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Bakterier | tarmen som mulige biomarke-
rer for deteksjon av kolorektal kreft

Koblingen virus og kreft er kjent for de fleste. Na viser det seg
at ogsa bakterier kan bidra i kreftutvikling. Seerlig i forbin-
delse med kolorektal kreft ser vi at bakteriene spiller en rolle.
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Kolorektal kreft og tarmens
mikrobiota
Kolorektal kreft (kreft i tykk- og ende-
tarm) er en av de hyppigst forekom-
mende kreftformene bade i Norge og
resten av verden (1, 2). Insidensen har
vert hgy i mange ar, men med en ned-
gang det siste tidret, spesielt i de vestlige
land (3). I Norge har vi derimot sett en
klar gkning de siste ti drene og i 2012 og
2018 1a Norge pa topp i verden med pro-
sentvis flest antall tilfeller av kolorektal
kreft hos kvinner. Tall fra Kreftregisteret
viser at det i 2018 var 4428 nye tilfeller av
tykk- og endetarmskreft i Norge (2).
Risikofaktorer for utvikling av kolo-
rektal kreft er overvekt, kosthold,
tobakk /alkoholforbruk, inaktivitet, arve-
lige faktorer, inflammatoriske tarm-
sykdommer (IBD) som ulcergs colitt og
Crohns sykdom - og kanskje den viktig-
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ste; alder. Personer over 50 ar har betyde-
lig okt risiko sammenlignet med perso-
ner under 50 r (2). Nyere forskning viser
at det mikrobielle miljget i tykktarmen
(mikrobiotaen) ogsa kan ha betydning
for utvikling av kolorektal kreft. Selv
om kunnskapsgrunnlaget for arsaks-
sammenhenger fortsatt er mangelfullt,
begynner man na a fa et bilde av hvilke
mikrober som er sterkest assosiert med
sykdommen. Ofte omtales en ubalanse,
dysbiose, i tarmens mikrobiota som en
risiko for flere tarmsykdommer, blant
annet ved at enkelte mikrober kan stimu-
lere til inflammasjon og forstyrre normal
cellesyklus (4,5). Risiko for sykdom kan
ogsd vaere knyttet til redusert mangfold
av mikrober og manglende aktivitet av
fordelaktige bakterier. En rekke mikro-
ber er ansett som gunstige i tarmen,
blant annet gjennom produksjon av kort-
kjedede fettsyrer som bade gir energi til
tarmslimhinnens celler og stimulerer til
et anti-inflammatorisk miljg (6). Figur 1
gir en forenklet oversikt over bakterier
som inngdr i tarmens mikrobiota. Det er
imidlertid vanskelig & definere en «nor-
mal» tarmflora ettersom de individu-
elle variasjonene er store, og det er ogsa
pavist geografiske forskjeller (7,8).
Overlevelsesmulighetene ved tykk- og
endetarmskreft er sterkt knyttet til syk-
domsstadium pé diagnosetidspunktet og
det er derfor avgjerende a oppdage syk-
dommen tidlig. Ikke-invasiv testing for
kolorektal kreft utfores i dag med immu-

nokjemisk test for okkult blod (iFOBT) i
feces, men testen er bare moderat sensi-
tiv (9,10). Etablering av mikrobielle diag-
nostiske biomarkgrer for kolorektal kreft
i feces kan bidra til & supplere iFOBT

for seleksjon av pasienter til koloskopi,
slik at diagnose kan stilles i tidlig syk-
domsstadium. Malrettet behandling

mot mikrober assosiert med kolorektal
kreft er ogsa lgftet frem som nye behand-
lingsalternativer (11).

Metoder som benyttes i studier av
mikrobiotaen

Den store interessen for tarmens mikro-
biota har fert til mengder av publika-
sjoner ilgpet av det siste tidret. Feltet er
forelgpig lite standardisert, det benyttes
ulike metoder og mikrober rapporteres
pa ulike taksonomiske nivaer (phylum/
rekke, familie, genus/slekt og species/art,
figur 1), noe som kan gjgre sammenlik-
ninger utfordrende. Det er derfor viktig &
ha en oversikt over metoder som benyttes
og kjenne til deres fordeler og begrens-
ninger. Fordi det kun er en liten del av
bakteriene i tarmen som er dyrkbare er
det i hovedsak DNA-baserte metoder som
dominerer, og det genetiske materialet i
mikrobiotaen omtales som mikrobiomet.
Metoden med best opplgsning er sakalt
metagenomikk, der alt DNA i en prgve
sekvenseres (figur 2). Metagenomikk er
imidlertid dyrt og arbeidskrevende. Den
klart vanligste metoden som har veert
benyttet frem til nd er derfor amplifise-
ring og sekvensering av regioner som er
til stede, men variable, hos alle mikro-
ber, for eksempel gener som koder for
16S rRNA. Dette er en effektiv metode
som ikke krever store mengder DNA, og
som kan gi en oversikt over bakteriesam-



Phylum/Rekke

Bacteroidetes

Utgjor
~90% 1
av tarmens

mikrobiota Firmicutes

Proteobacteria

Actinobacteria
Verrucomicrobia
Fusobacteria

Ratioen Prevotella/Bacteroides
rapporteres ofte i studier av tarmens
mikrobiota. Armugam et al. foreslo i
2011 at man kunne definere
sammensetningen av tarmens
mikrobiota som ulike enterotyper. En
plantebasert diett med hgyt inntak av
fiber og karbohydrater favorisererer
Prevotella-enterotypen, mens
Bacterioid-enterotypen er assossiert
med hgyt inntak av protein og fett.

Familie Genus/Slekt
Bakterier i samme slekt
har ~ 96% sekvens -
identitet i 16S rRNA

Bacteroidaceae Bacteroides
Prevotellaceae Prevotella
Rikenellaceae Alistipes
Clostridiacae Clostridium
Ruminococcaceae Faecalibacterium
Eubacteriaceae Ruminococcus
Lactobacillaceae Eubacterium
Lachnospiraceae Lactobacillus
Roseburia
Enterobacteriaceae Escherichia/ Shigella
Bifidobacteriaceae Bifidobacterium
Corynebacteriaceae Corynebacterium

Akkermansiaceae
Fusobacteriaceae

Akkermansia
Fusobacterium
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Species/Art
Bakterier i samme art
har ~ 98-99% sekvens-
Identitet i 16S rRNA

B. fragilis
B. thetaiotamicron
P. copri
P. intermedia
A. finegoldi

C. perfringens
F. preusnitzii
R. faecis
E. rectale
L. reuteri
R. intestinalis

E. coli / S. sonnei

B. longum /B. bifidum
C. parvum

A. muciniphila
F.nucleatum/F.necrophorum

Enkelte bakterier produserer
kortkjedede fettsyrer (blant

annet butyrat) ved fermentering

av vannlgselig fiber i tarmen.

Butyrat er en viktig energikilde

for tarmens kolonocytter og

bidrar ogsa regulering av vertens
metabolisme. Faecalibacterium

prausnitzii, og Eubacterium
rectale er to av de viktigste

Bifidobacterium er en av Akkermansia

de fgrste mikrobene som muciniphila er en
koloniserer tarmen hos mucin-degrader-
spedbarn. Bifidobacteri- ende tarmbak-
um som produserer blant terie som er

annet kortkjedede
fettsyrer som hindrer
kolonisering av patogene
mikrober og stimulerer
til anti-inflammatorisk

assosiert med
anti-inflamma-
toriske aktivitet.

bidragsyterne til produksjon av
kortkjedede fettsyrer.

aktivitet.

F1GUR 1: Forenklet oversikt over noen av bakteriene som inngdr i tarmens mikrobiota, presentert pa ulike taksonomiske nivaer (6-8).

mensetningen i et miljg. Det er imidler-
tid en del variabler ved metoden som kan
introdusere skjevheter mellom ulike pro-
tokoller. Genet som koder for 16S rRNA
bestar av flere variable regioner, og valg
av region for sekvensering har betydning
for hvor godt metoden kan skille mellom
ulike bakterier. Primere som benyttes til
amplifisering av 16S rRNA har ogsa stor
betydning. En PCR som skal amplifisere
flere bakterier vil alltid favorisere noen,
slik at en korrekt gjengivelse av den bak-
terielle sammensetningen er vanskelig.
Sinha et al gjorde i 2017 (12) en studie der

de sendte kjente bakteriesammenset-
ninger til 15 laboratorier for 4 undersgke
variasjon mellom laboratorier. Resulta-
tene viste at type provemateriale hadde
storst effekt pa variasjonen, deretter valg
av DNA-ekstraksjon, PCR og sekvense-
ringsteknologi, og til slutt bioinforma-
tisk analyse. Flere av laboratoriene viste
store avvik fra fasiten. Dette illustrerer at
det tar tid a standardisere nye metoder og
innfere gode kontrollrutiner. Det er fort-
satt en vei & ga for mikrobiom-studier.
Gjentatte funn i mange ulike studier er
imidlertid god indikasjon pa at aktuell(e)

mikrobe(r) er assosiert med sykdom.
Figur 2 viser en oversikt over de vanligste
metodene som benyttes i studier av tar-
mens mikrobiom.

Pkt forekomst av Fusobacterium
nucleatum i tarmen hos pasienter
med kolorektal kreft

Flere internasjonale studier har vist gkte
mengder av bakteriene Escherichia coli

og Fusobacterium nucleatum i tarmen

hos pasienter med kolorektal kreft (13-

15). Det har imidlertid veert mangelfull
dokumentasjon fra norske pasienter. >
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Ikke malrettet DNA-
basert metode
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Fluorescens in situ
hybridisering (FISH)

C

Sekvenserer alt DNA i en
preve, etterfulgt av sekvens-
sammenstilling.

Definerer taksonomisk
sammensetning til species-
(art) og stammeniva. Kan
sammenstille fullstendige
genomer og identifisere
funksjonelle gener.

+ lkke begrenset av primer
«bias», valg av variabel
region eller konkurranse i
PCR-reaksjon

- Krever hgyere biomasse
- Tolererer lite
kontaminerende DNA

Amplifiserer og sekvenserer
DNA-regioner som er tilstede
(men variable) hos alle
bakterier. Definerer
taksonomisk sammensetning
til genus- (slekt) niva.

+ Kan utfgres med lav
biomasse

- Begrenset av primer «bias»,
valg av variabel region eller
konkurranse i PCR-reaksjon

- Kontaminerende DNA kan
interferere

Kvantifiserer selekterte
genera/species ved hjelp av
spesifikke primere og
fluorescerende prober.

+ lkke begrenset av primer
«bias» eller konkurranse i
PCR-reaksjon

+ Kan utfgres med lav
biomasse og tolererer
kontaminerende DNA

- Kvantifiserer kun selekterte
taksa

Amplifiserer 16S rRNA
regionen som er tilstede
(men variabel) hos alle
bakterier, hybridiserer
deretter amplikons til en
mikromatrise med spesifikke
prober.

+ Kan utfgres med lav
biomasse

- Begrenset av primer «bias»,
valg av variabel region eller
konkurranse i PCR-reaksjon

- Kontaminerende DNA kan
interferere

- Identifiserer kun
predefinerte taksa

Kvantifiserer selekterte taksa
ved a benytte
fluorescensmerkede DNA-
prober som hybridiserer til en
fiksert, intakt prgve.
Mikroskopi eller
flowcytometri benyttes for
kvantifisering.

+ Kan utfgres med lav
biomasse og tolererer
kontaminerende DNA

- Arbeidskrevende

- Kvantifiserer kun selekterte
taksa

F1GUR 2: Oversikt over noen av de vanligste DNA-baserte metodene som benyttes for & studere tarmens mikrobiom.

Ved Akershus universitetssykehus ble
det mellom 2014 og 2017 utfert en pilot-

grunn av symptomer eller funn ved
CT-kolografi. Hver pasient samlet en

let biopsier (2 x 2 mm) fra ulike posi-
sjoner i tarmen: 1) Kolon ascendens, 2)

studie pa et utvalg norske pasienter med
kolorektal kreft (16).

Studiekohorten besto av 72 pasien-
ter som var innkalt til koloskopi pa bak-

Proksimale kolon

fecesprgve i RNAlater RNA Stabiliza-
tion buffer (Qiagen, Hilden, Germany)
enten fgr tarmtemming eller én uke etter
koloskopi. Under koloskopi ble det sam-

Distale kolon

Appendix
_ Kolon ascendens

B

"7 Kolon transversum

" Kolon descendens
' Kolon sigmoideum

Rektum

Hgyere niva av
Fusobacterium
nucleatum

Lavere niva av
Fusobacterium
nucleatum

F1GUR 3: Det er vanlig & gjere en todeling av kolon, i hayre (proksimale) kolon og venstre (dis-

tale) kolon. Det er kjent at kolorektal kreft i de ulike delene av kolon har ulike kliniske, patolo-

giske og epidemiologiske kjennetegn. Figuren er gjengitt fra Oncolex med tillatelse.
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polypp eller tumorvev, 3) friskt vev neer
tumor /polypp, 4) Kolon sigmoideum
(figur 3). Etter undersgkelse og histolo-
gisk vurdering av patolog, ble pasien-
tene inndelt i tre grupper; en gruppe med
kolorektal kreft (n=25), en gruppe med
adenomatgse polypper (n=25) og en kon-
trollgruppe uten patologiske funn (n=22).
Median alder var 70 (kreft), 69 (polypp)
og 57 ar (kontroll).

Nivder av genotoksiske E. coli og F.
nucleatum ble undersgkt i feces- og bio-
psiprever med kvantitativ PCR (qPCR).
Utvalgte prover ble videre studert med
16S rRNA amplikon-sekvensering med
Illuminas NGS-teknologi (figur 2). PCR-
resultatene viste ingen signifikant for-
skjell av E. coli toksingener mellom grup-
pene, verken i feces eller tarmbiopsier,
mens nivaer av F nucleatum var signi-
fikant hgyere i kreftgruppen sammen-
liknet med bade kontroll- og polypp-
gruppen (figur 4). Relative mengder av
F nucleatum i hver prgve ble malt ved a
benytte genet for 16S rRNA som referan-
segen og beregning av ACt-verdier

(Ct Ct ). Introduksjon av

Enucleatum 16S rRNA



en ACt cutoff pd 12 kunne identifisere de
kreftpasientene som hadde hgye nivier
av F nucleatum i feces, og fanget opp 35%
av kreftpasientene i denne studien. Dette
tallet er hgyere enn det som er rappor-
tert internasjonalt. Sett i lys av den haye
forekomsten av kolorektal kreft i Norge
sa er dette en interessant observasjon (3).
De hoye tallene i var studie kan ogsa skyl-
des et lavt antall prever som er inkludert
istudien, og en utvidelse av arbeidet er i
gang for a fa et bedre grunnlag for tolk-
ning.

Hgye nivaer av F. nucleatum i feces
gjenspeilet ogsa deteksjon av F. nucleatum
itumormaterialet fra kreftpasientene. F.
nucleatum ble pavist oftere og i flere posi-
sjoner nar tumor var lokalisert i hgyre del
av tarmen sammenliknet med venstre
del (figur 3). Dette er i trdd med andre
studier som har vist at andelen «F nuclea-
tum-high» -tilfeller av kolorektal kreft
gradvis gker fra rektum og oppover til
gvre del av kolon (17, 18). Vare resultater
indikerer ogsd hyppigere forekomst av
en rekke molekylaere endringer i tumor-
cellene ved hgye nivaer av F. nucleatum.
Disse inkluderer mikrosatellitt instabili-
tet (MSI) som forarsakes av inaktivering
av DNA reparasjonssystemet (DNA mis-
match repair). I tillegg ble det vist hyppi-
gere aktiverende mutasjoner i onkogenet
BRAF (manuskript under arbeid).

Hva vet vi om Fusobacterium
nucleatum?

Fusobacterium nucleatum er en invasiv,
strikt anaerob, gram-negativ bakterie.
Mikroben har evne til & skape inflamma-
sjon i tarmen og forstyrre det mikrobielle
miljget i og rundt tumor (tumor microen-
vironment (TME)). Dette har betydning
for arsaksmekanismer for kreft som er
sterkt knyttet opp til de inflammatoriske
forholdene i tumor. E nucleatum har ogsa
evne til d adherere og invadere eukaryote
celler ved hjelp av to viktige proteiner;
FadA og Fap2, som er rikelig uttrykt pa
bakteriens celleoverflate. FadA kan bin-
des til det ekstracelluleere domenet av
E-cadherin pa overflaten av tarmens epi-
telceller. Dette resulterer i aktivering av
Wnt-signalveien og forer til gkt utrykk
av flere onkogener (19, 20). Fap2 bidrar
blant annet til 3 binde til og transportere
andre ikke-invasive bakterier inn i tar-
mcellene, slik at de kan bidra i den kar-
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FIGUR 4. Hoyere niva av F. nucleatum ble funnet i fecesprover i kreftgruppen (C) sammenliknet
med kontrollgruppen (K) og polyppgruppen (P). Det ble ikke pavist noen forskjell mellom polypp-
og kontrollgruppen. Boksplottet viser medianen og det interkvartile omradet av relative mengder

av F. nucleatum. Figur er gjengitt fra (16).

sinogene prosessen (21). Figur 5 gir en
oversikt over hvordan F. nucleatum kan
pavirke tarmens epitelceller.

Til tross for hypoteser om at F. nuclea-
tum kan initiere kolorektal kreftutvik-
ling, paviste vi ingen forskjell i nivaer av
F nucleatum i feces mellom gruppen med
adenomatgse polypper og kontrollgrup-
pen (figur 4). En alternativ hypotese er
derfor at F. nucleatum opptrer tidlig, men
etter initiering av kreftutvikling og er en
risikofaktor for progresjon til avansert
kreft. Det er ogsd mulig at kun en under-
gruppe av polypper er “kolonisert” med
F nucleatum og utvikles videre til kreft.
Studier har vist at invasive F. nucleatum er
detektert i levermetastaser, noe som kan
antyde en persisterende assosiasjon med
tumorceller gjennom ulike stadier av
kolorektal kreftutvikling (22).

Er andre Fusobacterium spp assosi-
ert med kolorektal kreft?
Egne upubliserte data indikerer at andre

Fusobacterium-arter enn F. nucleatum kan
veaere overrepresentert i fecesprover fra
CRC-pasienter. Illumina MiSeq 16S rRNA
amplikon-sekvenseringsdata indikerer
at naer 50% av CRC-pasientene hadde gkt
forekomst av Fusobacterium pa genus-
niva (upubliserte data). Dette er en hgy-
ere andel enn det som ble pavist med
qPCR som kun skal detektere F. nuclea-
tum, og antyder at andre Fusobacterium-
arter ogsa kan vaere assosiert med kolo-
rektal kreft. Det er forelgpig 14 arter

og flere underarter i slekten Fusobacte-
rium. Nylige studier har ogsd foreslatt at
underarter av E. nucleatum bgr klassifise-
res som egne arter (23), noe som illus-
trerer at Fusobacterium-funnene i denne
studien ber undersgkes naermere og med
metoder som gir enda bedre separasjon.

Nytteverdi av mikrobiomstudier

Selv om det mikrobielle miljget i feces

ikke er det samme som det man fin-

ner i tarmens slimhinne, kan det vaere >
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Fap2
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F1GUR 5: Skjematisk illustrasjon av hvordan F. nucleatum kan initiere
kreftutvikling i tarmens epitelceller:

1: Via binding av FadA til E-cadherin pa overflaten av tarmens
epitelceller. Dette forer til aktivering av 3-catenin/Wnt signalveien og
aktivering av onkogener. Bindingen farer ogsa til relokasjon av resepto-

2: Yttermembranproteinet Fap2 kan bindes til andre bakterier og fore til
akkumulering av disse i mikromiljget rundt tumor.

3: Fap2 kan ogsa bindes til spesifikke reseptorer pa overflaten av
immunceller (for eksempel T-celler eller NK celler) og bremse deres
anti-tumor-aktivitet og samtidig indusere inflammasjon (19-21).

ren og en mer permeabel cellevegg.

god korrelasjon mellom flere bakte-

rier i feces og vevsprgver fra tarmslim-
hinne. Feces kan dermed benyttes som
et ikke-invasivt materiale for undersgk-
else av disse mikrobene. Var studie har
vist at hgye nivaer av F. nucleatum i feces
kan ha potensial som en biomarker for
estimering av kreftrisiko og for detek-
sjon av kolorektal kreft i tidlige stadier.
Ettersom de hgye nivdene av F. nuclea-
tum kun gjaldt for 35 % av pasientene, vil
den foreslatte tilneermingen kun identi-
fisere en andel eller en mulig subgruppe
av pasienter med kolorektal kreft. Dette
er gjenstand for videre studier i var forsk-
ningsgruppe.
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Vi har sa langt fokusert pa tidlig detek-
sjon av kolorektal kreft ved hjelp av bak-
terieprofiler. Imidlertid kan mer kunn-
skap om bakterienes mekanismer for
initiering og/eller progresjon av tykk-
tarmskreft ogsd anvendes for a utvikle
nye behandlingsmetoder. Et medika-
ment som retter seg mot FadA og som
kan blokkere bindingen mellom bakterie
og epitelcelle, ville kunne forhindre bak-
teriens evne til 4 etablere seg i tumorve-
vet, og dermed ogsa hindre aktivering av
intracellulaere prosesser og metastase-
ring (24).

En annen behandlingsmulighet kunne
vare a redusere mengden av bakterier

med antibiotika rettet mot E. nucleatum,
som et tillegg til annen behandling (25).
Ved en generell reduksjon av mengden E.
nucleatum vil ogsa den inflammatoriske
situasjonen i tumor reduseres. Bekym-
ring rettes allikevel mot effekten pa nor-
mal tarmflora ved bruk av (bredspektret)
antibiotika.

Det synes d vaere enighet om at tarm-
bakterier har stor betydning for utvik-
ling av en rekke sykdommer, blant annet
kolorektal kreft. Det gjenstar mye forsk-
ning pa feltet, det vivet i dag er trolig
bare toppen av et isfjell. Vi gnsker & bidra
til & drive dette feltet fremover.



Takk

En stor takk rettes til Genteknologisk
seksjon, Avdeling for Tverrfaglig Labora-
toriemedisin og Medisinsk Biokjemi og
Avdeling for Gastromedisin, Ahus, for
tilrettelegging og skonomisk statte til
prosjektet. Takk til bioingenigrstudenter
ved OsloMet for bidrag i arbeidet.
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