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Plateepitelkarsinom i munnhulen er en alvorlig sykdom. Ca. 40
prosent av pasientene dgr innen fem &r etter at diagnosen er
stilt, men pa diagnosetidspunktet kan vi ikke forutsi hvilke. To
prognosesystemer brukes i dag: TNM-systemet i klinikken og his-
tologisk gradering (WHO). Verktayene kan si noe om prognose
for en gruppe pasienter, men er ikke gode nok til & forutsi pro-
gnosen for den enkelte pasient. Mange forskningsgrupper, inklu-
dert var egen, har prevd & finne bedre prognostiske markgrer
uten & lykkes. Problemet er ikke spesifikt for munnhulekreft, men
gjelder de fleste krefttyper. Vi gnsker 8 plukke ut pasienter med
en forventet darlig prognose fordi de vil trenge en annen
behandling og oppfelging enn pasienter med forventet god
prognose. | denne artikkelen presenterer vi funn fra var over-
siktsartikkel i Histopathology (2013) (1). Vi har gatt igjennom
172 artikler, publisert i perioden 2006-2012, som beskriver
molekylaere prognostiske studier basert pd immunhistokjemi
i orale plateepitelkarsinom. Konklusjonen er at det fortsatt ikke
finnes noen optimale prognostiske molekyleere markgrer for
orale plateepitelkarsinomer. Dette skyldes at det generelt ikke
finnes noen form for standardisering av hverken studiene eller
metodene. Dermed er ikke studier og resultater reproduserbare.
| tillegg er ofte pasientutvalget for lite til at man kan trekke
generelle konklusjoner.

i munnhulen (figur 1), utgar fra plateepitel og er en
sykdom med hgy sykelighet og dedelighet. Selv om
sykdommen er relativ sjelden i Norge med ca. 300 nye tilfeller
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arlig (munnhule og leppe), er den et mye stgrre problem
i f.eks. Sentral- og @st-Europa og deler av Asia. Menn ram-
mes hyppigere enn kvinner (http://www.kreftregisteret.no)
(2).

Dagens verktey for & forutsi prognosen til pasienter med
orale plateepitelkarsinomer, er TNM-systemet og WHO-gra-
dering (3, 4). TNM (Tumour, Nodes, Metastasis) angir stgrrelse
pa tumor og om det er spredning av tumor til regionale lym-
feknuter eller andre deler av kroppen. Ifolge TNM-systemet er
prognosen darligere jo sterre tumor er og jo mer spredning det
er. Det vil si at pasienter med sma svulster (T1-T2, opptil 4 cm
i diameter) uten metastaser, i utgangspunktet har en god
prognose, men teori og praksis stemmer ikke alltid overens.
Selv sma svulster i munnen kan veere dedelige. Den histolo-
giske WHO-graderingen angir tumors differensieringsgrad.
Det vil si hvor mye eller lite tumorvevet ligner pa normalt
oralt plateepitel. Hoyt differensierte svulster ligner mye pa
normalt plateepitel og anses & ha bedre prognose enn lavt dif-
ferensierte svulster, som ligner lite pa normalt plateepitel.
WHO-graderingen er heller ikke optimal fordi en heyt diffe-
rensiert svulst ogsa kan vere dedelig. I motsetning til WHO-
graderingen, hvor hele tumorvevet undersokes, synes inva-

Hovedbudskap

Det finnes ingen optimale prognostiske markerer for orale
plateepitelkarsinomer.

En god prognostisk marker bar veere lett & skdre, veere
reproduserbar, ha hgy sensitivitet og spesifisitet. Ingen slike
finnes i dag.

Dagens studier av mulige prognostiske markarer har ikke
hay nok kvalitet.

For at studier basert pa immunhistokjemisk metode skal kunne
identifisere prognostiske markgrer i orale plateepitelkarsino-
mer ma det i fremtiden kreves:

- Optimalisering og standardisering av studiemetoden

- Sammenlignbare studier

- Samarbeid mellom forskningsgrupper, 0gsé internasjo-
nalt, for & fa store nok studiepopulasjoner.
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sjonsfrontgradering
(IFG),
mest invasive delen av

hvor kun den

en tumor/tumorfronten
undersgkes (figur 2A),
4 oke den prognostiske
forutsigbarheten (3, 5).
I IFG undersokes kreft-
cellenes invasjonsmegn-

Figur 1. Klinisk bilde av et plateepitel- ster, dvs. om kreftcel-

karsinom pd innsiden av underleppen
mot lepperadt Foto: Farsteamanuensis
Bente B. Herlofson.

lene invaderer omkring-
liggende vev samlet
i store gyer (figur 2B),
i form av sma gyer eller
som enkeltceller (figur 2C). Pasienter med svulster som invaderer
i form av store gyer anses & ha bedre prognose enn pasienter
hvor kreftcellene invaderer enkeltvis eller i sma oyer. IFG er utvi-
klet av professor Magne Bryne ved Det odontologiske fakultet
i Oslo (5). Selv om IFG forbedrer den prognostiske forutsigbarhe-
ten, identifiserer heller ikke denne graderingen alle pasienter med
darlig prognose. Siden ingen av de nevnte prognostiske verktgy-
ene er optimale, har forskere gjennom mange ar forsekt a iden-
tifisere molekyler/proteiner i tumorvevet som kan gi bedre pro-
gnostisk informasjon. Til dette benyttes ofte immunhistokjemisk
farging, som baserer seg pa antigen-antistoffbinding i formalin-
fiksert vev (figur 3).

Kravene til en god prognostisk molekyleer markor ber vere at
den er lett & skare og at den ma veere reproduserbar. I tillegg ma
sensitiviteten (evne til 4 identifisere syke individer) og spesifisi-
teten (evne til & ekskludere friske individer) veere hgy. Hvis en
marker skal ha en klinisk verdi, ma den for orale plateepitelkar-
sinomer vere bedre enn dagens TNM-inndeling og histologisk
gradering.

Prognostiske studier publisert i perioden 2006-2012

Etter sgk i PubMed-databasen fant vi 172 engelskspraklige, re-
feree-baserte prognostiske studier av orale plateepitelkarsino-
mer. | disse studiene var det undersekt til sammen 214 ulike po-
tensielle prognostiske molekyler/proteiner. 75 prosent av prote-
inene var kun underspkt i én studie. Dette var et overraskende
og skuffende funn siden man trenger flere studier av det samme
proteinet for & kunne undersgke om funnene lar seg reproduse-
re. De ovrige proteinene (25 %) var undersekt i flere studier, men
likevel var det veldig fa studier av hvert enkelt protein. De tre
hyppigst studerte proteinene var proliferasjonsmarkeren Ki67,
tumor- supressor-molekylet p53 og epidermal vekstfaktor-re-
septor (EGFR).

Faktorer som pavirker vurderingen av en mulig prognostisk
marker

Publikasjonsskjevhet
Publikasjonsskjevheten er et stort problem for vurderingen av

nye prognostiske markgrer. Nesten alle studiene viste et protein

Figur 2. A-C: Invasjonsmanster i oralt plateepitelkarsinom. A: Oralt
plateepitelkarsinom. Stiplet linje markerer tumorfront. B: Kollektiv
tumorcelleinvasjon (svarte piler). C: Invasjon med enkeltceller/sma
tumorayer (svarte piler).

med en statistisk signifikant prognostisk verdi, dvs. at det var en
sammenheng mellom uttrykk av et protein og pasientens pro-
gnose. Denne overveldende mengden av studier med signifikante
prognostiske resultater er et generelt og bekymringsfullt problem
innen kreftforskningen og representerer trolig en publikasjons-
skjevhet (6). Fraveeret av studier uten prognostisk verdi kan in-
dikere en underrapportering av funn som ikke er signifikante.
Dessverre er det slik at tidsskrifter generelt ensker & publisere nye
og signifikante funn, og dette kan fordreie virkelighetsbildet.
Studier av markerer uten statistisk signifikans, hvis de blir publi-
sert, kommer gjerne fram som et bifunn i en artikkel om et annet
prognostisk signifikant molekyl. Det finnes riktignok et par tids-
skrifter som publiserer negative resultater («The All Results Jour-
nals» og «The Journal of Negative Results in BioMedicine»), men
disse er ikke godt kjent, og ingen artikler fra disse tidsskriftene
dukket opp i vare sgk. Manglende kunnskap om eksisterende ne-
gative funn eker risikoen for at studier repeteres ungdvendig og
at det slgses med penger, tid og verdifullt pasientmateriale.
Tidsskriftenes krav og forskernes gnske om & publisere nye
mulig prognostiske markerer bidrar til at listen over molekyler
som blir undersekt i orale plateepitelkarsinomer stadig blir len-
gre. Ut fra et klinisk synspunkt ville det ha veert mye mer hen-
siktsmessig om tidligere studier ble repetert pa et nytt pasientma-
teriale av andre forskningsgrupper. Forst ved en slik fremgangs-
mate kan man vurdere brukbarheten av en mulig ny marker.
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til snsket protein i cellen. Deretter tilsettes et sekundeerantistoff. Substratet binder seg til kom-
plekset bestdende av primeer- og sekundcerantistoff og avgir farge i vevet der hvor proteinet/
antigenet befinner seg. B: Resultatet av metoden i A kan ses som brun farge i vevet. C: Tumor-
vev farget med antistoff til venstre. Brun farge er positivt funn. Til hoyre ses samme preparat,
behandlet pé samme mdte, men primcerantistoffet er fjernet. Fraveer av farge viser her at anti-
stoffet bindes spesifikt til ensket protein og ikke uspesifikt til andre proteiner (negativ kontroll).

Dessverre fant vi at studiepopulasjonene
ofte besto av en blanding av svulster
med ulik TNM-inndeling og histologisk
gradering. Vi mener at fremtidige stu-
dier fortrinnsvis ber gjeres pd homo-
gene grupper av svulster, og helst pa
sma plateepitelkarsinomer, siden de ofte
fjernes i sin helhet. For eksempel vil kli-
nisk vurdering og behandling pavirke
prognosen i mindre grad i sma svulster
enn istore svulster med spredning.
Generelt har sma svulster bedre prog-
nose enn stgrre og mer avanserte svul-
ster. Siden prognosen til avanserte svul-
ster lar seg pavirke i storre grad av ytre
faktorer, er det vanskeligere & identifi-
sere en molekyleer marker hvor innfly-
telsen pd prognosen ikke overskygges
av de andre ytre faktorene. Svulster har
forskjellige sterrelser, og for & sikre at
det er markgren og ikke storrelsen pa
svulsten som gir prognostisk verdi, ber
svulster som

sammenlignes  veere

i samme undergruppe (T-stadium).

Immunhistokjemi som metode

Vev som skal brukes til immunbhistokje-
misk farging, md fikseres og stepes inn
i parafin. Flere av trinnene i denne pro-

Studiepopulasjon: starrelse og utvalg
Antallet orale plateepitelkarsinomer inkludert i de ulike studiene
varierte fra 20 til 319. De fleste studiene inkluderte under 100
plateepitelkarsinomer. Det lave antallet av svulster kan sette be-
grensninger for den statistiske analysen og tolkningen av disse.
For all biologisk forskning gjelder at statistisk signifikante funn
ikke ngdvendigvis har biologisk betydning. Ulike statistiske me-
toder krever at ulike forutsetninger er oppfylt for at de skal kun-
ne gi pélitelige resultater, en spesialkunnskap som kan kreve
bruk av statistiker. Dessverre ser det ut til at noen studier bruker
statistiske metoder som krever storre studiepopulasjoner enn det
som er tilgjengelig i den aktuelle studien. Andre bruker uriktige
metoder. For & forbinde molekyluttrykk med prognosedata, bru-
kes i noen studier kun enkle sammenligninger istedenfor mer av-
ansert overlevelsesanalyse som tar hensyn til tiden fra diagnose-
tidspunkt til pasienten enten far residiv eller der av svulsten. P&
grunn av ukorrekt bruk av statistikk kan et statistisk signifikant
funn veere direkte galt. Derfor ma man i prognostiske studier se
med et kritisk blikk pa valg av statistisk metode og tolkning.
For a vurdere en markers prognostiske betydning, ma man
sorge for at andre forhold som kan pavirke prognosen minimeres.
Ved studier av orale plateepitelkarsinomer er det best at svulstene
er sd like som mulig, for eksempel innen samme TNM-stadium.

sessen kan pavirke fargeresultatet. For

eksempel kan en biopsi som har ligget
lenge i fikseringsvaeske, gi svakere farge enn en som har ligget
kort tid i fikseringsvaesken. Derfor er vi skeptiske til resultater
som baserer seg pa fargeintensitet. Immunhistokjemi er ikke en
standardisert metode, og mange faktorer kan pavirke fargeresul-
tatet. Dermed er det viktig at bade positive og negative kontroller
inkluderes i forsgkene. Dessverre fant vi i var underspkelse at
mange studier manglet positiv og/eller negativ kontroll. Dette
gjor at vi ikke kan veere sikre pa at konklusjonene er riktige, og
studiene blir verdilgse. Likevel, selv med slike store mangler
i metodebruken, blir studiene publisert og benyttet som bade pre-

AR SO k\“‘ o B i > e
Figur 4, A-B: lllustrasjon over hvor ulikt en molekyleer markor kan
uttrykkes pa forskjellige steder i en tumor. Brunfarge i cellene betyr
at markaren er til stede. A: Fa kreftceller uttrykker markoren. B: De
fleste kreftcellene uttrykker markeren.
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miss og sammenligningsgrunnlag i andre studier. I figur 3C vises
et tumorvev som er immunfarget (til venstre) og en negativ kon-
troll av det samme preparatet (til hoyre). Hvis den negative kon-
trollen hadde vist brunfarge ville dette tydet pa en uspesifikk bin-
ding av antistoffet i tumorvevet. Dermed ville man ikke med sik-
kerhet vite hvilket molekyl man studerte. «The Human Protein
Atlas»-portalen har gjort en stor innsats for & kvalitetssikre far-
ging med antistoff i forskjellige vev med optimal bruk av kon-
troller (http://www.proteinatlas.org), men listen av antistoffer
i portalen er langt fra komplett.

Skdring av tumorvev

I de fleste studiene er det ikke beskrevet hvor i svulsten underso-
kelsen/skaringen av molekyluttrykket er gjort. Bare noen fa stu-
dier beskriver dette nesermere. De fleste svulster er heterogene,
dvs. at kreftcellenes differensieringsgrad og egenskaper varierer
gjennom svulsten. Dette kan pavirke uttrykk av molekylaere mar-
kerer. I noen omrdder av en svulst kan kreftcellene uttrykke mar-
keren, mens den ikke uttrykkes i andre omrader. Hvilken del av
tumoren er det da riktig & undersgke? P4 grunn av det varierende
uttrykket er det viktig at man gir en klar beskrivelse av hvordan
skaringen gjores, og hvilken del av svulstvevet som undersgkes
(figur 4). Av samme grunn bgr man vurdere a inkludere snitt fra
flere og dypere lag av svulsten i analysen. Dette vil gke arbeids-
byrden, men vil trolig gi et riktigere bilde av molekyluttrykket
i hver enkelt svulst enn om bare ett snitt er vurdert.

De hyppigst studerte molekyleere markarene

Blant de molekylsere markerene som er studert i perioden okto-
ber 2006 til oktober 2012, er 25 % inkludert i mer enn én studie.
De tre hyppigst studerte proteinene var proliferasjonsmarkgren
Ki67 med 11 studier (7-17), tumor-suppressor-molekylet p53
med 11 studier (8, 10, 15, 16, 18-24) og epidermal vekstfaktor-
reseptor (EGFR) med 7 studier (9, 16, 18, 19, 25-27). En oppsum-
mering av studiene av Ki67, p53 og EGFR viste en tydelig mangel
pa standardisering. I disse studiene varierte antallet pasienter/
svulster fra 28 til 198, de fleste studiene inkluderte under 100.
Sveert fa studier spesifiserte hvor i vevet skaringen av markeren
var utfort. I tillegg manglet de fleste studiene optimale kontrol-
ler. Resultatene fra overlevelsesanalysene, i de studiene hvor
analysen var inkludert, var sveert sprikende. For eksempel kunne
en marker forutsi god prognose i noen studier og darlig prognose
i andre studier. Konklusjonen blir at verken Ki67, p53 eller EGFR
kan brukes som en prognostisk marker for orale plateepitelkarsi-
nom pr. i dag.

Konklusjon

Intensiv jakt pa molekyleere prognostiske markerer gjennom fle-
re tidr har ikke gitt oss en klinisk brukbar molekyleer prognostisk
marker som er bedre enn de eksisterende prognostiske verktoye-
ne. Dette problemet gjelder de fleste krefttyper. Denne gjennom-
gangen av prognostiske undersgkelser viste at studiene var hete-
rogene med tanke pa studiedesign, metoder og statistiske analy-
ser. Nesten alle studiene kunne vise til en statistisk signifikant

marker, men den kliniske verdien av denne markeren er sjelden
bekreftet i andre studier. De f4 studiene som er repetert, er umu-
lige & sammenligne pad grunn av heterogenitet i studiedesign og
manglende informasjon om utferelsen. Vi er bekymret for kvali-
teten pd prognostiske studier i orale plateepitelkarsinomer, og at
det slgses med tid, penger og verdifullt pasientmateriale. Det er
helt nedvendig med standardisering av prognostiske studier. Det
finnes et system for standardisering, REMARK (Reporting Re-
commendations for Tumor Marker Prognostic Studies) (28), men
dette er nesten ikke i bruk, bade fordi forskere ikke kjenner til
systemet og at systemet er tidkrevende og mer arbeids- og kost-
nadskrevende hvis det skal folges.

Til tross for var kritiske holdning til prognosestudiene vi har
gjennomgatt, ma vi fa tilfeye at ny viten likevel er generert. Selv
om en ny og bedre prognostisk marker ikke er identifisert, kan
studiene leere oss en del om proteinuttrykk i celler. De kan for-
telle bade hvor og i hvilke celler ulike proteiner er uttrykt, noe
som gradvis gir oss bedre forstielse av patobiologien i munnhu-
lekreft.

Quo vadis? Hvis vi skal ha hap om & finne en klinisk relevant
marker, ma fremtidige studier forst og fremst kvalitetskontrolle-
res og standardiseres. For at vi skal kunne lykkes i denne jakten,
kreves det at forskere innser problemene med dagens studier og
er villige til & ta den jobben det er & lage gode og store nok pro-
gnostiske studier.
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English summary

Soland TM, Brusevold 1J.
Prognostic molecular markers in cancer — quo vadis?

Nor Tannlegeforen Tid. 2014; 124: 364-68.

Intensive search during several decades has failed to identify new
prognostic molecular markers in oral cancer. This review-article
is based on our present article in Histopathology (2013) (1) where
we evaluated 172 immunohistochemical prognostic marker stud-
ies in oral squamous cell carcinomas (0SCC) from 2006 to 2012.
In general, the studies are heterogeneous in study design, the use
of assay methods and statistical analyses. Almost all studies
demonstrate a significant prognostic marker, but this marker is
rarely confirmed in other studies. p53 (11 studies), Ki67 (11 stud-
ies) and EGFR (7 studies) were the most frequently studied mar-
kers in OSCC. The diverging results from these studies on small
cohorts indicate that none of them can be recommended for ro-
utine clinical use as prognostic markers in OSCC.

Quo vadis? Further studies should ensure that all the steps
from collection of biopsies until final scoring of the staining are
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performed in as standardized a manner as possible. Only then
will we be able to properly evaluate prognostic molecular mar-
kers based on immunohistochemistry in tissue sections. This will
cost time and resources, but in the long term we believe that the
effort will lead to the identification of new prognostic markers.
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