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Abstract  
 

During the last decades, chemotherapy with cytotoxic drugs has played a 
significant role in cancer therapy. It’s important to develop new anticancer drugs, 
and drug sensitivity testing in vitro can be used to find the right diagnosis for the 
newly developed substances.  

The aim of this study was to investigate the cytotoxic activity of the new signal 
transduction modulators bortezomib, gefitinib and PKC412. The well-established 
substances cisplatin, cytarabine, doxorubicin and vincristin were investigated for 
comparison.  
    The activity of the cytotoxic drugs was analysed in human tumor samples from 
patients with ovarian carcinoma (n=16) and lymphoma (n=15) by using the 
Fluorometric Microculture Cytotoxicity Assay (FMCA). The testing of cellular drug 
resistance by FMCA was accomplished successfully in 33 out of the 34 samples 
(97%).  

The results of this study indicated that the activity of cytotoxic drugs in tumor 
cells obtained from patients with ovarian carcinoma and lymphoma may be detected 
by the FMCA. It also suggested that bortezomib and gefitinib could represent 
promising agents for treatment of ovarian carcinoma and that PKC412 might be of 
less use for patients with this diagnose.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Keywords: Anticancer drug development, ovarian carcinoma, lymphoma, FMCA, 
cytotoxic drugs, in vitro assay  
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Förkortningar  
 
AML  akut myeloisk leukemi 
CV variationskoefficienten, ’the coefficient of variation’ 
DMSO dimetyl sulfoxid 
EGFR ’epidermal growth factor receptor’ 
FCS ’fetalt calf serum’ 
FDA fluorescein diacetat 
FLT3 fms-like tyrosine kinase 3    
FMCA ’fluorometric microculture cytotoxicity assay’ 
IC50 ’inhibitors concentration’ vid vilken hämningen av tillväxten är 50 % 
NHL  non-Hodgkin lymfom          
NSCLC ’non-small-cell lung cancer’ 
PBMC ’peripheral blood mononuclear cells’       
PBS ’phosphate buffered saline’ 
PKC protein kinas C  
REAL  Revised European American Lymphoma Classification          
rpm ’rounds per minutes’ 
SEM  ’standard error of the mean’ 
SI ’survival index’ 
WHO World Health Organization   
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1. Introduktion  
  

Incidensen av cancersjukdomar stiger långsamt i stora delar av världen. I de 
industrialiserade länderna är cancer, näst efter ischemisk hjärtsjukdom, den 
vanligaste dödsorsaken och svarar för omkring 23 % av all dödlighet. Trots de 
senaste decenniernas framsteg inom grundforskning, diagnostik och terapi, är cancer 
fortfarande en fruktad sjukdom som skördar åtskilliga liv varje år. 

Ordet ’cancer’ härstammar från den latinska termen cancer och från grekiskans 
karkinos, vilka båda betyder ’krabba’. Olika typer av maligna tumörer beskrevs på 
detta sätt då man tyckte sig kunna se en viss likhet mellan tumörer och krabbor. Likt 
en krabba har tumören en central kärna och ”extremiteter” bestående av svullna, 
slingriga blodkärl som den kan gripa tag i omgivningen med för att på så sätt sprida 
sin sjukdom vidare till resten av kroppen [1]. 

 Det har observerats att både djur, växter och människor kan drabbas av tumörer, 
och denna sjukdom har varit känd sedan långt tillbaka i tiden. Man har t ex funnit 
spår av cancer i skelett från dinosaurier, ett släkte som dog ut flera miljoner år innan 
människan beträdde jorden. De äldsta skiftliga dokumenten man funnit som 
beskriver cancer hos människa, eller en sjukdom som förmodligen var cancer, går 
tillbaka till 3000-2500 f.Kr. och finns som egyptiska papyrusrullar. 
 

De tre klassiska metoderna att behandla cancer är strålning, kirurgi och 
cytostatikabehandling, vilket betyder att cytotoxiska läkemedel används för att 
bekämpa cancer. Dessa tre tillvägagångssätt används antingen var och en för sig eller 
i olika kombinationer med varandra. 

Den äldsta behandlingsmetoden är kirurgi. Från början fanns endast möjligheten 
att utföra mycket begränsade lokala ingrepp som oftast inte kunde bota men i bästa 
fall underlätta för patienten under den tid som han/hon hade kvar. Tekniken har 
dock gått framåt sedan dess. Idag kan man, om cancern diagnostiseras relativt tidigt 
och inte har gett ifrån sig några metastaser, genom en operation avlägsna hela 
tumören och på så sätt bota patienten. Då en patient botas helt från en sjukdom säger 
man att det utförts en s.k. kurativ behandling. Andra medicinska uttryck är palliativ 
behandling där man lindrar symtomen och förlänger överlevnaden, och adjuvant 
behandling som sätts in för säkerhets skull för att förhindra återfall där risken är stor 
att enstaka cancerceller finns kvar i patienten [2]. 

Strålning introducerades som terapimetod för bröstcancer i slutet 1800-talet, bara 
ett år efter Wilhelm Röntgens stora upptäckt av röntgenstrålning år 1895 [1]. Den 
joniserande strålningen som används vid strålbehandlingen leder till abnorma 
kemiska reaktioner i cellen som främst drabbar DNA-molekylen. Detta leder i sin tur 
till att cellen dör.  

Under de senaste årtionden har kemoterapi, dvs. användandet av cytostatika, fått 
en allt större roll vid behandling av cancer, vare sig det används var för sig eller i 
kombination med andra behandlingsmetoder. Kemoterapi är många gånger den 
enda utvägen vid fall där cancern är mycket utspridd i patientens kropp. Det var 
efter en olyckshändelse under andra världskriget som forskarna fick upp ögonen för 
cytostatika. Ett amerikanskt fartyg träffades av en torped och innan soldaterna 
ombord hann komma i säkerhet blev de utsatta för senapsgas, ett mycket giftigt 
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ämne. Efter olyckan upptäcktes det att soldaterna hade ett för litet antal leukocyter i 
blodet. Denna iakttagelse ledde till att leukemi- och lymfompatienter började 
behandlas med senapsgasliknande ämnen. Efter ett flertal försök lyckades man få 
fram ämnen som var mindre toxiska men som ändå gav ett bra behandlingsresultat. 
Sedan dess har det tagits fram en mängd olika substanser som har en cytotoxisk 
effekt på olika cancersjukdomar [2].   

 
Cancer kan delas in i solida tumörer och hematologiska maligniteter. I denna 

studie behandlades den solida tumören ovarialcancer samt den hematologiska 
maligniteten lymfom.   
 

Ovarialcancer är namnet på de elakartade tumörer som utgår från äggstockarna. 
Denna sjukdom är den vanligaste dödsorsaken bland patienter som utvecklat 
gynekologisk cancer, och risken för att få ovarialcancer är 1-2 % bland kvinnor som 
bor i de industrialiserade länderna [3]. I Sverige upptäcks ca 900 nya fall per år, och 
Sverige tillhör de länder som har den högsta frekvensen av ovarialcancer.  

De viktigaste kända faktorerna som medför en ökad risk att utveckla ovarialcancer 
är hög ålder, ärftlighet och tidigare bröstcancersjukdomar. Kvinnor som haft flera 
graviditeter har en minskad risk att utveckla ovarialcancer. Ärftlig ovarialcancer 
utgör ca 5-10 % av fallen. Stark misstanke på ärftlig ovarialcancer föreligger om 
patientens syster eller mor har samma sjukdom eller har drabbats av bröstcancer vid 
unga år.  

Ovarialcancer karaktäriseras av dess smygande och nästintill symtomfria debut. 
Äggstockarna ligger relativt fritt i bukhålan vilket gör att en tumör kan växa ganska 
mycket innan den börjar trycka på närliggande organ. Detta gör att diagnosen ofta 
ställs mycket sent. Ungefär två tredjedelar av patienterna har fått tumörspridning i 
bukhålan vid diagnostillfället, och av dessa är det endast 10-20 % som överlever mer 
än 5 år. För patienter där man lyckats ställa en tidig diagnos på sjukdomen ligger 5-
års överlevnad på över 70% [3].  

Tidigt diagnostiserad ovarialcancer behandlas med kirurgi och för långt gången 
ovarialcancer gäller kirurgi i kombination med cytostatika. Denna cancersjukdom är 
relativt cytostatikakänslig jämfört med andra solida tumörer, och en del patienter 
kan botas helt av en cytostatikabehandling.  

 
Lymfom räknas som en hematologisk malignitet. Lymfom är ett samlingsnamn för 

ett stort antal elakartade tumörsjukdomar som utgår från det lymfatiska systemets 
celler, de s.k. lymfocyterna. Lymfocyter finns överallt i kroppen, inte bara i de 
lymfatiska organen, och det innebär att tumörengagemang kan förekomma i vilket 
organ som helst. Vid vissa fall har det påvisats tumörceller i benmärg och blod. 
Gränsen mellan lymfom och leukemi kan därför bli mycket diffus.  

Det har hittills varit nästintill omöjligt att skapa en allmänt accepterad 
klassifikation av lymfomsjukdomarna. I ett försök att skapa enighet har en 
gemensam arbetsgrupp för Europa och USA föreslagit en ny klassifikation: REAL 
(Revised European American Lymphoma Classification). I REAL-klassifikationen 
delas lymfomen upp i tre huvudkategorier; NHL (non-Hodgkin lymfom) av B-
cellstyp, NHL av T-cellstyp och Hodgkins sjukdom. Sedan ett par år tillbaka är 
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REAL-klassifikationen utbytt mot WHO-klassifikationen. När det gäller lymfom är 
denna klassifikation snarlik REAL-klassifikationen. 

I Sverige insjuknar ca 2000 personer varje år i någon typ av lymfomsjukdom. 
Lymfom förekommer i alla åldrar, men blir vanligare med ökad ålder och det är 
något fler män än kvinnor som drabbas. Den vanligaste behandlingsmetoden är 
användandet av cytostatika. Det finns ett 10-tal olika cytostatika som används, och 
då ofta i olika kombinationer med varandra.     

 
Idag finns det ca 45 stycken cytotoxiska substanser som används i Sverige vid 

klinisk behandling av cancer. På grund av olika verkningsmekanismer har de flesta 
av dessa substanser blivit indelade i fyra olika grupper; alkylerande substanser, 
antimetaboliter, mitoshämmare och cytotoxiska antibiotika [4].  

Alkylerande substanser binder till cellernas DNA och ändrar om dess kemiska 
struktur. På så sätt förhindras cellernas utveckling då DNA-molekylens normala 
funktion under celldelningen störs.  

 Antimetaboliternas struktur påminner om normala byggstenar till cellens DNA. 
Vid behandling med antimetaboliter tillförs cellen felaktigt och oanvändbart 
byggnadsmaterial. Cellen kan då inte dela sig, och det leder till apoptos.    

Mitoshämmare förstör mikrotubuli, dvs. de tunna trådar som bildas då cellkärnan 
ska dela sig. Därigenom hämmas celldelningen.    

Cytotoxiska antibiotika har samma effekt som alkylerande substanser. Antibiotikan 
binder till DNA-molekylen och förändrar dess struktur så att cellens utveckling och 
delning förhindras.   
 

En stor nackdel med dessa cytostatika är att de inte bara har påverkan på 
tumörceller utan även på friska celler i kroppen. De cytotoxiska ämnena skadar dock 
tumörcellerna mer eftersom normala celler har en bättre förmåga att reparera en 
cellskada. Det är främst vävnader med snabb celldelning som påverkas av 
behandlingen, och det leder till att patienten kan drabbas av ett flertal biverkningar. 
Ett exempel på sådan vävnad är benmärgen. Benmärgens celler har en hög 
delningshastighet och påverkas då av de flesta cytostatika. Följden kan bli svåra 
biverkningar med brist på leukocyter, erytrocyter samt trombocyter. Andra celler 
som brukar drabbas är epitelceller av olika slag, exempelvis i hårfolliklarna och i 
mag-tarmkanalen, vilket leder till håravfall respektive illamående och kräkningar i 
samband med en cytostatikabehandling [2].  

 
Ett annat stort problem vid användning av cytostatika är att tumören kan bli 

resistent mot behandlingen. Många cancertyper, t ex koloncancer och lungcancer, 
visar resistens redan vid diagnostillfället medan andra utvecklar resistens under 
själva behandlingsperioden [5]. 

Resistens mot cytostatika kan ha flera orsaker, som t ex låg cellulär känslighet mot 
cytostatika, hög omsättning i kroppen av cytostatika eller att tumörcellerna växer för 
snabbt mellan behandlingarna [6].  

Ett läkemedel mot cancer ges sällan ensamt, utan ofta i kombinationer med andra 
läkemedel för att man ska få bättre resultat. Dessa kombinationsbehandlingar 
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resulterar dels i att den cytotoxiska effekten mot tumören ökar, och dels i att risken 
för resistensutveckling och biverkningar minskar [3].  

 
För att komma runt att även friska celler drabbas av en cytostatikabehandling 

försöker forskarna utveckla nya läkemedel som ska slå direkt mot cancercellerna 
utan att skada andra celler. I teorin skulle cellens signalmekanismer, som har till 
uppgift att kontrollera cellens tillväxt, differentiering och apoptos, kunna vara ett 
lämpligt mål vid behandling av cancer eftersom mekanismerna ofta är störda i 
cancercellerna. Forskarna hoppas därför att en ökad förståelse inom ämnet 
intracellulär signaltransduktion ska leda till nya möjligheter vid utveckling av 
cancerläkemedel.  

De signaltransduktionshämmare som undersöktes i den här studien var 
bortezomib, gefitinib och PKC412. Med signaltransduktionshämmare menas 
substanser som stör den intracellulära signaleringen, vilket leder till att cellen dör.  

 
Bortezomib är en proteasomhämmare. Denna substans är specifikt avsedd för att 

hämma aktiviteten hos 26S-proteosomen i mammalieceller, dvs. celler hos däggdjur. 
26S-proteosomen är ett stort proteinkomplex och har till uppgift att bryta ned 
ubiquitinerade proteiner som är involverade i olika viktiga intracellulära processer. 
Genom att störa 26S-proteosomets arbete påverkas ett flertal signalkaskader i cellen, 
och det leder slutligen till att cancercellen dör. Studier har visat att proteosom-
inhibitionen med bortezomib är reversibel. Denna funktion gör att normala celler kan 
återhämta sig från en bortezomibbehandling medan cancerceller, som inte har lika 
bra återhämtningsförmåga, genomgår apoptos [4]. Bortezomib har nyligen blivit 
godkänd i Sverige för behandling av multipelt myelom och är under klinisk 
utredning för andra typer av cancerformer [7].      

Gefitinib godkändes i USA för behandling av ’non-small-cell lung cancer’ 
(NSCLC), eller icke-småcellig lungcancer, år 2003 [8]. Gefitinib är en s.k. 
tyrosinkinashämmare och reagerar med ’epidermal growth factor receptor’ (EGFR). 
Dessa cellmembranreceptorer är delaktiga i cancerutvecklingen på så sätt att de har 
effekt på cellens apoptos, angiogenes och metastasering [9]. EGFR finns överuttryckt 
på cancercellerna i lungan bl.a. hos patienter som drabbats av NSCLC. Receptorernas 
uppgift är att binda till växtreglerande signalsubstanser i blodet och på så sätt tala 
om för cellen att den ska växa och dela sig. Ju fler av dessa receptorer det finns på en 
tumörcell, desto mer kommer cellen att dela sig.  Men vid behandling med gefitinib 
sätter sig gefitinibmolekylen i vägen för signalsubstanserna, vilket leder till att cellen 
inte lägre blir stimulerad att växa. På så sätt hoppas man att sjukdomen ska fås under 
kontroll [8].        

PKC412, eller N-benzoyl-staurosporine, är en relativt ny substans vars cytotoxiska 
effekt ligger i att den hämmar protein kinas C (PKC). Protein kinas C tillhör en stor 
familj av serine-threonine kinaser som är delaktiga i många viktiga cellfunktioner 
som t.ex. induceringen av apoptos, upp- och nedregleringen av cellcykelns 
checkpoints och förmågan till angiogenes och differentiering. Vid behandling med 
PKC412 dör tumörcellerna då ovanstående cellfunktioner störs [10]. PKC412:s 
cytotoxiska effekt har studerats på en mängd olika tumörtyper. Man har bl.a. fått 
fram lovande resultat hos patienter med FLT3-muterad AML (akut myeloisk 
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leukemi). FLT3 står för ’fms-like tyrosine kinase 3’ och är en receptor som är 
inblandad i cellens tillväxt och utmognad. Mutationer i denna receptor har upptäckts 
hos ca 35 % av patienter med AML, och hos dessa patienter har det visat sig att 
PKC412 kan hämma tillväxten och inducera apoptos hos tumörcellerna [11]. Detta 
gör att PKC412 inte bara anses vara en protein kinas C-hämmare utan även en FLT3-
hämmare.      

 
I den aktuella studien undersöktes även aktiviteten hos fyra standardsubstanser, 

dvs. substanser som används på patienter i kliniken och där man vet vilken verkan 
de har på olika tumörceller. Dessa var cisplatin, cytarabin, doxorubicin och 
vinkristin.   
 

Cisplatin är en oorganisk tungmetall; cis-diammindikloroplatina. Detta läkemedel 
bildar tvärbindningar mellan och inom cellens DNA-molekyler och hämmar 
därigenom DNA-syntesen. Även cellens RNA- och proteinsyntes hämmas en aning. 
Cisplatin används vid behandling av avancerad eller metastaserad tumörsjukdom 
som t.ex. testikel- och ovarialcancer.  

Cytarabin används främst vid behandling av akut leukemi hos både barn och 
vuxna. Detta cytostatika är en syntetisk analog av nukleosiden deoxicytidin, och 
hindrar celler från att växa och dela sig genom att blockera DNA-syntesen. 

Doxorubicin är ett cytostatikum som nyttjas vid behandling av bl.a. maligna 
lymfom, urogenitala och gynekologiska tumörer, bröstcancer och akuta leukemier. 
Det kan då antingen ges som enskilt preparat eller i kombination med andra 
cytostatika. Doxorubicin tillhör gruppen antracykliner och är ett cytotoxiskt 
antibiotika. Dess cytotoxiska effekt orsakas av substansens förmåga att binda till 
cellens DNA. Denna egenskap resulterar i en inhibering av de enzymsystem som är 
nödvändiga för cellens DNA-replikation och DNA-transkription. 

Vinkristins verkningsmekanism är inte helt klargjord ännu. Man vet dock att 
substansen hindrar celldelningen i metafasen genom att förstöra mikrotubuli. Detta 
gör att den hamnar i gruppen mitoshämmare. Vincristin ges i kombination med 
andra cytostatika vid behandling av leukemi, småcellig lungcancer och maligna 
lymfom [4].   
  

Då ett nytt läkemedel tagits fram vill man bl.a. titta på vid vilken diagnos som 
detta läkemedel är mest effektiv. Ett sätt att undersöka detta är att använda sig av 
Fluorometric Microculture Cytotoxicity Assay (FMCA). FMCA är en nästintill 
helautomatisk metod som är utvecklad för att in vitro mäta hur känsliga tumörceller 
är för olika cytostatika. FMCA utvecklades i Uppsala i slutet av 1980-talet [3] och 
baseras på hydrolys av fluorescein diacetat (FDA) till en starkt fluorescerande 
produkt - fluorescein [12]. Denna hydrolys kan bara utföras av celler som har intakta 
cellmembran, dvs. levande, friska celler. Metoden går till på det sätt att färska eller 
tinade tumörceller sätts ut på 384-håls mikrotiterplattor som är förpreparerade med 
de cytotoxiska substanserna som ska undersökas. Efter 72 timmars inkubation mäts 
den fluorescens som genereras, och på så sätt får man reda på hur mycket 
tumörcellerna har skadats efter 72 timmars inkubation med de cytotoxiska 
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substanserna. Ju mindre fluorescens, desto färre tumörceller har överlevt 
behandlingen.  

FMCA har tidigare visat sig vara en bra metod att urskilja vilken diagnos de 
undersökta substanserna verkar vara effektivast på [15].     
 

Syftet med mitt projekt var att mäta effekten av några nya 
signaltransduktionshämmare på tumörceller från patienter med ovarialcancer 
respektive lymfom. Som jämförelse mättes även effekten av några 
standardsubstanser.  

Med hjälp av FMCA-metoden undersöktes tumörcellernas känslighet mot 
signaltransduktionshämmarna bortezomib, gefitinib och PKC412 samt 
standardsubstanserna cisplatin, cytarabin, doxorubicin och vinkristin.  
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2. Material och metod 
 
FMCA-metoden hade flera olika steg; tillsats av cytotoxiska substanser till 

mikrotiterplattor, tining och preparering av tumörcellerna och slutligen avläsning av 
fluorescensen för att möjliggöra utvärdering och tolkning av resultaten. 

Arbetsgången kan följas i flödesschemat nedan, Figur 1.  
 

 
 

 
 
Figur 1. Flödesschema för FMCA-metoden. De steg som utfördes automatiskt med 
hjälp av maskiner (fet stil) anges här inom de större rutorna.  
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2.1. Substanser 
Sju substanser valdes ut där den cytotoxiska effekten skulle studeras på olika 

tumörtyper. Signaltransduktionshämmarna (bortezomib, gefitinib och PKC412) 
presenteras i Tabell 1 och de välstuderade standardsubstanserna (cisplatin, cytarabin, 
doxorubicin och vinkristin) finns i Tabell 2. Koncentrationerna för substanserna 
valdes ut med vägledning från tidigare studier och från litteratursökning. 
Stamlösningarna till de cytotoxiska substanserna var antingen i pulver- eller 
vätskeform, och de löstes/späddes ut med PBS (’phosphate buffered saline’) eller 
DMSO (dimetyl sulfoxid) och sterilt vatten (50% vardera) för att få fram önskad 
koncentration. DMSO beställdes från företaget Sigma.    

Detta projekt var en del av ett större projekt med totalt 36 olika substanser vilka 
utgjordes av både nya, experimentella substanser och välstuderade 
standardsubstanser. Så förutom de sju substanser som jag valt att undersöka lite 
närmare, testades tumörcellerna även mot 29 andra cytotoxiska substanser (nämns ej 
i detta arbete).  
 
Tabell 1: Signaltransduktionshämmarna som valdes ut till studien. 
Tabell 2: Standardsubstanserna som valdes ut till studien. 
I tabellerna anges från vilka tillverkare substanserna beställdes, de koncentrationer 
som substanserna hade efter tillsats av cellsuspension samt de lösningar som 
substansernas stamlösningar löstes/späddes i. 
SV = sterilt vatten   
Substans Tillverkare Koncentration  

(μM) 
Lösningsmedel 

Bortezomib (Velcade) Millennium 10-0,001 DMSO/SV 
Gefitinib (Iressa) Astra Zeneca 100-0,01 DMSO/SV 
PKC412 Novartis 10-0,001 DMSO/SV 
Tabell 1.  
 
Substans Produktnamn och tillverkare Koncentration 

(μM) 
Lösningsmedel 

Cisplatin Platinol, Bristol-Myers-Squibb  100-0,01 PBS 
Cytarabin Arabine (AraC), Faulding 100-0,01 PBS 
Doxorubicin Adriamycin, PHARMACIA  100-0,01 PBS 
Vinkristin Oncovin, Eli Lilly AB 10-0,001 PBS 
Tabell 2.  
 
 

2.2. Tillsats av cytotoxiska substanser till mikrotiterplattor (plattillverkning) 
De substanser som valdes ut för att testas på tumörcellerna löstes och/eller 

späddes till sina maxkoncentrationer, och 500µL av substanslösningen fördes över till 
1,5mL centrifugrör. Pipetteringsroboten BioMek 2000 (Beckman Coulter, USA) förde 
därefter över substanslösningen till en 384-håls deepwell-platta (Beckman Coulter, 
USA) och varje substans späddes med PBS i fem koncentrationer genom 
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seriespädning 1/10. Från denna ”mallplatta” pipetterades 5µL av varje substans och 
koncentration ut på 24st 384-håls mikrotiterplattor (Nunclon surface från NUNC 
Brand Products, Danmark). För varje substans sattes ett dubbelprov.         

Förutom substanserna satte BioMek 2000 även ut kontroll och 
lösningsmedelskontroll för att möjliggöra kvalitetskontroll av cytostatikaplattorna. I 
dessa brunnar tillsattes inga substanser. Första raden på plattorna fungerade som 
blank med brunnar endast innehållande komplett medium, ’RPMI-medium-
complete’ (RPMI 1640-medium med tillsats av L-Glutamin till 2mM, Penicillin till 100 
unit/mL, Streptomycin till 100µg/mL samt FCS (’Fetalt Calf Serum’) till 10%. Alla 
lösningar beställdes från företaget Sigma.). Rad 8, 15 och 22 blev kontroller med 
brunnar som bara skulle innehålla 5µL PBS och celler. Och till rad 9 sattes 10% -ig 
DMSO som efter celltillsatts skulle bli 1% -ig DMSO och fungera som 
lösningsmedelskontroll (se Figur 2). Kolumnen med DMSO sattes ut för att se om 
DMSO hade någon inverkan på resultatet, eftersom vissa substanser var lösta i detta 
ämne. För att ta reda på om komplett medium hade någon inverkan på resultatet 
jämfördes kontrollradernas fluorescencevärde med blankradens värde. 

Det tillverkades två olika typer av plattor, prio 1 och prio 2, med 18 substanser 
vardera. På så sätt testades tumörcellerna mot totalt 36 olika cytotoxiska substanser.   

De färdiga cytostatikaplattorna förvarades i –70C tills det var dags för 
användning. 

 
 

 
Figur 2. Bild över den plattkonfigurationen som användes i studien. Förutom 
substanserna preparerades 384-håls mikrotiterplattorna med tre kontrollrader, en 
blankrad och en DMSO-rad som fungerade som lösningsmedelskontroll för de 
substanser som var lösta i DMSO.         
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2.3. Patientceller 
Till denna studie användes frysta tumörceller från 34 olika patienter, varav 16 

prov utgjordes av ovarialcancerceller, 15 prov kom från patienter som drabbats av 
lymfom och 3 prov utgjordes av friska lymfocyter (se Tabell 3). De friska 
lymfocyterna var med i studien för att det skulle vara möjligt att undersöka hur stor 
effekt de cytotoxiska substanserna hade på friska celler. Dessa utvalda tumörceller 
kom från patienter vars prov var tagna någon gång mellan 1994-2001 på olika 
sjukhus runt om i landet, och två av proven var tagna i Oslo. Patienternas ålder 
varierade mellan 13 och 74 år, och medelåldern låg på 50 år.  

De hematologiska proverna (lymfom) erhölls från benmärg, pleuravätska, perifert 
blod eller operationspreparat, de solida proverna (ovarialcancer) kom från 
operationspreparat eller ascitesvätska medan de friska lymfocyterna utvanns ur 
buffy coats. Etikgodkännande finns för dessa prover. 

Då patientcellerna preparerats fram ur provmaterialet frystes de ned och 
förvarades i frysampuller vid –150C. Antalet celler per frysampull varierade. 
Provvolymen låg mellan 3,3 och 50milj celler/ampull. Cellerna förvarades i ett 
frysmedium bestående av 10% DMSO och 90% FCS.  
 

2.4. Tining av patientceller   
De nedfrysta patientcellerna tinades och tvättades för att få bort allt frysmedium. 

De späddes till en volym på 10mL med komplett medium, centrifugerades i 5min vid 
1000rpm. Mediumet hälldes av för att det sedan skulle tillsättas 10mL nytt medium. 
Efter ännu en centrifugering tillsattes ytterligare 10mL nytt medium och cellerna 
räknades i Bürkerkammare. Antal celler/mL beräknades och viabiliteten, 
”livskraften”, kontrollerades. De prover där viabiliteten bedömdes vara lägre än 70% 
renades på Percoll (Amersham Biosciences AB) för att få bort de döda cellerna (se 
2.4.1.). Cellerna späddes därefter till önskat antal celler/brunn. För ovarialcancer 
användes en celltäthet på 5000 celler/brunn, för lymfom gällde 37500 celler/brunn 
och de tre proverna med friska lymfocyterna späddes till 36000, 40500 samt 40000 
celler/brunn innan de sattes ut på 384-håls mikrotiterplattor.   

 180µL av den färdigspädda cellsuspensionen användes till att göra ett 
cytospinglas, ett s.k. ”dag 0-glas”. Ett obehandlat objektglas märktes med 
provnummer, dag-0 och dagens datum. Cellsuspensionen tillsattes till 
cytospinglashållarens tratt och allt fick centrifugera i 5min vid 500rpm i en 
cytospincentrifug. Cytospinglaset färgades med May-Grünwald och Giemsa, och 
tumörcellshalten bedömdes av en hematolog.         
     
2.4.1. Rening med Percoll vid dålig viabilitet 

2,5mL cellsuspension tillsattes försiktigt ovanpå 3mL 25% -ig Percoll i var och ett 
av fyra 14mL centrifugrör. Rören centrifugerades i 8min vid 500rpm. De levande 
cellerna hamnade då i botten av röret medan de döda cellerna lade sig i ett lager 
ovanpå Percollen.                    

Den översta fasen, bestående av medium och döda celler, avlägsnades med 
Pasteurpipett. Percoll-skiktet, ”mellanfasen”, från de fyra rören fördes över till ett 
gemensamt centrifugrör. Slutligen suspenderades pellettarna, ”underfasen”, och 
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samlades ihop till ett centrifugrör. De båda rören fylldes upp till 10mL med komplett 
medium och centrifugerades i 5min vid 1000rpm. Centrifugproceduren upprepades 
innan cellerna räknades på nytt.  

Efter reningen var det mycket färre celler än tidigare, men provet var mycket 
renare. För att öka cellantalet fördes ”mellan-” och ”underfasen” ihop i de prover där 
viabiliteten var tillräckligt hög (över 70%) i ”mellanfasen”.         
  

2.5. Preparering av patientceller till mikrotiterplattor 
Med hjälp av Precision 2000 (Bio-Tek Instruments) pipetterades cellsuspension ut 

på tinad 384-håls mikrotiterplatta med de redan tillsatta cytotoxiska substanserna. 
Vid celltillsatsen blev substanserna utspädda ytterligare 10 gånger, vilket gjorde att 
substansernas koncentrationer blev 10 gånger lägre än vad de hade varit vid 
plattillverkningen. 

Precision 2000 pipetterade 45µL cellsuspension per brunn. Tillsammans med de 
5µL substans kom varje brunn upp i totalvolymen 50µL. Plattorna, som nu innehöll 
tumörceller och cytotoxiska substanser, inkuberades 72h i 37C med 5% koldioxid.       
 

2.6. FMCA-körning 
    Detta steg i metoden utfördes automatiskt med robotsystemet Orca från Beckman 
Coulter, USA. Efter 72h inkubering tvättades cytostatikaplattorna med PBS två 
gånger och till varje brunn tillsattes 50µL Q2-buffert för att pH skulle hållas konstant. 
Därefter tillsattes 1µL FDA, fluorescein diacetat, till varje brunn och plattorna 
inkuberades ca 50min i 37C med 5% CO2. Q2-bufferten tillverkades genom att blanda 
125-NaCl stam (1,25M NaCl, 59mM KCl, 5mM MgCl2+6H2O och 5mM Ca2Cl+2H2O) 
och 1M Hepes med destillerat vatten, och pH ställdes till 7,4 med 4M NaOH. Alla 
ingredienser till Q2-bufferten var beställda från företaget Sigma. Även FDA 
beställdes från Sigma och löstes i DMSO till en koncentration på 0,5mg/ml. 

De tumörceller som, efter 72h inkubation med cytostatika, fortfarande hade 
intakta cellmembran omvandlade fluorescein diacetat till en starkt fluorescerande 
produkt – fluorescein. Fluorescensen avlästes vid 520nm. Resultatet tolkades och 
utvärderades och man fick då reda på om de cytotoxiska substanserna haft någon 
verkan på tumörcellerna.  

 
Innan plattorna kasserades, i en riskavfallskartong, gjordes ytterligare ett 

cytospinglas, ett s.k. ”dag 3-glas”. Detta utfördes på samma sätt som ”dag 0-glas” 
förutom att det var en annan volym. Istället för 180µL färdigspädd cellsuspension 
tillsattes allt innehåll från fyra av den första kontrollradens brunnar.  

    

2.7. Presentation av resultatet och kvalitetskontroll 
Resultatet av FMCA-körningen bearbetades i Microsoft Excel och 

cellöverlevnaden presenterades som Survival index (SI). SI definieras som 
fluorescenssignalen i % av signalen i kontrollen, där blankvärdet dragits bort från 
båda. Låg signal, dvs. låga värden, på SI tydde på att den undersökta substansen 
hade hög cytotoxisk effekt på tumörcellerna. 
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    Även IC50-värdet beräknades. Detta är den koncentration av substansen som krävs 
för att cellöverlevnaden ska bli hälften så stor som i kontrollerna, dvs. den 
koncentration då SI ligger på 50%. IC50-värdet beräknades med hjälp av GraphPad 
Prism i databassystemet Accelrys.      

 
För att resultatet av FMCA-körningen skulle godkännas krävdes det att vissa 

kriterier uppfylldes. Det fanns med andra ord olika kvalitetskontroller. Bland annat 
måste resultatet från cytospinglasen och batchtesten granskas och godkännas. 
    Cytospinglasen (”dag 0-” och ”dag 3-glas”) utfördes för att det med mikroskop 
skulle vara möjligt att undersöka skillnader före och efter inkubering med de 
cytotoxiska substanserna, samt att kontrollera att man använt rätt sorts celler. Minst 
70% av cellerna måste vara tumörceller för att provet skulle godkännas.   
    För varje gång det tillverkades en omgång nya mikrotiterplattor med cytotoxiska 
substanser måste dessa testas. Detta för att man ska kunna vara säker på att plattorna 
tillverkats på rätt sätt. Ett s.k. batchtest utfördes. Några plattor plockades då ut och 
istället för att prepareras med tumörceller från patienter preparerades de med 
tumörceller från cellinjer. Med cellinjer menas tumörceller som tagits fram för att 
”leva för evigt”. Dessa celler reagerar alltid likadant på de cytotoxiska substanserna 
och man får då en typ av mall att gå efter. Genom att avläsa resultatet kunde man ta 
reda på om koncentrationerna på substanserna var lika vid de olika tillfällena 
plattorna tillverkades. De celler som användes till batchtestet bestod av 
myelomcellinjen 8226/S.   
    

Andra kriterier som ingick var bl.a. att: 
– CV för kontrollen samt proverna inte skulle överstiga 30%. CV, 
variationskoefficienten, är spridning i signalen mellan de utsatta dubbelproverna och 
räknades ut med formeln: CV = standardavvikelsen/medelvärdet · 100 
– Kontroll/blank-förhållandet skulle ligga över värdet 5. 
– Signalen från DMSO-raden fick inte vara mindre än 50% av kontrollradernas 
medelvärdessignal. Detta var alltså en kontroll för att se om DMSO hade någon 
inverkan på resultatet, eftersom vissa substanser var lösta i detta ämne.  

 
För att ta reda på om det var någon signifikant skillnad i IC50 mellan lymfom och 

ovarialcancer utfördes ett statistiskt säkerhetstest, ett s.k. Mann Whitney-test, där ett 
p-värde mindre än 0,05 ansågs statistiskt signifikant.       
 

Resultaten som jag fick ut från FMCA-körningarna omvandlades i programmet 
GraphPad Prism till två olika typer av diagram som synliggör SI% (Figur 3) och IC50 
(Figur 4). Detta för att underlätta tolkningen och utvärderingen av resultatet.  
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3. Resultat  
   

3.1. Patientceller 
Av de totalt 34 patientproverna var det 33 (97%) som blev godkända efter FMCA-

körningen. Orsaken till det icke godkända provet var att kontroll/blank-förhållandet 
var för lågt. Därav kunde resultatet inte beräknas. Provet var taget från en patient 
som drabbats av ovarialcancer. Detta resulterade i att de cytotoxiska substansernas 
effekt slutligen tolkades och utvärderades på 15 prov med lymfomceller, lika många 
prov bestående av ovarialcancerceller och 3 prov med friska lymfocyter.  
 

3.2. Dosresponskurvor med SI  
Figur 3 visar lymfom- och ovarialcancercellernas dosresponskurvor efter 

exponering för standardsubstanser (cisplatin, cytarabin, doxorubicin och vinkristin) 
och de experimentella substanserna (bortezomib, gefitinib och PKC412).  

Av standardsubstanserna gav cisplatin och doxorubicin likartad effekt på alla 3 
celltyper. Även vinkristin gav viss effekt på alla celltyper, men hade störst cytotoxisk 
effekt på lymfomcellerna. Standardsubstansen cytarabin var den enda substansen 
som inte hade någon effekt alls på ovarialcancercellerna i det koncentrationsintervall 
som användes här.   

Vad gäller signaltransduktionshämmarna så hade gefitinib likartad effekt på de 
celltyper som ingick i studien, medan PKC412 och bortezomib var något effektivare 
på lymfomcellerna.  

Enligt dessa dosresponskurvor verkar det som att både standardsubstansen 
vinkristin och signaltransduktionshämmaren PKC412 och hade den egenskapen att 
vara mer verksamma på lymfomcellerna än vad de var på de friska lymfocyterna.  

 

3.3. Substanskänslighet i IC50  
I Figur 4 kan man se förhållandet i känslighet, uttryckt som IC50, inom och mellan 

de olika celltyperna för de 7 cytotoxiska substanser som ingick i studien. 
Enligt dessa diagram verkar ovarialcancer relativt okänsliga för 

standardsubstanserna cytarabin och vinkristin samt för 
signaltransduktionshämmaren PKC412. 

Vidare kunde man se en stor variation i IC50-värdet mellan och inom de olika 
diagnoserna. Hos lymfomcellerna sågs en stor spridning i IC50-värden för samtliga 
substanser, förutom doxorubicin, medan ovarialcancercellerna och de friska 
lymfocyterna hade en mer samlad effekt.  

Det statistiska Mann Whitney-testet visade att lymfomcellerna var mer känsliga 
(p< 0,05) än ovarialcancercellerna för alla substanser utom för cisplatin och gefitinib, 
där det fanns en motsatt tendens.
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Tabell 3. De patientceller som ingick i studien. I tabellen anges de diagnoser som 
patienterna fått, åldern hos patienterna då provet togs, de provmaterial cellerna 
erhölls från, cellernas viabilitet vid tillsats till cytostatikaplattorna samt om FMCA-
körningarna har blivit godkända eller ej.  
Med vätska som provmaterial menas antingen pleura- eller ascitesvätska.  
Recidiv = återfall 
PBMC står för ’peripheral blood mononuclear cells’ och representerar de friska 
lymfocyterna.   
Diagnos Debut/Recidiv Ålder Provmaterial Viabilitet 

(%) 
Godkänd eller 
underkänd 

Lymfom Recidiv 16 märg 80 Godkänd 
Lymfom Recidiv 17 vätska 80 Godkänd 
Lymfom Debut 13 perifert blod 75 Godkänd 
Lymfom Recidiv 61 perifert blod 90 Godkänd 
Lymfom Recidiv 63 perifert blod 75 Godkänd 
Lymfom  - 74 perifert blod 85 Godkänd 
Lymfom - 63 perifert blod 70 Godkänd 
Lymfom  Debut 15 biopsi 75 Godkänd 
Lymfom Recidiv 58 perifert blod 70 Godkänd 
Lymfom - 64 perifert blod 70 Godkänd 
Lymfom Recidiv 66 perifert blod 75 Godkänd 
Lymfom Debut 13 vätska 70 Godkänd 
Lymfom - 72 operationspreparat 80 Godkänd 
Lymfom Recidiv 58 märg 70 Godkänd 
Lymfom Recidiv 56 operationspreparat 75 Godkänd 
Ovarialcancer - 67 operationspreparat 95 Godkänd 
Ovarialcancer Recidiv 13 operationspreparat 75 Godkänd 
Ovarialcancer Debut 44 operationspreparat 75 Godkänd 
Ovarialcancer Recidiv 55 vätska 80 Godkänd 
Ovarialcancer Debut 61 vätska 90 Godkänd 
Ovarialcancer Debut 44 operationspreparat 90 Godkänd 
Ovarialcancer Debut 44 operationspreparat 95 Godkänd 
Ovarialcancer - 49 operationspreparat 90 Godkänd 
Ovarialcancer Recidiv 54 vätska 80 Godkänd 
Ovarialcancer Recidiv 51 vätska 85 Underkänd 
Ovarialcancer Recidiv 73 vätska 80 Godkänd 
Ovarialcancer Recidiv 45 operationspreparat 70 Godkänd 
Ovarialcancer - 59 vätska 90 Godkänd 
Ovarialcancer Debut 56 operationspreparat 75 Godkänd 
Ovarialcancer Recidiv 53 vätska 95 Godkänd 
Ovarialcancer Debut 73 operationspreparat 80 Godkänd 
PBMC -  buffy coat 90 Godkänd 
PBMC -  buffy coat 90 Godkänd 
PBMC -  buffy coat 85 Godkänd 
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Figur 3. Dosresponskurvor för de cytotoxiska substanser som diagnoserna 
ovarialcancer och lymfom samt de friska lymfocyterna (PBMC) exponerades för. Y-
axeln betecknar Survival index (%) och på x-axeln finns den cytotoxiska substansens 
koncentration (µM) angiven. För varje substans och koncentration är det 15 prov med 
ovarialcancerceller, 15 prov med lymfomceller och 3 prov med friska lymfocyter. 
Felstaplarna anger standardfel (SEM, ’Standard Error of the Mean’). 
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Figur 4. Logaritmiska skalor över IC50-värden för de tre celltyperna ovarialcancer, 
lymfom och friska lymfocyter (PBMC). Varje punkt motsvarar IC50 i ett enskilt prov 
och strecken motsvarar medianen. 
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4. Diskussion 
 

Vid utveckling av nya läkemedel mot cancer behövs olika metoder för att studera 
de aktiva substanserna innan de kan testas på patienter. Laboratorieanalyser som 
utvärderar den cytotoxiska aktiviteten in vitro hos nya potentiella substanser är av 
stort värde. 

Hittills har det inte funnits så många bra modeller för att in vitro undersöka olika 
substansers diagnosspecificitet, dvs. hur effektiva substanserna är vid en viss 
diagnos. Innan man börjar utföra kliniska studier, dvs. då läkemedlet testas på 
människor, kan substanserna diagnosspecificitet först undersökas med hjälp av in 
vitro-metoden FMCA [13]. FMCA är enkel att genomföra och man kan på relativt 
kort tid undersöka ett stort antal prover med ett minimum av arbetet och 
cellmaterial. Att metoden är nästintill helautomatiserad bidrar till att minska risken 
för att någonting går fel p.g.a. mänskliga faktorer. 

FMCA har dock sina begränsningar. Det bör påpekas att FMCA detekterar 
celldöden i hela tumörcellspopulationen, en population bestående främst av celler 
som inte delar sig. Därför anses inte anti-proliferativa substanser kunna analyseras 
med hjälp av denna metod [14]. Dessutom behöver en hög cytostatikakänslighet in 
vitro inte ge samma effekt in vivo då substansen ges till patienten. Pga. att patienterna 
reagerar olika på substanserna kan det vara svårt att in vivo få fram samma 
cytotoxiska koncentration av substansen som man tidigare lyckades med in vitro.  
 

För att få en uppfattning om diagnosspecificiteten hos de experimentella 
substanserna gefitinib, PKC412 och bortezomib samt hos standardsubstanserna 
cisplatin, cytarabin, doxorubicin och vinkristin testades de mot ett antal 
hematologiska och solida tumörer. Det var dock svårt att dra slutsatser utifrån det 
mindre antalet diagnoser som användes i studien. En substans bör testas på ett brett 
spektrum av diagnoser och på tillräckligt många prover från samma tumörtyp innan 
en vetenskaplig slutsats om substansens diagnosspecificitet ska dras. 

 
Vad gäller standardsubstanserna cisplatin, cytarabin, doxorubicin och vinkristin 

så stämmer resultaten från denna studie överrens med de resultaten som fås i 
kliniken. Cytarabin och vinkristin, som främst används för att behandla 
hematologiska maligniteter, hade i denna studie störst effekt på denna typ av tumör 
och substansen cisplatin, som ges till patienter som drabbats av solida tumörer, hade 
mycket riktigt störst effekt på ovarialcancercellerna. För doxorubicin kunde man se 
att substansen hade likartad effekt på lymfom- och ovarialcancercellerna, och i 
kliniken används doxorubicin för att behandla både hematologiska och solida 
tumörsjukdomar [4]. Även tidigare studier indikerar att substansernas 
aktivitetsmönster in vitro hos tumörceller från patienter som mätts med FMCA 
stämmer bra överens med deras aktivitet i kliniken [13]. Av detta kan man dra 
slutsatsen att FMCA är en lämplig metod att in vitro undersöka substansers 
diagnosspecifika aktivitet. 

Ett intressant fynd vid de statistiska beräkningarna var att det inte fanns någon 
signifikant skillnad i IC50 mellan de två diagnoserna för substansen cisplatin. Idag 
används cisplatin vid klinisk behandling av främst testikel- och ovarialcancer [4], 
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men resultaten från denna studie tyder på att substansen även skulle kunna 
användas vid behandling av lymfom. Naturligtvis krävs en mer omfattande studie 
än vad som genomförts här för att bekräfta detta. 
 

Den experimentella substansen bortezomib visade sig vara effektiv på både 
ovarialcancer och lymfom. En signifikant skillnad talar dock om att bortezomib 
fungerade bättre på lymfomceller.  

Idag pågår ett flertal studier på bortezomib. Precis som i denna studie har man fått 
fram lovande resultat då man testat substansen på lymfom- [15] och 
ovarialcancerceller [16]. Bortezomib är en proteasomhämmare och proteosomen är 
viktiga proteinkomplex som finns i alla celler. Detta kan bidra till att denna substans 
kommer att användas för behandling av även andra cancersjukdomar i framtiden. 

 
Gefitinib uppvisade en likartad effekt på de solida tumörerna som på de 

hematologiska tumörerna. Gefitinib är godkänd för behandling av icke-småcellig 
lungcancer, men det är långt ifrån alla patienter som svarar på behandlingen. Det har 
visat sig att det krävs en mutation på EGFR, dvs. på den receptor som substansen 
reagerar med, för att gefitinib ska kunna binda till receptorn och utöva sin 
cytotoxiska effekt. Det är med andra ord mutationen som får läkemedlet att fungera. 
För att gefitinib ska bli mer slagkraftig på läkemedelsmarknaden krävs det att det 
utvecklas effektiva gentest som på förhand kan avgöra om patienterna kommer att 
svara på behandlingen [8]. 

Att gefitinib var verksam på de två diagnoser som ingick i denna studie kan bero 
på att receptorn EGFR inte bara uttrycks på cancerceller i lungan utan även på 
ovarialcancerceller [17] och till viss grad på vissa typer av lymfomceller [18]. Det 
fanns dock inga uppgifter om EGFR-status för de använda proverna.  

 
Aktivitetsmönstret för den nya substansen PKC412 liknar aktivitetsmönstret hos 

standardsubstansen vinkristin. Båda dessa substanser hade effekt på lymfomceller 
medan ovarialcancerceller var mindre känsliga. En annan gemensam egenskap var 
att substanserna inte hade så stor cytotoxisk verkan på de friska lymfocyterna, en 
egenskap som man vill se hos alla anticancerläkemedel. 

Vid tidigare studier har det både visats att protein kinas C, proteinet som PKC412 
hämmar, uttrycks hos ovarialcancerceller [19] och att PKC412 möjligtvis kan 
användas vid behandling av lymfom [20]. Detta stödjer resultaten från min studie. 

 
Ovarialcancercellerna var relativt okänsliga för cytarabin, vinkristin och PKC412 i 

det använda koncentrationsintervallet. Ett försök att öka den cytotoxiska effekten 
kan vara att öka koncentrationen av dessa substanser.  

Det är dock svårare att finna bra cytostatika för solida tumörer än vad det är för 
hematologiska maligniteter, så det är främst substanser som är verksamma mot de 
solida tumörerna man söker. Att signaltransduktionshämmarna bortezomib och 
gefitinib hade en likartad effekt på båda diagnoserna kan betyda att dessa substanser 
har möjligheten att ge lovande resultat på patienter som drabbats av ovarialcancer.  
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Att det var så stor variation i IC50-värdet inom lymfomgrupperna hos både de 
experimentella substanserna och standardsubstanserna kan bero på att det ingick så 
många olika typer lymfom i denna studie, både högmaligna och lågmaligna. Ett 
intressant arbete skulle därför kunna vara att gå vidare och undersöka vilka 
lymfomtyper som är känsliga för vilka substanser.      
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