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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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Forkortningar
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akut myeloisk leukemi

variationskoefficienten, "the coefficient of variation’
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"fluorometric microculture cytotoxicity assay’
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non-Hodgkin lymfom

‘non-small-cell lung cancer’

"peripheral blood mononuclear cells’

"phosphate buffered saline’

protein kinas C

Revised European American Lymphoma Classification
‘rounds per minutes’

‘standard error of the mean’

‘survival index’

World Health Organization



1. Introduktion

Incidensen av cancersjukdomar stiger ldngsamt i stora delar av vérlden. I de
industrialiserade ldanderna dr cancer, nést efter ischemisk hjartsjukdom, den
vanligaste dodsorsaken och svarar for omkring 23 % av all dodlighet. Trots de
senaste decenniernas framsteg inom grundforskning, diagnostik och terapi, dr cancer
fortfarande en fruktad sjukdom som skordar dtskilliga liv varje ar.

Ordet ‘cancer’ hdrstammar fran den latinska termen cancer och fran grekiskans
karkinos, vilka bada betyder "krabba’. Olika typer av maligna tumorer beskrevs pa
detta sdtt da man tyckte sig kunna se en viss likhet mellan tumorer och krabbor. Likt
en krabba har tumoren en central kidrna och ”extremiteter” bestdende av svullna,
slingriga blodkéarl som den kan gripa tag i omgivningen med for att pa sa satt sprida
sin sjukdom vidare till resten av kroppen [1].

Det har observerats att bade djur, vaxter och ménniskor kan drabbas av tumorer,
och denna sjukdom har varit kdnd sedan langt tillbaka i tiden. Man har t ex funnit
spar av cancer i skelett frdn dinosaurier, ett sldkte som dog ut flera miljoner ar innan
ménniskan betrddde jorden. De &dldsta skiftliga dokumenten man funnit som
beskriver cancer hos ménniska, eller en sjukdom som férmodligen var cancer, gar
tillbaka till 3000-2500 f.Kr. och finns som egyptiska papyrusrullar.

De tre klassiska metoderna att behandla cancer &r strdlning, kirurgi och
cytostatikabehandling, vilket betyder att cytotoxiska ldakemedel anvands for att
bekdampa cancer. Dessa tre tillvigagangssatt anvands antingen var och en for sig eller
i olika kombinationer med varandra.

Den éldsta behandlingsmetoden &r kirurgi. Fran borjan fanns endast mojligheten
att utfora mycket begransade lokala ingrepp som oftast inte kunde bota men i basta
fall underlitta for patienten under den tid som han/hon hade kvar. Tekniken har
dock gatt framat sedan dess. Idag kan man, om cancern diagnostiseras relativt tidigt
och inte har gett ifrdn sig ndgra metastaser, genom en operation avldgsna hela
tumoren och pa sa sétt bota patienten. D3 en patient botas helt fran en sjukdom sédger
man att det utforts en s.k. kurativ behandling. Andra medicinska uttryck &r palliativ
behandling ddr man lindrar symtomen och forlanger 6verlevnaden, och adjuvant
behandling som sétts in for sdkerhets skull for att forhindra aterfall dér risken &r stor
att enstaka cancerceller finns kvar i patienten [2].

Stralning introducerades som terapimetod for brostcancer i slutet 1800-talet, bara
ett ar efter Wilhelm Rontgens stora upptéackt av rontgenstralning ar 1895 [1]. Den
joniserande strdlningen som anvands vid strdlbehandlingen leder till abnorma
kemiska reaktioner i cellen som framst drabbar DNA-molekylen. Detta leder i sin tur
till att cellen dor.

Under de senaste artionden har kemoterapi, dvs. anvandandet av cytostatika, fatt
en allt storre roll vid behandling av cancer, vare sig det anvands var for sig eller i
kombination med andra behandlingsmetoder. Kemoterapi &r ménga génger den
enda utvagen vid fall ddr cancern &r mycket utspridd i patientens kropp. Det var
efter en olyckshdndelse under andra viarldskriget som forskarna fick upp 6gonen for
cytostatika. Ett amerikanskt fartyg traffades av en torped och innan soldaterna
ombord hann komma i sékerhet blev de utsatta for senapsgas, ett mycket giftigt



dmne. Efter olyckan upptdcktes det att soldaterna hade ett for litet antal leukocyter i
blodet. Denna iakttagelse ledde till att leukemi- och lymfompatienter borjade
behandlas med senapsgasliknande amnen. Efter ett flertal forsok lyckades man fa
fram d@mnen som var mindre toxiska men som dndé gav ett bra behandlingsresultat.
Sedan dess har det tagits fram en méngd olika substanser som har en cytotoxisk
effekt pa olika cancersjukdomar [2].

Cancer kan delas in i solida tumorer och hematologiska maligniteter. I denna
studie behandlades den solida tumoren ovarialcancer samt den hematologiska
maligniteten lymfom.

Ovarialcancer d&r namnet pa de elakartade tumorer som utgdr fran dggstockarna.
Denna sjukdom &r den vanligaste dodsorsaken bland patienter som utvecklat
gynekologisk cancer, och risken for att fa ovarialcancer &r 1-2 % bland kvinnor som
bor i de industrialiserade ldnderna [3]. I Sverige upptdcks ca 900 nya fall per dr, och
Sverige tillhor de lander som har den hogsta frekvensen av ovarialcancer.

De viktigaste kdnda faktorerna som medfor en 6kad risk att utveckla ovarialcancer
ar hog alder, arftlighet och tidigare brostcancersjukdomar. Kvinnor som haft flera
graviditeter har en minskad risk att utveckla ovarialcancer. Arftlig ovarialcancer
utgor ca 5-10 % av fallen. Stark misstanke pa &rftlig ovarialcancer foreligger om
patientens syster eller mor har samma sjukdom eller har drabbats av brostcancer vid
unga ar.

Ovarialcancer karaktdriseras av dess smygande och nastintill symtomfria debut.
Aggstockarna ligger relativt fritt i bukhalan vilket gor att en tumér kan vixa ganska
mycket innan den borjar trycka pa nérliggande organ. Detta gor att diagnosen ofta
stdlls mycket sent. Ungefér tva tredjedelar av patienterna har fatt tumorspridning i
bukhalan vid diagnostillfillet, och av dessa dr det endast 10-20 % som 6verlever mer
dn 5 ar. For patienter ddr man lyckats stélla en tidig diagnos pa sjukdomen ligger 5-
ars overlevnad pa over 70% [3].

Tidigt diagnostiserad ovarialcancer behandlas med kirurgi och for langt gangen
ovarialcancer géller kirurgi i kombination med cytostatika. Denna cancersjukdom &r
relativt cytostatikakdnslig jamfort med andra solida tumorer, och en del patienter
kan botas helt av en cytostatikabehandling.

Lymfom réknas som en hematologisk malignitet. Lymfom &r ett samlingsnamn for
ett stort antal elakartade tumorsjukdomar som utgar fran det lymfatiska systemets
celler, de s.k. lymfocyterna. Lymfocyter finns 6verallt i kroppen, inte bara i de
lymfatiska organen, och det innebar att tumorengagemang kan férekomma i vilket
organ som helst. Vid vissa fall har det pavisats tumorceller i benmérg och blod.
Gransen mellan lymfom och leukemi kan déarfor bli mycket diffus.

Det har hittills varit nastintill omdojligt att skapa en allmédnt accepterad
klassifikation av lymfomsjukdomarna. I ett f6rsok att skapa enighet har en
gemensam arbetsgrupp for Europa och USA foreslagit 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 ar tillbaka ar



REAL-klassifikationen utbytt mot WHO-klassifikationen. Nar det géiller lymfom &r
denna klassifikation snarlik REAL-klassifikationen.

I Sverige insjuknar ca 2000 personer varje ar i nagon typ av lymfomsjukdom.
Lymfom forekommer i alla aldrar, men blir vanligare med 6kad &lder och det &r
nagot fler min &n kvinnor som drabbas. Den vanligaste behandlingsmetoden &r
anvandandet av cytostatika. Det finns ett 10-tal olika cytostatika som anvands, och
da ofta i olika kombinationer med varandra.

Idag finns det ca 45 stycken cytotoxiska substanser som anvands i Sverige vid
klinisk behandling av cancer. P4 grund av olika verkningsmekanismer har de flesta
av dessa substanser blivit indelade i fyra olika grupper; alkylerande substanser,
antimetaboliter, mitoshammare och cytotoxiska antibiotika [4].

Alkylerande substanser binder till cellernas DNA och &@ndrar om dess kemiska
struktur. Pa sa sitt forhindras cellernas utveckling dd DNA-molekylens normala
funktion under celldelningen stors.

Antimetaboliternas struktur paminner om normala byggstenar till cellens DNA.
Vid behandling med antimetaboliter tillférs cellen felaktigt och oanvéandbart
byggnadsmaterial. Cellen kan da inte dela sig, och det leder till apoptos.

Mitoshimmare forstor mikrotubuli, dvs. de tunna tradar som bildas da cellkdrnan
ska dela sig. Darigenom hammas celldelningen.

Cytotoxiska antibiotika har samma effekt som alkylerande substanser. Antibiotikan
binder till DNA-molekylen och fordndrar dess struktur sa att cellens utveckling och
delning férhindras.

En stor nackdel med dessa cytostatika &r att de inte bara har paverkan pa
tumorceller utan d@ven pa friska celler i kroppen. De cytotoxiska @mnena skadar dock
tumorcellerna mer eftersom normala celler har en béttre formdga att reparera en
cellskada. Det dr framst vavnader med snabb celldelning som pdverkas av
behandlingen, och det leder till att patienten kan drabbas av ett flertal biverkningar.
Ett exempel pa sddan vavnad dr benméargen. Benmdrgens celler har en hog
delningshastighet och paverkas da av de flesta cytostatika. Foljden kan bli svara
biverkningar med brist pa leukocyter, erytrocyter samt trombocyter. Andra celler
som brukar drabbas dr epitelceller av olika slag, exempelvis i hdrfolliklarna och i
mag-tarmkanalen, vilket leder till haravfall respektive illamaende och krakningar i
samband med en cytostatikabehandling [2].

Ett annat stort problem vid anvandning av cytostatika &r att tumoéren kan bli
resistent mot behandlingen. Manga cancertyper, t ex koloncancer och lungcancer,
visar resistens redan vid diagnostillfdllet medan andra utvecklar resistens under
sjdlva behandlingsperioden [5].

Resistens mot cytostatika kan ha flera orsaker, som t ex lag celluldr kanslighet mot
cytostatika, hog omsattning i kroppen av cytostatika eller att tumorcellerna véxer for
snabbt mellan behandlingarna [6].

Ett ldkemedel mot cancer ges sédllan ensamt, utan ofta i kombinationer med andra
lakemedel for att man ska fa battre resultat. Dessa kombinationsbehandlingar



resulterar dels i att den cytotoxiska effekten mot tumoren 6kar, och dels i att risken
for resistensutveckling och biverkningar minskar [3].

For att komma runt att dven friska celler drabbas av en cytostatikabehandling
forsoker forskarna utveckla nya likemedel som ska sla direkt mot cancercellerna
utan att skada andra celler. I teorin skulle cellens signalmekanismer, som har till
uppgift att kontrollera cellens tillvaxt, differentiering och apoptos, kunna vara ett
lampligt mal vid behandling av cancer eftersom mekanismerna ofta &r stérda i
cancercellerna. Forskarna hoppas darfor att en okad forstaelse inom @mnet
intracelluldr signaltransduktion ska leda till nya maojligheter vid utveckling av
cancerldkemedel.

De signaltransduktionshammare som undersoktes i den har studien var
bortezomib, gefitinib och PKC412. Med signaltransduktionshdmmare menas
substanser som stor den intracelluldra signaleringen, vilket leder till att cellen dor.

Bortezomib dr en proteasomhdmmare. Denna substans dr specifikt avsedd for att
hamma aktiviteten hos 265-proteosomen i mammalieceller, dvs. celler hos daggdjur.
265-proteosomen dr ett stort proteinkomplex och har till uppgift att bryta ned
ubiquitinerade proteiner som dr involverade i olika viktiga intracelluldra processer.
Genom att stora 26S-proteosomets arbete pdverkas ett flertal signalkaskader i cellen,
och det leder slutligen till att cancercellen dor. Studier har visat att proteosom-
inhibitionen med bortezomib &r reversibel. Denna funktion gor att normala celler kan
aterhdmta sig fran en bortezomibbehandling medan cancerceller, som inte har lika
bra aterhamtningsférmdga, genomgar apoptos [4]. Bortezomib har nyligen blivit
godkand i Sverige for behandling av multipelt myelom och dr under klinisk
utredning for andra typer av cancerformer [7].

Gefitinib godkandes i USA f6r behandling av ‘'non-small-cell lung cancer’
(NSCLC), eller icke-smacellig lungcancer, ar 2003 [8]. Gefitinib dr en s.k.
tyrosinkinashdammare och reagerar med "epidermal growth factor receptor’ (EGFR).
Dessa cellmembranreceptorer dr delaktiga i cancerutvecklingen pa sa satt att de har
effekt pa cellens apoptos, angiogenes och metastasering [9]. EGFR finns 6veruttryckt
pa cancercellerna i lungan bl.a. hos patienter som drabbats av NSCLC. Receptorernas
uppgift dr att binda till vixtreglerande signalsubstanser i blodet och pa sa sitt tala
om for cellen att den ska véxa och dela sig. Ju fler av dessa receptorer det finns pa en
tumorcell, desto mer kommer cellen att dela sig. Men vid behandling med gefitinib
sdtter sig gefitinibmolekylen i vagen for signalsubstanserna, vilket leder till att cellen
inte lidgre blir stimulerad att véxa. Pa sa sitt hoppas man att sjukdomen ska fas under
kontroll [8].

PKC412, eller N-benzoyl-staurosporine, &dr en relativt ny substans vars cytotoxiska
effekt ligger i att den hammar protein kinas C (PKC). Protein kinas C tillhor en stor
familj av serine-threonine kinaser som dr delaktiga i manga viktiga cellfunktioner
som t.ex. induceringen av apoptos, upp- och nedregleringen av cellcykelns
checkpoints och formdgan till angiogenes och differentiering. Vid behandling med
PKC412 dor tumorcellerna da ovanstaende cellfunktioner stors [10]. PKC412:s
cytotoxiska effekt har studerats pa en mangd olika tumortyper. Man har bl.a. fatt
fram lovande resultat hos patienter med FLT3-muterad AML (akut myeloisk



leukemi). FLT3 stér for "fms-like tyrosine kinase 3" och dr en receptor som &r
inblandad i cellens tillvdxt och utmognad. Mutationer i denna receptor har upptackts
hos ca 35 % av patienter med AML, och hos dessa patienter har det visat sig att
PKC412 kan hamma tillvéxten och inducera apoptos hos tumorcellerna [11]. Detta
gor att PKC412 inte bara anses vara en protein kinas C-hdmmare utan dven en FLT3-
hdmmare.

I den aktuella studien undersoktes dven aktiviteten hos fyra standardsubstanser,
dvs. substanser som anvands pa patienter i kliniken och ddr man vet vilken verkan
de har pa olika tumorceller. Dessa var cisplatin, cytarabin, doxorubicin och
vinkristin.

Cisplatin dr en oorganisk tungmetall; cis-diammindikloroplatina. Detta ldkemedel
bildar tvarbindningar mellan och inom cellens DNA-molekyler och hammar
darigenom DNA-syntesen. Aven cellens RNA- och proteinsyntes himmas en aning.
Cisplatin anvédnds vid behandling av avancerad eller metastaserad tumorsjukdom
som t.ex. testikel- och ovarialcancer.

Cytarabin anvéands framst vid behandling av akut leukemi hos bade barn och
vuxna. Detta cytostatika dr en syntetisk analog av nukleosiden deoxicytidin, och
hindrar celler fran att vixa och dela sig genom att blockera DNA-syntesen.

Doxorubicin &r ett cytostatikum som nyttjas vid behandling av bl.a. maligna
lymfom, urogenitala och gynekologiska tumorer, brostcancer och akuta leukemier.
Det kan da antingen ges som enskilt preparat eller i kombination med andra
cytostatika. Doxorubicin tillhor gruppen antracykliner och &r ett cytotoxiskt
antibiotika. Dess cytotoxiska effekt orsakas av substansens formdga att binda till
cellens DNA. Denna egenskap resulterar i en inhibering av de enzymsystem som ar
nodvandiga for cellens DNA-replikation och DNA-transkription.

Vinkristins verkningsmekanism dr inte helt klargjord d&nnu. Man vet dock att
substansen hindrar celldelningen i metafasen genom att forstora mikrotubuli. Detta
gor att den hamnar i gruppen mitoshdmmare. Vincristin ges i kombination med

andra cytostatika vid behandling av leukemi, smécellig lungcancer och maligna
lymfom [4].

Da ett nytt lakemedel tagits fram vill man bl.a. titta pa vid vilken diagnos som
detta lakemedel &r mest effektiv. Ett sitt att undersoka detta dr att anvanda sig av
Fluorometric Microculture Cytotoxicity Assay (FMCA). FMCA &r en néstintill
helautomatisk metod som &r utvecklad for att in vitro méta hur kiansliga tumorceller
dr for olika cytostatika. FMCA utvecklades i Uppsala i slutet av 1980-talet [3] och
baseras pa hydrolys av fluorescein diacetat (FDA) till en starkt fluorescerande
produkt - fluorescein [12]. Denna hydrolys kan bara utforas av celler som har intakta
cellmembran, dvs. levande, friska celler. Metoden gar till pd det sétt att farska eller
tinade tumorceller satts ut pa 384-hals mikrotiterplattor som &r forpreparerade med
de cytotoxiska substanserna som ska undersokas. Efter 72 timmars inkubation méts
den fluorescens som genereras, och pd sa sitt far man reda pa hur mycket
tumorcellerna har skadats efter 72 timmars inkubation med de cytotoxiska



substanserna. Ju mindre fluorescens, desto farre tumorceller har 6verlevt
behandlingen.

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

Syftet med mitt projekt var att méta effekten av ndgra nya
signaltransduktionshammare pa tumorceller fran patienter med ovarialcancer
respektive lymfom. Som jamforelse maéttes dven effekten av ndgra
standardsubstanser.

Med hjilp av FMCA-metoden undersoktes tumorcellernas kanslighet mot
signaltransduktionshdmmarna bortezomib, gefitinib och PKC412 samt
standardsubstanserna cisplatin, cytarabin, doxorubicin och vinkristin.



2. Material och metod

FMCA-metoden hade flera olika steg; tillsats av cytotoxiska substanser till
mikrotiterplattor, tining och preparering av tumorcellerna och slutligen avldsning av
fluorescensen for att mojliggora utvardering och tolkning av resultaten.

Arbetsgdngen kan foljas i flodesschemat nedan, Figur 1.
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Figur 1. Flodesschema for FMCA-metoden. De steg som utfordes automatiskt med
hjalp av maskiner (fet stil) anges har inom de storre rutorna.
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2.1. Substanser

Sju substanser valdes ut ddr den cytotoxiska effekten skulle studeras pa olika
tumortyper. Signaltransduktionshdmmarna (bortezomib, gefitinib och PKC412)
presenteras i Tabell 1 och de vilstuderade standardsubstanserna (cisplatin, cytarabin,
doxorubicin och vinkristin) finns i Tabell 2. Koncentrationerna for substanserna
valdes ut med végledning fran tidigare studier och fran litteratursokning,.
Stamlosningarna till de cytotoxiska substanserna var antingen i pulver- eller
vitskeform, och de 16stes/spaddes ut med PBS ("phosphate buffered saline’) eller
DMSO (dimetyl sulfoxid) och sterilt vatten (50% vardera) for att f4 fram onskad
koncentration. DMSO bestélldes fran foretaget Sigma.

Detta projekt var en del av ett storre projekt med totalt 36 olika substanser vilka
utgjordes av bdde nya, experimentella substanser och vélstuderade
standardsubstanser. S& forutom de sju substanser som jag valt att undersoka lite
ndrmare, testades tumorcellerna dven mot 29 andra cytotoxiska substanser (ndmns ej
i detta arbete).

Tabell 1: Signaltransduktionshammarna som valdes ut till studien.

Tabell 2: Standardsubstanserna som valdes ut till studien.

I tabellerna anges fran vilka tillverkare substanserna bestélldes, de koncentrationer
som substanserna hade efter tillsats av cellsuspension samt de 16sningar som
substansernas stamlosningar 16stes/spaddes i.

SV = sterilt vatten

Substans Tillverkare =~ Koncentration Losningsmedel
(LM)

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 @Losningsmedel

(1M)

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 for att testas pa tumorcellerna lostes och/eller
spdddes till sina maxkoncentrationer, och 500uL av substanslosningen fordes over till
1,5mL centrifugror. Pipetteringsroboten BioMek 2000 (Beckman Coulter, USA) forde
dédrefter 6ver substanslosningen till en 384-hals deepwell-platta (Beckman Coulter,
USA) och varje substans spaddes med PBS i fem koncentrationer genom
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seriespddning 1/10. Frdn denna "mallplatta” pipetterades 5uL av varje substans och
koncentration ut pa 24st 384-hals mikrotiterplattor (Nunclon surface fran NUNC
Brand Products, Danmark). For varje substans sattes ett dubbelprov.

Forutom substanserna satte BioMek 2000 dven ut kontroll och
16sningsmedelskontroll for att mojliggora kvalitetskontroll av cytostatikaplattorna. I
dessa brunnar tillsattes inga substanser. Forsta raden pa plattorna fungerade som
blank med brunnar endast innehallande komplett medium, 'RPMI-medium-
complete” (RPMI 1640-medium med tillsats av L-Glutamin till 2mM, Penicillin till 100
unit/mL, Streptomycin till 100pg/mL samt FCS ("Fetalt Calf Serum”) till 10%. Alla
16sningar bestélldes fran foretaget Sigma.). Rad 8, 15 och 22 blev kontroller med
brunnar som bara skulle innehalla 5uL PBS och celler. Och till rad 9 sattes 10% -ig
DMSO som efter celltillsatts skulle bli 1% -ig DMSO och fungera som
16sningsmedelskontroll (se Figur 2). Kolumnen med DMSO sattes ut for att se om
DMSO hade ndgon inverkan pa resultatet, eftersom vissa substanser var losta i detta
dmne. For att ta reda pd om komplett medium hade nagon inverkan pa resultatet
jamfordes kontrollradernas fluorescencevarde med blankradens véarde.

Det tillverkades tva olika typer av plattor, prio 1 och prio 2, med 18 substanser
vardera. P4 sa sétt testades tumorcellerna mot totalt 36 olika cytotoxiska substanser.

De fardiga cytostatikaplattorna férvarades i -70C tills det var dags for
anvandning.
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Figur 2. Bild 6ver den plattkonfigurationen som anvandes i studien. Férutom
substanserna preparerades 384-hdls mikrotiterplattorna med tre kontrollrader, en
blankrad och en DMSO-rad som fungerade som 16sningsmedelskontroll f6r de
substanser som var losta i DMSO.
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2.3. Patientceller

Till denna studie anvéndes frysta tumorceller fran 34 olika patienter, varav 16
prov utgjordes av ovarialcancerceller, 15 prov kom fran patienter som drabbats av
lymfom och 3 prov utgjordes av friska lymfocyter (se Tabell 3). De friska
lymfocyterna var med i studien for att det skulle vara méjligt att undersoka hur stor
effekt de cytotoxiska substanserna hade pa friska celler. Dessa utvalda tumorceller
kom fran patienter vars prov var tagna ndgon gang mellan 1994-2001 pa olika
sjukhus runt om i landet, och tva av proven var tagna i Oslo. Patienternas alder
varierade mellan 13 och 74 ar, och medeldldern lag pa 50 ar.

De hematologiska proverna (lymfom) erholls frdn benmaérg, pleuravitska, perifert
blod eller operationspreparat, de solida proverna (ovarialcancer) kom fran
operationspreparat eller ascitesvitska medan de friska lymfocyterna utvanns ur
buffy coats. Etikgodkdnnande finns for dessa prover.

Da patientcellerna preparerats fram ur provmaterialet frystes de ned och
forvarades i frysampuller vid -150C. Antalet celler per frysampull varierade.
Provvolymen lag mellan 3,3 och 50milj celler/ampull. Cellerna férvarades i ett
frysmedium bestaende av 10% DMSO och 90% FCS.

2.4. Tining av patientceller

De nedfrysta patientcellerna tinades och tvéttades for att fa bort allt frysmedium.
De spdddes till en volym pa 10mL med komplett medium, centrifugerades i 5min vid
1000rpm. Mediumet hilldes av for att det sedan skulle tillsdttas 10mL nytt medium.
Efter &annu en centrifugering tillsattes ytterligare 10mL nytt medium och cellerna
raknades i Biirkerkammare. Antal celler/ mL berdknades och viabiliteten,
“livskraften”, kontrollerades. De prover dar viabiliteten bedomdes vara ldgre an 70%
renades pa Percoll (Amersham Biosciences AB) for att f& bort de doda cellerna (se
2.4.1.). Cellerna spaddes dérefter till onskat antal celler/brunn. For ovarialcancer
anvdndes en celltdthet pa 5000 celler/brunn, f6r lymfom géllde 37500 celler/brunn
och de tre proverna med friska lymfocyterna spaddes till 36000, 40500 samt 40000
celler/brunn innan de sattes ut pa 384-hals mikrotiterplattor.

180uL av den fardigspadda cellsuspensionen anvéandes till att gora ett
cytospinglas, ett s.k. “dag 0-glas”. Ett obehandlat objektglas méarktes med
provnummer, dag-0 och dagens datum. Cellsuspensionen tillsattes till
cytospinglashdllarens tratt och allt fick centrifugera i 5min vid 500rpm i en
cytospincentrifug. Cytospinglaset fargades med May-Griinwald och Giemsa, och
tumorcellshalten bedomdes av en hematolog.

2.4.1. Rening med Percoll vid dalig viabilitet

2,5mL cellsuspension tillsattes forsiktigt ovanpa 3mL 25% -ig Percoll i var och ett
av fyra 14mL centrifugror. Roren centrifugerades i 8min vid 500rpm. De levande
cellerna hamnade da i botten av roret medan de doda cellerna lade sig i ett lager
ovanpa Percollen.

Den 6versta fasen, bestdende av medium och doda celler, avldgsnades med
Pasteurpipett. Percoll-skiktet, “mellanfasen”, frdn de fyra roren férdes 6ver till ett
gemensamt centrifugror. Slutligen suspenderades pellettarna, “underfasen”, och
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samlades ihop till ett centrifugror. De bada roren fylldes upp till 10mL med komplett
medium och centrifugerades i 5min vid 1000rpm. Centrifugproceduren upprepades
innan cellerna raknades pa nytt.

Efter reningen var det mycket férre celler dn tidigare, men provet var mycket
renare. For att 6ka cellantalet fordes “mellan-" och “underfasen” ihop i de prover dar
viabiliteten var tillrackligt hog (6ver 70%) i “mellanfasen”.

2.5. Preparering av patientceller till mikrotiterplattor

Med hjdlp av Precision 2000 (Bio-Tek Instruments) pipetterades cellsuspension ut
pa tinad 384-hdls mikrotiterplatta med de redan tillsatta cytotoxiska substanserna.
Vid celltillsatsen blev substanserna utspadda ytterligare 10 gdnger, vilket gjorde att
substansernas koncentrationer blev 10 ganger ldgre dn vad de hade varit vid
plattillverkningen.

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

2.6. FMCA-korning

Detta steg i metoden utférdes automatiskt med robotsystemet Orca fran Beckman
Coulter, USA. Efter 72h inkubering tvittades cytostatikaplattorna med PBS tva
ganger och till varje brunn tillsattes 50uL Q2-buffert for att pH skulle hallas konstant.
Dérefter tillsattes 1uL FDA, fluorescein diacetat, till varje brunn och plattorna
inkuberades ca 50min i 37C med 5% COz. Q2-bufferten tillverkades genom att blanda
125-NaCl stam (1,25M NaCl, 59mM KCl, 5mM MgCl>+6H>0O och 5mM CaCl+2H>0)
och 1M Hepes med destillerat vatten, och pH stélldes till 7,4 med 4M NaOH. Alla
ingredienser till Q2-bufferten var bestillda fran foretaget Sigma. Aven FDA
bestdlldes fran Sigma och l6stes i DMSO till en koncentration pa 0,5mg/ml.

De tumorceller som, efter 72h inkubation med cytostatika, fortfarande hade
intakta cellmembran omvandlade fluorescein diacetat till en starkt fluorescerande
produkt - fluorescein. Fluorescensen avldstes vid 520nm. Resultatet tolkades och
utvdrderades och man fick da reda pad om de cytotoxiska substanserna haft nagon
verkan pa tumorcellerna.

Innan plattorna kasserades, i en riskavfallskartong, gjordes ytterligare ett
cytospinglas, ett s.k. “dag 3-glas”. Detta utférdes pa samma sdtt som ”dag 0-glas”
forutom att det var en annan volym. Istéllet for 180pL fardigspadd cellsuspension
tillsattes allt innehdll frdn fyra av den forsta kontrollradens brunnar.

2.7. Presentation av resultatet och kvalitetskontroll

Resultatet av FMCA-korningen bearbetades i Microsoft Excel och
celloverlevnaden presenterades som Survival index (SI). SI definieras som
fluorescenssignalen i % av signalen i kontrollen, ddr blankviardet dragits bort fran
bada. Lag signal, dvs. laga véarden, pa SI tydde pa att den undersokta substansen
hade hog cytotoxisk effekt pd tumorcellerna.
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Aven ICso-vardet berdknades. Detta dr den koncentration av substansen som krivs
for att celloverlevnaden ska bli hilften sa stor som i kontrollerna, dvs. den
koncentration da SI ligger pa 50%. ICso-vardet berdknades med hjélp av GraphPad
Prism i databassystemet Accelrys.

For att resultatet av FMCA-korningen skulle godkdnnas kravdes det att vissa
kriterier uppfylldes. Det fanns med andra ord olika kvalitetskontroller. Bland annat
maste resultatet fran cytospinglasen och batchtesten granskas och godkénnas.

Cytospinglasen (“dag 0-” och “dag 3-glas”) utfordes for att det med mikroskop
skulle vara mojligt att undersoka skillnader fore och efter inkubering med de
cytotoxiska substanserna, samt att kontrollera att man anvéant rétt sorts celler. Minst
70% av cellerna maste vara tumorceller for att provet skulle godkénnas.

For varje gang det tillverkades en omgang nya mikrotiterplattor med cytotoxiska
substanser mdste dessa testas. Detta for att man ska kunna vara sédker pa att plattorna
tillverkats pa ratt satt. Ett s.k. batchtest utfordes. Nagra plattor plockades da ut och
istdllet for att prepareras med tumorceller frdn patienter preparerades de med
tumorceller fran cellinjer. Med cellinjer menas tumorceller som tagits fram for att
“leva for evigt”. Dessa celler reagerar alltid likadant pa de cytotoxiska substanserna
och man far da en typ av mall att gd efter. Genom att avldsa resultatet kunde man ta
reda pa om koncentrationerna pé substanserna var lika vid de olika tillfdllena
plattorna tillverkades. De celler som anvéndes till batchtestet bestod av
myelomcellinjen 8226/S.

Andra kriterier som ingick var bl.a. att:
- CV for kontrollen samt proverna inte skulle 6verstiga 30%. CV,
variationskoefficienten, &dr spridning i signalen mellan de utsatta dubbelproverna och
riaknades ut med formeln: CV = standardavvikelsen/medelvirdet - 100
- Kontroll/blank-férhallandet skulle ligga 6ver vardet 5.
- Signalen fran DMSO-raden fick inte vara mindre d&n 50% av kontrollradernas
medelvardessignal. Detta var alltsa en kontroll for att se om DMSO hade nagon
inverkan pa resultatet, eftersom vissa substanser var 1osta i detta amne.

For att ta reda pa om det var nagon signifikant skillnad i ICsp mellan lymfom och
ovarialcancer utfordes ett statistiskt sdkerhetstest, ett s.k. Mann Whitney-test, dar ett
p-védrde mindre dn 0,05 ansags statistiskt signifikant.

Resultaten som jag fick ut fran FMCA-korningarna omvandlades i programmet

GraphPad Prism till tvd olika typer av diagram som synliggor SI% (Figur 3) och ICso
(Figur 4). Detta for att underlitta tolkningen och utviarderingen av resultatet.
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3. Resultat

3.1. Patientceller

Av de totalt 34 patientproverna var det 33 (97%) som blev godkanda efter FMCA-
korningen. Orsaken till det icke godkénda provet var att kontroll/blank-férhallandet
var for lagt. Ddrav kunde resultatet inte berdknas. Provet var taget frdn en patient
som drabbats av ovarialcancer. Detta resulterade i att de cytotoxiska substansernas
effekt slutligen tolkades och utvarderades pa 15 prov med lymfomceller, lika manga
prov bestaende av ovarialcancerceller och 3 prov med friska lymfocyter.

3.2. Dosresponskurvor med SI

Figur 3 visar lymfom- och ovarialcancercellernas dosresponskurvor efter
exponering for standardsubstanser (cisplatin, cytarabin, doxorubicin och vinkristin)
och de experimentella substanserna (bortezomib, gefitinib och PKC412).

Av standardsubstanserna gav cisplatin och doxorubicin likartad effekt pd alla 3
celltyper. Aven vinkristin gav viss effekt pa alla celltyper, men hade storst cytotoxisk
effekt pa lymfomecellerna. Standardsubstansen cytarabin var den enda substansen
som inte hade ndgon effekt alls pa ovarialcancercellerna i det koncentrationsintervall
som anvandes har.

Vad giller signaltransduktionshammarna sa hade gefitinib likartad effekt pd de
celltyper som ingick i studien, medan PKC412 och bortezomib var nagot effektivare
pa lymfomcellerna.

Enligt dessa dosresponskurvor verkar det som att bade standardsubstansen
vinkristin och signaltransduktionshdmmaren PKC412 och hade den egenskapen att
vara mer verksamma pa lymfomcellerna dn vad de var pa de friska lymfocyterna.

3.3. Substanskainslighet i ICso

I Figur 4 kan man se forhallandet i kidnslighet, uttryckt som ICsp, inom och mellan
de olika celltyperna for de 7 cytotoxiska substanser som ingick i studien.

Enligt dessa diagram verkar ovarialcancer relativt okédnsliga for
standardsubstanserna cytarabin och vinkristin samt for
signaltransduktionshdmmaren PKC412.

Vidare kunde man se en stor variation i ICsp-vdrdet mellan och inom de olika
diagnoserna. Hos lymfomcellerna sags en stor spridning i ICso-varden f6r samtliga
substanser, forutom doxorubicin, medan ovarialcancercellerna och de friska
lymfocyterna hade en mer samlad effekt.

Det statistiska Mann Whitney-testet visade att lymfomcellerna var mer kdnsliga
(p< 0,05) dn ovarialcancercellerna for alla substanser utom for cisplatin och gefitinib,
dér det fanns en motsatt tendens.
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Tabell 3. De patientceller som ingick i studien. I tabellen anges de diagnoser som
patienterna fatt, dldern hos patienterna da provet togs, de provmaterial cellerna
erholls fran, cellernas viabilitet vid tillsats till cytostatikaplattorna samt om FMCA-
korningarna har blivit godkénda eller ej.

Med vitska som provmaterial menas antingen pleura- eller ascitesvitska.

Recidiv = aterfall

PBMC star for “peripheral blood mononuclear cells” och representerar de friska
lymfocyterna.

Diagnos Debut/Recidiv Alder Provmaterial Viabilitet Godkand eller
% underkand

Lymfom Recidiv 16 mairg 80 Godkénd
Lymfom Recidiv 17 vitska 80 Godkand
Lymfom Debut 13 perifert blod 75 Godkand
Lymfom Recidiv 61 perifert blod 90 Godkand
Lymfom Recidiv 63 perifert blod 75 Godkénd
Lymfom - 74 perifert blod 85 Godkand
Lymfom - 63 perifert blod 70 Godkand
Lymfom Debut 15 biopsi 75 Godkand
Lymfom Recidiv 58 perifert blod 70 Godkénd
Lymfom - 64 perifert blod 70 Godkand
Lymfom Recidiv 66 perifert blod 75 Godkand
Lymfom Debut 13 vitska 70 Godkand
Lymfom - 72 operationspreparat | 80 Godkand
Lymfom Recidiv 58 marg 70 Godkand
Lymfom Recidiv 56 operationspreparat | 75 Godkand
Ovarialcancer | - 67 operationspreparat | 95 Godkand
Ovarialcancer | Recidiv 13 operationspreparat | 75 Godkand
Ovarialcancer | Debut 44 operationspreparat | 75 Godkand
Ovarialcancer | Recidiv 55 vitska 80 Godkand
Ovarialcancer | Debut 61 vitska 90 Godkand
Ovarialcancer | Debut 44 operationspreparat | 90 Godkand
Ovarialcancer | Debut 44 operationspreparat | 95 Godkand
Ovarialcancer |- 49 operationspreparat | 90 Godkand
Ovarialcancer | Recidiv 54 vitska 80 Godkand
Ovarialcancer | Recidiv 51 vidtska 85 Underkand
Ovarialcancer | Recidiv 73 vitska 80 Godkand
Ovarialcancer | Recidiv 45 operationspreparat | 70 Godkand
Ovarialcancer | - 59 vitska 90 Godkand
Ovarialcancer | Debut 56 operationspreparat | 75 Godkand
Ovarialcancer | Recidiv 53 vitska 95 Godkand
Ovarialcancer | Debut 73 operationspreparat | 80 Godkand
PBMC - buffy coat 90 Godkand
PBMC - buffy coat 90 Godkand
PBMC - buffy coat 85 Godkand
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Figur 3. Dosresponskurvor for de cytotoxiska substanser som diagnoserna
ovarialcancer och lymfom samt de friska lymfocyterna (PBMC) exponerades for. Y-
axeln betecknar Survival index (%) och pa x-axeln finns den cytotoxiska substansens
koncentration (uM) angiven. For varje substans och koncentration &r 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 6ver ICso-vdarden for de tre celltyperna ovarialcancer,
lymfom och friska lymfocyter (PBMC). Varje punkt motsvarar ICsoi ett enskilt prov
och strecken motsvarar medianen.
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4. Diskussion

Vid utveckling av nya ldkemedel mot cancer behovs olika metoder for att studera
de aktiva substanserna innan de kan testas pd patienter. Laboratorieanalyser som
utvérderar den cytotoxiska aktiviteten in vitro hos nya potentiella substanser ar av
stort varde.

Hittills har det inte funnits s manga bra modeller for att in vitro undersoka olika
substansers diagnosspecificitet, dvs. hur effektiva substanserna dr vid en viss
diagnos. Innan man borjar utfora kliniska studier, dvs. da ldkemedlet testas pa
maénniskor, kan substanserna diagnosspecificitet forst undersékas med hjdlp av in
vitro-metoden FMCA [13]. FMCA &r enkel att genomféra och man kan pa relativt
kort tid undersoka ett stort antal prover med ett minimum av arbetet och
cellmaterial. Att metoden &r néstintill helautomatiserad bidrar till att minska risken
for att ndgonting gar fel p.g.a. méanskliga faktorer.

FMCA har dock sina begransningar. Det bor papekas att FMCA detekterar
celldoden i hela tumorcellspopulationen, en population bestaende framst av celler
som inte delar sig. Darfor anses inte anti-proliferativa substanser kunna analyseras
med hjdlp av denna metod [14]. Dessutom behover en hog cytostatikakénslighet in
vitro inte ge samma effekt in vivo dd substansen ges till patienten. Pga. att patienterna
reagerar olika pa substanserna kan det vara svart att in vivo fa fram samma
cytotoxiska koncentration av substansen som man tidigare lyckades med in vitro.

For att fa 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 tumorer. Det var dock svart att dra slutsatser utifran det
mindre antalet diagnoser som anvindes i studien. En substans bor testas pa ett brett
spektrum av diagnoser och pa tillrdckligt manga prover frdn samma tumortyp innan
en vetenskaplig slutsats om substansens diagnosspecificitet ska dras.

Vad giller standardsubstanserna cisplatin, cytarabin, doxorubicin och vinkristin
sd stimmer resultaten frdn denna studie 6verrens med de resultaten som fas i
kliniken. Cytarabin och vinkristin, som framst anvands for att behandla
hematologiska maligniteter, hade i denna studie storst effekt pa denna typ av tumor
och substansen cisplatin, som ges till patienter som drabbats av solida tumorer, hade
mycket riktigt storst effekt pa ovarialcancercellerna. Fér doxorubicin kunde man se
att substansen hade likartad effekt pa lymfom- och ovarialcancercellerna, och i
kliniken anvands doxorubicin for att behandla bade hematologiska och solida
tumorsjukdomar [4]. Aven tidigare studier indikerar att substansernas
aktivitetsmonster in vitro hos tumorceller fran patienter som matts med FMCA
stimmer bra éverens med deras aktivitet i kliniken [13]. Av detta kan man dra
slutsatsen att FMCA idr en lamplig metod att in vitro undersoka substansers
diagnosspecifika aktivitet.

Ett intressant fynd vid de statistiska berdkningarna var att det inte fanns nagon
signifikant skillnad i ICso mellan de tva diagnoserna for substansen cisplatin. Idag
anvands cisplatin vid klinisk behandling av framst testikel- och ovarialcancer [4],
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men resultaten frdn denna studie tyder pd att substansen dven skulle kunna
anvdndas vid behandling av lymfom. Naturligtvis krdvs en mer omfattande studie
dn vad som genomforts har for att bekrifta detta.

Den experimentella substansen bortezomib visade sig vara effektiv pa bade
ovarialcancer och lymfom. En signifikant skillnad talar dock om att bortezomib
fungerade béttre pa lymfomceller.

Idag pagar ett flertal studier pa bortezomib. Precis som i denna studie har man fatt
fram lovande resultat dd man testat substansen pa lymfom- [15] och
ovarialcancerceller [16]. Bortezomib dr en proteasomhdmmare och proteosomen &r
viktiga proteinkomplex som finns i alla celler. Detta kan bidra till att denna substans
kommer att anvandas fér behandling av &ven andra cancersjukdomar i framtiden.

Gefitinib uppvisade en likartad effekt pa de solida tumérerna som pa de
hematologiska tumorerna. Gefitinib dr godkand for behandling av icke-smacellig
lungcancer, men det dr 1dngt ifran alla patienter som svarar pa behandlingen. Det har
visat sig att det krdvs en mutation pa EGFR, dvs. pa den receptor som substansen
reagerar med, for att gefitinib ska kunna binda till receptorn och uttva sin
cytotoxiska effekt. Det &r med andra ord mutationen som far ldkemedlet att fungera.
For att gefitinib ska bli mer slagkraftig pa likemedelsmarknaden kravs det att det
utvecklas effektiva gentest som pa féorhand kan avgora om patienterna kommer att
svara pd behandlingen [8].

Att gefitinib var verksam pa de tvd diagnoser som ingick i denna studie kan bero
pa att receptorn EGFR inte bara uttrycks pa cancerceller i lungan utan dven pa
ovarialcancerceller [17] och till viss grad pa vissa typer av lymfomceller [18]. Det
fanns dock inga uppgifter om EGFR-status f6r de anvidnda proverna.

Aktivitetsmonstret for den nya substansen PKC412 liknar aktivitetsmonstret hos
standardsubstansen vinkristin. Bdda dessa substanser hade effekt pa lymfomceller
medan ovarialcancerceller var mindre kédnsliga. En annan gemensam egenskap var
att substanserna inte hade sa stor cytotoxisk verkan pa de friska lymfocyterna, en
egenskap som man vill se hos alla anticancerldkemedel.

Vid tidigare studier har det badde visats att protein kinas C, proteinet som PKC412
hammar, uttrycks hos ovarialcancerceller [19] och att PKC412 mojligtvis kan
anvandas vid behandling av lymfom [20]. Detta stodjer resultaten frdn min studie.

Ovarialcancercellerna var relativt okdnsliga for cytarabin, vinkristin och PKC412 i
det anvdnda koncentrationsintervallet. Ett forsok att 6ka den cytotoxiska effekten
kan vara att 6ka koncentrationen av dessa substanser.

Det dr dock svarare att finna bra cytostatika for solida tumorer dn vad det dr for
hematologiska maligniteter, sa det &r fraimst substanser som dr verksamma mot de
solida tumdorerna man soker. Att signaltransduktionshimmarna bortezomib och
gefitinib hade en likartad effekt pa bdda diagnoserna kan betyda att dessa substanser
har mojligheten att ge lovande resultat pa patienter som drabbats av ovarialcancer.
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Att det var sa stor variation i ICsp-védrdet inom lymfomgrupperna hos bade de
experimentella substanserna och standardsubstanserna kan bero pa att det ingick sa
manga olika typer lymfom i denna studie, bdde hogmaligna och lagmaligna. Ett
intressant arbete skulle darfor kunna vara att ga vidare och undersoka vilka
lymfomtyper som &r kinsliga for vilka substanser.
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