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Partiklar i

Cancer i bukspottkorteln kvarstar
sedan decennier som en av de d6d-
ligaste tumortyperna i Sverige savil
som globalt, d& symtom och diagnos
ofta uppkommer sent i sjukdomsfor-
loppet och riktigt effektiv behandling
saknas. Diagnostiska verktyg for att
kunna upptédcka cancern i tidigare
tumorstadium, och ddrmed hogre
chans att kirurgiskt och onkologiskt
kunna behandla sjukdomen, dr av
stor betydelse for patientens sjuk-
domsforlopp.

I en aktuell studie publicerad i Cell
(Hoshino, Kim, Bojmar, Gyan et al.,
2020), huvudsakligen utférd pa Weill
Cornell Medicine och Sloan Kette-
ring, New York, USA, har sd kallade
"Extracelluldra Vesiklar och Partiklar
— EVPs” fran ett tjugotal cancertyper,
daribland bukspottkértelcancer,
undersokts med avseende pa tidig
biomarkorspotential. Har beskrivs
den senaste kunskapen pa omradet
av forskarna Linda Bojmar och
Per Sandstrom.
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tumorvavnad och blod for

att tidigare upptacka

bukspottkortelcancer
— en uppgift for labb och klinik i samarbete

xtracellulira Vesiklar och Partiklar — EVPs 4t sma
E mikrovesiklar, nanometer (nm) i storlek, som utsénd-

ras fran celler och utgors till stor del av s kallade exo-
somer, som pa senare ar studerats flitigt i samband med
cancer. EVPs bestar av bade storre (Exo-Large — 90-120nm)
och mindre (Exo-Small — 60-80nm) exosomer samt mindre
partiklar utan distinkt dubbelt fettmembran (Exomere -
<50nm) (Zhang el al., 2018, Zhang, Lyden, 2019) (Figur 1).
EVPs, och specifikt de mer studerade, samt frekvent an-
vinda nomenklaturen, exosomer, avges fran celler normalt,
men en 6kad och forindrad utsondring uppstar vid malign
forindring. Fullstindig biogenes av EVPs dr okdnd men
studier har hittills visat specifikt att exosomer bildas via in-
buktningar i endosomer och utséndras i multivesikuldra
kroppar (multivesicular bodies — MVBs). EVPs tros vara
nyckelbudbirare mellan olika celltyper och organ i kroppen
och kan 6verfora material som proteiner och nukleinsyror,
och dirmed omprogrammera mottagarcellen. Aktivering av
stromala celler och immunceller i metastatiska mottagaror-
gan, tidigt i den metastatiska processen, ir ett fenomen kall-
lat pre-metastatisk nisch, och tros férega samt bidra till me-
tastasering. EVPs tillhor gruppen utsondrade tumorfakto-
rer, som kan avges fran en primirtumér och paverka dis-
tala organ. I djurstudier har samband mellan EVPs och de-
ras specifika innehall kopplats till forindringar i den pre-
metastatiska nischen med 6kad metastasering som pafoljd
(Peinado et al., 2012, Costa-Silva et al., 2015, Hoshino et al.,

2015, Rodrigues et al., 2019). Studier pagar om férekomsten
och betydelsen av den pre-metastatiska nischen hos patien-
ter med bland annat bukspottkortelcancer.

GER SYSTEMISKA EFFEKTER

EVPs innchaller material fran dess ursprungscell och kan
dirmed spegla en tumér eller omkringliggande vivnad. De
cirkulerar i blodet och bidrar till de systemiska effekter vi
ser vid sjukdomar sisom cancer. Fran nagra fa milliliter av
blod kan billioner av EVPs renas fram, utsondrade frin
kroppens organ, immunsystem, eller en eventuell tumor.
EVPs kan renas fram med hjilp av ultracentrifugering
(100,000xg), samt riknas och mitas med avseende pa storlek
med hjilp av ljusreflektion och Brownian motion av partiklar
ilosning (Nanoparticle Tracking Analysis — N'TA). Vidare
kan deras morfologi visualiseras med hjilp av elektronmi-
kroskopi (Figur 1). Ny chip-baserad teknik kan studera mo-
lekyler pa enskilda EVPs, sa kallad single particle analysis, med
hjilp av antikroppar (Exoview). Detta mojliggor co-expres-
sionsstudier dir andelen positiva partiklar for en viss mole-
kyl kan studeras. Pa sa vis kan man ytterligare férfina moj-
ligheterna att se en 6kning eller minskning i EVPs och de-
ras ingaende molekyler, specifikt kopplat till ett sjukdoms-
tillstand. Ny metodologi dr ocksa under utveckling for att
separera och fanga upp EVPs av en viss storlek och densitet,
eller med hjilp av uttryck av specifika markorer. En av dessa
metoder kallas assymetrisk-flow field-flow fractionation — AT4,
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och kan separera EVPs beroende pa densitet och storlek for
vidare karakterisering och applikationer (Zhang et al., 2018,
Zhang et al., 2019) (Figur 1).

En av de intressanta EVP-molekylerna for cancerforsk-
ning dr EVP-associerat DNA (Thakur et al., 2014, Kahlert
et al, 2014), 1 kontrast till cirkulerande cell-fritt DNA som
kan innehalla EVP-DNA men i en mindre specifik och
koncentrerad mingd jimfoért med framrenat EVP-DNA. T
EVP-DNA kan mutationer pavisas fran tumorer genom ett
perifert blodprov till skillnad fran att behéva analysera en
invasiv vivnadsbiopsi.

PROTEINER MEST INTRESSANTA

De kanske mest intressanta och studerade komponenterna
i EVPs dr proteiner. Dessa proteiner kan vara uttryckta pa
ytan, eller inkorporerade inuti EVPs (liksom nukleinsyror
som kan skyddas fran nedbrytning genom att befinna sig
inom det dubbla fettmembranet hos EVPs). EVPs innehal-
ler tusentals peptider som bygger upp delar av, eller intakta
proteiner. Dessa proteiner kan ha funktionell betydelse sa-
som bindning till yt-receptorer pa mottagarceller. EVP-
proteiner utgdr ocksa hogst intressanta biomarkorer for
cancer dd deras kombinerade uttryck ér specifikt for tumor-
typ, stadium, och kan spegla den systemiska effekten av
sjukdomen.

Att endast analysera enstaka eller ett fatal proteiner kan
medfora stor osikerhet vad giller att uppna hog sensitivitet
och specificitet hos ett diagnostiskt test. Att diremot stu-
dera paneler av EVP-proteiner med hjilp av masspektro-
metri kan ge en starkare triffsikerhet. Att dven inkludera
proteiner som detekteras i friska kontrollpatienter men inte
i cancerpatienter i en testpanel kan ytterligare stirka preci-
sionen.

Masspektrometri dr ett kraftfullt verktyg for att analy-
sera upp till tusentals proteiner fran ett och samma prov.
Identifiering av proteiner tillsammans med information om
mingden av dessa gor proteomik till en vildigt intressant
teknik for ny diagnostik med hjilp av high-throughput data.
Pa samma sitt som detta kan anvindas som ett diagnostiskt

verktyg for tidig upptickt av cancer kan samma metod app-
liceras for att detektera progression av sjukdom eller svar
pa behandling, allt genom analys av ett blodprov.

Masspektrometri detekterar peptider baserat pa deras
massa och laddning som separeras och matchas till det hu-
mana proteomet. Skillnaden mellan att analysera EVP-as-
socierade proteiner i jimforelse med proteiner cirkulerande
i blodet ér att vanligt férekommande proteiner i blodet
kommer att uppta storre delen av analyskapaciteten och
mindre vanliga, mer specifika proteiner kan bli svara att
detektera med proteomik-metod utfort pa helblod eller plas-
ma. Framrening av EVPs fore masspektrometri medfor
forvisso mer tid och arbete for personal men resulterar i ett
mer (cancer-)specifikt prov, utsondrat direkt fran tumorcel-
ler eller andra aktiverade/rekryterade/forindrade eller de-
lande celler. Validering av EVP-proteinprofiler pagar, och
framtida kostnads-effektivitetsanalyser kommer att visa om
kostnader for instrument och upplirning av personal inom
masspektrometri-teknik 6verviger att utféra enskilda ana-
lyser av EVP-proteiner med etablerade metoder i klinisk
miljo, sasom antikroppsdetektion med hjilp av ELISA, det-
ta beroende pa antalet proteiner inkluderade i slutgiltigt va-
liderade paneler. Ett metodalternativ dr att designa en mer
malinriktad proteomik-panel med hogre specificitet och
kinslighet nir de exakta ingaende proteinerna i en testpanel
har validerats i stora populationer.

DISTINKT EVP-MONSTER

I den aktuella studien i Ce//lades ett stort fokus pa analys
av bukspottkortelcancer dir man fann att operabla stadium
I-IIT tumorer uppvisade ett distinkt EVP-monster i blodet,
skiljt fran andra cancertyper i brost, lunga, eller kolon. Vi-
dare uppvisade patienter med bukspottkortelcancer ett tju-
gotal EVP-proteiner vilka man inte kunde detektera i blodet
fran friska individer. For att hdrleda dessa EVP-partiklar
jaimfordes ett tiotal profiler mellan EVPs fran blod, tumor-
vivnad och frisk bukspottkortelvivnad fran samma patient
och man sag da att dessa partiklar verkade komma till stor
del fran tumo6rvivnad medan vissa dven verkade ha sitt ur-

Figur 1. Extracelluldra Vesiklar och Partiklar — EVPs visualiserade med hjalp av elektronmikroskopi. (A) Extracelluldra Vesiklar och Partiklar — EVP. (B)
Separering av Exosome-Large (green arrow), Exosome-Small (blue arrow) och Exomere (red arrow) med hjalp av AF4. Scale bar: 200nm. AF4 — assy-
metric-flow field-flow fractionation. Bild: Adapterad fran Zhang & Lyden, 2019.
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sprung i intilliggande vivnad, vilken kan vara paverkad av
tumorvaxten. En viss del av EVP-partiklarna visade unika
monster jimfort med tumor- och vivnads-EVPs, och tros
ddrmed vara utsondrade av ett forindrat distalt organ saisom
lever, eller ett forindrat immunsystem.

, , En viss del av EVP-
partiklarna visade
unika monster jamfort med
tumor- och vivnads-EVPs, och
tros ddrmed vara utsondrade
av ett fordndrat distalt organ

sdasom lever, eller ett fordndrat
immunsystem.

Just vart immunsystem verkar spela en stor roll systemisk
vid denna typ av cancersjukdom. Forindrade EVPs kan ha
en direkt effekt och fordndra funktioner i kroppen men kan

dven vara en signal pa att immunsystemet dr dysfunktionellt
och kan till exempel fungera pro-cancerogent, eller vara
nedsatt sa att tumortillvixt frimjas. Detta undersoks vi-
dare i studien dir specifika damage-associated molecular patterns
— DAMPs identifieras, fraimst associerade med tumor-EV Ps
jamfort med EVPs fran frisk bukspottkortelviavnad. Vid
behandling mot dessa DAMPs eller andra tumdrassocie-
rade molekyler kan det vara av stor vikt att uttrycket dr lagt
i normal, omkringliggande vivnad for att minska eventu-
ella sidoeffekter pa organens normalfunktioner. I jimf6-
relse med bukspottkortelcancer tittar Cell-studien dven pa
lungcancer didr man inte hittar lika stora skillnader mellan
EVPs fran normal lungvivnad och lungtumérvivnad.
Ytterligare ett anvindningsomrade dir EVPs kan kom-
ma att bidra med information f6r diagnostisering dr inom
omradet for cancer utan kind primartumor dir behandling
idag dr vildigt komplicerat och ofta medfor ospecifik Gver-
behandling av patienter. Genom att analysera EVP-protei-
ner fran en vivnadsbiopsi eller ett blodprov kan EVP-pro-
filen matchas med profiler fran kinda tumértyper och pa
sa sitt bidra med information for en sikrare diagnostik.
Andra potentiellt framtida anvindningsomraden for EVP-
analys dr diagnostisk testning i riskgrupper for olika typer
av tumorer, till exempel vid bukspottkortelinflammation,
late-onset diabetes och vid fall av drftlig bukspottkortelcan-
cer. For bukspottkortelcancer skulle EVP-mitning dven
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kunna anvindas som ett behandlingsprediktivt verktyg for
kirurgi och cellgiftsbehandling, vid bedémning av operativ
risk, neoadjuvant behandling eller vid borderline operabla
tumorer, eller som tilldgg till histopatologisk verifiering vid
avancerad cancer samt vid uppfoljning for att diagnostisera

recidiv.
Som alternativ till

, , blodprov kan diven

andra kroppsviitskor vara

mer léttillgdngliga och mindre
invasiva din en viivnadsbiopsi,
exempelvis lymfuviitska, galla
eller bukspottkortelsaft.

AVEN ANDRA KROPPSVATSKOR

Den aktuella studien redovisar ocksa EVP-markorer, gene-
rella for merparten av de nidstan 500 analyserade proverna
fran patienter och djurmodeller, cellinjer, vivnader och
kroppsvitskor. Syftet dr att presentera proteiner som kan
vara limpliga for vidare teknikutveckling av metoder for
att forfina biomarkorsanalys for bukspottkortel- och andra
cancertyper. Som alternativ till blodprov kan dven andra
kroppsvitskor vara mer littillgingliga och mindre invasiva
in en vivnadsbiopsi, exempelvis lymfvitska, galla eller buk-
spottkortelsaft. Den aktuella studien, samt tidigare publi-
cerade resultat (Zheng et al., 2018) visar pa férekomsten
och anvindbarheten av EVPs som biomarkorer dven fran
dessa killor, vilka kan vara mer EVP-koncentrerade och
specifika dn ett blodprov.

For att en biomarkor ska komma till klinisk nytta behovs
stora valideringsstudier och planen dr nu att starta upp
dessa i den svenska populationen. Intresserade kliniker och
forskningsteam édr vilkomna att delta i studier da initialt
endast en milliliter frusen plasma behéver samlas for se-
nare EVP-framrening och analys. Analyser kan till en bor-
jan centraliseras men férhoppningen ir att respektive cen-
ter med tiden ska kunna hantera sina egna prover. For att
underlitta detta dr detaljerade EVP-protokoll pa vig att go-
ras publika (Cell STAR Protocols, under review). Vir for-
hoppning dr att vi kan forbittra situationen for patienter
med bukspottkortelcancer, och andra cancertyper, genom
ett starkt samarbete mellan kliniker och laboratorium, éver
lands-, universitets-, regions- och forskargruppsgrinser.

LINDA BOJMAR, PHD, POSTDOK,
LINKOPINGS UNIVERSITET,
LINDA.BOJMAR®@LIU.SE
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