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En tidig diagnos dr avgorande for att kunna behandla hudcancer innan den sprider sig.
Men finns det enklare metoder som inte kraver att man tar ett traditionellt vdvnadsprov?
Doktorander frdn Malmo universitet har testat och utforskat olika alternativa metoder i
tvé nyligen presenterade avhandlingar. Har beskriver forskarna Maxim Morin och
Skaidre Jankovskaja senaste nytt pa omrédet.
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nligt Cancerfonden har férekom-
E sten av olika typer av hudcancer

(basalcellscancer, skivepitelcancer
och malignt melanom) dkat kontinuer-
ligt under de senaste aren och blivit
bland de vanligaste cancerformerna i
Sverige. P4 grund av sin metastaserande
potential star malignt melanom for den
storsta sjukligheten och dodligheten.
Dock ir hudcancer botbar hos de flesta
patienter om den upptickes i ett tidigt
skede, det vill siga innan etablering av en
metastaserande fenotyp, vilket framhi-
ver vikten av tidig diagnos.' For nirva-
rande baseras diagnostisering av hudcan-
cer frimst pa visuell inspektion f6ljt av
hudbiopsier. Men det visuella diagnos-
tiska tillvigagingssittet ar mycket sub-
jektivt och har lag noggrannhet. Baserat
pa resultat fran flera studier r den upp-
skattade specificiteten f6r hudcancer-
diagnos i ett tidigt skede cirka 30 pro-
cent och sensitiviteten ir runt 84 pro-
cent.? Det innebir att av 100 misstinkta
och utskurna melanomlesioner ir endast

30 riktiga melanom. Samtidigt betyder
det ocksa att 16 melanomfall missas.
Detta ir sirskile problematiskt eftersom
hudbiopsier ir férknippade med hoga
kostnader, kirurgiska ingrepp och att
overlevnadsfrekvensen f6r melanompa-
tienter minskar avsevirt i senare skeden
av sjukdomen. Dirfor dr mélet med vért
projeke att utveckla och etablera en en-
kel, icke-invasiv metod for hudcancer-
diagnostik i ett tidigt skede, vilket ir
mycket eftertrakeat av bade patienter
och virdgivare.

NYTT ICKE-INVASIVT TILLVAGAGANGSSATT
Enav delovande metoderna for att diag-
nostisera hudcancer pa ett icke-invasivt
sitt ir att leta efter cancerassocierade
biomarkorer pa hudytan. For nirvaran-
de finns det olika biomarkérer som ir
forknippade med hudcancer sisom gen-
mutationer (till exempel BRAF-muta-
tion)', uppreglering av cytokiner sasom
interleukin 6 (IL-6) eller interferongam-
ma (IFN-y).> Men majoriteten av dessa
biomarkérer ir féreningar med hog mo-
lekylvike (HMV) och dirfor dr deras

diffusion genom hudbarriiren, siker-

stilld av hudens yttersta lager, stratum
corneums, starkt begrinsad.

Malignt melanom utvecklas vid
basalmembranet i epidermis.* Hirifrin
miste biomarkorerna som finns om-
kring melanom, det vill siga tumérmi-
kromiljé (TME), passera flera hudlager
inklusive den tuffaste barriiren, stratum
corneum, for att nd hudytan. Inom det
topiska likemedelsleveranssamhillet ir
det vilkint att endast sma molekyler
med en molekylvikt under 500 Da kan
diffundera genom stratum corneum.’
Dock kan HMV-foreningar inda na hu-
dens yta genom differentiering av kerati-
nocyter, vilket leder till att keratinocyter
omvandlas till korneocyter i det yttersta
hudlagret och till slut avligsnas frin
hudytan. Utsondringen av korneocyter-
na tar tvA till fyra veckor?, vilket ir for-
dréjningstiden for HMV-hudcancerbio-
markorer att ni hudytan. A andra sidan
kan LMV-biomarkérer diffundera till
hudytan inom nagra timmar. Darfor lig-
ger fokuset av det arbetet just pé icke-
invasiv extraktion och analys av LM V-
biomarkorer som ir relaterade till hud-
cancet.

Som utgdngspunke har vi foreslagit
forhillandet mellan tryptofan (Trp;
Mw=204,22 Da) till kynurenin (Kyn;
Mw=208,22 Da) som en potenticll hud-
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cancerbiomarkér for icke-invasiv diag-
nostik. Tryptofan ir en essentiell amino-
syra, som erhalls via kosten och metabo-
liseras vidare i vir kropp via flera meta-
bola banor: dekarboxylering till trypta-
min, proteinsyntes, serotoninbana och
kynureninbana.” Trots Trp-inblandning
i olika metaboliska processer, kataboli-
seras majoriteten av Trp till Kyn av tre
hastighetsbegrinsande enzymer: indola-
min 2,3-deoxygenas 1 (IDOI) och 2
(IDO2), och tryptofan 2,3-dioxygenas
(TDO). Trp katabolism till Kyn av
IDOI erkinns allemer som en viktig
TME-faktor som férmedlar immun-
suppression.® Den exakta mekanismen
hur férindringarna i Trp-metabolismen
initierar/underlittar cancerutveckling
och progression ir dnnu inte klarlagd,
men det finns nigra hypoteser.

Den forsta ir att IDO1 himmar ak-
tiveringen av effektor-T-celler (Teff) ge-
nom extrem utarmningav Trp som isin
tur leder till cellsviltning. Det innebir
att Teff-celler som under normala for-
hillanden rensar ut cancerceller inte kan
goradet i TME. Den andra méjliga me-
kanismen tyder pa att uppreglering av
Trp-metabolism resulterar i férhojda
Kyn-koncentrationer inom TME. Kyn,
som ir immunosuppressiv metabolit,
binder till arylkolvitereceptor (AHR),
vars aktivering och nukleira transloka-
tion leder till selektiv expansion av regu-
latoriska T-celler (Treg), vilket inducerar
cancerimmunotolerans.®

Det 4r méjligt att det dr en liknande
mekanism f6r immunomodulering som
forekommer hos gravida kvinnor, dir
IDOL1 har visat sig vara starkt uppregle-
rad i moderkakan, vilket i sin tur indu-
cerar immuntolerans mot fostret.’

Savitt vi vet har férhillandet mellan
Trp och Kyn (Trp/Kyn) hittills endast
bestimts i blodet av melanompatienter.
Dock lider denna bedémning av Trp/
Kyn-forhallandet i blodet av hog utspid-
ning av Kyn som genereras inom TME.
Anda visade dven en liten férindring av
Trp/Kyn férhillandet i blodet att mela-
nompatienter med minskade Trp/Kyn-
forhillande har ligre 6verlevnadsgrad.”
Dessutom har IDO1-enzymet visats vara
uppreglerat i minst 50 procent av mela-
nomvivnaderna', och starke uttryck av
TDO-enzym har upptickes i uvealt me-
lanom."

Sammanfattningsvis tyder detta pa
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Figur 1. Schematisk beskrivning av studiedesign for icke-invasiv hudcancerdiagnostisering.
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Figur 2. Detektion av IDOT enzym med immunokemiskfargning av in vitro 3D-cellodlade human

epidermis.”

att extraktion och analys av Trp och Kyn
och bestimning av Trp/Kyn-férhéllan-
det verkligen har en stor potential att an-
vindas for icke-invasiv melanomdiag-
nos. A andra sidan, baserat pa en begrin-
sad data om uttryck av IDOI1 i mela-
nomvivnader, verkar det som att utarm-
ning av Trp och férhéjning av Kyn inom
TME inte alltid dger rum. Detta under-
stryker ett behov av att uppticka andra
LMV-biomarkérer utéver Trp och Kyn.

UPPMUNTRANDE RESULTAT

Vi har genomfé’)rt en serie av iz vitro-ex-
periment med 3D-cellodlade modeller,
ex vivo Franz cellpermeabilitet experi-
ment pa grishud och 77 vivo-experiment
pé friska frivilliga (se Figur 1) for att tes-
ta genomforbarhet av var idé. Resultaten
fran dessa studier uppmuntrar oss att ga
vidare och arbeta for att paborja studie
pa hudcancerpatienter.
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Figur 3. Férhdllandet mellan tryptofan och kynurenin (Trp/Kyn) bestamd fran ex vivo-modell
genom att anvanda kumulativa mangder (svart) och motsvarande fléden (rott) som funktion
av extraktionstiden.” '

Figur 4. Olika extraktionsmaterial (hydrogeler, starkelsefilm, bomullspinne, kubiska flytande kris-
taller) som har anvénts for sampling av LMV-biomarkorer. 7

In vitro 3D-cellodlade hudmodeller.
Vi har simulerat flera olika tillstind som
ir relevanta for hudcancer genom att ar-
beta med 3D-cellodlade hudmodeller.
Till exempel har vi stimulerat hudmo-
deller med pro-inflammatoriskt cytokin
IFN-y, exponerat hudmodeller mot
UVB-strilning etc. Nivder av Trp och
Kyn i cellodlingsmedia har mites fore
och efter behandlingarna. Vara resultat
har visat att uppreglering av IDO1 med
INF-y-behandlingen (se Figur 2) leder
till utarmning av Trp och férhéjning av
Kyn-nivier."” Det ir viktigt att papeka
att det var 30-100 gangers forindring i
Trp/Kyn-forhallandet vid hudmodellbe-
handlingen med INF-y jimfort med en
obehandlad kontroll-hudmodell.'
Dessa resultat indikerar att Trp/Kyn-
forhallandet inom TME kan indras
med en storleksordning,

Ex vivo Franz-cell permeabilitetstu-
die. Vi har gjort ex vivo-permeabili-
tetstudier med Franz celluppsittning for
att karakterisera diffusionshastigheterna
for Trp och Kyn genom grishud. Malet
med denna studie var att frstd om for-
hallandet mellan biomarkérer i djupare
hudlager/blod reflekteras pd hudytan.
Denna studic har visat att diffusionen av
Trp och Kyn genom huden ir ganska lik-
artad och ir relative lingsam. Diremot
kan Trp/Kyn-férhillandet paverkas av
befintlig Trp i de 6vre hudlagren som en
del av naturlig fuktfaktor (NMF). Stu-
dien har ocksa visat tydligt att Trp/Kyn-
forhallandet kan paverkas av extrak-
tionstiden (se Figur 3), nirvaro av mik-
robiota pa huden och NMF-komponen-
ter.1 Utéver det har vi ocksd underséke
tillimpning av omvind jontofores som
en potentiell teknik for att underlitta
och oka extraktion av LM V-biomarkd-
rer. Vara resultat har visat att tillimp-
ningen av omvind jontofores resulterade
i signifikant kning av extraktionen av
Trp och Kyn med en storleksordning el-
ler mer jamfort mot extraktion genom
passiv diffusion.’® Alla dessa observatio-
ner fran 7 vitro- och ex vivo-studier togs
ibeaktande vid utformningen av vara in
vivo-studier.

In vivo-studier pi friska frivilliga.
Forst testade vi méjligheten att pd etc
icke-invasivt sitt samla in Trp och Kyn i
forhillande till tvd andra aminosyror, fe-
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Figur 5. Jamforelse av forhallanden mellan tyrosin (Tyr), fenylalanin (Phe), tryptofan (Trp) och kynurenin (Kyn) bestamda i proverna som tagits fran

hudytan pa vanster och héger arm in vivo.

nylalanin (Phe) och tyrosin (Tyr), frin
hudytan hos friska frivilliga. Anledningen
till att inkludera Phe och Tyr i analysen
var pd grund av att dessa tvd aminosyror
ocksi ar en del av hudens NMF med lik-
nande mingder som Trp. Vi har antagit
att analysen av ett hogre antal NMF-
komponenter kan bidra till att minska
och samtidigt bittre forstd den biologis-
ka variationen mellan individerna nir
det giller insamlad Trp. Dessa potenti-
ella biomarkérer for hudcancer samlades
in fran friska frivilliga genom flera olika
icke-invasiva provtagningsmetoder si
som applicering av agaros- och kitosan-
hydrogeler, stirkelsefilmer, torkning av
hudytan med bomullspinne och tejpav-
ligsningsteknik (se Figur 4)." Resultaten
av denna studie har visat att alla anvinda
provtagningstekniker kunde samla Trp,
Phe och Tyr, medan Kyn uppticktes en-
dast i 20 procent av proverna. I de flesta
fall var mingden uppsamlad Kyn under
kvantifieringsgrinsen (LOQ <15 pmol).
A andra sidan var mingderna av Trp,
Phe och Tyr flera hundra ginger hogre
jamfort med Kyn. Utover det, har dessa
aminosyror visat en stark 6msesidig kor-
relation (R? > 0.7). Studien resulterade i
ett mycket robust férhillande mellan
dessa analyter pé frisk hud (se Figur 5).

I var nista in vivo-studie pa friska fri-
villiga har vi introducerat kubiska fly-
tande kristaller for att se om dessa kan
samla in storre mangder av analyter i for-
hallande till hydrogeler och pé sa sitt
underlitta deras kvantifiering. I en f6r-
enklad vy kan kubiska flytande kristaller
ses som 3D-strukturer med samman-
kopplade, men inte korsande, vatten-
och oljekanaler. P4 grund av sin unika
strukeur tilliter kubiska flytande kristal-
ler insamling av bdde hydrofila och hy-
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drofoba biomarkoérer. Utéver det har ku-
biska flytande kristaller en formaga att
bittre anpassa sig till hudtopografi, vil-
ket frimjar uppsamlingen av biomarké-
rer frin ojimna hudomriden och dven
forbattrar reproducerbarheten av prov-
tagningsproceduren. Resultaten frin
denna studie har visat att kubiska flytan-
dekristaller kan samla in cirka tvi ging-
er hogre mingder av biomarkérer jam-
fore med hydrogelerna.” For 6vrigt no-
teras att applicering av kubiska kristal-
lina faser kar chansen att uppticka Kyn
till 50 procent. Mingden av Kyn upp-
samlad fran huden hos friska individer
bestimdes att vara i intervallet 2-20
pmol/cm’. Sammantaget har vira resul-
tat visat att icke-invasiv extraktion och
analys av LMV biomarkérer paverkas av
manga olika faktorer, till exempel liga
mingder av Kyn, bidrag frin NMF-kom-
ponenter, extraktionstiden, extraktions-
material och s vidare. Icke desto minde,
om storleken pd forindringen i forhal-
landet mellan analyter, som bestimdes
fran 3D-cellodlade hudmodeller, repro-
duceras i hudcancerlesioner, kan dessa
forindringar late fingas med flera prov-
tagningsmetoder anvinda i vara studier.

FRAMTIDA RIKTNING OCH PERSPEKTIV

Vi fortsitter arbetet inriktat pa vidare-
utveckling och optimering av icke-inva-
siva metoder for uppsamling av LM V-
biomarkérer och utredning av hudcan-
cerutveckling. Vi strivar ocksa efter att
oka var kunskap samt att bredda listan
over potentiella LM V-biomarkérer rela-
terade till hudcancer och dirfor har vi
pabérjat studier av metabolom som finns
pa hudytan. Vi tror att endast genom att
kunna samla in och analysera LM V-bio-
markérer fran hudytan pid ett robust,

noggrant och reproducerbart sitt, visat
pé friska individer, kommer vi att kunna
hantera mycket mer varierande och kom-
plexa situationer hos patienter med hud-
cancer. Dirfor studerar vi mojliga fakto-
rer som kan paverka en robust detekte-
ring av LM V-biomarkérer pa hudytan,
till exempel effekten av svett, kost, hud-
firg och liknande genom att anvinda i
vitro- och ex vivo-modeller samt iz vivo-
studier pa friska frivilliga innan vi kan
ga vidare och pabérja studien pd hudcan-
cerpatienter.
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