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Forord

Denne oppgaven er skrevet i forbindelse med bachelorprosjektetet ved bioingenigrutdanning
ved NTNU i Trondheim. | utgangspunktet skulle oppgaven skrives i samarbeid med avdeling
for patologi pa St. Olavs Hospital. Grunnet den spesielle situasjonen med pandemien Covid-
19 ble oppgaven omgjort fra a veere eksperimentell til & vaere teoretisk, da laboratoriearbeid i
sykehusets lokaler ikke lot seg gjennomfgre.

Oppgaveskrivingen ble mer utfordrende enn vi hadde sett for oss. Vi hadde sett fram til &
gjere laboratoriearbeid og fa mer praktisk erfaring. Vi jobbet mye hver for oss av
smittevernshensyn. Dette har ikke vaert ideelt, men vi har tilpasset oss situasjonen ved a ta i
bruk digitale verktay. Vi synes likevel perioden har veert leererik og spennende. Den har veert
spennende fordi vi har fatt muligheten til & fordype oss i en viktig problemstilling over en
lengre tidsperiode. Gjennom bachelorprosjektet har vi fatt gkt faglig kunnskap, mer erfaring
med litteratursgk og praktisk skrivetrening.

Vi gnsker a takke var prosessveileder, Geir Bjarkay, for god veiledning. Han har gitt gode
innspill bade skriveteknisk og teoretisk. | den spesielle situasjonen har han hjulpet oss med a
vinkle oppgaven i en ny retning. Han har vist stort engasjement og fatt oss til & se

problemstillingen pa nye mater.



Sammendrag

Kreft er en samlebetegnelse pa en stor gruppe sykdommer, som har til felles at de starter med
ukontrollert cellevekst. Kreftceller og tumorvev har helt spesielle egenskaper sammenlignet
med normalt vev. Dette er seks ervervede kjennetegn som kreftceller har i stagrre eller mindre
grad. De kan opprettholde vekstsignaler, unnga veksthemmende signaler, dele seg uendelig
antall ganger, unnga apoptose, danne nye blodkar og invadere og metastasere vev.
Kreftcellene har genetiske endringer som gir disse egenskapene. En av de vanligste genetiske
endringene er mutasjon i KRAS. KRAS er en GTPase som er en del av flere signalveier i
cellen. Ved mutasjon i KRAS vil proteinet alltid veere i aktiv form, og kontinuerlig viderefare
signaler som gir celleproliferasjon og -vekst. Mutasjoner i KRAS skjer i ekson 2, 3 og 4. De
vanligste endringene er punktmutasjoner i kodon for aminosyre 12 og 13, og mer uvanlig; 61,
117 og 146. Kreftsykdommer der mutasjon i KRAS er vanlig er kolorektalkreft, ikke-
smacellet lungekreft og duktalt adenokarsenom i pankreas. KRAS-mutasjonsstatus er et godt
hjelpemiddel i diagnostikk og behandling av kreftsykdom. Dette gjares for eksempel ved
hjelp av mutasjonsspesifikk realtime-PCR. Per na finnes det ingen behandling som er rettet
mot aktivert KRAS. Grunnen til at mutasjonsstatus likevel benyttes i diagnostikk og
behandling, er for a utelukke ineffektive behandlingsformer, slik som bruk av EGFR-
inhibitorer. I tillegg kan KRAS-mutasjonsstatus bidra til & si noe om prognosen til pasienten.

Tumorer med mutert KRAS gir ofte darligere prognose enn tumorer med villtype KRAS.



Summary

Cancer is a generic term for a large group of diseases, of which uncontrolled cell growth is a
common denominator. Cancer cells and tumor tissue have special hallmarks compared to
normal tissue. These are hallmarks that cancer cells develop to different extents. These six
traits are self-sufficiency in growth signals, insensitivity to anti-growth signals, limitless
replicative potential, evading apoptosis, sustained angiogenesis and tissue invasion and
metastasis. Lasting changes in the DNA creates these hallmarks. One of the most frequent
DNA changes is mutation in the KRAS gene. KRAS is a GTPase that conducts signals
through multiple cellular pathways. When mutated, the KRAS protein is in a constant active
state. Mutations occur in exon 2, 3 and 4. The most common alterations are point mutations
in the codons for amino acid 12 and 13, and less frequently; 61, 117 and 146. Colorectal
cancer, non-small celled lung cancer and ductal adenocarcinoma in pancreas are forms of
cancer where mutation in KRAS are frequent. KRAS mutation status is helpful when
diagnosing and treating cancer. Mutation specific real time PCR is commonly used in
determining mutation status. To this date scientists are yet to find drugs that can treat
activated KRAS proteins. Mutation status is still a valuable tool for excluding the usage of
unnecessary drugs, like EGFR inhibitors. The KRAS mutation status can also be used to
determine prognosis. Tumors of cancer cells with mutated KRAS will often give worse

prognosis than tumors with wild type KRAS cancer cells.
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Ordforklaringer

RAS: Rat sarcoma viral oncogene homolog
RAF: Rapidly Accelerated Fibrosarcoma
MSI: Mikrosatellittinstabilitet

MAPK: Mitogenaktivert protein kinase
p53: Protein 53

pRDb: Retinoblastomprotein

TGF-B: Transformerende vekstfaktor beta
EMT: Epitelial-til-mesenkymal transisjon
VEGF: Vaskular endotelial vekstfaktor
TSP: Trombospondin

CAM: Celle-til-celle adhererende molekyl
N-CAM: Neural cell adhesion molecule
GTP: Guaninosintrifosfat

GDP: Guanosindifosfat

GEF: Guanine nucleotide exchange factor
GAP: GTPase aktiverende protein

PI3K: Fosfatidylinositol 3-kinase
RalGEF: Ral guanin exchange factor
SOS: Son of Sevenless

PDGFR: Platederivert vekstfaktor

Grb2: Growth factor receptor bound-protein 2
SH2/3: Sarcoma Homology 2/3

DH: Dbl Homology



PH: pleckstrin Homology

REM-Cdc25: Ras exchange motif-Cell division cycle 25
PIP2: Fosfatidylinositol 4,5-bisfosfat

SHP 1/2: SarcomaHomology 2 Domain Phosphatase-1/2 (Tyrosin fosfatase)
KRAS: Kristen RAS

NRAS: Neuroblastoma RAS

HRAS: Harvey RAS

ROS: Reaktive oksigenradikaler

PKC: Protein kinase C

Nrf2: Nuclear factor erythroid 2

IRES: Internal ribosome entry site

c-myc: c-myelocytom

MMR: mismatch reparasjonssystemet

NHEJ: Non-homologus end joining

mi-RNA: Mikro-RNA

HNPCC: Arvelig ikke-polypgs kolorektalkreft
FAP: Familieer adenomatar polypose

APC: Adenomatgs polypose coli

EGFR: Epithelial vekstfaktorreseptor

CEA: Karsinoembryonalt antigen

pPERK: Ekstracelluleert signalregulert kinase

PKB: Protein kinase B



Innledning

Andelen som dgr av kreft har gkt jevnlig de siste tidrene. 1 2017 var kreft den hyppigste
dedsarsaken i Norge etterfulgt av hjerte- og karsykdommer (1).

Kreft oppstar pa grunn av varige endringer i DNA som gir forandringer i cellenes egenskaper.
Gener i RAS-familien, er det vanligste muterte onkogenet ved kreftsykdom. Rundt 25% av
tumorer har mutasjon i RAS-genet. RAS-mutasjon sees ofte hos pasienter med ikke-smacellet
lungekreft, kolorektalkreft og duktalt adenokarsinom i pankreas. Per dags dato finnes det ikke
noen spesifikk behandling rettet mot aktivt RAS-protein. RAS-mutasjoner har lenge veert sett
pa som ikke medisinerbar. Forskningen innen feltet fortsetter for a finne medisiner som kan

behandle mutasjonen (2).

| utgangspunktet skulle var oppgave dreie seg om kartlegging av RAS/RAF-mutasjoner og
mikrosatellittinstabilitetsstatus, MSI, hos pasienter med levermetastaser fra kolorektalkreft.
Deler av oppgaven skulle vert utfert pa laboratoriene pa St. Olavs Hospital. Dette lot seg
som sagt ikke gjennomfare pa grunn av Covid-19-situasjonen. Dermed ble oppgaven
teoretisk og problemstillingen ble omgjort. | denne oppgaven har vi sett neermere pa RAS-

mutasjoner i ulike krefttyper. Oppgaven er basert pa fglgende problemstilling:

Hvordan benyttes KRAS-mutasjonsstatus i diagnostikk og behandling av kreft?



Metode

| starten av oppgaveskrivingen fikk vi tilsendt relevante artikler fra prosess- og fagveileder.
Vi har benyttet oss av litteratursgk for & finne informasjon til oppgaven. Vi har tatt i bruk

PubMed, Nature, Science og Google Scholar i skriveprosessen. Det finnes mye informasjon
om temaet i disse databasene, derfor ble enkle sgkeord benyttet. Vi hentet ogsa informasjon

og figurer fra databasen cBioPortal for kreftgenomikk.

Genetiske endringer ved kreft

Det er to typer gener som er kritiske for utvikling av kreft; onkogener og
tumorsupressorgener. Proto-onkogener er de normale forlgperne til onkogener. Disse koder
for proteiner som stimulerer cellevekst. Dersom vi far mutasjon i det ene allelet av dette genet
far vi et onkogen. Dette vil kode for gkt mengde eller hgyere aktivitet hos vekststimulerende
proteiner, det vi kaller “gain-of-function”. Her er det nok med mutasjon i ett av to alleler,
dominant mutasjon. Vi vil da fa gkt celleoverlevelse og celledeling. Tumorsupressorgener
koder for proteiner som bremser og hindrer cellevekst. For disse genene ma det vare
mutasjon i begge allelene, recessiv mutasjon. Dersom cellen har én fungerende kopi av genet,
blir det veksthemmende proteinet fortsatt produsert. Ved mutasjon i begge allelene far vi
“loss-of-function”, det vil si at genproduktet blir inaktivert, produseres i mindre mengder
eller har lavere aktivitet (3). DNA-reparasjonsgener korrigerer mutasjoner i DNA. Nar disse
er muterte gker mutasjonsraten og dermed ogsa sjansen for at det oppstar mutasjoner i
onkogener og tumorsupressorgener. Slik vil mutasjoner kunne oppsta og akkumuleres raskere

enn vanlig (4).

Seks kjennetegn ved kreft

Kreft kjennetegnes ved seks ervervede biologiske egenskaper (5), se figur 1. I tillegg spiller
tumorens mikromiljg en viktig rolle i tumorgenesen. Dette innebarer at normale celler

rekrutteres og spiller en aktiv rolle i karsinogenesen.
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Figur 1: Hlustrasjonen viser de seks kjennetegnene ved kreft. Tumorceller erverver seks forskjellige
egenskaper i starre eller mindre grad; opprettholdelse av vekstsignaler, insensitivitet for veksthemmere,
uendelig antall celledelinger, unnga apoptose, nydannelse av blodkar og invadere vev. The Hallmarks of Cancer,
Cell.

Opprettholdelse av vekstsignaler

Opprettholdelse av vekstsignaler og proliferasjon er den mest grunnleggende egenskapen ved
kreftceller. Normale celler kontrollerer produksjonen og utskillelsen av vekstfremmende
signaler ngye (6). Kreftceller opprettholder vekstsignaler pa flere mater. De kan produsere
vekstfaktorer selv, slik at vi far autokrin signalisering om at cellen skal proliferere.
Alternativt kan kreftceller sende ut signaler til normale celler i tumorvevet. Disse sender
vekstfaktorer tilbake til kreftcellene. I tillegg kan kreftceller ha gkte mengder
reseptorproteiner pa overflaten, slik at de blir hyperresponsive pa vekstfaktorer.
Reseptormolekyler kan ogsa fa endrede strukturer og bli hyperresponsive pa stimuli (5).
Uavhengighet fra vekstfaktorer kan ogsa skje ved at komponenter i signalveier er konstant
aktivert. Aktivering via reseptormolekyler er da ikke ngdvendig for aktivering videre i

signalveien. Et eksempel pa dette er mutasjon i RAF-genet, som forer til “gain-of-function”



hos proteinet. Vi far da konstant aktivering av BRAF-proteinet som sender signaler videre i

MAPK-veien, som igjen farer til celledeling og cellevekst (6), se figur 2.
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Figur 2: Skjematisk illustrasjon av MAPK signaleveien fra aktivert reseptor til endret genuttrykk. En
vekstfaktor binder tyrosin-kinase reseptor pa celleoverflaten. Dette farer til at Gbr2 og SOS aktiverer Ras.
Aktivert Ras vil aktivere Raf, som aktiverer MEK 1 og 2, som igjen aktiverer ERK 1 og 2. Disse vil igjen
aktivere blant annet Elk 1, Sapla og Net som vil regulere transkripsjon. ERK1/2 har ogsa mange
substratproteiner som reguleres direkte gjennom fosforylering og gir regulering av celleprosesser uavhengig av
transkripsjon (ikke vist i illustrasjon).

Unnga apoptose
Tumorens evne til & gke i antall celler er ikke bare avhengig av cellenes
proliferasjonshastighet, men ogsa hvor fort cellene dgr. Cellene har sensorer som registrerer

det ekstracellulere og intracellulaere miljget. Reseptorer pa cellens overflate binder



overlevelses- eller apoptosefaktorer. Ved de fleste krefttilfeller har kreftcellene evne til &
unnga apoptose. Kreftceller har ulike mater & unnga apoptose pa, men den vanligste er
mutasjon i p53-genet. Cellen mister da den proapoptotiske reguleringen som p53 bidrar med.
En stor andel lunge- og kolonkarsinomer har en mekanisme som unngar signaler fra Fas-
liganden. Dette skjer ved at en ikke-signaliserende reseptor for Fas-lignaden er oppregulert.

Da vil ikke cellen motta signaler om apoptose og apoptosekaskadene i cellen vil ikke settes i

gang (5).

Unnga veksthemmende signaler

Kreftceller unngar veksthemmende signaler som nedregulerer proliferering. Celler har
tumorsupressorgener som koder for ulike proteiner. To eksempler pa slike
tumorsupressorproteiner er protein 53, p53, og retinoblastomprotein, pRb. p53 og pRb er
begge gatekeeper proteiner, som regulerer sjekkpunkter i cellesyklusen (6). Transformerende
vekstfaktor beta, TGF-B, kan ogsa bli pavirket ved tumorutvikling. Vanligvis er dette
proteinet og dets signalvei med pa a hindre ugnsket cellevekst. Tumorer som har kommet
langt i utviklingen kan ha TGF-p som ikke fungerer som supressorer, men heller aktiverer et
cellulzert program som kalles epitelial-til-mesenkymal transisjon, EMT. Epitelceller vil da
miste polariteten og celle-til-celle-adhesjon. Denne endrede egenskapen er assosiert med
hgyere malignitet. Altsa vil TGF-B fungere som en tumorsupressor tidlig i karsinogenesen, 0g

utvikler seg til & bli tumorpromoterende senere (5).

Evnen til & dele seg uendelig mange ganger

Normale celler overlever et bestemt antall celledelinger. For hver celledeling en celle
gjennomgar tapes noen baser pa endene til DNA-tradene. Derfor finner vi telomere i endene
av DNA-tradene, som er repeterte DNA-sekvenser. Disse fungerer som en beskyttelse for
DNA-tradene. Nar telomerene blir borte vil cellen stoppe & dele seg eller gjennomga
apoptose. Telomerase er en type DNA polymerase som legger til baseparene i telomerene.
Dette enzymet er omtrent ikke til stede i normale celler, mens i kreftceller finner vi store

mengder (5).

Angiogenese

Tumorvev trenger, i likhet med normalt vev, nering i form av naringsstoffer og oksygen,
samt muligheten til a kvitte seg med avfallsstoffer og karbondioksid. Dette behovet dekkes
gjennom angiogenese, som Vil si at tumorvevet far nye blodkar til & vokse og forgreine seg

mot og ut i tumoren. Normalt stimuleres angiogenese bade som en naturlig del av sartilheling



og i slimhinnen i livmor gjennom menstruasjonssyklus. Kreftceller som danner svulster over
en viss starrelse er avhengig av a stimulere angiogenesen. Dette skjer gjennom sekresjon av
signalproteiner som binder seg til stimulerende eller inhiberende reseptorer pa de vaskulare
endotelcellenes overflate. To eksempler pa slike signalmolekyler er vaskulear endotelial
vekstfaktor A, VEGF-A, og trombospondin-1, TSP-1, som er henholdsvis stimulerende og
inhiberende. VEGF-A-genet kan veere oppregulert som fglge av hypoksi eller onkogen
signalisering. Blodkarene som dannes inne i tumorvev avviker fra normale kar. De er gjerne
store og har uregelmessig form med mange forgreininger. Blodstremmen er ujevn og karene

kan ha smablgdninger. | tillegg har endotelet unormal proliferasjon og unormal apoptose (6).

Metastase og invadering av vev

Rundt 90% av dgdsfall pa grunn av kreft kommer av metastaser fra primartumor (7).
Kreftceller har gjerne endret fasong og binding til andre celler og ekstracelluleermatriks (6).
Proteiner som binder celler til omgivelsene, er endret hos celler som har invasive og
metastatiske evner. Eksempler pa slike proteiner er celle-til-celle adhererende molekyler,
CAMs, og integriner. Integriner binder celler til ekstracelluleer matriks. Et mye studert
protein er E-cedherin, som epitelceller har mye av. Via E-cadherin blir ogsa signaler som
blant annet hemmer vekst, overfart til celler. Ved de fleste tilfeller av epitelial kreft er E-
cadheins funksjoner fravaerende. Ogsa CAMs i form av immunglobulin-familie proteiner kan
veere endrede, og spiller en sentral rolle i invasjon av vev og metastase. Et eksempel er neural
cell adhesion molecule, N-CAM. N-CAM kan endre isoform fra a vaere veldig adhererende til
a veere svert lite adhererende, eller reduseres i antall. Den normale formen for N-CAMs
bidrar til & hindre metastase. Mikromiljget rundt tumorcellene vil endre seg ettersom cellene
utvikler seg, og nye matrikskomponenter kan oppsta. Derfor kreves det ogsa at cellene endrer
overflateproteinene sine for & kunne kolonisere i vevet effektivt. Derfor ser en at de
tumorcellene som har evne til & invadere vev har gatt fra a ha integriner som binder normalt
ekstracellulart matriks til & kunne binde degradert tumorvev. En siste mekanisme som gjer
det mulig for tumorceller og invadere vev er at de har gkt aktivitet av ekstracellulaere
proteaser. Proteasegenene er oppregulert mens proteaseinhibitorgenene er nedregulert, og
inaktive proenzymer av proteaser omgjares til aktive enzymer. Dette gjar at vevet rundt

cellene degraderes og tumorcellene kan invadere vevet ytterligere.

Kreftforskning har i stor grad fokusert pa kreftcellene i seg selv og deres gener. Framover kan

det tenkes at nye oppdagelser vil gjares nar tumorer betraktes som komplekse vev bestaende



av kreftceller og rekrutterte og pavirkede normale celler. Til sammen danner disse

neoplastiske tumorer (5), se figur 3.
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Figur 3: Hlustrasjon av forenklet og mer realistisk modell for oppbygging av en kreftsvulst. Tidligere har
kreftforskningen fokusert pa selve kreftcellene i tumoren (venstre). Ny teknologi og forstaelse gjer det na mulig
a studere hele stroma (hgyre), som inkluderer kreftcellene og miljget rundt. Dette inkluderer blant annet blodkar,

immunceller og andre celletyper som kan ha innvirkning pa tumorens utvikling.

Cellekommunikasjon

Alle celler har evnen til & oppdage og motta informasjon. Deretter prosesseres informasjonen
og cellen responderer pa en dynamisk mate. Denne kommunikasjonen foregar gjennom
cellesignaler. Disse signalene er fundamentale for biologiske prosesser. Ofte skjer denne

signaliseringen gjennom proteinkaskader, som i MAPK-veien.

Cellesignalisering skjer pa plasmamembranen, i cytosol og i kjernen. Inne i cellekjernen
finner vi genekspresjon. Genekspresjon er ulikt fra de andre celleresponsene, fordi det dannes
nytt mRNA. Dette er en prosess som tar lengre tid, gir stabile endringer og bruker mye

energi.

Cellesignalisering utenfor kjernen har en mye raskere responstid. Signalene kan bytte tilstand
meget raskt. | tillegg er det ikke en kontinuerlig prosess slik som inne i cellekjernene.
Signalene slas av og pa nar det behgves. Disse prosessene benytter lite energi i forhold til

genekspresjon.

Lagring og overfgring av informasjon skjer ved endring i tilstanden til proteiner. Proteiner

har ikke en fastsatt konformasjon, men kan endres ved aktivering.



GTPaser

En type signalmolekyl er GTPaser, som er sentrale i mange signalveier. Disse proteinene
bytter mellom aktiv og inaktiv konformasjon. Dette avhenger av om de er bundet til
guanosintrifosfat, GTP, eller guanosindifosfat, GDP. Bade GTP og GDP binder GTPase med
hay affinitet og vil ha en lav dissosiasjonskonstant. Skal reaksjonen ga av seg selv vil det

derfor ga meget sakte.

Bytte mellom GTPasenes to former kontrolleres av enzymer med motvirkende effekt, se figur
4. Guanin nucleotid exchange factors, GEFs, katalyserer frigjgringen av GDP og deretter
tilknytningen til GTP. GEFs virker ved & modifisere strukturen i bindingssetet til nukleotidet
slik at affiniteten senkes. GTPaser binder GDP og GTP med samme affinitet, men den hgyere

konsentrasjon av GTP i cellen sgrger for at proteinet kommer i aktiv tilsand.

GTPase aktiverende proteiner, GAPs, inaktiverer GTPasen ved at de stimulerer GTPasen sin

enzymatiske aktivitet som hydrolyserer GTP til GDP (8).
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Figur 4: Skjematisk illustrasjon av aktivering, inaktivering og signalisering fra GTPaser. Nar GTPasen er
inaktiv er den knyttet til GDP. For & bytte over til aktiv form vil den bli pavirket av GEFs, som bytter GDT til
GTP. Dette endrer konformasjonen av GTPasen slik at den kan feste seg til effektorer og gi videre signalisering.
For & bytte over til inaktiv konformasjon igjen vil GTPasen bli pavirket av GAPs som hydrolyserer GTP til
GDP.

RAS

Rat sarcoma viral oncogene homolog, RAS, proteiner er sma GTPaser, og er en del av flere
signalveier i cellen (9). RAS-gener er proto-onkogener. Det finnes 3 ulike RAS-gener hos
mennesker. KRAS, NRAS og HRAS. Der KRAS har to ulike undergrupper KRAS-4A og

10



KRAS-4B (10). Mekanismene for aktivering og signalisering er felles for alle de tre RAS-
proteinene og i det videre vil de diskuteres under (RAS) med mindre det er spesifisert. Blant
signalsporene som aktiveres av GTP-bundet, aktivert Ras er MAPK veien, Fosfatidylinositol

3-kinase, PI3K-veien og Ral guanin exchange factor, RalGEF, veien (11).

RAS aktiveres av reseptor tyrosin kinase, se figur 5. Aktiverte reseptorer blir fosforylert pa
flere tyrosin-residuer. Dermed rekrutteres GEF-enzymet som aktiverer RAS. Dette enzymet
heter son of Sevenless, SOS. SOS finnes i cytosol i ustimulerte celler, mens RAS har en fast
posisjon i cellemembranen. Ved reseptoraktivitet vil SOS rekrutteres til reseptoren, komme

naert RAS og fare til aktivering.

Aktivering av platederivert vekstfaktorreseptor, PDGFR, skaper bindingssete for flere
effektorer i den intracellulzere delen av transmembranreseptoren. Adaptorproteinet som
rekrutterer SOS heter Growth factor receptor bound-protein 2, Grb2. Den har et Sarcoma
Homology 2, SH2, domene som binder seg til PDGFR som er fosforylering pa bestemte
tyrosing og et SH3 domene. SH3 har en C-terminal og en N-terminal ende. Disse binder den

prolinrike sekvensen i den C-terminale enden til SOS.

SOS er et multidomeneprotein med et N-terminalt histonlignende domene. SOS bestar ogsa
andre domener: Dbl Homology, DH, Pleckstrin Homology, PH, Ras exchange motif-Cell
division cycle 25, REM-Cdc25, og en Gbr2-bindene C-terminal ende. Som nevnt over vil
SOS rekrutteres og aktiveres ved kontakt med Grb2. Dette vil ogsa skje ved binding av
Fosfatidylinositol 4,5-bisfosfat, PIP2, til PH domenet. RAS binder seg til et allosterisk
reguleringssete i REM-Cdc25 domenet. Denne bindingen blir forsterket av PIP2, og gker SOS
sin katalytiske aktivitet. Dette farer til positiv feedback.
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Figur 5: Skjematisk illustrasjon av RAS-aktiveringen i respons til vekstfaktor. VVekstfaktoren setter seg i
bindingssetet hos PDGFR. Dette gjer at SH2 domenet av adaptorproteinet Grb2 fester seg til fosfotyrosin
bindingssteder pd PDGFR. Grb2 rekrutterer GEF for RAS, som er Sos. SH3 domenet hos Grb2 vil bindes til
prolinrike sekvenser i C-terminal ende pd SOS. SOS vil deretter virke pa inaktiv RAS som har GDP bundet til
seg. Dette gjer at GDP vil lgsne fra RAS og GTP vil feste seg. Da aktiveres RAS og kan virke videre pa ulike

prosesser.

PDGFR rekrutterer ogsa enzymer som nedregulerer prosessen. Som GAP for RAS, samt
tyrosin fosfatasene Sarcoma Homology 2 Domain Phosphatase-1 og -2, SHP 1, og SHP 2.
SHP 1 og SHP2 fjerner fosfotyrosin-bindingssteder pa PDGFR.

RAS har to regioner som er viktige for konformasjonen av proteinet, switch 1 og switch 2. y-
fosfatmolekylet i GTP spiller ogsa en viktig rolle for konformasjonen. y-fosfatet skaper
hydrogenbindinger med regionene switch I og switch Il for & endre konformasjonen. Disse
regionen er kritiske for binding til effektorer, og endret konformasjon i disse regionene vil

derfor endre evnen til binding (8).

RAS genet har fem introner og fire eksoner. De tre ulike RAS typene har introner av ulik
lengde og sammensetning. KRAS har over 35 000 basepar, NRAS har 7000 basepar og
HRAS 3000 basepar. Eksonene for HRAS, NRAS og KRAS-4A har 189 basepar, mens
eksonene for KRAS-4B har 188 basepar. | de tre typene er eksonene homologe de farste 164
aminosyrene. De siste 25 baseparene er en heterogen region. Det er denne regionen som
bestemmer proteinets subcellulere lokalisasjon. RAS proteinet har et lipid-anker som bindes

kovalent i C-terminal ende. Denne vil forankre seg i membranen. Ulik lipidering for de ulike
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C-terminale variantene av RAS-proteinene gir lokalisering til ulike membraner. HRAS og
NRAS sitt lipidanker dirigerer proteinene til cellemebranen (12). Det fjerde eksonet i KRAS
benyttes til 2 danne de to ulike genproduktene KRAS-4A og KRAS-4B. Disse genproduktene
har ulike C-termini som blir ulikt lipidert og dirigert til ulike membraner. KRAS-4A

rekrutteres til i cellemembranen og KRAS-4B til mitokondriemembraner (13).

Mutasjon i KRAS er den vanligste mutasjonen i RAS familien. Nar KRAS muteres vil det gi
opphav til aktiverte versjoner av bade 4A og 4B spleisevariantene. NRAS og HRAS er ogsa
funnet mutert i tumorer, men dette er mindre vanlig. Det er veldig interessant at andelen med
KRAS-mutasjon er mye stgrre i forhold til HRAS og NRAS, nar oppbygningen av de ulike
genene er lik. Mutasjon i KRAS gir endring i bade KRAS-4A og 4B, som vil gi endring i

bade metabolisme og signalisering (2). | fortsettelsen vil oppgaven fokusere pa KRAS.

Mutasjoner i KRAS skjer i ekson 2, 3 og 4 (14). De vanligste mutasjonene er
punktmutasjoner i kodon 12 og 13. Mer uvanlig er mutasjoner i kodon 61, 117 og 146 (15).
De mest hgyfrekvente mutasjonene i KRAS, uavhengig av kodon, kan sees i figur 6.
Mutasjoner i RAS-genet vil svekke hydrolyseringen av GTP. Dette farer til stabilisering av

den aktiverte formen for RAS-proteinet og gi konstant signalisering (10).

Colour Mutation Number of
type samples (%)
B ac 368 (0.83%)
A>G 227 (0.51%)
B AT 328 (0.74%)
C>A 134 (0.30%)
B o 152 (0.34%)
B coc 36 (0.08%)
G>A 23585 (53.11%)
B cc 4084 (9.20%)
B e 16075 (36.20%)
T>A 54 (0.12%)
B —c 48 (0.11%)
T>G 27 (0.06%)

Total unique samples 44409

Figur 6: Fordeling av substitusjonsmutasjoner i KRAS uavhengig av kodon. Ser pa denne fordelingen at
mutasjonen G>A er den mest vanlige blant de 44409 krefttilfellene som er studert. Hentet fra Catalogue Of

Somtaic Mutations In Cancer.
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Mutert KRAS som driver av celletransformasjon

| aktivert tilstand vil KRAS indusere dannelsen av reaktive oksygen-radikaler, ROS. Dette
skjer gjennom positiv feedback. Aktivert KRAS vil legge til rette for p47phox, som deretter
vil danne ROS (15). Denne dannelsen vil gke mengden protein kinase C, PKC. PKC er et
enzym som vil fosforylere og aktivere KRAS (15). Mye ROS kan vare skadelig for cellen.
ROS kan skade DNA gjennom oksidativt stress og fare til apoptose ved aktivering av p53.
KRAS vil holde nivaet av ROS nede gjennom regulering av nivaet og ngytralisering. Ved
fjerningen av ROS vil KRAS prgve a redde cellen gjennom reparering av DNA, da skade pa
DNA vil fare til apoptose. @kt mengde aktiv KRAS vil fare til gkt mengde av PKC-, som
igjen farer til gkt mengde p70S6K. Proteinet vil fare til gkt mengde nuclear factor erythroid
2, NRF-2. Dette systemet vil fore til aktivering av DNA-reparering (15).

Blebbishield ngdprogrammet startes av pabegynt apoptose. Programmet vil forsgke & redde
apoptotiske celler og omdirigere de mot KRAS-mediert celletransformasjon. DNA-reparasjon
er ogsa viktig nar cellene skal reddes fra apoptose, da skade pa DNA farer til apoptose.
Cellen vil i programmet lage et blebbishield fra apoptotise celler, som vil smelte sammen for
a skape en transformert celle. Transformasjonen styres av autokrine signaler. Disse aktiveres
gjennom VEGF, som igjen aktiveres av internal ribosome entry site, IRES, translasjon. IRES
blir aktivert av p70S6K. IRSE-translasjon vil hjelpe cellen med & hemme apoptosen, ved
inhiberende apoptoisk protein. KRAS vil gke glykolysen direkte. Glykolysen gkes ogsa
gjennom p70S6K, samt gjennom c-myelocytom, c-myc, som aktiveres gjennom IRSE-
translasjon. Dette er viktig for at cellene ikke skal utsettes for en sekundaer nekrose under

blebbeishield ngdprogrammet (15). For grafisk fremvisning se figur 7.
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Figur 7: Skjematisk illustrasjon som viser hvordan aktivert KRAS vil skape transformasjon i cellen. @kt
mengde aktivert KRAS vil legge til rette for p47phox som igjen vil danne ROS. ROS induserer dannelse av
PKC. Aktivert KRAS vil ogsé gi skt mengde PKC, og PKC vil aktivere mer KRAS gjennom fosforylering. For
mye ROS er skadelig for cellen og kan gi DNA skade. Cellen vil prgve & holde nivaet av ROS nede, da DNA-
skader vil fare til apoptose. Cellen blir forsgkt reddet gjennom blebbishield ngdprogrammet og DNA-
reparasjon. | blebbishield ngdprogrammet vil det dannes et blebbishield av apoptotiske kropper. Disse smelter
sammen og skaper en transformert celle. DNA-reparasjonen gjeres gjennom gkte mengder NRF-2. @kte mengde
NRF-2 kommer av gkt mengde p70S6K. Som igjen kommer av gkt mengde PKC-C. @kt mengde PKC-{
kommer direkte fra gkt mengde KRAS. p70S6K vil ogsa gi gkt mengde IRSE-translasjon. IRSE-translasjon
skaper inhiberende apoptotisk protein som gker sjansen for overlevelse ved & inhibere apoptose. IRSE-
translasjon gker ogsa mengden VEGF. Dette skaper autokrine signaler som pavirker celletransformasjonen.
Aktivert KRAS gir ogsa gkt glykolyse, bade direkte og gjennom andre stoffer. P70S6K gker glykolysen. Det

samme gjar IRSE-translasjon gjennom c-myc. @kt glykolyse er viktig for & unnga sekundaer nekrose (15).

KRAS-indusert celletransformasjon er ikke nok til a sette i gang karsinogenese. Instabilitet i
arvematerialet er essensielt. Denne instabiliteten kan skje pa en spesifikk plass pa genomet
eller pa kromosomalt nivd. Om DNA-reparasjonsmekanismene ikke fungerer som de skal vil
denne instabiliteten vedvare. En type defekt i DNA-reparasjonssystemet er defekt i mismatch
reparasjonssystemet, MMR. Dette kan fare til mutasjons hotspots, som kan vere arsaken til

KRAS-aktiverende mutasjon. Den alternative non homologus end joining, NHEJ, veien
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benyttes ogsa av KRAS for a skape varig instabilitet. Celler er avhengig av NHEJ veien ved
genotoksisk stress, siden den reparerer DNA. Den alternative NHEJ-veien er mer utsatt for
feil enn den klassiske veien. KRAS kan oppregulere komponentene i den alternative NHEJ-
veien slik at denne benyttes til reparasjon. KRAS benytter ogsa homolog rekombinasjon for a

generere genominstabilitet.

Transformasjon av cellen kan fare til varig kromosominstabilitet om p53 er manglende.
Blebbishield ngdprogrammet kan begrense p53 ved celletransformasjon. Oppsamling av
kromosom 8 er forbundet med genominstabilitet i flere krefttyper. Kromosom 8 inneholder
myc-genet. KRAS og myc regulerer opp glykolysen i den transformerte cellen for & unnga
sekundeer nekrose. Kontrollen KRAS har over metabolsk reprogrammering kan derfor gi gkt
oppsamling av kromosom 8. Laktat vil gke sjansen for at en celle skal overleve
transformasjonen med blebbishield ngdprogrammet. pH reduseres og dette kan potensielt gke
tilgjengeligheten av VEGF. Blebbisheild ngdprogrammet vil velge ut celler som kan gke
glykolysen og laktatproduksjonen. Dette gir gkt sjanse for a overleve apoptosen.

Hemmet bearbeiding av mikro-RNA, miRNA, er vanlig i karsinogenesen. MiRNA kan gke
eller senke KRAS-drevet karsinogenese. For eksempel vil miR-143/145 hemme
karsinogenesen. KRAS vil prgve a undertrykke miR-143/145 gjennom bindingsproteiner
(15).

Mutert KRAS sin pavirkning av prosesser i cellen

Mutert KRAS vil pavirke mange prosesser i cellen. Den vil aktivere MAPK-veien, PI3K-
veien og RalGEF-veien. Stressresponser som p38 og c-Jun N-terminal kinase, samt Nuclear
Factor-kappa B blir ogsa aktivert. Dette skjer enten ved at KRAS pavirker en annen signalvei,
eller ved at KRAS gker produksjon av stressignaler som ROS (11). Mutert KRAS vil ogsa
aktivere nuklezre transkripsjonsfaktorer som ELK, JUN, MYC. Alt dette vil fare til gkt

celledifferensiering, proliferasjon, migrasjon, transformasjon, adhesjon og overlevelse.

Nar KRAS er mutert endrer dette cellemetabolismen. Glukoseopptaket gker og skifter fra
mitokondrial oksidativ fosforylering til aerob glykolyse. Dannelsen av laktat og ROS i cellen
gker ogsa. KRAS stimulerer til gkt pinocytose. Pinocytose er type endocytose hvor cellene
tar opp naeringsstoffer. Dette vil gke mengden katabolitter, som gker karbonmetabolismen og

opprettholde celleproliferasjon. Mutasjon i KRAS gir ogsa gkt autofagi. Celler med mutert
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KRAS vil utskille kjemokiner som aktiverer T-celler, B-celler, myeloide celler og
makrofager. Dette gker den inflammatoriske responsen og tumor vekst. Fibroblaster som
infiltrerer svulsten vil regulere stroma i tumoren. Dette inkluderer ekstracelluleer matrix,
kollagenfibre og hyaluronsyre. Pro-angiogenetiske faktorer vil stimulere dannelsen av
blodkar i tumoren. Alle disse prosessene vil bidra til gkt tumorvekst og dannelse av metastase
(16).

Ulike mutasjoner i KRAS

Kodon for de vanligste mutasjonstypene for KRAS befinner seg rundt bindingssetet for GTP
og GDP. G12 og G13 befinner seg i P-loopen, se figur 8. P-loopen er viktig for a stabilisere
det aktive setet. Mutasjoner i kodon 12 reduserer GTP-hydrolysen i KRAS uten & pavirke
byttet fra GDT til GTP i det aktive setet. Bade ustimulert og GAP-indusert GTP-hydrolyse er
redusert i KRAS-protein som kodes av et gen med mutasjon i kodon 12. Mutasjoner i kodon
13 pavirker ogsa hydrolysen og gker i tillegg hastigheten pa det naturlige byttet fra GDP til
GTP ti ganger. Mutasjon i K117 vil endre amingruppen slik at den danner en saltbro som
binder seg til G13 i P-loopen. Dette vil gi en stabiliserende effekt som bade reduserer
hydrolysen og stimulerer bytte av GDP til GTP. Mutasjon i A146 gker hastigheten pa byttet
av GDP til GTP nar GEFs ikke er til stede. @kningen er over 1000 ganger hgyere enn villtype
7).
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Figur 8: Modell av KRAS proteinet. Viktige domener er uthevet med farge. Switch 1 regionen er

gul, switch 2 red og P-loop grenn (18).

Mutasjoner i kodon 12 er den vanligste mutasjonstypen for tykktarmskreft, ikke-smacellet
lungekreft og duktalt adenokarsinom i pankreas. Nesten 90% av tilfeller fra disse krefttypene

har mutasjon i kodon 12.

For duktalt adenokarsinom i pankreas er mutasjon som gir aminosyrebyttet G12D assosiert
med lav sjanse for overlevelse. Mutasjon G12R har bedre sjanse for overlevelse. |
tykktarmskreft vil G12D- og G12V-mutasjon gi lavere overlevelsesrate. Hos denne
krefttypen vil mutasjon i kodon 12 assosieres med darligere prognose, da mutasjonen ofte gir
raskere utvikling og starre sjanse for metastase til lymfeknutene. Ved ikke-smacellet
lungekreft vil mutasjonene G12D og G12V vil gi bedre sjanse for overlevelse enn de sjeldne

mutasjonene i kodon 12 (17).

Tykktarms- og endetarmskreft

Tykktarms- og endetarmskreft, ogsa kalt kolorektalkreft, er den andre og tredje vanligste
kreftformen hos henholdsvis kvinner og menn, se figur 9. Kolorektalkreft utvikler seg

sporadisk, eller som faglge av arvelige kreftsyndromer eller inflammatoriske tarmsykdommer.
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De aller fleste tilfeller av kolorektalkreft er adenokarsinomer, som er ondartede svulster som
vokser ut fra kjertelepitel. Flesteparten av adenokarsinomene utvikler seg via benigne

forstadier; adenomatgse polypper eller adenomer. Dette kan ta 5-15 ar (19).

90672 cases FEMALES 77730 cases
|27. 9% Prostate Breast
9.3% Lung, trachea Colon
7.9% Colon Lung, trachea
6.9% Urinary tract Melanoma of the skin
6.4% 5kin, non-melanoma skin, non-melanoma
6.1% Melanoma of the skin Corpus uteri
4.5% Rectum, rectosigmoid Rectum, rectosigmoid
3.7% Leukaemia Leukaemia
3.3% Kidney (excl. renal pelvis) Central nervous system
3.2% Non-Hodgkin lymphoma Ovary elc.
|20.E% Remaining sites Remaining sites

Figur 9: Statistisk framvisning av krefttilfeller i Norge i 2018. Her kan en se at prostata-, lunge- og
kolonkreft er de hyppigste kreftformene hos menn, og at bryst-, kolon- og lungekreft er de hyppigste

kreftformene hos kvinner. Hentet fra kreftregisteret: Cancer in Norway 2018 (20).

Prevalensen av adenomatese polypper og karsinomer gker med gkende alder. Polyppene er
stort sett lokalisert pa venstre side av kolon hos yngre mennesker, mens andelen med
polypper i hayre kolon gker med alderen. Lokaliseringen av polyppene avgjer hvilke
symptomer pasientene far, og det har innvirkning pa prognosen, se figur 10. Polypper gir
sjeldent symptomer, og oppdages gjerne sent, ofte ved en tilfeldighet. Nar polyppene gker i
starrelse, gker risikoen for at de blir maligne. Behandling av kolorektalkreft bestar av fjerning
av den delen av tarmen som er involvert. Kjemoterapi og straling blir i noen tilfeller benyttet
etter operasjon. Hvilken type medisinering som benyttes er avhengig av hvilket stadium

kreften er i og av pasientens generelle helse og sykdomshistorie (21).
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Rektum (rectum)

- Fast avforing

- Ubehag og kramper i abdomen

- Fasong pa avforingen: band eller sma klumper
- Ufullstendig temming

- Radt blod pa overflaten av avferingen

Figur 10: Illustrasjon av tarmen og hvordan lokalisering av tumorer gir ulike symptomer. Dersom tumor
sitter i oppadgaende del av tarmen vil pasienten ha fa symptomer i starten, men etter hvert vil avfgringen bli
tyntflytende og inneholde okkult blod og/eller veere seig. | tillegg vil pasienten etter hvert utvikle anemi og
fatigue. Er tumoren lokalisert i tversgdende del av tarmen vil avfaringen vare halvfast og kan inneholde okkult
blod. Pasienten vil etter hvert utvikle anemi og oppdage at tarmvanene endrer seg. Dersom tumor sitter i
nedadgaende del av tarmen vil pasienten oppdage symptomer pa et tidligere stadium enn om den var i
oppadgaende del. Da vil pasienten ha fast avfaring og forstoppelse pa grunn av obstruksjon i tarmen. Abdomen
vil fales oppblast og utspilt. Avfgringen vil inneholde radt eller mgrkt blod. Tumor i rektum vil fare til at
pasienten har fast avfaring som er formet som sma klumper eller band og er rgdlig pa overflaten. Pasienten kan

fole pa ubehag og kramper i abdomen. | tillegg har pasienten vansker for & tsamme seg skikkelig.

Selv om det er vanskelig a finne arsaker til kreft, er det flere risikofaktorer som bidrar til
utvikling av kreftsykdom. Dette er miljgfaktorer som blant annet darlig fysisk form og
overvekt, rayking, hayt alkoholinntak, diabetes mellitus, giftige kjemikalier, inntak av mye
radt og bearbeidet kjatt, fet, stekt og rgkt mat. I tillegg gir betennelsestilstander som ulcergs
kolitt og Chrons sykdom gkt risiko for kolorektalkreft. Ogsa sma godartede svulster, polypper
og adenomer, gir gkt risiko for kreft, ettersom disse kan utvikle seg til & bli maligne (22).
Tidligere kreftdiagnoser gker ogsa risikoen for kolorektalkreft.
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Genetiske faktorer er ogsa sentrale for kreftutvikling. Rundt 5-10% av pasienter med
kolorektalkreft har definerte arvelige kreftsykdommer. Dette er i hovedsak arvelig ikke-
polypas kolorektalkreft, HNPCC, og familieer adenomatas polypose, FAP. HNPCC er en
autosomal dominant sykdom med mutasjoner i MMR-gener. Syndromet kalles ogsa Lynch
syndrom og er det vanligste arvelige kolorektalkreftsyndromet. Av pasienter med
kolorektalkreft, har 1-3% HNPCC (23). HNPCC karakteriseres av tidlige utbrudd av
neoplastiske lesjoner i ulike typer vev, og MSI. Pasienter med HNPCC har ogsa gkt risiko for
andre krefttyper, deriblant kreft i endometrium, magen, eggstokkene, urinveiene, lever- og
gallegangen, pankreas og tynntarmen (24). Risikoen for a utvikle kreft dersom en har

HNPCC avhenger av hvilke MMR-gener som er mutert.

FAP er en autosomal dominant sykdom, der 80% av pasientene har en mutasjon i adenomates
polypose coli-genet, APC (25). Pasienter kan utvikle 100-1000 polypper i tarm og rektum i
ung alder. Disse er i utgangspunktet godartede, men en eller flere vil ga over til & bli maligne
uten behandling (26). Ubehandlet vil de aller fleste pasientene utvikle kreft far de fyller 40 ar
(25). Behandlingen for denne sykdommen er a fjerne tykktarmen.

KRAS-mutasjoner er vanlige ved kolorektalkreft. Andre mutasjoner forekommer ogsa.
Figuren under viser fordelingen av ulike typer mutasjoner hos kolorektalkreftpasienter. Her
ser vi at den vanligste formen for mutasjon hos pasienter med kolorektalkreft er

missensmutasjon i KRAS-genet.

KRAS a2 [l
HRAS 13% | i

NRAS % i N |

BRAF 12% | lllll (NI [
ARAF % i | il

RAF1 29% ] \ il

Figur 11: Fordelingen av ulike type mutasjoner hos 526 pasienter med kolorekalt adenokarsinom. Her
kan en se at den vanligste mutasjonen er KRAS-mutasjon, med 42%. Figuren er hentet fra cBioPortal:

Colorectal Adenocarcinoma — TCGA, PanCancer Atlas.

Leveren er det organet som oftest far metastaser ved kolorektalkreft. Rundt 50% av

kolorektalkreftpasienter vil utvikle fjernmetastaser i lever (27).
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Levermetastasene utvikler seg enten samtidig med primartumoren (synkron spredning) eller
seinere i forlgpet (metakron spredning). Metastaser som blir oppdaget innen seks maneder

etter oppdagelsen av primartumoren, kategoriseres som synkrone (28).

Per na er det leverreseksjon som er den beste potensielt kurative behandlingen av
levermetastaser. 5 ars overlevelse ligger mellom 40 og 60% og 10 ars overlevelse ligger
mellom 15 og 25% (27). Mer enn 50% av pasientene far tilbakefall innen 2 ar etter reseksjon

av kolorektale levermetastaser (29).

En rekke studier har sett pa betydningen av KRAS-mutasjon hos kolorektalkreftpasienter.
Disse pasientene har kortere overlevelse, darligere respons pa kjemoterapi og en hgyere andel

far tilbakefall med spredning til lunge. (30).

Bestemmelse av KRAS-mutasjonsstatus kan si noe om utfallet av reseksjon av kolorektale

metastaser.

Flere studier har ssmmenlignet KRAS mutasjonsstatus pa biopsier fra primartumorer og
metastaser. Disse studiene viser at over 90% av primartumorene med KRAS-mutasjon ogsa
har KRAS-mutasjon i sekundartumorene. Det vil si at mutasjonen oppstar tidlig i

tumorgenesen, far metastasering.

Hovedutfordringen ved kolorektale levermetastaser er a selektere ut de pasientene hvor det
kan veere fordelaktig & gjere en reseksjon med tanke pa overlevelse (31). Tidligere har

morfologiske egenskaper ved metastasene veert brukt til & ansla overlevelse (27).

Ikke-smacellet lungekreft

Lungene er en vanlig lokalisasjon for bade primeer- og sekundaertumorer. | Norge er
lungekreft den nest vanligste kreftformen hos menn, og den tredje mest vanlige kreftformen
hos kvinner. Lungekreft deles inn i smacellet og ikke-smacellet lungekreft. Smacellet
lungekreft bestar av sma celler som ligger nar en hovedbronkie og som sprer seg raskt. Dette
er den mest aggressive formen og metastaserer tidlig i utviklingen. Ikke-smacellet lungekreft
deles igjen inn i plateepitelkarsinom, adenokarsinom og storcellet karsinom.
Plateepitelkarsinom utvikler seg vanligvis fra epitelets overflate i bronkiene, men kan sees i
hele bronkialtreet. Adenokarsinomer utvikler seg fra kjertler, perifert i lungen. Pasienter med

adenokarsinomer vil derfor vaere mindre symptomatiske, og sykdommen oppdages ofte sent i
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forlgpet. Storcellede karsinomer sees ofte perifert i lungen og bestar av store, udifferensierte

celler som vokser fort og metastaserer tidlig i forlgpet (21). Smacellet lungekreft kan sjeldent
behandles med kirurgi, da kreften sprer seg fort. Cellegift kombinert med stralebehandling er
behandlingsformen som benyttes. Ikke-smacellet lungekreft behandles med kirurgi hvis dette
er mulig. Da fjernes lungelappen tumoren sitter i, eventuelt hele lungen. Dersom kirurgi ikke
lar seg gjare pa grunn av for stor spredning, far pasienten stralebehandling, medikamentell

behandling eller en kombinasjon av disse (32).

Rayking er arsaken til de aller fleste tilfeller av lungekreft. | tillegg er andre stoffer som
inhaleres risikofaktorer. Dette er blant annet radon, asbest og farlige stoffer pa arbeidsplasser
som maling, diesel- og trafikkforurensing, nikkel, krom og silisium. Ogsa passiv rgyking kan
bidra til utvikling av lungekreft. I tillegg er den generelle helsetilstanden av betydning. Dette
innebzrer & unnga overvekt, fedme, hgyt alkoholforbruk og inntak av rgdt og bearbeidet
kjatt.

De to vanligste genene som er muterte ved ikke-smacellet lungekreft er epitelial
vekstfaktorreseptor, EGFR, og RAS. EGFR-mutasjoner er mer vanlig a finne hos pasienter
som ikke har rgyket, mens KRAS-mutasjoner sees ofte hos rgykere. Noen punktmutasjoner er
vanligere hos raykere enn hos ikke-rgykere. En ser at G=> A mutasjon er vanlig hos ikke-
raykere, mens G>T og G>C er vanligere hos rgykere. Slik som ved kolorektalkreft med
KRAS-mutasjon, har flere studier vist at KRAS-mutasjon ved ikke-smacellet lungekarsinom
gir darligere overlevelsesrate enn villtype KRAS (25 sammenlignet med 42 maneders
overlevelse) (33). Figuren under viser fordelingen mellom mutasjoner i ulike gener hos

pasienter med pan-lungekreft, en type ikke-smacellet lungekreft.
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Figur 12: Fordelingen av ulike genmutasjoner hos 1144 pasienter med pan-lungekreft. Her kan en se at
mutasjon i KRAS-genet er den hyppigste formen for mutasjon med 23%. Figuren er hentet fra cBioPortal: Pan-
Lung Cancer — TCGA, Nat Genet 2016.
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Duktalt adenokarsinom i pankreas

Duktalt adenokarsinom i pankreas er den vanligste formen for bukspyttkjertelkreft og utgar
fra eksokrine kjertler (34). | Norge far ca. 700 pasienter pavist denne formen for
pankreaskreft arlig (35). Tumorer som utvikler seg i hodet av pankreas (caput pancreatis)
farer vanligvis til obstruksjon av galle og bukspytt. Dette farer til vekttap og gulsott som
tidlige symptomer. Tumorer i kroppen (corpus pancreatis) eller halen (cauda pancreatis) av
pankreas vil veere asymptomatisk fram til det involverer omkringliggende strukturer som
lever, mage, lymfeknuter, bukvegg og nerver. Kreft i pankreas har darlige prognoser og kan
kun kureres dersom den diagnostiseres tidlig og kan fjernes kirurgisk. Risikofaktorer for
utvikling av pankreaskreft er rayking, pankreatitt og kosthold (21). KRAS er det vanligste
genet som er mutert hos pasienter med duktalt adenokarsinom i pankreas. | figuren under ser

vi at av 383 pasienter har 90% KRAS-mutasjon.
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Figur 13: Fordelingen av ulike genmutasjoner hos 383 pasienter med duktalt adenokarsinom i pankreas.
Her kan en se at KRAS-mutasjon er den absolutt vanligste formen for mutasjon med hele 90%. Figuren er hentet

fra cBioPortal: Pancreatic Adenocarcinoma — QCMG, Nature 2016.

Diagnostikk av KRAS

Tidligere ble antall metastaser og starrelsene pa disse benyttet for & avgjare sjansen for
tilbakefall av metastaserende kolorektalkreft. Dette er ikke nok for & forutse prognose. Na
benyttes ogsa biomarkerer for a ansla prognose, bestemme behandling og avgjere hvilke
pasienter som skal opereres (29). Palitelige biomarkarer er ngdvendige for & bestemme
behandling av kolorektalkreft. | tillegg er de nyttige for & kunne overvake terapeutisk respons
og for & oppdage tilbakefall. Karsinoembryonalt antigen, CEA, er den viktigste kreftmarkgaren
som benyttes i dag. | tillegg blir noen pasienter sjekket for ulike mutasjoner, som kan ha

betydning for a ansla prognose og for a kunne gi riktig behandling.
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Tumorer med mutert KRAS er resistente mot anti-EGFR-behandling, slik som cetuximab og
panitumumab. Pasienter blir derfor screenet for KRAS-mutasjon, og kun pasienter med
villtype KRAS far anti-EGFR-behandling (36).

Nar mutasjon i KRAS skal kartlegges brukes biopsier tatt fra pasientens tumor. Testing av
KRAS-mutasjon gjgres pa pasienter med kolorektal-, tyroid-, endometrie-, pankreas- og ikke-
smacellet lungekreft. Det gjgres i hovedsak pa pasienter som har hgystadium tumorer.
Dersom pasienten har metastaser er det viktig at testen gjgres pa en metastatisk lesjon fremfor
primaertumoren (37). Biopsien har blitt formalinfiksert og vurdert av patolog pa forhand, slik
at en vet at materialet er egnet. Deretter isoleres DNA fra biopsien. Dette gjares ved lage et
snitt av parafinblokken og benytte sentrifugering med xylen og alkohol, for deretter a tilsette
proteinase K som vil lysere andre proteiner i praven (38). Det isolerte DNAet blir sa
amplifisert ved hjelp at mutasjonsspesifikk realtime-PCR for ekson 2, 3 og 4 (39). Det er i

disse eksonene mutasjonene ligger.

Det er flere utfordringen knyttet til testing av KRAS-mutasjon. Det kan vere kryssbindinger
mellom ulike biomolekyler som kan gjgre amplifisering vanskelig, spesielt ved lengre DNA-
sekvenser. De aller fleste kreftceller med mutert KRAS har bare mutasjon i det ene allelet og
inneholder derfor bade mutert og villtype KRAS. I tillegg kan tumorvevet inneholde en hgy
andel benigne stromaceller, slik at villtype KRAS-sekvenser vil tynne ut mulig mutert DNA
ytterligere. Dette gjelder spesielt etter kjemoterapi, da antallet tumorceller kan veere sveert
lavt. Det samme gjelder dersom tumoren er liten og normalvev utgjer mye av biopsien. Alle
disse forholdene vil bidra til & tynne ut mutert KRAS DNA. Pa grunn av disse utfordringene
er det viktig at metoden som benyttes har best mulig spesifisitet og sensitivitet. Falskt

positive eller negative svar vil ogsa kunne ha betydelig innvirkning pa pasienten (37).

KRAS og behandling

KRAS-mutasjoner er en vanlig mutasjon i flere krefttyper. Derfor vil medisiner som direkte
inhiberer mutert KRAS bety mye for behandlingen av pasienter. Det finnes enda ingen
godkjente medisiner mot KRAS-mutasjoner (10). KRAS har vist seg a veere svert vanskelig a
inhibere. Dette skylles at det pa overflaten av KRAS er mangel pa lommer, utenom GTP
lommen. Her vil GTP bindes med svart hgy affinitet til KRAS. A finne stoffer som kan

erstatte GTP blir derfor sveert vanskelig. Medisiner som kan inhibere KRAS i denne lommen
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ses derfor ikke pa som en mulighet. Flere forskningsgrupper har jobbet og jobber med
problemet. Det er for tiden flere medisiner til utpraving. Flere av disse virker kun pa
mutasjonen G12C (40).

Mye forskning dreier seg i dag om a finne og binde opp lommer pd KRAS gjennom
kovalente bindinger. Imidlertid frykter man sterke bivirkninger, grunnet de irreversible
bindingene som skapes og som kanskje ogsa kan forstyrre aktiviteten til villtype KRAS. Men
man har sett pa andre medikamenter at den toksiske effekten kan kontrolleres. Som for
eksempel hos EGFR-inhibitoren afatinib (40).

Det finnes en lomme mellom switch | og Il regionene hos KRAS, som lenge har blitt sett pa
som ikke medisinerbar (10). Klarer man & danne et stoff som fester seg i denne lommen vil
bade aktiv og inaktiv form av KRAS bli inhibert i noen grad. Det er funnet et stoff som kalles
BI-2852, som kan feste seg i lommen og pavirke ekstracellulart signalregulert kinase, pERK,
og protein kinase B, PKB. Dette vil gi en antiproliferativ effekt pa mutert KRAS. Virkningen
er ikke sterk nok til & benyttes som behandling. Men hapet er at denne skal utvikles videre for

a skape sterkere medisiner (10).

KRAS kan inhiberes direkte pa andre mater enn & binde opp lommer pa molekylet. RNA-
interferens kan benyttes for & fortrenge KRAS-proteinekspresjon. Mutasjonsspesifikke
molekyler kan benyttes. Disse binder seg irreversibelt til ulike missens mutasjoner av KRAS.
Det er ogsa gjort forsgk pa a ngytralisere KRAS-proteinet med en anti-RAS vaksine.
Vaksinen bestar av RAS-peptider av ulik lengde og med ulike mutasjoner pa aminosyreniva.

Andre taktikker enn direkte inhibering er avbrudd i RAS sin plassering pa membranen. Dette
gjeres for at mutert KRAS ikke skal na membranen. Da vil de videre proteinkjedene ikke bli
pavirket av mutasjonen. KRAS farnesyleres far det fraktes til membranen gjennom
endoplasmatisk retikulum og golgiapparatet. Farnesyltransferase-inhibitorer kan pavirke
denne prosessen. En annen taktikk er a stanse den videre prosessen i proteinkjedene. KRAS
vil aktivere proteiner videre i flere kjeder. Blant annet MAPK-veien og PI3K-veien. Klarer
man & hemme videre aktivitet i disse veiene, vil dette veere positivt for kreftforlgpet. Mange

av disse metodene forskes pa for gyeblikket, men ingen benyttes i klinikken (16).

KRAS-mutasjon vil fgre til at mange behandlinger som benyttes ikke har effekt. Hos
pasienter med tykktarmskreft kan EGFR-inhibitorer benyttes for noen pasienter. Da far
pasientene humant antistoff mot EGFR reseptorene. Om krefttilfellet er uten KRAS-mutasjon

vil EGFR-inhibitorer stanse signaliseringen i MAPK-veien, ved at de binder opp EGFR. Det
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er bevist at pasienter med KRAS-mutasjon i lunge eller tykktarmskreft ikke responderer pa
denne behandlingen. Da vil pasientene med tykktarmskreft ikke ha nytte av a fa EGFR-
inhibitorene panitumumab eller cetuximab (36). Hos pasienter med ikke-smacellet lungekreft
er de to vanligste onkogene mutasjonene i KRAS og mutasjon i EGFR. Dersom kreften har
EGFR-mutasjon finnes det inhibitorer mot disse. EGFR-inhibitorene som benyttes mot dette
er gefitinib og erlotinib. Har pasienten derimot KRAS-mutasjon med eller uten EGFR-

mutasjon vil ikke behandlingen ha effekt (33).

Konklusjon

Per dags dato finnes det ingen behandling direkte rettet mot KRAS-mutasjon. Dette er et
problem ettersom mutasjon i KRAS er en av de vanligste mutasjonene hos kreftpasienter.
Allikevel testes mange kreftpasienter for ulike typer KRAS-mutasjoner. En annen type
mutasjon som er vanlig er mutasjon i EGFR. Pasienter med denne type mutasjon kan ha god
effekt av EGFR-inhibitorer. Dette er ikke tilfellet for pasienter med KRAS-mutasjon. Det er
derfor viktig a kartlegge mutasjonsstatus hos kreftpasienter slik at man unngar a gi ineffektiv
behandling. Ungdvendige behandlinger gir ugnskede bivirkninger og er kostbare uten at de
gir bedring. Mutasjonsstatus til KRAS er ogsa viktig a fastsla siden KRAS-mutasjon i mange
tilfeller gir darligere prognose enn mutasjoner i andre gen. | tillegg vet vi at noen typer
KRAS-mutasjoner vil gi darligere prognose enn andre. Ny teknologi og basal kunnskap om
cellesignalisering gjar det na mulig & utvikle persontilpasset kreftdiagnostikk og -behandling
basert pa KRAS-status.
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