
52   onkologi i sverige nr 4 – 22

••• diagnostik

      
    Alternativa metoder för att     

En tidig diagnos är avgörande för att kunna behandla hudcancer innan den sprider sig. 
Men finns det enklare metoder som inte kräver att man tar ett traditionellt vävnadsprov? 
Doktorander från Malmö universitet har testat och utforskat olika alternativa metoder i 
två nyligen presenterade avhandlingar. Här beskriver forskarna Maxim Morin och 
Skaidre Jankovskaja senaste nytt på området.
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Enligt Cancerfonden har förekom-
sten av olika typer av hudcancer 
(basalcellscancer, skivepitelcancer 

och malignt melanom) ökat kontinuer-
ligt under de senaste åren och blivit 
bland de vanligaste cancerformerna i 
Sverige. På grund av sin metastaserande 
potential står malignt melanom för den 
största sjukligheten och dödligheten. 
Dock är hudcancer botbar hos de flesta 
patienter om den upptäckts i ett tidigt 
skede, det vill säga innan etablering av en 
metastaserande fenotyp, vilket framhä-
ver vikten av tidig diagnos.1 För närva-
rande baseras diagnostisering av hudcan-
cer främst på visuell inspektion följt av 
hudbiopsier. Men det visuella diagnos-
tiska tillvägagångssättet är mycket sub-
jektivt och har låg noggrannhet. Baserat 
på resultat från flera studier är den upp-
skattade specificiteten för hudcancer-
diagnos i ett tidigt skede cirka 30 pro-
cent och sensitiviteten är runt 84 pro-
cent.2 Det innebär att av 100 misstänkta 
och utskurna melanomlesioner är endast 

30 riktiga melanom. Samtidigt betyder 
det också att 16 melanomfall missas. 
Detta är särskilt problematiskt eftersom 
hudbiopsier är förknippade med höga 
kostnader, kirurgiska ingrepp och att 
överlevnadsfrekvensen för melanompa-
tienter minskar avsevärt i senare skeden 
av sjukdomen. Därför är målet med vårt 
projekt att utveckla och etablera en en-
kel, icke-invasiv metod för hudcancer-
diagnostik i ett tidigt skede, vilket är 
mycket eftertraktat av både patienter 
och vårdgivare. 

NYTT ICKE-INVASIVT TILLVÄGAGÅNGSSÄTT

En av de lovande metoderna för att diag-
nostisera hudcancer på ett icke-invasivt 
sätt är att leta efter cancerassocierade 
biomarkörer på hudytan. För närvaran-
de finns det olika biomarkörer som är 
förknippade med hudcancer såsom gen-
mutationer (till exempel BRAF-muta-
tion)1, uppreglering av cytokiner såsom 
interleukin 6 (IL-6) eller interferongam-
ma (IFN-γ).3 Men majoriteten av dessa 
biomarkörer är föreningar med hög mo-
lekylvikt (HMV) och därför är deras 
diffusion genom hudbarriären, säker-
ställd av hudens yttersta lager, stratum 
corneum, starkt begränsad. 

Malignt melanom utvecklas vid 
basalmembranet i epidermis.4 Härifrån 
måste biomarkörerna som finns om-
kring melanom, det vill säga tumörmi-
kromiljö (TME), passera flera hudlager 
inklusive den tuffaste barriären, stratum 
corneum, för att nå hudytan. Inom det 
topiska läkemedelsleveranssamhället är 
det välkänt att endast små molekyler 
med en molekylvikt under 500 Da kan 
diffundera genom stratum corneum.5 

Dock kan HMV-föreningar ändå nå hu-
dens yta genom differentiering av kerati-
nocyter, vilket leder till att keratinocyter 
omvandlas till korneocyter i det yttersta 
hudlagret och till slut avlägsnas från 
hudytan. Utsöndringen av korneocyter-
na tar två till fyra veckor6, vilket är för-
dröjningstiden för HMV-hudcancerbio-
markörer att nå hudytan. Å andra sidan 
kan LMV-biomarkörer diffundera till 
hudytan inom några timmar. Därför lig-
ger fokuset av det arbetet just på icke-
invasiv extraktion och analys av LMV-
biomarkörer som är relaterade till hud-
cancer.  

Som utgångspunkt har vi föreslagit 
förhållandet mellan tryptofan (Trp; 
Mw=204,22 Da) till kynurenin (Kyn; 
Mw=208,22 Da) som en potentiell hud-
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cancerbiomarkör för icke-invasiv diag-
nostik. Tryptofan är en essentiell amino-
syra, som erhålls via kosten och metabo-
liseras vidare i vår kropp via flera meta-
bola banor: dekarboxylering till trypta-
min, proteinsyntes, serotoninbana och 
kynureninbana.7 Trots Trp-inblandning 
i olika metaboliska processer, kataboli-
seras majoriteten av Trp till Kyn av tre 
hastighetsbegränsande enzymer: indola-
min 2,3-deoxygenas 1 (IDO1) och 2 
(IDO2), och tryptofan 2,3-dioxygenas 
(TDO). Trp katabolism till Kyn av 
IDO1 erkänns alltmer som en viktig 
TME-faktor som förmedlar immun-
suppression.8 Den exakta mekanismen 
hur förändringarna i Trp-metabolismen 
initierar/underlättar cancerutveckling 
och progression är ännu inte klarlagd, 
men det finns några hypoteser. 

Den första är att IDO1 hämmar ak-
tiveringen av effektor-T-celler (Teff) ge-
nom extrem utarmning av Trp som i sin 
tur leder till cellsvältning. Det innebär 
att Teff-celler som under normala för-
hållanden rensar ut cancerceller inte kan 
göra det i TME. Den andra möjliga me-
kanismen tyder på att uppreglering av 
Trp-metabolism resulterar i förhöjda 
Kyn-koncentrationer inom TME. Kyn, 
som är immunosuppressiv metabolit, 
binder till arylkolvätereceptor (AHR), 
vars aktivering och nukleära transloka-
tion leder till selektiv expansion av regu-
latoriska T-celler (Treg), vilket inducerar 
cancerimmunotolerans.8 

Det är möjligt att det är en liknande 
mekanism för immunomodulering som 
förekommer hos gravida kvinnor, där 
IDO1 har visat sig vara starkt uppregle-
rad i moderkakan, vilket i sin tur indu-
cerar immuntolerans mot fostret.9

Såvitt vi vet har förhållandet mellan 
Trp och Kyn (Trp/Kyn) hittills endast 
bestämts i blodet av melanompatienter. 
Dock lider denna bedömning av Trp/
Kyn-förhållandet i blodet av hög utspäd-
ning av Kyn som genereras inom TME. 
Ändå visade även en liten förändring av 
Trp/Kyn förhållandet i blodet att mela-
nompatienter med minskade Trp/Kyn-
förhållande har lägre överlevnadsgrad.10 

Dessutom har IDO1-enzymet visats vara 
uppreglerat i minst 50 procent av mela-
nomvävnaderna11, och starkt uttryck av 
TDO-enzym har upptäckts i uvealt me-
lanom.12 

Sammanfattningsvis tyder detta på 

att extraktion och analys av Trp och Kyn 
och bestämning av Trp/Kyn-förhållan-
det verkligen har en stor potential att an-
vändas för icke-invasiv melanomdiag-
nos. Å andra sidan, baserat på en begrän-
sad data om uttryck av IDO1 i mela-
nomvävnader, verkar det som att utarm-
ning av Trp och förhöjning av Kyn inom 
TME inte alltid äger rum. Detta under-
stryker ett behov av att upptäcka andra 
LMV-biomarkörer utöver Trp och Kyn.

UPPMUNTRANDE RESULTAT

Vi har genomfört en serie av in vitro-ex-
periment med 3D-cellodlade modeller, 
ex vivo Franz cellpermeabilitet experi-
ment på grishud och in vivo-experiment 
på friska frivilliga (se Figur 1) för att tes-
ta genomförbarhet av vår idé. Resultaten 
från dessa studier uppmuntrar oss att gå 
vidare och arbeta för att påbörja studie 
på hudcancerpatienter.  

Figur 1. Schematisk beskrivning av studiedesign för icke-invasiv hudcancerdiagnostisering.

Figur 2. Detektion av IDO1 enzym med immunokemiskfärgning av in vitro 3D-cellodlade human 
epidermis.13
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In vitro 3D-cellodlade hudmodeller. 
Vi har simulerat flera olika tillstånd som 
är relevanta för hudcancer genom att ar-
beta med 3D-cellodlade hudmodeller. 
Till exempel har vi stimulerat hudmo-
deller med pro-inflammatoriskt cytokin 
IFN-γ, exponerat hudmodeller mot 
UVB-strålning etc. Nivåer av Trp och 
Kyn i cellodlingsmedia har mätts före 
och efter behandlingarna. Våra resultat 
har visat att uppreglering av IDO1 med 
INF-γ-behandlingen (se Figur 2) leder 
till utarmning av Trp och förhöjning av 
Kyn-nivåer.13 Det är viktigt att påpeka 
att det var 30–100 gångers förändring i 
Trp/Kyn-förhållandet vid hudmodellbe-
handlingen med INF-γ jämfört med en 
obehandlad kontroll-hudmodell.13, 14  

Dessa resultat indikerar att Trp/Kyn-
förhållandet inom TME kan ändras 
med en storleksordning.  

Ex vivo Franz-cell permeabilitetstu-
die. Vi har gjort ex vivo-permeabili-
tetstudier med Franz celluppsättning för 
att karakterisera diffusionshastigheterna 
för Trp och Kyn genom grishud. Målet 
med denna studie var att förstå om för-
hållandet mellan biomarkörer i djupare 
hudlager/blod reflekteras på hudytan. 
Denna studie har visat att diffusionen av 
Trp och Kyn genom huden är ganska lik-
artad och är relativt långsam. Däremot 
kan Trp/Kyn-förhållandet påverkas av 
befintlig Trp i de övre hudlagren som en 
del av naturlig fuktfaktor (NMF). Stu-
dien har också visat tydligt att Trp/Kyn-
förhållandet kan påverkas av extrak-
tionstiden (se Figur 3), närvaro av mik-
robiota på huden och NMF-komponen-
ter.15, 16 Utöver det har vi också undersökt 
tillämpning av omvänd jontofores som 
en potentiell teknik för att underlätta 
och öka extraktion av LMV-biomarkö-
rer. Våra resultat har visat att tillämp-
ningen av omvänd jontofores resulterade 
i signifikant ökning av extraktionen av 
Trp och Kyn med en storleksordning el-
ler mer jämfört mot extraktion genom 
passiv diffusion.16 Alla dessa observatio-
ner från in vitro- och ex vivo-studier togs 
i beaktande vid utformningen av våra in 
vivo-studier.

In vivo-studier på friska frivilliga. 
Först testade vi möjligheten att på ett 
icke-invasivt sätt samla in Trp och Kyn i 
förhållande till två andra aminosyror, fe-

Figur 3. Förhållandet mellan tryptofan och kynurenin (Trp/Kyn) bestämd från ex vivo-modell 
genom att använda kumulativa mängder (svart) och motsvarande flöden (rött) som funktion 
av extraktionstiden.15, 16

Figur 4. Olika extraktionsmaterial (hydrogeler, stärkelsefilm, bomullspinne, kubiska flytande kris-
taller) som har använts för sampling av LMV-biomarkörer. 14, 17 



56   onkologi i sverige nr 4 – 22

••• diagnostik

nylalanin (Phe) och tyrosin (Tyr), från 
hudytan hos friska frivilliga. Anledningen 
till att inkludera Phe och Tyr i analysen 
var på grund av att dessa två aminosyror 
också är en del av hudens NMF med lik-
nande mängder som Trp. Vi har antagit 
att analysen av ett högre antal NMF-
komponenter kan bidra till att minska 
och samtidigt bättre förstå den biologis-
ka variationen mellan individerna när 
det gäller insamlad Trp. Dessa potenti-
ella biomarkörer för hudcancer samlades 
in från friska frivilliga genom flera olika 
icke-invasiva provtagningsmetoder så 
som applicering av agaros- och kitosan-
hydrogeler, stärkelsefilmer, torkning av 
hudytan med bomullspinne och tejpav-
lägsningsteknik (se Figur 4).14 Resultaten 
av denna studie har visat att alla använda 
provtagningstekniker kunde samla Trp, 
Phe och Tyr, medan Kyn upptäcktes en-
dast i 20 procent av proverna. I de flesta 
fall var mängden uppsamlad Kyn under 
kvantifieringsgränsen (LOQ <15 pmol). 
Å andra sidan var mängderna av Trp, 
Phe och Tyr flera hundra gånger högre 
jämfört med Kyn. Utöver det, har dessa 
aminosyror visat en stark ömsesidig kor-
relation (R2 > 0.7). Studien resulterade i 
ett mycket robust förhållande mellan 
dessa analyter på frisk hud (se Figur 5).14 

I vår nästa in vivo-studie på friska fri-
villiga har vi introducerat kubiska fly-
tande kristaller för att se om dessa kan 
samla in större mängder av analyter i för-
hållande till hydrogeler och på så sätt 
underlätta deras kvantifiering. I en för-
enklad vy kan kubiska flytande kristaller 
ses som 3D-strukturer med samman-
kopplade, men inte korsande, vatten- 
och oljekanaler. På grund av sin unika 
struktur tillåter kubiska flytande kristal-
ler insamling av både hydrofila och hy-

drofoba biomarkörer. Utöver det har ku-
biska flytande kristaller en förmåga att 
bättre anpassa sig till hudtopografi, vil-
ket främjar uppsamlingen av biomarkö-
rer från ojämna hudområden och även 
förbättrar reproducerbarheten av prov-
tagningsproceduren. Resultaten från 
denna studie har visat att kubiska flytan-
de kristaller kan samla in cirka två gång-
er högre mängder av biomarkörer jäm-
fört med hydrogelerna.17 För övrigt no-
teras att applicering av kubiska kristal-
lina faser ökar chansen att upptäcka Kyn 
till 50 procent. Mängden av Kyn upp-
samlad från huden hos friska individer 
bestämdes att vara i intervallet 2–20 
pmol/cm2. Sammantaget har våra resul-
tat visat att icke-invasiv extraktion och 
analys av LMV biomarkörer påverkas av 
många olika faktorer, till exempel låga 
mängder av Kyn, bidrag från NMF-kom-
ponenter, extraktionstiden, extraktions-
material och så vidare. Icke desto minde, 
om storleken på förändringen i förhål-
landet mellan analyter, som bestämdes 
från 3D-cellodlade hudmodeller, repro-
duceras i hudcancerlesioner, kan dessa 
förändringar lätt fångas med flera prov-
tagningsmetoder använda i våra studier. 

FRAMTIDA RIKTNING OCH PERSPEKTIV

Vi fortsätter arbetet inriktat på vidare-
utveckling och optimering av icke-inva-
siva metoder för uppsamling av LMV-
biomarkörer och utredning av hudcan-
cerutveckling. Vi strävar också efter att 
öka vår kunskap samt att bredda listan 
över potentiella LMV-biomarkörer rela-
terade till hudcancer och därför har vi 
påbörjat studier av metabolom som finns 
på hudytan. Vi tror att endast genom att 
kunna samla in och analysera LMV-bio-
markörer från hudytan på ett robust, 

noggrant och reproducerbart sätt, visat 
på friska individer, kommer vi att kunna 
hantera mycket mer varierande och kom-
plexa situationer hos patienter med hud-
cancer. Därför studerar vi möjliga fakto-
rer som kan påverka en robust detekte-
ring av LMV-biomarkörer på hudytan, 
till exempel effekten av svett, kost, hud-
färg och liknande genom att använda in 
vitro- och ex vivo-modeller samt in vivo-
studier på friska frivilliga innan vi kan 
gå vidare och påbörja studien på hudcan-
cerpatienter. 
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bli kopplad till Biverkningsenheten).

Referenser: 1. NT-rådets rekommendation för PD-(L)1-hämmare. Janusinfo. 2. JEMPERLI (dostarlimab). Produktresumé.

dMMR de cient mismatch repair  MSI- hög mikrosatellitinstabilitet.

En immunterapi för patienter med recidiverande eller avancerad 
endometriecancer med dMMR/MSI-H2




