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INDIVIDUALISERAD
LAKEMEDELSBEHANDLING

— héar ar vi och sa kan framtiden se ut

Dagens behandlingsstrategier for lakemedelsbehandling av cancer ar utvecklade for att
gora nytta pa gruppniva for patienter med likartad sjukdomsbild. Grupperna definieras
vanligen av diagnos och sjukdomsstadium. | praktiken ar behandlingssvaret for enskilda
patienter inom grupperna mycket heterogent. Lakemedelsbehandling av cancer kan
fortfarande till stor del beskrivas som "trial and error” och det borde rimligen finnas stora
vinster att gora genom att individanpassa cancerbehandlingen, bade i termer av patient-
nytta och av sjukvardsekonomi.

i har utvecklat ect cellkulcursba-
Vserat test av likemedelskinslig-
het for individualiserad cancer-
behandling" 2. Analysen ingdr sedan
2005 som en del av Akademiska labora-
toriets sortiment i Uppsala. Cellbaserade
tester dr ett av flera alternativ for indivi-
dualiserad cancerbehandling som finns
tillgdngligt idag men som inte vunnit
allmin spridning inom klinisk praxis.
Individualisering innebir att behand-
lingsval for den enskilda patienten gors

pa basen av preterapeutiska analyser av
de faktorer som vi idag vet borde pi-
verka behandlingssvaret.

Men vad menas egentligen med
individualiserad cancerbehandling?

Utover individualiserad cancerbehandling
anvinds begrepp som “skriddarsydd” be-
handling och pé engelska “individuali-

zed”, "tailored” eller "personalized” thera-
py liksom “precision medicine”. Begrep-
pen ir ingalunda vildefinierade och vissa




tycks mena att vi idag redan har indivi-
dualiserad behandling da vi infor ett te-
rapibeslut viger in olika faktorer som har
med individens cancersjukdom att gora.
De grundliggande faktorerna pd tumor-
nivd dr sedan linge cancerdiagnosen,
kompletterad med sjukdomsutbredning
enligt TNM och till exempel tumorens
differentieringsgrad. P& organismniva
vigs patientens allmintillstdnd, samsjuk-
lighet och annan medicinering in da si-
dana faktorer paverkar behandlingseffekt
och tolerans.

P4 senare r har det tillkommit mer
forfinade analyser pé cancercellnivd som
predicerar behandlingseffekt for vissa
specifika likemedel. Exempel pa sidana
analyser dr Her-2-uttryck i brost- och
ventrikelcancer fér behandling med
trastuzumab, mutationsstatus i RAS
och EGFR-TK i kolorektalcancer res-
pektive icke-smécellig lungcancer for
behandling med EGFR antikropp res-
pektive EGFR-TK-himmare samt mu-

tationsstatus i BRAF i melanom for be-
handling med BRAF-himmare’. Till
samma typ av prediktiva biomarkorer
hor dven sedan linge dstrongenreceptor-
analys i brostcancer for behandling med
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Figur 1. Principiell skillnad mellan en prognostisk och en behandlingsprediktiv biomarkor.

antiostrogen. Nir det giller biomarkorer
i cancerbehandling ir det viktigt att
skilja pd sddana som ir prognostiska,
vilka dr ménga, frin dem som ir visat
behandlingsprediktiva, vilka ir f& uti-
frin rimligt hoga beviskrav. Figur 1
ovan ir ett forsok att illustrera skillna-
den mellan prognostiska och prediktiva
biomarkérer. Med biomarkdr menas hir
ndgon form av analys, oftast pd tumor-
vivnad, som gors i syfte att erhdlla in-
formation om ett kliniskt forlopp eller
behandlingsutfall.

Behandlingsval baserat pd biomarko-
rer som de ovan nimnda anser vi bor
benimnas som stratifierat snarare dn in-
dividualiserat. Markoruterycket dr oftast
kopplat till hog eller ldg sannolikhet for
effekt av en viss typ av likemedel vilket
innebir att en patient kan slussas in i en
behandlingsfélla, ett stratum, sd att nyt-
ta-risk-kvoten genomsnittligt forbéttras
jimfort med terapival utan markoren.
Med ”individualiserad” behandling bor
istdllet avses en behandling utvald bland
i princip alla befintliga (cancer)likeme-
del utifrén en bred karaktirisering av
patientens tumér och andra egenskaper
hos patienten som paverkar behand-
lingsutfallet. Den enskilda patientens
behandlingsregim skulle da teoretiskt
kunna innehélla likemedel som inte be-
skrivs som alternativ i etablerade be-
handlingsalgoritmer for olika tumdorty-
per. Nir vi i fortsidttningen diskuterar
individualiserad cancerbehandling #r det
denna typ av ansats som avses.
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lingsprediktiv med hog sensitivitet och
specificitet. Denna typ av studiedesign ir
emellertid for svag for ate tilldta sikra
slutsatser dd man inte kan kontrollera for
alla de bakomliggande faktorer som skul-
le kunna vara kopplade till utfallet. Nir
det giller storskaliga analyser, som gen-
expression och proteomik, finns dessutom
det biostatistiska problemet med att det
oftast rent slumpmissigt gar att hitta ett
statistiskt signifikant monster som kan
kopplas till utfallet.

For att uppna tillrdckligt hog evidens
for det behandlingsprediktiva virdet av
en biomarkér krivs i princip ndgon form
av randomiserad studiedesign, dir rando-
miseringssteget innebir att kidnda och
okinda skillnader mellan behandlings-
grupper utjimnas med slumpens hjilp sd
att betydelsen av exempelvis en biomar-

"Nar det galler biomarkorer i cancer-
behandling ar det viktigt att skilja pa sadana
som ar prognostiska, vilka ar manga, fran
dem som dr visat behandlingsprediktiva,
vilka ar fa utifran rimligt hoga beviskrav.”

Vilka verkryg finns idag for individualise-
rad cancerbehandling och hur har de utvir-
derats?
I tabell 1, se sid 18, har vi forsokt sam-
manfatta metoder och analyser som stu-
derats och som skulle kunna anvindas
som grund for individualiserad cancer-
behandling och deras ungefirliga status
avseende evidensnivd for klinisk nytta.
Flertalet av dessa metoder och analyser
inklusive deras kliniska status finns be-
skrivna i en nyligen publicerad dver-
siktsartikel”.

Ect stort antal studier har publicerats
i avsike att belysa dessa teknikers kliniska
potential. Den absoluta majoriteten av
dessa ir retrospektiva icke-interventions-
studier ddr man analyserat biomarkéren i
patientmaterial frén kliniska behand-
lingsstudier med avseende pd behand-
lingsutfall och studerat kopplingen mel-
lan biomarkéruttryck och tumérrespons
eller 6verlevnad. I sidana studier har man
ofta hittat en statistiskt sikerstilld kopp-
ling mellan markér och behandlingsut-
fall och dragit slutsatsen att biomarkoren
ir prognostisk eller till och med behand-

kor renodlas. Det finns fa publicerade
randomiserade studier inriktade pé att
jimfora behandlingsutfallet nir behand-
lingsbeslut baseras pa en potentiellt pre-
diktiv biomarkér respektive klinisk ru-
tin, en design med det hdgsta bevisvir-
det. En liten studie vid platinumrefrak-
tir ovarialcancer randomiserade mellan
terapival pd basen av ett cellbaserat cy-
tostatikakidnslighetstest och klinikerns
val. Kinslighetstestbaserat behandlings-
val tenderade att ge hdgre andel tumor-
responser och lingre progressionsfri tver-
levnad (PFS) men skillnaderna var inte
statistiskt signifikanta. I en nyligen pu-
blicerad fransk studie randomiserades
patienter med behandlingsrefraktir solid
cancer till behandling med en “targeted
drug” utifrdn kartliggning av signalvi-
gar i firsk cumdrbiopsi eller till klini-
kerns val av kemoterapi, vilket oftast
blev cyklofosfamid®. Ingen skillnad sdgs
i tumorrespons eller PES. Att dessa stu-
dier utfoll negativt kan ha flera orsaker,
bland annat att de var relativt sma och
rekryterade patienter med etablerat like-
medelsresistenta tumorer.
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biobankat material,
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Stor potential,
Oppning mot enkel
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sallan faststalld

Kraver farskt
material, tekniskt
kravande, bara
applicerbar pa
direktverkande
lakemedel

Bara nagra fa
gener av predik-
tivt varde, relevant
endast for enskilda
lakemedel

Kansligt for intra-
tumoral heteroge-
nitet, helst farsk-
fruset material,
kravande bioinfor-
matik

Bara nagra fa pro-
teiner av predik-
tivt varde, relevant
endast for enskilda
lakemedel

Tekniskt och
bioinformatiskt
kravande

Rutin for enstaka
cancerlakemedel,
f a for sakerhets-

monitorering

Prognostisk
kapacitet visad,
€] etablerat som
prediktivt test,
anvands dock
lokalt och i vissa
fall

Rutinanalys

for nagra fa
lakemedel och
diagnoser, predik-
tiv kapacitet visad

Prognostisk
kapacitet visad,
€] etablerat som
prediktivt test

Rutinanalys for
nagra fa lakeme-
del och diagnoser,
prediktiv kapaci-
tet visad

Teknik i explorativ
fas bade avse-
ende prognostik

Tabell 1. Metoder och analyser som skulle kunna ge behandlingsprediktiv information.

Det behandlingsprediktiva virdet av
KRAS mutationsstatus for effekt av EG-
FR-antikropp vid metastaserad kolorek-
talcancer etablerades genom en randomi-
serad studie men pd ett annat sitt’. Pa-
tienterna randomiserades till behandling
med EGFR-antikropp eller understod-
jande behandling oberoende av muta-
tionsstatus men genom att man sedan
analyserade den mojligt prediktiva mar-
koren, KRAS mutationsstatus, hos i
stort sett alla randomiserade patienter
sdg man att EGFR-antikroppen enbart
hade effekt om tuméren var av KRAS-
vildtyp. Det dr ocksd mjligt att etable-
ra en behandlingsprediktiv biomarkér i
en icke-randomiserad klinisk studie om
man selekterar patienter f6r behandling
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med ett likemedel utifrén biomarkérut-
trycket och man kan observera en be-
handlingseffekt som ir ldngt bittre dn
man rimligen kan forvinta sig utifrin
klinisk kunskap och erfarenhet. P det
sittet godkindes crizotinib vid ALK-
positiv icke-smaécellig lungcancer®.
Sammanfattningsvis kan man siga
att kliniska studier for att bevisa det
prediktiva virdet av en biomarkor dr
minst lika eller till och med mer kri-
vande avseende design och genomfor-
ande som registreringsgrundande studier
for nya likemedel. Exemplet pd hur
KRAS mutationsstatus etablerades som
prediktivt test visar virdet av att man
samordnar kliniska behandlingsstudier
med biomarkérstudier sd att man tar

och prediktion

tillvara den styrka som ligger i att man
randomiserat ett stort antal patienter till
olika behandlingar och dirmed skapat
forutsittningar for att metodologiskt si-
kert belysa virdet av biomarkéren.
Nyckeln till att kunna gora detta dr
dock att biomarkoren analyseras hos alla
patienter och inte, som ofta gjorts i ran-
domiserade studier hittills, i en liten och
pé oklara grunder selekterad grupp pa-
tienter.

Varfir har utvecklingen mot individua-
liserad cancerbebandling inte kommir
léingre?

Konceptet individualiserad cancerbe-
handling har diskuterats linge som en
trolig och rimlig vidg mot bittre och mer



kostnadseffektiv cancerbehandling och
lovande metoder for detta har funnits pa
plats sedan i vissa fall flera decennier.
And3 har vi, dterkommande braskande
nyhetsrubriker till trots, fortfarande inte
kommit ldngre dn att vi for ndgra fa can-
cerlikemedel kan dela in patienter i
grupper med storre eller mindre sanno-
likhet for effekt och vi ir siledes langt
ifrdn det vi menar med individualiserad
behandling. Om tekniker finns och
intresset dr sd stort undrar man forstds
varfor utvecklingen inte kommit lingre.
Det enkla svaret ir att det till storsta
delen ir en studieteknisk friga: De
mdnga olika potentiellt behandlingspre-
diktiva biomarkérer som har funnits och
finns tillgidngliga har helt enkelt inte
undersokts i kliniska studier med till-
rickligt bra design och hog statistisk
styrka for att tilldta sikra slutsatser av-
seende prediktiva prestanda.

Detta i sin tur faller tillbaka pa att
sddana studier, som diskuterats ovan, 4r
sd kridvande att de akademiska forskar-
grupper och mindre forskningsforetag
som oftast utvecklat de potentiellt pre-
diktiva testen inte pd ldnga vdgar har de
ekonomiska resurser som krivs for att
genomfora studierna. Det dr istillet de
stora resursstarka likemedelsforetagen
drivna av férhoppningar om framtida
ekonomiska vinster frin likemedelsfor-
siljning som kan genomfora denna typ
av studier, da dock inriktade pé nya ld-
kemedel. Det ir ocksé foretagens intres-
sen av att hitta en biomarkor for just sitt
nya likemedel som gjort att biomarkor-
studier emellandt framgéngsrike kopp-
lats in i de stora randomiserade likeme-
delsstudierna och da kunnat etablera ve-
tenskapligt underlag for anvindningen
av en viss biomarkor for ett visst likeme-
del och behandlingsindikation. Av litt
forstddda skil har foretagen dock inte
haft intresse av att inkludera mer gene-
riska biomarkorer, sdsom cellbaserade
test eller genexpressionsanalyser, med
potential att predicera effekter av ménga
olika cancerlikemedel i sina studier.

VAGEN FRAMAT - TESTA

| SKARPT LAGE

Vi menar att vigen fram mot individu-
aliserad cancerbehandling egentligen
mindre handlar om teknisk utveckling
men mer om att i skarpt lige, det vill
sdga i prospektiva kliniska studier med

design och styrka som mojliggor sikra
slutsatser, testa de verktyg som redan
finns for att mojliggora individualiserad
cancerbehandling. Det blir dirmed, som
framgdtt ovan, en frdga om resurser och
intresse for att kunna genomfora sddana
studier dir inte ens de mest generdsa bi-
dragen till akademiska forskargrupper
eller riskkapitalet satsat i de sma forsk-
ningsforetagen ricker for att klara detta.
Hiir behovs formodligen storsatsningar
pa nivan EUs ramprogram for livsveten-

del. Vi kinner oss ritt 6vertygade om att
den individualiserade biomarkorbasera-
de behandlingen skulle vara effektivare
in rutinbehandlingen och d& bana vig
for ett nytt arbetssitt inom onkologin
med behov av nya expertfunktioner i
form av till exempel kliniskt inriktade
bioinformatiker och "laboratorieonkolo-
ger” som kan analysera, tolka och viga
samman all den information som behdvs
for ett optimalt och individualiserat te-
rapival.

"Sammanfattningsvis kan man sdga att
kliniska studier for att bevisa det prediktiva
vardet av en biomarkor dr minst lika eller till
och med mer kravande avseende design och
genomforande som registreringsgrundande
studier for nya lakemedel.”

skaplig forskning eller liknande for att
kunna sjositta nodvindiga studier. I
vintan dirpd skulle nationella icke-
kommersiella forskningsfinansiirer kun-
na stodja vildesignade mindre kliniska
pilotstudier ddr principer, logistik och
effekter testas i skarpt lige.

Vilken biomarkor, vilket prediktivt
“"test” dr det dd som ser mest lovande ut
och som borde bli féremdl for bra kli-
niska studier? Den frigan gir inte att
entydigt besvara da det finns flera tekni-
ker med lovande prestanda men ocksd
med olika styrkor och svagheter. Det
finns knappast en biomarkér som kan ge
all relevant information for ett optimalt
terapival utan de olika teknikerna kan
bidra med olika bitar information i ett
avancerat bioinformatiskt pussel som be-
hover liggas. En pragmatisk dromstudie
vore att inom ramen for en randomiserad
design med inklusion av flera olika can-
certyper i vilka de olika markdérerna ser
lovande ut, jimfora dagens rutin med
huvudsakligen empiriskt baserad like-
medelsbehandling med den som dven
baseras pd sammanvigd information
fran exempelvis TDM, ett cellbaserat
test, genexpression och analys av enskil-
da gener och proteiner som vi idag vet
kan kopplas till effekt av vissa likeme-

CELLBASERADE TESTER AV
TUMORCELLERS KANSLIGHET

Idén att direkt mita likemedelskidnslig-
heten hos patientens tumérceller for att
individualisera behandlingsvalet ir na-
turlig och har en ldng historia. Det finns
flera olika metoder for att mita kinslig-
heten for cancerlikemedel, var och en
med sina tekniska egenheter, vilka gor
dem mer eller mindre limpade for kli-
niskt bruk. Bedomning av likemedels-
kinslighet ex vivo grundar sig pd den
enkla premissen att om en substans ir
inaktiv nir tumorcellerna direke expo-
neras for den i ett provror dr det osan-
nolikt att substansen har effekt i patien-
ten. Valet av mitmetod ir kritisk. Ti-
digt i utvecklingen av resistenstest for
cancerlikemedel mittes kolonibildande
forméga efter likemedelsexponeringen.
Metoden ligger i linje med cancerstam-
cellshypotesen, att det bara dr en liten
andel omogna celler i populationen av
cancerceller som driver tillvixten. Meto-
den ir dock tekniskt svar att utféra och
frekvensen lyckade analyser har visat sig
lag. Andra metoder miter effekten av li-
kemedel pd delande celler med DNA-
syntes som matt. Emellertid visade sig
metoder som miiter tidig cellskada i hela
tumorcellspopulationen, och inte bara i
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Klonogenisk metod.
prekursormolekyler
DiSC-metoden
FMCA
MTT-metoden
ATP-baserad metod
SRB

Tabell 2. Oversikt av de vanligaste teknikerna for cellbaserade test.

de kolonibildande eller prolifererande
cellerna, korrelera minst lika bra med
kliniskt behandlingsutfall som de tidi-
gare nimnda testmetoderna och var tek-
niskt mer robusta.

De cellkultursbaserade metoder som
ar i kliniskt bruk idag baserar sig pd
cellviabilitetsbestimning efter likeme-
delsexponering av anrikade cancerceller
frdn patienter. En av de forsta studierna
som visade god korrelation med behand-
lingsutfall var baserad pd differential
staining cytotoxicity (DiSC)-metoden °.
Analysprincipen ir baserad pa histolo-
gisk infirgning av levande och déda cel-
ler i den behandlade kulturen. Metoden
har minga fordelar men kriver stor tek-
nisk expertis, bdde i utférande och vid
bedémning av behandlingssvar som sker
via mikroskopering. For att 6ka provge-
nomstromningen dr metoder med mer
automatiserad avldsning att foredra.

Det finns idag ett flertal metoder for
att mita cellviabilitet, till stor del padri-
vet av efterfrigan pa metoder som lim-
par sig for screening vid likemedelsut-
veckling. Reagensen varierar men de hu-
vudsakliga analysprinciperna dr mit-
ning av metabol aktivitet, cellmassa el-
ler intakta cellmembran. MTT-metoden
bygger pa kolorimetrisk mitning av ett
bildat olssligt lila salt i metabolt aktiva
celler’. En annan metod som miter me-
tabol aktivitet baseras pd mingden ATP
via luminiscens genererad fran luciferas
i cellysat. Mingden ATP korrelerar di-
rekt med antalet celler. Cellmassa kan
mitas med sulforhodamine B (SRB) som
binder in till proteiner i fixerade celler".
En nackdel med SRB-metoden dr dock
att den inte miter viabla celler vilket
forutsitter att doda cellers proteiner har
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forsvunnit fran kulturen. Till metoder
som miter intakta cellmembran hor flx-
orometric microculture cytoxicity assay
(FMCA) som utvecklades i Uppsala.
Analysprincipen dr att esteraser i celler
med intakt plasmamembran hydrolyse-
rar fluoresceindiacetat till det fluoresce-
rande dmnet fluorescein. Tabell 2 ovan
sammanfattar de vanligaste metoderna
for cellbaserade kinslighetstest.

Typ av metod
Kolonibildning
Tymidininkorporering
Manuell rakning
Flourescens
Absorbans

ATP luminiscence

Absorbans

tod. Grovt sett har dessa metoder en
sensitivitet pa ca 90 procent och specifi-
citet pd 70 procent for att forutsiga tu-
morrespons'. En hogre sensitivitet dn
specificitet dr forvintat eftersom det
finns mekanismer for resistens iz vivo
som inte ligger pd celluldr nivd, men om
tumdrcellerna dr resistenta ex vivo dr det
osannolikt att likemedlet kan ha effekt
n vivo.

"Vi menar att vagen fram mot individualiserad
cancerbehandling egentligen mindre handlar
om teknisk utveckling men mer om att i skarpt
lage, det vill saga i prospektiva kliniska studier
med design och styrka som mojliggor sdkra
slutsatser, testa de verktyg som redan finns

o ®

for att moj
behandling.”

Till de cellviabilitetsbaserade meto-
derna kan funktionellt orienterade tester
liggas, till exempel bestimning av
DNA-syntes, dir helt enkelt nybildning
av DNA som mdtt pé proliferation mits*
eller mitning av apoptos (till exempel
microculture kinetic assay, MiCK)'"2.

Det dr anmirkningsvirt vad betriffar
metoderna som miiter cytotoxisk effekt
i hela cellpopulationen, att korrelationen
mellan test och kliniskt utfall inte
nidmnvirt beror pd diagnos och matme-

liggora individualiserad cancer-

RESISTENSTEST AV
CANCERLAKEMEDEL

Sedan 2005 finns analysen Resistenstest
Cancerlikemedel (RCL) i rutinsortimen-
tet vid Akademiska Laboratoriet, Aka-
demiska sjukhuset, Uppsala. I dagsliget
svarar vi pa cirka 150 remisser pd solida
tumdrer och ungefir lika minga frin
leukemier per &r. Figur 2 visar ett flo-
desschema for analysen som bygger pa
empirisk bedémning av likemedels-
kinslighet for det aktuella provet. Prov-
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Figur 2. Flodesschema for resistenstest av cancerldkemedel vid Akademiska Laboratoriet.

svaret bygger pd jimforelse av uppmitt
kinslighet hos tidigare analyserade pro-
ver och analysdata adderas kontinuerligt
till referensdatabasen allt eftersom fler
prover analyseras.

PROVMATERIAL OCH
CELLPREPARATION

I laboratoriet upparbetas provet for att
anrika cancercellerna som sedan expo-
neras for en panel av likemedel i fem
koncentrationer. Behandlingen gors i mi-
niatyriserat format i mikrotiterplattor,
och efter tre dagar analyseras andelen
overlevande celler.

Provmaterialet mdste vara firskt och
viabelt och bestd av blod eller benmirg
frdn patienter med hematologiska ma-
ligniteter eller operationspreparat och/
eller biopsier frdn patienter med solida
tumdérer. Proverna bor anlidnda till labo-
ratoriet inom 24 timmar frén provtag-
ningstillfillet och prov frin solida tu-
morer forvaras limpligen i transportme-
dium (tillhandahalls av laboratoriet) un-
der transporten.
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I dagsliget kan vi testa upp till 80
likemedel pd ett tumorprov. Likemed-
len tillsdtts med akustisk dispensering,
en relativt ny teknik ddr nanoliterstora
droppar flyttas frin stamlésningsplattor
till forsoksplattan med hjilp av en
ljudimpuls. Detta ger en stor flexibilitet
och majlighet att utforma forsoksplattan
individuellt for varje prov.

P4 remissen har remitterande lidkare
mojlighet att prioritera vilka likemedel
som ska testas. Den begrinsande faktorn
ir antalet celler som kan utvinnas ur
provet. For hematologiska maligniteter
ir utbytet typiskt mycket stort, men for
solida tumdrer varierar antalet celler
béde inom och mellan diagnoser och va-
rierar forstds med provmingd. Frin till
exempel operationspreparat fran ovarial-
och njurcancer utvinns typiskt flera mil-
joner celler, men frdn pankreascancer
bara nigra hundra tusen. Mellannils-
biopsier frin exempelvis levermetastaser
ger oftast tillrickligt med celler for ett
begrinsat test med de kliniskt viktigas-
te likemedlen. Till varje testad substans
och koncentration behovs i dagsliget
cirka 10 000 celler, men vi arbetar med
att utveckla kinsligare metoder for att
kunna minska antalet. For de allra flesta
prover kan ett provsvar levereras, men

"Bedomning av ldkemedelskanslighet ex vivo
grundar sig pa den enkla premissen att om en
substans ar inaktiv ndar tumorcellerna direkt
exponeras for den i ett provror ar det osanno-
likt att substansen har effekt i patienten.”

Perifert blod och/eller benmiirg tas i
natrium-heparinror och de mononukleira
cellerna skordas med leukocytsepara-
tionsmedium. Solida tumérprov klipps
manuellt med sax och enzymbehandlas
med kollagenas och cellerna tvittas och
renas sedan i flera olika steg beroende pa
preparatets beskaffenhet. Tidsdtgdngen
for upparbetning av en solid tumér ligger
pé 6-8 timmar. Hirefter bedéms tumor-
cellshalten och cellerna sds ut pd 384-hals
mikrotiterplattor som stills i inkubator
tills likemedelstillsittning vilket gors
inom cirka en timme. Direfter inkuberas
mikrotiterplattorna i en inkubator under
tre dygn fore avldsning.

antalet testade substanser varierar, sir-
skilt for den solida tumérgruppen.

BEDOMNING AV PROVSVAR

For varje likemedel och koncentration
klassificeras svaret som lig (LDR), inter-
medidr (IDR) eller hog resistens (EDR)
baserat pd jimforelse med andra liknan-
de prover inlagda i en referensdatabas.
Om andelen &verlevande celler ligger
under medianen klassas svaret som
LDR, om mellan median och medianen
plus en standardavvikelse som IDR och
om over medianen plus en standardav-
vikelse som EDR.
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Figur 3. Nomogram i vilket sannolikheten for respons givet testutfall (klassificering) kan utldsas.
Lakemedlets responsfrekvens i den aktuella patientgruppen anges pa x-axeln, varpa sannolik-
heten for att patienten ska svara pa ldkemedlet avldses pa y-axeln utifran klassificeringen i testet.

Referensvirdena viljs i regel per di-
agnos, proven som anvinds som referens
viljs ut for att likna det analyserade sd
mycket som méjligt. For storre diagnos-
grupper finns tillrdcklige manga prover
i databasen for att fd sikra uppskatt-
ningar pd median och standardavvikel-
se. For mer sillsynta diagnoser gors ana-
lysen genom att vilja prover frin en re-
presentativ blandning av diagnoser. Till
exempel, for en mer sillsynt solid tumor
kan hela materialet frin solida tumérer
anvindas som en referens.

For likemedel dir sannolikheten for
patienter i gruppen att svara pa behand-
ling ir kind, beriknar vi dessutom vil-
ken sannolikhet patienten har att uppnd
tumorsvar givet testresultatet. Berdk-
ningen som baserar sig pd Bayes teorem
och prestandan i var analys illustreras i
Figur 3.

Givet responsfrekvensen for det
aktuella likemedlet i patientgruppen
som helhet kan man ldsa av posttest-
sannolikheten for patienten att svara be-
roende pd hur likemedlet klassificerats i
testet. Figur 4 visar nigra exempel pd
hur sannolikheten for respons dndras be-
roende pd testets utfall. Det idr tydligt
att testet dr mest informativt ndr det

Sannolikhet

1,00 4 0,96
0,9
0,75
0,75
0,63
0,5
0,501
0,37
0,25
0,25
0,16
0,1
0,06
" ]
0’00 - I
T T T T T T T T T T T T
X X
& Q‘b \0‘2~ oQ* & oQ* \QQ o‘b ’&‘—} oQ* \o‘b o%
4 PN o A < N o A & N & A
Qt QO" Q© Qo‘-) ey Qo‘: Qo Qo‘: ¢t Qo‘v Q© Qo‘a

Figur 4. Sannolikhet for patienten att svara pa behandling (Post LDR, IDR, EDR) med ett Iakemedel utifran olika responsfrekvenser for patient-
gruppen som helhet (Pre-test).
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giller att predicera resistens. For till ex-
empel ett likemedel som har en re-
sponsfrekvens pd 10 procent i patient-
gruppen kommer en klassificering som
LDR bara att tka sannolikheten for den
aktuella patienten att svara till 25 pro-
cent, en relativt modest 6kning, och vir-
det av en LDR-klassificering minskar ju
hogre responsfrekvensen ér. For IDR och
EDR minskar diremot sannolikheten
for patienten att svara drastiskt och al-
ternativ till likemedlet bor vervigas.

Vilken klinisk anvindning av testet
ar rimlig idag?
Utifrin befintliga data ser vi tva till-
limpningsomraden som rimliga: Dels
for att kunna exkludera likemedel ur
behandlingen vid konstaterad likeme-
delsresistens (EDR), sirskilt for patienter
med ldg pre-test sannolikhet, dels for att
mojliggora informerade val mellan be-
handlingsregimer som kan betraktas
som lika effektiva utifrdn klinisk kun-
skap. Vid EDR ir det hogst osannolikt
att patienten kommer att svara pa like-
medlet vilket ger den behandlande 1i4-
karen stod for att avstd fran behandling
eller vilja en annan typ av behandling.
Ett annat anvindningsomrdde for
cellkultursbaserade likemedelstester ir
som potentiell prediktiv biomarkor uti-
frén information som kan samlas in
inom ramen for kliniska studier for ett
specifikt likemedel. Testerna kan ocksd
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hjilpa till att identifiera den bist lim-
pade diagnosen for inledande kliniska
provningar av ett nytt likemedel efter
att effekten jaimforts mellan diagnoser i
en panel av olika tumértyper ex vivo.

Den framtida utvecklingen av meto-
den som vi jobbar med ir bland annat
att miniatyrisera den ytterligare. Kan
firre celler anviindas per testat likemedel
s& kan fler likemedel analyseras och min-
dre mingd vidvnad behgvs for fullstindig
analys. Vi arbetar dven med att komplet-
tera metoden med flodescytometri- och
genexpressionsanalyser for att hitta mar-
korer som bidrar till tolkningen av resul-
taten.
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