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Formalet med oppgaven

Jeg har lenge veert interessert i onkologi (kreftmedisin), spesielt de molekylaere
mekanismene bak utviklingen av ulike krefttyper, og hvilke konsekvenser molekylzere
markgrer kan ha for diagnostikk og behandling. | den forbindelse tok jeg kontakt med
Translasjonell Forskningsgruppe ved Institutt for Medisinsk Biologi som studerer molekylzaere
markgrer i vev fra kreftsvulster som har betydning for kreftutviklingen. Jeg fikk da tildelt et
prosjekt og veiledere fra denne forskningsgruppa. Prosjektet er en translasjonell studie hvor
formalet er 3@ undersgke den prognostiske betydningen proliferasjonsmarkgren Ki-67 har for
pasienter med prostatakreft. Ki-67 uttrykker hastigheten av kreftcellenes deling.

Tilstedeveerelsen av denne markgren relateres til kliniske og patologiske opplysninger.

Om oppgaven

Prostatakreft er en av de vanligste kreftformene blant menn og en av de ledende arsakene
til mortalitet i utviklede land. Det er en heterogen krefttype som kan ha et uforutsigbart
forlgp pavist i tidlig stadium. Man mangler gode nok prognostiske verktgy for a vurdere
hvilke menn som vi ha nytte av behandling for sin prostatakreft, og hvem som har gode
leveutsikter uten. | flere studier har maling av proliferasjonsmarkgren Ki-67 med
immunhistokjemi (IHC) vist en signifikant prognostisk verdi for utfallet av prostatakreft. |
denne studien gnsker jeg @ undersgke den prognostiske verdien av proliferasjonsmarkgren
(hastighetsmarkgren) Ki-67 for pasienter med prostatakreft i forhold til ulike endepunkter av
sykdommen. Jeg skal ogsa se pa hvordan Ki-67 korrelerer til de allerede veletablerte

prognostiske variablene for prostatakreft. Innledningsvis vil jeg beskrive prostatakjertelen og
1
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de ulike aspektene ved prostatakreft. Deretter vil jeg beskrive Ki-67 og oppsummere aktuelle
funn fra studier. Avslutningsvis skal jeg sammenligne og drgfte mine egne funn med andre
relevante studier, og diskutere eventuelle fordeler og ulemper med Ki-67 som prognostisk

marker for prostatakreft.

Av faglitteratur har jeg benyttet “Richard L. Drake, A. Wayne Vogl, Adam W. M. Mitchell.
Gray’s Anatomy for students. Second ed. Philadelphia: Churchill Livingstone Elsevier; 20107,
”John. E. Hall PD. Gyton and Hall Textbook of Medical Physiology. Twelfth ed. Philadelphia:
Saunders Elsevier; 2011”, “Barbara Young, James S. Lowe, Alan Stevens, Heath JW.
Wheater’s Functional Histology, A text and Colour Atlas. Fifth ed: Churchill Livingstone
Elsevier; 2011”, Vinay Kumar, Abbas Abul K., Jon C Aster. Robbins Basic Pathology. Ninth ed.
Philadelphia: Elsevier; 2013”, "Michael Schuenke, Erik Schulte, Udo Schumacher. Atlas of
Anatomy. Second ed. New York: Thieme Medical Publishers, Inc; 2009.” Jeg har funnet
aktuelle publikasjoner i stor grad gjennom medisisnske sgkebaser som PubMed og
UptoDate. Jeg har ogsa brukt Google Scholar til a finne aktuelle kilder som jeg sa har sgkt

opp i de overnevnte medisinske databasene.

Resyme

Metode

Det ble laget vevsmatriser (TMA, tissue micro array) fra 535 pasienter med prostatakreft. Fra
forhandsmarkerte omrader med epitelialt tumorvev, stromalt tumorvev, normale

epitelceller og normale stromale celler ble det stanset ut vev for a lage 13 TMA-blokker.
2
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Immunhistokjemi (IHC) ble benyttet for a visualisere kreftcellekjerner. Positive cellekjerner

ble deretter talt opp og scoret etter et eget skjema.

Resultat

| univariate analyser var Ki-67 score i tumorvev signifikant prognostisk for biokjemisk svikt
(BF, som var definert med en gkning i PSA, prostataspesifikt antigen) (p < 0,001), og i
tumorvev hvor forstadiet til prostatakreft (PIN, hgygradig intraepitelial neoplasi) var
ekskludert var Ki-67-score signifikant assosiert med biokjemisk svikt (p < 0,001) og klinisk
svikt (CF) (p = 0,018). | multivariate analyser var hgy Ki-67 score i tumorvev ekskludert PIN en
selvstendig prognostisk faktor for biokjemisk svikt (Hazard ratio, HR: 1,8, 95%
Konfidensintervall, KI: 1,14 — 2,84, p = 0,011). Ki-67-score i tumorvev hadde signifikant
korrelasjon til Gleason grad (p < 0,001), tumorstgrrelse (p = 0,025) og positiv apikal margin
(ufri reseksjonsrand) (p = 0,001). | tumorvev hvor PIN var ekskludert var Ki-67 score korrelert

til Gleason grad (p < 0,001) og positiv apikal margin (p = 0,005).

Konklusjon

Hoy Ki-67 score i prostatakreftceller er en selvstendig, negativ prognostisk faktor for
biokjemisk svikt. Ki-67 gir ytterligere prognostisk informasjon om hvor aggressiv en

kreftsvulst i prostata er.

3
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1 Forkortelser

Apikal PSM — Apikal positive surgical margin — positiv apikal reseksjonsrand
BF — Biochemical failure — biokjemisk svikt

CF — Clinical faliure — klinisk svikt

EFS — Event free survival in months — hendelsesfri overlevelse i maneder
ER — Elin Richardsen

H — Hyperplasi

H&E — Hematoxylin og Eosin

HR — Hazard ratio

IHC — Immunhistokjemi

KI — Konfidensintervall

Kirurgisk pros — Kirurgisk prosedyre (type prostatektomi)

N — Normalt vev

n —Number — antall

NLSH — Nordlandssykehuset Bodg

NPV — Negativ prediktiv verdi

NS — Normalt stroma

PCD — Protate cancer death — prostatakreft dgd

PIN — Prostata intraepitelial neoplasi (endring i prostata som kan bli kreft)
PNI — Perineural infiltrasjon

PPV — Positiv prediktiv verdi

Preop PSA — preoperativ PSA

PSA — Prostataspesifikt antigen

PSM — positive surgical margin — positiv kirurgisk reseksjonsrand

S — Tumorassosiert stroma

Sirkum. PSM — circumferent positive surgical margin — positiv circumferent reseksjonsrand
St. Olav — St. Olavs hospital/Trondheim universitetssykehus

T — Tumorepitel

UNN — Universitetssykehuset Nord-Norge

VI = Vaskulaer infiltrasjon

4
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2 Nogkkelord
Kreft

Kreftsykdom
Kreftsvulst
Prostatakreft
Immunhistokjemi
Proliferasjonsmarkegr

Ki-67
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3 Introduksjon

3.1 Insidens, prevalens og mortalitet av prostatakreft

| 2012 var den rapporterte insidensen av prostatakreft pa verdensbasis 1,1 millioner, og ca.
70% av tilfellene var i mer utviklede land (Figur 1) (1). Prostatakreft er den andre mest
vanligste kreftformen hos menn pa verdensbasis, etter lungekreft (1, 2). 12012 dgde ca.
307.000 menn av prostatakreft, og prostatakreft er den femte stgrste arsaken til

kreftrelatert dgd blant menn (1).

Male Female

Australia/New Zealand
MNorthern America
Western Europe
MNorthern Europe
Polynesia

Caribbean

More developed regions
Southern Africa

South America
Micronesia

Southern Europe

Central and Eastern Europe
World

Central America

Western Asia

Middle Africa

Western Africa

Eastern Africa

Melanesia

Less developed regions
South-Eastern Asia
MNorthern Africa

Eastern Asia
South-Central Asia

120 100 80 B0 40 20 0O 20 40 BO 80 100 120

M Incidence
GLOBOCAN 2012 (IARC) M Mortality

Figur 1: Estimerte aldersstandardiserte rater (verdensbasis) for prostatakreft per 100 000,

WHO 2012 (1).
6
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| Norge er prostatakreft den vanligste kreftformen blant menn. 5-ars relativ overlevelse var i
1975-1979 54,5%, mens fra 2010-2014 var den 90,8%. Kumulativ risiko for a utvikle
prostatakreft fram til 75 ars alder var fra 2010-2014 14,3% (3, 4). Siden oppstarten av
Prostatakreftregisteret i 2004 har det vaert en stor gkning i insidens og prevalens av
prostatakreft i Norge, mens mortaliteten har gatt ned pa tross av gkt antall nye tilfeller
(Figur 2-4). Dette kan skyldes tidligere diagnosetidspunkt, mer effektiv behandling, mange
lever lenge med sykdommen, i tillegg til at man oppdager svulster som ikke ngdvendigvis

ville gitt sykdom.

Ar Insidens  Mortalitet Prevalens
2004 3854 1051 20364
2005 3709 1020 21885
2006 3899 1008 23657
2007 4450 1072 25835
2008 4435 1070 27948
2009 4382 1037 30006
2010 4249 1030 31869
2011 4974 1038 34447
2012 4914 996 37024
2013 4836 979 39358
Totalt 43702 10301

Figur 2: Kreftregisteret 2015: Insidens, mortalitet og prevalens av prostatakreft. Norge 2004

—2013 (4).

7

Ingeborg Marie Movik, Med-3950 Medisin 5.-arsoppgave



1200
1000 I A o S
800 7 . P
6001 -

400 o=

Insidensrate (pr 100.000 personar)
\
\

200

o -
1960 1965 1970 1975 1980 1985 1990 1995 2000 2005 2010
— 0-64 ar 65-74 ar 75-84 ar 85+ ar

Figur 3: Kreftregisteret 2015: Insidensrater for prostatakreft per. 100 000 personar for

aldersgruppene 0-64, 65-74, 75-84 og over 85 ar. 1960-2013, Norge (4).
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Figur 4: Kreftregisteret 2015: Mortalitetsrater for prostatakreft per. 100 000 personar for

aldersgruppen 0-64, 65-74, 75-84 og over 85 ar. 1960-2013, Norge (4).
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3.2 Screening for prostatakreft

En gkende andel symptomfrie menn gjennomgar PSA-testing, og dette bidrar til gkningen i
insidensen av prostatakreft. Hensikten med PSA-testing er a pavise prostatakreft i et tidlig
stadium. Systematisk screening og tidlig pavisning av prostatakreft kan muligens redusere
dgdeligheten, men det er hittil ikke tilstrekkelig evidens for at totaloverlevelsen forbedredes
(5-7). Prostatakreft pavist i tidlig stadium kan ha et uforutsigbart forlgp, og det kan vaere
usikkert om svulsten vil gi symptomer som far betydning for pasientens helse og
leveutsikter. Vi mangler fremdeles gode nok metoder for a vurdere hvilke menn som vil ha
nytte av behandling for sin prostatakreft, og de som har like gode leveutsikter uten. Dette er

bakgrunnen for eventuell overbehandling (6-8).

Behandlingen for prostatakreft har en betydelig risiko for varige bivirkninger (urinlekkasje,
ereksjonssvikt, problemer med a kontrollere avfgring) som kan gi redusert livskvalitet.
Bivirkningene forekommer relativt hyppig (5, 8). Risiko for overdiagnostisering med
ungdvendig behandling og fare for bivirkninger gjgr PSA-screening omstridt. Derfor
anbefales ikke populasjonsbasert screening i Norge. Dette er i overenstemmelse med
anbefalingene fra US Preventive Services Task Force og The European Association of Urology
(EAU) (6). Det anbefales at beslutningen om a male PSA tas i samrad med en lege etter en
grundig samtale hvor pasienten informeres tilstrekkelig (5, 6, 8). Dersom menn med familizer
opphopning av prostatakreft fglges opp med malrettede undersgkelser, vil de sannsynligvis
ha redusert risiko for 3@ dg av sykdommen (6). Menn med risikofaktorer for prostatakreft bgr

informeres om PSA-prgve og testens mangelfullhet (Tabell 1) (6, 8).

9
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Tabell 1: Norsk urologisk forenings anbefalinger for allmennleger. PSA-prgve (8).

Hvem bgr anbefales PSA-prgve?

Tiltak

Menn med kjent risiko:

Menn med 2 nzere slektninger som har fatt

prostatakreft fgr fylte 60 ar.

Menn med 3 nzere slektninger som har fatt

pavist prostatakreft uansett alder.

Menn med kjent forekomst av BRACA2
mutasjon i familien, eller med opphopning av

brystkreft og/eller eggstokkreft i familien.

Menn som etter informasjon om mulig
overlevelsesgevinst med samtidig risiko for
overdiagnostikk, som gnsker a fa tatt PSA-

prove bgr fa tatt prove.

Disse mennene bgr anbefales PSA-prgve arlig
fra 40-50 ars alder (10 ar fgr yngste slektning

fikk pavist kreftsykdom).

Henvises til urolog ved PSA-verdi over
referanseomrade i flere pafglgende prgver,

eller ved stigende PSA-verdier.

Henvises til urolog ved PSA-verdi over
referanseomrade i flere pafglgende prgver,

eller ved stigende PSA-verdier.

3.3 Behandling av prostatakreft

Ved prostatakreft har man per na i hovedsak tre ulike behandlingsalternativer; 1. aktiv

overvakning, 2. radikal behandling (helbredende behandling) og 3. utprgvende behandling.

Aktiv overvakning er et godt alternativ for pasienter med lavrisiko kreft. Pasienten fglg da

jevnlig opp ved urologisk avdeling. Sykdommens utvikling monitorers ngye, og helbredende

10
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behandling iverksettes ved behov. Ved radikal behandling har man flere alternativer:
kirurgisk fjerning av prostata (radikal prostatektomi), utvendig (ekstern) stralebehandling,
innvendig stralebehandling (brachyterapi) eller en kombinasjon av disse, evt. med
hormonbehandling. Utprgvende behandling omfatter gdeleggelse av kreftcellene enten med
nedfrysning (kryoterapi) eller hgy-intensiv ultralydbehandling gjennom endetarmen (HiFu).
Cellegift gir forlenget overlevelse ved lindrende (palliativ) behandling. Valg av behandling
baseres pa pasientens sykelighet, allmenntilstand, forventet levetid, pasientens egne
forventninger til behandlingen, og vurdering av behandlingsnytte opp mot risiko for
bivirkninger. | januar 2015 ble Pakkeforlgp (et standard pasientforlgp med utredning og
behandling, ansvarsplassering og konkrete forlgpstider) for prostatakreft innfgrt i Norge (4,

6).

3.4 Normal anatom, fysiologi og histologi

Prostata er en del av mannens reproduktive system (Figur 5). Prostatakjertelen sekrerer en
tynn, melkeaktig vaeske, og ved ejakulasjon blander denne vaesken seg med sekretet fra de
to sadkanalene (ductus ejaculatorii), og danner ejakulatet. Prostata deles inn i ulike soner;
overgangssonen (ca. 5%), sentralsonen (ca. 20%), perifersonen (ca. 70%), og anteriore
(fremre) fibromuskulzaere stroma (ca. 5%) (Figur 6). Denne inndelingen er viktig da de ulike
delene ofte gir opphav til ulike sykdomstilstander. | tillegg har prostatakjertelen en
lappeinndeling (Figur 7). Prostatakjertelen bestar av kjertler og stroma. Stromaet bestar av
kollagengst bindevev (fast vev) og glatte muskelfibre. Hoveddelen av epitelet i prostata er
sekretorisk sylinderepitel med runde, prominente, basale kjerner og cytoplasma som farges

blekt ved Hematoxylin og Eosin-farging (H&E-farging), og i kontakt med basalmembranen er
11
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en liten populasjon av basalceller (Figur 8). Kjertlene har et komplekst mgnster hvor epitelet

ligger i folder, og kan ha en papille (finger-) -lignende struktur (Figur 8) (9-11).

Tela subcutanea
abdominis, stratum
membranosum
(Scarpa's fasca)
Symphysis pubica
Spatium retropubicum

V. dorsalis
profunda penis

Tela subcutanea penis
and fascia penis

Corpus cavernosum penis
Urethra, pars spongicsa

Corpus spongiosum penis

Glans penis

Preputium penis

Vesica urinaria,
apex vesicae

Peritoneum

Vesica urinaria,
viscerale

Corpus vesicae

Urethra, fossa
navicularis

Septum scroti

Scrotum

Figur 5: Prostatakjertelens plassering i bekkenet (12).
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Rectum
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Urinrgret

Sentralsonen

Anteriore
fibromuskulzaere stroma

Saedblaerene |
(vesicula
seminalis)

Figur 6: De ulike sonene i prostatakjertelen. (Ingeborg Marie Movik)

Laterale lapper

Fremre

Urinrgret (anteriore) lapp

Baklapp
(posteriore)

Figur 7: Prostatakjertelens lappeinndeling. (Ingeborg Marie Movik)
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Figur 8: Bilde tatt via lysmikroskop. Normal prostatahistologi (normalt prostatavev). Bildet
viser den papillelignende strukturen til kjertlene som ligger omgitt av stroma, samt
sekretorisk sylinderepitel med runde, lyse cellekjerner omgitt av blekt cytoplasma, og
basalceller med smalere og mgrkere cellekjerner. (Ingeborg Marie Movik)

3.5 Utvikling av prostatakreft

3.5.1 Prostatakreft

De vanligste kreftsvulstene i prostata er adenokarsinomer, og utgar fra kjertelepitelet.
Omtrent 80% vokser multifokalt (det kan veere flere stgrre eller mindre kreftsvulster i
prostata), mens kun i 20% er det en solid svulst. Cirka 75% av tilfellene oppstar i
perifersonen, 20% i overgangssonen og 5% i sentralsonen. Av adenokarsinomene er mer enn

95% av acinaer type, og disse benevnes ofte som prostatakarsinomer. De mer sjeldne
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variantene har ofte svaert darlig prognose (duktalt karsinom, mucingst karsinom,
signetringcellekarsinom og smacellet karsinom). Primaere kreftsvulster i prostata kan ogsa
utga fra overgangsepitelet i urinrgret og gangepitelet i prostata (urothelialt karsinom),
stpttevevet (sarkomer) eller lymfoid vev (lymfomer). Det er sveert sjeldent med metastaser
til prostata, direkte innvekst fra primaersvulster i nseromradet (som for eksempel fra

urinblaeren eller tykktarm) er vanligere (6).

Arkitektonisk danner kreftcellene kjertler som typisk er mindre enn de benigne (godartede),
og mikroskopisk sett har de et enkelt lag av kubiske eller lave sylinderepitelceller, og
mangler laget av basalceller som benigne kjertler har (Figur 9 og 10). Tumorcellene tenderer
til 3 vokse infiltrerende og uorganisert, og ligger ofte tett sammen og mangler folder og
forgreininger (Figur 9 og 10). Ettersom kreftcellene blir mindre og mindre differensierte
forsvinner kjertelstrukturen og kreftcellene kan da ligge i flak og strenger (Figur 10). Ved
H&E-farging varierer cytoplasma fra lyst til distinkt meark lilla farge. Kjernene er ofte
forstgrrede, irregulaere og hyperkromatome, og har en eller flere fremtredende nukleoli
(Figur 9 og 10). Det er ikke vanlig a se mitoser (celler som er i delingsfasen: S-fasen i
cellesyklus). Man kan ogsa se intraluminale krystalloider, amorf sekresjon, eller blafarget

mucings sekresjon (13).

15
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Figur 9: Hgyt differensiert prostatakreft, Gleason grad 3+3 = score 6 (Gleason gruppe 1).
Kreftcellene ligger i kjertellignende strukturer, men den typiske papillelignende strukturen er
borte. Merk at basalcellene ikke er til stede. Inne i cellekjernene til kreftcellene sees flere
nukleoli som sma, mgrkelilla flekker. (Ingeborg Marie Movik)
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Figur 10: Lite differensiert prostatakreft,GIeason grad 5+5 = score 10 (Gleason gruppe 5).
Kjertelstrukturene er borte og kreftcellene ligger uorganisert i flak og strenger. Cellekjernene
er irregulaere og har flere fremtredende nukleoli. (Ingeborg Marie Movik)

3.5.2 Risikofaktorer for a utvikle prostatakreft

Den viktigste risikofaktoren for a utvikle prostatakreft er gkende alder (Figur 11). 1 2013 var
median alder ved diagnosetidspunkt for norske menn 68 ar (4). Opphopning av prostatakreft
i ner familie gker ogsa risikoen. Hvis en fgrstelinjeslektning (foreldre, sgsken og barn) har
prostatakreft, er sjansen for selv a fa sykdommen minst doblet. Dersom to eller flere har
prostatakreft gker sjansen 5-11 ganger (14, 15). Omkring 5% av alle tilfeller av prostatakreft
og 10-20% av tilfellene fgr 60 ars alder skyldes arv (16). Arvelig prostatakreft er assosiert
med mutasjoner i genene BRAC1 og BRAC2, men det begynner ogsa a bli kartlagt at familizer

opphopning kan skyldes flere ulike gener hvor spesielle mutasjoner gir en moderat gkning i
17
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risiko (6, 17-19). Studier har vist en gkt risiko hos afroamerikanske menn sammenlignet med

kaukasiske og latinamerikanske, mens asiatiske menn har den laveste risikoen (20-23).
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Figur 11 : Kreftregisteret 2015: Aldersgruppert insidens av prostatakreft 2011-2013, 3 ar,

Norge (4).

3.5.3 Forebygging

Mange former for kreft er mulig a forebygge. Spesifikke faktorer som er assosiert med en gkt
risiko for kreft er tobakk (24, 25), kosthold (rgdt kjgtt gker risiko for tarmkreft) (26, 27),
alkohol (28-30), lite fysisk aktivitet (31, 32), overvekt (33), enkelte virusinfeksjoner (for
eksempel er human pappilomavirus (HPV) blant annet assosiert med livmorhalskreft (34) og
hepatitt B (HBV) og hepatitt C (HCV) med leverkreft (35)) og ultrafiolett straling (36). Nar det
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gjelder prostatakreft finnes det ikke vitenskapelig grunnlag for at redusert alkoholforbruk,
spesielle kosttiltak og vektreduksjon reduserer risiko, og det er derfor ikke sterke
anbefalinger utover myndighetenes generelle anbefalinger (6). Det er mulig at gkt fysisk
aktivitet og rgykestopp kan redusere risikoen, men det vitenskapelige grunnlaget er
forelgpig utilstrekkelig. Forebygging hos risikogrupper karakterisert med PSA-verdier,
hgygradig PIN (endring i prostata som kan bli kreft) eller familizer opphopning av
prostatakreft, har i dag ingen bevist effekt av preventive tiltak, men flere studier pagar na
(6). Det pagar ogsa studier pa forebyggende behandling med et type medikament (5-alpha
reduktasehemmere) som i dag benyttes i behandling av godartet prostataforstgrrelse, men
det er forelgpig ikke grunnlag for generelle anbefalinger om bruk av dette medikamentet

som forebyggende tiltak (6).

3.5.4 Risikogrupper

Pasienter med prostatakreft deles ofte inn i risikogrupper, og risikogruppering er en av
faktorene som er anbefalt brukt i forbindelse med valg av behandling (4). EAUs

risikogruppering ble revidert i 2015 (Tabell 2) (37).

Tabell 2: EAU risikogrupper for biokjemisk tilbakefall av lokalisert og lokalavansert
prostatakreft (37).

| Low-risk | Intermediate-risk | High-risk
Definition PSA<10ng/mL PSA10-20ng/mL PSA>20ng/mL | anyPSA
and GS<7 orGS7 orGS>7 any GS cT3-4
and cT1-2a orcT2b orcT2c or cN+
Localised Locally advanced
19
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3.6 Diagnostikk

3.6.1 Utredning og diagnose

For a stille diagnosen prostatakreft kreves funn av kreft i biopsier (vevsprgver) fra prostata,
eventuelt i TUR-P resektat (deler av prostata “hgvles” av gjennom urinrgret). Viktige verktgy
i utredning av prostatakreft er rektal eksplorasjon (prostata palperes med en finger via
endetarmen), maling av serum PSA, bildediagnostikk (MR, skjelettsintigrafri mm.),
mikroskopisk undersgkelse av vevsarkitekturen i prostata, og eventuell spesialundersgkelse
med immunbhistokjemi (pa nalebiopsier, TUR-P resektater og hele prostatakjertelen etter
radikal prostatektomi). Pa bakgrunn av den mikroskopiske undersgkelsen blir det gjort en
vurdering av Gleason score (prognostisk markgr) og TNM-klassifikasjon (Se kap. 3.6.3 og

3.6.4) (6).

3.6.2 Prostataspesifikt antigen (PSA)

PSA er en protease som nesten utelukkende produseres i epitelcellene i prostata. PSA
uttrykkes av bade normalt og neoplastisk prostatavev. En forhgyet PSA-verdi betyr dermed
ikke at man har prostatakreft. En normal PSA-verdi kan heller ikke utelukke alvorlig
prostatakreft. Andre arsaker til forhgyet PSA er gkende alder, benign prostatahyperplasi
(BPH), prostatitt (betennelse i prostata) og perianalt traume (6, 8). Det er vanskelig a sette
en absolutt grenseverdi for PSA-niva som grunnlag for videre utredning. Dette begrenser
sensitiviteten og spesifisiteten til PSA som markgr for prostatakreft (Tabell 3) (38-42).
Tradisjonelt har en grenseverdi pa 4,0 ng/mL blitt brukt i de store screeningsstudiene (Tabell
3) (38, 43-45). | Norge er det ikke anbefalt med PSA-screening av symptomfrie menn uten

arvelig belastning, grunnet fare for overdiagnostikk og overbehandling. Maling av serum-PSA
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benyttes ogsa til vurdering av omfang samt oppfglging etter at pasienten er behandlet for

sin prostatakreft (4, 6).

Tabell 3: Prognostiske og prediktive verdier for PSA (38-42).

Positiv
prediktiv
verdi (PPV)

Sensitivitet Spesifisitet

Negativ prediktiv
verdi (NPV)

Grenseverdi
4,0 ng/mL

Grenseverdi
3,0 ng/mL

21 % for deteksjonav 91 % Ca. 30 %.

enhver prostatakreft

51 % for deteksjon av
hgygradig
prostatakreft (Gleason
score > 8)

32 % for deteksjonav 85 %

enhver prostatakreft

68 % for deteksjon av
hgygradig
prostatakreft (Gleason
score > 8)

85 % (PSA < 4,0
ng/ml)

3.6.3 TNM-klassifisering

TNM star for tumor (T), node (N) og metastase (M). TNM-klassifisering benyttes for a

beskrive utbredelsen av en kreftsykdom ved diagnosetidspunkt og fgr definitiv behandling.

T-stadium (lokal stadieinndeling) angir utbredelse og st@rrelse av primaersvulsten, og baserer
seg pa funn ved digital rektal eksplorasjon, bildediagnostikk og histologi. N-stadium beskriver

lymfeknutestatus/spredning, og er viktig hos pasienter hvor man gnsker a gi behandling med
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kurativ intensjon. M-stadium beskriver eventuelle fijernmetastaser, og disse pavises med

skjelettscintigrafi, CT eller MR (Vedlegg 1) (6).

3.6.4 Gleason score

Gleason score er en av de viktigste prognostiske faktorene ved prostatakreft. Den er en
veletablert prognostisk indikator, og er forbundet med en rekke kliniske endepunkt som
klinisk stadium, progresjon til metastatisk sykdom og overlevelse. Gleason score er basert pa
lysmikroskopisk undersgkelse av vevsprgver fra prostata, og baserer seg pa histologisk
utseende av kreftcellene etter H&E-farging. Gleason score graderes fra 2-10, og settes
sammen av 2 Gleason grader fra 1-5 hvor hver grad hgrer til et utseende av kreftcellene. Det
me@nsteret man ser mest av blir den primaere graden og angis fgrst. Det mgnsteret man ser
nest mest av blir sekundaer grad, og angis etter dem primzaere, eksempelvis Gleason score 3
(primaer) + 4 (sekundaer) = 7. H@y score tyder pa aggressiv tumor. | 2005 hadde International
Society of Urological Pathology (ISUP) en konsensuskonferanse hvor Gleason systemet ble
modifisert, og det ble blant annet konkludert at grad 1 og 2 ikke lenger skal inngad i
graderingen, og primaer grad + verste grad (ikke sekundaere) skal utgjgre scoren. | praksis ble
score 6 den laveste som benyttes. | november 2014 anerkjente man at ytterligere
modifisering var ngdvending, og ISUP hadde da en ny konsensuskonferanse (Tabell 4, Figur

12-13) (4, 6, 46, 47).
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Tabell 4: Det nye og gamle Gleason-systemet (47).

Problemer med Gleason-systemet,

modifisert av ISUP 2005

Fordeler med det nye

graderingssystemet, ISUP 2014

Gleason gradering har en rangering fra 2-
10, men den laveste scoren som
benyttes i praksis er 6, dvs. score 2-5

benyttes ikke.

Den nye klassifiseringen gir en mer
korrekt inndeling av tumorer enn det

aktuelle systemet.

Nar pasienter far vite at de har en score
pa 6 av 10, sa impliserer dette at de har
en intermedizer prognose, og dette
bidrar til frykt for at de har en mer
alvorlig kreftsykdom, og de forventer at

behandling er ngdvendig.

Det nye systemet har forenklet antallet
graderingskategorier fra Gleason score 2-
10, med flere inndelinger basert pa
kombinasjonen av ulike mgnster og

grader, til graderingsgrupper 1-5.

| litteraturen og for terapeutiske formal,
har ulike scorer ukorrekt blitt satt i
samme gruppe og dermed antatt og ha
lik prognose. F.eks. regner mange
klassifiseringssystemer Gleason score 7
som en enkel score, uten a skille mellom
3+4 og 4+3, selv om studier har vist

signifikant verre prognose for sistnevnte.

Den laveste graden er na 1 og ikke 6 slik
som i det gamle Gleason-systemet, hvor
det da var potensiale for overbehandling

og ungdvendig engstelse hos pasienter.
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Weinzerl | Visual Media
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Figur 12: Prostata adenokarsinom (histologisk mg@nster): original (venstre) og 2015
modifisert ISUP Gleason skjematisk diagram (47).

Histological Definition of New Grading System

Grade Group 1 (Gleason score <6) — Only individual discrete well-
formed glands
Grade Group 2 (Gleason score 3+4 = 7) — Predominantly well-formed
glands with lesser component of poorly- formed/fused/cribriform
glands
Grade Group 3 (Gleason score 4+ 3 = 7) — Predominantly poorly-
formed/fused/cribriform glands with lesser component of well-formed
glandst
Grade Group 4 (Gleason score 4+4 =8;3+5=8; 5+3 = 8)
Only poorly-formed/fused/cribriform glands or
Predominantly well-formed glands and lesser component lacking
glandstt or
Predominantly lacking glands and lesser component of well-formed
glandst+
Grade Group 5 (Gleason scores 9-10) — Lacks gland formation (or with
necrosis) with or w/o poorly formed/fused/cribriform glandst

tFor cases with > 95% poorly-formed/fused/cribriform glands or lack of
glands on a core or at RP, the component of <5% well-formed glands is not
factored into the grade.

t1Poorly-formed/fused/cribriform glands can be a more minor component.

Figur 13: Histologiske definisjoner for det nye Gleason graderingssystemet (47).
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3.6.5 Immunhistokjemi (IHC)

IHC er en metode for a pavise proteiner i vevssnitt. Det er ogsa en fargemetode som baserer
seg pa prinsippet hvor et antistoff binder et antigen. En type hvite blodceller (B-celler)
produserer proteiner som kan binde spesifikt til ulike antigen. Disse antigen-bindende
proteinene kalles for immunglobuliner. Et antistoff er den sekrerte formen av
immunglobuliner. Et antigen er et molekyl som kan utlgse en spesifikk immunrespons, nar
det binder til sitt antistoff (48). Ved IHC benytter man isolerte antistoff direkte rettet mot
spesifikke cellekomponenter, enzymer, normale vevskomponenter, hormoner, eller
kreftmarkgrer. Farging med IHC utfgres pa formalinfiksert, parafin-innstgpt vev pa
objektglass (49). Metoden gar ut pa at man tilsetter gnsket antistoff til vevet for a se om det
antigenet man leter etter et til stede. Hensikten med IHC er altsa a oppna en visualisering av

antistoff-antigen interaksjonen.

Vevet man gnsker a undersgke for et antigen tilsettes f@rst et primaert antistoff. Hvis det
aktuelle antigenet er til stede far man en antistoff-antigen binding. Deretter tilsettes et nytt
antistoff (sekundeaerantistoff) som er merket med biotin (vitamin). Sekundaerantistoffet med
biotin (biotinylert sekundaert antistoff) binder seg sa til det primaere antistoffet. Sa tilsettes
et nytt kompleks som bestar av avidin (protein) og enzymet Horse Radish Peroxydase (HRP).
Avidin binder seg sterkt til biotin, og det tilsatte komplekset vil da reagere med det
biotinylerte sekundaere antistoffet. HRP katalyserer reaksjonen, og ved tilsetting av en
fargelgsning (DAB) og hydrogenperoxyd, vil DAB oksideres ut som en brunlig farge som vi

kan gjenkjenne i mikroskopet (Figur 14) (50, 51).
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Figur 14: Prinsippet for den immunhistokjemiske metoden. (Ingeborg Marie Movik)

Ved usikker diagnose anbefales IHC. Man kan da benytte antistoffer for hgymolekylaert

cytokeratin, p63 og AMACR, eventuelt trippelfarge for disse (6). IHC for hgymolekylaert

cytokeratin kan benyttes for a identifisere basalceller, som er til stede i godartede, men ikke

ondartede kjertler (52, 53). Noe av ulempen med denne fargingen er at noen kreftceller kan

farge positivt, og noen godartede kjertler kan farges svakt (54). p63 er et nuklezert protein

som er meget spesifikt for basalceller i prostata, som har vist seg a vaere en mer palitelig
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markegr enn hgymolekylaert cytokeratin grunnet sin tydelige farging av kjernene i
basalcellene (55). AMACR (P504S) er en molekyleer markgr for adenokarsinomer i prostata
(56, 57). Adenokarsinomer i prostata skal da farge negativt for hgymolekylaert cytokeratin og

p63 (da de basale cellene ikke er til stede ved prostatakreft), og positivt for AMACR.

3.7 Proliferasjonsmarkgren Ki-67

3.7.1 Ki-67

Ki-67 er et nukleaert protein forbundet med ribosomal RNA-syntese og proliferasjon
(hastigheten pa celledeling) gjennom cellesyklus. Ki-67-proteinet uttrykkes i de aktive fasene
G1-, S-, G2- og M-fase i cellesyklus. Celler som er i GO-fase er i hvilefasen, og uttrykker ikke
Ki-67. Dette gjgr at Ki-67-proteinet, ogsa kalt Ki-67-antigenet, kan benyttes som markgr for
proliferasjon av tumorceller. Proliferasjonshastigheten har vist seg a veere en indikator for
hvor aggressiv en kreft er. Ved mikroskopisk undersgkelse av prostatakreft ses det oftest
ingen mitoser (celledelingsfasen). Derfor kan ikke telling av mitoser benyttes som indikator
for proliferasjon og aggressivitet for kreftsvulster i prostata, slik det for eksempel gjgres ved
brystkreft der mitosetelling er et nyttig verktgy for gradering av aggressivitet. Graden av
proliferasjon/aggressivitet kan undersgkes ved IHC hvor man benytter antistoffer direkte
rettet mot Ki-67-antigenet. Celler som er i de aktive fasene av cellesyklus vil da farges
positivt, mens celler i hvilende fase vil vaere negative (Figur 15-17). Typisk oppgis mengden
Ki-67 som prosentandel av den totale cellepopulasjonen som farger positivt (Tabell 6) (58-

61).

27

Ingeborg Marie Movik, Med-3950 Medisin 5.-arsoppgave



Figur 15: Normalt prostatavev. IHC med visualisering av Ki-67. Cellekjerner som farger
positivt for Ki-67 er brune. Bildet viser en normal prostatakjertel med normal Ki-67 score.
(Ingeborg Marie Movik)
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Figur 16: Prostatakreft med Gleason grad 3+3 = score 6 (Gleason gruppe 1). Bildet viser en
lav Ki-67 score. (Ingeborg Marie Movik)
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Figur 17: Prostatakreft med Gleason grad 4+4 = score 8 (Gleason gruppe 4). Bildet viser en
hgy Ki-67 score. (Ingeborg Marie Movik)

3.7.2 Ki-67 som prognostisk markgr for prostatakreft

Graderingssystemet for prostatakreft tar ikke hensyn til proliferasjonsraten til kreftcellene, i
motsetning til mange andre graderingssystemer. Det er dermed tenkelig at maling av
proliferasjonsraten til kreftcellene kan gi ytterligere prognostisk informasjon (62). | den
eksisterende litteraturen er det stgtte for at bruk av Ki-67 er et godt mal for evaluering av
den proliferende celleandelen i vev (61, 63-66). | en oppsummeringsstudie av Kristiansen i
2012 (67), der han har sett pa en rekke kohortstudier med et stort antall prgver fra prostata
etter radikal prostatektomi eller TURP-operasjon, viste at malinger av Ki-67 ved bruk av IHC
har en signifikant prognostisk verdi for utfallet for prostatakreft (67). Flere andre studier har
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ogsa vist at maling av proliferasjonsraten, ved bruk av Ki-67, kan forbedre var vurdering av
prognosen for prostatakreft, hos menn behandlet bade konservativt og radikalt (62, 64, 67-
72). | de overnevnte studiene har Ki-67 vist a ha en selvstendig prognostisk verdi, og at Ki-67

gir ekstra prognostisk informasjon i tillegg til Gleason score og serum PSA.

4 Materiale og metode

Utvelgelsen av pasienter, innhenting av data, fremstilling av histologiske snitt med H&E-
farging, konstruksjon av TMA, IHC og scoringen av Ki-67 er utfgrt av medlemmer av

Translasjonell Forskningsgruppe ved Institutt for Medisinsk Biologi.

4.1 Materialet

4.1.1 Pasienter

671 pasienter ble retrospektivt indentifisert med radikal prostatektomi for adenokarsinom i
prostata mellom 01.01.1995 til 31.12.2005 fra arkivene til Avdeling for patologi ved St. Olavs
hospital/Trondheim Universitetssykehus (St. Olav) (n = 341), Nordlandssykehuset Bodg
(NLSH) (n = 63) og Universitetssykehuset i Nord Norge (UNN) (n = 267). Av disse pasientene
ble 131 ekskludert grunnet manglende vevsblokker for reevaluering (St. Olav n =112, NLSH n
=3, UNN n = 15), fire pasienter ble ekskludert da de hadde annen kreftsykdom 5 ar innen
diagnosen prostatakreft (UNN n = 4), en pasient ble ekskludert grunnet tidligere radioterapi

av bekkenomradet (NLSH) og en pasient ble ekskludert pa bakgrunn av manglende
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oppfelgingsdata (St. Olav). Dermed hadde 535 pasienter komplett oppfa@lgingsdata og

vevsblokker for reevaluering, og disse ble inkludert i studien (Tabell 5).

Tabell 5: Utvalget av pasienter til studien.

Sykehus Pasienter Ekskludert Inkludert
UNN 267 19 248

St. Olav 341 113 228
NLSH 63 4 59

Totalt 671 136 535

4.1.2 Scoringssystemet

Siden prostatakreft er en heterogen svulsttype som er bygget opp av flere vevstyper ble de
ulike vevstypene scoret hver for seg hos den enkelte pasient. De ulike vevstypene fikk
benevningene; H = hyperplasi, PIN = prostataintraepitelial neoplasi, N = normalt vev, NS =
normalt stroma, S = tumorassosiert stroma og T = tumorepitel. Det var ogsa flere scoringer
innenfor hver kategori: H1-4, PIN1-4, NS1-3, N1-5, S1-6 og T1-6. Kombinerer man S og T far
man Ki-67 score i tumorvevet som helhet. PIN kan vaere forstadiet til prostatakreft, og det
ble laget to ulike kategorier hvor den ene inkluderte PIN med T og S ogen med kun T og S
(Tabell 6). For a se pa Ki-67 score i normalt prostatavev (ikke kreft) ble kategoriene N, NS og
H slatt sammen (Tabell 6). Det ble ogsa laget en egen kategori for normalt prostatavev uten
H (Tabell 6). Dette ble gjort for @ se om H og PIN hadde noen betydning. Sammensldingen til
de fire hovedkategoriene ble gjort ved bruk av gjennomsnitt. De fire hovedkategoriene fikk
benevningene; 1. normalt prostatavev inkludert hyperplasi, 2. normalt prostatavev

ekskludert hyperplasi, 3. tumorvev inkludert PIN og 4. tumorvev ekskludert PIN (Tabell 6).
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Det ogsa opprettet to grupper hvor Ki-67 score ble delt inn etter hgy og lav score. Denne
inndelingen ble gjort for a finne den beste grenseverdien som deretter ble definert som

median = 1,5. Lav score ble definert som < 1,5 og hgy score som > 1,5.

Tabell 6: De fire hovedkategoriene for Ki-67 score i normalt prostatavev og tumorvev.

Hovedkategoriene 1 2 3 4
Normalt Normalt Tumorvev Tumorvev
prostatavev prostatavev inkludert PIN
inkludert
hyperplasi

Gjennomsnitt av N1-5+ NS1-3+  N1-5+ NS1-3 S1-6+T1-6 + S1-6 +T1-6
scoringene i H1-4 PIN1-4

Forkortelser: N = normalt prostatavev; NS = normal stroma ; H = hyperplasi; S =
tumorassosiert stroma; T = tumorepitel; PIN = prostataintraepitelial neoplasi

4.2 Metoder

4.2.1 H&E-farging av histologiske snitt

Prgvematerialet er vevsbiter fiksert i bufret 4% formalin. Materialet legges i briketter med
prevenummer pa og fremfgres, for det stgpes i parafinblokker, snittes og farges. Snittene
avparafineres i xylen, sa hydreres de ved hjelp av 95% alkohol, tilsettes rennende vann, fgr
hematoxylin (farge) tilsettes. Deretter skylles snittene i rennende vann fgr de settes i Scotts
vaeske hvor snittene far en blafarge. Snittene skylles igjen i rennende vann fgr eosin (farge)
tilsettes, og deretter skylles snittene igjen i rennende vann. Sa fjerner man vannet ved 3
tilsette 96% alkohol og et organisk Igsemiddel (xylen). Til slutt innstgpes snittene.

Cellekjerner blir dermed farget blalig og cytoplasma farges rgdlig.
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4.2.2 Vevsmatriser (TMA, Tissue Microarray)

Vevsmatriser er sveert verdifulle samlinger av vev fra pasienter med bestemte
sykdomsbilder. | dette tilfellet benyttet vi vev fra 535 prostatakreftpasienter. Fordelen med
vevsmatriseteknologi er at det er en metode som gjgr det mulig & undersgke mange
vevsprgver fra ulike pasienter samtidig. Flere vevsskiver pa 4 um ble kuttet med et Micron

microtom (HM355S), festet til objektglass og deretter forseglet med parafin.

Metoden gar ut pa fglgende: vevsbiter som allerede er innstgpt i parafinblokker og som er
arkivert i en diagnostisk- eller forskningsbiobank blir brukt. | dette tilfellet var materialet fra
en diagnostisk biobank. Sma sylindre av vev (0,6 mm) fjernes fra donorblokken (vevsblokken
til pasienten) og overfgres til en vevsmatriseblokk. Opp til for eksempel 150 slike sylindre
kan legges i den nye vevsmatriseblokken. Vevsmatriseblokken utgj@ér da en standardisert
samling av vev fra de inkluderte pasientene. Det var slike vevsmatriser som ble brukt i var
studie. Fgr utstansing av vevssylindrene var 2 ulike omrader med epitelialt tumorvev og
stromalt tumorvev avmerket (utfgrt av patolog, ER) og disse omradene ble da overfgrt til
vevsmatrisen. Totalt ble det laget 12 slike matriser. Det ble ogsa gjort tilsvarende for
normale epitelceller og normalt stromalt vev hos de samme kreftpasientene. | tillegg valgte

vi d lage en TMA med vev fra pasienter uten prostatakreft.

4.2.3 Ki-67 farging

For farging pa Ki-67 brukte vi IHC. Dette ble gjort ved at vi brukte en fargemaskin: Ventana

Benchmark XT som benytter et automatisk fargesystem (utstyret er fra Ventana Medical
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Systems, Tucson, AZ). Fra fabrikanten var det ogsa spesifikke reagenser som ble brukt. TMA
pa objektglass ble avparafinisert med xylen og rehydrert i gkende konsentrasjoner av etanol.
Endogen peroxidase (enzym) ble blokkert med bruk av Ventana endogen-peroxidase sett
(Ventana endogenous peroxidase blocking kit), etter rensing med destillert vann. Fglgende
antistoff fra Ventana Medical (Tucson, Arizone, USA) ble brukt for a vurdere den
proliferative aktiviteten til vevet: CONFIRM ANTI-Ki-67 (30-9) som er et monoklonalt
primaert antistoff fra kanin, som kan reagere pa C-terminalen av Ki-67-antigenet. Det er
dette antistoffet man bruker i rutinediagnostikk ved patologiavdelinger i Norge. Positiv
farging for Ki-67 ble identifisert lysmikroskopisk med tilstedevaerelse av brunfarging (DAB) av

cellekjernen i kreftceller.

4.2.4 Scoring

Alle snittene ble re-klassifisert med tanke pa Gleason gradering og semikvantitativt scoret av
ER ved hjelp av lysmikroskop og uten patologisk eller klinisk informasjon om pasientene.
Prosentandelen av positivt farget tumorcellekjerner fra minst 200 tumorceller ble telt opp,
og deretter gitt en score ved bruk av fglgende system:0=0%,1=1-25%,2=2,6-4%, 3

> 5 %. Verdiene gitt ved scoring ble sa delt inn i hgye og lave verdier (Tabell 7).
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Tabell 7: Klassifisering av scoringen basert pa intensiteten av farging fra 0 — 4.

Prosentandel Score Definisjon av score
0% 0 Ingen farging
1-2,5% 1 Svak farging
2,6—-4% 2 Moderat farging
25% 3 Sterk farging
4 Manglende kjerne eller

manglende relevante celler

4.2.5 Statistikk

Alle de statistiske analysene ble utfgrt med bruk av det statistiske programmet IBM SPSS,
versjon 21 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA). Spearmans korrelasjonskoeffisient ble brukt for a
undersgke assosiasjonen mellom Ki-67-score og de kliniske- og patologiske variablene. For
univariate analyser brukte vi Kaplan-Meier-kurver med fglgende endepunkter: 1) Biokjemisk
svikt (BF), 2) Klinisk svikt (CF) og 3) Prostatakreft dgd (PCD). BF ble definert som en stigning i
PSA til 2 0,4 ng/ml i minimum 2 ulike blodprgver postoperativt. CF ble definert som
bekreftet lokal symptomatisk progresjon som ikke lar seg behandle og/eller funn av
metastaser til skjelettet, viscerale organer eller lymfeknuter pa med CT, MR, skjelettscanning
eller ultralyd. PCD ble definert som d@d grunnet progressiv og disseminerende
kastrasjonsresistent prostatakreft, som ikke lar seg kontrollere med behandling. Alle de
signifikante variablene fra den univariate analysen ble satt inn i en multivariat analyse med
bruk av Cox regresjonsmodell. p-verdier < 0,05 ble regnet som signifikante for alle
analysene.
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5 Resultat

5.1 Korrelasjonsanalyser

Av alle de kliniske- og patologiske variablene hadde Ki-67-score i tumorvev i prostata
signifikant korrelasjon til Gleason grad (p < 0,001), tumorstgrrelse (p = 0,025) og positiv
apikal margin (p = 0,001) (Tabell 8). | tumorvev hvor PIN var ekskludert hadde Ki-67 score
signifikant korrelasjon til Gleason grad (p < 0,001) og positiv apikal margin (p = 0,005) (Tabell
8). Ki-67-score i normalt prostatavev hadde ingen signifikant korrelasjon til noen av

variablene.

Tabell 8: Signifikant korrelasjon mellom Ki-67-score i tumor og kliniske og patologiske
variabler.

Signifikant korrelasjon

Ki-67-score i tumor Ki-67-score i tumor
inkludert PIN ekskludert PIN
Gleason grad
p-verdi < 0,001 < 0,001
Tumorstgrrelse
p-verdi 0,025 -
Apikal PSM
p-verdi 0,001 0,005

Forkortelser: Apikal PSM = positiv apikal reseksjonsrand; PIN = prostataintraepitelial
neoplasi.

5.2 Univariat analyser

De fglgende kliniske og patologiske variablene var alle signifikante prognostiske faktorer for
BF: preoperativ PSA, pT-stadie, pN-stadie, perineural infiltrasjon, tumorstgrrelse, ufri

kirurgisk reseksjonsrand, ufri sirkumferent reseksjonsrand, vaskulaer infiltrasjon og Gleason
37

Ingeborg Marie Movik, Med-3950 Medisin 5.-arsoppgave



grad. For CF var fglgende variabler signifikant prognostiske: alder, preoperativ PSA, pT-
stadie, pN-stadie, perineural infiltrasjon, tumorstgrrelse, ufri sirkumferent reseksjonsrand,
vaskulaer infiltrasjon og Gleason grad. For PCD var preoperativ PSA, pT-stadie, pN-stadie,
perineural infiltrasjon, ufri sirkumferent reseksjonstand, vaskulaer infiltrasjon og Gleason

grad signifikante prognostiske faktorer. Resultatene er presentert i Tabell 9.
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Tabell 9: Pasientkarakteristika, kliniske- og patologiske variabler som prediktorer for BF, CF
og PCD hos pasienter med prostatakreft (n = 535) (univariat analyse; log rank test).
Signifikante p-verdier et uthevet (grense p < 0,05).

Karakteristika Pasienter Pasienter BF CF PCD
(n) (%) (n=200) (n=56) (n=18)
5-ars p 10-ars p 10-ars p
EFS (%) EFS (%) EFS (%)
Alder 0,237 0,038 0,404
<65ar 357 67 77 94 98
> 65 ar 178 33 70 91 98
Preop. PSA <0,001 0,029 0,003
PSA< 10 308 58 81 95 99
PSA > 10 221 41 68 89 97
Mangler 6 1
pT-stadie < 0,001 < 0,001 0,001
pT2 374 70 83 97 99
pT3a 114 21 61 87 98
pT3b 47 9 43 74 91
pN-stadie < 0,001 < 0,001 < 0,001
NX 264 49 79 96 99
NO 268 50 72 90 97
N1 3 1 0 33 67
PNI < 0,001 < 0,001 < 0,001
Nei 401 75 80 96 99
Ja 134 25 60 83 95
Tumorstgrrelse < 0,001 0,002 0,085
<20 mm 250 47 83 96 99
>20mm 285 53 68 90 97
PSM 0.049 0,198 0.843
Nei 286 53 69 90 98
Ja 249 47 81 96 98
Apikal PSM 0,063 0,427 0,128
Nei 381 71 82 96 99
Ja 154 29 57 85 96
Sirkum. PSM < 0,001 < 0,001 0,022
Nei 381 71 82 96 99
Ja 154 29 57 85 96
VI < 0,001 < 0,001 < 0,001
Nei 492 92 77 95 99
Ja 43 8 47 70 90
Kirurgisk pros. 0,466 0,308 0,965
Retropubisk 435 81 77 92 98
Perineal 100 19 68 95 99
Gleason < 0,001 < 0,001 < 0,001
Grad. gruppe 1 183 34 83 98 99
Grad. gruppe 2 219 41 77 94 99
Grad. gruppe 3 81 15 70 90 96
Grad. gruppe 4 17 3 58 86 94
Grad. gruppe 5 35 7 36 65 91

Forkortelser: BF = biokjemisk svikt; CF = klinisk svikt; PCD = prostatakreft dgd; EFS =

hendelsesfri overlevelse i maneder; VI = vaskulzer infiltrasjon; PNI = perineural infiltrasjon;
Preop = preoperativ; PSA = prostataspesifikt antigen; PSM = fri kirurgisk reseksjonsrand;

Sirkum. PSM = positiv sircumferent reseksjonsrand; Apikal PSM = positiv apikal
reseksjonsrand; Kirurgisk pros = kirurgisk prosedyre; Grad. gruppe = graderingsgruppe.
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Ki-67 score i tumorvev inkludert hgygradig PIN var signifikant prognostisk for BF (p < 0,001). |
tumorvev hvor hgygradig PIN var ekskludert var ogsa Ki-67-score signifikant assosiert med
BF (p < 0,001) i tillegg til CF (p = 0,018). Det var ingen signifikant assosiasjon mellom Ki-67
score i normalt prostatavev fra kreftpasienter og endepunktene. Resultatene er presentert i

Figur 18 og Tabell 10.

Hey versus lav Ki-67 score i tumorvev (ekskludert PIN)
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Figur 18: Kaplan-Meier kurver som viser andelen av prostatakreftpasienter (n = 535) med
overlevelse uten biokjemisk svikt (A) og klinisk svikt (B) over tid, fordelt etter hgy og lav Ki-67
score i tumorvev (ekskludert PIN). Hgy Ki-67 score var signifikant assosiert med redusert
overlevelse for biokjemisk svikt (A) og klinisk svikt (B). Lav score var definert som < 1,5 og
hgy score som > 1,5. P-verdiene er fra log-rank test med alle scoringsverdiene av Ki-67 (ikke
dikotomisert). En p-verdi < 0,05 ble regnet som statistisk signifikant.
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Tabell 10: Ki-67 score som prediktor for BF, CF og PCD hos pasienter med prostatakreft (n =
535) (univariat analyse; log rank test). Signifikante p-verdier et uthevet (grense p < 0,05).

Pasienter Pasienter BF CF
n %

(n) (%) (n=200) (n=56)

Ki-67 score 5-ars EFS  p-verdi 10-ars p-verdi
(%) EFS (%)

Normalt 0,601 0,855
prostatavev
inkludert
hyperplasi
Lav score 251 47 83 96
Hgy score 9 2 67 88
Mangler 275 51 - -
Tumorvev <0001 0,223
inkludert
PIN
Lav score 410 77 76 93
Hgy score 35 7 54 88
Mangler 90 17 - -
Normalt 0,311 0,731
prostatavev
Lav score 221 41 82 95
Hgy score 5 1 80 100
Mangler 309 58 - -
Tumorvev < 0,001 0,018
Lav score 409 77 76 93
Hgy score 36 7 55 89
Mangler 90 27 - -

Forkortelser: BF = biokjemisk svikt; CF = klinisk svikt; PCD = prostatakreft dgd; EFS =
hendelsesfri overlevelse i maneder; PIN = prostataintraepitelial neoplasi
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5.3 Multivariate analyser

| den multivariate analysen (Tabell 11) var hgy Ki-67 score (dikotomisert) i tumorvev

ekskludert PIN en selvstendig prognostisk faktor for biokjemis svikt (HR: 1,8, 95% Kl: 1,14 —

2,84, p=0,011) i tillegg til pT-stadie (p < 0,001), positiv sirkumferent margin (p = 0,006) og

perineural inflitrasjon (p = 0,006).

Tabell 11: Cox regresjonsanalyse som summerer de selvstendig signifikante prognostiske
faktorene for biokjemisk svikt for pasienter med prostatakreft (n = 535). P-verdier < 0,05 ble
regnet som signifikante.

Variabel Biokjemisk svikt

HR K1 95% p
pT-stadie < 0,001
pT2 0,348 0,22 -0,56 < 0,001
pT3a 0,572 0,36-0,91 0,019
Sirkum. PSM 0,006
Nei
Ja 1,96 1,21-3,16
PNI 0,006
Nei
Ja 1,6 1,15-2,26
Ki-67 score i 0,011
tumorvev ekskludert
PIN
Lav
Hay 1,8 1,14-2,84

Forkortelser: Sirkum. PSM = positiv sirkumferent margin/reseksjonsrand; PNI = perineural
inflitrasjon; PIN = prostataintraepitelial neoplasi; KI = konfidensintervall; HR = hazard ratio.
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6 Diskusjon

| denne studien som bestar av 535 pasienter har vi undersgk om celleproliferasjonsmarkgren
Ki-67 spiller en rolle hos pasienter med prostatakreft sammenliknet med veletablerte
patologiske- og kliniske variabler. | fglge vare funn sa har pasienter med en hgy Ki-67 i
kreftsvulstene betydelig gkt risiko for a fa biokjemisk- og klinisk svikt. Flere andre studier har
funnet en signifikant assosiasjon mellom Ki-67 score og biokjemisk svikt, noe som er i trad
med vare funn. | oppsummeringsartikkelen til Kristiansen som inkluderte 21 ulike studier var
konklusjonen at Ki-67 har vist signifikant prognostisk verdi for pasienter med prostatakreft
(bade i univariate og multivariate analyser) (67). Andre studier har ogsa stgttet dette. Hgy Ki-
67 score var prognostisk for biokjemisk svikt i ulike kohortstudier med pasienter behandlet
med radikal prostatektomi (68, 69, 73-77), og for pasienter behandlet med radioterapi (64,
71, 78-80). Felles for disse studiene var at antallet pasienter var lavt (giennomsnitt n = 244).
Stgrrelsen pa kohortstudier kan stor ha betydning for resultatene. En av fordelene med

denne studien er det relativt store antallet pasienter (n =535).

| analysene vare var det statistisk signifikant korrelasjon mellom Gleason score og Ki-67, men
nar man ser pa dataene var det ngdvendigvis ikke slik at stgrstedelen av dem med hgy Ki-67
score hadde mest aggressiv kreft i fglge sin Gleason score. Av pasientene med hgy Ki-67
score i tumorvev (dikotomisert, n = 36) hadde ca. 31% en Gleason score > 8. Blant
pasientene med Ki-67 score > 2 (moderat til sterk farging, n = 21) hadde 58 % en Gleason
score 2 8. Av de 4 pasientene med Ki-67 score pa 3 (sterk farging) hadde 50 % en Gleason

score 9 (Graderingsgruppe 5), mens de resterende hadde Gleason score 7a
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(Graderingsgruppe 2) og 7b (Graderingsgruppe 3). | de multivariate analysene hadde Ki-67
score i tumorvev (ekskludert PIN) en selvstendig prognostisk verdi, mens Gleason score ble
slatt ut. Gleson score baserer seg pa utseende av kreftvevet, men da vi ikke kan se cellene
dele seg inngar ikke dette i scoringen. Funnene i var studie kan tyde pa at
proliferasjonshastigheten, her malt med Ki-67, spiller en signifikant rolle i vurderingen av
prognosen. Ved a visualisere graden av celledeling far man i denne studien ytterligere
prognostisk informasjon nar man studerer prostatakreftvev i mikroskopet. Dette vil veere en
nyttig tilleggsinformasjon i tillegg til Gleason score som sier noe om hvor aggressiv

prostatakreften er hos den enkelte pasient.

| var studie hadde vi ikke mange nok pasienter som var dgde av prostatakreft (n = 18) for a
tilstrekkelig underspke sammenhengen mellom Ki-67 score og dgd, men flere andre studier
har undersgkt dette og funnet en signifikant sammenheng. Stgrrelsen pa disse studiene
varierte mellom 125 — 221 inkluderte pasienter. | en stor studie av Berney et. al fant man at
Ki-67 var prognostisk for dgd av prostatakreft for pasienter under aktiv overvakning. | denne

studien var det inkludert 693 pasienter (71).

Den definerte grenseverdien for hgy Ki-67 score varierer mellom ulike studier, og det er
ingen fastsatt grenseverdi for scoring av Ki-67. | var studie ble Ki-67 score dikotomisert til
separere dem med fglgende: lav score ble definert som < 1,5 og 21,5 som hgy score, som
tilsvarer en prosentvis farging av kreftceller pa = 2,4 — 2,5%. Farging pa = 5% ble definert som

sterk farging. | fglge Kristiansen (67) varierer grenseverdien for Ki-67 for positiv farging av
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tumorcellekjerner fra 2,4% — 26%, og i alle disse studiene har Ki-67 en signifikant prognostisk
verdi (67). Hvilken grenseverdi som benyttes vil kunne ha stor betydning for hvordan de
statistiske analysene sldr ut. En lav grenseverdi vil gi gkt sensitivitet, men en lavere
spesifisitet. Dette betyr at man kan fange opp flere avdem med en darligere prognose, men
flere pasienter med en potensielt bedre prognose vil ogsa ende opp med en definert hgy Ki-
67 score. Generelt tolererer man en lavere spesifisitet i diagnostikken av veldig alvorlige
sykdommer hvor det finnes god behandling. For prostatakreft pagar det allerede en debatt
rundt overdiagnostikk og overbehandling med risiko for potensielt alvorlige bivirkninger, og
det er av avgjgrende betydning a finne markgrer som kan hjelpe til med a skille disse

pasientene slik at de far mest mulig persontilpasset diagnostikk og behandling.

Det finnes ingen uniform metodologi for Ki-67 IHC og evaluering av resultatene (81).
Metoden har en utfordring i forhold til reproduserbarhet da det er vanskelig a fullstendig
standardisere IHC, selv med automatisert utstyr. Faktorer som pavirker resultatet er blant
annet hvordan vevet handteres fgr, etter og under fiksering, fikseringstiden, hvilket utstyr
som benyttes, ulike immunhistokjemiske protokoller, hvordan vevet snittes (tykke snitt gjgr
det vanskelig a skille kjerner og cellestrukturer fra hverandre), darlig vasking av vevet
mellom trinnene i fargeprosessen (kan gi falsk positive svar) og hvilket vev som velges ut for
undersgkelse. Pa grunn av at prostatakreft er en heterogen krefttype som vokser
multifokalt, er det ikke sikkert at de vevsprgvene vi undersgker kommer fra de omradene
med hgyest risiko og dermed er representative for alvorlighetsgraden av sykdommen (81,
82). | tillegg er manuell telling av fargede cellekjerner og scoring med IHC subjektivt og har
en betydelig intra- og interobservasjons-variasjon (67). Det finnes ogsa flere antistoffer
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rettet mot Ki-67. De fleste studier har benyttet antistoffet MIB-1 for visualisering av Ki-67
med IHC (67), mens i denne studien er antistoffet CONFIRM ANTI-Ki-67 brukt. Det at vi
benytter et annet antistoff kan sees pa som en ulempe. Slik jeg kjenner det, er det ingen
studier som sammenligner de ulike antistoffene rettet mot Ki-67 for a undersgke eventuelle

forskjeller mellom dem.

7 Konklusjon

Nar man ser pa prostatakreft i lysmikroskop ser man stort sett ingen mitoser, noe som er
vanlig for mange andre solide kreftsvulster. Derfor er heller ikke proliferasjonsraten til
kreftcellene en del av graderingssystemet for prostatakreft. Funnene i var studie tyder pa at
selv om vi visuelt ikke kan se at cellene deler seg (ser mitoser), sa har proliferasjonsraten til
kreftcellene i prostatakreft en betydning for prognosen og gir ytterligere prognostisk
informasjon til de veletablerte kliniske og patologiske markgrene brukt ved prostatakreft. |
var studie fanti vi at Ki-67 gir ytterligere prognostisk informasjon om hvor aggressiv en

kreftsvulst i prostata er da den kan gi informasjon om risiko for biokjemisk- og klinisk svikt.
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9 Vedlegg

Vedlegg 1: TNM-klassifisering av prostatakreft (83).

Tumor node metastasis (TNM) stage definitions for prostate cancer

Primary tumor (T)

Clinical (cT)

X Primary tumor cannot be assessed

T0 No evidence of primary tumor

T1 Clinically inapparent tumor neither palpable nor visible by imaging
Tia | Tumor incidental histologic finding in 5% or less of tissue resected
Tib | Tumor incidental histologic finding in more than 5% of tissue resected
Tic | Tumor identified by needle biopsy (eg, because of elevated PSA)

T2 Tumor confined within prostate™
T2a | Tumor involves one-half of one lobe or less
T2b | Tumor involves more than one-half of one lobe but not both lobes
T2c | Tumor involves both lobes

T3 Tumor extends through the prostate capsule¥
T3a Extracapsular extension (unilateral or bilateral)
T3b | Tumor invades seminal vesicle(s)

T4 Tumor is fixed or invades adjacent structures other than seminal vesicles such as external sphincter, rectum,

bladder, levator muscles, and/or pelvic wall
Pathologic (pT)2

pT2 Organ confined
pT2a | Unilateral, one-half of one side or less
pT2b | Unilateral, involving more than one-half of side but not both sides
pT2c | Bilateral disease

pT3 Extraprostatic extension
pT3a | Extraprostatic extension or microscopic invasion of bladder neck®
pT3b | Seminal vesicle invasion

pT4 Invasion of rectum, levator muscles, and/or pelvic wall

Regional lymph nodes (N)

Clinical

NX Regional lymph nodes were not assessed

NO No regional lymph node metastasis

N1 Metastasis in regional lymph node(s)
Pathologic

pNX Regional nodes not sampled

pNO No positive regional nodes

pN1 Metastases in regional node(s)

Distant metastasis (M) 8

MO

M1
Mia
M1b
Mic

No distant metastasis
Distant metastasis
Nonregional lymph node(s)
Bone(s)

Other site(s) with or without bone disease

* Tumor found in one or both lobes by needle biopsy, but not palpable or reliably visible by imaging, is classified as T1ic.
9 Invasion into the prostatic apex or into (but not beyond) the prostatic capsule is classified not as T3 but as T2.

A There is no pathologic T1 classification.

< Positive surgical margin should be indicated by an R1 descriptor (residual microscopic disease).

§ When more than one site of metastasis is present, the most advanced category is used. pM1c is most advanced.

Used with the permission of the American Joint Committee on Cancer (AJCC), Chicago, Illinois. The original source for this material is
the AJCC Cancer Staging Manual, Seventh Edition (2010) published by Springer New York, Inc.
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