
konvensjonell kjemoterapi (12).

Det er ikke sett noen forlengelse i total-
overlevelse hos mutasjonspositive pasienter
som far tyrosinkinasehemmere som forste-
linjebehandling sammenliknet med pasienter
som far cellegift i ferste linje (9, 10, 12). Ar-
saken kan vere at de fleste pasienter som ble
behandlet med cellegift forst, fikk tyrosin-
kinasehemmerbehandling ved progrediering,
og vice versa, og at effekten pa totalover-
levelse dermed oppheves. Det viktigste er at
totaloverlevelsen hos pasienter med muta-
sjoner behandlet med EGFR-TKI varierte
mellom 18 og 27 maneder i de tre studiene,
noe som er betydelig lengre enn tidligere
observert ved avansert ikke-smacellet lunge-
kreft, uansett rekkefolge pa behandling.

Det er beskrevet en rekke ulike aktive-
rende mutasjoner som pavirker responsen pa
tyrosinkinasechemmerne. Alle er lokalisert i
fire eksoner; 18-21, som koder for den
ATP-bindende delen av kinasen. Det er
beskrevet noe varierende frekvens av de
ulike mutasjonene, de to hyppigst forekom-
mende er delesjoner i ekson 19 (ca. 44 %),
og en punktmutasjon i ekson 21 (ca. 41 %)
(13). Man har antatt at forekomsten av muta-
sjoner hos pasienter med morfologisk plate-
epitelkarsinom har veert svaert lav, men det er
nylig publisert data som viser en ikke ube-
tydelig mutasjonsfrekvens ogsd i denne
undertypen av lungekreft (14, 15).

I Norge er bade erlotinib (Tarceva) og
gefitinib (Iressa) pd markedet. Begge prepa-
ratene kan skrives pa blaresept og er god-
kjent for bruk ved lokalavansert eller meta-
statisk ikke-smacellet lungekreft. Erlotinib
kan benyttes uavhengig av mutasjonsstatus
etter minst ett cellegiftregime, og har god-
kjenning som ferstelinjebehandling hos mu-
tasjonspositive pasienter. Gefitinib er kun
godkjent ved pavist EGFR-mutasjonspositi-
vitet, og kan benyttes i alle linjer. Behand-
ling med tyrosinkinasehemmere gir andre
bivirkninger enn konvensjonell cellegift.
Hudutslett og diaré er de vanligste, mens he-
matologiske bivirkninger forekommer svaert
sjelden (9). Béde erlotinib og gefitinib tas
som en tablett daglig.

Den gode effekten av behandling med
disse tyrosinkinasehemmerne hos pasienter
med mutasjon i EGFR-genet har resultert i et
behov for & gjere genetiske undersekelser pa
tumorveyv fra alle pasienter som diagnostise-
res med ikke-smécellet lungekreft (16).
Norsk Lunge Cancer Gruppe har dermed an-
befalt slik testing rutinemessig i Norge (17).
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I denne artikkelen gjor vi rede for prosessen
som har fort frem til genanalyser som del av
rutinediagnostikk, og resultatene etter test-
ing av de forste 1 058 pasientene.

Materiale og metode
Pasienter diagnostisert med ikke-smécellet
lungekreft er fra varen 2010 blitt testet for
mutasjoner i EGFR-genet. Molekylarpato-
logiske laboratorier ved universitetssyke-
husene i Tromsg, Trondheim, Bergen og Oslo
har deltatt i testingen, og disse fire sentrene
har mottatt prever fra hele landet. Frem til
senheosten 2010 ble plateepitelkarsinomer
ikke anbefalt testet, men deretter har anbefa-
lingen veert & teste ikke-smacellet lungekreft
uavhengig av histopatologisk undertype.
Ved Haukeland universitetssykehus ble et
lite antall pasienter testet ogsd i perioden
2004-10, men disse er ikke inkludert i denne
gjennomgangen. Det samme gjelder data fra
Stavanger universitetssjukehus, som startet
med EGFR-mutasjonsanalyser varen 2011.
Informasjon om kjenn, histologi og ana-
lyseresultat er innhentet fra laboratorienes
egne databaser, andre journalopplysninger
er ikke innhentet. Tilsendte prover som ble
avvist ved de molekylarpatologiske avde-
lingene pga. for lite tumorcelleinnhold, er
ikke inkludert i materialet. Khikvadrattest er
benyttet for sammenlikning av grupper.
Prosjektet er tilradd av Personvernombu-
det ved Oslo universitetssykehus.

Analysene
Ved alle laboratorier analyseres de fire aktuelle
eksonene; 18-21. I Bergen, Trondheim og
Tromse er basismetoden direkte sekvensering.
I Trondheim og Tromse gjores i tillegg frag-
mentanalyse for spesifikke genforandringer
(delesjoner i ekson 19, insersjoner i ekson 20
og punktmutasjonen L858R i ekson 21). Ved
molekylerpatologisk laboratorium i Oslo ble
det den forste tiden gjort en totrinns analyse,
med denaturerende hoy-ytelse veeskekromato-
grafi (AHPLC) som forste screeningsteg. Pro-
ver med aberrante kromatogram ble deretter
analysert med sekvensering. Senere er denne
metoden forlatt av kapasitetshensyn, og muta-
sjonsanalysen gjares nd ved sanntids-PCR med
bruk av et kommersielt analysesett (Thera-
Screen), som analyserer for 28 av de hyppigst
forekommende genforandringene i eksonene
18-21. Ekson 19-negative prover blir ogsé i
Oslo etteranalysert med fragmentanalyse.
Genanalysene gjores pa formalinfiksert
parafininnstept biopsimateriale, eller pa
cytologisk pravemateriale. Prover som skal
til EGFR-undersgkelse blir vurdert av pato-
log, som markerer relevant tumoromrade pé
tilherende snitt. Fra dette omréadet blir vev
skrapet av, og DNA ekstrahert. Videre steg
avhenger av metode, enten sanntids-PCR
eller sekvensering.

Logistikk
Det har veert et mal for Norsk Lunge Cancer
Gruppe at alle pasienter med ikke-sméacellet
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Tabell 1 Prgveresultater fra 1 058 pasienter
med lungekreft som ble testet for mutasjoner
i EGFR-genet i perioden mai 2010 til mai

2011 etter kjgnn

Antall Mutasjonspositive
testede Antall (%)
Kjgnn'
Menn 559 35(6,3)
Kvinner 499 88 (17,6)
Totalt 1058 123 (11,6)

Tp < 0,001 for forskjellen i andel mutasjonspositive
mellom kjgnnene

lungekreft skal kunne tilbys £GFR-mutasjons-
analyse. De fleste sykehus foelger anbefalingen
fra gruppen, og parafinblokk og originalsnitt
(farget med hematoksylin og eosin) blir sendt
direkte fra lokal patolog til mutasjonsanalyse
som ledd i rutinediagnostikk, slik at ikke utred-
ningen forsinkes unedig. Ved universitetsavde-
lingene vil ansvarlig patolog rutinemessig re-
kvirere EGFR-mutasjonsanalyse. Ved enkelte
avdelinger blir fortsatt analysen kun utfert pa
bakgrunn av klinikers rekvisisjon, og enkelte
steder blir dermed remissen stemplet med
«EGFR-mutasjonsanalyse enskes utfort ved
diagnose ikke-smacellet lungekreft». Svar fra
molekylarpatologisk laboratorium sendes til
behandlende lungelege eller onkolog, med ko-
pisvar til lokal patologiavdeling.

Resultater

Framai 2010 til mai 2011 er det gjort EGFR-
mutasjonsanalyser pd 1 058 pasienter med
ikke-smécellet lungekreft. Dette svarer til ca.
halvdelen av alle som fikk diagnosen ikke-
smacellet lungekreft i denne perioden. Flest
analyser er gjort i Oslo, med 470 pasient-
prever, mens Bergen har testet 277, St. Olavs
hospital 191 og Tromse 120 pasienter. 559
menn og 499 kvinner ble testet (tab 1).

Totalt ble 123 pasienter funnet positive,
altsd 11,6 % av alle testede pasienter (fig 1).
Vi fant mutasjoner hos fire av 135 pasienter
med morfologisk  plateepitelkarsinom
(3,0 %), mens frekvensen hos pasienter uten
plateepitelkarsinom var 119 av 923 (12,9 %)
(p=0,001) (figl). 17,6 % av de testede kvin-
nene hadde mutasjon i kreftsvulsten mot
6,3 % hos menn (p <0,001). Andelen posi-
tive varierte fra 7,5% 1 Tromse til 14,1 %
ved St. Olavs hospital, men forskjellene var
ikke statistisk signifikante. Alle sentrene
rapporterer om ekende antall analysefore-
spersler. Vi har ikke oversikt over antall
lungekreftpasienter som ikke er testet, men
registrerer at antallet testede per maned har
gétt gradvis opp i lopet av dette forste aret og
at andelen mutasjonspositive samtidig har
gatt gradvis ned (data ikke vist).

De fleste analysene var gjort pa biopsier
og operasjonspreparat, men 80 (7,6 %) var
gjort pé cytologiske prever. Blant disse var
9 (11,3 %) positive. En liten andel (< 10 %)
av tilsendte prever blir avvist ved de mole-
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kylerpatologiske avdelingene pga. for lite
tumorcelleinnhold. Disse ikke-analyserte
provene er ikke med 1 vért materiale.

Mutasjonsvariantene var hovedsakelig
delesjoner i ekson 19 (45 %) og punktmuta-
sjoner i ekson 21 (34 %), mens forandringer
iekson 18 og 20 sto for henholdsvis 10 % og
11 % av mutasjonene.

Diskusjon
Vi rapporterer her resultatene fra det forste
aret med rutinemessig analyse av mutasjoner
i genet som koder for epidermal vekstfaktor-
reseptor hos pasienter med ikke-smacellet
lungekreft. Totalt ble 1 058 pasienter testet,
og vi fant en mutasjonsrate pa 11,6 %. Muta-
sjonsfrekvensen var om lag tre ganger hyppi-
gere hos kvinner enn hos menn, og vi fant
3 % mutasjonspositive plateepitelkarsinomer.
Norsk Lunge Cancer Gruppe etablerte i
2007 en translasjonsgruppe som skulle ha
som formal & jobbe med ulike translasjons-
pregede prosjekter knyttet opp mot den kli-
niske lungekreftaktiviteten ved norske syke-
hus. Etter at IPASS-studien hesten 2009
avklarte at EGFR-mutasjon er hovedarsak
til effekt av gefitinib (9), har denne gruppen
arbeidet med & fa innfert EGFR-mutasjons-
testing pd et nasjonalt niva.
EGFR-mutasjoner har fra tidligere veert
kjent & vare hyppigst forekommende hos
kvinner, ikke-roykere og ved adenokarsino-
mer. Ifolge Kreftregisterets tall blir ca. 2 600
arlig diagnostisert med lungekreft, hvorav
83 % er ikke-smacellet lungekreft (1, 2). I vart
materiale er ca. halvdelen av de ca. 2 100
nydiagnostiserte ikke-smacellete lungekreft-
tilfellene testet. Man kan anta at dette utvalget
ikke nedvendigvis er representativt for hele
lungekreftpopulasjonen, idet det trolig har
veart en tendens til ikke & teste for eksempel
storrgykende pasienter med plateepitelkarsi-
nomer. Dette understottes av vart funn av at
andelen positive har gétt ned gjennom perio-

Andel mutasjonspositive (%)
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den, etter hvert som en sterre andel av alle
ikke-smacellete lungekarsinomer er blitt tes-
tet. Vi ser ogsa en viss, men ikke-signifikant
variasjon i mutasjonsfrekvens mellom labora-
toriene. Dette kan reflektere en reell forskjell
i mutasjonshyppighet, men kan like gjerne
vere en effekt av ulik grad av komplett test-
praksis i de ulike regionene.

Kjonnsfordelingen blant de testede re-
flekterer det man ser i den generelle lunge-
kreftpopulasjonen, hvor nd nesten like man-
ge kvinner som menn far diagnosen.

I startfasen ble det ikke anbefalt & teste
pasienter med plateepitelkarsinom, da man
antok at mutasjonsfrekvensen hos denne
pasientgruppen var svert lav. Ved Oslo
universitetssykehus analyserte vi nylig en
kohort av 240 uselekterte, opererte lunge-
kreftpasienter, og fant en mutasjonsrate hos
60 pasienter med plateepitelkarsinom pé 3 %,
mens ca. 7,5 % av totalgruppen hadde muta-
sjon (14). Tilsvarende er ogsé rapportert fra
andre grupper (15). P& bakgrunn av denne
relativt lille forskjellen mellom de histolo-
giske undergruppene fant Norsk Lunge Can-
cer Gruppe fra hesten 2010 & ville anbefale
mutasjonstesting ogsd ved plateepitelkarsi-
nom som ledd i rutinediagnostikk. Forelepig
er kun 135 pasienter med plateepitelkarsinom
analysert, og vi finner samme andel muta-
sjonspositive som i den uselekterte gruppen
av tidligstadium lungekreft. Diagnostisering
av histologisk undertype kan veare usikker
(18), noe som ogsa er et argument mot a
bruke vanlig histopatologisk underseokelse
som testkriterium. Vi ensker derfor & gé
videre med en mest mulig bred testepraksis,
og evaluere dette pa nytt om ett ar.

Kjennsfordelingen tilsvarer det man ser
internasjonalt. Den hoye andelen mutasjons-
positive kvinner er tradisjonelt forklart med
en fortsatt noe heyere andel ikke-roykere
blant kvinnelige lungekreftpasienter. Om
dette er hele sannheten, eller om andre

0 \
Totalt

Ikke plateepitelkarsinom

[
Plateepitelkarsinom

Mutasjonspositive

Figur 1 Proveresultater fra 1058 pasienter med lungekreft som ble testet for mutasjoner i EGFR-genet
i perioden mai 2010 til mai 2011 etter histopatologisk undertype
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kjennsbetingede faktorer ogsa spiller en
rolle er uvisst (19).

Metodene for mutasjonsanalyse er pri-
mert etablert for undersekelse av histolo-
gisk prevemateriale, men cytologiske mate-
rialer kan benyttes. I materialet vi her har
gatt gjennom, er en storre andel cytologiske
enn histologiske prever forkastet pga. for
lite tumorvev (data ikke vist). En analyse
gjort pé en vevsprove med lavt tumorcelle-
innhold vil vere mulig falskt negativ (20).
Dette vil vaere kommentert av patolog, og i
slike tilfeller ber rebiopsering vurderes.

Direkte sekvensering har veert ansett som
«gullstandardy», fordi man med dette vil
kunne pavise bade kjente og nye mutasjoner.
Metoden har imidlertid noe lavere sensitivitet
enn kommersielle analysesett og dHPLC.
Ved de sistnevnte metodene er dermed tu-
morcelleandel i proven mindre kritisk. De
aller fleste mutasjoner er nd kjent og vil
kunne pévises med forbedrede kommersielle
tester som etter hvert kommer pa markedet.

Innfering av mutasjonstesting som ledd i
rutinediagnostikk av en vanlig kreftform
som lungekreft stiller nye krav til logistikken
ved de molekylarpatologiske laboratoriene.
Svartiden varierer noe mellom de moleky-
leerpatologiske laboratoriene, og har tidvis
veert 3—4 uker fra registrert mottak av prove-
materiale. Vi erfarer nd en svartid pa ca.
7—10 virkedager. Dette er innenfor det som
nylig ble anbefalt av en europeisk ekspert-
gruppe (20). Vi ser at testfrekvensen eker,
som folge av at det har tatt noe tid a fa infor-
mert alle som diagnostiserer lungekreft om
denne nye praksisen. Kapasiteten synes 4 til-
fredsstille ansket om & gjore denne analysen
tilgjengelig for alle pasienter med ikke-smé-
cellet lungekreft i Norge. Stavanger universi-
tetssjukehus har nylig startet EGFR-muta-
sjonstesting, og ogsa Akershus universitets-
sykehus vurderer oppstart. Dermed vil
behovet trolig bli dekket ogsa fremover.

Vi har ikke hatt tilgang til behandlingsdata,
og har dermed ikke hatt mulighet til & evaluere
1 hvor stor grad pasientene er blitt behandlet
med tyrosinkinasehemmere. Vi kan folgelig
heller ikke presentere terapirespons av slik be-
handling i denne artikkelen. Det arbeides med
a opprette et nasjonalt kvalitetsregister for lun-
gekreftbehandling. 1 dette vil ogsé effektdata
av EGFR-TKI-behandling registreres.

Molekylerpatologisk testing, i tillegg til
okende behov for immunhistokjemisk ana-
lyse for sikrere histologisk subklassifisering,
fordrer bedre tilgang pé vev enn det som tra-
disjonelt har vert tilgjengelig etter bronko-
skopisk diagnostikk av svulster i lunge. Flere
molekylargenetiske analyser vil trolig bli
aktuelle i naer fremtid. Blant annet er det pa
tilsvarende mate som for EGFR-mutasjoner
na utviklet smamolekylaere hemmere som er
virksomme ved EML4-ALK-translokasjoner
hos pasienter med ikke-smécellet lungekreft
(19). Det pagar ogsa kliniske studier av medi-
kamenter som har effekt mot andre genfor-
andringer i undergrupper av ikke-smacellet
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lungekreft. Vi anbefaler derfor at det tas rike-
lig med histologiske prever. Dette sikrer at
vev er tilgjengelig bade til vanlig lysmikro-
skopisk undersokelse og til immunhistokje-
miske og molekylerpatologiske analyser.

Konklusjon

Av over 1 000 testede lungekreftpasienter i
Norge fant vi EGFR-mutasjoner hos 11,6 %.
Hos pasienter med plateepitelkarsinom var
mutasjonsfrekvensen 3 %. P& denne bak-
grunn anbefaler vi fortsatt testing av alle pa-
sienter med pavist ikke-smacellet lungekreft
uavhengig av histopatologisk undertype.
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