eee potenta partiklar

Sa skulle cancer kunna
hittas med ett blodprov

Mojligheten att detektera extracelluldra vesiklar som signalerar cancer skulle i férlangningen
kunna spara pengar for varden och leda till att patienter besparas komplicerade undersok-
ningar genom att lamna ett blodprov i stallet for att genomga biopsier.

Det skriver forskaren Liza Lof vid Biomedicinskt Centrum i Uppsala i en 6versikt av pa vil-
ka satt extracellulara vesiklar skulle kunna anvandas bade som biomarkorer och for att félja

patienters svar pa behandling.

ar kropp bestar av en otrolig
Vrn'zingd celler, upp till 10, som

alla kommunicerar med varan-
dra och sin omgivning. Celler kan in-
teragera med andra celler beldgna nira
intill eller pa storre avstand. Signale-
ringen pa hall sker genom utsindande
av molekyler sasom cytokiner eller hor-
moner, men kan dven ske via sma
membranklidda bliasor — extracellulira
vesiklar. Dessa vesiklar bir pa sin yta
specifika proteiner som kan utnyttjas
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for att se vilka celler de hiarstammar
fran’.

De flesta extracellulira vesiklar bir
dven pa en gemensam proteinsignatur.
En grupp av proteiner som ofta an-
vinds som markorer for vesiklarna ar
tetraspaniner, diribland CD63, CD81
och CD9. Man kan grovt dela in extra-
cellulira vesiklar i tre subgrupper, exo-
somer, mikrovesiklar och apoptotiska
kroppar. Exosomerna har under de se-
naste aren fatt mest uppmirksamhet da

de har hittats i alla kroppsvitskor och
formedlar en stor mingd biologiska
signaler mellan celler. De extracellu-
lira vesiklarna delas in i de tre grup-
perna utifran deras storlek som varierar
fran ca 30 nm — 1 000 nm, dir exoso-
merna dr de minsta, samt deras bioge-
nes som dven skiljer sig at mellan dessa
tre subgrupper. Exosomerna bildas ge-
nom en process som kallas endocytos.
I endocytos internaliseras molekyler
som proteiner och lipider fran cell-



membranet tillsammans med extracel-
lulira material och skickas sedan till
olika destinationer.

STRESS GER FLER VESIKLAR

Om cellen utsitts for stress, som vid
sjukdom eller apoptos, kan cellerna
producera fler vesiklar in normalt. Vis-
sa typer av cancersjukdomar far celler-
na att utsondra ett 6verskott av dessa
extracellulira vesiklar till blodet™*. Det
pagar for nirvarande mycket forskning
for att se om och hur extracellulidra ve-
siklar skulle kunna utnyttjas inom kli-
niken som biomarkérer. Om en person
har en tumérsjukdom som producerar
extracellulira vesiklar kanske dessa kan
pavisas i ett blodprov och anvindas for
tidig upptickt av sjukdomen eller i upp-
foljning av behandling. Genom att un-
dersoka vesiklarnas proteinsignaturer
kan deras ursprung sparas. Vid prosta-
tacancer verkar till exempel prostata-
specifika vesiklar, som normalt expor-
teras till sidesvitska, i stdllet anrikas i
blod, och de skulle darfor kunna an-
vindas som kinsliga tumormarkorer
for att komplettera PSA°.

For att kunna anvinda extracellulira
vesiklar som biomarkorer behovs ef-
fektiva metoder for att litt kunna iden-
tifiera och kvantifiera dem, for att
koppla dem till specifika sjukdomar.
Problemet med vesiklarna dr att de 4r
vildigt sma, kanske bara 100 nm i dia-
meter, vilket begrinsar mojligheterna
att undersdka dem. For att pavisa 6ka-
de mingder av en specifik typ av vesik-
lar i ett blodprov maste man ocksa kun-
na urskilja dem fran andra normalt cir-
kulerande vesiklar. Vi har nyligen pub-
licerat en metod som gor det mojligt att
pavisa individuella cirkulerande vesik-
lar i blodet, och sirskilja olika popula-
tioner av vesiklar i ett heterogent prov
— en metod som vi dopt till ExoPLA®.

DETEKTERAS MED ANTIKROPPAR

Genom att anvinda den vid Uppsala
universitet utvecklade metoden proxi-
mity ligation assay (PLA)" kan en kom-
bination av ytmarkorer pa vesiklar de-
tekteras med antikroppar. Tekniken
gor det sedan mojligt att forstarka sig-
nalen fran specifika kombinationer av
antikroppar, sa att vesiklarna kan rik-
nas en och en i en vanlig flédescytome-
ter. Antikropparna som anvinds i me-

”Exosomerna har under de senaste dren
fatt mest uppmdrksamhet da de har hittats
i alla kroppsviitskor och formedlar en stor

mdingd biologiska signaler mellan celler.”

toden édr kopplade till DNA-oligo-
nukleotider som vid nira inbindning
bildar DNA-cirklar tillsammans med
ytterligare DN A-oligonukleotider som
tillsdtts. Dessa DNA-cirklar anvinds
sedan som mall for en molekylir kopie-
ringsreaktion — rullande-cirkel-ampli-
fiering. Produkten fran denna amplifie-
ring ger upphov till en lokal fluoresce-
rande signal som ir tillrdckligt stark for
att kunna detekteras i en vanlig flodes-
cytometer, utrustning som ir vanlig i
laborativ milj6 och pa sjukhus. Genom
att ExoPLA-metoden utnyttjar flera
antikroppar mot de ytmarkorer som dr
specifika for just den sorts vesiklar man
letar efter blir det mojligt att urskilja
dessa i ett heterogent prov. Pa sa sitt
kan vesiklar som hirstammar fran tu-
morceller urskiljas fran andra vesiklar.

Vi har bland annat visat att vi med
ExoPLA-metoden kan urskilja sa kallade
prostasomer fran Gvriga extracellulira
vesiklar i blodplasma, och i tidigare
studier fran gruppen har vi med andra
metoder visat att 6kade mingder av
prostasomer i blodet kan visa pa pro-
statacancer’. Det dr alltsa var forhopp-
ning att ExoPLA-tekniken kan gora
det mojligt att tidigare och sikrare pa-
visa malignitet, eller f6lja en patients
svar pa behandling genom ett enkelt
blodprov. Metoden att detektera extra-
celluldra vesiklar som signalerar cancer
skulle i forlingningen kunna spara
pengar for varden och leda till att pa-
tienten besparas komplicerade under-
sokningar genom att limna ett blod-
prov i stillet for att genomga biopsier.

LIZA LOF, PHD, INSTITUTIONEN FOR IMMUNOLOGI, GENETIK OCH
PATOLOGI, BIOMEDICINSKT CENTRUM (BMC), UPPSALA UNIVERSITET,

REFERENSER

1. Bianconi E, Piovesan A, Facchin F, Beraudi
A, Casadei R, Frabetti F, et al. An estimation
of the number of cells in the human body.
Annals of Human Biology. 2013;40(6):463-71.

2. Wolfers J, Lozier A, Raposo G, Regnault
A, Thery C, Masurier C, et al. Tumor-derived
exosomes are a source of shared tumor re-
jection antigens for CTL cross-priming. Nat
Med. 2001;7(3):297-303.

3. Freyssinet JM. Cellular microparticles:
what are they bad or good for? Journal of th-
rombosis and haemastasis. 2003.

4. Andre F, Schartz N, Movassagh M, Flament
C, Pautier P, Morice P, et al. Malignant effu-
sions and immunogenic tumour-derived ex-
osomes. Lancet. 2002;360(9329):295-305.

5. Tavoosidana G, Ronquist G, Darmanis S,
Yan J, Carlsson L, Wu D, et al. Multiple recog-
nition assay reveals prostasomes as promi-
sing plasma biomarkers for prostate cancer.
Proceedings of the National Academy of
Sciences of the United States of America.
2011;108(21):8809-14. Epub 2011/05/11.

6. Lof L, Ebai T, Dubois L, Wik L, Ronquist
KG, Nolander O, et al. Detecting individual
extracellular vesicles using a multicolor

in situ proximity ligation assay with flow
cytometric readout. Scientific Reports.
2016;6:34358.

7.Soderberg O, Gullberg M, Jarvius M, Rid-
derstrale K, Leuchowius KJ, Jarvius J, et al.
Direct observation of individual endoge-
nous protein complexes in situ by proximity
ligation. Nature methods. 2006;3(12):995-
1000.

LIZA.LOF@IGP.UU.SE

onkologi i sverige nr 2 —17 65



