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Proteomik och genomik
for nya maojligheter inom
cancerdiagnostik

Ett nytt sdtt att identifiera cancerbiomarkérer har utvecklats av forskare vid Lunds
universitet. Den nya tekniken mojliggér mycket kidnslig, snabb och kostnadseffektiv
identifiering av biomarkoérer for cancer. Detta skapar nya mojligheter for tidigare
diagnos av cancer och ddrmed ocksa effektivare behandling. Forskningen, som har
beskrivs av Mattias Brofelth och Carl Borrebaeck, har publicerats i Nature

Communication Biology.

nalys av blodets dynamiska uppsittning av pro-
Ateiner ir en utmanande uppgift till foljd av
blodproteomets enorma komplexitet. Samtidigt
ar blodproteomet en rik killa av information som till
stor del ar outforskad i jakten pa relevanta biomarkorer
(Borrebaeck, 2017). Genom att exempelvis studera
skillnader i uttryck av olika proteiner som ar kopplade
till immunférsvaret dr det mojligt att tidig detektera
respons pa fériandringar i kroppen till f6ljd av en be-
gynnande sjukdom sa som en vixande tumor. Att dess-
utom kombinera informationen fran ett flertal protei-
ner i en sa kallad multiplex biomarkorsignatur 6kar
mojligheten att hitta ett unikt ”fingeravtryck” for en
specifik sjukdom, jamfort med att mita enskilda mar-
korer. Blodbaserade biomarkdorsignaturer har stor po-
tential att kunna ge vigledning vid screening, diag-
nos, prognos, monitorering eller behandling av tumor-
sjukdomat.
For att 6vervinna blodproteomets utmaningar krivs
tekniska innovationer i kombination med avancerad
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bioinformatik. Affinitetsproteomik ar en teknik som
med framgang har anvants f6r denna uppgift. Ett ex-
empel 4r mikroarrayer pa chip (biomatriser) som ba-
seras pa antikroppars formaga att ur det komplexa
blodprovet fiska fram sitt specifika protein och ge en
signal i proportion till dess koncentration (Haab, 2001)
(Schréder, 2013). Vi har tidigare visat att biomarkor-
signaturer gar att identifiera i ett blodprov f6r sjukdo-
mar sasom bland annat cancer i pankreas (Mellby,
2018), brost (Carlsson, 2008) samt i olika autoimmuna
sjukdomar (Delfani, 2017).

SYNERGI MELLAN FORSKNINGSFALT

Dessa teknologiska framsteg har banat vag for en fort-
satt utveckling och vi publicerade nyligen en koncept-
studie for nista generations teknikplattform, kallad
ProMIS — Protein detection using Multiplex Immuno-
assay in Solution (Brofelth, M., Ekstrand, A.I., 2020).
Konceptet bygger pa att kombinera antikropparnas
mals6kande egenskaper med genomikens formaga for
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Figur 1 - Principen for ProMIS. | Steg 1 blandas en droppe blod med kulor dér blodproteiner fastnar genom en biotin/streptavidin-koppling; | Steg
2 tillsatts antikroppar markta med en specifik DNA-etikett till kulorna; | Steg 3 utrustas DNA-etiketten med ett provspecifikt index och amplifieras

med hjalp av PCR; | Steg 4 avkodas DNA-etiketten med NGS.

ultrakinslig detektion med hjilp av NGS (Next Generation
Sequencing) (Figur 1). Denna synergi mellan forsknings-
filten uppnas genom att koppla en unik DNA-etikett till
varje antikropp. Syntetiskt DNA kan idag rutinmissigt pro-
duceras efter 6nskemal och vi designade vara etiketter som
en kort sekvens av nukleotider, specifik for varje antikropp.
Detta ger oss mojligheten att ”ldsa av” och kvantifiera
DNA-etiketten med NGS vilket resulterar i att vi kan mita
vilket malprotein (biomarkor) som antikroppen har bundit.
Analysen av blodprovet kan da goras helt i 16sning genom
att forst marka alla proteiner i blodprovet med biotin och
sedan binda upp dem till magnetiska kulor (beads) med
hjilp av streptavidin. Kulorna kan separeras och tvittas
med hjilp av en magnet, vilket ocksa mojliggor en framtida
overgang till en helt automatiserad process baserat pa robo-
tisering.

J

DESIGNAR OM ANTIKROPPAR

For att demonstrera konceptet anvinde vi ProMIS for att
analysera serumprov fran cancerpatienter med pankreas-
cancer (PDAC) och jimférde dessa med friska individer. 17
antikroppar valdes utifran att de tidigare visat férmaga att
sirskilja grupperna i publicerade (Mellby, 2018) och opubli-
cerade studier med hjilp av biomatriser. Antikropparna de-
signades om for att kunna utrustas med varsin DNA-eti-
kett. En mikroliter var av de biotinylerade blodproven blan-
dades med de magnetiska kulorna. Proteiner som inte bun-
dit till kulorna tvittades bort med hjilp av en magnet och
direfter tillsattes en mix av alla antikropparna till varje ror
for att binda till sina respektive malprotein. Efter en ny tvitt
anvindes PCR for att fista NGS-adaptorer och ett provspe-
cifikt index till antikropparnas DNA-ctikett. Genom att
andra antalet PCR-cykler gar det ocksa att styra DNA-amp-

Genom att utfora analysen i losning undviker vi ocksa den mer
kravande logistiken med att producera biomatriser, till exempel

lokalisation av antikroppar med hég precision, variationer och fysiska
begransningar av biomatrisens ytor.

ProMIS koncept undviker flera inneboende begrins-
ningar med dagens biomatriser, vilket resulterar i en snab-
bare, kinsligare och robustare testprincip. Genom att ut-
fora analysen i 16sning undviker vi ocksa den mer krivande
logistiken med att producera biomatriser, till exempel loka-
lisation av antikroppar med hog precision, variationer och
fysiska begrinsningar av biomatrisens ytor. Metoden blir
dirigenom mer flexibel och det gar att anvinda standardi-
serade 96-halsplattor for att skala upp och effektivisera ana-
lysen av ett stort antal prov med mindre behov av operato-
rer. Principen att ldsa av signalen via DNA gor det ocksa
enklare att amplifiera signalen, vilket tillsammans med ka-
paciteten och kinsligheten i NGS mojliggor analys i ett stor-
re dynamiskt omrade och detektion av biomarkorer med
mycket lag koncentration.
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lifieringen. Eftersom DNA-etiketterna till de antikroppar
som tillhor varje prov nu har ett provspecifikt index kan alla
olika prov blandas for att parallellt sekvenseras med NGS
med hjilp av en Illumina NextSeq 500. Efter sekvenseringen
analyserades resultatet men hjélp av sa kallad unsupervised
PCA (principal component analysis) och maskininlirning
for att studera hur vil PDAC-proven kunde separeras frin
kontrollerna. Maskininldrningen var av typen Support Vec-
tor Machine (SVM) med leave-one-out (LOO) korsvalide-
ring, som genererar en ROC-kurva (receiver operating cha-
racteristic) dir AUC-virdet (arean under ROC-kurvan) ang-
er hur vil grupperna kan klassificeras.

Serumproven delades upp i tre separata forsok. I det for-
sta forsoket analyserades 20 prov varav 10 PDAC stadium
IV och 10 kontroller. DN A-ctiketterna for alla antikroppar
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Varje ar far cirka 4000 svenskar beskedet att de har lungcancer.
Prognosen for 6verlevnad har férbattrats de senaste tio aren men

trots det &r lungcancer fortfarande den cancerform som flest dor av.?
5-arsoverlevnaden pa 17 procent fér man och 24 procent for kvinnor

ar langt ifran tillfredsstallande.® Tillsammans kan vi genom forskning
och utveckling féréndra situationen.

— Tillsammans kan vi radda liv.

Referens 1-3: Cancer i siffror 2018, Socialstyrelsen och Cancerfonden.
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Figur 2 — Resultat fran tre oberoende forsok med totalt 80 serumprov.
Analysen gjordes med unsupervised PCA (principal component ana-
lysis) och supervised klassificering med SVM (support vector machine).
a-b: Forsok 1 med 10 PDAC stadium IV och 10 kontroller; c-d: Forsok 2
med 10 PDAC stadium IV och 10 kontroller; e-f: Forsok 3 med 10 PDAC
stadium IV, 10 PDAC stadium Ill och 20 kontroller.

ialla prov kunde framgangsrikt hittas vid analys av sekven-
serna fran NGS vilket demonstrerade proof-of-concept for
metoden. Dessutom grupperade proverna efter sjukdoms-
status i PCA (Figur 2a) och gav ett ROC-AUC-virde pa 0.82
med SVM (Figur 2b). Forsoket upprepades med 20 nya obe-
roende prov och ett liknande resultat erh6lls med PCA (Fi-
gur 2¢) och ROC-AUC pa 0.86 (Figur 2d). Det tredje for-
soket gjordes med ytterligare 40 nya serumprov varav 20
PDAC (10 stadium I'V och 10 stadium IIT) och 20 kontrol-
ler. Aterigen kunde DNA fran alla antikroppar hittas och
separeras pa PCA (Figur 2e) och klassificeras med ROC-
AUC pa 0.90 (Figur 2f).
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Med dessa konceptuella f6rs6k har vi demonstrerat hur
ProMIS kan anvindas for att studera uttrycket av olika bio-
markorer i blodprov. Panelen av 17 antikroppar, utvalda
med biomatrisanalys for sin férméga att kunna sirskilja
PDAC-prov fran kontroller, fungerade vil i ProMIS-meto-
den for att sirskilja cancerprover fran kontroller med hog
noggrannhet. Multiplexiteten kan enkelt skalas upp efter-
som rekombinanta antikroppsfragment kan selekteras mot
de flesta malprotein med hjilp av fag-display. Dessa kan
sedan utrustas med DNA-etiketter, vilka kan genereras i ett
enormt antal unika kombinationer. Den snabba utvecklingen
som idag sker inom genomiken och sekvensering gér ocksa
att kapaciteten for ProMIS snabbt vixer, vilket 6kar forma-
gan att generera kliniskt virdefull information om sjuk-
domsassocierade forindringar som i slutindan kommer
gynna bade patienter och samhille.

https://www.nature.com/articles/s42003-020-1068-0
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