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CYSTISKA PANKREASTUMORER:

Forekomst av
munbakterier
kopplas till
svarighetsgrad

Forekomsten av munbakterier i sa kallade

cystiska bukspottkorteltumorer ar kopplat till
tumorens svarighetsgrad. Det visar en ny studie
fran Karolinska Institutet. Forhoppningen ar att
resultaten kan bidra till battre diagnostik och
behandling av cancer i bukspottkorteln, skriver
kirurgen Asif Halimi, Karolinska Universitets-
sjukhuset, forskaren Haleh Davanian och docent
Margaret Sallberg Chen, bada vid Odontologiska
institutionen, Karolinska Institutet.

ankreascancer i tidig fas dr oftast
Putan symtom, den uppticks sent

hos huvuddelen av de drabbade
och har da ofta hunnit bli avancerad el-
ler metastaserad. Majoriteten har darfor
en obotbar tumér vid upptickten. Ade-
nocarcinom i pankreas har dessutom
en simre prognos med endast fem pro-
cents femarsoverlevnad efter diagnos.
Pankreascancer har darfor blivit den
fjirde vanligaste orsaken till cancerre-
laterad dod i vistvirlden och beriknas
bli den nist vanligaste orsaken fore ar
2030'. Cystiska tumorer i pankreas dr
diremot godartade i de flesta fall, en-

bart en brakdel overgar till cancer.
Dessa vitskefyllda pankreascystor dr
dock mycket vanliga, upp till 20-30
procent av befolkningen kan vara bi-
rare av pankreascystor. Varfor cystorna
hos vissa individer transformeras och
blir invasiva dr oklart. Nya resultat fran
bland annat var grupp visar att
pankreascystor inte alltid dr sterila utan
kan innehalla bakteriellt DNA och
tecken pa inflammation. Var nya studie
visar att cystorna med forstadium till
cancer innehaller mest bakteriellt DNA
samt bakteriella translokationsmarko-
rer’. Vidare ser vi att munbakterierna
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Bild 1: Frisk pankreashuvudgang.

Bildserien &@r tagen av dr Urban Arnelo med intraoperativ SpyGlass.

verkar i biofilm-liknande nitverk i cystvitskan hos gruppen
som uppvisar histologiska tecken pa hoggradig dysplasi och
invasiv cancer i pankreas. I vira analyser ser vi ocksa att
Fusobacterium nucleatum och Granulicatella adiacens-bakterierna,
som oftast hor hemma i munnen och i saliv, ér starkt kopp-
lade till hoggradiga dysplasiska forindringar i pankreasviv-
nad. En intressant koppling mellan bakteriefyndet och pan-
kreasendoskopi dr noterad, men detta giller dock inte alla
patienter. Dessa fynd har stor betydelse for diagnostik av
cystiska pankreastumdérer men dven omhindertagandet av
denna stora patientgrupp.

HITTAS OFTAST SOM BIFYND

Cancer i pankreas ir en relativt ovanlig cancerform, med
cirka 1 500 nya fall per ar i Sverige. Det dr ddremot en vil-
digt allvarlig cancerform dir insjuknandehastigheten dr un-
gefir densamma som dodligheten, vilket innebir att knap-
past nagon blir botad. Forskning med olika infallsvinklar
pagar for att vinda denna trend, och ett omrade som far
alltmer intresse dr cystiska forindringar som pa sikt kan
utvecklas till cancer i bukspottkorteln. Dessa cystor brukar
inte ge nagra kliniska symtom och hittas oftast som bifynd
nir man genomgar en rontgenundersdkning av nagon helt
annan anledning, Trots att cystor i bukspottskorteln dr van-
ligt forekommande hos cirka 20-30 procent av befolkning-
en, dr det endast en brakdel av dessa cystor som utvecklas
till cancer.

Vissa av dessa pankreascystor eller lesioner dr godartade
medan andra, i synnerhet slemproducerande intraduktal pa-
pillir mucinés neoplasi (IPMN) och mucinds cystisk ne-
oplasi (MCN), dr premaligna lesioner™*, eftersom de kan
utvecklas till cancer. Beroende pa var dessa cystor sitter i
pankreas, delar man upp IPMN i olika grupper; huvud-
gangs-IPMN dir cystor sitter i huvudgangen i pankreas,
sidogangs-IPMN dir cystor sitter i de smad gangarna eller
en blandning av dessa, sa kallade mixed type-IPMN°. Hu-
vudgangs-IPMN ir associerat med hog risk for cancer (Bild
1-3) och ska genomga resektion om patienten ar operabel®”.
Trots hogteknologiskt diagnostiskt redskap, dr det manga
ganger svart att urskilja slemproducerande cystor, i synner-
het sidogiangs-IPMN, fran andra godartade lesioner i pan-
kreas®. Dessutom finns for nirvarande inga metoder till-
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Bild 2: Hard av IPMN i pankreashuvudgangen.

Bild 3: Narbild pd IPMN i pankreashuvudgangen.

gingliga for att pa ett tillforlitligt sitt forutse graden av
dysplasi associerad med dessa lesioner. Av detta skil beho-
ver ett stort antal individer regelbunden, livslang radiologisk
kontroll och/eller operation. Osikerheten i diagnostiken
gor det svart att bestimma nir kirurgen ska ta fram kniven,
det vill siga om och nir en cysta har utvecklats till en pre-
malign lesion dé kirurgisk resektion 4r motiverad. I vagska-
len ligger en icke forsumbar risk for betydande postopera-
tiva komplikationer och viss mortalitet associerad med pan-
kreaskirurgi. Vidare dr den nuvarande bristen pa kunskap
ocksa ett stort hinder for utvecklingen av program for f6-
rebyggande kirurgi som helst endast bor utféras hos patien-
ter med potentiellt ’farliga” lesioner, precis innan de 6ver-
gar i cancer (hoggradig dysplasi). Diremot skulle kirurgi
som utforts pa cystor med endast laggradig dysplasi repre-
sentera 6verbehandling, medan kirurgisk resektion av cys-
tor som redan har utvecklats till cancer representerar oon-
skade underbehandlingar.

JAMFOR CYSTVATSKA OCH PLASMA

Totalt inkluderade vi 105 patienter i var studie” dir alla pa-
tienter var diagnostiserade med nagon form av Pankreatisk
Cystisk Neoplasm (PCN) och uppfyllde gillande kriterier
for kirurgisk behandling. Efter patologisvar var den slutgil-
tiga diagnosen for patienterna foljande; 21 diagnostiserade
med icke-IPMN-cystor (MCN eller SCN), 57 med IPMN-
cystor samt 27 med IPMN-cystor med invasiv cancer, som
vi hidanefter viljer att definiera som gruppen Cancer. Uti-
fran blodprovssvaren erhallna fran dessa patienter kunde vi
bara notera hogre nivaer av S-Ca 19-9, hemoglobin Alc,
albumin och bilirubin hos patienterna i Cancer-gruppen
och inte hos gruppen icke-IPMN.

Som ett forsta steg i projektet kvantifierade vi den bak-
teriella 16S-genen, denna gen finns hos alla bakterier. Vi
bestimde oss for att jimfora cystvitska mot plasma tagna
fran de patienter som genomgatt kirurgi. Nir vi sedan ana-
lyserade dessa prover noterade vi att det forekom hoga ni-
vaer av bakteriell DNA i cystvitskan fran grupperna IPMN
och Cancer. Vad som var intressant var att vi dven sag att
proportionerna av bakterier 6kade i takt med svarighetsgra-
den av cystlesionerna (33.0 % hos icke-IPMN, 59.6 % hos
IPMN, 81.5 % hos Cancer). Vi upptickte dven att det fore-



lag en korrelation mellan bakteriellt DNA samt inflamma-
tionsmarkérer interleukin-1B (IL-1B) och bakteriella lipo-
polysackarider, det vill siga en 6kad niva av bakteriell DNA
foljdes av en 6kad mingd inflammationsmarkérer i cyst-
vitskan. Detta fann vi inte i patienternas plasmaprover, var-
for vi tror att det snarare dr ett lokalt 4n ett systemiskt fynd,
och bekriftades dven av de laga CRP-nivaer som vi note-
rade hos dessa patienter. Miangden LPS i cystvitskan kor-
relerade ocksa positivt till mingden 16S DNA-kopior och
koncentrationen av IL-1B i cystvitskeproverna och indike-
rar att det finns en pro-inflammatorisk komponent i cys-
torna. For att fa en nidrmare inblick i kohorten valde vi att
dela upp IPMN-kohorten i tva mindre grupper baserat pa
de histopatologiska utvirderingarna, nimligen IPMN-hog-
gradig dysplasi och IPMN-laggradig dysplasi. Nir vi jaim-
forde dessa grupper mot varandra, noterade vi att cystvitska
fran den hoggradiga dysplasigruppen hade bade hogre 16S
DNA-kopior och 11.-1B koncentrationer, och inte i plasma-
proverna hos samma patienter.

STUDERAR BAKTERIEFLORAN

Da vi visat med vara analyser att det finns bakterier nirva-
rande i cystvitska fran pankreas hos patienterna inom di-
agnosgrupperna IPMN och Cancer, ville vi som nista steg
studera kompositionen av bakteriefloran i dessa prover. Fo-
relag det mojligtvis en skillnad i den mikrobiella komposi-
tionen beroende pa typ av PCN och/eller progression av
sjukdomen? For att svara pa denna fraga tillimpade vi Pac-
Bio sekvenseringsteknologi som ger en omfattande 6ver-
siktsbild av den fullstindiga bakteriesekvensen av 16S-ge-
nen som finns nirvarande i ett prov. Totalt sekvenserades
cystvitskeprover fran 35 patienter, varav 14 patienter fran
gruppen IPMN-laggradig dysplasi, 8 fran IPMN-h6ggradig
dysplasi samt 14 fran Cancer-gruppen. Vara resultat visade
pa att det ¢j forelag nagon signifikant skillnad mellan grup-
perna med avseende pa hypotetiska artenheter eller OTUer
(fran engelskans Operational Taxonomic Unit, OTU). Vad
man diremot kunde faststilla var att pa fylumniva, var det
mer homogent med en dominans av Proteobakterier i grup-
pen IPMN-laggradig dysplasi medan det i IPMN-hoggradig
dysplasi och Cancer forelag en mer skild komposition, do-
minerad av antingen Firmicutes eller Proteobakterier. Di-
remot, pa genusniva, antydde vara analyser individuella
skillnader vad avser den mikrobiella kompositionen i cyst-
vitskan, med avsaknad av en klar distinkt profil pa grupp-
niva.

Nir vi utforde ytterligare analyser pa vara data konstate-
rade vi att det fanns en kompositionell skillnad vad avser
den mikrobiella profilen i cystvitska hos proverna. Diremot
var denna skillnad oberoende av kliniska faktorer sasom;
nyligt intag av antibiotika, anvindning av protonpumps-
himmare (PPI) eller tidigare utférd invasiv endoskopi. Den
bakteriella kompositionen kunde inte fullt ut separera pro-
verna vad giller diagnos, dock kunde vi se att IPMN-hog-
gradig dysplasi skiljde sig anmirkningsvirt fran de 6vriga
grupperna. Som nista steg gick vi vidare med att analysera
resultaten pa djupet och titta pa bakteriepopulationen pa
specieniva. Trots skillnader i bakterickompositionen pekade

analyserna mot en samexistens och icke-existens av 38 olika
specier. Till exempel visade det sig att den orala patogenen
Fusobacterium nucleatum (F. nucleatum) samexisterade tillsam-
mans med tio andra specier, diribland kinda orala patoge-
ner. Da I, nucleatum har visats sig vara associerat till cancer,
tittade vi ddrefter om dessa bakterier kan valideras i en an-
nan kohort med PNC-cyst-tumérer. Mycket riktigt kunde
vi se att gruppen IPMN-hoggradig dysplasi hade en hogre
andel av I nucleatum. 1 en ytterligare kohort av 25 patienter
med histologiskt verifierade pankreasdiagnoser kunde vi
med vivnadsbiopsierna (tumoérmassa 6ver 40 procent) be-
krifta ovanstiaende resultat, det vill sdga att /. nucleatum var
i hogre grad forekommande i gruppen IPMN-hoggradig
dysplasi samt hos gruppen med invasiv cancer. Sammanta-
get visade vara analyser pa ett 15-tal bakterieslikter som var
rikligt uttryckta i de tre diagnosgrupperna. Exempelvis vi-
sade det att i gruppen IPMN-hoggradig dysplasi fanns det
forhojda nivier av bakteriella DNA fran genus Granulicatella,
Serratia och Fusobacterinm, men diremot ligre nivaer av Mer-
hylobacterium, Sphingomonas samt Propionibacterium. De sist-
nimnda var i emellertid mer uttryckta i de 6vriga diagnos-
grupperna (IPMN-laggradig dysplasi och Cancer).

INVASIVA ATGARDER PAVERKAR

Slutligen ville vi se om det fanns nagra kliniska faktorer hos
patienterna som mojligtvis kunde paverka mingden bakte-
riell DNA som vi fann i cystvitskan fran pankreas. Vi valde
att inkludera tre olika faktorer i vara korrelationsanalyser,
dokumenterat intag av antibiotika, och/eller protonpumps-
himmare (PPI) samt utfoérd invasiv endoskopi (som kan
vara en potentiell vig for bakterier att ta sig ner till buk-
spottkortelgangen). Vara resultat pekade pa att patienter
med tidigare utford invasiv endoskopi (pre-operativt) hade
mer bakterier i cystvitskeproverna. Dock var detta obero-
ende av det totala antalet endoskopiska undersékningar hos
patienterna, mingden £ nucleatum eller inflammationsmar-
kor. Efter att vi delat upp patienterna utifran deras anamnes
av utforda pre-operativa invasiva endoskopier, visade det sig
att patienterna i grupperna IPMN-hoggradig dysplasi och
Cancer, som aldrig tidigare utfort pre-operativ invasiv en-
doskopi, ocksa hade hoga nivaer av 16S DNA-kopior i cyst-
vitska jaimfort med den godartade tumorgruppen (SCN),
vilket stimmer 6verens med vad vi kunde se bland alla pa-
tienter i denna kohort. Vara resultat bekriftades dven av en
jimforbar positiv korrelation mellan 168 DNA- och IL-1B
hos patienter med eller utan utférda pre-operativa invasiva
endoskopier. Anvindning av PPI, som i tidigare studier vi-
sats medfora forindringar i kompositionen av tarmfloran
samt dven en Okad risk for bakterie-translokation och ente-
riska infektioner, visades sig inte paverka kvantiteten av in-
tracystisk bakteriell 16S DNA, 1L-1B eller /. nucleatum.

DISKUSSION OCH KONKLUSION

Med tanke pa bristen pa effektiv behandling av pankreas-
cancer 4r tidig diagnostik och férebyggande atgirder/ope-
rationer det enda hoppet att minska den associerade dodlig-
heten. Virt projekt har en stor betydelse inte bara for pa-
tienter med pankreascancer, dir vi forsoker arbeta fram
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bittre diagnostiska verktyg, utan ocksa for en storre grupp
av individer i samhillet som bir pa cystiska lesioner med
potentiell risk for cancerutveckling. En del av dessa indivi-
der har kinda cystiska tumorer och dirfor ingar de i vart
surveillanceprogram dir de genomgar regelbundna ront-
genkontroller. Bristen pa metoder eller markorer som gor
det mojligt att skilja mellan godartade pankreascystor och
potentiellt maligna lesioner och svarigheten att bestimma
i vilket stadium progressionen frin ett forstadium till can-
cer har utvecklats, dr orsakerna bakom 6vervakning av en
betydande del av befolkningen. Férutom psykisk pafrest-
ning, innebir dessa regelbundna kontroller ocksa en stor eko-
nomisk borda pa sjukvardssystemet, vilket inte 4r kostnads-
effektivt ur ett socioekonomiskt perspektiv, da pankreas-
cancer ir en relativ ovanlig sjukdom.

Var studie indikerar att det finns ett nitverk av munha-
lebakterier i pankreascystor under progression av IPMN till
cancer, vilket dr i linje med den alltmer framvixande linken
mellan salivens orala mikrobiom och pankreascancer i
forskningslitteraturen™''*. D4 intratumorala bakterier bry-
ter ned Gemcitabin-cytostatika under pankreascancerbe-
handling skulle antimikrobiella medel eventuellt kunna fo6r-
bittra behandlingseffekten. Var férhoppning dr att vart
resultat kan bidra till att forbittra behandlingsrespons och
diagnostiseringsprecisionen av premaligna pankreaslesio-
ner. Detta skulle inte bara forbittra identifiering av patien-
ter med botbar pankreascancer, utan ocksa skona patienter
med godartade pankreascystor fran 6verbehandling. Vad
som dr spainnande att utforska dr att undersdka om cancer-
risken kan reduceras genom att bryta bakteriespridning till
pankreas, genom att exempelvis hilla en god munhilsa al-
ternativt en riktad antimikrobiell behandling sirskilt hos
denna patientgrupp.
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