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Tidig upptdckt, prognostiska
faktorer och behandling

Daniel Ansari, MD, PhD, har nyligen presenterat sin avhandling om pankreascancer.
Syftet med studien ar att ta fram forbattrade mojligheter till tidigare diagnostik,
prognostiska faktorer och behandling.

AVHANDLINGENS SYFTE

Vir forskningsgrupp vid Lunds univer-
sitet, ledd av professor Roland Anders-
son, dr en translationell gruppering be-
stdende av kliniska och prekliniska fors-
kare. Inom gruppen finns kirurger, pa-
tologer, onkologer, biomedicinska ana-
lytiker, proteinanalytiker och kemister.
Biobanking (blod och vivnad) utgor en
central del i vér forskning. Experimen-
tella faciliteter for cell- och djurstudier
finns inom gruppen liksom faciliteter
for avancerad proteinanalys (CEBMMS)
och farmakologi (Chemical Biology &
Therapeutics). Syftet med denna avhand-
ling, som bestér av sex delarbeten, har
varit att forbittra utfallec for patienter
med pankreascancer, med fokus pé tidig
diagnostik, prognostiska faktorer och
behandling.

INLEDNING

Pankreascancer drabbar arligen cirka
1000 patienter i Sverige. Denna cancer-
form ir den fjdrde vanligaste orsaken till
dod i cancer, med en femarsoverlevnad
pé cirka 6 procent. Bara lungcancer, pro-
statacancer och koloncancer skordar 4r-
ligen fler liv i Sverige. Om inga framsteg
gors i friga om diagnostik och behand-
ling av pankreascancer kommer sjukdo-
men att segla upp som nummer tvd pd
listan 6ver de dodligaste cancerformerna
ar 2030, efter lungcancer'.
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Figur 1. Genetiska forandringar vid utveckling av pankreascancer. Inaktivering av tumaor-
suppressorn p53 sker i de flesta duktala adenokarcinom och dr en av de viktigaste faktorerna
som paverkar progressionen av Panln till invasiv cancer. Fran referens'.

Pankreascancer ger diffusa symtom
och det saknas strategier for tidig diag-
nostik. Cirka 85 procent av patienterna
diagnostiseras i avancerat stadium (sta-
dium III och IV). Serumtumérmarkoren
CA 19-9, dr den enda biomarkéren for
pankreascancer som anvinds kliniskt. CA
19-9 kan anviindas for terapeutisk moni-
torering men har en diagnostisk sensiti-
vitet och specificitet pd 80 procent som
inte gor den optimal i screeningsyfte.

Kirurgisk borttagande ir for nidrva-
rande den enda potentiellt kurativa be-

handlingsstrategin for pankreascancer.
Om patienter kunde diagnostiseras tidi-
gare, skulle fler patienter kunna erbju-
das kirurgisk behandling. Korttidsover-
levnaden efter pankreaskirurgi (Whipp-
les operation) har forbittrats efter att
den avancerade onkologiska kirurgin har
centraliserats. Fortsatta forbittringar av
langtidsoverlevnaden kriver okad forsta-
else for prognostiska faktorer och ut-
veckling av ny individualiserad kemote-
rapi.
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DUKTALT ADENOKARCINOM
VANLIGAST
Den vanligaste formen av pankreascan-
cer utvecklas frin de duktala cellerna i
exokrina pankreas. Duktalt adenokarci-
nom utgdr cirka 85 procent av alla pan-
kreascancrar. Etiologin vid pankreascan-
cer ir bristfillige kartlagd. De vanligas-
te riskfaktorerna rapporterade i littera-
turen ir rokning, overvike, drftlighet,
kronisk bukspottsinflammation, diabe-
tes mellitus och cysta i pankreas. De
flesta som insjuknar i pankreascancer ir
mellan 60 och 80 dr gamla. Det ir ovan-
ligt med pankreascancer under 50 &rs
alder (under 10 procent).
Pankreascancer utvecklas frin forsta-
dier, vanligen pankreatisk intraepitelial
neoplasi (PanIN), associerade med gene-
tiska (KRAS, pl6, p53, SMAD4) och
epigenetiska forindringar pa vigen till
invasiv cancer (Figur 1). Pankreascancer
kan ocksa utvecklas frdn intradukeal pa-
pillar mucings neoplasi (IPMN) eller
mucinds cystisk neoplasi.

TIDIG DETEKTION MED HJALP AV PRO-
TEIN DJUPSEKVENERING | SERUM

Hos de flesta patienterna ir gulsot, d&
ogonvitor och hud firgas gula och urinen
blir mork, ett kinnetecken for cancer 1
bukspottkérteln, liksom viktnedgang
och smirtor i dvre delen av buken och i
ryggen. Forekomsten av nydebuterad di-
abetes mellitus bor 6ka misstanken om
en underliggande pankreascancer.

Det finns ett behov av att identifiera
nya proteinbiomarkdrer for tidig diagnos
av pankreascancer. Blod ir en attraktiv
killa for biomarkorer eftersom den till-
later icke-invasiv diagnostik. Masspek-
trometri dr en viktig metod inom prote-
inanalys. Den baseras pd separation av
molekyler baserad pd kvoten mellan
massa och laddning (m/z). Tyvirr har
det linge varit svdrt att analysera pro-
teiner direkt i blod. En av anledningarna
ir vanligt forekommande proteiner i
blod som till exempel albumin och IgG
forsvarar identifiering av mindre vanliga
proteiner (ofta sjukdomsmarkérer). Ge-
nom att anvinda “depletion”, kan van-
liga proteiner i serum avligsnas vilket
underlittar identifiering av sjukdoms-
markérer. Utvecklingen av hogupplost
masspektrometri tilldter ocksd forbitt-
rad proteindetektering.
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I delarbete I studerades virdet av
masspektrometri for att pdvisa protein-
markorer i serum tidige i forloppet vid
pankreascancer’. Serumproverna be-
handlades med speciella kolonner for att
ta bort de 7 vanligaste proteinerna i se-
rum (albumin, IgG, IgA, tansferrin,
haptoglobin, antitrypsin, fibrinogen).
Detta foljdes av trypsinering for att ge-
nerera peptidfragment som littare kan
analyseras med masspekrometri jamfore
med hela proteiner. Vid en jimforelse
mellan resekabel pankreascancer, benig-
na pankreassjukdomar och friska indivi-
der, identifierades 134 serumproteiner
som kunde sirskilja grupperna fran var-

Figur 2. Hierarkisk klustring av proteiner och
serumprover. Varje rad representerar ett pro-
tein och varje kolumn representerar ett prov.
Protein klustringen visas till vanster och klust-
ringen av proverna visas hogst upp i figuren.
Fargkodningen (rod-gron) visar den relativa
expressionsnivan dar rod indikerar uttryck
over medelvardet och gron indikerar uttryck
under medelvardet. Denna analys identifiera-
de 134 differentiellt uttryckta proteiner
(p<0.0009). Total 40 protein var uppreglerade
i pankreascancer jamfort med benigna pan-
kreascancer och friska kontroller. Bla, pankreas-
cancer; gul, benigna pankreassjukdomar; rosa,
friska kontroller. Fran referens?.

andra, varav 40 proteiner var uppregle-
rade vid pankreascancer (Figur 2). Flera
av dessa proteiner kunde via interak-
tionsanalyser kopplas till p53, den van-
ligaste muterade tumérsuppressorn vid
pankreascancer.

Resultaten frin denna studie idr ett
viktigt steg i utvecklingen av ett enkelt
blodbaserat diagnostiskt test for pankre-
ascancer.

ARTIFICIELLA NEURALA NATVERK
PREDIKTERAR PROGNOSEN
Det ir visentligt med en korrekt bedom-
ning av prognosen for varje patient for
att styra val av behandling. Det finns fle-
ra prognostiska modeller beskrivna i lit-
teraturen, men det saknas fortfarande ett
etablerat prognostiskt system. Nuvaran-
de stadieindelning, s.k. TNM-klassifika-
tionen tar inte hidnsyn till faktorer utéver
T-stadium (primircumdorens storlek och
utbredning), N-stadium (spridning till
regionala lymfkorelar) och M-stadium
(forekomst av fjirrmetastaser). For pa-
tienter som genomgdr kirurgi ir TNM-
indelningen inte tillrickligt pdlitlig for
att forutsiga den enskilde patientens
prognos efter operation. En modell for
prediktering av 6verlevnad kan baseras
pé s.k. artificiella neurala nitverk, en av-
ancerad datoriserad optimeringsmodell
som kan analysera icke-linjira samband.
I delarbete II utvecklades en algoritm
for prognostisering av pankreascancer
med hjilp av artificiella neurala nit-
verk3. Riskfaktorer tillgingliga i daglig
klinisk praxis och som bidrar till simre
prognos vid pankreascancer identifiera-
des och rangordnades. En modell togs
fram som hade bicttre prediktionsforma-
ga dn traditionell cox regressionsanalys.

WHIPPLES OPERATION — CENTRALISE-
RING LONAR SIG

Pankreascancer dr svirbehandlad och
det finns dirmed en stor potential for
terapiforbittringar. Kirurgin (Whipples
operation) har successivt forfinats och
dodsfall i samband med operation har
minskat. Idag idr dodsfallen bara ndgra
enstaka procent. Det ir visat att centra-
lisering av pankreaskirurgi till hégvo-
lymscentra har haft en viktig roll i det-
ta. Dessa data dr dock baserade pd jim-
forelse av olika centra, och det finns en
brist pa studier som beskriver vergang-
en frin lig- till hogvolymssjukhus.
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Figur 3. Jamforelse mellan 6verlevnadsprediktion med hjalp av ANN respektive Kaplan-Meier.

Fran referens’.

”Resultaten fran denna studie ar ett
viktigt steg i utvecklingen av ett enkelt
blodbaserat diagnostiskt test for pan-

kreascancer.”

I delarbete III kartlades alla patienter
som genomgatt Whipples operation i
Lund under perioden 2000-2012*. Totalt
221 patienter inkluderades. Resultaten
visade att sedan Gvergdngen till hogvo-
lymskirurgi (definierat som 25 eller fler
operationer per dr) har de operativa re-
sultaten forbittrats vad giller blodfor-
lust vid operation, operationstid, blod-
ningskomplikationer, risk for reopera-
tion och vdrdtid. Operativ mortalitet
minskade frin 4 till O procent.
EPIGENETISKA LAKEMEDEL MED FO-
KUS PA MUC4-POSITIVA TUMORER
Cytostatika kan ges som efterbehandling
efter kirurgi eller som behandling nir
tumoren vixer sd att den inte kan ope-
reras. Gemitabin ges rutinmissigt bide
i adjuvant och palliativt syfte. Tyvirr dr
gemcitabinresistens ett vanligt problem.
Det har dirfor linge funnits stort intres-
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se av kombinationsbehandling av pan-
kreascancer. Den storsta framgingen vad
giller den onkologiska behandlingen av
pankreascancer sedan gemcitabin, kom
forst 2011 nidr Conroy et al visade att
man kunde 6ka éverlevnaden for avance-
rad pankreascancer frin 6,8 ménader
med gemcitabinmonoterapi till 11,1 ma-
nader med FOLFIRINOX’. Dock ir
FOLFIRINOX en tuff behandling asso-
cierad med svara biverkningar och lim-
par sig endast for patienter med gott all-
mintillstind. Ar 2013 visade Von Hoff
et al nano-albuminbundet paclitaxel
(nab-paclitaxel) som tkade 6verlevnaden
for pankreascancer frin 6,7 ménader
med gemcitabinmonoterapi till 8,5 ma-
nader med nab-paclitaxel. Aven om det-
ta ir stora framgangar sd ir dverlevnaden
for avancerad pankreascancer i bista sce-
nariot under ett ar. Det krivs siledes

bittre forstdelse av tumérbiologin och
utveckling av ny typ av individanpassad
behandling.

MUCHA ir ett cellyteprotein som ofta
finns i vivnad frdn patienter med pan-
kreascancer men som saknas i normal
pankreas. MUC4 har visats 6ka prolife-
ration av cancerceller, bidra till kad in-
vasivitet, interaktion med extracelluldr
matrix (stroma) samt bidra till simre
prognos i kliniska material. Det dr dock
oklart om uttrycket av MUCH4 ir stabile
vid metastatisk sjukdom.

I delarbete IV studerades uttrycket av
MUCH4 i vivnad frin primir pankreas-
cancer och matchade lymfkortelmetas-
taser®. Resultaten visade att majoriteten
av primdrtumdrerna uttryckce MUC4
och att detta uttryck bibehélls i metas-
taserna, vilket talar for act MUCA ir ett
potentiellt behandlingsmal dven vid me-
tastaserande sjukdom.

I delarbete V utfordes experimentella
djurstudier genom transplantation av
pankreastumorcellinjer i immundefekta
moss i syfte att arbeta vidare med
MUC4-proteinet’. Tumérer frin en av
cellinjerna (Capan-1) uttryckte mest
MUCH4 och bedémdes dirfor bist lim-
pad for fortsatta studier.

MUCH4 har i tidigare experimentella
studier kunnat kopplas till gemcitabin-
resistens. Det dr visat att uttrycket av
MUC4-proteinet styrs epigenetiskt i
pankreascancer, bide genom DNA-me-
tylering men ocksd genom histon-modi-
fiering®. Vi spekulerade om epigenetisk
reglering av MUC4-uttryck kan forind-
ra cancercellernas beteende och gora
dem mer mottagliga for cystostatikabe-
handling.

I delarbete VI undersoktes den till-
vixthimmande effekten av 76 olika epi-
genetiska och fosfatas smadmolekyl-hdam-
mare pd pankreascancerceller. De har
tidigare bland annat anvints i forskning
om malaria och epilepsi’. Apicidin, en
s.k. HDAC-himmare visade sig ha en
kraftigt antiproliferativ effekt och po-
tentierade dven effekten av gemcitabin
genom att nedreglera MUC4 i cancercel-
linjen Capan-1.

KONKLUSION

Pankreascancer dr en utmaning. Ling-
tidsoverlevnaden har inte forbdtcrats
namnvirt de senaste decennierna. Enligt
vissa rapporter tkar incidensen samti-
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digt som det saknas bra metoder for
screening, prevention, prognostisering
och behandling. I min avhandling har
jag pévisat flera serumproteiner som kan
diagnostisera resekabel pankreascancer
fran kontrollgrupper. Fortsatt validering
planeras i pre-diagnostiska serumprover
frain Malmo-Kost-Cancer kohorten. I
framtiden skulle véra proteinbiomarks-
rer kunna kombineras med artificiella
neurala nitverk i syfte att forbittra den
prediktiva formagan.

Centraliseringen av pankreaskirurgin
i sodra Sverige har varit framgéngsrik
med operativ mortalitet ndra O procent.
Det behovs ckad forstdelse av tumorbio-
login liksom utveckling av ny typ av
systemisk behandling for att optimera
behandlingsarsenalen. Epigenetiska ld-
kemedel skulle kunna fa en central roll
antingen som monoterapi eller som sen-
sitiseringsbehandling infér kemoterapi.

FOTNOT

Avhandlingen "Pancreatic Cancer — Ear-
ly Detection, Prognostic Factors, and
Treatment” presenterades 26 september,
2014 i Lund med professor Helmut
Friess, Klinikum rechts der Isar,
Miinchen, Tyskland, som opponent.
Handledare var professor Roland An-
dersson och bihandledare docent Bodil
Andersson och professor Gyérgy Marko-
Varga.
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total MUC4-uttryck per cell. B: Immunofluorescens fargning av MUC4. Forstoring 10x

4. Ansari D, Williamsson C, Tingstedt B, An-
dersson B, Lindell G, Andersson R. Pancre-
aticoduodenectomy--the transition from a
low- to a high-volume center. Scand J Gast-
roenterol 2014;49(4):481-4.

5. Conroy T, Desseigne F, Ychou M, et al.

FOLFIRINOX versus gemcitabine for me-
tastatic pancreatic cancer. N Engl J Med

2011;364(19):1817-25.

6. Ansari D, Urey C, Gundewar C, Bauden MP,
Andersson R. Comparison of MUC4 expres-
sion in primary pancreatic cancer and paired
lymph node metastases. Scand J Gastroen-
terol 2013;48(10):1183-7.

7. Ansari D, Bauden MP, Sasor A, Gundewar
C, Andersson R. Analysis of MUC4 expres-
sion in human pancreatic cancer xenografts
in immunodeficient mice. Anticancer Res
2014;34(8):3905-10.

8.Vincent A, Ducourouble MP, Van Seuning-
en |. Epigenetic regulation of the human
mucin gene MUC4 in epithelial cancer cell
lines involves both DNA methylation and
histone modifications mediated by DNA
methyltransferases and histone deacetyla-
ses. FASEB J 2008;22(8):3035-45.

9. Ansari D, Urey C, Said Hilmersson K, et al.
Apicidin sensitizes pancreatic cancer cells
to gemcitabine by epigenetically regulating
MUC4 expression. Anticancer Res 2014;In
press.

10. Aho U, Zhao X, Lohr M, Andersson R. Mo-
lecular mechanisms of pancreatic cancer
and potential targets of treatment. Scand J
Gastroenterol 2007;42(3):279-96.

DANIEL ANSARI, MD, PHD, LUNDS UNIVERSITET

DANIEL.ANSARI@MED.LU.SE






