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Sammendrag

Kreft forventes a ramme hver tredje nordmann. Dagens kreftbehandlinger inkluderer
hovedsakelig kirurgi, kjemoterapi og stralebehandling. Fotodynamisk terapi (PDT) er
en relativ ny form for stralebehandling som utnytter fotosensitive forbindelsers (foto-
sensitisere) evne til a akkumulere seg i tumorvev. Lysaktivering av fotosensitisere medierer

en irreversibel skade pa tumorvevet ved dannelsen av reaktive oksygenforbindelser (ROS).

Utvikling av terapeutiske makromolekyler de seneste arene er vist & ha et stort poten-
siale innen kreftbehandling. Disse legemidlene utgver i mange tilfeller sin funksjon intra-
celluleert. Et felles problem for disse legemidlene er at de degraderes i lysosomer etter
internalisering ved endocytose, og far dermed ikke ytet sitt maksimale potensiale. Foto-
kjemisk internalisering (PCI) er en ny metode som tar i bruk de samme mekanismene som
PDT, men som i tillegg vil kunne effektivt levere makromolekyler fra endolysosomer til
cytosolen hvor de kan utgve sin effekt. PCI er vist & potensiere effekten til mange makro-
molekyler bade in vitro og in vivo [70]. For videreutvikling av PCI-teknologien er det viktig
a forsta hvilke faktorer som pavirker balansen mellom frigjgringen av makromolekyler fra

endocytiske vesikler og celledgd.

Autofagi er en proteindegraderingsvei som aktiveres ved naeringsfattige- og stresstilstander
i cellen som kan resultere bade i celleoverlevelse og celledgd. Dysfunksjon i autofagi er vist
i mange sykdommer som neurodegradering og kreft. Enkelte behandlingsformer er a vist
a indusere metabolsk stress og dermed aktivering av autofagi. Hvorvidt autofagimediert
overlevelse burde veaere blokkert for a ytterligere promotere tumorcelledgd er et aktuelt
spogrsmal. Oksidativt stress forarsaket av fotokjemisk behandling er vist & indusere auto-
fagi [24]. Hensikten med denne oppgaven var derfor a studere betydningen av autofagi for
behandlingseffekten etter fotokjemisk behandling. Det er vist at fotokjemisk behandling
aktiverer proteinkinasene JNK og p38, hvorav aktivering av JNK fungerer som et
overlevelsessignal mens p38-aktivering resulterer i celledgd [77]. Dette er i samsvar med
resultater i denne oppgaven da JNK inhibitoren SP600125 og p38 MAPK inhibitoren
SB203580 viste en reversering av disse prosessene. Videre indikerer resultatene i denne
oppgaven at JNK-mediert celledgd ikke er autofagimediert. Resultatene for p38 viser ingen
tilstrekkelig klar trend til & kunne trekke noen konklusjoner. Metodene som ble benyttet
for & studere behandlingseffekten av fotokjemisk behandling var PDT og PCI med foto-
sensitiseren TPCSy, samt MTT-assay for viabilitetsmaling. Intracellulser lokaliseringen av
TPCSs, ble studert med fluorescensmikroskopi. Deteksjon av autofagimarkgren LC3II ble
gjort ved SDS-PAGE, Western blotting og immunodeteksjon. Manipulering av celluleere

prosesser ble gjort med inhibitorer.
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Abstract

Cancer is expected to strike one third of the norwegian population. Current cancer
treatment involves surgery, chemotherapy and radiation therapy. Photodynamic Therapy
(PDT), a relatively new form of radiation treatment, utilizes photosensitive compounds
(photosensitizers) and their ability to accumulate in cancerous tissue. Photosensitizers are
activated upon irradiation, conveying irreperable damage to the cancer tissue through the

formation of reactive oxygen species (ROS).

In later years, the development of therapeutic macromolecules have shown great potential
in cancer treatment. In most cases, therapeutic macromolecules carry out their function
intracellularly. A common problem for this type of pharmaceuticals is that they degrade
considerably in the lysosomes after being internalised through endocytosis, thus not reach-
ing their full potential. Photochemical Internalization (PCI) is a novel method relying on
the mechanics of PDT, but also allowing the release of endocytosed macromolecules into
the cytosol. PCI is shown to attenuate the effect of many macromolecules, in vitro as
well as in vivo [70]. Understanding the factors that affect the balance between the release
of macromolecules from endocytic vesicles and cellular death is important for the future

development of PCI.

Autophagy is a protein degradation pathway that is activated by nutrient deprivation and
cellular stress that may result in both survival and cell death. Alteration of autophagy
is shown in diseases such as neurodegradation and cancer. Certain forms of treatment
are shown to induce metabolic stress and thus activation of autophagy. Whether survival
mediated by autophagy should be blocked to enhance tumor cell death is an important
question. Oxidative stress caused by photochemical treatments is shown to induce
auotophagy [24]. The purpose of this Master thesis is to study the importance of autophagy
in the effect of treatment offered by photochemical therapy. Photochemical therapy has
been shown to activate JNK and p38. Activation of JNK mediates a cell survival signal
whereas activation of p38 stimulates cell death [77]. The results of this thesis corroborate
this behaviour, finding that the JNK inhibitor SP600125 and the p38 MAPK inhibitor
SB203580 were able to reverse these processes. Furthermore, this thesis indicates that
JNK-mediated cell death is not autophagy-mediated. For p38, results are too unclear to
make any conclusion. The methods used to study the effect of photochemical therapy
were PDT and PCI, using the photosensitizer TPCSs,. MTT-assy was used to determine
cytotoxicity of the treatments. Intracellular localization of TPCSs, was studied using
fluorescence microscopy. SDS-PAGE, Western blotting and immunodetection were used to

detect the autophagic marker, LC3II. Inhibitors were used to manipulate cellular processes.
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Forkortelser
APS Ammonium persulfat
Atg Autofagi-spesifikke gener
ATP Adenosintrifosfat
BH3 Bcl-2 homologi-3 domene
BSA Bovint serum albumin
CMA Chaperon-mediert autofagi
CT Computertomografi
DISC Death-inducing signaling complex
DMSO Dimetyl sulfoksid
DNA Deoksyribonukleinsyre
DTT Dithioreitol
EDTA Etylendiamintetraacetat
EF-2 Elongeringsfaktor-2
EGF Epidermal vekstfaktor
EGFR Epidermal vekstfaktor reseptor
EM Elektronmikroskop
ER Endoplasmatisk retikulum
ERK Ekstracelluleert signalregulerte kinaser
ESCRT Endosomal sortin complex required for transport
HDL High density lipoprotein
HRP Horseradish peroxidase
HpD Hematoporfyrin derivat
H>09 Hydrogenperoksid
1L Interleukin
M Isolerende membran
JNK c-Jun N-terminal kinase
kDa Kilo Dalton
LAMP-2A Lysosom-assosiert membranprotein type 2A
LC3 Mikrotubuliassosiert light chain 3
LDL Low density lipoprotein
LED Lysemmiterende diode
MAPK Mitogenaktivert proteinkinase
MAPKAPK2 MAPK-aktivert proteinkinase 2
MEF Mouse embryonic fibroblasts
MHC class IT  Major histocompatibility class 11
mTOR Mammalsk target of rapamycin
MTT 3-(4,5.dimetylthiazol-2-yl)-2,5-difenyl tetrazolium bromid



M,,

NT

OD

OH

0;

PBS

PCI
PDT

PE

PI3K
PI3P
PORF-TEG
PpIX
PVDF
p38IP
RIP
RNA
ROS
SAPK
SB203580
SDS
SDS-PAGE
siRNA
SNARE
SP600125
TEMED
TGN
TNF
TNF-R
TOR
TPCSa,
TPPS,,
TRAIL
UVRAG
10,

30,

3MA
5-ALA

Molekylvektstandard

No treatment

Optisk densitet

Hydroksyl

Superoksid anion

Fosfat buffret saline
Fotokjemisk internalisering
Fotodynamisk terapi
Fosfatidyletanolamin
Fosfoinositid 3-kinase
Fosfatidylinositol 3-fosfat
Tetrakis-meso-(4-etylenglykol-2,3,5,6-tetrafluorofenyl) porfyrin
Protoporfyrin IX
Polyvinylidene difluorid
p38-interagerende protein
Ribosominaktiverende protein
Ribonukleinsyre

Reaktive oksygenforbindelser
Stressaktivert proteinkinase
p38 MAPKk inhibitor

Sodium dodecyl sulfate
Sodium dodecyl sulfate polyakrylamid-gelelektroforese
Small interfering RNA

soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor attachment protein receptors

JNK inhibitor

Tetrametyletylendiamin

Trans-Golgi nettverket

Tumor nekrose faktor

Tumor nekrose faktor reseptor

Target of rapamycin

Disulfonert tetrafenylklorin

Disulfonert mesotetrafenylporfin
TNF-relatert apoptose-induserende ligand
Ultraviolet irradiation resistance-associated gene
Oksygen i singlett tilstand

Oksygen i triplett grunntilstand
3-metyladenin, PI3SK inhibitor

5-aminolevulinsyre



vi

Innhold
1 Innledning
1.1 Fotodynamisk Terapi . . . . . . . . ... ... ... ... ...,
1.1.1  Virkningsmekanismene bak PDT . . . . .. ... ... ..
1.1.2  Fotosensibiliserende forbindelser . . . . . .. ... .. ..
1.1.3 Selektiviteten av PDT . . . . . .. ... ... ... ....
1.1.4 Terapeutiske effekter av PDT . . . . ... ... ... ...
1.1.5 PDT-aktivering av proteinkinaser . . . . . . . .. ... ..
1.2 Fotokjemisk Internalisering . . . . .. .. ... ... ... ....
1.2.1 Virkningsmekanismene bak PCI . . . . .. ... ... ..
1.2.2 PCl-indusert levering av proteiner . . . . .. .. .. ...
1.3 Autofagi . . . . . ...
1.3.1 Virkningsmekanismene bak autofagi . .. ... ... ...
1.3.2 Regulering av autofagi . . . . . ... ... ... ... ..
1.4 Formalet med oppgaven . . . . . . ... ... ... ... ...

2 Materialer og metoder

2.1 Standardprosedyrer. . . . . .. ... .o
2.1.1  Sterilteknikk . . . .. ..o o L
2.1.2  Cellelinjer og dyrkningsbetingelser . . . . . ... ... ..
2.1.3 Omsetting aveeller. . . . .. ... ... ... ... ...
2.1.4 Kvantifisering av celler . . . . . .. . ... ...
2.1.5 Utsaing aveceller . . . . . . ... ... ... ...

2.2 Etablering av tettehetskurve . . . . . . . . ... ..o

2.3 Fluorescensmikroskopi . . . . . . . . ... ... ... ...

24 PDTogPClinvitro . . . . . .. ... . . ...,
2.4.1 Fotosensitiser og makromolekyl . . . . .. .. .. ... ..
242 Lyskilde . . . .. ..o o
2.4.3 PDT behandling . . . ... ... ... ... ... ....
24.4 PClbehandling . . . ... ... ... ... .. .......
2.4.5 Behandling med inhibitorer . . . . . ... ... ... ...

2.5 Viabilitetsmaling med MTT-assay . . . . . ... ... .. ....

2.6 Semikvantitative analyser av spesifikke proteiner . . . . .. . ..
2.6.1 Prgveopparbeidelse . . . . . ... ...
2.6.2 Bestemmelse av relativ proteinmengde . . . . . ... . ..
2.6.3 SDS-PAGE . . ... .. ...
2.6.4 Western blotting . . . ... ... ... ...

Illustrasjon pa forsiden: http://www.rr-research.no/home/general/news/6015

INNHOLD


http://www.rr-research.no/home/general/news/6015

2.6.5
2.6.6
2.6.7

3 Resultater
3.1 Etablering av tetthetskurver
3.2 Intracelluleer lokalisering av TPCSq,
3.3 Celluleer viabilitet etter PDT- og PCI-behandling
3.4  Celluleer viabilitet ved behandling med inhibitorer
PDT og PCI med SP600125 pa NuTu-19 og ZR-75-1 celler . . . . .
PDT og PCI med SB203580 pa NuTu-19 og ZR-75-1 celler . . . . .
PDT og PCI med 3-metyladenin pa NuTu-19 og ZR-75-1 celler . . .
PDT pa NuTu-19 med ulik inkubasjonstid med 3-metyladenin . . . .
3.5 Semikvantitativ detektering av LC3IIB

3.4.1

3.4.2

3.4.3

3.4.4

3.5.1

3.5.2

3.5.3

4 Diskusjon
4.1 Intracelluleer lokalisering av TPCSq,
4.2 Celluleer viabilitet etter PDT- og PCI-behandling
4.3 Effekten av SP600125 pa cellulser viabilitet
4.4 Effekten av SB203580 pa celluleer viabilitet
4.5 Eksperimentelle feilkilder

4.5.1
4.5.2
4.5.3
4.5.4
4.5.5

4.6 Videre studier

Immunodeteksjon . . . . . . ... Lo
Blokking og immunodeteksjon med SNAP i.d”™™ systemet . . . . . .
Kontrollpunkter . . . . . ... ... .. ... ...

Effekt av JNK inhibering pa LC3-aktivering etter PDT pa NuTu-19

celler . . . . . e

Effekt av p38 inhibering pa LC3-aktivering etter PDT pa NuTu-19

celler . . . . .

Effekt av PI3K inhibering pa LC3-aktivering etter PDT pa NuTu-19

celler . . . . oL
3.6 Immunodeteksjon med SNAP i.d

Telling og utsaing av celler . . . . . . ... ... ... ... .....
Ugnsket belysning av TPCSoq . . . . . . o o o oo oo oo o000 L
Overlevelse malt med MTT-assay . . . . . . . . ... ... ... ...

Effektforstyrrelse etter gjentatt opptining . . . . . . ... ... ...

Immunodeteksjon med SNAP i.d. kontra tradisjonell metode

5 Konklusjoner

A Appendiks
A.1 Kjemikalier
A.2 Leverandgrer

45
45
46
47
49
49
50
50
52
52

93

54

95
o6

59
99
60
61
62
62
62
63
63
63
63
64

66



A.3 Lgsninger



1 Innledning

1.1 Fotodynamisk Terapi

Lysterapi er blitt benyttet i mer enn tre tusen ar, men det var ikke fgr i det forrige
arhundre at lysets terapeutiske egenskaper ble gjenoppdaget [21]. Medisinstudenten
Oscar Raab oppdaget i 1900 at en kombinasjon av visse kjemikalier og lys kunne
fremkalle celledgd. Det var hans veileder H. von Tappeiner som ga denne observasjonen
navnet fotodynamisk terapi (Photodynamic Therapy, PDT) [73]. PDT er en metode
hvor fotosensibiliserende forbindelser (fotosensitisere), som lokaliseres til tumorvev,
administreres topisk (lokalt) eller systemisk. Belysning ved bestemte bglgelengder medforer
en aktiviering av fotosensitisere. Resultatet er en irrerversibel skade pa tumorvevet grunnet

fotokjemiske- og biologiske prosesser.

1.1.1 Virkningsmekanismene bak PDT

Konsentrasjonen av fotosensitisere brukt i PDT er i seg selv ufarlige [67]. Den cytotoksiske
effekten av PDT initieres ved at fotosensitiseren absorberer lys (Figur 1.1). Absorpsjon av
fotoner medfgrer at elektroner blir eksitert fra grunntilstand (°P) til et hgyere tilstand.
Ved belysning vil fotosensitiseren ga fra sitt grunntilstand til en kortlivet eksitert singlett
tilstand (!P) som varer i nanosekunder. Fra singlettilstanden kan elektroner retunere til sin
grunntilstand og dermed avgi energi i form av varme, emittere lys i form av fluorescens eller
gjennomga spinninversjon (intersystem crossing). Da fotosensitisere som brukes i PDT har
en relativt hgy akkumulering i tumorvev i forhold til normalt omkringliggende vev (ratio
2-3:1 for kjemisk syntetiserte fotosensitisere), vil fluorescens kunne benyttes i deteksjon av
kreft (f.eks. 5-ALA hexyl ester, Hexvix®, benyttes i deteksjon av bleerekrft) [9]. Alterna-
tivt vil en fraksjon av den eksiterte singlett tilstanden gjennomga en spinninversjon slik
at uparede elektroner far samme spinn. Dette resulterer i at fotosensitiseren gar over i en
triplettilstand (3P) som er mer langvarig (mikro- til millisekunder)[9, 10, 16]. Den eksiterte
triplettilstanden kan avgi sin energi i form av varme/fosforescens eller alternativt reagere
ved enten type I eller type II fotokjemisk reaksjon for & danne reaktive oksygenforbindelser

(Reactive Oxygen Species, ROS ; Figur 1.1).



2 1 INNLEDNING

I
1 — _
P Spinninversjon Pr+s —> 0,;H;0,;0H
P+ §*
: 7
— jea 3P
7 =
8 = E \\
I B . ip 10,
ﬁ E E Varme [ 10,
7] OP 302
Fosforescens
Type II

U[J el }

Figur 1.1: Forenklet Jablonski diagram som viser virkningsmekanismene bak PDT.
Ved lysabsorpsjon vil fotosensitisere eksitere til et hgyere singlettilstand (*P). Fra 'P vil fotosensitisere
kunne avgi energi i form av varme, fluorescens eller gjennomgé en spinninversjon til triplettilstand (*P).

Energien i *P kan avgis i form av varme, fosforescens eller ROS via type I eller type II fotoreaksjoner [9].

Type I fotokjemiske reaksjoner

Ved type I fotokjemisk reaksjon vil den eksiterte triplettilstanden kunne danne radikaler
ved a overfgre elektroner eller hydrogenatomer til et neertliggende substrat (f.eks. lipider
i membraner). Disse radikalene vil videre kunne reagere med oksygen. Dette resulterer i
dannelsen av oksygenradikaler som superoksidanionradikaler (Oy7), hydrogenperoksider
(H202) og hydroksylradikaler (OH). Disse radikalene vil induserer oksidativt stress pa

naerliggende cellekomponenter [16].

Type II fotokjemiske reaksjoner

Ved type II fotokjemiske reaksjoner vil fotosensitiseren i triplettilstand overfgre energien
sin direkte til et dioksygen i triplett grunntilstand (*0s). Dette medfgrer dannelsen av sin-
glett oksygen (102)[17]. 1Oy er en sveaert reaktiv intermediat som vil oksidere biomolekyler
som proteiner, nukleinsyrer og lipider. Ved skade pa cellemembraner oksiderer 'Oy blant
annet umettede fettsyrer, kolesterol og aminosyrer (tryptofan, cystein, histidin, methionin

og fenylalanin) [9].

Bade type I og II fotoreaksjoner kan inntreffe samtidig, men det er 'O som regnes som
den viktigste mediatoren for den fototoksiske effekten av PDT [17, 26]. Ved bade type I
og II fotoreaksjoner er oksygen en ngdvendighet. Det er blitt vist at hypoksiske celler som
har mindre enn 5 % tilgang til oksygen, i forhold til celler med normal tilfgrsel av oksygen,

er resistente mot PDT-behandling [52].
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1.1.2 Fotosensibiliserende forbindelser

Pionerer som Raab, von Tappeiner og Jesionek oppdaget tidlig pa 1900-tallet at en tera-
peutisk effekt oppstod nar en kombinerer visse kjemikalier med lys. I 1903 publiserte von
Tappeiner og Jesionek de fgrste resultatene av fotodynamisk terapi pa hudkreft ved bruk
av eosin som fotosensitiser. De fgrste studiene av bruken av fotosensitiser pa mennesker
ble utfgrt i 1913 av Meyer-Betz. Han injiserte hematoporfyrin intravengst pa sine egne
hender og observerte at bade oppsvulming og smerte oppstod pa omrader som var blitt
belyst. I 1955 utviklet Swartz hematoporfyrin derivat (HpD) ved acetylering og reduser-
ing av hematoporfyrin. HpD viste seg & veere dobbelt sa fototoksisk som hematoporfyrin.
HpD ble senere vist a lokalisere seg preferensielt til tumorvev av Lipson et al. i 1960, men
det var imidlertid ikke for pa 1970-tallet da Dougerty et al. klarte a behandle en stgrre
pasientgruppe for hudkreft at utviklingen av dagens PDT skjgt fart [23].

Det kritiske elementet i PDT er fotosensitiseren. En fotosensitiser er en kjemisk enhet
som ved absorpsjon av lys, og ved tilstedeveaerelse av oksygen, danner reaktive oksygen-
radikaler som resulterer i irreversibel skade pa biomolekyler. Den ideelle fotosensitiseren
bgr preferensielt lokalisere og ha en rask akkumulering i tumorvev, ha rask clearance, veere
kjemisk ren, danne ROS effektivt, kunne absorbere lys ved hgye bglgelengder samt ikke gi
mgrketoksisitet. Per i dag er det ingen fotosensitisere som tilfredstiller alle disse kravene
[63]. De fleste fotosensitisere som brukes i dagens PDT er porfyriner eller deres reduserte

analoger, kloriner [55].

Porfyriner bestar av fire pyrrolringer som er bundet sammen med fire metinbroer (Figur
1.2). Denne tetrapyrrolringstrukturen kalles porfin og deres derivater kalles for porfyriner.
Tetrapyrrol er naturlige pigmenter (f.eks. klorofyll og heme). Disse naturlige forekommende
tetrapyrroler har et metallion sentrert i strukturen. Ved kjemisk modifisering, kan en
fjerne dette metallionet og danne effektive fotosensitisere med ulike egenskaper samt gi
dem fluorescerende egenskaper. Porfyriner og deres analoger som brukes i PDT er modi-
fisert med sidegrupper som pavirker fotosensitiserens fysikalske- og kjemiske egenskaper. I
porfyrinens kjerne er det nitrogenatomer som vil kunne binde metaller og danne metallo-
fotosensitisere. Binding av metallioner medfgrer endring i fotosensitiserens egenskaper som
fotodynamisk stabilitet, absorpsjonsspekter, lgslighet og evnen til 4 danne 'O,. Binding av
paramagnetiske metaller som Fe? vil gke sannsynligheten for non-radiative decay (dvs.
avgi energi i form av varme) og dermed redusere dannelsen av ROS. Disse fotosensitisere
vil derfor ikke veere egnet i PDT. I motsetning til paramagnetiske metaller vil diamag-
netiske metaller som A>T i hgyere grad gi en mer stabil triplettilstand og dermed effektiv
dannelse av ROS [9].
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Figur 1.2: Generell struktur av porfin [9]

Fotosensitisere som har tetrapyrrolstruktur administreres vanligvis systemisk (intravengst)
da de i liten grad penetrerer hud. De systemiske fotosensitiserene kan deles inn i to grup-
per: forste- og andre-generasjons fotosensitisere. HpD og Photofrin® tilhgrer fgrste gen-
erasjons fotosensitisere. Photofrin® var den forste fotosensitiseren som ble godkjent for
bruk i klinikken. Syntetiseringen av Photofrin® er vanskelig & reprodusere da den er
sammensatt av 60 ulike stoffer. I tillegg er den ikke seerlig selektiv mot tumorvev samt
at den gir en langvarig lysgmfintlighet i huden grunnet sakte clearance fra normalvev.
Disse faktorene har bidratt til utvikling av andre-generasjons fotosensitisere [63]. Disse
absorberer lys ved hgye bglgelengder (600 - 850 nm) som kan penetrere humant vev opp
til 20 mm dypt [17], i motsetning til HpD som absorberer lys ved 630 nm og har en hudpen-
etrasjon pa kun 5-10 mm [64]. Disse nye fotosensitisere har dessuten en kort halveringstid,
rask (1-6 timer etter injeksjon) og selektiv akkumulering i tumorvev, effektiv clearance
fra normalvev samt minimalt mgrketoksisitet [17]. Av topiske fotosensitisere har vi blant
annet 5-aminolevulinsyre (5-ALA, Levulan®) som er en endogent syntetisert fotosensitis-
er. Det vil si at den ikke er en fotosensitiser i seg selv, men at den blir metabolisert til det

fotosensitive protoporfyrin IX (PpIX) via hembiosyntesen.

Fotosensitiseren som benyttes i denne studien er disulfonert tetrafenylklorin (TPCSs,,
Amphinex®). Dette er en ny, patentert fotosensitiser som er utviklet av PCI Biotech
til bruk for fotokjemisk internalisering (PCI, Avsnitt 1.2). TPCSy, tilhgrer porfyrin-
familien, men karakteriseres som et klorin da den har en redusert dobbeltbinding i en
av pyrrolringene. Klorinfamilien absorperer lys ved bglgelenger som er godt inn i den
rode delen av fargespekteret og har en absorpsjonstopp pa rundt 652-660 nm (Figur 1.3,
bilde b) [10]. Strukturelt sett er TPCSy, forholdsvis lik disulfonert mesotetrafenylporfin
(TPPSa,) (Figur 1.3, bilde a) som er en amfifil fotosensitiser som lokaliseres hovedsaklig
til endocytiske membraner [79]. Amfifile fotosensitisere har bade hydrofile og hydrofobe
egenskaper, og er vist & veere mer fotodynamisk aktive enn fotosentisere som er symmetrisk

hydrofile eller hydrofobe [52]. Antatt lokalisering av TPPSy, og TPCSy, er vist i figur 1.5.
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Figur 1.3: Kjemisk struktur til TPPS;, og TPCS,, og eksitasjons- og emisjonsspekter for
TPCS.,.

a) viser kjemisk struktur til de amfifile fotosensitiserene TPPSi, og TPCSz,. TPCS2, har en
redusert dobbeltbinding og karakteriseres som et klorin. b) viser eksitasjonsspekter (stort diagram) og

emisjonsspekteret (liten diagram) for TPCSy, formulert i Cremophor ELP.

1.1.3 Selektiviteten av PDT

Antitumoreffekten av PDT er lokal selv om administreringen av fotosensitisere som oftest
er systemisk. Den lokale effekten skyldes at fotosensitisere preferensielt akkumuleres i
tumorvev og at administreringen av lys skjer lokalt. Selektiviteten av PDT vil derfor veere

avhengig av fotosensitiserens distribusjon og administrering av lys.

Distribusjon og av fotosensitiser

Forskjellige fotosensitisere vil ha forskjellig distribusjonsmgnster. Tetrapyrrol foto-
sensitisere vil etter administrering oppfgre seg som makromolekyler, enten ved at de
binder seg til serumproteiner eller at de danner intermolekylaere aggregater. Hydrofile
fotosensitisere har en tendens til & binde seg til albumin og andre frie proteiner i serum,
mens hydrofobe- og amfifile fotosensitisere favoriserer binding til lipoproteiner. TPCSo,
som benyttes i denne studien er forventet a binde seg i stor grad til LDL (low-density
lipoproteiner) og HDL (high density lipoproteiner) i blod da studier av TPPSg, har vist
denne favoriseringen [45]. Den ekstakte mekanismen bak den preferensielle akkumulerin-

gen av fotosensitisere i tumorvev er ikke blitt klarlagt, men det er blitt foreslatt mange
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teorier. Et av dem er at fotosensitisere blir tatt opp via LDL-reseptorer da kreftceller har
okt ekspresjon av disse. Kessel et al. har vist god korrelasjon mellom LDL reseptorniva og
vevsopptak av HpD [42]. Overekspresjonen kan skyldes at kreftceller trenger kolesterol for
biosyntesen av lipider til cellemembraner. Fotosensitisere som er bundet til LDL vil derfor
kunne bli tatt opp av tumorceller ved reseptormediert endocytose. En annen teori er at
tumorer har darlig utviklet lymfesystem og at fotosensitisere derfor blir retinert i tumor-
vev. Makrofager som har infiltrert tumorer har vist a akkumulere opp til 13 ganger sa mye
fotosensitiser sammenlignet med kreftceller. Det er blitt foreslatt at dette kan skyldes fago-
cytose av fotosensitiser-aggregater eller preferensiell opptak av lipoproteiner, som igjen er
bundet til fotosensitisere [19]. I tillegg har tumorvev lavere ekstracellulzer pH enn i normalt
vev. Fotosensitisere vil ved lav pH bli mer hydrofobe, noe som bidrar til gkt opptak av
fotosensitisere [66]. Selektiviteten til PDT kan ytterligere pkes ved malrettet levering av
fotosensitiser til tumorvevet. En mate & gjore dette pa er a konjungere fotosensitisere til
monoklonale antistoffer som er rettet mot antigener eller ligander som er overuttrykt hos
kreftceller. Disse fotosensitisere kalles 3. generasjons fotosensitisere. En markgr for denne
type malrettet levering kan veere epidermal vekstfaktor reseptorer (EGFR). Konjungering
av peptider har ogsa vist seg a veere effektiv for malrettet levering. Disse peptidene vil
etterligne de egenskapene de naturlige ligandene har. Gijsens et al. har blant annet vist at
konjungering av fotosensitiseren Ceg med epidermal vekstfaktor (EGF) mot EGFR posi-
tive tumorer gir gkt cytotoksitet [63, 72].

Den intracelluleere distribusjonsmgnsteret har ogsa vist a variere mellom fotosensitisere.
Lipofile fotosensitesere som HpD og Photofrin® vil penetrere plasmamembranen og
hovedsaklig lokalisere seg til mitokondrier og intracellulzere membraner. Aggregerte- og
hydrofile fotosensitisere som TPPS3 og TPPS, lokaliseres til endosomer og lysosomer via
endo- og pinocytose [17, 22, 60]. Den intracelluleere lokaliseringen av TPCSy, er forventet

a veere 1 endolysosomale vesikler etter opptak ved endocytose.

Administrering av lys

Den lokale effekten av PDT er avhengig av lokal levering av lys. Derfor vil PDT kun gjelde
for tumorer hvor lys kan leveres direkte eller ved bruk av optiske fibre. Absorpsjonen av
lys vil variere mellom vevstyper da de har ulike optiske egenskaper. Ved belysning av
vev vil lys enten bli spredd eller absorbert. Disse to parametrene vil derfor veere viktig
for distribusjonen av lys og den lokale effekten av PDT. Hgye bglgelenger vil penetrere
lys mest effektivt. Derfor prgver man a syntetisere fotosensitisere som absorberer lys ved
disse bglgelengdene samt & korrespondere fotosensitiseren og lyskildens emmisjonsspekter.
Tetrapyrrol-baserte fotosensitisere som ofte brukes i PDT vil ha stgrst absorbans mellom

400 og 430 nm (Soret band) og noe mindre absorpsjon over 550 nm (Q-bandene). I PDT
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er man interessert i Q-band som er over 600 nm da disse bglgelengdene bade gir god pen-
etrering i vev og effektiv dannelse av ROS og !Os. Vevsmodeller viser at lys ved 600-700
nm penetrerer 50-200 % mer effektivt enn lys i 400-500 nm omradet [13, 18].

Lyskildene som brukes i PDT kan deles inn bredbands- og diodelamper eller laser.
Bredbandslamper har et emmisjonsspekter som spenner over et stort omrade av
det synlige lysspekteret. Inkorporering av et filter til denne type lampe vil kunne
begrense emmisjonsspekteret, slik at kun lys ved bestemte bglgelengder slippes gjennom.
Lysemmitterende dioder (LED) gir en hgy og palitelig emmisjon i et smalt spektrum
(intervall pa 20-50 nm). Ved a sette sammen flere LED i et nettverk kan et stgrre omrade bli
belyst. I motsetning til bredbandslamper og LED vil laser sende ut monokromatisk- (ved
et bestemt bglgelengde) og kollimert (parallelt) lys. Ved a velge en laser som emmiterer
lys som korresponderes til fotosensitiserens absorpsjons maksimum vil en fa en effektiv
ROS dannelse. Lasere har i tillegg god presisjon og vil dermed kunne begrense skade
pa omkringliggende vev [17]. Teknikkene som brukes for & belyse tumorer vil variere
utfra tumorens beliggenhet. Levering av lys til overflatiske tumorer gjgres ved bruk av
optiske fibre som har pakoblet en mikrolinse som sprer lyset homogent over tumor. Dersom
tumoren er tykkere enn 1 cm ma en annen metode benyttes da lyspenetrering i humant vev
er begrenset. Ved slike tumorer kan laserfibre med en lysspreder koplet pa enden benyttes.
Disse implanteres inn i tumorvevet ved bruk naler og bildediagnostiserings teknikker som
CT. PDT kan ogsa brukes intra-operativt for a fjerne eventuelle resterende tumorceller
[41].

1.1.4 Terapeutiske effekter av PDT

PDT utgver sin toksiske effekt pa tumorer ved hovedsaklig tre mekanismer; direkte
drap pa tumorceller, skade pa tumorassosiert vaskulatur og aktivering av immunrespons.
Skadeomfanget vil veere avhengig av flere faktorer; som fotosensitiserens kjemiske
egenskaper, lokalisering og konsentrasjon av fotosensitiser ved belysningstidspunktet, tiden
mellom administrering og belysning, lysdosen, vevstype og oksygenkonsentrasjonen i vevet.
Disse faktorene vil veere gjensidig avhengige av hverandre [21, 26]. DN A-skader, mutasjoner
og karsinogenese vil i liten grad inntreffe da fotosensitisere ikke akkumuleres i cellekjernen,

noe som skyldes fotosensensitiserens negative ladning [12, 22].

PDT-indusert skade pa tumorassosiert vaskulatur

Tumorcellenes viabilitet vil veere avhengig av tilgangen pa neringsstoffer. Disse
naeringsstoffene far de via de omkringliggende blodarene. Et mal innenfor cancerterapien
vil derfor veere a skade vaskulaturen. Ved & velge fotosensitisere som lokaliseres til vasku-

laturen ved belysningstidspunktet vil PDT medfgre vaskulaere skader som vaskuleer kon-
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traksjon og trombosedannelse som fgrer til hypoksi (nedsatt oksygenforsyning) og anoksi
(oksygenmangel i vevene). Dette bidrar til hemming av tumorvekst [21]. Henderson et al.
viste at Photofrin®-PDT i en fibrosarkom musemodell medfgrer skade pa vaskulaturen
slik at tilgangen pa oksygen ble begrenset for tumorcellene [26]. I tillegg har Norum et al.
vist en inhibering av perfusjon etter PCI med bleomycin (Avsnitt 1.2) [61].

PDT-indusert aktivering av immunrespons

PDT-induserte endringer i plasmamembraner kan aktivere fosfolipaser i membranene.
Aktiveringen vil sette igang degraderingen av fosfolipider som igjen resulterer i en massiv
frigjgring av inflammatoriske mediatorer. De inflammatoriske cytokinene interleukin (IL)-6
og -10 er vist a veere oppregulert in vivo etter PDT. De inflammatoriske signalene medfgrer
en rekruttering av ngytrofile granulocytter, mastceller og monocytter/makrofager til
det skadede omradet. Denne type PDT-effekt vil ikke ha en stor betydning pa
tumordrapet etter PDT, men den vil ha en stgrre betydning for langtidseffekten av
PDT. Makrofager kan fagocyttere tumorceller som er drepte eller skadet etter PDT.
Vevsfaktorlikhetsmolekylene klasse II (major histocompatibility class II, MHC-II) som
finnes pa overflaten av makrofagene vil binde tumorspesifikke peptider og presentere
dem for CD4" hjelper T-lymfocytter. Aktivering av CD4"-cellene vil igjen fgre til at
cytotoksiske CD8' T-lymfocytter blir mer sensitive mot tumorspesifikke epitoper. Dette
vil fgre til utvikling av en langvarig immunitet mot tumorceller da CD4"-cellene og CD8™ -

cellene senere vil kunne gjenkjenne disse spesifikke tumorcellene [19].

PDT-indusert drap av tumorceller

Antitumoreffekten av PDT kommer hovedsaklig av dannelsen av ROS (Avsnitt 1.1.1). In
vitro forsgk har vist at PDT reduserer antall tumorceller gjennom ROS-mediert skade
[26] og tumorbiopsier etter PDT-behandling har vist at bade apoptose og nekrose blir
initiert [22]. Selv om initieringen av apoptose og nekrose er hovedresponsen etter PDT-
behandling, er indusering av autofagi (Avsnitt 1.3) ogsa blitt pavist (Figur 1.4). Moan et
al. viste at 1O kun diffunderer 0,02 pm [54], dermed vil lokaliseringen av fotosentiseren
ved belysningstidspunktet korrespondere med stedet for primeer fotokjemisk skade. Lokali-
seringen av fotosensitiseren subcelluleert vil derfor ha en stor pavirkning pa hvilken type

celledgd som oppstar etter PDT.
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Figur 1.4: PDT-indusert drap av tumorceller.
PDT-mediert skade medfgrer drap av tumorceller via nekrose, apoptose eller autofagi. Dersom

skadeomfanget er er liten vil autofagi kunne reparere skadene og dermed fgre til celleoverlevelse. [65]

PDT-indusert nekrose

Nekrose er en prosess hvor cellen undergar en unaturlig dgd. Prosessene som resulterer i
nekrose er skader som er irreversible slik at energiproduksjonen i cellene reduseres kritisk.
Morfologisk observeres blant annet cellesvelling og gdeleggelse av plasmamembran. Dette
bidrar til at cellens indre miljg gdelegges slik at proteiner denatureres og en inflamma-
torisk respons blir aktivert grunnet lekkasje av celluleert innhold og pro-inflammatoriske

molekyler.

Lipofile fotosentisisere som lokaliseres til plasmamembraner har vist & favorisere nekrose.
Hovedgrunnen til dette er at ROS-dannelsen medfgrer en oksidering av kolesterol og andre
umettede fosfolipider i membraner og proteiner. Dette resulterer blant annet i perme-
abilitetsforandring i plasmamembranen og en rask uttgmming av intracellueert ATP som

igjen induserer nekrose [16].
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PDT-indusert apoptose

Apoptose er en form for programmert celledgd som iverksettes innenfra cellen. I motsetning
til nekrose er apoptose en ATP-avhengig prosess. Morfologisk kan apoptose karakteriseres
ved cellekrymping, kjernekondensering, DNA-fragmentering og formering av apoptotiske
legemer. De apoptotiske legemene pakker inn fragmenterte cellerester for de blir fjernet

av fagocytter. Denne typen celledgd vil derfor ikke aktivere en immunrespons.

I mammalske celler vil PDT kunne trigge to store apoptotiske veier; dgdsreseptor-medierte
og mitokondriemedierte veier. Ved begge veiene vil apoptose innebare aktivering av kas-
paser,en familie av cystein proteaser. Alle kaspaser syntetiseres som pro-enzymer og blir
fgrst aktivert som en respons pa et apoptotisk signal eller ved proteolyse av en oppstrgms-

kaspase (effektor kaspaser) [11].

Dgdsreseptor-medierte signalveien blir formidlet gjennom celleoverflatereseptorer som
FAS, TNF-R eller TRAIL reseptorer. Bruk av forskjellige fotosensitisere har vist en gkt
aktivering av FAS og dens ligand FaslL bade in vitro og in vivo. Dgdsligandstimulering
resulterer i oligomerisering av reseptorer og rekruttering av adapterproteinet Fas-assosiert
dg¢dsdomene (FADD) og initierende prokaspase 8 og 10 og danner en dgdsinduserende sig-
nalkompleks (death-inducing signaling complex, DISC). Autoaktivering av kaspase 8 og

10 forer til aktivering av effektor kaspasene 3 og 7 som induserer apoptose [16].

Fotosensitisere som lokaliseres til mitokondrier eller endoplasmatisk retikulum (ER) er
vist & indusere apoptose. Det er vist at den intracellulsere Ca?T konsentrasjonen gkes etter
PDT-behandling. Konsentrasjonsgkningen kan vaere et resultat av frigjgring av Ca?*-ioner
fra ER, mitokondrier eller ekstracellulsere omgivelser. ROS-mediert skade pa mitokondrier
gir tap i mitokondriell membranpotensial, noe som forsterkes av Ca?*-ioner, og medfgrer
mitokondriell poreapning. Dette vil igjen resulterer i en lekkasje av cytokrom c til cyto-
solen. Cytokrom c vil binde seg til apoptose protease-aktiverende faktor 1 (Apaf-1) og ved
tilstedeveerelse av ATP kunne rekruttere prokaspase-9 og danne et intracellulsert kompleks
(apoptosom). Inni apoptosomen vil prokaspase-9 bli aktivert, noe som forer til aktivering

av effektor kaspase-3 og induseringen av apoptose [67].

Berg et al. har vist at lysosomer er et mal for PDT[5]. Fotosensitisere som lokaliseres
til lysosomer er blitt vist av Kessel et al. a frigjore cathepsiner til cytoplasmaen [43].
Cathepsiner vil i cytosolen enten kunne aktivere kaspaser eller klgyve Bid (pro-apoptotisk
medlem av Bcl-2 proteinfamilien) til tBid. tBid vil lokalisere seg til mitokondriemembraner
hvor den aktiverer Bax (pro-apoptotisk medlem av Bcl-2) som igjen resulterer i

mitokondriell poreapning, lekkasje av cytokrom ¢ og dermed apoptoseindusering.[67].
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1.1.5 PDT-aktivering av proteinkinaser

Oksidativt stress er vist a bade aktivere og inhibere MAPK (mitogenaktivert protein-
kinase) signalveier [53]. Blant malproteinene for MAPK er transkripsjonsfaktorer som
regulerer ekspresjonen av proteiner som er viktige i proliferasjon, differensiering og
overlevelse/dpd. Flere PDT-studier med forskjellige fotosensitisere er vist a aktivere
tre protein kinaser i MAPK familien; ekstracellulser signalregulert kinase (ERK),
stressaktivert protein kinase/c-Jun N-terminal kinase (SAPK/JNK) og p38 [1, 46, 74, 77].
I motsetning til ERK som aktiveres ved mitogen (hormoner og veksfaktorer) stimuli, blir
JNK og p38 aktivert av forskjellige former for stress. Aktivering av JNK og/eller p38 kan
resultere i signaler for enten celleoverlevelse eller celledpd. Hvilket av disse resultatene som
blir gjeldende er avhengig av cellelinje og hvilken fotosensitiser som er brukt. Assefa et al.
har vist at en aktivering av JNK og p38 i HeLa celler (kreftceller fra livmorhals) beskytter
cellene mot apoptose ved Hypericin-PDT [1]. mens Tong et al. viste at Photofrin-PDT
indusert aktivering av JNK hadde liten effekt pa celleoverlevelsen [74]. Karlova et al.
har vist at en aktivering av p38 kaskaden med PORF-TEG-PDT fgrer til mitokondriell
apoptose i flere cellelinjer. p38 er ogsa vist a fgre til celledgd ved bruk av TPPS,,-PDT,

mens bruk av samme fotosensitiser resulterer i JNK-mediert overlevelse [77].

1.2 Fotokjemisk Internalisering

Fremskritt innenfor molekylaer biologi og genetikk samt bioteknologi har fgrt til utvikling
av terapeutiske makromolekyler. Disse legemidlene har et stort potensiale i behandling av
kreft og andre typer sykdommer. Makromolekyler som innehar terapeutiske egenskaper er
blant annet proteiner, nukleinsyrer og peptider. Stgrrelsen vil variere fra noen fa kilodalton
(kDa) for peptider til flere hundre kDa for gener [48]. Da cellemembranen er impermeabel
for molekyler som er stgrre enn 1 kDa [2], vil cellemembranen vaere et hinder for levering
av disse molekylene. Mangel pa en effektiv transportmekanisme inn i cellens cytosol er et
felles problem for de fleste makromolekyler da disse molekylene i mange tilfeller utgver
sin effekt intracelluleert. Fotokjemisk internalisering (PCI) er en ny metode for malrettet

levering av slike makromolekyler til cytosol.

1.2.1 Virkningsmekanismene bak PCI

Mammalske celler har ulike mekanismer for & internalisere ekstracelluleere materialer.
Molekyler som er membranimpermeable grunnet stgrrelsen eller hydrofilisiteten vil kunne
tas opp intracelluleert ved endocytose. Endocytose er en celluleer mekanisme som utgves av
alle typer celler bortsett fra modne erytrocytter. Internaliseringen skjer ved at cellemem-
branen danner en innbuktning som etterhvert avsngres til en intracellulaer vesikkel som

inneholder endocytert materiale. De endocytiske vesikler vil deretter fraktes til tidlige en-
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dosomer hvor de kan bli resirkulert og eksocytert (aktiv transport av molekyler ut av cellen)
eller transportert videre til lysosomer. Impermeable molekyler som ikke har mekanisme for
frigjoring fra endosomene vil kunne bli degradert i lysosomer, og dermed ikke kunne utgve
sin intracellulasere effekt. PCI er en metode for levering av endocyterte makromolekyler
intracelluleert. I likhet med PDT (Avsnitt 1.1) benytter PCI seg av fotosensitisere og lys.
Fotosensitisere brukt i PCI kan veere amlfifile, f.eks. TPPSs, og TPCSs,. Den hydrofobe
delen av fotosensitiseren vil kunne trenge inn i plasmamembranen, men da den ogsa har en
hydrofil del vil den ikke kunne penetrere gjennom cellemembranen. Slike fotosensitisere vil
bli tatt opp ved endocytose og lokaliseres til endosomer og lysosomer. Den hydrofobe delen
lokaliseres inn i membranene, mens den hydrofile delen lokaliseres til den hydrofile fasen i
endosomer og lysosomer (Figur 1.5). Fotosensitiserene aktiveres av lys og gir dannelsen av
ROS, primaert 'Oq, som vil oksidere membrankomponenter. Da diffusjonslengden til 'Oq
kun er pa 0,02 pm vil den kunne skade membranen uten at innholdet i endolysosomene
gdelegges. Indusert skade pa membranene medfgrer frigjgringen av makromolekylene, som
er fanget pa innsiden av endosom/lysosom-membranene, og inn i cytosol hvor de kan utgve
sin intracellulaere effekt [2, 62]. Det er to strategier for levering av makromolekyler i PCI;

"lys etter” og "lys for”.

Lumen av
endosom/lysosom

Figur 1.5: Forventet lokalisering av TPCS;, [62].

”Lys etter” -strategien

Ved "lys etter”-strategien (Figur 1.6a) administreres lys etter opptak av makromolekylet.
Dette er den opprinnelige strategien for PCI. Fotosensitiseren og makromolekylet vil ved
denne metoden kunne tilsettes samtidig slik at disse lokaliseres til de samme vesiklene. Ved
lysaktivering vil endolysosomale membraner fa oksidative skader og frigjgringen av makro-
molekyler vil kunne finne sted. Begrensninger ved denne strategien er at makromolekyler
vil kunne bli degradert av endolysosomale hydrolytiske enzymer for de blir frigjort. Makro-
molekyler som er lokalisert i neerheten av fotosensitisere vil i tillegg kunne bli skadet ved

at ROS oksiderer aminosyrer i proteiner og peptider [4, 62].
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”Lys for” -strategien

Ved "lys for”-strategien (Figur 1.6b) administreres lys for opptak av makromolekylet.
Forst gjennomfgres en PDT-behandling hvor ROS-mediert skade pa endocytiske mem-
braner dannes. Makromolekylet tilsettes innen 6-8 timer etter PDT og vil tas opp via en-
docytose. Intakte endocytiske vesikler som inneholder makromolekylet vil kunne fusjonere

med de skadede vesiklene slik at makromolekylet blir frigjort til cytosol [4].

""I.vs etter"

D

"Lys for"

WSS

vy S

Figur 1.6: PCI ved lys etter og lys forstrategi.

a) viser PCI med "lys etter”’-strategien hvor bade fotosensitiseren (S) og makromolekylet (M) lokaliseres
til de samme endocytiske vesikler (I). Belysning medfgrer oksidative skader pa membranene slik at
makromolekylet frigjgres til cytosol (II). b) viser PCI med "lys fgr”-strategien hvor PDT medfgrer ROS-
mediert skade pa endocytiske membraner (III) for makromolekylet tilsettes (IV). Intakte vesikler som
inneholder makromolekyler vil kunne fusjonere med med de skadede vesiklene slik at makromolekylet
frigjores til cytosol (V) [68].

Bade ”lys fgr”’- og ”lys etter”-stratgiene er vist a levere makromolekyler effektivt. Hvilken
av disse to metodene som vil veere mest egnet er avhengig av makromolekylet. Levering av
proteintoksinet gelonin er vist i enkelte tilfeller & veere mest virkningsfull med "lys fgr”-
metoden [68], mens konjugatet EGF-saporin [78] og immuntoksinet cetuximab-saporin [83]

har vist a veere mest effektivt levert ved ”lys etter”-strategien.

1.2.2 PClI-indusert levering av proteiner

PCI har vist a gke cytoksiteten til ribosominaktiverende proteiner (RIP, Figur 1.7)
[8, 47, 68]. RIP er plantetoksiner som gir en irreversivel skade pa ribosomer. Ribosomer
finnes i cytosolen i alle celletyper og har ansvaret for proteinsyntesen. Strukturelt sett kan
RIP deles inn i to grupper, type I- og II RIP, hvor begge resulterer i en inaktivering av

proteinsyntesen. Den toksiske effekten av RIP vil ikke inntreffe fgr de internaliseres til
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cytosolen. Type II RIP, f.eks. ricin, bestar av en aktiv enzymatisk A-kjede som er koblet
til en B-kjede via hydrofobe bindinger og en disulfidbro, mens type I RIP, f.eks. gelonin,
kun bestar av en A-kjede. B-kjeden har en galaktosebindende lektindomene som mulig-
gjgr binding til plasmamembraner. Denne egenskapen gjgr at type II RIP blir tatt opp ved
reseptormediert endocytose og transportert til cytosol, via Golgiapparatet og endoplasma-
tisk retikulum (ER), hvor disulfidbindingen mellom de to kjedene blir redusert. Opptaket
av type I RIP skjer via pinocytose etterfulgt av transportering til lysosomer hvor de blir
degradert. Den toksiske effekten til RIP kommer av at N-glykosidase i A-kjeden klgyver
adeningsss 1 ribosomets store subenhet (60S). Eliminering av adeningssy resulterer i at
eukaryote ribosomer ikke vil kunne binde elongeringsfaktor-2 (EF-2) da EF-2 bindesetet
pa subenheten 28S rRNA er blitt inaktivert. Konsekvensen av dette er en inaktivering av

proteinsyntesen. Det er estimert at 1-10 toksinmolekyler er nok til a drepe en celle [7].

1. Tilsetting av
PS og toksin

@ RIP toksin

Fotosensitiser —» 4 8 \
5. Legemiddel
nar sitt mal

2. Endocytose/
Pinocytose

Figur 1.7: PCI av et toksin.

Administrering av et toksin sammen med en fotosensitiser (1) medfgrer en akkumulering i endocytiske
vesikler etter opptak ved endocytose/pinocytose (2). Lysaktivering (3) av fotosensitiseren medfgrer ROS-
medierte skader pa endosommembranen slik at toksinet friggres til cytosol (4). I cytosol vil toksinet kunne

binde seg til ribosomet (5) og hemme proteinsyntesen som igjen resulterer i celledgd (6).[76]

Makromolekylet som benyttes i denne studien er saporin. Saporin er isolert fra frgene
til sapeurten Saponaria officinalis og tilhgrer type I RIP. En gkende cytotoksisk effekt
er observert i studier av PCI med saporin, bade ved bruk av frie saporin molekyler og

konjugerte saporin-forbindelser [47, 78, 83].
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1.3 Autofagi

Ved mangel pa nzeringsstoffer eller andre former for cellulzer stress, vil cellen reagere med a
gke ekspresjonen av stressproteiner samt nedregulere translasjonen og ribosom biogenesen.
Degradering av proteiner er en responsmekanisme ved slike tilfeller, og kan skje ved ubiqu-
tinering eller ved autofagi. Ubiquitin er et protein som merker proteiner for proteolyse og
har en kort turnover (nedbryting av proteiner over tid), mens autofagi har en lang turnover
tid. Som en respons pa mangelfull tilgang til neeringsstoffer vil autofagi veere den beste
degraderingsmekanismen da en lengre turnover-tid gir en stgrre tilgang pa frie aminosyrer
som er en ngdvendighet i proteinsyntesen og/eller ved energiproduksjon[25]. Autofagi er
derfor essensiell for cellens overlevelse, differensiering og homeostase. Autofagi fungerer i
prinsippet som en beskyttelsesmekanisme mot patologiske prosesser som infeksjoner, kreft,

neurodegradering, hjertesykdommer og aldring [49].

Christian de Duve blir regnet som grunnleggeren innenfor fagfeltet autofagi. de Duve opp-
daget i 1955 lysosomer og han var den fgrste som benyttet begrepet ”autofagi”’i 1963.
Mens de Duve og andre hovedsaklig fokuserte pa de avsluttende stegene (rett for- eller et-
ter fusjonen med lysosomer) i autofagi, valgte Seglen et al. a fokusere pa de tidlige stegene.
Ved bruk av radioaktive prober fikk de identifisert fagoforer og amfisomer. Selv om det er
mer enn 40 ar siden autofagi ble beskrevet, er det forst i det siste tiaret at interessen for

dette fagfeltet har blomstret [44].

Oksidativt stress pa organeller eller cytosol forarsaket av fotokjemisk behandling vil kunne
indusere autofagi [24]. Avhengig av skadeomfanget kan autofagi fungere som en aktivering
av celledgd eller som en beskyttelsesmekanisme mot celledgd. Det finnes tre distinkte
autofagi pathwayer; chaperon-mediert autofagi (CMA), mikroautofagi og makroautofagi.
Felles for alle disse tre prosessene er at nedbrytingen av intracelleulsere bestanddeler
foregar via lysosomet. Ved CMA blir ufoldete proteiner transportert til lysosomene
vha av det cytosoliske og lysosomale chaperonen hsp70 via membranreseptoren LAMP-
2A (lysosom-assosiert membranprotein type 2A), mens ved mikroautofagi vil lysosomet
direkte kapsle inn de bestanddelene som skal degraderes [14]. I denne studien vil fokuset
vaere pa makroautofagi (heretter kun kalt autofagi). Initiering av denne type autofagi
er dannelsen av en isolerende membran, fagofor, som kapsler inn skadet intracellulsert
materiale i en cisterne med dobbel membran kalt autofagosom. Autofagosomer vil
deretter kunne fusjonere med endosomer, og produktet av denne fusjonen kalles et
amfisom. Autofagosomer og amfisomer kan deretter fusjonere med lysosomer og danne
autolysosomer. Lysosomale hydrolaser i lysosomene vil degradere autofagosomenes indre

membran og dets innhold. Degradert celluleert materiale blir frigjort ved hjelp av
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permeaser (membranproteiner som transporterer stoffer over membraner) og resirkulert i
cytosol (Figur 1.8) [44].

Flasmamembran

e ———

- Lysosomal hydrolase

' Permease

-
Lysosom

Figur 1.8: Autofagi veien.

Fagoforer kapsler inn skadet intracellulsert materiale, og danner autofagosomer. Autofagosmer vil deretter
kunne fusjonere med endosomer og danne amfisomer. Autofagosomer og amfisomer vil deretter fusjonere
med lysosomer og danne autolysosomer. Innholdet i autolysosomene degraderes av lysosomal hydrolase,

og blir frigjort vha. permeaser. [44]

1.3.1 Virkningsmekanismene bak autofagi

Virkningsmekanismene bak autofagiprosessen er ikke fullstendig klarlagt, men funn av ca.
30 autofagi-spesifikke gener (autophagy-related genes, Atg) i gjeerceller har gitt oss et
stgrre innblikk. Mange av Atg funnet i gjeer har ogsa blitt identifisert med mammalske
homologer. Autofagi kan deles inn i flere prosesser; indusering av autofagi, elongering av
isolerende membran (IM), lukking av IM, fusjonering med endosomer og lysosomer samt

degradering av intracelluleere materialer.

Indusering av autofagi

Hvordan autofagi gjenkjenner proteiner og organeller som skal isoleres og degraderes
er ikke fullstendig forstatt, men ubiquitinering er vist & veere viktig i gjenkjennelses-
prosessen av proteinaggregater. 1 tillegg er det blitt foreslatt at peroksisomer, modne

ribosomer og mitokondrier blir merket av spesifikke proteiner for autofagidegradering [14].
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Induseringen av autofagi skjer ved fosforylering av ngkkelkomponenter i et induseringskom-
pleks. I gjaerceller bestar dette komplekset blant annet av Atgl, -11, -13 og -17. Atgl er
en serin/threonin kinase som virker nedstrgms for TOR (target of rapamycin). Stress
medfgrer inhibering av TOR som igjen fgrer til at fosfoproteinet Atgl3 defosforyleres og
binder seg til Atgl. Sammen med Atgll og -17 vil dette komplekset promotere autofagi
(Figur 1.9). De mammalske Atgl (mAtgl) homologene ULK1 og ULK2 er vist a ha en
regulerende effekt pa autofagi. Selv om ULK1 og ULK2 har mange likheter (52 % like) ser
det ut som om de har motsatte effekter. siRNA (small interfering RNA) knockdown av
ULK1 i HEK293A og HelLa celler viser en hemming av autofagi, noe som ikke kan sees ved
mangel pa ULK2 [51]. Induseringen av autofagi vil deretter trigge klasse III fosfoinositid
3-kinase (PI3K) som medfgrer en konvertering av fosfatidylinositol til fosfatidylinositol
3-fosfat (PI3P). Dette vil igjen fore til en rekruttering av det transmembrane proteinet
Atg9/mAtg9 og assosierte lipider fra mitokondrier, ER og endosomer til den voksende
vesikkelen [71].

Elongering av isolerende membran

Induseringen av autofagi medforer at klasse III PI3K kompleks I (Figur 1.9), bestaende
av Vps (vascuolar protein sorting)34, Vpsl5, Atg6 og Atg4, danner PI3P som vil fun-
gere som et rekrutteringssignal for andre proteiner som trengs i elongeringsprosessen.
Klasse IIT PI3K kompleks I vil rekruttere Atgl2 som ved hjelp av Atg7- og -10 (fungerer
som ubiquitin-aktiverende enzymene E1 og E2) konjugeres til Atgh. Konjugatet Atg5-12
vil deretter binde seg til Atgl6L, og en homodimerisering av dette trimeriske komplek-
set danner det multimeriske komplekset Atgl6L. Dette komplekset er igjen essensiell for
rekrutteringen av microtubule-assosiert protein light chain 3 (LC3, mammalsk homolog
til Atg8 i gjeerceller). Ved indusering av autofagi vil cytosolisk LC3-I bli klgyvet og kon-
jugert med fosfatidyletanolamin (PE) ved hjelp av Atg3, -4 og -7. Dette konjugatet har
fatt navnet LC3-1I og lokaliseres til autofagosommembraner. Bade Atgl6L komplekset og
LC3-II er vist a veere essensielle i dannelsen av autofagosomer. Det er blitt foreslatt at
Atgl6L komplekset innehar egenskaper som bestemmer ekspanderingsstedet, mens LC3-
IT har fusjonerende egenskaper som vil katalysere elongeringen. Studier av MEF (mouse
embryonic fibroblasts) som er isolert fra Atg3~/~ mus viser en sammenheng mellom disse
to kompleksene. I Atg3~/~ MEF’er er det blitt vist en redusert konjugering mellom Atgl2
og Atgh samt ingen LC3-II. Ved bruk av EM (elektron mikroskopi) analyser er det blitt
observert at autofagosomer dannes i Atg3~/~ MEF’er, men disse vesiklene er vist & vaere

mye mindre enn de hos villtypene samt at de har en unormal form [51].
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Figur 1.9: Virkningsmekanismene bak autofagi.
Mangelfull tilgang pa neeringsstoffer eller stress vil inhibere mTOR og aktivere klasse III PI3K. Disse
signalene vil indusere autofagi ved a rekruttere Atg-proteiner og Beclin 1. Elongeringen av isolerende

membran skjer via Atgl2- og LC3 konjugeringssystem (se tekst).[33]

Lukking av isolerende membran

Mangel pa LC3-II dannelse i Atg3~/~ MEF’er har vist at LC3 spiller en stor rolle i

avsngringsprosessen. IM i disse musene var enten ikke lukket eller s& var de multilamellare
(hadde flere lipidlag) [51]. Disse observasjonene er ogsa blitt observert med benyttelsen
av en ny metode som eliminerer LC3. Denne metoden tar i bruk eksogent inaktiv form
av Atgd. Translatert LC3 (pro-LC3) vil ha en ungdvendig C-terminalhale som klgyves av
cystein proteasen Atgd, slik at det blir dannet ukonjugert, cytosolisk LC3-1. Ved autofagi
vil Atg4 videre kunne klgyve LC3-1I for & danne LC3-1T som lokaliseres til IM. Ved overek-
spresjon av den inaktive Atgd mutanten vil ikke LC3-II bli dannet da inaktiv Atg4 har
hgy affinitet til ukonjugert LC3-I. Klgyving av LC3-I til LC3-II vil derfor ikke finne sted.
Hvordan LC3-II bidrar til lukkingen av IM er ikke helt klarlagt, men det er blitt foreslatt
at LC3-II katalyserer en form for revers hemifusjonering. Hemifusjon er nar det proksi-
male lipidlaget pa to membraner fusjonerer, og danner en fusjoneringspore som fullfgrer

fusjoneringen [59].



1.3 Autofagi 19

Fusjonering med endosomer og lysosomer

Studier med immuno-EM analyser rettet mot LC3-II har vist et sterkt signal av LC3-11
ved dannelsen av autofagosomer, og et svakere signal etter endt dannelse. Dette indikerer
at LC3-II blir frigjort fra IM, vha. Atg4 protease, for fusjoneringen med endosomer eller
lysosomer. Frigjgringen av LC3-II er ngdvendig da tilstedeveerelse av LC3-IT vil kunne
medfgre en hemifusjonering mellom flere autofagosomer, noe som igjen medfgrer feil i
senere steg [59]. ESCRT (endosomal sorting complex required for transport) komplekser
er vist a veere essensiell i autofagi. ESCRT er proteinkomplekser som regulerer endosomal
levering til lysosomer. En deletering av vps28 (ESCRT-I), vps25 (ESCRT-II), vps32
(ESCRT-III) eller vps4 (AAA-ATPase) har vist en akkumulering av autofagosomer som
ikke er blitt degraderte. Intracelluleer trafikk styres som oftest av Rab proteiner og SNARE
(soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor attachment protein receptors) proteinfamilien.
Bade Rab- og SNARE proteiner medierer transporten og fusjonen av vesikler. Rab7 og
Vtil (en SNARE) er vist a veere involvert i autofagien, mest sannsynlig for a hjelpe

autofagosomer til a fusjonere med sen endosomer og lysosomer [51].

1.3.2 Regulering av autofagi

Autofagi blir regulert av flere signalveier hvorav target of rapamycin (TOR) er en av de
sentrale. TOR er en serin/threonin protein kinase som tilhgrer fosfatidylinositol kinase-
relaterte kinase (PIKK) familien. Aktiviteten til mTOR (mammalsk TOR) reguleres av
nivaet pa aminosyrer og glukose i cellene. Binding av mTOR til flere proteiner medfgrer
dannelsen av to proteinkomplekser som har fatt navnet mTOR kompleks 1- og 2 (mTORC
1 og mTORC?2). Funksjonen til mMTORCI er a regulere translasjon og ribosombiogenesen i
celler, mens mTORC2 regulerer fosforyleringen og aktiveringen av Akt/PKB signalveien.
Ved mangel pa neeringsstoffer og stress vil mTORCI bli hemmet og en induksjon av aut-
ofagi vil finne sted. I gjaerceller er TORCI1 vist & ha en direkte hyperfosforylerende effekt
pa Atgl3 og en hemmende effekt pa Atgl kinase. Dette fgrer til at en konjugering mellom
Atgl3 og Atgl ikke vil kunne finne sted, noe som trengs for & danne induseringskomplek-
set for autofagi. Dette er ogsa blitt observert i mammalske celler hvor mTORC1 viser en
regulerende effekt pa Atgl3 og ULK1/2. [40].

Oppstrgms for mTORC1 vil klasse III PI3K kunne regulere autofagi da de katalyserer pro-
duksjonen av PI3P som er ngdvendig for induksjonen av autofagi . Inhibering av klasse I11
PI3K ved bruk av 3-metyladenin og wortmannin har vist & nedregulere autofagi. Klasse 111
PI3K er assosiert med Atg6/Beclin 1, og dette komplekset er med pa a regulere autofagi.
Beclin 1 har en Bcl-2 homologi-3 domene (BH3) som medierer dens interaksjon med Bcl-2
og Bcl-X7. En interaksjon mellom Beclin 1 og Bcl-2 medfgrer en inhibering av autofagi.

In vitro forsgk med siRNA knockdown av Bcl-2 i HeLLA celler er vist a gi autofagisk ak-
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Figur 1.10: Beclin 1 regulering av autofagi.

En interaksjon mellom Beclin 1 BH3 domene og Bcl-2/Bcl-X;, medfgrer en inhibering av autofagi.
Initieringen av autofagi kan intreffe ved JNK1-mediert Bcl-2/Bcl-X, fosforylering eller en konkurrerende
effekt om BH3-domenet.[71].

tivitet. Teorien kan ytterligere stgttes av in vivo forsgk med transgene mus som uttrykker
BcL-2. T disse studiene er det funnet en nedregulering av autofagi ved nzeringsfattige til-
stander. Denne anti-autofagiske effekten av Bcl-2 er kun sett pa Bcl-2 som er lokalisert
i ER, og ikke mitokondriell BcL-2. Mekanismene bak dette er enna ikke klarlagt. Det er
blitt vist at to mekanismer er med pa a regulere Bcl-2/Bcl-X, bindingen til Beclin 1.
Disse to mekanismene er JNK1-mediert Bcl-2 fosforylering og en konkurrende effekt om
BH3-domenet (Figur 1.10). Ved neeringsfattige og stress tilstander vil JNK1 aktivering
kunne fosforylere Bcl-2/Bcl-Xp,. Dette forer til at Bel-2/Bcl-Xy, frigjores fra Beclin 1, og
dermed vil autofagi bli indusert. Den andre mekanismen gar ut pa at andre proteiner som
har BH3 domener vil kunne konkurrere med Beclin 1 om Bel-2/Bcl-X. Dersom Beclin 1
BH3 domene ikke bindes til Bel-2/Bcl-Xp, vil dette gi pro-autofagisk aktivitet [71]. An-
dre proteiner som er assosiert med klasse III PI3K er UVRAG (ultraviolet irradiation
resistance-associated gene) og Bif-1 (bax-interacting factor-1). UVRAG er funnet a ha
en effekt pa Beclin 1 ved direkte interaksjon, mens Bif-1 interagerer med Beclin 1 via
UVRAG. Effekten av disse interaksjonene viser & veere pro-autofagisk. Tap av Bif-1 er vist

a hemme dannelsen av autofagosomer [14].

mAtg9 transport har vist & spille en essensiell rolle i reguleringen av autofagi. Ved normale
forhold vil mAtg9 lokaliseres til trans-Golgi nettverket (TGN) og perifere endosomer.
Ved mangelfull tilgang pa nezeringsstoffer vil mAtg9 redistribueres til endosomer og

autofagosomer fra TGN. Webber et al. har identifisert og vist at et protein binder seg til
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c-terminal domenet til mAtg9 in vivo og pa den maten regulere mAtg9 transporten. Dette
proteinet har fatt navnet p38-interagerende protein (p38IP) og trengs for aktiveringen av
mAtg9 transporten og dermed induseringen av autofagi. Under normale forhold vil p38IP
binde seg med hgy affinitet til fosfo-p38«, noe som medfgrer inhibering av autofagi. Ved
mangelfull tilgang pa neeringsstoffer vil denne affiniteten bli svekket og p38IP vil kunne
interagere med mAtg9 som igjen muliggjer dannelsen av autofagosomer. p38a er dermed

blitt foreslatt a veere en negativ regulator av autofagi [75].
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1.4 Formalet med oppgaven

Mitogenaktivert proteinkinase (MAPK)-kaskader blir ofte aktivert av forskjellige former
for stress. MAPK-kaskadene regulerer ekspresjonen av proteiner som er viktige i
proliferasjon, differensiering og overlevelse/celledpd. Aktivering av proteinkinasene JNK og
p38 kan resultere i pro- eller antiapoptotisk signaler. Studier med cytokiner og ceramider er
vist & aktivere JNK og p38. Aktivering av JNK er rapportert a stimulere autofagimediert
celledgd som kan reverseres med inhibitoren SP600125, og TNF,-indusert celledgd via
apoptose og autofagi er vist a bli aktivert av p38 MAPK inhibitoren SB203580 [20, 50].
Oksidativt stress forarsaket av fotokjemisk behandling er ogsé vist a aktivere bade JNK
og p38, men utnyttelse av de samme inhibitoren har vist a4 ha motsatt effekt pa cellulser
viabilitet [77]. Denne tilsynslatende motsatte effekten av JNK- og p38 MAPK inhibitorene
kan skyldes at etter en fotokjemisk behandling vil autofagosomer forventes a fusjonere med
skadede endosomer og lysosomer. Det kan derfor ikke forventes degradering av celluleere
komponenter i autolysosomer. I stedet er det grunn til & anta at innholdet i autofagosomer
resykleres tilbake til cytosol med ukjent effekt pa celluleer viabilitet. Det er derfor gnskelig
a undersgke betydningen av autofagi for behandlingseffekt etter fotokjemisk behandling.
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2 Materialer og metoder

2.1 Standardprosedyrer
2.1.1 Sterilteknikk

Ved celledyrkning ble det brukt sterilteknikk /aseptisk teknikk for a unnga kontaminering.
Dette innebaerer at man ma vaske hendene fgr man begynner & arbeide, bruke hansker
og desinfisere dem med 70 % etanol regelmessig, bruke LAF-benk samt a desinfisere all

utstyr med 70 % etanol for de tas inn i LAF-benken.

2.1.2 Cellelinjer og dyrkningsbetingelser

Forsgkene i denne studien ble utfgrt pa to cellelinjer; ZR-75-1 som er en human brystcancer
cellelinje (American Type Culture Collection no. CRL-1500) og NuTu-19 som er en rotte
ovarial cancer cellelinje (en gave fra Dr. A.L. Major, University of Geneva). Flesteparten
av tidligere studier av Mitogen-Activated Protein Kinase (MAPK) er blitt gjennomfort pa
NuTu-19, mens tidligere studier av apoptose og autofagi etter fotokjemisk behandling er

blitt gjennomfert pa ZR-75-1.

Bade ZR-75-1 og NuTu-19 ble dyrket i RPMI 1640 Medium med L-glutamin og natrium-
bikarbonat (Sigma-Aldrich). Til dette mediet ble det supplert med 10 % fotalt kalveserum
(Fisher Scientific), 100 U/mL penicillin og 100 pg/mL steptomycin (Sigma-Aldrich),
heretter vil denne blandingen bli kalt medium. Begge cellelinjene ble dyrket i 75 cm?
vevskulturflasker (Nunclon, monolagskultur) i inkubatorskap ved 37°C og 5 % v/v COs.
Mediet i vevskulturflaskene ble skiftet jevnlig for a sikre en adekvat tilfgrsel av naeringsstof-

fer og vekstfaktorer til cellene.

2.1.3 Omsetting av celler

Ved dyrking av celler i kultur vil cellene gjennomga tre vekstfaser. Fgrst inntreffer lag-
fasen, etterfulgt av log-fasen og avsluttes med platafasen. I lag-fasen bruker cellene tid pa
a feste seg til bunnen av vevskulturflasken samt a reparere skader pa plasmamembranen
forarsaket av trypsin. I denne perioden vil cellene ikke dele seg. I log-fasen starter cellene
a dele seg og celletallet vil gke eksponensielt. I platafasen vil cellene ikke lenger dele seg
fordi hele dyrkningsareal i vevskulturflasken er okkupert (sakalt konfluent) og celleveksten
er kontaktinhibert. Nar det er konfluent vil cellene ga inn i en hvilefase hvor de stopper &
vokse og vil etter hvert dg. For a unnga platafasen ma cellene omsettes, en sakalt passasje.
Omsetting av celler er en prosess hvor celler blir hgstet, fortynnet og resuspendert i en ny
vevskulturflaske for & promotere videre vekst. For a kunne omsette celler ma en forst lgsne

dem fra flaskebunnen. Adherente celler binder seg til vevskulturflaskebunnen ved hjelp
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av proteiner pa celleoverflaten.. Disse proteinene danner da en sterk bro mellom cellen
og overflaten pa flaskebunnen. For & lgsne disse cellene fra vevsflaskebunnen, ma disse
proteinbroene brytes. Trypsin er en proteolytisk enzym som vil bryte ned disse proteinene
ved hydrolyse pa karboksylsetet til arginin og lysin. Tilstedevaerelse av Ca?*t vil inhibere
trypsin. Hgye konsentrasjoner av Ca?* bidrar til en sterk celle-celle adheranse (cadherin).
Ved lave konsentrasjoner av Ca?T vil denne adheransen svekkes. Trypsinlgsningen blir

derfor tilsatt EDTA. EDTA fungerer som en Ca?* kelator og binder til seg Ca?* [80].

Prosedyre:

1. Ved omsetting av begge cellelinjene ble medium og trypsin-EDTA (Sigma-Aldrich)
lgsning forvarmet til 37°C.

2. Dyrkningsmediet ble deretter sugd av og det ble tilsatt 1 mL sterilfiltrert 1x fosfat
buffret saline (PBS) for a vaske bort overflodig medium da fgtalt kalveserumet i

mediumet vil inhibere trypsin. Sugde deretter av 1 x PBS.

3. Cellene ble deretter behandlet med 1 mL trypsin-EDTA for & lgsne de adherente
cellene fra flaskebunnen. Flaskene ble inkubert i ca. 3 minutter ved 37°C og 5 %

v/v COs. Dunket deretter forsiktig pa flasken for a lgsne cellene fra flaskebunnen.

4. Det ble deretter tilsatt 9 mL medium for a ngytralisere trypsinet. Lgsningen ble
spylt mot bakveggen et par ganger vha. en 10 mL engangspipette for a mekanisk

skille cellene fra hverandre slik at suspensjonen bestar av single celler.

5. Cellesuspensjonen ble fordelt i nye 75 cm? vevskulturflasker med 14 til 19,5 mL
medium. Begge cellelinjene ble omsatt to ganger i uken med en splittratio pa 3:10
(ZR-75-1) og 0,5:20 (NuTu-19).

2.1.4 Kvantifisering av celler

For a sikre reproduserbarhet ble cellene kvantitert. Celleantallet ble brukt til a finne ut
hvor stort volum av cellesuspensjonen som skulle blandes med mediet for a gi riktig antall
celler per brgnn ved utsaing til forsgk. Celletellingen ble gjort ved bruk av en Biirk-
er tellekammer (Glasstic® slide 10 w/grids, HYCOR). Tellekammeret brukes til visuell
telling av celler, og konstruert slik at nar det telles et bestemt antall ruter tilsvarer dette
telling av celler i et visst volum. Tellekammeret fra HY COR bestar av 9 ruter hvorav hver
av disse har et volum pa 0,1 uL. Kvantifiseringen ble gjort ved & telle 3 diagonale ruter
vha. mikroskop. For & finne antall celler per mL suspensjon, ble gjennomsnittlig antall

celler per rute multiplisert med 10%.
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Prosedyre:

1. 1 drape av cellesuspensjonen etter trypsin-EDTA behandlingen ble overfgrt til et

tellekammer.
2. Cellene ble talt i 3 diagonale ruter ved bruk av et mikroskop.

3. Celleantallet per mL suspensjon ble beregnet ved bruk av fglgende formel:

Antall talte celler 104
3

2.1.5 Utsaing av celler

For viabilitetsmaling med MTT-assay ble bade ZR-75-1 og NuTu-19 cellene sadd ut pa
96-brgnnersbrett (Nunclon) i 100 xL medium. Pa bakgrunn av tetthetsforspk ble det sadd
ut 1 500 celler per brgnn av NuTu-19 cellene, mens det ble sadd ut 15 000 celler per brgnn
av ZR-75-1 cellene. For hgsting til Western Blot samt parallelle kontroller til MTT-maling
ble begge cellelinjene sadd ut pa 6-brgnnersbrett (Nunclon) i 1,5 mL medium. Tettheten
per brgnn var 43 500 celler for NuTu-19 og 450 000 celler for ZR-75-1. Begge cellelinjene
ble inkubert i 6 timer for at de skulle feste seg til brgnnene fgr videre behandling.

2.2 Etablering av tettehetskurve

En tetthetskurve for ubehandlede celler ble gjort for hver av cellelinjene. Dette var for
a kunne bestemme hvor tett cellene kunne sées ut for & unnga at cellene naermet seg
konfluens under forsgkene. For begge cellelinjene ble etablering av tetthetskurve gjort i
96-brgnnersbrett. Celletettheten ble malt med MTT-assay 96 timer etter utsaing da bade
PDT- og PCl-forsgkene utfgres over 4 dager.

Prosedyre

1. Sadde ut celler i 96-brgnnersbrett. For NuTu-19 ble 100 til 12 000 celler sadd ut per
brgnn, og for ZR-75-1 ble det sadd ut 1000 til 62 000 celler per brgnn. 6 timer etter
utsaingen ble mediet sugd av og erstattet med nye 100 uL. medium og inkubert i 18

timer.

2. Vasket brgnnene 2 ganger med medium og tilsatte nye 100 uL medium. Inkuberte
forsgket frem til dag 4 (96 timer etter utsaing)

3. Tettheten ble malt med MTT-assay (Avsnitt 2.5).
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2.3 Fluorescensmikroskopi

Fluorescensmikroskopi er en metode for a detektere fluorescerende forbindelser (fluoro-
kromer). Disse forbindelsene vil kunne ta opp energi i form av lys ved en bestemt
bolgelengde. Absorpsjonen av ett foton medfgrer at ett elektron eksiteres fra grunn-
tilstand til en hgyere tilstand. Da denne tilstanden er kortlivet vil elektronet returnere
til grunntilstanden og en fraksjon av de eksiterte elektronene vil kunne emittere lys i form
av fluorescens. Fluorescensintensiteten vil vaere proporsjonal med mengde fluorescerende
molekyler i objektet og deres evne til a avgi fluorescens. For a kunne visualisere fluorescens i
mikroskopet trengs flere komponenter; lyskilde, et eksitasjonsfilter, et dikromatisk speil og
et emisjonsfilter (Figur 2.1). Eksitasjonsfilteret vil filtrere lyset som kommer fra lyskilden
slik at kun lys ved gnskede bglgelengder slippes gjennom. Bglgelengdene mé derfor til-
passes eksitasjonsspekteret til den fluorescerende forbindelsen. Det dikromatiske speilet
(beam splitter) vil splitte lysstralen ved a reflektere lys under en viss bglgelengde, mens
lys over denne bglgelengden vil slippes gjennom. Emisjonfilterets funksjon er a filtrere lyset
som kommer fra objektet og skal sendes til detektoren slik at det emitterte lyset separeres

fra eksitasjonslyset som har en kortere bglgelengde og eventuelt annet ugnsket lys [31].

et Emisjonsfilter
——
. . |
Dikromatisk
speil
Eksitasjonshilter =
Lyskilde
u Prevemateriale

Figur 2.1: Prinsippet for fluorescensmikroskopi.

Lyset som treffer eksitasjonsfilteret vil bli filtrert slik at kun gnsket bglgelengde slippes gjennom. Det
dikromatiske speilet vil splitte lysstralen slik at lys under en viss bglgelengde reflekteres, mens lyst over
denne bglgelengden slippes i gjennom. Emisjonfilteret vil filtrere lyset som kommer fra objektet og til

detektoren, slik at emittert lys separeres fra eksitasjonslyset. [31]
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Fotosensitiseren TPCSy, som benyttes i denne oppgaven karakteriseres som en fluore-
scerende forbindelse. Den intracellulaere lokaliseringen av TPCSsy, kan derfor bli studert
ved bruk av fluorescensmikroskopi. Et Zeiss Imager.Z1 (Zeiss) og kameraet AxioCamMR3

(Zeiss) ble benyttet til denne deteksjonen.

Prosedyre:

1. Cellene ble sadd ut i 9,8 cm? vevskulturskaler (Falcon 3001 Becton Dickinson lab
ware). Celletettheten for NuTu-19 var 50 000 celler og 200 000 celler for ZR-75-1 i
1,5 mL medium. Skalene ble inkubert ved 37°C og 5 % v/v COs.

2. Medium ble sugd av 24 timer etter utsaing av celler. Skalene som skulle vare
ubehandlet ble tilsatt 1,5 mL medium fritt for TPCSs,. Resterende skaler ble tilsatt
1,5 mL 0,4 pug/mL TPCSy, i medium. Skalene ble inkubert i 18 timer.

3. Skaler som skulle studeres etter 18 timer med TPCSy, uten ytterligere vaske-
prosedyrer ble vasket 2 ganger med 1 mL kald 1x PBS (Appendiks A.3). Nye 1
mL 1x PBS ble deretter tilsatt. Skalene som skulle ha vaskeprosedyre ble vasket 2
ganger med 1 mL medium og tilsatt nye 1,5 mL medium fgr en inkubering pa 4

timer. Samme vaskeprosedyre med PBS ble benyttet etter at de 4 timene var gatt.

4. En del PBS ble sugd av og et dekkglass ble lagt over cellene i skalen. Overflgdig

vaeske ble sugd av med en pasteurpipette.

5. Cellene ble studert med et 40x objektiv. Det ble benyttet et eksitasjonsfilter med
BP (bandpass) pa 640/30 nm, et dikromatisk speil pa 660 nm og et emisjonsfilter
med BP 690/50. Lyskilden som ble benyttet var en metall halide lampe (HXP 120,

Zeiss).

2.4 PDT og PCI in vitro
2.4.1 Fotosensitiser og makromolekyl

Prinsippet for fotosensitisere er tidligere beskrevet (Avsnitt 1.1.2) Fotosensitiseren som er
brukt i PDT- og PCl-forsgkene er disulfonert tetrafenylklorin (TPCSa,, Amphinex’™ ;
PCI Biotech AS, Oslo). Dette er en amfifilt fotosensitiser som hovedsaklig akkumuleres i
endosomale og lysosomale membraner. Alt arbeid med TPCS,, ble utfgrt under minimalt

med lys og forsgkene ble dekket med aluminiumsfolie fgr inkubering i varmeskap.

Makromolekylet som er benyttet i PCl-forsgkene er saporin. Saporin er en type 1
ribosominaktiverende proteintoksin (Avsnitt 1.2.2) som er isolert fra planten Saponaria

officinalis. Dette toksinet er ikke spesielt toksisk fgr den nar cytosol da den mangler en
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membranbindende subenhet og translokaliseres lite effektivt til cytosol. Konsentrasjonene

som ble benyttet av bade TPCSy, og saporin er basert pa tidligere forsgk innad i gruppen.

2.4.2 Lyskilde

Lyskilden som er benyttet i forsgkene er LumiSource® (PCI Biotech AS, Oslo). Lampen
bestar av 4 lysrgr (18 W/rgr, Osram L 18/67) som emmiterer blatt lys med en topp pa ca.
435 nm, og har en belysningsoverflate pa 45 x 17 cm. For a hindre at cellene blir utsatt for
hypertermi (celleskade pga. varme) og for a sikre en stabil belysning over tid, er lyskilden

designet slik den blir avkjelt under belysning [77].

2.4.3 PDT behandling

Ved behandling med PDT (Avsnitt 1.1) ble cellene sadd ut 6 timer for tilsetningen av
TPCSsy,. Cellene ble deretter inkubert med fotosensitiseren i 18 timer, slik at fotosensi-
tiseren fikk tid til & lokalisere seg til endocystiske vesikler og lysosomer. Det ble utfert 2
ganger vask for a fjerne overflagdig TPCSy, samt TPCSs, som er pa plasmamembraner.
Cellene ble deretter inkubert med nytt medium i 4 timer for de belyses. Ved belysning vil
det bli dannet reaktive oksygenforbindelser (ROS) som bidrar til at membraner skades,
noe som kan medfgre celledgd. 48 timer etter belysning ble det gjort en viabilitetsméaling

for & finne ut hvor mye celledrap behandlingen har medfert (Figur 2.2).

Prosedyre:
I disse forsgkene ble det benyttet 96-brgnnersbrett.

1. Medium ble sugd av 6 timer etter utsaing av cellene.

2. Brgnnene som skulle veere ubehandlet ble tilsatt 100 L. medium, mens resten av
brgnnene som skulle PDT-behandles ble tilsatt 100 pL 0,4 pg/mL TPCSg,. Platene

ble deretter pakket inn i aluminiumsfolie og inkubert i 18 timer.

3. Brgnnene ble deretter vasket 2 ganger med 100 puLb medium, og tilsatt nye 100 uL
medium til brgnnene. Cellene ble inkubert ved 37°C i 4 timer fgr de ble utsatt for
varierende lysdoser med LumiSource®. Kontrollcellene (ubehandlede celler) ble ikke

eksponert for lys.

4. Cellene ble inkubert i ca. 48 timer for viabiliteten ble malt med MTT-assay (Avsnitt
2.5).

Den samme prosedyren ble benyttet for celler som skulle behandles i 6 brgnners brett.

Volum for inkubasjon med TPCSy, og vask var i disse forsgkene 1,5 mL.
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Tilsett PS 2 x vask + Tilsett MTT
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Lyseksponering

Figur 2.2: Generell prosedyre for PDT.

6 timer etter utsdingen ble cellene inkubert med 0,4 pg/mL TPCS2, (PS) i 18 timer etterfulgt av 2x
vask. Cellene ble deretter inkubert i medium fritt for TPCSs,. 4 timer etter vask ble cellene belyst og
viabilitetsmaling med MTT-assay ble utfgrt 48 timer etter lyseksponeringen.

2.4.4 PCI behandling

PCI (Avsnitt 1.2) bygger pa de samme grunnprinsippene som PDT. I likhet med PDT-
behandlingen ble cellene sadd ut 6 timer for tilsetning av fotosensitiser, men ved PCI
behandlingen ble cellene i tillegg inkubert med et makromolekyl (saporin). Bade fotosensi-
tiseren og saporin lokaliseres til endocytiske vesikler og lysosomer. Ved belysning aktiveres
fotosensitiseren slik at endocytiske og lysosomale membraner skades. Dette medfgrer at
saporin, som er fanget pa innsiden av de endocytiske membranene, blir frigjort til cy-
tosol hvor den kan utgve sin toksiske egenskaper. Viabiliteten ble i likhet med PDT-
behandlingen utfert 48 timer etter belysning (Figur 2.3).

Prosedyre
I disse forsgkene ble det benyttet 96-brgnnersbrett.

1. Medium ble sugd av 6 timer etter utsaing av cellene.

2. Brgnnene som skulle vaere kontroller ble henholdsvis tilsatt 100 xL. kun medium, 0,5
ug/mL saporin eller 0,4 ug/mL TPCSs, og 0,5 pg/mL saporin. Brgnnene som skulle
PCI-behandles ble tilsatt 100 pL 0,4 pug/mL TPCSy, og 0,5 pg/mL saporin. Platene

ble pakket inn i aluminiumsfolie og inkubert i 18 timer.

3. Vasket brgnnene med 100 ul. medium 2 ganger fgr de ble inkubert med nye 100 pL

medium i 4 timer.

4. Cellene ble deretter utsatt for varierende lysdoser med LumiSource®. Kontroll-

brgnnene ble ikke eksponert for lys.

5. Viabilitetsmaling med MTT-assay (Avsnitt 2.5) ble gjort ca. 48 timer etter
belysning.
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Den samme prosedyren ble benyttet for behandling av celler i 6 brgnners brett. Volum for

inkubasjon med TPCSy,, saporin og vask var 1,5 mL.

Tilsett P:S + Tilsett MTT
Saporin 2 x vask +

\o (’;“ \0
-2

Inluber i Inkuber i Inkuber i

18 timer 4 timer Z}Z}g 48 timer

Lyseksponering

Figur 2.3: Generell prosedyre for PCI med ”lys etter”-strategien.
Cellene ble inkubert med 0,4 pg/mL TPCSa, (PS) og 0,5 pg/mL saporin i 18 timer etterfulgt av 2x
vask. Deretter ble cellene inkubert med medium fritt for TPCS2, og saporin i 4 timer fgr belysning.

Viabilitetsmaling med MTT-assay ble utfgrt 48 timer etter lys.

2.4.5 Behandling med inhibitorer

En inhibitor er et stoff som vil interferere med et enzym for & hemme dens aktivitet. In-
hibitorer kan brukes for & studere metabolske signalveier samt for a forsta mekanismene
bak enzymaktiviter. I denne oppgaven er det benyttet tre inhibitorer; SB203580, SP600125
og 3-metyladenin (3MA).

SB203580, [4-(4-fluorofenyl)-2-(4-metylsulfinulfenyl)-5(4-pyridyl)imidazol], (Sigma-Aldrich)
er en selektiv p38 MAPK inhibitor. Den vil inhibere aktiveringen til enzymet mitogen-
aktivert proteinkinase-aktivert protein kinase 2 (MAPKAPK?2) som er nedstrgms for p38.
p38 MAPK familien bestar av de fire isomerene p38«, p38(3, p38y og p384. SB203580 har
kun vist & hemme p38a og p38F ved a binde seg til molekylets ATP-setet, slik at ATP
ikke vil kunne fosforylere molekylet [84].

SP600125, 1,9-Pyrazoloanthrone, (Calbiochem) er en selektiv og reversibel inhibitor av
c-Jun N-terminal kinase (JNK). Den vil hemme JNK1, -2 og -3 slik at fosforyleringen av
proteinet c-Jun ikke inntreffer. I likhet med SB203580 vil SP600125 binde seg til molekylets
ATP sete pa en kompetativ mate [3].

3-metyladenin (Sigma-Aldrich) er en fosfoinositid 3-kinase (PI3K) inhibitor. Denne in-
hibitoren blir ofte brukt som en hemmer av autofagiveien da PI3K er essensiell i dannelsen

av autofagosomer. 3MA vil kunne hemme bade klasse I og III PI3K [82].
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Prosedyre
I viabilietetsforsgk med inhibitorer (Figur 2.4) ble det benyttet 96-brgnnersbrett.

1. 6 timer etter utsangen av celler ble mediet sugd av.

2. Brgnnene som skulle veere kontroller ble henholdsvis tilsatt 100 puL. kun medium,
0,5 pg/mL saporin eller 0,4 pug/mL TPCSy, og 0,5 pg/mL saporin. Brgnnene som
skulle PDT-behandles ble tilsatt 100 pL 0,4 pg/mL TPCSy,. Bronnene som skulle
PCI-behandles ble tilsatt 100 pL 0,4 pug/mL TPCSy, og 0,5 pug/mL saporin. Platene

ble pakket inn i aluminiumsfolie og inkubert i 18 timer.

3. Brgnnene ble vasket med 100 uL. medium 2 ganger fgr de ble inkubert med nye 100
pL medium og inkubert i 3-3,5 timer, avhengig i hvilke inhibitorer som ble brukt
(Tabell 1).

4. Tilsatte 50 pL av de respektive inhibitorene 1 time eller 30 minutter (Tabell 1) for

cellene ble utsatt for varierende lysdoser med LumiSource.

5. Inhibitorene ble fjernet etter angitte tidspunkter i tabell 1 og tilsatt nye 100uL friskt

medium .

6. Viabilitet ble malt 48 timer etter belysning med MTT-assay (Avsnitt 2.5).

Inhibitor Konsentrasjon Tilsetningstidspunkt Fjerningstidspunkt

(Fgr belysning) (Etter belysning)
SB203580 20 uM 1 time 2 timer
SP600125 5 uM 1 time 2 timer
3-metyladenin 10 mM 30 minutter 4, 8, 24 eller 48 timer

Tabell 1: Konsentrasjon og tidspunkter for inhibitorer
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Figur 2.4: Generell prosedyre for PDT og PCI med inhibitorer.

Cellene ble inkubert med 0,4 ug/mL TPCSz, (PS) for de av cellene som skulle PDT-behandles eller 0,4
pg/mL TPCSaq (PS) og 0,5 ug/mL saporin for de av cellene som skulle PCI-behandles i 18 timer etterfulgt
av 2x vask. Deretter ble cellene inkubert med medium fritt for TPCSz, og saporin i 3-3,5 timer for tilsetning
av inhibitorer og en inkubasjon pa 30 minutter til 1 time fgr belysning (Tabell 1). Inhibitoren ble fjernet 2,
4, 8 eller 48 timer etter belysning og erstattet med nytt friskt medium. Viabilitetsmaling med MTT-assay
ble utfgrt totalt 48 timer etter lys.

Samme prosedyre ble benyttet for prgveopparbeidelse for kvantitativ deteksjon av

proteiner. Det ble da benyttet 6-brgnnersbrett. Og volumet i disse forsgkene var 1,5 mL.

2.5 Viabilitetsmaling med MTT-assay

MTT-assay er et kvantitativt kolorimetrisk assay for maling av viabilitet. MTT, 3-(4,5-
dimethylthiazol-2-y1)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide, (Sigma-Aldrich) er et svakt gul-
farget tetrazoliumsalt som danner vannulgselige, mgrke bla formazankrystaller ved inku-
bering med levende celler. Det mitokontrielle enzymet succinate dehydrogenase som finnes
i levende celler medfgrer en klgyving av tetrazoliumringen, og dermed dannelsen av for-
mazanprodukt. Isobutanol eller andre organiske lgsninger blir brukt for a lgse opp disse
krystallene slik at det blir dannet et homogent lgsning som kan males med et spektrofo-

tometer [58].

Prosedyre:

1. Mediet ble sugd av ca. 48 timer etter belysning, og det ble tilsatt 100 pL 0,5 mg/mL
MTT fgr cellene ble inkubert i 4 timer.

2. MTT-lgsningen ble sugd av og erstatter med 100 upL dimetyl sulfoksid (DMSO,
Sigma-Aldrich).

3. Platene ble satt til risting i 5 minutter. Avlesning av absorbans (570 nm) ble gjort ved
bruk av PowerWave! ™ XS Microplate Spectrophotometer (BioTek) og programvaren
Gen5 (BioTek).
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2.6

Semikvantitative analyser av spesifikke proteiner

For a kunne detektere spesifikke proteiner er det flere metoder som ma benyttes;

1.

Proveopparbeidelse (Avsnitt 2.6.1)

. Bestemmelse av relativ proteinmengde (Avsnitt 2.6.2)

. Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis (SDS-PAGE ; Avsnitt

2.6.3)

. Blotting (Avsnitt 2.6.4)

. Immunodeteksjon (Avsnitt 2.6.5)

Kontrollpunkter (Avsnitt 2.6.7)

2.6.1 Prgveopparbeidelse

Prgveopparbeidelsen bestar i a4 hgste, vaske samt & lysere cellene vha. en lyseringsbuffer

for a frigjore malproteinet. Da man gnsker at cellulsere prosesser ikke forekommer under

proveopparbeidelsen, blir dette gjort pa is for & minimalisere effekten av disse. I tillegg

bestar lyseringsbufferen av protease- og fosfatasehemmere for & hindre at enzymer i prgven

klgyver eller defosforylerer proteinene. Ved lysering av celler vil lange DNA-trader frigjgres,

noe som bidrar til en viskgs masse. Det blir derfor brukt Benzonase endonuklease for a

redusere viskositeten da den hydrolysere nukleinsyrene.

Prosedyre:

1.

Cellene ble sadd ut i 6-brgnners brett og behandlet som beskrevet andre steder i
kapittel 2. Celleantallet for NuTu-19 var 43 500 celler /brgnn og 435 000 celler /brgnn
for ZR-75-1. Totalvolumet per brgnn var 1,5 mL.

. Brettene ble satt pa is for a stoppe celluleere prosesser.
. Mediet ble sugd av og 1 mL kald 1x PBS ble tilsatt i hver brgnn for a vaske cellene.
. PBS ble sugd av og 50 uL lyseringsbuffer ble tilsatt i hver brgnn.

. Vippet pa brettet slik at lyseringsbufferet (Appendiks A.3) ble jevnt fordelt i

brgnnene og til en seig masse av celler kunne sees.

. Brukte en celleskrape for a skrape sammen massen av celler, og overfgrte alt til et

1,8 mL eppendorfrgr ved bruk av pipette.

0,3 uL benzonase ble tilsatt til rgret for det ble satt pa is.
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8. Etter noen minutter ble rgret vortexmikset og raskt spunnet ned ved 6000 RPMI
for cellelysatet ble fordelt i 1,8 mL eppendorfrer; 10 pL til ett ror (til kvantifisering
av DNA; Avsnitt 2.6.2) og 25 pL til de resterende rgrene.

9. Cellelysatene ble oppbevart ved —80°C

2.6.2 Bestemmelse av relativ proteinmengde

For & kunne sammenligne proteinmengde i ulike prgver pa samme gel, ma disse prgvene
veere sammenlignbare. DNA fra celleekstraktene ble derofr malt. En kvantifisering av DNA
ble gjort ved & benytte Ultrospec’™ 2100 pro UV /Visible Spectrophotometer (Amersham
Pharmacia Biotech) for a male absorbans ved 260 og 230 nm. Dette gir et estimat pa
cellekonsentrasjonen i lysatet og benyttes til & beregne appliseringsvolumet for de ulike

prgvene.

Prosedyre

1. Lagde en blankprgve. Bromfenolblatt i lysatet absorberer lys ved 260 og 230 nm.
Spektrofotometeret ma derfor korrigeres med hensyn pa lyseringslgsningen som
inneholdt bromfenolblatt for maling av lysatene. Lyseringslgsningen (Appendiks
A.3) ble forst fortynnet 1:2 i ddHO. Deretter ble 10 puL av denne fortynnede
lyseringslgsningen overfgrt til et 1,8 mL eppendorfrgr, og det ble tilsatt 490 ulL
dH50O. Denne blandingen blir heretter kalt blank.

2. Rgrene som inneholdt 10 uL lysat ble tilsatt 490 pL. dH2O.
3. Blanken og prgvene ble deretter vortexet og spunnet ned.

4. Kyvetten ble vasket 2 ganger med blanken for spektrofotometeret ble nullstilt med
blanken.

5. Kyvetten ble vasket 2 ganger med hver prgve fgr maling. Det ble gjort 3 méalinger
per prgve med et prgvevolum pa 100 pL.

6. Gjennomsnittlig DNA i prgvene ble beregnet, og appliseringsvolumet for hver prgve

ble funnet ved a bruke fglgende formel:

max volum per brgnn
malt gj.snitt av den aktuelle prgven

-gj.snitt av den minst konsentrerte prgven

Max volum per brgnn var 20 pL i 15-brgnners gel.
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2.6.3 SDS-PAGE

Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) er en teknikk som
brukes for & separere proteiner. Metoden utnytter proteinenes evne til a bevege seg i et elek-
trisk felt, noe som er avhengig av proteinstgrrelse, ladning og proteinfolding (Figur 2.5).
SDS-PAGE bestar av to geler; den gvre stackinggelen og den nedre separeringsgelen. Gelen
blir dannet ved at akrylamid monomerer polymeriseres til et tredimensjonalt nettverk, en
kjemiske prosess som blir katalysert av ammonium persulfat (APS) og tetrametylehylen-
diamin (TEMED, Bio-Rad). Stacking- og separeringsgelene vil variere i porestgrrelsen da
de inneholder ulik konsentrasjon av akrylamid. Da porestgrrelsen reduseres med gkende
konsentrasjon av akrylamid, vil stackinggelen ha stgrre porer enn separeringsgelen da den

har en lavere konsentrasjon av akrylamid .

a) b)
Bronn "1_—_'__ JJ“ Blanding av —
Stacking gel ‘:) 3 J: v g *',J/" makromolekyler
Separerende gel ———» &Y v

Retaing for Flektrofarese a -

elektroforese —p & J‘) =

ok 9
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/ 2 D ‘JJJ D

9 - +

Figur 2.5: SDS-PAGE.
a) viser en forenklet oppsett for SDS-PAGE. b) viser at proteiner blir skilt i akrylamidgelen etter
proteinstgrrelse [35].

For at proteiner som har tilnsermet lik molekylvekt ikke skal migrere ulikt pga.
proteinfoldingen, er det i lyseringsbufferen tilsattt det anioniske detergenten sodium
dodecyl sulfate (SDS). Oppvarming med tilstedevaerelse av SDS bidrar til denatureringen
av sekundaere- og tertisere- proteinstrukturer. I tillegg vil SDS coate de linesere proteinene
med en uniform negativ ladning som er proporsjonal med proteinets masse (ca. 1,4 g SDS/1
g protein). Da SDS ikke denaturerer disulfid-bindinger som oppstar mellom cysteiner,
er det tilsatt dithiothreitol (DTT) i lyseringsbufferen. DTT er et reduserende middel
som bryter disuldifbindingene. Forbehandlingen med SDS og DTT bidrar dermed til at

proteiner med lik stgrrelse vil vandre like langt gjennom gelen (Figur 2.6).
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SDS + DTIT

Figur 2.6: Denaturering av proteiner.
Tilstedeveerelse av SDS og DTT ved proteindenaturering medfgrer at proteinene blir linezre og far en

uniform negativ ladning [29].

Elektroforesebufferen (pH 8,3), ogsa kalt runningbuffer, inneholder glycin. Ved denne pH
vil glycin forekomme bade som et switterion hvor nettoladningen er null, og som et neg-
ativt ladet molekyl. Nar prgvene appliseres i brgnnen pa stackinggelen, og det elektriske
feltet blir etablert, vil de negative molekylene bevege seg fra katoden (-) til anoden (+).
Nar disse kommer i stackinggelen som har en lavere pH (pH 6,8) vil de bli forandret til
switterioner. Switterioner er immobile og vil dermed stanse bevegelsen i gelen. Da gelen er
blitt buffret med Tris-HCL, vil den inneholde negativ ladde, mobile klorioner som ogsa vil
bevege seg mot anoden. Proteinene i lysatet har en lavere mobilitet enn klorionene, og vil
dermed bli samlet mellom glycin og en front av klorioner. Dette bidrar til at prgvene blir
konsentrert i smale band for de kommer i kontakt med separeringsgelen. Da separerings-
gelen har en hgyere pH (pH 8,8) vil glycinationene gjenopprette sin negative ladning, og
fra nd av mgter provene et konstant spenningsfelt slik at proteinene vil separeres etter
deres stgrrelse pa polyakrylamid gelen. Stgrre proteiner vil ha en stgrre negativ ladning
og utsettes derfor for stgrre elektriske krefter, men porestgrrelsen vil hemme disse store
proteinene til a migrere langt. Derfor vil det veere slik at sma proteiner vil vandre raskere
gjennom gel-nettverket enn store proteiner. Proteinene vises som band i gelen sortert et-
ter molekylvekt. For & kunne bestemme stgrrelsen pa proteinene som detekteres, blir det

applisert en molekylstandard til en av brgnnene [36].

Prosedyre

1. En stor glassplate med spacere pa 1,5 mm (spacer plate, Bio-Rad) og en mindre
glassplate (short plate, Bio-Rad) ble vasket med 70 % etanol. Glassplatene ble satt
sammen i et stativ (casting stand, Bio-Rad). Separerende- og stackinggel ble laget

etter oppskrift (Appendiks A.3).

2. Separerende gel ble stgpt forst (8,3 x 5,0 cm, Appendiks A.3). Det ble applisert 1 mL
dH5O over den separerende gelen for a bevare en jevn kant. Gelen ble polymerisert

i 30 min. Helte av dH50O og tgrket bort overfladig vann med et filterpapir.

3. Stackinggel-lpsningen (Appendiks A.3 ble helt over separeringsgelen til kanten av
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glassplatene. En 15-brgnners kam ble satt i uten 4 danne luftbobler. Gelen ble

polymerisert i 20 min.
4. Prgvene ble kokt ved 95°C i 5 minutter, avkjglt pa is, vortexet og spunnet ned.

5. Mini-PROTEAN® Tetra Cell (Bio-Rad) ble satt sammen. Det indre kammeret ble
fylt helt opp med 1x running buffer (Appendiks A.3), mens det ytre kammeret ble

fylt opp til merket 2 gels” eller "4 gels” avhengig av hvor mange geler man kjgrer.

6. Fjernet kammen forsiktig opp av gelen. Hver brgnn ble skylt med 1x runningbuffer

for & fjerne evt. gelrester ved bruk av en 1 mL pipette.

7. Appliserte pa prgver og molekylvektstandard. Prgvene ble applisert i henhold til
relativ DNA-mengde (Avsnitt 2.6.2). 5 L av molekylvektstandarden Precision Plus
Protein WesternC Standards (Bio-Rad) ble applisert til en av bronnene. De brgnnene
som skulle vaere tomme ble applisert med 15 pL lyseringsbuffer (1:2 fortynning,
(Appendiks A.3).

8. SDS-PAGE ble kjort pa is ved 200 V til fronten hadde gatt ned i enden av gelen (ca. 1
time). Strgmkilden for gelelektroforesen var PowerPac HC poweer supply (Bio-Rad).

2.6.4 Western blotting

Proteinene som er blitt separert med SDS-PAGE vil ikke veere synlig for det blotte gyet.
For & kunne detektere proteinene kan man fgrst overfgre proteinene til en polyvinylidene
difluorid (PVDF)-membran (eller nitrocellulosemembran). Elektroblotting er en teknikk
som bruker elektrisk spenning for & overfgre proteinene fra polyakrylamidgelen over pa
membranen. Proteinene vil beholde sin relative posisjon som i gelen nar den blir overfgrt
til membranen. Det blir fgrst preparert en ’sandwich’ som bl.a. inneholder gelen og mem-
branen. Det er viktig at membranen er plassert mellom gelen og anoden (+) da spenningen
og prgven vil bevege seg mot anoden. Dette skyldes at proteinene i prgven er negative etter
interaksjonen med SDS. Membranen har hgy bindingsaffinitet og binder uspesifikt. Den
vil derfor binde alle proteiner like bra. I utgangspunktet er membranen hydrofob og har
lav bindingsevne. For & oppna den hgye bindingsaffiniteten ma membranen aktiveres. Ak-
tivering av membranen med metanol vil resultere i at membranen blir mer hydrofil. Dette
gjor det mulig for vandige lgsninger & penetrere membranen og dermed gke membranens
bindingsoverflate. I tillegg inneholder transferbufferen metanol som hjelper ytterligere pa

proteinbindingen [56].
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Figur 2.7: Sammensetning av transferkassett [38].

Prosedyre

1. Klippet til en membran (Amersham Hybond-P”™ PVDF Membrane, GE Health-
care) i samme storrelsen som separeringsgelen. For a markere hvor brgnn nr. 1 var,

ble membranen klippet i gvre venstre hjgrne.

2. Aktiverte membranen ved a legge den i et lokk med metanol i 15 sek. Membranen
ble deretter lagt over i et lokk med transferbuffer (Appendiks A.3) for a kalibrere.

3. Gelplaten ble fjernet fra elektroforesekaret og den korte glassplaten ble vippet av.
Brukte en gelskjaerer for & skille stackinggelen fra separeringsgelen. Separeringsgelen

ble lagt i samme lokk med transferbuffer som membranen.

4. La filterpapir og svamp i blgt i transferbuffer. Transferkassetten ble pakket etter
folgende oppsett (Figur 2.7):

Svart kasssettdel-svamp-filterpapir-gel-membran-filterpapir-svamp-hvit kassettdel

Etter siste filterpapir ble det rullet over med en rulle for a fjerne evt. luftbobler.

5. Transfercellen ble satt i transferkammeret (Bio-Rad). En magnet og en isblokk ble

satt i transferkammeret fgr kammeret ble fylt helt opp med transferbuffer.

6. Elektroblottingen ble kjgrt pa kjslerom ved 100 V i 1,5 time. Strgmkilden for
elektroblottingen var PowerPac HC poweer supply (Bio-Rad).
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2.6.5 Immunodeteksjon

Membranene som blir benyttet i Western blot er valgt pga av deres gode egenskaper til a
binde proteiner. For a detektere proteiner benyttes det spesifikke antistoffer som er rettet
mot de proteinene som er av interesse. Da antistoffer ogsa er proteiner, vil disse kunne
binde seg til membranen. Ved a blokke membranen fgr deteksjon med antistoff, kan man
hindre disse uspesifikke bindingene. Blokking innebaerer at membranen blir lagt i en lgsning
som bestar av proteiner som ikke vil reagere med antistoffene. Lgsningene som oftest blir
brukt til dette formalet er tgrrmelk eller bovint serum albumin (BSA). Proteinene i BSA
og tgrrmelk vil da binde seg til de frie bindingssetene pa membranen. Dette gjor at det
ikke vil veere rom pa membranen for antistoffer & binde seg nar de blir tilsatt, bortsett fra
pa malproteinene. Dette vil redusere bakgrunnsstgy i sluttproduktet samt eliminere falsk

positive resultater.

Etter blokkingen blir proteinene dektektert via en indirekte deteksjonsmetode med an-
tistoff. Dette innebeerer at deteksjonen skjer i to trinn. Det forste er at membranen blir
inkubert med et primeaer antistoff som er spesifikt rettet mot det proteinet som skal detek-
teres. Det primaere antistoffet vil gjenkjenne og binde seg til malproteinene pa membranen,
slik at det blir dannet et antistoff-proteinkompleks. Deretter blir all overflgdig primeer an-
tistoff vasket bort fgr membranen blir inkubert med et sekundeert antistoff, som er det
andre steget. Det sekundzere antistoffet vil binde seg spesifikt til det primeere antistoffet.
Det sekundzere antistoffet er konjungert til et reporterenzym,f.eks. horseradish peroxidase
(HRP), slik at det blir sendt ut signaler som muliggjor visualisering av komplekset (Fig-
ur 2.8). Jo flere sekundaere antistoffer som binder seg til det primsere antistoffet, desto

sterkere blir signalet.

For & kunne visualisere komplekset etter immunoblotting blir teknikken chemiluminiscence
brukt. Tilsetting av hydrogenperoksid og luminol til membranen fgrer til at Horsradish
peroxidase (HRP) pa det sekundeere antistoffet oksiderer luminol. Produktet av denne
reaksjonen er chemiluminiscens som vil veere proporsjonalt med mengde malprotein pa
membranen. Proteinbandene vil dermed kunne visualiseres pa en fotografisk film da det

emitterte lyset vil sverte filmen.
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Overfort protein

Blokkere membranen
(1 time v/ romtemperatur)

Primar antistoff
(over natt v/ 4°C)

Sekundzr antistoff
(1 time v/ romtemperatur)

Deteksjon m/ LumiGlo
(5 min v/ romtemperatur)

Figur 2.8: Generell prosedyre for immunodeteksjon [32].

Etter blottingen blir membranen blokkert i 1 time med 5 % torrmelk-lgsning. Deretter ble membranen

inkubert med primarantistoff over natt ved 4°C. Dagen etter ble membranen inkubert med sekundeert

antistoff i 1 time ved romtemperatur etterfulgt av deteksjon med LumiGlo.

Prosedyre

. Membranene ble skilt fra gelene og overfort til et 50 mL-rgr tilsatt 1x TTBS

(Appendiks A.3) med proteinsiden (den siden av membranen som la inntil gelen)

inn mot vaesken for kalibrering.

. Membranene ble blokket med 15 mL 5 % tgrrmelk (TM@ Brummunddal, Appendiks

A.3) i1 time ved romtemperatur.

. Inkuberte membranene med primerantistoff over natt ved 4°C. Oversikt over

konsentrasjon og inkuberingslgsning er oppgitt i tabell 2. Membraner som skulle
inkuberes med primaerantistoff i 5 % BSA (Sigma-Aldrich, Appendiks A.3) ble forst
skylt med 1x TTBS for primeerantistoffigsning ble tilsatt.

. Vasket membranene 3 x 10 min med 15 mL 1x TTBS.

. Membranene ble inkubert med sekundeerantistoff konjugert med HRP (se tabell 2)

og 5 pL Anti-biotin HRP-linked Antibody (Cell Signaling Technology) i 1 time ved

romtemperatur.

. Vasket membranene 3 x 10 min med 15 mL 1x TTBS.
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7. Lagde en fremkallingslgsning ved & blande like deler av deteksjonsvaeskene
chemiluminescent substrate A og chemiluminescent substrate B (0,5 mL av hver per
membran), som utgjor LumiGLO® Chemiluminescent Substrate System (KPL).

Membranene ble inkubert i denne lgsningen i 5 min.

8. Etter inkuberingen ble overskuddsvaeske fjernet ved a holde kanten av membranen
mot et papirhandkle. Membranene ble sa lagt mellom to transparente ark og satt i

Phosfor Screen kassett for a skjerme membranene fra lys.

9. Membranene ble fremkalt pa Curix 60 (AGFA Healthcare). Kvantiteringen ble gjort
ved bruk av GS-800 Calibrated Densitometer (Bio-Rad) og softwareprogrammet
Quantity One® (Bio-Rad)

Primaert Mw Kons. Inkuberings Sekundzert Kons.
antistoff Igsning antistoff

(-aktin 42 kDa 1:500 Terrmelk Anti-kanin 1:2000
LC3IIB 14 kDa 1:1000 BSA Anti-kanin 1:1000

Tabell 2: Oversikt over primszere- og sekundeereantistoffer (Cell Signaling Technology) brukt i
forsoket

2.6.6 Blokking og immunodeteksjon med SNAP i.d”™ systemet

Tradisjonell immunodeteksjon av proteiner er tidskrevende. Millipore Corporation har der-
for utviklet en ny metode for raskere deteksjon av proteiner etter Western blotting. SNAP
i.d. protein systemet (Millipore) er basert pa vakuumfiltrering (Figur 2.9). Det benyttes
et vakuum til & trekke lgsningene som brukes gjennom membranen, noe som tillater en
raskere binding av blokkeringslgsning og antistoffer til membranen i motsetning til tradis-

jonell metode som benytter seg av diffusjon av reagenser.

Prosedyre

1. Lokket pa undersiden av kassettholderen ble apnet og filteret ble fuktet med ddH»O.

2. Membranen ble etter blottingen skilt fra gelen og overfert til kassettholderen med
proteinsiden ned mot filteret. Rullet over membranen med en rulle for en torr
spacer ble lagt over. Rullet over spaceren og lukket igjen lokket pa kassettholderen.

Kassettholderen ble satt pa plass i SNAP i.d. systemet.

3. Membranen ble blokket med 15 mL 0,25 % torrmelk (TM® Brumundal). Vakuumet
ble skrudd pa og all terrmelklgsning ble sugd gjennom umiddelbart.
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4. Membranen ble deretter inkubert med primeer antistoff i 10 minutter etterfulgt av

3 x 20 sekunder vask med 1x TTBS mens vakuumet stod pa.
5. Inkuberte deretter membranen med sekundsert antistoff i 10 minutter.

6. Membranen ble deretter vasket 3 x 20 sekunder med 1x TTBS fgr proteinene ble

detektert og kvantitert som beskrevet i avsnitt 2.6.5.

Figur 2.9: Immunodeteksjon med SNAP i.d.

Bilder viser prosedyren for SNAP i.d. systemet. Lokket pa undersiden av kassettholderen apnes (a) og
fuktes med ddH20 (b). Legg membranen med proteinsiden ned mot filteret (c) og rull over med en rulle
for & fa god kontakt (d). Legg over en tgrr spacer (e) og lukk igjen lokket (f). Sett kassettholderen i
vakuumapparatet (g) og blokker med tgrrmelk mens vakuumet star pa (h). Tilsett primeert antistoff (i) og
inkuber i 10 minutter etterfulgt av 3 x vask (j). Tilsett sekundeert antistoff (k) og inkuber i 10 minutter
etterfulgt av 3 ganger vask (1). Overfgr membranen over til et lokk og tilsett deteksjonsveaeske og fremkall
(ikke vist pa bildet) [37].

2.6.7 Kontrollpunkter

Coomassie Brilliant Blue
Commasie Brilliant Blue er et fargestoff som brukes for & farge proteiner. Ved a farge
gelen med Commasie Brilliant Blue etter blottingen, kan man se om overfgringen av pro-

teiner fra gelen til membranen har veert vellykket. Gelen bgr helst ikke ha noen synlige
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proteinband, da disse skal ha blitt overfgrt til membranen.

Prosedyre

1. Etter blottingen ble gelen inkubert med Coomassie Brilliant Blue (Appendiks A.3)
i 30 min i romtemp. pa svak risting. Coomassie Brilliant Blue ble tatt vare pa da

denne kunne brukes om igjen.
2. Gelen ble deretter vasket med dHsO for a fjerne overflgdig fargelgsning.
3. Gelen ble inkubert med avfargingslgsning (Appendiks A.3) i 30 min.

4. En visuell kontroll ble utfgrt.

Ponceau S

Dette er en rask og reversibel fargemetode som brukes for & lokalisere proteinband pa
membranene. Ponceau S er en anionisk fargestoff som vil binde seg til aminogrupper pa
proteinene og danne en svak rgdfarge. Ved a benytte denne metoden kan man se om

overfgringen fra gelen til membranen har veert vellykket.

Prosedyre
1. Membranen ble vasket raskt med 1x TTBS.

2. Inkuberte membranen med Ponceau S (Appendiks A.3) i 30 min i romtemp. pa svak

risting. Ponceau S ble tatt vare pa da denne kunne brukes om igjen.
3. Vasket med 1x TTBS til proteinbandene ble synlige p4 membranen.

4. En visuell kontroll ble utfert.

G-Aktin

Aktin er proteiner som er involvert i blant annet cellens motilitet og struktur. §-Aktin
er en av seks identifiserte isoformer, og er hgyt uttrykt i alle celletyper. 8-Aktin brukes
derfor ofte som loading kontroll for a sjekke at lik antall celler er tilsatt i hver brgnn og
for & gi sammenligningsgrunnlag. Dersom aktinbandene har lik intensitet, vil dette veere
en indikasjon pa at det er like mange celler i hver prgve. Ved ujevn appliseringen kan

proteinbandene korrigeres i forhold til aktinmengden.



44 2 MATERIALER OG METODER

Prosedyre

1. Membranen ble etter detektering av malproteiner aktivert ved & legge det i metanol

i 15 sek. Kalibrerte deretter membranen raskt i 1x TTBS.
2. Membranen ble blokkert i 5 % terrmelk i 1 time ved romtemperatur.
3. Inkuberte membranen med anti-Aktin (Sigma-Aldrich) over natt ved 4°C.

4. Utfgrte 3 x 10 min vask for membranen ble inkubert med sekundsert antistoff i 1

time ved romtemp.

5. Vasket 3 x 10 min for proteinene ble detektert og kvantitert som beskrevet ovenfor
(Avsnitt 2.6.5).



3 Resultater

3.1 Etablering av tetthetskurver

Celler i monolagskultur vokser eksponensielt til de nar et punkt hvor dyrkningsarealet
i brgnnene er okkuperte og cellene er konfluente. Ved konfluens vil veksthastigheten re-
duseres og cellene vil etter hvert dg. Etablering av tetthetskurver ble initielt gjort for a
kunne estimere antall celler som skulle saes ut i forsgkene slik at konfluens ble unngatt.
Denne estimeringen ble ogsa gjort med hensyn pa reproduserbarhet da vekstbetingelsene
i hvert forsgk bgr veere relativt like. Etableringen av tetthetskurver ble gjennomfert
pa 96-brgnnersbrett med gkende celletetthet for bade NuTu-19 og ZR-75-1 (Figur 3.1).
Viabilitetsmaling av cellene med MTT-assay ble utfgrt 96 timer etter utsaingen da forsgk

med PDT og PCI gar over 4 dager.
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Figur 3.1: Tetthetskurver for NuTu-19 og ZR-75-1 celler.

Celletetthet malt med MTT-assay (570 nm) 96-timer etter utsaing er plottet mot antall celler sadd ut

per brgnn i 96-brgnnersbrett. Verdiene er middelverdier av tre paralleller +/- standardavvik. a) viser

tetthetskurven for NuTu-19, mens b) viser tetthetskurven for ZR-75-1

Celleantallet (ved utsaing) som skulle brukes i videre forsgk matte ligge i det linesere
omradet for & unnga at cellene gar konfluent under forsgket. Celletettheten av NuTu-19

ble bestemt til 1500 celler i 96-brgnnersbrett og 43 500 celler i 6-brgnnersbrett. For ZR-75-1

ble celletettheten bestemt til 15 000 celler i 96-brgnnersbrett.
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3.2 Intracelluleer lokalisering av TPCS,,

PCI er en metode for malrettet levering av makromolekyler til cytosol. Forutsetningene for
en vellykket behandling med PCI er at fotosensitiseren lokaliseres til endocytiske vesikler.
TPCSy, er en amfifil fotosensitiser som er forventet & lokalisere til membranene i endoso-
male og lysosomale vesikler etter opptak ved endocytose. Da TPCSy, har fluorescerende
egenskaper, kan den intracellulzere lokaliseringen detekteres med fluorescensmikroskopi.

Cellene ble inkubert med 0,4 ug/mL TPCSy, i 18 timer. I tillegg er det gnskelig a se hva

vask og 4 timers inkubering med medium fritt for TPCSy, har a si for lokaliseringen av
TPCSa,.

Figur 3.2: Lokalisering av TPCS3, i NuTu-19 celler.

Bildene viser lokalisering av TPCSz, i NuTu-19 celler etter 1) ingen inkubasjon med TPCSz, (NT), 2) 18
timer inkubasjon med TPCS3z, og 3) 18 timer inkubasjon med TPCSz, med pafplgende vask og inkubasjon
i medium fritt for TPCS2, i 4 timer. a) viser fasekontrastbilder av cellenes morfologi, mens b) viser
fluorescensen (med unntak av 1b) av TPCSy, (rgdt). Cellene er i tillegg blitt behandlet med Hoechst
33342 for a vise cellens kjerne (blatt). Bildene er tatt med 40x objektiv, og intensitetet er justert for a

kunne sammenligne fluorescensen etter de ulike behandlingene.
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Figur 3.3: Lokalisering av TPCS,, i ZR-75-1 celler.
Lokalisering av TPCSa, i ZR-75-1 celler etter 1) ingen inkubasjon med TPCSz, (NT), 2) 18 timer
inkubasjon med TPCSz, og 3) 18 timer inkubasjon med TPCSz, med pafglgende vask og inkubasjon

i medium fritt for TPCSy, i 4 timer. a) viser fasekontrastbilder av cellenes morfologi, mens b) viser
fluorescensen (med unntak av 1b) av TPCSz, (rgdt). Cellene er i tillegg blitt behandlet med Hoechst
33342 for a vise cellens kjerne (blatt). Bildene er tatt med 40x objektiv, og intensitetet er justert for a

kunne sammenligne fluorescensen etter de ulike behandlingene.

I begge cellelinjene ble det ikke detektert rgd fluorescens i de ubehandlede cellene (Figur 3.2
1b og 3.3 1b). Celler som ble behandlet med TPCSy, i 18 timer viste TPCSy, lokalisert
i granula samt en diffus fluorescens pa plasmamembranene, spesielt pa ZR-75-1 cellene
(Figur 3.2 2b og 3.3 2b). De av cellene som var blitt behandlet med TPCSs, og pafslgende
vask samt en inkubering pa 4 timer i medium fritt for TPCSy, viste kun et granuleert
fluorescenssmegnster av TPCSy,. Den diffuse fluorescensen som ble observert med celler

som ikke gjennomgikk vaskeprosedyre var ikke lenger a detektere (Figur 3.2 3b og 3.3 3b).

3.3 Celluleer viabilitet etter PDT- og PCI-behandling

En viabilitetstest ble gjennomfert for a4 kunne sammenligne effekten av PDT- og
PCI-behandling pa NuTu-19 og ZR-75-1 cellene. Makromolekylet som benyttes i PCI-
behandlingen er saporin. Saporin er en type 1 RIP som utgver sin effekt pa ribosomer
i cytosolen ved & hemme proteinsyntesen, og er potensielt meget cytotoksisk. Et felles
problem for type 1 RIP er at de blir degradert etter endocytisk opptak og dermed ikke
kan utgve sin cytotoksiske effekt. PCI av saporin vil kunne gke den cytotoksiske effekten
til saporin da PCI er en metode for malrettet levering av endocytiske makromolekyler. For
a kunne se effekten av PDT og PCI pa NuTu-19 og ZR-75-1 cellene, ble cellene inkubert
med 0,4 pg/mL TPCSy, og/eller 0,5 ug/mL saporin i 18 timer. Viabiliteten ble malt med
MTT-assay 48 timer etter lyseksponering.
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Figur 3.4: PDT- og PCI-behandling pa NutTu-19 celler.

Cellulaer viabilitet for NuTu-19 etter behandling med henholdsvis PDT og PCI. Cellene ble inkubert
med 0,4 pug/mL TPCSa, (PS) og/eller 0,5 pg/mL saporin i 18 timer. Viabiliteten beregnes i forhold
til ubehandlede kontrollceller (NT) og er plottet mot lysdosen. Histogrammet viser kontrollceller(ikke
lyseksponert) ; ubehandlede celler (NT), kun TPCS2, 15(NL), kun saporin og TPCSz, sammen med

saporin. Verdiene er middelverdier av tre paralleller +/- standardavvik.
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Figur 3.5: PDT- og PCI-behandling pa ZR-75-1 celler.

Celluleer viabilitet for ZR-75-1-celler etter behandling med henholdsvis PDT og PCI. Cellene ble inkubert
med 0,4 pg/mL TPCS2, (PS) og/eller 0,5 ug/mL saporin i 18 timer. Viabiliteten beregnes i forhold
til ubehandlede kontrollceller (NT) og er plottet mot lysdosen. Histogrammet viser kontrollceller (ikke
lyseksponert); ubehandlede celler (NT), kun TPCS2, (NL), kun saporin og TPCS2, sammen med saporin.

Verdiene er middelverdier av tre paralleller +/- standardavvik.

Ved begge cellelinjene viste PCI av en gkende cytotoksisk effekt i forhold til PDT. Denne
effekten ser ut til a veere avhengig av lysdose. 50 % drap av NuTu-19 celler med PCI av
saporin krever en lysdose pa ~60 sekunder, mens PDT trenger ~3 ganger sa hgy lysdose
for & oppna samme effekt (Figur 3.4). En tilsvarende effekt kunne observeres pa ZR-75-1
celler (Figur 3.5). Konsentrasjonene av saporin og TPCSg, som er benyttet ved bade PDT
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og PCI ser ikke ut til a veere cytotoksiske i seg selv (Figur 3.4 og 3.5, histogram).

3.4 Celluleer viabilitet ved behandling med inhibitorer

Det var gnskelig & se hvilke effekter en hemming av JNK, p38 og autofagi hadde a si
for celluleer viabilitet etter behandling med PDT og PCI. Inhibitorene som ble benyttet
i disse forsgkene var SP600125 (JNK inhibitor), SB203580 (p38 MAPK inhibitor) og
3-metyladenin (3MA, PI3K inhibitor). Cellene ble behandlet med 0,4 pg/mL TPCSy,
og/eller 0,5 pg/mL saporin i 18 timer fgr en inkubering pa 3-3,5 timer i medium fritt
for TPCSs, og saporin etterfulgt av inkubering med inhibitorene. Inhibitorene ble fjernet
ved forskjellige tidsintervaller etter lyseksponering. Viabilitet ble malt med MTT-assay 48

timer etter lys.

3.4.1 PDT og PCI med SP600125 pa NuTu-19 og ZR-75-1 celler

PDT er vist a aktivere c-Jun N-terminal kinase (JNK) [77]. SP600125 er en JNK inhibitor
som hemmer fosforyleringen av c-Jun. Cellene ble tilsatt 5 uM SP600125 en time for lys-

eksponering og fjernet to timer etter lys.
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Figur 3.6: PDT- og PCI-behandling med SP600125 pa NutTu-19 og ZR-75-1 celler.

Celluleer viabilitet for a) NuTu-19 og b) ZR-75-1 etter behandling med PDT og PCI med JNK inhibitoren
SP600125. Cellene ble inkubert med 0,4 pg/mL TPCS2, og 5 uM SP600125 eller 0,4 ug/mL TPCSa4, 0,5
pg/mL saporin og 5 uM SP600125 som beskrevet i teksten. Viabiliteten beregnes i forhold til ubehandlede

kontrollceller og er plottet mot lysdosen. Verdiene er middelverdier av tre paralleller +/- standardavvik.

Resultatene indikerer at PDT- og PCI-behandling med JNK hemmeren SP600125 gav
en hgyere cytotoksisk effekt som gkte med lysdose (Figur 3.6). Dette ser ut til a gjelde
begge cellelinjene. PCI med SP600125 ser ut til & veere mer effektiv nar det kommer til
celledrap sammenlignet med kun PCI i seg selv. Den samme trenden kan sees ved PDT

med SP600125 og kun PDT.
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3.4.2 PDT og PCI med SB203580 pa NuTu-19 og ZR-75-1 celler

I likhet med JNK er p38 MAPK vist a bli aktivert etter PDT-behandling [77]. For & se
hvilke effekter en hemming av p38 MAPK har pa cellulzer viabilitet ble det benyttet in-
hibitoren SB203580. Cellene ble tilsatt 20 uM SB203580 en time fgr lyseksponering og

fjernet to timer etter lys.

a) NuTu-19 b) ZIR-75-1

100

70

50
- -
3 3
= =
k= 5
E =
= =
=] =)
© [}
T s '
x & .| —eror

—O— POT + 20 pM SB203580
5 —v— PCI
—w— PCI —a— PCI +20 pM SB203580
n/‘(—a— PCI +20 |Jl‘v| 5B203580 , \‘_ 4/ 0 ‘ ‘ ‘ |
0 30 60 90 120 0 60 120 180 240
Lysdose (sek.) Lysdose (sek.)

Figur 3.7: PDT- og PCI-behandling med SB203580 pa NutTu-19 og ZR-75-1 celler.

Celluleer viabilitet for a) NuTu-19 og b) ZR-75-1 etter behandling med PDT og PCI med p38 inhibitoren
SB203580. Cellene ble inkubert med 0,4 ug/mL TPCSz, og 20 uM SB203580 eller 0,4 ug/mL TPCSa,, 0,5
png/mL saporin og 5 uM S203580 som beskrevet i teksten. Viabiliteten beregnes i forhold til ubehandlede

kontrollceller og er plottet mot lysdosen. Verdiene er middelverdier av tre paralleller +/- standardavvik.

I NuTu-19 ble det observert at PDT med SB203580 gir en gkt viabilitet sammenlignet
med PDT alene (Figur 3.7a). Denne observasjonen ble kun sett ved celledrap pa 30 % eller
hgyere med PDT alene. Lyseksponering pa 120 sekunder gav 80 % celledrap med PDT,
mens PDT med SB203580 kun gav 50 % celledrap. Den inhiberende effekten pa celledrap
med SB203580 ble ikke observert med PCI i NuTu-19 cellene . PDT med SB203580 gav
ingen effekt pa cellulser viabilitet i ZR-75-1 cellene sammenlignet med PDT alene i det
malte doseomradet (Figur 3.7b). I motsetning til NuTu-19 cellene, viste SB203580 en svakt
inhiberende effekt pa den cytotoksiske effekten av PCI i ZR-75-1 cellene.

3.4.3 PDT og PCI med 3-metyladenin pa NuTu-19 og ZR-75-1 celler

Klasse III PI3K signalveien er essensiell i induseringen av autofagi og dermed ogsa for
celluleer viabilitet. 3-metyladenin er en inhibitor som hemmer bade klasse I og klasse 111
PI3K. For & se hvilken effekt 3-metyladenin har pa viabiliteten ble cellene inkubert med 10
mM 3-metyladenin 30 minutter for lyseksponering og fram til viabilitetsmaling 48 timer

etter belysning.
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Figur 3.8: PDT- og PCI-behandling med 3-metyladenin pa NutTu-19 og ZR-75-1 celler.

Celluleer viabilitet for a) NuTu-19 og b) ZR-75-1 etter behandling med PDT og PCI med PI3K inhibitoren
3-metyladenin (3MA). Cellene ble inkubert med 0,4 pg/mL TPCSa, eller 0,4 pg/mL TPCSs, og 0,5
pg/mL saporin i 18 timer. 10 mM 3MA ble tilsatt 30 minutter for belysning og fjernet 48 timer etter
lys. Viabiliteten beregnes i forhold til ubehandlede kontrollceller og er plottet mot lysdosen. Verdiene er

middelverdier av tre paralleller +/- standardavvik.

3-metyladenin viste seg & veere meget toksisk for NuTu-19 cellene. En reduksjon i viabilitet
pa mer enn 90 % ble observert i celler som var behandlet med 10 mM 3MA uten lys (Figur
3.8a). Det vil ikke vaere noe sammenligningsgrunnlag av PDT og PCI med 3MA pa NuTu-
19 da viabilietetskvantiteringen er gjort pa data som hadde en OD lavere enn 0,1. Disse
verdiene kan skyldes bakgrunnstgy ved absorbansmalingen. 3MA viste seg ogsa a veere
cytotoksisk for ZR-75-1 cellene, men dog i mindre grad enn NuTu-19 celler. Et celledrap
pa 30 % ble observert for ZR-75-1 celler som var behandlet med 3MA uten lys. Resultatene
viser at PDT med 3MA pa ZR-75-1 cellene er mer cytotoksisk enn PDT alene (Figur 3.8b).
PCI-behandling med 3MA sammenlignet med PCI alene pa ZR-75-1 celler viste a gi en

svak positiv effekt pa viabilieten.
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3.4.4 PDT pa NuTu-19 med ulik inkubasjonstid med 3-metyladenin

Da PDT-behandling med 48 timers inkubasjonstid med 3MA etter belysning pa NuTu-19
viste seg a veere meget cytotoksisk (Figur 3.8a), var det gnskelig a se hvor lenge NuTu-19
taler en inkubering med 3MA. Det ble derfor satt opp et forsgk hvor 10 mM 3MA ble
tilsatt 30 minutter fgr belysning og fjernet henholdsvis 4, 8 og 24 timer etter lys.
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Figur 3.9: PDT-behandling av NuTu-19 celler med ulik inkubasjonstid med 3-metyladenin.

Celluleer viabilitet etter PDT med PI3K inhibitoren 3-metyladenin (3MA). Cellene ble inkubert med 0,4
pug/mL TPCSz, i 18 timer. 10 mM 3MA ble tilsatt 30 minutter for belysning og fjernet henholdsvis 4
(P4), 8 (P8) og 24 (P24) timer etter lys. Viabiliteten beregnes i forhold til ubehandlede kontrollceller og

er plottet mot lysdosen. Verdiene er middelverdier av tre paralleller +/- standardavvik.

Resultatet viser at en inkubasjonstid pa total 4,5 og 8,5 timer ikke er tilstrekkelig for a fa
en forskjell i celluleer viabilitet sammenlignet med PDT. Denne forskjellen kan observeres
etter en inkubasjonstid pa 24,5 timer med 3MA. Denne effekten ser ut til & veere en

forskyvning av PDT-behandlingen (Figur 3.9).

3.5 Semikvantitativ detektering av LC3I11B

Autofagi er en celluleer prosess hvor cellen kan redde seg selv eller gjennomga programmert
celledgd. Hvilken resultat som blir gjeldende er avhengig av skadeomfanget. Microtubuli-
assosiert protein light chain 3 (LC3) er et protein som er essensiell i dannelsen av
autofagosomer. Ved indusering av autofagi vil cytosolisk LC3I bli klgyvet til LC3II.
Dannelsen av LC3II blir derfor ofte brukt for a se om autogafi er aktivert. Det er tidligere

blitt vist at TPCSg,-PDT aktiverer autofagi [24]. Det er derfor gnskelig a se pa hvilke
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effekter en hemming av JNK, p38 og PI3K har & si for autofagi ved a4 bruke proteinet
LC3IIB som markgr for autofagi. Cellene ble behandlet med 0,4 ug/mL TPCSs, i 18 timer
for en varierende inkubasjonstid (avhengig av inhibitor) med inhibitor. NuTu-19 cellene
ble deretter hgstet for videre analyse med SDS-PAGE, Western blotting og pafglgende

immunodeteksjon.

3.5.1 Effekt av JNK inhibering pa LC3-aktivering etter PDT pa NuTu-19

celler

SP600125 er en hemmer av JNK1, -2 og -3. JNK1 er tidligere vist a spille en viktig rolle i
reguleringen av autofagi. Ved aktivering av JNK vil JNK1 kunne fosforylere BH3 domenet
til beclinl, slik at en indusering av autofagi finner sted. Cellene ble tilsatt 5 uM SP600125
1 time for lys og fjernet to timer etter lys. NuTu-19 cellene ble hgstet 4, 8 og 24 timer
etter 180 sekunder med belysning.
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Figur 3.10: Effekt av JNK inhibering pa LC3-aktivering etter PDT pa NuTu-19.

Bildet viser ekspresjon av LC3IIB etter behandling med TPCS2,-PDT og 5 uM SP600126 som indikert i
figuren og beskrevet i teksten. NuTu-19 cellene ble behandlet med PDT og belyst i 180 sekunder. Hgsting
av celler ble gjort 4, 8 og 24 timer etter belysning. Kvantiteringen av intensiteten er beregnet relativt til

NT (ubehandlede celler) og korrigert med hensyn til aktinmengde (ikke vist i figuren).
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Resultatet viser at LC3IIB dannes etter TPCS9,-PDT og at SP600125 har nedregulerende
effekt pa LC3IIB dannelse, og at denne effekten gker med tiden etter behandling (Figur
3.10). Behandling med PDT og SP600125 drepte for mange celler ved de indikerte
betingelser til 4 kunne detektere LC3IIB 24 timer etter belysning.

3.5.2 Effekt av p38 inhibering pa LC3-aktivering etter PDT pa NuTu-19

celler

Aktivering av p38 er vist & ha en regulerende effekt pa autofagien [75] ved at fosforylert
p38a vil binde seg til p38-interagerende protein (p38IP). Dette vil medfgrer at p38IP ikke
vil kunne interagere med mAtg9 og dermed inhibere autofagi. SB203580 er en p38 MAPK
inhibitor, og er vist & hemme p38a og p383. NuTu-19 cellene ble tilsatt 20 M SB203580
1 time fgr lys og fjernet to timer etter lys og hgstet 4, 8 og 24 timer etter 180 sekunder

med belysning.
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Figur 3.11: Pavisning av LC3IIB etter PDT med SB203580 pa NuTu-19 celler

Bildet viser ekspresjon av LC3IIB etter TPCS2,-PDT med 20 M SB203580 som indikert i figuren og
beskrevet i teksten. NuTu-19 cellene ble behandlet med PDT og belyst i 180 sekunder. Hgsting av celler
ble gjort 4, 8 og 24 timer etter belysning. Kvantiteringen av intensiteten er beregnet relativt til NT
(ubehandlede celler) og korrigert med hensyn til aktinmengde (ikke vist i figuren).
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Resultatet viser at LC3IIB dannes etter TPCS,,-PDT, men inhibering av p38 ser ut til a
ha varierende grad av effekt pa dannelse av LC3IIB etter behandling med TPCS2a-PDT
(Figur 3.11). Det er imidlertid gjennomfgrt for fa forsgk til & kunne trekke noen endelige

konklusjoner.

3.5.3 Effekt av PI3K inhibering pa LC3-aktivering etter PDT pa NuTu-19

celler

3-metyladenin er en fosfoinositid 3-kinase (PI3K) inhibitor som hemmer bade klasse I og
klasselIl. Klasse III PI3K er vist a vaere vesentlig i induseringen av autofagi. Ved tilstede-
veerelse av 3MA vil det veere forventet & se en nedregulering i klgyving av LC3I til LC3II
[82]. Cellene ble behandlet med TPCSy,-PDT og belyst i 180 sekunder. 3MA ble tilsatt
30 minutter for lyseksponering og fjernet henholdsvis 4, 8, 24 timer. Hgstingen av celler
ble gjort med de samme tidsintervallene. For & se om hemming av LC3IIB dannelse etter
PDT med 3MA er reversibel ble noen celler ”pulset” og inkubert i medium fritt for 3SMA
frem til hgsting.

Resultatet viser at TPPS9,-PDT induserer autofagi da LC3IIB blir oppregulert etter 4
timer med 180 sekunders belysning (Figur 3.12). Denne oppregulereingen ser ut til a gke
med tiden. 3SMA kombinert med TPPS,-PDT gir en nedregulering av LC3IIB dannelse
sammenlignet med PDT alene. Ved pulsing av 3MA ble det observert at LC3IIB ble
oppregulert igjen, seerlig i celler som var pulset i 4,5 timer med 3MA. Celler som var
pulset med 3MA i 8,5 timer ble det kun observert en svak oppregulering 24 timer etter
lysbehandling.
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Figur 3.12: Effekt av PI3K inhibering pa LC3-aktivering etter PDT pa NuTu-19 celler

Bildet viser ekspresjon av LC3IIB i NuTu-19 celler etter TPCS3,-PDT med 10 mM 3-metyladenin. Som
indikert pa figuren og i teksten ble 3MA tilsatt 30 minutter fgr lys og fjernet henholdsvis 4 (P4), 8 (P8) og
24 (P24) timer etter belysning pa 180 sekunder. Hgsting av celler ble gjort 4, 8 og 24 timer etter belysning,
som indikert pa figuren. Kvantiteringen av intensiteten er beregnet relativt til NT (ubehandlede celler) og

korrigert med hensyn til aktinmengde (ikke vist i figuren).

3.6 Immunodeteksjon med SNAP i.d

Det ble initielt benyttet ferdigstopt gel (Pierce) for SDS-PAGE og SNAP i.d. protein
systemet (Millipore) for immunodeteksjon etter Western blot da gruppen gnsket a ga over

til disse metodene grunnet tidsbesparing.
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Figur 3.13: Proteindetektering med SNAP i.d.

Bildet viser diverse resultater fra immunodeteksjon med SNAP i.d. gjort pa ZR-75-1 og NuTu-19 celler
behandlet med PDT. 1) viser deteksjon av LC3IIB med ferdigstopt gel, 2) viser deteksjon av LC3IIB med
egen stept gel, 3) viser deteksjon av aktin med egen stopt gel, 4) viser deteksjon av LC3IIB med egen
stgpt gel med ny innkjopt antistoff og 5) viser deteksjon av LC3IIB med SNAP i.d (a) kontra tradisjonell

medtode for immunodeteksjon (b)

Prosedyrene som ble benyttet den fgrste tiden var innhentet fra en annen gruppe, og
figur 3.13 bilde 1 viser resultatet av fgrste kjgring. Dette resultatet viste verken deteksjon
av malproteinet (LC3IIB) eller molekylvektstandarden. For & sjekke om proteinene fra
SDS-PAGE var overfgrt til membranen, ble Ponceau farging (Avsnitt 2.6.7) benyttet for a
lokalisere proteiner pa membranen. Denne testen viste at ingen proteiner var blitt overfert
(data ikke vist). Det viste seg at utnyttelsen av ferdigstgpte geler krevde egne buffere
(running- og blottebuffer). Figur 3.13 bilde 2 viser resultatet etter endring av buffere
hvor kun deteksjon av molekylvektstandarden og noe uspesifikt binding ble observert. Det
ble derfor bestemt at egne stgpte geler skulle benyttes da dette har gitt gode resultater
tidligere innad i gruppen. Etter flere kjgringer uten deteksjon av LC3IIB, ble aktin benyttet
som en positiv kontroll for & utelukke feil ved ekstrakter og overfering av proteiner til
membranen. Resultatet (Figur 3.13, bilde 3) viser en klar detektering av aktin. Det ble

na fokusert pa antistoffet da dette var gammelt, og effekten kan ha blitt svekket etter
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gjentatte opptininger. Det ble derfor kjogpt inn nytt antistoff. Figur 3.13 bilde 4 viser
svake band av LC3IIB og mye uspesifikke bindinger. Dette indikerer at betingelsene
fortsatt ikke var optimale. Celleantallet ble justert opp uten at det hjalp pa intensiteten
pa bandene (data ikke vist). Etter flere gjennomganger med gruppen ble det fokusert pa
stromkilden som en mulig feilkilde. Det ble oppdaget at vannet (dH20) som ble benyttet
i det nye Forskningsbygget hadde et hgyt kalkinnhold, og derfor kunne ha interferert med
strgmstyrken. Det ble derfor laget nye reagenser med ionebyttet vann. Figur 3.13 bilde 5a
viser resultatet av SNAP i.d. under optimaliserte betingelser. Det var i tillegg gnskelig a
sammenligne spesifisiteten og sensitiviteten av denne metoden kontra tradisjonell metode
(Figur 3.13, bilde 5b). Resultatene viste at tradisjonell metode for immunodeteksjon er
mer egnet til deteksjonen av LC3IIB, sammenlignet med SNAP i.d. systemet, for forsgk

gjort i denne oppgaven.
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4 Diskusjon

4.1 Intracelluleer lokalisering av TPCS,,

Det kritiske elementet i bade PDT og PCI er fotosensitiseren. O regnes som den primsere
mediatoren for fototoksisk effekt og er vist a kun migrere 0,02 pum [54]. Lokaliseringen av
fotosensitiseren ved belysningstidspunktet vil derfor korrespondere med stedet for primeer
fotokjemisk skade. PCI er en metode for malrettet levering av endocytiske makromolekyler.
Forutsetningen for effektiv PCI er at fotosensitiseren lokaliseres til endolysosomale vesikler.
Dersom fotosensitiseren lokaliseres til plasmamembranen vil en oksidasjon av kolesterol,
umettede fosfolipider og proteiner i membranene oppsta. Dette vil igjen resultere i per-
meabilitetsforandringer i plasmamembranen og redusert ATP som vil indusere nekrose.
Avhengig av prosessens hastighet, vil dette kunne ha en innvirkning pa endocytert lev-
ering ved benyttelsen av PCI. Intracellulaer lokaliseringen av TPCSs, ble derfor studert.
TPCSy, er en amfifil fotosensitiser som har mange likhetstrekk med TPPSs, som har en
dokumentert lokalisering til endolysosomale vesikler [79]. TPCSy, vil derfor vaere forventet

a lokalisere seg til endolysosomale vesikler etter opptak ved endocytose.

For bade NuTu-19 og ZR-75-1 celler ble det observert en granulser fluorescens etter
inkubering med TPCSs, i 18 timer med pafslgende vask og 4 timers inkubering med
medium fritt for TPCSy, (Figur 3.2 og 3.3, bilde 3b). Den granulsere fluorescensen
som visualiseres antas a avspeile endolysosomal lokalisering av TPCSso,. I tillegg ble
det observert en diffus fluorescens over hele cellen for de av cellene som var inkubert
med TPCSy, i 18 timer uten vask (Figur 3.2 og 3.3, bilde 2b). TPCSy, har amfifile
egenskaper som gjgr at de kun vil kunne penetrere inn i celluleere membraner, men ikke
trenge igjennom. Derfor vil den diffuse fluorescensen som ble observert trolig skyldes
TPCSsy, i plasmamembranen og ikke lokalisering i cytosol. Fraveer av diffus fluorescens
pa plasmamembranen etter vaskeprosedyre tyder pa at TPCSsy, ble vasket bort fra
plasmamembranen. For ubehandlede celler ble det som forventet ikke detektert fluorescens
(Figur 3.2 og 3.3, bilde 1b). I tillegg var cellene behandlet med Hoechst 33342 for a
visualisere cellekjernen. Det er ikke forventet at TPCSs, skal lokaliseres til cellekjernen
grunnet fotosensitiserens negative ladning [12, 22]. Dette stemmer godt overens med

observasjoner gjort i denne studien.
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4.2 Celluleer viabilitet etter PDT- og PCI-behandling

PDT og PCI er metoder som induserer irreversible skader pa tumorvev grunnet
fotokjemiske- og biologiske prosesser. Antitumoreffekten av begge metoder er lokal da
fotosensitisere preferensielt lokaliseres til tumorvev og administrering av lys skjer lokalt.
Klinisk bruk av PDT er blitt godkjent for detektering og behandling av flere krefttyper [15].
En begrensning i PDT er at belysningstiden for effektiv behandling kan veere lang og kan
forarsake akutte skader pa normalvevet som begrenser lysdosen som kan appliseres. Ofte
vil normalvevet regenereres, men alvorlige bivirkninger som lyssensitivitet er observert. En
forbedring av denne metoden vil derfor veere a redusere eksponeringstiden av lys samtidig
som den cytotoksiske effekten pa tumorvev opprettholdes. PCI er en ny metode under
utvikling og studier i forskjellige cellelinjer og tumormodeller in vivo indikerer at PCI
trenger en langt lavere lysdose for a oppna de samme effektene som PDT [4, 28, 70]. Dette

er i samsvar med observasjoner gjort i denne studien.

Den cytotoksiske effekten som observeres med PCI er et resultat av vellykket levering av
toksinet i kombinasjon med fotokjemisk behandling. Makromolekylet som er benyttet i
denne studien er saporin, en type 1 RIP. Denne typen toksiner er potensielt meget cyto-
toksiske, men da de etter opptak ved pinocytose ofte degraderes i lysosomer far de ikke
utgvd sin intracelluleere effekt. Cytotoksiteten av type 1 RIP er i in vitro studier vist a
kunne gke opp til 300 ganger i kombinasjon med fotokjemisk behandling [28]. Ved begge
behandlingsformene er det benyttet konsentrasjoner som i seg selv ikke gir cytotoksitet.
Dette kan sees ut fra figur 3.4 og 3.5, hvor saporin og TPCS,, alene eller i kombinasjon
uten lyseksponering viser kun en svak reduksjon i cellulzer viabilitet. Dette er gunstig
da fotosensitisere og legemidler ofte administreres systemisk og tilstedeveerelse av disse i
normalvev vil forekomme. Resultatene i denne studien indikerer at PCI er mer effektiv
sammenlignet med PDT. Ved PDT matte det benyttes ca. 3 ganger sa hgy lysdose for
a oppna samme cytotoksitet som etter behandling med PCI (Figur 3.4 og 3.5). Dette er

gjelder for begge cellelinjene som er benyttet i denne studien.

PCI er per i dag ikke godkjent for klinisk bruk, men er i en klinisk fase I/II studie ved
University College Hospital i London. Resultatene har vaert oppsiktsvekkende og indikerer
at PCI er en effektiv og selektiv metode da behandlingen kun har hatt cytotoksiske effekter
pa tumor og ikke omkringliggende normalvev. Generelt kan det se ut som PCI vil vaere
mer hensiktsmessig kontra PDT da metoden oppnar cytotoksisk effekt ved lavere lysdoser
[34].
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4.3 Effekten av SP600125 pa cellulaer viabilitet

Proteinkinasen JNK er kjent for a bli aktivert av ulike former for stress, som UV-lys og
oksidativt stress. Studier med cytokiner og ceramider (lipidmolekyler) har vist & indusere
aktiveringen av disse proteinkinasene. Aktivering av JNK er vist & resultere i celledgd
da JNK inhibitoren SP600125 gker viabiliteten [50]. JNK er ogsa blitt rapportert a bli
aktivert etter fotokjemisk behandling, men behandling med de samme inhibitorene ser ut
til & ha en motsatt effekt pa celluleer viabilitet [77]. Dette er i samsvar med resultatene fra
denne studien da en hemming med SP600125 resulterte i en gkt cytotoksisk effekt etter
fotokjemisk behandling (Figur 3.6). Weyergang et al. rapporterte at TPPS9,-PDT gav
en gkt cytotoksitet i kombinasjon med SP600125 i NuTu-19 celler, men denne effekten
var imidlertid i liten grad observert ved TPPS9,-PCI av gelonin [77]. Disse resultatene
motstrider funn i denne oppgaven. I denne studien ble det vist at PCI av saporin med
SP600125 resulterer i gkt cytotoksitet. Denne effekten ser ut til & gke med lyseksponering
bade ved PDT og PCI, og ser ut til a gjelde for bade NuTu-19 og ZR-75-1 cellene. Det ble i
disse studiene benyttet amfifile fotosensitisere, makromolekyler av type 1 RIP og lysdoser
i samme omrade, dermed skulle en forvente at resultatene var i samsvar. Forskjeller i re-
sultatene kan skyldes biologisk variasjon, ulik konsentrasjon av fotosensitisere samt ulike
fotosensitisere (TPPSy, og TPCSy,).

SP600125 er vist & kunne binde seg til andre proteinkinaser enn JNK. Den er blant annet
vist a hemme aktiveringen av S6K1,en effektor nedstroms for mTOR [39]. Dette viser at
SP600125 kan ha en negativt regulerende funksjon pa mTOR, som har en essensiell rolle i
reguleringen av autofagi. Dersom mTOR aktiviteten blir inhibert vil dette veere et signal
pa a aktivere autofagi via rekruttering av flere Atg-proteiner. Dette kan muligens veere en
forklaring pa observasjonene Li et al. gjorde med ceramid-indusert celledgd da autofagi ble
funnet a vaere aktivert [50]. Den tilsynslatende motsatte effekten av JNK pa fotokjemisk
indusert celledgd kan derfor skyldes en aktivering av autofagiveien. Etter fotokjemisk be-
handling vil autofagosomene forventes & fusjonere med skadede endosomer og lysosomer og
en kan ikke forvente at degraderingen av cellulsere komponenter i autolysosomer vil finne
sted. I stedet er det grunn til & anta at innholdet i autofagosomer resykleres tilbake til cy-
tosol med en ukjent effekt pa cellulzer viabilitet. For & studere om JNK-mediert celledgd gar
via autofagi, ble det i tillegg til SP600125 benyttet PISK inhibitoren 3-metyladenin. 3MA
er vist & hemme bade klasse I og klasse III PI3K, som har en regulerende rolle pa autofagi.
For & detektere om fotokjemisk behandling aktiverer autofagi ble det benyttet autofagi-
markgren LC3. Ved induseringen av autofagi vil cytosolisk LC3I klgyves til LC3II, og en
deteksjon av LC3IIB vil derfor reflektere aktivering av autofagi. Resultatene fra denne
studien viser at PDT aktiverer autofagi da en oppregulering av LC3IIB er observert (Fig-
ur 3.10). Ved & kombinere PDT med SP600125 ble LC3IIB nedregulert i forhold til PDT
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alene, dette er spesielt synlig 8 timer etter lyseksponering. Figur 3.12 viser at inhiberingen
av LC3IIB-dannelsen etter PDT i kombinasjon med 3MA er reversibel dersom 3MA blir
fjernet fra cellene. PDT med 8,5 timers inkubering med 3MA ser ikke ut til & ha noen
effekt pa celluleer viabilitet (Figur 3.9). Siden dannelsen av LC3IIB er nedregulert etter
PDT-behandling med SP600125 og en nedregulering av LC3IIB etter 8,5 timer ikke har
en innvirkning pa viabiliteten, er dette en indikasjon pa at JNK-mediert celledgd etter
fotokjemisk behandling ikker er autofagimediert. Dette kan muligens veere forklaringen pa
den motsatte effekten som er observert etter JNK-aktivering med ceramider og cytokiner

da disse ser ut til & veere autofagimedierte.

4.4 Effekten av SB203580 pa celluler viabilitet

I likhet med JNK, blir proteinkinasen p38 aktivert av ulike former for celluleert stress.
Cheng et al. viste at TNF4-indusert celledgd via apoptose og autofagi ble aktivert av
inhibitoren SB203580 [20]. Weyergang et al. viste at bade TPPSy,-PDT og TPPSy,-PCI
av gelonin reduserte den cytotoksiske effekten av den fotokjemiske behandlingen ved bruk
av den samme inhibitoren [77]. Resultatene av forsgkene med fotokjemisk behandling og
SB203580 som ble utfgrt i denne oppgaven varierte i graden av samsvar med resultatene
til Weyergang et al. For NuTu-19 cellene, ble det vist at SB203580 reduserte den cyto-
toksiske effekten av TPCSs,-PDT, mens dette ikke ble vist for TPCSs,-PCI av saporin
(Figur 3.7a). For ZR-75-1 cellene, ble det ikke observert en reduksjon av cytotoksisk effekt
av TPCS9,-PDT, mens dette til en viss grad ble observert for TPCSy,-PCI av saporin
(Figur 3.7b). Forskjeller i resultatene kan igjen skyldes biologisk variasjon, ulik konsen-

trasjon av fotosensitisere samt ulike fotosensitisere (TPPSg, og TPCSy,).

Inhibering av p38 har varierende grad av effekt pa dannelse av LC3IIB etter behandling
med TPCSy,-PDT (Figur 3.11). Det vil derfor veere ngdvendig med ytterligere studier for
a kunne trekke konklusjoner angdende sammenhengen mellom autofagi og p38 MAPK-

aktivering.

4.5 Eksperimentelle feilkilder
4.5.1 Telling og utsaing av celler

For a sikre reproduserbarheten pa forsgkene ble antall celler talt for utsaing. Dette ble gjort
ved a pipettere en drape av cellesuspensjonen til et tellekammer og telle cellene manuelt
ved bruk av et mikroskop. Mulige feilkilder er at cellesuspensjonen ikke er representativt
for uttaket da det kan tenkes at den ikke er homogen samt at operatgren kan ha veert

ungyaktig under telleprosessen. I tillegg ble uttak av cellesuspensjonen og fortynningen til
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gnsket konsentrasjon gjort manuelt ved pipettering. Dersom det er gatt lang tid mellom
kalibrering av pipetter vil volumet som tas ut veere feilaktig. Dette vil kunne medfgre til

at for fa eller for mange celler blir sadd ut og arbeidet blir vanskelig & reprodusere.

4.5.2 Ugnsket belysning av TPCS,,

Etter tilsettelse av TPCSy, ble all arbeid med cellene konsekvent utfgrt under dempet
lys. Det kan alikevel ikke utelukkes at ugnsket lys kan ha bidratt til aktivering av
fotosensitiseren og dermed en gkt effekt av fotokjemisk behandling. Ved forsgk hvor celler
skulle ha forskjellige lysdoser er det ofte at de blir sddd ut pa samme brett. En mulig
feilkilde vil derfor veere at noen celler vil kunne bli lyseksponert lenger enn de skulle
grunnet, lysspredningen i brettene. Celler som skulle vaere kontroller ble sadd ut pa egne

brett som ikke ble belyst, men det kan ikke utelukkes ugnsket lyseksponering.

4.5.3 Overlevelse malt med MTT-assay

I denne studien ble MTT-assayet benyttet til & male celluleer viabilitet. Svakheten ved
denne metoden er at den maéler mitokondriell aktivitet i cellene. Dgende celler kan
imidlertid fortsatt ha en viss mitokondrieaktivitet. Dersom maéalingen av MTT skjer kort tid
etter behandlingen kan dette resultere i gkt cellulser viabilitet etter fotokjemisk behandling.
En sikrere metode for viabilitetsmaling er klonogen overlevelse. Metoden er basert pa at
en enkeltcelle skal kunne gi opphav til en avgrenset koloni av celler. En begrensning ved
denne metoden er at det kan ta lang tid mellom behandling og cytotoksitets-assay samt

at den ikke egner seg for alle cellelinjer da ikke alle vokser til en avgrenset koloni.

4.5.4 Effektforstyrrelse etter gjentatt opptining

Bade saporin, inhibitorer og antistoffer som er benyttet i denne oppgaven oppbevares ved

—20°C. Gjentatte opptininger kan bidra til en redusert effekt av disse.

4.5.5 Immunodeteksjon med SNAP i.d. kontra tradisjonell metode

Innfgring av nye metoder ved et laboratorie vil ofte kreve optimaliseringer, selv om disse
metodene er godt innarbeidet ved andre laboratorier. Det vil derfor veere behov for juster-
ing av protokoller fagr metoden tas i bruk ved eget laboratorie. I denne oppgaven ble det
initielt benyttet en ny metode for immunodeteksjon (SNAP i.d.) etter Western blotting.
Flere feilkilder ble identifisert og korrigert pa underveis. Det ble blant annet observert at
bruk av ferdige innkjgpte geler trengte egne buffere og at det destillerte vannet pa lab-
oratoriet hadde et hgyt kalkinnhold som péavirket stromstyrken. Dissee interferensene er
av stor betydning for metoder som SDS-PAGE og Western blotting. Videre ble det stilt

spgrsmal til kvaliteten av det primere antistoffet da bade molekylvektstandarden og den
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positive kontrollen (aktin, Figur 3.13 bilde 3) ble detektert, men ikke malproteinet. En
svekkelse av antistoffets kvalitet kan komme av mange opptininger da det ble benyttet et

gammelt antistoff.

SNAP i.d. fra Millipore pastas & vaere mer gkonomisk enn tradisjonell metode. Dette kan
muligens stemme da den benytter mindre volumer av reagenser, men det bgr tas hensyn
til at ved tradisjonell metode kan mye av utstyret bli gjenbrukt, mens SNAP i.d. metoden
krever bruk av engangsutstyr (kassettholdere) som kan ha hgy innkjgpspris. En ngyere
beregning vil matte gjgres for a finne hvilken metode som er mest lgnnsom nar det kom-

mer til pris.

Etter a ha sammenlignet begge metoder for immunodeteksjon, ble det besluttet & benytte
tradisjonell metode da SNAP i.d. viser a veere mindre spesifikk og sensitiv med det primaere
antistoffet som benyttes i denne oppgaven samt at bakgrunnen ofte ble for sterk og ujevn.
En tanke kan veaere a kombinere begge metodene ved a benytte tradisjonell metode til og
med inkubering av primeert antistoff og SNAP i.d. for vask og inkubering av sekundzert
antistoff. Dette vil kunne gi en tidsbesparelse (2 timer) samtidig som spesifisiteten og

sensitiviteten beholdes.

4.6 Videre studier

Da resultatene i denne oppgaven indikere at JNK-mediert celledgd gar via andre mekanis-
mer enn autofagi, og med den kunnskapen vi har om at lokaliseringen av fotosensitiseren vil
veere det primaere malet for fotokjemisk skade, vil apoptose veere en mulig dgdsmekanisme.
Siden TPCSy, er lokalisert i endolysosomale vesikler, vil skader pa disse kunne resultere
i at cathepsiner frigjgres fra lysosomer og ut i cytosolen. Cathepsinene vil kunne me-
diere apoptose ved a klgyve Bid til tBid som lokaliseres til mitokondrier hvor de aktiverer
pro-apoptotiske Bax. Dette resulterer i en frigjering av cytokrom ¢ og dermed apoptose-
indusering [67]. Selv om dette muligens er en mekanisme for JNK-mediert celledgd, har

Berg et al. rapportert at cathepsiner trolig i liten grad har en innvirkning pa celledgd [5, 6].

TPPSs,, som primeert lokaliseres til endolysosomale vesikler, er vist a relokaliseres til en-
doplasmatisk retikulum (ER) etter belysning [69]. TPCSy, er strukturelt sett tilnsermet
lik TPPSs,, og en kan dermed forvente at en relokalisering til ER ogsa vil kunne oppsta
etter lys for TPCSs,. Fotosensitisere som er lokalisert i ER er vist a indusere apoptose og
nekrose [67], men med TPCSy, er det vist at nekrose i liten grad forekommer [24]. Dette

underbygger hypotesen om at JNK-mediert celledgd skjer via apoptose.

I tillegg til & fungere som en transportsystem vil ER ogsé kunne fungere som en sensor mot
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stress gjennom de tre transmembranen proteinene PERK (kinase), IRE1 (kinase) og ATF
(transkripsjonsfaktor). Det kan tenkes at en relokaliseringen av fotosensitisere hit vil kunne
indusere celluleer stress som fanges opp av ER. Dette kan medfgre at IRE1 aktiverer JNK
signalveien [57]. JNK er kjent for a regulere Bcl-2 familien av proteiner, og aktivert JNK
kan derfor fosforylere proapoptotiske Bax og Bak som setter i gang apoptotiske prosesser.
I tillegg vil JNK ogsa kunne aktivere tumor supressor proteinet p53 som kan resultere i

cellesyklus arrest eller apoptose [27].

Det hadde pa denne bakgrunn veert av interesse a studere relokaliseringen av TPCSs, og
dens sammenheng med apoptose. Relokaliseringen av TPCSsg, kan studeres ved a benytte
fluorescensmikroskopi. For & studere apoptotiskmediert celledgd etter fotokjemisk behan-
dling kan en se pa effektorkaspase-3 som er essensiell i apoptosen. Dette kan blant an-
net gjores ved a detektere proteinet med Western blot, men dette er tidligere vist a gi
svake signaler [24]. Apoptose kan ogsa bli malt enzymatisk med fluorescensdetektering.
Denne metoden benytter kaspase-3 substratet Z-DEVD som er bundet til AMC (Z-DEVD-
AMC). Klgyving av dette substratet av kaspase-3 vil resultere i detekterbar fluorescens.

Fluorescensintensiteten vil veere proporsjonal med kaspase-3 aktivitet [30].

3-metyladenin er per idag en av de mest brukte inhibitorene for a hemme autofagi. Man
har lenge trodd at inhiberingen av autofagi kommer av at 3MA hemmer klasse 11T PI3K
fra & danne PI3P som trengs for induseringen av autofagi, men 3MA er ogsa vist & hemme
klasse I PI3K. Aktivering av klasse I PI3K vil aktivere AKT som igjen vil kunne aktivere
mTOR kompleks 1 (mMTORC1) og dermed inhibere autofagi. Nyere studier tyder pa at 3-
metyladenin har en tveegget rolle pa autofagien i nzeringsrikt medium. Wu et al. observerte
at PI3P var nedregulert de tre fgrste timene etter tilsetningen av 3MA, men at denne ble
oppregulert til normalen (ubehandlet prgve) etter ni timers inkubasjon med 3MA. Det ble
i tillegg observert at P1(3,4,5)P3 (produkt av klasse I PI3K aktivering) ble hemmet i hele ni
timer ved tilstedevaerelse av 3MA. Disse resultatene viser at 3MA i naeringsrikt medium
har en vedvarende inhiberende effekt pa klasse I PI3K, mens hemmingen av klasse 111
PI3K er forbigaende [82]. Dette vil igjen pavirke celluleer viabilitet og resultatene i denne
oppgaven da 3MA ble inkubert i neeringsrikt medium. Det vil derfor veere ngdvendig
a gjenta forsgkene med en annen inhibitor av autofagi, for eksempel med wortmannin.
Wortmannin er vist & ha en vedfarende nedregulerende effekt pa PI3P, ogsa i naeringsrikt

medium [81].
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5 Konklusjoner

Den intracellulsere lokaliseringen av den amfifile fotosensitiseren TPCSy, ble som forven-
tet vist & veere i endolysosomale vesikler. Behandling med TPCSs,-PDT og TPCSy,-PCI
av saporin pa NuTu-19 og ZR-75-1 celler resulterte i cytotoksiske effekter malt som re-
dusert viabilitet. Resultatene i denne studien indikerer at PCI av saporin er mer effektiv
sammenlignet med PDT da den ga gkt celledgd ved lavere lysdoser. Dette er i samsvar

med tidligere resultater [70].

Cellulaere prosesser ble manipulert med inhibitorer for a studere effekten av disse pa vi-
abilitet etter fotokjemisk behandling. JNK inhibitoren SP600125 gav gkt cytotoksitet for
bade NuTu-19 og ZR-75-1 celler ved behandling med PDT og PCI. Samme inhibitor hadde
en nedregulerende effekt pa LC3IIB aktivering sammenlignet med PDT alene. p38 MAPK
inhibitoren SB203580 viste en reduksjon i cytotoksisk effekt med PDT for NuTu-19 celler.
Denne effekten var ikke malbar i ZR-75-1 cellene. I motsetning til NuTu-19 cellene, viste
SB203580 en svakt inhiberende effekt pa den cytotoksiske effekten av PCI i ZR-75-1 cel-
lene. PI3K inhibitoren 3-metyladenin viste seg & veere meget toksisk for NuTu-19 cellene
ved inkubering i 48 timer etter bade PDT og PCI, mens inkubering av samme inhibitor
i 4 og 8 timer gav ingen cytotoksisk effekt etter PDT-behandling. 3MA viste seg ogsa a

veere cytotoksisk for ZR-75-1 cellene, men dog i mindre grad enn NuTu-19 celler.

Resultatene i denne studien indikerer at JNK-mediert celledgd ikke er autofagimediert. Det
trengs ytterligere studier for & kunne trekke noen konklusjoner for p38-mediert celledgd

da resultatene er vist a variere.
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A Appendiks

A.1 Kjemikalier

Acrylamid/Bis solution
Ammonium persulfate
Antbiotikafritt skummetmelkpulver
Benzonase

Bovine serum albumin, BSA
Dimethyl sulfoxide, DMSO
Eddiksyre

Fatalt kalveserum, FCS

Glycin

LumiGlo

Metanol

MTT-assay

Natriumfluorid, NaF
Phosphate buffered saline, PBS
Penicillin-streptomycin
Phosphatase inhibitor cocktail I
Phosphatase inhibitor cocktail II
Ponceau S

Protease inhibitor cocktail
RPMI 1640 medium

Saporin

SB203580, p38 inhibibitor
Sodium dodecyl sulfate, SDS
SP600125, JNK inhibitor
TEMED

TPCSa,

Trisbase

Trizma-HCI

Trypsin-EDTA

3-methyladenin

BioRad, USA)
BioRad, USA)

TM@ Brumundal, Norge)

(

(

(

(Merck, Tyskland)
(Sigma-Aldrich, USA)
(Sigma-Aldrich, USA)
(Merck, Tyskland)
(Fisher Scientific, USA)
(BioRad, USA)
(KPL,USA)
(Sigma-Aldrich, USA
(Sigma-Aldrich, USA
(Sigma-Aldrich, USA
(Sigma-Aldrich, USA
(Sigma-Aldrich, USA
(Sigma-Aldrich, USA
(Sigma-Aldrich, USA
(Sigma-Aldrich, USA
(Sigma-Aldrich, USA
(Sigma-Aldrich, USA
(Sigma-Aldrich, USA
(Sigma-Aldrich, USA
(BioRad, USA)
(CalBiochem, USA)
(BioRad, USA)

(PCI Biotech, Norge)
(Sigma-Aldrich, USA
(Sigma-Aldrich, USA
(Sigma-Aldrich, USA
(Sigma-Aldrich, USA

)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)

)
)
)
)
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A.2 Leverandorer

A.2 Leverandgrer
AGFA Healthcare

American Type Culture Collection
Amersham Biosciences
Bio-Rad Laboratories
BioTek

Calbiochem

Cell Signaling Technology
Fisher Scientific

GE Healthcare

HYCOR

KPL

Merck

Millipore

Nunclon

PCI Biotech

Pierce Biotechnology
TM@ Brumumundal

Zeiss

75

Belgia

USA
Storbritannia
USA

USA
Storbritannia
USA

USA

Sverige

USA

USA
tyskland
USA
Danmark
Norge

USA

Norge
Tyskland
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A.3 Lgsninger

APS 10 %

APS
Aqua pure

Oppbevares ved 4°C

BSA 5 %

BSA
1x TTBS

Oppbevares ved —20°C

Coomassie Brilliant Blue 0,1 %

Metanol CP
Eddiksyre

Coomassie Brilliant Blue

Aqua pure

Oppbevares ved romtemperatur

Avfargingslgsning

Metanol
Eddiksyre
Aqua pure

Oppbevares ved romtemperatur

Lyseringslgsning

6,2 mM Tris-HCI pH 6,8

30 % w/v SDS
100 % Glycerol
DTT

1 % Bromphenylblue

Aqua pure

Oppbevares ved 4°C og lysbeskyttet

0,2¢g
2 mL

5g
100 mL

50 %
10 %
0,1 %
fortynnet til 1 L

40 %
10 %
fortynnet til 1L

12,5 mL

6,6 mL

10 mL

0,77 g

1 mL

fortynnet til 1 L
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A.3 Lgsninger

Lyseringsbuffer (1 mL)

Lyseringsstock

Protease inhibitor cocktail
Phosphatase inhibitor cocktail I
Phosphatase inhibitor cocktail II
2 M B-Glycerol phosphate
NasVOyu

200 mM PMSF

200 mM NaF

Oppbevares pa is

MTT 5 mg/mL

MTT
1x PBS

Oppbevares ved 4°C og lysbeskyttet

Ponceau S

Eddiksyre
Ponceau S

Aqua pure

Oppbevares ved ved romtemperatur

Separerende gel 12 %

Aqua pure

1,5 M Tris-HCI pH 8.8
10 % w/v SDS stock
40 % Acrylamide/bis
10 % APS

TEMED

Polymeriseres © romtemperatur

945 pL
10 pL
10 pL
10 pL
10 pL

o puL
5 pL
5 pl

250 mg
50 mL

5%
0,1 %
fortynnet til 50 mL

4,35 mL
2,5 mL
0,1 mL

3 mL
50 pL
5 pL

7
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Stacking gel

Aqua pure

1,5 M Trizma-HCI pH 8.8
10 % w/v SDS stock

40 % Acrylamide/bis

10 % APS

TEMED

Polymeriseres i romtemperatur

10x TBS pH 7,6

Trisbase
NaCl
Aqua pure

Oppbevares i romtemperatur

1x TTBS

10x TBS
Aqua pure
100 % Tween 20

Oppbevares i romtemperatur

10x Runningbuffer pH 8,3

Trisbase
Glycine
SDS

Aqua pure

Oppbevares i romtemperatur

1x Runningbuffer
10x Runningbuffer
Aqua pure

Oppbevares i romtemperatur

3,2 mL
1,25 mL
50 pL
0,5 mL
25 pL

5 puL

12,11 g
87,66 g NaCl
fortynnet til 1 L

100 mL
900 mL
1 mL

30g

144 ¢

10 g

fortynnet til 1 L

100 mL
100 mL
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A.3 Lgsninger

3-methyladenin 80 mM

3-methyladenin

NaCl

1 M HCI

Aqua pure

Oppbevares ved —20°C

120 mg
60 mg
50 pL
10 mL
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